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Bir yillik siirede diski 6rneklerinde ELISA ile Entamoeba histolytica

arastirilmasi

Investigation of Entamoeba histolytica in stool specimens by ELISA during a

year
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OZET

Amag: Bu calismadaki amacimiz;  mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilen diski 6rneklerinde ELISA yon-
temi ile Entamoeba histolytica varliginin arastirilmasidir.

Gerec¢ ve yontem: Calismamiza; Ocak 2009 - Aralik 2009
tarihleri arasinda Bismil Devlet Hastanesi mikrobiyoloji
laboratuvarina goénderilen, farkli yas gruplarindaki hasta-
lara ait 800 diski 6rnegi dahil edilmistir.

Bulgular: Nativ-lugol ydntemi ile incelenen 800 diski 6r-
neginin 31'inde (% 3.9) Entamoeba histolytica/dispar kist
ve/veya trofozoitleri gérilmustir. Orneklerin tamaminda
ELISA yontemi ile Entamoeba histolytica spesifik antijeni
arastirlmistir.  Sadece 12 (% 1.5) diski Orneginde
Entamoeba histolytica spesifik antijeninin varligi tespit
edilmistir. Entamoeba histolytica spesifik antijeni sapta-
nan olgulara uygun tedavi baslanmistir.

Sonug: Entamoeba histolytica varligi arastirilarak hastala-
rin gereksiz tedavi almalarinin dnlenmelidir. Klin Deney
Ar Derg 2011; 2(1): 50-54

Anahtar kelimeler: Entamoeba histolytica, spesifik anti-
jen, kist, trofozoit, ELISA, amebiyazis.

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to investigate En-
tamoeba histolytica in the stool samples that have been
sent to microbiology laboratory by ELISA method.

Materials and methods: This study was performed on
800 stool specimens belonging to different age groups
and different patients sent to Microbiology Laboratory of
a State Hospital between January 2009 and December
2009.

Results: In this study Entamoeba histolytica/dispar cysts
and/or trophozoites were observed in 31 (3.9%) out of a
total of 800 stool specimens which were examined by
native-lugol. Entamoeba histolytica specific antigen was
investigated by ELISA in all stool specimens. Entamoeba
histolytica specific antigen was detected in 12 (1.5%) of
these stool specimens. The diagnosis of amoebiasis for
the patients whose ELISA tests were “positive” and ap-
propriate therapy was begun.

Conclusion: Entamoeba histolytica in the stool samples
should be investigated and unnecessary treatments
should not given to patients. J Clin Exp Invest 2011; 2(1):
50-54

Key words: Entamoeba histolytica/dispar, specific anti-
gen, cyst, trophozoite, ELISA, amoebiasis.
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GIRiS

Amebiyazis, Entamoeba histolytica’nin neden ol-
dugu, bagirsak ve bagirsak disi olmak iizere iki
farkli klinik tablo halinde seyreden paraziter bir
hastaliktir. Bu hastalik, iilkemiz gibi gelismekte o-
lan diger iilkelerde de halen 6nemli bir saglik soru-

nu olarak karsimiza ¢ikmakta, tanisi ve ayirici tani-
sinda oldukga biiyiik zorluklar yasanmaktadlr.l'2

E. histolytica insan kalin bagirsagindaki mu-
koza kriptalarinda bazen non-patojen olarak bulu-
nabilmekte, bakteri ve gida artiklari ile beslenmek-
te, bazen ise patojen olarak bagirsakta ve dokular-
da enfestasyon olusturabilmektedir."”

Enfestasyonun prevalansi kiiltiirel aligkanlikla-
ra, kisisel ve toplumsal sanitasyona, kalabalik or-
tamda yasamaya ve sosyoekonomik kosullara bagl
olarak degismektedir. Bu oran kalabalik ve alt ya-
pist yetersiz yerlesim yerlerinde 6zellikle tropikal
bolgelerde ¢ok yiiksek olup, kisisel ve toplumsal
sanitasyon diizeyi ile orantili olarak yayilim gos-
termektedir. Epidemiyolojik faktorler arasinda;
yas, cinsiyet, irk, iklim, yasam kosullar1, ekonomik

diizey ve beslenme bulunmaktadir."*”

Diinyada her yil yaklasik olarak 500 milyon
kisinin E. histolytica ile enfekte oldugu, bu kisiler-
den 40-50 milyonunun bu mikroorganizmaya bagl
kolit ve karaciger absesine yakalandigi, 40-110 bin
kisinin de bu hastaliktan 6ldiigli tahmin edilmekte-
dir. Ulkemizde bagirsak parazitleri dagiliminda E.
histolytica insidans1 % 0.3-17.4 olarak tespit edil-
mekle birlikte bu oran baz1 bolgelerimizde % 70’in
iizerine cikmaktadir.'”’

E. histolytica’ya mikroskobik ozellikleri agi-
sindan ¢ok benzeyen ama patojen olmayan bir di-
ger amip tiirli de Entamoeba dispar’dir. E. dispar,
insanlarda tespit edilen Entamoeba tiirlerinin yak-
lasik % 90’11 olusturmaktadir. E. histolytica ve E.
dispar kist ve/veya trofozoitlerini diskinin nativ-
lugol incelemesi ile ayirt etmek ¢ok zordur.® Birbi-
rine karigtirilan bu iki Entamoeba tiiriiniin ayiri-
minda farkli metotlara ihtiyagc duyulmaktadir.
Trichrom boyama bu ayirimda yarar saglamasina
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ragmen, c¢alisan kisinin bu konuda deneyimli olma-
st gerekmektedir. Oysa amebiyazis tanisinda diski
orneklerinde antijen saptamaya yonelik ELISA
testleri hali hazirda giiven duyulan ve deneyim ge-
rektirmeyen, kolaylikla uygulanabilen yontemler-
dir. ELISA testlerinin ¢ogunda E. histolytica’nin
bir virlilans faktorii olan 260 kDa’lik
lektine karst olusturulmus monoklonal antikorlar

onemli

kullanilir. E. histolytica kolon epitelyum hiicresine
adezyonu Gal/GalNAc lektin araciligi ile olmakta-
dir. Degisik iilkelerdeki amebiyazisli olgulardan
elde edilen klinik izolatlarla yapilan ¢alismalarda,
Carbohydrate
Recognation Domain (CRD) diye isimlendirilen

lektinin ~ agir  altbirimindeki
bolgesinde mutasyon goriilmemesi, hem tant hem
de as1 amach arastirmalarda hedef olmasinmi sagla-

mustir.”"" Giiniimiizde ise E. histolytica’nin degisik
antijenlerine spesifik ELISA testleri kullanilmak-

tadir.

Calismamizda kullandigimiz ticari ELISA kiti
(Seramun Diagnostica GmbH, Wolzig, Almanya),
poliklonal peptid antikorlarin serinden zengin 30
kDa’lik bir membran proteini olan SREHP’yi ta-
nima prensibine dayanan bir testtir. Bu testin du-

yarlilik ve Ozgiillik oranlart % 95’in iizerinde-
dir.!""?

Amebiyazis tanisinda son yillarda giderek 6-
nem kazanan diger yontemler ise molekiiler temele
dayali yontemlerdir. Bu yontemler hem klinik or-
neklerden genetik materyalin saptanmasina hem de
E. histolytica’nin  genotiplendirilmesine (RFLP,
RAPD ve DNA mikroarray) olanak saglamakla
birlikte olduk¢a pahali y(jntemlerdir.l’2

Bu calisma ile bir ilce devlet hastanemizde, E.
histolytica’ya spesifik ELISA yontemini kullana-
rak nativ-lugol yontemi ile E. histolytica/dispar
kist ve/veya trofozoitleri goriilen digki drneklerin-
de E. histolytica ve E. dispar ayrimini yaparak has-
talara gereksiz ila¢ verilmesinin 6nlenmesini amag-
ladik.
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GEREC VE YONTEM

Ocak 2009 ile Aralik 2010 tarihleri arasindaki 12
aylik siirede Bismil Devlet Hastanesi Mikrobiyolo-
ji Laboratuvari’na gonderilen diski ornekleri
makroskopik olarak sekilli-gekilsiz ayirimi yapil-
maksizin incelenmistir. Bu siire boyunca toplam
1000 diski 6rnegi laboratuvara gelmesine ragmen
ayni hastalara ait tekrarlayan ornekler c¢ikarilarak
geriye kalan 800 diski 6rnegi ¢alismaya dahil e-
dilmigtir. Digki Orneklerinde ilk inceleme nativ-
lugol yontemi ile yapilmistir. Nativ-lugol yontemi
ile yapilan incelemede E. histolytica/dispar kist
ve/veya trofozoitleri goriilen digki orneklerinde ti-
cari ELISA kiti (Seramun Diagnostica GmbH,
Wolzig, Almanya) ile E. histolytica spesifik antije-
ni arastirilmistir. ELISA testi firmanin Onerileri
dogrultusunda uygulanmistir.

BULGULAR

Nativ-lugol yontemi ile yapilan incelemede 800
digki 31'inde (% 39) E
histolytica/dispar kist ve/veya trofozoitleri goriil-

orneginin

dii. Ayrica diski Orneklerinin tamaminda ticari
ELISA testi calisilmis olup E. histolytica/dispar
kist ve/veya trofozoitleri goriilen 31 digki 6rnegi-
nin 12’sinde (% 1.5) E. histolytica spesifik antijeni
saptandi. ELISA pozitif bulunan digki 6rnekleri
Mart-Eyliil aylar1 arasindaki donemde dagilim gos-
terdi. Buna gore Mart, Nisan, Mayis ve Eyliil ayla-
rinda birer, Haziran ve Agustos aylarinda ikiser ve
Temmuz ayinda dort 6rnekte pozitif saptandi. Cin-
siyet ile ELISA pozitifligi arasinda istatistiksel ola-
rak herhangi bir iliski saptanmadi (Tablo 1).
Amebiyazisli 12 hastanin 11’1 ishal sikayetiyle
hastanemize bagvurdu ve digki 6rneklerinden sade-
ce biri sekilli diskiydi (Tablo 1).

Tablo 1. E. histolytica'ya spesifik ELISA pozitifliginin yas, cinsiyet ve semptomlara gére dagilimi.

ELISA pozitif Yas Cinsiyet Semptomlar Digki

6rnek no makroskopisi
1 8 K Karin agrisi Sekilli

2 16 E ishal, karin agrisi Sekilsiz

3 5 K ishal, karin agrisi Sekilsiz

4 56 K ishal, karin agrisi Sekilsiz

5 67 E ishal, karin agrisi Sekilsiz

6 32 K ishal Sekilsiz

7 45 E ishal, karin agrisi Sekilsiz

8 9 E ishal, karin agrisi Sekilsiz

9 21 E ishal, karin agrisi Sekilsiz

10 12 K ishal Sekilsiz

11 61 E ishal, karin agrisi Sekilsiz

12 6 K ishal, karin agrisi Sekilsiz
TARTISMA lerde cok yiiksek olup, kisisel ve toplumsal sani-

E. histolytica’nin neden oldugu, bagirsak ve bagir-
sak dis1 tutulum gosteren paraziter bir hastalik olan
amebiyazisin prevalansi kiiltiirel aliskanliklara, ki-
sisel ve toplumsal sanitasyona, kalabalik ortamda
yasamaya ve sosyoekonomik kosullara bagli olarak
degismektedir. Bu oran kalabalik ve alt yapisi ye-
tersiz yerlesim yerlerinde, 6zellikle tropikal bolge-
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tasyon diizeyi ile orantili olarak yayilim goster-
mektedir. Epidemiyolojik faktorler arasinda; yas,
cinsiyet, 1rk, iklim, yasam kosullari, ekonomik dii-
zey ve beslenme bulunmaktadir. E. histolytica ile
enfekte olanlarin % 90’imnda ya asemptomatik
intestinal amebiyazis ya da non-dizanterik ishal ge-
lismektedir. Akut intestinal amebiyazisde kanli
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diskilama, karinda kramp tarzinda agr1 ve tenezm

goriilebilmektedir. 123

Calismamizda, E. histolytica’ya spesifik
ELISA pozitifliklerinin tamami yaz aylarinda sap-
tanmistir. E. histolytica spesifik antijeni pozitif o-
lan disk1 orneklerinden sadece 1’1 sekilli digki or-
negidir. ELISA pozitifliginin cinsiyetle bir iligkisi
saptanmamakla birlikte yasa gore dagilimi ince-
lendiginde hastalarin yarisinin 18 yasindan kiiciik
oldugu, 2’sinin 60 yasindan biiyiikk oldugu belir-

lenmistir.

Digskinin taze (fresh) preparat hazirlanarak
nativ-lugol yontemi ile incelenmesi bir¢ok klinik
tan1 laboratuvarinda kullanilan yaygin bir yontem-
dir. Ancak  bu
makrofajlarin, polenlerin ve Ozellikle patojen ol-

yontemde Iokositlerin,
mayan E. dispar kist ve/veya trofozoitlerinin E.
histolytica kist ve/veya trofozoitlerinden ayirt e-

zorluklar 0

dilmesinde biiyiik yasanmaktadir.
Nativ-lugol preparati ile mikroskobik inceleme
yonteminin, yiiksek ozgiillige, diisiik duyarlihiga,
yiiksek pozitif prediktif degere ve diisiik negatif
prediktif degere sahip oldugu belirtilmis olup, du-
yarliligmin % 10-60 arasinda degisebildigi bildi-
rilmistir.*” Yapilan calismalarda, amebiyazisin hiz-
I1 ve kesin tanis1 i¢in serolojik metotlarin rutin ola-
rak kullanilabildigi ve 6zellikle diskida spesifik an-
tijen arama yoOntemlerinin duyarliliginin yiiksek
oldugu bildirilmistir. Spesifik antijen saptayan
ELISA testleri; E. histolytica ve E. dispar’t ayirt
edebilmesi, duyarlilik ile Ozgiilliikklerinin yiiksek
olmasi ve sonuclarin objektif olarak degerlendiri-
lebilmesi gibi avantajlarindan dolay1 tercih edilen

testlerdir.*®

Calismamizda nativ-lugol yontemi ile yapilan
mikroskobik incelemede E. histolytica/dispar kist
ve/veya trofozoitleri goriilen 31 (% 3.9) diski or-
neginin 12’sinde (% 1.5) ticari ELISA testi ile E.
histolytica spesifik antijeni pozitif olarak saptan-
mistir. ELISA metodunun yiiksek duyarliligi ve
ozgiilliigl nedeniyle calismamizda ELISA testi po-
zitif olarak tespit edilen diski 6rneklerini aldigimiz
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kisiler amebiyazis hastasi olarak kabul edilmistir.
Diski
histolytica kist ve/veya trofozoit yapisi goriilmesi-

orneginde nativ-lugol yontemi ile E.
ne ragmen spesifik ELISA sonucu negatif tespit
edilen kisiler icin amebiyazis tanisi bilyiik oranda
ekarte edilmis ve bu kisilerin “gereksiz” tedavi al-
malar1 6nlenmistir.

Zeyrek ve ark. tarafindan 2006 yilinda yapilan
bir calismada nativ-lugol yontemi ile E.
histolytica/dispar kist ve/veya trofozoitleri goriilen
87 diski 6rneginin; trichrom boyama ile 23’iinde
(% 26.4) E. histolytica saptanirken spesifik ELISA
pozitifliginin 19 (% 21.8) oldugu bildirilmistir."
Renondo ve ark. tarafindan 2006 yilinda yapilan
bir calismada, E. histolytica lektin proteinine spesi-
fik ELISA kullanilmis olup, mikroskopik olarak E.
histolytica kistlerinin mevcut oldugu diisiiniilen
disk1 orneklerinin % 12’sinde E. histolytica lektin
proteini pozitif olarak saptanm1$t1r.14 Ulkemizde,
Zonguldak Karaelmas Universitesi Hastanesi’nde
2009 yilinda yapilan benzer bir ¢alismada ise bu
oran % 59.1 olarak bulunmustur.” Delialioglu ve
ark. tarafindan 2008 yilinda, Tuncay ve ark. tara-
findan 2007 yilinda yapilan calismalarda da E.
histolytica spesifik ELISA pozitifligi sirasiyla; %
54.5 ve % 72.4 olarak tespit edilmistir.*®

Nativ-lugol yonteminde E. histolytica/dispar
kist ve/veya trofozoitleri goriilen digki drneklerin-
de E. histolytica’ya spesifik ELISA pozitifligi o-
ranlar1 bolgelere gore degisiklik gostermektedir.
Ancak, nativ-lugol yontemi ile yapilan direkt
mikroskopik incelemenin yanlis pozitif sonuglara
neden oldugu da acgiktir. Bu nedenle, E. histolytica
tanisinda ELISA gibi duyarlilign ve 6zgiilliigi yiik-
sek diger yontemlerden mutlaka faydalanilmalidir.

Daha ileri yontem ve tetkiklerle yapilacak ¢a-
lismalarin 1s181inda tilkemiz ve gelismekte olan di-
ger iilkeler icin biiyiik bir sorun teskil eden bu
paraziter hastaligin uygun tedavisinin yapilmasinin
ancak dogru bir ayirict taniyla miimkiin olabilece-
gini diistinmekteyiz.
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