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Gaita Orneklerinde Entamoeba Histolytica ile Entamoeba
Dispar Ayriminda PCR ve ELISA Yontemlerinin
Degerlendirilmesi
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Oz
Amac: Amibik infeksiyonlar, barsakta kolonizasyonun yani sira, karaciger, akciger ve beyin gibi
konak dokularda da invazyon ve hasara neden olabilen ciddi paraziter hastaliklardir. Rutinde
amebiyaz tanisi, digkinin mikroskopik incelemesinde Entamoeba histolytica (E. histolytica) kist
ve trofozoitlerinin goriilmesiyle konulmaktadir. Ancak E. histolytica’ya benzer morfolojide olup
non-patojen olan Entamoeba tiirlerinin de oldugu anlasilmig, Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) ve son yillarda Polimerase Chain Reaction (PCR) tanida kullanilmaya
baslanmistir. Bu calismada, E. histolytica ve E. dispar ayrimini yapmak i¢in multipleks PCR
yontemi kullanilmis ve sonuglar ELISA ile mikroskopi verileri ile kiyaslanmustir.
Gere¢ ve yontem: Calismaya kronik inflamatuar barsak hastaligi olan ve mikroskopisinde
Entamoeba kistleri goriilen toplamda 83 hastanin diski 6rnegi dahil edilmistir. Orneklerdeki
Entamoeba tiirlerinin varligir mikroskopi ile degerlendirilmis ve tiir ayriminda ELISA ve PCR
yontemleri iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda uygulanmustir.
Bulgular: Calismaya dahil edilen 83 hastanin 48 tanesi (% 58) E. histolytica agisindan PCR ile
pozitif olarak bulunmustur. PCR ile pozitif olarak bulunan 48 6rnegin 40 tanesinde (% 48) E.
histolytica 11 antijeni ELISA ile pozitif olarak belirlenmistir.
Sonuc¢: Mikroskopik tani yontemi ile E. histolytica’nin diger Entamoeba tiirleri ile kolaylikla
karisabilecegi bilinmektedir. ELISA ile kiyaslandiginda Entamoeba DNA’sin1 saptayan PCR
yonteminin duyarlilik ve 6zgiilligiiniin ise daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Gaita Orneklerinde Entamoeba Histolytica ile Entamoeba Dispar Ayriminda PCR ve ELISA Yéntemlerinin Degerlendirilmesi

Evaluation of PCR and ELISA Methods in Entamoeba Histolytica
and Entamoeba Dispar in Stool Samples

Abstract
Objective: Amebic infections are serious parasitic diseases that can cause invasion and damage to host
tissues such as liver, lung and brain as well as colonization in the intestine. Routine amebiase diagnosis
is made by the presence of Entamoeba histolytica (E. histolytica) cysts and trophozoites in microscopic
examination of faeces. However, Entamoeba species, which are similar to E. histolytica, have non-
pathogenic morphology. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and Polymerase Chain Reaction
(PCR) have been used for diagnosis in recent years. In this study, multiplex PCR method was used to
differentiate E. histolytica and E. dispar and the results were compared with microscopy data by ELISA.
Materials and methods: Fecal specimens of 83 patients with chronic inflammatory bowel disease and
Entamoeba cysts on microscopy were included in the study. The presence of Entamoeba species in the
samples was evaluated by microscopy and ELISA and PCR methods were applied according to the
recommendations of the manufacturer.
Results: 48 (58%) of 83 patients included in the study were positive for E. histolytica by PCR. E. histolytica
II antigen was found to be positive by ELISA in 48 (48%) of 48 samples that were positive by PCR.
Conclusion: It is known that E. histolytica can be easily mixed with other Entamoeba species by microscopic
diagnosis. Compared to ELISA, sensitivity and specificity of the PCR method which detected Entamoeba

DNA was found to be higher.
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Giris

Amipler, 6zgiir olarak yasayan birkag tiir disinda,
genelde ¢esitli canlilarda sigit1 veya parazit olarak
yasayan genis bir grubu olusturmaktadir. Bu grup
elemanlar1 arasinda Entamoeba genusundan; E.
histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, E. coli, E.
hartmanni, E. polecki, E. gingivalis tiirleri ve
Endolimax nana ve lodamoeba butschlii gibi
insanda yerlesebilmesi agisindan tibbi dnemi olan
tirler bulunmaktadir. Entamoeba, Endolimax
ve lodamoeba tiirleri morfolojik olarak farkli
nukleus yapilart ile birbirlerinden ayirt edilebilen
li¢ tiirdiir. Entamoeba cinsi kiiglik nukleusu, ortada
veya ortaya yakin karyozomu ve nukleusun ig
yliziinde yer alan periferik kromatin tanecikleri
ile karakterizedir. Endolimax cinsinde nukleus
igindeki
periferik kromatin tanecikleri bulunmamaktadir.
Iodomoeba cinsinde ise biiyiik merkezi, akromatik
ve koyu boyanmayan taneli bir tabaka ile ¢evrili
karyozomlu nukleus karakeristiktir (1). F.
histolytica ‘nin baslica konag1 insandir. Ana gegis
yolu kronik olarak infekte insandir. Parazitin
kistik formlariyla enfekte diski, su ve yiyecekleri

karyozom biiyllk ve diizensiz olup
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kontamine edebilir. Diger bir gegis yolu ise oral-
anal seksiiel iliskidir (2). Zoonotik gegisle ilgili
iddialar olmasma ragmen kesinlik kazanmamustir
(3). E. histolytica ile kopekler, kediler, ratlar,
maymunlar ve diger deney hayvanlari ile deneysel
infeksiyonlar olusturulmustur. Infekte kistlerin
yayilimimda hamam bdcekleri ve sivrisineklerin
nadiren rol oynadig1 bildirilmistir (2). Mikroskopik
olarak E.  histolytica igindeki  sindirilmis
eritrositleri gérmek, bu amip i¢in hala tanisal
olarak kabul gormektedir. Bu goriintii E. histolytica
ve E. dispar ayrimimi yapmak i¢in kullanilabilir.
Ama genellikle kronik amebik infeksiyonda
eritrofagositoz  goriilmez. siklikla
kanli ve mukuslu digkida gozlenmektedirler. Lam-
lamel arasi direkt mikroskopi preparatlarinda
trofozoit nukleusu kolay goriilememektedir.
Dejenere olmus eozinofil kalintilar1 olan Charcot-
Leyden kristalleri ve kiimelenmis eritrositler
goriiliir. Taze hazirlanmis preparatlarda hareketli
goriilebilir.  Diski incelenmeyecekse
polivinil alkol gibi bir fiksatif kullaniimali veya
+4°C’de saklanmalidir. Trofozoitler bu kosullarda
4 saat sonra bile hareketli goriilebilirken, fikse

Trofozoitler

hemen



edilmeden bekletilmis diski 6rneklerinde hizla
pargalanirlar (4). Kiiltiir mikroskopiden daha az
duyarlilig1 olan bir yontemdir. Bakterilerin aksine
protozoon kiiltiirli tan1 laboratuvarlari i¢in hem zor
hem de uzun zaman alan islemler gerektirmektedir.
Sonug¢ olarak, Entamoeba kiiltiirii tanidan ¢ok
arastirma i¢in kullanilabilecek bir yontemdir (5).
E. dispar da xenic kiiltiirlerde E. histolytica kadar
kolay {iirerken, monoksenik kiiltiirlerde zayif
tireme gosterir. Bu durum iki amipin ayriminda
kiiltiriin ~ faydasiz gostermektedir.
Amip kiiltiiriiniin bir bagka sorunu da 6zellikle

oldugunu

Blastocystis hominis gibi istenmeyen parazitlerin
ve bu iremelerin E. histolytica’y1
Unutulmamalidir ki, kiiltiirde
tiremenin olmamasi E. histolytica infeksiyonunu
ekarte ettirmez (5). Patojen ve nonpatojen
formlar1 birbirlerinden aymrmak i¢in amibik
kiiltir lizatlarindan izoenzim analizi yapilmasi
yaygin kullanilmis bir yontemdir. Yirmibiri insan
E. histolytica ve E. dispar izolatlarindan, 3’1
deneysel amebik kiiltiir izolatlarindan elde edilen
24 farkli zimodem tanimlanmistir. Bu zimodemler
malik enzim, hekzokinaz, glikoz fosfat izomeraz
ve fosfoglikomutaz enzimlerinin elektroforetik
paternlerini  igerirler. Zimodem analizi, F.
histolytica ve E. dispar’i ayrimini, farkli genetik
ozellikler gosteren hekzokinazlara sahip olmalari
Ozelligine dayanarak yapar (6). Zaman alict ve
uygulanmasi zor bir yontem olmasina ragmen,
farkl
zimodemlerin tanimlanmasi, endemik bdolgelerde
epidemiyolojik durumu ortaya koymak acisindan
faydalidir (6).

liremesi
golgelemesidir.

biyokimyasal  Ozellikler  kullanilarak

Ribozomal E. histolytica’nin  spesifik  yilizey
proteinlerine  dayali ELISA
yontemleri, extraluminal amibiyaziste kullanilan
hizl1 latex agliitinasyon testleri ve E. histolytica’nin

immunoblot ve

serumda Gal/GalNAc lektin antijenini tesbit eden
serolojik testler ve PCR yontemleri mevcuttur. E.
histolytica ve E. dispar’in digk1 6rneklerinde sadece
mikroskopiye dayanarak ayriminin yapilmasi
miimkiin degildir. E. histolytica kolit ve karaciger
absesine neden olur, ama E. dispar boyle bir klinik
olusturmaz. Ayrica E. moshkovskii’nin de insanlarda

kolonize olabildigi ve goriiniis olarak E. histolytica
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ve E. dispar’a benzedigi unutulmamalidir (7). E.
histolytica ve E. dispar’in ayriminin yapilabilmesi
icin bircok molekiiler yontem bulunmaktadir.
Amebik antijen ve DNA saptayan enzyme
immunoassay (EIA) ve PCR kullanilabilir. E.
histolytica ve E. dispar’in ayirt edilmesi ve
E. histolytica'nin erken teshisi ve tedavisiyle
toplumu tehdit eden biiyiik bir saglik problemini
engellemek miimkiindiir (7). Hastalarin % 90’inda
E. histolytica’nin  asemptomatik kolonizasyonu
vardir. infeksiyon
yapmasina neden olan faktorler heniiz yeterince
anlagilamamistir.  Sistein proteaz, Gal/GalNAc-
inhibitable lectin ve amebopor gibi pekgok olasi
viriilans faktorleri vardir (4). Doku invazyonunu
E. histolytica’nin kollajenaz ve nétral proteaz
gibi proteolitik enzimleri ve sistein proteazlarmnin
kolaylastirdigt disiiniilmektedir. Amibin
yiizeyinde ndraminidaz ve B-glikozaminidazi da
iceren karmagik bir enzim toplulugu bulundugu
bilinmektedir (6). E. histolytica’nin viriilanst ile
elektron-yogun graniilleri arasinda bir korelasyon
vardir. E. histolytica patogenezi igin gerekli
olan komponentler kalsiyum baglayan protein
ve kalmodulin bagimlidirlar (4). Infeksiyon dért
nukleuslu E. histolytica kistlerinin oral-fekal yolla
alimmast ile baslar. Ekskiste donem gectikten
sonra trofozoitler kalin barsakta kolonize olurlar.
E. histolytica trofozoitleri parazitin Gal/GalNAc-
inhibitable lektini ile konagin buna yiiksek afinitesi
olan glikoproteinlerinin baglanmas: sayesinde
barsak epiteline yapisir. Gal/GalNAc-binding lektin
hedef hiicreye yapismayi, kompleman direncini

E. histolytica’nin  invaziv

ve sitotoksisiteyi saglar. Lektine karsi olusmus
monoklonal antikorlar hem in vitro tutunma,
hem de sitotoksisiteyi azaltir. Gal/GalNAc lektin,
disiilfid baglartyla baglanmis agir (170 kDa) ve
hafif (31-35 kDa) alt iiniteleri ve nonkovalent
olarak baglanmis bir ara alt {initesi (150 kDa)
olan 260 kDa agirliginda bir heterodimerdir. Agir,
orta ve hafif alt tiniteler farkli genler tarafindan
kodlanirlar. E. histolytica ve E. dispar farkli yapida
olan ve farkli fonksiyonlar1 olan Gal/GalNAc
lektinlere sahiptirler. E. dispar’1n lektini daha sinirli
yapisma, baglanma ve temas bagimli sitotoksisite
kapasitesine sahiptir. iki agir ve dort hafif alt
tinitesi vardir (4). Yapilan son ¢aligmalar, sadece
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Gal/GalNAc lectin degil, lipofosfopeptidoglikan
ve serin-treonin-izoldsinden zengin proteinin de
adhezyon ve sitotoksisiteden sorumlu oldugunu
gostermektedir  (8). Amebiyazin laboratuvar
tanis1 mikroskopik yontemler ve ELISA, indirekt
hemagliitinasyon (IHA) ve lateks agliitinasyon
gibi serolojik yontemlere dayanmaktadir. Son
10 yilda molekiiler biyolojik tani yontemlerinin
hizli bir sekilde gelismesi sonucu, kesin tani
sadece dizanteriyi 6nlemek i¢in degil, gelismekte
olan {ilkelerdeki kotii sanitasyon sartlarindan
yaygin kist
tagtyiciligma da engel olabilmek agisindan ¢ok
onemlidir (2). E. histolytica tanist yakin zamana
kadar sadece protozoon morfolojisinin direkt

mikroskopik incelenmesine dayaniyordu. Fakat

kaynaklanan asemptomatik

daha sonra benzer morfolojik yapilar arasinda tiir
ayrimi yapmanin olanaksiz oldugu anlasilmistir.
Konvansiyonel mikroskopik yontemlerle tek bir
diski Orneginde amipi saptamak ve tir ayrimi
yapmak duyarliligi ve ozgiilliigii olduk¢a diisiik
bir calismadir. Intestinal amip infeksiyonu igin
endemik bolgelerdeki birgok insan E. histolytica’ya
defalarca maruz kalir. Vakalarin ¢gogunda semptom
goriilmez. Eski ve yeni infeksiyon farkini ortaya
koyamayan antikor tayini kesin tan1 i¢in yetersizdir.

Bu calismada, E. histolytica ve E. dispar’in
saptanmasi ve tir ayriminda PCR ve ELISA
yontemleri  kullanilarak E. histolytica ve E.
dispar ayrimi yapilarak gereksiz antibiyotik
kullanimmi smirlamak ve bu gereksiz tedavinin
komplikasyonlarinin engellenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Proje Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri T-775/27122005
numarast ile desteklenmistir. Istanbul Universitesi,
Istanbul Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim Dal
Poliklinigi’nden Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 Tibbi Parazitoloji Laboratuvari’na génderilen
ve dizanteri tablosu oldugu bilinen hastalara
ait digki Orneklerinin, yapilan mikroskopisinde
Entamoeba kisti gortilen 83 diskr 6rnegi ¢alismaya

Fonu tarafindan

dahil edilmistir. Bu 6rneklerde, E. histolytica ve E.
dispar ayrimmi saglamak amaciyla ELISA ve PCR
yontemleri ¢aligtlmistir.
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Mikroskopi

2.4 mL %10 tamponlanmis formol iceren diiz tiip
igine, 0.6 mL eter ve 1-1.5 g taze disk1 konulmustur.
Diski 6rnegi ekiivyon ¢ubugu ile siispanse edilmis
ve agz1 sikica kapatilarak vortekslenmistir. Once
slizgec ve santrifuj tiipli, slizge¢ aparati diiz
tiiplin icine girecek sekilde monte edilmistir. Bu
kapal1 sistem ¢okelti kismi istte kalacak sekilde
ters cevrilip, 1000xg, 2 dakika santrifuj edilerek
stiziilmiistiir. Santrifiij sonrast en alttaki ¢okelti
tabakasindan 2 lam iizerine bir miktar ¢okelti
aktarilmistir. Bir tanesi iizerine lam kapatilip
incelemeye alinirken, diger o6rnek-lugol damlatilip
boyama yapildiktan sonra incelenmistir.

ELISA
E. histolytica 11, bir monoklonal ELISA testidir ve
adhezine karsi olusturulmus antikorlart kullanir.
Kuyucuklar E. histolytica/dispar  adhezinine
baglanan poliklonal antikorlarla kaplanmuistir.
Konjuge, E. histolytica adhezini igin spesifik bir
monoklonal antikor-peroksidaz konjugedir. Eger
ornekte E. histolytica adhezini varsa inkiibasyon
periyodu sirasinda konjugeye ve poliklonal antikora
baglanir. Baglanmamigmateryal yikamabasamaklari
Substrat

kompleksi

sirasinda  uzaklastirilir. eklendiginde

enzim-antikor-antijen olugsmussa
renklenme olur. Sekilli diskinin 0.15-0.20 g’1, sulu
diskinin 400 puL’si 400 pL diluentle vortekslenerek
iyice karigtirilmigtir. Her bir kuyucuk bir hasta i¢in,
birer kuyucuk da negatif ve pozitif kontroller i¢in
kullanilmistir. Her kuyucuga bir damla (50 pL)
konjuge eklenmistir. Pozitif kontrolden 50 pL,
negatif kontrolden 100 pL ve diluentle karistirilmis
diski drneklerinden 200’er pL konjuge damlatilmis
kuyucuklara eklenmistir. Plagin iistii plastik bir
kapakla kapatilip 2 saat oda 1si1sinda bekletilmistir.
% 5 oraninda sulandirilmis yikama soliisyonu ile 4
kez yikandiktan sonra 100 pL substrat eklenmis ve
10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 50 puL stop
soliisyonu eklenince mavi rengin sartya dondiigi
goriilmiis, spektrofotometrede 450-620 nm optik
dansitede (O.D.) okunmustur. Pozitif kontroliin
0,500 O.D.’den biiyiik ve negatif kontroliin 0.150
0.D.’den diisiik absorbans vermesi gerekliligi
gbz oniinde bulundurulmustur. 0.050’den diisiik



O.D.’deki ornekler negatif, 0.050’den biiyiik
0.D.’deki 6rnekler pozitif olarak kabul edilmistir.

PCR

DNA ekstraksiyon kiti (QlAamp, Qiagen, CA)
yardimiyla, DNAdiskiminikitiprotokoliikullanarak,
referans suslardan ve hasta orneklerinden, parazit
DNA’s1 saptanmis ve elde edilen iiriinlerin tiire 6zgii
primerler kullanilarak Multipleks PCR ydntemi ile
tir diizeyinde tanis1 yapilmistir. Tiire 6zgii PCR
protokoliinde, E. histolytica ve E. dispar igin
(EhP1:5’-CGATTTTCCCAGTTAGAAATTA-3’,
EhP2:5°CAAAATGGTCGTCGTCTAGGC-3’)
(EdP1:5’-ATGGTGAGGTTGTAGCAGAGS3,
EdP2: 5’-CGATATTGGATACCTAGTACT-3)
Ozgili genleri tanimlamak i¢in, elde edilen DNA
ornekleri 10xBuffer (Biolab, 10xDyNAzyme
II Hotstart Reaction Buffer), dNTP, Taq DNA
polimeraz (Biolab, DyNAzyme II Hotstart DNA
polimeraz) ve primerler karistirilarak toplam hacim
50 uL oluncaya kadar distile su ilave edilmistir. PCR
dongiisii iretici firmanin Onerileri dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Elde edilen iiriinler i¢in % 4’likk
agaroz jel hazirlanip, sogumadan 6nce 5 mg/mL’lik
etidyum bromiir eklenmis PCR fiiriinlerinden 5 uL.
alinip 2 pL yiikleme tamponu ile karistirilmistir. Jel
iizerindeki kuyucuklara konan bu karisim, 1xXTBE
tamponu bulunan elektroforezde 100 volt altinda
45 dakika yiritilmiis, DNA bantlar1 UV altinda
incelenip, goriintiilenmistir.

Bulgular

Calismaya,
goriilm,lis, dizanteri tanist olan toplamda 83
hastaya ait digki1 6rnegi dahil edilmistir. Diskilarda,
PCR yontemiyle E. histolytica (EhP1 ve EhP2)
ve E. dispar’a (EdP1 ve EdP2) spesifik primerler
kullanilarak parazit DNA’s1 aranmustir. 48 6rnek, E.
histolytica (118 bp) agisindan, 30 drnek E. dispar
(151 bp) agisindan pozitif olarak degerlendirilmistir.

mikroskopisinde Entamoeba kisti

5 ornek, her iki tlire ait primerlerle de negatif
olarak tanimlanmistir (Sekil 1-2). PCR ile E.
histolytica acisindan pozitif olarak tanimlanan
digki drneklerinde, Techlab E. histolytica 11 ELISA
kitiyle, adhezin aranmis, 40 ornekte E. histolytica
antijeni pozitif olarak bulunmustur.
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Sekil 1. E. histolytica bant sonuglari.
(M: Molekiiler standart — 100 bp, PC: Pozitif kontrol,
NC: Negatif kontrol, 1 ve 2: Hasta 6rnekleri)

i

Sekil 2. E. dispar bant sonuclart.
(M: Molekiiler standart - 100 bp, PC: Pozitif kontrol,
NC: Negatif kontrol, 1 ve 2: Hasta 6rnekleri)
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Tartisma
E. histolytica tim diinyada oldukca yaygin ve
her yil 100.000°den fazla 6liime yol acan 6nemli
bir parazittir. Baslangigta sadece mikroskopiye
dayali tan1 yontemleriyle identifiye edilmis ama
zamanla patojen tanindik¢a mikroskopik olarak
ayn1 goriiniimde olan tiirlerin de tanisinin yapilmasi
6nem kazanmustir. Patojen olan form, asemptomatik
tastyicilarda bile tedavi edilirken, patojen olmayan
form tedaviye ihtiyag duymamaktadir. Son
yillarda mikroskopinin yani sira antijen saptama
yontemleri ve PCR gibi E. histolytica ve E. dispar
yapabilen yontemler

kullanilmaya baglanmistir. PCR yontemi, 6zgiilliik

ayrimini yaygin olarak
ve duyarliliginin oldukga yiiksek olmasi sebebiyle
son yillarda antijen saptayan ELISA kitleri kadar
yayginlasmistir. Rosmaria ve ark. Meksika’da
PCR yontemiyle semptomatik ¢ocuk hastalardan
aldiklar1 mikroskopisi pozitif 120 digki drneginin
13 tanesinde E. histolytica, sadece bir tanesinde
E. dispar’a rastlamislardir (9). Lebbad ve ark. (10)
Isvec’te 207 hastaya ait 228 diskiyr mikroskopi ve
PCR ile incelemislerdir. Mikroskopisi pozitif 161
ornegin 151’1 PCR ile E. dispar olarak bulunurken,
yalnizca 10 tanesinin E. histolytica oldugu
goriilmiistiir. Mikroskopisi negatif 46 6rnegin ise 14
tanesinin E. dispar oldugu PCR ile ispatlanmistir.
Calisma Kanada ve Hollanda gibi gelismis {ilkelerin
sonuglartyla kiyaslanmis ve pozitif hasta oraninin
az olmasi endemik olmayan iilkeler olmalarryla
bagdastirilmigti.  Ayrica hastalarin  tamaminin
sanitasyon kosullarmim kotii oldugu bolgelere
seyahat Oykiisii oldugu da belirtilmis, hastaliktan
korunmada sanitasyonun Onemi vurgulanmistir.
Negatif 6rnek sayisinin ¢ok olmasinin bir baska
nedeni olarak da hemen hemen her hastadan tek
digkt 6rnegi alinmig olmasi gdsterilmigstir. E.
histolytica/dispar kistlerinin intermitant atiliminin
yalanci negatif sonuglara sebep olabilecegi birden
fazla 6rnek alinan hastalarda orneklerin yalnizca
birinin pozitifligiyle ispatlanmaistir.

Calderaro ve ark. (11), 108 hastaya ait 166 6rnegi
E. histolytica ve E. dispar’in gorilme sikligini
belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada, sonuglari
sirastyla % 5.6 ila % 8.3 olarak bulmuslardir.
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Aragstiricilar mikroskopi, kiiltir ve seroloji ile
tanist konmus hastalarda PCR testiyle dogrulama
yapmak gerektigini belirtmiglerdir. Ayni ¢alismada
kullanilan real-time PCR yontemi ise tani amaglt
kullanilabilecek daha pratik bir ydntem olarak
tanimlanmistir.  Nohynkova ve ark. (12), Cek
Cumbhuriyeti’nde yilda toplam 40-50 E. histolytica/
dispar infeksiyonu bildirildigini belirtmisler ve E.
histolytica/E. dispar oranint belirlemek amaciyla
multipleks nested PCR kullandiklar1 68 hastalik
bir ¢alisma yapmislardir. Bu hastalardan 65 tanesi
(% 95.6) E. dispar olarak belirlenmis, yalnizca 3
tanesi (% 4.4) E. histolytica olarak tanimlanmuistir.
Bu ¢alismanin sonuglarina gore, arastiricilar Cek
Cumbhuriyeti’nde E. histolytica oraninin ¢ok diigiik
oldugu ve E. histolytica/E. dispar infeksiyonlu
hastalarin tanisinda PCR kullanilarak tiir ayrimi
yapilmasi gerekliligini belirtmislerdir.

E. histolytica/E. dispar ayrim1 yapmak igin
PCR ve antijen saptama deneylerini kiyaslamak
amactyla da galismalar yapilmistir. Gonin ve ark.
(13) 95 diski 6rnegini mikroskopta incelemisler,
E. histolytica 11 test kiti ile antijen aramislar
ve PCR uygulamiglardir. 51 hastada ELISA,
mikroskopi ve PCR sonuglar1 pozitif ¢ikarken,
9 hastada PCR ve mikroskopi, 4 hastada sadece
PCR pozitif ¢ikmigtir. Bu ¢aligmanin sonucu E.
histolytica - E. dispar ayrimimi yapmada ELISA’nin
duyarliliginin diisiik oldugu seklinde yorumlanmus,
PCR kullanilmas1 énerilmistir. Ulkemizde Kurt ve
ark. (14) 2047 hastadan aldiklart diski 6rneklerinin
59 tanesinin (% 2.9) mikroskopi veya Kkiiltiir
incelemesini E. histolytica/E. dispar agisindan
pozitif olarak bulmuslardir. Pozitif 6rneklerin 14
tanesi (% 23.7) PCR ile, 5 tanesi (% 8.5) antijen
spesifik ELISA ile pozitif olarak bulunmustur. .
dispar PCR ile 31 hastada (% 52.5), ELISA ile
52 hastada (% 88.1) pozitif olarak bulunmustur.
Dagc1 ve ark. (15) 7 diski 6rnegini E. dispar/E.
histolytica primerleri kullanarak PCR yo6ntemiyle
incelediklerinde, 6rneklerin tamaminin E. dispar
oldugunu gostermislerdir. Mengeloglu ve ark. (16)
Kasim 2006 ile Eyliil 2007 tarihleri arasinda direkt
mikroskopi ile incelenen 1720 diski 6rneginin
44%tinde (% 0.37) amip kistleri gérmiis olup, kist



goriilen orneklerde ELISA ile E. histolytica spesifik
antijen arastirmiglardir. Orneklerin 26’sinda (%
59.1) spesifik antijen varlig1 saptanmigtir. Amebiyaz
stiphesi olan hastalarda taniy1 dogrulamak igin,
direkt mikroskopi duyarliliginin diisiik olmasindan
dolay1, ELISA metodunun uygulanmasinin hastaya
verilecek tedavinin belirlenmesi veya hastanin
gereksiz tedavi almasinin Onlenmesi agisindan
uygun oldugunu belirtmiglerdir. ELISA yontemi
ile diskida antijen aranmasi, mikroskopiye gore
daha duyarli bulunmus, ELISA ile antijen arama
yonteminin rutin laboratuvarlarda mikroskopi
yerine kullanilmasi onerilmistir. Arastirmamizda,
Gastroenteroloji  Poliklinigi’nde takip edilen,
kronik inflamatuar barsak hastaligi bulunanlar
¢alisma grubuna alinmis ve bu arastirmalar bir adim
ileriye gotiiriilerek mikroskopi, ELISA ve PCR
yontemlerinin kiyaslandigr en kapsamli ¢aligma
olmustur.

Caligmamizda,
yorumlanan, kronik inflamatuar barsak hastaligi
olan 83 hastanin digki 6rneklerinden 48 tanesinin

mikroskopi ile pozitif olarak

(% 51.8) PCR yontemi ile pozitif olarak bulunmasi
mikroskopik tani yonteminde E. histolytica’nin
diger Entamoebalarla kolaylikla karistirabilecegini
gostermektedir. Hem E. histolytica, hem de E.
dispar agisindan negatif olarak bulunan 5 Ornek,
E. moshkovskii’ye spesifik primerler kullanilarak
degerlendirilmelidir. PCR  ydntemiyle
E. histolytica agisimdan pozitif olarak bulunan
48 ornegin 40’mm (% 83.3) E. histolytica 11
antijen saptama testi ile pozitif olarak bulunmasi,
bu testlerin duyarliliklarimin PCR’a gore daha
diisik oldugunu gostermektedir. Digkinin direkt

tekrar

mikroskopisi ile patojen ve nonpatojen Entamoeba
tirlerini ayirmak miimkiin olmamaktadir. PCR,
E. histolytica tanist i¢in, hizli bir yontem olmasi
acisindan kiiltiirden ve duyarlilik ve 6zgiilligiiniin
yiiksek olmasi agisindan ise mikroskopi ve antijen
saptama deneylerinden daha giivenilirdir. Gereksiz
antibiyotik kullanimimin engellenmesi ve bunlarin
doguracagi yan etkilerden miimkiin oldugu kadar
kacinilmasi i¢in, PCR gibi ozgiilliigii yiiksek bir
yontemle tiir tayininin yapilmasinin gerekli oldugu
sonucuna varilmistir.
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