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Sanliurfa’da Parazit Faunasi ve ELISA Yontemi ile
Diskida Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar Siklig
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OZET : Amebiasis, gelismekte olan iilkeler icin halen dnemli bir saglik sorunudur. Insanlar Entamoeba'min amibik kolit ve karaciger
absesine neden olan E.histolytica ve nonpatojen E.dispar olmak ilizere morfolojik olarak ayirt edilemeyen iki tiirii tarafindan enfekte
olmaktadir. Calismamizda laboratuvarimiza basvuran hastalarin diskisinda ELISA yontemiyle E.histolytica/E.dispar antijeni aragtirmak
amaglanmigtir. Toplam 1600 diski nativ-lugol ve ¢oklastirma yontemlerinden modifiye Ritchie metodu ile incelenmistir. Toplam 583
(%36,4) kiside bir veya birden fazla parazit bulunurken, parazit goriilen kisilerin %3,8 (22/583)’inde iki parazit, bir kiside (%0,2) de ii¢
parazit birlikte goriilmiistiir. En sik goriilen parazit Ascaris lumbricoides (%18,4) olmustur. Nativ-lugol ile siipheli bulunan 87 diskiya
E.histolytica spesifik sensu-lato antijen tespitine dayali mikro ELISA ve trikrom boyama yontemleri uygulanmistir. 87 digkinin 19'un da
(%21,7) ELISA ile 23’iinde (%26,4) mikroskobi ile E.histolytica/E.dispar pozitif saptanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda hastalarin
yanlis tan1 ve bunun sonucunda gereksiz tedavi almalarinin dnlenmesi agisindan tanida diger spesifik testlerle kiyaslandiginda ucuz ve
deneyimli personel gerektirmeyen ELISA yénteminin kullanilmasinin dogru olacag: diistiniilmiistiir

Anahtar Sozciikler: Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, ELISA, mikroskobi, tani, antijen tespiti

Parasitic Fauna and the Frequency of Entamoeba histolyticalEntamoeba dispar Detected by ELISA in Stool
Samples in Sanliurfa, Turkey

SUMMARY: Amoebiasis is a significant health problem in developing countries. Humans are infected by two morphologically identical
species of Entamoeba. Entamoeba histolytica causes amebic colitis and liver abscess, and Entamoeba dispar is noninvasive. The aim of
this study was to determine the prevalence of the E. histolytica/E. dispar complex using the ELISA method on stools of patients. A total
of 1600 stool specimens were examined using Lugol preparations and the modified Ritchie method. A total of 583 (36.4%) of the stool
specimens were found to be positive for one or more than one parasite. Twenty two subjects (3.8%) of the study population with intesti-
nal parasites harbored two parasites and one subject (0.2%), three parasites. A total of 87 stool specimens that were doubtful using the
Lugol method were examined by the E. histolytica specific sensu-lato antigen based ELISA test and the trichrome staining method. Of
these 87 specimens, 23 (26.4%) specimens were positive for E. histolytica/E. dispar trophozoites/cysts microscopically using trichrome
staining and 19 (21.7%) of the stool specimens were found to be positive for the E. histolytica/E. dispar complex by the ELISA test.
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GIRIS

Her yi1l 500 milyon insanin amebiasis’e yakalandig1 bilinmek-
tedir. Ancak bunlarin sadece %10’u semptomatik seyretmek-
tedir (13, 14). Amebiasis gelismekte olan iilkeler i¢in halen
onemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Insanlar
Entamoeba’nin amibik kolit ve karaciger absesine neden olan
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E.histolytica ve nonpatojen E.dispar olmak iizere morfolojik
olarak ayirt edilemeyen iki tiirii tarafindan enfekte olmaktadir.
E. histolytica ve E.dispar ayirmminin yapilmast digkinin mik-
roskobik incelenmesi ile miimkiin olmamaktadir (6).

WHO son zamanlarda gelismekte olan iilkelere uygun teknik-
ler kullanarak E. histolytica’nin spesifik tanisin1 yapmalarini
onermektedir (14). E.histolytica ve E.dispar igin en giivenli
ayurt edici tan1 spesifik antijenlerin degisik yontemlerle goste-
rilmesidir. Giliniimiizde ayrim igin digkida spesifik antijen
arama yontemleri spesifite ve sensitivite yoniinden oldukg¢a
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kabul gormektedir. Mikroskobik inceleme, E.dispar ve
E.histolytica ayirimi yapmadigi gibi fekal 16kosit, makrofaj ve
diger amiplerle ayiriminin zor olmasi nedeniyle yanlis pozitif
sonuglarin verilmesine yol agmaktadir.

Hem klinisyenlerin hemde laboratuar sorumlularinin
amebiasis tanisin1 zamaninda ve dogru olarak yapmasi, teda-
vinin diizenlenmesi agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismada labora-
tuarimiza bagvuran kisilerde ELISA metodu kullanilarak

E.histolytica/E.dispar sikligini belirlemek amaglanmustir.
GEREC VE YONTEM

Ocak 2003- Haziran 2004 yillar1 arasinda Harran Universitesi
Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuari’na rutin tetkik ama-
ciyla bagvuran hastalardan elde edilen toplam 1600 diski ince-
lenmistir. Her digkiya labotatuvara ilk geldiginde nativ-lugol
ve c¢oklagtirma yontemlerinden modifiye Ritchie metodu uy-
gulanmigtir. Direk baki (nativ-lugol) ile siipheli bulunan top-
lam 100 digki drnegi trikrom boyama igin preparatlar hazir-
landiktan hemen sonra bekletilmeden, herhangi bir fiksatif
icine konulmadan -80 °C’de ELISA calisilincaya kadar sak-
lanmigtir. Diare, kanli ve/veya mukuslu diskis1 olan yada kli-
nik olarak amebiasis oldugu diisiiniilen hastalar siipheli olarak
kabul edilmistir. Se¢ilen hastalarin en az 3 hafta dncesinden
tedavi almamis olmasina dikkat edilmistir. Siipheli bulunan bu
diskilar i¢in hastalara herhangi bir anket uygulanmamus, klinik
bulgular1 sorgulanmamustir.

Calismanin baginda planlanan 100 diski 6rnegine ulasildiginda
diski toplama islemi sonlandirilmis ve tiim digkilar toplu ola-
rak calisitlmigtir. Daha sonra bu 100 digki 6rneginin 13 tanesi
uygun materyal olmamasi nedeniyle (az materyal) ¢alisma dist
birakilmis, 87’sine E.histolytica sensu lato antijenine karst
monoklonal antikor ile mikro ELISA yontemi uygulanmustir.
E.histolytica sensu lato antijeni patojenik E.histolytica sensu
stricto ve nonpatojen E.dispar’dan olugsmaktadir. Bunun i¢in
ticari olarak bulunan ELISA kiti (Ridascreen® Entamoeba; R-
Biopharm AG, Darmstadt, Germany) kullanilmistir. Bu test
diskida E.histolytica/E.dispar in vitro kalitatif tanisi i¢in kul-
lanilmaktadir. ELISA testi firmanin Onerileri dogrultusunda
yapilmugtir.

Test kisaca su sekilde yapilmistir: Yiizeyleri E.histolytica
sensu lato antijenine karsi olusan monoklonal antikor ile kap-
lanmis olan kuyucuklara, sample diluent buffer ile 1/11 ora-
ninda diliie edilmis disk1 6rnekleri ve kontroller konmustur.
Yabanturbu peroksidazina karsi konjuge edilmis ikinci bir
monoklonal antikor eklenmis ve oda 1sinda bekletilmistir.
Inkiibasyon Entamoeba antijeninin kati faz ve enzim bagh
antikorlar arasinda sandwich olmasiyla sonuglanmistir. Kuyu-
lara substrat (iire peroksid) ve kromojen (TMB) ilave edilmis
ve oda 1sinda inkiibasyondan sonra stop soliisyonu eklenme-
siyle spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okunmustur.
Renk yogunlugu antijen konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Istatistiksel yontemlerde chi-quare (X?) testi kullanilmistir.
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BULGULAR

Caligma stiresi boyunca %52,6 (842) erkek, %47,4 (758) kadin
olmak iizere toplam 1600 digki incelendi. Yaslar1 ortalama
23,8+ 18,9 (6 ay—86 yas) arasinda idi. Caligma grubundaki
kadin ve erkeklerin yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel ola-
rak anlamli bir fark gézlenmemistir (p<0.05).

Toplam 583 (%36,4) kiside bir veya birden fazla parazit bu-
lundu. Parazit goriilen kisilerin %3,8 (22/583)’inde iki parazit,
bir kiside (%0,2) de {i¢ parazit birlikte goriildii. En sik goriilen
parazit Ascaris lumbricoides idi. Saptanan diger parazitler
Tablo 1’de verilmistir. Direk baki ile (nativ-lugol) siipheli
bulunan 87 digkinin 19'un da (%21,7) ELISA metodu ile
E.histolytica/E.dispar spesifik antijen pozitif, 23’iinde (%26,4)
trikrom boyama yoOntemiyle E.histolytica/dispar kompleksi
pozitif saptandi. Tablo 2’de pozitif saptanan hastalarin yaglari
ve makroskobik olarak digki  Ozellikleri  verilmistir.
E.histolytica/E.dispar pozitif hastalarin yas cinsler arasindaki
dagilimlan arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunma-
mistir (p<0.05).

Tablo 1. Mikroskobi ile saptanan parazitlerin dagilimi

Parazit Adi Say1 %
Ascaris lumbricoides 294 18.4
Giardia intestinalis 147 9.2
Entamoeba histolytica/dispar* 23 1.4
Entamoeba coli 62 3.9
Chilomastix mesnilii 20 1.2
Taenia saginata 2 0.1
Hymenolepis nana 91 5.7
Trichuris trichura 12 0.7
Blastocystis hominis 22 1.4
Todamoeba butschlii 11 0.7
Endolimax nana 3 0.2

*Trikrom boyama sonuglart

Tablo.2 E.histolytica/E.dispar saptanan hastalarin yas ve digkilarinin
makroskobik 6zellikleri

Yas ELISA pozitif Trikrom pozitif
n=19 (%) n=23 (%)

0-12 6(32) 8(35)

13-25 9(47) 9(39)

26+ 421 6 (26)

Diare 16 (84) 20 (87)

Kanh diare 3(16) 209

TARTISMA

E.histolytica enfeksiyonu diinyada tropikal ve subtropikal
bir¢ok bolgede dzellikle gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir
saglik problemidir. Her y1l 100 binin {izerinde kisinin Sliimiin-
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den sorumludur (10). WHO 1997 yilinda E.histolytica ve
E.dispar’in morfolojik olarak benzer oldugu ve bu nedenle
151k mikroskobu ile ayiriminin imkansiz oldugunu bildirmistir.
Bunlarin E.histolytica/E.dispar olarak rapor edilmeleri ve
asemptomatik vakalarin tedavi edilmemeleri ve ancak kesin
E.histolytica tanis1 konulan vakalarin tedavi edilmeleri gerek-
tigini  bildirmistir. E.histolytica’nin  digkida  tespiti  igin
izoenzim analizi, antijen aranmasi, spesifik DNA probu ile
hibridizasyon ve PCR gibi spesifik testler mevcuttur (1, 4).
Haque ve ark antijjen tespitine dayanan testlerin
mikroskobiden daha sensitif ve spesifik oldugunu bildirmis-
lerdir (4).

Ankara da yapilan bir ¢alismada 142 mental retarde kiside
mikroskobi ile %13,3, ayrica 77 diskida ise %9,1 oraninda
E.histolytica/E.dispar kist ya da trofozoiti bulunmustur. Ayni
ornekler ELISA ile tarandiginda sirasiyla %19 ve %20,7 ora-
ninda pozitiflik bulmuslardir (7). Mersinde 88 diski 6rnegi ile
yapilan bir ¢aligmada mikroskobi ile %20,4, ELISA ile %29,5
E.histolytica/E.dispar antijen pozitifligi bulmuslardir (3). Yine
Ankara’dan Tanyliksel ve ark (12) yaptig1 bir ¢alismada
mikroskobi ile %24 kist/trofozoit, E. histolytica spesifik antijen
tespitine dayali ELISA ile 380 6rnegin %13’linde pozitiflik
saptanmustir.

Entamoeba’nin iki tlirliniin ayriminin yapilmadig1 birgok epi-
demiyolojik c¢alisma yapilmigtir. Fakat son zamanlarda bu
caligmalarin gergek E.histolytica sikliin1 saptamakta ne kadar
gegerli  oldugu onem kazanmistir. Diinyada
E.histolytica sikliginin yaklasik %10 oldugu ama %50 ya da
%80’lere ¢iktig1 yerlerin de bulundugu bilinmektedir (11).
Ulkemizde yapilan galigmalarda E.histolytica siklign %0-17
arasinda bulunmustur (9). Daha 6nce Sanliurfa’da mikroskobi
ile %2,5-13 oranlarinda E.histolytica siklig1 bildirilmistir (16,
17, 18). Bu ¢alismada mikroskobi ile %1,4 (23/1600), ELISA
yontemiyle %1,2 (19/1600) E.histolytica/E.dispar siklig1 bu-
lunmustur.

sorusu

Bilinmektedir ki fekal 10kositler E.histolytica ile ¢ok fazla
karistirilmakta ve yanlig pozitif sonuglara neden olabilmekte-
dir (12). Bir calismada E.histolytica/E.dispar kompleksini
tespit etmede mikroskobinin spesifitesini Entamoeba test ve
ProSpect EIA ile karsilastirdiklarinda sadece %9,5 olarak
bulmuglar (8). Konvansiyonel mikroskobinin ¢ok diisiik
sensitivitesine bagli olarak dezavantajlar1 oldugu tecriibeli
ellerde bile yanlis tan1 konulabildigi bildirilmistir (12).

Bizim tecriibelerimiz de deneyimsiz (hatta bazen deneyimli)
kisilerce yapilan mikroskobi (fekal lokositler, makrofajlar,
polenler ve diger barsak parazitlerin E.histolytica ile ¢ok ko-
laylikla karigtirilabilmekte) sonucunda verilen yanlis pozitif
sonuglar nedeniyle bircok kisinin gereksiz tedavi aldigi yo-
niindedir. Bu ¢aligmada da goriildiigii gibi mikroskobi ile 23
E.histolytica alan kiginin 19’u  ELISA ile
E.histolytica/E.dispar tespit edilmistir. Diinyada
Entamoeba enfeksiyonlariin %90’ min E.dispar’dan kaynak-

tanisi
olarak

landig1  disiiniildiiginde, ancak ger¢ek  E.histolytica
prevalansinin E.histolytica spesifik bir test uygulandiginda,

ortaya ¢ikmasi miimkiindiir.

Mikroskobi nonpatojen E.dispar’dan patojen E.histolytica
ayrimi i¢in duyarli ve yeterli degildir. Ayrica yanlis pozitif ve
negatif sonu¢ verebilmektedir. Bu ylizden WHO, the Pan
American Health Organization ve UNESCO E.histolytica
spesifik olarak identifiye edilmelidir ortak kararina varmiglar-
dir (14).

Bu c¢alismada ELISA ile diskida E.histolytica sensu lato anti-
jenin tespitine dayali bir test kullanilmistir. Bu test ¢ok say1-
daki ornekli epidemiyolojik ¢alismalarda kolay kullanima
sahip, hizli, yliksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir (5).

Misir’da yapilan bir ¢calismada diskida E.histolytica sensu lato
antijenini tespit eden monoklonal ELISA kullanilmis ve top-
lumda E.dispar’m daha yaygin ve bu antijenin E.dispar ile
E.histolytica aynnminda duyarli oldugunu bildirmislerdir (15).
Brezilya’da yapilan bir baska calismada %25,4 olarak bulunan
E.histolyticalE.dispar prevalansi, diskida E.histolytica antijeni
ELISA ile bakilmig ve %15 olarak bulunmustur (2). Haque ve
ark. antijen tespitine yonelik test ve mikroskopiyi kiiltiirle karsi-
lastirdiklarinda sirasiyla %94, %37 duyarlilik bulmuslardir (5).

Sonu¢ olarak Sanlurfa ilinde gastroenterit olgularinda
E.histolytica/E.dispar enfeksiyonunun diistiniildiigii kadar sik
olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda hastalarin
yanlis tan1 ve bunun sonucunda gereksiz tedavi almalarinin
onlenmesi igin; her laboratuarda subjektif olan mikroskobi
metodunun yaninda objektif degerlendirmeyi saglayacak ucuz,
hizli, basit ve herhangi bir ekipman ve deneyimli personel
gerektirmeyen antijen tespitine dayali ELISA testinin kulla-
nilmasinin dogru olacag: diisiiniilmustiir.
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