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Amebiyazis, Giardiyazis ve Kriptosporidiyazis Tanisinda
Antijen Tarama Y ontemlerinin Yeri

Yavuz UYAR, Aysegiil TAYLAN OZKAN

Refik Saydam Hifzissthha Merkezi, Salgin Hastaliklar Arastirma Midiirliigii, Ankara, Tiirkiye

OZET: Amebiyazis, gelismekte olan iilkelerde dnemli bir halk saglig sorunudur. Insanlar Entamoeba'nin morfolojik olarak identik iki
tiirii ile enfekte olmaktadir. Entamoeba histolytica, amebik kolitis ve karaciger absesine neden olurken, Entamoeba dispar nonivazivdir.
Giardia intestinalis, diinyada tiim yas gruplarinda yaygin bir sekilde goriiliir. Giardiyazis 6zellikle sanitasyon sartlarinin zayif oldugu ve
temiz su kaynaklarinin bulunmadig: iilkelerde ortaya ¢ikan g¢ocukluk ¢agi diyare vakalarmdan sorumludur. Hiicre i¢i bir parazit olan
Cryptosporidium parvum, immiinkomprimize bireylerde 6liimciil diyarelere neden olabilmektedir. insan bagirsak protozoonlari tanist
genellikle mikroskobiye dayanmaktadir. Mikroskobik tani ucuz olmasina karsin yogun is giicli ve uzmanlk gerektirmektedir. Antijen
tan1 yontemleri (direkt fluoresan antikor, enzim immunoassay ve hizli dipstick benzeri testler) hizlidir ve deneyimli ve usta degerlendiri-
cilere ihtiya¢ duyulmaz. Sonyillarda, E. histolytica, G.intestinalis ve Cryptosporidium spp.'in laboratuvar tanisi i¢in ticari tani kitleri
mevcuttur. Bu derlemede, bu ii¢ bagirsak paraziti i¢in kullanilan antijen testlerinin tartigilmistir.
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Antigen Detection Methods in Diagnosis of Amebiasis, Giardiasis and Cryptosporidiosis

SUMMARY: Amebiasis 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. Giardia
intestinalis infection is seen worldwide and in all age groups. But giardiasis is especially prevalent in countries with poor sanitation and
unsafe water, where it's responsible for most cases of childhood diarrhea. Cryptosporidium parvum, a protozoon, is an obligate
intracellular parasite which can cause fatal diarrheal disease in immunocompromised individuals. Generally, the diagnosis of human
intestinal protozoa depends on microscopic detection. Microscopic detection is inexpensive, but it is very labor-intensive and requires a
skilled microscopist. Antigen detection methods (direct fluorescent antibody, enzyme immunoassay, and rapid, dipstick-like tests) can be
performed quickly and do not require an experienced and skilled microscopist. Recently, commercially available diagnostic kits for the
intestinal parasites E. histolytica, G.intestinalis and Cryptosporidium spp. use the laboratory diagnosis. In this review, we aimed to
discuss the diagnosis of these three intestinal parasites using the antigen tests.
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GIRIS
Klasik Diski Bakisina Genel Bakis olarak diski mikroskopisinin birgok avantaji bulunmaktadir

14, 45). Diskida parazit bakisi 6zellikle drnekler uygun bir
Parazit hastaliklar1 az geligsmis ve gelismekte olan iilkeler igin ( ) ) Dis ? . . . ygl,l,,
N C . . sekilde hazirlandig1 ve yeterli sayida 6rnek incelendiginde
halen 6nemli bir saglik sorunudur. Diinya niifusunun yaklasik s . ..
i o . . .o oldukca duyarli bir yontem olup, taniy1 kesinlestirir ve altin
dortte birinin, bir veya birden fazla parazite konaklik ettigi ve . . o
. , . N - standarttir. Isik mikroskobu ve bazi ucuz malzemelerin oldugu
bu insanlarin ¢ogunun da geri kalmis iilkelerde yasadigi .. . .
. . . B . herhangi bir laboratuvarda yapilabilecek kadar basittir ve
tahmin edilmektedir. Insanlarda bulunan bagirsak parazitle- ldukea ek i
. oldukc¢a ekonomiktir.
rinin tanist temel olarak diski, daha seyrek olarak da duedonal ¢

Ancak ucuz ve hizli olan klasik diski bakisinin bir takim
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bunlar arasinda en dnemlisi
yetismis insan giicline duyulan gereksinimdir. Gergekten bu
yontemler oldukga basit olarak goriinmelerine ve kolay

sivi ve biyopsi Orneklerinde parazitin ¢esitli formlarinin
saptanmasina dayanmakta ve kullanilan direkt veya boyali
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atimi nedeniyle tek bir disk1 6rnegi ile tan1 koymak her zaman




Bazi protozoonlarin tanisinda antijen arama yontemleri

miimkiin olmamaktadir. En az #i¢ digki 6rneginin incelen-
mesiyle bile Giardia intestinalis i¢in %11,3, Entamoeba
histolytica igin  %22,7°lik bir tan1 diizeyine erisilebilecegi
bildirilmistir (59). Bu durum ise hastalarin ve/veya 6rneklerinin
ti¢ kez laboratuara ulastirilmasini gerektirmektedir.

Son yillarda klasik diskr bakisi olctide
edilmektedir. Parija ve Srinivasa (45) yaptiklar1 ¢calismalarinda

o6nemli ihmal
balik kilgig1 diyagramu kullanarak bu ihmalin gerekgelerini
arastirmislar ve asagidaki sonuglara ulagmislardir:

1. Digski mikroskopisi yapan teknisyenlerdeki motivasyon
eksikligi (Diski ile ugragsmanin zorlugu, formal
egitimdeki eksiklik, uzmanlarin egitimlerinin yetersizligi)

2. Diski
vermeyisi

mikroskopisi sonuglarina klinisyenlerin 6nem

3. Son yillarda baguwsak parazitlerinin tanmisinda direkt
floresan antikor (DFA), enzim immun assay (EIA,
ELISA), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi
mikroskobiye ihtiyag duyulmayan yontemlerin kullanimi-
nin artmast da digski mikroskopisinin ihmaline yol agan
sebepler arasindadir.

Klasik digki bakisinin dezavantajlari, bilim adamlarmi digki
tanist igin alternatif yontemler bulmaya zorlamus; uzun
yillardir kan ve serumda Plasmodium ve Wuchereria bancrofti
enfeksiyonlarinin arastirilmasinda basartyla kullanilan antijen
tarama yontemlerinin bagirsak parazitlerine de uygulanmasini
saglamistir (56). Antijen tarama yontemleri arasinda DFA,
EIA ve immunokromatografik testler hizli tan1 konulabilmesi,
deneyimli ve egitimli personele gereksinim duyulmamasi gibi
avantajlari nedeniyle en sik tercih edilen ydntemlerdir.
Gilinimiizde insanlarda E.histolytica, G.intestinalis  ve
Cryptosporidium spp., enfeksiyonlarinin tanisina yonelik taze
ya da saklanmis diskilara uygulanabilen hazir tani kitleri
piyasada bulunmaktadir. Ayrica gerek insanlarda gerekse
hayvanlardaki Fasciola hepatica, Echinococcus sp. ve Taenia
sp. gibi birgok parazitlerin arastirilmasinda da bu yontem-

lerden yararlanilmaktadir (56).

Bu derlemede amebiyazis, giardiyazis ve kriptosporidiyazis
tanisinda giiniimiizde yaygin olarak kullanilan antijen tarama
testleri gozden gegirilmistir.

I. AMEBIYAZIS

E.histolytica’nin etkeni oldugu amebiyazise diinyada her yil
50 milyon insan yakalanmakta ve 100 bin kadari dlmektedir
(54, 60). Ulkemizde yapilan arastirmalarda da bu enfeksiyo-
nun insidansmin %1,2-13,0 arasinda degistigi sap-tanmustir
(34, 55, 63). Amebiyazis enfeksiyonu gegirenlerin %10 unda
hastalik semptomatik seyretmekte ve ciddi fulminan amebik
kolit, ekstraintestinal amebiyazis, karaciger absesi gibi ¢esitli
6liimciil klinik tablolara yol agabilmektedir (46, 54). Insanlar,
Entamoeba’nin patojen E.histolytica ve nonpatojen E.dispar
olmak {izere morfolojik olarak ayirt edilemeyen iki tiirii tara-
findan enfekte olmaktadirlar (30, 46, 54). ilk kez 1925 yilinda
Brumpt tarafindan ortaya atilan bu fikir ancak 1978 yilinda

Sargeaunt ve arkadaslari tarafindan yapilan izoenzim analizle-
ri ile ispatlanmustir (30, 41). Giinlimiizde, ileri molekiiler yon-
temlerle bu parazitlerin iki ayr tiir oldugu kesin olarak kanit-
lanmugtir (46, 54).

Amebiyazis Tamsinda Antijen Tarama Testlerinin Gerekliligi

Amebiyazisle ilgili yapilan ¢ok sayidaki epidemiyolojik aras-
tirma ve raporlarda su sonuglara ulagilmistir: (i) Bagirsak dist
amebiyazisde her iki tiir de diskida saptanamamaktadir; (ii)
E.histolytica ile enfekte bireylerin ¢ogu asemptomatiktir; (iii)
endemik bolgelerde yasayan insanlar her iki tiirle de ayn1 anda
enfekte olabilmektedir; (iv) E.dispar ile enfekte kisilerde de
bazen intestinal semptomlara rastlanilabilmekte ya da yiiksek
titrede antikorlar bulunabilmektedir (11, 39).

Rutin tanisal incelemede, diski drneklerinde E.histolytica’nin
E.dispar’dan ayirt edilebilmesi, olgularin tedavilerinin dogru
yonlendirilebilmesi ve bulas agisindan son derece 6nemlidir.
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 1997 yilinda E.dispar’l olgu-
larin tedavi edilmemesi, semptomu olsun olmasin kesin olarak
E.histolytica tanis1 alan hastalarm ise mutlak tedavi edilmesi
gerektigi belirtilmis; E.histolytica/E.dispar ayrimi yapilama-
yan olgularin tedavisi ise klinisyene birakilmistir (60). Ayrica
E.histolytica ve E.dispar’in morfolojik olarak 151k mikroskobu
ile aywt edilemeyecegi, bu nedenle raporlamanin
E.histolytica/E.dispar olarak yapilmasi gerektigi bildirilmistir.
Bu ayrim ancak SSU-rRNA dizilimi, fosfogluktomutaz farkli-
l1g1, hekzokinaz izoenzim o6zellikleri, asit fosfataz sekresyonu
ve 6zel DNA sekanslar ile yapilabilmektedir (1, 22, 60). Ya-
pilan bircok c¢aligmada patojen zimodemlerle enfekte
asemptomatik kist tastyicilarinin da tedavisinin gerekli oldugu
ve bu kisilerle ya da invaziv amebiyazislilerle temas Sykiisii
olan olgularin en az alt1 ay siire ile izlenmesi tavsiye edilmistir

(28).

E.histolytica trofozoidleri, dis ortamda 15-20 dakika iginde
oliirken kistleri haftalarca canli kalabilir (22). Bu kistlerin
enfekte ettigi sular ve bu sularla yikanmis olan sebze ve meyve-
lerin ¢ig olarak yenmesi hastaligin diger insanlara yayilmasinda
¢ok onemli rol oynamaktadir. Enfekte olan kisilerin %90’ mda
klinik tablo asemptomatik seyretmekte ve bu kisiler aylarca
digkilartyla kist ¢ikartabilmektedirler (46, 54).

Diskinin uygun sayida ve uygun kosullarda toplanmamasi;
hastanin antibiyotik, laksatif, antiasit gibi ilaglar kullanmasi da
mikroskopik inceleme sonuglarimi olumsuz yonde etkilemek-
tedir (22, 54). Bekletilmis ya da fiksatife alinmis diskilarda da
E.histolytica trofozoitlerinin tipik hareketlerini saptamak
miimkiin olmadigindan, tedavi edilmeyen olgular bulas kay-
nag1 olmayi siirdiirmektedirler (41, 54). Bulasict Hastaliklarin
Ihbari ve Bildirim Sistemi Standart Tani, Siirveyans ve Labo-
ratuar Rehberi (2004)’ne goére morfolojik olarak kesin
E.histolytica tanisi konulabilmesi i¢in digkida eritrosit igeren
trofozoitlerin goriilmesi sarttir (52). Ancak bu ozellikle
semptomatik hastalarda bile sanildig1 kadar sik karsilasilan ve

kolay saptanabilecek bir durum degildir. Tanyiiksel ve ark (53)
141



Uyar Y. ve Taylan Ozkan A.

kesin olarak E.histolytica tanist konulmus 51 olgunun yalnizca
ikisinde eritrosit iceren trofozoit goérdiiklerini bildirilmislerdir.
Ayrica bazi olgularda eritrosit fagosite etmis E.dispar’lara da
rastlanilabilmektedir (54).

Bagirsaklarda E.dispar kolonizasyonunun gelismekte olan iilke-
lerde en az ii¢ kat, gelismis tilkelerde ise 10 kat daha fazla oldu-
gu tahmin edilmektedir (46). Mikroskopik incelemede, E.dispar
fekal 10kosit,
makrofaj ve diger amiplerle aymrimi da tam yapilamadigindan

ve E.histolytica ayirmi yapilamadigi gibi

yalanci pozitif sonug verilebilmektedir (1, 54). Amerika Birlesik
Devletleri’nde yapilan bir arastirmada laboratuvarlarin 1/3’tinde
yanlis teshis konuldugu bildirilmistir (35). Bu durum olgularin
gereksiz tedavi edilmesine, tedavinin yan etkilerine maruz kal-
masina, hatta altta yatan baska hastaliklarin atlanmasina; toplum
saglig agisindan da gereksiz tedavi maliyeti ve ilag direncinin
gelismesine yol agmaktadir (41).

Amebiyazis Tamisinda Kullanilan Antijen Tarama Yontemleri

Son yillarda E.histolytica ve E.dispar’'m ayirict tanisinda
E.histolytica’ya 6zgii antijenlerin saptanmasi temeline dayanan
ve devrim olarak nitelendirilen yontemler gelistirilmistir (17).
Bunlar arasinda izoenzim analizi, EIA yontemiyle antijen aran-
masi, spesifik DNA probu ile hibridizasyon, PCR ve RFLP
(restriction fragment lenght polymorphism) sayilabilir (1). Kiil-
tiir ve izoenzim analizi uzun siirede sonuglanmasi nedeniyle
rutin uygulamada pek tercih edilmemektedirler. Indirekt Fliiore-
san Antikor (IFA) yontemiyle diskida E.histolytica’ya ozgii
serbest lectin saptanamayacagl bu nedenle de sensitivitesinin
diisiik oldugu belirtilmektedir (62). PCR’1n giiniimiizde “altin
standart” olarak tanimlanmasi s6z konusuysa da EIA’ya kiyasla
daha uzun siirede sonuglanmasi, teknik olarak karmasikligi ve
pahali olmasi kullanimmi kisitlamaktadir (39). Ayrica PCR,
kontaminasyon nedeniyle yalanci pozitiflik ya da diskidaki inhi-
bitdr maddeler nedeniyle yalanci negatiflik riski de tagimaktadir
(54).

Amip antijeninin tiikiiriik, serum, abse Orneklerinde farkl
immunolojik yontemlerle saptandigina dair aragtirmalar mev-
cutsa da ozgiilliikkleri ve duyarliliklar1 digkida antijen aranma-
sina gore oldukea disiiktiir (54).

Son yillarda hizli tan1 yontemlerinden de amip tanisinda yarar-
lanilmaya baglanmistir. Ulkemizde bu konuda yapilan bir ¢a-
lismada E.histolytica ELISA yontemi ile pozitif olan 23 hasta-
nin 21’1 dipstick testi ile de pozitif olarak saptanmus; dipstick
testinin hizli ve kolay uygulanabilir olmasina karsin duyarlili-
ginin gelistirilmesi gerektigi vurgulanmistir (55).

Giinlimiizde diskida E.histolytica antijeni saptamada en yaygin
olarak EIA Kkitleri kullanilmaktadir (Tablo 1) (15, 22, 46, 54).
Piyasada hazir olarak bulunan bu testlerin bir ¢ok avantajt
bulunmaktadir (54): (i) Bazi Kkitlerle E.histolytica/E.dispar
ayrimi yapilabilmektedir; (ii) Yiiksek duyarlilik ve 6zgilliige
sahiptir; (iii) Deneyimli mikroskopistlere ihtiyag duymadan,
hizli ve kolay bir sekilde uygulanabilir; (iv) 96 ¢ukurlu plak
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format1 bilyiik kapsamli epidemiyolojik arastirmalart kolaylik-
la yapmaya imkan verir. Bu yontemin en biiyiik dezavantaji
ise mikroskobiye gore goéreceli olarak daha pahali olmas: ile
taze ve fiksatif igermeyen digkiya gereksinim duyulmasidir
(56).

EIA tabanli antijen saptamaya yonelik kitlerde farklt mono-
klonal antikorlar kullanilmaktadir. Bunlar arasinda; patojen
olan E.histolytica’ya 6zgii galaktoza ve N-asetil-D-galaktoz-
amin’i baglayan lektine (Gal/GalNAc) ya da serin-zengin
antijene karsi gelistirilmis monoklonal antikorlar sayilabilir
(41, 46, 54). Ayrica arastirma amaciyla lizin-zengin ylizey
antijeni, lipofosfoglikan, tiikiirik 170-kDa lektin baglama
antijenlerine karsi gelistirilmis monoklonal antikorlar da de-
nenmektedir (46, 54).

EIA tekniginde 6zel bir sivi ile sulandirilan gaita 6rnegi, adezine
spesifik  monoklonal
E.histolytica adezinine baglanan poliklonal antikorlar yapisti-
rilmig kuyucuklarin bulundugu mikropleytlere aktarilir. Sayet
hasta 6rneginde adezin varsa, inkiibasyon sirasinda konjugatta
bulunan adezin spesifik monoklonal antikorlara ve kuyucuklar-
daki poliklonal antikorlara baglanir. Spesifik olmayan baglan-
malar yikama sirasinda ortamdan uzaklastirilir. Substratin ilave-
si ile adezin varliginda olusan enzim-antikor-antijen kompleksi-

antikor igeren konjugatla birlikte

ne bagl renk olusumu tespit edilir (15).

Diinyada 1980°li yillarin ortalarindan itibaren farkli antijenik
determinantlara kars1 kullanilan monoklonal antikorlar ile EIA
yonteminin 6zgiilliigi ve duyarliliginin %100°lere kadar ¢ika-
bildiginin ortaya konmasi bu yontemin mikroskobiye alternatif
olarak onerilmesine yol agmustir. {lk baslardaki testlerle
E.histolytica/E.dispar ayrimi yapilamamakta iken yapilan
calismalarla Gal/GalNac ile inhibe edilebilen lektin yapisinda-
ki proteinin epitop haritas: ¢ikartilmis ve E.histolytica’y1 ayirt
edebilen testler gelistirilmistir (31, 41). Haque ve ark (30),
E.histolytica’ya spesifik ELISA kitinin direkt mikroskopi ve
kiiltiire gore %100 duyarli ve %97 6zgiil oldugunu saptamis-
lardir.

ELISA yontemi diger bagirsak parazitleriyle ¢apraz reaksiyon
gostermemesi agisindan da avantajli olup (49) zimodem anali-
zi ve PCR ile de esdeger sonuglara ulasmaktadir. 202 ishalli
diski Orneginin E.histolytica, E.dispar agisindan tarama ve
spesifik amagli ELISA kitleri ile arastirildigi bir calismada
kiiltiir yontemleri baz alindiginda mikroskopinin %60 duyarli,
%79 6zgiil oldugu, antijen tarama yontemlerinin ise %80 du-
%99 oldugu saptanmustir  (30).
E.histolytica/E.dispar’in ayriminda zimodem analiziyle karsi-
lastirildiginda ise ELISA’nin %95 duyarli, %93 6zgiil bulun-
dugu, uygulama kolaylig1 ve hizi géz 6niine alindiginda bu

yarli  ve ozgiil

yontemin zimodem analizi yerine ikame edilebilecegi bildi-
rilmistir. Yontemin en 6nemli dezavantaji ise taze ve fiksatif
icermeyen diskilarin kullanilmasinin gerekliligidir (56).
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Tablo 1. Paraziter tanida kullanilabilen antijen testleri, kit ads, {iretici firma ve test yontemi listesi *

Organizma Kit adq Uretici ve distribiitor Test tipi
Cryptosporidium spp. Crypto CELISA Cellabs EIA
PARA-TECT™ Cryptosporidium 96 Medical Chemical Corporation EIA
ProSpecT Rapid Remel EIA
ProSpecT Remel EIA
Cryptosporidium TechLab EIA
Cryptosporidium Wampole EIA
Crypto CEL Cellabs IFA
XPect Crypto Remel Rapid
Cryptosporidium spp./ PARA-TECT™ Cryptosporidium/Giardia DFA Medical Chemical Corporation DFA
G. lamblia 75
Merifluor Meridian DFA
ProSpecT Remel EIA
Crypto/Giardia CEL Cellabs IFA
ColorPAC* Becton Dickinson Rapid
ImmunoCard STAT!* Meridian Rapid
XPect Remel Rapid
Cryptosporidium spp./ Triage BioSite Rapid
G. lamblia/
E. histolytica/dispar
Entamoeba histolytica Entamoeba CELISA Cellabs EIA
E. histolytica Wampole EIA
Entamoeba histolytica/E. dispar E. histolytica II TechLab EIA
ProSpecT Remel EIA
Giardia lamblia Giardia CELISA Cellabs EIA
PARA-TECT™ Giardia Antigen 96 Medical Chemical Corporation EIA
ProSpecT Remel EIA
Giardia II TechLab EIA
Giardia Wampole EIA
GiardiaETA Antibodies, Inc. EIA
Giardia CEL Cellabs IFA
ProSpecT Remel Rapid
Wuchereria bancrofti Filariasis CELISA Cellabs EIA

(*) Bu tablo CDC’nin resmi web sitesinden alinmistir (15). http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/DiagnosticProcedures.htm)

PCR ile piyasadaki mevcut kitlerin karsilastirildig: bir ¢alig-
mada; serin-zengin antijene karsi monoklonal antikorlarla
gelistirilmis Merlin Optimum S’in en duyarli kit oldugu ve
100trofozoit/cukur saptayabildigi belirlenmistir. Ancak bu kit
digkida yiiksek konsantrasyonda E.dispar bulundugunda cap-
raz reaksiyon gostermektedir. Gal/GalNAc monoklonal anti-
kor kullanan Techlab kiti yalnizca E.histolytica ile reaksiyon
gosterdigi igin %100 spesifik olmasina karsin her cukurda
1000 ve iizerindeki trofozoiti saptayabilmekte, diskisinda az
sayida parazit olan asemptomatik hastalarin tanisinda da sorun
olabilecegi disiiniilmektedir. Poliklonal antikorlar igeren
Alexon marka kit ise her ¢ukurda 100’lin iizerinde trofozoiti
saptayabilmesine karsin, E.histolytica/ E.dispar ayrimi yapa-

mamaktadir. Her ¢ukurdaki tek bir trofozoiti bile belirleyebi-
len PCR, ELISA’ya gore 100 ile 1000 kat hassas olmasina
ragmen rutin tanida ELISA’nin kullanilmasinin daha uygun
olacag ifade edilmektedir (39).

Ulkemizde de son yillarda amebiyazis tamisinda ELISA yon-
teminin uygulanmasi tercih edilmeye baslanmistir. Istanbul’da
ve Ankara’da yapilan caligmalarda mikroskobiyle karsilagtiril-
diginda ELISA yonteminin duyarliliginin %100, 6zgiilliigiiniin
ise %79-93,4 oldugu saptanmustir (12, 41)

Ulkemizde rapor edilen amip olgularimin biiyiik bir béliimii-
niin patojen olmayan E.dispar’a ait oldugu ve bu hastalarin
yanlis tani dolayisiyla da yanlis tedavi aldig ileri siiriil-
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mektedir. Nar ve ark (41) Ankara’da nativ-Lugol ve metilen
mavisi ile gerceklestirilen direkt mikroskobiyle 142 mental
retarde hastanin %13,3’linde, gastrointestinal sikayetleri olan 77
kisinin %9,1’inde E.histolytica/ E.dispar saptarken, ortak yiizey
antijeni iceren ELISA kiti ile bu oranlar1 %19,0 ve %20,7 olarak
belirlemiglerdir. Spesifik antijen arastirildiginda ise sirasiyla
%3,7 ve %6,25 bulunmustur.

Yapilan birgok calismada mikroskopinin ELISA’ya kiyasla
ozgiilliigiiniin yiiksek ancak duyarliligmnin az oldugu ve arala-
rindaki tutarliligin da diisiik bulundugu belirlenmistir. Mersin’de
yapilan bir ¢alismada digki 6rneklerinde trikrom boyama ile
%20,4, E.histolytica/ E.dispar ortak antijeni saptayan ELISA ile
%29,5 pozitiflik saptanmustir. Uyumsuzluk gosteren ornekler-
den yalnizca direkt mikroskopi ile %4,5, yalnizca ELISA ile
%13,6 6rnegin pozitif oldugu bulunmustur (17). Ankara’daki bir
calismada intestinal amebiasis On tamisiyla gonderilen digki
orneklerinde mikroskopik inceleme (Nativ-Lugol, formol-eter
¢oktiirme yontemi ve trikrom boyama) ile E.histolytica spesifik
adezini saptayan ELISA yontemleri karsilastirilmstir. 231 6rne-
gin  8l'inde  (%35,0) mikroskopik inceleme ile
E.histolytica/E.dispar kist ve/veya trofozoiti, 41’inde (%17,7)
ise E.histolytica spesifik adezini saptanmustir. Mikroskopisi
pozitif olan 81 &rnegin 35’1 (%15,1) ELISA yontemiyle pozitif
bulunurken; ELISA ile pozitif saptanan alti érnek (%2,6) ise
mikroskopide negatif olarak degerlendirilmistir. E.histolytica
saptanmas1 agisindan iki yontem arasinda pozitif ve negatif
degerlerin tutarliligi ¢ok diisiik, farklilik da istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (34).

Benzer sonuglar Sanliurfa ve Van yoresinden toplanan drnek-
lerde de saptanmistir. Trikrom boyama ile 380 Ornegin
%24’unde, E.histolyticaya spesifik antijen ELISA yontemiyle
%]13’tinde pozitiflik belirlenmistir. ELISA ile pozitif saptanan
51 ornegin 37°si mikroskopide negatif; ELISA ile negatif
saptanan 329 6rnegin de 77’si de mikroskopide pozitif bulun-
mustur (55).

Ulkemizde sanildiginin aksine amip insidansi ok yiiksek degil-
dir. Endemik kabul edilen bolgelerde, gastrointestinal sikayeti
olan olgu gruplarinda bile %1,4-13,0 oraninda pozi-tiflik sap-
tanmaktadir (55, 63). Bazi caligmalar birgok E.histolytica’l
hastanin tedavi almadigini ya da E.dispar’l1 olgularin gereksiz
tedavi edildigini gostermesi agisindan oldukea carpicidir. Sanli-
urfa’da 1600 gaita 6rneginden 583’iinde nativ-lugol ve ¢oklas-
tirma yontemi ile mikroskopide bir veya daha fazla parazit sap-
tanmis, amip siliphesiyle ayrilan 87 gaita drneginin ELISA yon-
temiyle yalmizca 19 (%21,7)’unda E.histolytica/E.dispar ortak
antijeni bulunmustur (63).

Bu sonuglar 1s1ginda; mikroskopik inceleme
E.histolytica/E.dispar ayirici tanisinda ve Entamoeba Kkist
ve/veya trofozoit yapilarinin  diger protozoonlar ve

makrofaj/l16kosit gibi hiicresel elamanlardan ayriminda yeter-
siz kalmaktadir. Bu nedenle amebiyazis tanisinda objektif
degerlendirmeyi saglayan, ucuz, basit, herhangi bir pahali
donanim ve deneyim gerektirmeyen antijen saptama temeline
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dayali ELISA yonteminin rutin mikroskopi ile birlikte kulla-
nilmast son derece yararli bulunmaktadir.

II. GIARDIYAZIS

Giardia intestinalis, diinyanin her tarafinda endemik ve
epidemik diyarelerin basta gelen etkenlerindendir. Gelismekte
olan iilkelerde enterik patojenlerin birinci sirada nedeni olup,
prevalansi ozellikle 10 yasindan kiigiik ¢ocuklarda %15-30
arasindadir (16, 43). Ulkemizde yapilan arastirmalarda giardi-
yazis insidansi %1,9-37,7 arasinda degismektedir (6, 7, 10, 16,
36, 43). Akut ve kronik formda seyredebilen giardiazis asemp-
tomatik seyredebilecegi gibi hayati tehdit eden diyarelere de
neden olabilmektedir.

Giardiyazis Tamsinda Antijen Tarama Testlerinin Gerekliligi

Fekal-oral yolla bulasan giardiyazis 0zellikle g¢ocuklarda
duedonumdan yag ve yagda eriyen vitaminlerin emilimini
bozarak malabsorbsiyona yol agmasi nedeniyle son derece
6nemli bir enfeksiyondur (18, 22, 36, 57). Cocuklarmn yant sira
kotii kosullarda ve yetersiz su ile yasayanlar, toplu yerlerde
bulunanlar, endemik bolgeye seyahat ve kamp 6ykdisii olanlar,
gocmenler, immiin direnci bozuk olanlar ve homoseksiiel er-
kekler de risk altindadir (22, 49).

Gelismis tilkelerde %2-5 arasinda degisen diskida kist sap-
tanma orani, gelismekte olan iilkelerde 6zellikle ¢ocuklarda
%30-35¢ kadar cikabilmektedir (2, 20). Bir ¢ok kisi herhangi
bir semptom gostermeksizin Giardia tastyabilir ve Giardia
saptanan hastalar semptomatik olmasa da mutlak tedavi edil-
melidir. Yapilan ¢alismalarda asemptomatik enfeksiyon-larin
subklinik malabsorbsiyona yol acabilecegi gosterilmistir. Has-
taligin semptomlarina genellikle periyodik olarak rastlandigt
icin sikayetlerin daha sonra ortaya ¢ikma olasiligt da bulun-
maktadir. Ayrica bu kisiler siirekli kist sagarak, enfeksiyonun
diger insanlara ve ¢evreye bulaginda rol oynamaktadirlar (22).

Giardia gevre kosullarina son derece dayanikli kistleriyle su
ve gida kaynakli salginlara yol agabilmektedir. 10-25 kadari-
nin insanlar igin enfektif oldugu belirtilen kistler standart klor-
lama prosediirlerine son derece direnclidir. Yiizey sularinda
240 adet/It olabilen kist sayisi, lagim sularinda 88.000
adet/It’ye ulasabilmektedir (2)

Giardiasis tanisinda mikroskopik metot ilk segenektir ve birgok
avantaji vardir. Test maliyeti diisiik olan bu yontemle Giardia
haricinde baska parazitler de saptanabilir. Fakat G. intestinalis
kist formunun aralikli olarak diskiyla atilmasi veya diskidaki
kist sayisinin az olmasi halinde tek bir 6rnekteki diski bakisinin
duyarlilig1 oldukea diisiiktiir. Duodenal villuslara emici diskle-
riyle yapismis olan Giardia trofozoitleri, epitel hiicrelerinin 72
saatte bir dokiilmesi ile diskidan atildiklarindan parazitin her
zaman digkida gosterilmesi miimkiin olamamaktadir (22). Tek
bir gaita drnegi ile yapilan rutin gaita incelemesinde, konsant-
rasyon metodu da eklense vakalarin %10-50’sinde yanlis sonug-
lar rapor edilebilmektedir. Ayni hastadan ¢oklu 6rnek alinsa bile
duyarliligin ancak %85’e ¢ikartilabilecegi belirtilmistir (20, 21).



Bazi protozoonlarin tanisinda antijen arama yontemleri

Geleneksel tan1 metotlarinda deneyimli personel gerekmek-
tedir, fazlaca efor ve zaman harcanmaktadir. Iyi bir degerlen-
dirme igin en az {i¢ 6rnege ihtiyag duyulmasi mikroskopinin
diger bir dezavantaji olup hasta uyumunu gii¢lestirmektedir.
Diskilarin zaman gecgirmeden incelenmesi ve mutlak kalici
digki boyama yontemleri uygulanmasinin gerekliligi de test
performanst acisindan Onemlidir. Deneyimli teknisyenlere
duyulan ihtiyag da bir bagka zorluktur. Ornegin mukuslu digki-
lar trofozoitin hareketlerini engelleyebildiginden trofozoit
formlar1 rahatlikla gozden kacabilmektedir (22). Saklama ya
da konsantrasyon amaciyla kullanilan ajanlarla calisma gerek-
liligi de bir baska sorundur. Formalin lokal irritandir, PVA
(polyvinil alcohol) ve Schaudinn iginde bulunan civa bilegikle-
ri de hem lokal irritandir hem de sistemik zehir etkisine sahip-
tir (21).

Mikroskopi disinda, enterotest, duodenal biyopsi ve firca
orneklerinin incelenmesi parazitin saptanma olasiligini arttirsa
da invaziv olmalari, goreceli olarak pahali olmalar1 ve
ozellikle ¢ocuklarda uygulanmasinin zorlugu nedeniyle tercih
edilmemektedir (3).

Serumda antikor arastirilmasiyla ilgili bazi ¢aligmalar
bulunmaktaysa da giardiyazisde serolojik taninin degeri
bulunmamaktadir (4, 22, 36). Tedavi sonrasinda antikor

diizeyi 2 hafta ile 15 ay gibi bir siire yiiksek kalabilir (3).

Bulasici hastaliklarin bildirimi sistemine gore tani i¢in gegerli
laboratuar teknikleri arasinda diski, duedonal sivi ya da
biyopsi Orneklerinin mikroskobik incelemesinde kist veya
trofozoitlerin goriilmesi ayrica DFA ve ELISA yontemleri ile
immunodiagnostik tani sayilmistir. Bildirimi zorunlu bir
hastalik olan giardiazisde kesin tani konulabilmesi i¢in bu
laboratuar tekniklerinin en az biri ile pozitif sonu¢ alinmasi
sarttir (52).

Gaita Orneklerindeki organizmanin yiizeyindeki antijenlerin
saptanmast mikroskobik tekniklere gore Giardia tanisinda
daha yiiksek duyarliliga sahiptir. Giardiasis immiinolojik tani-
sinda ticari olarak temin edilebilen iiriinler mevcuttur.

Giardiyazis Tamsinda Kullamlan Antijen Tarama Yontemleri

Giardiyazisde antijen tarama amaciyla kullanilan counter
immunoelektroforez, ELISA, dot-ELISA, DFA, IFA, PCR
gibi bircok ydntem bulunmaktaysa da giiniimiizde piyasada
ticari olarak mevcut bulunmalar1 ve yiiksek sensitiviteleri
nedeniyle DFA, EIA ve dipstick testleri en ¢ok tercih edilenler
arasindadir (15, 16, 20, 22, 43, 51). Diski orneklerinde
parazitin ylizey antijenlerini saptamaya yonelik olan bu
testlerde genellikle Giardia’ya spesifik antijen 65-kDa
glikoprotein (GSA 65) kullanilmaktadir. Insan digkisinda
saptanan baslica antijen olan GSA 65 parazitin hem kist hem
de trofozoit formlarinda bulunur (59). Baz:1 kitlerde yer alan
monoklonal antikorlarla Cryptosporidium, Entamoeba ve
Giardia birlikte taranabilmektedir.

DFA yontemi giardiasisde referans test olarak tanimlanmak-
tadir, rutin digki baki yontemlerinin hepsinden daha duyarlidir

ve diger parazitlerle capraz reaksiyon goriilmemektedir (29,
57, 58, 64). Bu yontemde gaita 6rneklerindeki Giardia kistleri
fluorescein isothiocyanata (FITC) bagli monoklonal antikorlar
kullanilarak saptanmaktadir. Mikroskobik tani yontemi ile
karsilastirildiginda bu yontemin duyarlilign ve 6zgilligi
%100 dolayindadir (22). Cryptosporidium ookist ve Giardia
kistlerini birlikte saptayabilen kombine DFA Kkitleri de ticari
olarak mevcuttur. DFA yOntemiyle kist ve ookistlerin
kantitasyonu da yapilabildiginden epidemiyolojik, kontrol ve
cevresel Orneklerle yiiriitillen galigmalarda daha kullaniglidir
(15, 37, 44, 61). Karanis ve ark (33) sigir rodent gibi hayvan
Giardia tirlerini taramada DFA’nin mutlak istinligi oldugu-
nu, faz kontrast mikroskopisinin ise spesifik tanimlamada
daha islevli oldugunu belirtmislerdir.

Giardiyazis tanisinda DFA yam sira ELISA da mikroskopiye
kiyasla oldukca duyarli ve 6zgiil bir yontemdir (9). 1985 yi-
linda gozle izlenebilir ELISA yonteminin gelistirilmesi, 1989
yilindan itibaren Giardia’ya 6zgii 65-kDa spesifik antijenin
ELISA yonteminde uygulanmaya baslamasiyla bu testlerin
ozgilliigl %99-100, duyarlilig1 ise %96-99’lara kadar ¢ikmis-
tir (20, 49, 51, 59).

Giardia ELISA yontemiyle cok hafif enfeksiyonlarda bile az
miktardaki fekal antijeni saptanabilmekte ve hastalardan bir-
den fazla 6rnek alinmasma duyulan gereksinim ortadan kal-
maktadir. Vidal ve Catapani (59), tek baki ile Prospect ELISA
yontemini karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda 142 6rnegin 7’sini
mikroskopi ile 12’sini ELISA ile pozitif bulmuslar ve yalnizca
Giardia aranacagl zaman bu testlerin tercih edilmesi gerekti-
gini belirtmislerdir.

ELISA’da poliklonal antikorlar yanisira suda eriyen giardiyal
antijenleri yakalayabilen kat1 faz IgG1 alt sinifinda kist duvari
ile reaksiyon veren fare monoklonal antikorlart ve tavsan
antikist poliklonal antikorlar1 da kullanilmistir. Bu monoklonal
antikor ile tanman antijen 1stya (100 CIC, 12 dak) ve sodyum
periodat muamelesine dayanikli olup, 45 000 ile 110 000 mo-
lekiiler agirligindadir. Monoklonal antikor kullanimina dayali
ve gozle okumaya imkan veren bu ilk yontemle giardiyazis
tanisinda prezervatife alinmis diskilardaki duyarlilik %97,
alimmamuslarda ise %82’ye ulagmistir. Bu monoklonal antiko-
run ¢ukur basina bes kiste kadar paraziti saptayabildigi belir-
lenmistir (51). Duque-Beltran ve ark (20) Kolombiya’daki
hastalardan topladiklar1 o6rneklerdeki Giardia antijenlerine
kars1 gelistirilen poliklonal antikorlarla ELISA ile duyarlilig:
%100, 6zgiilligii %95 saptamislardir.

ELISA yontemi yerel suslara karst mono ve poliklonal anti-
korlar gelistirilerek kolayca hazirlanabilecegi (20) gibi giinii-
miizde kullanima hazir ticari ELISA kitleri de bulunmaktadir
(Tablo.1). Bu kitlerin farkli agilardan avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Maraha ve Buiting (38) dort EIA kitinin 6zgiil-
ligi ve pozitif prediktif degerini mikroskopiye gére oldukga
yiiksek bulmuslardir. Inkiibasyon siiresi uzun olan EIA kitinin
(ProSpecT, EZ, Alexon-Trend Inc, Minn.) duyarliliginin yiik-
sek (%91), islem basamaklarinin az ve gézle okunabilir olmasi
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nedeniyle kullaniminin daha kolay oldugu belirtilmistir. ince-
lenen kitler arasinda Giardia CELISA kitinin en diisiik (%63),
DSL-Giardia-ELISA ve Metotest Giardiasis Ag kitlerinin ayni
duyarliliga (%81) sahip oldugu bulunmustur.

Taze veya dondurulmus gaita drnekleri ile formalin, mertiolat-
iyot-formaldehit veya sodyum asetat-asetik asit-formalin ile
fikse edilmis prezerve gaita drnekleri de ¢alismaya elverislidir
ancak kullanilacak kitin ve prezarvatif maddenin 6zelliklerini
ve birbirleriyle uyumunu bilmek gereklidir. Dért °C’de iki
haftaya kadar bekletilmis diskilarda ya da defalarca donduru-
lup ¢oziilen diskilarda sonucun degismedigi belirtilmistir (59).
Santrifiijle konsantre edilmis drneklerin kullanilmasi yoniinde
farkli goriisler bulunurken (15, 57, 59), polivinil alkol ile mu-
amele edilmis Orneklerinse uygun olmadig: bildirilmektedir
(15). Fedorko ve ark (21) formalin ve civa igermeyen Ecofix,
Parasafe, Streck doku fiksatifi gibi ajanlar iginde saklanan
diski drneklerinde EIA kitlerinin performanslarinin farkli ol-
dugunu belirlemislerdir. Soézgelimi tek prezervatif olarak
ecofix kullanilacaksa Meridian EIA ve Techlab EIA Kkitleri
yerine Alexon EIA yeglenmeli, uzun siire saklanmis digki
orneklerinde ELISA uygulanmas: planlani-yorsa fiksatif ola-
rak formalin tercih edilmelidir.

Giardiasis tanisinda tek bir gaita drneginde yiiksek duyarlilik
ve Ozgiilliige sahip olan ELISA yontemi ayni anda ¢ok mik-
tarda 6rnegin kisa bir siirede calisilabilmesine olanak tanimak-
tadir. Hasta ve tagtyicilarin saptanmasinda, tedavinin takibin-
de, endemik bdlgelerde ayrica su kaynakli salginlarda ve epi-
demiyolojik caligmalarda kolaylikla uygulanabilecek non
invaziv bir yontem olarak Onerilmektedir (9). Yontemin bir
diger avantaji da diskida bulunan diger parazitlerle gapraz
reaksiyon olusturmamasidir (49, 59). Ancak bu diger yandan
yontemin bir dezavantajidir, ¢linkii gaitada bulunan diger pa-
razitleri tanima olanag yoktur (57, 59).

Yontemin en dnemli dezavantaji mikroskopiye gore daha pa-
hal1 olmasidir. Ancak ayn1 hastaya birka¢ kez bakilmasinin is
giicli ve hastanin ya da 6rnegin ulastirilmasinin maliyetleri de
hesaplandiginda esdeger oldugu belirtilmektedir (20). Ayrica
tecriibesiz elemanlarin yanlis negatif sonu¢ vermesinin yant
sira tecriibeli elemanlarin hastaligin biyolojisinden dolay1
aralikli kist atilimi nedeniyle paraziti saptayamamasinin top-
lum sagligina maliyetleri de géz Oniine alindifinda ydntem
sanildig1 kadar pahali degildir. ELISA’nin 6.70 USD, mikros-
kobik digk: bakilarmin ise 0.02-0.10 USD’ye mal oldugu sap-
tanmustir.

Giardiyazis tanisinda rutin uygulamalar arasinda immuno-
kromotografik yontemler de oldukg¢a sik olarak kullanilmakta
ve piyasada hazir kit halinde bulunmaktadir. Formalin ile fikse
edilmig orneklerle de ¢alisilabilen hizli tani kitlerinin referans
DFA yontemi ile kiyaslandiginda &zgiilliikleri (%99,5-100) ve
duyarliliklart (%81,3-97,2) oldukea yiiksek bulunmustur (23,
32). Yontemin 10 dakika kadar kisa bir siirede sonuglanmasi
ve diger parazitlerle c¢apraz reaksiyon gostermemesi
avantajlar1 arasinda sayilabilir. Ancak az sayida kistin oldugu

146

hafif enfeksiyonlarda yalanci negatif sonug alinabilmektedir.
Bu testin maliyeti daha yiiksek goriinmesine karsin reajenler
ve depolamasi, i giicii, test tekrari, kalite kontrol maliyeti,
calisanlarin tecriibesi egitim gereksinimi ile diisiiniiliince diger
yontemlerle es deger oldugu disiiniilmektedir. Bazi kitlerle
Giardia ile birlikte Cryptosporidium ve E. histolytica
saptanmast da miimkiin olmakta, bdylece kisa bir siirede
birden fazla parazite iligkin sonug verilebilmektedir (15, 23).

Son yillarda Ulkemizde de giardiyazis tanisinda antijen tarama
yontemlerinden yararlanilmaya baslanmistir.  Ankara’da
yapilan bir ¢alismada DFA (CellLab-Crypto/Giardia CELL)
mikroskobik
konmustur. DFA pozitifligi olan 29 digkinin 23’{iniin trikrom

yonteminin incelemeye istlinliigli ortaya
boyama, 22’sinin formol-eter ¢oktiirme, 17’sinin nativ-lugol
yontemleri ile de G.intestinalis pozitif oldugu bulunmustur.
Dort ornekteki Giardia Kkistleri yalnizca DFA yontemi ile
saptanabilmistir (57). Dogruman Al ve ark (19) nativ-lugol
incelemede siipheli G.intestinalis kist ve/veya trofozoitleri
goriilen 44 diskida trikrom boyamayla 37 (%84), monoklonal
EIA ile 39 (%88,6) ve monoklonal DFA ile 35 (%79,5)’inde
pozitiflik saptamislardir. DFA yontemi ile karsilastirildiginda
ELISA’nin duyarlilign %88,6 ve ozgilligi %88,8 olarak

belirlenmistir.

Diger parazit enfeksiyonlarini saptayamamasi ve goreceli
olarak maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle, antijen tarama
yontemlerinin uygulanmasiyla direkt baki ve kalict boyama
yontemlerinden vazgecilmesi séz konusu degildir. Ancak
duyarlilik ve Ozgiilliikklerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle
klinik olarak siipheli enfeksiyonlarda, tekrarlayan inceleme-
lere ragmen Giardia saptanamamasi ve/veya klinik taninin
dogrulanmasinda bu ydntemlerin tercih edilmesinin uygun
olacagi diistiniilmektedir.

III. KRIPTOSPORIDIYAZIS

Zorunlu hiicre i¢i bir protozoa olan Cryptosporidium ile diinya
niifusunun %0,6-4,3 oraninda enfekte oldugu tahmin edilmek-
tedir. Kriptosporidiyazisin uzun yillar zoonoz oldugu kabul
edilmis, ancak daha sonra yapilan ¢alismalarla bu enfeksiyo-
nun gidalar ve igme sulari araciligiyla insanlara bulastigi belir-
lenmistir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda saglikli okul gocuk-
larinda %S5,5, riskli ve semptomatik hasta gruplarinda %0,4-
35,5 oraninda saptanmaktadir. Diyare, karin agrisi, bulanti,
kusma ve kilo kaybi olusturabilen kriptospo-ridiyazis bagigik-
lik sistemi bozulmus kisilerde hayat1 tehdit edebilen firsatci
bir enfeksiyon etkenidir. Immiin sistemi normal olan bireyler-
de ise hastalik kendisini smirlar ve kisa siirede sonlanir (42,
47).

Kriptosporidiyazis Tanisinda Antijen Tarama Testlerinin
Gerekliligi

Cryptosporidium parvum sulu ishallerin en onemli paraziter
etkeni arasinda sayilmaktadir (52). Gelismekte olan iilkelerde
kotii beslenme ve kotii hijyen sartlart nedeniyle bu enfeksiyona
daha sik rastlanmaktadir. Ulkemizde Mersin’de yapilan bir ca-
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lismada igme sularinda Cryptosporidium saptanan bir okuldaki
dort ¢ocukta enfeksiyona rastlanirken, sulari temiz olan okullar-
daki ¢ocuklarda belirlenememistir (13, 42).

Hastalik 6zellikle immun direnci bozuk olanlar i¢in Gliime
neden olabilen ishallere yol acabilmektedir. Hastanelerde
nozokomiyal enfeksiyona yol agabilecegi gibi huzurevi, gocuk
yuvasi gibi kalabalik ortamlar da hastalifin bulagmas: igin
risklidir. Cryptosporidium’a dogada vahsi ve evcil hayvanlar
da konak olabildiklerinden enfeksiyon ayni zamanda zoonotik
karakterli olup 6zellikle hayvancilikla ugrasanlar i¢in de sorun
yaratmaktadir. Az gelismis ya da gelismekte olan iilkelere
seyahat edenlerde de turist diyaresi olarak karsimiza ¢ikmak-
tadir. Kriptosporidiyazisin etkili bir tedavisinin bulun-mamis
olmas: da bu enfeksiyona bagka bir boyut kazan-dirmaktadir
(8,42,47, 48).

Ookistler gevresel sartlara ve klorlamaya direngli olup, nemli
ortamda aylarca canli kalabilirler. Bu nedenle su yoluyla biiyiik
capta salgin olusturma riski tagimaktadirlar (8, 37, 48, 52).
Mersin’de yapilan bir ¢alismada Cryptosporidium igme sula-
rinda %11,36 ve atik sularda %21,0 oraninda saptanmustir (13).

Laboratuvarda mikroskopi ile Cryptosporidium spp. tanisi koy-
mak oldukea tecriibe gerektiren bir islemdir. Ozelikle diskida az
sayida ookist oldugunda tam koymak zordur. Orneklerin aside
direngli boyama ve/veya konsantrasyon yontemleri sonrasinda
6zel mikroskoplarla incelenmesi gerekmektedir. Konsantrasyon
yontemi zaman alicidir ve yogun is giiciine gereksinim duyar-
ken, boyama esnasinda kullanilan maddelerin bazilart da olduk-
ca toksik ve tehlikelidir (15, 48).

Bulasic1 Hastaliklart Bildirim Sistemine gore tani igin gegerli
laboratuar testleri diski, duodenal sivi veya biyopsisinde asit
fast boyama veya DFA/IFA yontemi ile ookistlerinin gdste-
rilmesi veya digskida immunodiagnostik yontemlerle (DFA,
ELISA) ile antijen varliginin saptanmasidir. Bildirimi zorunlu
olan bu hastaligin kesin tanisi, klinik bulgular yaninda gegerli
laboratuar testlerinden en az birisiyle pozitif sonu¢ alinmasi
halinde konulabilmektedir (52).

Giintimiizde kriptosporidiyazis tanisi i¢in ticari iirtinler (DFA,
IFA, EIA ve hizli testler) mevcuttur.

Kriptosporidiyazis Tamsinda Kullamlan Antijen Tarama
Yontemleri

Antijen saptama yontemlerinin hizli sonug verebildigi ve de-
gerlendirmede deneyimli uzmana her zaman gereksinim du-
yulmadigi géz oniinde bulundurulacak olursa bu yontemler is
yikii yogun laboratuvarlarda giivenle kullanilabilirler.
Cryptosporidium spp.’nin digkida immunolojik olarak arasti-
rilmasinda kullanilan DFA, TFA, EIA ve dipstick ticari kitleri
bulunmaktadir. Cryptosporidium spp.’nin yilizey antijenlerini
saptayan DFA, modifiye asit-fast boyama teknigine gore daha
yiiksek hassasiyet (%99) ve ozgiillige (%100) sahip olmasi
nedeniyle en tercih edilen referans yontemdir (15). Bu yon-
temde siipheli materyal lam {izerine yayilarak fikse edilir ve
FITC isaretli monoklonal antikorlar kullanilir. Flioresans

mikroskop ile ookistlerin varliginin arastirildigi bu yontem
hem konsantre hem de konsantre edilmemis digki 6rneklerine
uygulanabilmektedir. (15, 44). Cryptosporidium ookistleri ve
Giardia kistlerinin birlikte arastirildigi DFA kitleri de piyasa-
da mevcuttur.

Cryptosporidium antijenlerini saptama amactyla kullanilan
EIA Kkitleri taze, donmus, formolde ya da SAF’da saklanmis
digkilara da uygulanabilmesi nedeniyle avantajlidir. Ancak bu
yontem konsantre edilmis ve PVA’da saklanmis digkilara uy-
gulanamamaktadir.

EIA tekniginde diski Ornegi, 6rnek sulandirim sivisi ile
emulsifiye Sulandirilmis  gaita  Ornegi  ve
Cryptosporidium ookist antijenine spesifik monoklonal antikor
iceren konjugat, mikropleytlerin Cryptosporidium ookist anti-
jenine baglanan poliklonal antikorlar yapistirilmis kuyucukla-
rina aktarilir. Sayet hasta 6rneginde ookist varsa, inkiibasyon
sirasinda  kuyucuklardaki  monoklonal antikorlara ve
konjugatta bulunan ookist spesifik poliklonal antikorlara bag-
lanir. Olusan spesifik olmayan baglanmalar yikama sirasinda
ortamdan uzaklastirilir. Substratin ilavesiyle, ookist varliginda
olusan enzim-antikor-antijen kompleksine bagli renk olusumu
tespit edilir (15). 40-41 kDa’lik ookist duvartyla reaktif anti-
korlarin Cryptosporidium antijenlerine gii¢lii olarak baglandig:
saptanmustir (48). Cryptosporidium ELISA Kkitlerinin sensiti-
vite ve spesifitesi %93 ile %100 arasinda degismektedir ve
uygulayan laboratuvarlarin yalanci pozitif sonuglar konusunda
hassas olmas1 gerekmektedir (15, 25).

edilir.

EIA kitleri mikroskopiye (genellikle acid-fast boyamast) karst
iistiindiir ve DFA testi ile iyi korelasyon gdsterirler. Cok spesi-
fik olan ELISA teknigi, asit fast boyamadan 20 kat daha fazla
duyarhdir. IFA, boyama yontemine gore pahali olmasina kar-
sin, ¢apraz reaksiyon gostermemesi ve digkinin konsatrasyo-
nuna gerek duyulmamasi nedeniyle tercih nedenidir. ELISA
yontemi siire acisindan (yaklasik 135 dakika) uzun zaman
aliyor gibi goriinse de IFA yontemine (yaklasik 45 dakika)
digkiin konsantrasyon siiresi de eklendiginde siirecin hemen
hemen eg zamanli oldugu sdylenebilir (48).

Kriptosporidiyazis’de immunokromotografik tani testlerinin
duyarlilign %67,6-97,6 arasinda degismekle birlikte hizli tani
saglamalar1 nedeniyle kullanilmaktadir (24, 32). Formalin ile
fikse edilmis 246 gaita 6drneginde DFA (The Merifluor) yon-
temi altin standard olarak alindiginda Cryptosporidium igin
EIA’nin (ProSpecT EZ, Alexon-Trend Inc, Minn.) duyarlilig:
%70,3, ozgiilligi %99,5, hizli tan1 yonteminin (ImmunoCard
STAT!, Meridian, Ohio) duyarlilig1 %67,6, ozgiilligi %99,0
olarak bulunmustur (32). Trikrom boyama ile dogrulanmis
171 gaita orneginde kat1 faz kalitatif immiinokromatografik
tan1 yonteminin (C.parvum’u ColorPAC (Becton-Dickinson)
duyarlilig1 %97,6, 6zgiilligii %100 olarak saptanmustir (24).

Ulkemizde yapilan bir calismada; 18 immiin direnci bozuk
hastanin 11’inde modifiye asit-fast, IFA ve DFA yontemleri
ile Cryptosporidium spp. saptanmis, bunlarin 4 tanesine
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yalnizca DFA ile tani1 konulabilmistir (8). Ankara’da
G.intestinalis siipheli 272 diski 6rneginde DFA (CellLab-
Crypto/Giardia CELL) testi uygulandiginda 4’tinde (%1,5)
Cryptosporidium spp. ookistleri bulundugu saptanmustir.
Mikroskopik inceleme yontemlerinde (nativ-lugol, formol-eter
¢cOktlirme, trikrom boyama) ise tespit edilmesi miimkiin
olmamustir (57).

KOMBINE TESTLER

Bazi DFA yo6temleri yanisira dipstick formatindaki hizli tani
kitleri, Cryptosporidium, Giardia ve/veya E. histolytica’yt
birlikte tantyabilmektedir (15, 23).

Cryptosporidium/Giardia DFA yonteminin hem Cryptosporidium
hem de Giardia igin duyarliligi (%100) ve 6zgiilligii (%99,8-100)
klasik baki yontemlerine gére oldukga yiiksektir (27, 64). DFA ile
118 Giardia, 39 Cryptosporidium saptanirken, Kinyon asit fast
boyama ile 79 ve 23 parazit bulunabilmistir (5).

Imunokromatografik tan1 kitleri, teknik gereksinimlerinin az,
hizlt ve goreceli olarak ucuz olmast yani sira kolay degerlen-
dirilebilmesi nedeniyle 6zellikle 6rnek kapasitesi diisiik bazi
laboratuarlarda ve salgin siiphesinde tercih edilmektedir (15,
23). Su kaynakli salginlar igin potansiyel risk olusturduklari
icin Giardia/Cryptosporidium birlikte taranabildigi immuno-
kromotografik yontemler oldukga yaygindir.

Formalin ile fikse edilmis 246 gaita Orneginde Giardia/
Cryptosporidium DFA (The Merifluor) yonteminin altin
standard olarak alindigi bir galigmada hizli tan1 yonteminde
(ImmunoCard STAT!, Meridian, Ohio) duyarlilik ve 6zgiilliik
Giardia igin %81,3, %99,5 Cryptosporidium igin ise %67,6,
%99,0 olarak bulunmustur (32). Bir diger arastirmada da
ImmunoCard STAT! Yoénteminin duyarlihg, Ozgiilliigi,
pozitif ve negatif prediktif degerleri Giardia icin sirasiyla
%93.5, %100, %100, %95,5; Cryptosporidium igin sirastyla
%98,8, %100, %100, %95,7 olarak belirlenmistir (26).
Yontemin ELISA ile uyumu da %98,8°dir (24).

Bazi hizl tan1 kitlerinde bu iki parazit yam sira E.histolytica/
E.dispar da saptanabilmektedir. Bu testlerle alinan sonuglar da
oldukca basarihidir. Garcia ve ark (25) altin standart olarak
trikrom ve asit fast boyamanin kullanildigi mikroskopi ile
pozitif ve negatif olduklarin1 bildikleri 444 gaita 6rneginde,
kalitatif (Biosite
Diagnostics, Calif, USA) nin sonuglarini degerlendirmislerdir.

sonu¢ veren Triage parazit paneli
Duyarlilik ve ozgiillik E.histolytica/E.dispar igin %96,0 ve
%99,1, Giardia i¢in %95,9 ve %97,4, Cryptosporidium igin

%98,3 ve %99,7 olarak saptanmuigtir.

Triage parazit panelinin (Biosite Diagnostics, Calif, USA)
reajen fiyat1 (19.44 USD/test), is giicii de (1.75 USD/test)
dahil olmak {izere 21.19 USD/teste mal oldugu belirlenmistir.
Konsantrasyon ve kalict boyama yontemlerini de kapsayan
disk1 bakisi ise 13.75 USD’dir. Ancak rutin diski bakisinin
ideal olarak {i¢ kez tekrarlanmasi halinde maliyet 41.75
USD’ye yiikselmektedir. Mikroskopinin yani sira her bir
parazit igin ayr1 ayri antijen tarama testi uygulanmasi halinde
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kombine test oldukca ekonomiktir. Testin dezavantaji az
miktardaki antijenleri saptayamamasidir. S6zgelimi ELISA ile
>250/ml E. histolytica/dispar yakalanabilirken, triage test ile
bu say1 1000’in iizerine ¢ikmaktadir (50).

SONUC

CDC tarafindan Cryptosporidium spp. ve Giardia spp.’nin
rutin tanisinda DFA kiti, Cryptosporidium spp. i¢in modifiye
acid-fast boyasi ve Giardia spp. i¢in Wheatley's trichrome
boyasi siipheli vakalarin dogrulanmasi ve ayirici tani igin kul-
lanilmaktadir (15).

Giardia/Crptosporidium DFA ve Amip-EIA testleri 2003
yilindan itibaren laboratuvarimizda referans yontem olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bugiine kadar 1000’in iizerinde digki
ornegi karsilagtirmali olarak incelenmis ve her iki yontemin de
hassasiyet ve 6zgiilliigiiniin klasik yontemlere gore son derece
yiiksek oldugu belirlenmistir (18, 34, 40, 56, 57). Ancak diskida
antijen tarama yontemlerinin, diger parazit enfeksiyonlarmi
saptayamamas1 nedeniyle, direkt baki ve kalict boyama
yontemlerinin yerini almasi sdz konusu degildir. Ornegin,
laboratuarimizda yapilan bir ¢alismada mikroskopik inceleme
yontemleri ile Giardia/ Cryptosporidium DFA ydnteminde
etken saptanamayan 33 6rnekte diger parazitler tespit edilmistir.
DFA yontemi ile G.intestinalis saptanan iki 6rnekten birinde E.
histolytica, digerinde ise Chilomastix mesnili’nin eslik ettigi
bulunmustur (57). Ayrica, bazi yontemlerin degerlendirilme-
sinde fliioresan mikroskop, EIA okuma aleti gibi pahali
techizatlara gereksinim duyulmasi ve goreceli olarak maliye-
tinin yiiksek olmasi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Ancak
duyarlilik ve oOzgiilliikklerinin %100’e yakin olmasi, egitimli
personele ihtiya¢ duyulmamasi, uygulama kolayligi, sonuclarin
tekrarlanabilirligi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle
klinik olarak siipheli enfeksiyonlarda tekrarlayan incelemelere
ragmen siipheli etkenlerin saptanamamasi ve/veya klinik tanmnin
dogrulanmasinda referans yontem olarak kullanilmalar1 uygun
olacagi diigiiniilmektedir.
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