Ozgiin Aragturma / Original Investigation 1 5 5

[shalli Hastalarda Bagirsak Amebiyazinin Adezin Antijen Testi ve Direke
Mikroskopi ile Incelenmesi

Analysis of Intestinal Ameobiasis in Patients with Diarrhea by Adhesin Antigen Test and Direct
J J (@)

Microscopy

Dilara Yildinm', Mursit Hasbek', Naim Nur?

'Sivas Numune Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Sivas, Tirkiye
2Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi, Halk Sagligi Anabilim Dali, Sivas, Tirkiye

OZET

Amag: Bu calismada ishal sikayeti ile hastanemize bagvurmus olan hastalarin bir yillik retrospektif incelemesinde, intestinal amebiyazis
sikliginin arastinlmasi ve bu arastirmada kullanilan “direkt mikroskopik inceleme” ve "Entamoeba histolytica ya ézgin Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) adezin antijen testi” ydntemlerinin karsilastirilmasi amaglanmistir.

Yéntemler: Subat 2012-Mart 2013 tarihleri arasinda, Sivas Numune Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina intestinal amebiyazis 6n tanisiyla
basvuran 259 ishalli hastanin diski rnegi calismaya alinmistir. Ornekler direkt mikroskobik inceleme ve Entamoeba histolytica adezin antijen
testi (E. histolytica Il, Techlab, Blacksburg, ABD) ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Laboratuvarimiza bir yillik sirede amebiyaz 6n tanisiyla bagvuran hastalarda yas ortalamasi 40,12+19, E. histolytica adezin antijen
testi pozitiflik orani %25,1 (n=65) olarak tespit edimistir. ELISA adezin antijen testi pozitif %24,6 (n=16) hastada mikroskopik incelemede;
trofozoit, kist, bol I6kosit ve eritrosit gorilirken, %3,1 (n=6) hastada ELISA adezin antijen testi negatif olarak belirlenmis, cinsiyetler arasinda
hastalik agisindan fark gériilmezken (p>0,05), mevsimler arasinda fark tespit edilmistir (p<0,05).

Sonug: Direkt mikroskobik inceleme E. histolytica / E. dispar ayrici tanisinda ve Entamoeba kist ve/veya trofozoit yapilarinin basta 6kositler
olmak Uzere diger hiicresel elemanlardan ayriminda yetersiz kalabilmektedir. Ayrica patojenik E. histolytica ile patojen olmayan E. dispar'in
ayrnminin yapilabilmesi E. histolytica monoklonal ELISA adezin antijen testinin yapilmasinin yararl oldugu kanisina varilmistir.

(Turkiye Parazitol Derg 2014; 38: 155-8)
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ABSTRACT

Objective: In this study, we aimed to research the frequency of intestinal amebiasis in patients who applied with diarrhea retrospectively for
a year and compare direct microscopic analysis and ELISA adhesin antigen test for Entamoeba histolytica procedures.

Methods: The fecal matter sample of 259 patients with diarrhea who applied to the Sivas Numune Hospital Microbiology Laboratory
between February 2012 and March 2013 were studied. Samples were evaluated with direct microscopic analysis and Entamoeba histolytica
adhesin antigen test (E. histolytica Il, Techlab, Blacksburg, USA).

Results: In the patients who applied to our laboratory with an amebiasis diagnosis, the mean age was detected as 40.12+19, and the
positivity range of the Entamoeba histolytica adhesin antigen test was detected as 25.1% (n=65). In ELISA adhesin test-positive patients
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24.6% (n=16) trophozoites, cyst, abundant leukocytes and erythrocytes were detected, and in 6 patients (3.1%), ELISA adhesin antigen test
was negative. There was no difference between males and females (p>0.05), but between-season difference was detected (p<0.05).

Conclusion: Direct microscopic analysis may be inadequate in the differential diagnosis of E. histolytica/ and E. dispar and discrimination
of Entamoeba cyst and/or trophozoites from other cellular elements (esp. leukocytes). Furthermore, we thought that the E. histolytica

monoclonal ELISA adhesin test is useful for the differential diagnosis of pathogenic E. histolytica and nonpathogenic E. dispar.

(Turkiye Parazitol Derg 2014; 38: 155-8)
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GiRiS

Entamoeba cinsi insan barsak limeninde yerlesen bir protozo-
ondur. Entamoeba histolytica tarafindan olusturulan amebiyaz
(amebiasis) siklikla tanisinda sorunlar yasanan énemli bir enfeksi-
yon hastaligi ve halk saghdr sorunudur. Bilinen alti tiri bulun-
maktadir. Bu turler E.histolytica, E.dispar, E.moshkovskii, E.pole-
cki, E coli ve E.hartmanni‘dir. insanlarda amibiyaz enfeksiyonunu
olusturan tek patolojik tir olarak E.histolytica gosterilirken,
digerleri non-patojen olarak kabul edilmektedir (1).

Gunlmizde dinya nifusunun yaklagik %10'nun E.histolytica
veya E.dispar ile enfekte oldugu ve enfekte kisilerin %90'inda,
etkenin E dispar oldugu tahmin edilmektedir (2).

Protozoon enfeksiyonlarinin tanisi klinik bulgular, direkt mikros-
kopik inceleme, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile koyulur. E.histolytica
tanisinda en sik uygulanan yéntem direkt mikroskobik inceleme-
dir. Ancak I8kosit ile ayrnmi oldukca deneyimli bir gézle bile ¢cok
zordur. En az Ug farkl digki 6rnedi incelendigi takdirde bile para-
zitin tani diizeyi %22,7 oranindadir (3, 4).

Antijen saptayan ELISA testlerinin; E.histolytica ve E.dispar’ ayirt
edebilmesi, duyarlilik ile 6zgulliklerinin yiksek olmasi, ucuz ve
sonuglarin objektif olarak degerlendirilebilmesi gibi avantajlar
vardir (5, 6).

Calismamizda énemli bir halk sagdligi sorunu olan E.histolyti-
ca'nin, hastanemize ishal sikayeti ile bagvuran hastalardaki sikhgi-
nin direkt mikroskopik inceleme ve ELISA adezin antijen testi ile
kargilagtirilarak arastinlmasi amaglanmistir.

YONTEMLER

Subat 2012-Mart 2013 tarihleri arasinda Sivas Numune Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina intestinal amebiyazis on tanisiyla
cesitli servislerden ve polikliniklerden bagvuran 259 ishalli hasta-
nin diski drnegi incelenmistir. Ornekler dncelikle direkt mikrosko-
pik (nativ-lugol) incelemeye alinmig amip kistiveya trofozoit,
|8kosit, eritrosit, maya oranlar belirlenmis, virolojik agidan ince-
leme yapilmamistir. Toplamda 56 (%21,6) hastada gaita kultdrd
calisilmig, patojen bakteri tespit edilmemistir Direkt mikroskopi
caligilan hastalardan es zamanli olarak taze diskida mikro ELISA
Entamoeba histolytica adezin antijen testi (Wampole Entamoeba
histolytica ll, USA) ile test prosediriine uygun olarak uretici firma
onerileri dodrultusunda ELISA testi caligilmistir.

istatistiksel analiz

Verilerin girisi ve analizinde SPSS 15.0 Windows paket programi
(SPSS, Chicago, IL, ABD) istatistik dl¢utleri kullanilmistir. Kategorik
kargilagtirmalar iki ortalama arasindaki farkin énemlilik testi ve
ki-kare esas alinarak yapilmistir.

BULGULAR

Laboratuvarimiza bir yillik sirede ishal sikayeti ile gelen hastalar-
da yas ortalamasi 40,12+19 olarak belirlenmistir. Entamoeba
histolytica ELISA antijen testi pozitiflik orani %25,1 (n=65), olarak
bulunmustur. ELISA antijen testi pozitif olan 65 hastada gaita
mikroskopisi; %53,8 (n=35) normal, %24,6 (n=16) oraninda amip
kisti/trofozoit, bol eritrosit ve l16kosit, %1,5 (n=1) sadece bol |6ko-
sit, %4,6 (n=3) bol maya hicresi, %1,5 (n=1) nadir I6kosit, %1,5
(n=1) sadece amip kisti veya trofozoit, %9,2 (n=6) bol eritrosit,
%3,1 (n=2) hastada ise diger parazitler gorilmustir (Tablo 1).
Normal gaita mikroskopisine sahip 171 hastanin %21,7 (n=35)'sin-
de ise ELISA antijen testi pozitifti. Bol I6kosit gorllen fakat amip
kisti veya trofozoit gériilmeyen hastalarda, ELISA antijen testi
pozitiflik orani %27 (n=10) olarak tespit edildi. Mikroskopik ince-
lemede amip kisti veya trofozoit rastlanan hastalarin %66,2'sinde
(n=12) ELISA antijen testi pozitif, %33,8'sinde (n=6) ise negatif
olarak tespit edilmistir. Kadin ve erkek cinsleri arasinda ELISA
antijen testi agisindan fark gorilmezken (p=0,70) (p>0,05), mev-
simler arasinda, kis mevsiminde %40 (n=22), ilkbahar mevsimin-
de %27,3 (n=21) sonbaharda %21,7 (n=13), yaz mevsiminde
%11,9 (n=8) antijen testinde pozitiflik goérildu. Kis ve yaz mev-
simleri arasindaki fark anlamli olarak tespit edildi (p=0,004).
ELISA antijen testi pozitif hastalarin %26,4'UG gastroenteroloji
servisinden, %28,6'si dahiliye servisinden, %25'i pediatri servisin-
den %20'si intaniye servisinden gelen hastalard.

TARTISMA

Barsak ylzeyindeki E.histolytica infeksiyonlar genellikle asemp-
tomatik seyreder, parazitin yerlestigi bireylerin %85-90'inda her-
hangi bir klinik belirti ortaya cikmaz (7). Dinya Saglik Orgiitil
1997 yilinda E.dispar’li olgularin tedavi edilmemesi, semptomu
olsun olmasin kesin olarak E.histolytica tanisi alan hastalarn ise
mutlak tedavi edilmesi gerektigini belirtmistir (8).

Ulkemizde bu konuda yapilan cok farkli calismalarda E.histolyti-
ca/E.dispar parazitinin yayginlik orani degiskenlik gdstermekte
ve bu oran %0,5-17,6 gibi bir aralikta yer almaktadir ().

Delialioglu ve ark. (10) yaptiklar calismada diski érneklerinde
trikrom boyama ile %20,4 oraninda E.histolytica/E.dispar saptar-
ken, ELISA yontemiile %29,5 pozitiflik saptamiglardir. Uyumsuzluk
gosteren 6rneklerden yalnizca direkt mikroskopi ile %4,5 pozitif,
ELISA ile %13,6 pozitiflik oldugunu bulmuglardir. Bu caligma
direkt mikroskopi ve ELISA adezin antijen testi ydntemi agisindan
bizim calismamizla benzer oranlar géstermektedir (10).

Nar ve ark. (11) nativ-lugol ve metilen mauvisi ile gerceklestirdik-
leri farkli 6rnek gruplarindaki direkt mikroskopik incelemede, 142
kisinin %13,3'Uinde, gastrointestinal sikayeti olan 77 kisinin
%9,1'inde E.histolytica/E.dispar saptarken, ortak ylzey antijeni
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Tablo 1. ELISA adezin antijen testi ve mikroskopi sonuclarinin dagilimi

Mikroskopi
Amip
. kisti/trofozoit Sadece
Ozellik eritrosit ve Bol Nadir Amip Bol Diger
yok I6kosit I6kosit | Maya I6kosit | kisti/trofozoit | eritrosit | parazit
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) Toplam
ELISA Ag testi 35(53,8) 16 (24,6) 1(1,5 | 34,6 1(1,5 1(1,5 6(9,2) 231 65
Pozitif n (%)
ELISA Ag testi 136 (70,1) 6(3,1) 18(9,3) | 12(6,2) | 12(6,2) 1(0,5) 8 (4,1) 1(0,5) 194
Negatif n (%)
TOPLAM 171 (66) 22 (8,5) 19(7,3) | 15(5,8) | 13 (5,0 2(0,8) 1454 | 31,2 259
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

iceren ELISA kiti ile bu oranlar %19,0 ve %20,7 olarak belirlemis-
lerdir. Spesifik antijen arastinldiginda ise oranlarda azalma olup
%3,7 ve %6,25 bulmuglardir (11). Bu ¢alismada spesifik antijen
kullanildiginda saptanan oranlar (%3,7 ve %6,25) bizim ¢aligma-
mizda belirlenen orandan (%24,7) oldukca dislktr.

Ege Universitesinde yapilan bir galismada direkt mikroskobide
amibiyaz stiphesi olan toplam 51 diski érnegdi incelenmeye alin-
migtir. Trikrom boyama ydntemi ile tim digkilar boyanarak ince-
lenmis, 49 (%96) diskida E.histolytica pozitif, 2 (%3,9) diskida ise
negatif olarak belirlenmistir. Digki 6érneklerinin 33 tanesinde ELI-
SA yontemi ile E.histolytica'ya 6zgl adezin antijeni ¢aligilmig, 33
ornekten 23'G (%69,7) pozitif, 10'u (%30,3) negatif bulunmustur
(12). Bu calismada dikkati ceken &zellik ise direkt mikroskopinin
yani sira baska bir yéntemle pozitifligin dogrulandidi hasta gru-
bunda, ELISA adezin antijen testinin de olduk¢a ylksek oranda
pozitif sonug vermesidir.

Zeyrek ve ark. (13) Urfa’da direk mikroskopi ile stipheli bulunan 87
digskida yaptiklar calismada, E.histolytica spesifik sensu-lato anti-
jen tespitine dayali mikro ELISA ve trikrom boyama yontemleri uy-
gulamiglar ve 87 diskinin 19'unda (%21,7) ELISA ile 23'Unde (%26,4)
trikrom boyama ile E.histolytica/E.dispar pozitif saptamiglardir (13).

Sezgin ve ark. (14) Kirsehir'de mevsimlere ve servislere gére ade-
zin antijeni ile yaptiklan calismada, %4 (n=6) hastada pozitiflik
gormus, hastalarin en fazla sonbahar ve yaz mevsiminde gastro-
enteroloji polikliniginden geldigini tespit etmiglerdir (14). Bu
calismadaki mevsim &zellikleri bizim ¢alismamizla paralellik gds-
termemekle birlikte, amibiyazin tropikal ve subtropikal bélgeler-
de daha sik gorildigine dair teorik bilgilerimizle uyumludur.
Bizim calismamizda ki uyumsuzluk ise bdlgemizin sanitasyon alt
yapisi ile ilgili dénemsel caligmalar, hijyen aligkanliklar gibi fak-
torlerle kombine olarak degerlendirildiginde anlam tagiyabilir.

irvem ve ark. (15) gastrointestinal sikayetleri olan 788 kisilik bir hasta
grubunda, adezin antijen testi ile %4,8 (n=38) lik bir oranda pozitif-
lik saptamislar ve diskida eritrosit, [6kosit, kist trofozoit beraberligi
degerlendirildiginde, 16kosit pozitifliginin anlamli dizeyde yiksek
oldugunda eritrosit pozitifligini maskeledigini gérmuslerdir (15).

Misir Kahire'de tropikal bir bélgede yapilan calismada, akut
ishalli (Thaftadan daha az sirren) hastalarda ELISA yontemi ile
E.histolytica'ya %57, saglkli kontrol grubunda 9%21,4 uzamis

diyaresi olan grupta %25 oraninda rastlanmustir, kontrol grubu ile
uzamig diyaresi olan grup arasinda anlamli bir fark bulunmamigtir
(p<0,001) (16).

Bangladesh’de 2000 ishalli cocukta yapilan ¢alismada sehirde yasa-
yan ishalli cocuklarda %4,2 E.histolytica, %6,5 oraninda E.dispar
enfeksiyonu goérilirken kirsal kesimde yasayan ¢ocukarda %1 E.
histolytica, %7 oraninda E.dispar enfeksiyonu tespit edilmistir (17).

Brezilya'da formalin-eter konsantrasyonu ve ELISA y&ntemi ile
bakilan E.histolytica enfeksiyonu bdélgeden bdlgeye degisiklik
g6stermektedir. Glney kesimlerde prevelans %2,5-%11 arasinda
Amazon Bélgesinde %19 seropozitiflik tespit edilmistir ve preva-
lansin yUksek oldudu bélgelerin alt yapi imkanlarindan yoksun
olduguna dikkat cekilmistir. Ayni Glkede mikroskobik incelemede
%21,5 oraninda amip tespit edilen hastalarda, antijenik incele-
mede E. histolytica/dispar orani %6,5 olarak bildirilmistir (18, 19).

Yapilan bircok ¢alismada, mikroskopinin ELISA'ya kiyasla 6zgilli-
JUnin yiksek, ancak duyarliliginin az oldugu ve bizim c¢aligma-
mizda oldugu gibi aralarindaki tutarliigin da disik bulundugu
belirlenmistir (4).

Yapilan galismalar amibiyazin hizli ve kesin tanisi icin serolojik metot-
larnin rutinde kullanilabildigini ve &zellikle diskida antijen arama
yéntemlerinin duyarliliginin yiksek oldugunu bildirmistir (20).

Saglik Bakanlidi, tani icin gegerli laboratuar tetkikleri olarak; kli-
nik tanimlamaya uygun olgulann taze/sicak diskisinin trikrom
boyama ile mikroskopik incelemesinde eritrosit fagosite etmis
trofozoitlerin gézlenmesi ve diski drneklerinden spesifik epitop-
lara karsi monoklonal antikorlarin kullanildigi ELISA yontemi ile
E.histolytica ve E.dispar aynmi yapilarak E.histolytica icin elde
edilen pozitif sonug, sartlarini aramaktadir (21).

Rutin tanisal incelemede, mikroskobik incelemenin farkli bir yon-
temle dogrulanmasi ve digki drneklerinde E.histolytica’'nin E.dis-
par'dan ayirt edilebilmesi, olgulann tedavilerinin dogru yénlen-
dirilebilmesi ve bulas agisindan son derece dnemlidir. Amerika
da yapilan bir arastirmada amibiyaz icin laboratuarlann Ucte
birinde yanlis tani kondugu bildirilmistir (22).

SONUC

E.histolytica enfeksiyonunda yanlis tani orani oldukca ylksektir.
Yanlis tani oraninin dislrdlmesine ve gereksiz tedavi uygulama-
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larinin engellenmesine katkida bulunmanin yani sira, diger hasta-
liklarla amibiyazin ayrici tanisina yardimei olmasi nedeniyle, diger
spesifik testlerle kiyaslandiginda ucuz olan ve deneyimli perso-
nel gerektirmeyen, E.histolytica monoklonal ELISA adezin anti-
jen testinin kullanilmasinin uygun olacagdi disinilmektedir.

Etik Komite Onayi: Calismamizin retrospektif tasarmindan
dolayi etik komite onayi alinmamistir.

Hasta Onami: Calismamizin retrospektif tasarmindan dolay:
hasta onami alinmamustir.
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