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Entamoeba histolytica Tamsinda Iki Metodun (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) ve Nativ-Lugol) Degerlendirilmesi

Evaluation of Two Methods (Nativ-Lugol Preparation and Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay) for Detection of Entamoeba histolytica in Stool Samples
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oz

Amag: Calismada Ocak 2010- Subat 2011 tarihleri arasinda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Parazito-
loji Laboratuvari’na gastroenterit klinik bulgularyla génderilen olgularin digki érneklerinde nativ-lugol ve amip antijeni saptama yontemleri
ile alinan sonuglarin retrospektif olarak karsilastirlarak performanslarinin degerlendirilmesi amaclanmistir.

Yéntemler: Cesitli poliklinik ve servislerden, Parazitoloji Laboratuvari'na génderilen 116 hastaya ait digki drnekleri incelenmistir. Tum digki
orneklerinde nativ-lugol yéntemi ve (enzyme-linked immunosorbent assay) ELISA kiti (Wampole® E. histolytica Il Techlab® Inc., Blacksburg,
Virginia) ile E. histolytica spesifik antijen arastirlmasi yapilmistir.

Bulgular: Direkt mikroskobik (nativ-lugol) inceleme ile 116 digki 6rneginin 1'inde (%0,86) E. histolytica/E. dispar kist ve/veya trofozoitleri
gorilmustar. E. histolytica/E. dispar kist ve/veya trofozoitleri gorilen drnekte ELISA testi ile pozitif sonug verdigi gdzlenmistir. Calismada E.
histolytica spesifik antijeni saptanan 34 (%29,3) olguya uygun tedavi baglanmistir. En yliksek E. histolytica spesifik antijeni pozitiflik oraninin
11-19 yas grubunda oldugdu belirlenmistir.

Sonug: Direkt mikroskopinin duyarliiginin distik olmasi nedeniyle, amibiyaz stiphesi olan hastalarda yanlis tani ve bunun sonucunda ge-
reksiz tedavi almalarinin énlenmesi agisindan ucuz ve deneyimli personel gerektirmeyen ELISA yénteminin kullanilmasinin uygun olacagd
dustintlmustar. (Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 185-9)
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ABSTRACT

Objective: This study aims to compare the performance of Native-Lugol examination and EIA Antigen Detection Test using stool samples
obtained from patients diagnosed as clinical gastroenteritis and submitted to the Parasitology Laboratory in Uludagd University between
January 2010 and February 2011.

Methods: The stool samples taken from 116 patients and sent to the laboratory of parasitology from various clinics including outpatient
services have been investigated using Native-Lugol examination and EIA Antigen Detection Kit (Wampole® E. histolytica Il Techlab®, Inc.,
Blacksburg, Virginia) methods on all the samples.
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Results: In one of 116 stool samples (%0,86), E. histolytica/E. dispar cysts and/or trophozoites were detected by using direct microscobic
(nativ-lugol) method. E. histolytica spesific antigen was detected in 34 (29.3%) out of the sample set, and the patients were given adequate
treatment. The highest rate of E. histolytica spesific antigen positivity were observed in 11-19 age group.

Conclusion: On account of the fact that the sensivity of direct microscopy is quite low, it is concluded that, from the viewpoint of preventing
the amebiasis suspected patients from false diagnosis and hence from receiving inadequate treatment, the use of the ELISA method is
more appropriate and advantageous, as it is cost effective and does not require highly qualified staff. (Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 185-9)
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GiRiS

Amibiyaz intestinal yerlesimli protozoon olan E. histolytica'nin
neden oldugu protozoon enfeksiyonu olup diinyada insanlarda
sitma ve sistozomiyazisden sonra en sik mortalite nedenleri
arasindadir (1). Dlnya nifusunun %10 kadarn E. histolytica ile
enfekte olup, enfekte bireylerin %1'inde invaziv amebiasis
gelismektedir (2). invaziv amibiyazisden kaynaklanan kompli-
kasyonlara bagl olarak da her yil 100.000 6lim gdrilmektedir
(1). Enfekte kisiler %80-90 oraninda asemptomatik olup etken
kolon ve sigmoid kolonda kolonize olmaktadir (2, 3). Yapilan
calismalarda E. histolytica, E. dispar ve E. moshkovskii genetik
olarak farkli ancak morfolojik olarak ayird edilemeyen ve insan-
larda intestinal yerlesim gésteren tirler olarak bildirilmektedir.
Bu Ug tir arasinda ayirm hem tedaviye karar vermede hem de
halk sagligi agisindan oldukga énemlidir (4, 5). E. histolytica/ E.
dispar/ E. moshkovskii ayrimini yapabilen ucuz, kullanim kolay-
lid1 olan, duyarlilik ve 6zgUlligu yiksek test yontemleri gelisti-
rilmistir. Bu testlerden Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) diski érneginde patojen E. histolytica ile apatojen E.
dispar ve E. moshkovskii ayrminda E. histolytica’da bulunan
Gal- veya GalNAc-baglayan lektin proteinini saptayan monok-
lonal antikorlar kullanmaktadir. Ayrica kiltirle karsilastirildigin-
da bu testin duyarlilik ve 6zgilliginin sirasiyla %87 ve %90
olarak saptandigi bildirilmektedir (6-8). Calismada Ocak 2010
ile Subat 2011 tarihleri arasinda on iki aylik dénemde Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
Parazitoloji Laboratuvari'na gastroenterit yakinmalariyla bagvu-
ran ve diskida nativ-lugol ve E. histolytica antijen testi istenen
olgulardaki pozitifligin dagiimi ve demografik verilerle iligkisi-
nin irdelenmesi amaglanmistir.

YONTEMLER

Calismada Ocak 2010 ile Subat 2011 tarihleri arasinda Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
Parazitoloji Laboratuvari’na ¢esitli poliklinik ve klinik hastalarin-
dan rutin tetkik amaciyla génderilen 116 hastanin diski drnekleri
nativ-lugol yontemi ile incelenmis ve 6rneklerin timiinde E. his-
tolytica'nin Gal/Gal-NAc lektinine karsi monoklonal antikor ile
mikro ELISA yontemi uygulanmistir. Bu amagla ticari olarak bulu-
nan ELISA kiti (Wampole® E. histolytica Il Techlab® Inc.,
Blacksburg, Virjinya) kullanilmigtir. ELISA testi firmanin dnerileri
dogrultusunda yapilmistir. Bu test digkida E. histolytica in vitro
kalitatif tanusi icin kullanilmaktadir. Hastalarin timinden cinsiyet,
yas, geldigi poliklinik veya servis ve gelis tarihi gibi bilgiler kay-
dedilmistir. Laboratuvara getirilen her diskiya ilk geldiginde
nativ-lugol inceleme icin preparatlar hazirlandiktan hemen sonra
bekletilmeksizin herhangi bir fiksatif icine konulmadan ELISA
calisilincaya kadar -20°C'de saklanmistir.

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 22.0 (IBM, Chicago, llinois,
United States) istatistik paket programinda yapilmistir. Verinin
normal dadilm gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile
incelenmistir. Normal dagdilmayan veri icin iki grup karsilagtirma-
sinda Mann-Whitney U testi kullaniimistir. Kategorik verinin ince-
lenmesinde Fisher-Freeman-Halton testi kullanilmigtir. Anlambhilik
dizeyi a=0,05 olarak belirlenmistir.

BULGULAR

Calisma suresince yaslan 1 ile 79 arasinda degisen, 60"t (%51,7)
erkek, 50'si (%58,3) kadin olmak Uzere toplam 116 hastanin digki
ornegdi incelenmistir. Direkt mikroskobik (nativ-lugol) inceleme ile
116 diski 6rneginin 1'inde (%0,86) amip kistleri gorilmustir.
Amip kisti gorilen ve gorilmeyen toplam 34 diski 6rnedinde
(%29,3) E. histolytica'ya spesifik antijen varligi saptanmstir.
Calisma grubundaki kadin ve erkeklerin yas ortalamalari (p=0,626)
ve pozitif hastalarin cinsleri ve yas gruplarinin (p=0,967) dagilim-
lari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.
Calismada en yuksek pozitiflik orani 11-19 yas grubunda elde
edilmistir (Tablo 1). Pozitiflik saptanan 34 6rnegdin gonderildikleri
servislere goére dadilimi incelendiginde 19'unun (%55,9) ic
Hastaliklar Anabilim Dali Gastroenteroloji Servisi'nden génderil-
dikleri saptanmustir.

TARTISMA

Ulkemizde yapilan galismalarda E. histolytica insidansinin %0,4-
13 arasinda degistidi rapor edilmekle birlikte (9-12) %43,2-77,7
arasinda yuksek oranlarin saptandigini bildiren calismalar da
mevcuttur (13-15). Bu saptama oranlarindaki degdiskenligin calis-
maya dahil edilen olgu grubunun amibiyazis agisindan riskli olup

Tablo 1. Calismaya alinan olgularin demografik verileri

Demografik veriler n Pozitif n (%)
Cins
Erkek 60 17 (28,3)
Kadin 56 17 (30,3)
Toplam 116 34 (29,3)
Yas grubu
0-10 26 3(11,5)
11-19 17 8 (47,05)
20-29 29 10 (34,5)
30-39 20 6(30,0)
40-49 12 2 (16,6)
50 yas ve Uzeri 12 5(41,6)
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olmamasi ve tanida kullanilan metodlarin duyarlilik ve 6zgulltk-
leri ile iligkilendirilebilir. Ginimizde amibiyaz tanisi taze veya
fikse edilmis digski &rneklerinin direkt mikroskobik incelemelerin-
de etkenin kist ve/veya trofozit sekillerinin saptanmasi ile olmak-
tadir. Ancak bu yéntemler zaman alici olup egitimli kisilere ihti-
ya¢ duyulmaktadir (16, 17). Konvansiyonel mikroskopi antijen
saptama ve kiltir yéntemlerine gére Entamoeba tirlerinin
tanimlanmasinda daha az guvenilir yontemdir. Digki 6rneklerin-
de E. histolytica, E. dispar ve E. moshkovskii'nin saptanmasina
yonelik direkt baki, yodunlastirma ve boyama ydntemleri labo-
ratuvarda uygulanan mikroskopi teknikleridir. Entamoeba turle-
rinin ayinminda konvansiyonel mikroskopinin duyarllik ve 6zgul-
[Ggu optimalin altinda kaldigr gésterilmistir (18). Mikroskopinin
duyarlihdi en iyi sartlarda bile %10-60 arasinda dedistigi (6) dis-
kida I8kosit, makrofaj ve diger apatojen Entamoeba tirlerinin
bulunmasi yanls pozitif sonuclara neden olabildigi (13, 19),
etken atiliminin degisken olmasindan dolayi en fazla 10 giin
icinde en az 3 kez olmak Uzere diski 6rnegdi alinip incelendiginde
bu oranin %85-95'lere cikabildigi bildiriimektedir (20). Diskida
antijen saptayan testlerin kisa stirede sonug vermesi, uygulanim
kolayhg, turler arasinda ayirmin yapilabilmesi, mikroskopiden
duyarliliginin daha yiiksek olmasi ve 6zellikle endemik alanlarda
enfeksiyonun erken tanisinin konulmasi gibi avantajlan bulun-
maktadir. Diinyada son yirmi yilda E. histolytica'nin tir dizeyin-
de belirlenmesine yonelik ¢cok sayida calisma yapilmisken Glke-
mizde bu amaca yénelik son 6-7 yildir calismalar yapilmakta
olup insanlarn yanlis tedavi almalar énlenmistir. Zonguldak'tan
Mengeloglu ve ark. (21) 2009 yilinda 1720 diski drnegiyle yaptik-
lart calismada direkt mikroskopi ile amip kistleri gordukleri 44
(%0,37) 6rnegin 26'sinda (%59,1) ELISA ile E. histolytica spesifik
antijen saptamislardir. Benzer sekilde Zeyrek ve ark. (22)
Sanliurfa’da 2006 yilinda yaptiklar calismada 1600 digki 6rnegin-
den mikroskopik olarak sliphelendikleri 87 6rnekte ELISA ile
amip antijeni arastirmiglar ve 19'unda (%1,2) spesifik amip anti-
jeni saptamiglardir. Dal ve ark. (23) Bitlis'de 2011 yilinda yaptik-
lari caligmada nativ-lugol yéntemi ile inceledikleri 800 digki
oémeginden E. histolytica/E. dispar kist ve/veya trofozoitleri
gordukleri 31 (%3,9) drnegin 12'sinde (%1,5) ELISA yontemi ile E.
histolytica spesifik antijen varligi bildirilmistir. Kurt ve ark. (24)
Manisa’da 2008 yilinda 2047 digski rnegdinin 59'unda (%2,9) mik-
roskopi ve/veya kiltur ile E. histolytica/E. dispar pozitif bulduk-
larini bildirmislerdir. Yine ayni arastiricilar pozitiflik saptadiklar
orneklerde PCR ve antijen spesifik ELISA ile sirasiyla 14 (%23,7)
ve 5 (%8,5) drnekte E. histolytica pozitifligi, tir spesifik PCR ve
ELISA ile sirasiyla 31 (%2,5) ve 52 (%88,1) rnekte E. dispar pozi-
tifligi saptamiglardir. Ankara’da Tanylksel ve ark. (25) yaptiklar
calismada 380 &rnegin 91'inde (%24) trikrom ydntemiyle E. his-
tolytica/E. dispar saptanmis, 6rneklerin timune ELISA uygulan-
mig 51'inde (%13) E. histolytica antijeni pozitif olarak bildirilmis-
tir. Baska bir calismada, Tuncay ve ark. (26) izmir'de ELISA yén-
temiyle spesifik antijen aranan 677 diski drnegdinin 18'inde
(%2,66) E. histolytica varhigini tespit etmislerdir. Amibiyazisin
sanitasyon ve egitim seviyesinin yetersiz oldugu gelismekte olan
Ulkelerde énemli bir halk sagligi sorunu oldugu bilinmektedir.
Hegazi ve ark. (27) Misir'da iki ayr hastanede 0-5 yas arasi top-
lam 600 gastroenteritli cocugun diski érnedini inceledikleri
calismada, ELISA ydntemiyle amip antijeni arastinlmis ve E. his-
tolytica prevalansinin %20 oldudu bildirilmistir. Pakistan'da ami-

biyazis yonlinden endemik olan bdélgede Tasawar ve ark. (28)
insanlarda amebiasis yayginligini arastirmak igin yaptiklar calis-
mada ELISA ile E. histolytica prevalansini %21,69 olarak bildir-
miglerdir. Ayni arastirmacilar erkeklerde prevalansin kadinlardan
daha fazla oldugunu (p>0,05), en yiiksek oranin 1 giin- 15 yas
yas grubunda, en diisigunin ise 31-45 yas grubunda oldugunu
bildirmislerdir (p<0,05). Koltas ve ark. (29) Adana’da 2007 yilinda
yaptiklar calismada 131 diareli cocuk (<15 yas) diski drnegini
inceledikleri calismada ELISA ile E. histolytica antijeni pozitif
saptanan 22 érnegin 8'inin mikroskopisinde negatif, mikroskopi-
sinde E. histolytica/ E. dispar pozitifligi saptanan 16 &rnegin
2'sinde ELISA ile E. histolytica antijeni negatif saptanmistir. Ayni
arastiricilar ELISA sonuclarini "altin standart” olarak kabul ettik-
lerinde mikroskopinin 6zgullugint %98,2, duyarliigini %63,6
bulmuslar ve ELISA'nin daha kolay, hizl, effektif, duyarli ve 6zgul
oldugunu bildirmislerdir. Ozer ve ark. (30) 975 olguyla yaptiklari
calismada direkt mikroskopik bakida E. histolytica/E. dispar kist
ve/veya trofozoitleri goériilen 21 olgunun sadece 4'lUnde E. his-
tolytica 6zgul antijeni saptanmigken direkt mikroskopik bakisin-
da E. histolytica/E. dispar kist ve/veya trofozoitleri gérilmeyen
3 olguda E. histolytica 6zgll antijeni pozitif bulunmustur.
Arastirmacilar toplam 7 (%0,7) olgunun digski 6rnegdinde E. histol-
ytica 6zgul antijeni varlidi tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Yildirm ve ark. (31) Sivas'da 259 ishalli olgunun 65'inde (%25,1) E.
histolytica adezin antijen testi pozitifligi, ELISA adezin antijen
testi pozitif saptanan 16 (%24,6) olguda mikroskopik incelemede;
trofozoit, kist, bol |6kosit ve eritrosit gorilirken, 6 (%3,1) olguda
ELISA adezin antijen testini negatif olarak belirlemislerdir.
Calismada ELISA ile amip antijen pozitifligi dagiliminin yas grup-
lar bir iliskisi saptanmamakla birlikte en yiksek pozitiflik oranla-
nnin 11-19 yas (%47,05), 50 yas ve Uzeri (%41,6) grubunda saptan-
mis olmasi bircok calisma ile uyumlu bulunmus (22, 32) her yas
grubunda amip antijen pozitifligi saptanmasindan da hastaligin
her yas grubunu etkileyebilecedi distinilmustir (Tablo 1). Her
ne kadar literatirde erkeklerde prevalansin daha yiksek oldugu
belirtilse de (28, 32) ¢alismamizda cinsiyet olarak bir anlamlilik
olmasa da 17 (%30,3) olguda olmak tizere kadinlarda erkeklerden
daha yuksek pozitiflik elde edilmistir. Bursa ili merkezinde sosyo-
ekonomik duzeyi duslk bdlgelerde yapilan calismada asempto-
matik E. histolytica/E. dispar tasiyiciligi ELISA ile %2,2 saptanmis-
tir (33). Calismada ise ylksek pozitiflik oraninin saptanmasi has-
talarin amebiasis 6n tanili olmalarindan kaynaklaniyor olabilir.
Semptomatik olgularda protozoon parazitlerin tek mikroskobik
inceleme ile saptanma orani %13, ardigik iki incelemede %19
iken UG¢ incelemede bu oran %65 olabilmektedir (34). Calismada
nativ-lugol incelemede sadece bir érnekte E. histolytica/E. dis-
par kistinin saptanmasi 6rneklerin sadece bir kez incelenmesi,
etken atiminin aralikli ve az olmasi olmasindan kaynaklaniyor
olabilir.

SONUC

Mikroskopide E. histolytica/E. dispar kist ve/veya trofozoidi
gorllen digski drneklerinde patojen E. histolytica varliginin 6zgul
serolojik yontemlerle belirlenmesi ile hastalarin gereksiz tedavi
almalarninin énlenebilecedi distinilebilir. Ancak diger parazitleri
saptayamamasi ve direkt bakiya gére daha pahali bir test olmasi
dolayisiyla uygulamada maliyet etkinlik g6z éniinde bulundurul-
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malidir. Klinisyen tarafindan 6zel istem yapilmadigi takdirde,
yalnizca mikroskopi ile E. histolytica/E. dispar kist ve/veya trofo-
zoidi saptanan 6rneklerde ELISA testinin uygulanmasinin bu
acidan faydali olabilecegi distuntlmustur.

Etik Komite Onay:i: Calismamizin retrospektif tasarimindan dolayi etik
kurul onayr alinmamustir.

Hasta Onami: Calismamizin retrospektif tasarimindan dolayr hasta
onami alinmamigtr.
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