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OZET

ISHALLI HASTALARDA ENTAMOEBA HISTOLYTICA SIKLIGININ
MIiKROSKOBIK BAKI, ELISA VE PCR YONTEMLERI iLE ARASTIRILMASI

Dr. Alperen CEYLAN
TIPTA UZMANLIK TEZi

KONYA 2025

Amag: Entamoeba histolytica derin konak doku hasar1 yapma yetenegine sahip bir ishal patojenidir. Benzer
ancak patojen olmayan tiirlerin varhgmdan dolay rutin tanida énemli zorluklar bulunmaktadir. Caligmamizda,
ishalli hastalardan segilen digk1 6rnekleri E. histolytica varligi agisindan direkt mikroskobi, trikrom boyama,
ELISA ve multipleks real-time PCR ile analiz edilmistir. Arastirma ile E. histolytica siklignin tespit edilmesi

ve kullanilan yontemleri karsilagtirarak tanisal degerlerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Yontem: Calismamiza Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne ishal sikayetiyle bagvuran
hastalardan segilen 96 disk1 6rnegi dahil edilmistir. Cesitli servis ve polikliniklerden laboratuvarimiza gelen
bu 6rneklerden intestinal amebiyazis stiphesiyle gonderilen, sekilsiz, sulu, kanli ve/veya mukuslu olanlar dahil
edilirken, sert ve sekilli olanlar caligmaya alinmamugtir. TUm Orneklere; doymus NaCl ¢ozeltisiyle
yogunlastirma sonrasi direkt mikroskobi, Wheatley trikrom boyama, digkida E. histolytica’ya 6zgu adezin
antijeni tespit eden ELISA ve multipleks real-time PCR yontemleri uygulanmustir.

Bulgular: Calismada arastirilan 96 Ornekten 48’1 erkek, 48’1 kadin hastalara aittir. Yag araligi 0-86 olan
hastalarin yas ortalamasi1 37,32 (standart sapma: £24,10) olarak hesaplanmistir. Cocuk yas grubunda bulunan
toplam 25 hastanin yas ortalamasi ise 6,8 (standart sapma: £5,65) olarak bulunmustur.

E. histolytica pozitiflik oran1 PCR ile %22,9 (n=22), ELISA ile %20,8 (n=20) bulunmustur. Trikrom boyama
ile orneklerin %27,1’inde (n=26) E. histolytica/dispar tespit edilmistir. Direkt mikroskobik bakida %35,4
(n=34)’linde siipheli amip kist ve/veya trofozoitleri goriilmiistiir.

Multipleks PCR’da 6 paraziter etken arastirilmis ve en sik (%34,3) B. hominis, daha sonra sirasiyla E.
histolytica (%22,9), D. fragilis (%5,2) ve Cryptosporidium spp. (%1,04) pozitifligi tespit edilmistir. Giardia
intestinalis ve Cyclospora cayetanensis ise tiim ornekler igin negatif bulunmustur. 5 érnekte (%5,2) E.
histolytica ve B. hominis ve 3 érnekte (%3,1) D. fragilis ve B. hominis birlikte tespit edilmistir.

PCR yontemi referans almarak yapilan istatistiksel analizde, direkt mikroskobinin duyarliligi %31,8, 6zgiilligi
%63,5; Wheatley trikrom boyamanin duyarliligi %40,9, 6zgiilligii %77; ELISA yonteminin duyarliligi %72,7
ve Ozgilligii %94,5 olarak hesaplanmustir.

Sonug: E. histolytica’nin etken oldugu amebiyazisin tanisinda dogru, hizli ve maliyet-etkin bir laboratuvar
yaklagimi kritik 6neme sahiptir. Ancak patojen E. histolytica’nin, E. dispar/moshkovskii gibi apatojen tirlerle
morfolojik olarak identik olmasi gibi temel bazi sorunlarla karsilagiimaktadir. Bu durum mikroskobinin tanisal
duyarlihgm ve 6zgilliigiini blylk oranda azaltmaktadir. Bu nedenle olusturulacak tani algoritmalarinda,
ELISA ve/veya PCR gibi ikinci bir yontemin mikroskobiye eslik etmesi, sonuglarin giivenilirligini artiracaktir.

Anahtar kelimeler: Entamoeba histolytica, amebiyazis, ishal, ELISA, PCR



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ENTAMOEBA HISTOLYTICA FREQUENCY IN PATIENTS
WITH DIARRHEA USING MICROSCOPY, ELISA AND PCR METHODS

Dr. Alperen CEYLAN
MEDICAL SPECIALTY THESIS

KONYA 2025

Objective: Entamoeba histolytica is a diarrheal pathogen capable of causing deep tissue damage. The presence
of morphologically similar but non-pathogenic species poses significant challenges in routine diagnosis. In our
study, stool samples selected from patients with diarrhea were analyzed for E. histolytica using direct
microscopy, trichrome staining, ELISA and multiplex real-time PCR. The aim of this study was to determine
the prevalence of E. histolytica and to assess the diagnostic value of the methods used by comparing them.

Materials and Methods: Our study included 96 stool samples selected from patients who presented to
Necmettin Erbakan University Faculty of Medicine Hospital with complaints of diarrhea. Among these
samples, those that were formless, watery, bloody and/or mucous were included in the study. Wheatley
trichrome staining, direct microscopy after concentration with saturated NaCl solution, ELISA method to detect
E. histolytica-specific adhesin antigen and multiplex real-time PCR were applied to all selected samples.

Results: Of the 96 samples analyzed in the study, 48 belonged to male and 48 to female patients. The ages of
the patients ranged from 0 to 86 years, with a mean age of 37,32 (SD: +24,10). The mean age of the 25 patients
in the pediatric age group was found to be 6,8 (SD: £5,65). The positivity rate of E. histolytica was found to
be 22,9% (n=22) by PCR and 20,8% (n=20) by ELISA. Using trichrome staining, E. histolytica/dispar was
detected in 27,1% (n=26) of the samples. Amoebic cysts and/or trophozoites were observed in 35,4% (n=34)
of the samples by direct microscopic examination.

In the multiplex real-time PCR, six parasitic agents were investigated, and the most common was B. hominis
(34,3%), followed by E. histolytica (22,9%), D. fragilis (5,2%), and Cryptosporidium spp. (1,04%). G.
intestinalis and C. cayetanensis were found to be negative in all samples. E. histolytica and B. hominis were
detected together in 5 samples (5,2%), D. fragilis and B. hominis were detected together in 3 samples (3,1%).

Based on statistical analysis using the PCR method as the reference standard, the sensitivity and specificity of
direct microscopy were calculated as 31.8% and 63.5%, respectively; for Wheatley’s trichrome staining,
sensitivity was 40.9% and specificity was 77%; and for the ELISA method, sensitivity was 72.7% and
specificity was 94.5%.

Conclusion: An accurate, fast and cost-effective laboratory approach is critical in the diagnosis of amebiasis.
However, a major challenge is that the pathogenic E. histolytica is morphologically identical to non-pathogenic
species such as E. dispar and E. moshkovskii. This significantly limits the diagnostic sensitivity and specificity
of microscopy. Therefore, in diagnostic algorithms to be established, the use of a second method such as ELISA
and/or PCR alongside microscopy will increase the reliability of the results.

Keywords: Entamoeba histolytica, amebiasis, diarrhea, ELISA, PCR



Vi



ICINDEKILER

Sayfa No
TESEKKUR.........ocooviiiiiiitieeeeeeeeee ettt en e sttt n s iii
@ 4 I SRR v
A B S T R A T L. a e e e Y
ICINDEKILER...........cooiiiiieeeeeeeeeeeee et n s vii
TABLOLAR L.t a e iX
SEKILLER ......coooooimiiiooeeeee oottt ettt ettt X
SIMGELER ve KISALTMALAR........cccooiiiiiiiniinieieisieieiessie e Xi
1. GIRIS VE AMAC ..ottt n st 1
2. GENEL BILGILER...........ccccoviiiiiiiiiee et 3

2.1 TANTNGE et 3
2.2, TAKSONOMI 1.eeeiiiie it ettt e st e e e et e e et e e et a e e srta e e snteeesneeeesnseaeanneeeas 5
2.3. Parazit MOrfolOJiST ........covuveiiiiiieiiiece e 5
2.3.1. TIOTOZOM ..o 5
2.3.1.1. Bagirsak boSIUGU tIP1....uvvvvriiiiiiiiiiiiiiiieiece et 6
2.3.1.2. DOKU TIPH 1vveeieie ettt e 6
2.3.2. PIEKISE ...ttt 7
2.3.3 KISE ettt nnes 7
2,34, MIBLAKIST ...t 7
2.3.5. MetakistiK trofOZO0t ..........coiieiiiiiiieee e 7
2.4, YaSam DONGUSTL .....uvvvvvreriieeeiiiiiiiiiie it e e sttt r e e e st e e e e e e s bbb e eae s 8
2.5, EPIAEMIYOIOJI cuvveeiiiie ettt 9
2.0, PAOgBNEZ. ...eiiiiii ittt 10
2.7 KINTK .t e 13
2.7.1. Asemptomatik KOloNIZasyon..........ccccccvveeiiiiiiiiec e 13
2.7.2. Amebik Kolit Ve dizanteri ........cccocvveiiieiiiiiieeie e 14
2.7.3. Ekstraintestinal amebiyazis ...........ccccovieeiiii i, 14
2.8, IMMIUNOIOJ 1.vevrevveviecieictce ettt 15
2.9. Laboratuvar Tani...............ccccccciiiii 17
2.9.1. Mikroskobik iNCEIEME ...........cciuiiiiiiiecc e 17
2.9.2. KUltur ve izoenzim analizi.........ccooveeiiiiiiiicee e 19
2.9.3. Antikor saptama yOntemIeri ..........cccovvveeiiiiii i 21
2.9.4. Antijen saptama YONteMIEri.........ccoviiiiieiiiiiii e 22

Vil



2.9.5. Molekiiler tant yONteMIETT .........ovevivvveiiiiiiiiie e 23

2.10. AYIFICT TANLc.eiiiiiiiiiiii et 24
00 O =T P Y PRSPPI 25
2.02. KOTUNIMA ...ttt ettt e et e e e e sttt e e e e snbbe e e e e nntbeeeeanees 27
2.13. A1 CalISMANATT ..ot 27
3. GEREC VE YONTEM .....coooiiiitieteee ettt s 29
3.1. Etik Kurul ve Proje Destegi Bilgileri..........ccoveiiviiiiiieiiiiiiiicice e 29
3.2, HASA SEGIMI ..ttt 29
3.3. Laboratuvar Calisma Basamaklari............ccccveivvreiiiiesiiieeniie e 29
3.3.1. Mikroskobik INCEIEME ..........cocvie e 30
3.3.1.1. Direkt mikroskobik inCeleme.........cccoeviveeiie i 30
3.3.1.2. Wheatley trikrom boyama YONtemi..........ccceevveiiienieenneinienienn 31

B.3.2. ELISA ..o 32
B33 PCR .. 36
3.3.3.1. Nukleik asit eKStrakSIYONU ...........cccovieiiieriiiiie e 36
3.3.3.2. Multipleks real-time PCR .........ccooviieiiiie e 38

3.4, IStatiStIKSEl ANALIZ......cccveveeveeeeieeeeeee ettt n st e e, 41
4. BULGULAR ...ttt ettt 42
S5. TARTISMA ... 52
6. SONUC VE ONERILER ..........cocooviiiiiieeieeee et 59
0.1, SONUG ....etiieiiiie ettt e e e et a e e e 59
B.2. ONBIIIET ...ttt 60
KAYNAKLAR .. oottt sttt e anaeaneesreenneas 61

viii



Tablo 3.1.
Tablo 4.1.
Tablo 4.2.
Tablo 4.3.
Tablo 4.4.
Tablo 4.5.
Tablo 4.6.
Tablo 4.7.
Tablo 4.8.
Tablo 4.9.

TABLOLAR

PCR i¢in kullanilan thermal cycler protokolii
Trikrom boyama ve direkt mikroskobi sonuglarinin karsilastirilmasi
ELISA ve direkt mikroskobi sonuglarmin karsilastirilmasi
ELISA ve trikrom boyama sonuglarmin karsilastiriimasi
Multipleks real-time PCR sonuglart ...........cccocevvveiieinnnnnn.
Yas gruplarma gore PCR sonuglarmin karsilastirilmasi
Cinsiyete gore PCR sonuclarinin karsilastirilmasi
PCR ve direkt mikroskobi sonuglarinin karsilastirilmasi
PCR ve trikrom boyama sonuglarinin karsilastiriimasi

PCR ve ELISA sonuclarinin karsilastiriimast



SEKILLER

Sekil 3.1. Para-set float parazitolojik tan1 amacli ylizdlirme seti...........ccocovvrivieriieeninnnn. 30
Sekil 3.2. Wheatley trikrom boyama i¢in hazirlanan saleler ve reaktifler.......................... 31
SeKil 3.3, ELISA Kit I0ETIZ1 .. uuvvieeiiiiiieeaiiiiie e ettt st e et e e et e e e e s nnnaeeas 33
Sekil 3.4. Otomatize ELISA mikroplaka yikama cihazi.........c.cccccoviiiiiniiiiiiiiciicce 35
Sekil 3.5. ELISA mikroplaka okuma cithazi...........ccccoooiiiiiii e 35
Sekil 3.6. Q1Aamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, AlManya) ...........ccccevvveniiienieeniennn 36
Sekil 3.7. Bio-Speedy Gastroenterit gPCR MX-6T Parazitik Panel Kiti ............c.cccvevvenn. 39
Sekil 3.8. LightCycler 96 cihazi (Roche, ISVIGIe) .......c.ceeveveveeieeieieeeeeeeeeeeeeeee e, 41
Sekil 4.1. Direkt mikroskobide goriilen siipheli amip Kistleri..........ccoceeviiiviiiiiiiininnn. 42
Sekil 4.2. Direkt mikroskobide goriilen siipheli amip kisti ve 16kosit kiimeleri ................. 43
Sekil 4.3. Wheatley trikrom boyama ile gorilen E. histolytica/dispar trofozoiti ............... 43
Sekil 4.4. Wheatley trikrom ile gorilen E. histolytica/dispar trofozoiti ve siyah okla
isaretlenen B. NOMINIS KISti........coiuviiiiiieiiiie et 44
Sekil 4.5. Wheatley trikrom boyama ile gorilen E. histolytica/dispar Kistleri ve eritrositler
........................................................................................................................................ 44
Sekil 4.6. Trikrom boyama ile gorilen B. hominis Kisti............ccccoevviiiiiiiiiiiiee e 45
Sekil 4.7. Trikrom boyama ile gorilen Charcot-Leyden kristalleri .............cccccvevvvennnnn. 45

Sekil 4.8. ELISA c¢alismas1 sonucu pozitif kontrol, negatif kontrol ve hasta d6rneklerine ait
KuyucuKIarin @OTUNTIMT ...v.eeeviiiiiiiiieie et e s s a e e e e s s bar e e e e as 46

Sekil 4.9. Direkt mikroskobi, trikrom boyama ve ELISA sonuglarmin karsilastirilmasi....47

Sekil 4.10. E. histolytica pozitif 6rneklere ait PCR grafikleri ............cccccoooveevieeiiieiiinnn, 48
Sekil 4.11. Trikrom boyama, ELISA ve PCR sonuglarinin kargilastirilmast ..................... 51



SIMGELER ve KISALTMALAR

°C

mL
ML

sn

%
TNF
NF-kB
NET

IL
HSBP
CBP30
Gal/GalNAc
EhCP
SAPLIP
LPPG
TLR
IFN
DNA
ABD
IFA
IHA
HIV
PCR
LAMP

: Santigrat Derece

: Mililitre

: Mikrolitre

. Saniye

> Yizde

: TimoOr Nekroz Faktoru

: Nukleer Faktor kB

: Notrofil Hiicre Dis1 Tuzaklari

- Nitrik Oksit

: Enzim Linked Immunosorbent Assay
: Cycle Threshold

: Diinya Saglik Orgiitii

: Immunglobulin M

: Immunglobulin G

: Immunglobulin A

. Interlokin

: Heparin Silfat Baglayan Protein

: 30 kDa Kollajen Baglayan Protein

: Galaktoz/N-asetil-D-Galaktozamin Lektin
: Entamoeba histolytica Sistein Proteaz
: Saposin Benzeri Protein

. Lipofosfopeptidoglikan

: Toll-like Reseptor

: Interferon

: Deoksiribontkleik Asit

. Amerika Birlesik Devletleri

- Indirekt immiinofloresan Antikor Testi
: Indirekt Hemagl(itinasyon Testi

: Human Immunodeficiency Virus
: Polimeraz Chain Reaction

: Loop-Mediated Isothermal Amplification

Xi



1. GIRIS VE AMAC

Entamoeba cinsi, insan bagirsaginda yasayabilen E. histolytica, E. dispar, E. coli, E.
moshkovskii, E. hartmanni, E. polecki, E. bangladeshi ve agiz boslugunda bulunabilen E.
gingivalis gibi tdrleri icermektedir (Ali, 2015; Tasbent & Boran, 2020). Amebiyazisten
sorumlu olan patojenik tur Entamoeba histolytica’dir (Uribe-Querol & Rosales, 2020).

1986 yilindan bu yana E. histolytica'nin neden oldugu enfeksiyon ve hastalik
sikligina iligkin yayinlanan veriler, diinya niifusunun %10-20°sinin bu parazit ile enfekte
oldugunu ancak bunlardan yalnizca %21’inde hastaligin invaziv formunun gelistigini
gostermektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) raporlarma gére Entamoeba histolytica, diinya
capmda yaklagik 500 milyon insani etkilemektedir. 50 milyon civarinda semptomatik
hastaliga sebep olmakta ve her yil 100.000 vaka 6lumle neticelenmektedir. (Ben Ayed &
Sabbahi, 2017). Bu bakimdan amebiyazis, en sik 6liime neden olan protozoal enfeksiyonlar

arasinda tigiincii sirada yer almaktadir (Nasrallah vd., 2022)

Enfeksiyon, E. histolytica Kistleri igeren diski ile kontamine olmus su ve gidalarin
oral yolla alinmasi ile bulagsmaktadir. Bu parazit, intestinal ve ekstraintestinal enfeksiyonlara
neden olabilmekle beraber bircok kisinin bagirsaginda asemptomatik olarak da
bulunabilmektedir (Stanley, 2003). Hastalarin ¢ogu, E. histolytica Kistleri iceren diskiyla
kirlenmis su veya yiyeceklerin alinmasiyla enfekte olur; ancak oral-anal cinsel iliski ve
kirlenmis lavman aparatlar1 gibi daha alisilmadik bulas yollar1 da miimkiindiir (Istre vd.,
1982).

Intestinal amebiyazis tanisi, mikroskobik olarak incelenen diskida parazitin Kist
ve/veya trofozoit formlarmnin gortlmesi ile konulabilir. Ancak bir kez yapilan incelemede
parazitin kist ve/veya trofozoitlerinin goriilme oram1 %33-50 civarinda iken, farkli
zamanlarda alinan U¢ farkli digki 6rneginin incelenmesi sonucu ise bu oranin %75’lere
yiikseldigi ifade edilmektedir (Tuncay vd., 2007).

E. histolytica, E. dispar ve E. moshkovskii morfolojik olarak tamamen ayni
gorinumdedirler, dolayisiyla mikroskobik incelemeyle ayirt edilemezler. Bu nedenle E.
histolytica tespit edilme oranlari, endemik bdlgeler igin yapilan cesitli epidemiyolojik
aragtirmalarda %50°nin zerinde bulunmustur. Tespit edilen vakalarin ¢cogunlugunun yanlis
pozitif vakalar oldugu diistinilmektedir (Ouattara vd., 2010; Tengku & Norhayati, 2011).
DNA analiz yontemlerinin gelismesiyle birlikte bu sorun asilmaktadir. Bu nedenle E.

histolytica sikligmin azalmasi beklenmektedir (Ngui vd., 2012).



Direkt mikroskobik inceleme, ekonomik ve basit olmasi dolayisiyla yaygm olarak
kullanilir ancak, tek basina tanisal degeri diisiiktiir. Ozellikle direkt bakida parazit kistinin
cekirdekleri gok net segilemez. Bu nedenle lugol gibi iyot iceren ¢esitli ¢ozeltilerle ya da
kalic1 boyalarla gekirdekler daha iyi gorinir hale getirilebilir (Tanyuksel & Petri, 2003).
Bununla birlikte parazitin goriilme ihtimalini artirmak iizere ZnSO4, doymus NaCl yontemi
gibi ylzdirme; Ritchie formalin-ether ve basit ¢oktiirme gibi ¢esitli yogunlastirma
yontemlerinden de yararlanilmaktadir (COpli vd., 2007).

Tum bu ilave islemlere ragmen digkinin direkt bakisinda parazit formlarinin 16kosit,
epitel hiicresi gibi yapilarla karistirilabilmesi, hasta digkisinda bu parazitin devamli
atilmamasi ve trofozoit formunun dis ¢evre kosullarinda hizla bozulmasi (yaklasik 30
dakika), es morfolojiye sahip E. dispar’dan ayirt edilememesi gibi sebeplerle amebiyazis
tanisinda daha giivenilir yontemlere ihtiya¢ dogmustur. Bu nedenle trikrom boyama, Kltdr,
ELISA ve PCR gibi tan1 araglari parazitin laboratuvar tanisi i¢in kullanima girmistir (Tuncay
vd., 2007).

Bu calismada amacimiz; direkt mikroskobi, trikrom boyama, ELISA ve PCR gibi
yontemlerin Entamoeba histolytica’nin saptanmasindaki performanslarini ve birbirleriyle

olan uyumluluk diizeylerini degerlendirmektir.

Bu amagcla 01.11.2024 ile 01.03.2025 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan Tip
Fakiiltesi Hastanesi T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali parazitoloji laboratuvarina intestinal
amebiyazis siiphesiyle gonderilen ishalli digk1 6rnekleri segilerek calismaya dahil edilmistir.
Tim orneklere oncelikle taze iken trikrom boyama, doymus NaCl ile yiizdiirme sonrasi
direkt mikroskobik inceleme yapilmistir. Ardindan 6rnekler ELISA ve PCR galismalariyla
arastirtlmak Uzere -80 °C’de muhafaza edilmistir. Tim orneklere ELISA ve PCR testleri
uygulanmistir. Boylece tim bu yontemlerle diski 6rneklerinde E. histolytica varligi
arastirilarak patojen olmayan tiirlerden aywrimi noktasinda duyarlilik ve o6zgiilliikleri

belirlenmis, yontemlerin tanisal degerleri analiz edilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihge

Dizanteri, milattan dnce 6. yiizyilda Asur ve Babil medeniyetlerine ait belgelerde ve
milattan 6nce 1550°de Misir Ebers Papiriisii’nde bahsedilen en eski hastaliklardan biridir.
Ik olarak Hipokrat (M.O. 460-377) ardindan gelen dénemlerde Galen amebik karaciger
apsesinden sz etmislerdir. Milattan sonra farkli donemlerde Aurelanus, Aretaeus,
Archigenes ve Ibni-Sina da eserlerinde karaciger apsesi ve kanli ishal arasindaki baglantiya
dikkat ¢ekmislerdir. Ortagag’da hastalik artis gostermesine ragmen sinirli bir bdlgede iken
cografi kesiflerle birlikte tiim diinyaya yayilmaya baslamustir (Christy & Petri, 2011; Cox,
2002; Kataria vd., 2024).

1822 yilinda Georges Bory bu parazit i¢in Yunanca’da “degisme” anlamina gelen
“Amoibe” kelimesinden tiiremis olan Amibe diffluens ismini, Ehrenberg ise 1830’da
Ameobida takimini 6nermistir (Udalov, 2022; Unat, 1985).

1875 yilinda Fedor Aleksandrovich Losch yapmis oldugu arastirmalarda hasta
diskisinda amipleri gézlemlemis ve amipli dizanteri hastaligini bir¢ok yoniiyle tarif etmistir.
Losch’iin ortaya koydugu bu bilgiler, hastaligi giiniimiizdeki haliyle kavramamamiza
onciiliik etmistir. Ayrica kdpekler iizerinde yaptig1 bir calisma sonucu gézledigi bu parazite

Amoeba coli adin1 vermistir (Bajaj, 2020; Unat, 1985).

Councilman ve Lafleur, 1890°da gergeklestirdikleri bir ¢calismada amipli dizanteri ve
amipli karaciger apsesi tanimlamalarini kullanmislardir. Hastaligi etyolojik ve klinik
anlamda irdelemisler ve hastaliga sebep olan ve olmayan iki farkli amip olabilecegini
belirtmislerdir. Hastalik yapan tiire Amoeba dysenteriae adin1 vermislerdir (Unat, 1985;
Yakut & Ozden, 2008).

Fritz Schaudinn, 1903 yilinda bu parazitin farkli bi¢imlerini tariflemis; hastalik
yapan amip tlriine Entamoeba histolytica adin1 vermistir (Altintas, 2002). Yine 1903’te
Rogers parazitin karacigere vena porta araciligiyla ulastigini savunmustur. 1909 yilinda

Vincent hastaligin tasiyicilarla bulastigini belirtmistir (Akgun & Celik, 2020; Unat, 1985).



1925°te Dobell, E. histolytica’nin yasam dongiisiinii izah etmistir. Brumpt ise E.
histolytica ve E. dispar’in morfolojik olarak ayni oldugunu ancak yalnizca E. histolytica’nin
insanlar i¢in patojen oldugunu 6ne siirmiistiir. Diamond’in 1961°de E. histolytica’nin ilk
aksenik kulttrt yapmasi, E. histolytica’nin hiicre biyolojisi ve biyokimyasini anlamada
onemli bir doniim noktas1 olmustur. 1978°de Sargeaunt ve arkadaslari, E. histolytica ve E.
dispar tlrlerinin zimodem analizi kullanilarak ayirt edilebilecegini bildirmislerdir. Ayrica
digk1 6rneklerinde morfolojik agidan ayni ancak genetik olarak farkli tlrler tanimlamak
Uzere antijen saptama yontemleri ve PCR gibi metodlar1 kullanmiglardir (Tanyuksel & Petri,
2003; Yakut & Ozden, 2008).

E. histolytica ve E. dispar’a benzeyen E. moshkovskii turt ilk olarak 1941 yilinda
Tshalaia tarafindan Moskova’nin kanalizasyon atiklarindan izole edilerek tanimlanmustir.
Baslangigta cevrede serbest yasayan bir tiir oldugu distiniilmistiir. 1961 yilinda Laredo,
Teksas’ta yasayan bir hastadan E. histolytica-benzeri bir sus izole edilmis ve E. moshkovskii
ile birgok biyolojik 6zelligi benzer olan bu susa E. histolytica Laredo susu ad1 verilmistir.
1991 yilinda Clark ve Diamond, E. histolytica’nin patojen olmayan Laredo susunun,
E. moshkovskii ile identik oldugunu molekiiler yontemlerle ortaya koymuslardir (Clark &
Diamond, 1991; Fotedar vd., 2008; Sardar vd., 2023).

Ulkemizde bu konudaki ilk bilimsel makale ise Dycke ve Resat Riza (Kor)nin
1904°te paraziti mikroskobik yontemlerle incelemesiyle ortaya ¢ikmustir (Unat vd., 1995).

Amebiyazis tedavisinde asirlardir ¢ok c¢esitli ilaglar kullanilmistir. Brezilya’da
Ipeka’nm amipli dizanteride kullanimi daha sonralar1 Avrupa’ya tasmmustir. Bu bitkiden
izole edilen emetinden ise yine karaciger ve bagirsak amebiyazisinin tedavisinde
faydalanilmaya calisilmigtir. Conan 1948 yilinda klorokini karaciger amebiyazisinde
kullanmig ve olumlu sonuglar bildirmistir. Powell ve arkadaglar1 1962 yilinda toksisite
acisindan emetinden daha iyi bir profile sahip dihidroemetini 6nermislerdir. 1950’lerin
sonunda Cosar ve Julou metronidazol molekiiliinii sentezlemeyi basarmiglar ve 1961°de
trikomoniyazis ve amebik karaciger apsesi tedavisindeki deneyimlerini bildirmislerdir.
Powell ve arkadaglar1 1966°da yaptiklari bir ¢aligmayla ilacin yararlihigini dogrulamiglar ve
bu tarihten itibaren metronidazol amebiyazis ve amebik karaciger apsesinin tedavisinde
kullanilmaya baslanmistir (Arellano-Aguilar vd., 2017; Unat, 1985).



2.2. Taksonomi

Entamoeba spp. siniflandirmasi asagidaki sekildedir (Ben Ayed & Sabbahi, 2017).
Ust Alem: Eukarya
Alem: Protista
Sube: Sarcomastigophora
Alt sube: Sarcodina
Smif: Rhizopoda
Alt sinif: Lobosea
Takimm: Ameobida
Aile: Endamoebidae
Cins: Entamoeba
Tar: E. histolytica

E. dispar

E. moshkovskii

E. coli

E. hartmanni

E. polecki

E. gingivalis

E. bangladeshi
2.3. Parazit Morfolojisi

Entamoeba histolytica; trofozoit, prekist, Kkist, metakist ve metakistik trofozoit
formlarinda goriiliir (EI-Dib, 2017).

2.3.1. Trofozoit

Bu donemde parazit belirli bir sekle sahip degildir. Yalanci ayaklarla hareket
edebildigi, beslenip bliylidiigii ve ¢cogaldig aktif bir formdur. 12-60 pum biiytikliigiinde olup

taze disk1 6rneklerinden yapilan mikroskobik incelemelerde hareketli olarak gorulur.



Yalanci ayaklartyla hem hareket eder hem de etraflarinda bulunan besinleri fagosite
ederler. Yalanci ayaklarda daha iyi ayirt edilebilen ekto ve endoplazma adi verilen iki
tabakaya sahiptir. Ektoplazma refraktil ve graniilsiiz bir yap1 arz ederken endoplazma
graniillidiir. Endoplazma, parazitin ¢ekirdegini, az gelismis bir endoplazmik retikulumu ve
etraftan fagositoz ile alinan besinlerin vakuollerini igermektedir. Parazit anaeroptur,
mitokondri ve golgi cismine sahip degildir. Gerekli enzimlere sahip olmadig i¢in piirin
niikleotidlerini sentezleyemez (EI-Dib, 2017; Ozcel, 2007; Sayg1, 2009a; Sanli, 2000; Unat
vd., 1995).

Dis ¢evre kosullarina ve midenin asidik ortamina olduk¢a dayaniksizdir, kolayca
parcalanir. Diislik sicaklikta ve degisken pH’da hareketliligi azalir, serum fizyolojik
icerisinde +4 °C’de birkag giin canli kalabilir (Ozcel, 2007; Saygi, 2009a; Ustagelebi vd.,
1999).

Trofozoit formunun bagirsak limeninde bulunan ve kommensal yasayan (minuta) ve
dokulara invaze olarak doku hasari ve nekroz yapabilen (magna) iki farkli tipi bulunur

(Semerjyan & Susanyan, 2006).

2.3.1.1. Bagirsak boslugu tipi

Apatojen olarak kabul edilen bu forma kommensal, tetragena veya minuta adlar1 da
verilmistir. Yaklasik 12-20 pm’lik boyutuyla doku sekline gore daha kiigiiktiir. Akut kanh
ishal donemini gegirmis kisilerde ve tasiyicilarda goriiliir. Sitoplazmalarinda eritrosit yoktur
(Ozcel, 2007; Saygi, 2009b).

Mikroskobik incelemelerde taze Orneklerde trofozoitlerin hizli hareket etmesi ve
yalanct ayaklarmin parmaksi ¢ikmtilar seklinde olmasi; ayrica trikrom boyali 6rneklerde
eritrosit fagosite ettiginin goriilmesi, kiigiik ve santral bir niikleolusunun olusu goriilen

trofozoitin patojen olma ihtimalini artirmaktadir (Ozcel, 2007; Saygi, 2009a).

2.3.1.2. Doku tipi

Magna adi da verilen bu trofozoit tipi; invazyon yapan, enfeksiyon klinigini ortaya
¢ikaran tiptir. Patojendir ve bagirsak boslugu tipine gore daha biiyiik (20-60 pm) ebatlara
sahiptir. Boyanmis preperatlarda noktasal, klgik wve santral bir nlkleolusu, niikleus
periferinde ise diizgiin ve sirali kromatin tanecikleri yer alir. Ayrica sitoplazmasinda fagosite

ettigi eritrositler goriilebilir (Ak vd., 2007; Junaidi vd., 2020; Saygi, 2002; Wiser, 2010).



2.3.2. Prekist

Trofozoitlerin boliinmesinden sonra ortaya ¢ikan gecici bir ara formdur. Cekirdek
yapisit halen trofozoite benzese de igerdigi besin vakuollerini kaybetmeye baslar.
Sitoplazmasinda, “kromatoid cisimler” olarak adlandirilan puro veya gomak bigimli
ribozomlar1 icerir. Hicre, olgun bir kist haline gelmek (zere kiglldikce bunlar da disar1
atilir. Enfeksiyonun kroniklestigi durumlarda veya tedavi almis hastalarda digki
mikroskobisinde gorlebilir (EI-Dib, 2017; Ozcel, 2007; Saygi, 2009a).

2.3.3. Kist

Prekistlerin olgunlagsmasiyla gelisen, yuvarlak ve ortalama 10-15 pum biiyiikliige
sahip hareketsiz formdur. Plazma zarinin disinda bir de refraktil kist duvar1 vardir. Niikleus
boliinerek 6nce iki daha sonra dort ¢ekirdekli kistler olusur. Bir ve iki ¢ekirdekli seklinde
vakuoller vardir ve bu vakuoller lugol gibi iyot igceren ¢ozeltilerle koyu renkte boyanirlar.
Dort ¢ekirdekli kist; olgun, ¢evre kosullarina dayanikli ve bulastan sorumlu formdur. Taze
ve sekilli diskilardan hazirlanan preparatlarda gorilir. Dort cekirdekli matir kistte vakuol
goriilmez. Olgun kistler kuruluk ve yiiksek sicakliklara duyarli olsa da dis ¢evrede nemli
kosullarda haftalarca canliligin1 koruyabilir. Genellikle su aritmada kullanilan
konsantrasyonlardaki klora kars1 orta derecede direnglidirler. Kistler, kanalizasyonda, dogal
su kaynaklarinda ve igme sularinda +4 °C’de 1 ay canli kalabilirler. Oda sicakliginda peynir,
ekmek ve sebze-meyve gibi gidalar Uzerinde 48 saate kadar hayatta kalabilir. Soguga ve
mide asiditesine de direnclidirler. Bahsedilen tim bu 6zellikler, E. histolytica’nin bulaginda
kist formunun rol oynamasinda baslica sebeplerdir (Ozcel, 2007; Saygi, 2009a; Shirley vd.,
2020).

2.3.4. Metakist
Olgun Kkistlerin kontamine su ve yiyeceklerle oral yoldan alinmasindan sonra bu

kistler ince bagirsakta metakist sekline doniistirler (Junaidi vd., 2020).
2.3.5. Metakistik trofozoit

Yutulan kistler ince bagirsaga geldiginde ¢ekirdekleri ve sitoplazmalar1 boliinerek 8
adet kuguk boyutta amip (amoebula) olusur. Bu kiigiik amipler daha sonra kalin bagirsaga
yerleserek biliylirler ve ardindan, kommensal (minuta) veya patojen (magna) trofozoit

sekillerine doniisiirler. Kalin bagirsakta en sik cekum ve rektosigmoidal bolgelere yerlesirler
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ve ikiye boltnerek (binary fission) cogalirlar. Patojen trofozoitler yalanci ayaklarini ¢ikarip,
litik enzimler salgilayarak etraf dokulara invaze olurlar. Yerlestikleri alanlarda inflamasyon
ve ilserler meydana getirip kapillerlere ulasarak kanama alanlar1 olustururlar. Bu
kapillerlerden kan dolagimina girebilirler bu sekilde basta karaciger olmak iizere birgok doku
ve organa giderek ekstraintestinal amebiyazis tablosuna neden olabilirler. Hastanin tedavi
almasi veya parazit i¢in ortam sartlarinin ¢esitli sebeplerle bozulmasi sonucu bu trofozoitler
hayatta kalabilmek adina prekist ve kist formlarina doniisirler (Altintag, 2002; Junaidi vd.,
2020; Ozcel, 2007; Saygi, 2009a).

2.4. Yasam DOngusu

E. histolytica’nin tek rezervuari insandir. Sadece insandan insana bulas olur; ara
konaga veya bir vektore ihtiyag gostermez. Bulas, olgun kistlerin kontamine ettigi su ve
yiyeceklerin tiiketilmesiyle meydana gelir. Nadiren seksuel yolla veya trofozoit igeren
dokularin transplantasyonu ile bulas olabilmektedir (Ben Ayed & Sabbahi, 2017; Saygi,
2009a).

Yasam dongiisii enfektif kist ve ¢ogalan trofozoit asamalarini igerir (Guillen, 2021).
Alman kistler mide asidine direngli olduklar1 i¢in degisime ugramadan ince bagirsaga
gecerler. Ince bagirsakta alkali ortam sartlar;, uygun sicaklik ve tripsin enzimi etkisiyle
ekskistasyon gercekleserek dort ¢cekirdekli metakist agiga ¢ikar. Bu metakistin dort ¢ekirdegi
bolunerek sekiz cekirdek olusturur. Her ¢ekirdegin etrafi bir miktar sitoplazma ile ¢evrilerek
sonunda sekiz adet aktif hareket edebilen metakistik trofozoit (amoebula) olusur. Bu
immatdr trofozoitler cekum ve rektosigmoidal bolge basta olmak iizere kalin bagirsaga
yerlesirler, biiyiirler ve ikiye boliinerek ¢ogalirlar (Ikbal vd., 2022; Sugecti, 2018). Olusan
trofozoitler, konak dokularinda nekroza sebep olurlar ve nekrotik dokularla beslenirler.
Sitoplazmalarinda fagosite edilmis eritrositler goriilebilir. Diski ile atildiklarinda 30 dakika
ila 1 saat icerisinde hizla parcalanirlar (Ben Ayed & Sabbahi, 2017; Ikbal vd., 2022; Tuncay
vd., 2007).

Baz1 trofozoitler ise invazyon yapmadan, konaga zarar vermeden fekal igerikle
beslenerek kalin bagirsak liimeninde yasayabilir. Bu trofozoitler de boliinerek ¢ogalirlar ve
belirli sartlar altinda kist formuna doniisiirler. Kist olusumunun; besin azlhigi, parazitin
blyiimesi ve boliinmesi i¢in elverissiz kosullarin ortaya ¢ikmasi, dolayisiyla hiicresel
metabolizmanin yavaslamasi gibi nedenlerle meydana geldigi diisiiniilmektedir. Enkistasyon

sirasinda trofozoitler, yalanci ayaklar gibi sitoplazmik ¢ikimtilarint geri ¢eker, yuvarlak bir
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hal alir ve ¢ok hicreli kiimeler halinde aggrege olurlar. Erken evrelerde, hucre bolinmesi
olmaksizimn iki ardisik kromozomal replikasyon dongiisii nedeniyle dort niikleuslu bir ara
form (erken kist) olusur. Kistin olgunlagmasi asamasinda ise kademeli olarak gelisen
dehidrasyon sonucu sitoplazma yaklasik %80 oraninda kiigiiliir. Glikojen depolanmasi ve
kist duvarinin olusmasi sonrasi digki ile atilir ve dongii boylece tamamlanir. Enfekte bir hasta

glinde 45 milyon Kist atabilir (Guillén, 2023; Ikbal vd., 2022).
2.5. Epidemiyoloji

Amebiyazis, diinyada en sik goriilen paraziter hastaliklardan biridir. DSO verilerine
gore diinya genelinde 500 milyon insami etkilemektedir. Yaklasik 50 milyon insanda
semptomatik hastalik ortaya ¢ikmakta ve 100.000 vaka 6liimle sonu¢lanmaktadir. Sitma ve
sistozomiyazisten sonra en sik 6liime neden olan iigiincii parazit kaynakli hastaliktir. Gelisen
molekdler teknikler sayesinde bir¢ok vakanm aslinda E. dispar ve E. moshkovskii ile enfekte
oldugu, E. histolytica ile enfekte vaka sayismin 5 milyon civarinda oldugu tahmin
edilmektedir. Parazit ile karsilasanlarin %80-90’1 asemptomatik seyir gostermektedir.
Cocuklar, imminsiprese hastalar ve hamile kadinlar enfeksiyona daha duyarlidirlar (Ben
Ayed & Sabbahi, 2017; Nasrallah vd., 2022).

Diinya ¢apinda yaygin olarak goriilmekle birlikte daha ¢ok tropikal ve subtropikal
iklime sahip, gelismekte olan, sanitasyon ve saglik hizmetleri yetersiz iilkeleri
etkilemektedir. Ayrica diisiik okur-yazarlik diizeyi, yoksulluk, uygunsuz su temini ve artan
nifus gibi faktorler, parazitin bulas oranlarmin yikselmesine neden olmaktadir. E.
histolytica enfeksiyonunun Giiney ve Orta Amerika, Afrika ve Asya gibi gelismekte olan
tilkelerin daha fazla oldugu cografyalarda %50’lere ¢ikabildigi bildirilmektedir. Bircok
Afrika iilkesinin yani sira Meksika, Kolombiya, Brezilya, Tayland, Cin, Hindistan ve
Banglades gibi iilkeler endemik kabul edilmektedir (Ali vd., 2008; EI-Dib, 2017; Nasrallah
vd., 2022; Ximénez vd., 2009). Ancak kiiresellesen diinya sartlarinda artan turizm hizi,
meydana gelen gogler ve miilteci hareketliligi ve seksiiel bulas gibi cesitli faktorler sebebiyle
Kuzey Amerika ve Bati Avrupa gibi yliksek gelire sahip gelismis iilkelerde de vaka
insidansinda artig gériilmektedir (Fu vd., 2023).



Afrika’da yapilan ¢aligmalarda hastalik prevelanst Kenya i¢in %58,3, Rwanda igin
%54,5, Uganda igin %19,93 gibi ylksek oranlarda tespit edilmistir. Asya kitasi igin;
Hindistan’da %11,7, iran’da %3,45, Cin’de ise %11 olarak bildirilmistir. Giiney Amerika
ulkelerinden Brezilya’da %1 ila %13,4 arasinda degismektedir (Nasrallah vd., 2022).

Ulkemiz genelinde prevelans %0,4- %18,4 arasindadir. Istanbul merkezli bir
caligmada 1999-2009 yillar1 arasinda 27.664 disk1 6rnegi incelenmis; E. histolytica/dispar
siklig1 Akdeniz bolgesi i¢cin %3, Karadeniz bolgesinde %2, Dogu Anadolu’da %2,
Giineydogu Anadolu’da %4, Marmara bolgesinde %0,1, Ege bdlgesinde %0,3 olarak tespit
edilmistir. Bursa’da yapilan diger bir ¢alismada ise E. histolytica/dispar goriilme orani
%2,27 olarak bildirilmistir (EI-Dib, 2017; Yakut & Ozden, 2008).

E. histolytica enfeksiyonlarinda rezervuar, parazit ile enfekte ve diski ile kistleri dis
ortama atan kisilerdir. Dolayisiyla digki ile sadece trofozoit atan akut kanli ishalli hastalardan
kaynaklanan fekal-oral bulag beklenmez. Kistin hayatta kalabilmesinde en 6nemli faktor
sicakliktir, 40 °C {izeri sicakliga, kuruluga, iyotlu bilesiklere ve yiiksek derisimde klora ve

asetik asite duyarlidir (Saygi, 2009a; Shirley vd., 2020).
2.6. Patogenez

Parazit, enfekte hastalarmn ¢ok biiyiik bir kisminda herhangi bir semptoma neden
olmaksizin kommensal bir sekilde yasar. Invaziv enfeksiyonun ortaya ¢ikmasinda gesitli
virilans faktorleri rol oynar. Bu faktorler, galaktoz/N-asetilgalaktozamin lektin
(Gal/GalNAc lektin), sistein proteaz, amebapor, kollajenaz, nétral proteaz, ndraminidaz ve
R-glikozaminidaz gibi gesitli yapisal komponentler ve enzimlerdir. Bazi1 yeni arastirmalarda
ilave olarak, lipofosfopeptidoglikan ve serin-treonin-izolésinden zengin proteinin de
parazitin adezyonu ve sitotoksisitesinde etkili oldugu anlagilmistir (Kurt vd., 2019; Lejeune
vd., 2009). Bunlar icerisinden en onemli olanlar: Galaktoz/N-asetil-D-galaktozamin
(Gal/GalNAc) lektin, sistein proteazlar, amebaporlar ve lipofosfopeptidoglikan
kompleksidir (Ozgelik & Malatyali, 2008).

Galaktoz/N-asetil-D-galaktozamin  (Gal/GalNAc) lektin:  Birbirine  disulfid
baglariyla baglanmig agir (170 kDa) ve hafif (31-35 kDa) alt tinitelere nonkovalent olarak
baglanmis bir ara alt tinite (150 kDa) iceren 260 kDa agirliginda bir heterodimerdir. TUm bu
alt iiniteler farkli gen gruplari tarafindan kodlanirlar. Bir virulans faktori olarak esas gorevi
konak hucrelerine baglanma yani adezyondur. Ayrica kompleman direnci ve sitotoksisite

gibi rolleri de vardir. Lektine kars1 gelisen antikorlar in vitro adezyonu ve sitotoksisiteyi
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azaltir. Hem E. histolytica ve hem de E. dispar, Gal/GalNAc lektinlere sahiptir ancak bu iKi
tiiriin lektinleri yap1 ve islev bakimmdan farklilik arz eder. E. dispar’da bulunan lektin

yapisma, baglanma ve sitotoksisite agisindan ¢ok daha diisiik bir etkinlige sahiptir (Kurt vd.,
2019).

Sistein proteaz: Bu enzim, E. histolytica’nin konak dokularda yayilmasini
kolaylastiran, ekstraselliiler matriksi lizise ugratan, doku hasarma neden olan bir viriilans
faktori olarak bilinmektedir. Bagirsak duvarindaki kollajen, elastin, fibronektin ve laminini
parcalayarak infiltrasyonun derinlesmesine neden olur. Bunlarla birlikte C3a ve C5a gibi
kompleman proteinlerini, IgG’nin agir zincirini ve IgA’y1r parcalayarak parazitin
immuniteye karsi1 direng gostermesini saglar. Sistein proteazlar igin parazitin genomunda
yaklasik 50 adet gen bolgesi bulunmakla beraber; en cok EhCP1, EhCP2, EhCP5 ve ERCP7
eksprese edilir. E. dispar, E. histolytica’ya kiyasla 10 ila 1000 kat daha az sistein proteaz
uretir. Ayni1 durum disiik virtilan aktivite gosteren E. histolytica suslar1 i¢in de gegerlidir
(Argliello-Garcia vd., 2023; Ozgelik & Malatyali, 2008; Siqueira-Neto vd., 2018).

Amebapor: 77 aminoasitten olusan kiiciik proteinlerdir. A, B ve C olmak iizere ii¢ tip
amebapor vardir. Sitoplazmik vezikiillerde depolanan bu proteinler fizyolojik bir deterjan
olan saposin B’de bulunan “Saposin benzeri protein” (SAPLIP) bélgesini icerir. Bu deterjan
benzeri 6zellik sayesinde temas bagimli lizis yaparlar. Bu sekilde bakteri ve insan bagirsak
hiicrelerinde porlar olustururlar. Bu porlardan hiicre i¢ine kontrolsiiz bir iyon ve su girisi
olur, hiicreler siser ve parcalanirlar. Ayrica ¢evresinde bulunan lenfosit, makrofaj gibi
immiin sistem hiicrelerini de bu yolla lizise ugratarak immiiniteden kagista rol oynarlar.
Amebapor ekspresyonu engellenen E. histolytica suslar1 patojenitelerini biiylik 6lcide
kaybederler (Konig vd., 2021; Leippe vd., 2005).

Lipofosfopeptidoglikan yizey kompleksi (LPPG): E. histolytica’nin viriilans
faktorlerinden biri olan bu makromolekiil parazitin hiicre membraninda bulunmaktadir.
Oransal olarak %85 karbonhidrat, %8 peptit, %2,5 lipit ve %1 fosfattan olusur. Konak
bagisiklik hiicrelerinden proinflamatuar sitokinlerin salmmasima sebep olur. Inflamasyonu
artirarak konak dokulara infiltrasyonu kolaylastirir. Ayrica parazitin tiim yiizeyini kaplayan
bu yap1 mekanik bir bariyer olarak paraziti immiiniteye karsi1 korumaktadir. Diisiik viriilansa
sahip E. histolytica suslarinda daha az miktarlarda tiretilirken, E. dispar’da ise modifiye

edilmis bir versiyonu bulunmaktadir (Faust & Guillen, 2012; Jasni vd., 2022).
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Amebiyazis, asemptomatik kolonizasyondan invaziv amebik kolite (dizanteri) ve
daha cok karaciger ve akcigerlerde apse olusumu seklinde goriilen ekstraintestinal
enfeksiyonlara kadar ¢ok farkli klinik sekillerde tezahiir edebilir. Ayrica amebomadan toksik
megakolona ve perforasyona kadar degisebilen komplikasyonlar meydana getirebilir
(Tengku & Norhayati, 2011; Zlobl, 2001). Bu klinik tablolarm olusumunda konagin
immdanitesi, parazitin viriilansi, bagirsak mikrobiotasinin durumu ve viicuda alinan kist

sayis1 gibi faktorler rol oynamaktadir (Ustagelebi vd., 1999; Watanabe & Petri, 2019).

Enfeksiyon dort ¢ekirdekli kistlerin agiz yoluyla alinmasiyla baslar. Ekskistasyon
ince bagirsagin terminal ileum bolgesinde gergeklesir, hareketli trofozoitler buradan kalin
bagirsaga gO¢ ederler. Burada hiicresel artiklar ve mikroorganizmalarla beslenen, kalin
bagirsag1r kolonize eden, enkiste olarak digskiyla atilan non-invaziv forma veya kolon
mukozasini istila ederek doku hasarina neden olan invaziv forma dontisiirler. Ancak invaziv
veya non-invaziv forma gegisi belirleyen faktorler halen aydinlatilamamistir (Mathur vd.,
2024; Mortimer & Chadee, 2010).

Trofozoitler, kalin bagirsaga gectikten sonra yiizeylerinde bulunan Gal/GalNAc
lektin araciligiyla konak hiicrelerine tutunurlar. Tutunma parazitin patogenezindeki en kritik
asamadir. Ardindan sahip olduklar1 birtakim membran proteinleri, sistein proteaz enzimi ve
amebaporlar sayesinde konagin enterositlerine, makrofaj, notrofil ve lenfosit gibi immiinite
hiicrelerine yogun bir su ve ekstraselliiler kalsiyum girisi baslatarak hlcreleri parcalarlar.
Pargalanan veya hasarlanan bu hiicreler trogositoza ugrar. Trogositoz, fagositoza benzeyen
ancak fagositozdaki gibi tim hiicre yerine hasarlanan hiicrelerin bir yalnizca bir kisminin
yutuldugu bir siirectir. E. histolytica, trogositoz yoluyla aldigi insan hiicre membran
proteinlerini kendi yiizeyinde eksprese eder. Bu yolla, kan dolasimmna gectiginde serum

proteinleri tarafindan yakalanarak parcalanmaktan kurtulmus olur (Mathur vd., 2024).

Ayrica, Gal/GalNAc lektin, serin-treonin-izoldsinden zengin protein ve
lipofosfoproteoglikan yiizey kompleksi (LPPG) konak hicrelerinde sitotoksisite ve
kalsiyum girisi sonras1 apoptoza neden olmaktadir. Meydana gelen apoptoz ve salinan sistein
proteaz enzimi fagositozu tetikler ve 6lu hiicreler bu sekilde ortadan kaldirilir (Christy &
Petri, 2011; Mathur vd., 2024). Huston vd. (2003) yaptiklar1 bir calismayla E. histolytica
trofozoitlerinin  fagosite etmek igin 0Oncelikle apoptotik hicreleri tercih ettigini
gostermiglerdir. Olusan doku hasar1 ¢ogu zaman mukoza ve submukozada sinirli kalir,
muskdiler tabakay1 agsmaz. Patolojik kesitlerde tipik agzi dar, tabani daha genis sise seklinde

(flask-shaped) iilserlere sebep olur. Odem ve nekroz olmasma ragmen hasarli bolgede
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I6kosit oldukga azdir. Bagirsak ¢eperinde kanama alanlar1 olusur bu da diskiya tipik kanli
ishal gorinimdand verir. Nadir durumlarda trofozoitler lamina propriay1 da infiltre ederek
kan dolasimma gecebilmektedir. Ozellikle portal ven yoluyla karacigere gelerek apse
olusumuna sebep olabilirler. Hematojen yolla veya bu apselerin diyaframa ruptiri sonucu
komsulugunda bulunan akcigerlere de ulasabilir (Marie & Petri, 2014; Yakut & Ozden,
2008).

2.7. Klinik

E. histolytica enfeksiyonlar1 etkenin bulundugu yere gore farkli sekillerde karsimiza
¢ikmaktadir (Tanyuksel & Petri, 2003).

1. Intestinal amebiyazis
a. Asemptomatik kolonizasyon
b. Amebik kolit ve dizanteri

2. Ekstraintestinal amebiyazis

2.7.1. Asemptomatik kolonizasyon

Kolit ve/veya ekstraintestinal bir enfeksiyon tablosu olmaksizin, digkida parazitin
varliginin rastlantisal olarak tespit edilmesi asemptomatik kolonizasyon olarak adlandirilir.
Asemptomatik tasiyicilik veya noninvaziv intestinal infeksiyon gibi tanimlamalar da
kullanilmaktadir. Bulas sonrasi1 hastalarin yaklasik %90’1 herhangi bir belirti ve bulgu
gostermez. Ancak bazi durumlarda siskinlik, bagirsak aliskanliklarinda degisiklikler,
mukoid vasifli hafif ishal gibi miiphem ve intermittan sikayetler olabilir. Digki
mikroskobisinde eritrosit, 16kosit ve trofozoit yoktur, ancak kisa bir siire kist goriilebilir.
Kolonoskopide mukozal goriiniim dogaldir (Ben Ayed & Sabbahi, 2017; Othman vd., 2020;
Tiirkdogan, 2004).

Bununla birlikte olusan kolonizasyonun, takip eden yil igerisinde %9 oraninda
dizanteri ve karaciger apsesine ilerleyebildigi bildirilmistir (Shirley vd., 2020). Ayrica E.
histolytica ile enfekte asemptomatik vakalarin %80’ inin serumunda spesifik antikorlar tespit
edilmistir (Yanagawa vd., 2021). Ancak E. histolytica’ya mikroskobik olarak ¢cok benzeyen
E. dispar ile olusan asemptomatik kolonizasyonda spesifik antikorlar bulunmaz ve tedavi
gerekmez (Tirkdogan, 2004).
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2.7.2. Amebik kolit ve dizanteri

Hafif, aralikli ishalden, fulminan nekrotizan kolite kadar uzanabilen klinik tablo
genel olarak subakut bir baslangic gosterir. Kramp tarzinda karin agrisi, kusma, diskida
mukusla beraber gizli veya gros kanama, tenesmus, istah ve kilo kayb1 gibi semptomlar

goriiliir. Hastalarin tigte birinde ates meydana gelebilir (Alavi, 2007; Ullah vd., 2022).

Amebik kolit, ozellikle tan1 ve tedavisi zamaninda yapilmadigi takdirde %0,5
oraninda perianal fistul, ameboma, toksik megakolon, fulminan nekrotizan kolit gibi ender
ancak ciddi komplikasyonlar ortaya ¢ikarabilir. Gebelik, ¢cocuk yas, immiinsiipresif ilag
kullanimi, alkolizm, malnutrisyon ve malignensi gibi durumlar toksik megakolon ve
fulminan nekrotizan kolit gelismesinde onde gelen risk faktorlerindendir. Bu hastalarda
yiiksek ates (>38 °C), tasikardi, siddetli karmn agrisi, peritonit bulgulari, yogun kanli-
mukuslu ishal ve septik soka yatkinlik mevcuttur. Nekrotizan kolit gelisen hastalarda
mortalite oran1 %40’tir ve es zamanli karaciger apsesi olanlarda bu oran %89’a ¢ikmaktadir

(Kantor vd., 2018; Moran vd., 2023; Tiirkdogan, 2004).

Intestinal amebiyazis olgularmin  %1-2’sinde kaln bagirsagin ¢ekum ve
rektosigmoidal bdlgelerinde ameboma gelisebilmektedir. Ameboma, histopatolojik olarak
hiperplastik graniilasyon dokusundan olugan benign fibrotik bir lezyondur. Gecikmis tani ve
yetersiz tedavi en dnemli risk faktorleridir. Tumére benzer kolonoskopik gorintlsu ve
olusturdugu sikayetler sebebiyle karsinomlarla karisabilmektedir (Memis vd., 2025;
Tirkdogan, 2004).

2.7.3. Ekstraintestinal amebiyazis

Trofozoitlerin kalin bagirsak duvarmi penetre ederek kan dolasimina ge¢mesi sonucu
farkli doku ve organlarda amebiyazis gelisebilir. En sik goriilen ekstraintestinal tutulum
portal ven yoluyla karacigere gelen trofozoitlerin yaptigi amebik karaciger apsesidir
(Stanley, 2003). Amebik karaciger apsesi, amebiyazis vakalarinin %9’unda bir
komplikasyon olarak ortaya ¢ikar. 2010 yilinda diinya genelinde 50.000 6lime neden
olmustur (Usuda vd., 2022).

Genel itibariyle akut bir baslangig gosterir. Usiime-titreme, ates, istahsizlik, sag iist
kadran agris1, hepatomegali gibi belirti ve bulgular mevcuttur. Laboratuvar parametrelerinde
anemi, lokositoz, hipoalbiiminemi, artmis sedimentasyon hizi, alkalen fosfataz ve

transaminazlarda yiikkselme vardir. GOrtintlileme yontemleriyle karacigerde genelde tek apse
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goriliir ve biliylik oranda sag lob tutulmustur. Bu hastalarin yapilan digki incelemelerinde

parazitin Kist veya trofozoitine rastlanmayabilir (Kantor vd., 2018; Stanley, 2003).

Akcigerler, amebiyazisten en sik etkilenen ikinci ekstraintestinal organdir.
Ploropulmoner amebiyazis, ¢ogunlukla amebik karaciger apsesinin plevral bosluga riiptiirii
sonucu gelisir. Daha nadir olmakla birlikte hematojen veya lenfatik yolla da akciger
tutulumu miimkiindiir. Riiptiir sonras1 gelisen yayilimda, akcigerin en sik alt ve orta loblar1
etkilenir. Pulmoner apse, bronkohepatik fistiil ve ampiyeme neden olur. Gogiiste ve sag
skapuler alanda agri, Oksiiriik, ates ve balgamda safra bulunmasi akla pléropulmoner

amebiyazisi getirmelidir (Kantor vd., 2018; Putra vd., 2023).

Daha nadir olmakla beraber purilan perikardit, peritonit, cilt lezyonlar1 ve hatta

beyin apsesi gibi ciddi sonuglar1 olabilen doku ve organ tutulumlar1 da goriilebilmektedir
(Moran vd., 2023).

2.8. Immiinoloji

E. histolytica bagirsak epiteliyle temasi ve istilas1 izerine, parazite karsi savunma
amaciyla bir dizi immiin yanit aktive olur. Buna karsilik amip, bagisiklik yanitina direnmek

ve hayatta kalip patogenezini siirdiirmek icin ¢esitli kacis mekanizmalar1 gelistirmistir

(Uribe-Querol & Rosales, 2020).

Amip, vicuda girdiginde Oncelikle dogal bagisiklik mekanizmalariyla karsilasir.
Mide asidi, duyarli mikroorganizmalar1 61ldiirme yetenegi sayesinde enteropatojenlere karsi
onemli bir ilk savunma hattidir. Ancak mide asidi birgok mikroorganizmay1 6ldiirsede, amip
Kistleri bu aside direncglidir. Bagirsakta, misin tabakasi epitel hiicrelerini korumaktadir,
ancak trofozoitler Gal/GalNAc lektin araciligiyla misine baglanarak sistein proteaz ile
mukus tabakasini ve ekstraselliiler matriks elemanlarmi parcalarlar. Amipler epitele
ulastiginda, epitel hiicreleri Gal/GalNAc lektini TLR-2 ve TLR-4 reseptorleri ile algilar
(Moonah vd., 2013; Uribe-Querol & Rosales, 2020). Bu etkilesim, NF-«B aktivasyonunu
tetikleyerek IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin
tiretimini baslatir (Rosales, 2021). Ayrica, E. histolytica yiizeyindeki LPPG adli kompleks
de TLR-2 tarafindan taninarak IL-10 Uretimini indikler (Uribe-Querol & Rosales, 2020).
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Salgilanan IL-8 Ozellikle notrofiller i¢in potent bir kemoatraktandir ve bu hiicreleri
hizli bir sekilde invazyon alanina g¢eker. Kan dolasimindan enfeksiyon alanina gelen
notrofiller; fagositoz, degraniilasyon ve nétrofil hiicre digi tuzak (NET) olusumu gibi

antimikrobiyal mekanizmalar1 devreye sokarlar (Uribe-Querol & Rosales, 2020).

Makrofajlar da amebiyazise kars1 savunma da énemli rol oynamaktadir. Ozellikle
TLR-2 ve TLR-4 araciligiyla amip varhigini algilayarak IL-1, IL-6 ve IL-12 gibi ¢esitli
sitokinler salgilarlar. Aktive makrofajlar nitrik oksit (NO) Uretimi ve amip metabolizmasini
bozan ¢esitli antimikrobiyal ajanlar sayesinde E. histolytica’yr 6ldiirebilme kapasitesine
sahiptir (Uribe-Querol & Rosales, 2020).

Amebiyazise karsi diger Onemli bir savunma hatt1 ise hiicresel immiinitedir.
Enterositlere ek olarak dentritik hiicreler de toll-like reseptorleriyle amipleri tanirlar ve
ardindan T lenfositleri aktive ederler. T lenfositlerin cevabi enfeksiyonun gidisatina direkt
olarak etki eder (Uribe-Querol & Rosales, 2020). Thl’lerden salinan IFN-y amebiyazise
kars1 koruma sunarken, Th2 hiicrelerinden saliman IL-4’ilin invaziv enfeksiyonla iligkili
oldugu bulunmustur. Nitekim ¢ocuklarda, yiiksek serum IFN-y seviyelerinin enfeksiyondan
korunmayla korele oldugu, invaziv amebiyazisli hastalarda ise serum IL-4 seviyelerinin

yuksek oldugu tespit edilmistir (Haque vd., 2007; Nakada-Tsukui & Nozaki, 2016).

Ayrica fareler Uzerinde yapilan bir as1 ¢alismasinda IFN-y ve IL-17’nin asilama
sonrasi korunmada rol aldig1 gosterilmistir. CD8+ T lenfositlerden salinan IL-17; mdsin
Uretimi artirmak, antimikrobiyal peptidlerin salgilanmasini indiiklemek, kolon epiteli
boyunca IgA transportunu ve noétrofil infiltrasyonunu artirmak gibi ¢ok yonli bir rol

oynamaktadir (Nakada-Tsukui & Nozaki, 2016).

Bagirsak limeninde bulunan Gal/GalNAc lektine karsi olusmus IgA, amebiyazise
kars1 koruyucudur ve kolon duvarinda parazit kolonizasyonunu azaltir. Ancak enfeksiyon
stirecinde, E. histolytica’ya kars1 ortaya ¢ikan spesifik IgG yanit1 invaziv hastaligi veya
rekiirren enfeksiyonlar1 6nlemez. Bu antikorlarin koruyucu etkiye sahip olmamasinin
nedenlerinden biri parazitin iirettigi sistein proteazdir. Zira bu enzim, IgG’yi doz bagimli bir

sekilde pargalama yetenegine sahiptir (Uribe-Querol & Rosales, 2020).
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2.9. Laboratuvar Tam

Amebiyazisin laboratuvar tanis;; mikroskobik, immiinolojik ve molekiiler
yontemlere dayanir. Parazitin bulundugu yere gore digki, ¢esitli viicut sivilar1 ve doku

ornekleri i¢in farkli yontem ve tetkikler kullanilmaktadir.

Bu nedenle mikroskobik yontemlerin yani sira kiiltiir, izoenzim analizi, antijen
saptama testleri, molekiiler yontemler ve hizli tan1 testleri gibi farkli yontemlere ihtiyag
duyulabilmektedir. Intestinal amebiyazisin tanisi, ekstraintestinal amebiyazisten belli
noktalarda ayrismakta ve bu asamalarda ¢esitli zorluklar karsimiza ¢ikmaktadir. Ornegin;
asemptomatik tasiyicilarda ve dizanteri gegirmis vakalarda parazite karsi olusan IgG
seviyeleri serumda belli bir slire boyunca pozitif kalmaya devam etmektedir. Dolayisiyla
serumda bu antikorlarin tespit edilmesi, ge¢mis ve mevcut enfeksiyonlar1 ayirt etmede

yardime1 olmamaktadir (Jannati vd., 2024).

Diger bir durum ise, ¢ogu ekstraintestinal amebiyazis vakasinda eszamanli bir
amebik kolit tablosunun olmamasidir. Bu nedenle ekstraintestinal amebiyazis siiphesinde,
eger hasta gastrointestinal semptomlar gdstemiyorsa digki mikroskobisi tani agisindan

yetersiz kalmaktadir (Jannati vd., 2024).
2.9.1. Mikroskobik inceleme

Mikroskobik yontemler; ucuz, hizli ve basit olmalar1 sebebiyle amebiyazis tanisinda
uzun zamandir yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak E. histolytica’ya morfolojik olarak
birebir benzeyen E. dispar ve E. moshkovskii gibi tiirleri ayirt etmek miimkiin degildir. Bu
nedenle direkt mikroskobik baki tek basina tanisal deger tasimamaktadir (Jannati vd., 2024;
Yakut & Ozden, 2008).

Ornekler hem direkt olarak boyasiz bakida hem de lugol veya D’ Antoni iodin gibi

iyot iceren ¢dzeltilerle boyanarak incelenebilir. Tyot, niikleuslarin goriiniirliigiinii ¢ok daha

iyi hale getirmektedir (Saidin vd., 2019; Yakut & Ozden, 2008).

Eritrosit fagosite etmis trofozoitleri veya kistleri gérmek parazitin laboratuvar tanisi
agisindan olduk¢a Onemlidir ve E. histolytica lehine bir bulgu olarak degerlendirilir.
Parazitin kist formu daha ziyade sekilli diskilarda goriiliirken, trofozoitler ise kan, mukus ve
ply igeren, sekilsiz digkilarda karsimiza ¢ikmaktadir. Direkt boyasiz bakilarda trofozoitlerin

cekirdeklerini gorebilmek oldukga zordur (Jannati vd., 2024; Kurt vd., 2019).
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Direkt mikroskobik incelemede trofozoitleri hareketli sekilde gorebilmek igin
digkinin taze olmasi gereklidir. Hareketli trofozoitleri gorebilmek igin, 6rnek bir saat
icerisinde laboratuvara ulagtirilip incelenmeye alinmalidir. Eger hemen inceleme olanagi
yoksa, digki polivinil alkol (PVA), Schaudinn fiksatifi veya sodyum asetat-asetik asit-
formalin (SAF) ile fikse edilmeli veya +4 °C’de saklanmalidir. Bu sekilde trofozoitler 4 saate
kadar hareketli olarak korunabilmektedir. Aksi takdirde hizla pargalanirlar (Das vd., 2022;
Jannati vd., 2024).

Immatiir kistler, bir veya iki cekirdeli olup kromatoid cisimcikler ve glikojen
vakuolleri igerirlerken, dort ¢ekirdekli matiir kistlerde bu yapilar kaybolmustur. Iyot iceren
cozeltilerle immatiir kistlerde bulunan glikojen vakuolleri koyu bir renkte boyanirlar.
Ayrica bu c¢ozeltiler hem immatiir hem de matiir kistlerin ¢ekirdeklerinin daha net

goriilebilmesi i¢in kullanilirlar (Nowak vd., 2015; Yakut & Ozden, 2008).

Ayrica kiimeler halinde eritrositler, Charcot-Leyden kristalleri gibi yapilar da
mikroskobide gorilebilen bulgulardir. Bu kristaller eozinofil iriinlerinin dejenerasyona
ugramis kalintilaridir. Bir ¢alismada, E. histolytica ile enfekte 10.000 hastanin disk1 6rnegi
incelenmis ve Orneklerin %?20’sinde Charcot-Leyden kristalleri pozitif bulunmustur

(Aegerter vd., 2021; Kurt vd., 2019).

Digk1 6rneklerinin direkt incelenmesi hizli ve kolay sonug¢ vermesi sebebiyle sikca
tercih edilmektedir. Ancak az sayida kist veya trofozoit igeren Orneklerde cesitli
yogunlastirma teknikleri kullanilmaktadir. Bu tekniklerin dayandigir temel esas fekal
materyal ile parazit kisti arasindaki yogunluk farkidir. Yiizdiirme ve ¢oktiirme olmak iizere
iki ana prensip mevcuttur. Coktiirme tekniklerinde kistten daha diisiik dansiteye sahip hafif
stvilar kullanildiktan sonra santrifiij yapilirken, yiizdiirmede ise daha yogun sivilardan
faydalanilarak kistlerin ylizmesi saglanir. ZnSO4, Sheather’s seker ylizdiirme, doymus NaCl
gibi yOzdirme; basit ¢okturme ve Ritchie Formalin-Ether gibi c¢oktirme teknikleri
uygulanmaktadir. E. histolytica tanisinda Ritchie Formalin-Ether ve basit ¢oktirme
yontemleriyle, ZnSO4 ve doymus NaCl ile yiizdiirme yontemleri %100 uyumlu
bulunmustur. Intestinal amebiyazis tanisinda herhangi birinin tercih edilebilecegi

bildirilmistir (Coplu vd., 2007).
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Sekil, biiytlikliik ve ¢ekirdek sayisi gibi morfolojik 6zelliklerin daha net ve ayrintili
gbzlemlenebilmesinde kalict boyama yontemleri daha iistiindiir. Bu yontemler sayesinde
direkt mikroskobiyle gozden kagmas1 muhtemel pozitif hastalar da yakalanabilir. Ayrica, bu
kalic1 preperatlar uzun siire saklanarak egitim materyali olarak degerlendirilebilir. Giemsa,
Wright, metilen mavisi ve trikrom iodin gibi ¢esitli boyalar kullanilabilse de rutinde trikrom
ve demir hematoksilen gibi boyama yontemleri dnerilmektedir. Bunlar arasinda ise en ¢ok
Wheatley trikrom boyama tercih edilmektedir. Trikrom boyama ve direkt mikroskobinin
karsilastirildigi bir ¢alismada 1054 6rnek i¢in direkt mikroskobinin paraziti tespit etme orani
%61,8 iken trikrom boyama i¢in bu oran %91,8 olarak bulunmustur (Das vd., 2022; Kaplan,
1992; Yakut & Ozden, 2008).

Ne var ki parazitin yalnizca morfolojik yapist incelenebildigi i¢in kalict boyama
teknikleri de dahil olmak Gzere higbir mikroskobik yontem patojen E. histolytica ile apatojen
E. dispar’t ayirt etmede yeterli degildir (Kaplan, 1992). Bundan dolay1 giincel tani
algoritmalarinda boyali ya da boyasiz mikroskobik tan1 yontemleriyle E. histolytica lehine
diistiniilen 6rnekler, E. histolytica/dispar olarak raporlanmalidir. Bu durumun tek istisnai
durumu eritrosit fagosite etmis trofozoitlerin goriilmesidir. Eritrofagositoz uzun zamandir
mikroskobik degerlendirmede E. histolytica i¢in kesin tani kriteri olarak kabul edilmistir
(Korkmaz & Ok, 2011; Tanyuksel & Petri, 2003).

Mikroskobi sonuglarina olumsuz etkisi olan baska faktorler de bulunmaktadir.
Bunlardan bazilari; incelemeyi yapan kiginin yeterli deneyime sahip olmamasi, 6rnegin
laboratuvara iletilmesinde gecikme, érnegin uygunsuz sekilde alinmasi, hastanin yakin
zamanda antibiyotik, antiasit, antidiyareik ilaclar (bizmut, kaolin), lavman, purgatif, laksatif
kullanmis olmasi, saklama kosullarina uyulmamasi, 6rneklerin uygun bir fiksatifle muhafaza
edilmemesi, kommensal yasayan amip tirlerinin varligi, immotil trofozoitlerin
polimorfonukleer l6kositlerden, makrofajlardan ve epitel hiicrelerden ayrimmnin zor olmasi
gibi durumlardir (Das vd., 2022).

2.9.2. Kultdr ve izoenzim analizi

Kiiltiir i¢in kullanilan besiyerleri ksenik ve aksenik olarak siniflandirilmistir. Ksenik
besiyerleri de monofazik ve difazik olarak ikiye ayrilmistir. E. histolytica’y1 ilk kez 1925
yilinda Boeck ve Drbohlav yumurta iceren ksenik besiyerinde tiretmeyi basarmiglardir

(Malatyal & Ozgelik, 2010).
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Ksenik besiyerlerinde yapilan kiiltlirlerde parazitin yan1 sira tanimlanmamas bir flora

da bulunmaktadir. Aksenik kiiltiirlerde ise parazit haricinde higbir canli hiicre bulunmaz (EI-
Dib, 2017).

Ksenik kiiltiir i¢in gelistirilmis farkli besiyerlerinden; difazik Locke-egg, Robinson
ve monofazik TYSGM-9 en sik tercih edilenlerdir. TYI-S-33 ve YI-S besiyerlerinin ise
aksenik kiiltiir i¢cin genis bir kullanim alan1 bulunmaktadir. E. histolytica kiiltiirii; diski,

rektal biyopsi 6rnekleri ve karaciger apse drenaj materyalinden yapilabilir.

Karaciger apse drenaj mayii genelde steril oldugu i¢in ksenik bir kiiltlir ortaminda
uretilmek istenirse, inokulasyondan dnce besiyerine bir bakteri veya tripanazomatidin ilave
edilmesi gerekir (Fotedar vd., 2007).

Entamoeba dispar ksenik kiltiirde dretilebilir; ancak c¢ogu izolat monoksenik
kiiltiirde zayif Ureme gosterir ve sadece birkag susun aksenik kiiltiirde yasayabilir oldugu
bildirilmistir, bu da E. dispar’in partikil icermeyen bir ortamda besin elde etme konusunda
E. histolytica’dan daha az yetenekli oldugunu diisiindiirmektedir (Fotedar vd., 2007).

E. histolytica’nin disk1 veya karaciger apsesi gibi klinik 6rneklerden kiiltiirii onemli
oranda yanlis negatif sonug vermesi ve teknik olarak zor olmasi dolayisiyla tercih edilmez.
Klinik laboratuvarlarda E. histolytica kiiltiirii rutin bir prosediir olarak uygulanabilir degildir
ve duyarliligi mikroskobiden daha diisiiktiir. Referans laboratuvarlarda dahi duyarlilik
oranlart %50-70 seviyelerinde kalmaktadir. Stirdiiriilmesi zor, pahali ve yogun emek
gerektiren bir yontemdir. Kiiltiir sirasinda bakteri, mantar veya diger protozoOnlarmn asir1i
¢ogalmasi karsilasilan ana sorundur. Bu nedenle kiltiir, Entamoeba tlrlerinin tespiti icin

rutin bir tan1 prosediirii olarak 6nerilmez (Fotedar vd., 2007).

[zoenzim (zimodem) analizi, DNA tabanli tekniklerin gelistirilmesinden &nce E.
histolytica alt gruplarin1 ayirt etmek i¢in bagvurulan klasik altin standart yontemdir. Bu
teknik sayesinde patojen E. histolytica ile apatojen E. dispar ayirt edilebildigi gibi her bir

grup icerisindeki varyasyonlar1 da tanimlama sans1 dogmustur (Mahmood, 2023).

Zimodem, bazi enzimler igin ayni elektroforetik paterni gdsteren bir grup amip
varyant1 veya susu olarak tanimlanabilir. Zimodemler, malik enzim, glukoz fosfat izomeraz,
hekzokinaz ve fosfoglukomutaz izoenzimlerinin elektroforetik paternlerinden olusur.
Bugtine kadar toplam 24 farkli zimodem tanimlanmustir, bunlarm 21’1 insan izolatlarindan

(9°u E. histolytica ve 12°si E. dispar) elde edilmistir (Mahmood, 2023).
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Endemik bdolgelerde yapilan epidemiyolojik caligmalarda fayda saglasa da; bu
yontem oldukga zaman alicidir ve basarist kiltliriin  basarisina  baghdir.  Kiiltiir
prosediirlerinde karsilasilan biitiin zorluklardan etkilenmektedir. Ayrica, mikroskobiyle

pozitif bulunmus 6rnekler i¢in negatif sonuglar verebilmektedir (Mahmood, 2023; Tasbent,
2022).

Parazitleri kiltirde tretmek icin gereken tecribe, teshis siirecinin karmasikligi ve
maliyet nedeniyle zimodem analizi rutin klinik laboratuvar calismalarma kolayca dahil
edilemez. GUnumiizde Entamoeba tirlerini incelemek igin; DNA tabanli yontemler, kiltir

ve izoenzim analizi yontemlerinin yerini almistir (Mahmood, 2023).
2.9.3. Antikor saptama yontemleri

Hastaligin nadir goriildiigii gelismis lilkelerde antikor saptama yontemleri, tanisal
anlamda faydali olabilmektedir. Ancak E. histolytica enfeksiyonlarinin sik gorildigi
endemik bolgelerde gegirilmis enfeksiyon ile halen devam eden akut enfeksiyonu ayirt
etmede yetersiz kalmaktadir. Bunun nedeni ise enfeksiyon tamamen tedavi edilse bile

antikorlarin serumda yillarca pozitif kalabilmesidir (Fotedar vd., 2007; Tasbent, 2022).

Antikorlarin tespiti i¢in indirekt hemagliitinasyon (IHA), lateks agliitinasyon,
immiinoelektroforez, karsi  immiinoelektroforez, amebik jel  diflizyon testi,
imminodiffiizyon, tamamlayici fiksasyon, indirekt immiinofloresan testi (IFA) ve ELISA
dahil olmak iizere bir¢ok farkli test gelistirilmistir. Kompleman fiksasyon testleri
digerlerinden daha az duyarli goriinmektedir, uygulanmasi daha maliyetlidir ve cogu
laboratuvar tarafindan kullanilmamaktadir. IHA’nin  uygulanmasi kolaydir ve
gastrointestinal semptomlar gésteren insan immin yetmezlik virisi (HIV) enfeksiyonlu
hastalarda oldukca spesifik (%99,1) bir tan1 aract oldugu gosterilmistir. Ancak, ELISA’ya
kiyasla daha fazla yanlis negatif sonug verebilmektedir (Fotedar vd., 2007).

Immiinoelektroforez, kars1 immiinoelektroforez ve immiinodifiizyon yontemleri agar
jel membraninda antikor ve antijenin presipite olma 6zelligine dayanir. Ekstraintestinal E.
histolytica enfeksiyonuna kars1 gelisen antikorlarn kars1 immunoelektroforez ile tespitinin
zaman alict oldugu ancak invaziv amibiyazisli hastalarda yiiksek bir duyarliliga (100%)
sahip oldugu gosterilmistir. IFA ise gegirilmis ve hali hazirda devam eden enfeksiyonu ayirt
etme konusunda basarili bulunmustur. Ancak bu testin, kiltir ve ardindan antijen hazirlama
konusunda beceri ve tecrube gerektirmesi nedeniyle rutin laboratuvarlarda uygulanmasi
zordur (Fotedar vd., 2007).
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ELISA, diinya capmda en sik basvurulan yontemlerden biridir ve asemptomatik
hastalarda anti-amebik antikorlar1 tespit etmek ve epidemiyolojiyi ortaya koymak igin
kullanilmaktadir. Bu yontemin 6zellikle amebik karaciger apsesi olan hastalarin tanisi i¢in

yeterli oldugu disiiniilmekte olup laboratuvarda kolayca uygulanabilir.

Ayrica, amebiyazis sliphesi olan ancak diskida organizma tespit edilemeyen
intestinal ve ekstraintestinal enfeksiyonlarin tanisinda da kullanilabilir. Intestinal amebiyazis
hastalarinin serumunda Gal/GalNAc lektine kars1 gelisen IgM tiirtindeki antikorlar, ELISA
ile diger amip tiirleriyle ¢apraz reaksiyon vermeden yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikle tespit
edilmektedir. Ayrica ELISA ile tiikiiriik salgisinda IgA tespiti de ozellikle intestinal
enfeksiyon tanisinda faydali bulunmustur (Fotedar vd., 2007; Hooshyar & Rostamkhani,
2022).

2.9.4. Antijen saptama yontemleri

Diski 6rneklerinde E. histolytica antijen tespitinde, sahip oldugu bazi 6nemli
avantajlar sebebiyle ELISA yontemi siklikla tercih edilmektedir. E. histolytica ile E. dispar’1
ayirt edebilmesi, yiiksek duyarlilik ve Ozgillik gostermesi, deneyimli personel
gerektirmemesi, hizli ve objektif sonuc¢ alinabilmesi, ayni anda ¢ok sayida Ornek
calisilmasma imkan vermesi ve molekiiler tekniklere gére daha ucuz olmasi gibi avantajlar1

vardir (Beder & Tasbent, 2024).

Monoklonal antikorlarm kullanildigi bu ELISA Kitleri, parazite ait Gal/GalNAc
lektini veya serinden zengin antijeni tespit edecek sekilde tasarlanmiglardir. Ancak digkiya
eklenen fiksatiflerin antijenleri pargalamasi sebebiyle, yalnizca taze veya dondurulmus
orneklerde dogru sonuca ulasilabilir. Bunlara ek olarak, aragtirmalarda, lektinden zengin
yuzey antijeni, lipofosfoglikan, tikurikte tespit edilen 170 kDa adherans lektin amibik
antijen de tespit edilmistir (Fotedar vd., 2007).

ELISA’ya ilave olarak digki da antijen tespiti i¢in gelistirilmis immiinokromatografik
testler de mevcuttur. Olduk¢a kolay uygulanabilmeleri ve hizli bir sekilde sonug¢ vermeleri
sebebiyle smirlt imkanlara sahip laboratuvarlarda ve sahada kullanima uygundurlar.
Yalnizca E. histolytica antijenlerini tespit edebilen veya E. histolytica ile beraber Giardia ve
Cryptosporidia gibi farkli parazitlerin antijenlerinin de tek seferde taranabildigi kitler
mevcuttur. Ancak antijen saptamada gosterdikleri diisiik performans ve patojen/apatojen

suslarin ayrimin1 yapamamak gibi dezavantajlar1 vardir (EI-Dib, 2017).
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2.9.5. Molekiiler tam yontemleri

E. histolytica’yr diger Entamoeba tiirlerinden ayirt etme kabiliyeti ve yiiksek
duyarlilik gibi avantajlar1 dolayisiyla ¢esitli PCR teknikleri amebiyazisin molekiler
tanisinda guvenle kullanilmaktadir (Carrero vd., 2020).

E. histolytica’nin genomik diizeyde tanimlanmasi i¢in farkli yontemler kullanilsa da
bircogunda hedef gen sekansi, ribozomun kigik alt Unitesini kodlayan (SSU-rRNA)
bolgedir. Bunun nedeni ise E. histolytica ile E. dispar’in 18S rRNA genleri arasinda yiiksek
derecede varyasyon olmasidir (Hooshyar & Rostamkhani, 2022). Bu geni hedef alan PCR
tekniklerinin, mevcut en iyi ELISA testinden 100 kat daha hassas oldugu ortaya konulmustur
(Morén vd., 2023). Etkeni tespit etmede gosterdikleri bu essiz performans nedeniyle PCR’1n

amebiyazis teshisinde altin standart olabilecegi diistiniilmektedir (Carrero vd., 2020).

Ayrica, 16S benzeri rRNA, sistein proteaz 8 (CP8), serinden zengin E. histolytica
proteini (SREHP), hemolizin (HLY6), adezin (adh112) ve aktin gibi proteinlerin kodlandig1
genler de molekiiler yontemlerle hedeflenen diger genlerdir (Calle-Pacheco vd., 2022;
Carrero vd., 2020).

Entamoeba turlerinin tespiti ve ayirici tanisi i¢in en ¢ok kullanilan teknikler;
konvansiyonel PCR, PCR-RFLP, nested PCR, multipleks PCR, nested multipleks PCR, real-
time PCR ve dongii aracili izotermal amplifikasyon testi (LAMP)’dir. Bu teknikler; ksenik-
aksenik kultdrler, diski, karaciger apse drenaj mayi, idrar, kan, tukurik, biyopsi ve otopsi

Ornegi gibi materyallere uygulanabilmektedir (Ali, 2015; Hooshyar & Rostamkhani, 2022).

Gunimuizde, yiksek maliyetli, uzun zaman alan, kantitatif olmayan sonuclar veren
ve yanlis pozitif sonug verme ihtimalinin daha fazla oldugu konvansiyonel PCR yerine real-
time PCR tercih edilmektedir. Real-time PCR yontemi, PCR sonrasi kontaminasyon ve buna
bagl yanlis pozitif sonuglar1 ortadan kaldirmistir. Ayrica kantitatif sonu¢ verebilmesi ve
konvansiyonel PCR ile tespit edilemeyen ¢ok diisiik miktarlardaki parazit genomunu tespit
ederek tanisal duyarlihi@i artirmasi gibi avantajlari da bulunmaktadir (Hooshyar &
Rostamkhani, 2022).

Diskida bulunabilen ¢esitli inhibitorler nedeniyle PCR sonucglar1 olumsuz
etkilenebilir. Bu nedenle diskidan parazite ait niikleik asitlerin ekstraksiyonu noktasinda
birtakim gelistirmeler yapilmistir. Bu amagla PCR inhibitérlerini elimine edebilen
ekstraksiyon kitleri tiretilmistir. Boylece duyarlilik nemli 6l¢lide artirilmaktadir (Hooshyar
& Rostamkhani, 2022).
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Son yillarda molekiiler biyoloji tabanli yontemler izlenen adimlarin daha basit hale
gelmesi, artan duyarlilik ve 6zgulluk avantajlari nedeniyle amebiyazis teshisi igin altin
standart olarak kabul edilmistir. Ancak bu yontemlerin yiiksek maliyetleri, zaman alic1
olabilmeleri ve 6zel ekipman gerektirmeleri gibi dezavantajlar1 dolayisiyla gelismekte olan
ulkelerde laboratuvar rutininde yaygin kullanim alani bulamamaktadir (Hooshyar &
Rostamkhani, 2022).

2.10. Ayiricr Tani

Amebiyazisin ayirict tanisinda siireg; Oyku, klinik semptomlar, fizik muayene
bulgulari, radyolojik goériintiileme ve seroloji 1s18inda kapsamli bir sekilde yonetilmelidir
(Pritt & Clark, 2008).

Dizanteriye neden olan Salmonella, Shigella, Campylobacter, enteroinvaziv E. coli,
enterohemorajik E. coli ve Mycobacterium tuberculosis gibi bakteriyel; Schistosoma
mansoni ve Balantidium coli gibi paraziter enfeksiyonlara ek olarak; inflamatuar bagirsak
hastaliklari, karsinomalar, iskemik kolit, divertikiilit gibi enfeksiyoz olmayan hastaliklar
amebik kolit ile benzer sikayetlere neden olabilmektedir. Bu nedenle bakteriyel etkenlerden
ayirim yapilabilmesi i¢in digki kiiltiiriinden ve toksin testlerinden faydalanilabilir. Ayrica,
Schistosoma mansoni veya Balantidium coli enfeksiyonlarinda mikroskobide bu parazitlere
ait yumurtalar gordlebilir (Harries, 1982; Pritt & Clark, 2008; Shirley vd., 2020).

Amebik karaciger apsesi ise bakteriyel apse, ekinokokal kist, tuberkiiloz, metastatik
veya primer karaciger tiimorleri gibi farkli tedaviler gerektiren tablolarla karisabilir.
Radyoloji, enfeksiydz ve nonenfeksiyoz etiyolojileri ayirmada oldukca faydalidir ancak
bakteriyel ve amebik apse ayriminda yetersiz kalabilmektedir. Tamamen giivenilir
olmamakla beraber bakteriyel apselerle karsilastirildiginda amebik apse; karacigerin genelde
sag lobunda, soliter ve subkapsiiler yerlesimlidir. Ayrica, bu apselerden bilgisayarli
tomografi veya ultrason esliginde ince igne ile elde edilen aspirat ile kiiltiir ve antijen tespiti
icin ELISA testi yapilabilir. Nadiren, ploretik agri, Oksiiriik ve dispne ile kendini
gosterebilmesi nedeniyle pndmoni ile ayriminin yapilmasi gerekebilir (Pritt & Clark, 2008;
Tiirkdogan, 2004).
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2.11. Tedavi

Asemptomatik tastyicilar, siire¢ icerisinde %10 oraninda invaziv amebiyazise
doniigsme riski tagimakla beraber parazitin saglikli insanlara bulagsmasinda rezervuar gorevi
gormektedirler. Bu nedenle asemptomatik olsa da diskida kanitlanmis E. histolytica varligi
olan her hastanin tedavi edilmesi gerektigi bildirilmektedir.

Bazi yayinlarda ise parazitozun endemik oldugu bodlgelerde sadece semptomatik
vakalarin tedavi edilmesi Onerilmektedir (Ben Ayed & Sabbahi, 2017; Saygi, 2009b;
Tirkdogan, 2004).

Amebiyazisin klinik formuna ve semptomlarin ciddiyet derecesine gore farkl
amebisid ilaclar kullanilabilir. Tedavide sistemik etkili doku amebisidleri ve bagirsak
liimeninde etkili luminal amebisidler olmak {izere iki grup ilagtan yararlanilir. Paramomisin,
iyodokinol, diloksanid furoat ve nitazoksanid luminal; emetin, dihidroemetin, klorokin,

metronidazol ve tinidazol ise doku etkili ajanlardir (Moran vd., 2023).

Luminal ilaglar, bagirsak boslugunda etkinlik gostererek kistleri elimine ederler. Bu
grup, asemptomatik kolonizasyon tedavisinde Onerilir. Paramomisin, kisa siire igerisinde
etki gostermesi ve diisiik yan etki potansiyeli nedeniyle bu grupta bulunan ilaglar arasinda
en sik tercih edilenidir. Bagirsaklardan emiliminin olmamasi ve liimende bulunan
trofozoitlere de etki edebilmesi nedeniyle gebelerde kullanilmaktadir. Kramp tarzinda karm
agrisi, diyare ve bulanti en sik goriilen yan etkileridir (Ben Ayed & Sabbahi, 2017;
Tirkdogan, 2004).

Invaziv amebik kolit ve ekstraintestinal amebiyazis tedavisinde temel ilaglar
nitroimidazoller (metronidazol, tinidazol, seknidazol, ornidazol)’dir. Ancak parazitin
yalnizca trofozoit formuna etki gosterirler, kistlere karsi etkisizdirler. Tinidazol, seknidazol
ve ornidazoliin uzun yarilanma dmiirleri sayesinde tedavi daha kisa siirer ve daha iyi tolere
edilirler. Buna ragmen metronidazol, hizli bagirsak emilimi, miikkemmel biyoyararlanimi,
doku ve apseye penetrasyonu nedeniyle en sik tercih edilen ajandir (Ben Ayed & Sabbahi,
2017; Kantor vd., 2018; Pritt & Clark, 2008). Bir 6n ilag olan metronidazol, parazitin
tiyoredoksin rediiktaz enzimi ile cesitli reaktif molekillere indirgenir ve bu metabolitler
parazit icin toksiktir (Li vd., 2021).
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Metronidazol tedavisi swrasinda bulanti, kusma, bas agrisi, agizda metalik tat
olugmasi gibi hafif; anoreksiya ve ataksi gibi ciddi yan etkiler goriilebilir (Moran vd., 2023).
Ayrica yalnizca nitroimidazol verilen vakalarda tedavi sonrast %40-60 oraninda intestinal
limende persiste eden parazitler kalabilir. Bu nedenle 10 giinliik bir tedavi sonras1 relapsi
onlemek adma hastalara paramomisin verilmelidir (Kantor vd., 2018). Yan etkilerin
siddetlenebilmesi sebebiyle paramomisin ve metronidazol ayni anda kullanilmamalidir

(Tirkdogan, 2004).

Amebik kolit gibi amebik karaciger apsesi de biiyilk oranda metronidazol ve
paramomisin ile gergeklestirilen medikal tedaviye cevap verir. Vakalarin yalnizca %15’inde
perkiitan drenaja ihtiya¢ duyulur. Ancak, antiamebik tedaviye 5 ila 7 giin igerisinde yanit
almamadiginda, apsenin sol lobda lokalize olmasi ve 5 cm’den biiyiik bir ¢apa sahip olmasi
gibi riiptiir riskinin yiikksek oldugu durumlarda ve amebik plevral effizyonda drenaj
diisiiniilebilir. Goriintiileme kilavuzlugunda perkiitan igne aspirasyonu veya kateter drenaji

tercih edilen prosedurlerdir (Kantor vd., 2018; Pritt & Clark, 2008; Usuda vd., 2022).

Fulminant amebik kolit gelistigi takdirde, bakteriyel translokasyonu onlemek
amaciyla tedaviye genis spektrumlu antibiyotikler eklenmelidir. Toksik megakolon ve akut
karm belirtileri gosteren hastalarda cerrahi miidahaleler de gerekebilmektedir (Kantor vd.,
2018).

Geligsmekte olan, maddi kaynaklar1 kisitl endemik {ilkelerde standart ancak optimal
olmayan yaklasim, digkisinda trofozoit veya kist goriilen tiim hastalar tiir belirlemek i¢in ek
testler yapmaksizin tedavi etmektir. Ne var ki bu yaklasim asir1 ilag kullanim1 sonucu direng
gelisimine neden olmaktadir (Ben Ayed & Sabbahi, 2017; Pritt & Clark, 2008).
Amebiyazisin tedavisinde en yaygin kullanilan ila¢ olan metronidazoliin amebisidik
konsantrasyonlarmin laboratuvar kosullarinda parazit direncini indiikledigi goriilmiistiir.
Ilag direncinin, demir iceren stiperoksit dismutaz ve peroksiredoksin ekspresyonunun
artmasiyla iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Bunlara paralel olarak bazi E. histolytica

izolatlarinda kismi metronidazol direnci tespit edilmistir (Li vd., 2021).

50 yili agkin bir siiredir amebiyazis tedavisinde basariyla kullanilan metronidazole
kars1 gelismesi muhtemel direng nedeniyle ¢esitli terapdtik alternatifler arastirilmaktadir. Bu
baglamda E. histolytica’nin sistein proteaz, kitinaz gibi enzimlerine ek olarak L-sistein ve

poliamin sentezi gibi metabolik yolaklar1 hedef alinmaktadir (Li vd., 2021).
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2.12. Korunma

Amebiyazisten korunma ve enfeksiyonun kontroli i¢in birincil olarak; hijyen
aliskanliklarinin iyilestirilmesi ve su aritma sistemlerinin gelistirilmesi gibi temel 6nlemlerle
fekal-oral maruziyet riski azaltilmalidir (Moran vd., 2023). Etken bulasini1 azaltmak igin,
insan atiklarmin dogru sekilde bertaraf edilmesi, temiz suya erisimin saglanmasi ve
enfeksiyon hakkinda farkindaligin artirilmasi gerekmektedir. Tuvalet kullanimi sonrasit ve
yiyecek hazirlama dncesi elleri yikamak i¢in sabun ve su kullanilmaly, ¢ig tiiketilen sebze ve
meyveler iyice yikanmalidir. Ayrica bulas yollarindan biri olmasi bakimmdan giivenli

seksiiel aktivite tesvik edilmelidir (Danish vd., 2023; Moran vd., 2023).

Tim bu Onlemler sayesinde hastaliktan korunmak basit gibi goriinse de gelismekte
olan iilkelerin yoksul bélgelerinde bu imkanlari saglayacak temel altyap1 oldukga yetersizdir.
Bu nedenle, hikimetlerin ve saglik kuruluslarinin, amip bulasini dnlemek ve enfeksiyon
insidansin1 azaltmak i¢in gerekli kosullar1 ve altyapiyr saglamak i¢in blylk cabalar sarf
etmesi gerekmektedir (Moran vd., 2023).

Bahsedilen tedbirlere ilave olarak, E. histolytica enfeksiyonundan korunmada
gelistirilecek bir as1, yan etki profili agisindan ilaglara gore daha giivenilir olmasi, maliyet-
etkin ve uzun sureli bir koruma saglamasi bakimindan oldukc¢a énemlidir (Li vd., 2021). Ne
yazik ki, simdiye kadar bu hastaliga kars1 bir as1 elde etmek miimkiin olmamustir. Ancak,

son zamanlarda yapilan birgok as1 gelistirme ¢alismasi umut verici goriinmektedir (Moran
vd., 2023).

2.13. As1 Cahismalarn

E. histolytica’ya kars1 gelistirilecek ideal bir as1, uzun vadeli bir immiinolojik hafiza
saglamali, glivenli olmali, cocuklara uygulanabilmeli, amebik kolit ve amebik karaciger
apsesine karst koruyucu olmalidir. Teorik olarak asilama E. histolytica enfeksiyonunu
Onleyebilir, ancak baz1 major zorluklar nedeniyle heniiz onay alabilen ideal bir as1 yoktur
(Oryakhil vd., 2021).

Konak savunma yanitinda Ozellikle sekretuar IgA basta olmak lizere mukozal
immiinglobiilinlerin 6nemli rol oynadig1 ortaya konmustur. Ayrica, serumunda antiamebik
antikorlar1 pozitif olan kisilerde reenfeksiyonun daha az goriildiigli saptanmigtir. Buradan

hareketle 6zellikle endemik cografyalarda mortalite-morbidite oranlarinin azaltilmas: ve
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salginlarm Onlenmesi igin etkili bir ag1 gelistirilmesi biiyiik 6neme sahiptir (Kantor vd.,
2018; Tiirkdogan, 2004).

Parazitin Gal/GalNAc lektininin dogal ve rekombinant formlar1 kullanilarak yapilan
asilama caligmalarinda, bilesigin hayvanlar1 bagirsak ve karaciger amebiyazisine karsi
koruyabildigi gosterilmistir (Li vd., 2021). Kolera toksin B alt birimi imminojenik olmasi,
diisiik toksisite dinamikleri ve mukozal Th2 hicrelerini uyarabilmesi nedeniyle adjuvan
olarak denenmektedir (Oryakhil vd., 2021).

Nitekim, babunlar iizerinde yapilan bir arastirmada, kolera toksin B alt birimi, Gal-
lektin birlikte uygulandiginda E. histolytica reenfeksiyonuna karsi anlamli, orta diizeyde
koruma saglanmistir. Asilanan babunlarda daha yiiksek intestinal antipeptid 1gA, intestinal
antilektin  IgA ve serum antipeptid 1gG antikor titreleri gosterilmis ve takip
kolonoskopilerinde inflamatuar kolit veya amebik invazyon gézlenmemistir (Abd Alla vd.,
2012).

Hayvan modellerinde elde edilen bu basari, uygulanabilir bir insan agis1 gelistirmenin
miimkiin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak ne yazik ki, basarili bir asmin ayurt edici
Ozelligi olan uzun siireli immunolojik hafizanin indiiklenmesi heniiz hayvan modellerinde

gosterilememistir (Kantor vd., 2018).

Serinden zengin protein, 29 kDa rediktaz antijeni, heparin stlfat baglayan protein
(HSBP), 30 kDa kollajen baglayan protein (CBP30) gibi Gal/GalNAc lektin harici diger
komponentler de etkin bir as1 tiretimi i¢in tizerinde ¢alisilan diger hedeflerdir (Li vd., 2021;
Oryakhil vd., 2021).

E. histolytica’ya kars1 basarili bir asmin gelistirilmesi asamalarinda, hedef
immiinojenik proteinleri tanimlamanin yani sira, doz ve adjuvan optimizasyonu igin ¢ok

sayida ¢alisma yapilmasi gerekmektedir (Gardiner vd., 2015).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Etik Kurul ve Proje Destegi Bilgileri

Bu tez calismasi, Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Ilag ve
Tibbi Cihaz Dis1 Arastirmalar Etik Kurulu Baskanlig tarafindan 17 Kasim 2023 tarihinde
degerlendirilerek 2023/4629 sayili kararla onaylanmistir. Proje numaras1 24TU18001 olan
bu calisma Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Koordinatorliigii

tarafindan desteklenmistir.
3.2. Hasta Segimi

Calismamiza Kasim 2024-Mart 2025 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne ishal sikayetiyle basvuran hastalardan segilen 96
disk1 6rnegi dahil edildi. Cesitli servis ve polikliniklerden laboratuvarimiza génderilen bu
ornekler secilirken belirli kriterler gozetildi. Intestinal amebiyazis siiphesiyle génderilen,
sulu, sekilsiz, kanli ve/veya mukuslu olan diski 6rnekleri ¢alismaya dahil edilirken, sert ve
sekilli olanlar ¢alisma dis1 birakildi. Hastalara ait klinik bulgular ve demografik verilere

ulagmak i¢in laboratuvar veri sisteminden yararlanild1.

Secilen tiim orneklere; direkt mikroskobi, Wheatley trikrom boyama, ELISA ve

multipleks real-time PCR yontemleri uygulanarak E. histolytica varlig arastirildi.
3.3. Laboratuvar Calisma Basamaklan

Digki numuneleri agz1 genis, vida kapakli, seffaf kaplar icerisinde laboratuvarimiza
ulagtirildi. Gelen Ornekler makroskobik olarak degerlendirilip uygun gorulenler vakit
kaybetmeksizin Wheatley trikrom boyama prosediiriine alindi. Orneklere bir yogunlastirma
yontemi olan doymus NaCl ile yiizdiirme teknigi uygulanip ayr1 bir preperat hazirlanarak
direkt mikroskobik incelemeler yapildi. Trikrom ile boyanan kalict preperatlar x100’liik,

direkt mikroskobi i¢in hazirlanan preperatlar ise x40’lik bliyutme ile incelendi.

Ayrica ornekler, mikroskobi ¢aligmalariyla eszamanli olarak herhangi bir soliisyon
veya fiksatif ilave edilmeden ELISA ve PCR galismalar1 igin saklanmak iizere ayri
eppendorftiiplerine aktarilarak -80 °C’de muhafaza edildi. Daha sonra tiim 6rneklere ELISA
ve PCR testleri uygulandu.
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3.3.1. Mikroskobik inceleme
3.3.1.1. Direkt mikroskobik inceleme

Secilen tim oOrneklere direkt mikroskobik baki oncesi olasi paraziter etkenlerin
gOrulme ihtimalini artirmak tizere doymus NaCl ile yiizdiirme teknigi uygulandi. Bu yontem
igin ticari Para-Set Float parazitolojik tan1 amaclh yiizdiirme seti (Oytas, Turkiye) kullanild:
(Sekil 3.1). Doymus NaCl ¢ozeltisi, 1 litre distile suda 375 gram NaCl ¢ozllerek hazirland:.

Y 6ntemin uygulanmast:

Set icerisindeki filtreli aparatla bir miktar digsk1 6rnegi alinarak, ters ¢evrilmis kapak
icerisinde 4-5 mL doymus NaCl ¢ozeltisi ile karigtirilip homojenize edildi. Ardindan kabin
hazne kismi takilip set diiz sekilde konarak 6rnegin filtreden siiziilmesi saglandi. Siizme
asamasindan sonra haznenin tamami doymus NaCl ¢0zeltisi ile tepeleme dolduruldu.
Uzerine bir lam kapatilarak 30 dakika beklendi. Hazirlanan bu lam iizerine lugol ¢ozeltisi
damlatildiktan sonra lamel kapatilarak mikroskopta x40’1ik biyttme ile incelendi. Goriilen

stipheli E. histolytica/dispar yapilar1 ve olas1 diger parazitolojik etkenler not edildi.

Sekil 3.1. Para-set float parazitolojik tan1 amach ylizdiirme seti
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3.3.1.2. Wheatley trikrom boyama yontemi

Y 6ntemin uygulanmasinda hazir olarak satilan ticari bir boyama kiti (GBL, Turkiye)

kullanildi. Boya asamalar1 kit igerisinde yer alan kilavuza uygun sekilde gerceklestirildi.
Kit i¢eriginde bulunan reaktifler:

- Schaudinn fiksatifi

- Alkolik ¢ozelti

- Iyot soliisyonu

- Wheatley trikrom boyasi
- Asetik etanol

Boyama oOncesi 12 adet cam sale hazirlanarak etiketlendi ve numaralandirildi

Ardindan salelelere sirasina gore reaktifler konuldu.

Sekil 3.2. Wheatley trikrom boyama i¢in hazirlanan saleler ve reaktifler

%70’lik alkol igerisine demli ¢ay veya amber rengi elde edilene kadar stok iyot
soliisyonundan ilave edilerek reaktiflerden biri olan iyot ¢aligma soliisyonu hazirland.

Soliisyon 151k almayacak sekilde saklandi ve her hafta yenilendi.

Ornekten, bir aplikatér gubuk yardimiyla iki adet temiz lam {izerine yayma yapildi.
Yaymalarin kalnligi makroskobik olarak kontrol edildi. Cok ince veya ¢ok kalin

olmamasina 6zen gosterildi.
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Yaymalar hazirlandiktan sonra boya asamalarina gegildi:

Schaudinn fiksatifi (Yaymalar kurumadan hizli bir sekilde Schaudinn fiksatifi
icerisine konuldu. En az 30 dakika fiksatif igerisinde birakilarak sabitlendi. Bazi
durumlarda yaymalar bir gece fiksatif i¢inde birakildi.

Alkolik ¢ozelti (5 dakika)

Iyot galisma soliisyonu (2 dakika)

Alkolik ¢ozelti (3 dakika)

Alkolik ¢ozelti (3 dakika)

Wheatley trikrom boyasi (10 dakika)

Asetik etanol (2-3 saniye batirilip ¢ikarildi)

%100 alkol (Calkalama yapildi)

%100 alkol (5 dakika)

%100 alkol (5 dakika)

Ksilen (5 dakika)

Ksilen (5 dakika)

Boyama Kkalitesini arttirmak i¢in lamlar bir reaktiften digerine aktarilirken,

oncekinden arta kalan damlalar bir kurutma kagidina emdirilerek bir sonraki reaktifin

kirlenmemesine dikkat edildi. Yaymalar kuruduktan sonra immersiyon yagi damlatilarak

mikroskop altinda x100’1ik biyitmeyle incelendi.

3.3.2. ELISA

Calismaya alman tiim diski numuneleri E. histolytica’ya 6zgii adezin antijenini tespit

etmek i¢in gelistirilmis Entamoeba CELISA Path (Cellabs, Avustralya) Kiti ile arastirild.

Calisma basamaklart iiretici firmanin hazirlamis oldugu kilavuza uygun olarak

gerceklestirildi. Kit iceriginde bulunan reaktifler asagidaki gibidir:

Her birinde 8 kuyu bulunan 12 adet mikroplaka strip
Diltent (40 mL)

Konsantre yikama soliisyonu (50 mL)

Pozitif kontrol (3,5 mL)

Konjugat (7 mL)

Substrat (14 mL)

Stop soltisyonu (7mL)
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Sekil 3.3. ELISA kit icerigi

Kitin ¢alisma prensibi su sekildedir: Kit igeriginde bulunan mikroplaka kuyularinin
i¢ yuzeyinde E. histolytica adezin antijenini baglayan immobilize poliklonal antikorlar
bulunmaktadir. Ornek ve konjugat (E. histolytica adezinine spesifik monoklonal antikor
konjuge edilmis enzim) adezinin bu antikorlarla baglanabilmesi i¢in bu kuyulara konularak
inkiibe edilir. Eger 6rnekte adezin antijeni varsa enzim-antikor-antijen kompleksi olusur.
Daha sonra yikama islemiyle kuyular baglanmayan diski partikiillerinden temizlenir, ancak
olusan kompleks uzaklastirilamaz. Substrat eklenmesiyle gelisen reaksiyon sonucu kuyuda

bulunan kompleks miktariyla orantili bir renklenme meydana gelir.
Testin uygulanma basamaklar:

1. ELISA c¢alismasi i¢cin daha 6nce dondurularak saklanan ornekler kullanildi. Tim
ornekler ¢aliymaya alinmadan 6nce homojenizasyon icin vortekslendi. Diliisyon
asamasi i¢in her biri bir 6rnege karsilik gelecek sekilde numaralandirilmis eppendorf
tiipler hazirlandi. Sekilsiz ancak sulu olmayan 6rneklerden 0,2 gr, sulu 6rneklerden
400 pL alinarak bu tiipler igerisinde 400 pL diliientle karistirildi. Bu karigim 10
saniye kadar vortekslendi.

2. Her hasta 6rnegi i¢in ayr1 bir kuyu, pozitif ve negatif kontroller i¢in de birer kuyu
kullanild1.

3. Pozitif ve negatif kontrol kuyular1 da dahil olmak iizere tiim kuyulara bir damla

konjugat konuldu.
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Pozitif kontrol kuyusuna bir damla pozitif kontrol solisyonu, negatif kontrol
kuyusuna ise 100 pL diliient konuldu. Diger kuyulara vortekslenen diliie hasta
ornekleri eklendi. Bu islem sirasinda her bir kuyuya 200 pL 6rnek mikropipet
yardimiyla aktarildi. Kontaminasyonu Onlemek igin her Ornege ayri pipet ucu
kullanild.

. Plagn istii yapiskan seffaf bir bantla veya plastik bir kapakla kapatilarak karanlik
bir ortamda oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi.

. Inkiibasyon sonrasi plaka icerigi bosaltild. Otomatize Combiwash (Human
Diagnostics, Almanya) cihazinda tiim kuyular %5’lik diliie yikama soliisyonuyla 4
kez yikandi. Yikama sonrasi kalan damlalar plaka ters ¢evrilip temiz kagit havlulara
vurularak uzaklastirildi.

. Ardindan her kuyuya 2 damla substrat koyularak yine karanlikta ve oda sicakliginda
10 dakika inkube edildi.

. Bu siirenin ardindan son olarak her kuyuya bir damla stop soliisyonu eklendi. ki
dakika beklendikten sonra kuyular renk degisimi agisindan ChroMate 4300 PC
Controlled Elisa Microplate Reader (Awareness Technology Inc., ABD) cihazinda
450/620 nm’de analiz edildi.

. Analiz sonucu ODasos620 > 0,90 drnekler pozitif kabul edildi.
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COMBIWASH ~Human

Sekil 3.4. Otomatize ELISA mikroplaka yikama cihazi

Sekil 3.5. ELISA mikroplaka okuma cihaz
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3.3.3. PCR

-80 °C’de muhafaza edilen 6rnekler ¢alisma Oncesi oda sicakligma getirildi. DNA
ekstraksiyonu icin QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Almanya) kullanildi. Uretici

firmanin Onerileri dikkate alinarak yapilan ¢alismaya tiim digk1 6rnekleri dahil edildi.

Ekstraksiyon sonrast Ornekler bir multipleks real-time PCR kiti olan Bio-
Speedy Gastroenterit qPCR MX-6T Parazitik Panel (Bioeksen, Turkiye) ile ¢alisilda.

3.3.3.1. Nukleik asit ekstraksiyonu
Kit icerigi su sekildedir:

- QlAamp DNA mini spin kolon
- InhibitEX Buffer

- Proteinaz K

- Buffer AL

- Buffer AW1

- Buffer AW2

- Buffer ATE

QIAcmp® Fast DNA Stool

Mini Kit (50)
I o

Y

e ed

Sekil 3.6. Ql1Aamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Almanya)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Ekstraksiyon basamaklari:

. Disk1 6rneklerinden 180-220 mg kadar (6rnek sulu ise 200 pL) alinarak 2 mL’lik

mikrosantrifuj tiplerine konuldu.

Tum Orneklere 1 mL InhibitEX Buffer ilave edilip 1 dakika boyunca veya 6rnek
tamamen homojenize oluncaya dek vortekslendi.

Bu suspansiyon 5 dakika boyunca 70°C’de isitildi. Zor pargalanan 6rnekler igin
sicaklik 95°C’ye ¢ikarildi ve ardindan 15 saniye vortekslendi.

Diski partikiillerini ¢oktiirmek i¢in 6rnekler 1 dakika santrifuj edildi.

15 pL Proteinaz K, 2 mL’lik yeni bir mikrosantriflj tliptne konuldu.

Santrifiij edilen 6rnegin lizerindeki siipernatant kismindan 200 pL alinarak Proteinaz
K iceren tiipe pipetlendi.

Aynu tiip igerisine 200 pL. Buffer AL de konduktan sonra 15 saniye vortekslendi.
Homojen bir karisim elde edildi.

70°C’de 10 dakika inkiibasyona birakild.

Daha sonra tupun icerisine 200 uL etanol (%96-100) pipetlenerek vortekslendi.
Olusan bu 600 puL hacmindeki lizat QIAamp spin kolona aktarildi. Spin kolon kapagi
kapatilarak 1 dakika santrifiij edildi.

QlAamp spin kolon yeni bir 2 mI’lik toplama tiipiine yerlestirildi ve filtrat iceren tiip
atildu

Spin kolon dikkatlice agilarak igine 500 puL Buffer AW1 eklendi. 1 dakika santrifiij
edildi. Ardindan spin kolon yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi ve filtrat
iceren tiip atildi.

Spin kolon tekrar dikkatlice agilarak i¢ine bu kez 500 pL Buffer AW2 eklendi. 3
dakika santrifij edildi.

Santriflij sonras1 spin kolon yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi. Tekrar 3
dakika santrifij edildi.

Ardindan spin kolon yeni 1,5 mL tiipe konduktan sonra i¢cine 200 pL. Buffer ATE
direkt olarak QIAamp membranina pipetlendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonrast DNA’y1 ayristirmak icin 1 dakika santrifiij yapildi. Elde edilen
tim izolatlar, PCR ¢alismasi i¢in -20 °C’de muhafaza edildi.

37



3.3.3.2. Multipleks real-time PCR

Ornekler, bir multipleks real-time PCR Kiti olan Bio-Speedy Gastroenterit gPCR
MX-6T Parazitik Panel (Bioksen, Turkiye) ile calisildi. Uretici firmanin 6nerileri dikkate

alinarak yapilan ¢alismaya tiim 6rnekler dahil edildi.

Kit ile E. histolytica, Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp., Dientamoeba
fragilis, Blastocystis hominis ve Cyclospora cayetanensis varligi asagida verilen gen

bolgeleri tizerinden arastirildi.
Entamoeba histolytica: 18S ribozomal RNA
Giardia intestinalis: Beta giardin geni
Cryptosporidium spp.: Ookist duvar proteini geni
Dientamoeba fragilis: ITS (Internal transcribed spacer)
Blastocystis hominis: 18S ribozomal RNA

Cyclospora cayetanensis: ITS (Internal transcribed spacer)

Kit igerigi su sekildedir:
- gPCR Mix
- GCE Oligo Mix (G. intestinalis, Cryptosporidium spp., E. histolytica)
- DBC Oligo Mix (D. fragilis, B. hominis, C. cayetanensis)
- NTC

- PC Mix
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Sekil 3.7. Bio-Speedy Gastroenterit JPCR MX-6T Parazitik Panel Kiti

PCR kurulumu: Ekstrakte edilen drnekler -20 °C’den ¢ikarilarak oda sicakligina
getirildi. Calisma, GCE oligo mix ve DBC oligo mix kullanilarak iki ayr1 reaksiyon seklinde

hazirland:.

1. PCR plakas1 pozitif ve negatif kontroller de dahil olmak tzere tim ornekler igin
numaralandirildi. Her kuyuya swrasiyla 10 pl gPCR mix ve 5 pl oligo mix
pipetlendikten sonra pozitif kontrol kuyusunda 5 pl PC, negatif kontrol kuyusuna 5
ul NTC ve kalan her kuyuya sirasiyla 5 pl 6rnek eklendi.

2. Plakanmn iizeri dikkatlice kapatilip LightCycler 96 (Roche, Isvigre) cihazma
yerlestirildi. Reaksiyon basamaklar: i¢in cihaz ayarlari, kit Oreticisinin Onerileri

dogrultusunda gergeklestirildi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. PCR igin kullanilan thermal cycler protokolii

Basamak Dongii sayisi Sicakhk Sdre
Enzim aktivasyonu 1 dongu 52 °C 3 dakika
Bekleme 1 dongu 95 °C 10 saniye
Denatiirasyon 12 touchdown 95 °C 1 saniye
dongusu: Dongl
basma baglanma
Baglanma/uzama sicakliginda 1 67 °C - 56 °C 15 saniye
°C azalma
Denattrasyon 95 °C 1 saniye
5 35 dongi .
Baglanma/uzama 55°C 15 saniye

Tespit (okuma)

(FAM-Yesil, HEX-
Sar1, ROX-Turuncu,
CY5-Kirmizi)

3. Arastirilan etkenlerin PCR cihazindaki tespit kanallar1 ise su sekildedir:

GCE oligo mix ile ¢aligilan reaksiyon i¢in;

- FAM: Giardia intestinalis

- HEX: Insan (IC - internal kontrol)

- ROX: Entamoeba histolytica

CY5: Cryptosporidium spp.

DBC oligo mix ile ¢aligilan reaksiyon i¢in;

- FAM: Dientamoeba fragilis
- ROX: Blastocystis hominis

- CY5: Cyclospora cayetanensis
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Sekil 3.8. LightCycler 96 cihazi (Roche, Isvigre)

PCR sonuglarmin degerlendirilmesi: PCR sonuglarmni degerlendirmede belirli bazi
kriterler mevcuttur. Oncelikle pozitif kontrol grafiginin threshold ¢izgisini keserek
sigmoidal bir egri olusturmasi gerekir. Kontaminasyon olmadigindan emin olmak i¢in ise
negatif kontrol egrisinin threshold ¢izgisinin altinda kalmasi ve c¢izgiyi kesmemesi
gerekmektedir. Ayrica internal kontroliin de pozitif sigmoidal bir egri olusturmasi beklenir.
Pozitif ornekler, threshold ¢izgisini kesip iizerine ¢ikarak pozitif kontrol grafigine benzer
sigmoidal bir egri olustururlar. Bu sekilde threshold ¢izgisinin iizerine ¢ikmayan veya

sigmoidal egri olusturmayan 6rnekler negatif kabul edilmelidir.
3.4. Istatistiksel Analiz

Caligmalar sonucu elde edilen verilerin analizinde SPSS Statistics 27 (IBM, ABD)
programimdan yararlanilmistir. Sayisal verilerin 6zetlenmesinde ortalama ve standart sapma
degerleri; kategorik verilerin 6zetlenmesinde say1 ve yiizde degerleri kullanilmistir. Cinsiyet
ve yas gruplarina gore test sonuglarmnin karsilastirilmasinda ki-kare testine bagvurulmustur.
Duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger, negatif prediktif deger ve testin dogruluk orant;
%95 giiven araligiyla ylizde olarak belirtilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya, Kasim 2024-Mart 2025 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne ishal sikayetiyle basvuran hastalardan segilen
amebiyazis siipheli diski ornekleri dahil edilmistir. Makroskopik olarak 19’u kanli ve
mukuslu, 32’si mukuslu ve 45°1 sulu vasifta olan toplam 96 6rnegin; 48’1 erkek, 48’1 kadin
hastalara aittir. Yas araligi 0-86 olan hastalarin yas ortalamasi 37,32 (standart sapma:
+24,10) olarak hesaplanmistir. Cocuk yas grubunda bulunan toplam 25 hastanin yas

ortalamasi ise 6,8 (standart sapma: £5,65) olarak bulunmustur.

Hastalarm en sik bagvurdugu birimler; %44,7 Dahiliye Hepatoloji/IBH poliklinigi,
%22,9 Cocuk Acil servisi, %15,6 Cocuk Gastroenteroloji poliklinigi ve %11,4 Dahiliye

Gastroenteroloji poliklinigidir.

Direkt mikroskobi, Wheatley trikrom boyama, ELISA ve PCR yontemleri érneklerin
timiine uygulanmistir. Direkt mikroskobiyle 34 Ornekte (%35,4) amip kist ve trofozoitleri

tespit edilmistir. Goriilen siipheli amip kistlerinden bazilar1 fotograflanmistir (Sekil 4.1 ve
Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Direkt mikroskobide gdrulen siipheli amip Kistleri
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Sekil 4.2. Direkt mikroskobide gdriilen siipheli amip Kisti ve 16kosit kiimeleri

Trikrom boyama sonrasi incelemede 26 Ornekte (%27,1) E. histolytica/dispar
trofozoit ve/veya kist yapilar1 goriilmiistiir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.5). 17 Ornekte (%17,7)
Blastocystis hominis tespit edilmistir (Sekil 4.6). Ayrica 11 6rnekte (%11,4) Charcot-Leyden
kristallerine rastlanmustir (Sekil 4.7).

Sekil 4.3. Wheatley trikrom boyama ile gorilen E. histolytica/dispar trofozoiti
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Sekil 4.4. Wheatley trikrom ile gorilen E. histolytica/dispar trofozoiti ve siyah
okla igaretlenen B. hominis Kisti

: 7
Sekil 4.5. Wheatley trikrom boyama ile gorllen E. histolytica/dispar Kistleri ve
eritrositler
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Sekil 4.6. Trikrom boyama ile géruilen B. hominis kisti

Sekil 4.7. Trikrom boyama ile goriilen Charcot-Leyden kristalleri
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Trikrom boyama ile pozitif tespit edilen drneklerden 4’iinde trofozoit ve kistler
beraber iken 22 6rnekte yalnizca kistler goriilmistiir. 13 6rnek hem direkt mikroskobi hem

trikrom boyama ile pozitif bulunmustur.

Tablo 4.1. Trikrom boyama ve direkt mikroskobi sonuglarinin karsilastiriimasi

Trikrom Boyama

Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 13 21 34
Direkt
Mikroskobi Negatif 13 49 62
Toplam 26 70 96

Tim orneklere digkida adezin antijenini tespit eden ELISA yontemi uygulanmistir.

20 Ornek adezin pozitif bulunurken 76 6rnekte negatif sonug alinmistr.

ELISA ile direkt mikroskobide siipheli goriilen 34 6rnekten 4’1 pozitif iken, trikrom
boyamada gorulen 26 6rnekten 6’s1 pozitif bulunmustur.
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Sekil 4.8. ELISA ¢alismasi sonucu pozitif kontrol, negatif kontrol ve hasta
orneklerine ait kuyucuklarin goriinimi
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Tablo 4.2. ELISA ve direkt mikroskobi sonuglarinin karsilastiriimasi

ELISA
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 4 30 34
Direkt
Mikroskobi Negatif 16 46 62
Toplam 20 76 96

Tablo 4.3. ELISA ve trikrom boyama sonuglarinin karsilagtirilmasi

ELISA
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 6 20 26
Trikrom
Boyama Negatif 14 56 70
Toplam 20 76 96

3 ornek direkt mikroskobi, trikrom boyama ve ELISA ydntemlerinin tcunde de

pozitif bulunmustur (Sekil 4.9).

ELISA

13

20 10 10

Direkt Mikroskobi Trikrom Boyama

Sekil 4.9. Direkt mikroskobi, trikrom boyama ve ELISA sonuglarinin karsilastiriimasi
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Multipleks real-time PCR c¢alismasinda 22 oOrnekte E. histolytica, 33 ornekte

Blastocystis hominis, 5 6rnekte Dientamoeba fragilis ve 1 6rnekte Cryptosporidium spp.

tespit edilmistir. Giardia intestinalis ve Cyclospora cayetanensis ise tim ornekler icin

negatif bulunmustur. 5 drnekte E. histolytica ve B. hominis ve 3 ¢rnekte D. fragilis ve B.

hominis birlikte tespit edilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Multipleks real-time PCR sonuglari

Multipleks Real-time PCR Sonugclar1 | Say: | Pozitiflik Oram (%)
Blastocystis hominis 33 %34,3
Entamoeba histolytica 22 %22,9
Dientamoeba fragilis 5 %5,2
Cryptosporidium spp. 1 %1,04
Giardia intestinalis 0 -
Cyclospora cayetanensis 0 -
E. histolytica + B. hominis 5 %5,2
B. hominis + D. fragilis 3 %3,1
0,150
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2 0.090 "
5 st PR L
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Sekil 4.10. E. histolytica pozitif érneklere ait PCR grafikleri
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PCR pozitif 6rneklerin 8’1 (%36,3) ¢ocuk; 14’1 (%63,6) ise yetiskin hastalara aittir.
Yapilan analizde; yas gruplarmma gére PCR sonuglar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir (p>0,05).

Tablo 4.5. Yas gruplarina gére PCR sonuglarinin karsilastirilmasi

PCR Sonuclan
Pozitif Negatif Toplam
Cocuk 8 17 25
Yetiskin 14 57 71
Toplam 22 74 96

Ayrica PCR pozitif 6rneklerin 10°u (%45,4) erkek; 12’si (%54,5) kadin hastalara
aittir. Yapilan analizde; cinsiyete gére PCR sonuglar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamuistir (p>0,05).

Tablo 4.6. Cinsiyete gére PCR sonuglarimin karsilagtirilmast

PCR Sonuclan
Pozitif Negatif Toplam
Kadin 12 36 48
Erkek 10 38 48
Toplam 22 62 96

Calismada E. histolytica pozitif bulunma oran1 PCR ile %22,9 (n=22), ELISA ile
%20,8 (n=20)’dir. Trikrom boyama ile 6rneklerin %27,1’inde (n=26) E. histolytica/dispar
tespit edilmistir. Direkt mikroskobik bakida %35,4 (n=34)’linde siipheli amip kist ve/veya
trofozoitleri goriilmiistiir. PCR ile tespit edilen 22 pozitif 6rnegin; 7’si (%31,8) direkt
mikroskobiyle, 9’u (%40,9) trikrom boyama ile ve 16’s1 (%72,7) ELISA ile pozitif

saptanmuistir.
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Tablo 4.7. PCR ve direkt mikroskobi sonuglarinin karsilastiriimasi

PCR
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 7 27 34
Direkt )
Mikroskobi Negatif 15 47 62
Toplam 22 74 96

PCR yoOntemi referans alinarak direkt mikroskobinin duyarliligi, 6zgiilligi, pozitif

ve negatif prediktif degeri hesaplanmstir.
Duyarlilik: %31,8
Ozgiilluk: %63,5
Pozitif prediktif deger: %20,6
Negatif prediktif deger: %75,8
Testin dogruluk orani: %56,2

Tablo 4.8. PCR ve trikrom boyama sonuglarinin kargilastirilmasi

PCR
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 9 17 26
Trikrom ]
Boyama Negatif 13 57 70
Toplam 22 74 96

PCR yontemi referans alinarak trikrom boyama yonteminin duyarliligi, 6zgulligii,

pozitif ve negatif prediktif degeri hesaplanmustur.
Duyarlilik: %40,9
Ozgiilluk: %77
Pozitif prediktif deger: %34,6
Negatif prediktif deger: %81,4
Testin dogruluk orani: %68,7
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Tablo 4.9. PCR ve ELISA sonuglarinin karsilastirilmasi

PCR
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 16 4 20
ELISA
Negatif 6 70 76
Toplam 22 74 96

PCR yontemi referans alinarak ELISA yonteminin duyarliligi, 6zgilligi, pozitif ve
negatif prediktif degeri belirlenmistir.

Duyarlilik: %72,7

Ozgiilluk: %94,5

Pozitif prediktif deger: %80
Negatif prediktif deger: %92,1
Testin dogruluk orant: %89,5

Ayrica, 5 6rnek trikrom boyama, ELISA ve PCR yontemlerinin Gg¢linde de pozitif
tespit edilmistir (Sekil 4.11). Makroskobik degerlendirme bulgularmin pozitiflik durumu ise;
19 kanli ve mukuslu 6rnegin 9’u (%47,3); 32 mukuslu 6rnegin 7’si (%21,8) ve 45 sulu

ornegin 6’s1 (%13,3) PCR ile E. histolytica pozitif bulunmustur.

PCR

16 1 3
Trikrom Boyama ELISA

Sekil 4.11. Trikrom boyama, ELISA ve PCR sonuglarinin karsilastiriimasi
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5. TARTISMA

Amebiyazis, diinya capmda morbiditesi ve mortalitesi yiksek paraziter
hastaliklardan biridir. Parazitoz, %80-90 oraninda asemptomatik seyretmesine ragmen 500
milyon insan1 etkilemekte, 50 milyon semptomatik hastaliga ve komplikasyonlar sebebiyle
her yil yaklagik 100.000 6liime neden olmaktadir. 1986°dan bu yana hastaligin sikligina
iliskin yayinlanan verilerde diinya niifusunun yaklasik %10-20'sinin bu parazit ile enfekte
oldugu ve bunlardan %1'inde hastaligin invaziv seyrettigi bildirilmektedir. Hastalik 6zellikle
gelismekte olan, saglik hizmetleri ve sanitasyon altyapisi yetersiz, tropikal ve subtropikal
iklime sahip ulkeleri etkilemektedir (Ben Ayed & Sabbahi, 2017). Ancak glnumiz
diinyasinda artan insan hareketliligi ve kiiresellesme sonucu yiiksek gelir diizeyine sahip

gelismis tilkelerde de amebiyazis insidansinda artis egilimi goriilmektedir (Fu vd., 2023).

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda, E. histolytica/dispar prevelansi %0,2-45,9 gibi
oldukca genis bir oran araliginda tespit edilmistir. Bu degiskenlige; arastirmalarin farkli
sosyoekonomik bolgeler iizerinde yapilmasi, farkli egitim diizeyine sahip gruplarin
secilmesi ve kullanilan yontemlerin ¢esitliligi gibi faktorlerin neden oldugu diisiiniilmektedir

(Tlizemen & Dogan, 2014).

Mikroskobi ucuz, hizli ve basit olmasi dolayisiyla tani icin en sik bagvurulan
yontemdir. Ancak mikroskobik yontemlerin bazi ciddi handikaplar1 bulunmaktadir. Direkt
mikroskobik inceleme sonucu bir “On-rapor” niteligindedir. Kesin rapor, boyama ve
yogunlastirma yontemleri uygulandiginda verilir. Patojen E. histolytica ile apatojen E.
dispar ve E. moshkovskii tirleri morfolojik olarak birebir benzerdir, bu nedenle mikroskobik
incelemeyle ayirt edilemezler. Ayrica, E. histolytica’nin kist veya trofozoit formu yalnizca
diger amip tiirleriyle degil, epitel hiicresi ve makrofaj gibi 16kositlerle de karistirilabilir.
Dolayisiyla direkt mikroskobik baki tek basina tanisal deger tasimaz, boyali bakilarda E.
histolytica Iehine diisiiniilen amip kist ya da trofozoitleri E. histolytica/dispar olarak
raporlanir. Mikroskobiyle amebiyazis tanis1 koyduran tek durum; incelenen digki 6rneginde
eritrosit fagosite etmis trofozoitlerin goriilmesidir. Ancak nadiren de olsa E. dispar’in da
eritrofagositoz  yapabildigi bildirilmigtir. Ayrica hasta digkisinda parazit  siirekli
bulunmayabilir. Bu yilizden tek 6rnekle yapilan incelemede parazitin yakalanma orani %33-
50 arasinda iken farkli zamanlarda almman ii¢ ayr1 drnegin incelenmesi sonucu bu oran
%75’lere cikabilmektedir. Trofozoitler dig ortam kosullarina oldukca dayaniksizdir, bu

nedenle yasanan gecikmelerde parazit parcalanir ve tespit edilemez. TUm bu nedenlerle tek
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basina mikroskobinin tanisal degeri diistiktiir. ELISA ve PCR gibi daha giivenilir yontemlere
ihtiyag dogmustur (Tanyuksel & Petri, 2003; Tuncay vd., 2007).

Diski 6rneklerinde E. histolytica antijen tespit eden ELISA yontemi, mikroskobinin
aksine; gosterdigi yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikle E. histolytica ile patojen olmayan amip
tiirlerini ayirt edebilmesi, deneyim gerektirmemesi, hizli ve objektif sonug verebilmesi, ayni
anda c¢ok sayida ornek c¢alisilabilmesi ve molekiiler yontemlere gore daha ucuz olmasi gibi
avantajlar1 nedeniyle siklikla tercih edilmektedir (Beder & Tasbent, 2024). Ancak diski
ornegine eklenen fiksatiflerin antijenleri denatlire etmesi nedeniyle, yalnizca taze veya

dondurulmus 6rneklerde dogru sonuca ulasilabilir (Fotedar vd., 2007).

En iyi ELISA testinden 100 kat daha hassas bir yontem olan PCR ile Entamoeba
histolytica’nin farkli gen bolgeleri hedeflenebilse de en sik arastirilan gen sekansi ribozomun
kiicik alt Unitesini (SSU-rRNA) kodlayan 18S rRNA bolgesidir. Diskida bulunmasi
muhtemel PCR inhibitérlerini elimine eden ekstraksiyon kitlerinin gelistirilmesi, asamalarin
daha basit hale getirilmesi ve paraziti tespit etmede gosterdikleri yiiksek performans
nedeniyle amebiyazis teshisinde yeni altin standart olabilecegi ifade edilmektedir. Ne var ki
bu yontemin yiiksek maliyetleri, 6zel ekipmanlara ihtiya¢ duyulmasi ve zaman alici
olabilmesi gibi dezavantajlar1 sebebiyle gelismekte olan iilkelerde laboratuvar rutinine
girmesi oldukga zor goérinmektedir (Carrero vd., 2020; Hooshyar & Rostamkhani, 2022;
Moran vd., 2023).

Goriildigi lizere amebiyazisin laboratuvar tanisinda kullanilan her yontem kendi
icinde birtakim avantaj ve dezavantajlar barmdirmaktadir. Bu gergekten yola ¢ikarak
diinyada ve iilkemizde amebiyazisin laboratuvar tanisi ve E. histolytica’nin diger amip

tirlerinden ayirimi noktasinda birgok arastirma yapilmistr.

Nitekim, yaptigimiz c¢alisma da bu konuda literatiire katki saglamak {izere
planlanmustir. Toplamda 96 digki 6rnegi; yogunlastirma sonrasi direkt mikroskobi, trikrom
boyama, ELISA ve multipleks real-time PCR yontemleriyle E. histolytica varlig1 agisindan
arastirilmig ve altin standart tani1 yontemi olarak PCR kabul edilmistir. Calismamizda 20
ornekte (%20,8) ELISA ile, 22 6rnekte (%22,9) PCR ile E. histolytica pozitif bulunmustur.
Trikrom boyama ile 26 6rnek (%27,1) E. histolytica/dispar olarak bulunurken, direkt
mikroskobik bakida 34 drnekte (%35,4) siipheli amip kist ve trofozoitleri goriilmiistiir. 16
ornek hem ELISA hem PCR ¢aligsmalarinda pozitif bulunmustur.
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Benzer sekilde yine iilkemizde yapilan bir tez ¢alismasinda 74 digki 6rnegi E.
histolytica agisindan gesitli yontemlerle arastirilmis olup; 24 6rnek mikroskobi ile, 13 6rnek
ELISA antijen testi ile, 16 6rnek konvansiyonel PCR ile, 19 6rnek real-time PCR ile pozitif
olarak tespit edilmistir. Real-time PCR ile pozitif bulunan 19 6rnegin 7’si; ELISA ile pozitif
bulunan 13 6rnekten 7’si mikroskobiyle pozitif bulunmustur. Real-time PCR altin standart
yontem olarak alindiginda mikroskobinin duyarliligi %36,8, o6zgilligi %69,1 olarak
hesaplanmistir (Aktas, 2012). Yaptigimiz ¢alismada real-time PCR referans yéntem olarak
kabul edildiginde direkt mikroskobinin duyarliligi %31,8, ozgilligi %63,5 olarak

bulunmustur.

Yildirim vd. (2014), 259 hastadan alinan ishalli digki 6rneklerini analiz ettikleri
calismada ELISA yontemi ile Orneklerin %25,1’inde antijen pozitifligi saptamislardir.
ELISA ile pozitif bulunan 6rneklerin yalnmzca %26,1’ini mikroskobiyle de pozitif tespit
edilmistir. Arastirmacilar, direkt mikroskobinin E. histolytica / E. dispar ayriminda yetersiz
olmasimin yani sira parazit formlarmin diskida bulunan 6zellikle lokositler olmak {izere
hiicresel yapilarla kolayca karistirilabilecegi sonucuna varmiglardir. Benzer sekilde bizim
calismamizda da ELISA ile antijen pozitif bulunan 20 6rnegin yalnizca 4’1 (%20) direkt
mikroskobiyle pozitif tespit edilmistir.

Malezya’da 500 digki O6rnegi iizerinde yapilan bir arastirmada formalin-eter
sedimentasyon teknigi, trikrom ve PCR yoOntemleri karsilastirilmistir. Formalin-eter
sedimentasyon teknigiyle Orneklerden %11,2’si, trikrom boyama ile %13,4’i E.
histolytica/dispar/moshkovskii  agisindan  pozitif bulunurken; bu iki ydntemin
kombinasyonunda tespit orani %18,6’ya ¢ikmistir. PCR ile tespit orani ise %21,2°dir. PCR
yontemi ile kiyaslandiginda formalin-eter sedimentasyon teknigi %31,1, trikrom boyama

teknigi ise %53,8 duyarliliga sahip olarak hesaplanmistir (Anuar vd., 2013).

Bir bagka ¢alismada nativ-lugol inceleme sonucu E. histolytica/dispar tanis1 konmus
90 diski1 6rnegi, trikom boyama ve Wampole E. histolytica Il (Techlab, Hollanda) ile
Serazym E. histolytica (Seramun Diagnostica, Almanya) kitleriyle incelenmistir. Trikrom
boyama ile drneklerin %31,1’inde; Wampole antijen testiyle %62,2’sinde ve Serazym
antijen testiyle %64,4 linde pozitiflik saptanmistir. Wampole antijen testi ve Serazym antijen
testi ortak sonuclar1 baz alindiginda trikrom boyamanin duyarlihigi %53,85 bulunmustur
(Uslu vd., 2016). Calismamizda referans yontem olarak kabul edilen real-time PCR ile
kiyaslandiginda trikrom boyama yonteminin; %40,9 duyarliliga ve %77 6zgiilliige sahip

oldugu bulunmustur.
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Bu veriler 1s1¢8mda gerek nativ-lugol gerek trikrom boyama gibi mikroskobik
yontemlerin E. histolytica tespitinde ve patojen olmayan tiirlerden ayirimi agisindan yeterli
olmadig1 disiiniilmektedir. Bu nedenle mikroskobinin, serolojik ve/veya molekuler
yontemlerle desteklenmesi gerekmektedir. Hindistan’da yapilan mikroskobi, ELISA ve
nested multipleks PCR tekniklerini karsilastiran bir ¢alismada 631 6rnegin analizi sonucu;
ELISA yonteminin, gergek E. histolytica enfeksiyonlarmi tespit ederek gereksiz tedaviyi
onleme konusunda mikroskobiye gore daha duyarl ve 6zgiil oldugu belirtilmistir (Das vd.,
2022).

Konya’da Ocak 2010-Aralik 2012 tarihlerini kapsayan bir arastirmada 41.967 disk1
ornegi bagirsak parazitleri agisindan nativ-lugol ve formol etil asetat teknigiyle
yogunlastirma sonrast incelenmistir. Siipheli bulunan Ornekler trikrom boyama ile
incelenmistir. Entamoeba histolytica/dispar ayrimi yapilamayan orneklere diskida adezin
antijeni saptamaya yonelik ELISA testi yapilmustir. Ug yil siiresince bagvuran 41.967
hastanm 2145’inin (%5,11) digk1 6rneginde bagirsak paraziti tespit edilmistir. Parazit tespit
edilen hastalardan %59,9’unun Blastocystis spp., %25’inin Entamoeba spp., %13,7’sinin G.
intestinalis ile enfekte oldugu saptanmuistir. Trikrom boyama ile E. histolytica/dispar
acisindan pozitif oldugu diisiiniilen 100 hastanin digki 6rnegiyle yapilan ELISA testinde
antijen pozitifligi tespit edilmemistir (Pektas vd., 2015).

Tortop vd. (2022) yapmus olduklari ¢alismada kanli ve/veya mukuslu, sekilsiz toplam
546 disk1 Ornegi caligmalarmma almislar ve farkli yontemlerle E.histolytica varligini
degerlendirmislerdir. Direkt mikroskobik incelemeyle 6rneklerin 198’ inde (%36,33) siipheli
amip kist ve/veya trofozoiti gormiisler ve bu siipheli 6rneklere trikrom boyama yapilmastir.
Trikrom ile boyanan 198 Ornekten 49’u amip varligi agisindan pozitif bulunarak direkt
mikroskobiyle siipheli bulunan orneklerden %75,2’si E. histolytica/dispar/moshkovskii
varlig1 agisindan diglanmistir. Yapilan ELISA testi sonucu 49 6rnegin tamami negatif olarak
saptanirken, PCR calismasinda ise 44 6rnek negatif bulunmus, 5 6rnekte gecersiz sonug
alinmistir. Bahsi gegen ¢aligmalar, boyali ya da boyasiz mikroskobik degerlendirmede yanlis

pozitiflik oranlarinin yiiksek olabilecegini gostermektedir.

Roy vd. (2005) yapmis olduklar1 bir arastirmada real-time PCR, konvansiyonel PCR
ve ELISA antijen yoOntemlerini 205 diski ve karaciger apse materyali {izerinde
karsilastirmiglardir. ELISA ile 101 (%49) ornegi pozitif, 104 (%51) oOrnegi negatif
bulmuslardir. Konvansiyonel PCR ile 90, real-time PCR ile 124 6rnek pozitif saptanmaigtir.

Her U¢ yonteminde ylksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugunu ancak real-time PCR’1n
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en duyarli yontem oldugunu belirtmislerdir. Real-time PCR ile karsilastirildiklarinda,
ELISA’nin %79 duyarhlik ve %96 6zgiilliige; konvansiyonel PCR’1n ise %72 duyarlilik ve
%99 ozgiilliige sahip oldugunu hesaplamislardir. Calismamizda benzer sekilde real-time
PCR yontemi referans alinarak yapilan hesaplamada ELISA’nin duyarliligi %72,7,
Ozgilligi ise %94,5 olarak tespit edilmistir.

Haque vd. (1998) Banglades’te 98 hastadan alinan ishalli disk1 6rnekleriyle nested
PCR yoOntemini, izoenzim analizi ve digkida antijen tespit eden ELISA ile karsilastirdiklar:
bir ¢alisma yapmistir. Mikroskobi ve izoenzim analizi sonucu toplamda 88 6rnekte amip
varlig1 tespit etmislerdir. izoenzim analizi sonucu bu 88 pozitif 6rnekten 53’ii E. histolytica,
28’1 ise E. dispar olarak tanimlanmistir. PCR yontemiyle, izoenzim analizinde E. histolytica
tespit edilen 53 Ornegin 51°1 pozitif saptanmis ve iki yontem %96 oraninda uyumlu
bulunmustur. PCR %87 ve ELISA %85 olmak iizere benzer duyarliliklara sahip olarak
hesaplanmistir. Ayrica bu iki yontem arasinda %93 oraninda korelasyon oldugu tespit
edilmistir. Izoenzim analizi ve antijen tespiti ile negatif bulunan 10 drnekte PCR’da da
negatif sonug elde edilmistir. Caligma sonucu arastirmacilar ti¢ yontem arasinda miikkemmel
diizeyde bir uyumluluk oldugunu ve antijen tespiti yapan ELISA yonteminin hizli ve teknik

olarak kolay oldugunu belirtmiglerdir.

Kanada’da yapilmig bir ¢alismada 95 diski 6rnegi, mikroskobi, ELISA ve PCR
yontemleriyle arastirilmistir. ELISA, mikroskobi ve PCR yontemi ile 51 érnekte; PCR ve
mikroskobi ile 9 ornekte; tek basina PCR yontemiyle 4 6rnekte pozitiflik tespit edilmistir.
Ayrica PCR ile 2’si E. histolytica, 66’s1 E. dispar olmak Uzere toplam 68 Ornekte pozitif
sonu¢ almmistir. PCR ile karsilastirildiginda ELISA’nin mikroskobiye gore daha diisiik
duyarlihiga sahip oldugu bulunmustur. E. dispar’in daha sik tespit edilmesi ve diisiik
duyarlilig1 nedeniyle tropikal olmayan bolgelerde ELISA kullanimi tavsiye edilmemistir
(Gonin & Trudel, 2003).

Stark vd. (2008) Avusturalya’da Entamoeba kompleks (E. histolytica, E. dispar, E.
moshkovskii) igeren 279 diski 6rnegi ile bir arastirma yapmislardir. Caligmada iki farkli ticari
ELISA kitini (Entamoeba CELISA Path ve TechLab E. histolytica I1) PCR yontemi ile
karsilastirmiglardir. CELISA Path kitinin %28 duyarliliga ve %100 06zgiilliige sahip
oldugunu, TechLab kitinin ise farkli amip tiirleriyle ¢apraz reaksiyon verdigini
bildirmiglerdir. Yazarlar, her iki ELISA kitinin de endemik olmayan bolgelerde kullaniminin

uygun olmadig1 sonucuna varmislardir.
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Bu verilerden yola ¢ikarak, Banglades gibi E. histolytica agisindan endemik bolgeler
icin digkida antijen tespit eden ELISA yOnteminin uygun oldugu goriilmektedir. Diger
taraftan, Kanada, Avusturalya gibi endemik olmayan ve apatojen amip tiirlerinin daha sik

tespit edildigi tilkeler i¢in ELISA yerine PCR yontemi dnerilmektedir.

Blessmann vd. (2002) E. histolytica - E. dispar ayirim1 konusunda, real-time PCR’1n
mikroskobi, seroloji, kiltir sonrasi izoenzim analizi yontemlerine kars1 degerlendirildigi bir
calisma yapmislardir. 181 6rnege yer verilen arastirmada, PCR ile mikroskobi ve kiiltiir
sonuglar1 arasinda yiiksek diizeyde bir uyum goriilmekle beraber PCR’1n diger iki yonteme
gore daha duyarli oldugunu belirtmislerdir. Kiiltiir ve sonrasinda yapilan izoenzim
analiziyle, 181 Ornegin 13’i (%7,2) E. histolytica ve 12’si (%6,6) E. dispar olarak
saptanmustir. E. histolytica pozitif bulunan 13 6rnekten 12’si; E. dispar pozitif bulunan 12
ornekten 10’u PCR ile de pozitif bulunmustur. Buna gore izoenzim analizi ve PCR arasinda
E. histolytica tespitinde %92,3; E. dispar tespitinde ise %83,3 oraninda uyumluluk oldugu
ortaya konmustur. Arastirma sonucunda, mikroskobinin tiir ayrimida yetersiz kaldigi,
kiltir ve sonrasinda yapilan izoenzim analizinin ise uzun zaman aldig1 belirtilmis, bu
nedenle amebiyazis tanisinda yiliksek duyarlilik ve 6zgiilliik gosteren PCR yonteminin daha

uygun oldugu ifade edilmistir.

Isveg’te yapilan bir calismada mikroskobiyle E. histolytica/dispar acisindan pozitif
bulunan 207 6rnek PCR ile analiz edilmistir. PCR analizinde, 165 hastada E. dispar, 10
hastada E. histolytica pozitif bulunmustur. Mikst enfeksiyon tespit edilmemistir. Ayrica
calisma ile %70 etanoliin diski 6rnekleri i¢cin uygun bir tasima ortami olup olmadig1 da
arastirilmistir. Ayni hastalara ait biri etanol ile fikse edilen ve digeri edilmeyen eslestirilmis
168 6rnek PCR ile analiz edilmistir. 8 hastanin yalnizca fiksasyon yapilan 6rnekleri igin PCR

pozitif sonu¢ vermistir. Bu nedenle etanoliin disk1 6rnegi tasimmasinda yararli olabilecegi

ifade edilmistir (Lebbad & Svérd, 2005).

Tayland/Myanmar smir bdlgesinde ikamet eden bireylerden alman 455 digki
orneginin caligildig1 bir arastirma yapilmistir. Tiim 6rnekler mikroskobiyle incelenerek
stipheli goriilen 30 6rnek, kiigiik alt iinite rRNA (SSU-rRNA), kitinaz ve serinden zengin
protein genleri hedeflenerek PCR ile analiz edilmistir. SSU-rRNA amplifikasyonu ile 30
ornekten 3’tinde E. histolytica ve E. dispar; E. histolytica kitinaz gen amplifikasyonu ile 30
ornekten 12’sinde pozitif sonug alinmistir. Ayrica E. histolytica serinden zengin protein gen
bolgesi amplifikasyonu ile 30 6rnekten 22’°sinde; E. dispar serinden zengin protein gen

bdlgesi amplifikasyonu ile 30 drnekten 16’sinda pozitiflik saptanmistir. Boylece, iki tiiriin
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tek veya mikst enfeksiyonlarinin tespiti, kiiltiire gerek olmaksizin digkidan izole edilen

DNA’dan etkin bir sekilde gergeklestirilebilmistir (Intarapuk vd., 2009).

Eskisehir’de yapilan bir ¢alismada ishal sikayetiyle gelen hastalardan ve rastgele
secilen ilkdgretim okullarindaki 6grencilerden alinan toplam 1049 digki 6rneginden 354 {ine
tiim yontemler uygulanmistir. Bu 354 6rnegin %23,7’si direkt mikroskobi, %17,2’si trikrom
boyama, %8,7’si ELISA, %12,9’u kiiltiir ile pozitif bulunmustur. PCR ¢alismas1 igin DNA
ekstraksiyonu, bizim de kullanmis oldugumuz QIAamp DNA Stool Mini Kit ile yapilmstir.
Cryptosporidium spp., Dientamoeba fragilis, Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis
varligini tespit edebilen ticari bir kit ile yapilan multipleks tandem PCR calismasinda
Entamoeba histolytica i¢in peroksiredoksin (prx) gen bolgesi hedeflenmistir. PCR sonrasi
analiz sonucunda 354 6rnekten 9’u (%2,5) E. histolytica agisindan pozitif bulunmustur.
(Tiizemen & Dogan, 2014).

Bizim calismamizda da ticari bir multipleks real-time PCR kiti kullanilmis olup farkli
olarak E. histolytica tespiti i¢in hedef, 18S ribozomal rRNA’y1 kodlayan gen sekansidir.
Ayrica Cryptosporidium spp., Dientamoeba fragilis, Entamoeba histolytica ve Giardia
intestinalis’e ek olarak Blastocystis hominis ve Cyclospora cayetanensis varhigi da
arastirtlmigtir. Sonug olarak ¢alismamizda PCR ile 96 6rnekten 22’sinde E. histolytica;

33’tinde B. hominis; 5’inde D. fragilis ve 1 6rnekte Cryptosporidium spp. saptanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonucg

1. Calismamizda amebiyazis On tanisiyla laboratuvara gonderilen 96 diski 6rnegi, Wheatley
trikom boyama, doymus NaCl ¢6zeltisiyle konsantrasyon teknigi sonrasi direkt mikroskobi,
digkida adezin antijeni tespit eden ELISA ve multipleks real-time PCR yontemleri
kullanilarak arastirilmustir. E. histolytica pozitiflik oran1 PCR ile %22,9 (n=22), ELISA ile
%20,8 (n=20) bulunmustur. Trikrom boyama ile orneklerin %27,1’inde (n=26) E.
histolytica/dispar tespit edilmistir. Direkt mikroskobik bakida %35,4 (n=34)’iinde siipheli
amip kist ve/veya trofozoitleri goriilmiistiir.

2. PCR ile tespit edilen 22 E. histolytica pozitif 6rnegin; 7’si (%31,8) direkt mikroskobiyle,
9’u (%40,9) trikrom boyama ile ve 16’s1(%72,7) ELISA ile pozitif saptanmaistir.

3. Multipleks PCR’da 6 paraziter etken arastirilmis ve en sik (%34,3) B. hominis, daha sonra
sirastyla E. histolytica (%22,9), D. fragilis (%5,2) ve Cryptosporidium spp. (%1,04)
pozitifligi tespit edilmistir. G. intestinalis ve Cyclospora cayetanensis drneklerin hicbirinde
saptanmamistir.

4. E. histolytica tanis1 i¢in PCR yontemi referans tani1 yontemi olarak alindiginda direkt
mikroskobi, trikrom boyama ve ELISA’nin duyarliliklar1 sirasi ile %31,8, %40,9, %72,7
iken 6zgiilliikleri sirasiyla %63,5, %77 ve %94,5 olarak bulunmustur. PCR yontemine gore
direkt mikroskobi, trikrom ve ELISA yontemlerinin sirasiyla test dogruluk oranlar1 %56,2;
%68,7; %89,5 olarak hesaplanmustir.

5. Bulunan diisiik duyarlilik ve 6zgiilliik nedeniyle direkt mikroskobi ve trikrom boyama
yonteminin E. histolytica’nin, E. dispar’dan ayirt edilmesinde tek basina yeterli olmadigi
sonucuna ulasilmistir.

6. Calismada E. histolytica agisindan incelenen 96 disk1 6rneginin makroskobik olarak 19°u
kanli ve mukuslu, 32’si mukuslu, 45’1 ise sulu formda idi. Makroskobik degerlendirme
bulgularinin pozitiflik durumu ise kanli ve mukuslu 6rnegin 9’u (%47,3); mukuslu 6rnegin
7’si (%21,8) ve sulu 6rnegin 6°s1 (%13,3) PCR ile E. histolytica pozitif bulunmustur. Buna

gore diskinin mukuslu ve kanli olmasi E. histolytica pozitiflik ihtimalini artirmaktadir.
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6.2. Oneriler

Amebiyazisin rutin tanisinda bir¢ok zorlukla karsilagiimaktadir. Bunlardan en
onemlisi, gorsel farkliliklar {izerinden ayirim yapmaya yardimci olan mikroskobinin
morfolojik olarak birebir benzer olan E. histolytica, E. dispar ve E. moshkovskii turlerini
ayirmada yetersiz kalmasidir. Bu nedenle fazla sayida yanlis pozitif sonu¢ ortaya
¢ikmaktadir. Dolayisiyla yalnizca mikroskobi sonucuna gore tedaviye karar vermek gereksiz

ila¢ kullanim1 ve yanlig taniya yol agacaktir.

ELISA yontemi ise yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikle E. histolytica’yr diskidaki diger
amip tiirlerinden ayirt edebilen, ayn1 anda ¢ok sayida ornek ¢alisilabilen, hizli ve objektif
sonu¢ veren, molekiiler yontemlere kiyasla daha ucuz olan ve deneyimli personel
gerektirmeyen bir yontemdir. Bu avantajlar1 sebebiyle ozellikle diisiik gelir diizeyine sahip

endemik bolgeler i¢in oldukca akilct bir secenek olarak goriilmektedir.

Diger taraftan molekiiler yontemler; digkida bulunan inhibitorleri elimine eden,
asamalar1 daha basit ve hizli hale getiren ticari kitlerin gelistirilmesiyle tan1 agisindan en
yiiksek performansi vadetmektedir. Ancak yiiksek maliyetleri ve 0zel ekipmanlara gerek

duyulmasi yaygm kullanimmin énindeki en buyuk engeldir.

Amebiyazis, hem diinya hem de Glkemiz i¢in halen 6nemini koruyan bir hastaliktr.
Mortalite ve morbiditeyi dnlemede dogru ve hizli bir laboratuvar sonucu oldukga biiyiik
oneme sahiptir. Bu bakimdan yalnizca mikroskobiye dayanan bir tanisal yaklagim uygun
degildir. O nedenle laboratuvarlar E. histolytica tespiti icin bir tan1 algoritmasi olusturmali;
ELISA ve/veya PCR gibi mikroskobik taniy1 destekleyen ikinci bir yontem bu algoritmalar
icerisinde mutlaka yer almalidir. Ayrica, laboratuvar sonuglarinin enfeksiyon hastaliklarinda
taninin yalnizca bir yoniini olusturdugu unutulmamalidir. Amebiyazis tanisinda siireg;
Oyku, klinik semptomlar, fizik muayene bulgulari, laboratuvar sonuglar1 ve gerektiginde

radyolojiyi de igeren genis bir perspektifle yonetilmelidir.
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