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OZET

Amoebiasis, Entamoeba histolytica’nin neden oldugu yaygin bir parazit infeksiyonudur. Tanisinda digki 6rneginin natif olarak
incelenmesi siklikla kullaniimaktadir. Bu galisma, amoebiasis tanisinda natif inceleme yonteminin trikrom boyama ydntemi ile
kargilastirimasi amaci ile yapilmistir. Ishal yakinmasi olan 215 gocuk hastaya ait diski érneginin, natif incelemesi yapilmis ve
Gomori'nin trikrom boyasi ile boyanmistir. Natif inceleme ile 6rneklerin 97’sinde (% 45.1) amip kisti ve/veya trofozoidine rastlanmis,
118’si (% 54.9) ise negatif olarak degerlendirilmistir. Trikrom boyama ile; natif preperatlarda amip olarak degerlendirilen 97 6rnegin
75'inde (% 77.3) Entamoeba coli, 11'inde (% 11.3) E. histolytica/E. dispar bulunmus ve 11 (% 11.3) 6rnekte de hicbir etken
saptanmamistir. Bunun yaninda, natif yontemle negatif olarak degerlendirilen 118 &rnegin 12’sinde trikrom boyama ile E. coli
saptanmistir. Natif baki ile orneklerin % 40’inda yalanci pozitifik saptanmis, yalanci negatiflige rastlanmamistir. Digki
incelenmesinde trikrom boyama yénteminin kullaniimasinin yararh olacagi sonucuna variimistir.

SUMMARY

Amoebiasis is a common parasitic infection caused by Entamoeba histolytica. The native method of stool samples is used
frequently in the diagnosis of amoebiasis. Our aim was to compare native method and trichrome staining method in the diagnosis of
this parasitic infection. Totally 215 stool samples, collected from children with diarrhoea, were investigated natively and stained with
Gomori trichrome. In 97 stool samples examined with native method (45.1 %) amoeba cysts or vegetative forms were detected.
After trichrome staining of these 97 stool samples E. coli was found in 75 (77.3 %) and E. histolytica/E. dispar in 11 (11.3 %); the
parasite was not detected in 11 (11.3 %) samples. In addition, in 12 of 118 samples which were evaluated as negative with native
technique E. coli was found by trichrome staining. We found false positive result in 40 % samples, but no false negative result. In
conclusion, trichrome staining method is to be recommended in the diagnosis of amoebiasis.

¢ogu dogada, su, toprak veya bitki ortilerinde saprofit
olarak bulunurken, bir kismi ise degisik hayvanlarda ve
Amipler, vicutlari hiicre zari ile gevrili, yalanci ayaklarla  insanda parazit olarak bulunmaktadir. insanda amipler
hareket eden, Protozoonlarin Rhizopoda Ust sinifinin gerisinde patojenligi kanitlanmis tek tiir, Entamoeba
Amoebida takimimda yer alan tek hicreli canhilardir. Bir
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histolytica’dir. Entamoeba dispar morfolojik olarak
E. histolytica ile identik, non-patojen bir amip turiddr.
insana doért cekirdekli olgun kistlerin agiz yolu ile
alinmasi ile bulasip, kalin bagirsaklara yerlesmekte ve
¢ogalarak amipli dizanteri olusturmaktadir (1, 2). Kistler
dis kosullara olduk¢ca dayanikli yapilar olup, nemli
ortamlarda haftalar-aylar, oda isisindaki digkida 10 giin,
kuru ortamda bir-iki giin canli kahrlar (1, 3). icme
sularinda bir ay canl kalabilmelerinin epidemiyolojik
onemi vardir (1).

Tropikal ve subtropikal bdlgeler basta olmak Uzere tim
diinyada ve Ulkemizde bir halk saghdi sorunu olarak
dnemini korumaktadir (4). Diinya Saglik Orgiitii verile-
rine goére (5), her yil 500 milyon insanin amoebiasise
yakalanmaktadir. Bu olgularin ancak % 10'u sempto-
matik seyretmekte olup, ortalama 40-100 bin kiginin her
yil amoebiasis nedeni ile 6ldigu tahmin edilmektedir. Bu
verilere gére, amoebiasis dinyada sitmadan sonra ikinci
siklikla 6lime neden olan parazit hastaligidir (3, 6).
Tarkiye’de E. histolytica prevalansi % 0-17°dir (7).
Guneydogu Anadolu bélgesinde prevelans en yuksektir
(1). Amoebiasis icin en 6nemli risk faktorleri arasinda
dusuk sosyo-ekonomik kosullar, kalabalk aile yasami,
ev i¢i su tesisatinin bulunmamasi ve kétu hijyen kosullar
gelir (8, 9).

intestinal amoebiesis tanisi, diski incelemelerinde etke-
nin kist ve/veya trofozoit formunun gortlmesi ile konur.
Ancak kistlerin patojen olmayan amip kistleri ile karigtiril-
masi, tecrlibeli olmayan kisilerin etkeni diger parazit,
I6kosit ve digkidaki artefaklarla karistirabilmesi gibi
nedenlerden dolayl direk incelemenin tanisal degeri
disliktir. Kalici boyalarin tanida rutin olarak kullaniimasi
onerilmektedir. Trikrom boyama digki yaymalarinda en
sik kullanilan kalici boya yéntemi olup amip tirlerinin
taninmasinda ve birbirlerinden ayriminda deger tasimak-
tadir. Bu boyada, asit alkoliin dekolarizan olarak kullanil-
masindan dolayi, organizmanin morfolojik detaylarinin
ortaya ¢ikmasini saglamaktadir (10).

Bu galisma, amoebiasisin tanisinda, diski érneklerinin natif
olarak ve trikrom boyamayla incelenmesinin karsilastiril-
masl ve tanisal degerlerinin tartigilmasi amaci ile yapil-
mistir.

GEREG VE YONTEM

Calismaya, Gaziantep ili ve gevresinden Gaziantep
Cocuk Hastanesi’ne Haziran-Agustos 2008 tarihlerinde
ishal yakinmalariyla basvuran ve 0-12 yas arasi toplam
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215 gocuktan alinan digki ornekleri alindi. Alinan diski
ornekleri 6nce natif preparat hazirlanarak incelendi ve
ardindan Gomori’'nin trikom boyama yontemi ile de
boyanarak incelendi.

Natif preparat yontemi: Diski ornekleri agzi kapakl,
temiz plastik kap igerisinde istendi. Orneklerin, en ge¢ 30
dakika iginde laboratuvara ulagsmis olmasina dikkat
edildi. Aksi durumlarda taze Ornek istendi. Temiz lamin
Ust ylzeyine bir damla serum fizyolojik damlatilarak,
plastik karistirici yardimiyla digkinin c¢esitli yerlerinden
pirin¢ tanesi blyukliginde alinan 6rnek, lamin Uzerine
alinarak homojen hale getirildi. Uzerine lamel kapatilan
preparatlar mikroskobun 6nce x20’lik, sonrada x40’lik
objektifi ile degerlendirildi.

Trikrom boyama yontemi: Taze diskidan firga veya
cubuk ile alinan 6rnek lama yayildi. Lam kurumadan
Shaudinn fiksatifine (SAF) daldirildi. Eger diski sulu ise
havada kurutulduktan sonra fiksatife kondu. Burada en
az 30 dakika bekletildikten sonra sirayla su islemler
yapildi: % 70’lik alkol (2 dakika), D’Antoni’nin iyot solis-
yonu (3-5 dakika), % 70’lik alkol (2 dakika), % 70’lik alkol
(5 dakika), trikrom boya (5-8 dakika), kagit havlular tize-
rinde fazla boya suzildi, % 90 asit alkol (3 kez 1’er
saniye daldirildi), % 95’lik alkol daldirildi, karbol ksilen
solisyonunda calkalandi, karbol-ksilen solisyonu (2-5
dakika) tutuldu. Daha sonra iki ayri ksilen veya toluen
iceren salede 2-5'er dakika tutuldu. Lamlar kurumadan
Uzerine Entellan damlatilarak lamel kapatilip mikroskopta
(100x) incelendi. Sitoplazma, morumsu ya da mavi-yesil,
zemin yesil, niiklear kromatin, kromatoit cisimcikler ve
diger inklizyonlar kirmizi-mor renkte g6zlendiginde amip
kisti pozitif olarak degerlendirildi (10). Entamoeba
histolytica/ E. dispar kistlerinin E. coli kistlerinden
ayriminda; c¢aplarinin daha kugik olmasi, duvarinin
daha ince, nikleus gapi/kist gapi oraninin daha buyik,
nikleus sayisinin dort olmasi, merkezi ve ufak bir
karyozom ve hemen hemen her yerinde ayni biyuklikte
dizgun bir periferik kromatin igeren tipik nukleus
yapilarinin goriilmesi baz olarak alinmigtir (1, 10).

BULGULAR

Gaziantep Cocuk Hastanesi'ne ishal sikayeti ile bagvu-
ran 0-12 yas arasindaki 215 hastaya ait digki érnekleri
c¢alismaya alindi. Hastalarin 110'u (% 51.2) erkek, 105'i
(% 48.8) kiz olarak bulundu. Natif inceleme ile érneklerin
97’sinde (% 45.1) amip (kist ve/veya trofozoit) sapta-
nirken, 118 (% 54.9) Ornekte rastlanmadi. Amip Kkisti
saptanan hastalarin cinsiyet ve yas gruplarina gére
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dagihmi Tablo 1'de gosterilmistir. Baki laboratuvar
gorevlisi ve en az iki farkh yazar tarafindan yapilmistir.
Natif inceleme ile 0-6 ay araligindaki dort ¢ocukta amip
gOrtlmustir. Natif incelemede amip olarak degerlen-
dirilen 97 6rnegin trikrom boyama sonuglari Tablo 2’'de
gOsterilmigtir.

Tablo 1. Natif preparat ile amip kisti saptanan hastalarin cinsi-
yet ve yas gruplarina gore dagilimi

Kiz (n: 105) Erkek (n: 110) Toplam
Yas Pozitif Pozitif (n: 215)
n n
0-6 ay 4 - 4
7-11ay 1 4 5
1-2 yas 5 2 7
3-5yas 21 28 49
6-8 yas 12 14 26
9-12 yas 5 1 6
Toplam 48 (% 22.3) 49 (% 22.8) 97 (% 45.1)

Natif preparat incelemesi ile amip saptanan 97 digki
Orneginin trikom boyasi ile boyanmasi sonucunda, 75 (%
77.3)inde E. coli, 11’'inde (% 11.4) E. histolytica/E. dispar
gorulmis, 11 (% 11.4) dérnekte ise higbir etken saptana-
mamistir. Natif inceleme ile negatif degerlendirilen 118
ornegin de 12’'sinde E. coli kistine rastlanmistir. Buna
gbre; natif incelemede % 40 oraninda yalanci pozitiflik
saptanmis, patojen suslar baz alindigindan yalanci
negatiflige rastlanmamistir. Toplam hasta sayisi dusu-
nildidgunde, érneklerin 87’sinde (% 40.5) E. coli, 11’inde
(% 5.1) E.histolytica/E. dispar saptanmis, 117’si (% 54.4)
amip agisindan negatif olarak degerlendirilmistir. 0-2 yas
grubunda amip kistine hi¢ rastlanilmamis olup, en sik 3-
5 yas arasindaki gocuklarda rastlanmigtir.

Tablo 2. Trikrom boyama ile saptanan sonuglar

E .histolytica/

Yas E. coli E. dispar Gorillmedi  Toplam
0-6 ay 3 1 4
7-11ay 4 - 1 5
1-2 yas 6 - 1 7
3-5yas 38 7 4 49
6-8 yas 21 3 2 26
9-12 yas 3 1 2 6
Toplam 75 11 11
(% 77.3) (% 11.4) (% 11.4) 97
TARTISMA

Amipli dizanteri olarak da bilinen amoebiasis, tek konagi
insan olan E. histolytica tarafindan olusturulan bir gastro-
enterit tablosudur. Entamoeba histolytica, infekte birey-
lerde, higbir belirti vermeyen portorlikten, siddetli belirti-
lerle seyreden akut amipli dizanteriye kadar c¢esitli dere-
celerde enterik belirtilere, bazen de karaciger, beyin,
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dalak, deri gibi organ ve dokularda amip apselerine neden
olan bir protozoondur. Apatojen bir amip olan E. dispar
ile morfolojik olarak ayni olarak goériliir. izo-enzim analizi
(zimodemler), monoklonal antikor ve DNA problari
teknigi ile farklari belirlenebilmektedir (1, 3, 10, 11).

intestinal amoebiasis tanisi, digki érneginin direk ince-
lenmesi, trikrom boyama, kilttr, ELISA ile digkida anti-
jen aranmasi ve PCR yontemleri ile konulabilir. Tartigil-
mas| gereken pratik uygulamada en gecerli yontemin
bulunmasidir. Entamoeba histolytica 6zel besiyerlerinde
uretilebilmekte ve basarili sonuglar bildirilmektedir (12).
Ancak zaman alan bir islem olmasindan dolay! rutin
tanimlamaya uygun olmadigi ve basarili sonuglar alina-
bilmesi igin digkida ¢ok sayida kist olmasi gerektiginden
dolayr kullanimi ile ilgili gorusler farkhdir (13). Ayrica
parazitin kiltiire edilmesi ve pasajlarinin surekliligi igin
deneyimli personele ihtiyag vardir. Kontaminasyon riski,
egitim gerektirmesi, maliyet yiksekligi ve degerlendirme
zorlugu gibi nedenler kiltirin kullanimini kisitlayan
diger faktorlerdir (14). ELISA yontemi ile diski 6rneklerin-
de antijen aranmasi amoebiasis tanisinda kullanilan bir
diger yontemdir. Bu yontemin tanisal deg@eri ylksektir
(14, 15). Ancak, tek-tek hasta caligiimasi hem pratik hem
de ekonomik degildir.

Amebiasis tanisinda bir diger tani yontemi de polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) olup, bu yéntemin de duyarlilig
yuksektir. Ancak pratik uygulamada bu yontemde de si-
kintilar gézlenmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonunda
en 6nemli sorun digkidan istenen saflikta ve yogunlukta
DNA elde edilmesinin zorlugudur. Klasik olarak kulla-
nilan fenol-kloroform ekstraksiyon yéntemi DNA elde
edilmesinde yetersiz kalmaktadir. Ayrica digki icindeki
inhibitdér artefaklarin varligi da DNA saflastiriimasini
azaltir (14). Ozel donanim gerekliligi, maliyet, is yiki ve
uzun zaman almasi da kullanimi kisitlayan diger
faktorlerdir.

Amebiasis tanisinda ucuz olmasi ve uygulama kolay-
ligindan dolayi en yaygin kullanilani digki érneginin direk
incelemesidir (16). Ancak direkt inceleme ile parazitin
kist ve trofozoitlerini gérme olasihigr % 33-50 (11) iken
duyarhhdi da % 60 olarak bildiriimektedir (17). Parazitin
kist ve trofozoitlerinin Iokositler, apatojen diger amipler
ve digkida bulunan dider yapilarla karistirilmasi, bek-
letilen digkilarda parazitin seklinin bozulmasi ve c¢alisan
kisilerin tecribesizligi gibi nedenlerden dolayi, tanida tek
basina natif inceleme yetersiz kalmakta, destekleyici
diger yontemlerin kullaniimasi gerekmektedir. Natif ince-
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leme yani sira yapilabilecek tanisal yontemlerden biri
trikrom boyamadir. Amoebiasis tanisinda trikrom boyama
yonteminin basarisini, Li ve Stanley (18) % 85-95, Ayhan
ve ark. (19) arastirmalari % 87.93 olarak bildirmistir.
Ustiin ve ark. (20) natif lugol, modifiye formol-etil asetat
ve trikrom boyama ydntemlerini karsilastirmis ve en
basarili olarak trikrom boyama ydnteminin oldugunu
belirtmistir. Bizim calismamizda da direkt bakida amip
olarak degerlendirilen o6rneklerin yalniz, % 11.3’Unde
trikom boyama ile patojen bir amip turt saptanmis, % 40
oraninda yalanci pozitiflige rastlanmistir. Gézgeng ve
ark. (21)nin natif-lugol boyama ydntemi ile trikrom
boyama yontemini kargilastirdiklari bir g¢alismada iki
yéntem arasinda Ustlnlik olmadigini bildirilmigstir.

Sanlurfa’da yapilan bir galismada (22), natif inceleme ile
87 diskida amip kisti pozitif saptanirken, trikrom boyama
yontemi ile bu 6rneklerin 23’Unde E. histolytica/E. dispar
oldugu bulunmustur. izmirde yapilan bir calismada (23)
ise, natif-lugol yontemiyle incelenen érneklerin % 10’'unda,
trikrom boyama yontemi ile ise % 11.2’sinde E. histolytica/
E. dispar kist ve trofozoitleri saptanmistir. Calismamizda
215 ornek natif yontemle incelenmis, bunlardan 97’sinde
(% 45.1) amip kist veya trofozoit gérilmis, bu érneklerin
trikrom boyama yoOntemi ile incelenmesi sonucunda
11’inde, E. histolytica/E. dispar, 75'inde E. coli saptanmis,
Orneklerin 11’inde ise herhangi bir etken saptanama-
migtir. Tm ishalli olgularin trikrom yoéntemine gére %
5.1'inde E. histolytica/E. dispar saptanirken % 40.5'inde
E. coli saptanmigtir. Bu sonuglara gdére amoebiasis
tanisinda natif yonteme gore trikom boyama yénteminin
daha guvenilir oldugu sonucuna varilmistir. Bu sekilde
tani konulmasi yersiz yere ilac tedavisi veriimesini ve
¢cok da gergekleri yansitmayan epidemiyolojik verilerin
ortaya ¢ikmasini dnlemek icin 6nemli katkilar saglaya-
caktir. T.C. Saglik Bakanligi tarafindan 30.05.2007
tarihinde yayinlanan “Bulasici Hastaliklar Siirveyans ve
Kontrol Esaslari Yonetmeligi’'nde (24); taze diskida
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trikrom boyama ile yapilan mikroskobik incelemede
eritrosit fagosite etmis trofozoitlerin goérlilmesi veya
monoklonal antikorun kullanildigi ELISA yéntemi ile E.
histolytica ve E. dispar ayrimi yapilarak, E. histolytica’nin
pozitif bulunmasi kriterlerinden en az biri ile elde edilen
verilerin gercek amipli dizanteri olarak bildirilecegi vurgu-
lanmaktadir. Calisma sonuglarimiz epidemiyolojik olarak
degerlendirildiginde, dinyada E. histoloytica sikhginin
ortalama % 10 oldugu ancak % 50 ve Uzerine giktig
bolgelerin de oldugu bildiriimektedir. Tirkiye'de ise yapi-
lan galismalarda E. histolytica sikhiginin % 0-17 arasinda
bulundugu bildirilmigtir (2, 7). Bodlgelere gore farkh
oranlar dikkati cekmektedir. Ege Bolgesinde % 0.7-5.3,
ic Anadolu Bolgesinde % 0.1-4.3 olarak bulunan
ameobiasis oranini, Demirtirk (25) Afyon ilinde % 15
olarak bulmustur. Bulgular, bélgeden bdlgeye, hatta ayni
il icerisinde farkhdir. Bir egitim hastanesinde Gézgeng ve
ark. (21) % 2.8 E. histolytica/E. dispar saptarken, ayni
ildeki devlet hastanesinde % 16.5 oraninda E. histolytica/
E. dispar saptanmistir (26). Bizim g¢alismamizda ise E.
histolytica/E. dispar % 5.1 olarak saptanmis olup Ulke-
mizdeki diger calisma sonuglari ile uyumlu bulunmustur.

Amoebiasis, tanisinda yasanan sikintilar, hem yanhs
epidemiyolojik verilerin olusmasina hem de yersiz antibi-
yotik kullanimina neden olmaktadir. Yanhs tani, kulani-
lan ilaglara ragmen klinik dizelme saglanmayan hasta-
larda direng varlig! gibi algilanmaktadir. Agir seyirli olma-
yan ishal olgulari genellikle, birinci ve ikinci basamak
saglik hizmeti veren kuruluslarda degerlendiriimekte,
egitim hastanelerine ise ¢ok daha az vaka bagvurmak-
tadir. Yani degerlendirmelerin ¢cogu gelismis parazitoloji
laboratuvarlarinda yapilmamaktadir. Bu gergedi goz
onlne alarak uygulamasi basit olan trikrom boyama ile
gaita 6rneklerinin incelenmesinin  yayginlastiriimasi,
degerlendirme yapan elemanlara hizmet ici egitimler
vererek deneyim sahibi olmalarinin saglanmasinin
yararl olacagini disinmekteyiz.
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