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Bagirsak Parazitlerinin Tamsinda Direkt Mikroskobik Incelemedeki
Bireysel Farkliliklarin Karsilagtiriimasi
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OZET

Amag: Badirsak parazitlerinin tanisinda direkt mikroskobik incelemenin ve farkli mikroskobistlerden elde edilen sonuglar arasindaki farkhligin
Sneminin vurgulanmasi amaglanmistir.

Yéntemler: Diyareli 225 ¢ocuktan gaita drnekleri toplandi, makroskobik inceleme sonrasi formalin-eter ¢oktlirme yéntemiyle hazirland
ve birbirinden bagimsiz 3 farkli arastirmaci (parazitoloji uzmani, mikrobiyoloji uzmani ve ikinci yilini tamamlamis bir mikrobiyoloji
arastirma gorevlisi) tarafindan mikroskobik incelemeye alindi. Ayrica tim &rnekler modifiye Ehrlich Ziehl Neelsen yontemiyle boyanarak
Cryptosporidium sp. ve Cyclospora sp. agisindan degerlendirildi.

Bulgular: Orneklerin 161'i her lg arastirmaci tarafindan negatif olarak degerlendirildi. En az bir arastirmaci tarafindan 64 (%28) drnekte
parazit varhigi saptandi; 30 Cryptosporidium parvum, 16 Blastocytis hominis, 5 Endolimax nana, 4 Giardia intestinalis, 3 Dientamoeba
fragilis, 3 Ascaris lumbricoides, 2 Entamoeba histolytica/dispar, 1 Cyclospora cayetanensis. Bunlarin 21'i (%33) i¢in Ug arastirmaci arasinda
uyum gozlenirken, 16kosit ve/veya herhangi bir parazit varligi agisindan 64 érnegdin 58'i (%91) icin uyum saptandi. Etkenleri tlr seviyesinde
tanimlama agisindan parazitoloji uzmaninin sonuglarinda belirgin farkliliklar gézlendi.

Sonug: Direkt mikroskobik inceleme ile degerlendiricinin deneyim ve egitim diizeyine gore farkl sonuglar elde edilebilir. Bu nedenle béyle
testlerin yeterli egitim ve tecrlbeye sahip kisiler tarafindan yapiimasi ve mimkinse farkli en az iki ydntemle kombine kullaniimasi gerektigini
distnmekteyiz. (Turkiye Parazitol Derg 2012; 36: 211-4)
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ABSTRACT

Objective: The aimis to emphasise the importance for intestinal parasites’ diagnosis by direct microscopic examination and the discrepancies
among results from different microscopists.

Methods: Stool specimens were obtained from 225 children with diarrhoea after the macroscopic examination, prepared by formaline-
ether sedimentation methods and included in microscopically examination by three different independent investigators (parasitologist,
microbiologist, research assistant). Furthermore, specimens were stained with the modified Ehrlich Ziehl Neelsen method and evaluated for
Cryptosporidium and Cyclospora.

Results: A total 161 specimens were evaluated as negative by all investigators. The number of specimens containing parasites detected by
at least one investigator was é4; Cryptosporidium parvum 30, Blastocytis hominis 16, Endolimax nana 5, Giardia intestinalis 4, Dientamoeba
fragilis 3, Ascaris lumbricoides 3, Entamoeba histolytica/dispar 2, Cyclospora cayetanensis 1. The concordance among investigators was
observed for 21 (33%) specimens; when specimens were evaluated for the presence of leukocytes and/or parasites, concordance was
detected for 58 (91%) of the 64 specimens. In particular, significant differences were observed for the species level identification.

Bu makalenin bir kismi 17. Ulusal Parazitoloji Kongresi'nde poster olarak sunulmustur; Eyliil 2011, s 272, Kars, Tiirkiye.
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Conclusion: Different results can be obtained by microscopic examination according to the experience and educational level of microscopists.
Therefore, we think that these tests should be performed by persons who have sufficient education and experience, if possible, combined
with at least two different methods. (Turkiye Parazitol Derg 2012; 36: 211-4)
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GiRiS

Bagirsak parazitlerinin olusturdugu enfeksiyonlar gelismekte
olan Ulkelerde hala dnemli bir saglik sorunudur ve bu enfeksiyon-
larin uygun tedavisi ancak dogru ve zamaninda tani ile miimkan
olabilir. Ozellikle endemik olmayan bélgelerdeki paraziter enfek-
siyonlarin tanisi olduk¢a zordur. Enfeksiyonlarin nonspesifik seyri
klinik tani icin genellikle yetersizdir, rutin laboratuvar testleri de
nadiren yardimci olabilir (1). Paraziter hastaliklanin tanisi igin
tanimlanmis bircok testin duyarlilik ve 6zgdllikle ilgili sorunlar
bulunmaktadir. Bu nedenle en yaygin kullanilan tani yontemi
hala direkt mikroskobik incelemedir.

Direkt mikroskobik inceleme yéntemi, hem kisa strede sonuglan-
masi hem de uygulama kolayligi nedeniyle hemen her parazito-
loji laboratuvarinda uygulanmaktadir. Bu yéntemle, protozoonla-
nn kist ve trofozoitlerinin tanimlanmasinin yani sira, diskida
bulunabilecek olan eritrosit ve [6kosit varligini da gézleme olana-
g1 saglamaktadir. Yumurta, trofozoit ya da kistlerin gaitada aralik-
I olarak bulunmasi ya da sayinin degiskenlik géstermesi nede-
niyle, farkl gtinlerde alinmig U¢ ayr 6rnedin degerlendirilmesi de
direkt incelemenin basarisini artirmaktadir (2). Bununla birlikte
sekilli digki 6reklerinde parazitlerin trofozoit formlarinin bulun-
masi beklenmediginden, konsantrasyon yontemleri ile az sayida
bulunan protozoon kistleri ve helmint yumurtalarinin yogunlasti-
rlmasi tanimlama sansini arttirmaktadir (3).

Diger klinik laboratuvarlann aksine, klinik parazitoloji laboratuvar-
larinda bireysel degisiklikler ve kisisel degerlendirmeleri de iceren
bircok manuel test kullaniimaktadir. Bu nedenle sonuclarin dogru-
lugunun guvenilirligini saglamak icin kullanilacak kalite kontrol
sistemleri blylk dnem tagimaktadir. Ancak boyle sistemleri olus-
turmak son derece zor ve pahali olabilir. Ayrica test proseddrleri ve
uygulayicilar arasindaki farkliliklar nedeniyle bu tir sistemlerin
degerlendiriimesinde de zorluklar yaganmaktadir (4, 5). Modern
tani laboratuvarlarinin tek sorunu badirsak parazitlerinin rutin tani-
sinda kullanilan yéntemin mikroskobik incelenmesi degil, ayni
zamanda bu testin dogrulugunun da yeterince degerlendirileme-
mesidir (6). Geleneksel tani ydntemlerinde deneyimli personel ve
zaman 6nemli bir faktordir. lyi bir degerlendirme icin en az g
ornege ihtiya¢ duyulmasi, digkilarin zaman gecirmeden incelen-
mesi ve mutlak kalici diski boyama ydntemleri uygulanmasinin
gerekliligi de test performansi acisindan &nemlidir. Ornegin
mukuslu digkilar trofozoitin hareketlerini engelleyebildiginden
trofozoit formlari rahatlikla gézden kacabilmektedir (7-10).

Calismamizda; bagdirsak parazitlerinin rutin tanisinda direkt mik-
roskobik incelemenin ve bu incelemeyi yapan mikroskobistin
yeterliliginin dnemine deginilmeye calisilmistir.

YONTEMLER

Calismada, orta-disiik sosyoekonomik gelir seviyesine sahip
semtlerde yasayan, Eskisehir Kadin Dogum ve Cocuk Hastaliklar

Hastanesi acil servisine; ates, kusma ve diyare sikayetleri ile bas-
vuran, 0-18 yas cocuklara ait gaita 6rnekleri toplanmistir. Temiz
kapakli kaplarda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Parazitoloji laboratuvarina getirilen rnekler, oncelikle sekilli,
sekilsiz, kan ve mukus varligi yéninden makroskobik olarak
degerlendirilmistir. Tamami sulu ve/veya mukuslu yapiya sahip
olan digki érnekleri ilik serum fizyolojikle seyreltilerek direkt ola-
rak incelemeye alindiktan sonra, tim ornekler formalin-eter
¢coktirme yontemiyle hazirlanmistir (11). Cokuntiden temiz bir
lam Uzerinde hem lugolli hem de serum fizyolojikli praparatlari
hazirlandiktan  sonra, &6nemli bir diyare etkeni olan
Cryptosporidium spp. ve Cyclospora spp. varlidi agisindan
degerlendirmek amaciyla da, modifiye Ehrlich Ziehl Neelsen
yontemiyle boyali preparatlar hazirlanmistir. Ornekler bu yon-
temle boyanmadan &nce bir kez serum fizyolojikle yikanarak
formalinden arindinlmigtir (11). Tdm &rnekler; bir parazitoloji
uzmani, bir mikrobiyoloji uzmani ve ikinci yilini tamamlamig bir
tibbi mikrobiyoloji aragtirma goérevlisinden olusan, birbirinden
bagmsiz (kor) 3 farkl arastirmaci tarafindan mikroskobik incele-
meye alinmistir.

BULGULAR

Toplam 225 gaita érnegi calismaya alinmistir. Orneklerin higbirin-
de kan varligi tanimlanmazken, 123 6rnekte mukus varligi saptan-
mistir. Hem lugolld direkt bakida, hem de ARB boyali preparatla-
rin mikroskobik incelenmesinde érneklerin 161'i her lg arastirma-
ci tarafindan parazit varlidi agisindan negatif olarak degerlendiril-
mistir. Gaita 6rneklerinin direkt mikroskobik incelenmesinde; 28
drnekte aragtirmacilarin en az biri tarafindan I6kosit varligi rapor
edilmigtir. Lokosit varligini tanimlama agisindan Ug arastirmaci
arasindaki benzerlik, %67 (19 6rnek) olarak degerlendirilirken, her
alanda en az 8-10 I6kosit bulunan 21 &rnek dikkate alindiginda
uyum orant %90 (19 6rek) bulunmustur. Parazit varligini saptaya-
bilme acisindan, mikrobiyoloji uzmani ve arastirma goérevlisi tara-
findan rapor edilen sonuglar birbiriyle benzerlik goésterirken,
ozellikle etkenleri tir bazinda tanimlama ve helmint yumurtalarini
tanima agisindan parazitoloji uzmaninin sonuglarinda belirgin
farkliliklar saptanmistir (Tablo 1). Herhangi bir arastirmaci tarafin-
dan parazit saptanan 64 6rnekten sadece 21'i (%33) icin Ug aras-
tirmaci arasinda uyum tespit edilirken, 18kosit ve/veya herhangi
bir parazit varligi agisindan degerlendirildiginde, 64 6rnegdin 58'i
(%91) uyumlu bulunmustur. Aragtirmacilardan en az biri tarafindan
parazit saptanan 64 drnegin 50'si ve |6kosit saptanan drneklerin
timinde mukus varligi tespit edilmistir. A. lumbricoides, E.nana,
D. fragilis ve C.cayetanensis tanisi sadece parazitoloji uzmani
tarafindan konulmustur (Tablo1).

TARTISMA

Tanisal klinik mikrobiyoloji esas olarak etken patojenin kiltirle
izolasyonuna dayanmakla birlikte, paraziter hastaliklanin tanisi
hemen her zaman onlarin klinik drnekteki morfolojik gdrinimle-
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Tablo 1. Parazit varligi agisindan sonuglar

Aragtirmacilar | Blastocystis | Cryptosporidium | Cyclospora | Giardia | Entamoeba | Endolimax| Ascaris | Dientamoeba | Toplam
hominis parvum cayetanensis | intestinalis spp. nana |lumbricoides fragilis

1 10 24 0 2 1 0 0 0 37

2 " 23 0 2 1 0 0 0 37

3 12 20 1 4 1 5 3 3 49

Toplam® 16 30 1 4 2 5 3 3 64

Toplam® 6 13 0 1 0 0 0 0 21

1: tibbi mikrobiyoloji aragtirma gérevlisi, 2: tibbi mikrobiyoloji uzmani, 3: parazitoloji uzmani

2 en az bir arastirmaci tarafindan pozitif bulunan érmeklerin toplam sayisi

b: aragtirmacilann timd tarafindan pozitif bulunan érneklerin toplam sayisi

rine gore yapilabilmektedir. insanlarda bulunan bagirsak parazit-
lerinin tanisi temel olarak digki, daha seyrek olarak da duodenal
sivi ve biyopsi érneklerinde parazitin ¢esitli formlarinin saptan-
masina dayanmakta ve kullanilan direkt veya boyali diski mikros-
kobisinin bircok avantaji bulunmaktadir (7, 9, 11). Diskida parazit
incelemesi, dzellikle drnekler uygun sekilde hazirlandidi ve yeter-
li sayida drnek incelendiginde oldukga duyarli bir ydontem olup,
taniyi kesinlestirir ve altin standarttir. Isik mikroskobu ve bazi ucuz
malzemelerin oldugu herhangi bir laboratuvarda yapilabilecek
kadar basittir ve oldukca ekonomiktir. Ancak ucuz ve hizli olan
klasik digki bakisinin bir takim dezavantajlari da bulunmaktadir.
Bunlar arasinda en 6nemlisi yetismis insan glcline duyulan
gereksinimdir. Gergcekten bu ydntemler oldukca basit olarak
gorlinmelerine ve kolay uygulanabilir olmalarina karsin, dogru
tani koyabilecek deneyimli mikroskopistleri yetistirmek oldukca
zor ve maliyetlidir. Bu yéntemlerin bir diger dezavantaji da elde
edilen sonuglarin genellikle tekrarlanabilir, izlenebilir ve objektif
olmamasidir (9, 10). Bagirsak parazitlerinin aralikli atilmasi nede-
niyle tek bir diski drnegdi ile tani koymak her zaman mimkin
olamamaktadir. En az Ug¢ diski 6rnedinin incelenmesiyle bile
Giardia intestinalis i¢in %11.3, Entamoeba histolytica igin
%22.7'lik bir tani duzeyine erisilebilecegi bildirilmistir (10). Bu
durum ise hastalarin ve/veya orneklerinin U¢ kez laboratuara
ulastinimasini gerektirmektedir. Ayrica son yillarda giderek 6nem
kazanan ve immin digkin hastalarda olimcil seyredebilen
Cryptosporidium ve Cyclospora gibi etkenlerin laboratuvarda
mikroskobi ile tanisini koymak tecribe gerektiren bir igslemdir.
Ozellikle digskida az sayida ookist bulundugunda tani koymak
zordur. Rutin digki incelemelerinde Cryptosporidium sp. aranma-
st dnerilmemekle birlikte, diyareli hastalarda etkenin arastirilmasi
pek cok aragtiricl tarafindan tavsiye edilmektedir. Etkenin mikros-
kobik tanisinda ARB boyalara gereksinim duyulmakta, bu yon-
temle bile digkida bulunan bazi mayalar ve artefaktlar yanilmala-
ra neden olabilmektedir (7-9). Son yillarda klasik digki bakisi
onemli dl¢tide ihmal edilmektedir. Parija ve arkadaslar yaptiklar
calismalarinda bu ihmali G¢ 6nemli nedene baglamislardir.
Bunlar; digkinin hazirlanmasi sirasinda teknisyenin motivasyon
eksikligi, egitiminin yetersizligi ve digki hazirlamadaki zorluklar ile
uzmanlarin yeterince egitilememesinden kaynaklanmaktadir.
Ayrica bazi klinisyenlerin digki mikroskopisi sonuglarina énem
vermemesi de bu konunun diger bir boyutudur (9). Son yillarda
badirsak parazitlerinin tanisinda; Enzim Immun Assay (EIA,
ELISA), Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) gibi mikroskobiye ihti-

ya¢ duyulmayan ydntemlerin kullaniminin artmasi da digki mik-
roskopisinin ihmaline yol agan sebepler arasindadir (7-10).

Tani amaciyla birden fazla yéntemin kullanilmasinin sonuglarin
glvenilirligini arttirdigi bilinmektedir, ancak intestinal sistemin
paraziter enfeksiyonlarinin tanisinda yaygin olarak tek basina
kullanilan yéntem, klinik 6rnegin direkt mikroskobik incelenmesi-
dir. Bununla birlikte deneyimli bir mikrobiyolog bile ideal sartlar-
da toplanip hazirlanmig digski érneklerinde trofozoid ya da kistle-
rin tanimlanmasinda zorluklar yasayabilmektedir. Biz de simdiki
caligmamizda mikroskobik incelemenin slbjektifligini ve tanida
birden fazla yéntemin gerekliligini vurgulamaya calistik.
Mikroskobik inceleme ile parazitlerin varligini saptayabilme ve
ozellikle de helmintleri tanima ve tanimlayabilme agisindan Ug
aragtirmaci arasinda énemli farkhliklar saptanmistir. Burada ilimiz-
de helmint enfeksiyonlarina oldukga az rastlanmasinin da 6nemi
buiyuktir. Bununla birlikte normal mikroskobik bulgularin gézlen-
medigdi drneklerin saptanmasi agisindan arastirmacilarin birbiriyle
uyumu oldukga iyi bulunmustur. Sonug olarak her (g aragtirmaci
da normal mikroskobik 6zelliklere sahip olmayan drnekleri biyik
oranda tespit edebilmis olmakla birlikte, drnekteki gercek soru-
nu tanimlayabilme konusunda belirgin farkliliklar ortaya ¢ikmistir.

Gaitanin mikroskobik incelenmesi ile elde edilen sonuglarin kulla-
nilan yénteme, érnegin kivamina, kan ve mukus icerip icermedi-
gine, laboratuvar calisanlarinin niteliklerine gore farklliklar gos-
terdidi bildirilmektedir (2, 4, 6). Gergcekten badirsak parazitlerinin
dogru tani ve tedavisinde, gaita érneklerinin dogru sekilde top-
lanmasi, uygun sekilde ve strede tasinmasi, saklanmasi, drnekle-
rin yeterli miktarda olmasi gibi laboratuvar éncesi uygulamalarin
yani sira, laboratuvara ulasan érneklerin dogru yontemlerle isle-
me alinmasi, deneyimli uzmanlar tarafindan degerlendiriimesi ve
dogru sekilde raporlanmasi da son derece énemlidir (8, 9).

Calismamiz, ayni yontemlerle muamele edilmis gaita 6rnekleri-
nin 3 farkli egitim ve deneyim dizeyine sahip arastirmaci tarafin-
dan degerlendirilmesi ile ortaya cikabilecek raporlama farklilikla-
rini géstermesi bakimindan énemlidir. Bu ¢alisma en az 2 yil klinik
mikrobiyoloji egitimi almis tibbi mikrobiyoloji arastirma gorevlisi
tarafindan ve ginlik en az 15 gaita mikroskobisi potansiyeline
sahip bir parazitoloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
Ulkemizde bu potansiyele ve/veya egditim diizeyine sahip olma-
yan laboratuvarlarda da “gaitanin mikroskobik incelemesi” hiz-
metinin verildidi ve bu laboratuvarlarin sonuglarina gére hastalik
tanisi ve tedavilerinin yapildigi unutulmamalidir.
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SONUC

Direkt mikroskobik inceleme slbjektif bir ydntemdir ve tek bagi-
na kullanildiginda degerlendiricinin deneyim ve egitim dizeyine
gore farkli sonuglar gézlenebilmektedir. Bu nedenle boyle testle-
rin yeterli egitim ve tecribeye sahip kisiler tarafindan yapilmasi,
mUmkinse diger yontemlerle kombine kullaniimasi ve farkli
glnlerde alinmig 3 farkli érnegin degerlendirilmesi gerektigini
distinmekteyiz.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢catismasi bildirmemislerdir.
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