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OzZET

Amag: Blastocystis spp. bircok canlinin gastrointestinal sisteminde yerlegebilmekte ve yaygin olarak gézlenebilmektedir. Parazitin siniflandi-
rilmasi ve morfolojisi bircok bilinmeyeni icermekte ve molekiler biyolojik calismalarla bu sorunlar aydinlatiimaya ¢alisiimaktadir.

Bu calisma bdlgemizde Blastocystis spp.'nin insanlar arasindaki yayginliginin belirlenmesi ve etkenin klinik materyalden izolasyonu amaciyla
yapilmistir.

Yoéntemler: Calismada incelenen digski érneklerinin %0.48'inde parazite rastlanmis ve pozitif saptanan érnekler difazik Locke-Egg Serum
(LES) besiyerinde ¢ogaltilmistir. Pasaj sirasinda alinan érnekler hem direkt inceleme hem de Trichrome ve Demirli Hematoksilen ile boyanarak
morfolojik formlarin varligr izlenmistir.

Bulgular: Besiyerlerinde en sik gézlenen vakuoler ve grandler formlar olurken ameboid formlara da rastlanmistir.

Sonug: Blastocystis spp.’nin lizerine yapilan ¢alismalarda LES besiyeri uygun bir tercih olabilir ve rutinde tani amagli kullanilabilir.
(Turkiye Parazitol Derg 2011; 35: 19-22)
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ABSTRACT

Objective: Blastocystis is a highly common parasite that infects the gastrointestinal tract of many different organisms. Morphology and the
appropriate classification of Blastocystis spp. has only recently been resolved with molecular biological studies. This study was performed
to determine the prevalence of Blastocystis spp. among humans and to isolate the parasite from clinical specimens.

Methods: Blastocystis spp. was detected in 0.48% of the stool samples and the positive samples were cultivated in Locke-Egg Serum (LES).
During passages inoculums were investigated by direct microscopy and stained with Trichrome and Iron Hematoxylene.

Results: Vacuolar and granular forms were the most common in cultures and also the amoeboid form was observed.

Conclusion: LES medium may be a suitable selection for studies aiming to determine the frequency of Blastocystis spp. and for the diagnosis
in routine laboratories. (Turkiye Parazitol Derg 2011; 35: 19-22)

Key Words: Blastocystis spp., medium, amoeboid, vacuolar, cyst, granular
Received: 08.06.2009 Accepted: 01.03.2010

GiRiS Blastocystis'in siniflandirmasindaki sorunlar yakin zamanda
¢bztilmustdr. Onceleri Blastocystis, yalanci ayaklarinin olma-
masi ve hareketsiz olmasinin yani sira direkt mikroskopide

kemirgenleri, striingenleri, amfibileri, baliklar hatta hamam- mantar gibi parlak gérganU ve sekli nedeniylg rr.1a.ntar ovla—
bdceklerini infekte edebilen bircok Blastocystis tirl bulun- rak kabf‘l gd{lmekteydL Zierdt tarafindan bu b||g|.n|n“dogru
maktadir (1). Parazitin neden oldugu hastalik Blastocystosis olmadigi fikri ortaya atildi, aragtirmaci Blastocystis hiicrele-

olarak adlandirilir ve karin agnsi, konstipasyon ve diyare en  rinde cekirdek, diiz ve kaba ER, golgi kompleksi, mitokond-
sik gozlenen klinik belirtilerdir. ri benzeri organellerin bulunmasina dayanarak etkeni sporo-

Blastocystis spp., Heterokontophyta filumunda yer alan tek
hicreli parazit grubudur. Insanlan, ciftlik hayvanlarini, kuslari,
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zoa alt filumuna yerlestirdi. Antiprotozoal ilaglara duyarlilik gés-
termesi ve mantar besiyerlerinde ¢ogalmamasi protozoon oldu-
Junu ortaya koyan diger 6zelliklerdir. Bunun yani sira siniflandir-
masinda da blyik revizyonlar yapilmis ve 1996'da gen sekansla-
rinin analizi sonucu Stramenopiles grubuna dahil edilmistir (2, 3).
Stramenopiles grubu kahverengi algleri, kifleri, diatomlari, “Irish
potato famine” ve “Sudden oak death” hastaliklarinin etkenleri-
ni icermektedir. Bununla birlikte, Blastocystis'in stramenofiller
icindeki pozisyonu halen anlasilamamistir (4).

Uzun yillar tek Blastocystis tirinin insanlan ve diger tlrlerinde
hayvanlari infekte ettigine ve digerlerinin hayvanlari infekte ettigi
gorlsi yaygindi. Bu nedenle insandan izole edilen tir B. hominis
olarak adlandinlmis ve diger hayvanlardan izole edilenlere de
ayr tir isimleri verilmistir. Ornedin sicanlardan izole edilene B.
ratti adi verildi. Ancak yakin zamanda yapilan genetik analizler
insanlar infekte eden tek bir tir olmadigini géstermistir (5).
Gergekte, dokuz farkli Blastocystis tirlnin (genetik farkliliklara
dayali) insanlarn infekte edebildigi ve B. ratti olarak adlandirlan
tiriin de bu gruba dahil oldugu ortaya konmustur (6). Bu neden-
le 2007 yilinda arastirmacilar B. hominis teriminin kullanilmama-
sini yerine insanlardan ve hayvanlardan izole edilen tirler igin
"Blastocystis sp. subtype nn” seklinde bir kullanim &nermekte-
dir. Bu tanimlamada “nn"” genetik olarak tanimlanmig 9 tire ait
numaray! bildirmekte ve infekte organizmaya gére yapilan adlan-
dirmadan daha dogru sonuglann elde edilecegi ortaya konmak-
tadir (7). Ayni yil icerisinde Cin'de 10'cu tir bildirilmistir. Ancak,
bu tlrin genetik analizi tam olarak yapilmadigi icin yeni bir tur
mU yoksa tanimlanmisg tirlerden biri mi oldugu heniiz anlagiima-
mistir (8). Farkli oldugu kanitlanmig onuncu tir primatlar da dahil
olmak Uzere diger hayvanlardan izole edilmis ancak heniiz insan-
larda gosterilememistir (9).

Blastocystis spp.‘in ¢ok sayida morfolojik formu bulunmaktadir.
Vakuoler (merkezi cisim), granular, amoeboid ve kist formu en sik
gozlenen formlardir. Organizmanin gérinimi cevresel kosullar-
dan etkilenmekte olup oksijene ¢ok duyarlidir. Bu formlarin
tamaminin bagdirsakta gozlenebildigi tartigmali bir konudur.
Vakuoler form kiltirlerde goérilen tipik sekildir. Vakuoller 2 um ile
200 pm arasinda degisen boyutlarda olabilir. Vakuoler form mer-
kezi cisim olarak da bilinir ¢linki merkezi biylk bir vakuol icerir.
Bu yapinin etrafi organelleri iceren ince bir stoplazma ile ¢evrili-
dir. Vakuolin gorevi tam olarak bilinmemekle birlikte 6karyotik
canlilarda oldugu gibi besin depolanmasinda rol aldigi sanilmak-
tadir. Granular form morfolojik olarak vakuoler forma benzemek-
le birlikte merkezinde grannilerin bulunmasiyla vakuoler form-
dan ayrilir. Merkezi cisimde bulunan graniller metabolik, lipid, ve
dreme granilleri olmak Uzere Ug cesittir. Amoeboid formu hare-
ketsiz ve gli¢li adezivdir. Yakin zamandaki bir calismada amoe-
boid formun yalnizca semptomlu kisilerden alinan digki érnekle-
rinin kiltirinde ortaya ¢iktigr asemptomatik olanlarin kiltirinde
daha ¢ok vakuoler formun cogaldigi rapor edilmistir. Ayrica
semptomlarin amoeboid formun bagirsak yizeyinde ¢cogalmasi
ve ylksek adezyon karakteristiginin bir sonucu oldugu ortaya
atilmistir. 2007 yilinda amoeboid formlarin detayl G¢ boyutlu
yapist yayinlanmigtir (10). Kist formu diger formlara kiyasla daha
kiclk ve kalindir ve ¢ok katmanli kist duvariyla cevrilidir. Merkezi
cisim yoktur, cok sayida vakuol ve besin deposu icerir. Kist formu
cevre kosullarina en dayanikli formdur, mide suyuna dayaniklidir.

Distile suda lizis olmaz ve oda sicaklidinda 19 giine kadar canlili-
gini korur (11, 12). Ayrica, kiltir ortamina anti-protozoal ilaglar
eklendiginde bile canlihidini korudugu goézlenmistir.

Bu calisma ile klinik materyalden Blastocystis spp.'nin izolasyonu,
LES besiyerinde cogaltiimasi ve in-vitro kosullarda farkl evrim
sekillerinin belirlenmesi amaglanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda dncelikle ilkégretim ¢adindaki cocuklardan topla-
nan diski drneklerinde Blastocystis spp. varligi direkt mikroskopi
ile arastinlmistir. Sivas bélgesinde il merkezi, ilceler ve kdylerden
basit rastgele érnekleme ile secilen okullardan toplanan digki
érnekleri ayni giin igerisinde bekletiimeden C.U. Parazitoloji
Laboratuarinda incelenmistir. Bir iki damla serum fizyolojik iceri-
sine piring tanesi buyukligunde diski drnedi alinarak 10 ve 40'lik
objektiflerle Blastocystis spp. arastirilmistir. Calismada toplam
1449 diski 6rnedi incelenmistir.

Pozitif olan érnekler hicbir islem yapilmadan dogrudan LES besi-
yerine ekilmistir. 35.5 °C de tutulan besiyerlerine az miktarda
diski eklenerek inokilasyon yapilmistir. Besiyerinin pasaji iki
glinde bir kati ve sivi kisminin birlestigi yerden 0.5 ml érnek ali-
narak yapildi. Pasaj sirasinda alinan érnekler direkt mikroskopi ve
Gomori'nin Trikrome ve Demirli Hematoksilen boyalari ile boya-
narak izlendi.

BULGULAR

incelenen 1449 digki érneginin 7'sinde (%0.48) Blastocystis
spp.'ye rastlanmistir. Pozitif rnekler LES besiyerine alindiginda
farkli formlar gézlenebilmistir (Sekil 1 a-e, Sekil 2 a-d). Ayrica,
grantllerle dolu bazi sekillerin zamanla parcalandigi ve sonraki
gln vakuoler formun olagdanisti codaldigr goézlenmigtir.

TARTISMA

Blastocystis tirleri diinya genelinde yaygin goérilmesine karsin
siniflandirnimasi ve patojenitesi Uzerine tartigmalar devam etmek-
tedir (13-15). Ribozomal RNA sekanslarinin filogenetik analizi B.
hominis'in straminopiles grubuna ait oldugunu gdstermistir (2).
Parazit digki ve kiltirlerde farkli bircok morfolojik formda bulu-
nabilir. Vakuoler, grandler, ve kist diskida gozlenen formlardir
ayrica digki 6rneklerinde ameboid forma nadiren rastlanir.

& el

Sekil 1 a-e. Trikrom ile boyanan Blastocystis spp.’nin degisik
formlan (x100)
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Sekil 2 a-d. Direkt mikroskopik incelemede gézlenen formlar (x40).
A. Ameboid; G. Granliler; K. Kist; V. Vakuoler form.

Calismamizda oldugu gibi kiltirde ise vakuoler ve graniler for-
mun baskin oldugu bildirilmistir (14, 16).

Blastocystis spp. ve E. histolytica'nin dogrudan aksenik kiltirde
cogaltiimasi halen basarilamamistir. Ayrica, Blastocystis spp.,
Entamoebea turleri ve D. fragilis'in digkidan izolasyonunda kulla-
nilan besiyerlerinde yogun bir sekilde ¢ogalabildigi ve arastiri-
lan amip tUrinin gdzlenmesini zorlastirabildigi bildirilmistir.
Calismamizda Blastocystis spp. ve E.histolytica/dispar’ in sap-
tandigr diski drnekleri besiyerine alindiginda Blastocystis
spp.'nin baskin hale geldigi gdzlenmistir. Parazitin ksenik kiltu-
rinl ilk kez Baret serum-saline besiyerinde yapmistir (17).
Ayrica, Iscove’nun Dulbecco’s besiyeri (IMDM) gibi aksenik kil-
turler de glinimuzde kullanabilmektedir (18, 19). Aksenik kaltdr
ortamlarinin gelistirilmesi Blastocystis’ in tir tayini calismalarini
da kolaylastirmistir (13).

Ulkemizde B.hominis yayginhdi %0.8-37 arasinda degisen oran-
larda bildirilmistir (20-24). Bu degerler klinik tablo dikkate alinma-
dan gergeklestirilen caligmalar icermektedir. Bu nedenle B.
hominis ve klinik iliskisini agiklamaya yardimci olmamaktadir.
Bunun yani sira, gastrointestinal yakinmalan olan kisilerde B.
hominis yayginhiginin daha yiksek oldugu sdylenebilir. Bu grupta
B. hominis yayginligi yapilan ¢alismalarda %4-%23.32, Kayseri'de
%17.1, Bursa'da %15.6, izmir'de % 0.25-4.96 ve Ankara'daki calig-
mada %56.1 olarak bildirilmistir (25-31). Sivas’ da yapilan benzer
calismalarda Blastocystis spp. yayginligi 2008 yilinda %2.2, 2006
yilinda 1.1 ve 2004 yilinda hastaneye basvuranlarda %0.4 olarak
bildirilmistir (32-34). Onceki yillara ait veriler degerlendirildiginde
Blastocystis spp. yayginhdin yillar icinde fazla degismedigi sdyle-
nebilir. Ancak parazite diger illere gére daha dusik oranda rast-
lanmistir.

B. hominis patojenitesi tartismali ve siniflandirmasi molekiler
genetik ¢alismalarla yeni aydinlatilmig ve son zamanlarda bircok
aragtirmacinin ilgi odaginda bulunan bir parazittir. Parazit LES ve
Robinson besiyerlerinde hizli ve kolay ¢cogaldidi icin gercek yay-
ginliginin belirlenmesinde ve tanisina yonelik rutin uygulamalar-
da besiyerleri kullanilabilir.
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