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Ozet

Blastocystis diinyada yaygin olarak goériilen bagirsak protozoonudur. Calismamizda 105 hastaya (erkek/kadin:55/50) ait diski
ornegi nativ-lugol, trikrom, Ringer soltisyonunda kultur ve Direkt Floresan Antikor (DFA, Antibodies Inc., USA) yontemleri kullanilarak
Blastocystis hominis pozitifligi incelenmis ve bu yéntemler karsilastirlmistir. incelenen 6rneklerde kiiltiir ydntemi ile Blastocystis
protozoonu sikligi %28.6, bu oran, trikrom boyama yonteminde %15.2, nativ-lugol incelemede %10.5, DFA yonteminde ise %24.8
olarak tespit edilmistir. Cocuk yas grubundaki 39 diski 6rneginin %10.25'inde, eriskin gruptaki 66 6rnegin ise %39.4'Uinde kiltir ile
pozitiflik belirlenmistir. ki yas grubu arasinda Blastocystis varligi acisindan istatisitiksel olarak fark anlamli bulunmustur (P<0.001).
Kaltar yontemi referans alindiginda DFA y6ntemi ile korelasyon ¢ok gii¢li diizeyde (r=0.858, P<0.001) saptanirken, trikrom boyama
(r=0.409, P<0.001) ve nativ-lugol (r=0.403, P<0.01) yontemleriyle orta diizeyde bir korelasyon belirlenmistir. DFA y&nteminin
kiltir yontemine gore duyarlligi %83.3 6zgulligu ise %93.7 olarak, trikrom boyama ve nativ-lugol yontemlerinin duyarhlik ve
ozgullukleri ise (sirastyla %43.3, %78.7 ve %30, %77.6) daha duslk olarak tespit edilmistir. DFA ydnteminin preparat incelemesinin
kisa sirede sonuglandigi, az sayida protozoon iceren drneklerin incelenmesinde ve de gerek morfolojisi gerekse boyutlari nedeniyle
protozoonun taninmasinda glicliik yasanan durumlarda tani kolayhdi saglamasi agisindan yararli bir yéntem oldugu distincesine
varilmistir. Hizli ve pratik bir yéntem olan DFA yénteminin, uzun slirede sonuglanan kdltir yontemine alternatif bir tani yontemi
olabilecegi dustnllmektedir.
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A New Approach to the Diagnosis of Species of Blastocystis:
Direct Fluorescent Antibody Method

Summary

Blastocystis is a widely detected intestinal protozoon throughout the world. In our study, stool samples of 105 patients
(male/female:55/50) were examined for the Blastocystis hominis positivity using native-lugol exaamination, trichrome staining,
culture in the Ringer’s solution and Direct Florescent Antibody (DFA, Antibodies Inc., USA) methods and these methods were
compared. Blastocystis protozoon frequency was 28.6% in culture, which was 15.2% for the trichrome staining method, 10.5%
for native-lugol examination, and 24.8% for DFA method. 10.25% of 39 stool samples of the children and 39.4% of 66 samples
of the adults were culture positive. There was statistically significant difference in the presence of Blastocystis between two age
groups (P<0.001). Culture taken as reference, the correlation was strong in the DFA method (r=0.858, P<0.001), intermediate
in the trichrome staining (r=0.409, P<0.001) and native-lugol (r=0.403, P<0.01). The DFA sensitivity compared to culture was
83.3% and the specificity 93.7%, and the sensitivity and the specificity of the trichrome staining and Native-lugol methods were
lower (43.3-78.7% and 30-77.6%, respectively). The conclusion drawn here is that DFA examination requires shorter time and
it is useful in lower protozoon density and where the morphology and the dimensions of the protozoon make the diagnosis
harder. DFA method, which is fast and practical, is considered as an alternative diagnosis method to culture method which
requires longer time.
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GiRiS

Blastocystis enterik protistan bir parazit olup, patojenite-
si tam olarak aydinlatilamamigtir. Genom yapisinin yiiksek
degiskenlik gostermesi nedeniyle gliniimiizde ¢cogu zoono-
tik kaynakh olan ribozomal RNA'nin kicuk alt birimine
(SSUrRNA) dayanarak 13 alttlir tanimlanmis durumdadir ™2,
Blastocystis tirlerinin insanda yaptigi enfeksiyonlara blasto-
sistozis denilir ve spesifik olmayan intestinal belirtilerden
Urtikere kadar degisen klinik tablolara neden olmaktadir.
Blastosistozis en sik ishal ve karin agrisi semptomlarina ne-
den oldugu gorilmektedir 3. Semptomlarin parazit sayisiyla
iliskili oldugunu belirten ¢alismalarin yaninda son yillarda
farkl gorislerin bildirildigi calismalar da mevcuttur #¢. Semp-
tomlarin altirlerle iliskisi ise arastiricilarin ilgisini cekme-
ye devam etmektedir. Bu konuda elde edilen farkli veriler
bulunmakla birlikte, insanlardan en sik altttr 3 izole edil-
mekte ve alttlr 1, 4 ve 7'nin patojenite ve semptomlarla
iliskisinin oldugunu belirten alttiir 2'nin ise asemptomatik
enfeksiyonla birlikteligine dikkat ceken calismalar mevcut-
tur 7. Hastanin semptomlarini agiklayacak bakteriyel, viral
ve diger paraziter etkenlerin yoklugunda Blastocystis sap-
tanmasi halinde tedavi verilmesi 6nerilmektedir '°.

Blastosistozis tanisinda kullanilan nativ-lugol ve trikrom
boyama yontemlerinin duyarlihgi yapilan ¢alismalarda kuil-
tlr yontemine gore diisik olarak saptanmistir '3, Ayni
zamanda mikroskobik incelemenin PCR yontemine gore
de duyarhhginin distk oldugu bildirilmistir. Mikroskobik
incelemede parazitin farkli boyutlarda ve morfolojide olma-
sininyaninda, I6kosit ve mayalarla karistirilabilecegi belirtil-
mektedir. Kiltlr yonteminin duyarlihginin yiiksek olmasinin
yaninda zahmetli ve en az lic-dort giin almasi nedeniyle
daha pratik ve kisa sureli kiiltiir yontemlerinin gelistirilmesi
amaclanmaktadir *. Bununla birlikte pratik uygulanabilen
ve degerlendirmesi kolay olan Direk Floresan Antikor (DFA)
yonteminin duyarliligi, deneyim gerektiren nativ-lugol ve
trikrom boyama ydntemlerine gore daha yilksek tespit
edilmis ve DFA yonteminin kiltir yontemiyle uyumu yuk-
sek bulunmustur 2. Ayni zamanda blastosistozis tedavisi
icin kabul géren geleneksel gorus olan diger paraziter, bak-
teriyel ve viral etkenlerin yoklugunda 40x objektifle her alan-
da bes ve daha fazla parazit goriilme kriteri, semptomlarla
parazit yogunlugunun arastinldigi calismalar sonucunda
semptomatoloji ile parazit sayisinin iliskisinin olmadiginin
belirlenmesi nedeniyle belki de yakin gelecekte terk edi-
lecektir >5. Parazitin var yok analizi ile tedavi baglamanin
s6z konusu olacagi gelecek donemler icin tanida parazit
antijenlerinin belirlenecegi yiiksek islem hacimli ELISA
testlerinin yaninda parazitlerin tiim alttirlerinin tek basa-
makta belirlenebildigi standardize edilmis PCR yontemle-
rinin gelistirilmesine de ihtiya¢ duyulacaktir.

Galismamizda 105 hastaya ait diski 6rnegdi nativ-lugol,
trikrom, ringer sollisyonunda kiltiir ve DFA yontemleri
kullanilarak Blastocystis varligi agisindan incelenmis ve yon-
temler karsilastiriimistir.

MATERYAL ve METOT

Calismamizda 1-30 Haziran 2009 tarihlerinde Gazi Univ.
Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gastro-
intestinal yakinmalarla basvuran eriskin (n=66, %62.9) ve
cocuk (n=39, %37.1) toplam 105 hastaya (erkek/kadin:
55/50) ait diski 6rnegdi Blastocystis varligi acisindan nativ
-lugol, trikrom boyama, kiiltlir ve DFA yontemleri ile ince-
lenmistir. Nativ-lugol ve trikrom boyama her 6rnek icin her
hastadan birer preparat hazirlanarak degerlendirilmistir.
DFA yontemi, Blastocystis sp. 1 ve 3 subtiplerinin antijenlerine
karsi tavsanda olusan florescein isothyocyanate isaretli poli-
klonal antikorlar (Antibodies Inc., USA) kullanilarak yapil-
mistir. Uretici firmanin énerileri dogrultusunda sekilli digki-
dan 0.2 g, sulu diskidan 200 pl alinan 6rnek, 200 pl fosfat
tamponlu tuzlu su (PBS, Ph:7.4) icinde slispanse edildikten
sonra 4 pl boya soliisyonu eklenerek 37°C'de 60 dk inkiibe
edilmistir. Boyanan diski 6rnekleri floresan mikroskopta
(Olympus CX31, Japan) 475-515 nm dalga boylarinda ince-
lenmistir 12, Kultlr ortami olarak %0.05 asparajin ve %10 at
serumu iceren Ringer sollisyonu kullanilmistir . Ringer
solusyonlari 8 ml olacak sekilde agzi kapakl plastik tiplere
dagitilarak +4°C'de kullanilincaya kadar saklanmistir. Digki
ekimi 6ncesinde kiiltlrlerin oda isisina gelmeleri beklenmis
ve sekilli diskilardan yaklasik 1 g, sivi diskilardan ise 1 ml
kiltar tipleri icine eklenerek stispanse edilmistir. Her 6rnek
icin cift kaltlr ortamina diski 6rneklerinin inokilasyonu
sonrasinda, kiltlr tupleri etiivde Ui¢ glinlik inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonrasi tireme kontrolii kiiltir tiip-
lerinin dip kismindaki diski pelleti Gizerinden alinan kiilttr
sivisindan hazirlanan lam-lamel arasi preparatin mikrosko-
bik olarak incelenmesi ile yapilmistir. Verilerin analizi icin
ki-kare ve korelasyon testleri SPSS 13.0 istatistik programi
kullaniimugtir.

BULGULAR

incelenen diski érneklerinin kiiltiirde %28.6'sinda
Blastocystis pozitifligi saptanirken bu oran nativ-lugol ince-
lemede %10.5, trikrom boyama yonteminde %15.2, DFA yon-
teminde ise %24.8 olarak tespit edilmistir (Sekil 1: a,b,c,d).

Cocuk yas grubundaki 39 diski 6rneginin %10.25'inde,
eriskin yas grubundaki 66 diski 6rneginin ise %39.4'Uinde
kiiltir ile pozitiflik belirlenmistir. iki yas grubu arasinda
Blastocystis varligi acisindan istatistiksel olarak fark anlamli
bulunmustur (P<0.001).

Kiltur yontemi altin standart olarak kabul edildiginde,
kaltar yontemi ile diger yontemler arasinda Blastocystis
protozoonunu saptama agisindan istatistiksel olarak fark
anlamli saptanmistir (P<0.001). Bununla birlikte kiltiir yon-
temiyle DFA yontemi arasinda korelasyon ¢ok gticlii diizey-
de saptanirken (r=0.858, P<0.001), nativ-lugol (r=0.409,
P<0.001) ve trikrom boyama (r=0.403, P<0.01) yontemle-
riyle orta diizeyde bir korelasyon belirlenmistir.
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Sekil 1. a- Blastocystis spp. kilttr siispansiyonunun lam-lamel arasi preparatinin i1sik mikroskobundaki gérinimu (100x), b- Diski
orneginin lugolle incelenmesinde Blastocystis spp. istk mikroskobundaki goriinimu (400x), c- Trikrom boyama ile Blastocystis spp. 151k
mikroskobundaki gériinim (1000x), d- DFA yontemi ile Blastocystis spp. floresan mikroskobundaki gérinimu (400x)

Fig 1. a- Wet preparation of culture suspension of Blastocystis spp. in light microscopy (100x), b- Blastocystis spp with lugol staining of
stool sample in light microscopy (400x), c- Blastocystis spp with trichrom staining in light microscopy (1000x), d- Blastocystis spp with

DFA in fluorescein microscopy (400x)

Tablo 1. Mikroskobik yéntemlerin kiiltiire gére duyarlilik ve 6zgdilliikleri

Table 1. Sensitiviy and specifity of microscopic technique according to
culture

istatistik Nativ - Lugol Trikrom Boyama DFA Yontemi
Parametreleri (9/30) (13/30) (25/30)
Duyarhlik %30 %43.3 %83.3
Ozgiillik %77.6 %78.7 %93.7

DFA yonteminin kiltiir yontemine gore duyarhlig
%83.3 6zglilligu ise %93.7 olarak saptanirken nativ-lugol
ve trikrom boyama yontemlerinin duyarllk ve 6zgullikleri
ise daha dustik olarak tespit edilmistir (Tablo1).

TARTISMA ve SONUC

Blastosistozisin epidemiyolojik 6zelliklerinin belirlene-
bilmesi icin duyarliigi yiiksek tani araglarina ihtiya¢ duyul-
maktadir. Ginimuze kadar kisa sireli ksenik kilttrlerin ya-
pilmasi altin standart yontem olarak kabul edilmistir. Bircok
calismada da kultr yontemi mikroskobik yontemlere gére
daha etkili bulunmustur '*7. Caismamizda incelenen 105
hastaya ait diski 6rneginde Blastocystis spp. pozitifligi kil-
tlr ile %28.6 olarak saptanirken bu oran nativ-lugol ince-

lemede %10.5, trikrom boyama yonteminde %15.2, DFA
yonteminde ise %24.8 olarak tespit edilmistir. DFA yonte-
minin kultlr yontemi ile korelasyonu yiiksek olarak sap-
tanmigtir. DFA yontemi uygulanmasi kolay bir yéntem
olmakla birlikte trikrom yontemine gore daha kisa siirede
deneyim kazanilmasi ve degerlendirme asamasinin da hizli
bir sekilde gerceklestiriimesi nedeniyle kullanimi avantaj
saglamaktadir. Aynizamanda diger mikroskobik yontemlere
gore duyarliligi ve 6zgulligi yiksek olarak belirlenmesi
her laboratuarda yapilamayan ve uzun sure alan kiltar
yontemine alternatif bir ydontem olabilecegini gdstermek-
tedir. Blastosistozisin tanisinda klasik mikroskobik yontem-
lerin disinda immunfloresan taniya yonelik az sayida calis-
ma mevcuttur. Bu konuda daha 6nce yaptigimiz calismada
kaltar yontemine gore DFA yonteminin duyarliligini %86.7
olarak saptadik ™. Bu ¢alismamizin sonucu da onceki ¢a-
lismamamiz ile uyumlu olarak tespit edilmistir.

Parazitin epidemiyolojisi ile ilgili yapilan calismalarda
Blastocystis spp.’nin diinyada bircok tlkede en sik rastlanan
parazit oldugu goérilmekle birlikte ayni tlkenin farkli
cografik bolgelerinde saptanma sikligi farkli oranlarda
bildirilmektedir. Prevalansi Japonya ve Singapur'da %0.5-
3.3 arasinda degisirken, Arjantin, Misir, Kiiba, Brezilya ve
Endonezya'da ise bu oran %27.2-60 olarak belirlenmistir 3.
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Ulkemizde ise farkli bélgelerde yapilan calismalarda bu
oran %2.1-%23.5 olarak belirlenmistir '8, Bu calismada da
Blastocsytis pozitifligi %28.6 oraninda yiiksek olarak bulun-
mustur.

CGahsmamizda ¢ocuk yas grubundaki 39 diski 6rneginin
%10.25'inde, eriskin yas grubundaki 66 diski 6rneginin
ise %39.4'tinde kiiltiir ile pozitiflik belirlenmistir. iki yas
grubu arasinda Blastocystis varligi acisindan istatisitiksel
olarak fark anlamli bulunmustur (P<0.001). Bu durum
blastosistozisin yas ilerledik¢e kazanilan bir enfeksiyon
oldugunu disiindiirmektedir. Ozcakir ve ark. ise geng
yas grubunda ileri yas grubuna gore daha Blastocystis
sikliginin daha yiiksek oldugunu tespit etmelerine ragmen
Staat ve ark. ise cocuklarda yaptiklar calismalarinda bir yas
Ustu ¢ocuklarda bir yas alti cocuklara gore bu protozoonun
sikligini daha yuksek saptadiklarini belirtmisledir 222 Yetkin
ve ark. 2010 yilinda Kafkas Universitesi égrencilerinde
flotasyon, native-lugol ve trikrom boyama ydntemleriyle
Blastocystis spp. varhigini %11.81 olarak bulmuslardir .

Roberts ve ark. calismalarinda inceledikleri olgularda
Blastocystis spp. turlerinin pozitifligini kalici boya ile para-
zitin saptanma oranini %47, kiltiirle %81 oraninda sapta-
diklarini bildirmislerdir 3. Mikroskobik yontemlerin kiiltlre
gore duyarliliklarinin daha dusiik oldugunu gosteren bu
calismalarda ayni zamanda parazitin farkh boyut ve mor-
folojilerinin olmasi nedeniyle mikroskobik incelemede de-
neyimin onemi de belirtilmistir. Calismamizda nativ-lugol
ve trikrom boyama yontemlerinin duyarliliklar kiltir yon-
temine gore sirasiyla %30 ve %43.3 olarak belirlenmistir.
DFA yonteminin ise duyarliligi ise %83.3, 6zgulligu %93.7
olarak tespit edilmistir. DFA yontemi floresan mikroskobu
gerektiren bir ydntem olmasina ragmen kiiltdr ile yiksek
dizeyde korelasyon gostermesi hizli tani gerektiren ve
kaltar yapilamayan durumlarda kiltiir ydntemine iyi bir
alternatif olarak goérinmektedir.

Cahisma sonucunda DFA yonteminin kolay uygulana-
bilen, preparat incelemesinin kisa stirede sonuclandig, kisa
strede deneyim kazanildigi, pratik bir yontem oldudu, az
saylida protozoon iceren Orneklerin incelenmesinde ve
gerek morfolojisi gerekse boyutlari nedeniyle protozoonun
taninmasinda gui¢liik yasanan durumlarda floresan mik-
roskobu bulunan laboratuarlarda tani kolayligi saglamasi
acisindanyararl birydontem oldugu diisiincesine variimistir.
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