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Ozet: Blastocystis tiirleri, giinimiizde gelismekte olan iilkelerde en yaygin goriilen gastrointestinal sistem parazitlerindendir.
Tanisinda ¢ogunlukla nativ-lugol ve trikrom boyama gibi mikroskobik yontemler kullanilmakta olup, kiiltiir ve molekiiler yontemler
daha ziyade aragtirma amaciyla tercih edilmektedir. Bu ¢alismada; Eskisehir ilinde 0-12 yas arasi akut ishali olan ve olmayan
cocuklarda Blastocystis spp. varligi ve tanida kullanilan yontemlerin basarist karsilastirilmigtir. Akut ishal sikayeti ile iki farkl
hastanenin acil servisine bagvuran ¢ocuklar ile ishal sikayeti olmayan yedi farkli sosyoekonomik diizeydeki ilkogretim okuluna
giden gocuklardan alnan digki 6rnekleri galismaya dahil edilmistir. Ornekler Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi ve
Aragtirma Hastanesi parazitoloji laboratuvarinda rutin digki inceleme yontemlerinin yanisira, trikrom boyama ve Real time PCR
yontemiyle Blastocystis varlig1 arastirilmigtir. Calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi etik kurulunca onaylanmis olup, Eskisehir
Osmangazi Universitesi Arastirma Projeleri tarafindan desteklenmistir. Toplamda 303 disk: 6rnegi calismaya dahil edilmis olup,
bunlardan 84’1 akut ishali olan ¢ocuklardan alinmigtir. Blastocystis spp. goriilme oranlari kullanilan testlere gore sirasiyla; direkt
mikroskobi yontemiyle %38, Trikrom boyama yontemiyle %35 ve molekiiler yontemle %38 olarak saptanmustir. Akut ishal sikayeti
ile bagvuran 84 olguda bu oranlar sirasiyla; %13, %18 ve %18 olarak saptanmustir. Akut ishalli grupta PCR yontemi referans
alinarak yontemler karsilastirildiginda; direkt mikroskobi yonteminin duyarliligi %65, o6zgilligi %78, trikrom yonteminin
duyarliligt %55, o6zgilligi %77, PCR yonteminin duyarlih@i %80, 6zgilliigii %84 olarak saptanmustir. Sonug olarak molekiiler
yontemlerin duyarliigi ve 6zgilligii ishalli olgularda daha giivenilir sonuglar igin tercih edilebilir, ancak ¢ok merkezli ve genis
kapsamli klinik ¢aligmalara gereksinim vardur.

Anahtar Kelimeler: Blastocystis, ishal, cocuk, mikroskobik inceleme, molekiiler tani.

Dogan N, Tiizemen NU, Dinleyici EC. 2018, Akut Ishali Olan ve Olmayan Cocuklarda Farkli Tan1 Yontemleriyle Blastocystis Spp.
Tanimlanmasi, Osmangazi Journal of Medicine, 40 (2):13-17  Doi: 10.20515/0td.408450

Abstract: Blastocystis species are the most common gastrointestinal system parasites. Microscopic methods such as native-lugol
and trichrome staining are mostly used for diagnosis and culture and molecular methods are preferred for research purposes. In this
study, we aim to evaluate the prevalence of Blastocystis spp. In 0-12 age’s children in Eskisehir, Turkey, with or without acute
diarrhoea, using direct microscopy, trichrome stain and real-time polymerase chain reaction (PCR) technique. Children were
admitted to the emergency unit with acute diarrhoea and school children without diarrhoea from seven different socioeconomic
backgrounds have been enrolled. Stool specimens were investigated by routine faecal examinations in the Parasitology laboratory of
Eskisehir Osmangazi University Education and Research Hospital. The study was approved by the Local Ethical Committee of the
Eskisehir Osmangazi University and has been founded by Eskisehir Osmangazi University Research Project.The children were
included after informed consent was given by their parents. Totally, 303 samples have been evaluated with these three methods, and
84 out of these samples have been obtained from children had acute watery diarrhoea. Blastocystis spp. cysts was seen in 38% of
samples with direct microscopic examination while cysts were seen in 35% of samples by the trichrome stain and were 38% by PCR
method. In the acute diarrhoea group, Blastocystis spp. cysts have been with these three methods respectively: 13%, 18% and 18%.
When methods are compared with reference to PCR method in acute diarrhoea group; for direct microscopic evaluation the
sensitivity was 65% and the specificity was 78%, while for trichrome staining 55% and 77%, the specify of PCR was 80.5% and
sensitivity 83.8 the respectively. As a result, molecular methods can be preferred for more specific results in diarrheic cases, but
there is a need for multicenter and also extensive clinical trials.
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1. Giris

Intestinal enfeksiyonlar tim diinyada yaygin
olarak  goriilmekle  birlikte  ozellikle
gelismekte olan iilkelerde daha sik goriiliir.
Sanitasyon ve hijyen kosullarinin iyi olmadig:
bolgelerde insan ve/veya hayvan diskilariyla
kontamine olmus su ve yiyeceklerle fekal-oral
yolla bulasir'.  Blastocystis, tiim diinyada
insan ve hayvanlarda bulunabilen kolon
yerlesimli anaerobik bir protozoondur. Digki
orneklerinde en sik rastlanan protozoon olarak
bildirilen Blastocystis, kozmopolit bir dagilim
gostermektedir®. Blastocystis spp. prevelansi
gelismis tlkelerde %1,5-10, gelismekte olan
iilkelerde %30-60 arasinda degismektedir'>.
Zorunlu anaerop olup nétral pH’da 37°C’de
iremektedir*. Bilinen formlar1 vakuolar,
granular, multivakuolar, ameboid ve Kistik
formlardir®. Hastalar asemptomatik
olabilecegi gibi abdominal rahatsizlik, ishal,
yorgunluk, kusma ve anoreksi gibi
semptomlarla da gelebilmektedir. Urtiker ve
siddetli kasint1 gibi dermatolojik sikayetlerde
siklikla bildirilmektedir®. Bircok calisma X40
biiylitmede her alanda 5 ya da daha fazla
mikroorganizma goriildiigiinde raporlanmasi
gerektigini belirtilmekle birlikte, giiniimiizde
farkli patojen suslar olabilecegi ve parazitin
giinlik atillminda farkliliklar olabilecegi
disiincesiyle kabul gormemektedir. Genetik
ve molekiiler caligmalarla 17 alt tipi belirlenen
protozoonun en az 9 tanesinin insanda patojen
olabilecegi  saptanmustir. Tanida; direkt
mikroskobi, kiiltiir ve molekiiler yontemler
kullanilmaktadir®®,

Bu calismada; Eskisehir ilinde ishal sikayeti
olan ve olmayan cocuklarda Blastocystis sp.
prevelansini saptamak ve tanida kullanilan
direkt mikroskobi, trikhrom boyama ve real
time PCR  yontemlerini  birbirleriyle
karsilastirarak kolay ve giivenilir bir yontem
tanimlamay1 planladik.

2. Gerec ve Yontem

Calismamizin  ilk asamasinda; Oncelikle
gerekli izinler almarak farkli bolge ilkdgretim
okullar1 ve iki farkli hastaneden gelen diski
orneklerinin toplanmasi, genel bir bagirsak
paraziti taranmasi planlandi. 01.01.2011-
29.03.2013 tarihleri arasinda hastanemiz Tibbi
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Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen diski
ornekleri, Eskisehir Devlet Hastanesi acil
servisine ishal sikayetiyle gelen hastalardan
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen diski

ornekleri ile Valilik ve Milli Egitim
Midiirligiinden izin alinip rastgele sectigimiz
ilkdgretim okullarindaki Ogrencilerden

ailelerinin izni olanlardan topladigimiz diski
ornekleri ¢aligmaya dahil edildi. Toplanan 303
disk1 ornegi; oncelikle molekiiler yontemle
calisilmak iizere koruyucu ilavesiz olarak
ayrilarak -70°C derecede saklandi. Kalan
orneklere rutin tani i¢in hazirlandi ve direkt
mikroskobik inceleme (nativ-lugol ve serum
fizyolojikle) yapildi. Hazirlanan preparatlar
X10 ve X40 biiyiitmede incelendi. Ornekler
trikrom boyast ile boyandi ve X100
biiylitmede incelendi. Molekiiler yontem igin
ornekler -70°C dereceden oda 1sisina ¢ikarildi.
Oda 1sisina gelen o6rneklerden dnce QIAamp
DNA Stool Mini Kit ile firetici firmanin
onerileri dogrultusunda DNA ekstraksiyonu
yapildi, ekstrakte edilen orneklere real-time
PCR yontemi uygulandi. Kit (PrimerDesign
Ltd. standart kit) Blastocystis sp. érneklerinde
G elongation factor-1 alpha  genini
saptamaktadir. Calisilacak her 6rnek i¢cin PCR
tiplerine 10 pl oasigTM 2 x gPCR
MasterMiks, 1ul Blastocystis spp. specifik
primer/prob miks, 4 ul RNAse/DNAse free
su, 5 ul 6rnek eklendi. Pozitif kontrol i¢in 5 pl
Blastocystis spp. pozitif kontrol, negatif
kontrol igin 5 pl su eklendi. Ornekler Rotor-
Gene Q cihazmma yerlestirilip 10 saniye
95°Cderecede, 60 saniye 60°C derecede 50
siklus ayarlanip calisildi. Calisma sonunda

lineer deger belirlendi ve  sonuglar
degerlendirildi.
3. Bulgular

84’1 ishalli (44 kiz 40 erkek) kalani rastgele
secilen toplam 303 digki 6rneginde (149 kiz
ve 154 erkek) Blastocystis spp.varligr direkt
mikroskobi, trikrom ve Real Time PCR
yontemleriyle arastirildi. Direkt mikroskobi
yontemiyle Blastocystis spp. goriilme orani
%38 (116 ornek), trikrom boyama ile %35
(107 ornek) ve Real-time PCR yontemiyle
%38 (115 ornek) olarak saptanmustir. Akut
ishal sikayeti ile gelen 84 cocuga ait drnegin
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inceleme sonuglar sirastyla; %13 (11 ornek),
%18 (15 ornek) ve %18 (15 ornek) olarak
saptanmustir.

Real-time PCR yontemi altin standart olarak
kabul edildiginde c¢alisma grubunda direkt
mikroskobi yonteminin duyarlilik orant %65,
Ozgillik oram1 %78, trikrom boyama
yonteminin swrastyla %55, %77 olarak

saptanmis olup akut ishalli grupta direkt
mikroskobi yonteminin duyarliligt %80,
ozgilligi %84, trikrom boyama ydnteminin
sirastyla %27, %84 olarak saptanmustir. Akut
ishalli grupta direkt mikroskobi yonteminin
negatif prediktif degeri %80, trikrom boyama
yonteminin %84 olarak bulunmustur (Tablo
1).

Tablo 1.
Real-time PCR yontemi altin standart olarak kabul edildiginde direkt mikroskobi yonteminin ve trikrom
boyama yonteminin duyarlilik, ozgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri

Pozitif Negatif
Duyarhhk Ozgiillliik Prediktif Prediktif
Degier Deger
Direkt 0 , . i
Calisma mikroskobi %65 0678 0465 79
Grubu Trikrom %55 %77 658 vors
boyama
Direkt 0 . . .
Akut ishalli mikroskobi %47 %85 %69 80
Grup Trikrom oeo7 - oo o
boyama

Blastocystis spp. Real-time PCR yontemi
(PrimerDesign Ltd) ile c¢alisgilan bir PCR
calismasinin ekran sonu¢ goriintiisii sekil 1°de
verilmistir.  ilk  yiikselen deger pozitif

kontroliin  degeridir. Threshold degerinin
tizerindeki diger egriler ise pozitif ¢ikan
orneklere ait egrilerdir.

034

Norm. Fluoro.
o
N

o

0,0 Threshold]

25 30
Cycle

Sekil 1. Blastocystis spp. Real-time PCR ydntemi (PrimerDesign Ltd) ekran sonug goriintiisii

4. Tartisma

Blastocystis  spp. enfeksiyonu  ozellikle
gelismekte olan tilkeler basta olmakla birlikte
tiim diinyada tropik ve subtropikal bolgelerde
en yaygin halk saglhgi problemidir®

Ulkemizde yapilan seroepidemiyolojik
calismalarda Blastoctstis spp. tanisinda farkli
yontem  karsilastirmalarinda  seropozitiflik
oranlar1 %12-35 arasinda degismektedir.>"**°
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Amany ve arkadaslari hassas  barsak
sendromlu 83 hastaya ait digki 6rneginde B.
hominis varligim1 yontemlere gore sirasiyla;
25(%30.1) direkt mikroskobi, 34(%41) kiiltir
yontemiyle, 37 (%44.6) PCR yontemiyle

pozitif  olarak saptamuslar™, Bizim
calisgmamizda caligma grubunda  direkt
mikroskobi yontemiyle Blastocystis spp.

goriilme oranmi %38 (116 oOrnek), trikrom
boyama ile %35 (107 drnek) ve real-time PCR
yontemiyle %38 (115 ornek) olarak
saptanmistir. Akut ishal sikayetiyle gelen
cocuklarda ise goriilme oranlari sirastyla %13
(11 ornek), %18 (15 ornek) ve %18 (15
ornek) olarak saptanmigtir. Brezilyada okul
cocuklarinda yapilan bir caligmada %34.6

oraninda  Blastocystis spp tanimlanmus,
tanimlanan olgularin %41.3’iinde karin agrist,
inat¢1 diyare gibi bagirsak semptomlari
bildirilmistir*,

Poirier ve arkadaslari ise 94 immiin diiskiin ve
92 immiin diigkiin olmayan toplam 186
hastadan digki Ornekleri toplayarak direkt
mikroskobik inceleme, ksenik invitro diski
kiiltiri  yaparak ve PCR  yontemiyle
Blastocystisspp. varligini arastirmiglar. PCR
yontemiyle karsilagtirdiklarinda direkt
mikroskobik incelemenin duyarliligim %29,
ksenik invitro kiiltiiriiniin duyarliligint %52
olarak saptamlslarls. Bizim c¢alismamizda ise
calisma grubundaki 303 oOrnekten %38’inde
PCR yontemiyle Blastocystis spp. varligt
saptanmustir. PCR yontemiyle
karsilastirdigimizda  direkt ~ mikroskobik
incelemenin  duyarliligimi =~ %65  olarak
bulunmustur.

Dogurman al ve  arkadaslan  Gazi
Universitesinde yaptiklari bir caligmada 94
gastrointestinal semptomu olan hasta ve 109
asemptomatik hastadan topladiklar1 diski
orneklerinde  nativ-lugol-iyodin,  trikrom
boyama yontemi ve Kinyoun asid-fast
boyama yontemleri ve invitro  kiltiir
yontemlerini  kullanarak Blastocystis spp.
varligmi arastirmislar. Toplam 203 o6rnekten
12 (%5.9) tanesinde nativ-lugol-iyodin ve 20
(%9.9) tanesinde trikrom boyama yontemi ile

Blastocystis spp. saptamuslar. Kiiltiir metodu
ile 66 (%32.5) oraninda Blastocystis spp.
saptamis olup diger mikroskobik inceleme
yontemlerine gore istatistiksel olarak anlaml
oranda yiiksek duyarliliga sahip oldugunu
bildirmislerdir(p< 0.001). PCR yontemiyle
Blastocystis sp. subtiplerini arastirdiklarinda
ise subtip 3’lin diger tiplere gére semptomatik
ve asemptomatik grupta daha fazla oranda
bulmuslar’?. Bizim calismamizda ise 303
ornekten 84 tanesi gastrointestinal semptomlu
cocuklara ait olup 116 (%38) tanesinde direkt
mikroskobik inceleme ve 107 (%35) tanesinde
trikrom boyama yontemi ile Blastocystis sp.
saptanmistir.

Jakarta'da Ilkokul cocuklarinda Blastocystis
ve alt tirlerinin belirlendigi bir c¢alismada
toplam 141 digkr 6rnegi; mikroskopi kiiltiir ve
PZR yontemiyle karsilagtirilmig, sonuglar
PZR testine gore sirasiyla; % 89,% 78,% 80
ve% 88 duyarlilik, ozgiilliik te
tanimlanmistir™.

5. Sonuc¢

Calisgmamizda 303 ornekte (84 tanesi akut
ishalli) Real-time PCR yontemi ¢alisilmig
olup 115 ornekte  Blastocystis  spp.
saptanmistir. Real-time PCR yontemi altin
standart olarak kabul edildiginde; ¢alisma
grubunda direkt mikroskobi yOnteminin
duyarlilik orami %65, Ozgiilliik oram1 %78,
trikrom boyama yonteminin sirasiyla %55,
%77 olarak saptanmustir. Akut ishalli grupta
ise, direkt mikroskobi yonteminin duyarhlik
orani %77, Ozgiillik oram1 %85 olarak
saptanmustir. Trikrom boyama ydnteminde bu
oranlar  swrasiyla; %27, %84  olarak
saptanmustir.  Akut ishalli grupta direkt
mikroskobi yOnteminin negatif prediktif
degeri %80, trikrom boyama ydnteminin %84
olarak bulunmustur. Sonug¢ olarak molekiiler
testler zahmetli ve pahali yontemler olmakla

birlikte, 06zel durumlar ve akut ishalli
olgularda daha yararl olabilecegi
distintilmiistiir, ancak bu konuda c¢ok

merkezli, genis kapsamli klinik ¢aligmalara
gereksinim vardir.

* Bu makale poster bildirisi olarak 1st International Blastocystis Symposium, Ankara’da

sunulmustur

16



10.

11.

12.

13.

Osmangazi T1p Dergisi, 2018

KAYNAKLAR

Cabrine-Santos M, Nascimento Cintra E, Carmo
RA, Nascentes GAN, Pedrosa AL, Correila D,
Olverra-Silva MB. Occurrence Of Blastocystis sp.
In Uberaba, Minas Gerais, Brazil Rev. Inst. Med.
Trop. Sao Paulo; 2015: 57(3):211-215.

Ertug S, Malatyali E, Ertabaklar H, Cahskan SO,
Bozdogan B. Subtype Distribution of Blastocystis
Isolates and Evaluation of Clinical Symptoms
Detected in Aydin Province, Turkey. Mikrobiyol Bul
2015; 49(1): 98-104.

Elghareeb A, Younis MS, Fakahany AFE, Nagaty
IM, Nagib MM. Laboratory diagnosis of
Blastocystis sp. in diarrheic patients Trop Parasitol.
2015 Jan-Jun; 5(1): 36-41.

Santos HJ , Rivera WL. Comparison of direct fecal
smear microscopy, culture, and polymerase chain
reaction for the detection of Blastocystis sp. in
human stool samples. Asian Pac J Trop Med, 2013.
6(10): p. 780-4.

Vassalos CM, Spanakos G, Vassalou E,
Papadopoulou C, Vakalis N. Differences in clinical
significance _and  morphologic  features  of
Blastocystis sp subtype 3. Am J Clin Pathol, 2010.
133(2): p. 251-8.

Dager H, Kurt O, Demurel M, Mandiracioglu A,
Aydemir S, Saz U, Bart A, Van Gool T.
Epidemiological And Diagnostic Features Of
Blastocystis Infection in Symptomatic Patients in
Izmir Province, Turkey. Iranian J Parasitol: Vol. 9,
No. 4, Oct —Dec 2014, p.519-529.

Adiyaman Korkmaz G, Dogruman Al F
Mumcuoglu i . Diski érneklerinde Blastocystis spp.
varliginin _ Mikroskopik, kiiltir ve molekiiler
yontemlerle arastirilmasi. Mikrobiyol Bul. 2015: 49
(1): 85-97.

Belleza MLB, Cadacio JLC, Borja MP, Solon JAA,
Padilla MA, Tongol-Rivera PN, Rivera AL.
Epidemiologic Study of Blastocystis Infection in an
Urban Community in the Philippines. Journal of
Environmental and Public Health. Volume 2015,
Article 1D 894297.

Dogruman-Al _F, Yoshikawa H, Kustimur S,
Balaban N. PCR-based subtyping of Blastocystis
isolates from symptomatic and asymptomatic
individuals in a major hospital in Ankara, Turkey.
Parasitol Res, 2009. 106(1): p. 263-8.

Ozcakir O, Giireser S, Ergiiven S, Yilmaz YA.
Topaloglu R, Hascelik G. Characteristics of
Blastocystis hominis. Acta Parasitologica Turcica.
2007; 31:277-82.

Amany M Eida, Mohamed M Eida. Identification of
Blastocystis hominis in Patients with Irritable Bowel
Syndrome using Microscopy and Culture Compared
to PCR. Parasitologists United Journal.2008. 1(2): p.
87-92.

Segui R, Klisiowicz D, Oishi CY, Toledo R,
Esteban JG, Muiioz-Antoli C. Intestinal symptoms
and Blastocystis load in schoolchildren of Paranagua
Bay, Parand, Brazil.Rev Inst Med Trop Sao Paulo.
2017 Dec 21;59:e86. doi: 10.1590/S1678-
9946201759086.

Poirier P, Wawrzyniak I, Albert A, El Alaoui H,
Delbac F, Livrelli V. Development and evaluation
of a real-time PCR assay for detection and
guantification of blastocystis parasites in human
stool samples: prospective study of patients with
hematological malignancies. J Clin Microbiol, 2011.
49(3): p. 975-83.

14. Sari IP, Benung MR, Wahdini, Kurniawan A.

Diagnosis _and Identification of Blastocystis
Subtypes in Primary School Children in Jakarta. J
Trop Pediatr. 2017: 31.

©Copyright 2018 by Osmangazi Tip Dergisi - Available online at tip.ogu.edu.tr ©Telif Hakki 2018 ESOGU Tip Fakiiltesi - Makale metnine dergipark.gov.tr/otd web
sayfasindan ulasilabilir.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elghareeb%20AS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Younis%20MS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El%20Fakahany%20AF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagaty%20IM%5Bauth%5D
http://www.cocukenfeksiyon.org/
http://www.cocukenfeksiyon.org/

