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Blastocystis hominis Kistlerinin Tanisinda
Farkli Boyama Yontemlerinin
Karsilastirilmasi

Comparison of Different Staining Methods
for Detecting Blastocystis hominis Cysts

OZET Amag: Blastocystis hominis (B. hominis) insanlarda en sik goriilen ayni zamanda yaygin hay-
van konag da olan intestinal bir protozoondur. Genis cografik dagilimi olan B. hominis, literatiirde
daha ¢ok ti¢ formu ile gosterilmis polimorfik bir organizmadir. Parazitin bulag formu oldugu 6ne sii-
riilen, morfolojik olarak ayr: bir kist formu yakin zamanda tanimlanmigtir. Caligmamizin amaci,
farkli diski boyama yéntemleri ile B. hominis kistlerinin tanimlanmasidir. Gereg ve Yontemler: Bu
caligmada nativ-lugol ve trichrome sonrasi B. hominisin herhangi bir formuna rastladigimiz 31
digk: 6rnegi caligma kapsamina alindi. Digk: 6rnekleri “Ficoll-Paque” konsantrasyon yontemi son-
ras1 “alcian blue” ve toluidin boyalar ile boyanarak, 6rneklerde B. hominis kistleri arand:. Bulgu-
lar: Calismamizda semptomu sorgulanan hastalardan %70.6’sinin ishal, karin agrisi, mide bulantist
gibi gastrointestinal sisteme ait sikdyetleri bulunmakta idi. Boyutlar1 3-10 um arasinda degisen kist-
lerin trichrome boyast ile yuvarlak veya oval, kirmizi-mor, toluidine ile koyu mavi ve kist ¢eper bo-
yast olan alcian ile pembe olarak boyandiklari gériildii. B. hominis kistlerinin varligi
degerlendirildiginde, trichrome boyas: ile %96.6, toluidine boyas: ile %84.6 ve alcian boyasi ile
9?76 oraninda B. hominis kistlerine rastland. Bir diski 6rneginde yontemlerin higbiriyle kiste rast-
lanmadi. Sonug: Bu ¢aligma ile B. hominis kistlerinin konsantrasyon sonrasi cesitli boyama yon-
temleriyle taninabilecegini gordiik. Ayrica, ¢alismamizda kist formlarinin biiyiik oranlarda diger
formlara eslik ettigini ortaya koyduk. Bu ¢alisma B. hominis‘in dogada varligini stirdiirmesini sag-
layan kist formunun tanimlanmasina yonelik iilkemizde yapilan ilk ¢aligmadar.

Anahtar Kelimeler: Blastocystis hominis; protozoon

ABSTRACT Objective: Blastocystis hominis (B. hominis) is the most common intestinal parasite in
humans and is also present in a wide range of animal hosts. B hominis is a polymorphic organism
that can be seen in a wide geographic distribution, and it is mostly detected by three morphologic
forms. Cystic stage that supposed to be the infective form of the parasite was confirmed and des-
cribed recently. The aim of the present study is to identify the B. hominis cyst using the different
staining methods. Material and Methods: Thirty one stool samples with B. hominis which was de-
tected by saline-iodine or trichrome staining method were included in the study. Alcian blue and
toludine blue stained smears, prepared after the Ficoll-Paque concentration method, were exami-
ned for the B. hominis cysts. Results: 70.6% of the patients had complaints as diarrhea, abdominal
pain and nausea. The cystic stages were generally measured as 3-10 um. Cysts were spherical or
ovoid and they were stained red-pink with trichrome staining, royal blue with toluidine blue, and
stained pink with alcian blue. We determined the presence of B. hominis cysts 96.6% with trichro-
me, 84.6% with toluidine blue and 76.0% with alcian blue staining. In one of the stool samples no
cystic stage was observed with any of the staining methods. Conclusion: As a result, in this study
we showed that B. hominis cystic stages could have been detected by diverse staining methods af-
ter the concentration technique. We also showed that the cystic stages mostly accompany other
forms. This is the first study in our country that isolated and recognized the cystic stage of the B.
hominis which is the resistant form of the parasite that maintains the survival of the parasite in the
environment.

Key Words: Blastocystis hominis; protozoa
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lastocystis hominis insanlarda ilk olarak
B 1912 yilinda Brumpt tarafindan bildirilmig

yaygin hayvan konag: da olan intestinal bir
protozoondur.! Geligsmekte olan tilkelerdeki %50
prevalansiyla diinyada en sik goriilen insan bagir-
sak protozoonudur.? Bélgelerin sosyo ekonomik ve
sosyokiiltiirel durumlari, yagsam standartlari, iklim
ve hijyen kosullar1 gibi faktorler blastocytosis pre-

valansinda temel belirleyicilerdir.?

Enfeksiyon siklikla asemptomatik veya diisiik
patojeniteli olarak belirtilmis, erigkin ve cocuklarda
ishalli hastaliklarda B. hominis varlig1 gosterilmis-
tir. B. hominis ile iligkilendirilen semptomlar sis-
kinlik, hazimsizlik, fekal lokosit ve eritrosit
gortilmeyen hafif ishal, abdominal agr1 ve mide bu-
lantisidir.*

B. hominis, literatiirde daha ¢ok ti¢ formu ile
gosterilmis olmasina ragmen (vakuoler, grantiler ve
amoeboid), bunlardan bagka kist formunun da ol-
dugu ve bu formun bulastan sorumlu oldugu diisii-
niilmektedir.

“Vakuoler form”, 2-200 ym arasinda degisen
biiyiikliiklerdedir. Vakuol depo fonksiyonu oldugu
distiniilen ince graniiler materyal icermektedir. Bu
biiyiik yap1 nedeni ile nukleus, mitokondri, golgi
aparat1 ve endoplazmik retikulum gibi organeller
bulunan periferal sitoplazma ince bir bant seklinde
kalmaktadir. Vakuoler formdan gelistigi 6ne siirii-
len “grantiler form” ise periferal sitoplazmada ya da
daha ¢ok santral vakuolde graniillerin olmasi di-
sinda, vakuoler form ile bir¢ok benzerlik goster-
mektedir. Parazitin “amoeboid formu” oldukca
kiigiik (2.6-7.8 um), oval, bir veya iki genis psddo-
podu olan, hiicre membrani icermeyen bir yapi ola-
rak tanimlanmigtir. Hiicredeki lizozom benzeri
yapilarin i¢inde yutulmus bakteriler gozlenmisgtir.

Morfolojik olarak ayr: bir “kist formu”nun ta-
nimlanmasinin géreceli olarak daha yakin zamanh
olmasinin nedeni, boyutlarinin kii¢iik olmasi (3-5
um) ve fekal artiklarla karigmasidir.? Kistler ¢ok ta-
bakali, kalin bir kist duvari ile korunan yuvarlak
veya oval yapilardir. Internal seliiler yapilarini, 1-
4 niikleus, multipl vakuoller, glikojen ve lipid de-
positleri olusturmaktadir.* Olgun kistleri fibriler
tabaka ile gevrilidir. B. hominis kistlerinde yapilan
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canlilik testleri suda lizise ugramadiklarini, oda 1s1-
sinda 19 giine dek canliliklarini koruduklarini, de-
zenfektanlara, eksterm sicaklik ve sogukluk
derecelerine ise duyarli olduklarini géstermistir.
Klora direngli kistik formun parazitin bulas formu
oldugu distiniilmektedir.?® Besiyerinde 24 s. iginde
kistlerin vakuoler forma doniisiimii elektron mik-
roskobu ile gosterilmigtir.”? Kistler, fekal materya-
lin “Ficoll-Paque” yontemiyle konsantre edilmesi
ve distile su ile yikanmalar1 sonucunda gosterile-
bilmistir. 134

Birgok laboratuvar B. hominis enfeksiyonunu
diskidaki vakuoler ve graniiler formlarin varligina
gore tanimlamaktadir. Oysa digki 6rneklerinde kist
formlarinin predominant oldugu olgular bildiril-
mistir.? Bizim bu ¢aligmadaki amaglarimiz; B. ho-
minisin semptomlarla beraberligini arastirmak,
kist formlarinin tanisinda kullanilan boyama yon-
temlerini kargilagtirmak ve saptanan B. hominis
formlar1 arasinda kistlerin goriilme sikligini sapta-
maktir.

IGEREQVEYONTEMLER

DISKI GRNEKLERI VE HASTA BILGILERI

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Pa-
razitoloji Laboratuvarina 20 $ubat-20 Nisan 2005
tarihleri arasinda rutin koproparazitolojik baki i¢in
bagvuran ve nativ-lugol ile digkisinda B. hominis
saptanan 31 olgunun digk: 6rnegi ¢alismaya dahil
edildi. Olgular i¢in hazirlanan demografik bilgile-
rin ve semptomlarin sorgulandig: formlar bire bir
goriisiilerek dolduruldu.

YONTEM

Biitiin 6rnekler, nativ-lugol ve “trichrome” boyama
yontemi sonrasi 151k mikroskobunda incelendi. B.
hominis kistlerinin varligi “Ficoll-Paque” konsant-
rasyon yontemi ardindan uygulanan “alcian blue”
ve “toluidine blue” boyamalar: sonrasinda arasti-
rildu.

Trichrome Boyama Yontemi
(Gomori'nin Wheatley Modifikasyonu)

Hazirlanan yaymalar “Schaudin fiksatifi’nde en az
yarim saat tutuldu. %70 etanol sonrasi lamlar
D’Aantoni’nin iyot soliisyonunda 1 dakika tutuldu.
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TABLO 1: Omeklerin boyama ézellikleri ve sonuglari.

Boyama yontemi  Ornek sayisi Kist rastlanan olgu sayisi ~ Boyama dzellikleri

“Trichrome” 31 30 Kistler koyu pembe-mor nikleuslu
“Alcian blue” 26 20 Zemin kirmizi-pembe ve nukleuslar kirmizi, varsa fibriler tabaka mavi ceper seklinde
“Toluidine blue” 24 20 Zemin agik mavi, nikleuslar koyu mavi

%70 etanolde 5 ve 3’er dakikadan sonra 10 dakika
trichrome boyasinda tutuldu. Sonra %90 asetik asit
ve %100 etil alkolde calkalanan lamlar ksilen son-
ras1 kurutuldu, 151k mikroskobunda incelendi.

RESIM 3: “Toluidine blue” ile boyama sonrasi 3 niikleuslu B. hominis kisti
(10x100 biiyitmede).

RESIM 1: “Trichrome” boyama sonrasi B. hominis kistleri (10x100 biiyiitmede).

RESIM 4: B. hominis kistlerinin killtiirdeki maya hiicreleri ile Gram boyama
farkliliklar (10x100 blyttmede). (A, B: Coklastirma sonrasi kistik yapilar, C:
Maya hicreleri).

“Ficoll-Paque” Konsantrasyon Yontemi

Zaman ve Khan’in “Ficoll-Paque” modifiye kon-
santrasyon yontemi ile ceviz biyiikliigiinde digk: 2
kat musluk suyu ile karistinildi, siiztildi, 3 kez
2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi, siipernatan

RESIM 2: “Alcian blue” boyama sonrasi fibriler tabaka ile cevrili B. hominis . wp » .
Kisti (10x100 bilyttmede). atildiktan sonra sediment 3 mL “ficoll” izerine ta-
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bakalandirildi, 3500 rpm’de 30 dakika santrifij
sonras1 ylizeyin 1-2 cm altinda biriken hiicreler
alind1 ve distile suda stispanse edilerek, 2000
rpm’de 3 kez yikandi. Sediment lam {izerine yay1-
larak “alcian blue” ve “toluidine blue” boyalar1 uy-
gulandi.®

“Alcian Blue” Boyama Yontemi

Coklastirma y6éntemi sonrasi olusturdugumuz yay-
malar, 1 g “alcian blue” ve %3'liik asetik asit kari-
siminda 5 dakika tutuldu, distile suda yikandiktan
sonra 0.1 g “nuclear fast red” ve 2.5 g aliiminyum
silfat ile olusturulan %0.1 konsantrasyondaki
“nuclear fast red” boyasinda 5 dakika tutuldu, dis-
tile suda yikanip %96’lik alkolde 5 dakika tutuldu,
151k mikroskobunda incelendi.’

“Toluidine Blue” Boyama Yontemi

%]1 sodium borate ve %1 “toluidine blue” karigti-
rildi, stiziildii, hazirlanan yayma bu boyada 5 da-
kika tutuldu, distile su ile yikanip %96’lik alkolde
5 dakika tutuldu, 151k mikroskobunda incelendi.

I BULGULAR

Calismaya dahil edilen 31 olgunun 17’sinin semp-
tom sorgulanmasi yapildi ve %76.4’iniin ishal,
karin agris1, mide bulantisi gibi semptomlarla has-
taneye basvurduklar1 6grenildi. Olgularin 11
(%64)’inde ishal, 7 (%41.7)’sinde karin agrisi, 5
(%29.4)’inde
(%11.7)’sinde ise sigkinlik ve gaz sikayetlerinin ol-

mide bulantisi ve kusma, 2
dugu 6grenildi. Ug (%17.6) olguda bu 4 semptom
birlikte goriiliirken, 4 (%23.6) olguda herhangi bir

semptoma rastlanmadi.

Otuz bir olgunun 31’ine “trichrome”, 26’sina
“alcian blue” ve 24’ine “toluidine blue” boyama
yontemleri uygulandi. Uygulanan boyama yon-
temlerine sirastyla, olgularin 30, 20 ve 20’sinde B.
hominis kistlerine rastlandi. Orneklerin sonuclar
ve boyama 6zellikleri Tablo 1’de goriilmektedir.

“Trichrome” ile kistler koyu pembe-mor niik-
leuslu olarak boyand: (Resim 1).

“Alcian blue” ile zemin kirmizi-pembe ve
niikleuslar kirmizi, varsa fibriler tabaka mavi ¢ceper
seklinde boyandi (Resim 2). “Toluidine blue” ile

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2009;29(6)

de zemin agik mavi, kist niikleuslar1 koyu maviye
boyandi (Resim 3).

“Trichrome” boyas: ile 30 (%96), “toluidine
blue” boyast ile 20 (%84) ve “alcian blue” boyasi ile
20 (%76) ornekte B. hominis kistlerine rastland.
Bir diski 6rneginde yontemlerin higbiriyle kiste
rastlanmada. Bir olguda “Ficoll-Paque” sonrasi elde
ettigimiz pelleti ayrica Gram boyayarak, Gram bo-
yanmis olan kiiltiir maya hiicreleri ile kargilagtir-
dik, elde ettigimiz kistik yapilar maya goriintiileri
ile benzer degildi (Resim 4).

I TARTISMA

Son yillarda yayinlanan aragtirmalarda B. homi-
nis'in en sik rastlanan parazitlerden biri oldugu gé-
rillmekte olup, 2003-2004 yillarini kapsayan siire
icinde Dokuz Eyliil Universite Hastanesine digkida
parazit aranmast i¢in bagvuran olgularda B. homi-
nis gorillme siklig1 %2.82 olarak saptanmigtir.® B.
hominis goriilme sikliginin, bolgeler arasindaki
sosyo-kiiltiirel ve ekonomik farkliliklarla ilgili ol-
dugu ancak patojenite kriteri olarak bes ve tizeri or-
ganizmanin rapor edilmesinin sonugclar: etkiledigi
diistintilmektedir.’

Uner ve ark.nin yaptig1 ¢alismada 92 olgudan
41’inde B. hominis tek parazit olarak saptanmis, bu
olgulardan 30'u ile goriistilebilmis, 17’sinde her-
hangi bir semptomun bulunmadig, 13 kiside ise
karin agrisi, ishal, kabizlik, ates, dis gicirdatmasi,
gaz, bulanti, kusma gibi semptomlarin oldugu be-
lirtilmigtir.!° Tropikal tilkelerden dénen 795 Alman
turistten alinan digk: 6rneginde semptomlari olan-
larin %10.8’inde, asemptomatik olanlarin da
%5.2’sinde B. hominis'e rastlanmigtir.! “Tokyo In-
ternational Hospital Centre”a rutin muayene i¢in
bagvuran 6400 kisiden alinan digki 6rneklerinde
%0.5 siklikta B. hominis saptanmig olup bunlarin
da %7’sinin semptomatik oldugu bildirilmistir.'?
Caligmamizda semptomu sorgulanabilmis olgularin
%76.47’sinin ishal, karin agrisi, mide bulantis: gibi
semptomlarinin oldugu goriilmiistiir. Olgularin
%64’inde ishal, %41.7’sinde karin agrisi,
9%29.4inde mide bulantis1 ve kusma, %11.7’sinde
ise siskinlik ve gaz sikdyetlerinin oldugu, olgularin
%17.6’sinda bu dort semptom birlikte goriliirken,
%23.6’sinda herhangi bir sikayete rastlanmamigtir.
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Ok ve ark. pozitif bulduklar1 100 B. hominis
olgusundan 49’unda (%49) trichrome boyama yon-
temi ile teshis ettikleri parazitleri nativ-lugol yon-
temi ile bulamadiklarini aciklamislardir.”® Uner ve
ark.nin ¢aligmasinda da 92 B. hominis olgusunun
%34.7’sinde “trichrome” yontemi ile bulunan pa-
razitlerin nativ-lugol yontemi ile goriillemedigi be-
lirtilmigtir.”® Caligmaya aldigimiz olgulardan
“trichrome” boyamada B. hominis formlar: rastla-
nan 6 (%19.35) olgunun nativ-lugol bakisinda pa-
razite rastlanmamistir. Bu sonuglar digkida parazit
aranirken trichrome gibi kalici digki boyamalari-
nin rutin olarak her 6rnek i¢in uygulanmasinin ve
laboratuvar sartlarinin buna gore ayarlanmasinin

6nemini vurgulamaktadir.

Son 10 yilda gerek ultrasiitriiktiirel gerek faz
kontrast mikroskobi, 151k mikroskobu, flow cyto-
metry yontemleri ile yapilan ¢alismalar ile B. ho-
minis kist varlign kesinlestirilmis ve cesitli
calismalarda uygulanan hayvan inokiilasyonlar ile
B. hominis kistlerinin eksternal gecisten sorumlu
tutuldugu ve gecisin fekal-oral olarak gerceklestigi
gorlisii 6nem kazanmigtir.">® Zaman tarafindan
1997 yilinda Karachi’deki Aga Khan Universitesi'ne
basvuran olgularin digkilarindan yapilan ¢alismada,
151k mikroskobunda “alcian blue” boyama yontemi
kullanilarak, B. hominis kistleri, sik goriilen diger
protozoon kistleri ile karsilagtirilmig ve farkliliklar
gosterilmistir."* Suresh ve ark.nin yaptig1 bir ¢alis-
mada elde edilen B. hominis pozitif olgularin %20.5
(8/39)'inde “Ficoll-Paque” konsantrasyon yonte-
miyle B. hominis kistleri saptanmgtir.® Moe ve ark.
bes yildir blastocytosis enfeksiyonu olan olgunun
digkisindan “Ficoll-Paque” konsantrasyon yonte-
miyle elde edilen kistleri BALB/c farelerinde kulla-
narak yaptiklar: bir ¢alisma sonucunda, digkinin
direkt bakisinda, yuvarlak ve oval 4-5 pm biytiklii-
giinde, bazen fibriler tabaka ile ¢cevrelenmis olarak
kistler gortilmiis, cekumda genellikle vakuoler ve
graniiler formlarinin oldugu, kistik formlarin sadece
kolonda bulundugu bildirilmigtir.”® Ayni aragtirma-
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cilar “Ficoll-Paque” konsantrasyon yontemiyle elde
ettikleri kistlerin canliliklarini arastirdiklar: diger
bir ¢aligmada kistleri -20°C’de 24 saatte kaybettik-
lerini, 40-50°C’de canli kalamadiklarini, 4°C ve oda
sicakliginda kuru ortamda 3 giin yasayabildiklerini,
%2.5 potasyum dikromatta 2 hafta tutuldugunda
canl kist kalmadig bildirmislerdir.® Yapilan bir
ekskistasyon ¢alismasinda da kistler “Ficoll-Paque”
konsatrasyon yontemiyle elde edilmistir.’® Tim bu
calismalarda vurgulandig {izere patojenite kriteri
olarak x40 biiyiitmede her sahada 5 ve {izeri parazi-
tin alintyor olmasi, kist formunun eksternal gecis-
teki 6neminin goz ardi edilmesi ve bu form ile ilgili
rutinde kullanilabilecek pratik bir tan1 yonteminin
olmayig1 parazitin yayilimini arttirmakta ve diskida
en sik goriilen parazit olmasina yol agmaktadir.
Bizim ¢aliymamizda B. hominis kist formunun var-
ligina dikkat cekmek i¢in ¢oklagtirma sonrasi uygu-
lanan boya yontemlerinde elde edilen sonuglar
rutin kullanilan “trichrome” boyama y6nteminde
elde edilenlerle karsilagtirilmigtir. Coklagtirma so-
nucunda elde edilen goriintiiler, rutinde kullanilan
“trichrome” boyama preparatlarinda da aranmugtir.
“Ficoll-Paque” ¢oklastirma yontemi sonrasi uygula-
nan “toluidine” boyama ile %84.41 (22/26) ve “al-
cian” boyama ile %76.16 (19/24) oraninda B.
hominis kistlerine rastlanmistir, bu yapilar “trich-
rome” boyal: preparatlarda %96.6 (30/31) oraninda
gorilmiistiir.

0 SONUC

Bu galisma ile B. hominis kistlerinin konsantrasyon
sonrasi ¢esitli boyama yontemleriyle taninabilecegi
ve kist formlarinin biiyiik oranlarda diger formlara
eslik ettigi saptanmigstir. Rutin koproparazitolojik
bakida, bulag nedeni olan kist formlarinin saptana-
mamasi ve tedavinin ise sadece, her sahada 5 ve
tizeri parazit goriilmesi durumunda verilmesinin
hastaligin yayilmasina neden olabilecegi ve bunun
da halk saglig1 acisindan olumsuz bir durum oldugu
sonucuna varilmigtir.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2009;29(6)
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