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Ozet

Amagc: Insanlarda gastrointestinal sisteme yerlesen ve hastaliklara yol agan protozoonlar arasinda yer alan.
Blastocystis spp. ve Giardia intestinalis’in ¢ocuklarda goriilme orani yiiksektir. Parazitlerin ishal, karin agrisi,
sigkinlik, kusma, kilo kayb1 ve uykusuzluk gibi semptomlarla seyredebilir. Sosyoekonomik durumu diisiik olan
iilkelerde ise yayginligi daha fazladir. Bu ¢alismada, direk baki incelemelerinde parazite rastlanilan tespit edilmis
disk1 Orneklerinde Blastocystis spp.’nin ve G. intestinalis‘in varliginin molekiiler yontemlerle arastirilmasi
amaglanmigtir.

Gere¢ ve Yontem: Diski Ornekleri nativ-lugol ve trikrom boyama yontemleri ile 151tk mikroskobunda
incelenmistir. Mikroskobik baki sonucunda 45 Blastocystis spp., 11 G. intestinalis saptanan digki ornekleri
%10’luk formolde tespit edilmistir. Ornekler incelenene kadar +4 °C de saklanmustir. iki hafta sonra tespit edilmis
ornekler pozitif ve negatif kontroller kullanilarak gradient yontemi ile saflagtirilmis ve DNA izolasyonlart
yapilmistir. Blastocystis spp. polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile, G. intestinalis de semi-nested PZR
yontemi ile arastirilmustir.

Bulgular: Mikroskobik baki ile pozitifligi tespit edilen digk1 6rneklerinde PZR ve semi-nested PZR yontemleriyle
pozitiflik tespit edilememistir. Hem Giardia hemde Blastocystis pozitif DNA’lar1 sirasiyla Semi-nested PZR ve
PZR yontemleriyle agaroz jelde oldukca kaliteli bant verirken, digski 6rneklerinden pozitiflik tespit edilmemistir.
Sonug¢: Calisma sonucu gozlenen bu durum formolle tespit edilmis digki 6rneklerinden kaliteli bir DNA elde
edilememesinden veya parazit kiiltiiriiniin yapilmamasindan kaynaklanmis olabilir.

Anahtar Kelimeler: Blastocystis spp, Giardia intestinalis, PCR, Semi-nested PCR

Summary

Objective: The incidence of Blastocystis spp. and Giardia intestinalis that are located in the gastrointestinal system
is quite high in children. This disease caused by the parasites can be accompanied by symptoms such as diarrhea,
abdominal pain, bloating, vomiting, weight loss and insomnia. The prevalence of these parasites are higher in
countries with low socioeconomic status. This study is aimed to investigate the presence of Blastocystis spp. and
G. intestinalis by molecular methods in formol-fixed stool specimens that detected parasites in direct
smear microscopic examination.

Material and Methods: Stool specimens with native-lugol and trichrome staining methods were examined by
light microscopy. The stool samples, by direct smear microscopic examination, which were detected 45
Blastocystis spp. and 11 G. Intestinalis, preserved in %10 formalin. The samples were stored at +4 °C until
examined. These samples were purified by the sucrose gradient method and they were used for DNA extraction
after two weeks later. Blastocystis spp. and G. intestinalis were investigated by polimerase chain reaction (PCR)
and semi- nested PCR, respectively.

Results: PCR and semi- nested PCR methods in positive stool specimens which were detected by direct smear
microscopic examination showed no positive results. Both Giardia and Blastocystis positive DNASs gave very good
quality band on agarose gel by semi-nested PCR and PCR methods respectively, but no positivity was detected in
stool specimens preserved in formalin.
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Conclusion: Situation at the end of the study, may be due to the inability to obtain a quality DNA from the formol-

fixed stool specimens or the absence of parasitic cultures
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Giris

Ulkemizde bagirsak parazitleri 6nemli halk
sagligl sorunlarindan birini teskil etmektedir.
Sosyo-ekonomik ve egitim diizeyinin diisiik
olmasi, iklim ve g¢evre kosullarinin uygunlugu
ve beslenme aliskanliklart, bagirsak
parazitlerinin yayilmasinda rol oynayan 6nemli
faktorlerdir.

Diinyada yaygmn olarak bulunan bagirsak
parazitlerinden Blastocystis spp. ilk kez
Alexeieff tarafindan maya mantar1 olarak
tamimlanmistir. Fekal oral yolla bulasan ve
insanlarda gastrointestinal sisteme yerlesen
Blastocystis spp. eriskinlere kiyasla ¢ocuklarda
daha sik goriilir. Olusturdugu hastaliga
blastocystosis denir (1,2).

Ozellikle ¢ocuklarda yiiksek oranda goriilen ve
uzun siireli diyarelere bagli malnutrisyon ve
gelisme geriligine neden olan diger bir parazit
Giardia intestinalis olup tiim diinyada ve
ozellikle de gelismekte olan iilkelerde en sik
rastlanan protozoon hastalig1 olarak
bildirilmektedir. Endiistriel tlkelerde %2-5
arasinda, gelismekte olan iilkelerde %20-30’a
varan oranlarda yayilis gosterdigi
belirtilmektedir (3,4). Hem Blastocystis spp hem
de G. intestinalis’in fekal-oral yolla kontamine
olmus yiyecek ve icegeklerin tiiketilmesi
sonucunda  yayilmaktadir. Ozellikle lagim
sularinin igme sularina karigmasi ile salginlarin
ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir (4,5).

Calismada direk baki incelemelerinde parazite
rastlanilan tespit edilmis disk1 Orneklerinde
Blastocystis  spp.’nin  ve G. intestinalis‘in
varliginin molekiiler yontemlerle arastirilmasi
amaglanmustir.

Materyal ve Metod

Nativ-lugol ve trikrom boyama yontemleri ile 45
Blastocystis spp., 11 G. intestinalis saptanan digk1
ornekleri %10’luk formolde tespit edilmistir.
Ornekler incelenene kadar +4 °C de saklanmustir.
Daha sonra molekiiler islemlere baglamadan digk:
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orneklerini  formolden arindirmak igin  seri
santrifiij islemi uygulanmustir. Iki hafta sonra
tespit edilmis drnekler pozitif ve negatif kontroller
kullanilarak pelletlerine Kourenti ve Karanis’in
(6) uyguladign  siikkroz  gradient  yoOntemi
uygulanarak saflastirilmis ve DNA (Qiagen)
izolasyonlar1 yapilmistir. Blastocystis  spp.
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile, G.
intestinalis de semi-nested PZR yontemi ile
aragtirllmustir.

Bulgular

Calismada direk baki ve trichrome boyasi ile
pozitif olarak saptanan 45 Blastocystis spp. (sekil
1) ve 11 G. intestinalis (sekil 2), %10’luk
formolle tespit edilmistir. ki hafta bekletilen
ornekler saflastinlmis ve DNA izolasyonu
yapilmugstir. Blastocystis spp. (sekil 3). PZR
yontemi ile G. intestinalis (sekil 4) de semi-nested
PZR yontemi ile arastirilmistir. Mikroskobik
yontemle pozitifligi belirlenen digki 6rneklerinde
kullanilan molekiiler yontemlerle pozitiflik tespit
edilememistir.

Sekil 1. Alinan diski orneklerinde Trichrom boyama
yontemiyle Blastocystis spp.’nin ve G. intestinalis ‘in
tespiti
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Sekil 2. Alinan diski 6rneklerinde Trichrom boyama
yontemiyle Blastocystis spp. 'nin ve G. intestinalis ‘in
tespiti.

WAR A 2 2 i RIS A DS |
.‘1;“‘!_'-‘ 2 » 3
T R 2 e 10 it
. b~ J v Aot
B oy sk i 2
% e 2
AL % '
& “f

®° A
W N 4
< “
N

Sekil 3. Ilkogretim okulu ¢cocuklarindan alinan digki
orneklerine ait PZR iirtinlerinin agaroz jeldeki
goriintiisti. M: 100 b¢ DNA marker, N: Distile su
(negatif); P: Blastocystis spp. DNA’st (poztif), 1I-
11 ¢alisilan diski drnekleri

Sekil 4. Ilkogretim okulu cocuklarindan alinan diski
orneklerine ait PZR iiriinlerinin agaroz jeldeki
goriintiisii. M: 100 b¢ DNA marker;, N: Distile su
(negatif); P: Giardia H3 DNA’s1 (poztif); 1-11
calisilan diski ornekleri

Tartisma

Yapilan arastirmalarda, bagirsak parazitlerinin
goriilme sikhiginda farkliliklara; toplumun sosyo
ekonomik durumu, egitim dizeyleri ve c¢evre
kosullarinin neden olabildigi belirtilmistir (7).
Tiirkiye’de bagirsak parazitlerinin dagilimi ile
ilgili ¢aligmalarda; Kaya ve ark. (8) Isparta il
merkezinde 6 saglik ocagi bolgesindeki 800
kisiden alman ornekte 77 (%9,6) parazit tespit
etmistir. Bunlar; E. coli 26 (%34,2), G. intestinalis
20 (%26,3), E. vermicularis 14 (%19,2), B.
hominis 8 (%10,4), ITodamoeba biitschlii 4 (%5,2)
dir. Yine Culha ve arkadaglar1 (9) 142 diski ve
136 selofanli lam Ornegi incelemislerdir. Digki
orneklerinin 65 tanesinde (%45,77) bir veya
birden fazla parazit saptanmistir. Tespit edilen
parazitlerin  goriilme oranlarim1 63  Ornekte
(%96,92) Blastocystis hominis, 2 (%3.08) G.
Intestinalis’dir.

Kuk ve ark. da (10) Firat Universitesi Firat Tip
Merkezi Parazitoloji Laboratuvari’na bagvuran
hastalardaki bagirsak parazitlerinin = dagilimini
retrospektif olarak arastirmiglardir. Incelenen
1218 ornegin  210'unda (%17,24) parazit
saptanmis olup en sik saptanan parazitlerin
sirastyla B. hominis %26,66, G. intestinalis
%24.76 ve E. coli %20,95 oldugunu tespit
etmislerdir.

Gorglin  (11) caligmasinda da, Manisa'da
insanlarda ve hayvanlarda bulunan G. intestinalis
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genotiplerini, molekiiler epidemiyolojilerini ve
enfeksiyon karakterlerini aragtirmistir.  Celal
Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Laboratuar’'na basvuran ve G. intestinalis
yoniinden pozitif 45 hastaya ait digk1 6rnegi DNA
izole edildikten sonra Nested PZR ¢alismis ve 45
izolatinin 33" (%73,3) A genotipi, 5'1 (%11,1) B
genotipi ve 7'si (15,5 A+B karisik genotip
bulmustur. Hastalarin ¢ogunda 43/45 (%95,5)
Giardia enfeksiyonu ile iligkili bir ya da birden
fazla semptoma rastlanirken sadece 2 hastada
herhangi bir semptom bildirilmemistir. Caligsmada
rutin mikroskobik incelemeler ile pozitif bulunan
tiim Ornekler gercek zamanli PZR ile de pozitif
bulunmus olup islemin %100 duyarlilik ve
ozgiinliige sahip oldugu goriilmiistiir.

Calismada diskiyla atilan kistlerin ¢esitli boyama
yontemleriyle boyanmasi saglanarak orneklerde
pozitiflik belirlenmistir.  Mikroskobik baki ile
pozitif olarak belirlenen 6rneklerden DNA elde
edilememistir. Bunun nedeni ise formolle tespit
edilmis digki 6rneklerinden kaliteli bir DNA elde
edilememesinden veya parazit kiiltiiriiniin
yapilmamasindan kaynaklanmus olabilir.
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