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BLASTOCYSTIS HOMINIS’IN IN VITRO KI':TL'_FI"JRIj VE ANTIPROTOZOAL
ILACLARIN IN VITRO ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Blastocystis hominis Ozellikle tropikal ve subtropikal boélgelerde olmak iizere biitiin
diinyada yaygin olarak bulunan bir protozoondur. Potansiyel patojen olarak diistiniilen
bu protozoon, ozellikle immun yetmezlik soz konusu oldugunda gesitli gastro intestinal

sikayetlere sebep olmaktadir.

Galismada, B. hominis tizerine in vitro ortamda, ornidazol, metronidazol, Trimethoprim-
siilfametaksazol (TMP-SMX), azitromisin ve itrakonazol’tin farkli konsantrasyonlardaki
(100, 50, 25, 12.5 ve 6 pg/ml) etkisi arastirtlmustir.

Calismada kullanilan parazit izolatlari, Erciyes Universitesi Parazitoloji Anabilim
Dalina basvuran ve B. hominis saptanan hastalardan temin edilmis ve Robinson
besiyerine ekimleri yapilarak tiretilmistir. Daha sonra olusturulan ana besiyerinde
izolatlarin iiretilmesine devam edilmis ve son yogunlugun mm¥de 1,1x10° oldugu
saptanmistir. Pasajlarda kullanilan 20 m[P’lik vida kapaklt 85 tlip igerisindeki 6 ml
Robinson besiyeri {izerine ana besiyerinde tiretilen izolatlarin ekimleri yaptmistir.
ilaglar Dimethyle siilfoxide (DMSO) ve potassium fitalat igerisinde ¢ozdirtilerek 5
farkli konsantrasyonda (100, 50, 25, 12.5 ve 6 pug/ml) hazirlanmigtir. lag
konsantrasyonlarindan tiger seri, hazirlanan besiyeri igerisine her birinden 60 pl
eklenmigtir. Thoma lam1 kullanilarak 36, 48, 72, 168, 216. saatlerde ve tger giin arayla
iki kez kontrol edilerek parazit sayimlarit yapilmistir.

Her bir konsantrasyonda ilaglarin etkileri saatlere gore karsilastinldiginda B. hominis
lizerine en iyi sonu¢ veren ilag konsantrasyonun 100 pg/ml oldugu saptanmistir. En
etkili ilacin ornidazol oldugu ve bunu metronidazol, azitromisin, itrakonazol ve TMP-
SMX'in izledigi gozlenmistir. Ornidazol ile metronidazoliin parazit {izerine etkileri
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamh olmadig1 buna karsin her iki ilactn etkileri
ile diger ilaglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundugu saptanmistir

(p<0.05, F: 6.528).

Anahtar Kelimeler: Blastocystis hominis, Robinson besiyeri, In vitro Kkiiltiir,

Antiprotozoal ilaglar.



IN VITRO CULTURE OF BLASTOCYSTIS HOMINIS AND
INVESTIGATION OF IN VITRO EFFECTS OF ANTIPROTOZOAL DRUGS

ABSTRACT

Blastocystis hominis is a protozoon, with a worldwide distribution, especially in tropical
and subtropical regions. B. hominis, as a protozoon, is considered to cause gastro-

intestinal symptoms especially in immune failure or disjunction.

In this study, in vitro effects of ornidazole, metranidazole, trimcthoprim-
sulphamethaxazole (TMP-SMX), azitromisine and itrakonazole on B. hominis in

various concentrations (100, 50, 25, 12,5 and 6 pg/ml) were investigated.

All the stool samples were collected from the patients with blastocystosis who applied
the Parazitology Department of Erciyes University, and cultured in the Robinson’s
medium. Then the isolates were developed in the mother culture and it was determined
to contain a 1.1x10° B. hominis/mm®. 85 screw tapped 20-m! tubes which contain 6 ml
Robinson’s medium each, were passeged from mother culture. Then the drugs were
prepared in 5 different concentrations (100, 50, 25, 12,5 and 6 pg/mi) by dissolving
them in Dimethyl sulphoxide (DMSO) and potassium fitalate. Each concentration of the
each drugs was added at a volume of 60 ml to the tubes, which were prepared in three
series. The tubes were checked in every 36., 48., 72., 168 and 216. hour and after this

period in every 3 days periodically and their haemocytometer counts were examined.

By comparing the effects of the drugs due to the hours, it is determined that the most
effective drug concentration on B. hominis is 100 pg/ml. Moreover, in term of
effectivity drugs were ornidazole, azitromisine, itrakonazole and TMP-SMX,
respectively. Comparing the effects of the drugs on parasite, ornidazole and
metronidazole were significantly different from all other drugs whereas there was no

significant difference between each other.

Key Words: Blastocystis hominis, Robinson’s medium, In vitro culture, Antiprotozoal

drugs.
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1. GIRIS VE AMAC

Blastocystis hominis, insanda gastro intestinal sisteme yerlesen; vakuolar, graniiler,
amoeboid, kist ve diger formlari bulunan bir protozoondur. Yayginlik orani, sosyo-
kiiltiirel, sosyo-ekonomik ve cografik kosullara bagl olarak degismekle birlikte, insan

diskisinda en sik rastlanan parazitlerden birisidir.

B. hominis’e her yas insanda rastlanildigi gibi 6zellikle immiin kompramize hastalarda
daha sik goriilmekte ve karin afrisi, ishal, siskinlik, gaz, kusma, kramp gibi

semptomlara neden olmaktadir.

Bugiine kadar hastalifin tedavisinde degisik ilaglar kullanilmis ve farkli sonuglar
almmustir. Bu ¢alismada, potansiyel bir patojen olarak kabul edilen B. hominis
tedavisinde kullanilan bazi ilaglarin parazit iizerine in vitro etkilerinin arastirllmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TAKSONOMI

Blastocystis hominis hakkinda yapilan taksonomik c¢alismalar az sayidadir ve
sistematikteki yeri hala tam olarak bilinmemektedir (1). B. hominis’in bundan 80 yii
once kesfedildigi bilinmektedir. Bununla birlikte, bu organizmanin taksonomik konumu
ile ilgili olarak gegmiste bir karmasiklik yasanmistir (1). Eski bilim adamlari, B.
hominis’i simflandirmakta zorlanmislar ve B. hominis igin bir kamg¢ih kisti, maya,
mantar ve hatta bitkisel materyal gibi tanimlamalar yapmiglardir (2,3). Morfolojik ve
fizyolojik kriterleri dikkate alinarak, 1967 yilinda organizmanin protozoa alt- kraliyet
smifina yerlestirilmesi i¢in deliller bulunmustur (4). Ultra-stritktiirel olarak protistlere
benzetilmektedir, ¢linkii bir hiicre duvari yoktur, ancak bir ve birden fazla gekirdekleri,
yumusak ve piiriizlii endoplazmik retikulum, golgi kompleksi ve mitokondrileri vardir.
Fizyolojik olarak anaerobik, oksijene duyarli, fungal ortamda gelismekte basarisiz olup
optimal olarak 37 °C’de ve notr pH’da ¢ogalmakta ve amphoterisin gibi antifungal
ilaglar parazit iizerine etki etmemektedir. Bazt antiprotozoal ilaglarin bu parazite karsi

etkili oldugu gosterilmistir (3-9).

B. hominis sonradan Sporozoa alt subesi i¢inde ayr1 bir alt takim olan Blastocystina (2)

ve daha sonra subphylum Sarcodina i¢inde siniflandiriimig olmakla beraber (10) son
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zamanlarda bazi farkliliklarin oldugu gortilerek Sarcodina sinifinda yer alamayacagi

sonucuna varthmstir (11).

Small-subunit ribozomal riboniikleik asit (ssrRNA) sequencing teknikleri kullanilarak
yaptlan molekiiler ¢alismalarla gesitli Skaryotlar ile parazitin ssTRNA geni sirasindaki
benzerlikler analizi ile B. hominis’in ne Saccharomyces ile ne de herhangi bir
Sarcodines (Naegleria, Acanthamoeba, Dictyostellium) ya da Sporozoonlar (Sarcocystis
ve Toxoplasma) ile monofiletik olarak yakindan iliskisi olmadigi gosterilmistir (12). Bu
veriler sonucunda; B. hominis'in mayalarla iligkisinin olmadigi gibi Ciliate ve

Apicomplexa i¢erisine de yerlestirilemeyecegi anlagilmistir (1,13).

Bazi arastiricilar Blastocystis’in ssTRNA genlerini inceleyerek parazitin Stramenopiles
igerisine yerlestirilebilecegini savunurken (1,13), Silberman (96), parazitin anaerobik
olmasi ve mitokondrisindeki metabolik fonksiyonlarinin belirgin olmamast ve ayni
zamanda kamgi ve kamg1 killarina sahip olmamasindan dolayr Stramenopiles igerisine
yerlestirilemeyecegini savunmustur (13). Hayat dongiilerindeki bazi benzerliklerden
dolayt parazitin Proteromonas’a yakin olabilecegi diisiiniilmiis ancak, B. hominis’in
tibiiler kanallar, kam¢1 ve kamgi killarina sahip olmamasiyla Proteromonas’dan da

ayrildigr vurgulanmistir (1,13).

B. hominis varyasyonlari incelenmistir (14,15). Insan diskisindan izole edilmis 10 stok
B. hominis’in analiz edilmesi iki farklt organizma grubu oldugunu ortaya koymustur. Bu
iki grup immunolojik olarak ayirt edilebilir durumdadir ve stoklardan birinin DNA’larin
da tiiretilen tesadiifi prob ile hibridizasyonu iki grubun DNA igeriklerinin de farkh
oldugunu gostermistir (15). Bu da insanlarda birden fazla Blastocystis tiiriiniin
olabilecegi ihtimalini ortaya koymaktadir. Ancak daha detayli epidemiyolojik veri
olmadan yeni bir tiiriin varligina isaret etmek uygun degildir. Bunun yerine bu iki
grubun Trypanosomes igin gelistirilen terminolojiye uyumlu bir sekilde birbirlerinin
demesi olarak degerlendirilmeleri daha uygundur. Demes: ayni tiir veya alt tiir
icerisinde belirli ozellik veya ozellik grubu agisindan birbirlerinden farkli olan
populasyonlar olarak tanimlanmaktadir. Bu durumda, protein ve DNA Kkriteri

demeslerin belirlenmesinde kullanilmaktadir (16).
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Son zamanlarda Blastocystis’in molekiiler ¢alismalarinda Elongation Faktor-1 (EF-1)
geni, filogenetik bir marker olarak kullanilmis ve B. hominis’in fungal bir soydan
gelmedigi gibi Trypanosoma, Euglana, Dictyostelium ve diger Okaryotlardan da
ayrildig1 gésterilmistir (17).

Cavalier-Smith (18) B. hominis’i; Smf: Blastocystea, Subphylum: Opalinata,
Infrakingdom: Heterokonta, Subkingdom: Chromobiota, Kingdom: Chromista olarak

siniflandirmis ve Blastocystis’i Chromistler’deki ilk insan paraziti olarak tanimlamstir.

Son zamanlarda yapilan ve en ¢ok kabul géren smiflandirma ise;
Alt boliim :Blastocysta

Sinif :Blastocystea

Takim  :Blastocystida

Aile :Blastocystidea

Cins :Blastocystis seklindedir (1,19,20).

2.2. MORFOLOJI

B. hominis, insan digkisinda ilk kez 1912 yilinda Brumpt tarafindan bulunmustur
(19,21). B. hominis’in morfolojisi ile ilgili raporlarda; vakuolar, graniiler, amoeboid ve
daha az rastlanilan diger bazi formlardan soz edilmektedir (3). Morfolojisindeki bu
farkliliklarin, organizmanin genel hiicre biyolojisinde ve biyokimyasindaki farkliliklar

yansitip yansitmadig1 heniiz bilinmemektedir.

B. hominis’in 151k mikroskobunda ki morfolojileri, genis merkezi bir govde (merkezi
vakuol, i¢ govde veya rezerv govde olarak da adlandirilmaktadir) ve bunu gevreleyen
sitoplazmadan olugan kiiresel hiicrelerdir. Ayn1 zamanda organizmay1 gevreleyen kalin
yapigkan bir kilif ve birden fazla ¢ekirdegin bulundugu belirlenmistir. Hiicre ¢api
genellikle 5-20 um arasinda degismekle birlikte bazi raporlarda daha kiigiik formlarin
bulundugundan s6z edilmektedir. Bu kiigiik form kalin bir duvar ile kapl durumdadir ve
bu formun organizmanin direngli dénemi oldugu diisiiniilmektedir. Bu formda vakuol

yoktur, fakat glikojen ve lipid varligindan s6z edilmektedir (16).
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Tarayici elektron mikroskobu (SEM) ile yapilan arastirmalarda, B. hominis’in gencllikle
kiiresel veya oval bir sekle sahip oldugu, ayni zamanda organizmanin igine dogru
uzayan por ve bosluklarin oldugu belirlenmistir. Kiiltirden elde edilen organizmalarda
ise iki tip dig yiizey fark edilmistir. Birinci yiizey, kilif veya kalintilari seklinde ¢ok
piiriizlii bir yiizey, ikincisi ise sadece oluk ve porlara sahip diizgiin bir yiizeydir. Hem

puriizli hem de diizgiin yiizeyli yapilara bakterilerin yapistigi gézlenmistir (16).

Konvansiyonel Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak yapllaﬁ
calismalar sonucunda organizmanin hem dis zarinda hem de merkezi vakuol zarinda
porlarin mevcut oldugu bildirilmistir (22). Ancak daha sonra zar formasyonlari ve
bilesenlerinin goriintiilenmesi ile B. hominis’in dis hiicre zarinda porlarin oldugu fakat

merkezi vakuolde rastlanilmadigt belirtilmistir (16).
2.2.1. FORMLARIN TANIMLANMASI
2.2.1.1. In vivo Ortamda Gériilen Form

Tastyicinin bagirsaginda var oldugu diisiiniilen B. hominis’in sekli ile ilgili ¢ok az bilgi
vardir (23). Bilim adamlart siddetli ishalli bir hastanin diski ve kolonoskopi
materyallerini mikroskobik olarak incelediklerinde olagan disi hiicrelere rastladiklarini
ve bu yapilarin B. hominis’in trofozoiti oldugunu agiklamislardir (24). Her iki ¢alismada
da elde edilen B. hominis hiicreleri yumurta seklinde yuvarlak, ortalama 5 pm ¢apinda
ve plazma zart olan, ancak yilizey kilifi olmayan hiicrelerdir. Sitoplazmada kiigiik
vakuollar ve kabarciklarin yer aldigi hiicre ¢ekirdeginin yogunlastirtlmis kromatin
seklinde oldugu ve bunlarin B. hominis’in diger formlarinda da bulundugu bildirilmistir

(23).

B. hominis’in bu formunda bulunan mitokondri morfolojik olarak diger formlardan
farklilik gostermektedir. Mitokondrial matrix nispeten elektrolusent olup ¢ok sayida
kristaya sahiptir. Krista, kese (23) veya lameller (24) seklinde tanimlanmaktadir. B.
hominis’in diger formlari, sayica daha az kristaya ve basit bir mitokondriye sahiptirler.
Yapisindaki bu farkliligin 6nemi, farkli formlarda farkli biyokimyasal olaylarin

gectigini diisiindiirmektedir.



2.2.1.2. Taze Diski Formu

Diskr ornekleri 151k mikroskobunda incelendiginde, B. hominis’in kiiltiire alinmadan
onceki formunun (4-15 pm) kiiltiire alinan formundan (15-25 pm) daha kiigiik oldugu,

bunun yaninda bazi morfolojik farkliliklarin da bulundugu bildirilmistir (3).

insan diski &rneklerinde bulunan organizmalar kiiltiire alindiginda hiicrelerde goriilen
tek vakuolldan ¢ok sayida multivakuollar olusmaktadir (24). Genellikle 0.5 um kadar
olan ¢ok kalin bir yiizey kilifi hiicreleri sarmaktadir ve bakteriler bu fibriler matrixe
yapismis veya igine dogru girmistir. Genis bir merkezi vakuoliin bulundugu vakuolar
form, disk1 formunda ¢ok nadir bulunmakta ve kiiltiirdeki benzeri hiicrelerden genellikle

daha kiigtik bir boyuttadir (16).
2.2.1.3. Kist Formu

Vakuolar ve graniiler formlar 1900’lii yillardan beri tanimlanmis olmasina ragmen, kist
formunun morfolojik farkliliklart ve hayat dongiisiindeki rolleri son zamanlarda
kesfedilmistir (21,25-30). Bu gecikme kistin ¢ok kiiglik (3-5 pm) ve digkidaki
artefaktlarla kolayca karistirilmasindan kaynaklanmaktadir (1). Diskida ve aksenik
kiiltiirler igerisinde goriilen kistler diger protozoon kistlerindeki gibi kalin hiicre duvarl

olup yogun sitoplazmaya sahiptirler (21).

Kist formlart diski drneklerinde daha sik rastlanmakta ve bu durumda organizmanin dis
ortamda hayatta kalma sansi artmaktadir. Diskida goriilen kistler, kiiresel, oval ve ¢ok
kenarli bir kist duvartyla korunmaktadir. Kistler, 3.7-10 pm arasinda degismektedir
(21,24). Hiicre iginde bir veya dort niikleus, glikojen ve lipid deposu olarak ¢ok sayida
vakuol bulunmaktadir (25,26,29). Bu Kkistler genellikle serbest fibriler bir tabaka ile

sarthdir ve disariya olgun kist olarak atilirlar (29).

Hayvan digki rneklerinden izole edilen Blastocystis Kistleri, B. hominis’in digkida
bulunan kistleri ile karsilagtirildiginda morfolojik farkliliklarin oldugu ortaya gtkariimis

ve hayvan kaynakli kistlerin daha biiyiik (15 pm) oldugu belirlenmistir (1).
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B. hominis’in kist formlarinin su igerisinde pargalanmadiklart ve oda sicakliginda 19
giin yasayabildikleri belirtilmektedir (1,27). Fakat asir1 sicak ve soguk kosullara ve
dezenfektanlara karsi genellikle duyarlidirlar (26).

B. hominis’in kist formu, dis ortamda hayatta kalma mekanizmasint temin eden ve ayni
zamanda kisiler arasinda gegisi saglayan bir formudur. Hem vakuolar hem de graniiler
formlar ¢evre kosullarina duyarhdir ve sicakhk degisiminde, hipertonik ve hipotonik

ortamlarda veya agik havada kolayca 6lmektedirler (3,31).

B. hominis’in diskida goriilen kistlerdeki morfolojik ayriliklari in vitro ortamdaki
formasyonlarlyla‘ayrllmakta ve kistler benzer graniiler formlardan kalin osmofilik kist

duvarinin bulunmasiyla ayirt edilmektedir (32).

B. hominis’in diskida goriilen Kistleri in vitro ortamlarda gelismesi incelendiginde; 1
saat i¢erisinde tipik kist formlari goriilebilmektedir. Bununla birlikte, kistler yavas
yavas 6 saat de kist duvarlarint kaybetmekte ve ince yilizey tabakast yerine gegmektedir.
Bu kist duvarlari pargalandiginda 5 pm iken 9 saat sonunda 7-9 pm’ye kadar
gelismektedir. Bu hiicrelerin gelismesi yaninda kistlerden ¢ok sayida kiigiik vakuolar
yapilar meydana gelmektedir. Graniiler formlar vakuollarin iginde de goriilmektedir.
Santral vakuollar’in birlesmesi ile sonugta graniiler formlar meydana gelmektedir. On
iki saatte tipik vakuolar ve graniiler formlar ortaya ¢ikmakta ve ikiye boliinerek
¢ogalmaktadir. Boliinmeden sonra parazit kist duvart materyali ile etrafint gevirir ve 4

tane kiz hiicre bir araya gelerek bir kisti meydana getirmektedir (30).

2.2.1.4. Vakuolar Form

Vakuolar forma ayni zamanda “santral vakuolar” form da denilmektedir. Bu form,
giiniimiize kadar tipik Blastocystis hiicre formu olarak diisiiniilmiistiir. Vakuolar
hiicreler genellikle kiireseldir ve bu nedenle transmisyon elektron mikroskobunda
yuvarlak bir profil gdstermektedir (16). Hiicrelerin buiyiikliikleri 2-200 pm arasinda
degisir, yaklasik olarak 4-15 pm ¢apindadir (3,11). Ancak bu degerler izolattan izolata
degismektedir.
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Vakuolar form biiytik santral vakuoliiyle karakteristiktir ve yaklasik % 90 nint teskil
etmektedir. Genis bir vakuolil ¢evreleyen ince periferik sitoplazma bandi seklinde
goriilmektedir (1,16). Organizmay!1 gevreleyen hiicre zari, endositosizde bir fonksiyonu
olan bazi gukurluklar veya piirlizler igermektedir (33). Organeller genellikle
sitoplazmanin kalinlasmis bdlimierinde toplanmaktadir ve bu boliimler hiicrenin
genellikle zit kutuplarinda yer almaktadir. Bu boluimler santral vakuol ya ¢ikinti
yapmakta ya da uzamaktadir ve bundan dolayr hiicre diizensiz bir goriiniim

kazanmaktadir (3,34).

Merkezi vakuollar iki kath zar ile kapli ve igerisinin morfolojisi agisindan dnemli
farkhiliklar gostermektedir. Igerikleri genellikle ince graniiller seklinde olup dagilmalar
diizensizdir (34). Vakuollar, ¢ok sayida graniiler formun olusumunu saglamakta; bu
nedenle gergek vakuol olmadigi, ancak graniiler forma gegis esnasinda graniillerin

gelismesini saglayan bir organel oldugu kabul edilmektedir (16).

Hiicrelerin bilyiik bir kisminda 2 ya da 4 olmak iizere birden fazla hiicre ¢ekirdegi yer
almaktadir (34,35). Hiicre ¢ekirdegine yakin bir yerde morfolojik olarak basit bir
ozellikte golgi kompleksi bulunmaktadir. Ribozomlar sitoplazmada yer almaktadir ve
okaryotik hiicreler boyutundadir. Endoplazmik retikulum kisa iplik seklinde
goriilmektedir. Ayrica bazi hiicrelerin sitoplazmasinda ve vakuollerinde lipid
damlaciklari vardir (16). Bu form igerisinde mitokondriler de bulunmaktadir fakat
sayica ve morfolojik olarak farklilik arz etmektedir (34). Elektron opak ve matrix

icerisinde basit yapilar olarak kristalar yer almaktadir.

2.2.1.5. Graniiler Form

Graniiler form, merkezi vakuolar igerikleri disinda, ince yapilart agisindan vakuolar
forma benzerlik gostermektedirler ve genellikle biraz daha biiyiiktiirler (16). Graniiler
form vakuolar formdan olusmaktadir ve bu dontisim farkh faktorlerin etkisiyle
olmaktadir (11). Graniiler form vakuolar formdan farklt olmakla birlikte birgok
benzerlikleri paylasmaktadir, pek ¢ok graniiller, periferal sitoplazmada ince bant ve
¢oguniukla santral vakuol igermektedir (1). Graniiler formun merkezi vakuoliinde

miyelin benzeri cisimcikler, kiigitk vezikiiller, kristal graniiller ve lipid damlaciklar
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bulunmaktadir (34). Lipid damlaciklar1 sitoplazmada da bulunmaktadir. Graniiler
hiicrelerin sitoplazmasinda yer alan kiigiik vakuollar ve vezikiiller de merkezi

vakuoldeki graniillere benzer graniiller igermektedir (16,34).

Sito-kimyasal ¢alismalar, grantillerin biiyiik bir kisminmn fipitlerden 6zellikle fosfo lipid
ve yag asitlerden olustugunu gostermistir (34). Bunlar enerji depolama seklini temsil
etmektedirler. Bazi hiicrelerde ise protein olarak bilinen kiigiik graniiller bulunmaktadir
(16). Graniillerin farkli morfolojiye sahip olmalart farkli bilesenlere sahip olduklarini

yansitmaktadir.
Vakuolar formdan graniiler forma doniismeyi saglayan ¢esitli kosullar vardir.

Bunlar:

[- Kiiltlir ortaminda artan serum konsantrasyonlari,

[I- MEMS ortamina transferi,

[I-Aksenisazyonda bazi antibiyotiklerin kullanilmasi, ozellikle norflaksasin ve
amfoterisin B’nin eklenmesi. Bunlar, vakuolar formun graniiler forma doniistimiiniin

farkh kosullar altinda gergeklestigini gostermektedir (16).

2.2.1.6. Amoeboid Form

B. hominis’in amoeboid formuna digki ve kiiltiirler icerisinde gok az rastlanilmaktadir
ve morfolojik tanimlamalarinda birbiriyle uymayan raporlar vardir (3,16,34). Hiicrenin
yaklasik 1/3° de merkezi bir cisim ve etrafint gevreleyen bir hiicre duvarr yoktur.
Amoeboid formlar, kiigiik olmakla birlikte yaklasik olarak 2.6-7.8 um ¢apinda, diizensiz
ve pseudopodlarinin bulunmasiyla tanimlanmaktadir (34). Bu formun niikleer yapisi
vakuol ve graniiler formun aynisidir ve yogun bir kromotin seridi mevcuttur (16). Dunn
(34) 1989'da bu formun golgi kompleksi, yiizey kilifi ve mitokondrileri olmadigini
bildirmistir. Yalniz TEM ile yapilan ¢aligmalarda, pseudopod benzeri uzatmalarin
sitoplazma igerisinde bir santral vakuol’iin, ¢ok sayida golgi cisimlerin, endoplazmik
retikulm’un ve mitokondri’lerin oldugu gosterilmistir (1). Buradaki hiicreler yiiksek
aktivite igermekte ve olusumlari i¢in enerjiye ihtiyag duymaktadirlar. Ayni zamanda

lizozom benzeri organeller igermektedir ve komsu hiicreleri dejenere etmektedir. Bu
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formun, endositozisde gorev aldigi belirtilmektedir (1). Amoeboid formlar vakuolar

formlardan meydana gelmekte ve mitoz ile gogaldigi belirtilmektedir (36).

Amoeboid formlardaki farkliliklar veya hayat dongiisii igerisindeki rolleri konusunda
bilgiler yetersizdir. Amoeboid formlar; kist ve vakuolar formlar arasinda bir yerde

oldugu ve kistlenme igin beslenmesini alinan bakterilerin sagladigi belirtilmektedir (36).

2.2.1.7. Diger Formlar

B. hominis’in dort formu da (kist, vakuolar, graniiler ve amoeboid) bilinmektedir fakat
intestinal sistemden izole edilen bunlarin diginda farkli formlarin oldugu belirtilmistir
(3, 24,25). Bu formlardan biri santral vakuolleri olmayan avakuolar formlardir. Kiiltiir
formlart icerisindeki farklthklari hiicrelerin ¢ok kiigiik (Spm) ve yiizey tabakalarinin
olmayisidir. Mitokondrileri de yoktur ve bu da morfolojilerindeki diger bir farkliliktir
(24,25). Kiltiirler igerisinde tanimlanamayabilir; ¢iinkii hiicrenin dejenere olmasiyla

kalintt halinde bulunan merkezi vakuol diger hiicre kalintilariyla karistirilabilir.

Diger bir form ise multivakuolar formdur ve diski materyalleri igerisinde tek olarak
bulunmaz. Multivakuolar formlarin  digki  Kkistlerinin  gelismesinde rol aldig:
belirtilmektedir. Cok az rastlanilan bu forma sizont formu da denilmektedir. Bu form
vakuolar hiicrelerden meydana gelmekte ve eseysiz bir ¢ogalma sonucunda progeni ile
dolmakta ve bu sonradan patlayarak progeni serbest hale ge¢mektedir (16). Ayrica
vakuolar formlar degisiklige ugrayarak, santral vakuoliin birlesmesiyle multivakuolar
formlar meydana gelmektedir. In vitro kiltiirler icerisinde kaybolmakta ve sonradan
vakuolar form olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu form, B. hominis’in hayat dongiisii

icerisinde kisa siireli bir dénem olarak bilinmektedir.
2.2.2. FONKSiYONLARI BELiRGIN OLMAYAN YAPILAR

2.2.2.1. Merkezi Vakuol

Blastocystis’in merkezi vakuolii 1911 yilinda Alexeieff tarafindan agiklanmigtir (16).

Bu yapiyi zarla kusatilmis, kimyasal ve fonksiyonel olarak belirlenmis igeriklere sahip
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merkezi vakuol olarak tanimlamislardir. Bazi yazarlar tarafindan merkezi vakuoliin
metabolizma ve iiremede bir rol oynadig diisiiniilmiistiir, fakat niikleik asit igerikleri

gozlenememistir (16).

B. hominis’te merkezi vakuoliin depolamada herhangi bir rolii olmadig: ifade edilse de
yapilan calismalarda bazi kosullar altinda bazi materyallerin vakuolde birikip
depolandigini gosterilmistir (33,37). Vakuolar formun vakuoliinde karbonhidrat ve
lipidler bulunmaktadir (19). Lipidler genellikle graniiler formda ve eski hiicrelerde yer
almaktadir. Bunun sonucunda merkezi vakuoliin bazi metabolik triinleri depolamada
fonksiyonu oldugunu ortaya koymaktadir (16). Ancak bu konuda daha ileri diizeyde

calismalara ihtiyag vardir.

Vakuolar ve graniiler formlarda endositoz olay1 gergeklesmektedir (33). Endositoz igin
elektron opak isaretleyici olan katyon ferritin, dis gevreden materyal alumini takip etmek
icin kullanilmis ve bu izleyici ferritin sitoplazma igerisindeki vakuollerde ve kiigiik
vezikiillerde gozlendigi ve sonunda merkezi vakuolde depolandigi tespit edilmistir. Bu
sitoplazmik yapilarin igerdikleri materyalleri serbest birakmak igin merkezi vakuolde
yapistigi farz edilmistir ve benzeri bir mekanizmanin merkezi vakuolde graniillerin
birikiminde de rol oynadigi ileri siirtilmiistiir. Bunlarm dogrulugu tam olarak
belirlenmemistir; ciinkii zardaki birlesmenin hizli ve dinamik bir yapiya sahip

olmasindan dolayi tek bagina elektron mikroskobunda gozlenememistir (16).

Endositozis esnasinda, materyalin disaridan igeriye dogru yiizey girintileri vasitastyla
gegmesi bazi protistierdeki ve diger okaryotik hiicrelerininkine de benzemektedir.
Antikorlar, B. hominis’in yiizey girintilerine yapigmaktadir ve bu durumdaki

kompozisyonlari memeli hiicrelerininkine benzer veya aynisidir (33).

B. hominis’in merkezi vakuoliinde endosimbiyontlarin yer aldigt ve bunlarin bir zar ile
cevrelenmis basile benzer ve merkezi vakuoliin zarina yakin yerlerde bulunduklart ileri
siriilmiistiir. Daha sonra yapilan galismalarda, zar ile gevrelenmis sitoplazma’nin
merkezi vakuole dogru uzantilan seklinde oldugu ve bunun sitoplazmanin genel bir
yapist  oldugunu agiklamuslardir.  Kiiltir  igerisinde sadece birkag hiicrenin

endosimbiyontlari igerdigini, aksenisazyonun ve antibiyotiklerin kullanilmast bunlarin
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frekanslarini artirmaktadir. Bu veriler merkezi vakuole dogru gelisen sitoplazmik koprii
ve uzantiarin varlifi uygun olmayan kiltir kosullart altinda, ozellikle ytiksek
konsantrasyonlarda antibiyotik i¢eren kiiltiirlerde arttig: ileri siiriilmektedirler. Merkezi
vakuolde de, vakuolii kompartimanlara bolmils goriiniimii veren sitoplazmik kollarin
varhig1t B. hominis’in boliindiigl veya iiredigi seklinde yanlis agiklamalara yol agmigtir

(16).

Merkezi vakuolin gergek tabiati, igerikleri ve organizmanin biyolojisindeki
fonksiyonlar1 heniiz tam bir agikhiga kavusmamistir. Merkezi vakuol bir depolama
fonksiyonuna sahiptir fakat sindirim fonksiyonunun ve sadece atik veya depolama

materyalleri igin bir yer olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir (16).

2.2.2.2. Mitokondrileri

B. hominis bir anaerob organizmadir (11) ve yasaminda mitokondri organelleri de
mevcuttur (1). Genellikle profil olarak yuvarlak veya uzamis goriinmelerine ragmen,
mitokondriler bazi hiicrelerde daha uzun, sintizoidal ve nadiren de diizensiz bir profil
olarak goriilebilirler. Yaklasik olarak 0.5-1 pm ¢apindadir ve kiiresel sitoplazmanin
kenarinda bulunmaktadirlar, ayrica hiicre ¢ekirdeginin yakininda bir yerde konsantre

olma egilimi de vardir.

B. hominis’in mitokondrileri igin TEM ile yapilan ¢aligmalar, mitokondrinin iki katli bir
zar ile gevrili oldugu ve ayrica iginde krista’ nin gelistigi iki katli bir i¢ zarin varlig
belirlenmistir. Bu klasik bir mitokondri’nin yapisidir (10). Ribozomlar ve graniillii
endoplazmik retikulum, mitokondri ile yakin temas halindedirler (16). Bazi
mitokondriler de kristalik ve osmofilik yapilar vardir (16,31) ve bu yapilar protein
depolamasini, kristalize olmus enzimleri ve bozulma asamalarimi temsil edebilirler.
Hiicre basina mitokondri sayisinin heniiz tam olarak belirlenmemesine ragmen, geng bir

hiicrede 2-4 adet ile biiyiik ve yash hiicrelerde ylizlerce mitokondri bulunabilmektedir

(10).

Biyokimyasal analizler, enerji metabolizmas: ile ilgili olan birka¢ tipik mitokondri

enziminin B. hominis’de yer almadigini gostermistir (10). Sitokrom oksidaz, katalaz,
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peroksidaz, piirivat dehidrogenaz kompleksi, ketoglutéral dehidrogenaz kompleksi,
isositrat dehidrogenaz, glutamat dehidrogenaz ve sitokrom oksidaz enzimleri B.
hominis’de bulunmamaktadir (10). Bu enzimler, gogu diger organizmalarda yer alan ve
mitokondrinin var oldugunu gosteren enzimler olarak diisiiniilmektedir. Daha ileri

caligmalarla kesin sonuglar verilebilecegi bildirilmektedir (16).

Anaerobik bir organizma olan B. hominis’de mitokondrinin varlii, gergek
fonksiyonunu ve metabolik kabiliyetlerinin nasil oldugu tam olarak belirlenmis degildir.
Yapilan galismalarda, birkag anaerobik siliat protistlerinde, serbest yasayan siliatlarda
hydrogenesomlara sahip olduklar tespit edilmis ve bunlarin morfolojik olarak
mitokondriye benzediklerini belirtmislerdir. Biitiin organizmalar hydrogenesom’lari
igine aldigt bilinmektedir. Hydrogenesomlar mitokondrilerden farkhdir; ¢iinkii
hydrogenesomlarin sitokromlari, trikarboksil asit siklusu ve oksidatif fosforilasyonlari
mevcut degildir (1). Bundan yola ¢ikarak, B. hominis’inde mitokondri olarak diisiiniilen
organellerinin gercekte hydrogenesom olabilecegi ihtimalini diigsiindiirmektedir.
Igerisinde indirgenmis sodyum thioglycollate ile B. hominis hiicrelerinin Kiiltiirii
yapilmis, TEM ile yapilan g¢alismalar sonucunda burada ¢ogu striiktiirler igerisinde
bigimini degistiren mitokondriler goriilmiis ve bunlarin Trichomonas vaginalis’in

hydrogenosomlarini andirdigr belirtilmistir (1).

2.2.2.3. Hiicre Cekirdegi

B. hominis’in hiicre gekirdeginin yapisi, diger organellerin yapisindan daha az
tartismalidir. Hem 1sik hem de elektron mikroskobunda hiicre gekirdeginin genellikle
bir kutbunda yogun kromatin seridinin yer aldigi goriilebilmektedir. Bu yaps
organizmanm tiim formlarinda bulunmaktadir ve hiicre boliinmesi ile herhangi bir
iliskisi yoktur (16). Nadiren hiicre ¢ekirdegi icerisinde ilave bir yogun materyal noktasi
(spot) goriilmektedir (24). Bu spot’a B. hominis’in in vivo formunda daha g¢ok
rastlanilmaktadir ve bunun ¢ekirdek oldugunu belirtmislerdir (23). Hiicre ¢ekirdegi
sekilce kiiresel ve oval, yaklagik 1 pm g¢apindadir, niikleer porlara sahip zar ile
cevrelenmistir ve en dista niikleer bir kilifi vardir. Perintikleer bosluk siskin olabilir bu

uygun olmayan sicakhklar veya ortam gibi stres kosullari altinda goriilmektedir.
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Periniikleer bosluklar birkag hiicre ¢ekirdeginde daha sik rastlanilmakta ve bu niikleer

boliinmenin o ortam igerisinde yer aldigint géstermektedir.

B. hominis’in niikleer boliinmenin yaptlan freez fractiire ¢alismasi ile hiicre ¢ekirdeginin
fizyon ile boliinebildigi gosterilmis ve bu TEM ile yapilan ¢alismalarla desteklenmistir,

ancak kesin kanitlar yoktur (16).

Hiicre ¢ekirdegi igerisinde DNA’nin  varligi spesifik boyalarin  kullanimi ile

gOsterilmistir. RNA ise hiicre ¢cekirdeginin etrafina yogunlagmaktadir (16).

2.2.2.4. Yiizey Kilifi

Insan digkisindan alinan tim B. hominis’lere bakildiginda, yaklasik olarak 0.25-0.5 pm
genisliginde ince bir fibriler tabaka seklinde bir yiizey kilift bulunmaktadir. Bu kilif
genellikle vakuolar ve graniiler formlarda goriilmektedir. Kist formunun dis yiizeyini
cevreleyen yapilara benzemektedir (16, 29). Bununla beraber amoeboid formda yiizey

kilifinin ofup olmadigi tartismalidir (1).

Yiizey kilifi, kalinlik ve yogunlukga isolatlar arasinda farklilik gostermektedir. Kiiltiir
igerisinde yer alan hiicrelerin sadece kiigiik bir kisminda yiizey kilifi yoktur. Hatta
kolonoskopi ile elde edilen hiicrelerde ve ishalli hastalardan alinan 6rneklerdeki
hiicrelerin bir ¢ogunda yiizey kilifi olmadigi belirtilmektedir (16). In vivo ortamda
ylizey kilifinin rolii bilinmemekte fakat in vitro ortamda da ytizey kilifinin kaybolmast,
bu roliin kiiltiirde organizmanin yasamasini destekleyici bir faktér olmadigini

gostermektedir.

Bakteriler genellikle yiizey kilifi ile yakin temas halindedirler. Tarayici elektron
mikroskobu (SEM) ile yapilan ¢alismalarda bakterilerin B. hominis’in ylizeyine
yapistiklari gézlenmistir (38). Bir ¢alismada ise ylizeye yapisan bakterilerin elektron
dansitelerini kaybettikleri goriilmils, bununda beslenme amagli tuzak mekanizmasi
olabilecegi diisiiniilmiistiir (38). Yiizey kilifi mekanik ve kimyasal bariyer fonksiyonlari
ile konak immun cevabina karsi bir koruma saglamaktadir, bu diger protozoonlardaki

ylizey kihflarinin sahip oldugu fonksiyona benzemektedir (16). B. hominis’in ylizey
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kilifina baglanan monoklonal antikorlarin (mAb) biiyiimeyi inhibe edemedikleri fakat
plazma membran proteinine spesifik antikorlarin baglanmasi ile hiicreyi oldiirdiigi

gosterilmistir (39).

2.3. HAYAT DONGUSU

Baz1 arastiricilara gore sekil 1°de gosterildigi gibi, B. hominis’in hayat dongiistinde
vakuolar, graniiler, amoeboid olmak iizere li¢ evrim ddéneminin bulundugu kabul
edilmistir (3,19). Vakuolar form ikiye boliinerek ¢ogalmaktadir. Vakuolar form
geliserek ya graniiler forma ya da amoeboid forma transforme olmaktadir. Graniiler
form iginde vakuolar disi hiicreler meydana gelmekte; amoeboid form ise
tomurcuklanarak vakuolar disi hiicreleri meydana getirmektedir. Vakuolar formun ikiye
boliinmesinde B. hominis hiicrelerinde ¢ok sayida g¢ekirdek, mitokondri ve diger

organeller’in bulunmasindan dolay: burada organellerin bdliinmesine rastlanilmamigtir

(16).

«W"t““‘ iE A
Lo 7 ﬁp ‘
%Qﬂf;} L — {; % 4 7} Vakuoler Form

Sekil 2.1. Blastocystis hominis’in Hayat Dongiisii (19)
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Diger bir goriige gore sekil 2'de oldugu gibi, B. Ahominis’in evriminde amocboid,
vakuolar, multivakuolar ve kahn ve ince duvarli kist dénemlerinin bulundugu kabul
edilmektedir (36). Burada vakuolar form mitotik boliinme ile ¢ogalarak ya amoeboid ya
da multivakuolar forma doéniismektedir. Amoeboid form mitozla ¢ogalmakta bir kisim
amoeboid formlarda prekistleri meydana getirmektedir. Multivakuolar formlardan da
prekistler olusmaktadir. Multivakuolar formlardan meydana gelmis prekistler sizogoni
ile ince duvarli kistleri olusturmaktadir. Bu ince duvarl kistlerin otoenfeksiyondan
sorumlu oldugu diistintilmektedir (19,36). Amoeboid formdan olusan prekistler ise
sizogonik ¢ogalma ile kalin duvarh kistleri meydana getirmektedir. Bu kahin duvarli
kistler konaktan disart digkiyla atilirlar. Diskiyla atilan kistler kontamine su ve
besinlerle fekal-oral yolla bulasarak hayat dongiisii bu sekilde devam etmektedir
(19,36). Bu hayat dongiisit muhtemel hayat dongiisii olarak kabul edilmektedir.

Bununla birlikte B. hominis’in kiiltiir ortamlari icerisinde bulunan yasam dongiilerin de
ise kist formlart nadiren goriilmektedir. Bunun yerine vakuolar formun kisti olusturacak
seklide gelismekte oldugu belirtilmektedir. Kultiir kosullarinda bazen vakuolar form
multivakuolar forma doniismektedir. Graniiler hiicrenin vakuolar form igerisinde
graniillerin olusarak meydana geldigi belirtilmistir (16). Bu organizmanin tek bir hayat
dongiisiiniin - oldugunun varsayilmast zordur ve muhtemel yasam dongilerinin

olabilecegi ongoriilmektedir.



bisiinerek codalir

Sekil 2.2. Blastocystis hominis 'in Hayat Déngiisii (36)

B. hominis muhtemel yagsam déngusil. insan digkisinda bulunan klasik kist formu 6-40
pm arasinda degisen buyikiiktedir €. Diskida bulunan kalin duvarl kistler % bu
kistler dis ortamdan, muhtemelen kontamine su ve besinlerle fekal-oral yolla
bulagmasindan sorumlu olan dénemdir @. Sindirim kanalinin epitel hiicrelerini enfekte
eder ve asekstel olarak ¢ogalir (@, €). Parazitin vakuoler formu multi-vakuolar @ ve
ameboid @ formlan meydana gelmektedir. Multivakuolar formlardanda prekistler
gelismektedir. @ buradan da ince duvarli kistler olusur @, otoenfeksiyondan sorumiu
oldugu dasindlen ince duvarli amoeboid formlardan prekistier m(zdana gelir @,
prekistlerden gizogonik ¢ogalma ile kahin duvarh kistler olugsmaktadir @. Kalin duvarl
kistler digki ile digari atilir &%,
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2.4. BLASTOCYSTIS HOMINIS’ IN KULTURU

B. hominis’in in vitro kiltiirii, 1921’de %10> luk insan serumunun, 37°C de
inkiibasyonu ile elde edildigi ve iiremenin genellikle tiipiin O, igeriginin az oldugu alt
kistmlarda meydana geldigi bildirilmistir.  Kiiltiir ortaminda  organizmalarin
tiremelerinin, 48 saat boyunca notr veya alkaliye yakin pH da, 37 °C de inkiibasyon ile
rediiklendiginde optimum diizeyde gergeklestigi, 30°C de veya oda sicakhifinda

herhangi bir tiremenin olmadig1 saptanmigtir (16).

B. hominis’in aksenizasyon ¢alismalarinda siproflaksasine, fosfomisin, imipenem,
vankomisin, penisilin, gentamisin, eritromisin gibi antibiyotikler eklenerek iyi sonuglar
elde edilmektedir (14,40-42). Bununla birlikte B. hominis izolasyonlarinda diferansiyel
santrifiijden sonra antibiyotiklerin  kullanilmasiyla da  bakteri eliminasyonu
gerceklestirilmektedir (40,43). Giiniimiizde ise bu amag i¢in Ficol Metrizoik Asit
soliisyonlart kullanilmaktadir (40,42). Ashinda B. hominis’in canhlifmi korumasi ve
iireyebilmesi igin bakteri ortamina ihtiyag vardir. Monoksenik ve poliksenik kiiltiirlerde
bakteriler eklenmekte, aksenik kiiltiirlerde ise bakteri eliminasyonunu saglamak igin
aktif antibiyotikler, diferansiyel santrifiij yontemi ve Ficol Metrizoik Asit sollisyonlart

kullanilmaktadir (42).

Aksenik kiiltiirlerle yapilan ¢alismalar, B. hominis’in karyotipik modeli (44), antijenik
analizleri (14,15,45), enzimatik aktiviteleri (10,46), biyokimyasal kompozisyonlari (47)

ve biyolojisi hakkinda bilgi vermektedir.

Kemoterapi ve molekiiler galigmalarda gereksinim duyulan ¢ok fazla sayida organizma
icin monofazik ve difazik kiiltir ortamlarina ihtiyag vardir. Bu amaca yonelik olarak
test edilen ortamlar; thiolycollate broth, tek bagina veya katalaz, piriivat ve at serumu
eklenerek kullanilabilir, TYI- S-33 ortami, M-199, M-1640, Entamoeba histolytica
besiyerleri, minimal essential medium (MEM) ve %10 luk at serumu igeren [scove’s
Modiffied Dulbecco’s Medium (IMDM-HS) kullaniimaktadir (16,41,48,49). Kirksekiz
saat boyunca on rediiksiyona tabi tutulmug %10 at serumu igeren MEMS ve IMDM-HS

B. hominis’in iiretilmesinde en iyi ortam olarak kabul edilmektedir (1,16,48).
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Yapilan yeni ¢alismalar arasinda B. hominis’in katt agar tizerinde kolonilerini
olusturarak kiiltlirtiniin yaptimas: yer almaktadir. Agar yiizeyinde ¢ogaltilan B. hominis
hiicrelerinin  kolayca kiilttiri yapilabilir. B. hominis’in agar yiizeyinde olmasi
manipulasyon ve sayim igin uygun bir yontemdir (1,48). inokolasyondan sonra B.
hominis hiicrelerinin boyutu 0,2 mm ¢apinda ve soluk sar1 rengi almakta ve koloniler

bundan sonra kolayca sivi besiyerine gegirilebilmektedir (1,48).

Kati ve yar1 kati ortamlar t{izerinde mikroorganizmalarin Koloniler olusturarak
cogalabilme yetenegi genetik ve biyokimyasal ¢alismalar igin olduk¢a kullanislidir,
clinkii klonal populasyonlarin vasitasiyla analizi ve soylarin devami saglanabilmektedir
(1). Ayni zamanda B. hominis’in aksenik kiiltiirinli yapmak, antijen elde etmek ve

sitotoksik etkilerini aragtirmak i¢in uygulanmaktadir (39,50).

Bakterilerin aksine, B. hominis dondurularak kurutma ile muhafaza edilmektedir (3).
Ayni zamanda %7.5 lik dimetilsiilfoksid dondurularak koruma maddeleri kullanilarak
sogutma yontemi ile organizmanin kolaylikla muhafaza edilmesi saglanmaktadir. En iyi
sonuglar kontrollii ve yavas sogutma ve daha sonra sivi nitrojen igerisinde muhafaza
etme ile elde edilmektedir. Bunu takiben gliserol ve dana serumu (FCS) eklenmesiyle
de verimde %90 a varan bir artis gézlenebilmektedir (51). Bu iglemler stoklarin daha
uzun siire korunmalarina, depolanmalarina ve diger laboratuvarlara glivenli bir sekilde
tasinmalarina imkan tanimaktadir. Bununla birlikte, referans materyal antijenik analiz
i¢in korunabilmekte ve boylelikle siirekli kiiltiiriin genetik seleksiyona yol agmamasi

saglanmis olmaktadir (1,16).
2.5. KLINIK VE PATOGENEZ

B. hominis’in insanlarda sebep oldugu hastaliga Blastocystosis denilmektedir.

Blastocystosis ile ilgili soru onun patojen mi yoksa kommensal mi oldugudur.

Epidemiyolojik ¢aligmalar ile B. hominis’in patojen oldugunu ifade eden tanimlamalar
genellikle elestirilmistir, ¢iinkii semptomatik olsun ya da olmasin diger tiim

semptomlarin elimine edilmesi miimkiin degildir. Ozellikle ishalli hastalarda ishalin
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sebeplerinin  bilinmemesi organizmanin  patojen olup olmadigina karar verilmesi

zorlastirmaktadir (16).

Giintimizde B. hominis ile yapilan arasgtirmalarin bilyiik bir boliimiinde parazitin
patojenitesi tartigilmaktadir. Bazi yazarlar bulunan klinik belirtilerden bu parazitin
sorumlu olmadigini savunurken (52-54), ¢ok sayida arastirmacida etkenin en azindan

potansiyel! bir patojen oldugu konusunda birlesmektedir (3,16,53,55-58).

Patojeniteyle ilgili; kontrol edilmemis ¢alismalar, tedavi ¢alismalarinin ve bazi vaka
raporlarinin, yeterli kamitlar olmadan ve elestirisiz bir sekilde patojenitenin kabul

edilmesi onerilmektedir (59).

B. hominis’in yalnizca amip seklinin rastlandigt nadir olgularda siddetli ishal
goriilebildigi, immunokompramize kisilerde, 6zellikle AIDS hastalarinda B. hominis’in
uzun siiren ve tekrarlayan ishallere yol agabildigi bildirilmektedir (1,16,59-64). Ayni

zamanda B. hominis turist diyaresi etkenleri arsinda da gosterilmektedir (61).

Blastocystosis'te insan infeksiyonlartyla ilgili; ishal, karin agrisi, huzursuzluk, siskinlik,
gaz, anoreksi, kramp, kusma, dehidratasyon, uykusuzluk, bulanti, istahsizlik, kilo kaybi,
yorgunluk, kaginti ve tenezmus gibi semptomlar goriilmektedir (1,16,55,65). Ayni
zamanda en sik karsilasilan semptomlarin, karin agrisi, gaz ve ishal oldugu belirtilmekte
ancak ishalin ve diger semptomlarin goriilmedigi bulgularda s6z konusudur. Hastalarda
ates, dokiintii, bag agrisi, bag donmesi gibi gesitli spesifik ve non-spesifik rahatsizliklar

goriilebilir.

Hastalar, semptomatik tastyicilar, asemptomatik tastyictlar, akut infeksiyonlular (iki
haftadan az), kronik infeksiyonlular (semptomlarin iki haftadan daha uzun siirdiigii

olgular), persistan blastocystosis’liler olarak simiflandirilabilir (53,05).

B. hominis infeksiyonunda iki sendrom belirtilmistir. Birincisi irritabil bairsak
rahatsizhgi, digeri non-inflamatuar bagirsak rahatsizliklaridir (1). {lk ¢ahigmalarda
irritabi} bagirsak sendromlarinda énemli olan B. hominis antijenlerine karsi olusan 1gG;

antikor seviyelerinin yiikseldigi, konak immun yanitt da her seyden dnce karbonhidrat
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antijenlerine karst direk etki oldugu belirtilmektedir. Yaptlan ikinci bir galigmada,
irritabll  bagirsak sendromu olan hastalarda ki IgG oranin 6nemli oldugu
gosterilmektedir. Non-irritabil bagirsak sendromu diger gastrointestinal hastaliklarla

birlesince, bu semptomlarda B. hominis’in roliiniin tanimlanmasi zorlasmaktadir.

Eger B. hominis’de irritabil bagirsak sendromu iginde etiyolojik ajanlar tek basina
bulunuyorsa, bunlar hemen hemen irritabil bagirsak sendromu hastalarinda muhtemel
olan mikrobiyal florayi yitkmasi nedeniyle B. hominis hastalarinin iyilestirilmesinin sart

oldugu belirtilmektedir (1).

Geng immunocomponentlerde fekal kistler, oral inokulasyonlara karst hassas ve
parazitler yaklasik olarak agik infeksiyonlardaﬁ iki hafta sonra, post inokulasyondan iki
giin igerisinde diskida goriilebilir (66). infeksiyonlarda yas faktsriiniin dnemli oldugu,
yetiskinlerden ziyade genglerin infeksiyonlardan daha fazla etkilendigi bilinmektedir.
Yetiskinlerde parazit ¢ok yiiksek oranda alindigi zaman infeksiyona karsi direng sekiz
haftada olusabilmektedir. Infekte olmus hastalarda, ilgisizlik, duyarsizlik ve kilo kaybt
goriilmektedir (1). Liimen sivisindan aspire edilen B. hominis incelendiginde, bunlarin
Entamoeba histolytica gibi gekal kolanizasyona egilimli oldugu, distal, ileum, gekum ve
kolona yerlestigi gézlenmektedir (31). Yapilan nekroskopik ¢alismalarda B. hominis’in,
¢ekum ve kolonda 6deme neden oldugu, histolojik ¢ekum ve kolon muayenesinde ise
siddetli inflamatuar hiicre infiltrasyonlari, 6demli ylizey propria ve mukoza erozyonu
goriilmiis ve bu durumdaki hastalarin parazite kargi akut infeksiyona yol agtifi

belirtilmistir (1).

Blastocystosis’li hastalarin digkilarinda mukus, eritrosit ve lokosit goriilebilir (54,65).
Hastalarda ¢ok fazla parazitin bulunmasi gastrointestinal sikayetleri artirmakta ve
spesifik semptomlar gostermektedir. B. hominis’in gastrointestinal sistemde yapmis
oldugu patojenik etki ile, buna sebep olabilecek diger ishal etkenleri
karsilastirlimaktadir. Ishale sebep olan nedenlerin B. hominis’e bagh olabilecegi gibi,
enterik viriisler, pseudomembrandz kolitler, postenfeksiyon disakkaridaz etkileri,
immun sistemin baskilanmis olmasi gibi nedenlerinde ishale sebep olabilecegi

diistiniilmektedir (53).
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B. hominis’i hastalarla, B. hominis icermeyen ve semptomatik belirtileri olmayan
hastalarin sonuglari karsilastirildiginda patojenitenin tartismali oldugu belirtilmektedir
(53). Buna immunolojik ¢aligmalar yardimci olacak ve tartigmaya cevap verebilecektir.
Parazitin ilaglarla elimine edilmesi ve semptomlarin sonradan kaybolmasi B. hominis’in
patojen oldugunu gostermektedir, fakat sadece bunun kesin bir durum olarak kabul

edilebilir olmasi elbette zordur (16).

2.6. TANI

Blastocystosis'in etiyolojik taniminda inceleme materyali diskidir (16,19,63). Taze
diskidan hazirlanan fresh preparatlarin gtk mikroskobunda parazitin tipik sekillerinin
goriilmesiyle tani konuldugu gibi, ayni zamanda tanida kiiltiir yontemleri, serolojik
yontemler ve bazi kolonoskopi yontemlerden de yararlaniimaktadir. Blastocystosis’in

tan1 yontemleri;

2.6.1. DIREKT TANI YONTEMLERI

Diski 6rneginde (19,31,67)

-Makroskobik inceleme
-Mikroskobik inceleme
* Nativ-lugol baki yontemi
* Coklastirma (konsantrasyon) yontemleri
- Yiizdiirme (Flotasyon)
- Coktiirme (Sedimantasyon)
eformalin etil asetat
e Modifiye formalin etil asetat
eMIF
* Boyama yontemleri (31,57,58)
- Demirli hematoksilen
- Trichrome

- Giemsa
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Kiiltiir yontemleri

* In vitro

-Robinson besiyeri

-Dobell besiyeri

-Diamond besiyeri (TYI-S-33, TYSGM-9)
-M-199

-M-1640

-MEM (Minimal essential medium)
-IMDM-HS

* In vivo
-Fareye inokulasyon ile
-Hamstere inokulasyon ile
-Tavsana inokulasyon ile

2.6.2. SEROLOJIK YONTEMLER

* Kanda antikor arama amagli;

-ELISA

* Digkida antijen arama amagli;
-ELISA
-PCR

2.6.3. DIGER YONTEMLER

* Kolonoskopi ile ileum ve ¢ekum liimeninden alinan materyal veya muayenesinde B.

hominis’in tanist yaptlabilir (16,31).
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2.7. EPIDEMiYOLOJI

B. hominis’in vakuolar ve amoeboid formlart ¢evre sartlari ve ortamdaki oksijen
nedeniyle kisa bir siire igerisinde yasamlarini kaybetmektedirler. Burada B. hominis’in
bulasmada rol oynayan infektif form kistlerdir. B. hominis’in dig ortama atilan kistleri,

su ve besinlerle fekal-oral yolla bulagsmaktadir (16,19,35,58,60,67).

B. hominis biitiin diinyada kozmopolit bir dagilim gostermektedir. Prevelansi gelismis
tilkelerde %1.5-%10 arasinda degismektedir, gelismekte olan tlkelerde ise %50 veya

daha yiiksek olabilmektedir.

Toplumda hem sanitasyon hem de temizlik noksanliginin olmast B. hominis’in
yayilmasini kolaylastirmaktadir. Toplum igerisinde sosyo-ekonomik, sosyo-kiiltiirel ve
sosyo-medikal seviyelerinin diisiik olmast infeksiyon igin 6nemli bir faktordiir (1,63,

68-71). Is yerlerinin artmasi da infeksiyon riskini artirmaktadir (1).

B. hominis gocuk veya yetigkinlerde uzun stireli ishal sikayetleri olanlarda ve immun
yetmezlikli hastalarda oldukga sik rastlaniimaktadir (16,58). Bulasma aile bireyleri
arasinda ve okullarda daha stk gergeklesmektedir (16).

B. hominis infeksiyonlar’'nin olusumunun hava kosullart ile ilgisi vardir ve sicak
havalarda, muson oncesi aylar esnasinda olusum daha ytiksek olmaktadir. Enfeksiyonun
sicak, nemli yaz aylarinda, soguk kara kig aylarina oranla daha fazla gorildiigi

belirtilmektedir (16).

B. hominis’in yayginhgi hakkinda yapilan g¢alismalar, parazitoloji laboratuvarindan
alinan veriler kullanilmaktadir ve bu veriler semptomatik hastalari yansitmaktadir.
Bundan dolay1 epidemiyolojik veriler B. hominis infeksiyonuna yakalanmadaki risk

faktorleri hakkinda gok az bilgi vermektedir (16).
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2.8. TEDAVI

B. hominis ile infekte olmus hastalarin tedavi edilmesinin uygun olup olmadig:
" konusunda ve eger tedavi edilecekse hangi ilacin kullanilmasi gerektigi tam olarak
bilinmemektedir. Bunun sebebi hastaligi doktorlarin dnemsiz gormesi, enfeksiyonun
kendiliginden gegmesi diistincesi ve B. hominis’in bir patojen oldugu ispatlanmamis
iken potansiyel toksik ilaglarin kullanimina karst isteksiz olmalaridir. Fakat ¢ogunun
inancina gore de, eger semptomlar var ise hastahgin baska bir nedeni olmadig1 agikga

belirlenmis ise, tedavi tegvik edilmelidir.

Blastocystosis tedavisinde metronidazol (16,19) ya da lodoquionol’iin en etkili ilaglar

oldugunu belirtmektedir (16,35).

Yapilan calismalar genellikle parazitolojik iyilestirme, parazit sayisinin azaltilmasi ve
semptomlarin ortadan kaldiriimasi iizerinedir. llaglarin etkisinin 6lgiilmesinde bir

standart getirilmesi gerekmektedir (16).

Tedavide basarili olduklari rapor edilen diger ilaglar arasinda emetin (72), furazolidon
(73), ketakonazol (74), ornidazol, quinacrin, tinidazol (16,72), trimethoprim
siilfametaksazol (75), entereviaform (3) ve ko-trimaksazol (16,76) yer almaktadir. Etkisi
cok az olan ilaglar arasinda lodoquinol ve chloroquin bulunmaktadir (72,77). Etkili

olmadig1 rapor edilen ilaglar arasinda paramomisin yer almaktadir (16,77).

B. hominis’e karsi ilag denemelerinin yeterli seviyede yapilmadigi ve bunlarin
kullaniminin detayht klinik denemeler ve daha ileri diizeyde deneysel gahigmalar
yapilincaya kadar ampirik kalacagi belirtilmektedir. Eger diskidan B. hominis’in elimine
edilmesi igin bir ilag terapisi gerekiyorsa, bu durumda ilk asamada metronidazol veya
diger 5- nitroimidazol kullanilmalidir. Eger tedavide basarisizliklar ile kargilagilirsa o

zaman ise ko-trimaksazol, furazolidon ve quinacrin’in dnerilmesi uygun olabilir (16).

B. hominis lizerine etkisini arastirdigimiz ilaglar hakkinda asagida kisaca bilgi

verilmistir.

v.E. Y“K‘SEKOGRETIM KuRuL®

s ANTASYON MERIED
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2.8.1. ANTIAMIBIK iLACLAR

Antiamibik ilaglar kimyasal yapilarina gore yedi gruba ayrilir.
1- Emetin ve dehidroemetin

2- Klorokin fosfat

3- Halojenli 8-hidroksikinolinler

4- Antibiyotikler

5- Diloksanid furoat

6- Organik arsenik bilesikler.

Bu ilaglar antiamibik etkilerinin yerine gore lige ayrilirlar:

1- Doku Amibisidler: Sadece doku iginde (bagirsak duvari, karaciger ve dokular)

yerlesmis (invaziv) amipleri olduriirler; liimendekilere etkisizdirler. Bunlar emetin,

dehidroemetin ve klorokindir. Klorokin sadece karaciger dokusunda ki amibe etkilidir

2- Liimende Etkili Amibisidler: Esas olarak bagirsak liimenindeki amiplere ve

bazilari ilave olarak kistlere etkilidirler. Bunlar, halojenli hidroksikinolinler, diloksanid
furoat ve antibiyotikler ( tetrasiklinler ve paromomisin)dir. Liimende ki amiplere etkili
olan arsenik tiirevleri de bu grupta olmakla beraber toksisitelerinin fazlahgr nedeniyle

yeni ilaglar yaninda degerlerini yitirmislerdir (78).

3- Hem Doku Hem de Liimende Etkili Amibisidler: Bunlar arasinda, metronidazol

ve diger S5-nitroimidazollar bulunur. Bu ilaglar amoebiosis’in biitiin sekillerinde

kullanilirtar (78).
2.8.1.1. METRONIDAZOL VE DIGER 5-NiTROIiMIiDAZOLLAR

Metronidazol, amibiyazisin kolonik ve ekstrakolonik tiim doku sekillerinin tedavisinde
en fazla kullanilan ilagtir; ancak liimende ki kistlere ve amiplere fazla etkili
olmadigindan bir luminal amibisid ilagla birlikte kullanilmalidir. Anaerobik
protozoonlar iizerinde Sldiiriicti etki yapar. Ayrica Bacteroides fragilis, Hemophilus
vaginalis dahil anaerob bakterilere ve Cypylobacter fetus’a karsi giiglii antibakteriyel

etki gosterir.
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Protozoonlarin (8. hominis, Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, Giardia
intestinalis) veya anaerob bakterilere bagli infeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (78).

Metronidazole ve diger nitroimidazollarin bulunmastyla amibiyozisin ilagla tedavisi
nisbeten basitlesmis ve kolaylagmistir. Ancak bu ilaglarin kistler tizerine etkisi pek fazla
olmadigindan onlarla yapilan bir kiirden sonra bir luminal amibisidin  bir siire
kullanilmast gerekir. Baz1 agir durumlarda iki doku ambisid’in, ayni1 zamanda birlikte

kullanilmasi gerekebilir (78).

Agizdan aliman metronidazol’tin ince bagirsakta tamamen absorbe edilmesi nedeniyle,
kalin bagirsakta ki hastalikli bolgeye nasil eristigi ilgi ¢ekmistir. Sicanlarda "C ile
isaretli metronidazol kullanmak suretiyle yapian deneyler, dolasan kan i¢inde gelen
ilacin kalin bagirsak mukozasinda yiiksek konsantrasyonda toplandigini oradan lumen
icine salgilandigini  gostermistir. In vitro olarak 1-2 pg/ml konsantrasyonda ki
metronidazol, amibi 24 saat iginde 6ldiirtir. Amibisid ve Trikomanasid etkisini; kismen
anaerob sonucunu intraseltiiler ve NADH ve NADPH havuzunu bosaltmak suretiyle
olusturur. Bu olay metronidazol’ iin ¢ok diistik redoks potansiyeli nedeniyle anaerobik
hiicredeki elektron akis zincirinden elektronlar: kendine ¢ekmesine baglidir. Sonugta
hiicrenin iiretimi bozulur. Diger bir mekanizma, yukaridaki olay sonucu, metronidazol’
tin indirgenerek in vitro grubunu kaybetmesi ve bdylece olusan elektrofilik hidroksil
amin tiirevi metabolitin DNA ya kovalent baglanarak onun yapisini ve fonksiyonunu

bozmasidir. Bu mekanizmalar anaerobik bakterilerin 6ldiiriilmesinde de rol oynar (78).

Bagirsak amibiyozisi tedavisi igin erigkinlerde giinde ii¢ kez 500-750 mg dozunda 10
giin siireyle verilebilir. Olgularin yaklasik %90 ninda etkili oldugu gortilmiistiir. Bu
durumda 2 g lik tek doz halinde 2-3 giin kullanilmastyla da yeterli derecede de terapotik
etki saglanabilir. Cocuklarda giinlitk doz 35-50 mg hesabtyla belirlenir.

Metronidazol’iin agik formiilii (79)

AS5-nitroimidazol

ON | CH,

CH,CH,OH
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Deney hayvanlarinda karsinojen etki olusturmast ve insan viicut stvilarindan terapdtik
dozlarda bakterilerde mutajenik etki olusturmast nedeniyle metronidazol’iin
giivenirliligi uzun inceleme ve tartigmalara yol agmustir. Insanda karsinojen oldugu
gosterilen direkt bir kanit yoktur. Gebe kadinlarda Trikominiyazis’in tedavisi igin genis
olgiide kullandmug, fetiis de zararls bir etkisi gozlenmemistir. Ancak, mutajenik ve
bundan kaynaklanan potansiyel teratojenik etkisi nedeniyle gebeligin ilk ii¢ ayinda

kullaniimasi tavsiye edilmez (78).
2.8.1.2. ORNIDAZOL VE TINIDAZOL

Metronidazol gibi nitroimidazol tiirevidir. invaziv nitelikte ki amibiyozis olgularinda
giiglii etki gosterirler. Kimyasal yapilarinin 6zelligi nedeniyle metronidazole’den daha

lipofiliktirler ve karacigerde enzimatik inaktivasyonlari daha yavastir.

Mide bagirsak kanalindan gabuk ve tam absorbe edilirler. Kanda ayn: dozda ki

metronidazoliin yaptifina oranla daha yiiksek konsantrasyon olustururlar.

Kullanilis yerleri metronidazolle aynidir. Ornidazol amibiyozis ve giardiyosis de
eriskinleri agizdan giinde iki kez 500 mg dozunda verilir ve 5-10 giin devam edilir.
Cocuk dozu, 1 yagindan kiigiiklerde erigkin dozunun '4’ii, 1-6 yas arasdakilere 2’si, 7-

12 yas aras1 ¥4’ diir (78).

Ornidazol ve Tinidazol’tin agik formiilii (79)
A 5-nitroimidazol
N

N CHs

CH,CHOHCH,CI
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2.8.2. IMIDAZOL VE TRIAZOL TUREVLI ANTIFUNGAL ILACLAR

Bunlar genis spektrumiu fungistatik ilaglardir. Cilt ve mukozalarin mantar
enfeksiyonlari ile kronik mukokutandz kandidiyozis tedavisinde diger ilaglara gore
tistiinlitk gosterirler. Ayni zamanda bu ilaglar sistemik mantar enfeksiyonlarina karsida
etkilidirler (78).

Triazol tiirevleri, sistemik veriliste imidazol tiirevlerine gore 3 noktada distiinliik
gosterirler.

- Daha yavas metabolize edildikleri i¢in daha uzun etkilidirler ve doz araliklari daha
uzundur.

- insan hiicrelerinde ki sterol sentezi lizerinde daha az etkilidirler; bu nedenle direkt
toksik etkileri daha zayiftir.

- Imidazol tiirevli ilaglarin sistemik veriliste yapabildikleri endokrin yan tesirleri

gostermezler.

Imidazol ve triazol tiirevli antifungal ilaglar, mantar hiicrelerinin sitoplazma
membraninda ana sterol bilesiginde olan ergosterol’un sentezini, 14-metillanosterol’un
desmetilhidrolenosterola dontisiimii basamaginda inhibe eder. Bu doniistimii yapan 14a-
demetilaz enzimi, mikrozomal sitokrom P-450'ye bagimhdir. Imidazol ve triazol tiirevi
ilaglar, sitokrom P-450’yi selektif olarak inhibe eder. Selektiflik triazol tiirevlerinde,
imidazol tiirevlerinde oldugundan daha fazladir. imidazollar ve triazollare maruz kalan
mantar hiicrelerinde 14a-metilsteroller birikir ve bunlar membran fosfolipitlerinin asil
zincirlerinin normal diizenini ve membrana bagli belirli enzimlerinin fonksiyonlarini
bozarlar; sonugta mantar hiicrelerinin ¢ogalmalart inhibe edilir, ayrica hiicre
membraninin permeabilitesi bozulur (78).

imidazol ve Triazol'iin agik formiilii (79)

Asynthetic diaxolane triazol

J:H2 ¢ CH,

L - -

N— CH —CH, —CH,

4



30

Triazol tiirevli ve lipofilik igerikli bir antifungal ilagtir. %55 oraninda absorbe cdilir.
Glinde iki kez 100-200 mg kullanilir. Zayif nefrotoksik etkisi vardir. Bazen hepatik

transaminazlarin ve alkalin fosfatazin plazma diizeyini yiikseltebilir.

2.8.3. AZITROMISIN

Azitromisin’ nin agik formiilii (79)

A 15- membered-ring azalid

Eritromisinin lakton halkasina metillenmis azot sokulmak suretiyle tiiretilen yari-
sentetik eritromisindir; kimyaca aza-makrolid (azalid) bilesigidir ve 15 iyeli lakton

halkasi igerir.

Bakteri ribozomlarinin 508 alt-birimlerine reversibl olarak baglanarak aksoptor noktada
ki yeni sentez edilen polipeptid zincirine transferini inhibe ederek peptid zincirinin

uzamasini dnler. Boylece bakteri hiicresinde protein sentezini engeller (78).

Dogal direncin nedenlerinden biri, bakteri hiicre g¢eperinin ilacin pasif diflizyonuna

elverisli olmamasidir. Etki yeri ribozomlara oldugu i¢in sitoplazmaya girmesi gerekir.



31

E. coli gibi mikroorganizmalarin duyarh olmamastnin sebebi ilacin, kalin olan hiicre

¢eperi dis duvarini asamamasidir.

Ortamin pH’sinin yiikselmesi ilacin iyonizasyonunu azaltarak permabiliteyi ve etkisini
artirir. Bazi Enterobakteriaceae tiirleri, makrolidleri yikan bir esteraz salgilamalart
nedeniyle direng gosterirler. Direncin en stk goriilen mekanizmasi, bakterinin metilaz
salgilamasi sonucu, ribozomlarin 50S alt-biriminin bir 6gesi olan 23 S rRNA’ nin
adenin reziidilerinin metillenmesidir; bu olay sonucunda afinitenin azalmasi
makrolidlerin bakteriyel ribozomlarin 50S alt-birimi Uzerindeki etki yerlerine

baglanmasini azaltir (78).

Oral biyoyararlanimi %40 kadardir, ancak besinler tarafindan elimine edilir. Mide
asitesine dayaniklidir. Mutad dozu giinde bir kez 250-500 mg’dir, {ig giin verilir.
Eritromisin ve klaritromisinin aksine CYP3A4 enzimini inhibe etmez ve bu enzimin

yiktigi ilaglarla etkilesme gostermez (78).
2.8.4. KO-TRIMAKSAZOL (TMP-SMX)

Ko-trimaksazol’iin agik formiilti(79)

A-sentetik di aminopirimidin

NH,
NH,
s/o o
C o \N N
AN +
0 o}
+ H H, SO,NH,
H CH3 CH3
PABA Sulfizaksazol Sulfanifamid

(Para amino benzoik asit)
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Sekil 2.3. Siilfonamidler ve trimetoprim’in etki yerleri.

Bir sitma ilact olan pirimetamin yapica benzeri bir antibakteriyel ilag olan trimetoprim
ile bir sulfonamid olan sulfametaksazol’ un sabit oranli kombinasyonu, ko-trimaksazol
olarak adlandinlir. Bunlar bir kisim trimetoprim ve 5 kisim sulfametaksazol igerir.

Miktarina gore tek ve ¢ift olmak tizere iki tiirli vardir (78).
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Sulfonamidlerin ve trimetoprim’in; duyarli mikroorganizmalar hiicresinde piirinlerin,
timidin’ in, metionin ve glisin’in sentezi i¢in gerekli dnemli ko-faktor prekiirsorii olan
tetrahidrofilik asit sentez yolunu iki yerde ardisik olarak bloke ederler. Sentez yolu
tizerindeki  ardisik  inhibisyon, kompenentlerin  antibakteriyel etkinliklerinin
potansiyalizasyonuna yol agar. Kombinasyonun sinerjistik etki giicti, komponentlerinin
bireysel etki giiclerinin toplamindan ¢ok daha fazladir.Bu nedenle, her bir komponent
tek baglarina genellikle bakteriyostatik etki gosterdikleri halde, ‘trimetoprim+
sulfonamid® kombinasyonu duyarl bakterilerin ¢oguna karsi bakterisid etki gosterir

(78).

In vitro ortamda veya viicut sivilarinda en yiiksek sinerjistik etkilesme,
trimetoprim/sulfametoksazol (TMP-SMX) konsantrasyon orani [:20 oldugunda elde

edilir.

Etkinligin belirlenmesinde trimetoprim’e duyarlilik daha onemlidir. Sulfonamid’lere
resiztan olan, fakat trimetoprim’e az da olsa duyarli olan mikroorganizmalar {izerinde

de ko-trimaksazol sinerjistik etki gosterebilir.

Trimetoprim’ e rezistans olusmasinda asagida ki mekanizmalar aracilik eder;
- Bu ilacin hedef enzimi olan dihidrofolat reduktazin indiiklenmesi.

- Trimetoprime affinitesi diisiik olan modifeye enzim sentez edilmesi.

- Bakteri hiicre ¢eperinin trimetoprime permeabilitesinin azalmasi.

Mide bagirsak kanalinda, tam olarak fakat degisik hizda absorbe edilir. Plazma

proteinlerine trimetoprim %45 ve sulfametaksazol %66 oraninda baglanir (78).

Tedavi igin kullanilan dozlar 6 veya 8 saatte bir uygulanmahdir.



3. GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan diski 6rnekleri, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali’na bagvuran hastalardan temin edilmistir. Agz1 kapakh kaplara alinan
diski1 ornekleri nativ-lugol yontemiyle incelenmis ve inceleme sonucu sadece B. hominis

tanis1 konmus 6rneklerden Robinson besiyerine ekimleri yapilmistir.
3.1. DIREK TANI YONTEMi

Direk tani yontemlerinden nativ-lugol baki yontemi prepratlarinin hazirlanmasi digki
incelemelerinde basit ve etkili bir yontem olmasi nedeniyle basvurulmaktadir.

Calismamizda da bu yontemlerle parazit bakisi yapilmigtir.

Nativ Baki Yontemi

Bir lam iizerine serum fizyolojik damlatilarak plastik baget yardimiyla alinan yaklagik 2

mg disk1 konmus ve karistirilarak hazirlanmistir.,

Lugol Baki Yontemi

Bu yontemde parazitlerin iyot ile boyamalarint saglamak igin boya soliisyonu asagidaki

sekilde hazirlanmigtir.
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Potasyum iyodiir 10 gr
[yot kristalleri 5er
Distile su 100 ml

Potasyum iyodiir 100 ml distile su igerisinde ¢dzdiiriilmiis ve fizerine 5 gr iyot kristalleri
eklenmistir. Hazirlanmis olan stok lugol soliisyonu kapakli kahverengi bir cam sise

icerisine siiziilmiigtiir. Kullanilmadan 6nce distile su ile bire bir sulandirtilmistir.

Nativ y6énteminde anlatildig1 gibi serum fizyoloji yerine lugol soliisyonu ile hazirlanan

preparatiar 151k mikroskobunda x40 bitylitmede incelenmistir.

3.2. ROBINSON BESIYERI
Calismamizda kullanilan Robinson besiyeri, amiplerin iiretilmesi i¢in en sik kullanilan
ksenik besiyeridir. Bu besiyeri kati ve sivi olmak iizere 2 fazli (difazik) bir besiyeridir

ve amipler bu ortamda iiretilirken Esherichia coli’den faydalanilmaktadir.

Robinson besiyeri igin kullanilan kimyasal maddeler:

Tuzlu Agar
Agar 1,5 gr
NaCl 0,7 gr
Distile su 100 ml

hazirlanmig olan tuzlu agardan vida kapakli cam tiiplere 5’er ml konulup, otoklavda 121
°C de 20 dakika steril edildikten sonra, tiipler 37 °C etilv igerisinde egimli pozisyonda

tutularak agarin katilagmasi saglanmistir.
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Eritromisin Soliisyonu

Eritromisin (Pediatrik siispansiyon) 20 ml

% 70’ lik ethanol 80 ml

karigtirildiktan sonra 37 °C etiivde 2 saat bekletilmistir. Daha sonra steril distile su ile %

0,5°lik olacak sekilde sulandirilmis ve +4 °C’de saklanmugtir.

Bakto Pepton Cozeltisi (%20’ lik)

Bakto pepton 2gr
Distile su 10 mi

karigim otoklavda steril edilmis ve +4 °C’de saklanmistir.

Pirin¢ Unu

Piring unu, kullanifacak miktarda kiigiik paketlere boliinerek pastor firminda 180 °C’de

1 saat steril edilerek oda isisinda saklanmistir.

%40 NaOH cézeltisi
NaOH 4 gr
Distile su 10 ml

ilave edilip karistirifmstir.

Potasyum Fitalat Cizeltisi ( 0,05 M)

Potasyum fitalat 5,1 gr
%40’ ik NaOH 2,5 ml
Distile su 47,5 ml
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ilave edilip magnetik kanstiricida karistirimis ve kansimin pH't 6.3%¢ ayarlanarak

otoklavda steril edilmistir. 0,05 M soliisyon daha sonra steril distile su ile 1/10

sulandirilarak ve pH 6.5’e ayarlanmustir.

Stok ‘R’ Besiyeri Soliisyonu (Escherichia coli iiremesi i¢in)

NaCl

Sitrik asit monohidrat

Potasyum dihidrojen fosfat
Amonyum siilfat

Magnezyum siilfat heptahidrat (7H,0)
% 1°lik Laktik asit soltisyonu

Distile su

karistirtlarak +4 °C’de saklanmistir.

Kullanm icin

Stok R besiyeri sollisyonu
%40 NaOH
20,04 Bromtimol mavisi sollisyonu

Distile su

25 gr
10 gr
2,5 gr
Sgr
0,25 gr
20 ml
500 ml

100 ml
7,5 ml
2,5 ml
890 ml

ilave edilip karistirildiktan sonra soliisyon pH 7.0°a ayarlanarak otoklavda steril

edilmistir.

‘BR’ Soliisyonu (Bazal amip besiyeri)

Erciyes Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvart Bakteriyoloji tinitesinden temin

edilen Escherichia coli susunun agzi kapakli balon joje igerisinde hazirlanmis olan R

besiyerine ekimi yapilarak 37 °C’de 48 saatte retilmis ve kullanmadan once steril

sartlarda pH'1 7.3’e ayarlanmigtir.
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Serum

Calismada, goniillii insanlardan alinan serumlar 56 °C’lik su banyosunda inaktive
edildikten sonra kullanilnustir. Inaktive serumlar agzi kapakli steril tiiplere konularak

-20 °C’de saklanmistir.

Besiyerine Ekim Islemi

Tuzlu agar tiipii igine:

Piring unu 20 mg
BR besiyeri 3 ml
Eritromisin soltisyonu 8 damla
Diski (B. hominis saptanan) ~100 mg

Diski sulu ise 2 pastor pipeti dolusu (~100 mg), eger sekilli ise steril serum fizyolojik ile
pipetle alinacak sekilde sulandirildiktan sonra ekimi yapilmis ve 37 °C’lik etiive
konulmustur. Bu besiyeri 24 saat sonra incelenerek, tireme olmast durumunda iki giinde

bir pasajlar yaptimistir.

Pasajlar Icin

Potasyum fitalat soliisyonu (1/10 sulandirtlmis) 3 ml

BR besiyeri 1,5 ml
Serum 1,5 ml
Eritromisin 4 damla
Bakto pepton ¢ozeltisi 4 damla
Piring unu 20 mg

konularak ilk izolasyon yapilan tiipten yeni hazirlanan tuzlu agar tiipii i¢ine 2 pastor
pipeti dolusu (piring ununun bol oldugu bélgeden) alinarak aktarilmistir. 37 °C’lik etiive
konularak pasajlar 2 giinde bir yenilenmistir. Ureme olup olmadig: is1ik mikroskobunda

x20 veya x40’lik objektiflerde incelenmistir.
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B. hominis’'in Robinson Besiyverinde Cogaltilmasi

B. hominis sayisi 5x10*%mm® e ulasincaya kadar tiiplerde iiretime devam edilmistir.
Daha sonra bir meziirde ana besiyeri olusturulmus ve pasajlarla elde edilen izolatlarin

tiretilmesine bu besiyerinde devam ediimistir.

Ana Besiyeri

1000 ml'lik steril meziir igerisine 300 ml tuzlu agar aktartimistir ve egimli olacak

sekilde 37 °C’lik etiiv igerisine konulmustur. Bunun igerisine, asagidaki soliisyonlar

eklenmistir (77).
Potassium fitalate 90 ml
R besiyeri 45 ml
Serum 45 ml
Piring unu 6 gr
Eritromisin 1800 ul
Bakto pepton ¢ozeltisi 1800 pl

Ana besiyerinde yapilan kiiltirde parazitin tremesi giinliilk olarak takip edilerek,
tiremenin fazla oldugu 3. giinde Thoma laminda sayimis ve mm?®de 1.1x10° oldugu
saptanmigtir. Buradan alinan 2 pastor pipeti (~6 ml) pasajlar i¢in hazirlanan 20 ml’lik
vida kapakli 85 tiip igerisine konmus olan 6 ml Robinson besiyerleri iizerine

aktartlnustir,
3.2. ILACLARIN ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Calismada, B. hominis iizerine in vitro etkilerini arastirmak igin ornidazol (Biteral 500
mg amp.), metronidazol (Nidazol 250 mg tab.), trimetoprim-siilfametaksazol (Bactrim
tab.), azitromisin (Azitro 250 mg surup), itrokonazol (Funit 100 mg cap.) preparatiari

kullanilmistir.
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lla¢ Konsantrasyonlarimn Hazirlanmasi

Test edilen ilaglarin her birinden etken maddesi 10 mg olacak miktarlari hesaplanarak
tartilmistir. Bu miktarlar | ml % 100°luk DMSO igerisinde ¢ozdurtilmustiir ve her bir
¢ozelti besiyerinde kullanilan Potassium fitalate ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlanmistir.
Bé&ylece her bir ilacin 100 pg/ml lik konsantrasyonlarinda 100°er ml’lik soliisyonlart
elde edilmis oldu. Elde edilmis olan her bir ilacin 100 pg/ml’lik konsantrasyondaki 100
mi icerinden 50 ml alinarak iglerinde 50 ml Potassium fitalate ¢ozeltisi bulunan 4’er
tiipe sirasiyla aktarilarak ilaglarm 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml ve 6 pg/ml’lik
¢Ozeltileri elde edilmistir. Elde edilen 100, 50, 25, 12,5 ve 6 pg/ml’lik her bir ilag

soliisyonunun parazit {izerine in vitro etkisi arastiritlmigtir.
fla¢c Konsantrasyonlarmn Besiyerine Aktariimas:

Toplam 5 ilag denemesi ve kontroller i¢in ana besiyerinden 85 tiipte bulunan Robinson
besiyerine ekimi yapilmigtir. Her bir ilacin 5 farkli konsantrasyonu ig¢in 3’er adet
besiyeri kullantinustir. Tiipler kalemle isaretlenerek ekimden sonra iizerlerine her bir
ila¢ konsantrasyonundan daha ¢nceki ¢alismalar (77) goz oniinde bulundurularak 60 ar
ul eklenmistir (5 pl ilagh soliisyon/ml besiyeri). 10 kontrol tiipiine ise 60’ar ul ilagsiz

DMSO eklenerek inkiibasyon igin 37 °C’lik etiive konmustur.

flaclarm Etkinliginin Arastirilmas:

Toplam 85 besiyerindeki treme 36, 48, 72, 168, 216. saatlerde ve bunda sonra liger giin
arayla iki kez kontrol edilerek 1sik mikroskobunda Thoma lami ile sayilarak mm”"deki
parazit sayist  bulunmus ve ilaglarin  ¢esitli  konsantrasyonlardaki etkisi

degerlendirilmistir.
3.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel degerlendirmeler igin SPPS 11.0 paket programinda, gruplar arasi farklar

icin varyans analizi, post hoc testi olarak LSD (Fisher’s Least Significant Different

Test) testi kullaniimistir.



4. BULGULAR

Bu calismada, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim dalmna bagvuran
hastalardan izole edilen B. hominis {iizerine in vitro ortamda ornidazol, metronidazol,
TMP-SMX, azitromisin ve itrakonazol’lin farkli konsantrasyonlardaki (100, 50, 25, 12.5
ve 6 ng/ml) etkileri aragtirilmistir. Bu ilaglarin farkli konsantrasyondaki in vitro

ortamdaki etkileri 36, 48, 72, 168, 216. saatlerde ve bundan sonra 3’er giin arayla iki

kez kontrol edilerek sayimlari yapilmigtir.

100, 50, 25, 12.5 ve 6 png/ml konsantrasyonlardaki her bir ilacin denendigi besiyeri igin
s6z konusu saatlerdeki fiireme sonuglari ve istatistiksel yontemlerle yapilan

degerlendirmeler Tablo 1, 2, 3, 4, 5 ve Sekil 1, 2, 3, 4, 5 de gOsterilmigtir.

Ilaglarn 100 pg/ml konsantrasyonlarmin kullanilmasiyla B. hominis iizerine etkileri

arastirilmig ve en etkin ilacin ornidazol oldugu saptanmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4.1. 100 ug/ml konsantrasyonda uygulanan ilaglarin B. hominis tizerine etkilerinin saatlere gore
karsilastiriimas: (S1,2,3= Seri 1,2,3).

Metronidazol Ornidazol Itrakonazol Azitromisin TMP-SMX Kontrol
S1 82 S3|8S1182|83,81|82|83(81;82|S83!|S81/|S52}83

36 | 231251701218 | 25351139 (3721173738 3545 53,1
48 [ 24 |21 | 15 [ 11 {15121 {40 | 14 (21 (23 (24303834 41| 413
72 (16 {19 | 14 [ 12 {15 | 17 {25 (20 | 20 {23 ;22 ;2812230 37 362

Saat

168 | 7 8 | 3 9 (111 7+ 5 4 | 6 7 8§ 1311211219} 255
216 | 7 816 )7 112}y9 |15) 8 |12] 17 6 |10 9 |11 ]9 223
512 6 4 | 5 5 8 5 6 1 7 4 3 6 5 9 14 17,2
624 | 6 | 4 | 2 3 7 3 4 1 7 3 3 7 5 4 11 10,3
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Parazit sayisi/mm3X100C

Sekil 4.1. 100 pg/ml konsantrasyonda uygulanan ilaglar ve zamana gore parazit sayis1.

100 pg/ml de kullamlan ilaglarn etkileri saatlere gore kargilagtirildiginda; 36. saatte
ornidazol, metronidazol ve azitromisin’nin digerlerinden farkl olarak daha etkili oldugu
gozlenmis, bu ilaglarla trimethoprim-siilfametaksazol (TMP-SMX) ve itrakonazol
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05, F: 6.528). 48.
saatte, ornidazol ve metronidazol’iin daha etkili oldugu ve bunlarla TMP-SMX
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamh oldugu bulunmustur (p<0.05, F: 4.028). 72.
saatte ise ornidazol ve metronidazol’iin digerlerinden daha etkili oldugu bulunurken, bu
ilaglarla TMP-SMX ve azitromisin arasinda istatistiksel olarak farkin anlamli oldugu ve
aym zamanda TMP-SMX ve itrakonazol arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir
farkin oldugu saptanmustir (p<0.05, F: 6.331). 168. saatte, metronidazol ile
itrakonazol’iin etkili oldugu saptanirken, metronidazol ile TMP-SMX arasinda,
itrakonazol ile azitromisin ve TMP-SMX arasindaki farkm istatistiksel olarak anlamli
oldugu bulunmustur (p<0.05, F: 3.664). Sonraki saatlerde ilaglarin etkileri arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmamugtir.

flaglar 50 pg/ml konsantrasyonda kullamlarak B. hominis iizerine etkileri aragtirilmigtir
(Tablo 4.2, Sekil 4.2).




Tablo 4.2. 50 pg/ml konsantrasyonda uygulanan ilaglarin B. hominis iizerine etkilerinin saatlere gore
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Parazit sayisi/mm3X1000

72

168
Zaman (saatf)

kargilagtirilmasi.
Metronidazol Ornidazol Itrakonazol | Azitromisin | TMP-SMX
Saat Kontrol
s1|s2|s3|s1|s2|s3|s1|s2[s3|s1[s2]|S53]|81]852]|S3
36 | 3332|2623 |28 [27]40|38[35]45[29|40]51]30](39] 53,1
48 128 |27 |24 |23 |24 |23 |36 |37 [29 |41 [21[29)44 |26 ([36] 413
72 |17 26 (21 |25 20 15[ 30[30]|23|30]27]|24]30]26]|27] 362
16812 (11 [13]|]15[10| 8 | 8 9o | 8[9 |14]10]13]15] 255
16| 121012 f1s] 9611 f13]12]6 |6 |11 ]11]11(12] 223
sl 451519 |4 1.5 9 l4all3ll8a)l7]8)6}) 172
64| 6 | 4 | 4| 8|83 il 7]6]| 812616 813] 103
50 pg/ml

Sekil 4.2. 50 pg/ml konsantrasyonda uygulanan ilaglar ve zamana gore parazit say1s1.

50 pg/ml konsantrasyonda kullanilan ilaglarn parazit iizerine etkileri kontrole gore
kendi aralarinda ve saatlere gore kargilagtirdigimizda, yine en etkili ilacin ornidazol
olmasina ragmen, ilaglarin etkileri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig
saptanmugtir (p>0.05).

flaglar 25 pg/ml konsantrasyonda kullamilarak B. hominis iizerine etkileri aragtinlmig ve
ornidazol ve metronidazol’iin daha etkili oldugu saptanmistir (Tablo 4.3, Sekil 4.3).




e

Tablo 4.3. 25 pg/ml konsantrasyonda uygulanan ilaglarm B. hominis iizerine etkilerinin saatlere gore
karsilastirilmasi.

Saat Metronidazol | Ornidazol Itrakonazol | Azitromisi TMP-SMX Kontrol
S1|S2(S3|S1|S2)|83|S81|52([S3]81 S3|S1|582)|S83

s2

36 | 323427293124 |40 30|46 |47 |54 |50]|34)32]|58]| 531
40
37

48 |'25 (31 |27 |26 )27 1120132 {125 .45 | 42 41 140 1371221 413
72 |20 |30 [20]23 )22 )21 |24(27(36]27 38 135]32|21) 362

168[21]19|13]1w0]16] 8| 7|9 1514131411 |15[17] 255
216 |12 15]12]w0f14] 8129 |12]11|[6]12]9 |10]15] 223
szl 7 w|s]slwla]7|6ejro]s |4 11]e] 4]l 17,2
el szl ghale]ls]alpo]4]is|ujie |3 6 10,3

25 pgiml

Parazit sayisi/mm3X1000

0 36 48 72 168 216 512 624
Zaman (saat)

Sekil 4.3. 25 pg/ml konsantrasyonda uygulanan ilaglar ve zamana gére parazit sayis.

25 pgml da kullanilan ilaglarin etkileri saatlere gore aragtinldiginda; 36. saatte,
ornidazol, metronidazol daha etkili oldugu gézlenirken bu ilaglarla en az etkili olan
azitromisin arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulundugu saptanmigtir
(p<0.05, F: 3.745). Sonraki saatlerde ilaglarin etkileri arasinda bazi farkliliklar olmasina
ragmen bu farkin istatistiksel olarak anlaml olmadig1 goriilmiigtiir.

12,5 pg/ml konsantrasyonda kullanildiginda, B. hominis iizerine omidazol ve
metronidazol’iin daha etkili oldugu saptanmigtir (Tablo 4.4, Sekil 4.4).
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Tablo 4.4. 12,5 pg/ml k asyonda uygul ilaglarin B. hominis iizerine etkilerinin saatlere gore
kargilagtiriimasi.

Metronidazol Ornidazol Itrakonazol Azitromisi TMP-SMX
Saat Kontrol
s1|S2(S3|s1|s2|s3|S1|S2([S3|S1|S2|83]|81]|S2]|S5S3
36 | 33| 37 |25 |36 |31 |24 |48 |45(24 (41 (S3[51 71455058, 531

48 [ 29 [ 32|23 |28 [27[20]| 46|40 [23 [36 |44 |46 |48 |32 |42 ] 413

72 [24 (312027 |28 | 15|33 34|22 |26 [30[43]33]34]35]| 362
w6814 ]20[21 13158 J13| o9 |13]11f10]15]12]14]21] 255
sic|aa |18 |10 6 J13| 7 l1a} o (17 J10] 6 [14]13] 8 j14 ] 223
s12{ 6 (11|94 |8 |41 |3 [13]8]4]12]11]4 |11 17,2
eal slacl z | 4«2 H2a]ls ]2 {10 2] 4 [l1ofiwfsjs 10,3

Parazit sayisi/mm3X1000

0 36 48 2 168 216 512 624
Zaman (saat)

Sekil 4.4. 12,5 pg/ml konsantrasyonda uygulanan ilaglar ve zamana gdre parazit say1si.

12,5 pg/ml da kullanilan ilaglarin etkileri saatlere gore karsilastirildifinda; 36. saatte
daha etkili olan ilaglarin ornidazol ve metronidazol oldugu, bu ilaglarla daha az etkili
olan azitromisin ve TMP-SMX arasinda bir fark oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak
anlamh oldugu saptanmistir (p<0.05, F: 4.039). Sonraki saatlerde ilaglarmn etkileri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamstir.

flaglar 6 pg/ml konsantrasyonda kullanilarak B. hominis tizerine etkileri aragtinlmistir
ve burada en etkili ilacin ornidazol oldugu saptanmustir (Tablo 4.5, Sekil 4.5).



Tablo 4.5. 6 pg/ml konsantrasyonda uygulanan ilaglarn B. hominis iizerine etkilerinin saatlere gore
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72

168

Zaman (saat)

kargilagtiriimasi.
Skt Metronidazol | Ornidazol Itrak 1 | Azitromisin | TMP-SMX Kontrol
s1|s2|s3|s1|s2|s3|s1|S2(S3|[S1|82|83]|51)|582]|8S3
36 |38 35|36 3034334434 [52]56]35]|54]|61]|50](31] 531
48 | 38 | 3412532 [34 (33 (41 [32]50(46[25[49 1541421341 413
72 |38 |32 (253125283524 |44 |36]|22[42]|36]|36[29] 362
16825 23| 19|20[25|18]14| 14|18 13| 9 [16 24|22 [20] 255
216 131519141614 f15|18}13[7 [13]13[16]9 22,3
12| 6 I 1] w3l 3f] 20| 100] 10u| a0 i51) 12] Bl 9] 8| 124 7 17,2
64| 3| 1310 7!l 9'|i0] 41l 6 3] 10, 4| 9|3 106 10,3
6 pg/ml

Sekil 4.5. 6 pg/ml konsantrasyonda uygulanan ilaglar ve zamana gore parazit say1si.

6 ng/ml da kullamlan ilaglarmn etkileri saatlere gore arastinldiginda 168. saatte ornidazol
ve metronidazol’iin digerlerinden daha etkili oldugu ve istatistiksel olarak aralarinda

Snemli bir farkin bulundugu saptanmustir (p<0.05, F: 6.572).




5. TARTISMA VE SONUC

Blastocystis hominis lizerine yapilan arastirmalarin biiyiik bir boliimiinde parazitin
patojenitesi tartisiimakta ve birgok arastirict etkenin patojen oldugunu savunmaktadir.
B. hominis’in dagilis ve siklif1 lizerinde beslenme yetersizligi, cografik kosullar ve kotii
hijyenik kosullar etkili olmaktadir. Yapilan epidemiyolojik galigmalarda, semptomatik
ve asemptomatik bireyleriq %7,7- %60’ 1nda B. hominis’e rastlanmigtir (57,58,65,80).

Semptomatik olgularda genellikle ishal, karin agrisi, gaz, siskinlik, mide ve bagirsak
rahatsizliklar1 ve istahsizlik gibi belirtiler goriilebilir. B. hominis ozellikle immun
sistemi baskilanmig kisilerde uzun siiren ve tekrarlayan ishal nedenidir. B. hominis’e
karg1 in vitro ve in vivo ilag denemeleri yapilmis ve bazi ilaglarin etkili oldugu
goriilmustiir (72,75-77,81-85).

Zierdt ve ark. (81), in vitro ortamda antiprotozoal ilaglarin B. hominis’e karst etkisini
6lgmek igin %20’lik at veya insan serumu igeren bifazik Locke’s sollisyonu igerisinde
paraziti tiretmisler ve kantitatif olmayan bu caligmalarinda, floraquin, chloroquin,
entero-vioform, pentamidin isothionat, metronidazol, trimethoprim-siilfametaksazol,
emetin HCI, diloksanid furoat, furazolidon ve paromomisin’nin etkisini aragtirmslardir.
Caligmada ilaglar 3 grupta degerlendirilmis; birinci grupta 72 saatte hiicre sayisin1 50-
100 kat azaltan inhibitor ilaglarin (emetin, metronidazol, furazilodon, trimethoprim-
siilfametaksazol, Entero-vioform ve pentamidin); ikinci grupta aym siirede hiicre

sayisini 5-50 kat diigiiren orta derecede inhibitor ilaglarin (iodoquinol ve chloroquin) ve
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tiglincii grupta ise hiicre sayisini 5 kattan daha az oranda azaltan non-inhibitor ilaglarin

(diloxanide furoate ve paromomycin siilfat) yer aldigi belirtilmistir.

Dunn ve ark. (72), yaptiklar1 calismada B. hominis’i aksenik kiiltiirler igerisinde
tiretmisler, yasayan ve Olii organizmalari ayirt edebilmek ve parazitin ilaglara
hassasiyetini lgebilmek igin radyoaktif *H-hypoxanthin, methyl-*H-thymidine ve
methyl-'"*C-thymidine ile muamele etmislerdir. *H-hypoxanthin de igeren
calismalarinda, in vitro ortamda gesitli ilaglarin etkinligini kalitatif olarak
degerlendirmislerdir. Calismalarinda 12 adet 5-nitroimidazol, suramin, albendazol,
mebendazol, diloxanid froat, penicillin, streptomisin siilfat, mikanozol, azitromisin,
estolat, griseofulvin, surphadiazin, siilfametaksazol, siilfanilamid, paromomisin siilfat
ve imidokarb dipropionata’t denemisler ve aktiviteye sahip olan karigimlari
metronidazol ile karsilastirmiglardir. 12 adet S-nitroimidazol igerikli ilacin sekiz
tanesinin iyi aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda, stranidazol, S750400A,
flunidazol ve ronidazol’iin metronidazol’den daha etkili oldugunu saptamislardir. Bir
anti-fungal ilag olan ketoconazol’iin ise diger anti-fungal ilaglardan daha etkili
oldugunu belirtmislerdir. Ayni ¢alismada, emetin dihidroklorid ve furazolidon’un
metronidazol ve diger bilesiklerden 4-5 kat daha etkili; tedavide sikga tavsiye edilen
iodokuinol’tin ise metronidazol’den 25 kat daha az etkili oldugu saptanmistir.
Caligmada ilaglar etki sirasina gore; emetin, satranidazol, furazolidon, quinacrin,
metronidazol, ornidazol, tinidazol, trimethoprim, enterovioform, ketokonazol,

amfoterisin ve iodoquinol olarak siralanmistr.

Yang ve ark. (82), aksenik kiiltirler igerisinde B. hominis’i g¢ogaltmislar ve
hemositometre i¢erisinde saymislardir. Canli ve 6lii organizmalari ayirmak igin eosin ve
birilant cresyl blue boyalarint kullanmiglardir. Yirmi geleneksel Cin ilacinin 10, 100,
500 ve 1000 pg/ml’lik farkli konsantrasyonlarda B. hominis’e karsi etkinligini in vitro
ortamda aragtirmiglardir. Calismada B. hominis’e karst en etkili ilaglarin Coptis
chinensis ve Brucea javanica oldugu, diger ilaglardan 13 tanesinin yari etkili, 5 ilacin ise

etkisiz oldugunu bulmuslardir.
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Yine in vitro ortamda ilag denemeleri i¢in Vdovenko ve ark. (77), yaptiklari ¢alismada,
B. hominis’i monofazik Robinson besiyerinde gogaltmiglar ve hemositometre igerisinde
stk veya faz-kontrast mikroskobu kullanarak sayimlarini yapmiglardir. Robinson
besiyerini kullanarak yaptiklari ¢calismada farkli konsantrasyonlarda (100, 50, 25, 12.5
ve 6 pg/ml) antiprotozoal ilaglarin B. hominis {izerine etkisini arastirmiglardir.
Trimethoprim, siilfametaksazol, deacetyl-nitazoxanid, nitazoxanid, metronidazol,
quinacrin, chloroquin, paromomisin siilfat ve tetrasiklin’in kullanildig: ¢alismada;
trimethoprim,  deacetyl-nitazoxanid, nitazoxanid, metronidazol, quinacrin ve
tetrasiklin’in B. hominis tizerine etkili oldugu, siilfametaksazol ve chloroquine’in ise
etkisiz oldugu saptanmistir. Caligmada ayni zamanda iki yeni antiprotozoal ilag olan

deacetyl-nitazoxanid ve nitazoxanid B. hominis iizerine etkili olduklari fakat

nitazoxanid’nin deacetyl-nitazoxanid'den daha etkili oldugunu saptamislardir.

Ok ve ark. (75), Celal Bayar Unv. Tip Fakiiltesi Parazitoloji laboratuvarina gelen
hastalarin digki 6rneklerini incelemisler ve diger intestinal parazitlerlerle bakteriyal
patojenler yoniinden negatif olan fakat B. hominis pozitif olan semptomatik 53 hastada
(38 gocuk, 15 yetiskin) TMP-SMXin etkisini aragtirmiglardir. Hastalara 7 giin siire ile
TMP-SMX tedavisi verilmis (¢ocuklarda 6 mg/kg TMP, 30 mg/kg SMX ve yetiskinler
320 mg TMP, 1600 mg SMX), yedi giin sonunda digki ornekleri incelenmis ve 38
gocugun 36 (%94,7)’sinda ve 15 yetiskininde 14 (%93,3)’tinde B. hominis tedavisinde
basarih olduklarini belirtmislerdir. 53 olgunun 39 (%73,6)’unda klinik semptomlarin
ortadan kalktigini, 10 hastada (%18,9) semptomlarin azaldigim1 ve hastalarin 1’inde
higbir degisikligin olmadigim; ayrica 3 hastada (%5,7) B. hominis’in sebep oldugu

semptomlarin aynen devam ettigini saptamislardir.

Endonezya ve Bangladesh’deki infekte ggmenlerle, Singapur ve Malezya'daki infekte
bireylerde B. hominis izolatlar1 iizerinde metronidazol’tin etkisi aragtirilmistir.
Bangladesh ve Singapur’daki izolatlarin, metronidazol’in en diisiik konsantrasyonunda
bile (0,01 mg/ml) 6ldiikleri, Malezya izolatlarinda 0,01 mg/ml konsantrasyonda direngli
iken, Endonezya izolatlarinda 1 mg/ml konsantrasyonda %40 oraninda canliligin
gozlendigini saptamiglar ve B. hominis’in farkli izolatlarinin, farkli direng seviyelerinin

oldugunu savunmuslardir (83).
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Nepali'deki Birlesmis Milletler Barig goniilliileri iizerinde yapilan bir aragtirmada B.
hominis ile infekte 248 hasta tinidazol, metronidazol, tetrasiklin ve ko-trimaksazol ile
tedavi edilmistir. Tinidazol veya metronidazol kullaniminin B. hominis’e karst pozitiflik
oranmim etkilemedigini, 56 kisinin kullandigy tetrasiklin’in B. hominis tizerine etkili
oldugunu ve orani  %25’den %I14’e diislirdigtnii saptamiglardir. Calismada,

ko-trimaksazol kullanan 47 kiside ise sadece %2’sinde B. hominis’e rastladiklarini

bildirmislerdir (76).

1985 ve 1989 yillari arasinda ishal, abdominal agri, bulantt, tenezmus, eozonofili, ates
gibi bulgulari olan B. hominis’li 35 hasta metronidazol ile tedavi edilmis ve 5 giinliik ve
2 gr metronidazol tedavisi sonucunda 11 hastada semptomlarin kayboldugu ve digki

incelemesinde parazite rastlanilmadigini saptanmigtir (84).

1987°de yapilan bir galismada, B. hominis ile infekte ve asir1 gaz, ishal, abdominal
kramp gibi en sik goriilen gastro intestinal bulgulari olan 103 hastaya oral metronidazol
tedavisi uygulanmistir. Biitiin hastalarin metronidazol tedavisine iyi cevap verdigi, 74
hastada bir iki ay sonra incelenen digski Orneklerinde parazitin bulunamadigi

bildirilmistir (85).

Yaptigimiz ¢aligmada, Robinson besiyeri kullanilarak in vitro ortamda ornidazol,
metronidazol, azitromisin, itrakonazol ve TMP-SMX’iin 5 farkli konsantrasyonda (100,
50, 25, 12.5 ve 6 pg/ml) B. hominis lzerine etkileri saatlere ve kontrollere gore
kargilagtirildiginda,  Ozellikle 100 pg/ml konsantrasyonunda ornidazol ve
metronidazol’iin daha etkili oldugu ve diger ilaglarla aralarindaki farkmn istatistiksel

olarak anlamli bulundugu saptanmistir (p<0,005).

Dunn ve ark. (72), yaptiklar1 ¢alismada, B. hominis tizerine en etkili ilaglar arasinda
metronidazol ve ornidazol’iin yer aldig1 fakat metronidazol’iin ornidazol’den daha etkili
oldugunu bulmuslardir. In vitro ortamda yapilan diger galismalarda da metronidazol
kullanilmis ve en etkili ilaglar arasinda siiflandirilmistic (77,81,82). Yaptigimiz
calismada da ornidazol ve metronidazol’iin etkili oldugu, fakat ornidazol’iin

metronidazol’den daha etkili oldugu bulunmustur.
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B. hominis ile infekte ve semptomatik hastalarda tedavi amagli metronidazol kullanilmig
ve ¢aligma sonucunda tedavide etkili oldugu gosterilmistir (84,85). Diger bir in vivo
calismada metronidazol kullaniminin parazitin pozitiflik oranini etkilemedigi

belirtilmistir (76).

Vdovenko ve ark. (77), Dunn ve ark. (72); in vitro ortamda B. hominis lizerine TMP ve
SMX’in etkilerini ayr1 ayri aragtirmiglar; TMP’nin etkili, SMX’in ise etkisiz oldugunu

bulmuglardir.

Yaptigimiz ¢aligmada, TMP-SMX’in B. hominis lizerine etkisi arastirilmis, diger
ilaglarla karsilastirildiginda biitiin konsantrasyonlarda ve saatlere gore en etkisiz ilag

oldugu saptanmigtir.

Zierdt ve ark.’nin (81) yaptiklari caligmada, TMP-SMX’in etkili oldugunu saptanmigtir.
In vivo ortamda yapilan c¢alismalarda denenen TMP-SMX ayri ayrt dozlarda

uygulanmis ve B. hominis {izerine etkili oldugu belirtilmistir (75,76).

Yaptigimiz ¢caligmada elde edilen sonuglar yapilan galigmalarla karsilastinildiginda bazi
yonleriyle uyumlu olmakla birlikte bazi yonleriyle farkliliklar gosterdigi goriilmektedir.
Bu farkhliklarin, Haresh ve arkadaslarinin (83) bulgularinda oldugu gibi, farkli cografik
bolgelerde bulunan B. hominis’in farkli izolatlarinin olabilecegi, bundan dolay1 da
ilaglara  karst  duyarlihgin  degisebileceginden  kaynaklanmig  olabilecegi

diisiiniilmektedir.

Sonug olarak; B. hominis iizerine gesitli ilaglarin in vitro etkilerinin arastirildig: bu
calismada, en etkili ilaglarin ornidazol ve metronidazol oldugu ve bunlari sirasiyla
azitromisin, itrakonazol ve TMP-SMX’in izledigi saptanmigtir. In vitro etkileri
arastirilan ve parazit iizerine etkili olarak bulunan bu ilaglarin in vitro ve in vivo
etkilerinin  yapilacak bagka ¢alismalarla  desteklenmesinin  uygun  olacagi

diistiniilmektedir.
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