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Ozet

Blastocystis spp., tim diinyada sik goriilen bir protozoon parazittir. Blastosistozun tedavisinde metronidazol yaygin olarak kullanilan
ilaclar arasindadir. Son zamanlarda bazi hastalarda metronidazol tedavisinde basarisizlik oldugu tespit edildigi bildirilmistir. Bu durum
metronidazole karsi direncin ortaya ciktigini distindiirmektedir. Bu ¢alismada ornidazol, siprofloksasin, trimetoprim-silfametoksazol
(TMP-SMX) ve metronidazoliin Blastocystis tiirlerinin canliliklan {izerine etkilerinin arastirilmasi amaclanmustir. ilaclara karsi parazit
canliiginin belirlenmesi amaciyla MTT yéntemi (Cell Proliferation Kit MTT, Roche, USA) kullaniimistir. U¢ olgunun diskilarinda
mikroskobik olarak nativ-lugol inceleme ile tespit edilen Blastocystis spp. (A,B,C) izolatlari kiiltlir ortamina inokdle edilmistir. Daha sonra
parazitler antibiyotik ve antifungal iceren yeni bir kiltiir ortamina aktariimistir. Kiilttir ortami bakteriyel kontaminasyonun kontroli icin
mikrobiyolojik besiyerlerine ekilerek inkiibe edilmistir. ilaglarin seri diltisyonlar 96 kuyulu mikroplaklarda hazirlanmis ve parazit hiicreleri
her bir kuyucuga eklenmistir. Her ti¢c susun kullanilan ilaglara karsi farkli direng profili gosterdigi belirlenmistir. A susunun canliig
lzerine siprofloksasin en etkili ilag oldugu belirlenirken, C susuna TMP-SMX ve ornidazollin etkisinin yiksek oldugu tespit edilmistir. B
susunun canliiginin ise kullanilan tiim ilag konsantrasyonlarindan etkilenmedigi g6zlenmistir. Bu calismada blastosistozda etkin tedavi
uygulayabilmek icin gelistirilecek standart bir anti-paraziter ilag duyarlilik testine gereksinim duyuldugu sonucuna varilmistir.
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Determination of the Effects of Anti-parasitic Drugs on the
Viability of Blastocystis Strains Via MTT Assay

Summary

Blastocystis spp., a protozoan parasite are common around the world. Metronidazole has been commonly used in treatment of
Blastocystosis. Recently it has been reported that metronidazole treatment failed in some patients. Therefore, this finding would be
related to resistance to metronidazole. This study aims to investigate viability of Blastocystis spp. following treatment with ornidazole,
ciprofloxacin, and trimetroprim-sulfamethoxazole (TMP-SMX) and metronidazole. Viability of the parasite was measured using MTT
assay (Cell Proliferation Kit MTT, Roche, USA). Stool samples from three cases where Blastocystis spp. (A,B,C) had been detected in native-
lugol examinations were incubated in culture medium. Then the parasites were transferred into a fresh medium containing antibiotics
and antifungals. Microbiological culture mediums were used checking for bacterial contamination. On a 96- well microplate, serial
dilutions of drugs were prepared and parasites were added into wells. The resistance behaviour of every strains was differentiated.
While ciprofloxacin was the most powerful anti-parasitic drug on the viability of strain A, TMIP-SMX and ornidazole were highly effective
on strain C. Viability of strain B was not to affected by concentration of the drugs. We concluded that standardized sensitivity test for
anti-parasitic drugs was needed for effective treatment of Blastocystosis.
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GiRiS

Blastocystis turleri pek ¢cok hayvan ve insanin enterik  zoonotik bir etkendir. Gelismis Ulkelerde sikhgi %1.5-10
protozoon parazitidir. TUm diinyada yaygin olarakrastlanan  arasinda iken az gelismis veya gelismekte olan ulkelerde
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ise bu oran %50 diizeyine ulasabilmektedir "2 insandan
en sik izole edilen protozon olmasina ragmen patojenitesi
tartisilan Blastocystis tirleri, sulu veya mukuslu ishal, karin
agrisi, bulanti, kramp ve gaz gibi gastrointestinal belirti ve
bulgulara neden olmaktadir 3.

Blastocystis tirlerinin farkli morfolojik sekillerinin ve
boyutlarinin bulunmasi tanisinda zorluklara neden olmak-
ta, 6zellikle deneyimsiz kisilerce yapilan mikroskobik ince-
lemede diskida I6kosit ve mayalarla karistinlabilmektedir “.
Blastosistoz enfeksiyonunun tanisinda isik ve floresan mik-
roskobik inceleme, kultiir ve molekiler yontemler kulla-
nilmaktadir ™.

Metronidazol genis spektrumlu bir kemoterapdtik ilag
olup anti-bakteriyel ve anti-protozoal etkisi bulunmaktadir ©.
Blastosistoz enfeksiyonunun tedavisinde de ilk secilen
ilag metronidazol olmaktadir 7. Son yillarda bazi olgularda
metronidazol tedavisinde basarisizliga rastlanildigi bildi-
rilmistir 7°. Blastocystis tUrleri icin, antibiyotik duyarllk testi
gibi standart bir anti-paraziter duyarlilik testinin olmamasi
klinisyenlerin tedavi planlamasinda zorluk yaratmaktadir.
Blastocystis tlrlerinin in vitro antiparaziter ila¢ duyarlihgi ile
ilgili az sayida calisma mevcuttur '*'". Ulkemizde bu konuda
yapilan tek calismada ksenik olarak Uretilen Blastocystis
izolatina emetin, furazolidon, ketokonazol, metronidazol,
ornidazol, kinakrin, tinidazol, TMP-SMX, entereviaform ve
ko-trimaksazoliin etkileri in vitro olarak arastinlmistir. ilac-
larin farkli konsantrasyonlarda, farkl giinlerdeki etkisi pa-
razit sayimi yapilarak takip edilmistir ''. Bu sekilde yapilan
anti-paraziter ila¢ duyarhlik testi emek yogun olup, zaman
ahaidir. Aksenik suslar kullanilarak hticre i¢ci metabolik
aktivite sonucu olusan redoks tepkimesiyle indirgenen
rezasurin ve bir tetrazolyum tuzu olan 2,3-bis(2-methoxy-
4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide
(XTT) bilesiklerinin kullanildigi diger bir calismada, tepki-
menin renk indikatori ile belirlenmesi temeline dayanan
kolorimetrik yontemle protozoonun canhlik diizeyleri tes-
pit edilmistir. XTT bilesigine gore rezasurin ile renk degi-
simlerinin daha belirgin oldugu belirlenmistir. Mikro-
plaklarda uygulanan bu yontemin optimize edildigi belir-
tilmis ve bir anti-paraziter ila¢ duyarllik testi olarak kul-
lanilabilecedi ileri stirllmUstir 2.

Calismamizda metronidazoliin yani sira ornidazol,
siprofloksasin ve trimetoprim-stilfametoksazolin (TMP-
SMX) Uc farkl Blastocytis izolatinin (A,B,C) canliliklari tize-
rine etkisinin redoks temelli 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) (MTT) testi ile belir-
lenmesi amacglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Istk mikroskobunda nativ-lugol preparat incelemesiyle
Blastocystis spp. tasiyicisi oldugu belirlenen ¢ olgunun
diski 6rnegi (A,B,C) %10 at serumu ve %0.05 asparajin ice-
ren Ringer sollisyonuna ekilerek 37°C'de g gin inklbe

edilmistir. inkiibasyon sonrasinda Ficoll gradient ile bak-
teriyel kontaminasyondan arindirilmis parazit hucreleri
yodgunlastirilarak antibiyotik ve antifungal iceren Ringer
solusyonunda etliv ortaminda tekrar inklibasyona birakil-
mistir. Ertesi guin bakteri Gremesinin olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla kiltur stispansiyonundan 0.1ml ali-
narak, koyun kanli agar ve eozin metilen mavisi besi-
yerlerine ekim yapilmis, 24 ve 48. saatlerde besiyerleri
incelenmistir. Ureme kontroli sonrasinda Thoma laminda
parazit huicrelerinin sayimi yapilmistir.

ilaclarin serumda ulasmalari gereken etkili konsantras-
yonlar g6z 6niline alinarak hesaplanan stok konsantra-
syonlarindan (metronidazol 6 ug/ml, ornidazol 8 ug/ml,
siprofloksasin 80 pg/ml, TMP/SMX 2 ug/ml) itibaren on
kat dillsyonlari canhlik testi icin kullaniimistir. Her bir
konsantrasyon icin 96 kuyulu mikroplakta tger kuyu kul-
lanilmistir. Her bir kuyuya 5x10° parazit eklenmis ve
Uzerlerine ilac dilisyonlarindan dagitilarak 24 saat sireyle
karbondioksitli etlivde 37°C'de inklibe edilmistir. Kontrol
olarak ilacsiz Blastocystis hiicrelerini iceren kuyular kulla-
nilmistir. Canlilik diizeyi MTT testi (Cell Proliferation Kit MTT,
Roche, USA) ile Uretici firmanin onerileri dogrultusunda
kit protokoli calisilarak belirlenmistir. Canli hiicre mito-
kondrisinde bulunan rediiktaz enzimi ile sari renkli MTT
bilesiginin, mor renkli formazana indirgenmesiyle olusan
renk degisikliginin absorbansi spektrofotometrede 500 ve
600nm dalga boyunda 6lculerek suslarin % canhlik oranlari
belirlenmistir.

BULGULAR

Galismamizin ilk asamasi olan aksenizasyon kisminda
24. ve 48. saatlerde mikrobiyolojik besiyerlerinde yapilan
Ureme kontrollerinde, herhangi bir bakteri Gremesi goz-
lenmemistir (Sekil 1).

Cahsmamizda kullanilan izolatlarin aksenize olduklar
saptandiktan sonra bu suslarin ila¢ duyarhliklarinin be-
lirlenmesi asamasina gecilmistir. ilaclarin etkili serum kon-
santrasyonlari g6zonuline alinarak hazirlanan stok konsan-
trasyonlarinin on kat sulandirimlari sonucu elde edilen
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Sekil 1. Aksenizasyonun 24. ve 48. saatlerinde mikrobiyolojik besi-
yerlerinde bakteriyel koloni/ml sayisi

Fig 1. The number of cfu/ml of bacteria in microbiological medium in
24th and 48th h of axenization
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ilag dilisyonlarinin suslarin canhhgr Gzerine etkileri MTT
yontemi ile arastinilmistir. Blastocystis turlerinin tasiyicisi
oldugu belirlenen kisilerin digkilarindan ilk treme son-
rasinda aksenizasyonu yapilan Ug¢ farkh susun farkh du-
yarhlk profillerinin oldugu gorilmstir (Sekil 2). A susunun
siprofloksasine, C susunun sirasiyla TMP-SMX ve ornidazole
karsi duyarliligi en yuksek iken, B susunun kullanilan tim
ilaclara karsi direncli oldugu belirlenmistir.

160
140 W metronidazol
§120 _ mornidazol
=100 _ _
§ 30 | siprofloksasin
= 60 1 B TMP-SMX
40 +
20 - M Kontrol
0 T II T T T 1
A o o o= s A A >
SIECIECIRUISCIICIRRS
Konsantrasyon * A
160
140 W metronidazol
éigg - : W ornidazol
E 80 siprofloksasin
2 %07 TMP-SMX
= 40 - W TMP-
20 M Kontrol
0 T T T T 1
A o A T TN S
R
Konsantrasyon ¥ B
160
140 - H metronidazol
. T
20 T W ornidazol
Z100 Bl -
E 80 - siprofloksasin
o 60 -
ES W TMP-SMX
40 -
20 m Kontrol
0 Bl T .ill T T 1
A o o b M A N C}
OISR
Konsantrasyon % c

Sekil 2. AB,C suslarinin metronidazol, ornidazol, siprofloksasin ve TMP-
SMX ilaglarinin farkli dilisyonlarindaki % canlilik oranlari

Fig 2. The % viability of A,B,Cisolates in different dilution of metronidazole,
ornidazole, ciprofloxacine and TMP-SMX drugs

TARTISMA ve SONUC

Blastosistoz tedavisinde ilk secenek olarak kullanilan
metronidazole direnc¢ gorilmeye baslanmasi farkh tedavi
seceneklerine ihtiya¢ duyulmasina neden olmustur 72,
Klinik olarak TMP-SMX tedavisi verilen olgularda, metro-
nidazoliin tedavi etkinligine benzer yanitlar alindigi goz-

lenmistir &°. in vivo uygulamalarin yaninda in vitro olarak
ilac etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla az sayida calis-
ma mevcuttur %1134 Ayni zamanda cesitli bitki ekstrakt-
larinin Blastocystis tirleri Gzerine olan etkilerinin ince-
lenmesi arastiricilar tarafindan ilgi ceken konular arasin-
dadir *'8. Calismalarda ilaglarin etkisinin parazit sayisiyla
gosterilmesine yonelik kullanilan yontemler zaman alici
ve emek yogun olup, ¢ok sayida 6rnege rutin olarak uy-
gulanabilirligi olanaksiz kilmaktadir '. Suslarin aksenize
edilmeden kullanimlarinin, anti-paraziter etkisinin yaninda
antibakteriyel etkisi olan ilaglarin ortamdaki bakterileri
oldirmesi nedeniyle parazitin besin kaynagini ortadan
kaldirlarak, indirek olarak parazit 6liminin gelismesi hipo-
tezini distindiirmektedir '2. Yine bu kaynakta metronidazol
tedavisindeki basarisizligin normal flora bakterilerinin ilaci
inaktive etmesinden kaynaklanabilecedi hipotezine kar-
silik, calismamizda aksenizasyon yapildiktan sonra (Sekil 1)
ilaclar, sadece parazit hiicreleri bulunan ortama ilave edil-
mis ve sonrasinda her (¢ susun ilaca karsi yiksek canli-
lik oranlar gosterdigi belirlenmistir (Sekil 2). Bu nedenle
bakteriyel flora tarafindan ilacin inaktivasyonu sonra-
sinda, ortamda ila¢ bulunmamasi nedeniyle parazitlerin
yok edilmemesi hipotezi, bizim bulgularimizla destek-
lenmemistir. Anti-paraziter ila¢c duyarlihginin belirlenmesi
icin, hem is hacmi yliksek yontemlerin gerekliligi ortaya
¢ikmakta hem de ilacin parazit tizerine direk etkisinin aras-
tinlmasina olanak veren aksenizasyonun yapilmasi 6nem
tasimaktadir 2.

Ok ve ark. TMP-SMX ile tedavi verdikleri blastosistozlu
hastalarin %5.6'sinda paraziti eradike edemediklerini belirt-
mislerdir 2. Moghaddam ve ark. metronidazol ve TMP-SMX
seceneklerini kulladiklar ¢calismalarinda, parazit sayisi cok
yuksek ve agir klinik semptomlar olan hastalarin %33.3-
'UnUn metronidazol tedavisine, %22.2'sinin ise TMP-SMX
tedavisine yanit vermedikleri belirlenmistir &. Metronidazol
tedavisinde parazitin eradikasyonunun %0-100 gibi genis
degiskenlikte tespit edildigi ¢alismalar bildirilmis, tam kir
saglayamamasina ragmen alternatif secenek olarak en sik
TMP-SMX kullanildigi belirtilmistir > TMP-SMX tedavisi ile
parazitin eradike edilemedigi bir olguda ise parazit era-
dikasyonu hastaya metronidazol tedavisi verildikten sonra
saglanmistir '>.

Blastocystis turlerinin cesitli ilaclara duyarliliklarinin
arastinldigi in vitro calismalar da mevcuttur. Hamamci
ve ark/lar, Robinson besiyerinde Urettikleri Blastocystis
izolatlarini aksenize etmeden ornidazol, metronidazol,
azitromisin, itrakonazol ve TMP-SMX'in farkli konsantras-
yonlarinda parazit hiicrelerinin sayilarini farkh giinlerde
belirleyerek ilaglarin duyarhliklarini arastirmiglardir. En
etkili ilacin ornidazol oldugunu ve bunu metronidazol,
azitromisin, itrakonazol ve TMP-SMX'in izledigini sapta-
miglardir "', Yakoob ve ark. in vitro olarak furazolidonun
%32 metronidazoliin %40 ve siprofloksasinin ise %100
oranlarinda Blastocystis suslarina etkisiz oldugunu belirle-
mislerdir '°. Mirza ve ark. Blastocystis spp. suslarinin
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Uzerinde farkli ilaglarin etkilerini degerlendirdiklerinde;
ornidazol, nitazoksadin, furazolidon, meflokin, kinakrin,
kinin, kotrimoksazol, iodoasetamid ilaclarinin etkili
oldugu, klorokin, doksisiklin, paromomisin, ampisilin ve
pyrimethamine ise etkisiz olduklarini saptamiglardir. Ayrica
bu calismada suslar arasi direng profillerinin farkliligina da
dikkat cekilmistir 2

Gahsmamizda da kullandigimiz her ¢ susun ilaglara
karsi canlilik oranlarinin farklilik gosterdigi tespit edilmistir.
A susunun canhhg tizerine siprofloksasin en etkili ilac iken,
C susuna TMP-SMX ve ornidazoliin etkisinin ytksek oldugu
saptanmistir. B susunun canlihginin ise kullanilan ilag kon-
santrasyonlarindan etkilenmedigi gdzlenmistir (Sekil 2).
Blastocystis tirlerinin antiparaziter ila¢ duyarliliginin sap-
tanmasi icin standart bir metoda ihtiya¢ duyulmaktadir.
izole edilen suslarin duyarlilik profillerinin karsilastirilarak
direng gelisimiyle ilgili bir epidemiyolojik verinin elde
edilmesi acisindan bu gereksinim 6nem tasimaktadir. Bu-
nunla birlikte diskidan Blastocystis izolasyonu icin daha
onceki ¢alismamizda tanimladigimiz minikultir yéntemi,
kaltar sonrasi ikinci glinde tGremenin degerlendirilmesine
olanak saglamasinin yaninda ayni zamanda daha az
maliyete gereksinimi duyulmasi ve pratikligi acisindan
duyarhlik testleri sirasinda kullanilabilir 6zelliktedir .
Minikaltir yontemi kullanilarak ilag duyarliligini MTT testi
ile belirlemek icin gerekli siirenin bes giin olacadi g6z
onlne alindiginda, hasta tedavisinin gecikmemesi icin rutin
uygulamada direncin daha hizli belirlenebildigi yontem-
lere gereksinim duyulmaktadir. Blastocystis turleri ile
iliskilendirilmis hali hazirda metronidazol icin bir direng
geni tanimlanmamistir °. Gelecekteki ¢alismalarin bu
yonde olmasi tedavi basarsizliklarinin daha kisa slirede
¢6zlimlenmesini saglayacaktir.

Blastosiztoz enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan
ilaglara etken suslarin farkli duyarhliklarinin olabilecegi g6z
onudnde bulundurulmalidir. Etkin tedavinin yapilabilmesi
icin anti-paraziter ilag duyarliliginin belirlenmesine yonelik
hizli ve standardize testlerin gelistirilmesinin énem tasi-
yacagi distintilmektedir.

KAYNAKLAR

1. Tan KS: New insights on classification, identification, and clinical
relevance of Blastocystis spp. Clin Microbiol Rev, 21 (4): 639-665, 2008.

2. Mirza H, Teo JDW, Upcroft J, Tan KSW: A rapid, high-throughput
viability assay for Blastocystis spp. reveals metronidazole resistance

and extensive subtype-dependent variations in drug susceptibilities.
Antimicrob Agents Chemother, 55 (2): 637-648, 2011.

3. Alver O, Oztiifekci A, Kurt E, Ozakin C, Tére O: Akciger kanserli bir
hastada Blastocystis hominis. Turkiye Parazitol Derg, 28 (4): 199-201, 2004.

4. Garcia LS: Blastocystis hominis, Intestinal protozoa: Amebae. In, Garcia
LS (Ed): Diagnostic Medical Parasitology. 5" ed., pp. 6-32, ASM press,
Washington, 2007.

5. Dogruman-Al F, Simsek Z, Boorom K, Ekici E, Sahin M, Tuncer C,
Kustimur S, Altinbas A: Comparison of methods for detection of
Blastocystis infection in routinely submitted stool samples, and also in
IBS/IBD Patients in Ankara, Turkey. PLoS ONE, 5 (11): e15484, 2010.

6. Ica T, Ciftci A, Savasan S, Diker KS: Metronidazole resistance of
Campylobacter jejuni and Campylobacter coli from different animal
species. Kafkas Univ Vet Fak Derg, 15 (4): 629-632, 2009.

7. Haresh K, Suresh K, Khairul Anuar A, Saminathan S: Isolate
resistance of Blastocystis hominis to metronidazole. Trop Med Int Health,
4 (4):274-277,1999.

8. Moghaddam DD, Ghadirian E, Azami M: Blastocystis hominis
and the evaluation of efficacy of metronidazole and trimethoprim/
sulfamethoxazole. Parasitol Res, 96, 273-275, 2005.

9. Stensvold CR, Smith HV, Nagel R, Olsen KE, Traub RJ: Eradication
of Blastocystis carriage with antimicrobials: Reality or delusion. J Clin
Gastroenterol, 44 (2): 85-90, 2010.

10. Yakoob J, Jefri W, Jafri N, Islam M, Asim Beg M: In vitro susceptibility
of Blastocystis hominis isolated from patients with irritable bowel
syndrome. Br J Biomed Sci, 61 (2): 75-77, 2004.

11.Hamamai B, Yazar S, Sahin i: Blastocystis hominis'in in vitro kiiltiir(i ve
antiprotozoal ilaglarin in vitro etkilerinin aragtinlmasi. Erciyes Univ Saglik
Bil Derg, 13 (1): 7-15, 2004.

12. Ok UZ, Girginkardesler N, Balcioglu C, Ertan P, Pirildar T,
Kilimcioglu AA: Effect of trimethoprim-sulfamethaxazole in Blastocystis
hominis infection. Am J Gastroenterol, 94 (11): 3245-3247, 1999.

13. Zierdt CH, Swan JC, Hosseini J: In vitro response of Blastocystis
hominis to antiprotozoal drugs. J Protozool, 30 (2): 332-334, 1983.

14. Dunn LA, Boreham PF: The in-vitro activity of drugs against
Blastocystis hominis. J Antimicrob Chemother, 27 (4): 507-516, 1991.

15. Ertug S, Dost T, Ertabaklar H, Giiltekin B: Blastocystis hominis
infeksiyonunda trimethoprim silfametoksazollin etkisi. Turkiye Parazitol
Derg, 33 (4): 270-272, 2009.

16. Sawangjaroen N, Sawangjaroen K: The effects of extracts from anti-
diarrheic Thai medicinal plants on the in vitro growth of the intestinal
protozoa parasite: Blastocystis hominis. J Ethnopharmacol, 98 (1-2): 67-72,
2005.

17. Grabensteiner E, Liebhart D, Arshad N, Hess M: Antiprotozoal
activities determined in vitro and in vivo of certain plant extracts against
Histomonas meleagridis, Tetratrichomonas gallinarum and Blastocystis sp.
Parasitol Res, 103 (6): 1257-1264, 2008.

18. Yakoob J, Abbas Z, Beg MA, Naz S, Awan S, Hamid S, Jafri W: In
vitro sensitivity of Blastocystis hominis to garlic, ginger, white cumin, and
black pepper used in diet. Parasitol Res, 109 (2): 379-385, 2011.

19. Yoshikawa H, Dogruman-Ai F, Turk S, Kustimur S, Balaban N,
Sultan N: Evaluation of DNA extraction kits for molecular diagnosis of
human Blastocystis subtypes from fecal samples. Parasitol Res, 109 (4):
1045-1050, 2011.


http://vetdergi.kafkas.edu.tr/extdocs/2009_4/629_632.pdf

	18 (Suppl-A): A167-A170, 2012
	RESEARCH ARTICLE
	Makale Kodu (Article Code): KVFD-2012-6099
	Özet
	Determination of the Effects of Anti-parasitic Drugs on the Viability of Blastocystis Strains Via MTT Assay
	Summary
	GİRİŞ
	MATERYAL ve METOT
	BULGULAR
	TARTIŞMA ve SONUÇ
	KAYNAKLAR




