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Diagnostyka laboratoryjna zarazen Blastocystis — wyzwania i kontrowersje

Laboratory diagnostics of Blastocystis infections — challenges and controversies
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Streszczenie

Blastocystis to jednokomorkowe organizmy jelitowe o nieustalonej patogenicznosci, jedne z najczesciej wystepujacych mikroorganizmoéw
w prébkach katu ludzi na catym $wiecie. Niekiedy ich obecnos¢ moze przyczyniac sie do rozwoju blastocystozy manifestujacej sie dole-
gliwosciami ze strony przewodu pokarmowego, takimi jak: béle brzucha, biegunki, wzdecia i nudnosci o réznym nasileniu z okresami
zaostrzen i remisji. Ze wzgledu na znaczny polimorfizm (co najmniej 4 formy morfologiczne i duzy zakres wielkosci) oraz delikatng,
tatwo ulegajaca destrukgji strukture, wykrywanie Blastocystis w mikroskopowych rozmazach katu jest trudne. Latwo je przeoczy¢ lub
pomyli¢ zinnymi mikroorganizmami obecnymi w kale. Brakuje ujednoliconego schematu postepowania w diagnostyce blastocystozy.
W miedzylaboratoryjnych badaniach poréwnawczych Blastocystis jest najbardziej niespdjnie wykrywanym eukariontem jelitowym.
W artykule oméwiono trudnosci w diagnostyce blastocystozy oraz metody wykorzystywane do wykrywania Blastocystis pod wzgledem
ich przydatnosci w medycznym laboratorium diagnostycznym.

Abstract

Blastocystis is a unicellular intestinal organism with undetermined pathogenicity, one of the most commonly detected in human stool
samples around the world. Sometimes their presence may contribute to the development of blastocystosis manifested by gastrointestinal
complaints such as abdominal pain, diarrhea, flatulence, and nausea of varying severity with periods of exacerbation and remission. Due
to the significant polymorphism (at least 4 morphological forms and a large range of sizes), and the delicate, easily degradable structure,
recognition of Blastocystis in microscopic stool smears is difficult. They are easily overlooked or confused with other microorganisms
present in the feces. There is a lack of a standardized procedure for the diagnostics of blastocystosis. In inter-laboratory comparative
studies, Blastocystis is the most inconsistently detected intestinal eukaryote.

The article discusses the difficulties in diagnosing blastocystosis, and the methods used to detect Blastocystis in terms of their usefulness
in a medical diagnostic laboratory.
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Wprowadzenie

Taksonomia i nazewnictwo

Organizmy z rodzaju Blastocystis to kosmopolityczne, jednoko-
morkowe, beztlenowe, eukariotyczne organizmy bytujace w je-
litach cztowieka i wielu gatunkéw zwierzat. Postrzegane sg one
jako komensale, ale ich patogenny potencjat jest intensywnie
badany od wielu lat [1]. Kilkukrotnie zmieniano przynaleznos¢
taksonomiczng Blastocystis. Pierwotnie, wykorzystujac technike
mikroskopii $wietlnej, niezaleznie od siebie Alexeieff (w 1911 r.)
i Brumpt (w 1912 r.) zaklasyfikowali te organizmy do grzybéw.
W roku 1967 zostaty one przeniesione do pierwotniakéw, czyli
krélestwa Protozoa, a w 1985 roku umieszczono je w krélestwie
Protista [2]. W roku 1996, na podstawie badan molekularnych,

zwtaszcza analizy sekwencji w genie kodujacym ie 18S rRNA,
Blastocistis umieszczono w typie (phylum) Stramenopile (inaczej
Heteroconta) w krélestwie Chromista, zgodnie z podziatem $wiata
organizmoéw na 6 krélestw (Bacteria, Protozoa, Animalia, Fungi,
Plantae i Chromista) zaproponowanym przez Cavalier-Smith [3].
Stramenopile obejmuja bardzo réznorodne organizmy: jednoko-
morkowe i wielokomérkowe, heterotroficzne i fotosyntetyzuja-
ce, w tym $luzowce, okrzemki i glony. Przedstawiciele rodzaju
Blastocystis nie majg cech typowych dla Stramenopile, bowiem
nie posiadaja wici i sg beztlenowcami, ponadto jako jedyne spo-
$réd Stramenopile zyja w dolnej czesci przewodu pokarmowego
cztowieka oraz innych ssakéw, a takze ptakow, gadéw, ptazow
i owadow [4]. Prawdopodobnie z tych wzgleddéw identyfikacja
afiliacji taksonomicznej i genetycznej Blastocistis trwa tak dtugo
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oraz jest przyczyna utrzymujacej sie w pismiennictwie naukowym
niejednorodnej klasyfikacji i nazewnictwa tych organizméw [4, 5].
Nawet w publikacjach z ostatniej dekady mozna znalez¢ takie
anglojezyczne okreslenia (i ich odpowiedniki w pracach polsko-
jezycznych) jak: protist, protozoa, protozoon, parasite, pathogen
i commensal odnoszace sie do Blastocystis i jego dawniejszej
pozycji w biologicznej systematyce oraz ciggle dyskutowanej
klasyfikacji ekologiczno-medyczne;j.

Na przestrzeni lat zmianie ulegto nazewnictwo Blastocystis. Przez
prawie 100 lat nazwy gatunkowe nawigzywaty do gospodarza,
z ktérego izolowano szczep (np. B. hominis lub B. ratti, szczepy
izolowane odpowiednio od ludziiszczuréw), co wynikato z silnego
przekonania, ze istnieja odrebne — cho¢ morfologicznie identyczne
— gatunki charakterystyczne dla cztowieka i innych kregowcéw.
Zapoczatkowany w latach 90. intensywny rozwéj technik moleku-
larnych oraz ich zastosowanie w taksonomii i medycynie (ludzkiej
i weterynaryjnej) wykazaty, ze w przypadku organizméw z rodzaju
Blastocystis czesto mamy do czynienia z wieloscig form jednego
gatunku, ktéry moze wystepowac u réznych gospodarzy sposréd
kregowcow, w tym cztowieka. Dlatego zasugerowano, aby ludzkie-
go pasozyta dituzej nie nazywac Blastocystis hominis, lecz stosowac
zapis Blastocystis spp. lub Blastocystis spp. podtyp,n’, gdzie ,n" jest
numerem podtypu zgodnie z klasyfikacjg Stensvolda, na przyktad
Blastocystis spp. ST1 lub w krétszej formie Blastocystis ST1 [6, 71.
Zgodnie z obecng wiedza wyrdznia sie co najmniej 17 podtypdw,
ktore wykazuja do 7% réznorodnosci genetycznej w genie kodu-
jacym mata podjednostke rybosomalnego RNA (SSU-rRNA; ang.
small sub-unit ribosomal RNA) [8]. Podtypy ST1-ST8 znaleziono
zaréwno u ludzi, jak i zwierzat; ST9 zidentyfikowano tylko u czto-
wieka, a ST10-ST17 wytacznie u zwierzat. Wspotwystepowanie
niektérych podtypdw Blastocystis u cztowieka i zwierzat sugeruje
duzy zoonotyczny potencjat zarazen Blastocystis [9, 10, 11].

Choc¢ cykl zyciowy i drogi transmisji Blastocystis nie zostaty osta-
tecznie wyjasnione, to w Swietle dostepnych danych na ogét
przyjmuje sie, ze do zarazenia najprawdopodobniej dochodzi
na drodze fekalno-oralnej - za posrednictwem zanieczyszczone;j
cystami wody i/lub zywnosci badz brudnych rak [12, 13, 14].

Prewalencja

Szacuje sie, ze Blastocystis wystepuje w jelitach okoto miliarda
ludzi na Swiecie i jest on jednym z najczesciej wykrywanych eu-
kariontéw w prébkach katu cztowieka [15 - 19]. Brakuje danych
na temat prewalencji Blastocystis u ludzi w Polsce. Dostepne,
skape dane pochodza z pojedynczych osrodkéw badawczych
iréznia sie znacznie stwierdzanym odsetkiem zarazen Blastocystis
(0 - 12%) [20]. Obserwacje prowadzone od 1992 roku w Zakta-
dzie Medycyny Tropikalnej i Epidemiologii (obecnie w strukturze
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego) wykazaty, ze wsrod pa-
cjentéw zgtaszajacych sie na badania koproskopowe Blastocy-
stis byt najczesciej wykrywanym organizmem wsréd pasozytow
i komensali jelitowych, a liczba 0s6b nim zarazonych rosnie [21].
Czestotliwos$¢ wystepowania Blastocystis u ludzi na $wiecie roz-
ni sie znacznie i waha sie od kilku/kilkunastu procent w krajach
rozwinietych do kilkudziesieciu — a nawet 100% — w niektérych
spotecznosciach krajow rozwijajacych sie [22, 23, 24]. Ttumaczy sie
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to r6znym poziomem infrastruktury sanitarneji higieny osobistej
oraz zréznicowaniem badanych populacji (wiejskie, miejskie, dzie-
ci, dorosli, osoby z objawami choroby lub bezobjawowe). Istotny
wptyw na wykrywalnos¢ Blastosystis maja techniki diagnostyczne
stosowane do identyfikacji Blastocystis [25].

Dyskusyjna chorobotwérczosé

Do dzi$ nie zostata jednoznacznie okreslona patogenicznos¢ Bla-
stocystis. Poczatkowo mikroorganizmy te uznawano za jelitowe
komensale i jeszcze w latach 80. uwazano, ze inwazje Blastocystis
maja charakter bezobjawowy i nie odgrywaja roli w patogenezie
choréb przewodu pokarmowego. Jednak pozniejsze obserwacje
kliniczne oséb z Blastocystis, ktére zgtaszaty dolegliwosci, takie
jak: biegunka i bole brzucha o réznym nasileniu, nudnosci, za-
parcia i wzdecia, swigd odbytu i utrate masy ciata, sugerowaty,
ze moze byc¢ uznany za patogen, a dyskusja na temat roli tego
organizmu w rozwoju nieswoistych zapalen jelit trwa od lat [T,
26]. Ponadto opisywano przypadki pokrzywki, ktéra ustepowata
po eradykacji Blastocystis [27]. Wykrycie wielu podtypow w obre-
bie rodzaju Blastocystis nasuneto podejrzenie, ze tylko niektore
z wielu morfologicznie identycznych podtypow maja potencjat
patogenny. Jednak liczne préby majace na celu znalezienie po-
wigzania pomiedzy dolegliwosciami a poszczegdlnymi podtypami
nie przyniosty oczekiwanego wyjasnienia. Réwnie wiele doniesien
przemawia za patogennoscig poszczegdinych podtypdéw. Czynniki
wirulencji, patogenicznos¢ i cechy osobnicze gospodarza (w tym
genetycznie uwarunkowane) zwigzane z manifestacja choroby sg
nadal niejasne[1, 8, 28]. Ponadto pojawily sie opinie sugerujace, ze
obecnos$¢ Blastocystis moze by¢ przejawem zdrowia, gdyz u wielu
0s0b, ktérych jelita zostaty skolonizowane przez mikroorganizmy
ztego rodzaju, nie wystepuja zadne dolegliwosci, a ich flora jelito-
wa jest bardziej zréznicowana niz u oséb bez Blastocystis [23, 29].
Niemniej stwierdzenie obecnosci Blastocystis, przy jednoczesnym
braku innych czynnikéw etiologicznych (pasozytéw, bakterii, wi-
ruséw, grzybow), mogacych odpowiadac za utrzymujace sie do-
legliwosci ze strony przewodu pokarmowego, moze upowazniac
do rozpoznania blastocystozy i wdrozenia terapii [28].

Diagnostyka

Do wykrywania parazytoz przewodu pokarmowego wykorzystu-
je sie bezposrednie i posrednie metody diagnostyczne. Metody
bezposrednie obejmujg morfologiczna identyfikacje form rozwo-
jowych pasozytéw (mikroskopia) oraz wykrywanie antygenéw
metoda immunofluorescencji (IF) lub immunoenzymatyczna (EIA)
lub rzadziej DNA pasozytow (zazwyczaj metoda PCR). Metody
posrednie opieraja sie na wykrywaniu przeciwciat [30]. Znajdu-
ja one takze zastosowanie w diagnostyce blastocystozy, ale ich
skutecznos¢ jest zréznicowana.

Diagnostyka mikroskopowa

Obecnos¢ Blastocystis w przewodzie pokarmowym cztowieka
przewaznie wykrywa sie na podstawie badan mikroskopowych
bezposrednich rozmazoéw $wiezego katu, pomimo niezadawalaja-
cej czutosci diagnostycznej tej metody [31]. Wykrycie Blastocystis
moze stanowi¢ problem diagnostyczny, bowiem organizm ten



Diagn Lab. 2020; 56(1): 27-34

zaliczany jest do polimorficznych. Opisano kilka form morfologicz-
nych (wodniczkowa, ziarnista, ameboidalna, cysta) réznigcych sie
wygladem i wielkoscig od 2 do 200 um (cho¢ najczesciej w zakre-
sie 6 — 40 um), co utrudnia identyfikacje Blastocystis [2]. Badanie
poréwnawcze dwdch europejskich laboratoriow referencyjnych
wykazato, ze Blastocystis byt najbardziej niespdjnie wykrywanym
eukariotycznym mikroorganizmem jelitowym. Ze 102 identycz-
nych prébek w jednym laboratorium Blastocystis zidentyfikowano
w 25 (24,5% probek dodatnich), a w drugim w 90 prébkach, czyli
w 88,2% [32]. W podobnym badaniu przeprowadzonym w dwéch
europejskich osrodkach diagnostycznych specjalizujacych sie
w medycynie tropikalnej, sposréd 48 identycznych probek katu
w jednym Blastocystis wykryto w 28 (58,3%), a w drugim w 38
prébkach, a zatem w 79,2% [33].

Bezposrednia obserwacja mikroskopowa rozmazéw katu w soli
fizjologicznej i ptynie Lugola (pow. 400x) pozwala na wykrycie naj-
czesdciej wystepujacej i jednoczesnie najtatwiejszej do rozpoznania
wodniczkowej (wakuolarnej) formy Blastocystis. Cechuje sie ona
duzg, centralne potozong wakuolg otoczong cienkim pasmem cyto-
plazmy zawierajacym jadra i inne organelle komérkowe. Zdecydo-
wanie rzadziej w kale wykrywana jest forma ziarnista, a najrzadziej
ameboidalna. Forma ziarnista przypomina wodniczkowa z ta réz-
nicy, ze centralnie potozona wakuole (a czesto réwniez otaczajaca
ja cytoplazme) wypetniaja liczne ziarnistosci o nieustalonej funkgji.
Forma ameboidalna, nieregularnego ksztattu, nie jest - wbrew temu
co sugeruje nazwa - ruchliwa, ale posiada silne wtasnosci adhezyj-
ne umozliwiajace przywieranie do $ciany jelitowej gospodarza, co
moze ttumaczy¢ jej sporadyczne obserwowanie w prébkach katu.
Cysty (uwazane za forme transmisyjna), ze wzgledu na mate roz-
miary (2 - 5 pm), sg trudne do wykrycia pod mikroskopem, chociaz
wystepuja w kale ponad 20% nosicieli. Majg one do 4 jader i gruba
$ciane, ktéra umozliwia im przetrwanie w $rodowisku zewnetrznym
nawet do miesigca. Cysty nie posiadaja duzej, centralnej wakuoli,
ale maja liczne, drobne wodniczki, w ktérych magazynowane sa
substancje odzywcze [34, 35]. Te silnie zréznicowane formy wege-
tatywne mogg by¢ mylone (zwtaszcza przez niedoswiadczonych
diagnostow) z kropelkami ttuszczu, leukocytami, pasozytniczymi
pierwotniakamii komensalami przewodu pokarmowego (na przy-
ktad Dientamoeba fragilis lub drozdzopodobnymi grzybami) oraz
innymi strukturami obecnymi w kale [31, 35]. Dlatego poziom wy-
krywalnosci Blastocystis w bardzo duzym stopniu zalezy od umie-
jetnosci i doswiadczenia diagnosty.

W diagnostyce parazytologicznej za wysoce efektywna i zalecang
do wykrywania i identyfikacji pasozytéw jelitowych uwaza sie
metode trwatego barwienia trichromem (ewentualnie metoda
Giemsy lub hematoksyling zelazista) wcze$niej utrwalonych roz-
mazow $wiezego katu [36]. W przypadku Blastocystis nie zawsze
prowadzi to do zwigkszenia wykrywalnosci, gdyz jakos¢ wybar-
wienia bywa zréznicowana, mimo stosowania odczynnikéw o ta-
kim samym skfadzie i analogicznym czasie barwienia. By¢ moze
ztych powodoéw wykrywalnosc¢ Blastocystis w preparatach trwale
barwionych na ogét nie przekracza 50%, a przez wielu badaczy
metoda ta uwazana jest za najmniej efektywna [25, 37 — 40].
Czynnikiem istotnie wptywajacym na wykrywalnos$¢ Blastocy-
stis w preparatach mikroskopowych rozmazéw katu jest liczba

wydalanych z organizmu gospodarza komoérek drobnoustroju.
Bardzo mata ich liczba w prébce moze skutkowaé przeoczeniem
inwazji, a nalezy podkresli¢, ze komorki Blastocystis wydalane
sg nieregularnie i w réznych ilosciach, przy czym sugeruje sie
mozliwos¢ istnienia korelacji miedzy liczebnoscia Blastocystis
a nasileniem dolegliwosci [4, 14, 41, 42, 43]. Z tego powodu
w inwazjach Blastocystis zalecana jest ocena ilosciowa w formie
opisowej (na przyktad: pojedyncze, nieliczne, liczne w preparacie/
polu widzenia) wraz z odpowiednia interpretacja umieszczong
na wyniku badania. Ze wzgledu na nieréwnomierne wydalanie
komarek Blastocystis, wskazane jest badanie kilku (co najmniej
trzech) prébek katu pobranych od pacjenta w jedno- lub kilku-
dniowych odstepach. Powtérzenie badania, oprécz doktadniejszej
oceny intensywnosci inwazji, pozwoli tez upewnic sie, czy nie
wystepuja zadne inne czynniki etiologiczne mogace odpowiadac
za dolegliwosci pacjenta [44].

Konwencjonalne metody zageszczajace (sedymentacja/dekan-
tacja) rekomendowane w diagnostyce parazytoz jelitowych nie
zwiekszajg wykrywalnosci Blastocystis, gdyz stosowane w tych
metodach substancje (formalina, octan etylu, eter) i wirowanie
uszkadzaja delikatng strukture komorek Blastocystis, co moze
utrudni¢, a nawet uniemozliwic ich wykrycie [35, 36, 40, 45, 46].

Diagnostyka serologiczna

Oprécz badan mikroskopowych katu, diagnosci laboratoryjni maja
do dyspozycji testy do wykrywania koproantygenéw patoge-
néw. Immunodetekcja antygendw powierzchniowych pasozytéw
za pomoca znakowanych przeciwciat przy uzyciu metody immu-
noenzymatycznej (EIA) (w prébkach katu) lub metody immunoflu-
orescengji (IF) (w rozmazach katu) zapewnia zwiekszong czutosc
i jest szeroko wykorzystywana w diagnostyce kryptosporidiozy,
giardiozy i amebozy [47]. Tego typu testy zostaty takze opraco-
wane do wykrywania Blastocystis. Jednakze tylko pojedyncze
doniesienia potwierdzaja ich praktyczna uzytecznosc [25, 43, 48].
W badaniach $wiezych i utrwalonych formaling rozmazéw katu
czuto$¢ i swoistos¢ metody IF oceniono odpowiednio na 86,7%
197,3%, a metody ELISA na 82 -92% i 86 — 87%, przy czym utrwa-
lanie formaling nie powodowato utraty czutosci [25, 48]. Jednakze
w czesci probek, ktére uznano za dodatnie (na podstawie stwier-
dzenia obecnosci Blastocystis w hodowlach z katu) w badaniu
metoda IF uzyskano wynik ujemny [25].

Ze wzgledu na wciaz zbyt mata wiedze na temat odpowiedzi
immunologicznej gospodarza na zarazenie Blastocystis, wyko-
rzystanie oznaczania swoistych przeciwciat do oceny klinicznej
zarazenia u ludzi nie zostato wystarczajaco poznane i pozostaje
w fazie badan [49, 50].

Metody hodowlane

Doniesienia wielu autoréw sugeruja, ze metoda gwarantujaca
znacznie wieksza wykrywalnos¢ Blastocystis niz preparaty mi-
kroskopowe jest hodowla in vitro z katu dzieki zwielokrotnieniu
liczby komérek poczatkowo obecnych w prébce.

Stworzono i opisano wiele podtozy (ptynnych i dwufazowych)
zapewniajacych dobry wzrost Blastocystis, m.in. podtoze Jonesa,
Ringera, Boeck-Drbohlava, Robinsona, Locka (LE), Iscove’s Modified
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Dulbecco’s Medium (IMDM) [14, 25, 38, 42, 51, 52, 53]. R6znia sie
one sktadem chemicznym, czaso- i pracochtonnoscia, okresem
przydatnosci do uzycia oraz ceng. Podtoze ptynne Jonesa jest czesto
wybierane przez badaczy ze wzgledu na fatwo$¢ przygotowania,
mozliwos¢ przechowania w lodéwce bez widocznych zmian na-
wet przez 6 miesiecy oraz niewielki koszt [1, 37]. Wada hodowli
Blastocystis z probek katu jest wydtuzenie czasu uzyskania wyniku
02 -3 dni, ale rekompensuje to jej wieksza czutos¢ w poréwnaniu
do klasycznych metod mikroskopowych, chociaz zdarza sie czasem,
ze hodowle obumierajg z niewyjasnionych przyczyn [38, 42, 54].
W metodzie hodowlanejistotna role odgrywa pierwotna liczba ko-
morek Blastocystis w badanej probce katu, bowiem im wiecej jestich
w inokulacie, tym wczesniej uzyskuje sie maksymalny wzrost i wiek-
szg liczbe komérek Blastocyctis w fazie ich maksymalnego wzrostu.
Za minimalna liczbe komdrek w inokulacie, niezbednga do uzyskania
wzrostu hodowli, uwaza sie 10°- 106 ml" [2, 39, 52]. Ponadto nalezy
pamietac, ze przedstawiciele Blastocystis sa beztlenowcami, zatem
niezapewnienie podczas inkubacji warunkéw beztlenowych (lub
przynajmniej o obnizonej zawartosci tlenu) wptywa niekorzystnie
na ich rozwoj. Czynnikiem, ktory takze moze wspétdecydowac
o powodzeniu hodowli jest odczyn pH. Obserwowano przypadki
degradacji hodowli, gdy pH podtoza obnizato sie < 6, a jej obfity
wzrost, gdy pH byto obojetne lub lekko alkaliczne (pH 7 - 8) [2,
39]. Niektdre izolaty Blastocystis wymagaty do przezycia obecnosci
bakterii, a w przypadku ich braku obumieraty [2].

Badania molekularne

Co najmniej od dwdch dekad obserwuje sie intensywny rozwoj
technik molekularnych i korzysci ptynace z ich stosowania, m.in.
w diagnostyce zarazen pasozytniczych oraz Blastocystis [54, 55].
Najczesciej wykorzystuje sie dwie rézne techniki PCR (ang. Po-
lymerase Chain Reaction). Jedna z nich opiera sie na amplifikacji
fragmentu genu kodujacego podjednostke 18S rRNA (znanego
jako ,barcode region”), a nastepnie sekwencjonowaniu uzyska-
nego produktu amplifikacji DNA [56]. Druga polega na uzyciu
starterow komplementarnych do miejsc znakowanych sekwen-
cyjnie (STS; ang. sequence tagged sites), czyli krétkich, tatwych do
rozpoznania pojedynczych sekwencji DNA, swoistych dla poszcze-
golnych podtypow Blastocyctis [57]. Jej wadg jest koniecznos¢
przeprowadzenia 9 odrebnych reakcji (z9 parami starteréw), aby
nie przeoczy¢ zadnego z 9 podtypow Blastocystis wystepujacych
u ludzi. W metodzie ,barcodingu” wykonuije sie tylko jedna reak-
cje amplifikacji, a uzyskany produkt poddaje sekwencjonowaniu
i za pomoca dostepnych online programéw (http: //pubmlst.org/
blastocystis/) identyfikuje sie podtyp Blastocystis. W literaturze
opisano przypadki, gdy uzyskane w wyniku, barcodingu” produkty
po sekwencjonowaniu okazaty sie naleze¢ do Cryptosporidium
spp. lub grzybdéw z rodzaju Mucor lub Rhizomucor [58]. Dlatego
sekwencjonowanie wszystkich uzyskanych produktéw amplifi-
kacji jest konieczne, aby unikna¢ wynikéw fatszywie dodatnich
(otrzymywanych z powodu duzego podobienstwa regionu,bar-
code” réznych eukariontow).

Obiecujace sg proby wykorzystania PCR w czasie rzeczywistym
(ang. real-time PCR) do wykrywania zarazenia Blastocystis. Me-
toda real-time PCR, dzieki zastosowaniu specyficznej sondy
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i starteréow ukierunkowanych na wysoce zmienny, ale wzglednie
maty fragment genu kodujacego 18S rRNA, zyskuje zaréwno
na czutosci, jak i swoistosci. Pierwsze proby wykazaty 95% [54]
i 100% [59] swoistos¢ i zdolnos¢ wykrywania wszystkich dzie-
wieciu podtypow Blastocystis zidentyfikowanych dotychczas
u ludzi. Nie wykryto DNA bakteryjnego ani grzybéw z rodzajéw
Candida, Geotrichum i Saccharomyces, ktére sg powszechnymi
sktadnikami mikrobioty jelitowej, a od Blastocystis rdznig sie
sekwencjg nukleotydéw w obrebie genu kodujgcego 18S rRNA
jedynie o okoto 20%. Nie stwierdzono fatszywie dodatnich wyni-
koéw w prébkach zawierajacych patogeny z rodzaju Entamoeba,
Dientamoeba, Giardia i Cryptosporidium [54, 59, 60]. Dodatkowg
zaleta tej metody jest mozliwos¢ oceny ilosciowej swoistego
DNA w badanej prébce poprzez analize wartosci punktu Ct (ang.
cycle threshold) okreslajacego liczbe cykli, po ktérych reakcja
wchodzi w faze wyktadnicza oraz wartosci fluorescencji propor-
cjonalnej do przyrostu ilosci produktu amplifikacji w poréwna-
niu do krzywej standardowej lub kalibratora [59]. Gdyby dzieki
zastosowaniu real-time PCR w badaniach na duza skale udato
sie ustali¢, ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy obrazem klinicznym
aintensywnoscia inwazji, metoda ta mogtaby stac sie cennym na-
rzedziem w diagnostyce i leczeniu pacjentéw z Blastocystis. Wada
wszystkich metod molekularnych jest mozliwos$¢ otrzymania
wynikow fatszywie ujemnych z powodu obecnych w niektérych
prébkach katu inhibitoréw PCR [61].

Powstaty juz pierwsze, oparte na technikach molekularnych, ko-
mercyjne testy do diagnostyki patogenéw przewodu pokarmo-
wego obejmujace wykrywanie DNA Blastocystis [np. EasyScreen™
Enteric Parasite Detection Kit (Genetic Signatures, Sydney, Au-
stralia), NanoChip® (Savyon Diagnostics, Izrael)]. Pomimo duzego
kosztu (cykler, zestawy do izolacji DNA, primery, nukleotydy, po-
limerazy, szkolenia personelu) ograniczajacego ich powszechna
dostepnos¢, nalezy sie spodziewac, ze zaczng sie one stopniowo
pojawiac w ofercie laboratoriéw diagnostycznych.

Kontrowersje diagnostyczno-kliniczne

Diagnostyka blastocystozy nierozerwalnie wiaze sie z klinicznym
problemem interpretacji wynikéw badan. Wykrycie drobnoustroju
(lub potwierdzenie jego eradykacji po leczeniu) nie stanowi gwa-
rancji dla jednoznacznych, stusznych decyzji terapeutycznych,
do ktérych podjecia konieczne jest rozréznienie kolonizacji od
patologicznej, chorobotworczej inwazji. Wiadomo, ze stwierdze-
nie obecnosci tego mikroorganizmu nie musi by¢ réwnoznaczne
z chorobag, gdyz kolonizacja przewodu pokarmowego cztowieka
przez Blastocystis moze utrzymywac sie miesigcami lub nawet
latami i nie wywotywac zadnych objawdw [23, 62], moze tez uste-
powac samoistnie [63]. Niektorzy badacze sugerujg istnienie za-
leznosci miedzy obrazem klinicznym a intensywnosciag inwazji
Blastocystis jako kryterium patogenicznosci, przyjmujac stwierdze-
nie powyzej 5 organizméw w polu widzenia [4, 14, 43]. Jednakze
obserwacje innych (w tym wiasne) zaprzeczaja istnieniu takiej
zaleznosci [54, 65, 66]. Sugerowany jest takze zwigzek wystepo-
wania objawéw chorobowych z funkcjonowaniem mechanizmow
odpornosciowych zarazonej osoby oraz ze zmienng patogenicz-
nosciag réoznych podtypdéw Blastocystis. Kwestia potencjalnego
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wptywu wymienionych czynnikéw na przebieg kliniczny tego
zarazenia wymaga dalszych badan.

Stwierdzenie obecnosci Blastocystis u czesci oséb moze wywotac
niepotrzebny niepokdj i préby wymuszenia leczenia lub — gdy
to sie nie powiedzie - samoleczenia, poniewaz nieuzasadnione
leczenie moze powaznie naruszy¢ prawidtowy sktad mikrobioty
jelitowej. Dodatkowa komplikacje stanowi brak efektywnych,
w petni swoistych i skutecznych strategii terapeutycznych. Przy-
jeto, ze wskazaniem do leczenia przeciwpasozytniczego zarazenia
Blastocystis s zgtaszane przez chorego dolegliwosci ze strony
przewodu pokarmowego pod warunkiem wykluczenia innych
mozliwych inwazji przewodu pokarmowego oraz niezakaznych
przyczyn stwierdzanych objawéw. Leczenie bywa diugotrwate
i bywa nieskuteczne [4, 67, 68].

Z tych wzgleddw, uzasadnione sa postulaty badaczy, aby: (1) wy-
krywania DNA Blastocystis nie umieszcza¢ w panelu wraz z bez-
wzglednymi patogenami, takimi jak Entamoeba histolytica, Giardia
spp. i Cryptosporidium spp.; (2) badanie wykonywane byto tylko
w uzasadnionych przypadkach, tzn. przy utrzymujacych sie dole-
gliwosciach i braku innych czynnikéw etiologicznych mogacych
je wywotag¢; (3) do interpretacji wyniku (i decyzji terapeutycznych)
podchodzi¢ ostroznie, gdyz nie zawsze stwierdzenie obecnosci
Blastocystis w kale jest rownoznaczne z chorobg i nie zawsze wy-
maga leczenia [1, 68].

Podsumowanie

Trudnosci w diagnostyce i ocenie klinicznej blastocystozy maja
wieloczynnikowe podtoze. Polimorficzna natura i nieregularne wy-
dalanie drobnoustroju powoduja trudnosci i znaczne rozbieznosci
w wykrywaniu Blastocystis w zaleznosci od stosowanych metod
diagnostycznych. Z tego wzgledu diagnostyka blastocystozy wy-
maga ujednolicenia. W $wietle dostepnych danych bezposrednie
rozmazy katu badane mikroskopowo wzbogacone o hodowle wy-
daja sie wystarczajace do prawidtowego i skutecznego wykrycia
Blastocystis. Niestety, nawet skuteczne wykrycie mikroorganizmu
nie rozwigzuje problemu braku kryteriéw odrézniajacych kolo-
nizacje od patologicznej inwazji i zwigzanych z tym trudnosci
w podejmowaniu decyzji terapeutycznych.
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