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OZET

ADNAN MENDERES UNIVERSITESI, TIP FAKULTESI
PARAZITOLOJI LABORATUVARINDA iZOLE EDIiLEN
BLASTOCYSTIS ALT TIPLERININ SEKANSLAMA YONTEMI ILE
BELIRLENMESI

Malatyali E. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Parazitoloji
Program Doktora Tezi, Aydin, 2017

Bu calismanin baslica amac1 Adnan Menderes Universitesi, Egitim ve Uygulama Hastanesi,
Parazitoloji Laboratuvari’nda saptanan Blastocystis izolatlarmin alt tip dagilimin
belirlemektir. Ayrica Blastocystis’in laboratuvar tanisinda direkt mikroskobik inceleme (DM),
kiiltir ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemlerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.
Son olarak Blastocystis enfeksiyonu ve Klinik bulgular arasinda retrospektif bir analiz
yapilmast hedeflenmistir.

Calismanin baglangicinda direkt mikroskobik inceleme sonuglarina gore toplam 200 diski
ornegi (100 pozitif ve 100 negatif) segilmistir. Tiim diski ornekleri Jones besiyerine ekilmis
ve PZR yontemiyle calisilmistir. Ribozomal RNA kiiciik alt tinite (SSU rRNA) geni kismi
sekanslarina gore Blastocystis alt tipleri (digki 6rneklerinin tamaminda ve kiiltiir pozitif
izolatlarin bir kisminda) belirlenmistir. Bu sekilde alt tipi belirlenemeyen 6rnekler sequence
tagged site-PZR (STS-PZR) ile tekrar calisilmistir. Son olarak Blastocystis saptanan ve
saptanmayan olgular arasinda demografik 6zellikler ve klinik bulgular karsilastirilmistir.
Ayrica alt tipler ve klinik bulgular degerlendirilmistir.

Calismamizda DM yontemiyle pozitif 100 diski 6rneginin 81’inde (%81) kiiltiir yontemiyle,
86’sinda (%86) ise PZR yontemiyle pozitiflik saptanmistir. Ayn1 yontemle negatif saptanan
100 diski 6rneginin besinde (%5) kiiltiir yontemiyle, yedisinde (%7) PZR ile pozitif sonug
elde edilmistir. Sekans analizi ve STS-PZR sonucu toplam 95 6rnekte Blastocystis alt tipi
belirlenmis olup Blastocystis alt tip dagilimi: ST3 (n=50, %52,6), ST2 (n=21, %22,1), ST1
(n=17, %17,9), ST7 (n=4, %4,2), ST2+ST3 (n=2, %2,1) ve ST1+ST3 (n=1, %1,1) seklinde
bulunmustur. Blastocystis saptanan ve saptanmayan olgularda semptomlarin goriilme siklig
acisindan farklilik saptanmamustir. Benzer sekilde semptomlar ile alt tipler arasinda anlamli

bir fark bulunmamustir.



Blastocystis rutin laboratuvar tanisinda direkt mikroskopi yontemi, hem yalanci pozitiflik hem
de yanlis negatif sonuglara neden olmasi nedeniyle yetersiz goriilmekte olup kiiltiir veya PZR
gibi ikinci bir yonteminde tanida kullanilmasinin faydali olacagi diistiniilmektedir. Aydin’daki
alt tip dagilimi hem diinya geneclindeki hem de iilkemizdeki ¢alismalarla ortlismektedir.
Blastocystis ve semptomlar arasinda iligki bulunmamasi Blastocystis kolonizasyonunun daha

cok normal flora ile ilgili oldugu fikrini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Blastocystis, alt tip, tan1 yontemleri, sekanslama, Aydin
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ABSTRACT

THE IDENTIFICATION OF BLASTOCYSTIS SUBTYPES BY
SEQUENCING IN ADNAN MENDERES UNIVERSITY, FACULTY
OF MEDICINE PARASITOLOGY LABORATORY

Malatyali E. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Parasitology
Programme Thesis of Doctorate, Aydin, 2017

The aim of this study was to determine subtype distribution of Blastocystis isolates from
Adnan Menderes University, Parasitology Laboratory. Moreover, it was aimed to evaluate
direct microscopy (DM), culture and polymerase chain reaction (PCR). Finally, we aimed to
analyse clinical findings in relation to Blastocystis infection, retrospectively.

A total of 200 faecal samples were selected with DM (100 positive and 100 negative). All
were cultured and studied with PCR. Subtypes were determined by sequencing of the partial
small sub-unit ribosomal RNA gene of Blastocystis (all of faecal samples and some of culture
positives). The samples, which were not able to be subtyped by sequencing were further
studied with sequence tagged site-PCR (STS-PCR). Finally, the clinical findings between
Blastocystis infected and non-infected cases as well as subtypes were compared.

Of the 100 DM positive samples 81 (81%) were positive with culture and 86 (86%) were
positive with PCR. Additionally, positivity was five (5%) and seven (7%) with culture and
PCR in DM negative group, respectively. Subtypes of 95 isolates were determined by
sequencing or STS-PCR, the distribution was as follows: ST3 (n=50, 52,6%), ST2 (n=21,
22,1%), ST1 (n=17, 17,9%), ST7 (n=4, 4,2%), ST2+ST3 (n=2, 2,1%) and ST1+ST3 (n=1,
1,1%). There was no statistically significant difference between Blastocystis positive and
negative groups in terms of any symptoms and also subtypes.

In conclusion, direct microscopy seems to be an ineffective method for Blastocystis diagnosis
as it causes false negativity and positivity. Thus it would be useful to use additional diagnostic
tools such as culture or PCR. The subtype distribution of Blastocystis in Aydin was in
accordance with the previous data, globally. Finally, our clinical findings support the idea of

asymptomatic colonization of Blastocystis in human gut and being a flora member.

Key words: Blastocystis, subtype, diagnostic methods, sequencing, Aydin
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1. GIRIS

Blastocystis intestinal yerlesimli, anaerobik bir protozoon olup insanlarda ve diger
bircok canli tiirlinde goriilmektedir. Uzun siiren smiflandirma c¢alismalar1 sonucunda
Blastocystis’in, fotosentetik alglerin ve heterotrofik protistlerin yer aldigi Stramenopiles
(Heterokonta) grubunda yer aldig: bildirilmistir (Silberman ve ark, 1996). Bu grupta yer alan
mikroorganizmalar arasinda insanda yerlesebilen tek tiir olmasinin yani sira yasam
dongiisiinde kamgili  bir formun bulunmamas:1 Blastocystis’i  bu gruptaki diger
organizmalardan ayirmaktadir (Tan, 2008).

Blastocystis kiiresel bir dagilima sahip olup bir¢ok ¢alismada insan digki 6rneklerinde
en sik rastlanan intestinal protozoon olarak bildirilmistir (Stensvold ve Clark, 2016).
Blastocystis prevalansi gelismemis tilkelerde gelismis tilkeler gore daha yiiksek olup bu
tilkelerde %100’e varan goriilme oranlar rapor edilmistir (EI Safadi ve ark, 2014). Tiirkiye’de
yapilan ¢aligmalarda Blastocystis goriilme sikligr %1,4-%23,5 arasinda degisen oranlarda
bildirilmistir (Celik ve ark, 2006; Hamamci ve ark, 2011; Tiizemen ve Dogan, 2014).

Uzun yillardir bilinen bir mikroorganizma olmasina karsin Blastocystis’ in patojenitesi,
gastrointestinal semptomlarla iliskisi, genetik cesitliligi, yasam dongiisii, tanis1 ve tedavisi ile
ilgili ¢ok sayida bilinmeyen nokta bulunmaktadir (Wawrzyniak ve ark, 2013). Blastocystis
baz1 caligmalarda patojen, bazilarinda firsat¢1 patojen ve bazilarinda da apatojen bir
mikroorganizma olarak tanimlanmigtir. Blastocystis enfeksiyonlarinin yiiksek oranda
asemptomatik seyrettigi, enfekte olgularin ¢ok kiiciik bir kisminda gastrointestinal
semptomlarin goriildiigii bildirilmistir (Mingmongkol ve ark, 2015). Ayrica Blastocystis’ in
saglikli bir bagirsak florasinin bir gostergesi olabilecegi One siirlilmistiir (Scanlan ve ark,
2014). Semptomatik Blastocystis enfeksiyonlarinda goriilen ishal, karin agrisi, siskinlik gibi
non-spesifik gastrointestinal semptomlarin yani sira dermatolojik semptomlarin da
goriilebildigi birgok arastirmada ifade edilmistir (Pasqui ve ark, 2004). Giiniimiizde,
Blastocystis patojenitesinin konagin yani sira Blastocystis’in genetik ve biyolojik 6zelliklerine
bagl olarak degisen ¢ok faktorlii, karmasik bir fenomen oldugu bu nedenle patojeniteyi tek
bir 6zellik {izerinden agiklamanin miimkiin olmadig1 diistiniilmektedir (Stensvold ve Clark,
2016).

Insanin yam sira birgok canlida goriilebilen Blastocystis® in oldukga polimorfik bir
genoma sahip oldugu, molekiiler filogenetik analizlerle alt tip (ST) olarak adlandirilan ¢ok

sayida genotipinin bulundugu bilinmektedir. Blastocystis alt tiplerinin belirlenmesinde yaygin
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tercih edilen iki yaklasimdan ilki kiiglik-alt tinite ribozomal RNA kodlayan genin (SSU-
rRNA) kismen sekanslanmasi olup digeri de alt tiplere 6zgii primerlerin kullanildig:
“sequence tagged site polimerase chain reaction” (STS-PZR) yontemidir (Stensvold, 2013a).
Alt tiplerin belirlenmesinde Blastocystis’li olgularda izolatlarin alt tiplerine bagl olarak farkli
klinik tablolarin ortaya g¢ikabilecegi bildirilmis olmakla birlikte literatiirde bu konuda
tartismali  sonuglar bulunmaktadir (Tan, 2008). Alt tiplerin belirlenmesini hedefleyen
calismalar sonucunda Blastocystis'in zoonotik karakterli bir protozoon oldugu ayrica konak
Ozgiilliigiiniin alt tipler ile iliskili oldugu gosterilmistir (Parkar ve ark, 2007; Alfellani ve ark,
2013a). Diinya genelinde alt tiplerin dagilimi konusunda yeterince bilgi sahibi olunmamakla
birlikte bazi alt tiplerin belirli bolgelerde daha yaygin goriildiigii yoniinde bulgular yer
almaktadir (Stensvold ve Clark, 2016).

Blastocystis tanis1 bir¢ok rutin laboratuvari igin karmasik bir islem olarak goriilmekte
olup yaygin olarak mikroskopi ve kiiltiir yontemleri kullanilarak yapilmaktadir (Santos ve
Rivera, 2013). Ancak kist formlarin kii¢iik boyutlari nedeniyle gozden kagirilabilmesi, diskida
Blastocystis ile karisabilecek canli veya cansiz elemanlarin bulunmasi mikroskobik taniyi
zorlagtirmaktadir (Tan, 2008). Kiiltiir yontemlerinde karsilagilan zorluklarin basinda ise bazi
Blastocystis izolatlarinin kiiltiirde gogalmamasi gosterilmektedir (Parkar ve ark, 2007). Son
yillarda Blastocystis’in laboratuvar tanisinda basta PZR olmak tizere molekiiler yontemlerin
kullaniminin yayginlagsmasi hem geleneksel tan1 yontemlerin etkinliginin degerlendirilmesine
hem de Blastocystis‘in molekiiler epidemiyolojisinin anlagilmasina 6nemli katkilar saglamistir
(Roberts ve ark, 2011).

Bu calismanin temel amaci Adnan Menderes Universitesi, Egitim ve Uygulama
Hastanesi, Parazitoloji Laboratuvari’na gonderilen digki 6rneklerinde saptanan Blastocystis
izolatlarinin alt tip dagilimini belirlemektir. Bununla birlikte diskidan veya kiiltirden DNA
izolasyonunun alt tiplerin belirlenmesine olan etkisinin arastirilmast amaglanmistir.
Blastocystis enfeksiyonunun tanisinda kullanilan ti¢ farkli yontemin (direkt mikroskobik
inceleme, kiltiir ve PZR) degerlendirilmesi ¢alismamizin diger bir amacidir. Son olarak
Blastocystis enfeksiyonu ve klinik bulgular arasindaki iliskinin retrospektif olarak

degerlendirmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarih¢e ve Simiflandirma

Literatiirde daha eski donemlere ait bazi1 kayitlar olmakla birlikte Blastocystis, bilimsel
olarak ilk kez 1911 yilinda, patojen olmayan bir maya tiirii veya dejenere olmus bir protozoon
Kisti olarak Alexeieff tarafindan tanimlanmig olup B. enterocola olarak isimlendirilmistir. O
yillarda sigan, kobay, tavuk, siiriingen ve siiliiklerden Blastocystis izole edilmistir (Zierdt,
1991). Arastirmacilar Blastocystis {izerine ayrintili morfolojik gézlemler yapmis, ayni
zamanda basit bir yasam dongiisii de ortaya koymustur (Stenzel ve Boreham, 1996).
Taksonomik olarak Schizosaccharomyces grubuna yerlestirilen Blastocystis, izole edildigi
konaklara gore farkli sekillerde isimlendirilmistir. Bu yaklagimin temelinde, farkli konaklarda
yerlesen farkli Blastocystis tiirlerinin bulundugu fikri yatmakta olup insanlardan elde edilen
izolatlarin B. hominis olarak adlandirilmasi 6nerilmistir (Zierdt, 1973). Ancak Blastocystis’in
izole edildigi konaga (B. ratti, B. anseri vb.) gore isimlendirilmesinin konak 6zgiilliigii, hiicre
biyolojisi ve patojenite gibi konularda karmasaya neden oldugu bildirilmistir (Chen ve ark,
1997). Blastocystis’in mantar olarak disiiniilmesinin nedeni taze diski O6rneklerinde
cekirdeklerinin goriilmemesi, mantarlar gibi seffaf bir goriiniime sahip olmasi, amipler gibi
yalanct ayaklarinin olmamasi, kist formunun gosterilememesi, hareketsiz olmasi ve
protozoonlara gore boyutlarinin ¢ok daha fazla degiskenlik gostermesi olarak bildirilmistir.
Aslinda basit ikiye bolinme seklinde olan cogalmasi da arastirmacilar tarafindan
tomurcuklanma olarak algilanmistir (Zierdt, 1991). Blastocystis’in protozoon olarak
tanimlanmasi, Zierdt’in 1967 yilindaki morfolojik ve fizyolojik ¢alismalart sonucunda
gerceklesmistir. Bu gozlemler: bir veya daha fazla g¢ekirdeginin olmasi, diiz ve graniilli
endoplazmik retikuluma, golgiye sahip olmasi, mantar besiyerlerinde ¢ogalmamasi, anti-
fungal ilaglara duyarsiz olmasinda karsin anti-protozoal ilaglara duyarlilik gostermesi olarak
bildirilmistir (Zierdt ve ark, 1967). Elektron mikroskobu ile 1990’1 yillardaki ¢aligmalarda
ultra-yapisal 6zellikleri incelenmis ve hiicre duvarinin olmadigi bildirilmistir. Arastirmacilar
Blastocystis’i dnce Sporozoa alt-filumuna daha sonra da Sarcodina grubuna yerlestirmistir
(Zierdt, 1991). Blastocystis’in taksonomik siiflandirmasi ilk tanimlandig yillarda tartismali

bir konu olup arastirmacilar arasinda bir fikir birliginin olmadig1 goriilmektedir. Bunun



temelinde de molekiiller yontemlerin heniiz yeterince yaygin olmamasi nedeniyle
siniflandirmanin morfolojik ve fizyolojik gdzlemlerle sinirli kalmasi gosterilmektedir.
Blastocystis’in gercek taksonomik pozisyonu 1989 yilinda baslayan molekiiler
filogenetik analizler ile miimkiin olmustur. Blastocystis kiigiik-alt iinite ribozomal RNA
kodlayan gen (SSU-rRNA) kismi olarak ¢ogaltilarak dizilenmistir. Dizi analizi sonucu
Blastocystis’in maya, kiif, Sarcodine veya Sporozoa ile ayni grupta yer almadig bildirilmistir
(Johnson ve ark, 1989). Bu bulguyu destekler nitelikteki sonraki bir ¢alismada, Silberman ve
ark (1996) SSU-rDNA geninin tamamimi dizilemis ve filogenetik analiz sonucu
Blastocystis’in Stramenopiles (Heterokonta) grubunda yer almasi gerektigi bildirilmistir.
Arisue ve ark (2002) tarafindan SSU-rDNA, sitozolik-tip 70-kDa 1s1 sok proteini, translasyon
uzama faktorii 2, vakoular ATPaz enziminin non-katalitik B alt iinite kodlayan genleri
dizilenerek filogenetik analiz yapilmis ve Blastocystis’in  Stramenopile grubundan
Proteromonas lacerate’ ye yakin oldugu ortaya konulmustur. Ayrica uzama faktorii-1a (EF-
la) dizileri analiz edildiginde Blastocystis’in Trypanosoma, Euglena, Dictyosteliumve diger
Okaryotlardan daha 6nce evrimsel olarak ayrildigi ortaya konulmustur (Ho ve ark, 2000).
Diger stramenopillerden farkli olarak Blastocystis’in herhangi bir formunda kamgi
bulunmamakta ve dolayisiyla hareketsiz olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle Blastocystis
i¢in yeni bir sinif olusturulmus ve bu sinifa Blastocystea adi verilmistir. Blastocystis’in giincel
smiflandirmasi agsagidaki sekilde bildirilmistir (Cavalier-Smith, 1998; Tan, 2008).

Sinif Blastocystea
Subphylum Opalinata
Infrakingdom Heterokonta
Subkingdom Chromobiota
Kingdom Chromista
2.2. Morfoloji

Blastocystis oldukga polimorfik bir mikroorganizma olup literatiirde genel olarak:
vakuoler, graniiler, ameboid ve kist formlar1 olmak iizere dort farklt morfolojik formu

tamimlanmustir (Tan ve ark, 2002). Isik mikroskobuyla elde edilebilen bulgular Blastocystis
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morfolojisinin  anlasilmasinda olduk¢a siirli  kalmis olup arastirmalarda elektron
mikroskobunun kullanilmasi ile Blastocystis’in morfolojisi, hiicre biyolojisi ve yasam
dongiisii konusunda yeni bilgilerin elde edilmesi miimkiin olmustur. In vitro ve in vivo
calismalarda ozmotik basing, ilaglar ve metabolizma gibi faktorlerin Blastocystis’in
morfolojisini degistirdigi gozlenmistir. Blastocystis’de gézlenen morfolojik degisimler taniy1
zorlagtirmasi nedeniyle ayrica da bir 6nem tasimaktadir (Stenzel ve Boreham, 1996). Bunun
yan1 sira Blastocystis formlarmin sadece morfolojik kriterlere gére yapilmasi yiiksek
genotipik varyasyonlar diistiniildiigiinde yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle formlara 6zgii
molekiiler belirteglerin tanimlanmasinin faydali olacag: bildirilmistir (Yamada ve Yoshikawa,
2012).

2.2.1. Vakuoler Form

Blastocystis’in en yaygin bilinen, tipik formu olan vakuoler form ayni zamanda
merkezi vakuol form olarak da bilinmektedir. Aksenik besiyerinde, ksenik s1vi besiyerinde ve
taze digki 6rneklerinde de en sik karsilasilan form oldugu bildirilmistir. Vakouler formun
boyutlar1 2-200 um arasinda degismekte olup ortalama 4-15 um olarak tanimlanmaktadir
(Tan, 2008).

Hiicrenin sitoplazmasi merkezi vakuol tarafindan kenara itilmis bir periferde yer
almaktadir. Cekirdek, golgi, mitokondri-benzer organelin (MLO) ve mikrotiibiillerin hiicre
sitoplazmasinin kalinlastigi alanda yer aldig: belirtilmektedir (Tan, 2008). Hiicre sitoplazmasi
merkezi vakuole dogru evajine olarak vezikiil-benzeri veya filament-benzeri yapilar
olusturabilmektedir. Genellikle ovoid sekilli olan MLO (0,5-2 pum) sitoplazmada ¢ekirdegin
yaninda yer almakta olup sayist bazi hiicrelerde yiizlere ulasabilmektedir. Organelde yer alan
kristalarin sekli tiibiiler, oval, vezikiiler veya halka seklinde olabilmektedir (Yarlett ve Tan,
2008). Blastocystis genellikle bir veya iki ¢ekirdek igerir, ancak ¢ok sayida g¢ekirdegi olan
izolatlar da gozlemlenebilir. Eger hiicre iki c¢ekirdekli ise her bir ¢ekirdegin hiicrenin karsi
kenarlarinda yer aldigi bildirilmistir. Blastocystis c¢ekirdegi sferik veya ovoidal olup hilal
seklindeki kromotin kiitlesinin genellikle ¢ekirdegin sonunda goriildiigii rapor edilmistir (Tan
ve ark, 2001).

Blastocystis’de hiicresel elemanlar karbonhidrat iceren bir ylizey tabakasi (fibriler
tabaka veya kapsiil) ile gevrelenmistir. Cassidy ve ark (1994) insan, maymun, domuz ve

tavuktan izole ettikleri Blastocystis izolatlarin1 elektron mikroskobu ile incelediklerinde
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protozoonun etrafin1 ¢evreleyen fibriler bir yapinin bulundugunu ve kalinligimin izolatlar
arasinda farklilik gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica yeni izole edilmis Blastocystis lerde bu
tabaka genellikle kalin olmakla birlikte, laboratuvar kiiltiirlerinde giderek inceledigi rapor
edilmistir (Tan, 2008). Blastocystis’i ¢evreleyen bu fibriler yapmnin islevinin bakterileri
yakalamak ve ozmotik soklardan paraziti korumak oldugu diisiiniilmektedir (Zaman ve ark,
1995).

Blastocystis’de en sik gbzlenen hiicresel yapi olan merkezi vakuoliin islevi tam olarak
bilinmemekle birlikte merkezi vakuol iginde kolesterol bulundugu filipin indikatorii ile
gosterilmistir. Arastirmacilar bu yapmnin karbonhidrat ve yag deposu olarak hiicre
biiyiimesinde ve boliinmesinde kullanildigini 6ne siirmiislerdir (Yoshikawa ve Hayakawa,
1996). Daha sonra yapilan bir ¢alismada ise merkezi vakuoliin programli hiicre 6limii
sirasinda ortaya c¢ikan apoptotik cisimciklerin depolanmasinda ve hiicre disina salinmasinda

rolii olabilecegi bildirilmistir (Nasirudeen ve ark, 2001).

2.2.2. Graniiler Form

Graniiler form morfolojik olarak vakuoler forma olduk¢a benzer bir yapida olup
merkezi vakuolde yer alan ¢ok sayidaki graniile yapi nedeniyle ayri bir form olarak
tanimlanmustir. Blastocystis’ in bu formuna aksenik olmayan besiyerlerinde, uzun siire devam
ettirilen kiiltiirlerde ve antibiyotik eklenmis besiyerlerinde daha sik rastlanmaktadir (Yamada
ve Yoshikawa, 2012). Graniiler form vakuoler formdan daha biiyiik olup (ortalama: 15-25
um), biytikliigiiniin de 3-80 um arasinda degistigi bildirilmistir. Organeller vakouler formda
oldugu gibi periferal yerlesimli olup merkezi vakuoliin igine dagilmis halde graniiler materyal
bulunmaktadir (Tan, 2004). Miyelin-benzeri inkliizyonlarin, kii¢iik vezikiillerin, Kristalin
graniillerinin ve yag damlaciklarinin graniillii gériiniimii olusturdugu rapor edilmistir (Dunn

ve ark, 1989).

2.2.3. Amoeboid Form

Amoeboid form Blastocystis’in nadir goriilen formlarindan biri olup genellikle
antibiyotik eklenmis veya uzun siire devam ettirilmis besiyerlerinde gézlenmektedir. Ayrica

nadiren de olsa taze diski oneklerinde ameboid formlara rastlanabilmektedir. Bu form 2,6-15
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um boyutlarinda olup belirli bir hiicre sekline sahip degildir. Psddopod benzeri sitoplazmik
cikintilar1 olmasia karsin hareketsizdir (Tan, 2008). Isik mikroskopu ve TEM ile yapilan
mikroskopik incelemeler sonucu ameboid formda merkezi vakuoliin bulundugu ayrica yalanci
ayak benzeri sitoplazmik uzantilarda ¢ok sayida golgi ve MLO’nun yer aldig1 bildirilmistir
(Tan ve ark, 2001). Ameboid formda gozlenen bu organeller aktif bir form olduguna kanit
olarak gosterilmektedir. Ameboid formdaki yalanci ayak benzeri yapilarin amiplerde oldugu
gibi hareket i¢in kullanilmadigi ancak bakteri fagositozunda rol oynadigi bildirilmistir
(Boreham ve Stenzel, 1993).

2.2.4 Kist Formu

Blastocystis formlari arasinda en son tanimlanan sekil olan kist formu, diger formlara
gore daha kiiciik boyutlarda (2-5 um) olup kiiresel veya oval bir goriiniime sahiptir. Ayrica
diger formlarin aksine in vitro kiiltiirlerde kist formuna ¢ok daha nadiren rastlanmaktadir
(Tan, 2008). Kist formunun ¢ok katli bir kist duvarina sahip oldugu, buna ek olarak bazi
orneklerde kist ylizeyinde ayrica gevsek ve kirilgan bir tabakanin da bulunabilecegi
bildirilmistir (Zaman ve ark, 1995). Kist sitoplazmasinin olduk¢a yogun bir yapida oldugu, bir
ile dort arasinda degisen sayida c¢ekirdek, cok sayida MLO ve lipit/glikojen vakuolleri i¢erdigi
gosterilmistir (Abou ve Negm, 2001; Tan, 2008).

Kist formunun 25°C sicaklikta bir aydan, +4°C’de sicaklikta iki aydan fazla siireyle
canli kalabildigi ve klorlamaya kars1 direncli oldugu rapor edilmistir (Zaki ve ark, 1996).
Ayrica kist formunun Blastocystis’in fekal-oral yolla bulagindan sorumlu oldugu hayvan

deneyleri ile gosterilmistir (Yoshikawa ve ark, 2004a).

2.2.5. Avakuoler ve Multivakuoler Form

Blastocystis’in yaygin bilinen dort formunun yani sira az sayidaki arastirmada
avakuoler (merkezi vakouolii olmayan) ve multivakuoler (birden fazla kiigiik vakuol igeren)
formlar da tanimlanmistir. Bu kiigiik formlar (5-8um) taze diski 6rneklerindeki Blastocystis
izolatlarinin transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile incelenmesi sonucu ortaya

konulmustur (Yamada ve Yoshikawa, 2012). Bu formlarin Blastocystis’in in vivo,



bagirsaktaki sekilleri oldugu iddia edilmis olsa da bu bilginin tatmin edici olmaktan oldukca
uzak oldugu ifade edilmektedir (Stenzel ve Boreham, 1996).

2.3. Biyoloji

Blastocystis; memeliler, kuslar, siiriingenler, amfibiler ve bocekler de dahil olmak
tizere ¢esitli canli tiirlerinin diski 6rneklerinde saptanmistir. Blastocystis’in diisiik konak
Ozgulligiine sahip oldugu ve zoonotik bulagin miimkiin oldugu bildirilmistir (Parkar ve ark,
2007). Alt tiplerin belirlendigi ¢alismalarda zoonotik gegisin miimkiin oldugu gosterilmis
olup yine alt tiplerle konak 06zgiilliigli arasinda bir iliskinin varligi da bir¢ok arastirmaci
tarafindan gosterilmistir (Wawrzyniak ve ark, 2013).

Blastocystis esas olarak bagirsak liimeninde veya mukozal kenarinda lokalize oldugu
ve bu bolgelerden miisin salinimin artirdigi bildirilmektedir. Bagirsak epiteline yapigmis gibi
goriinmesine karsin dokulara invaze olmadan besin pargalarini sindirdigi rapor edilmektedir
(Fayer ve ark, 2014; Ajjampur ve Tan, 2016). Blastocystis' in graniiler ve vakuoler formlari
¢ogunlukla ¢ekumda bulunmakta iken Kistlerin daha ¢ok kolonda gozlendigi ifade
edilmektedir. Bununla birlikte kemirgen calismalarindan elde edilen verilere gore ileum,
jejunum ve midede de kist digindaki formlarin goriildiigii bildirilmistir (Ajjampur ve Tan,
2016). Ameboid formlarin i¢inde bakteri ve bakteri kalintilarinin varligi gésterilmis olup bu
nedenle ameboid formun beslenen ve aktif bir sekil oldugu disiiniilmektedir (Tan, 2008).
Blastocystis’in en bilinen morfolojik yapist olan merkezi vakuoliin beslenme, besin depolama
ve apoptozda rol oynadigi bildirilmistir. Ayrica, sistein proteazlar i¢in bir depo gorevi yapiyor
olabilecegi de ifade edilmektedir (Puthia ve ark, 2008).Ge¢miste vakuoler formda iiremeyle
iligkili graniillerin varligin1 6ngdren bazi ¢aligmalar olmasina karsin sonraki donemlerde bu
bulguyu destekler nitelikte yeni veriler elde edilmemistir. Bu yapilarin elektron yogunluklu
inkliizyonlar oldugu ileri siiriilmektedir (Tan, 2008).

Blastocystis’de hem genomik hem de organel DNA’s1 (MLO'larda) bulunmakta olup
giintimiize kadar iki farkli Blastocystis alt tipinin (ST7 ve ST4) genomu dizilenmistir
(Denoeud ve ark, 2011; Wawrzyniak, 2015). Darbeli alan jel elektroforezi ile Blastocystis’in
toplam on bes kromozomu tanimlanmustir. {lk dizilenen Blastocystis genomu olan ST7 alt
tipinde, genomun biiyiik kisminin dublike gen bloklarindan olustugu ve 18,8 Mb biiyiikliikte
bir genoma sahip oldugu (stramenopiller arasinda en kiigiik) bildirilmistir. Blastocystis

genomu, kisa intronlar ve intergenik bolgelere sahip, tim genomun yaklasik %42'sini
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kapsayan yaklagik 6000 tahmini protein kodlayici gen igerdigi belirtilmektedir. Blastocystis
genomunda proteazlar, proteaz inhibitorleri, immiinofilinler ve glikosil-transferazlar da dahil
olmak tizere birkag tahmini salgi proteinini kodlayan genlerin varligi gosterilmistir. Bu
proteinlerin konagin fizyolojisi tizerine etkili oldugu, viriilans faktorii olarak gorev aldigi veya
Blastocystis  kolonizasyonu i¢in uygun ortami olusturmak gibi gorevleri oldugu
diistiniilmektedir. Blastocystis’in ayrica kendi metabolizmasindan veya konak bagisiklik
sisteminden kaynaklanan oksidatif hasardan korunmak igin bazi enzimatik sistemlere sahip
oldugu belirtilmektedir. Buna ek olarak, Blastocystis'in konak glikoproteinleri indirgemek igin
hidroliz enzimleri irettigi ve bagirsaktaki sindirim iriinlerini besin olarak kullandig: ileri
striilmektedir (Denoeud ve ark, 2011). Blastocystis ST4 genomu, Blastocystis ST7
genomuyla karsilastirildiginda daha kiigiik boyutta oldugu ve daha az gen duplikasyonu
icerdigi bildirilmistir (Wawrzyniak ve ark, 2015).

Zorunlu anaerobik bir protozoan olan Blastocystis’in aerobik metabolizmaya sahip
ozellikler de tasidigi bildirilmistir (van der Giezen ve ark, 2005). Ornek olarak, mitokondri
benzeri organel (MLO) olarak adlandirilan organellerin varligi gosterilmektedir. Bu
organeller genom, krista ve trans-membran potansiyeli gibi bazi mitokondriyal yapilara
sahipken ilging bir sekilde sitokromlarinin bulundugu bildirilmektedir (Nasirudeen ve Tan,
2004; Yarlett ve Tan, 2008). Blastocystis’deki MLO yapisinin boceklerde yerlesen bir 6karyot
olan Nyctotherus ovalis’dekine benzer oldugu bildirilmistir (Stechmann ve ark, 2008). ST7,
ST1 ve ST4 MLO genomlart karsilastirildiginda genlerin biiyiik oOlclide ayni sirada
bulundugu, iki gen hari¢ tamaminda olduk¢ca korunmus bir sentez mekanizmasi
gbzlemlenmistir. Islevsel olarak bu organellerin mitokondri ve hidrojenozomlar (anaerobik
Okaryotlarda bulunan mitokondriye benzeri organel) arasinda bir spektrumda yer aldigi
diigiiniilmektedir. MLO'lar ATP iiretimine katilmakta ancak hidrojen iiretiminin oldugu,
hidrojenaz proteinlerine ragmen heniiz dogrulanmamistir (Jacob ve ark, 2016). Bu
organellerin  aminoasit metabolizmasinda, demir-siilfiir protein biyosentezinde ve
trikarboksilik asit dongiisiinde (TCA) rol aldiklart bildirilmistir (Tsaousis ve ark, 2014).
Ayrica, sukinat ve yag asitlerinin sentezi i¢in asetil CoA {ireticileri olarak islev gorebilecegi
rapor edilmistir. MLO ile iligkili apoptotik faktorler heniliz belirlenmemesine ragmen,
Blastocystis MLO'larinin apoptoz benzeri programlanmis hiicre 6liimiinde rol aldigi
diistinilmektedir (Lantsman ve ark, 2008). Keenan ve Zierdt (1994) aksenik kiiltiirde
yaptiklar1 ¢alismada Blastocystis’in birgok hiicresel lipidi de novo sentezleyebildigini ancak

bu islem i¢in serbest ve intakt kolesterol esterlerine ihtiya¢ duyduklarini bildirmistir.



Blastocystis’de apoptozisin temel morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin
bulundugu bildirilmistir. Isik, elektron ve flow sitometre ile yapilan gozlemler sonucunda
Blastocystis apoptozis sirasinda DNA’nin  yogunlagmasi, fragmentasyonu, sitoplazma
hacminin kii¢lilmesi, fosfotidilserin degisimi ve plazma zarimin biitlinliigiiniin bozulmasi
gbzlenmistir. Arastirmacilar sitotoksik monokolonal antikor kullandiklar1 ¢alisma sonucunda
ayrica merkezi vakuoliin apoptoziste olusan apoptotik cisimlerin depolanmasinda gorev
aldigin1 ortaya koymuslardir (Nasirudeen ve ark, 2001). Dhurga ve ark (2012) Blastocystis’in
anti-parazitik ilag¢ varlig1 veya aerobik ortam gibi olumsuz kosullarda apoptozise giderek canli
hiicre sayisini artirmay1 hedefleyen bir mekanizma gelistirdigini ve bu diren¢ mekanizmasinin
alt tiplere gore farklilik gosterdigini bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada da apoptozis
siirecindeki kaspaz aktivitesi ile semptomatik enfeksiyonlar arasinda bir iliski olabilecegi

bildirilmistir (Balakrishnan ve Kumar, 2014).

2.4. Yasam dongiisii

Blastocystis ile ilgili yeterince agiklanamayan konulardan biri yasam dongiisti olup
bircok laboratuvar hayvanindan izole edilebilmesine ragmen uygun hayvan modellerinin
gelistirilememesi bunun en temel nedeni olarak goriilmektedir (Tan, 2004). Yakin tarihte
yapilan bir caligmada hayvan modeli konusunda olduk¢a umut verici sonuglar elde
edilebilmistir. Arastirmacilar fareden fareye inokule ederek Blastocystis enfeksiyonun
stirekliligini saglayabilmis ve benzer histopatolojik bulgular elde ettiklerini bildirmislerdir
(Ajjampur ve ark, 2016).

[lk tammlandigi yillarda, Blastocystis’in otogami, tomurcuklanma, sizogoni,
plazmotomi ve endodiyogeni ile cogaldigi dngdriilmiis olmakla birlikte bu yaklasimlarin cogu
kabul gormemistir (Zierdt, 1991; Tan, 2008). Ayrica arastirmacilar 1s1k mikroskobuna
dayanan gozlemler ile vakuoler formun graniiler veya ameboid forma doniistiigiinii, graniiler
formun i¢inde tomurcuklanma ile yeni vakuoler formlarin ortaya ¢iktigini 6ne slirmiislerdir.
Singh ve ark (1995) yilinda farkli bir yasam dongiisiiniin olabilecegi fikrini ortaya atmis olup
ince ve kalin duvarh kistlerden bahsetmislerdir. Kalin duvarli kistlerin fekal-oral bulastan,
ince duvarli kistlerin ise oto-enfeksiyondan sorumlu oldugunu 6ne stirmiislerdir.

Glinlimiizde en yaygin kabul géren yasam dongiisii Tan ve ark (2004, 2008) tarafindan
bildirilen, kist formunun enfektif sekil olarak tanimlandigi model olup Sekil 2.1°de

verilmistir. Bu modele gore Blastocystis’in bulas1 kist formlar1 ile kontamine yiyecek veya
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sularin tiiketilmesiyle gerceklesmektedir. Ayrica direkt olarak insan-hayvan, hayvan-insan ve
insan-insan arasinda fekal-oral bulagin da miimkiin oldugu kabul edilmektedir (Popruk ve ark,
2013). Entamoeba histolytica'nin yasam dongiisiinde oldugu gibi ekskistasyon oncesi
Blastocystis Kistlerinde ¢ekirdek boliinmesi gergeklesmektedir (Chen ve ark, 1999).
Ekskistasyon sonrasi, kistlerden vakuoler formlar ortaya ¢ikmakta ve basit ikiye boliinme ile
cogalmaktadir. Bu asamada farkli ¢ogalma sekillerinin de miimkiin olabilecegi bildirilmistir
(Yamada ve Yoshikawa, 2012). Blastocystis’in trofik sekilleri olarak tanimlanan formlarin
(vakuolar, graniiler ve amoeboid) birbirlerine doniisebildikleri kabul edilmektedir. Son olarak,
Blastocystis’in enskistasyonunun kolonda gergeklestigi ifade edilmektedir (Tan, 2004; 2008).
Ozetle yeterli bilgiye halen sahip olmamakla birlikte, Blastocytis’in bulas yolunun
fekal-oral oldugu, bagirsakta basit ikiye boliinme ile ¢ogaldigi ve kist formunun enfektif sekil

oldugu kabul edilmektedir.
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2.5. Genetik Cesitlilik ve Alt tipler

Blastocystis izolatlar1 arasinda genetik farklilarin arastirilmasi literatiirde genis bir yer
tutmaktadir. Ilk  olarak karyotiplendirme ile sicanlardan, deniz yilanlarindan
kaplumbagalardan ve iguanalardan elde edilen Blastocystis izolatlarinda kromozom
farkliliklar1 darbeli alan jel elektroforezi (PFGE) ile incelenmistir (Teow ve ark, 1991; Singh
ve ark, 1995; Chen ve ark, 1997). Ancak Blastocystis izolatlar1 arasinda karyotipik
varyasyonun ¢ok yiiksek oldugu goriilmiis olup, kromozom yapisina gore bir tiir ayriminin
miimkiin olmadig: bildirilmistir (Carbajal ve ark, 1997). Arisue ve ark (2003) insan ve diger
canlilardan elde ettikleri 16 farkli Blastocystis izolatinda SSU rRNA kodlayan geni PZR ile
cogalttiktan sonra klonlayarak bu genin bir kismimi sekanslamiglardir. Filogenetik analiz
sonucu yedi farkli sekans paterni belirlenmis olup yiiksek derecede hetorejenite gosteren SSU
rRNA gen bolgesininin hedef alinarak farkli genotiplere 6zgli primerlerin tasarlanabilecegi
bildirilmistir. Ayrica farkli konaklardan elde edilen izolatlar arasindaki genetik homoloji,
Blastocystis’in konak spesifitesinin diisitk ve zoonotik Kkarakterli bir protozoon oldugunu
ortaya koymustur. Noel ve ark (2005) elongasyon faktorii 1 alfa (EF-1a) kodlayan genleri
daha 6nceden dizilenmis toplam 12 tane insan, sigan ve siirlingen Blastocystis izolatinda SSU
rRNA gen dizilerini elde etmis ve veri tabanlarindaki benzer diziler ile Bayesian yaklagimi ile
analiz etmistir. Arastirmacilar insanda kolonize olabilen ¢ok sayida zoonotik izolatin
bulundugunu ayrica insandan hayvanlara ve hayvanlardan insana bulagin da miimkiin
oldugunu bildirmislerdir.

Gilinimiizde SSU-rDNA analizine gore Blastocystis cinsinin en az 17 tane alt tip (ST)
olarak adlandirilan genotipi tanimlanmigtir. STI1-ST9 alt tipleri insan Orneklerinden izole
edilebilmis olup ST10-ST17 alt tipleri insan disindaki organizmalardan da izole edilmistir
(Stensvold, 2013a; Scanlan ve Stensvold, 2013). Ancak sonraki bir ¢alismada ST12’nin de
insan orneklerinden izole edildigi bildirilmistir (Ramirez ve ark, 2016). ST1-ST4 bildirilen
tim alt tiplerin %90'indan fazlasin1 olusturmaktadir ve bu dort alt tip, insanlarda diger
konaklara gére daha yaygin bildirilmistir. insan diginda bu dort alt tip kuslarda, domuzlarda,
sigirlarda, kopeklerde, sicanlarda ve insan-disi primatlardan izole edilmistir (Villanueva-
Garcia ve ark, 2017). Insandan elde edilen Blastocystis izolatlarinda en sik ST3’e rastlandig
bildirilmistir (Forsell, 2017). ST5 domuzlarda, ST6 ve ST7 kanatlilarda yaygin goriilmekte
olup ST8 sadece insan disindaki primatlardan izole edilmistir. ilging bir sekilde giiniimiize
kadar insan disinda bir organizmalardan ST9 izole edilememistir (Yoshikawa ve ark, 2016).

Insanda goriilebilen diger alt tipler ise ST5-ST9 olup diger alt tipler ST10-ST17 insan
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disindaki organizmalardan da izole edilmistir (Stensvold ve ark, 2009a; Stensvold, 2013a).
Diger yaygin alt tipler (ST1, ST2 ve ST4) disiik konak oOzgiilliige sahip olup ve
Blastocystis'in zoonotik alt tipleri olarak disiiniilmektedir (Parkar ve ark, 2010). Diinya
genelinde alt tiplerin de arastirildigr ¢ok sayida ¢alisma bulunmakta olup genel olarak ST1, 2
ve 3 iin kiiresel bir dagilim gdsterdigi ancak ST4’{in Avrupa ile sinirli kaldig: bildirilmektedir
(Stensvold ve Clark, 2016).

Blastocystis terminolojisini standardize etmek ve arastirmacilara kolaylik saglamak
tizere 2007 yilinda bir konsensiis olusturulmustur. Bu kapsamda SSU-rDNA dizileri temel
alarak memeli ve kus izolatlarinin bu konsensiis ¢ercevesinde tanimlanan dokuz alt tipten
biriyle adlandirilmasi fikri benimsenmistir. Ancak bu siniflandirma kemirgen, siiriingen,

amfibi ve bocekleri kapsamamaktadir (Stensvold ve ark, 2007a).

2.6. Patogenez

Son yillardaki in vitro ve in vivo hayvan g¢alismalari Blastocystis patogenezinin
anlasilmasina biiyiik katki saglamistir. Bu ¢alismalarin biiyiik kisminda bagirsak hiicre hatlari
Blastocystis ile birlikte inkiibe edilmis ve Blastocystis’in hiicrelere etkisi arastirilmistir
(Lawrence, 2014). Baz1 ¢alismalarda da Blastocystis salgisal proteinleri veya Blastocystis
lizatlar1 hiicre kiiltiirlerine eklenerek hiicrelere olan etkileri arastirilmistir. Genel olarak bu
arastirmalar sonucunda programli hiicre 6liimii, siki baglant1 proteinlerinin bozunumu,
gecirgenlikte artis, inflamatuar sitokinlerin indiiksiyonu ve indiiklenebilir nitrik oksit sentazin
(iNOS) regiilasyonu gozlenmistir (Puthia ve ark, 2006; Eida ve ark, 2008; Ajjampur ve Tan,
2016).

Blastocystis, sigan epitel hiicrelerinde apopitozu ve epitel bariyer fonksiyonunu kaspaz
bagimli ve temasa bagli olmayan mekanizma ile indiikledigi gosterilmistir. Bu calismada
ayrica Blastocystis'in F-aktinin yikimina ve aktin stres liflerinin olusumuna neden oldugu
bildirilmistir (Puthia ve ark, 2006). Baska bir ¢alismada, Blastocystis ve insan enterositleri
birlikte inkiibe edilmis ve Blastocystis’in kaspaz-3 ve kaspaz-9 araciligiyla epitelyal bariyer
fonksiyonunu ve ZO-1 organizasyonunu bozdugu saptanmistir. Bununla birlikte semptomatik
bir hastadan izole edilen ST7 izolat1 hiicrelerin apoptozunu indiiklerken, sigandan izole edilen
ST4 izolatinin benzer bir etki gostermedigi bildirilmistir (Wu ve ark, 2014). Ayrica,
Blastocystis sistein proteazlarinin rho-kinaza (ROCK) bagli bir mekanizma ile epitelyal

bariyer fonksiyonunu bozmaktadir (Mirza ve ark, 2012).
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Blastocystis'in bagisiklik sistemi mekanizmalari tizerine etkisinin arastirilmasi hem
Blastocystis’in patojenezi hem de konak-parazit etkilesiminin anlasilmasinda degerli bilgiler
ortaya koymustur (Tan ve ark, 2010). Blastocystis’de saptanan sistein proteazlarin salgisal
imiinoglobulin IgA'y1 parcaladigi, konagin nitrik oksit salgisini etkisizlestirdigi ve IL-8 gen
ekspresyonunu aktive ederek parazitin limendeki yasam siiresini uzattigi bildirilmektedir
(Puthia ve ark, 2005; 2008). Blastocystis enfeksiyonu olan kisilerde sik goriilen bir klinik
belirti olan tirtiker ile ilgili literatiirde ¢ok sayida olgu sunumu bulunmaktadir. Bagirsakta
yerlesen patojenler ¢esitli immiinolojik reaksiyonlar baslatmaktadir. Bu nedenle
Blastocystis'in kendisinin veya antijenlerinin bagirsak baglantili lenfoid doku homeostazini
etkileyebilecegi ve alerjik reaksiyonlara neden olabilecegi bildirilmektedir (Valsecchi ve ark,
2004). Blastocystis, makrofajlar basta olmak {izere konak immiin hiicrelerinde inflamatuvar
yolaklar1 aktive edebilmekte olup bazi sitokinleri(IL-1, IL-6,9 ve tiimor nekroz faktor alfayi
(TNF-a) indiikleyebilir (Lim ve ark, 2014). Ayrica, Blastocystis'in insanlarda bir bagisiklik
diizenleyici etkisi olabilecegi fikrini destekler nitelikteki bir ¢alismada Blastocystis enfekte
irritabl bagirsak sendromu (IBS) hastalarinda IL-8 diizeyinin yiiksek oldugu bildirilmistir
(Teo ve ark, 2014). Bir diger ¢alismada da 6zgiil ligandlar kullanilarak Blastocystis ile enfekte
IBS hastalarinda interlokin diizeyinde artis ve Toll Benzeri Reseptor (TLR) modiilasyonu
gosterilmistir (Ragavan ve ark, 2015).

Blastocystis enfeksiyonlarinda mukozal biyopsi orneklerinin patolojik incelemesi
sonucu birbirinden olduk¢a farkli sonuglar elde edilmistir. Semptomatik olgularin
degerlendirildigi bir ¢alismada, Blastocystis'in mukozaya invazyonu ve kolonda inflamasyon
bulgusu goriilmedigi rapor edilmistir (Zuckerman ve ark, 1994). Bazi eski calismalarda
Blastocystis’in lamina propriaya, sub-mukozaya ve hatta kas tabakasina invaze oldugu rapor
edilmis olsa da bu sonuglarin dikkatli olarak ele alinmasi gerektigi bildirilmistir. Ayrica bu
tarz caligmalarin Blastocystis'e 6zgii antikorlarin kullanildig: seroloji ile desteklenmesi, ksenik
kiltiirdeki mikroflora kontrollerinin gergeklestirilmesi, immiino-kimya veya immiinofloresans
gibi daha ileri yontemlerin kullanilarak yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Ajjampur ve Tan,
2016).

Blastocystis ST7'nin biitiin genomunu siraladiktan sonra, proteom ve sekrotom
analizleri yardimiyla patogenez hakkinda daha fazla bilgiye sahip olunabilmistir. Blastocystis
ST7 genom analizinde patogenez ile dogrudan iligkili olabilecek toplam 75 salgisal protein
tanmlanmistir. Bunlarin arasinda proteazlar, heksoz sindirim enzimleri, lektinler, glikosil

transferazlar ve proteaz inhibitorleri yer almaktadir (Denoeud ve ark, 2011).
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2.7. Klinik Bulgular

Blastocystis enfeksiyonlarin biiyiik kismi1 asemptomatik seyretmektedir (Boorom ve
ark, 2008; El Safadi ve ark, 2016; Stensvold ve Clark, 2016). Semptomatik Blastocystis
enfeksiyonlar1 ¢ok nadiren goriilmekte olup bu hastalarda akut veya kronik diyare, karin
agrisi, siskinlik, gaz, kusma, konstipasyon, mide bulantisi, kramplar, yorgunluk ve istahsizlik
gibi birgok non-spesifik semptomun gorildigi bildirilmistir (EI Shazly ve ark, 2005;
Graczyk ve ark, 2005; Alfellani ve ark, 2007; Boorom ve ark, 2008; Tan, 2008; Coyle ve ark,
2012; Salvador ve ark, 2016). Semptomatik olgularda en sik bildirilen gastrointestinal
semptomlar ishal ve karin agrist olup semptomlarin siddeti hafif, kronik karin agrisindan
siddetli, akut diyareye kadar degismektedir (Levy ve ark, 1996; Rossignol ve ark, 2005;
Gupta ve Parsi, 2006; Tan, 2008).

Blastocystis patojenitesi ve klinigi birgok faktdre bagli olarak agiklanmaya
calisilmigtir. Bunlarin basinda alt tipler, ameboid formun varlig1 ve parazit yiikii gelmektedir.
Ancak bu yaklagimlarin hi¢ birinde tatmin edici sonuglara ulasildigini sdylemek miimkiin
olmamaktadir (El Safadi ve ark, 2016; Wawrzyniak ve ark, 2013; Poirier ve ark, 2012). Alt tip
ve klinik bulgular arasinda ¢eligkili sonuglara ragmen genel olarak ST1, ST4 ve ST7
semptomlarla iligkili olarak rapor edilirken ST2 ve ST3 patojenik olmayan alt tipler olarak
rapor edilmistir (Mirza ve Tan, 2012).

Basta iirtiker olmak tizere bazi alerjik kutanéz lezyonlarin Blastocystis enfeksiyonu ile
iliskilendirildigi caligmalar bulunmaktadir (Vogelberg ve ark, 2010; Hameed ve ark, 2011).
Ayrica bazi olgu sunumu olarak yayinlanan arastirmalarda, ilag tedavisi ile Blastocystis yok
edildikten sonra dermatolojik semptomlarin ortadan kalktigi bildirilmistir (Biedermann ve
ark, 2002; Valsecchi ve ark, 2004). Bunlara ek olarak Blastocystis ile enfekte olgularda ¢ok
nadiren de olsa fekal 16kosit, eozinofili, hipoalbiiminemi, anasarka, toksik megakolon ve
anjioddem goriildiigiinii bildiren bazi yaynlarda literatiirde yer almaktadir (Nassir ve ark,
2004; Micheloud ve ark, 2007; Tan, 2008).

Kronik gastrointestinal ve fonksiyonel bir bagirsak hastaligi olan IBS'de
Blastocystis'in rolii 6nemli bir arastirma konusu olmakla birlikte mevcut sonuglar yeterince
aciklayict bulunmamaktadir (Yakoob ve ark, 2010; Poirier ve ark, 2012; Scanlan ve ark,
2014). Son arastirmalar intestinal mikrobiyota g6z oniinde bulundurulmadiginda Blastocystis
ve IBS arasindaki iliskini agiklanmasinin imkansiz oldugunu ortaya koymaktadir (Poirier ve
ark, 2012; Stensvold ve Clark, 2016). Arastirmacilar kronik bagirsak hastaliklarinda degisen

intestinal flora nedeniyle ortamin Blastocystis'in gogalmasini destekleyen veya desteklemeyen
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bir hale gelebilecegi 6ne siiriilmiistiir (Audebert ve ark, 2016; Nagel ve ark, 2016; Stensvold
ve Clark, 2016). Retrospektif bir calismada meta-genomik analiz sonucu Blastocystis'in
iilseratif kolitli (UK) hastalarda %20,3 goriilmesine karsin Crohn hastalarinda saptanmadig
tespit edilmistir (Andersen ve ark, 2015).

Insan immiinyetmezlik viriisii (HIV) ile enfekte kisiler, kazanilmis immiin yetmezlik
sendromu (AIDS) hastalari, kanser hastalar1 ve organ nakli olan hastalar gibi immiin-sistemi
baskilanmis hasta gruplarinda Blastocystis’in firsatg1 bir patojen olabilecegi one siirtilmiistiir
(Rao ve ark, 2003; Tan, 2010; Roberts ve ark, 2014a). Ayrica bu hasta gruplarinda
Blastocystis tanisinin daha giivenilir yontemlerle konulmasi gerektigi bildirilmistir. Bunlara
ek olarak kemoterapi siiresi ve Blastocystis pozitifligi arasinda anlamli bir iliski bulundugu
bildirilmistir (Chandramathi ve ark, 2012; Yersal ve ark, 2016).

Genel olarak, Blastocystis’in klinik ozellikleri ve patojenitesi ile ilgili ¢aligmalarda
bazi sinirlamalar oldugu bildirilmistir. Bu sinirlamalar: digki 6rneklerinin direkt mikroskopi
gibi duyarsiz yontemlerle degerlendirilmesi, arastirmalarda olast diger patojenlerin goz
ontinde bulundurulmamasi ve kontrol gruplarinin olmamasi olarak siralanmaktadir (Doyle ve
ark, 1990; Tan, 2008; Stensvold ve ark, 2009b; Stensvold ve Clark 2016). Mevcut ¢alismalar
hakkindaki bir bagka kisitlamanin da semptomatik gruplarda oldugu bildirilmistir. Bu
gruplarda yapilan c¢alismalarda genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanilmasi sadece
Blastocystis'i degil ayn1 zamanda diger mikroorganizmalart da etkilemekte veya yok
etmektedir. Bu nedenle antibiyotik tedavisi semptomlarda gozlenen gerilemenin yalnizca
Blastocystis eradikasyonuna baglanmasinin dogru bir yaklasim olmayacagi diisiiniilmektedir
(Ok ve ark, 1999; Lucia ve ark, 2007; Tan, 2010).

Sonug olarak, giiniimiizde Blastocystis'in kommensal yasayan bir mikroorganizma mi
yoksa firsatg1 bir patojen mi olduguna karar vermek heniiz miimkiin gériilmemektedir (Parija
ve Jeremiah, 2013; Scanlan ve ark, 2014). Blastocystis enfeksiyonlarinda ortaya ¢ikan klinik
bulgular1 ve Blastocystis’in patojenitesi ¢ok faktorlii bir fenomen olarak diistiniilmesi
gerektigi bildirilmektedir (Stensvold ve Clark, 2016). Bu muhtemel faktorler Blastocystis alt
tipi, Blastocystis yogunlugu, intestinal flora, konagmn bagisiklik sistemi, konagi beslenme
durumu ve Blastocystis’e eslik edebilecek diger enfeksiyonlar olarak bildirilmistir (Tan, 2008;
Tan, 2010; Andersen ve ark, 2015; Stensvold ve Clark, 2016).
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2.8. Tam

Blastocystis enfeksiyonlarinda bildirilen semptomlarin spesifikolmamasi nedeniyle
klinik tanmin imkansiz goriilmektedir. Bu nedenle, Blastocystis’in tanis1 basta diski
orneklerinde veya kiiltiirde Blastocystis’in saptanmasina yonelik laboratuvar teknikleri ile
yapilmaktadir. Ayrica diski 6rneklerinde Blastocystis DNA’s1 veya antijenlerinin tespiti de
tanida tercih edilen diger yontemler olarak bildirilmektedir. Giiniimiizde gelismis tan
yontemlerine ulagsmak daha kolay olmasina karsin bir¢ok laboratuvarda Blastocystis
enfeksiyonunun tanisi direk mikroskopi gibi duyarlilig1 diisiik yontemlerle yapilmakta oldugu
icin yanlis pozitif ve negatif sonuglar verilmektedir. Ayrica Blastocystis patojenitesinin
tartigmali olmasi nedeniyle Blastocystis tan1 veya bildiriminin genellikle goz ardi edildigi
bildirilmistir (Stensvold ve ark, 2007b; Stensvold ve Clark, 2016).

2.8.1. Direkt Mikroskobik inceleme

Direkt mikroskopi, kolay uygulanabilir ve maliyeti diisiik oldugu i¢in rutin
laboratuvarinda Blastocystis tanisi igin en yaygin kullanilan yontemlerin basinda gelmektedir
(Stensvold ve ark, 2007b; Tan, 2008). Nativ-ligol inceleme olarak da adlandirilan bu
yontemde temiz bir lamin bir kdsesine serum fizyolojik (%0,9 NaCl) diger kosesine de liigol
¢oOzeltisi damlatilmakta ve taze diski 6rnegi ile karistirildiktan sonra 151k mikroskobu altinda
Blastocystis varligi arastirilmaktadir. Bu yontemin baslica kisithiliklart su  sekilde
bildirilmisgtir: (i) kii¢iik boyutlar1 nedeniyle kist formlarmin gézden kagirilmasi, (ii) kullanilan
ilaglara bagli olarak Blastocystis morfolojisinin bozulmasi ve (iii) maya, Cyclospora sp.,
makrofajlar, notrofiller ve yag globiilleri ile Blastocytis’in karistirilmas1 (Wawrzyniak ve ark,
2013, Parija ve Jeremiah, 2013). Ayrica, hangi esik degerinin iizerinde (> 5 hiicre, bir 40X
objektif alaninda) Blastocystis’in raporlandirilacagi konusunda goriis birliginin bulunmamasi
da sonuclarin giivenirliligini azaltmaktadir (Stensvol ve Clark, 2016) Diger bagirsak
parazitlerinde oldugu gibi Blastocystis'in diskiyla atilimmin diizenli olmadigi bu nedenle
ardigik giinlerde ti¢ digk1 6rneginin incelenmesi gerektigi bildirilmistir (Vennila ve ark, 1999;
Tan, 2008; Bart ve ark, 2013). Digskinin direkt mikroskobik incelemesinde en sik 5-8 pum
arasinda degigsen boyutlardaki vakuoler forma rastlandigi ancak enfekte olgular1 yakalamak

adina kiiciik boyutlardaki kist formunun da aranmasinin énemli oldugu bildirilmistir.
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Rutin laboratuvarlarinda, nativ-liigol incelemenin yani sira daha duyarli bir metod
oldugu icin trikrom ile kalici boyamalarin yapilmasi tavsiye edilmektedir (Tan, 2008).
Trikrom boyasinin disinda diski yaymalarinin boyanmasinda demir hematoksilen, giemsa,
field ve wright boyalarinin da basari ile kullanildig: bildirilmistir (Stenzel ve Boreham, 1996).
Diski1 orneklerinde direkt mikroskopi (nativ, liigol ve kalict boyama) yonteminin c¢evresel
orneklerde, insan disindaki konaklarda ve gida kaynaklarinda Blastocystis aranmasi i¢in daha

uygun bir yontem oldugu bildirilmistir (Londono-Franco ve ark, 2014).

2.8.2. Coklastirma Y déntemleri

Intestinal ~parazitlerin tanisinda  siklikla  kullanilan  ¢oklastirma  ydntemleri,
Blastocystis’in tanisinda da kullanilmig ancak santrifiij asamasinda Blastocystis’in kirilgan
formlarmin (vakuoler, multivakuoler ve graniiler) pargaladigimi bildirilmistir. Birgok
caligmada ¢oklagtirma yontemlerinin Blastocystis tanisinda yetersiz kaldigini rapor etmistir
(Stensvold ve ark, 2007b). Ornegin bir calismada kiiltiir yontemiyle diski &rneklerinin
%11,5’inde Blastocystis saptanmis iken formalin eter konsantrasyon teknigi (FECT)
yontemiyle Blastocystis pozitifligi %3,5 olarak bulunmustur (Rene ve ark, 2009). Genel
olarak direkt mikroskopi ve FECT yontemleri diisik duyarliliklari nedeniyle Blastocystis
tanisinda gilivenilir yontemler olarak kabul edilmemektedir (Stensvold ve ark, 2007b; Rene ve
ark, 2009; Wawrzyniak ve ark, 2013).

2.8.3. Kiiltiir Yontemleri

Blastocystis tanisinda diisiik maliyeti ve kolay hazirlanmasi nedeniyle en ¢ok Jones
besiyeri tercih edilmektedir. Bunun yani sira Robinson ve LYGM (TYSGM modifikasyonu)
besiyerlerinde de Blastocystis rahatlikla gogaltilabilmektedir (Stensvold ve Clark, 2016).
Yapilan caligmalarda Kkiiltiir yonteminin FECT ve direkt mikroskobiden daha duyarl
oldugunu bildirmistir (Leelayoova ve ark, 2002; Ertug ve ark, 2015; Coskun ve ark, 2016).
Benzer sekilde Suresh ve Smith (2004) de direkt mikroskobide Blastocystis goremedikleri
diski orneklerinde ksenik in vitro kiiltiirde (XIVC) tireme goriildiiglini bildirmistir. Kiiltiir
yontemi zaman alict bir yontem olup sonuglarin degerlendirmesi i¢in en az 2-3 giin

beklenmesi gerekmektedir. Ayrica birden fazla genotiple enfekte olgularda diski 6rnekleri
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kiiltiire edildiginde baz1 genotiplerin kiiltiirde daha hizli ¢ogaldig1 ve devam eden pasajlarda
baskin hale gelebildigi bildirilmistir (Tan, 2008; Roberts ve ark, 2014a). Benzer bir durum
aksenik kiltiirler i¢inde gegerli goriinmektedir. Blastocystis izolatlarinin alt tipine gore
aksenik kiiltiirde rejenerasyon zamanlarinin farklilik gosterdigi rapor edilmistir (Parija ve
Jeremiah, 2013). Ayrica Blastocystis’in aksenik kiiltiirde jenerasyon zamaninin kullanilan
besiyerine bagl olarak 17-22 saat arasinda degistigi ancak ksenik kiiltiirden aksenik kiiltiire
gecis yapildiginda jenerasyon zamaninin kisaldigr (7-12 saat) bildirilmistir (Irtkov ve ark,
2009). Kiiltir yontemlerinin molekiiler epidemiyolojik arastirmalara ek olarak, genis
popiilasyonlarda Blastocystis prevelansinin arastirildigi ¢alismalarda kullanilmasiin faydali
oldugu rapor edilmistir (Stensvold, 2007b). Genel bir yaklasim olarak Blastocystis’in rutin

tanisinda kalic1 boyama yontemleri ve kiiltiir yontemlerinin birlikte kullanilmasinin en dogru

yaklagim olacag diisiiniilmektedir.

2.8.4. Seroloji Temelli Yontemler

Blastocystis enfeksiyonlarinda IgG and IgA antikor yanitinin goriildigi indirekt
floresan antikor testi (IFA) ve enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA) gosterilmistir. Ancak
giinlimiizde serolojik yoOntemler Blastocystis’in rutin tanisidna kullanilmaktan oldukga
uzaktir. Bunun nedenleri olarak: (i) konak immiin yaniti hakkinda yeterince bilgi sahibi
olunmamasi, (ii) Blastocystis’in ¢ok farkli morfolojik formlarinin olmasi, (iii) Blastocystis’in
cok sayida alt tipinin olmasi ve son olarak (iv) ylizey antijenik yapisinin izolatlar arasinda
biiyiik farklilik gostermesi sayilmaktadir (Tan, 2008). Bu kisitlamalara ragmen Ag-ELISA ve
IFA’nin tanida kullanilmasi yoniinde ¢alismalar devam etmektedir. Giiniimiizde ticari olarak
temin edilebilecek bazi tani kitleri bulunmaktadir: Blasto-Fluor (Antibodies Inc., Davis, CA,
ABD), coproELISA™ Blastocystis (Savyon Diagnostics, Ashdod, Israil) ve ParaFlor B
(Boulder Diagnostics, Boulder, CO, ABD). Ancak bu kitlerin tanisal degeri az sayida drnek
tizerinde ¢aligildigr igin sonuglarin heniiz yeterli olmadig bildirilmistir (Stensvold ve Clark,
2016). Ayrica Blastocystis izolatlarindaki genetik varyasyonun goz oOniine alinmadigi
serolojik calismalar yetersiz olarak goriilmektedir (Nagel ve ark, 2015; Stensvold ve Clark,
2016).
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2.8.5. Molekiiler Yontemler

Blastocystis tanisinda mikroskopi temelli yontemlerin duyarliliklarinin diisiik olmasi
arastirmacilart molekiiler yontemler gelistirmeye ve kullanmaya yoneltmistir (Leelayoova ve
ark, 2002; 2004). Polimeraz zincir reaksiyonu, Blastocystis rutin tanisinda 2006 yilindan bu
yana kullanilmaktadir. Bu yontemin %100 ozgiilliik gosterdigi, FECT’den daha duyarl
oldugu ve en az kiiltiir yontemi kadar duyarliliga sahip oldugu bildirilmistir (Stensvold ve
Clark, 2016). Birgok c¢alismada da diski orneklerinden izole edilen DNA o6rneklerinin
kullanildigi PZR yonteminin kiiltiirden, direkt mikroskopiden ve FECT’den daha yiiksek
duyarhilik gosterdigi bildirilmistir (Parkar ve ark, 2007; Roberts ve ark, 2011; Stensvold ve
Clark, 2016). Saklanmis digki 6rneklerinden galisabilmesi ¢oklastirma, kalici boyama ve
kiiltiir yonteminde oldugu gibi taze disk1 6rnegine ihtiyag duyulmamasi Blastocystis tanisinda
PZR’in avantajlarindan biri olarak bildirilmistir. Ayrica g¢oklagtirmada oldugu gibi fazla
ornege ihtiyac duyulmamasi yontemin bir diger avantaji olarak goriilmektedir. Kiiltiir ile
karsilastirildiginda PZR ile daha kisa siirede sonug¢ alinmaktadir. Yiiksek duyarlilik
gostermesine ragmen basta PZR olmak {izere molekiiler yontemler rutin Blastocystis
tanisindan ¢ok arastirma amaglh kullanilmaktadir. Geleneksel tan1 yontemlerine gore
maliyetinin yiiksek olmasi ve 6zel laboratuvar ekipmanlarina ihtiya¢ duyulmasi rutin tanida
tercih edilmemesinin nedenleri olarak goriilmektedir (Stensvold ve ark, 2007c). Digkidan
DNA izolasyonunda basariyla kullanilabilecek ¢ok sayida ticari kit olmakla birlikte bunlarin
performanslarinin degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Yoshikawa ve ark, 2011). Blastocystis
tanisinda molekiiler yontemlerin kullanilmas1 ayni1 zamanda mevcut geleneksel yontemlerin
yetersizliklerini de ortaya ¢ikartmistir. Gergek zamanl veya geleneksel PZR yontemleri ile
karsilagtirildiginda kiiltiiriin duyarlhiligi %52—%79, direkt mikrokobik yontemlerin duyarlilig
%82 olarak bildirilmistir (Stensvold ve ark, 2007b; Poirier ve ark, 2011; Stensvold ve ark,
2012; Stensvold ve Clark, 2016). IBS hastalarindan alinan kolon aspiratlarinda Blastocystis
varligiin farkli yontemlerle incelendigi bir calismada kiiltiir, direkt mikroskopi ve FECT ile
Blastocystis’e rastlanmadigi ancak PZR ile o6rneklerin %9,1’inde pozitiflik tespit edildigi
bildirilmistir (Ragavan ve ark, 2015). Polimeraz zincir reaksiyonunun Blastocystis tedavisi
sonrasi olgularin takibine olanak sagladigi rapor edilmistir (Stensvold ve Clark, 2016).
Bununla birlikte yiiksek duyarlilik ve segicilik gosteren gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonlar1 (RT-PZR) genellikle alt tiplerin bazilarina 6zgii olarak tasarlanabilmistir. Bu
nedenle tiim alt tiplerde ayni performansi gosterecek ve PZR inhibitdrlerini test etmeye

olanak saglayacak sekilde gelistirilmeleri gerektigi bildirilmistir (Stensvold ve Clark, 2016).
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2.9. Epidemiyoloji

Blastocystis diinya genelinde bir yayilim gostermekte olup hem semptomlu bireylerde
hem de saglikli bireylerde en sik saptanan protozoon olarak bildirilmektedir (Tan, 2008;
Stensvold ve ark, 2009c; Stensvold ve Clark, 2016). Kiiresel capta Blastocystis yayginliginin
anlagilmas1 konusunda karsilasilan zorluklarin basinda standardize edilmeyen birbirinden
farkli yontemlerin tanida kullanilmasi ve buna bagli olarak oldukga farkli sonuglar1 elde
edilmesi gosterilmektedir. Ayrica ¢alismalarda sinirli sayida ve dar bir alandan elde edilen
orneklerde Blastocystis aranmasi sonuglari karsilastirilamaz hale getirmektedir.

Diinya’nin farkl iilkelerinde yapilan ¢alismalara bakildiginda genel olarak gelismekte
olan ve gelismemis iilkelerde Blastocystis goriilme sikligmnin (%86,6 ve %100’e varan)
gelismis tilkelere (0,5-%24) gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Tan, 2008; Alfellani ve
ark, 2013a; El-safadi ve ark, 2014; Rebolla ve ark, 2016). Ornek olarak Malezya’da yapilan
calismada Noor Azian ve ark (2007) yaslar1 0-70 arasinda degisen 130 kisiden diski 6rnegi
toplamis ve 68’inde (%52,3) Blastocystis’e rastladigini bildirmistir. Bu ¢alismada Blastocystis
tanis1 kalic1 boyama yontemlerinden trikrom boyasi kullanilarak yapilmistir. Yine ayni iilkede
Suresh ve ark (2001) tarafindan yapilan ¢alisma da ise %14,9 oraninda Blastocystis’e
rastlandig1 bildirilmistir. Bu ¢alisma da ise trikrom boyasiin yanisira kiiltiir ve ¢oklastirma
yontemleri de kullanilmigtir. Yontemin disinda iki ¢alismada degerlendirilen populasyonlar
arasindaki sosyo-demogrofik farkin bu sonuglarin elde edilmesine neden olabilecegi
bildirilmistir. Genel olarak gelismekte olan ve gelismemis llkelerdeki yiiksek Blastocystis
goriilme sikliklart islenmemis sularin tiiketilmesi, hayvanlarla yakin temas, aile icinde
enfeksiyonun bulasi ve annenin egitin durumu ile iliskili bulunmustur (Abdulsalam ve ark,
2012; Osman ve ark, 2016; Ajjampur ve Tan, 2016). Tablo 2.1°de farkli iilkelerden bildirilen
Blastocystis goriilme sikliklar1 ve kullanilan yontemler verilmektedir. Ancak, bu tablodan da
anlasilacagi tizere birgok prevalans galismasinin verisi direkt mikroskopi ve FECT gibi diisiik
duyarliliga sahip yontemler ile yapilmistir (Suresh ve ark, 2004). Bu nedenle Blastocystis
goriilme sikliklar1 ayni bolgede farkli zamanlarda yapilan ¢aligsmalarda bile oldukga biiylik
farklilik gostermektedir (Stensvold ve ark, 2013a).

Yapilan prevalans c¢alismalarinda ¢ok sayida gevresel ve kisisel faktoriin Blastocystis
goriilme sikligmi etkiledigi bildirilmistir. Aksini bildiren yaymlarda olmakla birlikte yas,
calisip ¢alismama durumu, uzun siire antibiyotik kullanimi, sosyo-ekonomik diizey, tropikal
bolgelere seyahat, hayvanlarla yakin temas, kdpek besleme, uygun olmayan su kaynaklarinin

kullamim1 ve Kkisisel hijyen Blastocystis goriilme sikhigi ile iliskili faktorler arasinda
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sayilmaktadir (Suresh ve ark, 2001; Su ve ark, 2009; Lu ve Sung, 2009; Parkar ve ark, 2010;
Abdulsalam ve ark, 2012; 2013; Belleza ve ark, 2015; Khoshnood ve ark, 2015; El safadi ve
ark, 2016). Bu faktorlerin disinda birgok ¢alismada cinsiyetin Blastocystis goriilme sikligi ile
iliskisinin olmadig1 bildirilmistir (Lu ve Sung, 2009; Khoshnood ve ark, 2015). Baz
calismalarda da Blastocystis’in yaz aylarinda kis aylarina gore daha sik gorildigi
bildirilmistir (Alfellani ve ark, 2007; El safadi ve ark, 2016).

Tablo 2.1. Bazi iilkelerden bildirilen Blastocystis yayginliklar

Ulke (Kaynak) Incelenen Ornek  Yontem Yayginhk (%)
sayisi

Fransa

(El Safadi ve ark, 2016) 788 DM ve PZR 18,1

Hollanda

(Bart ve ark, 2013) 442 DM ve PZR 24,2

Danimarka FECT, DM, PZR

(Stensvold ve ark, 2007b) 93 ve Kiiltiir 23

Ingiltere DM, Kiiltiir ve

(Suresh ve ark, 2004) 1000 FECT 3,9

Mozambik

(Meurs ve ark, 2017) 302 DM ve FECT 21

Kolombiya

(Ramirez ve ark, 2016) 2026 DM 12,6

Tirkiye

(Dogruman Al ve ark, 2009a) 203 Kiltiir 32,5

Singapur

(Wong ve ark, 2008) 276 Kiltiir 3

Filipinler

(Belleza ve ark, 2015) 1271 Kiltiir 12,9

Zambiya

(Graczyk ve ark, 2005) 93 DM 53,8

Katar

(Abu-Madi ve ark, 2015) 608 RT-PZR 71,1

Liibnan

(Osman ve ark, 2016) 249 PZR 63

DM: Direkt mikroskopi, FECT: Formol etil asetat ¢oklastirma yontemi, PZR: Polimeraz
zincir reaksiyonu, RT-PZR: Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
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2.10. Tedavi

Blastocystis ile enfekte olgularda tedavinin gerekli olup olmadig: tartismali konular
arasinda yer almaktadir (Tan, 2008). Bu tartismalarin nedeni olarak her hangi bir tedavi edici
ajan verilmedigi olgularda bile semptomlarin kendiliginden diizelmesi veya Blastocystis’in
kendiliginden yok olmasidir. Yapilan c¢aligmalarda Blastocystis enfekte olgularin %40-
%91,2‘sinde Blastocystis’in kendiliginden kayboldugu bildirilmistir (Stenzel ve Boreham,
1996; Stensvold ve ark, 2010; Dinleyici ve ark, 2011). Ancak Blastocystis enfekte olgularin
tedavi edilmemesi enfeksiyonun toplumda yayilmasina ve enfekte bireylerde eger varsa
semptomlarin devam etmesiyle sonu¢lanmaktadir (Roberts ve ark, 2014a). Blastocystis ile
enfekte olgularin tedavisi konusundaki genel yaklagim eger olgularda gastrointestinal
semptomlar varsa ve Blastocystis disinda patojen bir etken tanimlanmamissa tedaviye
baslanmasi seklinde bildirilmistir (Roberts 2014a, Sekar ve Shanthi, 2013). Bir diger yaklasim
da diskisinda az sayida Blastocystis saptanan ve asemptomatik seyreden olgularda tedaviye
gerek olmadigr seklinde ifade edilmektedir (Coyle ve ark, 2012).

Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica ve Trichomonas vaginalis gibi diger
anaerobik protozoon enfeksiyonlarinda oldugu gibi Blastocystis enfeksiyonlarinin tedavisinde
de diinya genelinde de ilk tercihin metronidazol oldugu bildirilmistir (Tan, 2008; Stensvold ve
ark, 2010; Roberts ve ark, 2014a). Ancak bir¢ok calismada metronidazoliin Blastocystis
enfeksyionlarmin tedavisinde yetersiz kaldigi ve kisitliklarinin oldugu bildirilmistir. Bu
kisithiliklar: (i) metronidazoliin Blastocystis tedavisinde etkinliginin ¢ok degisken olmasi (%0
-%100 etkinlik), (ii) metronidazoliin kullanim dozu ve siklig1 konusunda ortak bir yaklagimin
bulunmmamas1 ve (iii) alt tiplere gore degisen veya deZismeyen direng goriilmesi olarak
siralanmistir (Stensvold ve ark, 2010; Coyle ve ark, 2012; Sekar ve Shanthi, 2013). Burada
siralanan  kisithliklardan dolayr metronidazole alternatif ilaglar ve tedavi stratejileri
gelistirilmeye c¢alisilmistir. Bu amagla basta trimethoprim-sulfamethoksazol (TMP/SMX),
paramomisin ve nitazoksanid olmak tizere farkli ilag ve ila¢ kombinasyonlari: tinidazol,
ornidazol, seknidazol, ketokonazol, pentamidin, furazolidon, quinin, iyodoquinol,
iyodoklorhidroksiquin Blastocystis tedavisinde denenmistir (Sekar ve Shanthi, 2013). Ancak
bu calismalarda elde edilen veriler genellikle semptomatik (ishal veya kasinti) bir olgunun
tedavi edilmesine dayanmaktadir. Ayrica calismalarin bircogunda plasebo grubunun yer
almamasinin sonuglarin giivenirliligini azalttigr bildirilmistir (Coyle ve ark, 2012).

Blastocystis enfekte olgularin TMP/SMX ile tedavi edildigi iki ayri calismada

olgularin %22’sinde ve %97,3’linde tedavi sonrasi Blastocystis in digski orneklerinden
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kayboldugu bildirilmistir (Ok ve ark, 1999; Moghaddam ve ark, 2005). Plasebo kontrollii
yapilan bir ¢aligmada ise TMP/SMX tedavisi ile plasebo grubu arasinda bir farklilik olmadig:
gozlenmistir (Heyland ve ark, 2012). Retrospektif bir ¢alismada paromomisinin metronidazol
ve kliokinolden daha etkili oldugu bildirilmistir (van Hellemond J ve ark, 2013). Blastocystis
ile enfekte ishal sikayeti olan IBS hastalart TMP/SMX ve seknidazol (TAB) kombinasyonu
ile tedavi edildiginde olgularin %60’inda Blastocystis’in ortadan kaldirildigi bildirilmistir
(Nagel ve ark, 2014). Dinleyici ve ark (2011) probiyotik olarak kullanilan Saccharomyces
boulardii ‘nin metronidazolden daha yiiksek klinik tedavi basarisi (sirasiyla %94,4 ve %73,3)
gosterdigini rapor etmislerdir. Tablo 2.2°de birden fazla ilacin karsilastirilmali olarak
degerlendirildigi caligmalara yer verilmektedir. ilaglara ek olarak Tayland medikal bitkileri ve
sogan Oziitleri gibi baz1 geleneksel tip iriinlerinin de Blastocsytis tizerine degisen oranlarda
etkili oldugu in vitro galismalarda gosterilmistir (Sawangjaroen N ve Sawangjaroen K, 2005;
Sekar ve Shanthi, 2013; Abdel-Hafeez ve ark, 2016; Eida ve ark, 2016).

Tablo 2.2. Blastocystis tedavisinde karsilagtirmali ¢alismalar

flac veya kontrol (% Blastocystis eradikasyonu) Kaynak
(Heyland ve ark,
Metronidazol (44) TMP/SMX  (35) Plasebo (29) 2012)
(Moghaddam ve
Metronidazol (33) TMP/SMX  (22) ark, 2005)
Klioquinol  (van Hellemond
Metronidazol (38) Paromomisin (77) Plasebo (22) (38) ve ark, 2013)
(Dinleyici ve
Metronidazol (72) S. boulardii  (80) Plasebo (26) ark, 2011)
(Rossignol ve
Nitazoksanid (86) Plasebo (12) ark, 2005)

Yakin zamanda Blastocystis tedavisinde yaygin kullanilan ilaglarin (metronidazole,
iodoquinol, T{iglii kombinasyon: nitazoksanid, furazolidon ve seknidazol) degerlendirildigi
kapsamli bir ¢aligmada ilaglarin tamaminin etkisiz bulundugu bildirilmistir (Roberts ve ark,
2014Db). Baz1 ¢alismalarda ilaglarin etkisiz kalmasimin nedenleri olarak farkli Blastocystis alt
tiplerinin ilaglara olan tepkisinin farkli olabilecegi bildirilmistir (Mirza ve ark, 2011). Ayrica
kist formlarin ilaglara diger formlardan daha direngli olmasi nedeniyle ilaglarin etkisiz kaldigi
diistiniilmektedir (Zaman ve ark, 1995; Stensvold ve ark, 2010; Roberts ve ark, 2015).
Roberts ve ark (2014b) Blastocystis tedavisinde kullanilan toplam 12 ilacin etkisini In vitro
kiiltiirlerde dort farkl alt tip (ST1, ST3, ST4 ve ST8) kullanarak arastirmistir. Her bir alt tipin
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metronidazole, paromomisin ve tiglii tedaviye (nitazoksanid, furazolidon ve seknidazol) karsi
cok diisiik duyarlilik gosterdigini bildirmislerdir.

Ozetle giiniimiizde Blastocystis eradikasyonu igin uygun bir stratejiye sahip
olmadigimiz ve yeni ilag veya ilag kombinasyonlarinin gelistirilmesini gerekli oldugu
goriilmektedir (Coyle ve ark, 2012; Stensvold ve Clark 2016). Gegtigimiz yillarda anti-
mikrobiyal duyarlilik testlerinde molekiiler yontemlerin kullanilmasi ilag direncinin daha iyi
anlasilmasina imkan saglamistir. Mirza ve ark (2011) tarafindan gelistirilen redoks
tepkimeleri ve mikro-kiiltiiriin birlestirilmesi esasina dayanan antibiyotik duyarlilik test
yontemi geleneksel seri diliisyon ve radyoizotop yontemlerine gore zaman ve maliyet
acisindan biiyiik avantaj saglamaktadir. Ancak gelistirilen yontem sadece vakuoler forma
0zgli olup diger formlarda etkisiz kalmaktadir. Bu nedenle 0Ozellikle kist formalarinda
antibiyotik duyarliligini belirleyecek ¢aligmalara ihtiyag duyuldugu bildirilmistir (Abdel-
Hafeez ve ark, 2016).

2.11. Korunma

Patojenitesi tartismali bir konu oldugu i¢in Blastocystis karst korunma stratejilerinin
ne kadar oncelikli oldugu bilinmemektedir. Benzer nedenle gilinlimiize kadar herhangi bir as1
veya proflaksi caligmasinin olmadigi bildirilmistir. Blastocystis yasam dongiisiinde bazi
bilinmeyen noktalar olmakla birlikte, glinlimiizde en olas1 bulas yolunun fekal-oral oldugu
kabul edilmektedir (Tan, 2008). Ayrica Blastocystis’in zoonotik karakterli oldugu ve su
kaynakli bulagin miimkiin oldugu hemen hemen kanitlanmistir (Parkar ve ark, 2007; Anuar ve
ark, 2013). Bu nedenlerle Cryptosporidium sp. ve Giardia intestinalis gibi zoonotik diger
protozoonlara benzer korunma yollarinin Blastocystis i¢in de gegerli oldugu dngoriilmektedir.
Kontamine su ve yiyecek kaynaklarindan uzak durulmasi, hayvanlarla temas ve kisisel
hijyene dikkat edilmesinin korunmada etkili olabilecegi bildirilmektedir (Abdulsalam ve ark,
2012; Lee ve ark, 2012; Palasuwan ve ark, 2016).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Diski Ornekleri ve Olgularin Secilmesi

Calismada Adnan Menderes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Uygulama ve Arastirma
Hastanesi, Parazitoloji Laboratuvar’ina degisik polikliniklerden rutin parazitolojik inceleme
icin gonderilen disk1 drneklerinden iki grup olusturulmustur. ilk grup direkt mikroskopi (DM)
yontemiyle Blastocystis saptanan 100 diski 6rnegini, ikinci grup (kontrol grubu) ise DM ile
Blastocystis saptanamayan100 diski 6rnegini ihtiva etmektedir. Gruplarda yer alan 6rnekler
basit rastgele orneklem yontemiyle secilmistir.

Calisma kapsamina alinan olgularin demografik 6zellikleri ve epikriz kayitlar1 hastane
bilgi yonetim sistemi (MIA-MED) kullanilarak retrospektif olarak incelenmistir. Bu kayitlar
arasinda olgularin cinsiyet, yas, ikamet adresi, gonderildigi poliklinik ve klinik bulgular1 yer
almaktadir.

Calisma 6ncesinde Adnan Menderes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 13.11.2014 tarihinde 2014/433 nolu karar ile ¢alisma
icin onay alimmistir (Ek 1).

3.2. Diski Orneklerinin Direkt Mikroskopi (DM) Yontemiyle incelenmesi

Calisma kapsaminda, 200 diski Orneginde Blastocystis formlarinin varligi rutin
parazitolojik inceleme kapsaminda DM yontemiyle arastirtlmistir. Digki  Grnekleri
laboratuvara fiksatif igermeyen, temiz, kasikli, plastik digki kaplariyla ulastirilmis ve
bekletilmeden incelemeye alinmistir. Digki 6rnekleri lamim iki ucuna damlatilan serum
fizyolojik (%0,9 NaCl) ve Lugol’un iyodin ¢ozeltileri ile siispanse edildikten sonra 1sik
mikroskobunda (Leika 500) 10X ve 40X biiyiitmede incelenmistir.

3.2.1. Lugol’iin Iyodin Cozeltisi

a. 10 g potasyum iyodiir tartilmis ve 100 ml suda eritilmistir.

b. Bu karisimin iizerine 5 g iyot kristali yavasca eklenmistir.
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c. Filtre kagidindan gegirilen karisim (stok) kahverengi agzi sikica kapali bir sisede
bir ay siireye kadar saklanarak kullanilmistir.
d. Bir ml stok Lugol’iin iyodin ¢bzeltisine, 5 ml distile su eklenerek kullanilmistir.

Bu sekilde hazirlanan ¢ozelti haftada bir degistirilmistir.

3.3. Kiiltiir Yontemiyle Blastocystis Arastirilmasi

ki yiiz disgki 6rneginin tamaminda taze diskinin farkli yerlerine ekiivyon ¢ubugu
degdirilerek alinan yaklasik piring biiytikliigiindeki disk1 3ml’lik Jones besiyerine ekilmistir.
Ekim yapilan besiyerleri 37°C’de standart bakteriyolojik etlivde inkiibe edilmis, bu
besiyerlerinde Blastocystis tiremesi olup olmadigr 48. saatten itibaren kontrol edilmistir. Bu
amagla, besiyeri tliplerinin dibinden alinan yaklasik bir damla 6rnek lam lamel aras1 preparat
hazirlanarak 1s1k mikroskobunda incelenmistir. Kiiltiirlerden 0,5 ml olacak sekilde alinan sivi

taze Jones besiyerlerine aktarilarak alt kiiltiirler yapilmistir.

3.3.1. JonesBesiyeri

a. %1,15 Na;HPO4.H,0, %0.9 KH,PO,4 ve %0,9 NaCl ¢ozeltileri ayr1 ayr1 stok ¢ozelti
olarak hazirlanmstir.

b. Hazirlanan stok Na;HPO4.H,0 c¢ozeltisinden 93,8 ml, KH,PO, ¢ozeltisinden 31,3
ml ve NaCl ¢ozeltisinden 562,5 ml alinarak karistirilmistir.

c. Karistirilan bu ¢ozeltiye 0,69 gr maya ekstresi eklenmis ve pH:7,1’e ayarlanmstir.

d. Cozelti 121°C’de 20 dk. otoklavlanarak steril edilmistir.

e. Otoklav sonrast oda sicakligina sogutulan ¢ozeltiden her 90 ml i¢in 10 ml fetal
buzagi serumu (FCS) olacak sekilde eklenmis ve ¢6zelti cam, vidali kapakl tiiplere 3’er ml
dagitilmigtir

f. Hazirlanan besiyerleri kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmis ve digki 6rnekleri

ekilmeden once etiivde 37°C’ye kadar 1sitilmistir.

27



3.4. DNA izolasyonu

Calismada 200 diski Orneginin tamamindan ve Blastocystis tiremesi gozlenen

kiltiirlerden genomik DNA izolasyonlari ticari kitler kullanilarak yapilmistir.

3.4.1. Diski Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Disk1 orneklerinden genomik DNA izolasyonu QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen) ile

tiretici firmanin protokolii ¢ercevesinde gergeklestirilmistir. En fazla 4 hafta siireyle -20°C’de

saklanan diski1 6rnekleri ¢éziilmeden asagidaki izolasyon asamalarina alinmistir.

9.

10.
11.
12.

13.

180-220 mg digki (siv1 ise 200 ml), 2 ml'lik mikrosantrifiij tiipline konulmus ve iizerine
1,4 ml tampon ASL eklenerek bir dk. boyunca en yiiksek hizda vorteks ile karigtirtlmigtir.
Siispansiyon 95°C'de 5 dk. su banyosunda veya 1s1 blogunda bekletildikten sonra 15 sn. en
yiiksek hizda vorteks ile karistirilmistir.

Bu siispansiyon en yiiksek hizda bir dk. santrifiij (15000 x g) edilmistir.

Stipernatantin 1,2 ml'si yeni bir 2 ml'lik mikrosantrifiij tlipline aktarilmis ve her bir tiipe
bir tane InhibitEX tablet eklenerek bekletilmeden en yiiksek hizda vorteks ile
karigtirilmastir.

Stispansiyon bir dk. oda sicakliginda inkiibe edilip sonrasinda {i¢ dk. boyunca tam hizda
(15000 x g) santrifiij edilmistir.

Siipernatantin tamami yeni bir 1,5 ml'lik mikrosantrifijj tiipiine aktarilarak 3 dk. tam hizda
santrifiij edilmistir.

Yeni bir 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiiptine 15 pl proteinaz K konulmustur.

Proteinaz K konulan yeni tiipe altinci asamada elde edilen siipernatandan 200 pl
eklenmistir.

Karigima 200 pl Tampon AL eklenmis ve 15 sn. vorteks ile karistirilmastir.

Bu karisim 70°C'de 10 dk. 1s1 blogunda bekletilmistir.

Uzerine 200 pl etanol (% 96-100) ilave edilerek vorteks ile karistirilmistir.

Iki mI’lik toplama tiipiine yerlestirilen QlAamp kolonlarmin kapaklar1 etiketlenmis ve
karigimin tamami dikkatlice QlAamp kolonun iizerine eklenmistir.

Tiipler bir dk. tam hizda santrifiij edilmistir.
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14.

15.
16.

17.

18.
19.

20.
21.

Toplama tiipiinden ¢ikarilan QIlAamp kolonlar 2 ml'lik yeni toplama tiiplerine
yerlestirilmistir.

Uzerlerine 500 ul tampon AW1 eklenmis ve bir dk. tam hizda santrifiij edilmistir.
Toplama tiipiinden ¢ikarilan QIAamp kolonlar 2 ml'lik yeni toplama tiiplerine
yerlestirilmistir.

Uzerine 500 pul Tampon AW2 eklenmis ve kapagi kapatilarak 3 dk. tam hizda (15000 x g)
santrifiij edilmistir.

QlAamp kolonlar, 6nceden etiketlenen 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilmistir.
QIAamp spin kolondaki membranin {izerine 200 pul Tampon AE eklenmis ve oda
sicakliginda bir dk. bekletilmistir.

Bu tiipler bir dk. tam hizda (150009) santrifiij edilmistir.

Elde edilen DNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

3.4.2. Kiiltiirlerden Genomik DNA izolasyonu

Besiyerinde ¢ogalan Blastocystis izolatlarindan genomik DNA izolasyonlarinda ticari

DNAzol® Reagent (Thermo Fisher Scientific) kiti kullanilmistir. Ikinci pasajdan 48-72 saat

sonra Blastocystis iiremesi saptanan kiiltiirler 12000 x g’de bir dk. santrifiij edilmistir. Elde

edilen pelletlerden genomik DNA izolasyonu iiretici firmanin bildirdigi protokole gore

yapilmistir.

1. Pelletin tizerine bir ml DNAzol® Reagent eklenerek karigtirilmustir.

2. Karisimin tizerine 0,5 ml %2100 etanol eklenmis ve 4000 x g’de iki dk. santrifiij edilmistir.

3. Santriflij sonrasi silipernatan dikkatlice atilmistir. Dipte birakilan pellet/ DNA {izerine
%75’lik etanol eklenip 3-5 defa alt-iist yapilmistir. DNA’nin bu sekilde yikanmasi islemi
ti¢ defa tekrarlanmistir.

4. Yikama iglemleri sonrasi etanoliin ortamdan uzaklastirilmasi igin tiiplerin kapagi agilarak
5-15 sn. oda sicakliginda beklenmistir.

5. Elde edilen pellet halindeki DNA, 8mM NaOH ile yavasca pipetlenerek DNA’nin
¢ozililmesi saglanmigtir.

6. Son asamada 10000 x g’de 10dk. santrifiij edildikten sonra genomik DNA’y1 igeren
slipernatan yeni mikrosantrifiij tiiplerine alinmistir.

7. lzole edilen DNA &rnekleri kullanilincaya kadar -20°C’°de saklanmustir.
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3.5. Blastocystis SSU rDNA Geninin PZR ile Kismi Olarak Cogaltilmasi ve Dizilenmesi

DNA izolasyonlar1 yapilan tiim orneklerde [Diski orneklerinden (200 ornek) ve
kiiltiirde iireyenlerden] Blastocystis SSU-rDNA geni (barkot bolgesi) PZR ile ¢ogaltilmustir.
Amplifikasyon islemi, tiniversal RD5 (forward) (5-ATCTGGTTGATC CTGCCAGT-3') ve
Blastocystis e 6zgii BhRDr (reverse) (5'-GAGCTTTTTAACTGCAACAACG-3") primerleri
kullanilarak gergeklestirilmistir. Reaksiyon 30 ul hacimde su sekilde kurulmustur: 50 ng kalip
DNA, 0,4 pmol RD5 ve BhRDr primerleri, 0,3 U Tag DNA polimeraz (Fermentas), 0,2 mM
dNTP (Fermentas)ve 1x (NHy4),SO4 tampon (Fermentas). Polimeraz zincir reaksiyonu igin
T100™ Thermal Cycler (Biorad) cihazi kullanilmis olup dongiiler asagidaki sekilde
ayarlanmistir (Tablo 3.1). Amplikonlar %1,5 agaroz jelde Vilber Lourmat goriintiilleme

sistemi kullanilarak ultraviyole 1s1k (340 nm) altinda fotograflanmstir.

Tablo 3.1. Blastocystis SSU rDNA kismi amplifikasyonu i¢in PZR dongiisii

Sicaklik (°C) Siire (dk)
On denatiirasyon 94 3
Denatiirasyon 94 1
30 dongii Baglanma 54 1
Uzama 72 1
Son uzama 72 5

3.6. Direkt Mikroskopi, Kiiltiir ve PZR Yoéntemlerinin Karsilastirilmasi

Calismada kullanilan DM, kiiltiir ve PZR yontemlerinden her biri ayr1 ayri altin
standart olarak kabul edilmis, segilen bu yonteme gore digerlerinin duyarhilik, 6zgiillik,
pozitif ve negatif prediktif degerleri hesaplanmistir. Hesaplamalar Tablo 3.2°de gosterildigi

sekilde yapilmigstir.

30



Tablo 3.2. Tam1 yontemlerinin duyarlilik, 6zgiillik, pozitif prediktif ve negatif prediktif
degerlerinin hesaplanmast

Altin standart

Pozitif Negatif
Pozitif a c
Test 5
Negatif b d

a: gercek pozitif, b: yanlis negatif, c:yanlis pozitif, d: gercek negatif

Duyarhlik=a/ (a + b), Ozgiilliik= d / (d+c),

Pozitif Prediktif Deger=a/ (a + c), Negatif Prediktif Deger=d / (d+b)

3.7. Blastocystis Kismi SSU rDNA Geninin Dizilenmesi ve Alt Tiplerin Belirlenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda beklenen boyutta (~600bp) bant goriilen diski-
PZR {iriinlerinin tamami ve basit rastgele 6rneklem ile segilen kiiltiir-PZR iriinleri dizileme
icin ticari bir firmaya (MedSanTek, Istanbul) gonderilmistir. Ornekler purifikasyon
yapildiktan sonra Applied Biosystems 377 DNA Sequencer cihazi kullanilarak Blastocystis
kismi SSU rDNA geni dizilenmistir.

Blastocystis kismi SSU rDNA gen dizileri Genbank’dan indirilen referans dizilerle
ClustalW algoritmasi Bioedit for Windows (Tom Hall) program ile siralanarak (alignment)
dizilerin baslangicinda ve sonundaki muhtemel yanlis okunan bdlgeler cikarilmistir. Bu
amagla kullanilan referans dizilerin GenBank erisim numaralart su sekildedir: AB107967,
JF792497, EUA445488, EU445486, EU445492, KF848573, KF848534 dizileri STI1 igin;
AB070987, JF792496, EUG679345, DQ232794, JN003684dizileri ST2 ig¢in; KF848561,
JN587546, AB070988, dizileri ST3 igin ve son olarakJIN003686, KF447169, AB070991,
dizileri ST7 igin kullanilmistir. Ayrica tim dizileme dosyalarinda amplifikasyon egrileri
gbzden gegirilerek olasi yanlis okumalar tespit edilmeye calisilmistir.

Diizenlenen Blastocystis kismi SSU rDNA dizileri Genbank niikleotit veri tabanindaki
“https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast” dizilerle Basic Local Alignment (BLAST) kullanilarak
karsilastirilmistir (Altschul ve ark, 1990). Ayrica, tiim diziler Blastocystis alt tip veri tabanina
“http://pubmlst.org/Blastocystis” girilmistir. Veri tabanina gore tam veya en fazla benzerlik
gosterdikleri alt tipler belirlenmistir (Stensvold ve ark, 2007a; Jolley ve Maiden, 2010).
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3.8. STS-PZR ve Alt Tiplerin Belirlenmesi

Kismi SSU rDNA dizilerine gore alt tipi belirlenemeyen Blastocystis DNA ornekleri
STS-PZR ile tekrar ¢alisiimigtir. Bu yontemde yedi farkli Blastocystis alt tipine (ST1-7) 6zgii
primer ciftleri (Tablo 3.3) kullanilmis olup her bir alt tip i¢in ayri reaksiyon yapilmistir.
Reaksiyonlar 30ul hacimde kurulmustur: 50ng DNA, 0,4 pmol primer, 0.3U Tag DNA
polimeraz (Fermentas), 0,2 mM dNTP (Fermentas)ve 1x(NH,).SO, tampon (Fermentas).
Polimeraz zincir reaksiyonlart T100™ ThermalCycler (Biorad) cihazinda yapilmis olup
dongiiler Tablo 3.4’de verilmistir.

Reaksiyon sonrasi PZR iirlinleri %1,5’lik agaroz jelde 90V, 30-45 dk. yiriitilmiis ve
Vilber Lourmat goriintilleme sistemi kullanilarak ultraviyole 1sik altinda (340 nm)

fotograflanmistir.

Tablo 3.3. STS-PZR i¢in kullanilan primer ¢iftleri

Alttip Primer  Uriin (bp) Forward Primer (5°-3°) Reverse Primer (5°-3°)

ST1 SBg3 351 GAAGGACTCTCTGACGATGA GTCCAAATGAAAGGCAGC

ST2 SBayg 704 TGTTCTTGTGTCTTCTCAGCTC  TTCTTTCACACTCCCGTCAT

ST3 SByy7 526 TAGGATTTGGTGTTTGGAGA TTAGAAGTGAAGGAGATGGAAG
ST4 SBasy 487 GTCTTTCCCTGTCTATTCTTGCA AATTCGGTCTGCTTCTTCTG

STS SBasg 317 GTGGGTAGAGGAAGGAAAACA AGAACAAGTCGATGAAGTGAGAT
ST6 SBas» 338 GCATCCAGACTACTATCAACATT CCATTTTCAGACAACCACTTA
ST7 SBiss 650 ATCAGCCTACAATCTCCTC ATCGCCACTTCTCCAAT
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Tablo 3.4. Blastocystis STS-PZR dongiisii

Sicaklik (°C) Siire

On denatiirasyon 96 2 dk.
Denatiirasyon 96 20 sn.

35 dongii Baglanma 59 20 sn.
Uzama 72 30 sn.

Son uzama 72 7 dk.

3.9. Blastocystis Kismi SSU rDNA Dizilerine Gore Orneklerin Genetik Uzakliklarinin

Belirlenmesi

Siralanan ve diizenlenen dizilerle Molecular Evolutionary Genetics Analysis
versiyon7.0 (MEGA) programinda Neighbor-Joining metodu, bootstrap testleri (1000 tekrar)
kullanilarak genetik uzakliga bagh bir agac cizilmistir. Orneklerin evrimsel uzakliklari
Maximum Composite Likelihood metodu ile belirlenmistir. Bu analizlerde Proteromonas

lacertae 18S ribozomal RNA geni kismi dizisi (AY224080) dis grup olarak kullanilmistir.

3.10. istatistiksel Analiz

Direkt mikroskopi, kiiltiir veya PZR yontemlerinin herhangi biriyle Blastocystis
pozitifligi saptanan olgular ile bu yontemlerden hi¢c biriyle Blastocystis pozitiflik
saptanmayanlar cinsiyet, yerlesim yerleri, yas gruplari ve klinik bulgular yoniinden
karsilastirilmistir. Bununla birlikte Blastocystis alt tipleri ve olgularin 6zellikleri ayrica
degerlendirilmistir. Verilerin istatistiksel analizi SPSS 15.0 paket programi (PASW Inc.,
Chicago. IL. USA) kullanilarak yapilmis ve p<0.05 degerleri anlamli kabul edilmistir.
Siniflandirilmis  verilerin ~ degerlendirilmesinde  Ki-kare  testi, analitik  verilerin

degerlendirilmesinde Student-T testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Diski Ornekleri ve Olgular

Calisma kapsaminda Adnan Menderes Universitesi, Egitim ve Uygulama Hastanesi,
Parazitoloji Laboratuvari’na degisik polikliniklerden gonderilen toplam 200 farkli olguya ait
digsk1 6rnegi degerlendirilmistir. Bu 6rneklerin 100’ DM yontemiyle Blastocystis saptanan
(Resim 4.1) diger 100’1 ise ayni1 yontemle Blastocystis saptanmayan olgulardan secilmistir.
Olgularin 102’sini (%54) kadinlar, 92’sini (%46) erkekler olusturmaktadir. Olgularin yaslari
1-84 arasinda degismekte olup ortalama + standart sapma: 34,6+£23,4 seklinde bulunmustur.
Orneklerin gonderildigi poliklinikler incelendiginde en basta Cocuk Saghg ve Hastaliklari
poliklinigi gelmekte (62 disk1 ornegi, %31) bunu Gastroenteroloji (45 disk1 6rnegi, %22,5),
Immiinoloji ve Alerji Hastaliklar1 (44 diski 6rnegi, %22), I¢ Hastaliklar1 (22 diski 6rnegi,
%11) ve diger polikliniklerin (27 diski 6rnegi %13,5) takip etmektedir. Caligmamizdaki
olgularin biiyiikk kismi1 sehir merkezinde ikamet etmekte olup (129 kisi, %64,5), ardindan
koylerde (40 kisi, %20) ve ilgelerde ikamet edenler (31 kisi, %15,5) gelmektedir.

Resim 4.1. Direkt mikroskobik incelemede goriilen Blastocystis’ler (A: Serum fizyolojik, B:
Liigol’iin iyodin boyas1)
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4.2. Blastocystis Kiiltiirii

Direkt mikroskobik inceleme (DM) ile Blastocystis saptanan 100 diski 6rnegi Jones
besiyerine ekildiginde, kiiltiirlerin 81’inde (%81) lireme goriilmistiir (Resim 4.2). Ayrica DM
ile Blastocystis saptanmayan 100 diski 6rnegi besiyerine ekildiginde, kiiltiirlerin besinde (%5)

ireme goriilmistiir. Tablo 4.1°de disk1 6rneklerinin DM ve kiiltiir sonuglari verilmistir.

Resim 4.2. Jones besiyerinde iireyen Blastocystis’lere ait mikroskop goriintiileri

Tablo 4.1. DM ve kiiltiir sonuglari

Kiiltiir
Pozitif(%) Negatif(%)
DM Pozitif (n=100) 81(%81) 19 (%19)
Negatif (n=100) 5 (%5) 95 (%95)
Toplam  N=200 86 (%43) 114 (%57)
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4.3. DNA lizolasyonlar1 ve SSU rDNA-PZR

Direkt mikroskopi (DM) yontemiyle Blastocystis saptanan 100 ve saptanmayan 100
diski 6rneginden genomik DNA izolasyonu yapilarak Blastocystis SSU rRNA genine 6zgii
PZR calisildiginda sirasiyla 88’inde (%88) ve yedisinde (%7) beklenen boyutta (~600bp)
amplifikasyon goriilmiistiir (Resim 4.3). Tablo 4.2’de DM ve SSU rDNA-PCR sonuglari
verilmistir. Ayrica kiiltiir ve SSU rDNA-PZR bulgular1 Tablo 4.3°de verilmistir.

Resim 4.3. Baz1 6rneklerin SSU rDNA-PZR sonuglarina iligkin agaroz jel goriintiisii, 1- 19
pozitif 6rnekler, N: Negatif Kontrol, M: 100bp’lik marker (Fermentas).
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Tablo 4.2. DM ve SSU rDNA-PZR sonuglari
SSU rDNA-PZR

Pozitif (%) Negatif (%)

DM Pozitif (n=100) 88 (%88) 12 (%12)
Negatif (n=100) 7 (%7) 93 (%93)

Toplam N=200 95 (%47,5) 105 (%52,5)

Tablo 4.3. Kiiltiir ve SSU rDNA-PZR sonuglari
SSU rDNA-PZR

Pozitif (%) Negatif (%)
Pozitif (n=86) 86 (100) 0 (0)
Kiiltiir )
Negatif (n=114) 9 (7,9 105 (92,1)
Toplam N=200 95 (47,5) 105 (52,5)

Blastocystis tiremesi goriilen toplam 86 (n=200, %43) kiiltiiriin tamamindan DNA
izolasyonu yapilmistir. Bu 6rnekler SSU rDNA-PZR ile ¢alisildiginda tamaminda beklenen
boyutta amplifikasyon goriilmiistiir.

4.4, Tamda Kullamilan Yontemlerin Karsilastirilmasi

Calisma kapsaminda uygulanan DM, kiltir ve SSU rDNA-PZR yontemleri ve
sonuglar1 toplu olarak Tablo 4.4°de verilmistir. Yontemler sirasiyla altin standart olarak kabul
edilerek duyarlilik, 6zgiillik, pozitif ve negatif prediktif degerleri hesaplanmistir. Direkt
mikroskopi altin standart olarak kabul edildiginde, kiiltiir ve SSU rDNA-PZR yontemlerinin
degerleri Tablo 4.5’de verilmistir. Kiiltiir yontemi altin standart olarak kabul edildiginde, DM
ve SSU rDNA-PZR yontemlerinin degerleri Tablo 4.6’de verilmistir. SSU rDNA-PZR altin
standart olarak kabul edildiginde, DM ve kiiltlir yonteminin degerleri Tablo 4.7’de verilmistir.
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Tablo 4.4. Tan1 yontemlerinin bir arada degerlendirilmesi

Direkt Mikroskopi Kiiltiir SSU rDNA-PZR
Pozitif
Pozitif n=81 (%100)
n=81 (%81) Negatif
Pozitif n=0 (%0)
n=100 Pozitif
Negatif n=7 (%36,9)
n=19 (%19) Negatif
n=12 (%63,1)
Pozitif
Pozitif n=5 (%2100)
n=5  (%5) Negatif
Negatif n= O (.%0)
1=100 _ Pozitif
Negatif n=2 (%2,1)
n=95 (%95) Negatif

n=93 (%97,9)

Tablo 4.5. DM yontemi altin standart olarak kabul edildiginde, kiiltir ve SSU rDNA-PZR

yontemlerinin degerleri

Kiiltiir Yontemi (%0)

SSU rDNA-PZR (%)

Duyarhhk
Ozgiilliik
Pozitif Prediktif Deger

Negatif Prediktif Deger

81

95

94,2

83,3

88

93

92,6

88,6

Tablo 4.6. Kiiltiir yontemi altin standart olarak kabul edildiginde, DM ve SSU rDNA-PZR

yontemlerinin degerleri

DM (%) SSU rDNA-PZR (%)
Duyarhhk 94,2 100
Ozgiilliik 83,3 92,1
Pozitif Prediktif Deger 81 90,5
Negatif Prediktif Deger 95 100




Tablo 4.7. SSU rDNA-PZR yontemi altin standart olarak kabul edildiginde, DM ve kiiltiir
yontemlerinin degerleri

DM (%) Kiiltiir(%0)
Duyarhhik 92,6 90,5
Ozgiilliik 88,6 100
Pozitif Prediktif Deger 88 100
Negatif Prediktif Deger 93 92,1

4.5. Kismi SSU rDNA Uriinlerinin Dizilenmesi

Diski 6rneklerinden izole edilen DNA 6rnekleri SSU rDNA PZR ile ¢alisildiginda 95
ornekte beklenen boyutta amplifikasyon goriilmiistiir. Bu amplikonlarin tamami dizilenmek
tizere ticari firmaya gonderilmistir.

Ayrica kiiltiirde ¢ogalan 86 Blastocystis izolatindan izole edilen DNA 6rnekleri SSU
rDNA PZR ile ¢alisildiginda tamaminda beklenen boyutta amplifikasyon goriilmiistiir. Bu
orneklerden basit rastgele drnekleme metodu ile segilen 35 tanesi dizilemeye gonderilmistir.
Blastocystis negatif kiiltiirlerden DNA izolasyonu ve PZR yapilmamustir.

Toplamda 130 SSU rDNA-PCR iiriinii (95’1 diskidan ve 35’1 kiiltiirden izole edilen

DNA’lardan) dizilenmek {izere ticari firmaya gonderilmistir.

4.6. Kismi SSU rDNA Dizilerine Gore Blastocystis Alt Tipleri

Diski 6rneklerinden DNA izolasyonu ve SSU rDNA PZR yapilarak elde edilen toplam
95 kismi SSU rDNA dizisi, referans dizilerle siralanmistir (Resim 4.4). Ayrica kromotogram
gorlntiileri (.abi uzantili) gézden gecirilerek olas1 yanlis niikleotit okumalar1 diizeltilmistir
(Resim 4.5). Referans dizilerle siralama sonucu tiim Blastocystis SSU rRNA gen dizileri 540
bp boyuta getirilmistir. Diizenlenen kismi Blastocystis SSU rDNA dizileri, alt tip veri
tabanina girildiginde 92’si (%96,8) mevcut alt tip girdilerinin bir tanesi ile tam uyum
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gostermis ancak ti¢ tanesi (%3,2) degisen oranlarda farklilik gostermistir. Resim 4.6’de tam
uyum gosteren bir izolata ait sonug, Resim 4.7°de ise tam uyum gostermeyen ii¢ diziden bir
tanesine ait sonug verilmistir. Bu veri tabaninda alt tipler SSU rRNA gen dizisinin ST1 i¢in
351 bp, ST2 i¢in 350 bp, ST3 icin 348 bp ve ST7 i¢in 357 bp uzunluktaki kapsayacak sekilde
belirlenmistir.

Kiiltiirden DNA izolasyonu ve SSU rDNA PZR yapilarak elde edilen 35 kismi SSU
IDNA dizisi, referans dizilerle siralanmistir. Ayrica kromotogram goriintiileri gbzden
gegirilerek olas1 yanlis niikleotit okumalar1 diizeltilmistir. Diizenlenen kismi Blastocystis SSU
rDNA dizileri, alt tip veri tabanina girildiginde 33’ (%94,2) mevcut alt tip girdilerinin bir

tanesi ile tam uyum gostermis ancak iki tanesi (%5,8) degisen oranlarda farklilik gostermistir.

% Biokdit Sequence Alignment Editor - [Untitled] - o x
9 File Edt Sequence Alignment View Accessory Application RNA World WideWeb Options Window  Help _lalx
= D
4 & Gee < =8 36 totol sequences

N < [Selecton 53 Sequence Mask None Stat

ode|Edt Ovenurte 2| pesiion: 21 Hurmbering Mask Nons uer a1

TS | =
£1DIT ss e+ Eé@ﬁ%-ﬁill Il-l:il teEt -l GwE Speed g q
70 BD

. .I‘ TTTCGTI‘CGTGG L4

Resim 4.4. Blastocystis SSU rDNA dizilerinin siralanmasi (alignment)

% Fle Edit view Zoom Horizontal Scale Accesory Application RNA  Window Help -8 x
=0
l“;”%’ Selented nong | S2mple CRD573

130 180 190 210 20 230 240
GAAAGTCCTCTGGTGAGGTGTGT T TATTAGAAT GAAAACCATATGCTTCGGCATGATAGTGAGTAATAGTAACCTATCGTATCGCATGCTTAATGTAGCGATGAGTCTT

I

[ 1

Resim 4.5. Blastocystis kismi SSU rDNA dizilerinden birine ait kromatogram dosyasi
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Sequence query - Blastocystis locus/sequence definitions

Please paste in your sequence to query against the database. Query sequences will be checked first for an exact match against the chosen (or all) loci - they do not
need to be trimmed. The nearest partial matches will be identified if an exact match is not found. You can query using either DNA or peptide sequences. @

Please select locus/scheme Order results by
All loci v locus v
Enter query sequence (single or multiple contigs up to whole genome in size) Alternatively upload FASTA file

Select FASTA file
Choose File | No file chosen

or enter Genbank accession

£ Action

Reset Submit

1 exact match found

Translate query

[ lle Lonin Siarpoain] ndposin

18S rRNA: 12 350 427 Subtype ST2

Resim 4.6. Blastocystis veri tabaninda ST3 ile tam uyum gosteren kismi SSU rDNA dizisi

Translate query
Closest match: 185 rRNA: 36
18 28 EL] 48 5@ =) 78 38 98 iea
Query GTGCCTAGGATTAGCCATGCATGTGTAAGTATAAATAGT TAACTTTGAAAC TGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTTTATTTGATGAAGAATACTA
Ref - B B e T Tt S i iiiissssssssssassssseea
119 129 138 149 158 168 17e 188 198 =]
Query ATTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGE TAATACATGTATAAAGTCTTOTAGAC TECATTTATTAGAATGAARACCATAGGT TTCEGLC TATTCOTGAGTA
57 co00000000000000000000000000000000000 00000000000 300000 00000000000 E000EC000 003 E0CHEE000HEHENG0E000ED
210 220 230 240
Query ATAATAACTAATCATATCGTATGCTTAAGTAACGATG TGT(TTT(AMTTT(TG(C(TQ T'I'(GAT GTRTTGGACTAC TAA
RET <l clxa ais aisala mis e alaalaals ale ale ale e e sl o e s e s el a ela Ela e e e e e e g VO s e s e L 2 e la s 2 e e s
310 320 EET:] 340 350 360 378 3ze 390 aea
Quary (GG »n TGGETTETATT AGAGGGAGCCTGAGAGATGEC Inc ATCETAGGAAGEE GECAGGCGLGTAAATTACCCAATCCTGAL
(57 contlflad U 00000l Hiea B ao0000000060000000000000 i o0oiidboo oo idb o0 606606GEEAAGG0EGHGEOEEEA
418 428 430 440 450 478 438 490 508
Query ACAGG TGACAAT AAATCACAATGCGOAACAATGTTTTECAAT TGEAT TEAGAACAACC TACARACCTTATTGATAAAC AAT TEGAGEECAMGT
Ref P . ¥ S 1 - 0 T T T T AmsssssssssssEssssssssEsmEsssssEmsssEE==m
519 520 EEL] 549 558 568 570
Query CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTANTTCCTECTCCCATAGCGTATATARACGTTET TECATEARAAAANATCALANAAAATT
L B bttt T

Resim 4.7. Blastocystis veri tabaninda her hangi bir ST ile tam uyum gdstermeyen (19
niikleotit fark) kismi SSU rDNA dizisi

4.7. Sekanslama ile Alt Tipi Belirlenmeyen Orneklerin STS-PZR Sonuglari

Diskidan DNA izolasyonu yapilan 6rneklerden alt tipi belirlenemeyen ii¢ 6rnek STS-
PZR ile tekrar ¢alisildiginda ikisinde ST2 ve ST3 alt tipleri, sonuncusunda ise ST1 ve ST2 alt
tipleri birlikte saptanmistir (Resim 4.8). Ayni sekilde kiiltirden DNA izolasyonu yapilan
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orneklerden alt tipi belirlenemeyen iki 6rnek STS-PZR ile tekrar ¢alisildiginda ikisinde de
ST2 ve ST3 alt tipleri birlikte saptanmuistir.

Resim 4.8. Bazi 6rneklerin STS-PZR sonuglarima iligkin agaroz jel goriintiisii: 1- 4 aras1 ST2
(704bp), 5-10 aras1 ST3 (526 bp), N: Negatif Kontrol, M: 100bp’lik marker (Fermentas).

4.8. Diskidan ve Kiiltirden DNA izolasyonu Sonucu Belirlenen Blastocystis Alt

Tiplerinin Karsilastirilmasi

Caligmada digkidan direkt ve kiiltirden DNA izolasyonu yapilan ayni olgulara ait
orneklerin kismi SSU rDNA dizileri birbiriyle karsilastirildiginda ayni niikleotid dizilerine
(diger ifadeyle alt tipleri) sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ornek olarak Resim 4.9°da 553
numaralt olgunun kiiltiirden ve diskidan direkt DNA izolasyonu ile belirlenen kismi SSU
rDNA dizilerinin karsilastirilmas: gosterilmektedir. Her iki DNA izolasyon ydntemiyle

degerlendirilen 35 olguda belirlenen Blastocystis alt tipleri Tablo 4.8’de verilmistir.

1 3 Biokdit sequence Alignment Editor - [Untitled1] - o x
% File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options  Window Help RE
=D
H 5 Couiet Now = m B 2 total sequences
Mode: [Edit - || Overvmite ~ 55'“;‘:"1495 ?ﬁfe’u‘at,‘i :
& 1 0I5 oot pEEEINIPRE ) B {
1

ety P o | | | |
= 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 350

=
553 Rulthr DNA  (CGATGGTAGTGTATTGGACTACCATGGOLAGTARCGGGTEACGRAGELATTTGEGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGEGATGGCTACCACATCCALGGREAGGCAGCAGGOGOGTAARTTACCCAATCOTGRE
553 DisSkidam DNA « s« s e s o vmea oo assassnssasssassssassssassssssssssssaassssssssasssssssssasssssssssssssssssesssssssssasssssssssssssmssssssnssnsnssnsns

Resim 4.9. Ayni 6rnegin diskidan direkt ve kiiltiir sonrast DNA orneklerinden elde edilen
SSU rDNA dizilerinin karsilagtirilmasi
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Tablo 4.8. DNA izolasyon yontemleri ve alt tipler

Sira Ornek No. Diskidan DNA Kiiltiirden DNA

2 540 ST1 ST1

4 1003 ST1 ST1

6 466 ST2 ST2

8 559 ST2 ST2

10 575 ST2 ST2

12 1008 ST2 ST2

14 427 ST3 ST3

16 474 ST3 ST3

18 532 ST3 ST3

20 552 ST3 ST3

22 557 ST3 ST3

24 563 ST3 ST3

26 581 ST3 ST3

28 1002 ST3 ST3

30 1013 ST3 ST3

32 1023 ST3 ST3
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(Devam)
34* 453 ST2 ve ST3 ST2 ve ST3
35*% 1095 ST2 ve ST3 ST2 ve ST3

Alt tipler: ST1 bes ornek (%14,2), ST2 sekiz 6rnek (%22,8), ST3 19 6rnek (%54,3) ve
ST2+ST3 iki 6rnek (%5,7), ST 7 bir 6rnek (%2,8); *STS-PZR ile alt tipi belirlenen 6rnekler

4.9. Blastocystis Alt Tiplerinin Toplu Halde Degerlendirilmesi

Sonug olarak toplam 95 6rnegin Blastocystis alt tipi belirlenmistir (Tablo 4.9). SSU
rDNA-PZR ile alt tipi belirlenen 6rneklerin direkt mikroskopi ve kiiltiir sonuglarina gore
degerlendirilmesi Tablo 4.10’da verilmistir. Ayrica besiyerinde iiremeyen ancak diskidan
DNA izolasyonu ve sonrasinda PZR yapildiginda pozitif saptanan toplam dokuz oOrnekte
Blastocystis alt tip dagilimi: ST3 (alt1 6rnek, %66,6), ST2 (iki 6rnek, %22,2) ve ST1 (bir
ornek, %11,1) seklinde bulunmustur.

Tablo 4.9. Blastocystis alt tiplerinin dagilimi

Say1 %

ST3 50 52,6
ST2 21 22,1
ST1 17 17,9
ST7 4 4,2
ST2 ve ST3 2 2,1
ST1ve ST3 1 11
Toplam 95 100

44



Tablo 4.10. Alt tipleri belirlenen Blastocystis izolatlarinin yontemlere gore dagilimi

ST1+ST3  ST2+ST3

ST1 (%) ST2(%) ST3(%) ST7 (%) %) %) Toplam
DM+ Kiiltiir+
n=81 14 (17) 19(235) 41(506) 4(4,9) 1(1,2) 2 (%2,4)  81(100)
DM+ Kiiltiir —
n=19 1(52) 2(104) 4(21) < : : 7 (36,8)
DM- Kiiltiir+
n=5 2 (40) - 3 (60) - - - 5 (100)
DM- Kiiltiir —
n=95 - - 2(2,1) - - - 2(2,1)
Toplam 17 (17,9) 21(22,1) 50 (52,6) 4 (4,2) 1(1,1) 2(21) 95 (100)

4.10. Blastocystis Kismi SSU rDNA Dizilerinin Filogenetik Analizi

Alt tipi belirlenen toplam 95 Blastocystis izolatinin 92’si (kalan ii¢ tanesi STS
primerleri ile belirlendigi i¢in sekans verisi yoktur) “Genbank™ dan indirilen referans diziler
ile siralanmis ve evrimsel uzakliklari belirlenmistir (Resim 4.10). Kismi SSU rDNA
dizilerinin veri tabanina girilmesi sonucu belirlenen Blastocystis alt tipleri ile filogenetik
analiz sonuglar1 bir biriyle tamamen ortlismektedir. Alt tipi ST3 olarak belirlenen toplam 50
ornek Genbank’dan indirilen ST3 referans SSU rDNA dizileri ile ayn1 dalda, ST2” olarak
belirlenen 21 6rnek ST2 referanslari ile ayni dalda, ST1 olarak belirlenen 17 6rnek ST1
referanslar1 ile ayn1 dalda ve ST7 olarak belirlenen dort ornekte ST7 referanslarina yakin

dallarda yer almistir.
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4.11. Demografik Ozellikler ve Semptomlarin Analizi

Direkt mikroskopi, kiiltiir veya SSU rDNA-PZR yontemlerinden herhangi biriyle
Blastocystis pozitifligi saptanan 107 olgu ile saptanmayan 93 olgucinsiyet, yas, yasadiklari
idari birim ac¢isindan karsilagtirildiginda her hangi biriyle istatistiksel olarak anlamli bir iliski
bulunmamustir (Tablo 4.11). Ayn1 sekilde semptomlar agisindan da istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 4.12). Epikriz kayitlar1 incelendiginde olgularin biiyiik
¢ogunlugunda birden fazla semptomun var oldugu gorilmistiir. Blastocystis alt tipleri ve
semptomlar ayrica degerlendirildiginde alt tipler ile semptomlar arasinda bir iligki

bulunmadigi saptanmustir (Tablo 4.13).

Tablo 4.11. Blastocystis saptanan ve saptanmayan olgular cinsiyet, yas, yasadiklari idari birim

acisindan karsilagtirilmasi

Blastocystis
Pozitif (n=107)  Negatif (n=93)
Say1 % Say1 % Toplam 2 P

Cinsiyet Erkek 49 458 43 46,2 92 0,004 0,950

Kadmn 58 54,2 50 53,8 108

Sehir Merkezi 69 534 60 46,6 129
Yerlesim yeri flge 17 159 14 151 31 0,038 0,981

Koy 21 19,6 19 204 40

1-18 38 35,5 28 30,1 66
Yas gruplari 19-40 33 30,8 20 215 53 4873 0,181
41-60 21 19,6 28 30,1 49

61+ 15 14,1 17 18,3 32
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Tablo 4.12. Blastocystis saptanan ve saptanmayan olgularda semptomlarin karsilastiriimasi

Pozitif (n=107)

Blastocystis
Negatif (n=93)

Semptom Say1 % Say1 % Toplam a p
Kasint1 35 32,7 28 30,1 53 0,156 0,693
Ishal 27 25,2 16 17,2 43 1,901 0,168
Karin agrisi 21 19,6 14 15,1 35 0,721 0,396
Dispepsi 10 9,3 11 11,8 21 0,326 0,568
Bulant1 kusma 9 8,4 6 6,5 15 0,275 0,600
Konstipasyon 6 52 3 3,2 14 1,604 0,091
Kilo kayb1 5 4,7 5 54 10 0,052 0,820
Diger* 14 13,1 11 11,8 25 0,072 0,789
*Diger: Oksiiriik, eklem agrisi, gastrit, anemi, gelisme geriligi
Tablo 4.13. Blastocystis alt tipleri ve semptomlarin dagilimi®

ST1 ST2 ST3
Semptom Say1 % Sayl % Sayi % ya p
Kasint1 5 29,4 4 19 19 38 3,476 0,482
Karin agrisi 5 29,4 6 28,6 9 18 1,477 0,478
Ishal 6 35,3 4 19 41 18 0,447 0,309
Dispepsi 3 17,6 2 9,5 5 10 0,829 0,661

* Say1 az oldugu i¢in diger semptomlartabloya dahil edilmemistir. Yine ST7 (dort izolat) ve

miks alt tipler (li¢ izolat) say1 az oldugu icin tabloya dahil edilmemistir.
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5. TARTISMA

Blastocystis zorunlu anaerobik, intestinal yerlesimli bir protozoon olup diinya
genelinde insan digski 6rneklerinde en sik rastlanan okaryotik mikroorganizmalarin basinda
gelmektedir (Popruk ve ark, 2013). Blastocystis prevalansinin az gelismis iilkelerde hijyen
aligkanliklar1 ve sosyo-ekonomik faktorlere bagli olarak daha yiliksek oldugu rapor edilmistir
(El safadi ve ark, 2014). Bunun yani sira gelismis iilkelerde de %23’e varan goriilme sikliklari
bildirilmistir (Amin, 2002). Blastocystis’in ilk kez tanimlanmasindan bu yana gegen 100 yillik
siirecte, mikroorganizmanin adi ve taksonomideki yeri fazlaca degistirilmistir. Baslangicta
non-patojenik bir maya tiiri olarak tanimlanan Blastocystis son olarak molekiiler filogenetik
calismalarla Heterokontophyta subesinde siradis1 bir Stramenopil olarak tanimlanmistir (Tan,
2008). Ozelikle 1970°li yillardan itibaren Blastocystis’ in morfolojisi, biyolojisi ve klinik
ozellikleri konusunda yapilan ¢alismalar yogunluk kazanmistir (Zierdt, 1991). Blastocystis’in
bu giine kadar digk1 veya kiiltiir 6rneklerinde vakuoler, graniiler, ameboid ve kist olmak {izere
dort farkli formu tanimlanmistir. Ancak uzun yillardir iizerinde ¢alisilan bir mikroorganizma
olmasina karsin morfolojik formlarinin birbirine doniisiimii ve bunu etkileyen faktorlerle ilgili
sahip olunan bilgi olduk¢a sinirlidir (Dunn ve ark, 1989; Tan ve ark, 2008). Ayrica yasam
dongiisiinde aciklanmasi gereken ¢ok sayida nokta bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
Blastocystis’in ince ve kalin duvarli kistlerinin oldugu; bunlardan ince duvarli Kistlerin
enfekte konaklarda oto-infeksiyondan, kalin duvarl kistlerin ise digskiyla atilarak fekal-oral
bulastan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Singh ve ark, 1995; Tan ve ark, 2008).
Blastocystis yalnizca insanlara 6zgii bir protozoon olmayip insan diginda birgok omurgali ve
omurgasiz canlida gériilmekte olup bu canlilarin Blastocystis i¢in rezervuar konak olabilecegi
bildirilmistir (Yoshikawa ve ark, 2007; Yan ve ark, 2007). Molekiiler yontemlerin kullanildig:
epidemiyolojik ¢aligmalar sonucunda Blastocystis’in zoonotik karakterli bir protozoon oldugu
ayrica insandan insana ve hayvandan insana bulasin fekal-oral yolla gerceklestigi agik bir
sekilde ortaya konulmustur (Thathaisong ve ark, 2003; Yoshikawa ve ark, 2004a; Noel ve ark,
2005). Fekal-oral bulas direkt olarak veya diskiyla kontamine yiyecek ve igeceklerin
tilketilmesiyle gergeklesebilmektedir (Tan, 2008). Diinya saghk orgiiti 2008 yilinda
Blastocystis’i Su Sanitasyonu ve Saglik Programlar1 kapsamina almis ve Blastocystis’ in su
kaynaklarinda fekal kontaminasyon indikatorii olarak kullamilabilecegi bildirilmistir (DSO,

2011; Wawrzyniak ve ark, 2013).
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Blastocystis tanisi birgok rutin tani laboratuvari igin zahmetli ve karmasik bir islem
olarak goriilmektedir. Blastocystis patojenitesi konusunda siiregelen tartismalar diski
orneklerinin incelenmesinde Blastocystis’ e gereken 6nemin verilmemesine yol agmakta ve bu
nedenle ¢ok sayida Blastocystis ile enfekte olgu gozden kagirilmaktadir (Stensvold ve Clark,
2016). Ayrica rutin parazitolojik diski incelemelerinde maliyet ve zaman avantaji gibi
nedenlerle DM gibi duyarliligi diisiik yontemlerin kullanilmasi literatiirdeki prevalans
verilerinin gergekligini tartismali hale getirmektedir (Roberts ve ark, 2011). Son yillarda
epidemiyoloji ¢alismalarda molekiiler yontemlerin kullanilmas1 ile bircok bolgede
Blastocystis prevelansinin tahmin edilenin {istiinde oldugu ortaya konulmustur. Ayrica
molekiiler tan1 yontemleri sayesinde hastane rutin laboratuvarlarinda enfekte bireylerin
tanisinin daha etkili bir sekilde yapildigi da bildirilmistir (Stensvold, 2013a).

Calismamizin ilk asamasinda DM yontemiyle Blastocystis saptanan 100 diski ornegi
Jones besiyerine ekildiginde kiiltiirlerin 81’inde (%81) iireme gozlenmistir. Bu asamada DM
pozitif olmasina karsin besiyerinde tireme gozlenmeyen 19 diski 6rneginin (%19) bulunmasi
farkl1 yonlerden degerlendirilebilmektedir. Oncelikle diski 6rneklerinde bulunabilen mantar,
makrofaj, notrofil ve Cyclospora sp. gibi hiicreler veya yag globiilleri gibi cansiz varliklar
Blastocystis ile karistirilabilmektedir (Tan, 2008; Parija ve Jeremiah, 2013; Wawrzyniak ve
ark, 2013). Direkt mikroskopi yonteminden kaynaklanabilecek yalanci pozitifliklerin yani
sira  Ozellikle zoonotik karakterli Blastocystis izolatlarinin (6rnegin ST5) besiyerinde
cogalmayabilecegi bildirilmistir (Parkar ve ark, 2007; Tan, 2008). Bu faktorlere ek olarak
kiiltir yapilirken Blastocystis ile birlikte besiyerine aktarilan diskidaki bakteri florasinin da
kiltiri etkileyebilecegi diisiniilmektedir. Cilinkii Blastocystis ksenik in vitro kiiltiirlerde
bilinmeyen bir bakteri florasi ile birlikte ¢ogalmaktadir. Son yillardaki ¢alismalar ile diski
florasindaki bakteriler ve Blastocystis kolonizasyonu arasindaki iliski acik¢a ortaya
konulmaktadir. Ornek olarak Clostridium tiirlerinin baskin, Enterobacteriaceae tiirlerinin az
oldugu digkilarda Blastocystis’ in daha sik goriildigii bildirilmektedir (Audebert ve ark,
2016). Bizim bulgumuza benzer sekilde Boral Biiyiikkbaba ve ark (2017) rutin parazitoloji
laboratuvarina gonderilen drneklerde Blastocystis arastirdiklari ¢alismalarinda DM ile pozitif
saptanan 50 diski drneginin ikisinin (%4) Jones besiyerinde ¢ogalmadigini bildirmislerdir.
Ayrica Das ve ark (2016) IBS hastalarindan topladiklar1 150 diski Grneginin nativ-liigol
incelemeyle 48’inde (%32) Blastocystis saptamis olup bu pozitif 6rneklerin 45’inin (%93,7)
besiyerinde tiredigini iigliniin (%6,3) ise tiremedigini rapor etmislerdir.

Calismamizda DM yontemiyle Blastocystis saptanmayan 100 digki 6rnegi Jones

besiyerine ekildiginde kiiltiirlerin besinde (%5) lireme goriilmiistiir. Bu bulguya gére DM
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yontemiyle Blastocystis ile enfekte olgularin bir kisminin gézden kagirildigr ve yanlis negatif
sonuglar verilebildigi sdylenebilmektedir. Blastocystis tanisinda DM yontemiyle yanlis
negatif sonug¢ elde edilmesi bircok nedene baglanabilmektedir. Bunlarin basinda kist
formunun kii¢lik boyutlara (3-5 um) sahip olmasi nedeniyle gézden kagirilmasi gelmektedir
(Tan, 2008). Ayrica digki orneklerinin havayla temasi sonucu veya olgularin kullandiklar
ilaglara bagli olarak Blastocystis morfolojisinin  bozulabilecegi veya tamamen
pargalanabilecegi bildirilmektedir (Wawrzyniak ve ark, 2013). Son olarak digkiyla
Blastocystis atilmasinin her giin diizenli olmamasi enfekte olgularda DM yOnteminin yetersiz
kalmasmin bir nedeni olarak gosterilmektedir (Vennila ve ark, 1999; Tan, 2008). Bizim
bulgumuza benzer sekilde bircok caligmada kiiltiir yontemiyle DM ydntemiyle saptanandan
daha fazla sayida Blastocystis saptandigi veya DM negatif digki 6rneklerinin bir kisminda
kiiltiir ile pozitiflik saptandigi bildirilmistir. Adiyaman Korkmaz ve ark (2015) ¢alismalarinda
native-lugol (NL) ile Blastocystis saptamadiklart 208 digk1 6rneginin 24’tinde (%7,8) kiiltiirde
tireme tespit etmigtir. Ayrica Coskun ve ark (2016) 150 {ilseratif kolitli hastada yaptiklari
calismada DM yontemiyle yedi diski 6rneginde (%4,7) pozitiflik saptamis olup kiiltiir
yontemini kullandiklarinda bes olguda daha (n=12, %8) Blastocystis enfeksiyonu
saptadiklarini bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada da Yersal ve ark (2016) kanserli hastalardan
aldiklar1 232 diski 6rneginin 15’inde (%6,5) DM yontemiyle Blastocystis saptadiklarini digki
orneklerini kiiltiire ektiklerinde kiiltiirlerin 25’inde (%10,8) Blastocystis tiremesi gordiiklerini
rapor etmislerdir. Leelayoova ve ark (2002) 900 digki orneginde mikroskopi ve kiiltiir
yontemini karsilastirdiklart ¢alismada kiiltiir yontemiyle 334 olguda (%37,1) Blastocystis
saptarken DM yontemiyle sadece 142 diski 6rneginde (%15,7) Blastocystis saptayabildiklerini
bildirmislerdir. Diger bir ifadeyle DM negatif olan 758 digki 6rneginin 198’1 (%25) kiiltiir
yontemiyle pozitif saptanmistir. Aragtirmacilar bu ¢aligmalarinda kiiltiir ydnteminin prevalans
caligmalarinda kullanilmasini tavsiye etmektedirler. Dogruman-Al ve ark (2010) rutin
parazitoloji laboratuvarina gonderilen 105 diski 6rnegini kiiltiir yontemiyle incelemis ve
30’unda (%28,6) Blastocystis iiremesi saptamislardir. Kiiltiir pozitif 30 olgunun 11’inde
(%36,6) Liigol’iin iyodin boyasi, 15’inde (%50) kalict boyama ve 26’sinda [FA yontemiyle
pozitiflik saptandigi bildirilmistir. Eida AM ve Eida MM (2008) IBS hastalarinda DM ve
kiiltiir yontemleriyle Blastocystis yayginligini arastirdiklari ¢alismalarinda DM yontemiyle 25
(%30), kiiltiir yontemiyle 34 (%41) hastada Blastocystis saptadiklarini bildirmistir. Benzer
sekilde Yakoob ve ark (2004) da kiiltiir yontemi kullanildiginda DM yonteminden daha fazla
sayida Blastocystis saptandigini ifade etmislerdir (sirasiyla %46 ve %32). Dagc1 ve ark (2014)
gastrointestinal semptomlu 617 hastada yaptiklar1 calismada DM yontemiyle sadece 11 digki
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orneginde (%1,8) Blastocystis saptamis ancak kiiltiir yontemiyle bu sayr 80’¢ (%]13)
yiikselmistir. Elghareeb ve ark (2015) toplam 1200 6rnekte dort farkli tan1 yontemini (nativ-
liigol, kalici1 boyama, FEA ve kiiltiir) degerlendirdikleri ¢alismalarinda en fazla pozitifligin
kiiltiir yontemiyle (n=273, %22,8) elde edildigi bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada kalic1 boyama
ile 148 disk1 6rneginde (%12,3), FEA yontemiyle 120 diski 6rneginde (%10) ve nativ-liigol
inceleme ile 72 digki 6rneginde (%6) Blastocystis goriildiigii ifade edilmistir.

Calismamizda DM yontemiyle Blastocystis saptanan diski 6rnekleri (n=100) SSU
rDNA-PZR ile calisildiginda 88 ornekte (%88) pozitif, 12 drnekte ise (%12) negatif sonug
elde edilmistir. Bunun nedeni olarak kiiltiir yonteminin degerlendirmesinde bahsedildigi gibi
diskidaki baz1 canli veya cansiz etmenlerin DM yonteminde yalanci pozitiflige neden olmasi
gosterilebilir (Parija ve Jeremiah, 2013; Wawrzyniak, 2013). Bazi c¢alismalarda diskidaki
inhibitorlere bagli olarak PZR ile yanlis negatif sonuglarin alinabilecegi de bildirilmistir
(Souppart ve ark, 2009; El safadi ve ark, 2013). Diski 6rneklerinde molekiiler yontemlerle
patojenlerin arastirilmasinin ilk asamasi digkidan genomik DNA’nin uygun sekilde elde
edilmesi olup bu asamada kullanilan ticari kitlerin performanslarimin farkli oldugu
bildirilmistir. Yoshikawa ve ark (2011) calismalarinda bes farkli DNA izolasyon Kkitini
(QlAamp DNA Stool Mini Kit, Qiagen; ZR Fecal DNA Kit, Zymo Research; Roche;
QuickGene SP Kit DNA, FujiFilm; NucleoSpin Plant 11, Macherey-Nagel; MagNA Pure LC
DNA Isolation Kit I) kullanarak DNA izolasyonu yapmis ve PZR sonuglarini
degerlendirmistir. Ilk asamada FujiFilm ve Macherey-Nagel Kitleri ile negatif bulunan
orneklerin diger kitlerle pozitif bulundugu bildirmislerdir. Ikinci asamada kiiltiir pozitif 50
olgunun disk1 6rneklerinden Roche, Qiagen ve Zymo Research kitleri ile izolasyon yapmis ve
PZR ile sirasiyla %10, %48, %94 pozitiflik saptamiglardir. El Safadi ve ark (2014) DM
yontemiyle Blastocystis gordiikleri 42 digki 6rneginden DNA izolasyonu yaparak Blastocystis
alt tiplerini aragtirdiklar1 ¢alismalarinda orneklerin sadece altisinda (%14,2) amplifikasyon
gordiiklerini bildirmistir. Arastirmacilar bu farki yaratan en onemli faktor olarak diskidaki
PZR inhibitorlerini isaret etmistir. Calismamizda kullandigimiz DNA izolasyon kiti, PZR
inhibitorlerini absorbe eden tabletler (InhibitEX, Qiagen) icermektedir. Bu nedenle
kullandigimiz DNA izolasyon kitinin PZR inhibisyonundan kaynaklanan negatif sonuglar
azalttig1 veya ortadan kaldirdigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda DM yo6ntemiyle
pozitif bulunan bazi olgularin hem kiiltiir hem de PZR ile negatif bulunmasinin digskidaki
inhibitorlerden ¢ok DM yontemindeki yalanci pozitifliklere bagl oldugu diisiiniilmektedir.
Blastocystis goriilme sikliginin veya alt tiplerinin arastirildigi molekiiler ¢aligmalarda sonucu

etkileyen bir diger faktoriin de kullanilan primer ¢iftleri oldugu bildirilmistir. Roberts ve ark
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(2013) Blastocystis alt tiplerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda 513 6rnekten DNA izolasyonu
yapmis ve iki farkli primer cifti kullanarak PZR yapmislardir. Arastirmacilar F1 ve
BHCRseq3 primerlerini kullandiklar1 PZR yontemiyle ile 98 pozitif disk1 6rneginin 92’°sinde
(%93,4) pozitiflik saptadiklarim1 ancak b11400ForC ve b11710RevC primerleri ile sadece
65’inde (%66,3) pozitiflik saptadiklarimi bildirmislerdir. Ayrica ilk primer g¢iftiyle negatif
sonug elde edilen dort 6rnegin diger primer giftiyle pozitif oldugunu bildirmislerdir. Bizim
bulgumuza benzer sekilde 382 kisiden diski Orneginin toplandigi bir diger ¢alismada da
mikroskopi ile orneklerin 80’inde (%21) Blastocsytis goriilmesine karsin PZR ile bu
orneklerin 66’sinda (82,5) beklenen boyutta amplikon elde edilmistir (Malheiros ve ark,
2011). Bu ¢alismada diski ornekleri DNA izolasyonu yapilincaya kadar %70 alkolde
saklanmig olup QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilmistir.
Ayrica bu galismada kullanilan primer ¢iftleri ¢alismamizdaki ile aymdir. Son olarak bir
caligmada Blastocystis arastirilmasinda DNA izolasyonu 6ncesi yapilan bazi 6n islemlerin
PZR basarisini artirmaya yardimci oldugu rapor edilmistir. Adiyaman Korkmaz ve ark (2017)
Blastocystis kiiltiirlerinde DNA izolasyonu oncesi Ringer modifiye yontem (RMY) ve siikroz
gradient yontemi (SGY) gibi iki farkli 6n islem uyguladiklari ¢alismalarinda F1 ve RB
primerleri ile SSU rDNA gen bolgesinin 1100bp’lik kismin1 PZR ile amplifiye etmislerdir.
PZR iiriinleri agaroz jelde goriintiilendiginde RMY ile 12 6rnegin 11°inde (%91,6) ve SGY ile
altisinda (%50) beklenen boyutta bant gordiiklerini bildirmiglerdir. SMY ile saptanan
bantlarin daha parlak ve belirgin oldugu ayrica RMY uygulanmasi kolay ve zaman agisindan
avantajl olarak bildirilmistir. Calismamizda DNA izolasyon 6ncesi herhangi bir 6n islem
yapilmadan diski 6rnekleri dondurularak saklanmustir.

Caligmamizda DM yontemiyle Blastocystis saptanmayan oOrnekler (n=100) SSU
rDNA-PZR ile ¢alisildiginda yedisinde (%7) amplifikasyon gozlenmistir. Bu bulgunun ortaya
cikmasinda kiiltiir yonteminde deginilen faktorlere (diizensiz kist atimi, kist formlarimin
kiiciik boyutu, bozulmus Blastocystis morfolojisi vb.) bagli olarak direkt mikroskopi ile
yalanci negatif sonug¢ elde edilebilecegi bildirilmektedir (Vennila ve ark, 1999; Tan, 2008).
Bazi calismalarda bizim bulgumuzu destekler nitelikte DM yontemiyle Blastocystis
saptanmayan disk1 6rneklerinin bir kisminin PZR ile pozitif sonug verdigi veya PZR ile DM
yontemine gore daha fazla sayida pozitiflik saptandigr bildirilmistir. Ragavan ve ark (2015)
IBS’li hastalarda Blastocystis arastirdiklar1 ¢alismada DM  yontemiyle Blastocsystis
saptanmayan 35 digki 6rneginin altisinda (%17,6) PZR ile amplifkasyon gordiiklerini rapor
etmislerdir. Ayn1 ¢aligmada ayrica kontrol grubunda yine DM ile negatif bulunan 74 diski
orneginden dordi (%5,5) PZR ile pozitif saptanmustir. Bir diger ¢alismada da DM yontemiyle
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negatif bulunan 100 digki 6rneginin %19’unda molekiiler yontemlerle pozitiflik saptandig
rapor edilmistir (Ben Abda ve ark, 2017). Seyer ve ark (2017) 230 diski1 Orneginde
Blastocystis arastirdiklar1 ¢alismalarinda DM ile 6rneklerin %10,5’inde PZR ile %28,5’inde
pozitiflik saptamiglardir. Mohamed RT ve ark (2017) galismalarinda 1330 diski 6rneginin
PZR ile 133’linde (%10) amplifikasyon saptadiklarini ancak DM ile 83’iinde (%6,5) pozitiflik
saptadiklarini belirmiglerdir. Sanchez ve ark (2017) tarafindan yapilan bir diger ¢aligmada da
mikroskopi ile 6rneklerin %35,2’sinde Blastocystis saptandigi, molekiiler yontemlerle ise ayni
grupta %88,7 amplifikasyon gortildiigii ifade edilmistir. Das ve ark (2016) direkt mikroskopi
ile 48 ornekte (%32), STS PZR ile 50 6rnekte (%33) pozitiflik saptamiglardir. Jones ve ark
(2008) mikroskopi ve kiiltiir ve hatta geleneksel PZR yontemiyle negatif sonu¢ alindig
bildirilen {i¢ 6rnegin tamaminda (%100) RT-PZR yontemiyle pozitiflik saptamislardir. Ayrica
diger bir ¢alismada da diskida Blastocystis’lerin par¢alandigi durumlarda DM yontemiyle
Blastocystis’lerin goriilememesine karsin molekiiler yontemlerle Blastocystis DNA’sinin
tespit edilebilecegi bildirilmistir (Dagc1 ve ark, 2014).

Calismamizda kiiltir ve SSU rDNA-PZR yontemiyle elde edilen bulgular
incelendiginde kiiltiirde Blastocystis tiremesi gorillen 86 Ornegin tamaminda (%100)
amplifikasyon saptanmistir. Benzer sekilde Mohamed RT ve ark (2017) rutin laboratuvar
orneklerinde Blastocystis arastirdiklart ¢alismalarinda kiiltiir yontemiyle tireme saptadiklar
83 Ornegin tamaminin PZR yontemiyle de pozitif bulundugunu rapor etmistir. Ayrica
caligmalarinda kiiltiir ile 122 ornekte (%9,6), PZR ile 133 o6rnekte (%10) pozitiflik
belirlediklerini  bildirmistir. Das ve ark (2016) kiiltir ve STS-PZR yontemlerini
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda sirasiyla 45 ornekte (%30) ve 50 ornekte (%33) pozitiflik
saptamiglardir. Bizim ¢alisjmamizin aksine Souppart ve ark (2009) kiiltiir pozitif diski
orneklerinin  %25’inde PZR yontemiyle negatif sonu¢ elde edildigi bildirilmistir.
Arastirmacilar bu durumu digkidaki PZR inhibitorlerine baglamistir. Yine Santos ve Rivera
(2013) 110 diski 6rneginin onunda PZR yontemiyle, 36’sinda (%23,6) kiiltiir yontemiyle
pozitiflik bulduklarini bildirmislerdir.

Calismamizda kiiltiirde iiremeyen 114 6rnegin dokuzunda (%7,9) SSU rDNA-PZR
yontemiyle pozitiflik saptanmistir. Bu bulgu DM yontemi ve SSU rDNA PZR yontemlerinin
degerlendirildigi 6nceki kisimda da bahsedildigi tizere bazi1 Blastocystis suslarinin besiyerinde
cogalmayabilecegi fikrini desteklemektedir (Parkar ve ark, 2007). Bizim elde ettigimiz
bulgulara benzer sekilde 433 diski 6rnegiyle yaptiklar1 ¢alismada Roberts ve ark (2011),
kalic1 boyama ve kiiltiir yontemleriyle negatif bulunan sekiz negatif diski drneginin (%1,8)

PZR ile pozitif bulundugunu bildirmistir. Irritabl bagirsak sendromlu hastalarda Blastocsystis
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arasgtirildigr bir ¢alismada da DM yontemiyle negatif oldugu bildirilen 35 digki 6rneginin
altisinda (%17,6) PZR ile pozitiflik saptanmigtir (Ragavan ve ark, 2015). Ayrica, Parkar ve
ark (2007) diski orneklerini besiyerine ektiklerinde %19’unda iireme gordiiklerini, diskidan
direkt DNA izolasyonu sonrasi PZR yapildiginda ise daha yiiksek (%35) pozitiflik
saptadiklarini bildirmislerdir. Yine Das ve ark (2016) IBS’1i 150 hastada yaptiklar1 ¢alismada
Jones besiyerinde 45 (%30) ornekte lireme gézlemlemis olup bizim ¢aligmamizdaki primerleri
kullandiklar1 PZR yontemi ile 50 6rnekte (%33,3) amplifikasyon saptamiglardir.
Calismamizin baslangicinda DM yontemine gore pozitif ve negatif 6rnekler secildigi
icin hesapladigimiz duyarlilik ve ozgiillik degerleri literatiirde bildirilenler ile tam olarak
karsilastirmak mimkiin olmamustir. Bununla birlikte hesaplanan duyarlilik ve &zgiilliik
degerlerinden bazilar1 tan1 yontemlerinin degerlendirilmesi agisindan fikir vermektedir.
Calismamizda duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri yontemlerden her biri sirasyiyla altin standart
olarak secilerek hesaplanmistir. Caligmamizda DM yoOntemi altin standart olarak kabul
edildiginde, kiiltiir ve SSU rDNA-PZR yontemlerinin duyarlilik/6zgiilliikkleri sirastyla
%81/%95 ve %88/%93 olarak bulunmugtur. Kiiltiir yontemi altin standart olarak kabul
edildiginde DM yonteminin duyarliligi %94,2 6zgiilliigi ise %83,3 olarak; SSU rDNA PZR
yonteminin duyarliligit %100 o6zgilligi ise %92,1 olarak saptanmistir. Son olarak SSU
IDNA-PZR yontemi altin standart olarak kabul edildiginde, DM ve kiiltiir yontemlerinin
duyarlilik/6zgiilliik degerleri sirasiyla %92,6/%88,6 ve %90,5/%100 olarak hesaplanmistir.
Literatiirdeki caligmalara bakildiginda DM yodnteminin duyarligi bizim ¢alismamizda
hesaplanandan ¢ok daha diisiik olup %19,7-62 arasinda degisen oranlarda bildirilmistir
(Termmathurapoj ve ark, 2004; Dogruman Al ve ark, 2010; Roberts ve ark, 2013).
Termmathurapoj ve ark (2004) kiiltlir yontemi altin standart kabul edildiginde direkt
mikroskopi ve kalict boyama yontemlerinin duyarlilik/6zgiilliikkleri sirasiyla %16,7/%94 ve
%40,2/%80,4 olarak bulmuslardir. Dagc1 ve ark (2014) DM yonteminin %12 duyarlilik ve
%100 ozgiilliik gosterdigini rapor edilmistir. Dogruman Al ve ark (2010) kiiltiir yontemi altin
standart kabul edildiginde Liigol’un iyodin boyamasi, kalict boyama ve IFA ydntemlerin
duyarhilik/6zgiilliiklerini sirastyla %36/%91, %50/%100 ve %86/%97 olarak saptamislardir.
Mohamed RT ve ark (2017) ¢alismalarinda DM ve kiiltir yontemlerinin duyarliliklarin
sirastyla %62 ve %92 olarak bildirilmistir. Santos ve ark (2013) kiiltiir altin standart
alindiginda PZR ve DM yontemlerinin duyarliliklarinin oldukca diisiik %19,4 oldugunu
bildirmislerdir. Elghareeb ve ark (2015) tan1 yontemlerinin duyarlilik ve 6zgiilliiklerini: kiiltiir
(%100 ve %88), FEA (%81 ve %100) ve nativ-liigol (%48 ve %100) olarak rapor etmislerdir.
Roberts ve ark (2013) kiiltiir yonteminin duyarliligint %82 hesapladiklar1 ¢aligmalarinda
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mikroskopinin duyarliligint %48 olarak bildirmislerdir. Poirier ve ark (2011) RT-PZR ile
karsilagtirildiginda DM yonteminin duyarliligint %29, kiiltiir yontemin duyarliligmi %52
olarak saptadiklarini bildirmistir. Stensvold ve ark (2007b) parazitolojik yontemlerle (kiiltiir,
kalict boyama ve FECT) ile SSU rDNA-PZR yontemini karsilastirdiklart calismada
parazitolojik yontemlerin duyarlilik ve ozgiilliiklerini sirasiyla %89/%100, %82/%100 ve
%350/%100 olarak bildirmiglerdir. Bart ve ark (2013) mikroskopi ve SSU rDNA- PZR
yontemleri ile 442 digk1 6rneginin 107’sinde (%24,2) Blastocystis saptadiklari ¢alismalarinda
mikroskopi yonteminin duyarliligimi %99, SSU rDNA-PZR yoénteminin duyarhiligini %96
olarak saptanmustir.

Literatiirde Blastocystis tanisinda farkli yontemlerin kullanildigi c¢aligmalarda elde
edilen sonuglar Tablo 5.1°de oOzetlenmistir. Bu g¢alismalarda ¢ok sayida farkli ¢alisma
gruplarinda Blastocystis tani1 yontemlerinin degerlendirildigi goriillmektedir. Ayrica bu

calismalarda kullanilan tan1 yontemleri de birbirinden oldukga farklilik gostermektedir.
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Tablo 5.1. Blastocystis tanisinda farkli yontemlerin degerlendirildigi caligmalar

Calisma grubu Mikroskopi Kiiltiir Molekiiler Kaynak
Yontem Say1 (%) Yontem Say1 (%) Yontem Say1 (%)
IBS hastalar1 (n=150) Nativ-liigol 48 (32) 45 (30) PZR 50(33,3) (Das ve ark, 2016)
Trikrom 42 (28)
Rutin laboratuvar Nativ-ligol 83 (6,5) 122 (9,6) PZR 133 (10,5) (Mohamed RT ve ark,
ornekleri (n=1262) 2017)
Cocuklarda (n=284) Nativ-ligol 92 (35,2) RT-PZR 252 (88,7) (Sanchez ve ark, 2017)
UK hastalar1 (n=150) Nativ-ligol 7 (4,7) 12 (8) STS-PZR* 12 (8) (Coskun ve ark, 2016)
Kanser hastalar1 (n=232)  Nativ-liigol 15 (6,5) 25(10,8) STS-PZR* 22 (9,5) (YYersal ve ark, 2016)
Rutin laboratuvar Nativ-liigol 72 (6) 274 (22,8) (Elghareeb ve ark,
ornekleri (n=1200) FEA 120 (10) 2015)
Trikrom 148 (12,3)
Laboratuvar 6rnekleri, Nativ-ligol 11 (36,6) - - - (Dogruman Al ve ark,
kiiltiir pozitif (n=30) Trikrom 15 (50) 2010)
IFA 26 (86,6)
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(Tablo 5.1 Devam)

Laboratuvar o6rnekleri, - Jones 42 (84) PZR 50 (100) (Boral Biiyiikbaba ve
FEA pozitif (n=50) RPMI 41 (82) ark, 2017)
Ishalli grup ve kontrol Nativ-liigol 42 (12) (Adiyaman Korkmaz
olgular1 (n=350) Trikrom 58 (17) ve ark, 2015)
DFA 66 (19)
Yetiskinlerde, askeri Nativ-liigol 142 (15,7) Jones 334 (37,1) (Leelayoova ve ark,
birlikte(n=900) FEA 64 (7,1) 2004)
GIS semptomlu hastalar Native- 11 (1,8) Jones 80 (13) RT-PZR 94 (15,2)  (Dagc1 ve ark, 2014)
(n=617) ligol
Cocuklarda (n=303) Nativ-liigol 116 (38,2) RT-PZR 115 (37,9) (Dogan ve ark, 2017)
Trikrom 107 (35,3)
Rutin laboratuvar Trikrom 47 (48) MBD 81(82,6) PZR 92 (93,8)  (Roberts ve ark, 2011)
ornekleri, (n=98) TYGM-9 80 (81,6)
Rutin laboratuvar FECT 19 (2,1) Jones 64 (7,2) (Stensvold ve
ornekleri (n=889) ark,2011)
Saha ¢alismasi (n=110) Nativ-ligol 9 (8,2) LES 36 (32,7) PZR 26 (23,6)  (Santos ve ark, 2013)
10 (9,1)
Rutin laboratuvar FECT 24 (13,8) PZR 85(48,9)  (Forsell ve ark, 2016)
ornekleri, (n=174) RT-PZR 106 (60,9)
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(Tablo 5.1 Devam)

IBS’li hastalar ve kontrol ~ Native- 43(33,8) Jones 56 (44,1) PZR 58 (45,6)  (Uobeed ve ark, 2015)
(n=127) ligol
Rutin Laboratuvar Jones 81(81) PZR 89(89) Bugalisma

ornekleri, mikroskopi
pozitif (h=100)

Rutin Laboratuvar Jones 5(5) PZR 7(7) Bu ¢alisma
ornekleri, mikroskopi
negatif (n=100)

“Kiiltiir pozitif rneklerden DNA izolasyonu ve STS-PZR sonugclari, MBD = Modifiye Boeck ve Drbohlav's besiyeri: TYGM-9 = tripton, maya
oziti, glikoz besiyeri , LES: Locke’nin yumurt-serum besiyeri, DNA izolasyonu , DMEM: Dulbecco modifiye Eagle besiyeri

59



Calismamizda 35 ornegin direkt digkidan ve kiiltiiriinden elde edilen DNA Ornekleri
PZR yontemi ile galisilmis olup kismi SSU rDNA dizileri birbiriyle karsilagtirilmigtir. Bu 35
Blastocystis izolatinin besi ST1 (%14,2), sekizi ST2 (%22,8), 19’u ST3 (%54,2), ikisi
ST2+ST3 (%5,7) ve bir 6rnek ST7 (%2,8) olarak tanimlanmustir. Iki DNA izolasyon ydntemi
arasinda alt tip dagilimi yoniinden bir fark goriilmemis olup her iki DNA izolasyon
yontemiyle ayni alt tipler belirlenmistir. Bu nedenle is yiikiinii ve maliyeti artirmamak i¢in
diger orneklerde iki DNA izoalsyon yontemi birlikte degerlendirilmemistir. Bu bulgumuzu
destekler nitelikteki bir ¢alismada Stensvold ve ark (2007b) Blastocystis pozitif 10 olgunun
diskisindan ve kiiltiirinden DNA izolasyonu yaparak SSU rDNA-PZR ile Blastocystis alt
tiplerini arastirmiglardir. Arastirmacilar bizim ¢alismamiza benzer sekilde kiiltiiriin alt tip
dagilimina etkisinin olmadig1 veya ¢ok az oldugu sonucuna varmislardir. Ancak Yan ve ark
(2007) Blastocystis ST5 ve ST3 saptadiklar bir digk1 6rnegini kiiltiire ektiklerinde ST3’iin
daha hizli ¢ogaldigini ve baskin hale geldigini bildirmistir. Arastirmacilar bu Ornegin
kiiltirinde STS-PZR ile sadece ST3 saptandigini rapor etmislerdir. Bir diger ¢alismada da
STS ve ST1 alt tiplerinin bulundugu kiiltiirde ST5’in baskin hale geldigi bildirilmis olup
arastirmacilar diski O6rneklerinden DNA izolasyonu sonrast alt tiplerin belirlenmesinin
kiiltiirden DNA izolasyon sonrasina gore daha etkili ve duyarli oldugunu bildirmistir (Parkar
ve ark, 2007). Calismanin bu asamasinda elde edilen bulgulara gore kiiltiirden veya diski
orneklerinden DNA izolasyonunun alt tip dagilimini etkilemeyecegi sonucu ¢ikmakla birlikte
bu bulgu dikkatle ele alinmalidir. Ciinkii ¢alismamizda ST1, ST2, ST3 ve ST7 alt tipleri
bulunmus olup diger alt tiplerin degerlendirilmesi miimkiin olmamistir. SSU rDNA dizilerine
gore alt tipi belirlenemeyen (veri tabaninda bulunan alt tiplerin herhangi biriyle tam uyum
gostermeyen) iki ornek STS PZR ile c¢alisildiginda ST2 ve ST3 ‘lin birlikte oldugu ortaya
konulmustur. Bu noktadan hareketle ST2 ve ST3’iin kiiltiirde birlikte ¢ogaldig1 saptanmigtir.
Bununla birlikte besiyerinde bazi alt tiplerin (6rnegin ST5 ve ST1) digerinden daha hizli
cogalarak baskin hale geldigi ve birden fazla alt tipin bulundugu o6rneklerde hatali alt tip
belirlenmesine neden olabilecegi bildirilmistir (Parkar ve ark, 2007; Tan, 2008).
Caligmamizda ikinci pasajdan sonra kiiltiirlerden DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Kiiltiiriin
yeni pasajlarla devam ettirilmesi sonucu birden fazla alt tip bulunan kiiltiirlerde sonuglarinin
nasil degisecegi ayrica ele alinmasi gereken bir konu olarak disliniilmektedir. Ayrica
besiyerinde Blastocystis tiremesi genotip disinda digskiyla birlikte besiyerine aktarilan flora
veya laboratuvar kosullar1 gibi faktorlerden etkilenmesi olast goriilmektedir (Stensvold ve
Clark, 2016). Calismamizda ST2 ve ST3 alt tiplerinin saptandig iki 6rnegin hem diskidan

hem de kiiltiirden DNA izolasyonu alt tiplerinin belirlenmis olmasi bu iki alt tipin birlikte
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cogalabildigini gostermektedir. Ancak oldukca sinirli sayidaki bulgu ile boyle bir sonuca
varilamayacag1 daha fazla sayida ornekle benzer c¢alismalarin yapilmasinin gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Genel olarak kiiltiir yontemi ve sonrasinda DNA izolasyonu yapilarak
Blastocystis alt tiplerinin arastirilmasi genis ¢apli molekiiler epidemiyoloji ¢alismalarinda
tavsiye edilmektedir. Bunun nedeni olarak kiiltiiriin maliyetinin diisiikk olmasi ve alt tip
dagilimi lizerine etkisinin az olmas1 gosterilmektedir (Stensvold ve ark, 2007Db).

Molekiiler filogenetik analizlerde Blastocystis izolatlar1 arasinda genetik polimorfizm
oldukga yiiksek oldugu bildirilmistir (Stensvold ve ark, 2007a). Birgok organizmada oldugu
gibi Blastocystis izolatlarinin genetik c¢esitliligini arastirilmast i¢in kullanilan genetik
markirlarin basinda ribozomal RNA geni (SSU rRNA) gelmektedir (Yoshikawa ve ark,
2000). Ribozomal rRNA geni tiim canlilarda bulunmakta olup korunmus bir isleve sahip
olmakla birlikte olduk¢a degisken bir bolge olarak tanimlanmaktadir (Nelles ve ark, 1984).
Insan dahil diger memelilerden, kanatlilardan ve amfibilerden elde edilen SSU rRNA gen
dizilerinin filogenetik analizi sonucunda 17 farkli Blastocystis alt tipi tanimlanmis olup
bunlardan ST1-ST9 insan diski 6rneklerinden izole edilmistir (Stensvold ve ark, 2007a;
Yoshikawa ve ark, 2004b). Blastocystis alt tipleri ile konak 6zgilliigili, Blastocsytis bulas sekli
arasinda yakin bir iligki bulundugu ortaya konulmustur. Blastocystis izolatlarin1 arasindaki
genetik farkliliklar PZR-RFLP, SSU rDNA geninin dizilenmesi, alt tipe-6zgii primelerle
amplifikasyon (STS-PZR), rastgele primer ciftleri ile PZR, karyotipleme, RT-PZR ve MALDI
TOF gibi molekiiler yontemlerle belirlenmistir (Bohm-Gloning ve ark, 1997; Carbajal ve
ark,1997; Arisue ve ark, 2003; Tan, 2008; Stensvold ve ark, 2012; Martiny ve ark, 2014;).
Blastocytis genetik ¢esitliligin belirlenmesinde bu yontemlerden ikisi 6n plana ¢ikmakta olup
literatiirde yaygin olarak tercih edilmektedirler. ilki alt tiplere 6zgii primerlerin kullanldig
STS-PZR yontemi digeri de Blastocystis SSU rDNA geninin “barkot bolgesi” kismen
cogaltilmas1 ve dizilenmesi esasina dayanan SSU rDNA-PZR yéntemidir. Iki yontemin
karsilagtirildigr  bir c¢alismada SSU rDNA-PZR yonteminin Blastocystis alt tiplerinin
arastirllmasinda oncelikle kullanilmas1 &nerilmektedir (Stensvold, 2013b). Oncelikle STS-
PZR yonteminin dezavantaji sadece STI-ST7 alt tiplerinin tanimlanmasmin miimkiin
olmasidir. Ancak giiniimiizde Blastocystis’ in 17 alt tipi tanimlanmis ve bunlarin dokuzunun
insanda goriilebildigi bildirilmistir (Stensvold ve ark, 2007a; Alfellani ve ark, 2013b). Ayrica,
STS primerlerinin yiiksek o6zgiillik gostermelerine ragmen duyarliliklarinin orta diizeyde
oldugu ve bu nedenle bazi Blastocystis alt tiplerinin belirlenemedigi yontemin bir diger
dezavantaji olarak sayilmaktadir. Bir diger eksiklik olarak da STS primerlerinin kiiltiirden

elde edilen DNA orneklerinde iyi sonug¢ verdigi ancak diskidan direkt izole edilen DNA
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orneklerinde barkot yontemi kadar basarili olmadig1 seklindedir (Stensvold ve ark, 2013b).
Bu nedenlerle ¢aligmamizda oncelikle digkidan DNA izolasyonu yapilan 200 DNA Ornegi
SSU rDNA-PZR ile galisilarak Blastocystis alt tipleri arastirilmistir. Veri tabanlarindaki
benzerlikler dogrultusunda alt tipler belirlenmis ve uyum gostermeyenlerde STS-PZR ile alt
tipler belirlenmistir. Caligmamizda &rnekler klonlama yapilmadan dizilemeye gonderildigi
i¢in birden fazla alt tipin oldugu 6rnekler STS-PZR ile belirlenmistir (Abdulsalam ve ark,
2013). Scanlan ve ark (2015) birden fazla Blastocystis alt tipi ile enfekte olgularda karsilagilan
sorunlar1 ¢ozmek i¢in alt tip spesifik nested PZR yontemi gelistirmistir. Bu reaksiyon igin
gelistirilen primerler ilk asamada ST1-ST4 altipleri igin uygulanmistir. Geleneksel olarak
Blastocystis genotiplendirmesinde kullanilan RD5 ve BhRDr primerleri ile tek alt tipin
saptandig1 orneklerin %22’sinde iki alt tipin bulundugunu gostermislerdir. Yoshikawa ve
Iwamasa (2016) SSU rRNA gen dizlierini kullanarak insanda goriilen dokuz Blastocystis alt
tipi i¢in yeni primerler gelistirmistir. Arastirmacilar bu sekilde karisik alt tip goriilen
Blastocystis enfeksyionlarini ayirt etmeyi de hedeflememistir. Yeni dizayn ettikleri primerleri
tiim alt tiplere ait DNA Ornekleriyle (ST1-ST9), diger protozoon DNA 6rnekleriyle ve mantar
DNA ornekleriyle test etmislerdir. Alt tip 5 disinda tiim primerlerin diger protozoon DNA’lar1
ile negatif sonug verdigi saptanmistir. Bununla birlikte yontemin Blastocystis izolatlarinda alt
tip belirlemede etkili oldugu bildirilmistir.

Calismamizda 95 6rnekte Blastocystis alt tip dagilimi: ST3 (50 ornek %52,6), ST2 (21
ornek %22,1), ST1 (17 6rnek %17,9), ST7 (dort 6rnek %4,2), ST2+ST3 (iki 6rnek %2,1) ve
ST1+ST3 (bir 6rnek %1,1) seklinde bulunmustur. Diinya genelinde yapilan ¢aligmalar toplu
olarak degerlendirildiginde ST1, ST2, ST3 ve ST4’in insandaki Blastocystis
enfeksiyonlarmin %90’ 1n1 olusturdugu, en yaygin alt tipin ise ST3 (yaklasik %60) oldugu
bildirilmistir (Ozyurt ve ark, 2008; Souppart ve ark, 2009; Stensvold ve ark, 2009a; Alfellani
ve ark, 2013a). Bu dagilima uygun sekilde bizim ¢aligmamizda da ST1,ST2 ve ST3 alt tipleri
tim Orneklerin  %95,8’sini (91/95 Ornek) olusturmaktadir. Ayrica iilkemiz ve diinya
genelindeki arastirmalarda benzer sekilde ¢alismamizda en sik Blastocystis ST3 alt tipi (n=53,
%55,7 tek ve diger alt tiplerle birlikte) saptanmistir. Blastocystis ST4’iin Avrupa kitasiyla
siirlt bir yayilima sahip oldugu diger bolgelerde genellikle saptanmadigi bildirilmistir
(Alfellani ve ark, 2013a). Ancak Avrupa kitasi disinda Blastocystis ST4 alt tipinin
saptandiginin  bildirildigi calismalar da bulunmaktadir (Sanchez ve ark, 2017). Bizim
caligmamizda Blastocystis ST4’e rastlanmamistir. Ancak Tiirkiye’de diger illerde yapilan
calismalarda ST4 alt tipine rastlandigi bildirilmistir (Adiyaman Korkmaz ve ark, 2015; Boral
Biiylikbaba ve ark, 2017).
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Literatiirde ozellikle son yillarda Blastocystis alt tiplerinin arastirildigi ¢alisma sayisi
hizla artmigtir. Bu ¢aligmalar sayesinde bir¢ok iilkede Blastocystis alt tip dagilimi hakkinda
bilgi sahibi olunmus ve Blastocystis’in molekiiler epidemiyolojisi daha iyi anlasilmaya
baslanmistir. Diinya genelinde alt tip ¢alismalar incelendiginde Banglades, Brezilya,
Kolombiya, Cin, Misir, Fransa, Almanya, Hollanda, Yunanistan, italya, Japonya, Nepal,
Pakistan, Singapur, isveg, Tayland, Hindistan, Filipinler, Rusya, Polonya, Birlesik Arap
Emirlikleri, Senegal, Tunus, Iran, Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti ve Tiirkiye’de yapilan
calismalarda Blastocystis ST3 alt tipinin en sik saptandigi bildirilmistir (Malheiros ve ark,
2011; Bart ve ark, 2013; Sigidaev ve ark, 2013; Popruk ve ark, 2013; El-Safadi ve ark, 2014;
Adao ve ark, 2016; Das ve ark, 2016; Salamatin ve ark, 2016; AbuOdeh ve ark, 2016;
Khademvatan ve ark, 2017; Sanchez ve ark, 2017; Seyer ve ark, 2017). Bunun yani sira
Danimarka, Nepal, Fransa ve Ispanya’da yapilan arastirmalarda ST4 alt tipine en sik
rastlandig1 rapor edilmistir (Poirier ve ark, 2011; Popruk ve ark, 2013). Ayrica Tayland’da
yapilan iki ¢alismada, Tanzanya, Laos ve Libya’da ST1; irlanda ve Suudi Arabistan’da
yapilan ¢alismalarda da ST2 en yaygin Blastocystis alt tipi olarak saptanmistir (Abdulsalam
ve ark, 2013; Popruk ve ark, 2013; Forsell ve ark, 2016; Mohamed RT ve ark, 2017; Sanpool
ve ark, 2017). Diinya genelinde Blastocystis alt tiplerinin arastirildigi c¢alismalar ayrintili
olarak ele alindiginda farkli molekiiler yontemlerin kullanildig1 ve birgok farkli popiilasyonda
alt tip dagilimlarinin rapor edildigi goriilmektedir (Tablo 5.2).

El-Safadi ve ark (2016) Fransa’da Blastocystis yayginligint ve alt tiplerini SSU rDNA
genini hedef alan RT-PZR yontemiyle arastirdiklar1 ¢alismalarinda 788 kisiden diski 6rnegi
toplamis ve Blastocystis prevalansini %18,1 olarak bildirmislerdir, Bu ¢alismada en yaygin
Blastocystis alt tipinin ST3 (%43,3) oldugu c¢alismada izolatlarin %20’si ST1, %20’si ST4,
%12,8°1 ST2, %2,1°1 ST6 ve %2,1’1 ST7 olarak tanimlanmuistir.

Bart ve ark (2013) Hollanda’da en yaygin alt tipin ST3 (%43,4) oldugunu bildirdikleri
calismalarinda ST1 ve ST2 alt tiplerine esit oranda (%23,2) rastlandigin1 rapor etmislerdir.
Ayrica bu ¢alismada ST4, ST6 ve ST6+ST7 alt tiplerin goriilme yiizdeleri sirasiyla %12, %1
ve %] olarak bildirilmistir.

Mattiucci ve ark (2015) Italya’da IBD tanis1 konulmus 186 6rnekte Blastocystis alt
tipini belirledikleri ¢alismalarinda alt tip dagilimint ST3 (%46), ST1 (%15,3), ST2 (%13,8),
ST4 (%21,7), ST6 (%3,2) ve ST8 (%0,5) olarak bildirmislerdir.

Poirier ve ark (2011) Fransa’da kemoterapi alan hematolojik maligniteli hastalar ve

kontrol grubundan olusan 186 kiside RT-PZR yontemiyle Blastocystis alt tiplerini
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arastirdiklar1 ¢alismalarinda en sik ST4 (%63) olmak tizere ST1 (%3,7), ST2 (%3,7), ST3
(%14,8), ST6 (%3,7) ve ST7 (%11,1) alt tiplerine rastladiklarini bildirmislerdir.

Roberts ve ark (2013) Avustralya, Sidney’de 513 kisiden diski 6rnegi toplamis ve
Blastocystis alt tiplerini iki farkli primer seti kullanarak arastirmislardir. Calisma sonucunda
96 Blastocystis izolatinda alt tip dagilimini: 40’1 (41,6) ST3, 28’1 ST1 (%29,1), 12’si ST4
(%12,5) ve besi ST2 (%5,2), t¢ii ST6 (%3,1), biri ST7 (%]1) ve ikisi (%2) ST8 seklinde
saptamislardir.

Amerika Birlesik Devletleri, Colorado Eyaleti’nde 139 kisiden alinan diski 6rneginde
Blastocystis varligi ve alt tiplerini arastirtlmistir. Gelismis tlkelerle karsilastirildiginda
Blastocystis prevalansinin daha diisiik (%7,2) bulundugu ancak alt tip dagilimmin bu
tilkelerde bildirilenlere benzer oldugu bildirilmistir (Scanlan ve ark, 2016).

Malheiros ve ark (2011) Brezilya’nin Amazon bdlgelerinden Mato Grosso’da yasayan
yerlilerde yaptiklart ¢alismada 382 diski 6rneginden direkt DNA izolasyonu yapmis ve SSU
rDNA-PZR ile Blastocystis alt tiplerini arastirmislardir. Dizi analizleri ile alt tip dagilimini
ST1 (%41), ST2 (%32) ve ST3 (%17) olarak belirlemislerdir. Ayrica yedi drnekte (%11)
birden fazla alt tipe beraber rastlamislardir.

Ramirez ve ark (2016) Giiney Amerika’da yer alan farkli iilkelerden digski ornekleri
toplamis ve bu 6rneklerde Blastocystis alt tiplerini SSU rDNA gen dizilerini referans alarak
arastirmiglardir. Sonug olarak alt tip dagilimi ST1 (%28,3), ST2 (%22,2), ST3 (%36,7), ST4
(%2), ST5 (%2,3), ST6 (%2), ST7 (%2,3), ST8 (%0,6), ST12 (0,9%) ve daha Once
tanimlanmamus bir ST (%2,7) olarak rapor etmisglerdir.

Sanchez ve ark (2017) caligmalarinda Kolombiya’nin Amazon bdlgesinde kirsal
kesimde yasayan 15 yasin altindaki 284 kisiden digki ornegi toplamistir. Bu Ornekler
Blastocystis ve diger intestinal protozoonlarinin varligi yoniinden direkt mikroskopi ve RT-
PZR ile incelenmistir. RT-PZR iirlinlerinin dizilenmesiyle belirlenen alt tipler sirasiyla: ST3,
ST2, ST1, ST6 ve ST4 olarak bildirilmistir.

Salamatin ve ark (2016) Polonya, Varsova’da hastane rutin laboratuvarina génderilen
orneklerde Blastocystis alt tiplerini SSU rDNA PZR ile arastirmistir. Arastirmacilar DM
yontemiyle Blastocystis gordiikleri drnekleri Jones besiyerine ekmis ve pozitif kiiltiirlerden
QlAamp DNA Mini Kit ile DNA izolasyonu yapmistir. Genomik DNA’lar PZR ile
calisildiginda alt1 6rnekte pozitiflik saptanmis ve alt tipler: dort izolat ST3, bir izolat ST2 ve

bir izolat ST6 olarak belirlenmistir.
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Sigidaev ve ark (2013) Rusya, St. Petersburg’da ¢ocuklarda yaptiklar1 ¢aligmada en
yaygin Blastocsytis alt tipinin ST3 (%62,3) oldugunu ve bunu ST7 (%3,8), ST1 (%29,5), ST2
(%24,3) ve ST4 (%1,3)’iin izledigini bildirmislerdir.

Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’ nde yapilan ¢alismada 230 goniilliiden diski 6rnegi
toplanmis ve Blastocystis alt tipleri arastirilmistir. Calisma sonucunda alt tip dagilimi: ST3
(20 ornek, %31,2), ST2 (18 ornek %28,2), ST1 (8 ornek, %12,5), ST4 (7 6rnek %11), ST6
(tic ornek %4,7) ve ST7 (iki 6rnek %3,2) olarak belirlenmistir. Ayrica alti 6rnekte (%9,4) alt
tiplerin belirlenemedigi bildirilmistir (Seyer ve ark, 2017).

Mohamed RT ve ark (2017) Suudi Arabistan’da yaptiklari ¢alismada 138 kanserli
hastada ve 74 kisiden olusan kontrol grubunda Blastocystis alt tiplerini PZR-RFLP ve STS-
PZR yontemlerini kullanarak arastirmislardir. Arastirmacilar en sik ST2 (%44) olmak {iizere
ST1 (%38) ve ST5 (%22) alt tiplerine rastladiklarini bildirmislerdir. Yine ayn iilkede yapilan
bir baska calismada hastaneye bagvuran 1262 kisiden disk1 6rnegi toplanmis ve direkt diski
orneginden yapilan DNA izolasyonu sonrasi Blastocystis alt tipleri STS-PZR yontemiyle
arastirilmistir. Calisma sonucunda ST3 (%80,5), ST1 (%14,5) ve ST2 (%5) olmak tizere iig
farkli Blastocystis alt tipinin saptandigi bildirilmistir (Mohamed RT ve ark, 2017).

Birlesik Arap Emirlikleri, Sharjah’da yapilan bir ¢alismada SSU rDNA-PZR ile 133
ornekte Blastocystis yayginligi ve alt tipler aragtirllmistir. Blastocystis yayginliginin %44,4
bulundugu ¢alismada 59 Blastocystis pozitif 6rnegin 39’unda alt tipler belirlenebilmistir. Bu
calismada en yaygin saptanan alt tip ST3 olup (%58,9) bunu sirasiyla ST1 (%28,2), ST2
(%7,6) izlemistir. Yine bu ¢alismada da Avrupa iilkelerinde rastlanan ST4’e rastlanmamuistir
(AbuOdeh ve ark, 2016).

Tunus’ta Blastocystis’in  molekiiler epidemiyolojisini belirlemeye yonelik bir
calismada goniillillerden 524 digk1 6rnegi toplanmistir. Direkt mikroskopi yontemiyle 68 digki
orneginde (%13) Blastocystis formlarina rastlanmistir. Bu orneklerden 61’inde SSU rDNA
gen dizisi kullanilarak Blastocystis alt tipleri belirlenmis olup alt tip dagilimi: ST3 (%51),
ST1 (%30), ST2 (%16), ST4 (%1,6) ve ST7 (%]1,6) olarak rapor edilmistir (Ben Abda ve ark,
2017).

Abdulsalam ve ark (2013) Libya’daki bir hastaneye basvuran olgularda Blastocystis alt
tip dagilimimi: ST1 (%51,1), ST2 (%24,4), ST3 (%17,8), ST1+ST2 (%3,4) ve ST1+ ST3
(%3,4) olarak bildirmistir. Arastirmacilar bu ¢alismada SSU rDNA genini 6nce klonlayip
sonra diziledikleri igin karigik alt tipleri (ST1+ST3 ve ST1+ST2) bizim ¢alismamizdaki gibi
STS-PZR yapmadan belirleyebilmistir.
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El-Safadi ve ark (2014) Senegal’de 93 ¢ocukta Blastocsytis yaygmligini ve alt tiplerini
aragtirdiklar1 calismada SSU rDNA genini hedef alan geleneksel PZR ve RT-PZR ydntemleri
kullanmislardir.  Arastirmacilar tim ¢ocuklarin Blastocystis ile enfekte oldugunu
saptamislardir. Olgularin 85’inin (%91,4) tek Blastocystis alt tipiyle, sekiz olgunun (%8,6) ise
iki veya daha fazla alt tiple enfekte oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada alt tip dagilimi ise
ST3(%49,5), ST1 (%28,2), ST2 (%20,4) ve ST4 (%1,9) olarak rapor edilmistir.

Forsell ve ark (2016) Tanzanya, Zanzibar bolgesinde ishalli hastalarda ve ishalsiz
kontrol grubunda RT-PZR ile Blastocystis alt tiplerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda alt tip
dagilimini: izolatlarin %34’4 ST1, %26,4’4i ST2, %25,5’i ST5, %0,9’u ST7 olarak
bildirmistir. Ayrica bu c¢alismada Avrupa’dan bildirilenlerden farklt olarak ST4’e hig
rastlanmamig olmasi kitalararasi alt tip farkina bir 6rnek olarak gosterilmektir.

Laos’da Sanpool ve ark (2017) yaptiklar1 ¢aligmada direkt mikroskopi ile Blastocystis
goriilen Ornekler besiyerine ekilmis ve bu Orneklerde Blastocystis alt tipleri SSU rDNA
dizilerini kullanarak arastirmislardir. Filogenetik ve BLAST analizi sonucu alt tip dagilimai:
ST1 (%64), ST2 (%8), ST3 (%24) ve ST7 (%4) olarak bildirilmistir. Bu ¢alismada elde edilen
bulgular bizim calisgmamiza olduk¢a benzemektedir. Her iki calismada da ayni alt tipler
belirlenmistir ancak bizim ¢alismamizda en sik ST3 saptanirken bu ¢alismada en sik ST1
saptanmistir.

[ran’in Ahvaz bolgesinde yapilan bir galismada hastane laboratuvarina génderilen 481
digk1 6rneginin 69’unda (%14,3) DM yontemi ile Blastocystis saptanmis olup arastirmacilar
sadece DM pozitif digki 6rneklerinden DNA izolasyonu yaparak Blastocystis alt tiplerini
STS-PZR yontemiyle aragtirmigtir (Khademvatan ve ark, 2017). Bu digki 6rneklerinin
50’sinde (%72.4) alt tipler belirlenebilmis ve dagilim: ST3 (%40),ST1 (%22), ST5 (%8), ST2
(%6), ST4 (%2) ve 11’1 (%22) karisik alt tipler seklinde bildirilmistir. Karigik alt tiplerin
dagiliminin ise bes 6rnek ST3+ST4, ili¢ drnek ST1+ST3 ve ili¢ 6rnek ST1+ST4 oldugu rapor
edilmistir.

Das ve ark (2016) Hindistan’in kuzey eyaletlerinde yaptiklar1 calismada 150 IBS
hastasinda Blastocystis alt tiplerini STS-PZR yontemiyle arastirmislardir. Toplam 65 izolatin
alt tipinin belirlendigi bu ¢aligmada izolatlarin tamamina yakinin ST3 (n=59, %91) oldugunu
digerlerinin de ST1(n=6, %9) olarak tanimlandigini rapor etmislerdir.

Zhan ve ark (2014) Cin’de lise Ogrencileri arasinda yaptiklar1 calismada 53
Blastocystis izolatinin alt tipini STS-PZR ile arastirmislardir. Bu ¢alismada alt tip dagilimi:
ST3 (%32,1, 17 6rnek), ST7 (%9,4, bes ornek), ST1 (%7,6, dort 6rnek) ve ST6 (%1,9, bir
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ornek) olarak belirlediklerini bildirmislerdir. Ayrica 22 (%41,5) Blastocystis izolatinin da
tipininin belirlenemedigi bildirilmistir.

Tayland’da yapilan bir calismada hastaneye basvuran kisilerden toplanan 562 diski
ornegi kiiltiire alindiginda 56’sinda (%9,9) tireme goézlenmistir. Kiiltiirde iireyen izolatlarin alt
tipleri STS-PZR ile arastirilmis olup en yaygin ST3 olmak {izere toplam dort farkli alt tip
(ST1, ST6 ve ST7) saptandigi bildirilmistir. Yine bu tilkede yapilan kesitsel bir ¢alismada 220
diski O6rneginden DNA izolasyonu yapilmis kismi SSU rDNA dizisine goére alt tipler
belirlenmistir. Blastocystis prevalansi %5,9 olarak bildirilmis olup alt tiplerin dagilimi: ST3
(%84,6), ST2 (%7,7) ve ST6 (%7,7) seklinde belirlenmistir (Palasuwan ve ark, 2016).
Tayland’da Sanpool ve ark (2016) calismalarinda Jones besiyerinde ¢ogalan izolatlardan
DNA izolasyonu yapmis ve SSU rDNA dizisine gore Blastocystis alt tiplerini belirlemislerdir.
Aragtirmacilar toplam 20 6rnekte alt tip dagilimint ST1 (%20), ST3 (%60), ST6 (%10) ve
ST7 (%10) olarak belirlemistir.

Popruk ve ark (2015) Tayland-Myanmar sinirindaki bir bolgede yaptiklar ¢calismada
207 kisiden digki O0rnegi toplayarak DNA izolasyonu yapmis ve SSU rDNA dizilerine gore
Blastocystis alt tiplerini belirlemislerdir. Calisma sonucunda Orneklerin %32,7’sinde
amplifikasyon saptadiklarini ve alt tip dagilimint ST3 (%19,8, 41 6rnek), ST1 (%11,6, 24
ornek), ST2 (%5,3, 11 ornek) ve ST4 (%0,5, bir ornek) seklinde bulduklarini rapor
etmislerdir.

Yoshikawa ve ark (2004c) Tayland, Banglades, Almanya ve Japonya’dan olgulara ait
digk1 6rneklerinden kiiltiirde iireyen 102 Blastocystis izolatindan 99’unu (%97) STS-PZR ile
tiplendirebilmislerdir. Bu izolatlar degerlendirildiginde en yaygin Blastocystis genotipinin
ST3 oldugu, ST1 ve ST4 genotiplerinin ikinci sirada yer aldig1 bildirilmistir. Ayrica ST2, ST5
ve ST7 genotiplerine ¢ok az sayida olmakla birlikte sadece Almanya ve Japonya’dan elde
edilen izolatlarda rastlandig: bildirilmistir.

Filipinler’in Pateros bolgesinde yapilan bir ¢alismada asemptomatik 35 kisiden diski
Ornegi toplanmis ve kiiltiirde ¢ogalan Blastocystis izolatlarinin alt tipleri SSU rRNA gen
sekanslarina gore belirlenmistir. Digki 6rneklerinin 29 unun (%382,8) kiiltiiriinde Blastocystis
tiremesi gorilmiis olup ti¢ farkli alt tipin (ST3 %65, ST1 %31 ve ST2 %3) saptandigi
bildirilmistir (Adao ve ark, 2016).
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Tablo 5.2. Farkli tilkerlerde Blastocystis alt tiplerinin dagilimi

Ulke Calisma grubu Yontem ST1 ST2 ST3 ST4 Diger Kaynak
say1 (%) sayl (%) say1(%) say1(%) say1 (%)
Senegal Cocuklar SSUrDNA 29(28,2) 21(20,4) 50(49,5) 2(1,9) (El safadi ve ark,
PZR 2014)

n=103

Liibnan Semptomatik ve PZRve RT 11(30,6) 12(33,3) 12(33,3) 1(2,8) (El safadi ve ark,
kontrol grubu n=36 PZR 2013)

Japonya Rutin laboratuvar STS-PZR 4 (8) 5 (10) 26 (52) 11 (22) ST7:2 (4) (Yoshikawa ve
ornekleri (n=50) ark, 2004c)

Belirlenemeyen 2 (4)

Banglades  Rutin laboratuvar STS-PZR 2 (7,7 24 (92,3 (Yoshikawa ve
ornekleri (n=50) ark, 2004c)

Pakistan Rutin laboratuvar STS-PZR 2 (20) 7 (70) 1 (10) (Yoshikawa ve
ornekleri (n=10) ark,2004c)

Almanya Rutin laboratuvar STS-PZR 3(25) 5 (41,7) ST5: 2 (16,7) (Yoshikawa ve
ornekleri (n=12) ST7:2(16,7) ark, 2004c)
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(Tablo 5.2 Devam)

Cin Saha caligmast STS-PZR 47 (24,5) 9(4,7) 116 1(0,5) ST6:1(0,5) (Li ve ark, 2007)
n=192 (60,4) ST1+ST3:8(4,2)
ST1+ST2:1(0,5)
ST2+ST3:1(0,5)
Belirlenmeyen : 8 (4,2)
Misir Rutin laboratuvar SSUIrDNA 4(19) 4 (19) 13 (61,9) (Souppart ve ark,
ornekleri(n=21) PZR 2010
Fransa Rutin laboratuvar SSUrDNA 7 (17,5) 6 (15) 18 (45) 6 (15) ST1+ST3: 3 (7,5) (Souppart ve ark,
PZR 2009)
ornekleri(n=40)
Danimarka  Rutin laboratuvar SSUIDNA 1(4) 1(4) 13 (46,4) 19 (76) (Stensvold ve ark,
P7R 2011)
ornekleri(n=25)
Ingiltere Rutin laboratuvar SSUIDNA 3(54) 9(16,4) 22 (40) 17 (31) (Scicluna ve
PZR ark, 2006)

ornekleri (n=55)
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(Tablo 5.2 Devam)

Yunanistan  Rutin laboratuvar SSU rDNA 9 (20,0) 6 (13,3) 27(60,0)0 1(2,2) ST6:1(2,2) (Menounos ve
PZR ark, 2007)
ornekleri (n=45) ST7:1(2,2)
Singapur Rutin laboratuvar PCR-RFLP 2(22,2) 7(77,8) (Wong ve ark,
2008)
ornekleri (n=9)
ftalya Rutin laboratuvar SSUrDNA 2(6,6) 4(13,3) 14 (43,3) 6(20) ST2+ST8: 1(3,3) (Meloni ve ark,
PZR ST1+ST3: 1(3,3) 2011)
ornekleri (n=30)
ST3+ST7: 1(3,3)
ST2+ST3: 1(3,3)
Ispanya Ishalli hastalar PZR-RFLP 1(2) 2(3,9) 48 (94,1) (Dominguez-
(n=51) Marquez ve ark,
2009)
[ran Rutin laboratuvar ~ STS-PZR 11 (22) 3 (6) 20 (40) 1(2) ST5: 4 (8) (Khademvatan ve

onekleri (n=50)

ST3+ST4: 5 (10)
ST1+ST3: 3 (6)

ark, 2017)
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(Tablo 5.2 Devam)

Hollanda Rutin laboratuvar SSUrDNA 23 (22) 23(22) 43 (41) 12 (12) ST6: 1(%1) (Bart ve ark,
onekleri (n=103) PZR 2013)
ST7:1(%1)
Tanzanya Rutin laboratuvar RT-PZR ve 36 (34) 28 (26,4) 27 (25,5) ST71(0,9) (Forsell ve ark,
onekleri (n=106) SSU rDNA Belirlenemeyen 14 2016)
PZR (13,2).
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Tirkiye’nin farkli illerinde Blastocystis alt tiplerinin arastirildigi  galismalar
degerlendirildiginde bizim caligmamiza alt tip dagilimi yoniinden benzerlik gosterdikleri
ancak saptanan Blastocystis alt tip sayisi yoniinden bazi farkliliklar oldugu goriilmiistiir
(Tablo 5.3). Calismamizda ST1, ST2, ST3 ve ST7 olmak {izere toplam dort farkli alt tip
saptanmigtir. Ulkemizde bu alt tiplere ek olarak ST4, ST5 ve ST6 alt tiplerinin de saptandig
calismalar bulunmaktadir. Dagc1 ve ark (2014) Manisa ve Izmir’de hayvan besleyen
kisilerden topladiklart diski orneklerde Blastocystis alt tip dagilimini: ST3 (%44,7), ST1
(%13,8), ST2 (%11,7), ST6 (%1,1), ST7 (%1,1) ve ST2+ST3 (%2,1) olarak belirlemislerdir.
Aydin ‘da yapilan dnceki aragtirmalarda calismamiza benzer sekilde ST3 en sik olmak iizere
ST1, ST2 ve ST7 alt tiplerinin bulundugu bildirilmistir (Ertug ve ark, 2015; Yersal ve ark,
2016; Coskun ve ark, 2016). Adiyaman Korkmaz ve ark (2015) Ankara’da gastrointestinal
sistem sikayeti olan 350 hastadan topladiklar1 digki Orneklerinden besiyerinde c¢ogalan
izolatlarin alt tiplerini STS-PZR ile belirlemislerdir. Arastirmacilar Blastocystis alt tip
dagilimint: ST3 (%28), ST1 (%13,9), ST4 (%11,6), ST7 (%11,6), ST2 (%7) ve ST6 (%2,3)
seklinde bulmustur. istanbul’da yapilan bir calismada en sik saptanan Blastocystis alt tipinin
ST3 oldugu ve bunu sirastyla ST1, STS, ST2 ve ST4’lin takip ettigi bildirilmistir (Boral
Biiyilikbaba ve ark, 2017). Ankara’da IBS, IBD, kronik diyareli hastalarda ve asemptomatik
kontrol gruplarinda yapilan bir ¢alismada ST3 goriilme sikligi %62,8 (n=22), ST2 %34,3
(n=12) ve ST1 %8,5 (n=3) olarak rapor edilmistir (Dogruman Al ve ark, 2009b). Eskisehir’de
yaslar1 3-13 arasinda degisen ¢ocuklarda Blastocystis genetik ¢esitliliginin STS-PZR yontemi
ile arastirildig1 bir ¢alismada alt tip dagilimi: ST3 (%43,4), ST1 (%26,1), ST4 (%10,9) ve ST2
(%8,7) olarak bildirilmistir. Bu ¢alisgmada ayrica bes ornekte birden fazla alt tip (li¢ 6rnek
ST1+ST3, bir 6rnek ST1+ST2, bir 6rnek ST2+ST3) saptanmistir (Dogan ve ark, 2017).
Koltas ve Eroglu (2016) Cukurova bolgesinden elde ettikleri 28 ornekte Blastocystis alt tip
dagilimmi ST1 (10 izolat, %35,7), ST3 (yedi 6rnek %25), ST2 (bes 6rnek %17,8) ve ST4 (iig
ornek, %10,7), ST5 (bir 6rnek, %3,6), ST6 (bir 6rnek, %3,6) ve ST7 (bir 6rnek %3,6) olarak
bildirmistir. Sakalar ve ark (2013) Kayseri, Erciyes Universitesi Hastanesi’nden topladiklar
orneklerde direkt mikroskopi ile Blastocystis gordiikleri 6rneklerden DNA izolasyonu yapmis
ve STS-PZR ile Blastocystis alt tiplerini aragtirmiglardir. Arastirmacilar en sik ST3 (%55,2),
sonra ST1 (%37,9), ST2 (%13,8) ve ST4 (%6,8) saptadiklarin1 bildirmiglerdir. Ayrica bir
olguda Blastocystis ST1 ve ST2 alt tipleri, diger bir olguda da ST1 ve ST3 alt tipleri son
olarak iki olguda ST3 ve ST4 alt tiplerine birlikte rastlandig: bildirilmistir.

Blastocsystis alt tip dagilimlari degerlendirildiginde ST4’in Avrupa kitasinda, ST6 ve
ST7 alt tiplerinin ise daha ¢ok Asya kitasinda goriildiigli bildirilmistir (Poirier ve ark, 2011;
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El-safadi ve ark, 2014). Calismamizda ST7’ye %4,2 oraninda rastlanmis olmakla birlikte ST4
alt tipi saptanmanustir. Ulkemizdeki diger calismalarda Aydin, izmir ve Mugla illerinde
ST7’ye rastlandigi bildirilmistir. Bu ¢alismalarda ST7’nin goriilme sikligit Aydin’dan elde
edilen Blastocystis izolatlar1 arasinda %8,3 (n=12, bir izolat), Izmir’de %1,1 (n=94, bir izolat)
ve Mugla’da %2,8 (n=35, bir izolat) olarak rapor edilmistir (Dagc1 ve ark, 2014; Sankur ve
ark, 2015; Coskun ve ark, 2016). Ankara ve Eskisehir’deki ¢alismalarda ST4’¢e sirasiyla %1,1
(n=87, bir izolat) ve %10,9 (n=46, bes izolat) rastlandig1 bildirilmistir (Ozyurt ve ark, 2008;
Dogan ve ark, 2017). Tiirkiye bulundugu cografi olarak Asya ve Avrupa kitalarinin kesisme
noktasinda bulundugu i¢in alt tiplerin dagilimi ayrica 6nem tasimaktadir. Blastocystis alt
tiplerinin arastirildigi farkli illerdeki ¢alismalar sonucunda bu konuda daha ayrintili bilgi

sahibi olunmasi gerekli goriilmektedir.
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Tablo 5.3. Tiirkiye’de Blastocystis alt tiplerinim arastirildigi ¢aligmalar*

Sehir Calisma grubu  Yontem ST1 ST2 ST3 Diger Kaynak
say1 (%)  say1 (%) sayl (%) say1 (%)

Aydin Rutin lab. sekanslamave 17 (17,9) 21(22,1) 50 (52,6) ST7:4(4,2) ST2+ST3: Bu calisma

ornekleri (n=95) STS-PZR 2(2,1) ST1+ST3:1
(11)

Aydin Ulseratif kolitli ~ sekanslama 2(16,7) 1(8,3) 8 (66,7) ST7: 1(8,3) Coskun ve ark (2016)
hastalar (n=12)

Aydin Kanser hastalart ~ STS-PZR 5(23) 4 (18) 13 (59) Belirlenemeyen 3 (12) Yersal ve ark (2016)
(n=25)

Aydin Rutin STS-PZR 9(20,5) 13(29,5) 17 (38,6) Belirlenemeyen 17 Ertug ve ark (2015)
laboratuvari (27,9) ST1+ST3: 4
(n=61) (9,1) ST2+ST3: 1 (2,3)

Istanbul ~ Rutin lab. sekanslama 8(9,2) 12 (13,7) 66 (75,8) ST4:1(1,1) Ozyurt ve ark (2008)

ornekleri (n=87)
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(Tablo 5.3 Devam)

Istanbul

Rutin lab.
ornekleri (n=50)

Sekanslama

3(6)

2(4)

34 (68)

ST1+ST3:1(2)
ST2+ST3:1(2)
ST3+ST5: 3 (6)
ST4+ST5:1 (2)
ST1+bilinmeyen
alt tip: 1 (2)

ST3+bilinmeyen
alt tip: 4 (8)

Boral Biiyiikbaba ve
ark (2017)

[zmir GIS semptomlu
hastalar (n=94)

RT-PZR

13 (13,8)

11 (11,7)

42 (44,7)

ST6:1(1,1)
ST71(1,1)

ST2 +ST3: 2 (2,1)
Belirlenemeyen 24
(25,5)

Dagci ve ark (2014)

Eskisehir

Cocuklarda (n=46) RT-PZR

12 (26,1)

4 (8,7)

20 (43,4)

ST4:5(10,9)
ST1+ST3:3(6,5)
ST1+ST2:1(2,1)

ST2+ST3: 1 (2,1)

Dogan ve ark (2017
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(Tablo 5.3 Devam)

Manisa Rutin lab, STS-PZR 17 (18,4) 20 (21,7) 51 (55,4) ST1+ST3:2(2,1) Dogruman Al ve ark
drnekleri (n=92) ST2+ST3:2 (2,1) (2008)

Ankara IBD, Chron ve STS-PZR 1(2,8) 10 (28,6) 21 (60) ST2:+ST1: 2 (5,7) Dogruman ve ark,
ishalli hasta ST2+ST3: 1 (2.8) (2009b)
gruplarinda (n=35)

Adana Semptomatik ve STS-PZR 20 (62,5) 3(9,3) 9(28,1) Eroglu ve ark (2009)
asemptomatik
gruplarda (n=32)

Mugla Cocuklarda (n=35) Sekanslama 11(31,4)  9(257) 12(34,2)  ST7:1(2.8) Sankur ve ark (2015)

* En sik saptanan alt tipler vurgulanmugtir.
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Calismamizda besiyerinde iiremeyen ancak digkidan DNA izolasyonu sonrasi PZR ile
pozitif saptanan dokuz 6rnegin alt tipleri: ST3 (alt1 6rnek, %66,6), ST2 (iki drnek, %22,2) ve
ST1 (bir 6rnek, %11,1) seklinde bulunmustur. Roberts ve ark (2011) kiiltiir ve DM negatif alt1
ornekten dordiiniin ST3, diger ikisinin ise ST1 ve ST4 birlikte oldugunu bildirmislerdir.
Bizim ¢alismamizda ise iki 6rnegin alt tipinin de ST3 oldugu belirlenmistir. Boral Biiyiikada
ve ark (2017) ¢oklastirma yontemiyle Blastocystis pozitif bulduklar1 ancak Jones besiyerinde
ireme gormedikleri lic 6rnegi diskidan DNA izolasyonu yaparak PZR yontemiyle tekrar
calismiglardir. Arastirmacilar bu 6rneklerin tamaminda STS-PZR ile Blastocystis alt tiplerini
(bir 6rnek ST3+ST2 ve iki 6rnek ST3) belirlemislerdir. Tam olarak bizim ¢alismamizdaki
verilerle kiyaslamak miimkiin olmasa da Stensvold ve ark (2007b) ¢alismalarinda FECT ve
kalic1 boyama ile yanlis negatif sonug alinan 6rneklerde PZR yontemiyle ST3 saptamustir.

Calismamizda 92 Blastocystis izolatina ait SSU rDNA dizisi (ii¢ izolat STS-PZR ile
belirlenebildigi i¢in dizi verisi bulunmamaktadir) referans dizilerle siralanip evrimsel
uzakliklar1 belirlendiginde Blastocystis alt tip veri tabani (https://pubmlst.org/Blastocystis/)
ile tamamen Ortiisen sekilde alt tipler belirlenmistir. Bu sonug¢ Blastocystis alt tiplerinin
belirlenmesinde uygulamadaki kolayligi nedeniyle veri tabaninin tercih edilebilecegini
gostermektedir. Ancak ikinci bir yontem olarak filogenetik analizle veya Genbank dizileriyle
karsilastirilarak sonuglarin degerlendirilmesi de faydali goriilmektedir. Filogenetik analiz
incelendiginde ST1 ve ST2’nin ortak bir atadan ayrildig1 goriilmektedir. Ayrica ST3 ile ST4
de birbiriyle daha yakin bulunmustur. Benzer sekilde bir iliski daha 6nceki calismalarda da
bildirilmistir (Stensvold ve ark, 2007a; Stensvold ve ark, 2009a; Forsell ve ark, 2012).
Calismamizda saptanan ST7 izolatlar1 ise ST6 ve ST9 alt tiplerine yakin ¢ikmustir.

Blastocystis biyolojisi ve patogenezi hakkinda bir¢ok bilinmeyen ve tartigmali
konular1 igeren bir protozoan olup son yillarda 6zellikle molekiiler ¢aligmalarin yardimiyla
aragtirmacilarin dikkatini ¢gekmeye baslamistir. Bilim adamlarinin uzun yillardir cevap aradigi
sorularin  basinda “Blastocystis entero-patojen mi yoksa kommensal yasayan bir
mikroorganizma mi1?” sorusu gelmektedir (Roberts, 2014a). Tedavi edilmeyen Blastocystis’li
olgularin bir kismininda etkenin kendiliginden ortadan kaybolmasi ve gastrointestinal
semptomlarin gerilemesi bircok ¢alismada kaydedilen bir bulgu olarak bildirilmistir
(Rossignol ve ark, 2005; Dinleyici ve ark, 2011; Heyland ve ark, 2012; van Hellemond ve
ark, 2013). Ayrica Blastocystis enfeksiyonlari genellikle asemptomatik veya kendini
siirlayan klinik bulgularla seyretmekte olup bu olgularda tedavi onerilmemektedir (Roberts
ve ark, 2014b). Ancak semptomlar siireklilik gosteriyorsa ve hastada Blastocystis disinda

herhangi bir patojen saptanmadiysa Blastocystis tedavisine baslanabilecegi bildirilmektedir
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(Sekar ve Shanthi, 2013). Bazi ¢alismalarda ise Blastocystis firsat¢1 bir patojen olarak
tanimlanmis olup ¢ocuklarda ve immiin-sistemi baskilanmis kisilerde Blastocystis
enfeksiyonlariin daha dikkatli takip edilmesinin gerekli oldugu rapor edilmistir (Rao ve ark,
2003; Basak ve ark, 2014; Eassa ve ark, 2016). Giiniimiizde Blastocystis enfeksiyonu olan
kisilerde klinik bulgularin Blastocystis genotipi, mikrobiyota, konak immun yaniti,
Blastocystis yogunlugu ve eslik eden diger enfeksiyonlar gibi birgok faktore bagli olarak
gelistigi kabul edilmektedir (Tan, 2008; Tan, 2010; Andersen ve Stensvold, 2016; Stensvold
ve Clark, 2016). Blastocystis patojen olarak tanimlandigi arastirmalarda ¢ok sayida
gastrointestinal ve bazi dermatolojik semptom (karin agrisi, ishal, konstipasyon, halsizlik,
kusma, bas agrisi, dermatolojik belirtiler, eklem agris1 ve psikiyatrik bulgular) Blastocystis
enfeksiyonu ile iliskilendirilmistir (Daryani ve ark, 2006; Boorom ve ark, 2008; Tan, 2008;
Hameed ve ark, 2011).

Calismamizda tan1 yontemlerinin herhangi biriyle Blastocystis pozitifligi saptanan 107
ve Blastocystis saptanmayan 93 olgu demografik 6zellikler (cinsiyet, ikamet yeri ve yas)
acisindan karsilastirildiginda her hangi biriyle anlami bir fark bulunmamigtir. Dagc1 ve ark
(2014) Blastocystis goriilme sikliginin kadin ve erkeklerde anlamli farklilik gostermedigini
ancak 20-29 yas araliginda goriilme sikliginin daha yiiksek oldugunu bildirmistir. El-Safadi
ve ark (2016) Blastocystis e 15-49 yas araliginda 50 yas iistiine gore daha sik rastladiklarini
bildirmistir. Cabrine Santos ve ark (2015) alt1 yagindan biiyiiklerde Blastocystis goriilme
sikliginin istatistiksel olarak anlamli Olglide daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Bu
calismada Blastocystisenfeksiyonu saptanan ve saptanmayan bireyler arasinda cinsiyet
yoniinden anlamli bir farklilik bulunmadigi rapor edilmistir. AbuOdeh ve ark (2016)
cinsiyet ile Blastocystis goriilmesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin
bulunmadigini bildirmistir. El Safadi ve ark (2016) Blastocystis goriilme sikligini kadinlarda
%19, erkeklerde %16 olarak saptamalarina karsin bu farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadigini rapor etmislerdir. Bu ¢alismalarin aksine Abdulsalam ve ark (2013) Blastocystis
goriilme sikliginin kadin olgularda ve egitim diizeyi diislik bireylerde istatistiksel olarak
anlamli 6l¢iide yiiksek bulduklarini bildirmistir. Nithyamathi ve ark (2016) Blastocystis
enfeksiyonu ve risk faktorlerini arastirdiklart caligmada sehir merkezi ve kirsaldan
topladiklar1 digki  6rneklerinde Blastocystis varligint DM ve kiiltir  yontemiyle
arastirmiglardir. Demografik faktorlerden yas, ve cinsiyet ile Blastocystis enfeksiyonu
arasinda anlamli bir iligki bulmadiklarini bildirmislerdir. Ancak ailenin geliri, yasadig1 yer
(kirsalda daha yiiksek) ve annenin egitim durumu risk faktorii olarak tanimlanan parametreler

arasima yer almaktadir. Ayrica coklu varyans analizi sonucuna gore gelir seviyesi diisiik
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cocuklarin digerlerine gore Blastocystis ile enfekte olma ihtimalinin iki kat yiiksek oldugu
saptanmistir. Bizim g¢aligmamizda hastane kayitlari incelenip retrospektif olarak olgularin
Ozellikleri degerlendirildigi i¢in olgularin siirl sayida bilgisine ulasilmistir.

Calismamizda hastane kayitlarinin incelenmesi sonucu Blastocystis saptanan
olgularda en sik kasint1 (%32,7) olmak iizere sirasiyla ishal (%25,2), karin agrisi (%19,6) ve
dispepsi (%9,3) semptomlarinin gorilldigii saptanmistir. Calismamizda oldugu gibi
parazitoloji laboratuvarina gonderilen diski 6rneklerinin degerlendirildigi bir g¢alismada
Blastocystis’ li olgularda en sik karin agrisi, kasinti, ishal ve kabizlik semptomlar1 izlendigi
bildirilmistir (Ertug ve ark, 2015). Onkoloji servisindeki hastalarda yapilan diger bir
calismada ise Blastocystis saptanan olgularda en sik siskinlik, karin agrisi, melena ve kabizlik
gorildiigii rapor edilmistir (Yersal ve ark, 2016). Dagc1 ve ark (2004) Blastocystis
saptadiklar1 olgularda en yaygin bildirilen semptomlarin sirasiyla karin agrisi, ishal ve
bulanti/kusma olarak bildirmistir. Bir diger ¢alismada ise Blastocystis ile enfekte olgularda en
sik karin agrisi ve alerjik semptomlarin goriildiigii de bildirilmistir (Boral Biiyiikbaba ve ark,
2017). Genis ¢apl bir derlemede de Blastocystis ‘li olgularda en sik bildirilen iki semptomun
karin agrist ve ishal oldugu rapor edilmistir (Tan, 2008). Beyhan ve ark (2015) rutin
parazitolojik incelemede Blastocystis saptadiklari olgularda en sik karin agrist ve ishal
bulgularina rastladiklarini ifade etmislerdir. Elghareeb ve ark (2015) Blastocystis’li olgularda
semptomlarin goriilme sikliklarini: karin agrist (%40), siskinlik (%36), kusma (%20), bulant1
(%14), halsizlik (%11), kasint1 (%11) ve eklem agrisi (%6) seklinde bildirmistir. Sakalar ve
ark (2013) calismalarinda Blastocystis ile enfekte olgularda en sik karin agrisi, ishal ve
dermatit gorildigii rapor etmistir. Blastocystis’li olgularda goriilen semptomlarin
degerlendirildigi caligsmalarin bir kismi Tablo 5.4’de 6zetlenmistir.

Calismamizda tan1 yontemlerin herhangi biriyle Blastocystis pozitifligi saptanan 107
ve saptanmayan 93 olgu klinik bulgular agisindan karsilastirildiginda semptomlarin herhangi
biriyle istatistiksel olarak anlami bir iliski bulunmamistir (tamaminda p>0.05). Blastocystis
pozitif grup ve negatif grupta semptomlar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde: kasint1 (%32,7 ve
%30,1), ishal (%25,2 ve %17,2), karin agris1 (%19,6 ve %15,1), dispepsi (%9,3 ve %11,3),
bulant1 kusma (%8,4 ve %6,5), konstipasyon (%5,2 ve %3,2) ve son olarak kilo kayb1 (%4,7
ve %5,40) seklinde bir sonug¢ ortaya cikmistir. Literatiirdeki c¢alismalar genellikle
asemptomatik kontrol ve semptomatik hasta gruplarinin karsilastirilmasi seklinde yapilmig
olmakla birlikte bircogu bizim bulgumuzu desteklemektedir. Seyer ve ark (2017) kontrol
grubu ve semptomatik olgular arasinda Blastocystis goriilme sikligi yoniinden bir farklilik

olmadig1 da bildirilmistir. Forsell ve ark (2016) ishalli hastalarda ve kontrol grubunda
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Blastocystis goriilme sikligi yoniinden farklilik olmadigimi bildirmistir. El Safadi ve ark
(2016) RT-PZR ile semptomatik hastalarin %18,5’inde Blastocystis pozitifligi saptadiklari
caligmalarinda asemptomatik grupta Blastocystis pozitifliginin %16,2 oldugunu ve bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigini bildirmistir. Bu ¢alismada karin agrisi, siskinlik, ishal,
kabizlik ve kusma degerlendirilen semptomlar arasinda yer almaktadir. Jantermtor ve ark
(2013) Blastocystis pozitif olgularmn 31’inin (%55,4) asemptomatik oldugunu ve 22’sinin
gastrointestinal semptomlar gosterdigini bildirmistir. Nithyamathi ve ark (2016) ¢ocuklarda
yaptiklar1 ¢alismada Blastocystis enfeksiyonu ile gastrointestinal semptomlar arasinda bir
iliski oldugunu ayrica gelir seviyesi diisiik ¢ocuklarda enfeksiyonun semptomatik olma
ihtimalinin bes kat daha fazla oldugunu bulmuslardir. Ozgakir ve ark (2007) parazitoloji
laboratuvarinda gonderilen digki Orneklerinde Blastocystis arastirdiklart g¢alismalarinda

Blastocystis’in  alerjik hastaligit olanlarda daha yaygmm oldugunu bildirmislerdir.
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Tablo 5.4. Blastocystis saptanan olgularda bildirilen semptomlar

Semptom, Say1 (%)

Calisma grubu Diyare Karin  Bulant/ Flatulans Kabizhk Siskinlik Dispepsi Halsizlik Kilo  Urtiker Kaynak
agrisi kaybi
Kusma /kasinti

Rutin laboratuvar 27 (25,2) 21(19,6) 9(8,4) 6 (5,2) 10 (9,3) 5(4,7) 35 Bu ¢aligma
ornekleri (n=107) (32,7)
Rutin laboratuvar 16 (17,2) 21 (22,5) 12(12,9) 14 (15) 26 (27,9) El safadi ve ark,
ornekleri (n=93) 2016
Rutin laboratuvar 11 (21,5) 39(76,4) 3(58) 21(411) 2(3,9) Abdulsalam ve
ornekleri (n=51) ark, 2013
Rutin laboratuvar 61 (66,3) 34 (37) 15(16.3) 16(17,4) 13(14,1) 16 (17,4) 9(9,8) Salvador ve ark,
ornekleri (n=92) 2016
Kanser hastalari 2 (8) 5 (20) 3(12) 10 (40) 8 (32) 4 (16) Yersal ve ark,
(n=25) 2016
Rutin laboratuvar 4 (6,5) 24 (39,3) 2(3,2) 22 (36) Ertug ve ark,
ornekleri (n=61) 2015
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Tablo 5.4 Devam

Rutin laboratuvar 54 (19,6) 75(27,3) 21 (7,6) 24 (8,7) Beyhan ve ark,

ornekleri (n=275) 2015

Rutin laboratuvar 93 (74,4) 72 (57,6) 49(39,2) 52 (42) 37 Doyle ve ark,

ornekleri (n=125) (29,6) 1990

Rutin laboratuvar 26 (54,1) 15(31,2) 3(6,2) 3(6,2) 3(6,2) El Masry ve ark,

ornekleri (n=48) 1990

Cocuklar (n=75) 22 (30) 71(90) 65(87) 56 (75) Nimri ve
Batchoun, 1994

Hematolojik 16 (70) 20 (87) 15 (65) 17 (74) Tasova ve ark,

malignanslh 2000

hastalar (n=23)

Rutin laboratuvar 26 (50) 40 (76,9) 2 (3,8) Kaya ve ark, 2007

ornekleri (n=52)

* Her bir ¢aligmada en sik bildirilen semptom vurgulanmustir.
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Calismamizda alt tip dagilimi1 ve en yaygin bildirilen dort semptom (kasinti, karmn
agrisi, ishal ve dispepsi) degerlendirildiginde herhangi biriyle istatistiksel olarak anlamli bir
iliski saptanmamustir. Benzer sekilde El-safadi ve ark (2016) alt tipler ve semptomlar
arasinda da herhangi bir korelasyon olmadig1r bildirilmistir. Dogan ve ark (2017)
gastrointestinal semptomlu ve semptomsuz g¢ocuklarda Blastocystis alt dagilimi yoniinden
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamadiklarimi bildirmistir. Benzer sekilde Adiyaman
Korkmaz ve ark (2015) ¢alismalarinda Blastocystis pozitifligi veya alt tip dagilimi ile ishal
bulgusu yoniinden anlamli bir fark bulunmadigini rapor etmistir. Sanpool ve ark (2016) alt
tipler ve semptomlar arasinda anlamli bir iliski olmadigimi bildirmistir. Yoshikawa ve ark
(2004a) Blastocystis patojenik potansiyeli ve alt tipler arasinda bir korelasyon bulmadiklarini
bildikleri calismalarinda hem asemptomatik grupta hem de semptomatik grupta en sik ST1 ve
ST3’e rastladiklarin1 rapor etmislerdir. Jantermtor ve ark (2013) Blastocystis alt tipleri ve
klinik tablo arasinda bir iliski bulunmadig1 rapor etmistir. Benzer sekilde Boral Biiyiikbaba ve
ark (2017) klinik semptomlar ile Blastocystis arasinda iligski saptamadiklarint bildirmistir.
Seyer ve ark (2017) Blastocystis alt tipleri ile olgularin demografik 6zellikleri ve
gastrointestinal semptomlar1 arasinda bir iligki bulmadiklarini ifade etmislerdir.

Bizim bulgulamizin aksine baz1 ¢alismalarda Blastocystis alt tipleri ve klinik bulgular
arasinda iligki bulundugu bildirilmistir. Khademvatan ve ark (2017) ST3 ile gastrointestinal
semptomlar arasinda bir iliski olabilecegini bildirmistir. Sigidaev ve ark (2013) ST1 alt tipi
saptanan cocuklarda gastrointestinal semptomlarin ST2 saptanan g¢ocuklarda ise alerjik
semptomlara daha sik oldugunu bildirmistir. Bizim calismamizda ST1 saptananlarda en sik
ishal (%35,3), ST2 saptananlarda en sik karin agris1 bulgusu (%28,6) goriilmiistiir. Yan ve ark
(2006) Cinde yaptiklar calismada 19’u asemptomatik ve 16’s1 semptomatik olmak iizere
toplam 35 olguda Blastocystis genetik ¢esitligini STS-PZR ile aragtirmiglardir. Semptomatik
grupta saptanan Blastocystis izolatlarinin %56’s1 ST1, asemptomatik grupta saptananlarin ise
%21°1 ST1 olarak tanimlanmistir. Bu fark anlamli oldugu i¢in ST1’in diger alt tiplere gore
patojenik olabilecegi sonucuna varilmistir. Diger bir ¢calismada ¢alismada ST3’iin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde ishal ile iliskili oldugu bildirilmistir (Abdulsalam ve ark, 2013).
Roberts ve ark (2013) Blastocystis ST3 ile enfekte olgularin yaklagik %40’ inda
gastrointestinal semptomlarin goriildiiglinii ve en giclii iliskinin ishal ile oldugunu
bildirmistir. Ayrica Blastocystis ST4 alt tipi ile enfekte olgularda %50’sinde ishal disindaki
semptomlar goriildiigii saptanmistir. Bu bulguya dayanarak patojenite ve alt tipler arasinda bir
iligki olabilecegi savunulmustur. Bizim ¢aligmamizda da ST3 alt tipi saptanan olgularda en

sik bildirilen semptom ishal olarak not edilmistir. Mohamed AM ve ark (2017) asemptomatik
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olgularda ST3’e istatistiksel olarak anlamli 6lgiide daha yiiksek oranda rastlandigini
bildirmistir. Calismamizda ST4 alt tipine ait izolat bulunmadigi ic¢in diger bulguyu
karsilastirma olanagimiz olmamuistir.

Calismamizda elde ettigimiz ve literatiirde yer alan bulgular Blastocystis alt tipleri ve
patojenite arasindaki iligkiyi anlamamiz i¢in mevcut molekiiler epidemiyolojik verilerin
yetersiz kaldigim1 gostermektedir. Bu nedenle Blastocystis patojenitesi ve klinik 6zellikleri
uzun yillardir oldugu gibi Blastocystis ile ilgili en tartismali konularin basinda gelmektedir.
Deneysel calismalarin ve hayvan modelleri Blastocystis patojenitesi konusunda ¢ok daha
aciklayic1 olacagi agikg¢a goriilmektedir (Tan, 2008; Ajjampur ve Tan, 2016). Ancak
giintimiizde Blastocystis ile enfekte bireylerin biiyiik kisminin asemptomatik oldugu birgok
arastirmaci tarafindan kabul edilmektedir. Ayrica son ¢alismalarda Blastocystis’in saglikli bir
intestinal floranin belirteci olabilecegi dahi iddia edilmektedir (Stensvold ve Clark, 2016;
Audebert ve ark, 2016).
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10.

11.

12.

13.

6. SONUC ve ONERILER

Direkt mikroskopi yontemiyle Blastocystis saptanan 100 digski 6rneginin 81’inde (%81)
kiiltiir ile 88’inde (%88) PZR ile pozitiflik saptanmustir.

Direkt mikroskopi yontemiyle Blastocystis saptanmayan 100 disk1 6rneginin besinde (%5)
kiiltir yontemiyle ile yedisinde (%7) PZR ile pozitiflik saptanmuistir.

Kiiltiirde tireme gozlenen 86 6rnegin tamaminda PZR ile beklenen boyutta amplifikasyon
goriilmiistiir.

Kiiltiirde tireme gozlenmeyen 114 6rnegin dokuzunda (%7,8) PZR ile beklenen boyutta
amplifikasyon goriilmiistiir.

DM yontemi altin standart olarak kabul edildiginde, kiiltir ve PZR yoOntemlerinin
duyarhilik/6zgiilliikleri sirasiyla %81/%95 ve %88/%93 olarak bulunmustur.

Kiiltiir yontemi altin standart olarak kabul edildiginde DM yonteminin duyarliligi %94,2
ozgulligi %83,3 olarak; PZR yonteminin duyarliligi %100 6zgilligi ise %92,1 olarak
bulunmustur.

PZR yontemi altin standart olarak kabul edildiginde, DM ve kiiltiir yontemlerinin
duyarlilik/6zgiilliik degerleri sirasiyla %92,6/%88,6 ve %90,5/%100 olarak bulunmustur.
Calismamizda toplam 95 izolatin alt tipi belirlenmis olup alt tip dagilimi: ST3 (50 6rnek
%52,6), ST2 (21 6rnek %22,1), ST1 (17 6rnek %17,9), ST7 (dort 6rnek %4,2), ST2+ST3
(iki 6rnek %2,1) ve ST1+ST3 (bir 6rnek %1,1) seklinde bulunmustur.

Toplam 35 6rnegin kiiltiirde gogaltilan izolatlardan ve digkidan direkt DNA izolasyonu ile
belirlenen alt tipleri karsilastirildiginda herhangi bir fark saptanmamustir.

Blastocystis enfeksiyonu saptanan ve saptanmayan olgular arasinda klinik bulgular
yoniinden herhangi biri fark bulunmamustir.

Blastocystis alt tipleri ve klinik bulgularin dagilimi arasinda anlamli bir fark
saptanmamuistir.

Blastocystis SSU rRNA dizilerinin evrimsel uzakliklar1 incelendiginde ST1 ve ST2’nin
ortak bir atadan ayrildigi goriilmistiir. Ayrica ST3 ile ST4 de birbiriyle daha yakin
bulunmustur.

Blastocystis rutin tanisinda direkt mikroskopi yontemi hem yalanci pozitiflik hem de
yanlis negatif sonuglar verdigi i¢in yetersiz bulunmakta olup ikinci bir yontemin daha

kullanilmas1 faydali goriilmektedir.
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14.

15.

16.

17.

Aydmn ilinde saptanan Blastocystis alt tip dagilimi diinya ve tilkemizdekinden farklilik
gostermemektedir. Diger bircok calismada bildirildigi gibi ST3 baskin genotip olarak
bulunmustur. Ulkemizde yapilan diger ¢alismalarda ST4’e rastlanmasina karsin bizim
calismamizda ST4’e rastlanmamustir.

Kiiltiirden veya digkidan DNA izolasyonunun alt tip dagilimi iizerine etkisinin olmadig1
veya sinirlt oldugu saptanmistir. Diskidan direkt DNA izolasyonu zaman ve
uygulanabilirlik acisindan avantajli ancak maliyet yoOniinden dezavantajli oldugu
gorilmektedir.

Blastocystis enfeksiyonu ile herhangi bir gastrointestinal semptom arasinda iligki
bulunmamasi Blastocystis enfeksiyonlarinin asemptomatik oldugu ve Blastocystis’in
normal flora eleman1 olarak bulunabilecegi fikrini desteklemektedir. Ancak retrospektif
calismalar ile klinik bulgularin degerlendirilmesi semptomalarin kaynaginin tam olarak
bilinememesi nedeniyle bazi zorluklar tasimaktadir. Bu nedenle in vitro ve in vivo
calismalara agirlik verilmelidir. Bunlara ek olarak farkli polikliniklerden goénderilen
hastalarda semptomlarin kaynaginin tam olarak belirlenmesi miimkiin olmamaktadir.

Alt tip ile semptomlar arasinda iliski bulunmamasi patojenitenin Blastocystis alt tipi gibi
tek bir Ozellik Ttzerinden agiklanamayacagi fikrini desteklemektedir. Patojenite
calismalarinda Blastocystis ve konaktan kaynaklanan faktorlerin toplu olarak ele

alinmasinin gerekli oldugu diistiniilmektedir.
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