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SEMBOLLER VE KISALTMALAR

AIDS: Acquired Immune Deficiency Syndrome
B. hominis: Blastocystis hominis

DNA: Deoksiribontkleik asit

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
DFA: Direk Floresan Antikor

H. Pylori: Helicobacter pylori

HIV: Human Immunodeficiency Virus

IBS: Irritable bagirsak sendromu

IFA: indirek Floresan Antikor

IL: interlokin

immunglobulin: Ig

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA
RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism
ROS: Reactive oxygen species

RT PZR: Real Time PZR

SDS-PAGE: Sodyum dodesil sulfat poly-acrylamide gel electrophoresis
slgA: Sekretuvar immunglobulinA

ST: Alttar

STS: Sequerced tagged site

TB: Trikrom Boyama

TEM: Transmission Electron Microscope
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1. GIRIS

Blastocystis memeliler, kuslar, surangenler ve artropodlar
gibi cok genis konak populasyonuna sahiptir. * Blastocystis insanlardan
izole edildiginde Blastocystis hominis (B.hominis) adini alirken diger
turlerden izole edilenler Blastocystis spp. adini almaktadir. Fakat konak
kokeni ve genetik cesitlilik degerlendirimeden morfolojik 6zelliklerine

bakilarak ayirt edilememektedir.

Blastocystis’ in insan diskisinda veya in vitro kultirde elde
edilen bes formu vardir; bunlar, ameboid, granuler, vakuoler,
multivakuoler ve kist formlaridir. Genis varyasyona sahip bir parazit
oldugu igin, insan ve hayvandan izole edilen 6rneklerde morfolojik
olarak ayirt edilememesine ragmen molekuler yontemler kullanilarak bu
ayrim yapilabilmektedir. ® insan kolon ve g¢ekumu icerisinde zorunlu
anaerob olan bu parazit 5 ym’ den 40 ym’ ye kadar degisebilen hicre

boyutu ve plriizsiiz hiicre zarina sahiptir. *

Kontamine su ve gidalarla fekal oral yol ile bulastigi
bilinmektedir.> Son vyillarda yapilan molekiiler calismalarla parazitin
bulag yollari aydinlatimistir. insandan insana, havyandan hayvana,
insandan hayvana, hayvandan insana gegcisleri molekiler yontemler
kullanilarak gosterilmistir. * Iguchi ve ark.’nin yapti§i calismada bu

durumu dogrulamistir. ©

insanlardaki patojenitesi hakkinda bilim adamlari birgok
fikir ortaya atmiglardir. Organizmanin semptomatik ve asemptomatik
bireylerde hem patojen hem de patojen olmayan suslarinin varhigi tespit

edilmesi patojenitesi hakkinda tartismalara yol agmaktadir. * irritabl



bagirsak sendromu, ishal veya diger klinik sendromu olan immun
sistemi baskilanmig, hemofilik ya da saglikli bireylerde bu parazitin

arastirildigi ¢caligmalar bulunmaktadir. 8

Hastaliga neden olan diger intestinal patojenlerin olmadigi
durumlarda bu parazitin ¢cok sayida oldugu bildirilmistir. iyodokinol ve

metronidazol ile tedavi basarili bulunmustur. °

Son zamanlarda yapillan  molekluler  caligmalar
hayvanlardan ve insanlardan izole edilen Blastocystis izolatlarinda
genetik cesitlilige rastlaniimaktadir. 9 Yapilan molekiiler calismalar
Blastocystis kuguk alt birim (SSU) rDNA’ ya dayali Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) primerleri kullanilarak ya da Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) yontemi kullanilarak alttiGr tayini
yapllmaya baslanmistir. ***2 Ayrica pirosekans ve gercek zamanlh PZR
(Real Time —RT- PZR) coklu nukleotid polimorfizm ve mutasyon
saptamasinda kullaniimakta ve bu analizler icin ideal testler olarak

bildirilmektedir. >4

Yoshikawa ve ark.’ nin gelistirdigi Sequenced-Tagged Site
(STS) primerleri ile insan diskisindan izole edilen Blastocystis’ ler yedi
alttiire kadar tanimlanabilmektedir.*> DNA dizi analizi ile yakin zamanda
Blastocystis’ in 13 alttiirii oldugu bildirilmistir. *® Bunlardan alttir 1 ve

alttiir 3 alttiir prevelansinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. **

Bu calismada, 350 hastadan alinan digki o6rneginde
Blastocystis protozoonu mikroskobik, kiltur yontemleri ile arastirilip

alttir tayininin STS primerleri kullanilarak belirlenmesi amaclanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHGE VE SINIFLANDIRMA

Blastocystis’ e 6zellikle tropikal ve subtropikal Glkelerde daha
sik rastlaniimaktadir. Blastocystis hakkinda 1967 yilinda Zierdt’ in bu
patojenin cesitli formlari oldugunu tanimlamasina kadar olan slregte, ¢ok

az sayida arastirma vyaynlanmistir. '®

Blastocystis ve benzeri
organizmalar, primatlar, domuz, kus ve amfibiler, nadiren sigan,
siiriingenler ve bdcekler gibi bircok canlida tespit edilmistir. *° 1967 yilinda
Zierdt ve arkadaslari morfolojik ve fizyolojik Ozelliklerini inceleyerek

Blastocystis’ in protozoon oldugunu bildirmislerdir. %

Blastocystis’ in taksonomisi uzun vyillar tartismali kalmistir.
Alexeieff 1911 yilinda Blastocystis enterecola olarak isimlendirmis ve
maya mantari olarak kabul etmistir. Ucke (1907), Bohne ve Prowazek
(1908) ve Bensen (1910) ise Trichomonas intestinalis (T. intestinalis)
olarak isimlendirmislerdir fakat Alexeieff Blastocystis’in tomurcuklanma
seklinde bdlinerek cogalmasi, kapsul benzeri bir zar yapisinin olmasi,
cimlenme Ozelligi ve spor varligindan dolay! T. intestinalis olmadigini ileri
stirmiistir. > Ayrica Blastocystis’ in hiicre duvarinin olmamasi, anaerob
olmasi, bagirsak protozoonlari igin gelistirilen besiyerinde Uremesi,
bakterileri ve diger partikulleri sindirmesi, pseudopodlarin varligi, dremek
icin optimum pH ve 37 °C’ ye ihtiyag duymasi, vokuoler, ameboid ve
granuler formlarinin olmasi ve bu formlarin insan digki drneklerinde tespit
edilmesi, protozoal ilaglara duyarli amfoterisine direncli olmasi, sizogoni,
endogoni, binari fizyon gorilmesi, golgi organelinin ve mitokondri gibi
organellerinin olmasi ve kiltir ortaminda 2-3 gun iginde ancak gogalmasi

maya olmadigini géstermistir ve protozoon parazit olarak kabul edilmigtir.
22,23,24



Blastocystis’ in c¢esitli canlilarda tar ismi; tavuklarda
Blastocystis gali, yerli 6rdekte Blastocystis anatis, yerli kazda Blastocystis
anseri ve yilan da Blastocystis lapemi adini almaktadir.  insanlarda da
bu tire rasladiktan sonra Brumpt (1912) Blastocystis hominis adini

énermistir ve tir ismi kabul edilip bu sekilde giinimiize kadar gelmistir. **

Blastocystis, 1996 yilinda gen analizi yapildiktan sonra

Stramenopiles grubunun iginde yer almaya baslamistir. %*

Molekuler yontemlerle rRNA kiguk alt birim kullanilarak
yapilan,  Saccharomyces spp., Neurospora spp., Naegleria,
Acanthamoeba ve Dictyostelium spp., yada Trypanosoma ve Euglena spp.
gibi tdrlerinde bulundugu sekanslamada diger tlrlerden farkli oldugu
ortaya ¢cikmistir. Bu veriler Blastocystis’ in maya, mantar ya da sporozoa
olmadigini  gostermistir.>®> Son olarak da Cavalier-Smith 1998'de
Stramenopile’in  Chromista aleminin altindaki Heterokonta bdlimayle
(infrakingdom) identik oldugunu belirterek Blastocystis’ in Heterokontid
Chromista oldugunu ifade etmistir. Sarcomastigophora sinifinda,
Blastocystea takiminda Blastocystidae ailesinde Blastocystis cinsi ve
hominis tiirii olarak tanimlanmistir.  18S rRNA analizi ve molekiiler
yontemler kullanilarak yapilan c¢alismalar sonucu siniflandirmasi son

seklini almistir. 2°



Alem: Chromista

Alt alem: Chromobiota
Bolum: Heterokonta
Alt sube: Opalinata
Sinif: Blastocystea
Takim: Blastocystida
Aile: Blastocystidae
Cins: Blastocystis

Tar: Blastocystis hominis

Gunumuzde Blastocystis hominis tarinin sadece
insandan degil diger canlilardan da izole edildiginin gosteriimesi

nedeniyle Blastocystis spp. isimlendirmesi kullanilmaktadir. 2’

2.2. MORFOLOJiSI

Blastocystis spp. klinik dérneklerde, 4-15 ym boyutlarina
kadar degiskenlik gosteren hucre boyutuna sahiptir. Rozet formunda
cekirdekleri ve kiresel mitokondrisi gortlmektedir. Organelleri hiicrede
periferik olarak yerlesmistir. Hlcre zari parlak ve duzgun ceperlidir.
Eritrosit hlcreleri gibi bos hicreler gibi goéraltrler. Anaerob oldugu igin
oksijenli ortamda hucreleri patlar. Mitokondrileri Janus yesili ve rodamin
floresan boyasi ile ¢ok iyi boyanir. Hucrenin genellikle merkezinde
bulunan vakuoli bulunmaktadirlar ve bos gorunimdedir. Bu vakuol,
vakuoler  formlarda  hicrenin  ortalama  %90" lik  hacmini
olusturabilmektedir. Merkezi cisim gram, feulgen, trikrom ve
hemotoksilen-eozin boyasi ile yogun ve amorf gorinimde
boyanmaktadir. Elektron mikroskobunda ise kure seklinde ve dizgin

ceperli gériiniime sahiptir. 22



Elektron mikroskobik incelemelerde, Blastocystis spp.’nin
tum formlarinda nikleusta elektron opak materyalin, nukleus kenarinda
kresentrik bant gérinimuinde yer aldigi tespit edilmistir. Bu morfolojik
goruntinun hdcre dongusunun evrelerinden veya fizyolojik kosullardan
bagimsiz oldugu da gozlenmistir. Sitoplazmada genellikle Okaryotik
hiicrelerde gorulen golgi organeli, endozom benzeri vakuol, mitokondri
ve mikrotlbul gibi organeller Transmission Electron Microscope (TEM)
ile gorulebilmektedir. 2 Blastocystis spp.’nin sitoplazmasinda mitokondri
benzeri organellerin farkli sayida ve morfolojide oldugu da

belirtilmistir.>

Polimorfik protozoon olan Blastocystis’ in alti formunun
oldugu bildiriimektedir. Bu formlar vakuoler, graniler, multivakuoler,
avakuoler, ameboid ve kist formuna rastlanmaktadir. Amaeboid form
cok nadir gorulmektedir. Kilturde ise vakuoler ve granuler forma daha
sik rastlanmaktadir. Blastocystis spp. kultirde ¢ok farkli formlarin bir
arada (reyebildigi de gdzlemlenmektedir. *® Blastocystis spp.’nin
morfolojik formlarinin gérinimuandn c¢evresel faktoérlere bagli oldugu
belirtiimektedir. Fiziksel etkilerin, bazi ilaglarin varliginin ve metabolik

durumun Blastocystis’ in morfolojisini etkiledigi diistiniilmektedir. 2



Resim 1: Blastocystis’ in farkh formlar, A: Kistik form, B: Graniiler form (Gazi

Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji A.D Laboratuvari)

2.2.1. Vakuoler form (santral form): Taze diskida ve
kiltirde en sik gorilen formdur. Vakuoler formun boyutu 2-200 pm
asinda degismekte ve santral vakuol bos goérinmektedir.
Karbonhidratlari boyayabilen periyodik asit Schift ve Alcian Blue boyasi
ile ya da lipit boyasi olan Sudan Black B ve Nile Blue boyasi ile santral
vakuoliin boyanmasi depo gérevi gordiigiuni diisiindiirmektedir. 2 Ayni
zamanda bu vakuolln parazitin gelisimini igin uygun ortam saglayarak
sizogoni benzeri uremeyi sagladigi da ileri suralmastar. 30 Organizma
genellikle fibriler katman veya kapsul adi verilen dis katman ile kaplidir.
Direk digkidan izole edilen Blastocystis’ ler de daha kalinken uzun sureli
kiiltir ortamina birakildiklarinda kapsiliin inceldigi gériilmektedir. 2°
Kapsulun; bakterileri tutmak, osmotik soka karsi hucreyi korumak ve
onemli plazma membran proteinlerini immun sistemden korumak igin bir

bariyer gérevi yaptigi diisiinlilmektedir. 2

2.2.2. Granuler form: Graniler form vakuoler forma
benzer morfoloji gbstermektedir fakat santral vakuol igerigi
degismektedir. Boyutlar vakuoler formdan daha buyik ve 6.5-80 pum



arasinda degismektedir. Granuler hucrelerin ortalama c¢api 10 pymY’
dir.?®* intraselliler graniiller heterojendirler ve miyelin benzeri
inklizyonlar, kuaguk vezikuller, kristal granulleri ve yag damlalari
olduklari agiklanmistir. Kaba ve diz endoplazmik retikulum sadece
sitoplazmanin periferik alaninda mevcuttur. Coklu ¢ekirdekleri ve

membrana paralel birgok golgi organeli vardir. % (Resim 1)

2.2.3. Ameboid form: Cok nadir goriilen Blastocystis’in
ameboid formu tani igin buyuk zorluklar olugturmaktadir. Kultirde kolay
tanimlanilabilir fakat sivi ishalli digki orneklerinde |6kositi taklit
etmektedir. Gram boyama yapildiginda daha kolay taninabilmektedir. %
Sitoplazmada lizozom benzeri yapilarin iginde hulcre tarafindan
sindirilmis gibi gorinen bakteriler mevcuttur. Santral vakuol yoktur ve
hicre merkezine yakin bir veya iki nukleus vardir. Hlicreler Blastocystis’
in diger formlarinda goérunen morfolojik Ozelliklerin ¢ok azini
tasimaktadir. 3! Kiltirde, 1sik ve elektron mikroskobisi ile incelenmeler
sonucunda 10-15 um boyutunda, tipik vakuoler form morfolojisinde
ancak, bir veya iki pseudopod iceren yapilar oldugu gosterilmigtir.
Pseudopodlarin  beslenmede ve patogenezde rol oynadigi
dusundlmektedir. Bu form pseudopod benzeri sitoplazmik c¢ikintilar
gdzlenmesine ragmen hareketsizdir. ?® Lizozim, golgi kompleksine
sahipken mitokondri ve vakuole sahip olmadigi bildiriimektedir. Hucre
bolinmesi henluz kanitlanmamistir. Tomurcuklanma ya da sporlanma
ile Uredigi de dusunulmektedir fakat kesin bir bilgi henlz

bulunmamaktadir. 23

2.2.4. Kist form: Direngli formda denilmektedir. Bu form
klguk boyutlari nedeniyle ge¢ kesfedilmis ve tanida karisiklia sebep
olmustur. Boyutu 3-5 ym arasinda degismektedir ve 151k mikroskobunda

tanimlanmasi zordur. Fekal orneklerde kistler cok katmanl kist duvari



tarafindan korunmaktadir.® Blastocystis’ in kist formu kiltiirdeki
vakuoler ve granuler formlardan ve genelde taze digki érneklerindeki
multivakuoler formlardan kaguktdr. Yogunlasmis sitoplazma diger
kistlerde oldugu gibi pek c¢ok kuguk vakuol igerir. Glikojen ve lipid
inkliizyonlar sitoplazmada depolanir. 3 Kistlere kiiltiir ortaminda cok
rastlanmaz. Morfolojik olarak degisik sekiller gostermektedir fakat
genellikle kiresel ve oval sekiller gorulmektedir. Sitoplazma; ¢ekirdek,
mitokondri, glikojen ve kiiciik vakuoller igerebilir. ® Kist formun multiple
fizyon benzeri eseysiz uUreme gosterdigi dusunulmektedir fakat

arastiricilar tarafindan teyit edilememistir. > (Resim 1)

2.2.5. Multivakuoler form: Multivakuoler form, tipik
vakuoler ve graniler formlardan daha kucik ve 5-8 um’ dir. Taze diski
orneklerinde tespit edilmistir. ® Vakuoller 1sik mikroskobisinde ayirt
edilemeyecek kadar kiicliktiir ve cok sayidadir. %

2.2.6. Avakuoler form: Oldukca nadir rastlanan bir form
olarak bilinmektedir. Boyutu 5 pm civarinda olup ylzey ortlisu ve
vakuollu yoktur. Sulu digki yapan bir hasta ile kolonoskopi yapilan bir
hastadan izole edildigi bildirilmistir. *° Avakuoler formlarda organel
matrikse uzanan sayisiz krista bulunmaktadir. Kultir formlarda bu
yapilar oldukga az sayidadir ve kisa tibuler veya kesecik seklindedirler.
Avakuoler formlarda mitokondri benzeri organeller diger formlardakilere
gore daha az elektron opaktir. 3



2.3. BIYOKIMYA VE SITOKIMYA

Blastocystis spp. gorulen insan digkisinin kultir ortamina
ekilmesinden sonra Ureyebilmesi igcin 37 °C sicaklik, nétral ya da hafif
alkali ortam gerekmektedir. Ayrica kultur solusyonu %10’luk at serumu

da icermelidir. **

Morfolojik ve sitokimyasal ¢alismalar organizmanin, hem
sitoplazma hem de vakuolde lipid depolayabildigini gostermektedir.
Biyokimyasal analizler, fosfolipidler, noétral lipidler ve polar lipidlerle
hayvan hucrelerine benzer bir lipid profili oldugunu ortaya koymus,
triagilgliseroller, diacilgliseroller ve fosfolipidleri sentezleyebildigini
gOstermigtir. Kualtar ortamlarinda kolesterol ve kolesterol esterleri

bulunmaktadir. 23

Blastocystis’ in kist duvari "kitin" dendir ve bu kitin kist
duvarinin muhtemelen i¢ tarafinda yer almaktadir. CuUnkiu 1sik

mikroskobisinde kistler kitin boyalari ile boyanmamaktadir. 3*

Yapilan izoenzim galigmalari; Blastocystis’ in glukoz fosfat
izomeraz, fosfoglukomutaz, malik enzim, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz

ve hekzokinaz enzimleri tasidiklarini gdstermistir. 3

Blastocystis spp. mitokondri benzeri 1 ym kalinhginda gift
zarla cevrili organele sahiptir fakat bu organelin rolu ve niteligi henuz
bilinmemektedir. Klasik mitokondriye sahip degildir fakat hidrogenozom

ya da mitozom olarak bilinen anaerobik mitokondrilere sahiptir ve bu
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organeller hiicre igin gerekli enerji Uretimini saglamaktadir.

Mitokondri benzeri yapilarin igerigi incelendiginde ise, yapisinda
mitokondriyal enzimler olan piruvat dehidrogenaz kompleksi, a-
ketoglutarat dehidrogenaz kompleksi, izositrat dehidrogenaz ve
glutamat dehidrogenaz olmasina ragmen sitokromlardan yoksun oldugu

belirlenmistir. >*

Sitokimyasal analizler, santral vakuolde hidrolitik enzim
olan asit fosfataz igcermedigini gostermistir. Sitokimyasal boyama
yontemleri ile yapilan ¢alismalarda ise vakuolde ve golgi organelinde

alkalin fosfataz tespit edilmistir. 23

Sistein proteazlarin insan sekretuvar IgA degredasyonuna
sebep oldugu ve in vitro olarak kolon epitelyum hucrelerinde IL-8
uyariimasina neden oldugu bilinmektedir.>® Blastocystis alttiir 3
saptanan semptomatik ve asemptomatik hastalarda proteaz aktivitesi
incelendiginde, semptomatik hastalarda 32 kDa olarak kabul edilen
proteazlarin daha fazla goruldugu tespit edilmistir. Ayrica bu enzimlerin
protein ylkimindan sorumlu oldugu, konagin immun yanitindan
kagmada o6nemli rol oynadigi ve virulans faktéri olarak kabul

edilebilecegi belirlenmistir. %

2.4, YASAM DONGUSU

Blastocystis i¢in aciklanmis birbiriyle geligkili yasam
sikluslari bulunmaktadir. Bunun sebebi ise, parazitin farkli ¢ogalma

yollarinin olmasidir. Sizogoni, tomurcuklanma, endodiogeni ile gogalma
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gibi hipotezler organizmanin polimorfik yapisindan kaynaklandigi ve bu

parazitin gercek cogalma yollarinin olmadigi disiinilmektedir. 28

Isik mikroskobisi duzeyinde yapilan galigmalarda vakuoler
form, granuler forma donusmekte, daha sonra santral vakuolun iginde
yavru vakuolli form veya ameboid form olusmakta ve sonra

tomurcuklanma ile vakuollii forma déniistigi distnilmektedir. 23

Bir bagska yasam dongusi modelinde ise; Blastocystis
spp.’nin yagsam dongusunde, insan bagirsagindaki formun yuzeyel
katmani olmayan kuguk, avakuoler form oldugu gorulmektedir. Bu
avakuoler form bagQirsakta ilerledikge sitoplazmada mevcut kuguk
vakuoller muhtemelen birlesmekte ve multivakuoler form olusmaktadir.
Diski materyalinde belirleyici form olan multivakuoler hicreler kalin bir
yuzeyel tabaka ile kapldir. Bu kalin yapinin altinda bir kist duvari
olugsmakta ve hucre yapisini degistirmektedir. Sonugta olusan kist

formunun, Blastocystis spp.” nin enfektif formu oldugunu
dusundirmektedir. Kistler taze digki materyalinden ¢ok, beklemis digki
materyallerinde gorulir. Bu bulgu, kist formunun olusumunun, konaktan

cevre kosullarina gegise verilen bir yanit olabilecegini gostermektedir. 3

(Sekil 1)
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Sekil 1: Blastocystis protozoonunun yagsam siklusu, farkh
konaklari olan zoonotik genotipler (alttiir 1-7) g6z 6niine alinarak hazirlanmistir.
insan ve hayvanlar fekal kistlerle enfekte olur ve kistler kalin barsakta vakuoler
forma doniisiir. insanlarda vakuoler formlar ikiye béliinerek gogalir ve bu
asamada ameboid ve graniiler formlar geligebilir. Ameboid formdan vakuoler
forma ve vakuoler formdan kist formuna gecgigle ilgili yeterince bilgi
olmadigindan bu hipotetik yollar kesik ¢izgilerle gésterilmistir. Alttir 1 memeli
ve kuslar arasinda capraz enfeksiyon yapar. Alttir 2, 3, 4, ve 5 sirasiyla,
primat/domuz, insan, kemirgen ve domuzlar igerir ve alttiir 6 ve 7 kanath

izolatlarini igerir.31

Yaygin olarak kabul gdéren yasam dénguslnde iki farkli
kist yapisinin oldugu, ince duvarli kist yapisinin otoenfeksiyondan, kalin
duvarl kist yapisinin ise digkl ile disari atilarak su ve besinlerin

kontaminasyonundan sorumlu oldugu belirtiimektedir. 3°%2
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2.5. GENETIK GESITLILIK

Blastocystis’ in filogenetik analizi ribozomal RNA (rDNA)
gen dizileri kullanilarak olusturulmustur. Morfolojik olarak benzer
olmasina ragmen genetik olarak ¢ok farkh yedi tlrin oldugu

bildirilmistir. 3’

Sodyum dodesil sulfat poly-acrylamide jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ve immunblotlama, izoenzim analizi, rastgele gogaltiimig
polimorfik DNA (RAPD) ve RFLP analizleri, hem Blastocystis spp.
suslari arasinda hem de cografi bdlgeler arasinda antijenik ve genetik

heterojeniteye sahi poldugunu géstermistir. %

Blastocystis turleri insanlarda ve hayvanlarda morfolojik
olarak ayirt edilememesine ragmen RFLP ve STS primerleri kullanilarak
PZR analizlerinde genetik varyasyon oldugu belirlenebilmektedir. 2%
Blastocystis’ de protein analizi ve DNA hibridizasyon sonucunda iki

demes (bdlge) varlig tir ici varyasyonlari ortaya koymustur. *°

insanlar, siganlar ve siiringen izolatlarinda uzama
faktori-1 alfa (elongation factor -EF-1 a) incelendiginde ise, tim
izolatlarda 900 bc¢ oldugu ve akrabalik degerlendiriimelerinde

kullanilabilecegi belirtimektedir. *

Genetik c¢esitlilik ribozomal RNA gen analizlerinde

primatlar, kuslar ve insanlarda dahil bircok memelide farkli alttarler
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tespit edilmistir. > Belirlenen bu alttiirlerden, alttiir 3’ in en sik goriilen
alt tlr oldugunu gosterilmistir. Diger genotiplerden de altttir 1 ve alttur
6'nin da insanlarda bulunabildigini fakat dusik siklikta oldugu
belirtilmistir. ** Genetik cesitliligi belirlemek amaciyla yapilan 20 kanser
ve 20 HIV/AIDS hastasinin dahil edildigi ¢alismada alttir 3’Gn baskin
oldugu bulunmustur. ** Ozyurt ve arkadaslarinin yapti§gi calismada da
en sik goriilen alttir 3'0 (%75.9) alttir 1,2 ve 4 izliemektedir. ** Bir bagka
calismada ise, kolonoskopi ile inflamasyon bulgulari bulunan hastalarda
alttur 1,2 ve 4 bulunurken insanlarda en sik bulunan alttir 3’Un
semptomlarla iliskili olmadigi gorilmistiir. ** Alttir 1'in en patojen tir
oldugu ileri sarulirken, uUlkemizde yapilan bir ¢alismada alttir 2’nin
asemptomatik hastalarda yiiksek oldugu bulunmustur. **® Bu
calismalar, genotip 3'Un insan kaynakli oldugunu ve cografik orjinle

genotip arasinda herhangi bir iliski olmadigi sonucunu géstermektedir.?®

2.6. PATOGENEZ VE VIRULANS

Blastocystis’ in yuzey tabakasinin fonksiyonu tam olarak
bilinmemesine ragmen TEM ile yapilan bazi ¢alismalarda, bakterilerin
protozoonun yiizey tabakasina yapistigi gdzlenmistir. *’ Endoskopi ve
biyopsi raporlari Blastocystis’ in kolon mukozasini invaze etmedigi ancak
0dem ve inflamasyon olusturdugu goérulmustir. Blastocystis enfeksiyonu
olan hastalarda inflamasyon ve bagirsak gegirgenligi artmaktadir. *®
Gnotobiotik kobaylarda yapilan ¢alismada parazitin epitelyum hicrelerinde
inflamasyona neden oldugu gosterilmistir. Bagirsak mukozasina toksik-
alerjik  reaksiyonlara sebep oldugu ileri sUrilmesine ragmen

kanitlanmamustir. 49°°
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Blastocystis tarafindan salgilanan proteazlarin  epitel
hicrelerdeki  immunolojik  reaksiyonlarina  odaklanilan  c¢alismalar
sonucunda, kultir caligmalari yapimig ve Blastocystis’ in epitelyum
hdcrelerinden salinan inflamatuar sitokin IL-8 regulasyonun Uretimini
baslangicta azalttigini daha sonra Uretimini arttirdi§i saptanmistir. >t
Ratlarda olusturulan Blastocystis enfeksiyon modelinde kolonik epitelyum
invazyonu sonrasinda doku yikimindan kaynaklanan driner hyaluronidaz
saliniminin  yani sira, ratlarin serumlarinda IL-6 ve IL-8 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin arttigi ve bu artisin Blastocystis spp.” nin

invaziv etkisinden kaynaklandi§i diistiniilmektedir. >2

Blastocystis’ in sistein proteaz aktivitesinin insan sekretuvar
IgA degredasyonuna sebep oldugu ve epitelyum huicrelerinde IL-8
yanitinin uyarilmasindan sorumlu olabilecegi dusunulmektedir. Ayrica
zamana bagl proteaz aktivitesinde, hicte boyutu ve proteaz aktivitesinin

iliskili oldugu gézlenmistir. >

Blastocystis’ in sistein proteazlar salgiladigi ve bu salgilarin
immun sistem Uzerinde etkileri bulundugu tahmin edilmektedir. Coklu ilag
direncinin bulunmasinin  MDR proteinlere baglh oldugu bildirilirken,
sekonder metabolitlerden poliketid sentazin semptomlarla iligkili olup
olmadidi henuz belirlenememistir. Ayni zamanda Blastocystis’ in epitel

hiicreye yapismasini sadlayan proteinlerde salgiladigi bulunmustur. *’

(Sekil 2)
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Sekil 2: Blastocystis sp.’ de alttiir 7’ nin salgi proteinleri ve virulans
faktorlerinin konak hiicre ile etkilegimi (yildirim igaretleri: toksik etkiyi, MDR: ¢oklu

ilac direnci, PKS: poliketid sentaz). o

Blastocystis’ in immun sistemi baskilanmis ve saglikli
insanlarda ishale neden oldugu bilinmektedir. *° ilk zamanlarda immun
sistemi baskilanmig insanlarda firsat¢i patojen oldugu dusunulmus olsa da
daha sonra yapilan galismalarda asemptomatik ve saglikh bireylerde de
bu parazite rastlaniimistir. Kukoschke ve Mullerin yaptidi c¢alismada
semptomatik ve saglikli bireyleri karsilagtirdiginda semptomatik kigilerde
Blastocystis spp. insidansinda artis bulunmustur. ** Ayni zamanda Tasova
ve ark. immun yetmezligi olmayan, ishalli kontrol grubuyla karsilastirmali
calismalarinda, hematolojik malignite nedeniyle kemoterapi alan

notropenik ishalli hastalarda Blastocystis insidansinda anlamh artig
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oldugunu bildirmislerdir. > Yapilan calismalar ve izole edilen olgulara
dayanilarak birgok arastirmaci Blastocystis spp.’nin patojen oldugunu

disiinmektedir. *°

Blastocystis ile intestinal hastallk arasinda baglanti
olmadidini hakkinda yapilan galismalar ise; semptomatik ve asemptomatik
hastalar arasinda prevalans farkliliklari olmadigini, sadece digkida tek
basina Blastocystis spp. bulundugu durumlarda bu iki grup arasinda fark
oldugunu 6ne sirmislerdir. **® Bazi arastiricilar ise klinik bulgulari
saptanamayan bir patojenite veya fonksiyonel bagirsak bozukluklarina

baglamaktadirlar. °

Ancak Blastocystis spp.’den baska patojenin
bulunmadigi ishal vakalariyla yapilan ve parazitin eradikasyonuyla
sikayetlerin gectigini bildiren plasebo kontrolli c¢alismalar bu parazitin
patojenik potansiyeli oldugunu desteklemektedir. **°° Ayrica asemptomatik
seyirli Giardia ve Entamoeba histolytica enfeksiyonlarinin daha sonra
semptomatik hale gecebilmesi durumu Blastocystis turleri icin de gecerli
olabilecegi disitinilmektedir. *® Morfolojik formlar arasinda yapilan
calismalarda semptomatik hastalarda ameboid forma rastlanildigindan bu

formun patojenitede 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. 3

IBS hastalarinda ishal ve Blastocystis arasinda kesin
olmamakla birlikte bir iliski oldugu disiinilmektedir. ®* IBS hastaligi olan
kisilerde, lamina propriada artmig T hucre aktivasyonu oldugu T hucre
sitokinlerinin fazlalastigi, buna bagh olarak da T hlcre fonksiyonlari arttigi
gézlenmistir. iltihabi bagirsak hastaliklarinda da artmis T hiicre

aktivasyonu olustugu dikkati cekmektedir.
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Blastocystis’in patognezi ile ilgili nerilen mekanizmalar;

1. Toksik ve alerjik reaksiyonlar ortaya ¢ikarma

2. insan sekretuar IgA’ larini proteazlari ile parcalama

3. Epitelyum hucrelerin bariyer fonksiyonlarini bozma ve
permeabilite degisikligi

4. Kolon epitelyum hucrelerinden sitokin salinimi ve bagigik

yanitin modiilasyonu olarak bildirilmektedir. °%4°

Gastrointestinal hastaliklarda ancak diger infeksiyoz ve
noninfeksiydz nedenlerin eliminasyonu yapildiktan sonra etken olarak
sorumlu tutulabilecedi belirtiimigtir. Fakat tumuyle diger etkenlerin
arastinlip belirlenmesinin gli¢ olmasi nedeniyle bu yaklasim Uzerinde

tartismalar stirmektedir. 2°

Blastocystis 'in bir kommensal oldugu gosterilmis olsa da
immun yetmezlik, beslenme bozuklugu gibi bazi konak kosullarinda bir
patojene donusebilmesinin mumkun oldugu ve Blastocystis’ in potansiyel

bir patojen olarak degerlendiriimesi gerektigi ileri strilmustir. 3

Semptomatik ve asemptomatik hastalarda alttir bagimli
patojenite calismalari sinirli sayidadir ve yapilan g¢alismalarda da farkli
sonuclar elde edilmistir. “**"°®7 Alttiir 3 insanlardan en cok izole edilen
altturdur fakat hastaliklarda butun tarlerin iligkili oldugu gorilmektedir.
Klinik durum ele alinirken fenotip ile birlikte genotip analizinin faydali
olacag belirtiimektedir. ® Eroglu ve ark.’nin yaptiklari semptomatik ve
asemptomatik hastalarda Blastocystis spp.’nin tar tipleri ile ilgili galismada
asemptomatik hastalarda alttur3 ve alttir2 saptanirken semptomatik
hastalarda ise alttiir1’in baskin oldugu saptanmistir. > 28 semptomatik 16
asemptomatik hastanin STS primerleri ile alttlir tayini belirlendiginde

alttar3 en sik gorulen alttir iken semptomatik hastalarda sirasiyla alttur 1,
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3, 4 gorulurken asemptomatik hastalarda ise alttir 2, 3, 4 en sik gorulen
alttur olarak belirlenmistir. Ayni hastalardan izole edilen Blastocystis
enfeksiyonu olusturulmus farelerde semptomatik altttir 1’ in alttir 3 ve 4’ e
kiyasla intestinal hicre gecirgenligini daha ¢ok arttirdigi ayrica alttir 1’ in
patojenite ile yakindan ilgisi oldugu belirlenmistir. Alttr 2’ nin ise

patojeniteden sorumlu olmadi§i bildirilmistir. ®®

Yoshikawa ve arkadaslarinin 15 semptomatik ve 11
asemptomatik hastada alttir karsilastirmasi igin yaptiklari galismada, her
iki grupta da sadece alttir 1 ve alttir 3 degerlendiriimesine ragmen,
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini ve genotip ve patojenik

potansiyel arasinda bir iliski olmadigini bildirmislerdir.

Gastrointestinal sikayetleri ve akut urtiker lezyolari olan bir
hastada Blastocystis’ in alttir 3 olarak tespit edildigi ve morfolojik olarak

ameboid formunun mevcut oldugu bildirilmistir. ™

2.7. BLASTOCYSTIS TURLERINDE iMMUN YANIT

Blastocystis enfeksiyonunda konadin immun sisteminin,
gastrointestinal sistemde onemli oldugu bilinmektedir. Blastocystis immun
sistemi baskilanmis hastalarin bagirsak mukozasinda énemli patolojik
degisikliklere sebep olmaktadir. "% Blastocystis’ in bagirsak mukozasini
isgal edip etmedigi henlz kanittanmamis olsada, mukoza, submukoza ve

kas tabakasini isgal ettigini gdsteren calismalar bulunmaktadir. "

Konagin bagisiklik sistemi parazit enfeksiyonu tarafindan
tetiklendiginde Reaktif Oksijen Radikalleri (ROS) veya oksidatif patlamanin
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aktive olmasiyla makrofajlar ile birlikte inflamatuvar sistem aktive olur.
Makrofaj veya fagositoz aktivasyonu, reaktif metabolitlerin salinimina lipid

peroksidasyonu, protein hasari ve DNA kirilmalarina sebep olmaktadir. &

Blastocystis icin SDS-PAGE, immunblotlama, immundifizyon
ve immunfloresan gibi teknikler kullanildiginda parazitin antijenik
heterojeniteye sahip oldugu gorulmektedir. Caligsmalarda farkli sonuglar
elde edilmig olsa dahi antijenik heterojenite olmasi insanlarda farkli

tirlerinin oldugunu kanitlamaktadir. *

Sitopatik etkilerini arastirmak igin memeli hicre kiltirlerinden
elde edilen Blastocystis spp. ile Cin hamsterlerindan elde edilen HT-29 ve
T-84 hucreleri Uzerinde yapilan galismalarda, HT-29 hicreleri Gzerinde
sitopatik etkide eksiklik oldugu, T-84 hucrelerinde ise etki gorulmedigi
saptanmisgtir. Ancak 24 saat inkubasyonda bekletildiginde proinflamatuvar
sitokinler IL-8 ve granilosit-makrofaj kolon uyarici faktor tretimine neden
oldugu gézlenmistir. inkiibasyon siresi alti saat oldugunda ise IL-8
iretimine neden olmadi§i gdzlenmistir. ?® Bir baska calismada ise,
zoonotik izolat olan Blastocystis ratti VR1’in sistein proteazlarinin insan
kolon epitelyum hicrelerinde IL-8 gen ekspresyonunu etkinlestirebildigi
ayni zamanda IL-8 Uretiminin de NFkB aktivasyonuna katkisi oldugunu da
gostermektedir. ®’ Bu NFkB aktivasyonunun da parazitin yasama,
cogalma ve yayginlasmasina katki sadladigi diisiiniimektedir. “®

Humoral immunite konusunda alttir 4 ve 7’nin hicre lizatlari
ve salgisal Urunlerinin IgA’ yi parcaladigi ve parazitin canli kalmak igin

proteaz salgiladigi bildiriimistir. ®

21



Digki ve serum orneklerinde ELISA yontemi ile 1gG ve IgA
antikor yanitini degerlendirilen bir baska caligmada da semptomatik
bireylerin asemptomatik bireylere gbére daha gugli antikor yaniti
olusturdugu belirlenmistir. ”° IBS’ li hastalarda ise humoral yanit agisindan
Blastocystis incelendiginde IgG antikorlari ile arasinda bir paralellik oldugu

ve IgG diizeyinin biiyiik oranda yiikseldigi bildirilmistir. 6%%°

Yapilan c¢alismalarda mAb [D5’in, Blastocystis izolatinda
bulunan 29-30 kDa agirligindaki protein igin spesifik olup 6zellikle insan ve
insan dig1 Blastocystis kokenlerinin ayrilmasinda ve tani amaciyla
gelistirilecek ELISA gibi yontemlerde kullanilacak bir hedef oldugu
belirtilmistir. %°

2.8. EPIDEMiYOLOJI

Gecgmiste Blastocystis ile ilgili veri eksiklikleri, epidemiyolojisi
hakkinda da bilgi sahibi olunmasini engellemigtir. Fakat son zamanlarda

cografik yayilimi ile ilgili calismalar artmaya baslamistir. 284

Blastocystis enfeksiyonlarinin halk saghgi agisindan énemi
konusunda yeterli bilgi bulunmamasina ragmen en sik gorllen
gastrointestinal sistem protozoonu oldugu ve gelismekte olan Ulkelerde
prevalansinin %60’a kadar ulastigi tahmin edilmektedir**®" Gelismis
tilkelerde ise bu oran daha azdir (%1,5 -10). 33
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Ulkemizde vyapilan c¢alismalarda; Blastocystis'in en cok
gorulen parazitler arasinda yer aldigi gortlmektedir. Ayni zamanda hem
¢ocuklarda hem de erigkin hastalarda prevalansinin yuksek oldugu birgok
caligmada gosterilmigtir. Bu galismalar incelendiginde yabanci uyruklu lise
ogrencileri Uzerinde yapilan calismada %32.8 oraninda en yuksek
rastlanan protozoan parazit olarak saptanmistir. 8 Yaman ve ark. nin
Erciyes Universitesinde yapti§i bir diger calismada %19.72 ile en yiksek
goriilen parazit olarak bildirilmistir. ®* Cocuklarda parazit sikligi ile ilgili
yapilan bir calismada %5.8 oraninda en ¢ok gorulen lg¢uncl parazit olarak
belirlenmistir. ® Ege Universitesinde 2005 yilinda %4.96 oraninda, 2007
yihinda gastrointestinal rahatsizliklarla hastaneye basvuran ¢ocuk
hastalarda %6.5’, Denizli’ de ki ¢cocuklarda %29.6, Kitahya’ da 15 yas ve
uzeri yas grubunda %1.4 oraninda, Van da ilkdgretim ogrencilerinde %3.3
oraninda en sik gorulen dordinci parazit, Malatya da ilkokul ¢agindaki
cocuklarda %1.4, Hatay da 0-14 yas grubunda %0.17, Eskisehir de 2003-
2007 yillari arasinda %7 orani ile en gok gorulen Ugilincu parazit, Hakkari
de bir ilkdgretim okulunda %23.6 ile G. intestinalis’ ten dan sonra en sik
gorulen, Van da bir ilkogretim okulunda %14.4 oraninda saptandigi ve
Kayseri'de bir ilkdgretim okulunda %23.5 ile en ¢ok gdrulen parazit oldugu

belirlenmistir. 8

Erigskin  hastalarda yapilan c¢alismalarda; Kayseride
Karpuzsekisi havzasinda %34.16 ile en yiiksek, izmir de 2003-2004 yillari
arasinda %44.04 ile en yilkse, izmir de 2005-2008 yillari arasinda yapilan
bir baska calismada %4.83 ile en yiiksek, Koksal ve ark.’nin istanbul’ da
1999-2009 yillar1 arasinda parazitlerin prevalansi ile ilgili arastirmalarinda
Blastocystis spp. %2.1 olarak belirlenmistir ve Ankara’da bir Universite

hastanesinde %12.2 oraninda bulunmustur. %
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Yurt disindan bildirilen yayinlarda gocuklarda; Venezuela' da
5 yas ve altinda olan gocuklarda %47, Filipinlerde %40.7 ile en yaygin
parazit enfeksiyonu oldugu, Guetamala da okul c¢agindaki 5-15 yas
arasindaki ¢cocuklarda %2.8, Peru okul ¢agindaki gocuklarda %53.3 ile en
fazla, Brezilya’ da c¢ocuklardan alinan digki O6rneklerinde %34.7

(Gumaries-1993) oraninda gérillen parazit olarak bildirilmigtir. 192

iran’ da 2004-2006 yillari arasinda gastrointestinal sikayetleri
olan hastalarda %2.2 , iran da 2006-2008 yillari arasinda %0.08 , Tayvan’
da yabanci isgiler Uzerinde yapilan ¢galismada %2.54 ile en ylksek parazit
, Arjantin de 2002-2003 yillar arasinda %27.2 ile en yuksek , Taylan da
%5.6 , iranda 2009-2010 yilari arasinda yapilan bir galismada %25.53 ile
en yiuksek , Malezya da %52.3 ile en sik gorulen parazit, Afrika, Ortadogu,
Guneydogu Asya, Dogu Avrupa ve Latin Amerika’ dan ABD’ ye gelen
multecilerin %20-40 arasinda en sik saptanan parazit , Giney Taiwan’ da
gb¢cmen kadin nufusunda Blastocystis spp. ve parazitlerin 1998-2001
yillari arasinda Blastocystis spp. %20.4, Brezilya’da 2004 yilinda yapilan

bir bagka calismada %26.5 olarak bildirilmistir. %"

HIV pozitif hastalarla yapilan c¢alismalarda ise; Kuzey
Hindistan da kronik diyaresi olan HIV pozitif hastalarda %8, iran da HIV
pozitif hastalarda %4.4 ile G.intestinalis’ den sonra en sik saptanan
parazit, iran’ da yapilan bir calismada, HIV pozitif hastalarda %22.6 ile
Giardia intestinalis ile en ¢ok saptanan parazit olarak belirlenmistir. *****8
italyada da HIV pozitif ishalli ve ishalli olmayan hastalarda %710.77
oraninda, Peru da 18 yas ustiunde ki HIV pozitif hem de HIV negatif
hastalarda en cok saptanan parazit olarak saptanmistir. %1% Bu

calismalarin aksine Brezilya’ da yapilan bir calismada ise edinilmis
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bagisiklik yetmezligi olan hastalarda %0.5 oraninda en az goérulen parazit

olarak bildirilmistir. 1*

Kronik ishali olan hastalarin %6.52 Blastocystis enfeksiyonu

belirlenmistir. 122

IBS’ li hastalarda etiyolojik olarak roli oldugu dustnulmekle
birlikte calismalarin geliskili sonuglari nedeniyle henlz tartismahdir. &
Yakoob ve ark. IBS’ li hastalarin % 46, kontrol grubunun ise %7’ sinde

Blastocystis saptamistir. 123

Urtikerli hastalarda yapilan calismada %11.6 oraninda
Blastocystis saptanmistir ve Urtikerli olgularda etiyolojik olarak

protozooalarin diistinlilmesi gerektigi belirtiimistir. *2*

Colombiya’ da Blastocystis, semptomlu hastalarin %69,
semptomsuz hastalarin %31’in de rastlanilmistir ve ayni zamanda
dénemsel siklik degerlendirildiginde ise en sik gorulen aydan itibaren
sirasiyla Eylul, Kasim, Agustos, Temmuz, Aralik, Haziran, Ekim aylar

olarak gdsterilmistir. °

2.9. KLINiK BELIRTILER

Bir cok c¢alisma gastrointestinal sikayetlerle birlikte X400
biyutmede her sahada besten fazla Blastocystis spp. gortlmesini

enfeksiyon olarak kabul etmektedir. °®'?® Bazi calismalar ise saha
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51

sayiminin  semptomlarla iligkili olmadigini  bildirmislerdir. Son

zamanlarda gelisen molekuler yontemler ile birlikte alttir ile
semptomatoloji arasindaki iliskiyi degerlendirmeye yogunlasilmistir. *
Bununla birlikte digki incelemelerinde Blastocystis saptanmis pek c¢ok
kimsede higbir yakinma yokken bazi hastalarda ishal, karin agrisi,

siskinlik, kusma, istahsizlik ve bazen de konstipasyon saptanmistir. 51

Blastocystis spp. saptanan 239 hastada Klinik belirtiler
sirasiyla karin agrisi, kabizlik, ishal, ishal ve kabizlik, kusma, yorgunluk,
anoreksi, bulanti, bas agrisi, gida intoleransi, depresyon ve gazi gibi
sikayetler gdzlenmistir. **® Hameed ve ark. galismasinda ise, hastalarda
goriilen semptomlar ishal, karin adrisi ve kabizlik olarak tespit edilmistir.**
Gastrointestinal sikayetleri ile birlikte eklem agrisi ve artriti olan bir olguda
diskisinda ve sinoviyal sivisinda Blastocystis izole edildigi bildirilmistir. **°
Son zamanlarda Blastocystis’ in deri dokuntllerine sebep oldugunu
gosteren yayinlar bildiriimeye baglamistir. Alttur 3 ile enfekte bir olguda

deri dokiintii sikayetleri Blastocystis ile iliskilendirilmistir. >*

21 yasinda allojenik kemik iligi transplantasyonu yapilan bir
hastada dort hafta sonra karin agrisi, kan ile karisik mukoid diski daha
ilerleyen zamanlarda da sulu digki gozlenmigtir. Hastanin digkisi
mikroskobik olarak incelendiginde de bol sayida Blastocystis spp.’'ye

rastlaniimistir. 3

Blastocystis spp. enfeksiyonu ile ilgili diger belirtiler fekal
|6kosit varligi, eozinofili, deri dokuntuleri ve urtikerdir. Bazi helmintler ve G.

intestinalis’ in yani sira Blastocystis turlerinin de urtikere neden olduguna
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dair yayinlar bulunmaktadir ve parazitin tedavisiyle deri semptomlari

gerilemektedir. %

2.10. BULAS VE BULAS YOLLARI

Blastocystis’ in insan hastaliklarinda roll tartismali olmasina
ragmen bagirsak ve ekstra-intestinal bozukluklara sebep olan patojen bir

parazit olarak kabul edilmektedir. **?

Gelismekte olan ulkelerde ve kotu hijyen kosullari olan
yerlerde kist formlarinin oral-fekal yol ile bulastigi diisiiniilmektedir. ":%>133
Bu konu ile ilgili yapilan ¢alismalar icme sulari, kontamine yiyecek ve
hayvanlarla yakin temas ile bulagtigi belirlenmistir. Kist formlarinin da
suya dayanikli olmasi kist formlarinin bulasta 6nemli roli oldugunu
distndirmektedir. ****3¢ Kontamine yiyecek ve sularla bulasin oldugunu
Nimri ve ark. nin yapti§i calismalarda desteklemektedir. "% Bir
caligmada farelere oral yoldan verilen kist formu takip edilmis ve sonra
¢cekumda bol miktarda kalin bagirsakta ise az miktarda parazite
rastlaniimistir. Bu da kist formunun enfektif ve bulasici form oldugunu

gostermektedir. **°

Blastocystis’ e birgok hayvan tirlerinde de rastlaniimasi
turlesmesi icin yeterli bir kriter oldugu dustundurmektedir. Bununla birlikte
yilan, iguana ve kaplumbagadan izole edilen tirlere insanlarda da
rastlaniimistir. Hayvanlardan izole edilen turlerin molekuler ¢alismalarda
insanlar ile ayni oldugu belirlenmigtir ve parazitin bulagmasinda

hayvanlarin rol aldigi gorusunu birgok calismada desteklemektedir.
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Boylece zoonotik bir etken oldugu belirlenmistir. *** Ayrica bulasin

insandan insana olabildigide bildirilmistir. **

Kathmandu bolgesindeki insanlarin gidalarina ve igtikleri
sulara maymun digskisinin karisma ihtimalinin ylksek olmasi, saglik alt
yapisinin iyi olmamasi, ve yerel halkin oldugu bdlgede birgok maymunun
yasamasl nedeniyle, Kathmandu cevresinde c¢ocuklar ve maymunlar
arasinda Blastocystis enfeksiyonu bulasini degerlendirmek igin yapilan
calismada, maymunlarda bulunan turler ile ¢ocuklarda belirlenen tarlerin
ayni oldugu ve alttir 2° nin enfeksiyonunun maymun kaynakl oldugu

belirlenmistir. **°

Bulagin aile arasinda ve yakin temasla olabilecegi gibi

sekstiel iliskiyle de bulacagi da dustiniimektedir. *#’

2.11. TANI YONTEMLERI

2.11.1. Mikroskobik tant;

Blastocystis tanisinin rutin laboratuar igin birgok sikintisi
vardir. Klinisyenlerin parazitin hastallk  etkeni olabilecegini

dusunmemesinin yani sira Blastocystis ‘ in polimorfik yapisi nedeniyle
mantarlarla, Cyclospora spp. ve yag globulleri ile karigtirnimasidir. Ayni
zamanda Kkistik formlarinin ¢ok kuguk olmasi tanida zorluklara vyol
acmaktadir. ?® Ayrica Blastocystis tiirlerinin farkli morfolojik sekillerinin ve
boyutlarinin bulunmasi tanisinda zorluklara neden olmakta, &zellikle
deneyimsiz kisilerce yapilan mikroskobik incelemede diskida l6kosit ve

mayalarla karistirilabilmektedir. **
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Blastocystis tanisinda giemsa, hemotoksilen, gram ve
Wright' in boyasi basarili olmasina ragmen rutin kullanimda trikrom

boyama ydntemi Blastocystis tanisinda 6nerilmektedir. 2%

Blastocystis’ in rapor edilmesinde onerilen genel yaklagsim
nativ-lugol ile (X400) veya boyali preparatlarda (X1000) her sahada bes
veya daha fazla parazitin gérilmesidir. *?®**? Fakat son zamanlarda sayi

ve semptomlar arasinda iligki olmadigi1 da dusunulmektedir. 42

2.11.2. Kaltar yontemi:

Blastocystis anaerobik ortamda Ureme goOsteren bir
parazittir® Kiltiirde Blastocystis’ in (iremesi icin anaerobik ve 37 °C
sicaklikta ortam gerekmektedir. Kdultar icin; Boeck ve Drbohlav’in
yogunlastirilmis yumurtali besiyeri, Dobell and Laidlaw besiyeri (ringer
solisyonu +%20 insan serumu+streptomisin silfat), Diamond’s triptikaz
serum monofazik besiyeri, Minimal essential medium (MEM)+%10 at
serumlu, Iscove’s modified Dulbecco’s medium +%10 at serumu kullanilan
kiiltirler arasinda belirtiimektedir. 2° % 10 at serumlu % 0,05 asparijinli
Ringer soliisyonu kullanilan bir diger besiyeridir. **°

Aksenize kultarler icin Modifiye Dulbecco besiyeri veya
Locke solUsyonlu bifazik yumurtali besiyeri kullaniimaktadir. Aksenik
kultarlerin yapilmasi molekuler ve biyokimyasal c¢alismalar i¢in dnem
tasimaktadir. Ancak, bakteri ve mantarlarin uzaklastiriimasi igin antibiyotik
karigsimlarinin kullanilmasi uzun suren birigslemdir. Ayrica bazi izolatlarin

bakteri olmaksizin canliliklarini siirdiiremedigi de bildirilmektedir. 822

in vitro kiltiir yénteminin digkida kistlerin sayica az olmasi ve

tespit edilmesinin zor oldugu durumlarda tani igin yararlh olacagi
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bildirimektedir. #® Ayrica in vitro kiiltir ve hiicre kiltir calismalari
antiparaziter ilaglarin degerlendirimesinde, Blastocystis’ in sitopatik
etkileri, sitokin aktivasyonu, patogenez, parazitin ila¢c direnci ve alttire
gore ilag tedavisinin arastirimasi gibi bircok c¢alismada da

kullanilmaktadir. 14°14

2.11.3. immunolojik tani yontemleri;

Serolojik  yontemler genellikle arastirma  amaciyla

kullaniimistir ve cok sinirli basari géstermistir. 2

Zierdt ve ark. IFA yonteminde kullaniimak Uzere
hazirladiklari tavsan antiserumlari ile santral cisim, amoeboid ve granuler
formlarin immunfloresan boyamalari yapilmistir. Elde edilen sonuglarda

fluoresan boyanin basari ile kullanilabilecegi belirtilmistir. %

immunglobiilin G (IgG) ve IgA dizeylerini tespit etmekte
kullanilan IFA ve ELISA galismalarinda Blastocystis enfeksiyonu geciren
hastalarda 1gG titreleri yukseldigi gosterilmisti. Su anda mevcut
olmamasina ragmen, insanlari enfekte eden altturler kullanilarak elde
edilecek monoklonal antikorlarin, antijen belirleme c¢alismalarinda yararl

olabilecegi diistinilmektedir. %

2.11.4. Molekuler galigmalar;

PZR icin gesitli vicut sivi (serum, vb.) ve sekresyonlari,
dokular gibi her turli 6rnek kullanilabilmesine ragmen inhibitorlerden
mumkun oldugu kadar kaginiimalhdir. PZR igin en uygun ornekler; etkenin

yogun bulundugu, elde edilmesi kolay, en az kompleks ve yeterli miktarda
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elde edilebilen 6rneklerdir. Bir 6rnegin PZR igleminde kullanilabilmesi igin
DNA veya RNA'nin izole edilmesi yani diger maddelerden ayrilarak
saflastirilmasi (purifikasyon) gerekmektedir. *® Diski 6rneklerinde de
birgok inhibitdr bulundugu ve PZR i¢in bu inhibitorlerin zorluk olusturdugu
ve basarili bircok PZR’ da ise rutin olarak uygulamasi zor olan birgok
asama sonras! PZR yapildigi bildirilmektedir. ****°° Diskidan Helicobacter
pylori DNA' sinin taranmasi esasina dayall galigmalarda basari % 25-100
arasinda degisen oranlarda bildirilmistir. Bu bagari araliginin genis olmasi
digkidaki muhtemel inhibitorlerin varligina bagl oldugu

disinilmektedir.*®*

Blastocystis izolatlari arasinda genetik cesitlilik oldugu
bilinmektedir ve PZR tabanli metodlarin alttar tayini, siniflandinima ve
filogenetik analizler icin etkin bir arag olarak ©6nemli oldugu

bildirilmektedir.*>?

Blastocystis’ in molekller yontemler kullanilarak arastirilmasi
ile ilgili yapilan birgok c¢alismada farkh DNA eldesi yontemleri
kullaniimaktadir. Yoshikawa ve ark. bircok calismasinda asparajin iceren
Ringer's solisyonunda Uremesini sagladigi parazitlerin DNAzol (MRC,
Ohio) ile DNA eldesini kullanirken, birgcok arastirici ise direk digkidan
Qiagen Mini Stool Kit' i (Germany) kullanmaktadir. 4¢1431531%5 Ayrica PZR
icin kullanilan farkli primerler ve 1si déngu programlari yapilan
calismalarda degisiklik gdsterebilmektedir. Yoshikawa ve ark. ile Yan ve
ark. alttur belilemede kullandiklari primerler ayni olmasina ragmen

kullanilan 1s1 déngii programlari farklilik géstermektedir. 4>-%°

Blastocystis‘in tanisinda molekuler epidemiyoloji ¢aligmalari
icin son derece hassas tarama yontemleri gerekmektedir. **® Blastocystis

icin  kullanilan  molekuler yontemler RFLP, DNA dizi analizi,
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pirosekanslama, subtiplere 6zgu STS primerleri ile PZR ve SSU rDNA ve
SSU rRNA analizleridir. **3°3157 Blastocystis izolatlari arasindaki
heterojenite ultrastriiktirel, serolojik, izoenzim, kromozom karyotip ve
rastgele cogdaltilmis polimorfik DNA analiz yontemleri ile de

belirlenmistir.*>®

Blastocystis’ in filogenetik ve polimorfik analizi 18S kicuk alt
biim SSU rRNA genine gére tarif edilmektedir. izolatlarin
genotiplenmesinde farkh molekuler yontemler birlestirilerek
degerlendirilmistir. bu ydntemlerde ribozomal DNA'ya ait 1800 bc¢ gen

bdlgesini hedeflenerek calismalar yapilmistir. 13

SDS-PAGE, immunoblotting izoenzim analizleri, RAPD ve
RFLP analizleri ile Blastocystis suslari arasindaki farkhliklar ve genetik
heterojeniteye sahip oldugu belirlenebilmektedir. ** Son zamanlarda
yapillan gen analizlerinde Blastocystis' in dokuz altturt oldugu
belirlenmisken daha vyakin yapilan c¢alismalarda da primatlar ve
toynaklilarin her ikisinde de 10. alttiirin bulundugu bildirilmistir. *°
Yoshikawa ve ark tarafindan gelistirilen yedi alttire kadar tanimlayabilen
STS primerlerinin  epidemiyolojik ¢alismalar i¢cin  uygun oldugu
kanitlanmigtir. Ayni zamanda epidemiyolojik c¢alismalarda SSUrRNA
geninin hizli taramasi igin pirosekans tekniginin yuksek verimlilik gosterdigi
fakat bu teknigin miks enfeksiyonlari belilemede basarili olmadigi
belirlenmistir. Fakat salgin gibi durumlarda genis capl epidemiyolojik
calismalar icin ve genotiplerin hizli tespiti i¢in yararli olabilecegi
dugunulmektedir. Ayni zamanda hizli tarama ve miks enfeksiyonlarin
tespiti acisindan RT-PZR’ In geligtirimesinin epidemiyolojik ¢alismalar

acisindan avantajli olacag bildiriimektedir. ***
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insan, tavuk, maymun ve domuzdan elde edilen 12 izolat,
sekans teknigi kullanilarak filogenetik analiz yapildiginda; altttr 1’ i insan,
maymun ve domuzlardan, alttir 2’ yi domuz ve maymunlardan, altttr 3’ U
maymun ve insanlardan, alttiir 6 yi ise tavuktan izole etmislerdir. ° Bazi
caligsmalarda insan digindaki diger canllar degerlendirildiginde; altttr 1
primat, domuz, sigir ve kuslardan, alttlr 2 temelde primatlar olmak Uzere
bazen domuz ve kuslardan, altttr 3 primat, domuz ve sidirlardan, alttir 4
kemirgenlerden, alttir 5 domuzlardan, alttur 6 ve 7 ise kuslardan izole
edildigi bildirilmistir. 2

Genotip ve parazit patogenezi arasinda bir iligki oldugu
kanitlanirsa, gelecekte bir Oornek icinde birden fazla genotip varliginin
tespitinde ve epidemiyolojik galismalar icin laboratuvar uygulamalarinda
PZR yontemlerinin genis kullanim bulacadi dusunidlmektedir. Ayni
zamanda taze digkidan PZR analizinin de mikroskobik incelemeye iyi bir
alternatif oldugu bildirilmektedir. 22

2.12. TEDAVI

Blastocystis enfeksiyonlarinin tedavisinde iyodokinol ve
metronidazol parazitin eradikasyonu igin basarili bulunmus ve
semptomlari hafiflettigi  belirlenmistir.” Metranidazoliin iyi bir tedavi

segenegi oldugu bilinmektedir. *°04%°

Tedavide cok etkili veya orta duzeyde etkili furazolidon,
kinakrin, ornidazol, tinidazol, trimetoprim-sulfametoksazol, kotrimoksazol

ve ketokonazol gibi ilaclar da bildirilmistir. 3
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Refrakter ulseratif koliti olan 122 hastadan Blastocystis
enfeksiyonu belirlenen alti hastaya 10-14 gin boyunca metronidazol

tedavisi uygulandiginda hastalarin tedaviye yanit verdigi gériilmistir. *7

Al ve ark. nin anti-paraziter etkili ilaglarin Blastocystis
izolatlarinin canhliklari Gzerine etkilerini MTT Testi ile degerlendirdikleri
caligmalarinda, farkli izolatlarin farkh  duyarhilik profilleri oldugu
belirlienmigtir. Blastosistozda etkin tedavi uygulayabilmek icin gelistirilecek
standart bir anti-paraziter ilag duyarlilik testine gereksinim duyuldugu

sonucuna varilmistir. °®

Ulkemizde Blastocystis’e karg! antiprotozoal ilaglarin etkisinin
arastirildigi ¢calismada en etkili ilaglar sirasiyla ornidazol, metronidazol,

azitromisin, itrakonazol, trimetoprim-siilfametoksazol olarak saptanmistir.®?

3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1 Cihazlar:

- Santrifij: Boeco U-32, Almanya
- Vortex: Boeco U-32, Aimanya
- Hassas Terazi: Shimadzu, Libror AEG-220, Almanya
- Ependorf Kurutma Cihaziz LABCONCO CentriVap DNA
Concentrater
- Amplifikasyon Cihazi: Gene Amp PZR System 9700
- Gradient PZR Cihazi: Eppendorf Mastercycler Gradient
- Elektroforez: Syngene SYTC/1287
- Jel Yurutme Cihazi: Wealtec ELITE 300
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- Jel Yarutme Tanki: Cosmo BioCo. LTD

- Spin: Combi-Spin BIOSAN

- Etlv: Elektro-mag M5040BC, Turkiye

- Mikroskop: Olympus CX 31, Japonya

- Mikropipet: Biohit, Finlandiya- Beta Pette
- Sogutucu Dolaplar: Ugur Derin Dondurucu
- Otoklav: Sanyo MLS-3020-U, Japonya

- Mikroskop: Leica CTR DM4000

- Kabin: Metisafe

- Heater: Biosan

- Elektroforez: Cihaz: Uvitec, Bilgisayar: LG
- Mikrodalga: Arcelik MD 565S

- Steril pipet uclari

- Mezir

- Grainer (15ml)

- Sale

- Ependorf, Lam ve lamel

3.1.2. Kimyasallar

- At serumu (56 °C’ de 30 dk inaktive edilmisg): Gibco
- L-Asparagin: Merck, Almanya

- Sodyum klordr: Sigma, Almanya

- Potasyum klorir: Sigma, Almanya

- Kalsiyum klortr: Sigma, Almanya

- Serum fizyolojik: izotonik 1000cc, Polifarma-Tiirkiye
- iyot kristalleri: Kimetsan, Tirkiye

- DNA zol: MRC

- Chromotrope 2R: Himedia, India

- Light gren SF: Himedia, India

- Fosfotungustik asit: Himedia, India

- Glasiyel asetik asit(%100): Merck, Almanya



Ksilen: Kimetsan, ingiltere

Civa klour: Fluka, USA

Potasyum iyodur: Kimetsan, Turkiye

Floresan boya (FITC): Rbt anti-Blastocystis hominis FITC (Blast-FL)
immersiyon

Etil alkol (etanol) ve metil alkol (metanol): Riedel-de Haén
Steril distile su

Agar: Agarose Low EEO, AppliChem BioChemica

MgCl,: Finnzymes 50 mM

Buffer: Hemo KlenTaq Reaction Buffer Pack BO332S, Biolabs
Taq polimerase: Hemo KlenTag MO332S, Biolabs

Ultra saf su: Dr. Zeydanl

dNTP: 10 mM, Finnzymes

Molekuler agirlik standardi: Biolabs

Subtip Primerleri: Thermo Electron

Blastocystis Genel Primerleri: Alpha DNA

Etidyum bromdir: SIGMA tablet

Gliserol: Ambresco

Orange G: Applichem

Tris: Ambresco

EDTA: Scharlau

SDS: Aplichem

Fenol: Riedel de Haen

Kloroform: Kimetsan

izoamil alkol: Aplichem

Borik asit: Riedel de Haen
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3.2. YOntem

3.2.1. Orneklerin toplanmasi:

Caligmaya Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji laboratuarina 01 Haziran- 30 Agustos 2011 yilinda ve Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuarina cesitli kliniklerden
gastrointestinal sistem sikayetleri olan toplam 350 hastadan rutin inceleme
icin gonderilen diski érnekleri dahil edildi. Orneklerden genis agdizh, kuru,
temiz ve plastik kapakl steril toplama kaplarina alindi. Alinan digki
ornekleri makroskobik yénden ishal ve ishal olmayan olmak Uzere iki grup
altinda degerlendirilerek kayit edildi. Daha sonra drneklerden nativ-lugol,
trikrom boyama, floresan boyama yapildi, %10 at serumlu %0.05 asparajin
iceren ringer solisyonunda kultire alindi ve DNA eldesi i¢in -80 °C’ de

saklanmak Uzere cift ependorfa her digki érneginden ayrildi.

3.2.2. Direk mikroskobi

Kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi:

Serum Fizyolojik: Uretici firmadan hazir olarak direk kullanildi.

Lugol’ un iyot Soliisyonu:

- Potasyum iyodur: 1 gr
- iyot krisalleri: 1.5 gr
- Distile su: 100 ml

Direk mikroskobik inceleme: Direk mikroskobik incelemede

her ornek igin serum fizyolojik ve Lugol’ un iyot soliisyonu ile lam ve lamel
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arasi preparatlar hazirlanarak 11k mikroskobunda (40X objektif) incelendi.
Diskida parazitin olup olmamasi eger parazit varsa parazitin morfolojisi,

saha sayimi ve hucre boyutu yoninden durumu degerlendirildi.

3.2.3. Trikrom boyama yontemi
Kullanilan sollisyonlarin hazirlanmasi:

Trikrom bovasi:

- Chromotrope 2R: 3 gr

- Light gren SF: 1.5 gr

- Fosfotungustik asit: 3.5 gr
- Glasiyel asetik asit: 5 ml

- Distile su: 500 ml

Karisim renkli cam sisede saklandi.

D’antoni iyot sollisyonu:

- Potasyum iyoduir: 1 gr
- yot kristalleri: 1.5 gr
- Distile su: 100 ml

Solusyon kirmizi-kahverengi olana kadar karigtirilip filtre
kagidindan suzildd ve olusan bu stok ¢ozelti 1sik almayan koyu renkli

sisede muhafaza edildi.

%90’ lik asit alkol:

- Etil alkol (%90): 995.5 ml

- Glasiyel asetik asit: 4.5 ml
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Schaudin fiksatifi:

- Civa kloruar: 9.2 gr
- Distile su: 120 ml

Karisim benmaride 56 °C’ de eritildi ve sogumaya birakildi,
bir gece bekletildikten sonra filtre kagidi ile suzuldd. Kullanilacak fiksatif;
100 ml civa klorar, 50 ml %95’ lik etil alkol ve 2.5 ml gliserin ile
karistirilarak stok solusyon hazirlandi. Stok kullanilacagi zaman 99.5 ml’

ye 0.5 ml glasiyel asetik asit eklenerek kullanildi.

Digerleri:

- %70'lik metanol: 70 ml metanol Uzerine 30 ml distile su eklenerek

hazirlandi.
- Ksilen ve %100’'lik metanol direk kullanildi.

Trikrom boyama ydntemi:

1. Digki ornekleri lam Uzerine ekuvyon gubugu yardimi ile yayildi.

2. Digski yaymasi tam kurumadan, yanlarindan kurumaya baslayinca
Schaudin fiksatifi icine alindi. Fiksatif icinde 30 dk bekletildi.

3. Fiksatif icinden alinan lam direk D’antoni iyot solisyonu igerisinde
alinarak 1 dk bekletildi.

. %70’'lik metanol icerisinde 1 dk bekletildi.

. %70’'lik metanol icerisinde 1 dk bekletildi.

. Trikrom boyasi iginde 8-10 dk bekletildi.

. %90’ lik asit alkolde 8-10 sn bekletildi.

. %100’ [k metanolde c¢alkalandi.

. %100’ lik metanolde 30 sn bekletildi.

© 00 N O o1 b~
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10. Ksilen igerisinde 1 dk bekletiien ornek 1sik almayacak sekilde

kurumaya birakildi ve mikroskopta incelendi.

Trikrom boyamanin mikroskobik incelemesi: Tum ornekler
boyama sonrasi 100X objektifte lamin Uzerine immersiyon damlatilarak

incelendi ve parazitin olup olmamasina gore degerlendirildi.

3.2.4. Direk Floresan Antikor (DFA) yontemi

DFA yoOnteminde Blastocystis spp. 1 ve 3 subtiplerinin
antijenlerine kargi tavsandan elde edilen poliklonal antikorlarin florescein
isothyocyanate (FITC) ile isaretlenmesiyle elde edilen ticari Urln

(Antibodies Inc., USA) kullanilarak yapilmistir.

Kullanilan solusyonlarin hazirlanmasi

PBS: 100 ml distile su igerisine hazir tabletlerden 1 tane
atilarak tabletin erimesi saglandi. Hazir olan solusyon otoklavda 1 atm
basing, 121 "C’ de 15 dk steril edildi.

FITC calisma sollsyonu
- 0.5 ml FITC (stok)
- 4.5 ml steril PBS

- 0.5 ml at serumu

Malzemeler karistirildiktan sonra folyo ile sariimig 15 ml

plastik tip igerisinde +4 °C’ de saklandi.
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DFA yontemi:

1- 0.2 ml’ lik ependorf igerisine 50 pl hazirlanan boyada diskinin her
bolgesine batirilarak alinan bir kisim oOrnek bu suspansiyon iginde
homojenize edildi ve ependorfun kapagi kapatildi.

2- Ependorf 37 °C etlivde bir buguk saat inkiibe edildi.

Degerlendirme: Etlvden cikarilan ornekten 25 ul lam ve
lamel arasina alinarak preparat hazirlandi ve floresan mikroskobunda
488nm dalga boyunda 40X objektifle parazitin olup olmamasina gore

degerlendirildi.

3.2.5. Kultar yontemi
Ringer soliisyonunun hazirlanmasi

- NaCl: 86 gr

-CaCl: 3.3 gr

-KCI: 3 gr

- L-Asparagin: 5 gr

- Distile su: 1000 ml olacak sekilde eklendi.

Batin kimyasallar tartilarak cam kap igerisine alinip 1000 ml’
ye distile su ile tamamlandiktan sonra otoklavda (121 °C, 1 atm basing, 15
dk) steril edildi. Hazirlanan bu solisyon 10X stok solusyon (Ringer
Sollsyon) olarak +4 ‘C’ de muhafaza edildi. Digki érnekleri icin kultur
yapilacagi zaman 10X’ lik stok ¢ozeltiden 1X’ lik kalttr solisyonu (Ringer

Solusyon) hazirlanilarak kullanildi.
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Kultir yontemi:

1- 1X hazirlanan Ringer solusyonundan her 6rnek igin, 7.2 ml alinarak 15
ml’ lik plastik tip i¢ine alindi.

2- Tup icerisindeki Ringer solisyonu icerisine 800 ul at serumu (soliisyon
icerisinde %10 at serumu igcerecek sekilde) eklendi.

3- Kdltur soltusyonu icine sekilli digki 2-3 gr, sivi digki ornegi ise 200 pl
alinarak solUsyon i¢inde slspanse edildi.

4- Klltird hazirlanan digki 6rnegi 37 °C etlivde 3 gun inklibasyona
birakildi.

5- inkiibasyon sonrasi etiivden alinan kiiltir drnekleri mikroskopta

incelendi.

Kdltar yonteminin  mikroskobik incelemesi: Kultirin dip
kismindaki digki atiklarina dokunmadan, bu tabakanin Uzerindeki
bdlgeden pastér pipeti yardimiyla alinip lam-lamel arasinda preparat
hazirlanarak 1sik mikroskobunda (40X objektif) incelendi. Parazitin olup
olmamasi, parazit varsa parazitin morfolojisi, saha sayimi ve hucre boyutu

yonunden degerlendirildi.

3.2.6. PZR yontemi
3.2.6.1. DNA eldesi

- Fenol Kloroform izoamil Alkol yéntemi ile Mobio Ultra
Clean® Fecal DNA lIsolation Kit (Carlsband/USA), Qiagen Mini Stool Kit
(Germany) ve DNAzol® Reagent (MRC, USA) kitleri DNA eldesinde
kullanildi. Bu amagla nativ-lugol ve trikrom boyama ile Blastocystis spp.
oldugu belirlenen 10 6rnek secildi. DNA eldesinin kontrolii amaciyla genel
Blastocystis primerleri ile amplifikasyon yapilip DNA varligi kontrol edildi.

Uygun DNA eldesi yontemi belirlenerek DNA’ lar alttir tayini igin kullanildi.
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- DNAzol ile DNA eldesi kultiurden yapilirken diger DNA

eldesi yontemleri -80 ‘C’ de saklanan digki érneklerinden yapildi.

- DNA izolasyonu sonucu genel Blastocystis primerleri ile

amplifikasyon yapildi. DNA olup olmamasi jel gorintilenmesi ile belirlendi.

- Qiagen Mini Stool Kit PZR sonuglarinin uygun oldugu
belirlendi ve Qiagen Mini Stool Kit ile ekstrakte edilen DNA'’ lar tiplendirildi.

3.2.6.1.1. Qiagen Mini Stool Kit Protokoli

(-80 °C’ de saklanan digki érnekleri kullanildi.)

1. 180-220 mg kitleye sahip diski -80 °C’ den ¢ikarilip 37 °C’ de ¢dzllmesi
saglandi ve 2 ml' lik ependorf tuplerine aktarildi (Herbir 6rnek igin 2
numune galigildr).

2. Her bir 6rnek Uzerine 1,4 ml Buffer ASL eklendi. Digki 6rnedi tamamen
homojenize oluncaya kadar, yaklagik 1 dk. vortekslendi.

3. Elde edilen karigimi 5 dk. 70°C’ de inkiibasyona birakildi.

4. Ornekler 15 sn. vortekslenip, en yuksek devirde 1 dk. digki gokeltisi elde
edinceye kadar santrifiijlendi.

5. Ust sividan 1,2 ml alinip, yemi 2 ml' lik ependorf tiipleri icerisine
pipetlendi ve ¢okelti kisimlarini atildi.

6. Her bir drnek icerisine 1’ er adet InhibitEX Tablet eklenip, sonrasinda 1
dk. tablet tamamen eriyene kadar vortekslenip, inhibitdrlerin InhibitEX
matrix’ine yapismasini saglamak igin, érnekler 1 dk. oda sicakhginda
inkiibasyona birakildi.

7. inhibitorlerin gékmesini saglamak amaciyla érnekler en yiiksek devirde
3 dk. santriftjlendi.
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8. Ustte kalan sividan, 200 ul’ yi 1,5 ml’ lik yeni ependorf tiipleri igerisine
alinip, ¢okelti kisimlarini atildi ve ardindan oérnekler 3 dk. en yuksek
devirde santriftijlendi.

9. Tum orneklerin Gzerlerine 25’ er ul proteinase K eklendi.

10. 200’ er ul Buffer AL ekleyip, 15 sn. vortekslendi.

11.70°C’ de 30 dk. inkibe ediniz. Tup kapaklarindaki damlaciklari
onlemek icin santriftjlendi.

12. Lizatlarin Uzerlerine 200 er ul ethanol (%96-100'luk) ekleyip,
vorteksleyerek karismalari saglandi.

13. Ornek sayisi kadar QlAamp spin kolon cikartip, kapak kisimlarini
numaralandirildi. Daha sonra, kapaklari kapatip 12. adimda elde edilen
tum lizat spin kolonlara aktarilip, en yuksek devirde 1 dk. santrifujlendi.
Alttaki sivili kismi atip, filtre kisimlarini yeni bos 2 ml’lik collection tuplere
aktarildi ( her érnekten galigilan iki numune tek filtreden stzduraldi).

14. QlAamp spin kolonlarin kapaklarini dikkatlice agip, iclerine 500’ er pl
AW1 eklendi. Daha sonra kapaklarini kapatip, en yuksek devirde 1 dk
santrifijlendi. Alttaki sivili kismi atip, filtre kisimlarini yeni bos 2 ml lik
collection tuplere aktarildi.

15. QlAamp spin kolonlarin kapaklarini dikkatlice acip, iglerine 500’er pl
AW?2 ekleyiniz. Daha sonra kapaklarini kapatip, en yuksek devirde 3 dk.
santrifijlendi.

16. Alttaki sivili kismi atip, filtre kisimlarini yeni bos 2 ml’ lik collection
tiplere (saglanmaz) aktariniz. Daha sonra en ylksek devirde 1 dk.
santrifjlendi.

17. Alttaki sivili kismi atip, filtre kisimlarint yeni bos 1,5 ml’ lik ependorf
tuplerine (saglanmaz) aktarildi. QIAamp spin kolonlarin kapaklarini
dikkatlice acip, direkt membranlarin Uzerlerine 200’ er ul Buffer AE
eklendi. Daha sonra kapaklarini kapatip, 1 dk. oda isisinda inkibe edildi.
Ardindan en ylUksek devirde 1 dk. santrifujlenerek, DNA ayrildi.

18. 1,5 ml’ lik tiplerin kapaklari kapatilip -20 °C’ de PZR yapilincaya kadar

saklandi.
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3.2.6.1.2. Mobio izolasyon Kiti Protokolii:
(-80 °C’ de saklanan digki érnekleri kullanildi.)

1. 0.25 gr digki 6rnegdi 2ml fecal dry bead (2ml lik tup ) tipune eklendi.

2. Uzerine fecal bead soliisyonundan 550 pl eklendi.

3. Alt Ust edilir sonra 3-4 sn vortekslendi.

4. (S1 solusyonu kontrol edilir eger ¢okme varsa isitilarak ¢ozinmesi
saglanir.) S1 solusyonundan 60 pl karigima eklenerek ters yuz edildi.
(1kere)

5.200 ul IRS solusyonu eklenerek tuplerin agzi sikica kapatilirp 3-4 sn
vortekslenip 70°C de 5dk bekletildi sonra 3-4 sn vortekslenerek 70°C de
5dk yeniden bekletildi ve son olarak 3-4 sn vortekslendi.

6. Tupler 10.000 g de 30 sn santrifijlenip stpernatan temiz 2ml’ lik tipe
aktarildi.

7. Uzerine 250 pl S2 solusyonu eklenerek 5sn vortekslenerek ardindan 4
°C de 5 dk bekletildi. Tupler 10.000 g de 1 dk santrifujlendi.

8. Pellete dokunmadan dikkatlice 450 pl stpernatan yeni temiz 2ml’ lik
tupe aktarildi ve 900 ul S3 solisyonu eklenerek 5sn vortekslendi.

9. Tupun Uzerinden 700 pl alinarak filtreli tipe aktarilir, 10.000g de 1dk
santrifijlenir. TUpun altinda kalan supernatan dokulir 2ml lik tipte kalan
kisim tekrar filtreli tiptn Gzerine eklenerek 10.000 g de 1 dk santrifljlenir.
TUpUn altinda kalan stpernatan dokuldu.

10. Filtreli tipin Uzerine S4 solusyonu eklenerek 30 sn 10.000 g de
santrifijlenerek, tupun altinda kalan supernatan dokuldu ve 1dk 10.000 g
de yeniden santrifijlenerek ve filtreli kisim dikkatlice yeni 2ml’ lik tupe
yerlestirildi.

11. Beyaz filtre membraninin orta kismindan 50 pl S5 solisyonu eklenerek
30 sn 10.000 g de santrifijlendi. Daha sonra filtre atilarak DNA S5
solusyonu icerisinde hazir hale gelmigtir. DNA’ lar -20°C PZR igin

saklandi.
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3.2.6.1.3. DNAZzol Protokolu:

1. Kaltarin ast kismi orta tabakaya gelmeyecek sekilde dokulur ve kultir
tabakasinin orta kismi toplanip 4 katli bezden suzllerek temiz grainer
icine alindi.

2. Temiz grainer igine alinan oOrnek uzerine 8-10 ml olacak kadar
serumsuz 1X Ringer solisyonu eklenerek 400 g’ de 10 dk santrifiij edildi.
3. Supernatan kismi dokulerek pellet Gizerine 8-10 ml 1X Ringer solliisyonu
eklenerek tekrar 400 g’ de 10 dk santrifij edildi.

4. Supernatan kismi atilarak 1 ml kadar dip kisim birakildi ve 1.5 ml’ lik
ependorf igerisine alinarak maximum devirde (14.000 rpm) 2 dk
santrifjlendi.

5. Ornegin stipernatan kismi atilarak pellet tizerine 1 ml DNAzol eklendi.
(DNA eldesi yapana kadar olan strede +4 °C’ de ependorflarin agzi
parafilmlenerek bekletildi.)

6. DNA eldesi igin ependorflar maximum hizda 30 dk santrifuj edildi.

7. Tupteki sivinin Ust kisminda goérulen tabakadan 0.5 ml sivi toplanip ayri
bir tipe koyuldu.

8. Uzerine %70 etanol eklenerek 10 dk manuel olarak ependorflar
karistirildi ve 1 dk maximum hizda santrifj edildi.

9. %70 etanol ile tekrar ile tekrar yikama, 1 dk maximum hizda santrifij
edildi.

10. %95 etanol ile yilkama, 1 dk maximum hizda santrifuj edildi.

11. Son yikama sonrasi ependorf igerisindeki sivi bosaltilarak ependorflar
vakum santfifij icerisinde 5 dk santrifij edildi (Pellet tamamen
kurutulmadi)

12. Kurutulan ependorflar igerisine ultrapure distile su eklenerek
vortekslenip, 1 gece oda isisinda bekletildi.

13. DNA miktarlari nanodrop cihazinda 6lguldi ve -20 °C’ de saklandi.
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3.2.6.1.4. Fenol Kloroform izoamil Alkol Yontemi ile DNA eldesi Protokolii

Lokosit Parcalama Tamponu (LPT) Hazirlanisi

- Tris: 10 mM
- EDTA: 10 mM
- Sodium Klorid: 50 mM

- SDS: %2

50 ml Fenol-Kloroform-izoamilkol (25:24:1) Hazirlanisi

25 ml fenol: 24 ml kloroform: 1 ml izoamil alkol karistirilarak
hazirlandi. Hazirlandiktan sonra kabin agzi siki bir sekilde kapatilip
+4°C’de saklandi.

1. Digki 6rneginden bir miktar alinip ve 100pl serum fizyolojik igceren
ependorfa aktarildi.

2. Uzerine 100puL lokosit parcalama tamponu ve 10 pL Proteinaz K
(100mg/ml) eklenerek 65°C’de 2 saat inkibe edildi.

3. Ardindan 95°C’de 5 dakika inkube edilerek proteinaz K denatire
edildi.

4. 10.000 rpm’de 5 dakika santriftij edildi.
5. Ust sivi temiz tlibe alindi ve gokelek kisim atildi.
6. Uzerine 150 pL FKI (25:24:1) eklenerek vortekslendi.

7. 14.000 rpm’de 5 dk santrifij edildi ve supernatant dipteki bulanik

cOkeltiye dokunmadan, temiz tuplere alindi.

8. Uzerine 200 pL Kl (24:1) eklenir ve vortekslendi.
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9. 14.000 rpm’de 5 dk santrifij edildi ve supernatant dipteki bulanik

cOkeltiye dokunmadan, temiz tuplere alindi.

10.Her 50 pL supernatant icin 125 pL (1:2.5) %100’luk etil alkol
eklendi. Her 50 pL 6rnek icin 125 pL etil alkol eklendi.

11.14.000 rpm’de 20 dk santriftij edildi.

12.Bu asamada supernatan dokilerek, ¢okelege 200 pL%70’lik etil

alkol eklendi. Yikama ikinci defa tekrar edildi.
13.14.000 rpm’de 5 dk santriftij edildi.

14. Ependorf icerisindeki alkol, ependorfta hic damla kalmayacak

sekilde atildi ve vakum santriftijde kurutuldu.

15. Uzerine 30 pL Tris ve EDTA (TE) ile hazirlanan érnek ¢ézme

tamponu eklendi.

3.2.6.2. PZR Optimizasyonu:

Alttar tespiti icin kullanilan STS primerleri (Tablol) ve genel
Blastocystis primerleri (Tablo 2) ©6nce 100 pmol/ul olacak sekilde
sulandirildi. Daha sonra “Tm” dereceleri goz onlune alinarak belirlenen
derecelerde gradient PZR yapildi, baglanma dereceleri her primer igin
belirlendi ve DNA’ lar amplifiye edildi. Kiltlr pozitif érneklerin — 80 ‘C’ ye
ayrilmis digkisindan izole edilen DNA'’ lar alttur tayini i¢in kullaniimigti.
Genel Blastocystis primerleri ile Blastocystis’ in 1800 bg¢’ lik rDNA
bdlgesinin 1100 bg’ lik gen bdlgesi ¢ogaltildi.
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Tablo 1: Alttir belirlenmesinde kullanilan primerler ve yeni siniflandirmaya ait alttir

isimlendirmesi =

STS Alttar Amplikon Primer ve sekanslar Primer Genbank no
primer buyukligl kaynagi
Gifti (bg)
B83 ST1 351 F: GAAGAACTCTCTGACGATGA Nand Il AF166086
R: GTCCAAATGAAAGGCAGC
B155 ST7 650 F: ATCAGCCTACAATCTCCTC B AF166087
R: ATCGCCACTTCTCCAAT
B227 ST3 526 F: TAGGATTTGGTGTTTGGAGA HV93-13 AF166088
R:TTAGAAGTGAAGGAGATGGAAAG
B332 ST6 338 F: GCATCCAGACTACTATCAACATT HJ96AS-I AF166091
R: CCATTTTCAGACAACCACTTA
B340 ST2 704 F: TGTTCTTGTGTCTTCTCAGCTC HJ96-I AY048752
R: TTCTTTCACACTCCCGTAT
B336 ST5 317 F: GTGGGTAGAGGAAGGAAAACA SY94-3 AY048751
R: AGAACAAGTAGATGAAGTGAGAT
B337 ST4 487 F: GTCTTTCCCTGTCTATTCTGCA RN94-9 AY048750
R: AATTCGGTCTGCTTCTTCTG

Tablo 2: Genel Blastocystis primerleri ®°

Amplikon )
. . e Prlmer
biiyukliigi
. F: 5 GGAGGTAGTGACAATAAATC
Genel Blastocystis
1100 bg

primer

R: 5" ACTAGGAATTCCTCGTTCATG
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Alttir belirlemek icin kullanilan primerlerin  baglanma
derecelerini belirlemek igin, 55 °C, 55.2 °C, 55.7 °C, 56.6 C, 57.6 'C, 59.1
°C, 60.5 °C, 61.8 °C, 63.1 °C, 64.2 °C, 65 ‘'C ve 65.5 °C derecelerinde
amplifiye edildi ve jelde yurutilen DNA’ lar parlaklik derecelerine gore

baglanma dereceleri belirlenerek PZR protokolu olugturuldu (Resim 2).

10987635432 1M

500 bc

" 338 bc

Resim 2: STS primerlerile yapilan gradient PZR ile alttlir 6 susunun jel elektroforez
goruntusu

Genel Blastocystis primerleri icin  kullanilan  primerin
baglanma derecelerini belirlemek igin; 51.6 °C, 52.7 °C, 54 °C, 55.4 °C,
56.8 °C, 59.2 °C, 60 °‘C, 60.4 "C derecelerinde amplifiye edildi ve jelde
yuratulen DNA’ lar parlaklik derecelerine gore baglanma dereceleri

belirlenerek PZR protokolu olugturuldu (Resim 3).
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1100 bg
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Resim 3: Genel Blastocystis primerleri ile amplifiye edilen Blastocystis DNA’sinin

jel elektroforez gérintisi

Primerler icin belirlenen baglanma dereceleri

ST1, ST3 ve ST5' in baglanma derecesi 62 'C, ST2, ST4,
ST6 ve ST7’ nin baglanma derecesi 61 °C, Blastocystis genel primerleri

icin ise 54 °C olarak belirlenmistir.

Hemo Klen Tag PZR protokoli

1X Hemo Klen Taq Reaction Buffer: 60 mM Tricine, 5 mM (NH,4)>.SO4, 3.5
mM MgCl,, %6 gliserol

- 5X Hemo Klen Taqg Reaction Buffer: 5 pl
- Su: 13.5 pl

- dNTP: 0.5 pl

- Primer F: 0.75 pl

- Primer R: 0.75 pl

- Tag polimeraz: 2 ul

- DNA: 2.5 ul

- Toplam reaksiyon tampounu: 25 pl
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Pozitif kontroller kullanilarak DNA ve Hemo Klen Taq
polimeraz’in PZR tamponu igerisinde belirtilen yukaridaki miktarlari
yeniden belirlemigstir. Farkh miktarlarda DNA ve Taq polimeraz ile amplifiye
edilen pozitif kontrollerin elektroforezdeki bant gorantaleri
degerlendirilmigtir. Belirlenen miktarlar ile 6érnekler amplifiye edilmigtir. Bu
optimizasyon sonrasinda alttir belirlenmesi icin asagidaki protokol

kullanilmistir.

Klen Tag PZR protokoli 1X: (Modifiye protokol)

- 5X Klen Tag Reaction Buffer: 5 pl
- Su: 15.5 pl

- dNTP: 0.5 pl

- Primer F: 0.75 pl

- Primer R: 0.75 pl

- Tag polimeraz: 0.5 pl

- DNA: 2 pl

- Toplam reaksiyon tamponu: 25 ul

PZR Isi D6nqgu Programi (STS primerleri icin)

94 °C: 3dk

94 °C: 30 sn

61 °C (ST2-4-7) 162 °C (ST1-3-5) 30 dongl
72 °C: 1dk

72 °C: 7dk
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PZR Isi Dongu Programi (Genel Blastocystis primerleri icin 1s1 dongusi)

94 °C: 5 dk
94 °C: 1 dk )
54 °C: 1dk y 35dongd

72 °C: 1.5 dk

72 °C: 10 dk

3.2.6.3. Jel Elektroforez YOontemi

Jel Hazirlama

5X TBE hazirlanist:
- EDTA: 20 ml (0.5 M, pH: 8)
- Tris: 54 g

- Borik Asit: 27.5 g

Yikleme Tamponu (Orange G)

- Orange G: 25 mg
- Gliserol: 3ml
-5X TBE: 2ml

- Distile su: 5ml
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Molekduler agirlik standardi

- Distile su: 4 ul
- Blue loading dye: 1 ul

- DNA loader: 1pl

Yontem

1. Jel ylrGtme tamponu hazirlamak igin; 20 ml EDTA ve tartilan
kimyasallar 1000 ml’ lik sise igerisine alindi ve Gzeri 1000 ml’ ye kadar
distile su ile tamamlanmigtir. Jel hazirlamak ve tank igerisinde jel
yurattrken kullanmak i¢in hazirlanan 5X TBE’ den 1X TBE hazirlanmistir.
(200 ml 5X TBE+ 800 ml distile su)

2. Jel icin; 100 ml 1X TBE i¢cine 1.5 g agaroz tartildi ve karigim igerisindeki
agaroz kristalleri ¢gozulunceye kadar mikrodalgada isitilmistir. Daha sonra
icerisine 3 ul etidyum bromur eklenerek tarakli tanka dokulda ve 30 dk jelin
donmasi igin bekletiimistir. Donan jel icerisinden taraklar ¢ikarilarak
yurutme tankina jel yerlestirilmigtir.

3. Tankin igi jel yuUzeyini kaplayacak kadar 1X TBE tamponu ile
doldurulmustur.

4. Amplifiye edilen DNA’ lar DNA: 6 pl, yukleme tamponu: 2 pl olacak
sekilde ayn bir yerde pipetajlanip totalde 6 ul olacak sekilde jel igindeki
kuyulara yuklenmistir.

5. DNA’larin belirlemesi i¢cin 4 pl marker DNA o6rnekleri gibi ilk kuyuya
yuklenmistir. YUklenen DNA'’ lar tank icinde 60 Amper, 100 Volt da 30-
35dk yurataimustar.

6. Agaroz jel tanktan cikarlarak jel goruntileme sisteminde UV 1s1d1

altinda transliminatérde bantlar incelenmisgtir.

54



Verilerin analizi SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak
gergeklestirilmistir. p<0.05 altinda olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. istatistiksel analizlerde uygun veriler, tanimlayici istatistikler
(sayl, yuzde olarak) olarak sunulmustur. Gruplar arasindaki farkin
saptanmasinda Mc Nemar ki-kare testi kullanilmigtir. Testlerin duyarllik ve
Ozgullukleri hesaplanmistir. Duyarliik hesaplanmasinda yeni test ile
protozoon saptanan 6rnek sayisi/referans test ile saptanan 6rnek sayisi ve
0zgulluk hesaplanmasinda yeni test ile protozoon saptanmayan o6rnek
sayisi/ referans test ile protozoon saptanmayan Ornek sayisi formuld
kullanilmistir. ( Duyarlilik: a/a+c, Ozglillik: d/b+d ) (Tablo 3) Testler
arasindaki turtarlihk Kappa testi ile degerlendirilmigtir. 0,40-0,59 arasi orta
derecede, 0,60-0,79 arasi guglu/yuksek derecede, 0,80 ve Uzeri ise ¢ok
yuksek /guglu derecede tutarh kabul edilmigtir.

Tablo 3: Duyarlilik ve 6zgilliikk hesaplama

Referans test

+ a b
Yeni test - c d
Toplam atc b+d

Bu calisma metodolojik bir caligmadir.

Calismanin kisithhiklari: Kiltirde Blastocytis Ureyen fakat PZR ile
tiplendirilemeyen ornekler igin, alttlr tayininde yedi cift primer kullaniimig
olup gunumuzde insanda enfeksiyon etkeni olarak saptanmis diger U¢
alttar arastirmasi yapilamamigtir. Ayni zamanda PZR sonucunda alttir
tayini yapilamayan ornekler igin yeni alttir olup olmadiginin belirlenmesi

amaciyla DNA dizi analizi yontemi de kullanilamamigtir.
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4. BULGULAR

Bu caligmada 350 hastanin diski érnekleri Gazi Universitesi
Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvar’ nda
incelenmigtir. Calismaya dahil edilen 350 hastanin 157’ si (%45) ishal,
193’ U (%55) ishal olmayan hastalardir (Tablo 4).

Tablo 4: Makroskobik degerlendirmeye gore hasta drneklerinin dagilimi

Makroskopik degerlendirme Ornek sayisi Yuzde*
ishal 157 45
Ishal olmayan 193 55
Toplam 350 100

* :Yuzdeler satir ylizdesidir.

Tam digkl ornekleri nativ-lugol, floresan boyama ve trikrom
boyama yontemleri ile mikroskopik olarak degerlendirilmigtir. (Resim
4,5,6,7,8)
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Resim 4: Blastocystis kistlerinin nativ-lugol preparat géruntiist (40X biyitme) A,B:

kist form

Resim 5: Blastocystis trikrom boyama preparat géruntist (100X buyitme) A:

grantler form, B: vakuoler form

57



Resim 6: Blastocystis’in DFA ydntemindeki preparat gériintiisi (40X buyitme)

Resim 7: Blastocystis érneklerinde farkli hastalardan alinan kiilturlerin

mikroskobik incelemesinde farkli boyutlardaki Blastocystis goruntuleri (40X

buyitme)
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GRANULER

VAKUOLER

Resim 8: Kiiltiir mikroskobisinde farkli formlarda Blastocystis gérintisi (40X

buyitme)

Ayrica tim digki orneklerinin  Blastocystis i¢in Ringer
solisyonuna kultlr ekimi yapilmistir. Kaltlr pozitif bulunan érneklerin -80
°C’ de ayrilmis diski numunelerinden DNA eldesi yapiimistir. Elde edilen
DNA’ larin STS primerleri kullanilarak PZR yodntemiyle alttir tayinleri

belirlenmistir.
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Digki ornekleri incelenen 350 hastanin 42’ sinde (%12) nativ-
lugol incelemede, 58’ inde (%17) trikrom boyamada, 66’ sinda (%19)
floresan boyamada, 66’ sinda (%19) kultirde Blastocystis spp.
saptanmigtir. Ringer sollusyonu ile kdltar yoéntemi altin standart olarak
kabul edildiginde Blastocystis saptanmasinda direk nativ-lugol ve kultir
yontemlerinin arasinda istatistiksel olarak anlamlh fark saptanmistir (Mc
Nemar’s Ki-kare test, p<0.001) (Tablo 5).

Tablo 5: Blastocystis saptanmasinda direk nativ-lugol ve Kkultir inceleme

yontemlerinin karsilastiriimasi

Kualtar
YOK VAR TOTAL
sayl ylzde* sayl ylzde* sayl ylzde*
284 % 92.5 23 %7.5 307 100
YOK
0 %0 43 %100 43 100
VAR
Nativ-lugol
284 % 81.1 66 % 18.9 350 100
TOTAL
**p = 0,0001
TUTARLILIK Kappa= 0,752 p= 0,0001

* :Ylzdeler satir ylizdesidir. * *: Mc Nemar ki kare testi

Direk nativ-lugol ile yapilan incelemede Blastocystis
saptanmayan orneklerin %7,5’ da, saptanan orneklerin %100’ de kultir
yontemi ile Blastocystis saptanmistir. Direk NL yontemi ile kaltir yontemi
arasinda Blastocystis saptanma durumlari agisindan istatistiksel olarak
fark anlaml olarak saptanmistir. (p< 0,05) Nativ-lugol ve kultir yontemi

arasinda guglu derecede tutarlihk saptanmistir (Kappa= 0.752) .

60




Direk NL yonteminin RL kultur yontemine goére duyarliligi

%65, 6zgulligu ise %100 olarak saptanmistir. (Tablo 5)
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Blastocystis saptanmasinda trikrom boyama ve RL kuiltir
inceleme yontemlerinin karsilastiriimasinda anlamh fark saptanmistir (Mc
Nemar’s Ki-kare test, p=0.08) (Tablo 6).

Tablo 6: Blastocystis saptanmasinda trikrom boyama ve kiltir inceleme

yontemlerinin karsilastiriimasi

Kaltar
YOK VAR TOTAL
sayl ylzde* sayl ylzde* sayl ylzde*
284 % 97.3 8 % 2.7 292 100
YOK
Trikrom boyama 0 %0 58 %100 58 100
VAR
284 % 81.1 66 % 18.9 350 100
TOTAL
**p= 0,008
TUTARLILIK Kappa=0.922 p=0,0001

* :YUzdeler satir ylzdesidir. * *: Mc Nemar ki kare testi

TB ile vyapilan incelemede Blastocystis saptanmayan
orneklerin % 2.7’ sinde, saptanan orneklerin % 100" Unde RL kudltdr
yontemi ile Blastocystis saptanmigtir. TB ve RL yontemleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark saptanmistir. (p< 0,05) TB ile RL
yontemlerinin arasinda ¢ok guglu derecede tutarliik saptanmistir (kappa=
0.922). TB yonteminin RL kultir yontemine gore duyarlihgi %88, 6zgullugu
%100 olarak saptanmigtir. Blastocystis saptanmasinda DFA yontemi ile
RL kdltdr inceleme yontemlerinin karsilastirlmasinda anlamli  fark

saptanmamistir (Mc Nemar’s Ki-kare test, p=1,00) (Tablo 6).
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Tablo 7: Blastocystis saptanmasinda floresan boyama ve kiiltiir inceleme
yontemlerinin karsilagtiriimasi
Kaltar
YOK VAR TOTAL
sayl ylzde* sayl ylzde* sayl ylzde*
284 % 100 0 %0 284 100
YOK
DFA yéntemi 0 %0 66 %100 66 100
VAR
284 % 81.1 66 % 18.9 350 100
TOTAL
*p= 1,00
TUTARLILIK Kappa= 1,00 p=0,0001

* :YUzdeler satir ylzdesidir. * *: Mc Nemar ki kare testi

DFA yontemi ile Blastocystis saptanan Orneklerin timinde

RL kdltar yontemi ile Blastocystis saptanmigtir. DFA yontemi ile RL kaltur

yontemi arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir. (p< 0,05)

DFA yontemi ve RL kdltir yontemi arasinda c¢ok gugli derecede

istatistiksel olarak tutarliik saptanmistir (Kappa= 1.0). DFA ydnteminin RL

kaltur yontemine gore duyarlihgi ve 6zgulligu %100 olarak saptanmigtir.
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Blastocystis saptanmasinda direk nativ-lugol ve trikrom
boyama yontemlerinin karsilastirimasinda anlaml fark saptanmigtir (Mc
Nemar’s Ki-kare test, p=0,0001) (Tablo 8).

Tablo 8: Blastocystis saptanmasinda direk nativ-lugol ve trikrom boyama

yontemlerinin karsilastiriimasi

Trikrom boyama
YOK VAR TOTAL
sayl ylzde* sayl ylzde* sayl ylzde*
292 % 95.1 15 % 4.9 307 100
YOK
Nativ-lugol 0 %0 43 %3100 43 100
VAR
292 % 83.4 58 % 16.6 350 100
TOTAL
**p= 0,001
TUTARLILIK Kappa= 0,827 p=0,0001

* :Yuzdeler satir ylizdesidir. * *: Mc Nemar ki kare testi

Direk NL ile yapilan incelemede Blastocystis saptanmayan
orneklerin % 4.9’ unda, saptanan 6rneklerin %100’ Unde TB ybntemi ile
Blastocystis satanmigtir. Direk NL yontemi ile TB yontemi arasinda
Blastocystis saptanma agisindan istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmigtir. (p< 0,05) NL ile TB yontemi arasinda ¢ok guglu derecede
tutarlihk saptanmistir (Kappa= 0.827). Direk nativ-lugol yonteminin trikrom
boyama yontemine goére duyarlihdr %74, 6zgullugu %100 olarak

saptanmigtir.
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Blastocystis saptanmasinda direk nativ-lugol ve DFA
yontemlerinin karsilastirimasinda anlamli fark saptanmistir (Mc Nemar’s
Ki-kare test, p=0,0001) (Tablo 9).

Tablo 9: Blastocystis saptanmasinda direk nativ-lugol ve floresan boyama

yontemlerinin karsilastiriimasi

DFA yontemi
YOK VAR TOTAL
sayl ylzde* sayl ylzde* sayl ylzde*
284 % 92.5 23 % 7.5 307 100
YOK
0 %0 43 %100 43 100
Nativ-lugol VAR
284 % 81.1 66 % 18.9 350 100
TOTAL
**p=0,0001
TUTARLILIK Kappa= 0,752 p=0,0001

* :YUzdeler satir ylzdesidir. * *: Mc Nemar ki kare testi

Direk NL ile yapilan incelemede Blastocystis saptanamayan
orneklerin % 7.5 * da, saptanan orneklerin% 100’ Gnde DFA yontemi ile
Blastocystis saptanmistir. Direk NL ile DFA ydntemi arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark saptanmistir. (p< 0,05) Direk NL ile DFA yOntemi
arasinda guclu derecede istatistiksel olarak anlamli tutarlihk saptanmigstir
(Kappa=0.752). Direk nativ-lugol yonteminin DFA ydntemine gotre
duyarhhgr %65, 6zgullugu %100 olarak saptanmistir.
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Blastocystis saptanmasinda trikrom boyama ve floresan
boyama yontemlerinin karsilastiriimasinda anlaml fark saptanmigtir (Mc
Nemar’s Ki-kare test, p=0,0001) (Tablo 10).

Tablo 10: Blastocystis saptanmasinda trikrom boyama ve floresan boyama

yontemlerinin karsilastiriimasi

DFA yontemi
YOK VAR TOTAL
sayl ylzde* sayl ylzde* sayl ylzde*
284 % 97.3 8 % 2.7 292 100
YOK
Trikrom boyama 0 %0 58 %100 58 100
VAR
284 % 81.1 66 % 18.9 350 100
TOTAL
*p= 0,008
TUTARLILIK Kappa= 0,922 p=0,0001

* :YUzdeler satir ylzdesidir. * *: Mc Nemar ki kare testi

TB yontemi ile yapilan incelemede Blastocystis saptanmayan
orneklerin % 2.7’ sinde, saptanan 6rneklerin % 100’ Giinde FL ydntemi ile
Blastocystis saptanmistir. TB ile FL ydontemi arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmistir. (p< 0,05) TB ile FL yontemi arasinda ¢ok guglu
derecede istatistiksel olarak anlamli tutarlilik saptanmistir (Kappa= 0.922).
Trikrom boyama yonteminin floresan boyama yontemine gore duyarlligi

%388, 0zgullugu %100 olarak saptanmistir.
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Digki  orneklerinin  makroskopilerine  gore  alttir 3
saptanmasinin degerlendirimesinde anlamli fark saptanmistir (Mc
Nemar's Ki-kare test, p=0,0001). Ancak istatistiksel olarak tutarlilik
bulunmamistir (Kapa= 0,002) (Tablo 11).

Tablo 11: Digki orneklerinin makroskopilerine goére Alttiir 3 saptanmasinin
degerlendirilmesi

ALTTUR 3
TOTAL
YOK VAR
sayl ylzde* sayl ylzde* sayl ylzde*
. 150 % 95.5 7 % 4.5 157 % 100
ISHAL
. 184 % 95.3 9 % 4.7 193 %100
ISHAL OLMAYAN
MAKROSKOPI 334 % 95.4 16 % 4.6 350 % 100
TOTAL
**p= 0, 0001
MAKROSKOPI VE ALTTUR SAPTANMASI
Kapa= 0,002 p= 0,927
ACISINDAN TUTARLILIK

* :Yuzdeler satir ylizdesidir. * *: Mc Nemar ki kare testi

Makroskobilerine gore alttlir 3 saptanma acgisindan incelenen
orneklerde istatistiksel olarak anlamh fark saptanmistir. (p< 0,05) Ancak

istatistiksel olarak anlamli tutarlihk saptanmamistir.
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Digki  Orneklerinin  makroskopilerine gbére miks alttir
saptanmasinin degerlendirimesinde anlamli fark saptanmistir (Mc
Nemar's Ki-kare test, p=0,0001). Ancak istatistiksel olarak tutarlilik
bulunmamistir (Kapa= 0,009) (Tablo 12).

Tablo 12: Digki oérneklerinin makroskopilerine gore miks alttir saptanmasinin

degerlendirilmesi

MIKS ALTTUR
YOK VAR TOTAL

sayl ylzde* sayl ylzde* sayl ylzde*

. 152 % 96.8 5 % 3.2 157 % 100
ISHAL

. 185 % 95.9 8 % 4.1 193 %2100

ISHAL OLMAYAN

MAKROSKOPI 337 | %963 | 13 %37 | 350 | %100

TOTAL
**p=0,0001
MAKROSKOPI| VE MIKS ALTTUR
Kapa= 0,009 p=0,637
SAPTANMASI ACISINDAN TUTARLILIK

* :YUzdeler satir ylzdesidir. * *: Mc Nemar ki kare testi

Makroskobilerine goére miks alttir saptanmasi acgisindan
incelenen drneklerde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmigstir.(p< 0,05)

Ancak istatistiksel olarak anlamli tutarlihk saptanmamistir.
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incelenen 350 digki érneginde en c¢ok saptanan alttir ST3
(%31.5) olarak belirlenmistir. Alttir degerlendiriimesinde 66 Blastocystis
pozitif digki 6rnedinden 38’ si (% 57.5) tiplendirilmistir. Tiplendirilen
drneklerden, % 31.5 alttiur 3 (n=12) en baskin genotip olarak belirlenirken
siraslyla alttir 1 % 15.7 (n=6), alttir 4 % 13 (n=5), alttir 2 % 7.8 (n=3) ve
alttir 6 % 2.7 (n=1) tespit edilmistir (Resim 9,10,11,12,13). Bunlardan %
29" unda da (n=11) miks alttir saptanmistir. Alttir 5 ve alttir 7

gOrulmemigtir (Tablo 13).

Tablo 13: Tiplendirilen 6rneklerin alttiirlere gére dagilimi

ALTTUR ORNEK SAYISI (n) ORNEK YUZDESI

ST1 6 15.7

ST2 3 7.8
ST3 12 315

ST4 5 13

ST5 0 0

ST6 1 2.7

ST7 0 0
MIKS ALTTUR 11 29
TOPLAM 38 100
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9 8 7 65 43 21 M

500 bg
351 be¢
Resim 9: Alttir 1 Jel Elektroforezi géruntisu
8a 7 b 2 4 3 2 1T M
704 be
500 b¢

Resim 10: Alttur 2 Jel Elektroforezi géruntisi
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526 bg

500 be

Resim 11: Alttiir 3 Jel Elektroforezi géruntisi

7 6 5 4 3 2 1 M
500 b¢
487 bg

Resim 12: Alttur 4 Jel Elektroforezi géruntisi
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8 7 6 54 3 2 1 M

Resim 13: Alttur 6 Jel Elektroforezi géruntisi

500 bg

338 bg
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5. TARTISMA

Calismamiza dahil edilen 350 hastanin digki drneginde kultur
yontemi ile % 19 (n=66) oraninda Blastocystis sp. saptanmistir. Kalttr
yontemi altin standart olarak alindiginda nativ-lugol yonteminin duyarliligi
% 65, 6zgullugl % 100, trikrom boyama ydnteminin duyarliigi % 88,
ozgulligu % 100, floresan boyama yonteminin duyarlihdi % 100, 6zgullagu
% 100 olarak belirlenmigtir. Kultur yontemi ile elde edilen 66 izolatin alttar
tayini icin protozoonun 18S rDNA bdlgesine ait tasarlanmig STS primerleri
kullaniimistir. izolatlarin % 57.5 ‘nin alttiri belirlenmistir. En yaygin alttiir,
alttir 3 olup (%31.5) izolatlarin % 16.6 ‘nin ise miks alttur igcerdigi

gOrulmustar.

Direk mikroskobik incelemede Blastocystis' in farkh
boyutlarda olmasi, farkli morfolojik tiplerinin bulunmasi, deneyimsiz
kisilerce  yapilan inceleme sonucunda maya ve I6kositlerle
karistirilabilmesi nedeniyle tani zorluk tasimaktadir. ?° Trikrom boyama
yontemi ile parazitin saptanmasi nativ-lugole gore daha yiksek oranda
bulunmaktadir. ® Trikrom boyama yoéntemi uzun ve zahmetli bir yéntem
olup, preparat incelemeleri deneyim gerektirmektedir. Calismamizda 350
hasta 6rneginin % 12 kadari nativ-lugol ile, % 17 kadari trikrom boyama
yontemi ile Blastocystis acgisindan pozitif olarak saptanmigtir. Her iki
yontem arasinda Blastocystis saptama agisindan istatistiksel fark anlamli

bulunmustur (p<0.005).

Parazitlerin tanisinda nativ-lugol inceleme yaninda trikrom

boyama yéntemi de kullaniimaktadir. 893164
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Ancak Blastocystis tanisinda altin standart test olarak
kullanilan kultir ydéntemlerinin duyarliigi mikroskobik ydntemlere goére
yuksektir. Yapilan caligmalarda kultir yontemlerinin  Blastocystis

saptamada basarilari yilksek olarak bulunmustur. ®

Kadltar, mikroskopi ve PZR yodntemleri B. hominis ve
Diantamoeba fragilis tanisi igin karsilastirdiginda kdltir ydnteminin
mikroskopik incceleme ve PZR yonteminden daha duyarli oldugunu
bildirmiglerdir. 155 Yapilan bir baska c¢alismada kultir yonteminin direk

mikroskopiye gore daha duyarli oldugu tespit edilmistir. °’

Bizim ¢calismamizda da inceledigimiz 350 ornegin %19 kultlr
ile pozitif bulunurken nativ-lugol ile bu oran %12 olarak belirlenmigtir. Her
iki yontem arasinda Blastocystis saptama agisindan istatistiksel fark

anlamli olarak bulunmustur (p<0,005).

DFA yonteminin kullanildigi ¢alismalarin duyarlhih@r nativ-
lugol incelemeye goére yuksek olarak saptanmis ve sonuglarin kultlrle
uyumlu oldugu belirlenmistir. Nativ-lugol, trikrom boyama yéntemi ve IFA
yontemlerinin karsilastirildig bir calismada, nativ-lugol duyarlihgr % 36.7
ve trikrom boyama yodnteminin duyarihigi % 50 iken IFA boyama
yoénteminin duyarliligi ise % 86.7 olarak belirlenmistir. 2 Tirk ve ark. Nin
yaptiklari c¢alismada da 105 hastada nativ-lugol, trikrom, Ringer
solisyonunda kiltir ve Direkt Floresan Antikor (DFA) yontemleri ile
incelenmis  ve bu yobntemler Blastocystis pozitifligi agisindan
kargilastiriimistir. DFA yonteminin preparat incelemesinin kisa sirmesi, az

sayida protozoon igeren drneklerde ve morfolojisi ve boyutlari sebebiyle
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tanimlanamayan parazitlerin tanisini kolaylastirmasi nedeniyle kalttr

ydntemine alternatif bir ydntem olabilecegi bildirilmistir.

Bizim calismamizda da incelenen Orneklerin % 19 DFA
yontemi ile, % 19 kailtdr ile pozitif olarak saptanmis olup o6nceki
calismalarla benzer sonuglar elde edilmistir. Floresan yontemi uygulamasi
kolay, deneyim gerektirmeyen hizli bir yéntem olup, Blastocystis tanisinda
kullanilmasinin yararli olacagi gozlenmigtir. Kultir yonteminin 2-3 gun gibi
bir sure almasi, hazirlanmasi ve degerlendiriimesinin  deneyim
gerektirmesi nedeniyle DFA yonteminin bir tani araci olarak

kullanilabilecegi belirlenmistir.

Son yillarda molekller yontemler parazitoloji alaninda da
yaygin olarak kullanilmaya baglanmigtir. Molekuler olarak en yaygin PZR
yontemi kullaniimakla birlikte RT PZR, DNA dizi analizi ve pirosekans
yontemi ¢aligsiimaktadir. Molekuler ydntemlerin kiltire goére daha duyarli
oldugunu bildiren calismalarin yaninda kargit bulgularin elde edildigi

arastirmalarda mevcuttur, **%7°

Molekuler c¢alismalarda digki 6rneg@inin  kullanimi  ¢ok
partiktlli bir 6rnek olmasi, kompleks yapili ve inhibitor icermesi nedeniyle
zorluk yaratmaktadir. Bu nedenle diskiya 6zgli DNA eldesi igin ticari kitler
gelistirilmigtir. Bu kitlerden en yaygin olarak direk digkidan protozoonun
DNA'sinin izolasyonu yapilan Qiagen stool mini kit kullanildid

gorilmektedir. 1°
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Blastocystis izolatlarinin yapilarinin polimorfik olmasindan
dolayi farkh alttirler saptanmaktadir. Alttir saptanmasinda farkl yontemler
kullaniimakla birlikte pek c¢ok arastirici STS primerleri ile konvansiyonel
PZR yontemini tercih etmektedir. Bununla birlikte son yillarda DNA dizi
analizi ve pirosekans yontemi ile alttir tayininin yapildigr c¢aligmalar
mevcuttur. ** Guniimiizde Blastocystis’ in 13 alttiirii oldugu belirlenmistir.*®
Yapilan cgalismalarda alttGr 3’ Gn tim dinyada en sik saptanan alttur
oldugu bildiriimektedir. Bizim ¢alismamizda da tiplendirilen 27 6rnegin %
31.5 alttir 3 saptanmistir. Bunu sirasiyla %17.7 ile alttur 1, % 13 ile alttur
4, % 7.8 ile alttiir 2 ve % 2.7 ile alttiir 6 izlemektedir. izolatlarin % 29 miks

enfeksiyon oldugu belirlenmisgtir.

Maymun, sigir, domuz, tavuk, bildircin ve sulin gibi
hayvanlardan alinan 51 izolatin 39’ u bilinen genotipleden oldugu tespit
edilmigtir. Dort tanesi karigik genotip, kalan sekiz tanesi ise bilinmeyen
genotipler olugu belirlenmistir. Bu sonuglar daha 6nce hayvanlardan
alinan 41 izolat ile birlegtirilip 102 insan B. hominis izolatlarinin genotip
cesitlilikleri ile karsilastinldiginda, memeliler ve kuglardan elde edilen

izolatlarin %67.4'tG insanlarinki ile ayni oldugu belirlenmistir. **®

Yan ve ark. nin iki insan ve 16 hayvan Uzerinde yaptigi

calismada alttiir 5’ in zoonotik kdkenli oldugunu bildirilmistir. 1*°

Nepal boélgesinde c¢ocuklar ve maymunlar arasinda
Blastocystis molekuler olarak alttur tespiti yapilmigtir. Cocuklarda %20,
%20 ve %60 oraninda sirasiyla alttir 1, altttr 2 ve altttr 3 alttirleri en sik
gozlenirken maymunlarda alttir 3 alttGri bulunmamigtir. Maymunlarda

%50 ve %70 oraninda sirasiyla alttir 1 ve alttiir 2 altturleri baskin olarak
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tespit edilmistir. **° Bir calismada da 19 asemptomatik, 16’ si semptomatik
35 hasta 0Ornegi incelendiginde alttir 1 genotipinin baskin oldugu

belirlenmistir. *°

Yapilan bir bagka ¢alismada 513 diski 6rnegi farkli yontemler
ile incelenip PZR yontemi ile alttir tespiti yapildidinda alttir 3 (%43)
turandn en baskin alttur oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda mikroskopi

yonteminin de duyarliligi en az yéntem oldugu tespit edilmistir. **°

51 IBS’ li 49 asemptomatik hasta incelendiginde IBS’ i
hastalarda sirasiyla alttar 3, alttir 1 ve alttir 4, asemptomatiklerde ise

alttiir 3, alttiir 4 ve alttlr 2 olarak bulunmustur. 1

Kronik ishali olan hastalarda alttir 1 genotipi baskin iken,
seyahat iligkili ishalli hastalarda ise alttir 3 genotipi yaygin olarak

saptanmistir. 173

ispanya’ da vyapilan bir calismada 51 hasta 6rnegi
degerlendirildiginde %94.1 oraninda alttur 4 genotipi en ¢ok izole edilen
alttar olarak belirlenirken, %3.9 alttir 2 ve %2 oraninda alttur1 tespit
edilmistir. *** Bir baska calismada da 25 hasta arasinda alttiir 4 (%76)

diger tiirlerden daha baskin bulunmustur. *™

Yoshikawa ve ark. farkli Ulkelerdeki (Almanya, Tayland ve Banglades,
Japonya ve Pakistan) insanlardan alinan 102 diski 6érneg@i STS primerleri

ile Blastocystis alttir tespiti yapmislar ve 99 érnek tiplendirilmistir. Ulkelere
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farklihk gostermekle birlikte tiplendirilen alttirlerden alttir 3 %41.7-%92.3
oraninda en yaygin olarak bulunmustur. Bu Ulkelerdeki ikinci en sik
genotip alttirl (%7.7-%25) veya alttir 4 (%10-%22.9) olarak belirlenmigtir.
alttur 5, alttar 2 ve alttir 7 sadece Almanya ve Japonya Orneklerinde nadir

olarak gériliirken, alttiir 6 genotipine rastlanmamuistir. ®

Bizim ¢alismamizda tiplendirilen 6rneklerden, alttir 3 (12) en
baskin genotip olarak belirlenirken sirasiyla alttir 1 (6), alttir 4 (5), alttur 2
(3) ve alttir 6 (1) tespit edilmistir. Bu ¢alismanin verileri laboratuarimizda
yapilan calismalarin verileriyle benzerlik géstermekle birlikte, alttir 4 ve
alttar 6 ile ilk defa bu calismada belirlenmistir. Semptomatoloji ile alttur
arasinda iligskinin incelendigi calismalarda farkli bulgular elde edilmigtir.
Bazi g¢alismalarda alttir 1’ in semptomatoloji ile iligkili oldugu, alttir 2’ nin

asemptomatoloji ile iliskili oldugu bildirilmistir. *"°

Calismamizda en sik
rastladigimiz alttir 3 tiplendirme yapilan ishalli olgularin % 58 inde
saptanirken ishalli olmayan olgularda bu oran % 42 olarak tespit edilmistir.

Calismamizda istatistiksel olarak anlamli fark géstermemistir. (p=0,05)

Diskidan protozoon DNA’ sinin eldesi amaciyla cesitli
yontemler kullaniimakla birlikte son yillarda yapilan c¢alismalarda ticari
kitlerin yaygin olarak kullanildi§i gdzlenmektedir. *"®*""- Blastocystis DNA'’
sinin arastirildigi molekuler galismalarda da diskidan DNA eldesinde
siklikla Qiagen Stool Mini Kit' in kullanildigi saptanmistir. *"® Bununla
birlikte digkidan Blastocystis DNA'sinin eldesi amaciyla kullanilan ticari
kitlerin karsilastirildigr c¢alismada Qiagen mini stool kitinin (Germany)
basarisi % 48 olarak belirlenmistir. **°
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insan digkisindan DNA eldesinde kullanilan Mobio Ultra
Clean® Fecal DNA Isolation Kit (M), QlAamp DNA Stool Mini Kit (Q),
FastDNA SPIN Kit (FSp) ve FastDNA SPIN Kit for Soil (FSo)
kargilastirildiginda, Q ve M Kkitinin inhibitorleri adsorbe etmek icin belirli
kimyasal maddeler (M icin; IRS2 solution, Q igin; InhibitEx tablet)
kullaniimasina ragmen FSo ve FSp Kkitlerinde ihtiyag duyulmamasina

ragmen optimum DNA verimi elde edebilmek icin FSo kiti dnerilmektedir.
177

Diskidan Giardia intestinalis DNA eldesi icin QlIAamp DNA
Stool Mini Kit ve fenol-kloroform-izoamilalkol yontemi degerlendirildiginde,
DNA eldesinde en iyi yontemin QlAamp DNA Stool Mini Kit ile bu kit
oncesinde mini boncuklarla ve dondurup—¢c6zme uygulamasi yapilmasi

onerilmektedir. 1°

Bu calismada da fenol-kloroform-izoamil alkol, Mobio Ultra
Clean® Fecal DNA lIsolation Kit (California, USA), Qiagen Mini Stool Kit
(Germany) ve DNAzol (MRC, Ohio) yontemi ile DNA eldesi yapilmis ve
elde edilen DNA’ larin kaliteleri, miktarlari ve genel Blastocystis primerleri
primerleri ile amplifiye edilen bir grup o6rnekte PZR goruntileri
kargilastiriimistir. Qiagen Mini Stool Kit ile DNA izolasyonunda elde edilen

DNA verimliliginin en yuksek oldugu belirlenmisgtir.

Blastocystis gunimuizde en yaygin goérulen gastrointestinal
sistem protozoonu olup patojenitesi konusunda bircok belirsizlik
icermektedir. Bu ydnulyle birgok arastiricinin ilgi odagdi haline gelmigtir.
Ozellikle son 15 yildir bu konuda gok sayida galismaya rastlaniimaktadir.
Gelismis Ulkelerde %1.5-10 oraninda saptanirken gelismekte olan
ulkelerde %30-50 oraninda oldugu tespit edilmistir. Ulkemizde yapilan
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epidemiyolojik ¢aligmalarda da gastrointestinal sistem protozoolari iginde

ilk sirada yer aldigi bildiriimektedir. *

Blastosistoz tanisinda mikroskobik incelemenin yaninda
kaltir ve molekiler yontemler kullaniimaktadir. Calismamizda kultar
yonteminin duyarlihgr yiksek olarak belirlenmigtir. Digkidan DNA
izolasyonunda kdulturle saptanan 66 izolatin %57.5' inin alttir tayini
yapilabilmistir. Bu durum digkidan DNA izolasyonunda diskinin kompleks
bir yapi olmasi ve gesitli inhibitdrler icermesinden kaynaklanabilmekte ayni
zamanda yeni tarlerin varhdr durumunda bu alttirlerin belirlenmesinde
STS primerleri yetersiz kalmaktadir. Ozellikle yeni alttirlerin
belirlenmesinde DNA dizi analizi faydali olmaktadir. Calismamizda DNA

dizi analizi yapiimamistir.

Son yillarda az sayida calismada kullanilan ve basarili
bulunan immun floresan yonteminin ¢alismamizda da duyarlihdi ylksek
olarak tespit edilmis ve kuiltarle uyumlu bulunmustur. Floresan boyama
yonteminin Blastocystis tanisinda rutin laboratuarlarda kullanilabilecegi

gorusune varilmistir.
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6. SONUC

Bu calismada 01 Haziran- 30 Agustos 2011 tarihlerinde
350 hastanin digki 6rnekleri Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvar’’ nda incelenmistir. Blastocystis
protozoonu mikroskobik, kultlir yontemleri ile arastirilip alttir tayininin

STS primerleri kullanilarak belirlenmesi amaglanmistir.

Calismaya dahil edilen 350 hastanin 157’ si (%45) ishal,
193’ U (%55) ishal olmayan hastalardir. Digki 6rnekleri incelenen 350
hastanin 42’ sinde (%12) nativ-lugol incelemede, 58’ inde (%17) trikrom
boyamada, 66’ sinda (%19) DFA ydnteminde, 66’ sinda (%19) kultarde
Blastocystis spp. saptanmigtir. Ringer solisyonu ile kiltir yontemi altin
standart olarak kabul edildiginde Blastocystis saptanmasinda direk
nativ-lugol ve kultir yontemlerinin arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmistir. Blastocystis saptanmasinda trikrom boyama ve RL
kaltar inceleme yontemlerinin  karsilagtinimasinda anlamli  fark
saptanmigtir. Blastocystis saptanmasinda floresan boyama ve RL kultur
inceleme yontemlerinin karsilastiriimasinda anlamli fark
saptanmamistir. Bu istatistiksel analizler sonucunda, DFA yoénteminin
bir tani araci olarak kullanilabilecegi ve kuiltur yontemine alternatif

olabilecegi belirlenmistir.

Alttir degerlendiriimesinde ise, tiplendirilen drneklerden, %
31.5 alttir 3 (n=12) en baskin genotip olarak belirlenirken sirasiyla alttar 1
% 15.7 (n=6), alttir 4 % 13 (n=5), alttir 2 % 7.8 (n=3) ve alttlr 6 % 2.7
(n=1) tespit edilmistir. Bunlardan % 29’ unda da (n=11) miks alttir
saptanmigtir. Alttr 5 ve alttir 7 gordlmemigtir. Diskidan DNA

izolasyonunda kdultlrle saptanan 66 izolatin %57.5' inin alttir tayini
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yapilabilmistir. Bu durum digkidan DNA izolasyonunda diskinin kompleks
bir yapi olmasi ve gesitli inhibitdrler icermesinden kaynaklanabilmekte ayni
zamanda yeni tarlerin varhdr durumunda bu alttlrlerin belirlenmesinde
STS primerleri yetersiz kalmaktadir. Ozellikle yeni alttirlerin
belirlenmesinde DNA dizi analizi faydali olmaktadir. Calismamizda DNA

dizi analizi yapiimamistir.
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7. OZET

Blastocystis memeliler, kuslar, suriingenler ve artropodlar
gibi ¢ok genis konak populasyonuna sahiptir. Blastocystis turleri
blastosistozis adi verilen ishal, karin agrisi, karinda siskinlik, hazimsizlik,
bulanti, kusma gibi gastrointestinal sistem sikayetlerine neden olan klinik
tablo olusturmaktadir. Patojenitesi henuz tam olarak aydinlatiimamig olan
parazitin genomunun genig polimorfizm gostermesinden dolayi

glinumuzde 13 alttird tespit edilmistir.

Bu calismada, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Numune EQitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarlar’'na génderilen 350 hastanin digki érneginde
Blastocystis protozoonu mikroskobik ve kiltir yontemleri ile arastirilip,

PZR ydntemiyle alttlr tayininin belirlenmesi amacglanmistir.

Calismada mikroskobik yontemlerde NL, trikrom boyama ve
DFA yontemi deg@erlendirilmistir. Ringer solUsyonunda yapilan kuoltar
yontemi altin standart olarak kabul edilmigtir. PZR ydnteminde ise STS

primerleri kullanilarak alttar tayini yapilmigtir.

Calismaya dahil edilen 350 6rneg@in %19’ unda kultir yontemi
ile Blastosystis elde edilmigtir. Alttir tayini yapildiginda Ulkemizde ve
yurtdigindaki galigmalarda oldugu gibi en sik alttir 3 belirlenmistir. Bunu
sirasiyla alttar 1, alttdr 4, alttlr 2, alttlr 6 izlemis olup, miks enfeksiyon
orani %29 olarak saptanmistir. Ulkemizde ilk defa alttir 6 bizim

calismamizda tespit edilmigtir. Mikroskobik yontemlerden DFA y6nteminin
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kaltur yontemiyle uyumlu oldugu belirlenmis olup pratik ve hizh bir yontem

olmasi nedeniyle rutin tanida kullanilabilecegi gértusitne varilimigtir.

Anahtar kelimeler: Blastocystis, Polimeraz Zincir Reaksiyonu,

kaltar
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8. SUMMARY

Blastocystis have a very large host population like mammals,
birds, reptiles and arthropods. Blastocystis species, cause gastrointestinal
symptoms diarrhea, abdominal pain, abdominal bloating, indigestion,
nausea, vomiting,is known as blastocystosis, causes this clinical
picture.The genome of the parasite whose pathogenicity is not fully
elucidated due to the various polymorphism, that is why 13 subspecies

have been identified today.

In this study, stool specimens of 350 patients are taken in Gazi
University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology,
Numune Training and Research Hospital Microbiology Laboratory.
The Blastocystis protozoon in these specimens are researched by
microscopic and culture method and aimed to determine the assay of
subspecies by PCR method.

In this study, native-lugol, trichrome and Direct Fluorescent
Antibody method are evaluated in microscopic methods. The culture
method, made in Ringer solution, is considered as the gold standard. In

PCR method, the assay of subspecies is done by using STS primers.

Out of 350 samples 19% of Blastocystis is obtained in the culture
method in the study. When the assay of subspecies is considered, as in
the studies in our country and abroad, most common subspecies found is

3. This was followed by subspecies 1, 4, 2, 6 and the mixed infection ratio
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is to be 29%. The subspecies 6 have been identified in our study for the
first time in our country. Among the microscopic methods, DFA method is
found to be compatible with the culture method and because it is a
practical and rapid method it is concluded that it can be used in routine

diagnosis.

Key Words: Blastocystis, Polymerase Chain Reaction, culture
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