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OZET

Seyer, A. Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti'/nde Saptanan Blastocystis spp. Etken ve
Subtiplerin Molekiiler Yéntemlerle Belirlenmesi. Yakin Dogu Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Programi, Doktora Tezi,
Lefkosa, 2016.

Bu galismada Kuzey Kibris Turk Cumhuriyeti (KKTC)'nde Blastocystis spp. ve subtiplerinin
(ST) prevalansinin arastiriimasi hedeflenmistir. Bu arastirmada ayni zamanda, Blastocystis
spp.’in gastrointestinal semptomlardaki rolinin incelenmesi ve s6z konusu parazit tarleri ile
subtiplerinin  demografik, sosyo-ekonomik ve epidemiyolojik verilerle iliskisinin
degerlendiriimesi amaclanmistir. Bu ¢alismada ayrica, diski érneklerinin muhafaza edilmesi
amaciyla kullanilan filtre kagidina dayali yontemin Blastocystis spp.’in molekiiler tanisindaki
etkinligi de arastiriimistir. Calismaya KKTC’de yasayan toplam 230 gonulli dahil edilerek, bu
kisilerden digki ornekleri toplanmistir. Toplanan her bir numune dondurulma ve filtre
kagitlarina aktarilma esasina dayali iki farkli ydontem ile muhafaza edilmigtir. Tim o6rnekler
Nativ-Lugol ve trikrom boyali preparatlar hazirlanarak mikroskopi ile incelenmigtir. Daha sonra
polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction: PCR) ve DNA dizi analizi
uygulanarak, sirasi ile Blastocystis spp. varligi ve bu protozoonun subtipleri arastiriimistir.
Demografik, sosyo-ekonomik ve epidemiyolojik veriler ile klinik dyku, katimcilarin anket
formlarinda verdikleri bilgilere gére degerlendirilmistir. Blastocystis spp. prevalansi direkt
mikroskopi, trikrom boyasi ve PCR yontemleri ile sirasiyla %10,5, %10,5 ve %27,8 olarak
saptanmigtir. Digki 6rneklerinde Giardia spp. (n: 2; %0,8) ve Entamoeba coli (n: 1; %0,4)
disinda diger parazitlere rastlanmamuistir. iki sekilde saklanan diski érneklerinden izole edilen
DNA’larin A260/A280 orani 1,7-2,2 idi. Donmus diski 6érneklerinden izole edilen DNA miktari
25-405 ng/pl, ortalama DNA konsantrasyonu ise 151 ng/ul olarak dlgulmustir. Filtre kagidina
aktarilan drneklerden izole edilen DNA miktari 7-339 ng/ul ve ortalama DNA konsantrasyonu
122 ng/pl olarak dlgulmustir. Dondurulmus digki érneklerinden 49 (%21,3)'u, filtre kagidina
aktarilan digki orneklerinden 58 (%25,3)i PCR ile pozitif saptanmistir (p=0,078). PCR
sonucunda, 43 digki 6érnedi hem dondurulma hem de filtre kadidi yontemleri ile pozitif
bulunmustur. Donmus diski ornekleri ve filtre kagidina aktariimis numunelerden yapilan
PCR’in duyarliliklar sirasi ile %86,4 ve %95,5, 6zgullikleri ise %98,3 ve %99,4 olarak tespit
edilmistir. iki yiz otuz digki érnegi arasinda, her iki yontemle saptanan en yaygin subtipler
ST3 (n: 20; %31,2), ST2 (n: 18; %28,2), ST1 (n: 8; %12,5), ve ST4 (n: 7; %11) iken; diger
subtipler ise ST6 (n: 3; %4,7), ve ST7 (n: 2; %3,2) olarak gdzlenmistir. iki ydntemin DNA dizi
analizinden elde edilen sonuglara gdre uyumu %90,7 olarak belirlenmistir. Blastocystis spp.’in
dagilimi ile demografik, sosyo-ekonomik ve epidemiyolojik faktorler arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark gdzlenmemistir. Ayrica Blastocystis spp. pozitifligi ile gastrointestinal
semptomlar arasinda da belirgin bir istatistiksel fark saptanmamistir. Ayni zamanda subtiplerin
de demografik, sosyo-ekonomik ve epidemiyolojik faktorler ile iliskili olmadigi tespit edilmistir.
Bu galisma Blastocystis spp. ve subtiplerinin PCR ve DNA dizi analizi ile tanisinda filtre kagidi
yontemi kullanilarak yapilan DNA izolasyonunun, dondurulmus digkl ydntemine kiyasla daha
duyarh ve etkili oldugunu goésteren ilk calismadir. Ayni zamanda bu calisma KKTC’'de
Blastocystis spp. prevalansi ve epidemiyolojisi ile ilgili olarak yuritilen ilk arastirmadir.
Sonugclar toplumda Blastocystis spp. prevalansinin yiksek oldugunu gdstermesine ragmen,
protoozonun varhdi ile gastrointestinal semptomlar arasinda anlamli bir iliski bulunmamigtir.
Bu bulgular Blastocystis spp.’nin saglikli insanlarda bagirsak florasinin bir Gyesi olabilecegini
distndirmektedir.

Anahtar kelimeler: Blastocystis spp., Blastocystis spp. subtipleri, filtre kagidi metodu,
prevalans, epidemiyoloji

Destekleyen kurum: Yakin Dogu Universitesi (Proje No: CE016-2015)
Destekleyen kurum: Hitit Universitesi (Proje No: TIP19002.15.003)
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ABSTRACT

Seyer, A. Detection of Blastocystis spp. Agents and Subtypes In Turkish Republic of
Northern Cyprus (TRNC) By Molecular Methods. Near East University, Institute of Health
Sciences, Phd. Thesis in Medical Microbiology and Clinical Microbiology Programme,
Nicosia, 2016.

The target of the present study was to detect the prevalence of Blastocystis spp. and their
subtypes (STs) in Turkish Republic of Northern Cyprus. This study also aimed to determine
the role of Blastocystis spp. in gastrointestinal symptoms and to evaluate the presence of
these parasites and their STs with respect to demographic, socioeconomic and
epidemiological data. Furthermore, the efficiency of filter paper-based method that is used for
the storage of stool samples was investigated in terms of molecular diagnosis of Blastocystis
spp. A total of 230 volunteers who live in TRNC were included in this study, and fecal samples
were collected from these individuals. Each specimen was stored by using two different
techniques which were based on freezing the sample and use of the filter paper method. All
samples were examined microscopically by both native-Lugol and trichrome staining methods.
Then polymerase chain reaction (PCR) and DNA sequencing were conducted for detection of
Blastocystis spp. and its subtypes, respectively. Demographic, socioeconomic and
epidemiological features, and clinical history of the participants were evaluated according to
the data obtained by a questionnaire. Prevalence of Blastocystis spp. infection was found to
be 10.5%, 10.5%, and 27.8%, by direct microscopy, trichrome method, and PCR, respectively.
No other parasites were detected in the specimens except Giardia spp. (n: 2; 0.8%) and
Entamoeba coli (n: 1; 0.4%). Pure DNA was obtained with a A260/A280 ratio of 1.7-2.2 in both
storage methods. DNA vyield from frozen stools was 25-405 ng/pl and average DNA
concentration was 151 ng/ul; while these were 7-339 ng/ul and 122 ng/ul for the filter paper
method, respectively. PCR positive samples from the frozen stool and filter paper methods
were detected to be 49 (21.3%) and 58 (25.3%) respectively (p=0.078). Forty-three specimens
were found positive by both frozen stool-PCR and filter paper-PCR. The sensitivity of frozen
stool-PCR and filter paper-PCR was found 86.4% and 95.5%, while specifity of both tests was
98.3% and 99.4%, respectively. Among the 230 fecal samples, the most common subtypes
were found to be ST3 (n: 20; 31.2%), ST2 (n: 18; 28.2%), ST1 (n: 8; 12.5%) and ST4 (n: 7;
11%); while other subtypes were detected as ST6 (n: 3; 4.7%) and ST7 (n: 2; 3.2%) by both
storage methods. Concordance of DNA sequencing results obtained from the two methods
was noted to be 90.7%. The distribution of Blastocystis spp. among all demographic,
socioeconomic and other epidemiological factors was not found significant. Furthermore, there
was no statistical significance between Blastocystis spp. positivity and gastrointestinal
symptoms. Also the subtypes were not significantly related to any of the demographic,
socioeconomic and epidemiological factors. This is the first study that demonstrates DNA
extraction by using the filter paper method is more sensitive and effective than the frozen stool
method for diagnosis of Blastocystis spp. and their subtypes by PCR and DNA sequencing.
Also this study is the first investigation of the prevalence and epidemiology of Blastocystis spp.
in TRNC. Our results indicated that the prevalence of Blastocystis spp. in the community was
at high levels, however no significant correlation was found between the presence of the
protozoan and the gastrointestinal symptoms. These findings suggest that Blastocystis spp.
can be members of the intestinal flora in healthy humans.

Key words: Blastocystis spp., Blastocystis spp. subtypes, filter paper method, prevalence,
epidemiology

Supported by Near East University (Grant No: CE016-2015)
Supported by Hitit University (Grant No: TIP19002.15.003)
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EK 2
KKTC Blastocystis Projesi ANKET FORMU

*Bu galisma Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti'nde Blastocystis adli parazitin varligini saptamak amaci ile yapiimaktadir.
Calismaya katilan génullilerin kimlik bilgileri kesinlikle gizli tutulacak olup, alinacak digki érnekleri de sadece bu
calisma icin kullanilacaktir.

F. Medeni durumunuz: D Evli D Bekar

A. Adiniz- soyadiniz: ...

B. Cinsiyet: D E

C. Yaginiz: ...
D. Egitim durumunuz: ...

E. Mesleginiz: ...

D K G. Yasadiginiz yer:

D Koy D lige
DSehir merkezi D Diger

H. Sosyo- ekonomik durumunuz: D Diisiik

|. Digkilama aligkanhga:

J. Gaitanin gériinima:

K. Yeme dizeni:

L. ishal tablosu var mi? D Evet D Hayir
Varsa ortaya ciktigi zaman:

M. Karin agnisi goriliiyor mu?

D Evet D Hayir

Goruluyosa sikligi ne kadar?

N. Kramp goérulayor mu? D Evet D Hayir

Gorliyorsa sikhgi ne kadar?

O. Bulanti gériiliiyor mu? D Evet D Hayir

Gorillyorsa sikhgi ne kadar?

P. Gaz, sigkinlik goriiliiyor mu?D Evet D Hayir

Gorliyorsa sikhgi ne kadar?

R. Kabizlik goriiliiyor mu? DEvet D Hayir

Goriliyorsa sikhgi ne kadar?

S. Son 6 ay icerisinde yurt disi ziyaretinde bulundunuz
mu? | Evet | Hayir

Bulunduysaniz hangi ulke(ler):

T. Bilinen baska hastaliginiz var mi?
D Evet D Hayir

Varsa nedir?

U. Daha énce size IBS (irritabl Barsak Sendromu)
teshisi konuldu mu? DEvet D Hayir

Konuldu ise ne zaman?

V. Daha once size kolon kanseri teshisi konuldu mu?
Evet D Hayir

Konuldu ise ne zaman?
W. Uzun suredir kullandiginiz ilag(lar) var mi?
D Evet D Hayir
Varsa hangi ila¢/ ilaglar ve ne sikhkta?
X. Evinizde beslediginiz evcil hayvan var mi?
DEvet D Hayir
Varsa nedir?

Y. Kullandiginiz su kaynagi nedir?

Sebeke suyu D Diger D

ANKETIMIiZ BITMISTIR, KATKILARINIZ VE KATILIMINIZ iCIN TESEKKUR EDERIZ.




EK 3

ASGARI BILGILENDIRILMi$
GONULLU OLUR FORMU

1. Bu “Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti’'nde saptanan Blastocystis spp. etken ve subtiplerin molekiler yontemlerle
belirlenmesi ” isimli galismadir.

2. Amag; Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyetinde Blastocystis enfeksiyonu varligi, varolan etken ve subtipler hakkinda
bilgi sahibi olunmasidir. Calismaya gastrointestinal sistem sikayeti ve ishal tablosu ile hastanelere veya saglik
ocaklarina bagvuran 150 hastadan ve asemptomatik 100 kisiden alinan, toplam 250 gaita 6érnegi dahil edilecektir.
Calismadan elde edilecek sonuclarin Kuzey Kibris Tlrk Cumhuriyeti’nde mevcut Blastocystis enfeksiyonu, mevcut
etken ve subtipler, olasi enfeksiyon kaynaklari hakkinda aydinlatici ve agiklayici veriler sunmasi beklenmektedir.
Ayrica elde edilecek bu veriler dogrultusunda halkin bu enfeksiyon hakkinda bilgilendiriimesi, farkindaligin
artirlmasi ve olasi enfeksiyon kaynaklarinin kontrol altina alinmasi hedeflenmektedir.

3. Uygulanacak tedavi bulunmamaktadir. Fakat enfeksiyon saptanmasi halinde almaniz gereken énlemlere yonelik
bilgi verilecektir.

4. Semptomatik hastalardan (ishalli vakalar) ve asemptomatik kisilerden arastirma amagli olarak gaita drnekleri
alinacaktir. Ornek alma islemi géniilliiler agisindan bir risk tasimamaktadir.

5. Elde edilecek gaita drnekleri yalnizca Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Blastocystis spp. agisindan incelenecek olup
baska bir birim tarafindan kullaniimayacaktir. Bu bilgiler gizli olup hastanin istegi disinda baska bir kurum veya
kisiyle paylasiimayacaktir.

6. Bu calismada Blastocystis enfeksiyonu tanisi mikroskobik ve molekuler yontemler ile konulacaktir. Gaita érnekleri
nativ-lugol ve trikrom boyali preparatlar hazirlanarak mikroskopta incelenecektir. Ayrica tim ornekler filtre
kagitlarina aktarilacaktir. Hem gaita 6rnekleri hem de filtre kagitlarina aktarilan gaita 6rnekleri molekuler testlerin
uygulanmasi icin kullanilacaktir.

7. Biyolojik materyaller yurt disinda sadece bazi testlerin yapilmasi igin kullanilacaktir.
8. Gonullinun érnek verme disinda herhangi bir sorumlulugu bulunmamaktadir.
9. Arastirmaya katilim gonulli olup kisiler istedigi anda ¢alismadan ayrilabilir.

10. Gonulltlerin Klinik bilgileri gizli tutulacaktir. Arastirma sonuglari yayimlandiginda dahi génullilerin kimlikleri gizli
kalacaktir.

11. Gonulll istedidi her an galisma hakkinda bilgilendirilecektir.

12. Tahmini goénullt sayisi 250'dir.

“Bilgilendiriimis Gonulli Olur Formu’ndaki tum acgiklamalari okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci belirtilen
arastirma ile ilgili yazili ve s6zli agiklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya gonulli olarak
katildigimi, istedigim zaman gerekceli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. S6z konusu

arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi kabul ediyorum”.

Tarih-imza Tarih-imza Tarih-imza
oL loodoo [od....
Gonlllinin Adi Soyadi Mikrobiyoloji Bilim Uzmani Ayse Seyer Yrd. Dog. Dr. Emrah Ruh



1. GIRIS

Blastocystis turleri (Blastocystis spp.) insanlarin ve ¢odu hayvan
turlerinin bagirsaklarini istila edebilen, noétral pH ve 37°C’de optimal Greyen,
zorunlu anaerobik, enterik parazitlerdir (Santos ve Rivera, 2013). Diyare,
abdominal agri, mide gazi, anoreksi, mide bulantisi ve kusma gibi 6zgl
olmayan gastrointestinal semptomlara neden olabilmektedir (Belleza ve
digerleri, 2015). Bu bagirsak protozoonunun gelismekte olan ulkelerde
%50’den daha ylUksek bir prevalans ile, dinya ¢apinda en sik rastlanan
bagirsak protozoonu oldugu duasunulmektedir (Tan ve digerleri, 2002). Bu
oranin gelismis Ulkelerde %1,5-10 arasinda oldugu bildirilmektedir (Adiyaman
Korkmaz ve digerleri, 2015). insanlar arasindaki prevalansi, ilkelerin
kanalizasyon donanimina ve kisisel hijyen kosullarina badli olarak cgesitlilik

gostermektedir (Nourrisson ve digerleri, 2014).

GuUnumuzde bu protozoon Gzerine arastirmalar yuriten bazi ileri dlizey
laboratuvarlarin varligina ragmen, sadece morfolojik yapisi genis olgude
tanimlanabilmigtir. Hala bulasi, patogenezi, kultar 6zellikleri, taksonomisi,
hayat dongusu, biyokimyasi ve molekuler biyolojisi hakkinda bilinenler
sinirhdir (Tan ve digerleri, 2002). Tanida standart tekniklerin bulunmamasi ve
Ozellikle de parazitin pleomorfik yapi sergilemesi nedeni ile veriler yanhs
yorumlanabilmekte; bu da tanisinin yapilamamasina, yasam dongusd,
patogenezi ve prevalansinin hala tam olarak bilinememesine yol agmaktadir
(Mumcuoglu ve digerleri, 2013). Patogenezi hakkinda bilinenler sinirli
olmasina ragmen Amerika Birlegsik Devletleri Hastalik Kontrol ve Korunma
Merkezleri (Centers for Disease Control and Prevention: CDC) bu

mikroorganizmayi patojen olarak kabul etmektedir (Santos ve Rivera, 2013).

Blastocystis enfeksiyonunun goéruldigud ¢ogu vakanin asemptomatik
olarak seyretmesi nedeniyle, bu enfeksiyonun klinigi tartismaya acgiktir. Son
yillarda yapilan epidemiyolojik arastirmalarda irritabl bagirsak sendromundan
(IBS) muzdarip hastalarda, saglikli popllasyona veya diger gastrointestinal
sistem hastaliklarina sahip olanlara oranla, Blastocystis prevalansi daha

yuksek bulunmustur. Bu nedenle, bilim ve tip diinyasinda Blastocystis spp.’ye



kargi ilginin artmis olmasina ragmen, bu parazit trleri konusunda arastirma
yuruten az sayida laboratuvar bulunmaktadir. Morfolojik olarak tanimlanmig
protozoonun genetik ve antijenik yapisindaki farkhliklar bilgilerin
dogrulanmasini veya Kkarsilastirimasini zorlastirmaktadir. Ayrica hayvan
modellerinin eksikligi, parazitin immunofizyolojisinin ve patofizyolojisinin
calisiimasini engellemektedir. Bu parazitin iyi tanimlanmig gen ve
proteinlerinin azligi da hicre ve molekuler biyolojisinin ¢aligiimasini

engelleyici faktoérler arasindadir (Tan ve digerleri, 2002).

Tarkiye'de yapilan epidemiyolojik arastirmalar, Blastocystis spp.’nin
gastrointestinal sistem protozoonlari arasinda ilk sirada yer aldigina isaret
etmektedir (Adiyaman Korkmaz ve digerleri, 2015). Ancak literatir
arastirmalarinda Kibris adasinda bu parazitle ilgili yapiimis higbir calismaya

rastlanmamisgtir.

Bu projede, Kuzey Kibris Turk Cumhuriyeti (KKTC)’nde asemptomatik
kisilerin ve semptomatik hastalarin digki 6rneklerinde Blastocystis spp.
varhginin arastiriimasi, ve insanlardaki Blastocystis spp.’nin prevelansi ile
subtipleri (ST) hakkinda bilgi sahibi olunmasi hedeflenmigtir. Bu arastirmada
ayni zamanda, Blastocystis spp.’nin gastrointestinal semptomlarda rola olup
olmadidinin gbézlenmesi, s6z konusu parazit turleri ve subtiplerinin
demografik, sosyo-ekonomik ve epidemiyolojik verilerle iligkisinin
degerlendiriimesi, ve olasi enfeksiyon kaynaklarinin saptanmasi
amaclanmistir. Bu g¢alismada ayrica, digki érneklerinin muhafaza edilmesi
amaciyla kullanilan filtre kagidina dayali yontemin Blastocystis spp.’nin

molekuler tanisindaki etkinligi de arastiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Blastocystis spp.’nin degigsken morfolojik yapisi yillar boyunca bu
parazitlerin tanimlanmasinda belirsizlie yol acan esas faktor olmustur.
Mikroskopinin erken donemlerinde, Blastocystis parazitinin farkli formlari,
siklikla birtakim kalintilarla ve dejenere olmus hicrelerle karigtirimigtir
(Zierdt, 1991). Gec¢mis yillardaki arastirmacilar Blastocystis hominis’i
tanimlamada yetersiz olduklari igin, hatali olarak bu mikroorganizmayi kamgili
bir organizmanin Kisti, bitki materyalleri, maya ve mantar hucreleri ile
karistirmiglardir (Tan ve digerleri, 2002). 1849 yilinda Londra’daki kolera
epidemisi sirasinda Brittan ve Swayne, Blastocystis’in de aralarinda
bulundugu, bilinmeyen parazit yumurta ve Kistlerini kolera etkeni olarak
belirlemislerdir. Brittan goérdugu Blastocystis formlarini ‘dairesel hicreler
olarak, Swayne ise ‘kolera cisimcikleri’ olarak tanimlamis ve bu formlari
koleranin etkeni olarak kabul etmiglerdir. Fakat ilerleyen yillarda bu formlarin
baska parazitlerin kistleri oldugu anlasilmistir. Yillar boyunca birgok
arastirmaci Blastocystis’i kesfetmeye cok yaklasmis fakat yetersiz bilgiler

nedeni ile bu gerceklesememigtir (Zierdt, 1991).

1900’1t yillarin basinda bu protozoon Alexieff ve Emile Brumpt
tarafindan birbirlerinden bagimsiz olarak gézlemlenmistir (Parija ve Jeremiah,
2013). 1911 yilinda Blastocystis paraziti ile ilgili ik morfolojik tanimlamayi
yapan Alexieff, Blastocystis enterocola adini verdigi bu mikroorganizmayi
bagirsaklarin zararsiz saprofitik mayasi olarak tanimlamigtir (Bangyozova ve
digerleri, 2008; Parija ve Jeremiah, 2013). Bu, siniflandirmanin
gereksinimlerini karsilayan ilk tanimlama olmustur (Zierdt, 1991). 1912 yilinda
Brumpt, Blastocystis hominis olarak isimlendirdigi bu mikroorganizmanin
insanlara zararsiz saprofit bir bagirsak mayasi oldugu konusunda Alexieff ile
hemfikir olmustur. Tur isminde yapilan bu degisikligin bilim dlinyasinda kabul
gormesinin nedeni Brumpt'un Alexieff'in aksine sadece insan diski érnekleri
ile galismis olmasidir. B. hominis, mikroskobik digki incelemelerinde maya

benzeri isiltili goruntiye sahip olmasi, psddopodlarinin  bulunmamasi,



hareketsiz olmasi, buyukligunun bir protozoondan ¢ok daha fazla olmasi,
ikiye bolunerek ¢cogalma geklinin kolayca tomurcuklanma ile karistirilabilmesi

gibi nedenlerle maya olarak siniflandiriimistir (Zierdt, 1991).

1967°de Zierdt ve digerleri, Blastocystis'in zorunlu anaerobik olmasi,
mantar ve bakteriler icin hazirlanan besiyerlerinde Ureyememesine kargin
bagirsak protozoonlari igin hazirlanan besiyerlerinde Gremesi, antifungallere
direngli ve antiprotozoal ilaglara duyarli olmasi, hticre duvarinin olmamasi gibi
fizyolojik ve morfolojik kriterlere dayanarak bu mikroorganizmayi protozoon
olarak siniflandirmistir (Bangyozova ve digerleri, 2008; Parija ve Jeremiah,
2013). Zierdt ve digerlerinin, bu protozoonun cesitli morfolojik formlarinin
oldugunu ortaya koyduklari 1967 yilina kadar bu parazitle ilgili az sayida
arastirma bulunmaktaydi (Dogruman Al ve Hokelek, 2007). 1991°de Zierdt, B.
hominis’in bagirsak hastaliklarindaki rolinu gosterip, bagirsak parazitleri
arasina dahil ederek ilk kez bu protozoon hakkinda biyologlarin ve
klinisyenlerin ilgisini ¢ekmeyi basarmistir. Bu nedenle Blastocystis
enfeksiyonu, “Zierdt-Garavelli hastaligi” olarak da bilinmektedir (Bangyozova
ve digerleri, 2008; Parija ve Jeremiah, 2013; Tan ve digerleri, 2002).

2.2. Siniflandirma

1976’dan itibaren arastirmacilarin gogu Blastocystis spp.‘yi Sarcodina
alt bélumunden firsatgi bir protozoon olarak kabul etmislerdir (Bangyozova ve
digerleri, 2008).

1989 yilinda Johnson ve digerleri, Blastocystis spp.’nin kic¢uk altbirim
ribozomal ribonukleik asit (small subunit ribosomal RNA: SSU rRNA)
sekansinin kismi analizi ile mantarlar, sarkodinler ve sporozoonlarla
monofiletik olmadidini ortaya koymuslardir. Bu bilgiye dayanarak Johnson ve
digerleri (1989), B. hominis’in mayalarla iligskili olmadigini, siliatlar ve
apikompleksa grubuna dahil edilebilecegini ileri sirmusglerdir (Tan ve digerleri,
2002).



1996 yilinda Silberman ve digerleri, Blastocystis spp.’nin tim ssrRNA
genini sekanslayarak, ve elongation factor 1-a’nin molekiler analizi ile bu
mikroorganizmanin Cavalier-Smith’in Heterokontasi ile esanlamh olan
Stramencofiller (algler, diatomlar, civik mantarlar gibi tek hicreli ve ¢ok hicreli
protistler) icerisinde siniflandiriimasi gerektigini belirtmiglerdir (Tan ve
digerleri, 2002). Blastocystis hicbir zaman bu botanik kompleks icinde yer
almadidi icin, bu siniflandirma molekiler diizeyde tatmin edici bulunsa da
morfolojik agidan Blastocystis ile diger stramenofiller arasinda zithk
yaratmistir. Bu nedenle Blastocystisin mevcut bes alemden ayri olarak yeni
bir grup igerisinde siniflandiriimasi gerektigi dusunulmas ve bu yeni aleme

Chromista adi verilmistir (Parija ve Jeremiah, 2013).

Cavalier-Smith’in  revize edilmis ve alti alemi bulunan canli
siniflandirmasina gore Blastocystis spp. daha dnceleri belirtildigi gibi mantar
veya protozoan olarak kabul edilemeyecegi ve silleri de olmadidi icin, Tablo
2.1’de gosterildigi sekilde Chromista aleminde siniflandiriimistir (Cavalier-
Smith, 2002). Bu siniflandirma Blastocystis hominis’i insanda parazit olan ilk

kromist yapmistir (Tan ve digerleri, 2002).

Tablo 2.1. Blastocystis spp.’nin siniflandiriimasi.

Kingdom Chromista
Subkingdom Chromobiota

Infra kingdom Heterokonta
Subphylum Opalinata

Class Sarcomastigophora
Order Blastocystea
Family Blastocystidae
Genus Blastocystis

Blastocystis’in tur seviyesinde tanimlanmasi hala belirsizligini koruyan
bir konudur. ilk zamanlarda Blastocystis spp.’nin tiir ismi izole edildigi konaga
gore verilmistir; 6rnegin insandan izole edilenler Blastocystis hominis,

sicanlardan izole edilenler ise Blastocystis rattii olarak isimlendirilmistir.



Sonraki yillarda Blastocystis ¢ok cesitli konaklardan izole edilmis, ayrica
insan-hayvan ve hayvan-insan bulagi da bildirilmigtir (Parija ve Jeremiah,
2013).

Yakin zamanda yapilan arastirmalarda insanlari ve hayvanlari enfekte
eden tek bir Blastocystis turu oldugunun gosterilmesi Uzerine 2007 yilinda
Blastocystis hominis teriminin kullanilmasindan vazgegilmis ve insanlardan ve
hayvanlardan izole edilen tdrlerin ‘Blastocystis spp. subtype nn’ olarak
adlandiriimasi kararlastirlmigtir. Bu isimlendirmede ‘nn’ genetik olarak

tanimlanmis farkli tlrlere ait numarayi ifade etmektedir (Eroglu, 2015).

Daha sonraki zamanlarda arastirmacilar Blastocystis'in konak
Ozgulligundn ve patojenik potansiyelinin SSU rRNA dizisindeki degisikliklerle
iliskili oldugunu farketmislerdir. Bu degisikliklere gére Blastocystis cinsi, tlr
olarak da kabul edilebilecek gesitli subtiplere ayriimistir. Ginimuzde kuguk
altbirim ribozomal deoksiribontkleik asit (small subunit ribosomal DNA: SSU
rDNA)’in subtiplerle daha iyi korelasyonu oldugu belirlenmig ve bugine kadar
17 adet subtip tanimlanmistir. Tium bu bilgilerin 1s1ginda organizmay!
“Blastocystis tirleri” olarak isimlendirmenin ve SSU rRNA veya SSU rDNA
sekansina gore daha ayrintii  tanimlamanin daha uygun oldugu

dusundlmektedir (Parija ve Jeremiah, 2013).

Modern molekuler tekniklerin gelisimi sayesinde cesitli Blastocystis
izolatlarinin genomlarinin heterojen oldugu tespit edilmistir. Morfolojik olarak
benzer olan insan ve hayvan izolatlarinin buyuk ihtimalle ayri turler olabileceqgi
dusundlmektedir. Yapilan arastirmalarda cgesitli Blastocystis spp. izolatlarinin
ssrRNA geninin nikleotid sekansi ve restriksiyon parga uzunluk cesitliligi
(restriction fragment length polymorphism: RFLP) karsilagstirmasi bu
protozoonun  konak  6zgulliginun  olmayabilecegini ve  zoonotik
enfeksiyonlarda belli hayvanlarin potansiyel rezervuar olabilecegini
gOstermigtir. Bazi aragtirmacilar, virilans konusundaki karigikliklarin genotip

cesitliligine baglh olabilecegini savunmaktadirlar (Tan, 2004).



2.3. Morfoloji ve formlarin tanimlanmasi

Blastocystis spp. morfolojik agidan polimorfik bir mikroorganizmadir
(Tan, 2004). Gerek diski érneklerinde gerekse kiultirlerde farkli morfolojik
formlarina rastlanmaktadir (Tan ve digerleri, 2002). Formlarin birbirlerine
donusuimu hakkindaki bilgiler sinirlidir (Tan, 2004). Ozmotik degisimler, bazi
ilaglarin ortamda bulunmasi ve metabolik durum gibi fiziksel faktorlerin hem in
vivo hem de in vitro morfolojiyi etkileyebilecedi dusinulmektedir (Stenzel ve
Boreham, 1996). Polimorfizmin patojenite ile iligkisi heniz net olarak
bilinmemektedir. Avakuoler forma insan bagirsaginda rastlanirken, diski
orneklerinde ise siklik sirasi ile vakuoler, granuler, multivakuoler ve Kkist
formuna rastlanmaktadir (Tan ve digerleri, 2002). Morfolojideki bu ¢esitliligin
iyi biliniyor olmasi, Blastocystis spp.’nin mikroskobik tanida gézden kagmasini

engelleyebilmesi nedeniyle 6nemli bir konudur (Stenzel ve Boreham, 1996).

2.3.1. Vakuoler form (santral cisim)

In vitro Blastocystis saf kultlrlerinde ve rutin mikroskobik tanida,
genellikle tipik vakuoler forma rastlanmaktadir (Tan, 2004). Bu, saf sivi
kalturlerde baskin form olarak gozlemlenirken, daha kuguk formlara ise taze
digki  orneklerinde rastlanmaktadir (Tan ve digerleri, 2002). Cesitli
blyukluklerde olabilen bu form karakteristik olarak biyuk bir vakuole sahiptir
ve Sekil 2.1.a’da goruldugu tizere santral vakuol hiicrenin neredeyse %90’ini
kapsamaktadir (Tan ve digerleri, 2002; Tan, 2004). Vakuollin etrafini ince bir
sitoplazma sarmaktadir. Golgi cisimcigi, cekirdek ve mitokondri gibi organeller
sitoplazmik boslukta bulunmaktadir (Tan, 2004). Sitoplazmik zarin disinda ise
slime tabakasi veya kapsul bulunmaktadir (Tan ve digerleri, 2002). Bu form
sicakhda, hipertonik/ hipotonik ortamlara ve oksijene duyarlidir. Santral
vakuolin gorevi hala tam olarak bilinmemekle birlikte, bunun depo organeli
olabilecegi, sizogonide rol alabilecegi veya apoptoz sirasinda apoptotik
cisimciklerin birikim yeri olabilecegi dusunulmektedir (Tan, 2004).



2.3.2. Graniuler form

Granuler forma daha ziyade saf olmayan veya yasli Blastocystis
kalturlerinde rastlanmaktadir (Tan, 2004). Vakuoler formdan meydana geldigi
disundlmesine ragmen (Tan ve digerleri, 2002), ortalama vakuoler formdan
biraz daha buyuktir (Stenzel ve Boreham, 1996). Kultir ortamindaki serum
konsantrasyonunu artirmak, hicrelerin bagka kultur ortamina aktariimasi, saf
kaltur Uretimi veya belirli antibiyotiklerin kullanimi gibi faktorler bu donasima
induikleyebilmektedir (Tan ve digerleri, 2002). ince yapi olarak vakuoler forma
benzemesine karsin, sitoplazmada veya santral vakuolde grandllerin
bulunmasi ile farklilik géstermektedir (Sekil 2.1.b). Graniller, miyelin benzeri
inklizyonlar, kuguk vezikuller, kristalin grandlleri veya lipid damlaciklar
olabilmektedirler. Bu form da tipki vakuoler form gibi sicaklga,

hipertonik/hipotonik ortamlara ve oksijene duyarhdir (Tan, 2004).

2.3.3. Ameboid form

Ameboid form eski ve ilag ilave edilmis kullturlerde veya digki
orneklerinde gézlenebilmektedir (Tan, 2004). Duzgun olmayan bir hiicre sekli
ve uzamis psodopodlari vardir (Sekil 2.1.c) (Stenzel ve Boreham, 1996).
Ameboid forma donusumu indukleyen faktorler hakkindaki bilgiler sinirlidir
(Tan, 2004). Ancak, yakin zamanda yapilan bir ¢alismada ameboid formun
sadece semptomatik hastalarin orneklerinde saptandigi, asemptomatik
bireylerde ise ¢ogunlukla vakuoler formun bulundugu bildirilmistir. Ameboid
formun bagirsak yiizeyine olan gucli adezyonu ve bu yuzeyde ¢ogalmasi,
bunun semptomlardan sorumlu olan form oldugunu digundurmektedir
(Malatyal ve Ozcelik, 2011).

2.3.4. Kist formu

Blastocystis spp.’nin kist formu genellikle kultirlerdeki vakuoler ve

graniler formlardan, ve taze digkilardaki multivakuoler formlardan daha



kicuktir (Stenzel ve Boreham, 1996). Sekil 2.1.d’de oklarla isaretli kisim, bu
formun etrafinin kalin ve ¢ok katli bir duvarla c¢evrili oldugunu géstermektedir
(Tan, 2004). Sahip oldugu bu yapi onu gevre sartlarina kargi daha direncli
hale getirmektedir (Tan ve digerleri, 2002). Bu formda buylk santral vakuol
gOzlenmemektedir. Distile su icerisinde parcalanmaya kargi direngli olan ve
on dokuz gliin oda sicakliginda yasayabilen bu form, asiri sicak ve soguk
Isilarda, ayrica dezenfektan karsisinda frajil bir yapi sergilemektedir.
Sitoplazmasinda trikrom ile boyanmayan glikojen ve lipid iceren ¢ok sayida
vakuol bulunmaktadir (Tan, 2004).

Sekil 2.1. Blastocystis spp.’nin morfolojik formlari. a. Vakuoler form, b.

Granuler form, c. Ameboid form, d. Kist formu (Parija ve Jeremiah, 2013).
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2.3.5. Multivakuoler form

Multivakuoler form, sitoplazmasinda ¢ok sayida ve kuguk vakuollerin
bulunmasi ile vakuoler formdan ayirt edilebilmektedir (Sekil 2.2). Bu forma en
sik taze digki érneklerinde rastlanmaktadir (Tan ve digerleri, 2002). Genellikle
bir, nadiren iki adet cekirdege sahiptir (Stenzel ve Boreham, 1996). Kultur
ortaminda vakuoler veya granuler forma donusebilmektedir (Tan ve digerleri,
2002).

??

Sekil 2.2. Transmisyon elektron mikroskobunda incelenen taze digki
orneginde Blastocystis spp.’nin multivakuoler formu. V: vakuoller (Stenzel ve
Boreham, 1996).

2.3.6. Avakuoler form

Avakuoler formda, ylzey Ortisi ve vakuol bulunmamaktadir (Sekil
2.3). Genellikle c¢ok sulu digkilarda veya kolonoskopi 6rneklerinde
gozlenmektedir (Tan ve digerleri, 2002).
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Sekil 2.3. Kolonoskopi 6rneginde Blastocystis spp.’nin avakuoler formu
(Stenzel ve Boreham, 1996).

2.4. Hayat Dongusu

Blastocystis spp.’nin ikiye bélinme (binary fission), tomurcuklanma,
plazmotomi, endodiyojeni, ¢oklu bolunme ve sizogoni ile gogaldigini belirten
arastirmalar olmasina ragmen, en yaygin ve kabul gormis Ureme sekli
vakuoler formun ikiye boélinmesidir. Multivakuoler formun vakuollerinin
genisleyip birleserek vakuoler formu olusturdugu belirtiimektedir (Sekil 2.4).
Enfektif form olarak kabul edilen 6-40 um buyukligundeki kist formu ise agiz
yoluyla alinmakta, bagirsakta ekskiste olarak sindirim kanalinin epitel
hicrelerinde asekslel olarak cogalmaktadir (Parija ve Jeremiah, 2013).
Vakuoler form bagirsaklarda multivakuoler forma donusip prekist formunu,
prekist formu ise sizogoni ile ince duvarli kist yapisini olusturabilmektedir. ince
duvarl kist yapisinin otoenfeksiyondan sorumlu oldugu ifade edilmektedir.
Ote yandan vakuoler form bagirsaklarda ameboid forma da doniisebilmekte,
olusturdugu prekistler sizogoni ile kalhn duvarh kist formunu
olusturabilmektedir. Kalin duvarh kist formunun digki ile disar atilan, bu
nedenle de su ve gidalari kontamine eden form oldugu bilinmektedir. Kulturde
g6zlenen vakuoler formlar, kualtir ortaminin 6zelligi degistirildigi zaman

granuler forma dénusebilmektedir (Dogruman Al ve Hokelek, 2007).
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Sekil 2.4. Blastocystis spp.’nin yagam déngusu. (1) insan
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bagirsagindan ¢ikan kalin duvarli kist yapisi (2) oral yolla viicuda alinir (3).

Kalin duvarl kist bagirsaklarda acilir ve (4) vakuoler forma donugsur, mitozla

cogalan vakuoler form (5a) multivakuoler forma veya (5b) ameboid forma

déndsir, hem multivakuoler form hem de ameboid form mitozla (6a, 6b)

prekist yapisini olusturur. (7a, 7b) Prekist yapisi sizogoni ile kalin duvarl kist

yapisini olusturur ve bu kistler fekal yolla vucuttan disariya atilir (CDC. (t.y.).

Erisim: 04 Mayis 2016, http://www.cdc.gov. Turkge’ye ¢evrilmistir).
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2.5. Epidemiyoloji ve prevalans

Blastocystis spp., enfeksiyon kaynadi insan olan (hasta veya tasiyici)
ayrica surungen ve artropodlari da igine alan ¢ok genis bir konak
populasyonuna sahiptir (inceboz ve digerleri, 2011). Kuslar ve memeliler gibi
hayvanlar rezervuar gorevi gorebilmektedir. Esas bulas fekal-oral yol ile
olmasina ragmen, cinsel yol ve kontamine su kaynaklari ile de bulag
bildirilmigstir. Blastocystis spp. kistleri ile kontamine olmus su, gida veya ellerin
yani sira, toz partiktlleri de enfeksiyon kaynaklari arasinda
sayllabilmektedirler. Sporadik vakalar gozlenebilecegi gibi, bir grup veya aile
icinde bulas veya buyuk epidemiyolojik salginlar da s6z konusu olabilmektedir

(Bangyozova ve digerleri, 2008).

Blastocystis enfeksiyonu tum yas gruplar ve tim cinsiyetlerde
goOrulmektedir, ancak en yaygin olarak gocuk ve yaslilar enfekte olmaktadir.
Enfeksiyonun kurbanlari ise genellikle homosekstieller ve yaslilardir. Seyahat
diyaresi olan Kkisilerde ya da ihiman ulkeleri ziyaret etmis bireylerde
Blastocystis enfeksiyonu daha sik karsimiza ¢ikabilmektedir (Bangyozova ve
digerleri, 2008).

Blastocystis enfeksiyonunun prevalansi mevsimlere bagl degisiklik
gostermektedir (Scanlan ve digerleri, 2014). Yapilan ¢alismalar, Blastocystis
spp. ile iligkili enfeksiyonlarin diger parazit enfeksiyonlarinda oldugu gibi
ilkbahar ve yaz aylarinda, ¢odunlukla da AJustos ayinda ylksek oranda
saptandigini géstermektedir (inceboz ve digerleri, 2011). Amerika’'da yapilan
bir baska epidemiyolojik arastirmada, Blastocystis spp.’'ye bagh gelisen
enfeksiyonlarin en disuk Subat ayinda, en yiksek Temmuz-Eylul aylarinda
saptandigi belirlenmistir (Amin, 2006). Yine Tayland’da yapilan bir arastirma
enfeksiyonlarin yogun yagis olan Temmuz-Eylil aylarinda daha sik
gorulduguna ortaya koymustur. Enfeksiyonlarin siklikla yagislarin bol oldugu
mevsimlerde gozlenmesi, su kaynaklarinin veya diger gevresel ortamlarin
digki ile kontamine olmasi ile iligkilendirilmis ve Blastocystis spp.’nin su
kaynakli bulasa yol acabilecegini diisindirmistiir (inceboz ve digerleri,
2011).
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Blastocystis enfeksiyonunun tropikal, subtropikal iklimlerde ve
gelismekte olan uUlkelerde yaygin olarak gozlenmesi nedeniyle, cografik
dagihmin diinya genelinde oldugu varsayilmaktadir (Wang ve digerleri, 2002).
Ihman Ulkelerde bu parazitle karsilasma orani %30-%50 iken, dusuk gelirli
ulkelerde veya tropikal bolgelerdeki Ulkelere seyahat eden kisilerde bu
yuzdeligin daha fazla olmasi beklenmektedir (Bangyozova ve digerleri, 2008).
Genellikle gelismekte olan Ulkelerde prevalansin daha ylksek olmasinin,
Blastocystis spp. ile kontamine olmus su kaynaklari, dusuk sanitasyon dizeyi
veya hayvanlarla yakin temas ile iligkili olabilecegi tahmin edilmektedir

(Kirkoyun Uysal ve digerleri, 2014).

Bugune kadar insan bagirsak florasi ile ilgili yapilan ¢odu arastirmada
bakteriler incelenmistir. Bu nedenle, Blastocystis spp. dahil diger bagirsak
mikroorganizmalarinin ¢esitliligi ve gorevleri hakkindaki bilgiler yetersiz
kalmistir (Kirkoyun Uysal ve digerleri, 2014). Gunumuzde Blastocystis
spp.’nin siniflandiriimasi, epidemiyolojisi, patogenezi ve Kklinigi ile ilgili
calismalara olan ilgi giderek artmistir. Ancak insanlardan elde edilen
epidemiyolojik veriler hala yetersizdir (Kirkoyun Uysal ve digerleri, 2014).
Bunun nedeni epidemiyolojik bilgilerin genellikle gastrointestinal sikayeti olan
kisilere ait olmasi ve buna bagdli olarak toplumun geneline dair epidemiyolojik

verileri yansitmamasidir (inceboz ve Usluca, 2009).

Yuratilen epidemiyolojik calismalar, Blastocystis spp.’nin dinya
genelinde en sik rastlanan parazit oldugunu ortaya koymus ve bir Glkenin farkl
cografik bolgelerindeki saptanma sikliginin bile farkli olabilecedi bildirilmistir.
Blastocystis spp. prevalansi Japonya ve Singapurda %0,5-%3,3; Glney
Amerika Ulkeleri, Misir ve Endonezya’da ise %27,2-%60 olarak belirlenmigtir.
Tarkiye’'de farkh bdlgelerde yapilan galismalarda bu oran %2,1-%23,5 olarak
bildirilmigtir. Turk ve arkadaslari Ankara’da yuarattukleri bir galigmada
Blastocystis spp. pozitifligini %28,6 gibi yliksek bir oranda bulmusglardir (Turk
ve digerleri, 2012).

Genellikle gelismis ulkelerde yapilan galismalarda Blastocystis spp.
orani %1,5-%10 olarak belirtilirken (Wang ve digerleri, 2002), en yiksek oran
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%100 olarak Afrika’da Senegal’in nehir havzasinda saptanmigtir (El-Safadi,
2014). Bu galismaya semptomatik ve asemptomatik gocuklardan toplanan 93
digki 6rneg@i dahil edilmis ve tim digki o6rnekleri (%100) Blastocystis spp.
agisindan pozitif bulunmustur. Blastocystis enfeksiyonunun énemli bir halk
saghgi sorunu olarak degerlendirildigi bu ¢alismada en sik rastlanilan subtip
de ST3 olarak belirlenmistir (Chen ve digerleri, 2014).

Blastocystis spp.’ye badli gelisen asemptomatik enfeksiyonlar dinya
genelinde yaygin olarak gorulmektedir (Leelayoova ve digerleri, 2004).
Scanlan ve digerleri ¢calismalarinda yuksek bir pozitiflik orani saptamislar ve
bu paraziti insan sindirim kanalinda yaygin bulunan bir mikroorganizma olarak
dederlendirmiglerdir. Ayrica subtip ve genotiplerde gb6zlenen yuksek
varyasyonlar sonucunda Blastocystis spp.’nin saglikli insanlarin sindirim
kanalinda da herhangi bir semptom olmaksizin bulunabilecegini bildirmiglerdir
(Scanlan ve digerleri, 2014). Diger yandan, Orta Dogu ve Avrupa’da yurutilen
calismalarda IBS tanisi konulan kisilerin %30-%40’inin Blastocystis spp.

tasiyicisi oldugu belirtilmigtir (Boorom ve digerleri, 2008).

Blastocystis spp.’nin bulas sekli ve enfeksiyon kaynagi ile ilgili
epidemiyolojik veriler sinirli ve geligkilidir. En yaygin kabul goren bulag sekli
diger bagirsak protozoonlarinda oldugu gibi fekal-oral yoldur. Kist formu dis
cevre kosullarina en direngli form olarak belirlendigi icin (Moe ve digerleri,
1996), bu formun bulastan sorumlu oldugu kabul edilmektedir (Kain ve
digerleri, 1987). Fekal-oral yol haricinde bu enfeksiyonun bulasinda kot
hijyen kosullari, toplu yasam, hayvanlarla temas, diyabet, immin yetmezlik
durumlar gibi kisiye ait predispozan faktorler, riskli endemik bdlgelere seyahat
veya bu bodlgelerden bagka bodlgelere go¢ edilmesi gibi faktoérler de
sayilabilmektedir (inceboz ve digerleri, 2011). Su kaynaklarinin modern
tesislerde, son teknolojiyle islem gdrdugu gelismis Ulkelerde bu parazitin nasil
yayilldigi anlasilamamis olmakla birlikte, bu durumun vektorler aracilidi ile,
veya atlk su aritma tesislerinin ve islem gormus su kaynaklarinin
kontaminasyonu nedeniyle gergeklesebilecegi dustunulmektedir (Boorom ve
digerleri, 2008).
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Suresh ve digerleri yaptiklari ¢alismada, Blastocystis hominis’in kist
formunu oral yolla farelere verdikten sonra, otopsi ile farelerin kalin bagirsak
ve ¢ekumlarinda bu parazite rastlamislardir. Bu ¢alisma sonucunda, diskida
en sik rastlanan form olan vakuoler forma kiyasla kist formunun bulas
potansiyelinin daha yiksek oldugu belirlenmigtir. Blastocystis spp. ile enfekte
olma riski gevredeki kisi sayisi, mevsimsel kosullar, enfeksiyon suresi, bulas
asamalari, tarim uygulamalari, konagin davranis ve aktivitesi, sosyo-
ekonomik durum, etnik kdken farkliliklari, cografi dagilim, iklim, hidrojeoloji ve

sanitasyon ile iligkili olabilmektedir (Suresh ve digerleri, 2005).

Birgok calismada, Ozellikle tropikal Ulkelerde yasayan bireylerde veya
bu bdlgelere seyahat etmis olan kigilerde Blastocystis spp.’nin su kaynakli
bulasinin gozlenebilecedi ifade edilmistir (Kain ve digerleri, 1987). Saovanee
ve digerleri, aritiimamis su tiiketen askeri personelde Blastocystis spp. ile
enfekte olma riskinin artis gosterdigini belirtmislerdir. Bu bulgu Blastocystis
spp.’nin su kaynakli bulasinin olabilecegine dair gucli kanit sunmaktadir
(Leelayoova ve digerleri, 2004). Su kaynakli oldugu dusunulen iki Blastocystis
enfeksiyonu salgini, B. hominis kistlerinin klora karsi direngli olmasi nedeniyle,
klorlanmisg icme sularinin da bu parazitin bulasinda potansiyel risk
tasiyabilecegdini gostermistir. Ayrica atik sularin tekrar kullanima sunulmasi ile
bazi Ulkelerde paraziter enfeksiyonlar hizl bir artis kaydetmistir (Suresh ve
digerleri, 2005).

Blastocystis cinsinin farkli subtipleri farkli rezervuarlara, cografik
dagihma ve farkli bulas sekillerine sahiptirler (Tall ve digerleri, 2013). Ote
yandan, subtipler konaga 6zgln degildirler ve insanlarla hayvanlar arasinda
capraz bulas olabilmektedir. Hem enfeksiyonun kaynadi hem de bulas
dongusu hakkinda bilgiler sunmasi nedeniyle subtiplerin tanimlanmasi
epidemiyoloji agisindan oldukgca 6nemlidir. insanlarda en sik goriilen subtip
ST3 olmasina ragmen (Leelayoova ve digerleri, 2008), Tayland ve Libya’da
ST1'in en yaygin subtip oldugu gozlenmigtir (Thathaisong ve digerleri, 2013).
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Gunimuzde SSU rRNA yontemi ile Blastocystis cinsi icinde 17 subtip
tanimlanmistir. Bu subtiplerden dokuz tanesi insanlardan izole edilmistir.
Buna gore ST1, insanlar da dahil olmak Uzere tim memelilerden; ST2,
primatlardan ve domuzlardan; ST3, insanlardan ve primatlardan (Tall ve
digerleri, 2013); ST4, kemirgenlerden; ST5, sigirlardan ve domuzlardan; ST6
ve ST7, kuglardan; ST8, maymun, sulin ve insanlardan; ST9 ise, nadir olarak

insanlardan izole edilmistir (Adiyaman Korkmaz ve digerleri, 2015).

ST3, Turkiye’nin de icinde bulundugu birgok Ulkede izole edilmesi
nedeni ile kozmopolit bir dagilim sergiledigi kabul edilmektedir. ST4 ise en sik
karsilasilan ikinci subtiptir (Tall ve digerleri, 2013). ispanya’da en sik gérilen
subtip olan ST4 (Roberts ve digerleri, 2011) Birlesik Krallik, Avrupa ve Kuzey
Afrika’da da yayilim gostermektedir. Daha nadir rastlanan ST2 ise genellikle
Afrika, Avustralya ve Dogu Asya’da saptanmaktadir. STS ve ST9 da insan
digkisindan nadiren izole edilebilmektedir (Tall ve digerleri, 2013).

Bazi calismalarda ST1’in c¢iftlik hayvanlarindan zoonotik bulas ile
insanlara gectigi belirtiimistir (Noél ve Dufernez, 2005; Tan, 2008).
Leelayoova ve digerleri, Libya’daki en yaygin subtipin ST1 oldugunu
bildirmislerdir. S6z konusu poptlasyonun gerek yiyecek ve icecekler araciligi
ile gerekse sanitasyondaki eksiklikler nedeniyle digki kontaminasyonuna
maruz kalmis olabileceg@i ve bu durumun Blastocystis enfeksiyonunun nedeni

olabilecegi dusunulmustur (Leelayoova ve digerleri, 2008).

Dogruman-Al ve digerleri, semptomatik ve asemptomatik bireylerdeki
kronik enfeksiyonlarin ST2 ve ST3 ile iligkili oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica
kronik enfeksiyonu olan hastalarda zoonotik subtiplere (ST4, ST6, ST7)
yaygin olarak rastlanmadigini da ifade etmislerdir (Dogruman-Al ve digerleri,
2009). Daha onceki bir galismada ise asemptomatik enfeksiyonun daha ¢ok
ST2 ile iligkili olabilecegi belirtilmigtir (Ttrk ve digerleri, 2012).

Gunumuzde molekiler tekniklerin ilerlemesi ile Blastocystis’'in bulas

yollari netlik kazanmaya baslamistir. insan-insan, hayvan-hayvan, insan-
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hayvan ve hayvan-insan bulaglari molekuler yontemler kullanilarak ortaya
konulmustur (Dogruman Al ve digerleri, 2008). Hayvancilikla ugrasan kisilerde
B. hominis’e yuksek oranda rastlanmasi, bu parazitin zoonotik 0zellik

tasidigini gostermistir (Dogruman Al ve Hokelek, 2007).

2.6. immiinolojik 6zellikler

Blastocystis spp. enfeksiyonuna karsi olusan immun yanita dair yapilan
calismalar sinirhdir. Enfeksiyon tanisina onculiuk edebilmesi amaci ile,
semptomlarin gézlemlendigi bireylerdeki humoral antikor yanitinin incelendigi
bir arastirmada, Blastocystis spp.’nin insan dokularini hi¢bir zaman istila
etmedigi belirlenmistir. Humoral yanitin olusumunda doku invazyonunun 6n
kosul oldugu g6z éninde bulunduruldugu zaman, semptomlarin gézlenmedigi
fakat Blastocystis spp. ile enfekte olan bireylerde buyuk olasilikla serum

antikorlarinin olusmayacagi dtistnulmastir (Horiki ve digerleri, 1997).

Kaneda ve digerleri, Blastocystis spp.’nin hem semptomatik hem de
asemptomatik bireylerde bulunmasindan &tlrld, bu parazitin patojenik
potansiyeli konusundaki belirsizligi agikliga kavusturmak amaci ile yaptiklari
bir calismada, Blastocystis spp. ile enfekte olan fakat gastrointestinal
semptomlarin gozlenmedigi Kisilerdeki serolojik yaniti arastirmiglardir.
Calismanin sonucunda, arastirmacilar, asemptomatik bireylerin %70’inde
indirekt immunfloresan yontemi (indirect immunofluorescence assay: IFA) ile
B. hominis serum antikorlarini tespit ettiklerini, olusan antikor yanitinin
organizmanin yuzey antijenlerine yoénelik oldugunu ve en gucli antikor
yanitinin bu parazit ile iki yil suresince kronik olarak enfekte olan bir kiside
saptandigini belirtmisglerdir. Tum bu sonuglar ele alindi§i zaman, Blastocystis
spp.’nin yuzey antijenlerine kargi immun yanitin olusabilmesi icin uzun sureli
ve inatgi bir enfeksiyon tablosunun olmasi gerektigi ifade edilmistir (Kaneda
ve digerleri, 2000).

Ashford ve Atkinson, Blastocystis spp. patojen olarak kabul edilecek

ise, toplumun kiguk bir kisminin bu enfeksiyona duyarh oldugu ve bireysel
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immdadnitenin  tim toplumun bagisikligina etkide bulunmadigi hipotezini
savunmuslardir (Ashford ve Atkinson, 1992). Diger aragtirmacilar ise
Blastocystis enfeksiyonunun kendi kendini sinirlayan bir enfeksiyon olmasinin
koruyucu immdanite ile alakall oldugunu disinmuslerdir. Ayrica enfeksiyonun
yetigskinlerde dusik oranda saptanmasinin ve semptomlarin daha az
olmasinin daha dnceden gegirilen Blastocystis enfeksiyonlariyla indiklenen

immuniteye bagh oldugunu ileri stirmuslerdir (Stenzel ve Boreham, 1996).

2.7. Klinik ve patogenez

Blastocystis spp.’nin hem semptomatik hastalarda hem de
asemptomatik bireylerde gozleniyor olmasi, klinikle iligskilendirilebilecek
bulgularin belirlenmesini oldukc¢a zorlastirmaktadir. Bu sebeple Blastocystis
spp.’nin patogenezi yillardir tam olarak anlasilamamigtir. Ginimuzde yapilan
in vivo ve in vitro deneylerde Blastocystis spp.’ye ait sistein proteazlar veya
diger olasi virtlans faktorlerinin belirlenmesi bu parazitin patojen olabilecegi

go6rusunu guclendirmektedir (EI-Safadi ve digerleri, 2014).

Blastocystis spp. enfeksiyonuna dair ilk raporlar 1899’da Perroncito ve
1917°de Lynch tarafindan sunulmustur (Kaneda ve digerleri, 2000).
Blastocystis enfeksiyonunda klinik olarak diyare, karin kramplari, karinda
siskinlik ve gaz, kabizlik, mide bulantisi, istahsizlik, kilo kaybi, fekal I6kosit,
anemi, rektal kanama, kasinti, eozinofili gibi 6zgll olmayan gastrointestinal
belirtilere ilaveten, eklemlerde sislik ve agri da gozlenebildigi gibi, enfeksiyon
asemptomatik de seyredebilmektedir (Ustiin ve Turgay, 2006). Bunlarin yani
sira, enfeksiyonun IBS veya akut-kronik drtikeryal lezyonlarla iligkili
olabilecegi siiphesi de bulunmaktadir. Ote yandan, Blastocystis spp.’nin
kanser hastalari, insan immun yetmezlik virist (human immunodeficiency
viris: HIV) pozitif bireyler veya transplant hastalari gibi bagisiklik sistemi
baskilanmis kigilerde de diyare ile iligkili tablolarda rol alabilecegi
dusinilmektedir (Batista ve digerleri, 2011; Tan ve digerleri, 2009). Ozellikle
kanser hastalari ve HIV pozitif bireylerde gézlenen diyare tablolarindan bu
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parazitin sorumlu tutulabilecegini ifade eden raporlarin sayisi her gegen gun
artmaktadir (Meloni ve digerleri, 2012). Olgu sunumlari Blastocystis spp.’nin
enterit, kolit, Ulseratif kolit, artrit, terminal ileit, diyabet ve I6semi ile iligkili
olabilecegini ortaya koysa da, veriler tek olgu bildirimleri ile sinirli kaldigi icgin

bunun dogrulugu tam olarak ispat edilememistir (Stenzel ve Boreham, 1996).

Literatirde Blastocystis spp. ile iligkilendirilebilecek deri dokuntileri
konusunda 1993'ten baglaylp gunumuze kadar artan sayida raporlar
mevcuttur. Yunanistan'da bir olgu sunumunda ST3’e bagh deri dokuntisu
bildirilmistir (Sekil 2.5). Dermatologlar bu parazitle iliskilendirilebilecek deri
dokdntllerini anlaml istatistiksel verilerle bildirmektedirler (Boorom ve
digerleri, 2008).

Sekil 2.5. Otuz dokuz yasinda erkek hastada kronik Blastocystis

enfeksiyonuna bagl deri dokuntuleri (Boorom ve digerleri, 2008).

Blastocystis spp. insan bagirsaginda birkag hafta gibi kisa bir sire veya

birka¢g yil gibi uzun bir sire boyunca kalabilmektedir. Diger bagirsak
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patolojilerinin eslik etmesi, B. hominis’in bagirsaklarda daha ¢ok ve daha rahat
gogalmasi igin uygun bir ortam hazirlamaktadir (Ustiin ve Turgay, 2006).
Udkow ve Markell, herhangi bir nedenden dolayi insan bagirsak kanalinin
normal yapisini kaybetmesinin B. hominis’in ¢ogalmasi igin uygun kosullar
olusturabilecegini ileri sirmuslerdir. Vaka ¢alismalari B. hominis’in bagirsakta
enflamasyona neden olacak sekilde patojenik rol Ustlendigini gostermektedir.
Bu bulgularin tam tersini ifade eden calismalar da mevcuttur. Ornegin
Zuckerman ve digerleri, bu parazitin bulundugu konaklarda bagirsakta
enflamasyona ve bagirsak mukoza islevselliginin yitirildigine dair hi¢bir kanit

bulunamadigini belirtmiglerdir (Chen ve digerleri, 2003).

Blastocystis spp.’nin tek bir parazitten ziyade bir “tlrler kompleksi”
olmasi, bu parazitle iligkili semptomlarin 6zgul olmamasi veya enfeksiyonun
asemptomatik seyretmesi, 6érnek alma isleminin zorlugu, ve fazla miktarda
ornege gerek duyulmasi, ilk kesfinden bu yana 100 yil gegmis olmasina
ragmen, bu mikroorganizmanin patojenitesinin  hala tam olarak

aciklanamamasina neden olmusgtur (Clark, 2015).

IBS hastalarinda Blastocystis spp.'ye daha sik rastlandigini belirten
calismalar mevcuttur. Serolojik c¢alismalarda kontrol gurubuna kiyasla
semptomatik grupta Blastocystis spp.'ye karsi immuanoglobulin G2
(immunoglobulin G2: IgG2) degerlerinin yliksek oldugu gézlenmistir. Diger
yandan IBS ile Blastocystis spp. enfeksiyonu arasinda bir iliski olmadigini

savunan ¢alismalar da mevcuttur (Mumcuoglu ve digerleri, 2013).

Long ve digerleri Blastocystis spp.’nin 24 saat sonunda interlokin-8
(interleukin 8: IL-8) ve granulosit-makrofaj koloni stimile edici faktorde
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor: GM-CSF) artisa neden
oldugunu goéstermiglerdir. Arastirmacilar ayrica, Blastocystis’'in enfeksiyonun
baslangic asamasinda konagin bagisiklik sistemini baskiladigini ve bdylece
diger firsat¢ci patojenlerin  konakta enfeksiyona sebep olmasini
kolaylastirdigini gozlemlemislerdir (Tan ve digerleri, 2010).
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Blastocystis spp.’nin  patojenitesinin  ve virllans faktdrlerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bazi ¢galismalarda, parazitin hiicre kalturlerinde
(HT-29 kolon epitel hicre dizisi) sitopatik etki yapabildigi gézlenmistir (Iguchi
ve digerleri, 2009; Puthia ve digerleri, 2005).

Blastocystis’in  patogenezinin  subtipleriyle iligkili  olabilecegi
varsayllmasina ragmen, arastirmalardan edinilen epidemiyolojik veriler bu
gorusu tam anlamiyla destekler nitelikte olmamigtir (El-Safadi ve digerleri,
2006). Fouad ve digerleri, farkli B. hominis genotiplerinin patojenik 6zelliklerini
inceledikleri bir gcalismada, IBS’li hastalarda B. hominis fekal tasiyiciligina
daha sik rastlandigini belirtmistirler. Calisma sonucunda dort adet genotip
belirlenmistir. IBS’li hastalarda ST3, ST1 ve ST4’e rastlanirken, asemptomatik
kisilerde ST3, ST4 ve ST2 saptanmistir. ST3 ile ST4 her iki grupta da yer
aldigr icin, B. hominis patogenezinde istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmuslardir. Ayrica IBS’'de, patogenezle en c¢ok iligkili olan genotip ST1
olarak belirlenmigtir (Fouad ve digerleri, 2011).

Blastocystis spp. immin sistemi baskilanmis bireylerde genel saglik
durumunu kotulestirecek firsat¢l bir patojen olarak davranabilmektedir.
Tayvan’da bir hastane yogun bakim uUnitesinde ventilasyon destegi alan,
kardiyotomi operasyonu gecirmis bir kiside ates ve diyare tablosunun
g6zlenmesinin ardindan vyapilan testlerde Blastocystis spp. pozitifligi
saptanmisgtir. S6z konusu hasta metronidazol ile tedaviye yanit vermigtir.
Calismadan elde edilen veriler firsat¢i patojen Blastocystis spp.’nin
ventilasyon destegi alan hastalarda ciddi enfeksiyon nedeni olabilecegini

gostermigtir (Chen ve digerleri, 2014).

Tan ve digerleri tarafindan yurutilen bir calismada, sekiz semptomatik
ve sekiz asemptomatik olgudan Blastocystis spp. izole edilmis ve bu parazitin
kokenleri molekuler agidan incelemistir. Semptomatik olgulardan elde edilen
kokenlerin %70’ten fazlasinin ayni soydan (clade) geldigi, asemptomatik
kOkenlerin ise heterojen bir dagihm gosterdigi belirlenmigtir. Bu veriler
IS1Iginda, semptomatik ve asemptomatik enfeksiyona neden olan Blastocystis
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spp. kokenlerinin iki ayri tar oldugu ve bu durumun patojenitedeki olasi

farkhligin temelini olusturdugu sonucuna varilmistir (Tan ve digerleri, 2006).

2.8. Tani
2.8.1. Mikroskobik tani

Blastocystis enfeksiyonunun tanisinda rutin diski muayenesi esastir ve
digki en sik olarak igik mikroskobunda incelenmektedir (Ors ve digerleri,
2011). Mikroskopi taze veya kalici preparatlar hazirlanarak veya konsantre
digki orneklerine uygulanabilmektedir (Stensvold ve digerleri, 2006). Sekil
2.6’da oklarla belirtilen kisimlar boyanmamis (a) ve lugolle boyanmis (b)

preparatlarda Blastocystis spp. parazitini gostermektedir.

Digki 0rnegi taze yayma yapilarak incelenmeyecekse, ornegdi tespit
etmek ve korumak icin Schaudinn veya polivinil alkol (PVA) gibi parazitolojide
siklikla yararlanilan fiksatifler kullanilabilmektedir. Schaudinn fiksatifi hem
digki materyalinin hem de sigmoidoskopi 6rneklerinin tespit edilmesi igin, PVA
ise bagirsak protozoonlarinin morfolojik sekillerinin korunmasi amaciyla
kullanilabilmektedir (Girginkardesler ve Ok, 2011).

Kalici boyall preparatlardan B. hominis tanisi, dinya genelinde en sik
kullanilan tani yontemidir (Roberts ve digerleri, 2011). Digki yaymalarindan
kalici preparat hazirlanmasinda kullanilan trikrom boyasi, hem kolay hem de
taniyr hizlica koydurabilecek bir yontemdir. Kolay hazirlanabilmesi, yuksek
dizeyde stabil yapiya sahip olmasi ve raf Gmrinin uzun olmasi siklikla tercih
edilen bir yontem olmasinin nedenleridir. Bu preparatlar, boyanan
organizmalarin morfolojik yapilarinin ayrintili olarak izlenebilmesi ve gbzden
kacabilecek kadar ki¢iik olan, nadir saptanan bagirsak protozoonlarinin kolay
saptanabilmesini saglamasi agisindan avantajlidir (Girginkardesler ve Ok,
2011).
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Sekil 2.6. (a) Taze bakida (boyanmamig) Blastocystis spp. (b) Lugolle
boyanmig Blastocystis spp. (CDC. (t.y.). Erigsim: 04 Mayis 2016,
http://www.cdc.gov.).

Mikroskopi Blastocystis spp. tanisinda kullanilan en yaygin yontem
olmasina ragmen, parazitin pleomorfik yapisi morfolojiye badli taniyi
guclestirmektedir. Blastocystis spp.’ye ait her morfolojik formun ayri sekli ve
blayUkligu olmasi, ayrica bu parazitlerin I6kositlerle veya diger protozoonlarin
kist ve trofozoitleriyle kolayca karistirilabilmesi nedeniyle mikroskobik
incelemede gbdzden kacan durumlar olabilmektedir (Stensvold ve digerleri,
2006).

Tanida rutin digki incelemesinin haricinde, kilttr, formalin-eter teknigi,
trikrom boyasi, modifiye Ziehl-Neelsen boyasi veya molekiler teknikler gibi
farkl tani yontemleri kullanilabilmektedir (Ors ve digerleri, 2011). Formol-etil
asetat sedimantasyon yontemi parazitolojik tanida standart olarak kabul
edilmesine ragmen, iglem esnasinda parazitin parcalanabilmesi nedeniyle,

Blastocystis spp.’yi tespit edemeyebilmektedir (Stensvold ve digerleri, 2006).
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Sekil 2.7. Trikrom boyali preparatta Blastocystis spp. (CDC. (t.y.).
Erisim: 04 Mayis 2016, http://www.cdc.gov.).

2.8.2. Kultur

Parazitlerin tanisinda in vitro kiltir nispeten daha detayli, zaman alici
ve kalite kontrolu zor olan bir yontem olmasi nedeniyle bakteriyolojideki gibi
oncelikli olarak tercih edilmemektedir. Amerikali bir bilim insani olan Diamond
bunun zorlugunu su soézlerle anlatmistir: ‘Protozoonlarin in vitro kdkira
bilimden ziyade bir sanattir. Paraziter protozoa veya herhangi bir hiicre veya
canlinin kultirinde basarili olmak igin kisi son derece sabirli, inatgl ve
zamanini Sinirsiz harcamaya istekli olmalidir. Kdltird yapan kisi organizmanin
davranigindaki en ufak bir farkliga karsi duyarli ve gbzlemci olmali ve hemen
uygun bir sekilde yanit verebilmelidir’ (Daldal ve Taylan Ozkan, 2011). Ancak
direkt mikroskopi veya serolojik yontemler tanida yetersiz kaldigi zaman,
uygulanan tedavi yanitinin degerlendiriimesi veya etkene ait fizyolojik,
biyolojik veya biyokimyasal 6zelliklerin incelenmesi gerektigi takdirde parazit
kultrine ihtiyag duyulabilmektedir (Daldal ve Taylan Ozkan, 2011). Digki
materyalinde bulunan hiicre sayisini artirarak tani igin gerekli zamani

azaltmasi nedeniyle Blastocystis spp. kultirindn tanida altin standart olarak
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kabul edilmesi gerektigini belirten ¢alismalar da mevcuttur (Santos ve Rivera,
2013).

Kaltar yonteminin mikroskopiye kiyasla tanida daha duyarl oldugunu
bildiren arastirmalara karsin, bu yontemin zaman alici olmasi ve duyarliliginin
ornekteki protozoon sayisina bagli olmasi gibi bazi dezavantajlar
bulunmaktadir. Ancak mikroskopideki kalici boyali preparatlarin fiksasyonu
asamasinda kullanilan toksik ozellikteki civa klorur laboratuvar personelinin
saghgini tehdit ettigi icin, kdlttr yontemi mikroskopiye kiyasla cevresel
anlamda daha guvenilir bir tan1 yontemi olarak kabul edilmektedir. Ayrica
hazirlanmasinda ve saklanmasindaki kolaylik, Blastocystis spp.’nin farkli
morfolojik formlarinin ayrimina olanak saglamasi ve duyarhlik ile
O0zgulligunun yuksek olmasi agisindan kultir yontemi siklikla tercih edilen bir

klinik tani ve arastirma yontemidir (Zhang ve digerleri, 2012).

Gunumuzde cesitli kultir ortamlarinda B. hominis’i Gretmenin mimkin
oldugu, ayrica kdltiriin formol-etil asetat sedimentasyon teknigine kiyasla
daha duyarli oldugu dusunulmektedir (Stensvold ve digerleri, 2006). Kultdr igin
anaerobik ortam ve 37°C gerekmekte ve 48-72 saat icerisinde sonug
alinabilmektedir (Dogruman Al ve Hokelek, 2007).

Blastocystis spp.’nin tipki Entamoeba histolytica gibi, diger mikrobiyota
ayeleri ile kultGranun yapilmasi (ksenik kultlr) gerekmektedir (Daldal, Taylan
Ozkan, 2011). Baret serum-saline besiyeri bu parazit icin kullanilan ilk ksenik
besiyeridir. Blastocystis spp.’nin aksenik kulturlerde dogrudan Uretilememis
olmasina ragmen, gunuimuizde Iscove’nun modifiye Dulbecco’s besiyeri
(Iscove’s Modified Dulbecco’s medium: IMDM) gibi aksenik kalttrlerin

kullanilabilecegini bildiren galigmalar mevcuttur (Malatyali ve Ozgelik, 2011).

Blastocystis spp.’nin Dobell ve Laidlaw besiyeri (%20 insan serumu ve
streptomisin sulfat eklenmis Ringer solisyonu igeren), Loeffler besiyeri (%20
insan serumu eklenmis Ringer sollisyonu igeren), Diamond’s trypticase
panmede serum (TP-S-1) monofazik besiyeri, %10 at serumu iceren minimal

esansiyel besiyeri ve IMDM besiyeri (%10 at serumu igeren) gibi
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besiyerlerinde kultirinin yapilabilecegi bildirilmistir (Stenzel ve Boreham,
1996). Ayrica bu parazitin Locke-Egg-Serum (LES) besiyeri ve Robinson
besiyerlerinde de kolay ve hizlica ¢odalmasi nedeniyle rutin tani
uygulamalarinda bu besiyerleri de tercih edilebilmektedir (Malatyali ve
Ozcelik, 2011).

2.8.3. immiinolojik tani

Blastocystis spp.’'ye karsl olusan serolojik yanitin tespitinde IFA ve
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) en sik kullanilan yontemlerdir
(Ors ve digerleri, 2011). Her iki testin calisma prensibi olusan antijen-antikor
reaksiyonunu saptamaktir, ve her iki yontem de hem pratik hem de teorik
acidan birgok avantaj tagimaktadir (Ozcel ve digerleri, 2011). Antikor yanitinin
bu yontemlerden biri ile dl¢llebilmesi Blastocystis spp.’nin patojenik roltnu
destekler nitelikte olmasina ragmen, bu teknikler rutin tani igin yararli degildir

(Tanyuksel ve Yazar, 2010).

imminolojik testler klinikk tanidan ziyade arastirma amagli
kullaniimaktadir. Asemptomatik bireylerde Blastocystis spp.'ye karsl olusan
serolojik yanitin Olculebilmesi icgin iki yil kadar uzun bir slre oncesinden
parazite maruz kalinmis olmasi gerekebilmektedir (Tanylksel ve Koru, 2009).
ELISA yontemi ile yapilan bir arastirmada 1/50 dilusyon esik degeri olarak
kabul edilmis ve B. hominis ile enfekte grupta kontrol grubuna kiyasla daha
yuksek IgG antikorlari tespit edilmistir (Dogruman Al ve Hokelek, 2007). IFA
yontemi kullanilarak yapilan bir bagka ¢alismada ise tum hicresel B. hominis
antijenlerine kargi hazirlanan tavsan antiserumu kullaniimig ve parazitin
vakuoler, ameboid ve granuler formlari gézlenmistir (Dogruman Al ve
Hokelek, 2007).
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2.8.4. Molekiiler tani

Rutin Blastocystis spp. tanisi icin siklikla mikroskopi yodntemi
kullaniimasina ragmen, bu yontemlerin duyarlihgi (%48) dusuktir. Bu sebeple
son yillarda hem tani hem de genotiplendirmede c¢esitli molekuler teknikler

kullaniimaya baslanmistir (Eroglu, 2015).

Nukleik asit tespitine dayal yontemleri kullanmadan 6nce mutlaka
amplifikasyonun yapilmasi gerekmektedir. Bu molekiler ydéntemler arasinda
en cok kullanilan, genellikle hedeflenen bir gen bolgesinin ¢ogaltilip
goruntilenmesine dayanan polimeraz zincir reaksiyonudur (polymerase chain
reaction: PCR). 1980 yilinda Kary Mullis tarafindan tasarlanmis olan PCR
teknigi, molekuler arastirmalarin gerceklestirimesinde buylk kolayliklar
saglamis ve guinumuzdeki PCR c¢alismalarinin temelini olusturmustur (Seyer,
2009).

Gunumuzde polimorfik ve haploid genoma sahip Blastocystis tirlerinin
belirlenmesinde PCR teknigi kullaniimakta ve bu teknik ile genotip tayini de
yapilabilmektedir. Bu amacla SSU rDNA gen bélgesi ve sekans etiketli bélge
(sequence tagged site: STS) primerleri tercih edilmektedir. Bu ydntem
kullanilarak yapilan molektler calismalarda Blastocystis subtipleri 1’den 9’a

kadar tanimlanmistir (Eroglu, 2015).

Blastocystis spp.’nin genotip polimorfizminin belirlenmesi amaciyla
kullanilan bir diger PCR temelli ydntem ise rastgele cogaltiimis polimorfik DNA
(random amplified polymorphic DNA: RAPD) teknigidir. Bu yontemin temel
prensibi, ilgili tiriin genomik DNA’sindan rastgele secilen 9-10 baz cifti (base
pair: bp) uzunlugundaki oligonlkleotidin tlire o6zgll bir gen bdlgesine

baglanmasi ve PCR ile ¢ogdaltiimasidir (Eroglu, 2015).

RFLP yonteminde ise restriksiyon endonlkleaz enzimi yardimi ile gift
iplikli DNA molekultd 6zel baglanma bolgesinden kesilmektedir. Bu DNA
bdlgesi PCR ile cgogaltildiktan sonra tekrar endonukleazlarla muamele
edilmektedir. Bu amacla RD5/RD3 primerleri ve Hac lll, Hha I, Hinf I, Rsa |,
Msp |, Alu I, Taq |, Dde I, Sau3Al, Sa961, BstU | restriksiyon enzimleri
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kullanilabilmektedir. Hovard ve digerleri, SSU rDNA gen bolgesini hedef alan
PCR-RFLP yontemi ile, on iki Blastocystis genotipini belirlemiglerdir (Eroglu,
2015).

DNA dizi analizi yontemi ise DNA birincil yapilarinin tanimlanmasinda
ve nukleotid diziliminin belirlenmesinde kullaniimaktadir. Bu teknigin esasi, bir
nakleik asit dizisinin bir digerine olan hibridizasyonudur. Yapilan ¢calismalarda
dizi analizi yontemi ile Blastocystis’in 17 subtipinin oldugu ve isimlendirmenin

1’den 17’ye kadar yapilmasi gerektigi belirlenmigtir (Eroglu, 2015).

2.8.5. Diger tani yontemleri

Endoskopi veya kolonoskopi yéntemleri Blastocystis enfeksiyonunun
tanisi igin kullanilabilecek invaziv yontemler arasinda yer almaktadir (Ors ve
digerleri, 2011).

Ozellikle kolorektal kanser hastalarinda incelenecek 6rnegin kolon
yikama sivisi oldugu durumlarda Blastocystis spp.’nin tespit edilme olasihgi
daha vyiksektir. Onceki tani teknikleri ile Blastocystis spp.’nin tespit
edilemedigi veya tedaviye yanit alinamayan olgularda, hastaya kolonoskopi
islemi uygulanabilmektedir. Kolon veya rektumda bagirsak villuslari arasinda
bulunabilen paraziti belirleme potansiyeli de oldugundan kolon yikama
sivilarinda daha ylUksek oranda parazit saptanabilmektedir. Digki drnekleri ile
calisildigi durumlarda, paraziti gézden kagirmamak icin duzenli ve ardigik
olarak U¢ kez digki orneginin alinmasi gerekmektedir. Bu nedenle, kolon
yilkama sivisinin kullanilmasi, daha pratik olarak degerlendirilebilmektedir

(Kumarasamy ve digerleri, 2014).

2.9. Tedavi ve Korunma

Blastocystis spp. 6zgul olmayan semptomlara neden olabilecegi igin,

bu protozoonun patojenitedeki roll hala gizemini korumaktadir. Semptomatik
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hastalarda tedaviye zaman kaybetmeden basglanmaktadir, ve tedavi igin
Onerilen antimikrobiyal genellikle metronidazoldur. Metronidazolin yani sira
paromomisin ve trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMX) de
kullanilabilmektedir. Ancak hem semptomatik hastalarda hem de
asemptomatik bireylerde belirtiler herhangi bir tedavi gerekmeksizin de
kendiliginden ortadan kalkabilmektedir (Tall ve digerleri, 2013).

Yapilan in vitro ve in vivo galismalarda metronidazol, TMP-SMX,
emetin, furazolidon, ketokonazol, ornidazol, kinakrin, tinidazol, entereviaform

Blastocystis spp.’ye karsl basarili bulunmustur (Hamamci ve digerleri, 2004).

Guirges ve Al- Waili, sadece B. hominis ile enfekte oldugu bilinen 103
hastanin klinik semptomlari ve tedavisini arastirdiklari ¢alismalarinda, seyrek
goriulen diyare ve abdominal kramplarla iligkili siddetli mide gazinin esas klinik
semptom oldugunu, tim hastalarin oral metronidazol ile tedaviye iyi yanit
verdigini saptamislardir. Calismaya katilan gondllilerden 74’Gnin diski
ornekleri tedaviden 1-2 ay sonra tekrar incelendigi zaman enfeksiyona dair
higbir bulgu saptanamamigtir. Bu nedenden 6tira oral metronidazol tedavisi
ile enfeksiyonun eradike edilebilecegi dusunulmuastir (Guirges ve Al-Waili,
2007).

Blastocystis enfeksiyonu tedavisinde ana secenek metronidazol
olmasina ragmen, tedavide basarisizhginin bildirildigi raporlar da mevcuttur.
Bu durum Blastocystis spp. izolatlarinda olasi bir metronidazol direnci gelismis
olabilecegini dusundurmektedir (Abdel-Hafeez ve digerleri, 2015). Turkiye’de
yapilan bir galismada, Roma Il kriterlerine gore IBS tespit edilen 55 hastanin
18’inde Blastocystis spp. tespit edilmistir. Blastocystis spp. pozitifligi saptanan
hastalara yedi gin boyunca 750 mg/gin metronidazol uygulanmis ve 12
(%67) kiside tedavi sonrasi parazitin yok oldugu goézlenmigtir. Diger alti
hastaya ise, yedi gin boyunca trimetoprim-sulfametoksazol (320 mg-1600
mg) uygulanmis ve bu hastalarda parazit tespit edilememistir (Mumcuoglu ve
digerleri, 2013).
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Hamamci ve digerleri yurattikleri bir arastirmada, hastalardan izole
edilen Blastocystis spp. izolatlarini Robinson besiyerinde Ureterek ornidazol,
metronidazol, azitromisin, itrakonazol ve TMP-SMX’in bu parazit tzerindeki in
vitro etkilerini arastirmiglardir. Calismanin sonuglari Blastocystis spp. pozitif
bireylerde en etkili ilacin ornidazol oldugunu ve bunu etki sirasi ile
metronidazol, azitromisin, itrakonazol ve TMP-SMX'in izledigini gostermigtir

(Hamamci ve digerleri, 2016).

Ote yandan alopatik tip alaninda bazi bitkisel 6zitlerin, semptomlarin
gerilemesi ve tedavi agisindan anlamli sonuglar verdigi de agiklanmigtir
(Abdel-Hafeez ve digerleri, 2015). Bitkisel 6zitlerin Blastocystis spp.’ye karsi
olan anti-protozoal etkilerinin incelendigi bir calismada Eurycoma longifolia
(Tongkat Ali)’nin en yuksek anti-protozoal etkiyi sergiledigi gozlenmigtir (Girish
ve digerleri, 2015).

Fekal-oral yolla bulastigi bilinen stz konusu protozoonun neden
olabilecegi Blastocystis enfeksiyonundan korunmak icin kisisel ve toplumsal
hijyene dikkat edilmesi ve sanitasyon kosullarinin dizeltiimesi gerekmektedir
(Tall ve digerleri, 2013).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg
Bu calismada kullanilan cihazlar, sarf malzemeler ve kitler Tablo 3.1’de

Ozetlenmisgtir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihazlar, sarf malzemeler ve kitler.

Mikrosantrifdj

NanoDrop

Kuru isitici blok

Elektroforez tanki

Guc kaynagi

UV transilliminator

Termal dongl cihazi

Yatay vorteks

Fotograf makinasi

Laminar flow kabini

Kalibre mikropipetler (10, 100, 1000 pl)

Steril, DNaz ve RNaz icermeyen Eppendorf tipu

(2,5 ml)

e Steril, DNaz ve RNaz icermeyen PCR tupu (0,2
ml)

e Steril, DNaz ve RNaz icermeyen tip (2 ml)

Steril, DNaz ve RNaz igcermeyen filtreli pipet

uclari (10, 100, 1000 pl)

Steril filtre kagitlari

Trikrom boya seti

Lugol solisyonu

Agaroz

Etidyum bromur

B0XTAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponu

Taqg polimeraz

10 X PCR tamponu

25mM MgCl;

dNTP

Primerler

EURX Stool DNA izolasyon Kiti

Cihazlar

Sarf malzemeler

Kitler
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3.2. YOntemler

3.2.1. Orneklerin toplanmasi, hazirlanmasi ve saklanmasi

Calisma icin gerekli olan etik kurul izni, Ankara Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanhdrndan alinmistir
(E.Kurul- E-15- 446/26.03.2015). (Ek 1: Etik Kurul izin Formu)

Calismaya Girne, Guzelyurt, Lefkosa ve Magusa gibi KKTC’nin farkli
bdlgelerinde yasayan 230 gonulliden toplanan digki 6rnekleri dahil edilmistir.
Katihmcilarin ikamet ettikleri boélgeler Kibris haritasi Uzerinde gosterilmigtir
(Sekil 3.1).

. Magusa
Guzelyurt

Lefkos

Sekil 3.1. Blastocystis arastirmasina katilan 230 kisinin ikamet ettikleri
bdlgeler, KKTC, 2015
(http://www.worldatlas.com/webimage/countrys/europe/outline/cy.htm).

Ornek vermeyi kabul eden goniilliler onam formunu imzalamis ve
kendilerine sunulan anket formunu doldurmuslardir. Yapilan ankette cinsiyet
ve yas gibi demografik faktorler; medeni durum, ekonomik durum, egitim
seviyesi ve meslek gibi sosyo-ekonomik faktdrler; ayrica su kaynagi, ikamet
bolgesi, evcil hayvan varligi ve gastrointestinal sikayetler (karin agrisi, ishal,
kabizlik, bulanti, siskinlik) gibi epidemiyolojik faktérler sorgulanmigtir.
Anketten elde edilen veriler galisma sonunda Blastocystis spp.’nin pozitiflik
orani ile demografik, sosyo-ekonomik ve epidemiyolojik faktorlerin iligkisinin
belirlenmesi amaciyla kullanilmigtir (Ek 2: Anket formu, Ek 3: Onam formu).


http://www.worldatlas.com/webimage/countrys/europe/outline/cy.htm
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Calismaya katilan gonulltlerin 148'i ishal (sulu, kanli veya mukuslu),
mide bulantisi, kusma, abdominal agr gibi genel gastrointestinal sistem
sikayetleri ile KKTC’nin farkli bdlgelerindeki hastanelere basvuran hastalar,
82’si ise normal digkilama aligkanligi olan asemptomatik kisilerdir. KKTC’deki
Blastocystis spp. prevalansi ve subtip dagilimi arastirildigi igin ikametgahi

KKTC olmayan kisilerin 6rnekleri galismaya dahil edilmemisgtir.

Calisma icin toplanan 230 digki Orneginin her biri daha sonraki

mikroskobik ve molekuler incelemeler igin dort farkli sekilde iglem gérmustur:

1. Digki drneklerinden 70 mg alinip Eppendorf tiplerine aktariimis ve
DNA izolasyonu yapilana kadar Yakin Dogu Universitesi Hastanesi Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda -20°C’de dondurulmustur (Forsell ve digerleri,
2012; Roberts ve digerleri, 2011).

2. Her bir digski orneginden 70 mg alinarak, 300 pl serum fizyolojik
icerisinde homojenize edilmistir. Homojenize digki solisyonu yaklasik 4-5 cm
capinda ve ince bir tabaka olacak sekilde filtre kagitlarina aktariimistir (Sekil
3.2). Sulu digkilar ise sulandirilmadan filtre kagitlarina aktarilmis ve ¢ saat
boyunca kurumaya birakiimistir. Kuruyan érnekler kiiguk polietilen torbalarda
DNA ekstraksiyonuna kadar Yakin Dogu Universitesi Hastanesi Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda oda i1sisinda bekletilmistir (Seyer ve digerleri,
2016).

Ayrica Turkiye Halk Saghgr Kurumu Ulusal Parazitoloji Referans
Laboratuvar’'ndan temin edilen PCR ve mikroskopi negatif olan bes adet

kontrol 6rnegi de yukarida belirtilen iglemlere tabi tutulmustur.

3. Tum diski 6rnekleri toplandigi gin taze olarak Nativ-Lugol yontemi

ile incelenmigtir.

4. Digki érnekleri Trikrom boyasi ile incelenmek lizere PVA icerisinde

saklanmistir.
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Sekil 3.2. Taze digki drneklerinin serum fizyolojik i¢cerisinde homojenize
edildikten sonra filtre kagidina aktariimasi, KKTC, 2015.

3.2.2. Mikroskobik inceleme

Nativ-Lugol teknigi ile yapilan mikroskobik inceleme

Toplanan taze digki 6rnekleri Nativ-Lugol boyama yéntemi uygulanarak
mikroskobik olarak incelenmistir. Parazitolojide taze baki yontemi olarak da
adlandirilan bu yontem, temiz bir lamin bir yarisina serum fizyolojik, diger
yarisina ise Lugol solisyonu damlatilarak yapilmistir (Kilimcioglu, Ok, 2011).
Daha sonra lam uzerine damlatiimig her iki solusyon Uzerine bir miktar digki
ornegdi eklenip karistirilmis ve mikroskopta oncelikli olarak Blastocystis spp.

varligi ve olasi diger parazitler arastiriimigtir.

Trikrom boyali preparatlardan yapilan mikroskobik inceleme

Trikrom boyama parazitojide kalici preparatlarin elde edilebilmesi icin
uygulanan bir yontemdir. Bu c¢alismada toplanan ornekler ayri lamlara
yayllmig ve her lam Schaudinn fiksatifi igerisinde yarim saat bekletildikten
sonra trikrom ile boyanmistir. Trikrom boyama igin hazirlanan reaktifler Tablo

3.2'de ayrintili olarak verilmistir.
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Tablo 3.2. Trikrom boyama icin hazirlanan reaktifler (Girginkardesler ve OK,
2011).

Reaktif Gerekli malzemeler Hazirlanigi

Trikrom boya | e Chromotrope 2R 3 gr Chromotrope 2R,
1,5 gr Lightgreen SF,

e Lightgreen SF 3,5 gr Fosfotungustik asit,

e Fosfotungustik asit 5 ml Glasiyal asetik asit karigtirilip
) . . 30 dakika bekletilmisgtir.
e Clasiyal asetik asit Daha sonra karisimin iizerine 500

ml distile/deiyonize su eklenerek

Distile/deiyoni
* Istiefaelyonize su koyu renkli sollisyon elde edilmistir.

%90 asit alkol | ¢  Glasiyal asetik asit 995,5 ml %90 etil alkole
4.5 ml glasiyal asetik asit eklenerek

¢ %090 etil alkol hazirlanmistir.

D’antoni iyot | e Potasyum iyodir 1,0 gr potasyum iyodir,

solisyonu 1,5 gr iyot kristali, ve

100 ml distile/deiyonize su soliisyon
« Distile/deiyonize su 100 ml kirmizi-kahverengi renk alana kadar
karistiriimistir.

Filtre kagidindan stzilip %70 etil
alkolle demli gay rengini alana kadar
karistiriimistir.

e lyot kristalleri 1,5 gr

Trikrom boyama yontemi asagidaki belirtildigi sekilde uygulanmistir
(Girginkardesler ve Ok, 2011);

1. Digki ornekleri firga yardimi ile lamlara yayilip kurutulmus ve yarim saat

Schaudinn fiksatifi icerisinde bekletilmigtir.

2. Preparatlar %70’lik alkol sollisyonunda 5 dakika bekletilmistir.

3. D’Antoni’nin iyot solisyonunda preparatlar 3-5 dakika bekletilmistir.

4. %70’lik alkol solisyonunda preparatlar 2-5 dakika bekletilmistir.

5. Preparatlar tekrar %70’lik alkol soliisyonunda 2-5 dakika bekletilmistir.

6. Preparatlar Schaudinn fiksatifi ile tespit edilmis oldugu icin 5-8 dakika arasi

trikrom boyasinda bekletilmistir.
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7. Fazla boyanin uzaklastiriimasi igin preparatlar kagit havlular tzerine dik bir

bigimde yerlestirilmigtir.
8. Ardindan preparatlar 2-3 saniye %90 asit alkol ile muamele edilmigtir.

9. %100 alkol icerisinde calkalanan preparatlar daha sonra 2 kez %100
alkolde 2-5 dakika bekletilmistir.

10. Son olarak preparatlar iki kez ksilende 2-5 dakika bekletilmistir.

11. Trikrom boyali preparatlar immersiyon yagi damlatilarak 100’lUk objektifte

mikroskopta incelenmistir.

3.2.3. Molekiler analiz

Blastocystis spp. DNA izolasyonu

Blastocystis spp. DNA izolasyonu hem -20°C’de saklanan digki
ornekleri hem de filtre kagitlarina aktarilan numuneler kullanilarak yapiimistir.
DNA izolasyonu -20°C’de saklanan digki érneklerinden 70 mg alinarak son
eliisyon hacmi 100 pl olacak sekilde, GeneMATRIX Stool DNA izolasyon
kitinde (EURX, Polonya) belirtilen prosediire uygun olarak gerceklestirilmistir.
Optimum DNA miktarinin elde edilebilmesi igin drnekler maksimum hizda,

horizontal olarak vortekslenmistir.

Filtre kagidina aktariimig digki 6rnekleri kontaminasyon riskinin ortadan
kaldirlmasi amaciyla Sinif Il Biyoglvenlik kabini igerisinde c¢alisiimistir.
Kurumus filtre kagitlari kazinmis ve toz halinde digki elde edilmistir. DNA
izolasyonu final elisyon hacmi 100 pl olacak sekilde, GeneMATRIX Stool
DNA izolasyon kitinde (EURx, Polonya) belirtilen prosediire uygun olarak
gerceklestiriimistir. Kontaminasyon kontrolt icin diski érneg@i aktariimamig
filtre kagitlari kullanilmig ve bu filtre kagitlari da kit proseduiriine uygun olarak
DNA izolasyonuna dahil edilmistir.
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-20°C’de saklanmis digki ornekleri ve filtre kagitlarina aktariimig
numuneler olmak Uzere her iki yontemin de calismaya dahil edilmesinin
amaci, izole edilecek Blastocystis spp. DNA’larinin safliginin ve miktarinin
kiyaslanmasi, ayrica her iki ydntemde de PCR inhibitdrlerinin olup olmadiginin
arastinimasidir. Bu amag¢ dogrultusunda her iki yontemle izole edilen
DNA'larin miktari ve safligi Thermo Scientific™ NanoDrop™ 2000 cihazi ile
Olcllmastir. Ayrica PCR inhibisyon testi de uygulanmistir (Nantavisai ve
digerleri, 2007; Stensvold ve digerleri, 2006; Tan ve digerleri, 2006). Olasi
PCR inhibitorlerinin kontrolu Stensvold ve digerlerinin kullandiklari yontem ile
gergeklestirilmistir (Stensvold ve digerleri, 2006). Ozetle 1 ul PCR pozitif DNA
ve 4 pl PCR negatif DNA karistirilip, istenilen amplikonlarin tespiti icin standart
PCR protokolu izlenmistir.

PCR ile amplifikasyon

Touchdown PCR yodntemi ile Blastocystis spp. SSU rRNA tespiti igin
RD5/BhRDr primer cifti kullaniimigtir (Scicluna ve digerleri, 2006). Kullanilan

primer dizileri Tablo 3.3'de gosterilmistir.

Tablo 3.3. PCR’da kullanilan primer dizileri ve 6zellikleri.

Primer Primer dizisi Hedef Ozgilliik Uriin
adi Blastocystis buyuklugi

ST (bp)

RD5 ATCTGGTTGATCCTGCCAGT Tum ST 18S rRNA ~ 600

BhRDr GAGCTTTTTAACTGCAACAACG Tum ST 18S rRNA ~ 600

Orneklerdeki Blastocystis spp.’nin saptanmasi amaciyla, RD5/BhRDr
primer ¢ifti kullanilarak gergeklestirlen PCR yonteminin duyarhligi da
arastinimistir. PCR’da kullanilan PCR karigimi Tablo 3.4’de verilmistir. 2 pl
DNA soltsyonu PCR karigimina eklenmis ve toplam PCR hacmi 25l olarak
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calisiimigtir. Touchdown PCR asamasi; 94°C’de 45 saniye, 10 dongu; 65°C
-55°C’de 45 saniye (sicaklik her agamada 1°C azaltilarak); 72°C’de 1 dakika;
94°C’de 45 saniye, 30 dongu; 61°C’de 45 saniye; 72°C’de 1 dakika olacak

sekilde termal dongii (thermal cycler) cihazinda gergeklestirilmistir. izlenen

Touchdown PCR protokolt Tablo 3.5'de belirtiimistir. PCR igleminde negatif

kontrol olarak steril ddH20 kullaniimigtir.

Tablo 3.4. PCR karisiminin hazirlanmasinda kullanilan reaktifler ve miktarlari.

Reaktifler Miktar (ul)
10X PCR tamponu (1 X 10 mM Tris-HCI (pH 8,8) 3
2,5 U Taq DNA Polimeraz 0,4
1,5 mM MgCl2 1,8
200 uM dNTP (her bir NTP’ den) 0,4
25 pmol Primer F 0,8
25 pmol Primer R 0,8
Steril ddH20 15,8
DNA 2
Tablo 3.5. Touchdown PCR protokolu.
Sicaklik ( °C) Zaman Doéngu
94 45 saniye 10
65-55 (1°C azaltarak) 45 saniye

72 1 dakika

94 45 saniye 30

61 45 saniye

72 1 dakika

4
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Elde edilen PCR drininden 5 ul alinarak TBE (Tris-Borat-EDTA)
tampon ile hazirlanan %1,7’lik agarozda jel elektroforezi yapilmigtir. Agaroz
jelde yuratilen DNA'lar etidyum bromdr ile isaretlenmis ve UV transilliminator
ile incelenmistir (Sekil 3.3). PCR urlnlerinin buyuklikleri, DNA molekuler
belirtecinin bantlar ile kargilastirilarak dogrulanmis ve jel géruntileri dijital
fotograf makinasi ile goruntllenip bilgisayar ortamina aktarilmistir. PCR
yonteminden elde edilen sonuglar, ¢galismada kullanilan diger yontemlerle
duyarhlik agisindan karsilastiriimistir.

Sekil 3.3. Agaroz jel elektroforez goruntiisi. M: DNA molekuler
belirteci, NC: Negatif kontrol.

DNA dizi analizi

Dondurulmus digki  drnekleri ve filtre kagitlarina aktariimig
numunelerde PCR sonucunda pozitif bulunanlara DNA dizi analizi
uygulanarak, Blastocystis spp. subtiplerinin belirlenmesi amacglanmistir.
Pozitiflik saptanan tim PCR drunleri ‘Macrogen’ Laboratuvarlari’na
(Amsterdam, Hollanda) gonderilmis ve PCR Urlnlerinin SSU rRNA geninin
dizi analizi Blastocystis suptype (18S) and sequence typing database (MLST)
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(http://pubmlst.org/blastocystis/) online yazilimi kullanilarak

gerceklestirilmigstir.

istatistiksel analiz

Kullanilan her iki yontemle elde edilen DNA konsantrasyonlarinin
kargilastiriimasi icin Mann-Witney U testi; bu yontemlerde elde edilen PCR
sonuglarinin degerlendiriimesi igin McNemar testi kullanilmigtir. p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Epidemiyolojik verilerin istatistiksel analizi icin Stata yazilimi, sirim 21
(StataCorp, College Station, TX, US) kullaniimistir. Kontrol ¢ift yonll olarak
yapilmisg ve tip | hata olasihgl a=0.05 de@eri kullanilarak hesaplanmistir.
Blastocystis spp. enfeksiyonunun prevalansi ile demografik, sosyo-ekonomik,
epidemiyolojik ve Klinik faktoérler arasindaki iliski Pearson ki-kare testi
(Pearson’s chi-square test) veya Fisher kesin testi (Fisher’'s exact test)
kullanilarak degerlendirilmistir. Blastocystis spp. subtiplerinin demografik,
sosyo-ekonomik, epidemiyolojik ve Klinik faktorlere gdére dagilimlarinin
degerlendiriimesi icin ise parametrik olmayan Wilcoxon igaretli siralar testi
(non-parametric Wilcoxon signed-rank test) kullaniimig ve p<0,05 istatistiksel

agidan anlamh kabul edilmigtir.


http://pubmlst.org/blastocystis/
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4. BULGULAR

4.1. Anket sonuglari

4.1.1. Katihmcilarin demografik ve sosyo-ekonomik yénden

degerlendirilmesi

Calismaya 143 (%62,2)’U4 kadin ve 87 (%37,8)’si erkek olmak tzere
toplam 230 kisi katiimistir. Gonullulerin dokuzu (%3,9) 0-19 yas; 76 (%33)’sI
20-39 yas; ve 90 (%39,1)1 40-59 yas gruplarinda idi. Elli bes (%24) kisi ise 60
yas ve uzerinde idi. Evli bireylerin sayisi 183 (%80) iken, bekar olanlarin sayisi
47 (%20) idi. Katihmcilarin 175 (%76)'inin egitim dizeyi lise ve bunun alti iken,
55 (%24) gondlli tniversite mezunu idi. Kisilerin meslek gruplarina gore
dagihmlar 19 (%8,3) dgrenci; 16 (%7) isci; 64 (%27,8) memur; 94 (%40,9)
ev hanimi veya emekli; diger meslek gruplar ise 37 (%16) olarak
belirlenmistir. iki yiiz on bir (%91,7) katilimci orta ve yiiksek gelirli, 19 (%8,3)
kisi ise duguk gelirli olarak belirlenmistir. Ayrica bu g¢alismaya katilan
gonuallilerin (n: 21/230) 12 (%57,1)’sinde diyabet, 4 (%19,04)’Unde IBS, 2
(%9,5)’sinde kanser; 2 (%9,5)'sinde Hasimato hastahigi ve 1 (%4,7)’inde

talasemi oldugu bilgisi edinilmigtir.

Katilimcilarin demografik ve sosyo-ekonomik dzellikleri sirasi ile Sekil

4.1-4.7°de 6zetlenmistir.
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CiNSIYET DAGILIMI

W Kadin M Erkek

Sekil 4.1. Katilimcilarin cinsiyete gore olan dagihmlari, KKTC, 2015.

YAS GRUPLARI

m0-19 m20-39 m40-59 m60 ve Ustu

Sekil 4.2. Katilimcilarin yas gruplarina gore olan dagihmlari, KKTC, 2015.
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MEDENI DURUM

W Evli mBekar

Sekil 4.3. Katilimcilarin medeni duruma gére olan dagilimlari, KKTC, 2015.

EGITiM DUZEYi

m Lise ve alti  m Universite

Sekil 4.4. Katiimcilarin egitim dizeylerine gore olan dagilimlari, KKTC,
2015.



MESLEK GRUPLARI

mOgrenci Misci W Memur MEvhanimive emekli mDiger

Sekil 4.5. Katilimcilarin meslek gruplarina gore olan dagilimlari, KKTC,
2015.

SOSYO-EKONOMIiK OZELLIKLER

M Orta ve yuksek gelirli ~ mDusuk gelirli

%8,3

Sekil 4.6. Katilimcilarin sosyo-ekonomik 6zelliklerine gore olan
dagilimlar, KKTC, 2015.

45
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DIGER HASTALIKLAR (n=21/230)

W Diyabet MWIBS mKanser M Hasimato MTalasemi

Sekil 4.7.Yirmi bir katihmcida gdzlenen diger hastaliklarin dagilimlari,
KKTC, 2015.
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4.1.2. Katimcilarin  epidemiyolojik  6zellikler  ydninden
degerlendirilmesi

Katilimcilarin anket sorularina verdikleri yanitlarin incelenmesi
sonucunda 185 (%80,4) katilimcinin damacana suyu; 45 (%19,6) kiginin ise
sebeke suyu kullandidi belirlenmistir. Gonadlldlerin 83 (%36) Unun yurt digina
(genellikle Tturkiye) seyahat ettikleri, 147 (%64)’sinin ise seyahat etmedigi
anlasiimistir. Yuz kirk dokuz (%64,8) katilimci sehir ve ilgelerde; 81 (%35,2)
kisi ise koyde yasamakta idi. Calismada evcil hayvana sahip olan katilimci
sayisi 85 (%37) iken; 145 (%63) kisi evcil hayvani bulunmadigini belirtmistir.

Katilimcilarin epidemiyolojik 6zellikleri sirasi ile Sekil 4.8-4.11°de

Ozetlenmigtir.
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SU KAYNAGI

W Damacana M Sebeke

Sekil 4.8. Katilimcilarin kullandiklari su kaynagina gére olan dagilimlari,
KKTC, 2015.

YURT DISI SEYAHAT DURUMLARI

M Yurt disi seyahate ¢ikanlar MW Yurt disi seyahate ¢ikmayanlar

Sekil 4.9. Katilimcilarin yurt digi seyahat durumlarina goére olan dagilimlari,
KKTC, 2015.
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YERLESIM YERINE GORE DAGILIM

B Sehir ve ilgede yagayanlar ~ mKdyde yasayanlar

Sekil 4.10. Katiimcilarin yasadiklari yerlesim yerlerine gére olan dagilimlari,
KKTC, 2015.

EVCiL HAYVAN SAHiBi OLMA DURUMLARI

M Evcil hayvan sahibi olanlar M Evcil hayvan sahibi olmayanlar

Sekil 4.11. Katilimcilarin evcil hayvan sahibi olma durumuna gore
dagilimlar, KKTC, 2015.



50

Gastrointestinal semptomlarin degerlendirilmesi sonucunda
katiimcilarin 114 (%49,6)'unde karin agrisi, 43 (%18,7)'Unde ishal, 98
(%42,6)'inde karinda kramp, 40 (%17,4)'inda bulanti, 125 (%54,4)’inde
karinda siskinlik ve 59 (%25,7)'unda kabizlik hikayesi oldugu belirlenmigtir.
Katilimcilardaki gastrointestinal semptomlar Sekil 4.12°de 6zetlenmistir.

Gastrointestinal Semptomlar

140

120

100
80
60
40
| | |
0

Siskinlik Karin agrisi  Karin krampi Kabizlik ishal Bulanti

o

Sekil 4.12. Katilimcilardaki gastrointestinal semptomlar, KKTC, 2015.



51

4.2. Mikroskopi sonuglari

Digki 6rnekleri mikroskobik incelemede iki farkli uzman tarafindan cift
kor olarak degerlendirilmistir. Nativ-Lugol ve trikrom boyali preparatlarin
incelenmesi sonucunda ayni bulgular saptanmistir. Ozetle diski érneklerinin
24 (%10,5)'Gnde Blastocystis spp; iki (%0,8) tanesinde Giardia spp; birinde
(%0,4) ise Entamoeba coli saptanmistir (Sekil 4.13-4.15). Geri kalan

orneklerde herhangi bir helmint veya protozoona rastlanmamigtir.

Sekil 4.13. Taze diski 6rneginde saptanan Giardia spp., KKTC, 2015.

Sekil 4.14. Taze diski 6rnedinde saptanan Entamoeba coli, KKTC,
2015.
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Sekil 4.15. Taze digkl 6rneginden hazirlanan trikrom boyali preparatta

saptanan Blastocystis spp., KKTC, 2015.

4.3. Molekuler test sonuglari

4.3.1. Blastocystis spp. DNA izolasyon sonuglari

Digki orneklerinin muhafaza edilmesi amaciyla kullanilan her iki
yontemde de 70 mg numune kullaniimistir. Blastocystis spp. DNA’sInin
izolasyonu igin kullanilan dondurulmus diski érneklerinden ve filtre kagidina
aktarilan numunelerden izole edilen DNA’'nin miktari ve safliyi Tablo 4.1’de

karsilastirmali olarak verilmigtir.

A260/A280 dalga boyunda saf DNA dlgcimu her iki yontemle de 1.7-2.2
olarak saptanmistir. Donmus digki drneklerinden izole edilen DNA miktari 25-
405 ng/ul ve ortalama DNA konsantrasyonu 151 ng/ul iken; filtre kagidina
aktariimig numunelerde bu oranlar sirasi ile 7-339 ng/ul ve 122 ng/ul olarak
saptanmigtir. Her iki yontemle izole edilen DNA konsantrasyonlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Mann-Witney U test ile

p=0,549). Her iki yontemle de negatif 6rneklerin hicbiri pozitif olarak
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saptanmamigtir. DNA izolasyonunda negatif kontrol olarak kullanilan diski

icermeyen filtre kagidindan DNA izole edilmemistir.

Tablo 4.1. Dondurulmus diski drnekleri ve filtre kagidi Uzerinde kurutulmus

numunelerin DNA miktari ve saflik degerleri.

Yoéntemin adi DNA miktari Ortalama DNA DNA safligi
. miktari (ng/ul) (A260/A280 dalga
(min-max ng/ul) boyunda)
Dondurulmus digki 25-405 151 1,7-2,2
ornekleri
Filtre kagidina aktarilan 7-339 122 1,7-2,2
digki érnekleri

4.3.2. Blastocystis spp. PCR sonuglari

Calismaya dahil edilen toplam 230 diski 6rneginin PCR sonuglari Tablo
4.2’de verilmigtir. Donmus digki orneklerinin 49 (%21,3)'u ve filtre kagidina
aktarilan numunelerin 58 (%25,3)’'i PCR yéntemi ile pozitif saptanmistir. Kirk
¢ drnek ise her iki ydntemle pozitif olarak belirlenmistir. iki ydntemle pozitif
saptanan toplam 6rnek sayisi 64’dur. Bu orneklerin 15’i filtre kagidi yontemi
ile pozitif; donmus digki yontemi ile negatif bulunmustur. Buna karsin, 64
ornegin 6’si donmus digkl yontemi ile pozitif; filtre kagidi yontemi ile negatif

olarak belirlenmigtir.

Donmus digki ornekleri ve filtre kagidina aktariimis numunelerden
yapilan PCR’In sonuglari Blastocystis spp.’nin saptanmasi agisindan
mikroskopi ile karsilastiriimis olup, her iki muhafaza yonteminin duyarhlik ve
Ozgullukleri belirlenmigtir (Tablo 4.3). Mikroskopi Blastocystis spp. tanisinda
altin standart olarak kabul edilmektedir (Roberts ve digerleri, 2014). Buna
gore, donmus diski ornekleri ve filtre kagidina aktariilmis numunelerden

yapilan PCR’in duyarliliklari sirasi ile %86,4 ve %95,5, 6zgullukleri ise %98,3
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ve %99,4 olarak tespit edilmistir. Her iki yontemde de PCR inhibisyonu

saptanmamistir.

Tablo 4.2. Donmus digki drnekleri ve filtre kagidina aktariimis numunelerden

yapilan PCR’In Blastocystis spp.’nin  saptanma sonuglari

karsilastiriimasi.

acgisindan

Donmus digki érneklerinden yapilan PCR

Pozitif Negatif Toplam
Filtre kagidina | Pozitif 43 15 58
aktariimig -
diski Negatif 6 166 172
érneklerinden | Toplam 49 181 230
yapilan PCR
p= 0,078

Tablo 4.3. Donmus digki drnekleri ve filtre kagidina aktariimis numunelerden

yapilan PCR’In Blastocystis spp.’nin  saptanma sonuglari acgisindan
mikroskopi ile karsilastiriimasi.
Mikroskopi
Pozitif Negatif Toplam
Donmus digki Pozitif 19 30 49
orneklerinden -
PCR yontemi Negatif 3 178 181
Toplam 22 208 230
Duyarlilik: %86,4 Ozgiillik: %98,3
Filtre kagidina Pozitif 21 37 58
aktariimig .
diski Negatif 1 171 172
odrneklerinden Toplam 22 208 230
PCR ydntemi
Duyarlilik: %95,5 Ozgulluk: %99,4
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4.3.3. Blastocystis spp. DNA dizi analizi sonuglari

DNA dizi analizi sonuglarinin dogrulugu mikroskopi ile konfirme edilen
orneklere gore degerlendirilmistir. Ancak, mikroskopi ile konfirme edilen 22
numunenin U¢ tanesinde dondurulmus diski érneklerinden PCR ile pozitiflik

saptanamadigi icin, bunlar degerlendirme digi birakilmiglardir.

Mikroskopi ile konfirme edilen 19 6rnegin DNA dizi analizi sonuglarinin
her iki muhafaza yonteminin kullanildigi 6rneklerde tamamen ayni (%100
uyum) oldugu gozlenmigtir. Saptanan subtipler ST2:6, ST3:8, ST4:3 ve ST6:2

olarak belirlenmistir.

Dondurulmus diski érnekleri ve filtre kagidina aktarilan numunelere
uygulanan DNA dizi analizi sonuglarina gore, calisma grubumuzdaki en
yaygin olan subtipin ST3 oldugu ve bunu sirasi ile ST2, ST4 ve ST1’in izledigi
tespit edilmigtir. Her iki muhafaza yontemiyle pozitif bulunan PCR urinlerinin
DNA dizi analizi bulgulari arasindaki uyum %90,7 gibi yiksek bir oranda
saptanmigtir. S6z konusu iki yontemle calisilan érneklerin DNA dizi analizi

sonuglari karsilastirmali olarak Tablo 4.4.’de belirtiimistir.
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Tablo 4.4. Dondurulmus digki Ornekleri ve filtre kagidina aktarilan

numunelerin DNA dizi analizi sonuglart.

) DNA dizi analizi sonuglan
sgli{‘aer:]‘a ST1 ST2 ST3 ST4 | ST6 ST7 | Non-ST | Negatif
Kli n n n n n n n n
ekl % | (%) | %) | ) | ) | (% (%) (%)
D‘;‘:‘;‘(:‘5 5 13 19 6 2 2 2 15
Filtre
aﬁg:ﬂ'r:; 7 15 20 7 3 2 4 6
(58 pozitif)
y%irtgirl] 5 8 14 6 2 2 2
*Uyum: %90,7
n: Sayi

NA: Not applicable (uygulanabilir degil)
Non-ST: Subtiplendirme yapilamayan

4.3.4. Blastocystis spp. prevalansinin demografik, sosyo-

ekonomik ve epidemiyolojik faktorlere gore degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme, dondurulmus digki érnekleri ve filtre kagidina
aktarilan numunelerden yapilan PCR yontemlerinin herhangi biri ile
Blastocystis spp. varh@inin saptanmasi durumunda, s6z konusu 6Ornegin
alindid1 kisi pozitif olarak kabul edilmistir. Buna gore calismadaki toplam 82

katilimci Blastocystis spp. agisindan pozitif bulunmusgtur.

Blastocystis spp. prevalansinin demografik, sosyo-ekonomik ve
epidemiyolojik faktdrlere gére olan dagilimi degerlendirilmistir. Buna gore
Blastocystis spp. prevalansi ile cinsiyet (erkek: %27,6; kadin: %27,9; p=
0,950); yas gruplari (0-19 yas: %11,1; 20-39 yas: %35,5, p=0,141; 40-50 yas:
%25,5, p=0,335; >=60 yas: %23,6; p=0,399); medeni durum (evli: %30,6,

bekar: %17; p=0,064); egitim seviyesi (lise ve bunun alti: %30,3, Universite ve
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Uzeri: %20; p=0,138); ekonomik durum (disuk gelirli: %31,6, orta ve yuksek
gelirli: %27,4; p=0,703); ve meslek gruplari (6grenci: %21; memur: %29,6,
p=0,460; ev hanimi veya emekli: %28,7, p=0,494; isci: %25, p=1,000; diger
meslekler: %27; p=0,625) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptanmamigtir. Ayrica yurt digi seyahat durumu (seyahat oykusu olan kisiler:
%28,4, seyahat 6ykusu olmayanlar: %27,2; p=0,782); yerlesim yeri (kirsal
kesimde yasayanlar: %28, sehirde yasayanlar: %27,5; p=0,887); evcil hayvan
varligi (evcil hayvani olanlar: %34,1, evcil hayvani olmayanlar: %24,1;
p=0,103); ve su kaynagi (sebeke suyu kullananlar: %22,2, damacana su
kullananlar: %29,1; p=0,225) gibi epidemiyolojik faktorler ile Blastocystis spp.
prevalansi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski bulunmamistir (Tablo
4.5).

Blastocystis spp. prevalansinin gastrointestinal semptomlara gore olan
dagihmi degerlendirilmistir. Calisma grubundaki gastrointestinal semptomlar
karin agrisi (%49,6), diyare (%18,7), karin kramplari (%42,6), bulanti (%17,4),
sigskinlik (%54,4) ve kabizlik (%25,7) idi. Buna gore gastrointestinal
semptomlar (karin agrisi olan Kigiler: %27,2, olmayanlar: %28,4, p= 0,832;
ishal tablosu bulunanlar: %30,2, bulunmayanlar: %27,2, p=0,696; karinda
kramp sikayeti olan kisiler: %29,5, olmayanlar: %26,5, p=0,607; bulantisi
olanlar: %27,5, olmayanlar: %27,8, p=0,960; siskinlik durumu bulunan
katilimcilar: %26,4, bulunmayanlar: %29,5, p=0,598; kabizligi olanlar: %20,3,
olmayanlar: %30,4, p=0,137) ile Blastocystis spp. prevalansi arasinda

istatistiksel agidan anlamli bir iligki saptanmamistir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.5. Blastocystis spp. prevalansinin demografik, sosyo-ekonomik ve

epidemiyolojik faktorlere gore olan dagilimi, KKTC, 2015.

Faktorler Sayi Blastocystis OR (%95 ClI) p

n/ % spp. pozitifligi degeri
n/ %

Cinsiyet:

Erkek 87/ 37,8 24/ 27,6 1,0 (-) -

Kadin 143/ 62,2 40/ 27,9 0,981 (0,541-1,779) | 0,950

Yas gruplari:

0-19 9/ 3,9 /111 1,0(-) -

20-39 76/ 33,0 27/ 35,5 0,227 (0,027-1,911) | 0,141

40-59 90/ 39,1 23/ 25,5 0,364 (0,043-3,071) 0,335

>=60 55/ 24,0 13/ 23,6 0,404 (0,046-3,537) 0,399

Egitim seviyesi:

Universite ve bunun alti 175/ 76,0 53/ 30,3 1,0 () -

Universite mezunlari 55/ 24,0 11/ 20,0 1,738 (0,833-3,625) 0,138

Medeni durum:

Evli 183/ 80,0 56/ 30,6 1,0() -

Bekar 47/ 20,0 8/17,0 2,15 (0,944-4,896) 0,064

Meslek gruplari:

Ogrenci 19/ 8,3 4/21,0 1,0 () -

Memur 64/ 27,8 19/ 29,6 0,632 (0,185-2,153) 0,460

Ev hanimi veya emekli 94/ 40,9 27/ 28,7 0,662 (0,201-2,175) 0,494

isci 16/ 7 4/ 25,0 0,800 (0,165-3,885) 1,000

Diger meslekler 37/ 16 10/ 27,0 0,720 (0,192-2,696) 0,625

Sosyo-ekonomik durum:

Disik 19/ 8,3 6/ 31,6 1,0 () -

Orta ve yuksek 211/91,7 58/ 27,4 1,218 (0,442-3,354) 0,703

Yurt digi seyahat:

Evet 83/ 360 24/ 29,0 1.0() -

Hayir 147/ 64,0 40/ 27,2 1,088 (0,599-1,978) 0,782

Yerlesim yeri:

Kirsal 149/ 64,8 41/ 27,5 1,0 () -

Sehir 81/ 35,2 23/ 28,4 0,957 (0,524-1,748) 0,887

Evcil hayvan sahibi:

Evet 85/ 37,0 29/ 34,1 1.0() -

Hayir 145/ 63,0 35/ 24,1 1,628 (0,904-2,930) 0,103

igme suyu kaynagi:

Sebeke 45/ 19,6 10/ 22,2 1,0() -

Damacana 185/ 80,4 54/ 29,1 0,707 (0,404-1,239) 0,225
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Tablo 4.6. Blastocystis spp. prevalansinin gastrointestinal semptomlara gore

olan dagilimi, KKTC, 2015.

Semptomlar | Sayin/ % | Blastocystis spp. OR (%95 ClI) p
pozitifligi n/ % degeri

Karin agrisi:
Evet 114/ 49,6 31/ 27,2 1.0() -
Hayir 116/ 50,4 33/ 28,4 0,939 (0,528-1,673) 0,832
Diyare:
Evet 43/18,7 13/ 30,2 1,0 (-) -
Hayir 187/ 81,3 51/ 27,2 1,156 (0,559-2,388) 0,696
Karin krampi:
Evet 98/ 42,6 29/ 29,5 1.0() -
Hayir 132/ 57,4 35/ 26,5 1,165 (0,652-2,082) 0,607
Mide bulantisi:
Evet 40/ 17,4 11/ 27,5 1,0() -
Hayir 190/ 82,6 53/ 27,8 0,980 (0,457-2,103) 0,960
Siskinlik:
Evet 125/ 54,4 33/ 26,4 1,0() -
Hayir 105/ 45,4 31/ 29,5 0,856 (0,480-1,526) 0,598
Kabizlik:
Evet 59/ 25,7 12/ 20,3 1.0() -
Hayir 171/ 74,3 52/ 30,4 0,584 (0,286-1,192) 0,137
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4.3.5. Blastocystis spp. subtiplerinin demografik, sosyo-
ekonomik ve epidemiyolojik faktorlere gore degerlendirilmesi

Blastocystis subtiplerinin  belirlenmesi amaciyla iki muhafaza
yontemiyle PCR sonucu pozitif saptanan toplamda 64 digki érneginin PCR
drtnlerine tek yonli DNA dizi analizi uygulanmistir. En yaygin saptanan
subtipler ST3 (n: 20, %31,2), ST2 (n: 18, %28,2), ST1 (n: 8, %12,5), ve ST4
(n: 7, %11) iken; ST6 (n: 3, %4,7), ST7 (n: 2, %3,2), ve subtiplendirme
yapilamayanlar (non-ST, n: 6, %9,4) daha az oranlarda tespit edilmigtir.
Calismada belirlenen subtipler ile cinsiyet, yas gruplari, egitim seviyesi,
medeni durum, meslek gruplari, ekonomik diizey, yurt disina seyahat etme
durumu, yerlesim yeri evcil hayvan sahibi olma durumu ve kullanilan su
kaynagi gibi faktorler arasinda istatistiksel agidan anlamh bir iligki

bulunmamistir (Tablo 4.7).

Blastocystis spp. pozitifik orani ile gastrointestinal semptomlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilmemesi nedeniyle,
saptanan subtipler ile gastrointestinal semptomlar arasindaki iliski konusunda

bir degerlendirme yapilmamistir.



Tablo 4.7. Blastocystis suptiplerinin  demografik,
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sosyo-ekonomik ve

epidemiyolojik faktorlere gore olan dagilimlari, KKTC, 2015.

Faktorler Pozitif Non-ST ST1 ST2 ST3 ST4 ST6 ST7
n n n n n n n n

Cinsiyet:
Erkek 24 4 1 5 10 2 2 -
Kadin 40 2 7 13 10 5 1 2
p degeri 0,317 0,655 | 0,180 | n.c 0,317 | 0,317 | n.c
Yas gruplari:
0-19 1 - - 1 - - - -
20-39 27 2 6 9 7 3 - -
40-59 23 2 1 6 10 - 2 2
>=60 13 2 1 2 3 4 1 -
p degeri 0,102 0,370 | 0,209 | 0,109 | n.c n.c n.c
Egitim seviyesi:
Universite ve alti 53 4 5 16 16 7 3 2
Universite mezunu 11 2 3 2 4 - - -
p degeri 0,181 0,80 0,180 | 0,108 | n.c n.c n.c
Medeni durum:
Evli 56 6 6 15 19 6 3 1
Bekar 8 - 2 3 1 1 - 1
p degeri n.c 0,180 | 0,180 | 0,655 | 0,655 | n.c n.c
Meslek gruplar::
Ogrenci 4 - 2 1 - 1 - -
Memur 19 3 2 6 5 1 1 1
Ev hanimi veya 27 2 2 7 9 5 2 -
emekli
Isi 4 ; ; 1 3 ; - .
Diger meslekler 10 1 2 3 3 ; - 1
p degeri 0,593 n.c 0,223 | 0,066 | 1,000 | 0,655 | n.c

n.c: Non-countable (sayilamayan)
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Tablo 4.7. (Devam) Blastocystis suptiplerinin demografik, sosyo-ekonomik ve

epidemiyolojik faktorlere gore olan dagilimlari, KKTC, 2015.

Faktorler Pozitif Non-ST ST1 ST2 ST3 ST4 ST6 ST7
n n n n n n n n

Sosyo-
ekonomik
durum:
Dusuk gelirli 6 - 2 3 - - 1 -
Orta ve yuksek 58 6 6 15 20 7 2 2
gelirli
p degeri n.c 0,180 0,180 n.c n.c 0,655 n.c
Yurt disi
seyehat:
Evet 24 - 1 8 10 3 1 1
Hayir 40 6 7 10 10 4 2 1
p degeri n.c 0,655 0,180 n.c 0,655 0,180 n.c
Yerlesim yeri:
Kirsal 41 3 6 9 12 7 2 2
Sehir 23 3 2 9 8 - 1 -
p degeri n.c 0,180 n.c 0,180 n.c 0,655 n.c
Evcil hayvan
sahibi:
Evet 29 4 4 6 12 1 1 1
Hayir 35 2 4 12 8 6 2 1
p degeri 0,120 n.c 0,180 0,180 0,655 0,655 n.c
icme suyu
kaynag:
Sebeke 10 - 2 3 4 - - 1
Damacana 54 6 6 15 16 7 3 1
p degeri n.c 0,180 | 0,180 | 0,180 n.c n.c n.c
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5. TARTISMA
5.1. Yontemlerin karsilagtiriimasi

Blastocystis spp. diinya genelindeki en yaygin protozoonlardan biri
olarak kabul edilmektedir. Bu protozoonun PCR yontemi ile tanisi, taze veya
donmus digki dérneklerinden Blastocystis spp. DNA’sinin basaril sekilde izole
edilebilmesine bagh olup, ayrica genotiplendirmenin yapilmasi da
gerekmektedir. (Roberts ve digerleri, 2011; Forsell ve digerleri, 2012;
Stensvold, 2013). Ancak digki iceriginde bulunan safra tuzlari,
karbonhidratlar, bilirubin, bakteriyel nikleazlar ve digkinin oksidasyonu
PCR’In duyarhihgint olumsuz sekilde etkileyebilmektedir (Nadkarni ve
digerleri, 2012). Ayni zamanda digki o6rneklerinin saklanmasinda ve
tasinmasindaki  zorluklar, molekuler yontemleri kisitlamaktadir. Bu
olumsuzluklar sonucunda PCR ydnteminin duyarhliginin artirilmasi amaciyla
etkili DNA izolasyon yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Filtre kagidina dayall
yontemlerin bu problemlere ¢c6zim olabilecedi disinilmektedir. Buna karsin,
insan digkl érneklerinde parazit tanisi icin filtre kagidina dayal yontemlerin
kullanildigi calismalar sinirlidir (Carnevale ve digerleri, 2000; Nantavisai ve
digerleri, 2007; Subrungruang ve digerleri, 2004). Tium bu sebeplerden 6ttrd,
bu ¢alismada donmus digkl érnekleri ve filtre kagidina aktarilan numuneler
kullanilarak Blastocystis spp. ve subtiplerinin belirlenmesi amaclanmigtir. Her
iki diski saklama ydntemi ile elde edilen DNA konsantrasyonlari ve safligi,
PCR’'In duyarlihdi ve DNA dizi analizi sonuglar kargilastirmali olarak

degerlendirilmigtir.

Son yillarda insanlardan (Chen, 2016; Sirdah, 2014), bitkilerden (Roy
ve Nassuth, 2005), hayvanlardan (Smith ve Burgoyne, 2004), boceklerden
(Harvey, 2005), bakterilerden (Rajendram ve digerleri, 2006), virUslerden
(Picard-Meyer ve digerleri, 2007) ve parazitlerden (Nantavisai ve digerleri,
2007) farkh DNA cesitlerinin tanimlanmasi amaciyla filtre kagidina dayall
yontemler yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Filtre kagidina dayali
yontemlerin kullanildidi daha onceki ¢alismalarda Whatman filtre kagidi,

siradan filtre kagidi, Flinders Technology Associates (FTA) kagidi gibi farkli
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tiplerde filtre kagitlar kullaniimistir (Mutwewingabo ve digerleri, 1984; Harvey,
2005; Smit ve digerleri, 2014). Selulozdan (%100) olusan Whatman filtre
kagitlarinin farkli gbézenek buyukliklerinde ve kalinliklarda olan tipleri
mevcuttur. Filtrasyon veya 6rnek hazirlama gibi rutin laboratuvar iglemlerinde
kullanilan siradan filtre kagitlari da %100 selulozdan olusmaktadir. Bu filtre
kagitlari yumusak bir ylzeye sahiptir ve normal kalinliktadirlar. Diger yandan
FTA kagitlarina patentli kimyasal karisimlar muamele edilmigtir. Bu islem FTA
kagitlari Uzerinde elde edilen organizmalardan DNA izolasyonuna olanak
saglamaktadir (Rajendram ve digerleri, 2006). FTA kagitlarinin avantajli yani,
patojenik organizmalari inaktive etmesidir. Whatman tipi ve siradan filtre
kagitlarinda ise kontaminasyon riskinin daha yiksek olmasi nedeniyle,
orneklerin bulagsma potansiyeli oldugu kabul edilmeli ve ¢alisma esnasinda

gerekli biyoguvenlik 6nlemleri alinmalidir (Smit ve digerleri, 2015).

Protozoonlarin tanisinda FTA kagitlarinin kullaniilmasinin dezavantaji
caligilan o6rnek miktarinin az olmasidir. FTA kagitlarina aktarilabilen
sulandiriimis diski miktari 15 pl ile sinirhdir (Subrungruang ve digerleri, 2004;
Nantavisai ve digerleri, 2007). Farkl filtre kagitlarinin kullanildigi yéntemler
maaliyet yonunden karsilastirildiyi zaman, ¢alismamizda kullanilan siradan
filtre kagitlarinin, DNA izolasyonundaki kit gereksinimine ragmen, FTA

yonteminden iki kat daha ucuza mal oldugu sonucuna variimistir.

Digki  6rneklerinin  muhafaza edilmesi amaciyla siradan filtre
kagitlarinin kullanilabilecegi fikrini ilk kez 1950 yilinda Lie Kian Joe ortaya
atmigtir. Bu makalede dizanterik digkilarin laboratuvara gonderilmesine
yonelik filtre kagidinin kullaniimasinin avantajlar  belirtilmistir. 1984’te
Mutwewingabo ve digerleri, siradan filtre kagidina aktarilan diski
orneklerindeki Shiga basillerinin canhliginin korunmasinda sicakligin ve
zamanin bir 6nemi olmadigini géstermiglerdir (Mutwewingabo ve digerleri,
1984).

Calismamizda 300-350 ul sulandiriimis digki 6rnedi siradan filtre
kagitlar1 Uzerine ince bir tabaka halinde yayllmistir. Filtre kagitlarina aktarilan

digki orneklerinden edinilen DNA miktari (122 ng/pl), donmus diski
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orneklerinden izole edilen DNA miktari (151 ng/ul) ile kargilastirildigi zaman
aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gozlenmigtir. Her iki
yontemde de DNA inhibitori saptanmamistir. Filtre kagidina aktarilan ve
donmus diski érneklerinden izole edilen DNA’larin stabilitesini korudugu ve

PCR ile kopyalanabilir oldugu gozlenmistir.

Filtre kagidi Uzerine aktariip kurutulmus digki  6rneklerinin
kullanilmasindaki esas gugluk, filtre kagidi Uzerinden digkilarin kazinmasi
asamasinda yuksek miktarda DNA kontaminasyon riskinin olmasidir. Calisma
grubumuz, kontaminasyon riskinin minimuma indirilmesi icin bu asamanin
hava akiminin oldugu biyoguvenlik kabinleri igerisinde yapilmasini

onermektedir.

Bu projede donmus digki ornekleri ve filtre kagidina aktariimig
numunelerden yapilan PCR’in duyarhliklari sirasi ile %86,4 ve %95,5,
Ozgullukleri ise %98,3 ve %99,4 olarak tespit edilmistir. Nantavisai ve digerleri,
Giardia duodenalis tanisinda filtre kagidina aktariimis diski 6rneklerini PCR
ile test etmig, ve bu yontemin duyarlihgini %97,3, 6zgullugund ise %2100
olarak saptamiglardir. Arastirmacilar digki érnekleri kullanilarak uygulanan
immuanofloresan yonteminin duyarlihdinin %91,9 ve 6zgulligunin %100
oldugunu belirtmislerdir (Nantavisai ve digerleri, 2007). Diger bir calismada
Subrungruang ve digerleri, Enterocytozoon bieneusi’'nin diskidan izolasyonu
amaciyla kullanilan filtre kagidindan PCR yodnteminin duyarlihgini %100
olarak belirtmiglerdir (Subrungruang ve digerleri, 2004). Enterocytozoon
bieneusi’nin tanisi igin digki dérneklerinin farkli koruma solUsyonlari igerisinde
saklandigi ve daha sonra filtre kagidina aktarildigi bir ¢galismada ise, filtre
kagidi yonteminin 6érnek toplanmasi, gonderilmesi ve tani i¢in gayet kullanisli
ve etkili oldugu belirtilmistir (Carnevale ve digerleri, 2000). Chu ve digerleri,
hayvanlardan toplanan digki 6rneklerini basarili sekilde filtre kagitlarina
aktarmis, ve bu yontemin Cyclospora cayetanensis tanisinda etkili oldugunu

ifade etmiglerdir (Chu ve digerleri, 2004).

Filtre kagidina aktarip kurutma igleminin diski érneklerindeki DNA'yi

oksidasyon; UV sinlart ve nuUkleazlarin sebep oldugu hasar; ve
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mikroorganizma kontaminasyonuna kargi korudugu dasunulmustur (Salvador
ve De Ungria, 2003; Thacker ve digerleri, 1999). Bu nedenle digki 6rnekleri
filtre kagitlarina aktarilip saklandigi zaman PCR yonteminin duyarlihigi ve
Ozgullugu yuksek olmaktadir. Bazi arastirmacilar digki érneklerinin -20°C’de
saklanmasinin  bazen pozitif o6rnekleri negatife donugsturebilecegdini
bildirmiglerdir (Boorom ve digerleri, 2008). Bu nedenle taze ve dondurulmus
digski orneklerinden elde edilen PCR sonuglarinin da karsilastiriimasi

gerekmektedir.

Roberts ve digerleri, diski 6rneklerinden Blastocystis’in saptanmasi i¢in
PCR’da iki farkli primer seti kullanmis ve PCR'’in duyarliidini %94 ve %66
olarak saptamislardir. Sonuglar PCR’da dogru primer setinin kullanilmasinin
onemine dikkat ¢ekmistir (Roberts ve digerleri, 2011). Cogu arastirmaci
konvansiyonel PCR’in duyarliliginin ksenik in vitro kultir yonteminin
duyarlihgindan daha iyi olmadigi gértusuni savunmaktadir (Stensvold ve
digerleri, 2007). Bunun yani sira iki farkli ¢alismada ksenik in vitro kalttr
yontemi ve gergcek zamanli PCR kargilastiriimis ve iki yontemin duyarliliklari
sirasi ile %79 ve %52 olarak saptanmistir (Poirier ve digerleri, 2011;
Stensvold ve digerleri, 2012). Calismamizda Blastocystis spp. tanisinda ilk
kez denenen bir yontem olan filtre kagidina aktariimis diski érneklerinden
PCR yontemi ile bulunan Blastocystis spp. pozitifligi %25,3, dondurulmus
digki érneklerinden PCR yontemi ile saptanan PCR pozitifli§i ise %21,3 olarak
tespit edilmistir. Filtre kagidina aktarilmis diski 6rneklerine uygulanan PCR ile
daha iyi sonuglar elde edilmis olmasina ragmen, bu yontem ve dondurulmus
digki o6rneklerine uygulanan PCR’In sonuglari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir. Mikroskopi ile konfirme edilmis 19 6rnegin SSU
rRNA dizi analizi sonuglari iki yontemle %100 uyumlu bulunmusgtur. Diger
yandan ST1, ST2, ST3, ST4 ve ST6 filtre kagidina dayall yontem ile daha
yuksek oranlarda tespit edilmis olup, sadece ST7 her iki yontemle esit
oranlarda saptanmigtir. Bu nedenle, dizi analizi sonuglarina gore iki yontemin

uyumu %90,7 olarak belirlenmisgtir.
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Calismamiz, filtre kagidina aktarilan digki orneklerine uygulanan
PCR’In duyarhliginin yuksek oldugunu ve bu ybntemin dizi analizindeki
etkinligini net sekilde gosteren ilk arastirmadir. Ayrica bu metodun digki
orneklerinin toplanmasi, tasinmasi ve saklanmasini kolaylastirmasinin yani
sira, DNA’larin uzun sure stabil ve saf kalmasini saglayan duguk maliyetli bir

yontem oldugu sonucuna variimistir.

5.2. Demografik, sosyo-ekonomik ve epidemiyolojik verilerin

degerlendirilmesi

Blastocystis enfeksiyonu ozellikle gelismekte olan uUlkelerde yaygin
olarak goézlenen bir saglik problemi olmasina ragmen, bu protozoonun
patogenezi ve epidemiyolojisi hentiz tam olarak aciklanamamaktadir (Duda
ve digerleri, 1998). Bu calismada KKTC’de Blastocystis spp.’nin prevalansi ile
subtiplerinin belirlenmesi, ve bunlarin gastrointestinal semptomlarla olan
iliskisinin degerlendiriimesi hedeflenmistir. Calismamizda ayrica Blastocystis
spp. ve subtiplerinin demografik, sosyo-ekonomik ve epidemiyolojik verilerle
olan iligkisi de arastinimistir. Bu calisma KKTC’'de Blastocystis spp.

prevalansi ve epidemiyolojisi ile ilgili olarak yuratilmus ilk calismadir.

Bu calismada Nativ-Lugol, trikrom ve PCR yodntemleri ile saptanan
Blastocystis spp. prevalansi sirasi ile %10,5, %10,5 ve %27,8 olarak
belirlenmistir. Boyali ve direkt yaymalardan yapilan mikroskopinin genel
olarak daha dustk duyarhliga sahip oldugu (Dogruman Al ve digerleri, 2010;
Elghareeb ve digerleri, 2015), PCR ydnteminin ise tanida en etkili yontem
oldugu kabul edilmektedir (Roberts ve digerleri, 2011).

Blastocystis spp. prevalansi Japonya (%0,5) (Horiki ve digerleri, 1997)
ve Danimarka (%5,6) (Stensvold ve digerleri, 2011) gibi gelismis Ulkelerde
diisik oranlarda; Libya (%22,1) (Abdulsalam ve digerleri, 2013), iran (%26,9)
(Kiani ve digerleri, 2016), Turkiye (%15,2) (Dagci ve digerleri, 2014), Brezilya
(%17,8) (Cabrine-Santos ve digerleri, 2015), Misir (%33,3) (Rayan ve
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digerleri, 2007), Filipinler (%12,9) (Belleza ve digerleri, 2015) ve Tayland
(%21) (Yaicharoen ve digerleri, 2005) gibi gelismekte olan ulkelerde ise daha
yuksek oranlarda bildirilmigtir. En yiuksek Blastocystis spp. prevalansi ise
Senegal (%100) (El- Safadi ve digerleri, 2014), Katar (%71,1) (Abu-Madi ve
digerleri, 2015) ve Lubnan (%63)'da (Osman ve digerleri, 2016) kaydedilmigtir.

KKTC’de hizmet sektori on plandadir ve 6zellikle turizm en dinamik
sektorler arasinda yer almaktadir. Ulke poplilasyonu genellikle orta veya
yuksek gelir seviyesine sahiptir. Halka sunulan saglik hizmetleri ve diger
konulardaki olanaklar yeterli dizeydedir. Sebeke suyu genellikle kontrol
edilmekte ve islem gérmektedir. Bu llkede yasayan insanlar genellikle saglikli
ve guvenilir olarak nitelendirilen siselenmis ve damacanada bulunan sulari
kullanmaktadirlar. Arastirmamizdaki ¢alisma grubunun suya erigim problemi
bulunmamaktaydi. Ayrica atiklarin ve kanalizasyon sisteminin duzenli bir
sekilde islem gordugu bilinmektedir. Mevcut hijyen durumunun gelismekte
olan Ulkelere kiyasla daha iyi durumda bulunmasi galismamizda prevalansin

bu Ulkelerdeki kadar yuksek saptanmamasinin nedeni olabilir.

Buglne kadar yurGtilen epidemiyolojik c¢alismalar, bagirsak
parazitlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin prevalansinin demografik, sosyo-
ekonomik ve epidemiyolojik faktorlerle iligkili oldugunu belirtmistir (Okyay ve
digerleri, 2004; Ostan ve digerleri, 2007). Bizim calismamizda ise yas ve
cinsiyet ile Blastocystis spp. pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
sonu¢ bulunmamistir. Yapilan bazi ¢alismalarda Blastocystis spp. ile iligkili
enfeksiyonlarin erkeklerde daha sik gozlendigi bildirilirken (Al-Fellani ve
digerleri, 2007; Abdulsalam ve digerleri, 2013; Cabrine-Santos ve digerleri,
2015), prevalansin cinsiyetle iligkili olmadigini savunan arastirmalar da
mevcuttur (Abu-Madi ve digerleri, 2015; Belleza ve digerleri, 2015; Khoshnood
ve digerleri, 2015). Blastocystis spp. prevalansi ve yas gruplari arasindaki
iliskinin incelendigi calismalarda, en yuksek prevalansin 5-59 yas arasi
(Belleza ve digerleri, 2015), 18 yas ve Ustu (Abdulsalam ve digerleri, 2013),
18-30 yas arasi (Yaicharoen ve digerleri, 2005) veya 60 yas ve ustinde (Li ve
digerleri, 2007) bulundugu bildirilmigtir. Buna karsin, Blastocystis spp.
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prevalansinin yas ile iligkili olmadigini bildiren calismalar da mevcuttur
(AbuOdeh ve digerleri, 2016; Khoshnood ve digerleri, 2015). Farkli
calismalardan elde edilen celiskili sonuglarin, arastirmalarin yurataldagu
kesimlerdeki ¢cevresel kosullarla iligkili oldugu dustntlmustir (Abdulsalam ve
digerleri, 2013). Abdulsalam ve digerleri, Belleza ve digerleri, ve Yaicharoen
ve digerleri yontem olarak mikroskopi ve kilttr tekniklerini kullanirken, bizim
calismamizda PCR kullaniimigtir. Bu nedenle, birbiriyle uyumsuz sonuglarin
calismalarda kullanilan farkli tani yontemlerinden de kaynaklanabilecegi

dusunulmektedir.

Calismamizda Blastocystis prevalansi bekarlarda daha yuksek oranda
saptanmig olmasina ragmen, Blastocystis prevalansi ile katilimcilarin medeni

durumlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki gozlenmemigtir.

Aragtirma grubumuzdaki meslek sahibi olan katilimcilar ile herhangi bir
yerde galismayan Kisiler arasinda Blastocystis prevalansi yoninden anlamli
bir fark olmadig1 gézlenmistir. Onceki arastirmalar, ¢alisanlarda issizlere gore
daha yuksek enfeksiyon orani oldugunu gostermistir. Abdulsalam ve digerleri,
is yerlerindeki yiyecekler ve ¢evresel kosullar nedeni ile enfeksiyon kaynagina
daha cok maruz kalinabileceginden dolayi calisiyor olmanin Blastocystis
prevalansinda risk faktoru olabilecegini savunmusglardir (Abdulsalam ve
digerleri, 2013). Quihui ve digerleri, galismayan ve dusUk egitim seviyesine
sahip annelerin ¢ocuklarinin paraziter enfeksiyonlar agisindan daha yuksek

risk tasidigini bildirmiglerdir (Quihui ve digerleri, 2006).

Hijyen aliskanliklari ve sihhi kosullar egitim seviyesiyle iligkilidir. Bu
nedenle duguk egitim duzeyinin Blastocystis enfeksiyonu ve diger paraziter
enfeksiyonlar acisindan belirgin risk faktoéri oldugu ifade edilmektedir
(Abdulsalam ve digerleri, 2013; Osman ve digerleri, 2016; Ostan ve digerleri,
2007). Hijyen aligkanliklarinin birgok bulasici hastaliktan korunma ve bunlarin
kontrolinde 6nemli bir faktér oldugu g6z 6ninde bulunduruldugu zaman,
dusuk egitim seviyesine sahip kigilerin bu konudaki bilgisizliginin

enfeksiyonlarin bulaginda da rol alabilecegi dusunilmektedir. Ancak
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calismamizda Blastocystis prevalansi ile katilimcilarin egditim duzeyleri

arasinda belirgin bir iliski saptanmamistir (p= 0,138).

Onceki calismalar yoksulluk, dusiik gelir seviyesi ve dusik ekonomik
durumun belirgin sekilde paraziter enfeksiyonlari artirdigina ve toplum
icerisinde enfeksiyonun bulasini kolaylastirdigina isaret etmistir (Ostan ve
digerleri, 2007; Quihui ve digerleri, 2006; Yaicharoen ve digerleri, 2005).
Calismamizda gonulltlerin buyuk bir kismi orta veya yuksek gelir seviyesine
sahip oldugu (%91,7) halde, ilging bir sekilde bu gruptaki Blastocystis
enfeksiyon sikhginin yuksek (%27,4) oldugu bulunmustur. Ayni zamanda
duguk gelir seviyesine sahip kigilerde de enfeksiyon sikliginin yuksek (%31,6)
oldugu gorulmustidr. Bu nedenle, ¢alismamizda diger arastirmalarin aksine,
gelir seviyesi ile Blastocystis prevalansi arasinda belirgin bir iliski olmadigi

go6zlenmigtir.

Blastocystis enfeksiyonunun fekal-oral yol, kontamine su kaynaklari,
kontamine gidalar ve hayvanlar aracihgl ile bulagabilece@i bilinmektedir
(Kevin ve digerleri, 2010). Aritilmamis kontamine ylzeysel su kaynaklarinin
icme suyu olarak kullanilmasinin Blastocystis enfeksiyonu igin potansiyel bir
risk faktoru oldugu ifade edilmektedir (Taamastri ve digerleri, 2000; Quihui ve
digerleri, 2006; Abdulsalam ve digerleri, 2012). Ancak, aritilmig su kaynagi
kullanan bireyler ile aritiimamis kaynaktan icme suyunu kullananlar arasinda
Blastocystis enfeksiyon sikligi agisindan belirgin bir fark olmadigini savunan
calismalar da mevcuttur (Abdulsalam ve digerleri, 2013; Osman ve digerleri,
2016). Bizim caligmamiza katilan gonullilerin ¢cogu (%80,4) antiimis ve
siselenmis su kaynagi kullanirken, geri kalanlarin (%19,6) musluk suyu
kullandigi belirlenmistir. Ancak, bu iki grup arasinda enfeksiyon oranlari
yonunden istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Bu sonug, yer altl
suyunun Blastocystis ile kontaminasyonunun dusuk seviyede oldugunu ve
KKTC’deki su kaynaginin parazitler agisindan guvenli kabul edilebilecegini

gOstermektedir.

Blastocystis enfeksiyonu zoonoz olarak da kabul edilmektedir. Bu
protozoon kopek (%70), kedi (%67,3) (Duda ve digerleri, 1998), evde
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beslenen tavuk (Lee, Stenzel, 1999) ve besi tavuklarinin (%95) (Belova,
Kostenko, 1990) diskilarinda yuksek oranlarda bulunmustur. Hayvanlarla
yakin temasi olan kisilerde Blastocystis prevalansi daha ylksek oranda
bildirilmigtir (Lee ve digerleri, 2012; Parkar ve digerleri, 2010; Salim ve
digerleri, 1999). Bazi c¢alismalarda ise, bizim arastirmamizdaki gibi
Blastocystis enfeksiyonu ile hayvanlarla temas arasinda belirgin bir iligki

olmadidi belirtiimistir (Abdulsalam ve digerleri, 2013).

Daha once yapilmig birgok calisma kirsal kesimlerde yagsamanin hem
Blastocystis enfeksiyonunun hem de diger paraziter enfeksiyonlarin
prevalansini belirgin sekilde etkiledigini bildirmigtir. Bu durum genellikle s6z
konusu bodlgelerdeki zayif olan saglik ve hijyen kosullari, kontamine su
kaynaklari ve toprakla yakin temas gibi faktorlerin yani sira tuvalet
olanaklarinin bulunmamasi ile iligkilendiriimektedir (Nithyamathi ve digerleri,
2016; Sungkar ve digerleri, 2015). Diger yandan Kiani ve digerleri, kirsal
kesim ve sehirde yasayan kisiler arasinda Blastocystis enfeksiyonu agisindan
istatistiksel bir farkhlik olmadigini bildirmislerdir (Kiani ve digerleri, 2016).
Bizim calismamizda da buna benzer bulgular elde edilmis olup, bu durumun
kirsal kesimlerde gerekli tim sihhi kosullarin saglanmis olmasindan

kaynaklanabileceg@i dusunulmustar.

Bu calismadaki katilimcilarin %36’s1 siklikla Turkiye ve Avrupa
Ulkelerine seyahat ettiklerini belirtmiglerdir. Calismamizin sonuglari seyahat
oykusunun Blastocystis enfeksiyonunun prevalansina etkisi olmadigini ortaya
koymustur. Bizim galismamizdan farkli olarak Jelinek ve digerleri, tropikal
Ulkelere seyahat eden kigilerde gozlenen diyare tablosunun B. hominis ile

iliskili oldugunu 6ne surmuslerdir (Jelinek ve digerleri, 1997).

Blastocystis spp.'in patogenezi henuz tam olarak aydinlatiimamig
olmasina ragmen, bazi arastirmacilar parazitin vakuolar formunun bagirsagin
lamina propria, submukozal ve mukozal katmanlarina invaze olarak
enflamasyona ve aktif kolite yol actigini gostermislerdir (Elwakil ve Hewedi,
2010). Blastocystis’in virtlans faktorl olan proteazlarin bagisiklik sisteminden

kagista patojenik rol Ustlendikleri on gorilmektedir (Abdel-Hameed ve
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Hassanin, 2011). Blastocystis spp. enfeksiyonu hem semptomatik hastalarda
hem de asemptomatik bireylerde gozlenebilmektedir (Tan, 2008). Bazi
arastirmacilar bu protozoonu hem immiun sistemi saglam bireylerde hem de
immin sistemi baskilanmis bireylerde potansiyel patojen olarak kabul
etmektedirler (El-Safadi ve digerleri, 2014; Karasartova ve digerleri, 2015).
Yakin zamanda yapilan arastirmalar Blastocystis’in normal bagirsak florasinin
siklikla karsilasilan bir tyesi oldugunu ve farkli subtiplerin asemptomatik
olarak gastrointestinal kanali kolonize edebildigini gdstermistir (Scanlan ve
digerleri, 2014). Bizim g¢alisma grubumuzdaki gastrointestinal semptomlar
karin agrisi (%49,6), diyare (%18,7), karin krampi (%42,6), bulanti (%17,4),
siskinlik (%54,4) ve kabizlik (%25,7) olarak belirlenmistir. Calismamizda
Blastocystis prevalansi ile gastrointestinal semptomlar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki tespit edilmemisti. Bu nedenle bulgularimiz
semptomatik hastalardaki Blastocystis enfeksiyonu ile gastrointestinal
semptomlar arasinda gugclu bir iligki oldugunu savunan onceki galismalar ile
uyusmamaktadir (Abdulsalam ve digerleri, 2013; Kaya ve digerleri, 2007;
Nithyamathi ve digerleri, 2016; Osman ve digerleri, 2016; Tan ve digerleri,
2002).

Bu c¢alismada en yaygin saptanan subtipler ST3 (n: 20, %31,2), ST2
(n: 18, %28,2), ST1 (n: 8, %12,5), ve ST4 (n: 7, %11) iken; ST6 (n: 3, %4,7),
ST7 (n: 2, %3,2), ve subtiplendirme yapilamayanlar (non-ST, n: 6, %9,4) daha
az oranlarda tespit edilmistir. Bu subtiplerin sadece dért tanesi (ST1, ST2, ST3
ve ST4) dunya genelinde yaygin olmakla birlikte, dagilimlar cografik alana
gore degisiklik gostermektedir (Al-Fellani ve digerleri, 2013; Stensvold ve
digerleri, 2007; Tan, 2008). Turkiye’deki en yaygin subtip ST3 iken, bunu ST1
ve ST2 takip etmektedir (Dogruman Al ve digerleri, 2008; Dogruman Al ve
digerleri, 2009; Eroglu, Koltas, 2010). Avrupa Uulkelerinde subtip dagilimlari
benzer sekilde gdzlenmekle birlikte, ST4 de yaygin olarak bulunmaktadir
(Alfellani ve digerleri, 2013). Diger yandan ST5-ST9 insanlarda sporadik
olarak saptanmaktadir (Al-Fellani ve digerleri, 2013; Li ve digerleri, 2007).
Blastocystis spp. ile iligkilendirilebilecek gastrointestinal semptomlarin belli

bagli subtiplere bagl olabilecegi 6n gorulmektedir (Dogruman Al ve digerleri,
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2008; Eroglu ve digerleri, 2009). Ancak gunumuzdeki bazi galigmalarda
bunun tam tersi de iddia edilmektedir (Clark ve digerleri, 2013). Bizim
calismamizda Blastocystis spp. pozitifligi ile gastrointestinal semptomlar
arasinda anlamli  bir iliskinin bulunmamasi nedeniyle, Blastocystis

subtiplerinin gastrointestinal semptomlarla olan iligskisi degerlendiriimemistir.

Bu galismada, Blastocystis subtiplerinin epidemiyolojisinin anlagiimasi
icin, bu parazitin yayilimi cinsiyet, yas, medeni durum, egitim seviyesi, meslek,
ekonomik durum, seyahat 6ykusu, hayvanlarla yakin temas ve yerlesim yeri
gibi faktoérlere goére dederlendiriimistir. Bunun sonucunda, Blastocystis
subtiplerinin  prevalansi ile bu faktérler arasinda anlamh bir iligki
saptanmamigtir. Blastocystis subtiplerinin yayilliminin sosyodemografik ve
epidemiyolojik faktorlere gore degerlendirildigi ¢cok az calisma mevcuttur.
Mattiucci ve digerleri, ST3 ve ST1’e 15-50 yas grubu hastalarda belirgin olarak
daha sik rastlandigini bildirmislerdir (Mattiucci ve digerleri, 2016).

Bu calisma KKTC’de Blastocystis spp. epidemiyolojisinin incelendigi ilk
arastirmadir. Calisma sonucglari KKTC’de bu protozoonun prevalansinin
yuksek oldugunu fakat gastrointestinal semptomlarla Blastocystis spp.
pozitifligi arasinda bir iliski olmadigini ortaya koymustur. llging olarak
demografik, sosyo-ekonomik ve epidemiyolojik faktdrlere goére Blastocystis
spp. ve subtiplerinin dagiimi timuayle homojen olarak bulunmustur.
Bulgularimiz bu faktorlerin higbirinin  Blastocystis spp. ve subtiplerinin
prevalansi uzerinde etkisinin olmadigini dusundurmektedir. Caligmamiz bir
batlin olarak ele alindi§i zaman, verilerimiz Blastocystis spp.’nin saglikli

kisilerde bagirsak florasinin bir tyesi oldugu teorisini destekler niteliktedir.
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6. SONUG ve ONERILER

1. Bu calismada iki farkli muhafaza yontemi kullanilarak 230 digki
orneginde (dondurulmus ve filtre kagidina aktariimis) mikroskopi ve PCR ile
Blastocystis spp. varligi arastiriimistir. Bunun sonucunda Blastocystis spp.
gelismekte olan Ulkelerden dusik, fakat gelismis Ulkelerden daha yiksek
oranda saptanmistir. S6z konusu protozoonun prevalansi Turkiye basta

olmak Uzere komsu ulkelerdeki ile benzer oranda bulunmustur.

2. PCR yoOnteminin  mikroskopiden daha duyarh oldugu
gorulmagtur. Donmus digkr 6rnekleri kullanildiginda 30, filtre kagidina dayali
yontem uygulandiginda ise 37 6rnek, mikroskopi sonucu negatif olmasina
ragmen, pozitif olarak tespit edilmistir. Blastocystis spp.’nin saptanmasinda
PCR yonteminin duyarhligi yuksek olmasina ragmen, diger enfeksiyonlarin

tanisinda mikroskobik incelemeden vazgecilmemelidir.

3. Filtre kagidina aktarilan diski orneklerine uygulanan PCR’in
duyarlih@inin ytksek oldugu ve bu yontemin dizi analizindeki etkinligi net bir
sekilde gosterilmistir. Ayni zamanda filire kagidina dayali yontem digki
orneklerinin toplanmasi, tasinmasi, posta ile génderilmesi ve korunmasini
oldukca kolaylastirmaktadir. Bu yontemin ayrica uygun fiyatli olmasi ve
DNA’larin uzun slre saf ve stabil olarak saklanmasini olanakli kilmasi

nedeniyle de gayet avantajl bir ydntem oldugu disutnulmustar.

4. Bu calismada Blastocystis spp. prevalansi ile yas, cinsiyet,
medeni durum, egitim seviyesi, meslek, ekonomik durum, seyahat dykusu,
hayvanlarla yakin temas ve yerlesim yeri gibi epidemiyolojik faktorler arasinda

anlaml bir iliski bulunmamisgtir.

5. DNA dizi analizi sonucunda en yaygin saptanan subtipler ST3
(n: 20, %31,2), ST2 (n: 18, %28,2), ST1 (n: 8, %12,5), ST4 (n: 7, %11), ve
daha az oranlarda ST6 (n: 3, %4,7) ile ST7 (n: 2, %3,2) olup, Avrupa ve

Tarkiye’deki ile uyumlu sonuclar elde edilmigtir.
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6. Bu calismada Blastocystis subtipleri ile demografik, sosyo-

ekonomik ve epidemiyolojik faktérler arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir.

7. Bu calismada Blastocystis spp. ve subtipleri ile gastrointestinal

semptomlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamusgtir.
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