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OZET

Blastocystis sp. insan ve hayvanlardan izole edilen patojen bir etken olup giiniimiize
kadar tespit edilebilmis 17 subtipi bulunmaktadir. Bu subtiplerden 9 tanesi insanda
goriilmekte ve Blastocystis hominis olarak isimlendirilmektedir.

Blastocystis hominis'in bulas kaynaklar1 ve patojenligi iizerinde en fazla tartisilan
konulardan biriydi. Son yapilan ¢alismalar sonucu Blastocystis hominis'in patojen bir etken
oldugu kabul edilmektedir. Ozellikle gastrointestinal (GIS) sikayetleri ve iirtiker gibi
hastaliklarla iliskili oldugu yoniinde fikir birligi saglanmis ise de bu etkenin patojen ve
apatojenligini etkileyen faktorlerin ayriminda tartismalar devam etmektedir. Giiniimiizde
subtiplerin ve morfolojik formlarin Blastocystis hominis'in patojenligini etkileyen faktorler
olabilecegi ifade edilmektedir.

Calismaya, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji, Dermatoloji ve Onkoloji
polikliniklerinden toplanmis Blastocystis hominis yoniinden pozitif 51 hasta diski Grnegi,
kontrol grubu olarak herhangi bir sikayeti olmayan saglikli bireylerden toplanmig 18 digk1
ornegi; sigir, koyun, at ve tavuklardan toplanan Blastocystis hominis yoniinden pozitif 27
hayvan diski1 6rnegi dahil edildi.

Calismaya dahil edilen Ornekler nativ-Lugol ve trikrom boyama ydntemi ile
degerlendirildi. Pozitif bulunan 6rnekler kiiltiir yontemi ile ¢alisildi. Kiiltiirde pozitif ¢ikan
orneklerin subtip tespiti PCR yontemi ile yapildi. PCR isleminde insanda enfeksiyon
yapabilen 9 subtipin tayini i¢in Sequence-Tagged Site (STS) primerleri kullanilda.

Bu calismada direk bakida pozitif bulunan biitiin 6rnekler Jones medium kiiltiir
yontemiyle de pozitif olarak tespit edildi. Kiiltiir yontemi, i¢erisinde ¢ok sayida hiicresel yap1
ve artefakt bulunduran hayvan diski 6rneklerinin tanimlanmasinda daha giivenilir bir yontem
olarak degerlendirildi.

Calismamizda, ST3 en yaygin subtip olarak belirlendi. ST3’ten sonra en sik goriilen
subtipler sirasiyla ST1, ST2, ST7, ST6 ve STS olarak tespit edildi. Bu ¢alismada, tilkemizde
ilk defa koyunlarda ST5 ve ST6 tespit edildi. Calismamizda insanlarda Blastocystis sp. genel
primerleri pozitif olarak tespit edilen 12 hastada hicbir subtip belirlenemedi. Bu durum
bizlere, insanda enfeksiyon yapan subtiplerin 9’dan daha fazla oldugu ve ileride yapilan

molekiiler dizi analiz calismalariyla bagka subtiplerin de tespit edilebilecegi fikrini verdi.

Anahtar kelimeler: Blastocystis hominis, Suptip, Jones Medium Kiiltiir Yoéntemi,

Polimeraz Zincir Reaksiyonu,



ABASTRACT

Blastocystis sp., isolated from human beings and animals, has 17 subspecies that can be
detected up to day. Nine of these subspecies can be seen in humans and they are called
Blastocystis hominis.

Infection sources and pathogenesis of Blastocystis hominis was one of the most debated
topics. As a result of the conducted studies, Blastocystis hominis is considered to be a
pathogenic factor. Although there is consensus on the fact that it is associated with diseases
such as gastrointestinal (GI) complaints and urticaria, there are still debates on the
differentiation of factors that affect the pathogenesis and apoptosis. It is stated today that
subtypes and morphological forms may be factors affecting the pathogenicity of Blastocystis
hominis.

The study included 51 positive stool samples collected from patients admitted to the
Gastroenterology, Dermatology, Oncology polyclinics of the Dicle University Faculty of
Medicine and from control groups, 18 stool samples from healthy individuals with no
complaints, and 27 positive animal specimens in regards to Blastocystis hominis consisting of
double-claw, single-claw and poultry groups.

The samples included in the study were evaluated by Native-Lugol and trichrome
staining method. Positive samples were evaluated by the culture method. The subtypes of the
samples which were positive in culture were determined by the PCR method. Sequence-
Tagged Site (STS) primers were used for the detection of 9 subtypes capable of infecting in-
house during PCR.

All specimens positive for direct microscopic examination were also detected as positive
by the Jones medium culture method too. The culture method was evaluated as a more
reliable method of identifying animal stool specimens with numerous cellular structures and
artefacts.

ST3 was identified as the most common subtype in our research. The frequency of
sighting following ST3 was determined as ST1, ST2, ST7, ST6 and ST5 respectively. In this
study, ST5 and ST6 were detected in sheep for the first time in our country. In our study, no
subtypes could be detected in 12 patients with PCR positive Blastocystis hominis general
primers. This provided us the idea that subtypes infecting humans are more than 9 and we
could detect other subspecies in the future studies conducted with molecular sequence
analysis.

Key words: Blastocystis hominis, Subtype, Jones Medium Culture Method, Polimerase
Chain Reaction



1. GIRIS VE AMAC

Yasadigimiz zaman, bas dondiiriici bir sekilde bilgiyi yenilemektedir.
Ozellikle tip ve saglik bilimlerindeki literatiiriin siirekli artmasi1 ve buna bagli olarak,
teknolojik gelismeler ile bilginin yar1 dmriiniin 2-3 yil gibi kisa bir slireye inmesi s6z
konusudur (1). Bu sebepten sartlar dogru bildigimiz her seyi yeniden gdzden
gecirmemizi zorunlu kilmaktadir.

Blastocystis sp. bunun en carpici drneklerinden biridir. Ilk olarak 1911 yilinda
tespit edilmis ve bir mantar olarak isimlendirilmistir. Daha sonra Zierdt ve arkadaglari
morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerini inceleyerek B. hominis'in protozoon oldugunu
bildirmislerdir (2). Taksonomik olarak 1996 yilinda siniflandirilabilmis ve son yillarda
patojenligi lizerinde durulmaya baglanmistir. Giiniimiizde ise Blastocystis sp.’nin her
giin yeni bir yonii ortaya konulmakta ve tizerinde yapilan ¢alismalar giin gectikce
artmaktadir.

Blastocystis sp. hakkinda literatiire girmis bilgileri su sekilde siralayabiliriz.

Taksonomik siniflandirmasi ancak son yillarda yapilabilmis ve 18s rRNA'nin
arastirilmasi gibi modern filogenetik tekniklerin uygulanmasi sonucu Stramenopile
aleminin i¢ine yerlestirilmistir (3).

Insanm ve bircok hayvan tiiriiniin dogal konak olarak bu paraziti tasidiklar1 ve
hayvanlarin belli subtipleri insanlara bulastirdiklar1 belirlenmistir. Su ana kadar 17
subtip tespit edilmis ve bu subtiplerden dokuzunun insanda bulundugu belirlenmistir
(4).

Blastocystis sp. morfolojik yonden ¢ok degisiklik gostermektedir. Alt1 farkli
morfolojik formu vardir. Bunlar, vakuoler, avakuoler, multivakuoler, graniiler,
ameboid ve kist formudur. Bu formlarin patojenite ile olan iligkisi kesinlik
kazanmamustir (5).

Yapilan ¢aligmalar sonucu Blastocystis hominis'in patojen bir etken oldugu
yoniinde fikir birligi saglanmistir. Fakat parazitin patojen ve apatojenligini etkileyen
faktorlerin ayrimi noktasinda tartigmalar devam etmektedir.

Blastocystis sp. hakkinda tizerinde fikir birligi saglanmis noktalar1 belirttikten
sonra giiniimiizde hala ¢6zlime kavusturulamamis noktalar1 su sekilde siralayabiliriz:

Blastocystis hominis neden enfekte ettigi biitin bireylerde ayni etkiyi

yapmiyor? Patojen suglarla subtiplerin bir iliskisi var mi1? Belli subtiplerin belli



konaklarla ve belli hastaliklarla iligkisi var m1? Bu etkenin patojenitesinin belli
formlarla (Ameboid form) iliskisi var m1? Blastocystis sp.’nin virulansini etkileyen
etmenler nelerdir (Enzimler, Hiicre yiizey yapis1)?

Bu ¢alismada; B. hominis’in insan ve hayvanlarda ortak olan 9 subtipi
calisilarak ozellikle iirtikerli, GIS sikayetleri olan ve immiin suprese hastalar gibi belli
hasta gruplarinda hangi subtiplerin baskin oldugununun belirlenmesi ve insanlarla
yakin iligkili olan sigirlarda, koyunlarda, atlarda, kopeklerde ve kanatlilarda hangi

subtiplerin baskin oldugunun saptanmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. TARIHCE VE SINIFLANDIRMA

Blastocystis sp. Parazitolojinin en tartigmali konularindan biridir. Bu etkenin
literatiirde yerini almasi ve tanimlanmasi yaklasik yiiz y1l dnceye dayanmaktadir. Ilk
olarak 1899’da Perroncito B. hominis’e benzeyen bir organizma tespit etmis fakat tam
olarak isimlendirememistir (6). Ucke’nin 1907 de, Bohne’nin 1908 de yaptigi
calismalarda bu paraziti Trichomonas intestinalis olarak isimlendirilmistir (7, 8).

Bundan sonra 1911 yilinda Alexeieff bu etkenin hiicre yapisi ve iireme sekli
itibariyle farkli bir cins oldugunu belirtmis ve Blastocystis enterocola olarak
isimlendirmistir. Blastocystis sp. bu c¢alismada, boyutlarindaki degisiklikler,
morfolojik olarak maya mantarina benzer sekillerinin olmasi ve en Onemlisi de
tomurcuklanma ile tiiremesi gibi Ozellikleri sebebiyle maya mantar1 olarak
smiflandirilmistir (9).

Alexeieff’ten bir yil sonra Brumpt insan digki 6rneklerinden izole ettigi bu
etkene gliniimiizde de gegerliligini koruyan Blastocystis hominis adini1 6nermistir. Bu
calisgma B. hominis'in Entomeoba ile karistirilabilecegini ve zararsiz bir etken
oldugunu belirten ilk ciddi bilgileri igermektedir (10).

Bu caligmadan sonra apatojen bir etken olarak kabul edilen Blastocystis
hominis {izerinde ¢ok durulmamis ve hakkinda ¢ok fazla ¢alisma yayinlanmamustir.
1967 yilinda Zierdt'in B. hominis'in fizyolojik ve morfolojik yapisinin protozoon bir
karakter gosterdigini ifade etmesi, patojen bir etken olabilecegi ve farkli formlarinin
oldugunu belirtmesinden sonra bu etken hakkinda yapilan g¢alismalar ve yayinlar
artmaya baglamistir (11).

Ozellikle Zierdt ve arkadaslart 1974, 1976 ve 1981 yillarinda yaptig
calismalarda bu etkenin aksenik kiiltiiriinii yapmis, hiicre duvar yapilarini incelemis
ve bir protozoon oldugunu belirtmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda B. hominis
yeni bir siniflandirmaya tabi tutulmus ve bir protozoon olarak tanimlanmis ve
Sarcodina subfilumunda smiflandirilmistir (12-15).

1980 yilinda Levine ve arkadaslari tarafindan bu etkenin siniflandirmasi
ayrintili sekilde yapilmis ve 1985 yilinda bu simiflandirma semasi kabul edilmistir

(16). Ozellikle 1985 yilindan sonra molekiiler ydntemlerinin gelismesiyle Blastocystis



sp. daha fazla 6nem kazanmaya baslamis ve bu alanda yapilan ¢aligmalar artmistir (3,
17, 18). 1990 yilindan sonraki calismalarda ve yayinlarda protista i¢inde oldugu
belirtilmis ve protista 6zellikleri gosterdigi ifade edilmistir. Blastocystis sp’nin mantar
besiyerlerinde lirememesi ve antifungal ilaglara diren¢li olmasina karsin metranidazol
ve emetin gibi antiprotozoal ilaglara karst duyarli olmasi protistalar i¢ine alinmasinda
etkili olmustur (19, 20).

Fakat 18s rRNA, Elangasyon Faktor (EF) 1a ve 2 sekans analizleri, Sitolitik-
Type 70kDa Heat Shock proteini gibi korunmus boélgeler ile yapilan molekiiler
caligmalar, taksonomik ve filogenetik olarak ¢ok farkli sonuglar ortaya koymustur. Bu
caligmalar, Blastocystis sp’nin fungus, maya, sarcodines veya sporozoa sinifi ile
filogenetik olarak uyumlu olmadigi ve bu etkenin Stramenopile alemi igine
yerlestirilmesi gerektigini gostermistir (17, 18, 21).

Stramenopile alemi, heterekonta ile es anlamli olarak kullanilmakta ve ¢ok
farkli tiirleri barimdirmaktadir. Bu grupta kame1 veya kiiciik kil benzeri ¢ikintilar
igceren, besinlerini organik bilesikleri pargalayarak veya giines enerjisinden saglayan
Oomycetes, Diatomae, Sar1 Algler ve Kahverengi Algler gibi organizmalar bulunur
(22).

Molekiiler filogenetik ¢alismalar Blastocystis sp.’nin flagellasiz ve hareketsiz
bir etken olmasina ragmen, bazi kertenkele ve kurbagalarin kalin bagirsaginda yasayan
flagelleli bir etken olan Protoremonas lacetae ile yakin akraba oldugu géstermektedir.
Bunun i¢in Blastocystis sp.’nin filogenetik siniflandirmasi yeniden diizenlenmis ve
glinimiizde de gegerliligini koruyan son seklini almistir (17, 18, 23, 24). Cavalier-

Smith’in 1998 yilinda yaptigi smiflandirma asagidaki sekildedir ve gilincelligini

korumaktadir (23).
Kingdom : Chromista
Subkingdom : Chromobiota
Infrakingdom : Stramenopile (Heterokonta)
Subphylum : Opalinata
Class : Blastocystea

Son yapilan molekiiler ¢aligmalar Blastocystis sp.’nin insan ve hayvanda 17
farkli subtipinin bulundugunu ortaya koymustur. Yapilan calismalar bu etkenin

hayvanlar aleminde yaygin sekilde bulundugunu gostermistir (25).



Gegmis zamanlarda Blastocystis sp.’ye izole edildigi etkene gore farkli isimler
verilmistir (tavuklarda Blastocystis gali, ordekte Blastocystis anatis, kazda
Blastocystis anseri ve yilan da Blastocystis lapemi.). Fakat giiniimiizde insandan izole
edilebilen subtiplere Blastocystis hominis, sadece hayvanlardan izole edilen tiirlere de

Blastocystis sp. denilmesi tavsiye edilmektedir (26).

2.2. MORFOLOJi

Blastocystis hominis boyutlar1 4 ile 50 um arasinda degisen (Besiyerlerinde
200um’ye kadar ¢ikabilmektedir) yuvarlak goriiniimlii bir parazittir (27).

Blastocystis sp.’nin hiicre yiizeyi fibriler, filament6z veya kapsiiler tabaka
olarak isimlendirilen kalin bir tabaka ile kaplanmistir. Taze diskidan elde edilen
izolatlarda bu tabaka 1 pm kalinliga ulasabilirken eski kiiltiirlerde gittikge
incelmektedir. Hiicre zar1 diizgiin ve parlak bir goriinim sergiler. Taze diskida
sitoplazma ve vakuol parlak rofle verir sekilde goriiliir (28).

Anaerop bir etken oldugu i¢in beklemis diskida oksijenin etkisiyle hiicre ¢eperi
daha piirtiiklii bir yap1 arz edebilir. Baz1 yayinlarda hiicre yiizeyinin karbonhidrat bir
tabaka ile kapli oldugu ve bu tabakanin savunma sisteminden kagmak ve beslenme
amacli bakterileri yakalamak i¢in kullanildig: ifade edilmistir (29).

B. hominis’in sitoplazmasi normal bir anaerobik 6karyotik organizmadaki,
endoplasmik retikulum, mitokondri like organel (MLO), golgi aygitt vb. temel
organelleri igerir ve organeller periferik dagilmistir. Isik mikroskobu ile bakildiginda
niikleus sayisi iki ile dort arasinda degismekte ve mikro vidayla oynandiginda parlak
bir goriinim arz etmektedir. Mitokondri like organel (MLO) yuvarlak sekilde
goriilmektedir (27).

Blastocystis sp.’nin dort temel, iki tane de ara formu vardir. Bu dort temel form:
Vakuoler form, graniiler form, ameboid form ve kist formudur. Elektron mikroskobu
ile yapilan ¢alismalar, taze digkida iki ara form olan avakuoler form ve multivakuoler
formlarin bulunabilecegini gdstermistir. Bundan bagka taze diskida ve kiiltiirde gok
sayida farkli form ve sekiller goriilebilmektedir. Bu sekillerin her birine morfolojik

goriiniimiine gore bir isim vermek zor ve gereksizdir (27).



2.2.1. Vakuoler form (santral form)

Bu form tanida en c¢ok karsilagilan formdur. Boyutlar1 taze diskida veya
kiltirden hazirlanan preparatlarda bakilmasina gore ¢ok ciddi farkliliklar gosterir.
Vakuoler formun boyutlar taze digkida 4 um - 50 um arasinda degisebilmekte, kiiltiir
ortaminda ise 200um ye ulasabilen ¢ok biiyiik boyutlarda goriilebilmektedir (30, 31).

Bu formun 1s1tk mikroskobunda c¢ok rahat tanimlanabilen bir sekli vardir.
Vakuoler formun en dis tabakasi, taze diskida kalin, kiiltiir ortaminda daha ince
goriilebilen bir hiicre duvart ile ¢evrilmistir. Daha i¢ kisimda bir serit halinde, parlak
goriiniimlii ve mikroskobun mikro vidasiyla oynandiginda yesil réfle veren sitoplazma
goriilmektedir. B. hominis’in ¢ekirdegi bir veya daha fazla sayida bulunabilir ve
sitoplazma boyunca yerlesmistir. Hiicrenin merkezinde tipik, genis bir vakuol
bulunmaktadir. Bu vakuol hiicrenin yaklasik % 90’11 olusturmaktadir. Merkezi
vakuol bos goriilebilir veya bazen ince flokiilant maddeler igerebilir (27).

Bu vakuollerin, periyodik asit - shiff ve alcian blue boyalari ile boyanan
karbonhidrat yapilar ve sudan black boyasi ile boyanan lipidler i¢erdigi gosterilmistir
(32, 33). Bu yonleriyle vakuoliin organeller agisindan bir depo 6zelligi oldugu
diisiiniilmektedir. Yapilan bir arastirmada, hiicre zarindan besinlerin kiigiik vezikiiller
aracilig1 veya klatrine dayali endositoz ile merkezi vakuole alindig1 gosterilmistir (34).
Vakuollerin progeninin liremesi i¢in uygun bir ortam saglayarak sizogoni benzeri
tiremede rol oynadig: diigiiniilmektedir (35).

Vakuoler formun sitoplazmasi, normal bir 6karydtik canlinin organel yapilarim
icermektedir. Vakuoler formun sitoplazma igeriginde; bir¢cok farkli organel
bulunmaktadir. TEM (Transmission Electron Microscope) Elektron mikroskobu ile
yapilan incelemede sitoplazmanin; bir veya daha fazla sayida niikleus, golgi aygiti,
endosom benzeri vakuoller, tiibiiller, mitokondri benzeri yapilar ve hiicre zarinin ige
katlanmasi sonucu olusan filament ve vezikiiller igerdigi tespit edilmistir (36).

Vakuoler formun dis yiizeyi bazen fibriler sekilde bazen de kapsiil seklinde
goriilen bir tabaka ile kaplidir. Parazit taze diskidan izole edildiginde yiizey tabakasi
daha kalindir. Bu tabakanin uzun siireli kiiltiir ortaminda incelestigi ve bazi invitro
kiiltiir ortaminda belli yiizey katmanlarin1 kaybettigi gosterilmistir (31). Bu yiizey
tabakasinin neden inceldigi tam olarak anlagilamamustir. Yapilan yorumlarda parazitin

taze digkida yapigkan ylizey tabakasi ile beslenme amagli bakterileri yakaladig1 veya



immiin sistemden kactig1 ve bu durumun da daha kalin bir tabaka olusturabilecegi
iddia edilmistir (29). Blastocystis sp.’nin yiizey fibrillerindeki bu degisimin sebebi,
aksenik kiiltiirde bagka bir mikroorganizma ile beslenmenin miimkiin olmamasi ve
ksenik kiiltiirlerde de beslenmek i¢in yeterli imkan bulunmasi olabilir (28).

Bu yiizey tabaka ¢esitli karbonhidratlar icermektedir. Karbonhidrat tabakanin,
beslenme amacli bakterileri yakalama ve onlarin yapilarint bozmak, osmotik basinca
kars1 hiicreyi korumak ve immiin sistemin hayati organellere zarar vermesini

engellemek igin koruyucu bir tabaka olusturmak gibi gorevleri vardir (37).

2.2.2. Graniiler form

Bu form 1sitk mikroskobunda incelendiginde vakuoler forma ¢ok
benzemektedir. Fakat merkezi vakuollerin ve bazen de sitoplazmanin cesitli
derecelerde graniil icermesi ile vakuoler formdan ayrilir (27). Graniiler formun
boyutlart vakuoler formdan daha biiyiiktiir ve 6,5-80 um arasinda degismektedir ve
ortalama c¢ap1 10 um’dir (38).

Bu form geg¢mis yayinlarda, tedavi gormiis hastalarin eski, Kksenize
kiiltiirlerinde goriilen ve graniil iceren vakuoler form olarak tarif edilmistir. Fakat
sonraki caligsmalar graniiler formun belirgin bir form asamasi oldugunu ortaya
koymustur (27, 39).

Hiicre i¢i graniiller heterojen bir dagilim gostermektedir. Bu heterojen yapilar
icinde, miyelin benzeri inklizyonlar, kiigiik vezikiiller, kristalize graniiller ve lipit
damlaciklar bulunmaktadir (31).

Parazitin bir boliinme sekli olan sizogoni benzeri bdéliinme doneminde
graniillerin daha sik gorildigi ifade edilmistir (19, 35, 40). Bazi aragtirmacilar bu
durumu kabul etmemekte ve graniillerin parazitin yagayabilmesi ve gelisebilmesi igin

gerekli oldugunu ifade etmektedir (41, 42).

2.2.3. Ameboid form

Bu form ilk olarak ishalli bir diskida amip benzeri yapilarin goriilmesi ile
bildirilmistir (13). Ameboid formun Blastocystis sp’nin farkli bir genetik varyasyonu
olabilecegi belirtilmistir. Bu form hakkinda yapilan ¢aligmalar kisithidir ve yapilan

calismalarda bir biriyle ¢elisen durumlar vardir (43).



Yapilan c¢alismalarin ortak noktalarimi su sekilde siralayabiliriz. Invitro
kiiltiirde yapilan bir ¢aligmada; bu formun 10 - 15 pm boyutunda oldugu ve diizensiz
yiizey yapisi gosterdigi ifade edilmistir Ameboid form, bir veya iki biiyiik pseudopoda
sahip olmasina karsin hareketsizdir (31).

Bu form TEM ile incelendiginde, merkezi bir vakuolii, golgi aygiti, mitokondri
benzeri yapilari, bir ylizey tabakasi ve sitoplazmasinin i¢ine aktigi pseudopodlari
gorilebilir. Yine i¢cinde bakterilerin bulundugu lizozom benzeri yapilar vardir. Hiicre
sitoplazmasinda goriilen bakterilerin, beslenme amagli oldugunu anlasilmistir (44, 45).

Ameboid form daha ¢ok semptomatik belirtileri olan hastalarin invitro
kiiltirlerinde goriilmektedir (46). Yine ameboid formun patojenite ile iliskili olduguna
dair birgok ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismalarda ameboid formun tipki E. hiystolytica
benzeri enzim yapisinda maddeler saldig1 ve bdylece hiicre yiizey hasarina sebep
oldugu bununla beraber hiimoral ve hiicresel immiin yanit1 tetikleyerek ikinci bir hiicre
hasarina sebep oldugu gosterilmistir (47-49).

Glinlimiizde ameboid formun popiilaritesi gittikce artmaktadir. Bu sebeple
artarak devam eden elektron mikroskobu ile goriintileme ve molekiiler temelli
caligmalarin yapilmasi ile bu formlarin tiir diizeyinde ayrimi1 yapilacak ve morfolojik

farkliliklara dayali tahminler ortadan kalkacaktir (27).

2.2.4. Kist formu

Kist formu genellikle taze diski Orneklerinde gorilir. Kist formunun
tanimlanmasinda 151k mikroskobu yetersiz oldugu icin ¢alismalar daha ¢ok elektron
mikroskobu tizerine yogunlasmistir (50-53)

Diger formlarla karsilastirildiginda daha kiigiiktiir (2-5 pm). Sekil olarak
cesitlilik gosterir fakat genellikle oval veya yuvarlak sekillidir. Dig ylizeyi ¢ok tabakali
kalin bir kist duvardan olustugu igin bulanik goriiniir (54-56).

Kist formunun sitoplazmasi; birden dorde kadar degisebilen niikleus,
mitokondri benzeri yapilar, glikojen depolari ve kiiciik vakuoller igerir (55, 57, 58).

Bu form bulastan sorumludur. Yapilan bir ¢alismada kist formunun, sulu bir
ortamda yiiksek 1silarda uzun siire yasayamadigi fakat 25°C 1 ay, 4°C de 2 ay canli
kalabildigi gosterilmistir (54, 59).



2.2.5. Avakuoler ve Multivakuoler Form

Yukarida tarif edilen dort formdan baska iki form daha, farkli ¢alismalarda
gosterilmistir. Bunlar, avakuoler ve multivakuoler formlardir.

Avakuoler form tipik merkezi vakuoliinii kaybetmistir. Multivakuoler formda
ise kii¢iik kiiciik bir¢ok vakuol goriilmektedir. Bu formlar1 151k mikroskobu ile tespit
etmek ¢ok zordur. Bu sebepten bu formlarin morfolojik yapilar1 elektron mikroskobu
(TEM) ile yapilan ¢alismalar sonucu belirlenmistir. Taze diskida biiyiikliikleri 3-8 pm
arasinda degismektedir. Bu formlarin sadece in vivo kosullarda olusabildigi ileri
stiriilmiistiir (60, 61)

Avakuoler formlarda organel matrisine uzanan sayisiz krista bulunmaktadir.
Kiiltiir ortaminda bu yapilar olduk¢a az sayidadir ve kisa tiibiiler veya kesecik
seklindedirler. Yapilan c¢alismalarda, avakuoler formlarda mitokondri benzeri
organelin elektriksel yiikiiniin diger formlara gore daha az oldugu goézlemlenmistir
(62).

Bu formlar kist olusturma veya kistten ¢ikma asamalarinda ara formlar
olabilirler. Elektron mikroskobu (TEM) ile yapilan ¢alismalarda, Blastocystis sp.
hiicrelerinin kistten ¢ikma agamasinda bu formlara benzer ¢esitli morfolojik yapilar
gosterdigi belirtilmistir. Bu formlarin boyutlarinin kiigiik olmas1 ve vakuollerini ya

kaybetmeleri veya birgok vakuol igermeleri bu iddiay1 desteklemektedir (53, 58).

2.3. BIiYOKIMYASAL OZELLIiKLERI

Blastocystis sp. ksenik ve aksenik invitro ortamlarda tiretilebilen mutlak
anaerop bir canlidir. Blastocystis sp. en rahat 37°C isida ve nétral veya hafif alkali
pH’da tiremektedir.

B. hominis’in sitoplazma zar1 iki tabakadan olugmaktadir. Sitoplazma zari
elektron mikroskobu ile incelendiginde, dis katmanin elektron yogunlugunun daha
fazla oldugu goriilmektedir. Yine dis tabakadan fibriler yapida uzantilar ¢ikmaktadir.
Bu yapilarin bakterileri yakalama gibi bir gorevinin olup olmadigi halen
tartisilmaktadir (27).

Sitoplazma zarmin icerigine bakildiginda ise okaryotik bir hiicre zarma ek
olarak yogun bir sekilde karbonhidrat igerdigi goriilmektedir. Lanuza ve ark’min.

yaptiklar bir ¢calismada lektin igerigi goriilmiistiir (62). Yine baska bir ¢aligmasinda



alpha-d-mannose, alpha-d-glucose, N-acetyl-d-glucosamine, alpha-L-fucose, kitin ve
sialic asit igerigi tespit edilmistir (63, 64).

Hiicre zarindaki bu karbonhidrat tabakanin beslenme amacli bakterileri
yakalamak ve onlarin yapilarin1 bozmak, hiicreyi osmotik basinca karsi korumak ve
immiin sistemin hayati organellere zarar vermesini dnlemek i¢in koruyucu bir tabaka
olusturmak gibi gorevleri vardir (64, 65).

B. hominis’in sitoplazmasi normal okaryodtik bir canlidaki biitiin organelleri
icermektedir. Fakat anaerop bir etken oldugu i¢in morfolojik olarak mitokondriye
benzer fakat biyolojik olarak mitokondrinin islevlerini yerine getirmeyen bir yapiya
sahiptir. Bu yapt hidrogenezom veya Mitokondri like organel (MLO) olarak
isimlendirilmektedir (60).

Hidrogenezom veya MLO olarak isimlendirilen bu yapilar 0.5-1.0 pum
kalinliginda cift zar ile kaplidir. Bu yap1 enerji iiretebilmektedir. Mitokondriden en
temel farklan ise; sitokrom enzimlerinin olmayisi, trikarboksilik asit dongiisii ve
oksidatif fosforilasyon gibi islevlerin eksikligi olarak belirtilmistir (66).

Blastocystis sp.’nin vakuoler ve graniiler formlarinda merkezi genis bir vakuol
bulunmaktadir. Bu vakuoliin gorevleri hakkinda birgok ¢alisma yapilmis ve farkl
sonuclar elde edilmistir. Fakat giinimiizde dahi bu vakuoliin hiicrede nasil bir rol
oynadig1 kesin olarak agiklanamamustir (67).

Ozellikle vakuoler formda, merkezi vakuol bos goriilebilir veya ince bir
flokiilant igerebilir. Graniiler formda ise bu flokiilantlar daha kaba bir goriiniim arz
eder. Bu vakuollerin karbonhidrat icerdigi ve periyodik asit - shiff ve alcian blue
boyalar1 ile boyandigi gosterilmistir (65). Bununla beraber sudan black boyasi ile
boyanabildigi ve triagil gliseroller, diagil gliseroller ve fosfolipidler gibi farkli tarzda
lipit yapilar icerdigi de gOsterilmistir. Yine farkli calismalarda temel bazi
proteinlerinde bu vakuol i¢inde bulundugu gosterilmistir (34, 65, 68, 69).

Bu yonleriyle vakuoliin, organeller acisindan bir depo 6zelligi oldugu ve bazi
metabolik olaylarda rol aldig1 diisiiniilmektedir (68). Vakuollerin, progeninin iiremesi
icin bir ortam saglayarak sizogoni benzeri iiremede rol oynadigi diistiniilmektedir (70).

Kist formunda merkezi vakuol yoktur fakat bir siiriingen izolatinda yapilan
caligmada, sitoplazmada biiyiik oranda glikojen graniilleri bulundugu rapor edilmistir

(59). Kist formunun dis yilizeyinde kitinden olugsmus kalin bir kist duvari vardir. Bu
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tabakanin istiinde ise muhtemelen karbonhidratlardan olusmus ince bir tabaka
mevcuttur. Clinkii kistlerin kitin boyalar ile boyanmadig 151k mikroskobu ile yapilan

calismalarda gosterilmistir (27).

2.4. YASAM DONGUSU

Blastocystis sp.’nin iireme dongilisii hakkinda ¢ok farkli modeller ileri
stirilmiistiir. Bunun en temel sebebi ise, Blastocystis sp.’nin iireme dongiisii i¢inde
birgok farkli form ve siireglerin bulunmasidir (39, 50, 70-73).

Bu sebepten burada, literatiirlerde en ¢ok kabul géren yagam dongiisii modeli
agiklandi.

Bu konuda yapilan arastirmalara baktigimizda, bulastan sorumlu formun
kontamine gidalar ve suyla alinan kist formu oldugu genel kabul gérmiistiir. Fakat
etkenin bulastirict forma ge¢mek icin dis ortamda gegirecegi bir evre yoktur. Bu
sebepten vakuoler formun da direk temas gibi durumlarda bulastirici olabilecegi bazi
yayinlarda belirtilmistir (39, 74).

Burada kist formunun daha 6n plana ¢ikmasinin sebepleri soyle sayilabilir;
Blastocystis sp. 1s1 degisikliklerine ¢ok duyarli bir etkendir ve bu sebepten belli bir 1s1
derecesinin altinda gok kisa zamanda 6lebilmektedir. Blastocystis sp. mutlak anaerop
bir etkendir ve oksijene maruziyet durumunda kisa siirede 6lmektedir (27).

Diger bir sebep ise, Blastocystis sp. pH degisikliklerine ¢ok duyarli bir etkendir
ve mide asiditesinde canliligin1 kaybetmektedir. Saydigimiz bu sebeplerden dolay:
bulastan asil sorumlu form kist formu olarak kabul edilmektedir. Fakat diger formlarin
da teknik olarak enfeksiyona neden olabilecegi farkli yaynlarda vurgulanmstir (58,
73).

Elektron mikroskobisi (TEM) ile yapilan g¢alismalarda, oral yol ile alinan
kistler kalin bagirsakta acildigir ve vakuoler formun gelistigi hatta bir ¢calismada kist
duvari daha pargalanmadan iginde vakuoler formun olustugu gosterilmistir (73, 75).

Enfekte olan bireylerde gastrointestinal sistem icinde belli bolgelerde baskin
morfolojik formlar vardir. Cekumda baskin form vakuoler ve graniiler form iken
kolonda daha ¢ok kist formu goziikmektedir. Fayer ve ark. domuzlar tizerinde yapmis
olduklar1 bir ¢alismada; Blastocystis sp.’nin jejunumda aktif {ireyen formlarinin
oldugunu ve bunun sonucu olarak ta bu etkenin potansiyel olarak bagirsagin daha

biiyiik boliimlerini kolonize edebildigini rapor etmislerdir (76).
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Blastocystis sp.’nin iireme sekillleri ve morfolojik formlarin olusma sekillleri
iizerinde tartigmalar devam etmektedir. Yine genel kabul goren noktalari sdyle
siralayabiliriz.

Aragtirmacilar ~ Blastocystis  sp.’nin  liremesinde, Binary fission,
tomurcuklanma, plasmotomy, multiple fission, endodyogeny ve schizogony gibi
birgok iireme modeli olabilecegini belirtmistir (77, 78).

Binary fission vakuoler ve graniiler formun béliinmesinde en ¢ok goriilen

ireme seklidir. Gliniimiizde de en fazla kabul géren tireme sekli de budur (58, 73).

Resim. 1. Blastocystis sp.’nin Binary Fision ile Uremesi (Orjinal)

Zhang ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alisma ile, tomurcuklanma ve plasmotomi
tireme modelleri Blastocystis sp.’nin diger tireme modelleri olarak literatiire girmistir

.

Resim. 2. Blastocystis sp.’nin Tomurcuklanma ile Uremesi (Orjinal)
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Sizogoni, endodiyogeni iireme modelleri ise Ozellikle vakuoler formdan
graniiler forma geciste kullanilan iireme modeli oldugu iddia edilmistir. Fakat bu
durumun daha ¢ok ¢alismayla desteklenmesi gerektigi vurgulanmistir (27).

Yine ameboid form, multivakuoler ve avakuoler form gibi formlarin vakuoler
formdan kaynak aldig1 gosterilmistir. Burada dikkat ¢eken bir nokta ise, ameboid
formun genelde ishalli ve semptomlu digkilarda goriildiigiidiir (43).

Etken kalin bagirsak boyunca ilerlerken ortamin yasam sartlarinin bozulmasi
sonucu Kistler olusur ve bu kistler diskiyla atilir. Baz1 makalelerde iki farkli kist
formunun oldugu iddia edilmektedir. Bu makalelerde, ince duvarli kistlerin
otoenfeksiyondan sorumlu oldugu, kalin duvarli kistlerin ise dig bulastan sorumlu

oldugu belirtilmektedir. Fakat bu iddia bilimsel olarak ispatlanamamistir (27).
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Sekil. 1. Blastocystis sp.’nin Yagam Dongiisii (27).

2.5. GENETIK CESITLILIiK

Blastocystis sp. insan ve hayvan tiirleri arasinda morfolojik olarak farklilik
gostermemektedir. Baz1 caligmalarda farkli tiirler arasinda morfolojik olarak cesitli
farkliliklar oldugu gosterilmis fakat bu farkliliklarin normal 151k mikroskobu ile ayirt
edilebilecek diizeyde olmadigi ifade edilmistir (79-81).

Blastocystis sp.’nin morfolojik olarak birbirinden ayirt edilemese de genetik

olarak birbirinden ¢ok farkli subtipleri bulunmaktadir. Glinlimiizde arastirmacilarin en
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fazla dikkatini ¢eken konularin basinda da Blastocystis sp.’nin gostermis oldugu bu
genetik ¢esitlilik gelmektedir (27).

Bu amag ile ilk olarak Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
yontemi ile subtip ayrimi yapilmistir (82-86). Daha sonra dideoxy sequence analizleri
ile niikleotid siralamasinin tespiti yapilmstir (87-89). En son olarak ta, STS (sequence-
tagged site) primerleri ile PCR yontemi kullanilarak bu subtiplerin tespiti yoluna
gidilmistir (90-92).

Gilinimiizde en ¢ok kullanilan yontem ise small-subunit rRNA (ssrRNA)
tizerindeki gen bolgelerinin STS (Sequence-Tagged Site) primerleri kullanilarak PCR
yontemi ile tespit edilmesi ve bdylece insan ve hayvan tiirleri arasindaki subtip
farkliliklarinin belirlenmesidir (93).

Blastocystis sp.’nin insanda ve hayvanda bulunan farkli subtiplerinin tespit
edilmesi iizerine artik gilinimiizde insandan izole edilen subtiplere Blastocystis
hominis, hayvandan izole edilen subtiplere ise Blastocystis sp. denilmesi yoniinde
goris birligi saglanmistir (26).

Blastocystis sp. bir¢ok yoniiyle gelismeye agik bir alan oldugu i¢in her giin yeni
bilgiler ortaya cikmaktadir. Ozellikle subtip diizeyindeki farkliliklar ¢ok hizli
degismektedir. Bu sebepten 2017 yilina kadar elde edilen en giincel bilgiler burada
belirtilmeye calisilacaktir.

Blastocystis sp. insanda ve gesitli hayvanlarda bulunan 17 farkli subtipten
olugmaktadir (25). Bu subtiplerden 9 tanesi farkli tiirdeki hayvanlarda ve insanlarda
goriilebilmektedir (25, 91). Insanlarda goriilen Blastocystis hominis enfeksiyonlarinin
%90"ndan fazlasin1 ST1, ST2, ST3 ve ST4 olusturmaktadir (94). Bu subtipler arasinda
ST1, ST2 ve ST4 disik konak spesifitesine sahip olup muhtemelen zoonotik
enfeksiyonlardir (95). Yapilan ¢aligmalarda, ST3’iin daha antroponotik bir etken
oldugu ve insan disinda primatlarda, sigir ve domuzda bulundugu belirtilmistir.
ST3’lin filogenetik analizinde, insan izolatlarinin hayvan izolatlarindan ayr1 oldugu
gosterilmis ve insandan elde edilen ST3’lin hayvandan farkli olarak ayr1 bir alt grup
icinde degerlendirilmesi gerektigi ifade edilmistir (96).

Subtip10-17 ise insanlarda goriilmemekte olup, primatlarda, tek tirnaklilarda,

cift tirnaklilarda, et¢il hayvanlarda, kuslarda ve kemirgenlerde bulunmaktadir (26, 85).
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Tablo. 1. Blastocystis sp.’nin filogenetik analiz sonucu tespit edilmis subtip 1-17’nin

GenBank SSU rDNA dizileri (93)

Baz cifti GenBank Erisim
ST Konaket Sus Uzunlugu Kodu
insan Nand Il 1770 U51151
ST1 insan HA 1770 KF002532
Tavuk CK&86-1 1769 AB070993
Insan HJ96-1 1768 ABO070987
ST2 Insan HD17 1768 KF002542
Maymun M24 1721 EU445491
insan HT98-1 1770 AB070992
ST3 Kolobus maymunu DMP/08-1043 1733 HQ909981
Sigir CJ99-363 1769 AB107965
Insan HGO00-10 1778 AY?244619
ST4 Rat WR1 1730 AY590113
Kobay NIH:1295:1 1778 U51152
Insan HC06-28 1782 EF468654
STS5 Domuz SY94-7 1784 AB070999
Sigir CJ99-284 1784 AB107966
Insan HJ96AS-1 1741 ABO070990
ST6 Hindi C1 1741 EU445485
Tavuk Btl 1693 AY135411
Insan B 1805 AF408427
ST7 Insan HJ97-2 1803 ABO070991
Bildircin QQ98-4 1807 ABO070996
Lemur MJ99-132 1779 AB107970
ST8 Keseli Si¢an Dm15 1779 KF002524
Siiliin BJ99-319 1779 AB107971
Insan HJ00-4 1736 AF408425
ST9 insan HJ00-5 1737 AF408426
insan NA 1688 KC138681
ST10 Deve CAG6 1728 KC148207
Fil Bgl 995 GU256922
ST11 Fil b29 989 GU256929
Fil bl 943 GU256907
Ziirafa 970471 1023 GU256905
ST12 Ziirafa 910152 993 GU256906
Ziirafa A50284 992 GU256899
ST13 Ciice Geyik Mouse deer 1765 KC148209
Kisa Kuyruklu Kanguru 49 1015 GU256934
ST14 Sigir Cowl 1772 KC148205
Bufalo Mouflon 1708 KC148206
ST15 Gibbon (Primat) MA7 1898 KC148211
Deve CA25 1907 KC148210
ST16 Kanguru MKJ04-10 1748 EU427512
Kanguru MKJ04-30 1748 EU427514
STL17 Gundi (Kemirici) Gundi 1983 KC148208

16




2.6. PATOGENEZ VE IMMUNITE

B. hominis gastrointestinal sistemde yasayan, hiicre dis1 yerlesimi olan ve
toplumda ¢ok sik goriilen bir etkendir. Bu etken gilinlimiizde birgok yoOniiyle
tartisitlmaktadir. En ¢ok tartisilan konularin basinda B. hominis’in patojen bir etken
olup olmadig1 gelmektedir. B. hominis enfekte ettigi bireylerde higbir belirti vermeden
bulunabildigi gibi basit enterik sikayetlere yol agan nonspesifik enfeksiyonlara da
neden olabilir. Ayrica irrite bagirsak sendromu (IBS) ve iirtiker gibi daha spesifik
hastaliklarda da rol oynayabilir (5).

B. hominis’in klinik 6nemi tartismalidir (97, 98). Fakat multidisipliner
calismalardan elde edilen veriler, in vitro ve in vivo c¢aligmalardaki bulgular
sonucunda, B. hominis’in patojen bir etken oldugu goriisii daha fazla kabul
gormektedir (99, 100).

B. hominis’in patojenite potansiyeli ve virulans faktorlerini belirlemek ve
sebep oldugu hastaliklar tespit etmek i¢in yapilan invitro ve invivo c¢alismalar giin
gectikce artmaktadir. Rodentler ve dogal olarak enfekte olmus domuzlar iizerinde
yapilan ¢alismalarda, parazitin ¢ogunlukla ¢ekum ve kolonda bulundugu ve kalin
bagirsagin liimenine ve mukozal yiizeyine yerlestigi gosterilmistir (75, 101, 102).

Blastocystis sp.’nin Elektron Mikroskobu ile arastirildigi bir ¢alismada, bu
etkenin ylizeyinde agirlikli olarak karbonhidratlardan olusmus iki tabakali bir ylizey
ortiisti bulundugu gosterilmistir. Bu yiizey tabakasina bakterilerin yapistigi ve bu
bakterilerin ylizey dansitesini kaybettigi gosterilmistir. Calismanin sonucunda, bu
tabakanin Blastocystis sp’nin beslenmesinde dnemli rol oynadigi vurgulanmigtir. Yine
ayni calismada, bu ylizey tabakasinin parazitin adezyonunda da rol oynayabilecegi
belirtilmistir (29).

Baska bir c¢alismada ise, bu tabakanin viicudun immiin sistemine karsi
koruyucu bir tabaka olabilecegi belirtilmistir. Bu calismalarin neticesinde
aragtirmacilar, ylizey tabakasinin viriilansta ve patogenezde 6nemli bir rol oynadigi

sonucuna ulagmistir (27).

2.6.1. In vitro Cahsmalar
Blastocystis sp.’nin hiicre kiiltiirlerinden elde edilen lizat ve salgi {irlinlerinden
yapilan arastirmalar birkac farkli patojenite mekanizmasini ortaya koymustur. Bu

mekanizmalar, Intestinal hiicrelerin apoptozu, tigh Junction proteinlerinin bozulmasi
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ve buna bagli bagirsak permabilitesinin artmasi, proinflamatuar sitokinlerin
indiiksiyonu, ve uyarilabilir nitrik oksit sentezi (INOS) mekanizmasinin
engellenmesidir (103-106).

In vitro ¢alismalar, parazitin ve parazit lizatlarinin bagirsak epitel hiicreleri
tizerinde apoptoza neden olan zararli etkilere sahip oldugunu ve tight junction
proteinlerinden olan occludin ve ZO1'in harabiyeti sonucu bagirsak permeabilitesinin
arttirdigin1 gostermistir (107).

Etkenin bagirsak epiteline yapismasi ve sistein proteazlari salmasi patogenezde
en temel mekanizmalardan biri gibi goziikmektedir. ikisi de sistein proteaz olan
legumain ve Katepsin B'nin patogenezde etkili oldugu tespit edilmistir (108).

Birbirinden bagimsiz 2 grup tarafindan yapilan ¢alismada, Blastocystis sp.
virulansinda sistein proteinazlarin merkezi rolii oldugu gosterilmistir. Bu galismalarda,
31 kDa’luk aspargin sistein proteaz olan Legumain’in hiicre yiizeyinde bulundugu
gosterilmistir. Ayrica bu yapilarin monoklonal antikorlarin tutundugu alanlar oldugu
da ayni ¢alismalarda ortaya konulmustur (109, 110).

Yine baska bir calismada, Katepsin B’nin virulansta ciddi rol oynadig:
belirtilmistir. ST4 izolat1 iizerinde yapilan bir ¢alismada, Sistein Proteazlarinin
merkezi vakuolde lokalize oldugu gosterilmistir. Boylece c¢esitli tartismalara neden
olan, B. hominis’ten elde edilen lizatin canli parazitlerden daha siddetli etkilerinin

oldugu, konusu da kismen anlasilmigtir (104, 105).
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Sekil. 2. Blastocystis sp.’nin Bagirsak Epitel Hiicreleri Uzerindeki Patojen Etkileri (107)

2.6.2. Blastocystis sp.’nin Imminomodiilator Etkileri

Blastocystis sp. konak bagirsak epiteli tizerinde dogrudan etkilere ek olarak,
immiinomodiilator ozelliklere de sahiptir. Yapilan caligmalarda Blastocystis sp.
lizatlarinda tesbit edilen sistein proteazlarin IgA iizerindeki direk yikici etkileri
gosterilmistir. Buna ek olarak Blastocystis sp.’nin bosaltim ve salinim {irlinleri hem
ortamin pH’sin1 degistirerek hem de zamanlanmis apoptoz mekanizmasini uyararak
IgA’nin galigmasini engellemektedir (111). Bu protezlar, kiiltire ekimden 24-48 saat
sonra en yiiksek diizeyde bulunmus ve en ¢ok ST7’de tespit edilmistir (112).

B. hominis, bagirsak epitel hiicrelerinde proinflamatuvar sitokinler varliginda
dahi Nitrik oksit mekanizmasinin (INOS) ekspresyonunu asagi regiile ederek ve
arginin alimini arttirarak immiin mekanizmalarin zararli etkilerinden kagimmay:
basarmustir (106).

Bir ST4 izolatinda tespit edilen sistein proteazlarin, insan bagirsak epitel
hiicrelerinde NFxB aracili IL8'in yukar1 regiilasyonunu indiikledigi gosterilmistir.
IL8’in artmas1 da vaskiiler endotel aktivasyonu sonucu gegirgenliginin artmasina,

l6kositlerin ortama cagirilmasina ve sonug¢ olarak doku harabiyeti ve bagirsak
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permeabilitesinin artmasina sebep olmaktadir. Ayrica kalin bagirsakta mukoza
dokiilmesine ve Goblet hiicresinden salinan miisinde artisa neden olmaktadir (105).

Si¢an lizerinde yapilan bir ¢alismada; canli parazitlerin ve parazit lizatlarinin,
makrofajlarda IL1pB, IL6 ve TNFa'nin diizenlenmesinde araci olan MAP (Mitogen-
activated protein) kinazlari indiikledigi gosterilmistir (104).

Sistein proteazlarin, bu proinflamatuar sitokinleri MAP kinaz yolagindan
bagimsiz bir sekilde indiikleyebildikleri de gdsterilmistir. Buna karsin ST7 lizatindaki
serin proteazlarin ERK ve JNK yolaklar1 araciligi ile bu etkiyi yaptigir gosterilmistir
(113).

Blastocystis sp.’nin immiinomodiilator etkilerinin arastirildigr bir ¢alismada,
ST1’in hiicre kiiltiirtine ekildikten 24 saat sonra T84 ve HT-29 epitel hiicrelerinden
IL8 ve GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor) iiretimini
indiikledigi gosterilmistir. Yine aymi yayinda, Blastocystis sp.’nin ilk 6 saatte,
sitokinler tizerinde higbir etki gostermedigi fakat parazitten elde edilen kiiltiir
lizatlarinin E. coli lipopolisakkartilerinin (LPS) bagirsak epitel hiicreleri tizerindeki
olumsuz etkisini azalttigi anlagilmigtir (114).

Bagka bir ¢alismada Blastosystis sp.’nin THP1-Blue Monositik hiicre kiiltiirti
yapildiginda, ST-7’nin ve ST-4’lin, NF«B’yi aktive ederek LPS’nin etkisini azalttig
tespit edilmistir. Bununla birlikte, bu sonuglarin biitiin subtipler i¢in gegerli olmadigi
ve Blastocystis sp. igin yapilacak genellemelerde daha ihtiyatli olunmas: gerektigi
belirtilmistir. Yine bu ¢alismanin sonug bdliimiinde, NFkB'nin ILS8 ile etkilesiminin
daha ayrintili arastirilmasinin bu konuyu daha 1yi anlamamiza yardimci olacagi ifade
edilmistir (115).

Yine farkli ¢alismalarda, B. hominis’in imminomodiilator etkisinin bagirsak
florasiyla da iliskili olabilecegi ifade edilmistir (115). Blastocystis hominis yoniinden
pozitif IBS hastalariyla yapilan bir ¢alismada, bu bireylerde Bifidobacterium sp. ve
Faecalibacterium prausnitzii gibi bagirsak florasinda diger saglikli bireylere kiyasla
ciddi azalma oldugu goriilmiistiir (116). Bagirsak floras1 iizerine yapilan c¢alismalar,
Bifidobacterium sp. ve Faecalibacterium prausnitzii’nin bagirsakta diger patojenlere
kars1 koruyucu oldugunu ve antiinflamatuar etkilere sahip oldugunu gostermistir (116-

118).
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2.6.3. Invive Cahsmalar
Blastocystis sp. ile yapilan invivo ¢alismalarda patojeniteye dair ciddi kanitlar
bulunmustur. Fakat bu caligmalar i¢inde Koch postulatinin tam olarak uygulandigi bir

arastirma mevcut degildir (107).

2.6.4. Blastocystis sp.‘nin intestinal dokuya etkileri

Blastocystis sp. ile yapilan hayvan ¢alismalarinda, submukozada lenfositik ve
eozinofilik inflamatuvar infiltratlarin varligi gosterilmistir. Yine bu ¢alismalarda
mukoza dokiilmesi ve 6demli lamina propria varligi da goézlemlenmistir. Ayrica bu
calismalarda enflamasyonun siddeti, alinan parazitin miktar1 ve subtip ile iligkili
bulunmustur (75, 119-121).

Hussein ve ark. tarafindan subtip ile bagirsak inflamasyonu arasindaki iliskinin
arastirildigi bir ¢alismada; ST2 ve ST4'lin hafif ila orta siddette enfeksiyonlara neden
olurken, ST3 ve ST1’in, bagirsak poliplerinin varligi da dahil olmak tizere daha
siddetli patolojilere sebep oldugu gosterilmistir (122).

Hayvan modellerinde Blastocystis sp’ye karsi serolojik yanit {izerine yapilan
aragtirmalar ¢ok smirlidir. Bu alanda serumda anti IgM ve IgG ve bagirsak
sekresyonlarinda anti I[gA'nin yiikselisini gosteren ¢alismalar ¢ok kisithidir (107, 123).

Sonu¢ olarak; invitro c¢aligmalarda bu etkenin enfeksiyonla iliskili cesitli
virulans faktorler tasidigr ispatlanmistir. Fakat bu ¢alismalarin hayvan modelleriyle
yapilan ¢aligmalarla desteklenmeye ihtiyaci vardir. Bu parazitin patojenitesi ile ilgili
celiskili raporlar1 6nlemek igin, Blastocystis sp.’nin aksenik kiiltiiriiniin yapilarak daha
iyl standardize edilmis hayvan modelleri ve teknikler kullanilarak c¢alisilmasi

gerekmektedir (107).

2.7. EPIDEMIYOLOJi

Blastocystis hominis toplumda en yaygin goriilen bagirsak parazitlerinden
biridir. Fakat epidemiyolojik veriler incelendiginde mevcut durumu tam yansitmadigi
goriilmektedir. Bunun en temel sebebi, hala bir¢ok mikrobiyoloji laboratuvarinda bu
parazitin patojen bir etken olarak degerlendirilmemesi ve klinige bildirimi
yapilmamasidir. Gegmiste bu durum c¢ok daha yaygin olmakla beraber giin gectikce
azalmaktadir (27).
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B. hominis oral-fekal yolla bulasan bir etkendir. Hastaligin bulasinda en 6nemli
sebep hijyen kosullarina yeterince dikkat edilmemesidir. Bununla beraber hayvanlarla
yakin temas halinde olma, cografik bolge, iklim sartlar1 da hastaligin bulasini ve
yaygmligimi etkilemektedir. Hastaligin epidemiyolojisine baktigimizda gelismekte
olan tilkelerde %30 ile %50 arasinda degisen yliksek oranlarda gdziikmektedir.
Gelismis iilkelerde ise bu oran %1.5 ile %10 seviyelerindedir (27).

Ulkemizdeki veriler incelendiginde, bolgeler arasinda ciddi farkliliklar
goziikkmektedir.

Giilmez ve ark. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
laboratuvarinda 2003-2012 yillar1 arasindaki sonuglari retrospektif olarak inceledigi
bir ¢alismada, Blastocystis sp. oranin1 %22 saptadiklarini bildirmislerdir (124).

K&ksal ve ark. Istanbul iiniversitesi Cerrahpasa T1p Fakiiltesinde 1999 ve 2009
yillart arasindaki Mikrobiyoloji Laboratuvarina bagvuran hastalara yonelik yaptigi bir
calismada Blastocystis sp. oranini % 2.1 bulduklarini bildirmislerdir (125).

Kayseri ili Karpuzkesen Havzasinda Sahin ve ark. ve Hacilar ilkdgretim
okulunda Hamameci ve ark. yaptigi iki farkli ¢alismada Blastocystis sp. orani sirasiyla
%34,16 - %23.5 bulunmustur (126, 127).

Eskisehir Osmangazi Universitesinde Dogan ve ark. tarafindan 2003 — 2007
yillart arasindaki bes yillik verilerin incelendigi bir ¢alismada Blastocystis sp. orani %
7 bulunmustur (128).

Cengiz ve ark. Van’da Siiphan Ilkdgretim Okulu 6grencilerinin bagirsak
parazitlerinin dagilimimi arastirdigi bir ¢alismada B. hominis. oram1 %3,3 olarak
bulunmustur (129).

Degirmenci ve ark. tarafindan yapilan ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Parazitoloji Laboratuvarinda 2005 yili boyunca saptanan bagirsak
parazitlerinin dagiliminin arastirtldigi bir ¢aligmada Blastocystis sp. orani %4.9
bulunmustur (130).

Yaman ve ark. tarafindan 2005-2008 yillar1 arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvari’na basvuran hastalarda bagirsak parazitlerinin

dagiliminin arastirildig: bir ¢alismada Blastocystis hominis %19.7 bulunmustur (131).
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Yaman ve ark. tarafindan 2009 yilinda Kayseri’de yabanci uyruklu lise
ogrencilerinde intestinal parazitlerin arastirildigi bir ¢aligmada Blastocystis hominis
orani %32.8 bulunmustur (132).

Bu sonuglar1 degerlendirdigimizde; gelismislik diizeyi daha diisiik olan
illerimizde B. hominis goriilme orani artmaktadir. Bir ilin kirsal kesimi ile merkezi
arasinda B. hominis goriilme yoniinden fark bulunmaktadir. Yine ¢alismanin yapildigi
laboratuvarda Blastocystis sp’nin patojen bir etken olarak degerlendirilip
degerlendirilmemesi ve tanida kullanilan yoOntemlerin farkli olusu sebebiyle
retrospektif parazit taramalarinda farkli sonuglar ¢ikmaktadir (5).

Blastocystis sp.‘nin epidemiyolojik verilerinin degerlendirilmesinde asil
onemli nokta subtip diizeyindeki dagilimin belirlenmesidir. Ciinkii Blastocystis sp.
icinde apatojen ve patojen olarak degerlendirilen belli subtipler mevcuttur. Bu
subtiplerin yaygmhiginin arastirilmast o bolgenin risklerini belirlemede daha anlamli
olmaktadir. Bu sebepten yapilan arastirmalar daha ¢ok subtiplerin tanis1 ve dagilimi
lizerine yogunlagsmaktadir (27).

Ulkemizde goriilen subtiplerin epidemiyolojik olarak dagilimimi su sekildedir;
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda en yaygin subtip olarak ST3 goriilmektedir Bu
calismalarda ST3’l sirasiyla ST1, ST2 ve ST4 takip etmektedir (133-138). Sadece
2016 yilinda Koltas ve ark. kirsal kesimde yasayan insanlar lizerine yaptigt bir
caligmada ST1, ST3’ten daha fazla goriilmistiir (139).

Dagct ve ark. tarafindan semptomatik hastalar iizerinde yapilan bir ¢alismada,
ST6 ve ST7 semptomatik hastalarla iligkili bulunmustur (137).

Ulkemizde ST5, 2016 yilinda Koltas ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada bir
tane tespit edilmistir (139).

2.7.1. Diinyadaki Cahismalar

Diinyada yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda farkli sonuglar ortaya ¢ikmistir.
Bu caligmalarda Blastocystis hominis en sik goriilen bagirsak parazitlerinden biridir.
Yine iilkeler bazinda degerlendirildiginde, B. hominis gelismis iilkelerde gelismekte
olan tilkelere gore daha diisiik oranda goriilmektedir (27).

Farkli {ilkelerde Blastocystis hominis goriilme oranlarint su sekilde

siralayabiliriz.
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En diisik oran Japonya % 0,5-1 ve Singapur’da % 3.3 goriilmektedir.
Gelismekte olan iilkelerde farkli oranlar goriilmektedir. Arjantin % 27.2, Brezilya %
40.9, Endonezya % 60, Misir % 33.3. Bazi tilkelerde ise farkli galismalarda birbirinde
farkli oranlar rapor edilmistir. Cin % 1.9-32.6, Tayland % 0.19-45.2.

Diinyada subtip diizeyinde dagilim su sekildedir.

ST3 diinya genelinde bir¢ok iilkede en baskin Subtip olarak goriilmektedir;
Tayland % 41.7 - 92.3, Misir % 54.6, Singapur % 78, Almanya %21, Fransa % 53
(140).

Bunun harici kisith sayidaki ¢alismalarda farkli subtipler daha fazla oranda
goriilmiistiir. Subtip 4 Ispanya’da % 94.1, Fransa’da % 63 ve Nepal’de % 84 oraninda
goriilmiistiir. Subtip 1 ise; Cin’de % 51.4 Brezilya’da % 41 oranlarinda diger subtiplere
oranla daha fazla tespit edilmistir (141).

2.8. KLINIiK BELIRTILER

Blastocystis hominis’in yaptigi hastaliklar ve bu hastaliklar sonucu olusan
Klinik belirtiler uzun yillardir tartisilan bir konudur. Arastirmacilar arasinda B.
hominis’in patojen bir etken olup olmadigi konusunda farkli goriisler mevcuttur. Fakat
bu alanda artan molekiiler ¢alismalar ve hayvan deneyleri, B. hominis’in belirli
spesifik hastaliklarla iliskisi olan patojen bir etken oldugunu ortaya koymaktadir (5).

Her ne kadar patojenlik yoniinde ciddi bir kani s6z konusuysa da hig¢bir ¢alisma
bu etkenin patojenitesini Koch postulatina uygun sekilde gostermemistir (107).

Blastocystis hominis’in iliskili oldugu hastaliklari, Gastrointestinal Sistem
(GIS) ile iliskili hastaliklar ve GIS dis1 hastaliklar olmak iizere iki ana baslik altinda
toplayabiliriz (5).

2.8.1. GiS ile iliskili hastaliklar

Nonspesifik Sikayetler

B. hominis enfeksiyonlarinda daha ¢ok, karin agrisi, karinda sislik hissi, gaz,
bulant1 ve kramp gibi belli bir hastaliga 6zgii olmayan sikayetler goriilmektedir (27).
Bu belirtiler akut ve kronik seyir gosterebilmektedir. Bunlara ek olarak rektal kanama,
hepatomegali ve splenomegali gibi belirtilerde goriilebilmektedir. Fakat genelde bu

sikayetler cok agir seyirli ve dliimciil olmamaktadir (5).
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Irrite Bagirsak Sendromu (IBS)

Irrite bagirsak sendromu (iBS) kronik karm agrisi, siskinlik, gaz, bagirsak
aligkanliklarinda degisiklik (ishal ve/veya kabizlik) gibi semptomlarla seyreden
fonksiyonel bir bagirsak hastaligidir. Hastalarin bir kisminda karin agrisina diyare
eslik ederken, bir kisminda ise kabizlik eslik etmektedir. Bazilarinda ise diyare ve
kabizlik doniisiimlii olarak goriilebilmektedir (142).

IBS’li hastalarda semptomlarin kaynagini bulma noktasinda birgok arastirma
yapilmistir fakat bu hastalarda semptomlar1 agiklayabilecek patolojik bir hastalik
bulunamamistir. Bu sebepten arastirmacilar, IBS’ nin ortaya g¢ikmasinda rol
oynayabilecek birgok faktor tespit etmistir (142).

B. hominis’te bu faktorlerden biri olarak gosterilmektedir. Dogruman ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada, IBS ile B. hominis’in belli subtiplerinin yakin iliskili
oldugu gériilmiistiir (135). Yakoop ve ark. yaptig1 bir ¢alisma, IBS’li hastalarda B.
hominis kolon tastyiciliginin diger kontrol gruplarina gore 7 kat daha fazla oldugunu
ortaya koymustur (143)

Giin gectikge bu alanda ¢alismalar artmakta ve ilging bir sekilde B. hominis ile
[BS’nin yakin iliskili oldugu goriilmektedir.

2.8.2. GIS Dis1 Hastaliklar:

Urtiker

Urtiker halk arasinda kurdesen olarak bilinen cilt yiizeyinde asir1 kasintiyla
seyreden ve bastirmayla solabilen 1-2 mm ¢apinda kirmizi kabarikliklar seklinde
gbziiken bir hastaliktir. Yine IBS’de oldugu gibi bu hastaliginda altinda yatan sebepler
tam olarak aydinlatilamamustir (144).

Bircok helmint ve protozoonun akut ve kronik iirtikere neden oldugu
bilinmektedir. Bu parazitlerin limende TH2 den salgilanan IL-3, IL-4, IL-5 ve IL-13
gibi belli imminolojik mediatorlerin salgilanmasini uyararak IgE yanitina sebep
oldugu goriilmistiir. Bu immiin sistem mediatorlerinin de bazofillerden ve mast
hiicrelerinden histamin salinimini indiikledigi ve boylece ciltte immiin mekanizma

sonucu olusan kasintili lezyonlara sebep oldugu gosterilmistir (145).
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Birgok ¢alismada B. hominis pozitifligi ile iirtiker arasinda yakin bir korelasyon
oldugu goriilmistiir. B. hominis’in belirli immiin mediatorleri aktive ederek iirtiker

olusturabilecegi bu ¢alismalarda belirtilmistir (146-148).

2.9. TANI YONTEMLERI

2.9.1. Mikroskobik Tam

Mikroskobi, Blastocystis hominis’in tanisinda kullanilan rutin tan1 yontemidir.
B. hominis direk bakida nativ-Lugol ile mikroskobun X40’lik mercegi ile biiylitmede
veya boyali preparatlarda mikroskobun X100’lik mercegi ile teshis edilebilmektedir
(5).

B. hominis’in tanisinda kalict boyalar kullanilabilmektedir. Bu yontemler
icinde en sik trikrom boyama yontemi kullanilmaktadir. Bundan baska kalici
boyalardan, demirli hematoksilen, Giemsa ve Wright boyalarinin da tanida
kullanilabilecegini belirten yayimnlar mevcuttur (149).

Direk bakida pozitiflik oranini arttirmak i¢in konsantrasyon ydntemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemler i¢inde en saglikli sonu¢ veren ise Formol Etil Asetat
konsantrasyon yontemidir (27).

B. hominis’in tanisinda direk baki yontemleri; ucuz olmasi, kisa siirede sonug
vermesi ve diger yontemlere gore daha kolay olmasi gibi avantajlara sahiptir (27).

Buna karsin direk baki yontemleri, yanlis pozitiflik ve negatiflik oranlari
yiiksek olan yontemlerdir. Bu yontemde, C. cayetanensis, mantar hiicreleri ve yag
globiilleri B. hominis ile karistirilabilmektedir. Ayrica kist formu, ¢ok kiigiik olmas1
ve belirgin bir morfolojik seklinin olmamasi sebebi ile direk baki ile tespit

edilememektedir (27).

2.9.2. Kiiltiir Yontemi

Blastocystis hominis’in tanisinda bir¢cok farkli besiyeri kullanilmaktadir. B.
hominis hassas bir etkendir ve kiiltiir ortaminda iireyebilmek i¢in anaerop kosullara,
37°C sicakliga ve 7,0-7,5 aras1 pH‘ya ihtiya¢ gostermektedir (27).

B. hominis o6zellikle aerop kosullara, diisiikk 1siya ve asit ortama karst gok
hassastir. Bu sebepten arastirilmasi istenen diski miimkiin oldugu kadar kisa siirede
besiyerine ekilmelidir. Ekimi yapilan besiyeri en az 72 saat siireyle pozitiflik yoniinden

takip edilmelidir (150).
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B. hominis’in ksenize ve aksenize kiiltiirii yapilmaktadir;

Ksenize Kiiltiirler

Bu yontem laboratuvar ortaminda Ozellikle direk bakinin yetersiz kaldigi
durumlarda rutin tani i¢in kullanilmaktadir. Temel olarak; tampon gorevi goren ¢esitli
kimyasallar, maya 0ziitii, at serumu ve yumurta gibi zenginlestirici maddeler igerir. Bu
grup bir¢cok farkli besiyerini igermektedir. B. hominis’i iretmek i¢in bu
besiyerlerindenen ¢ok; %10 at serumlu ve maya 6ziitlii jones medium, %10 at serumlu
ve asparjinli ringer serumu, Boeck ve Drbohlav’in yogunlastirilmis yumurtali besiyeri,
Dobell and Laidlaw besiyeri (ringer soliisyonu + %20 insan serumu + streptomisin
stilfat), Diamond’s triptikaz serum monofazik besiyeri, %10 at serumlu Minimal
essential medium, %10 at serumlu Iscove’s modified Dulbecco’s medium
kullanilmaktadir (38, 151).

Aksenize Kiiltiirler

Aksenize kiiltirler i¢in en sik Modifiye Dulbecco besiyeri veya Locke
sollisyonlu bifazik yumurtali besiyeri kullanilmaktadir. Bu besiyerleri daha ¢ok
molekiiler ¢alismalar, ila¢ deneyleri ve hayvan deneyleri ile patojenite ve viriilans
faktorlerinin arastirilmast i¢in kullanilmaktadir (27).

Bu yontemle B. hominis iiretebilmek ksenize kiiltiirlere gére ¢ok daha zordur.
Ciinkii B. hominis beslenmek ve iiremek igin ortamda bulunan bakterilerden yararlanir.
Aksenize besiyerinde, hem bakterilerin olmamas1 hem de bu bakteri ve mantarlar
ortamdan uzaklagtirmak i¢in kullanilan ilaglarin bulunmasi B. hominis’in yasama
sansini diisiirlir. Bu sebeplerden dolay1 aksenize kiiltiirler rutin tani i¢in degil 6zel

caligmalar i¢in kullanilmaktadir (27, 152).

2.9.3. immiinolojik Tam Yontemleri

Bu alanda yapilan ¢alismalar ¢ok kisitli olmakla beraber B. hominis’in tanisina
yonelik umut veren sonuglar elde edilmistir. Bu zamana kadar B. hominis’in tanisinda,
serolojik tan1 yontemlerinden, DFA, IFA ve ELISA yontemleri basariyla kullanilmistir
(153).

B. hominis yiizey antijenine karsi tavsanlardan monoklonal antikorlar elde

edilebilmis ve bu antikorlar DFA ve ELISA testlerinde kullanilmustir (27).
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Yine insan serum IgA ve IgG ve sekretuvar IgA diizeyleri semptomatik ve
asemptomatik hastalarda ELISA ve IFA testleriyle arastirilmis. Semptomatik hastalar
asemptomatik hastalara gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (154).

Ulkemizde 2014 yilinda yapilan bir calismada, B. hominis’in diskidan direk
tespiti icin IFA ve ELISA yontemleri ile ¢alisilmig. Bu yontemlerin basarisi direk
bakiya gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (153).

Yine farkli bir ¢alismada, B. hominis yiizey antijenine karsi elde edilmis IgM
antikoru farkli subtipler iizerinde ELISA yontemi ile ¢alisilmis ve sinirli sayida ¢capraz
reaksiyon verdigi goriilmiistiir (155).

Blastocystis hominis’in tanisinda immiinolojik yontemler giin gectikce daha
fazla kullanilmaktadir. Calismalarda, ELISA ve IFA gibi testlerin duyarlilik ve
ozgiilliikleri direk bakiya gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Ozellikle
digskida direk antijen aramak suretiyle yapilan ¢alismalar B. hominis tanisinda ciddi
kolaylik saglamaktadir. Yapilacak ¢alismalar sonunda subtipe 6zgii spesifik epitoplar
bulunabilir ve bunlara karsi monoklonal antikorlar iiretilebilirse hem molekiiler
yontemlere karsi ciddi bir alternatif olabilir hem de B. hominis’in tanisinda ciddi
kolaylik ve genis bir kullanim alan1 saglayabilir (153).

Fakat bu yontemlerle subtip diizeyinde goriilen farkliliklart tespit etmek su an
igcin ¢ok zor goziikmektedir. Diskida bir¢ok farkli etken oldugu i¢in B. hominis’e
spesifik antijen epitoplari bulmak zor olmaktadir. B. hominis invaziv enfeksiyon
yapmadig1 i¢in serum antikor diizeyine bakmak da c¢ok faydali gozilkmemektedir

(156).

2.9.4. Molekiiler Tam Yontemleri

B. hominis’in siniflandirilmasinda ve subtiplerin tespiti ve tanisinda kullanilan
en temel yontem molekiiler tekniklerdir. Bu alanda molekiiler yontemlerin birgcok
stlinliigli vardir. Bunlar1 su sekilde siralayabiliriz: B. hominis’in birgok morfolojik
formu oldugu ve mantara benzer yapilar1 bulundugu i¢in filogenetik analizler ve
smiflandirma ancak 18s rRNA’lara gore yapilabilmistir. Birgok calismaya gore
molekiiler tan1 yontemlerinin 6zgiilliigii ve duyarlilig1 direk baki ve kiiltiire gére daha
yiiksektir. Molekiiler yontemler subtiplerin belirlenebilmesinde kullanilabilecek tek

tan1 yontemidir (157).
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Molekiiler teknikler iki basamakta ele alinabilir; birinci basamakta, sekans
analizleri ile tiire ve subtiplere 6zgii gen bdlgelerinin belirlenmesi, Ikinci basamakta
ise, tespit edilen spesifik gen bolgelerinin farkli molekiiler yontemler kullanilarak
gosterilmesi bulunmaktadir.

Dizi analizi igin, Sanger-Coulson Zincir Sonlanma Yontemi (Dideoxy
sequence yontemi) ve Maxam ve Gilbert Yontemi kullanilmaktadir.

B. hominis izolatlar1 arasindaki farkliliklar izoenzim analizleriyle, kromozom
karyotip ve rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA analiz yontemleri ile de
belirlenmistir.

B. hominis’in sekans analizi yontemleriyle elde edilen DNA dizilerinin tespiti
icin ise bircok farki yontem gelistirilmistir.

B. hominis’in filogenetik ve polimorfik analizi, diger gen bolgelerine gore daha
korunakli olan 18S smal subunit (SSU) rDNA bolgesine gore yapilmaktadir.
Izolatlarin genotiplenmesinde farkli molekiiler yontemler birlestirilerek kullanilmustir.
Bu yontemlerde ribozomal DNA’ya ait 1800 bg¢’lik gen bolgesi hedeflenerek
caligmalar yapilmistir (26, 158).

Giintimiizde en sik kullanilan yontem, STS (Sequence-Tagged Sites) primerleri
kullanilarak 18s rDNA bolgesinin PCR teknigi ile cogaltilmast islemidir. STS
primerleri, ~ B.  hominis tiirlerinin  polimorfik = DNA’smin  randomize
amplifikasyonundan gelistirilmistir (89). Gliniimiizde bu yontem kullanilarak
Blastocystis sp.’nin insanda ve hayvanda 17 subtipi tespit edilmistir (91).

Bundan baska SSU rDNA’nin PCR — RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) ve RAPD (Rastgele Arttirtllmis Polimorfik DNA) yontemleri ile

belirlenmesi de B. hominis tanisinda kullanilmaktadir (26).
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Tablo. 2. B. hominis’in Siniflandirilmasinda ve Subtiplerin Belirlenmesinde Kullanilan

Molekiiler Metotlar (26)

Yontem Hedef Bolge Calisma Prensibi
) L Endoniikleaz restriksiyon enzimleri ile elde edilen
SSU-rDNA (riboprinting)
PCR - . DNA pargalarmin PCR ile c¢ogaltilarak jel
Elongation factor-1a
RFLP o elektroforezde yiiriitiilmesi ile belli bantlarin elde
(elfaprinting) ) )
edilmesi
PCR ve Elimizdeki DNA parcasinin Dideoxy sequence
Dideoksi SSU-rDNA yontemi ile dizi analizinin yapilmasi ve PCR
dizileme yontemiyle bu dizinin ¢ogaltilmasi
Belli subtiplere 6zgii bolgeleri ¢ogaltmak igin, o
PCR-STS Belli bir bolge yok bolgeye spesifik primerler ile genetik bolgeyi tesbit
etme islemi
o Spesifik DNA profilleri elde etmek igin rasgele
AP-PCR Belli bir bdlge yok
primerler ile PCR amplifikasyonu yontemi
Elongation factor la
Multilocus Sitozolik 70-kDa heat
sequence shock proteinleri PCR ve dideoksi dizileme yontemi ile birden fazla
typing SSU rDNA Vakuoler | genin incelenmesi
ATPaz’larin katalitik’B’
altbirimi

STS PCR islemi; STS; genomun baska higbir bélgesinde bulunmayan 200-300
baz uzunlugundaki kisa bolgelerdir. STS sekanst DNA’nin baska bdlgelerinde de
goriilebilen tekrarli elementler igerebilir fakat iki ucunun sekansinin esi yoktur ve
DNA primerleri bu uglardaki 15-20 bazlik dizilere gore sentezlenerek PCR ile
amplifiye edilir. STS-PCR giiniimiizde en yaygin kullanilan molekiiler tan1 yontemidir
(159).

PCR islemi; ilk olarak eldeki materyalden DNA’nin izolasyonu
(piirifikasyonu) ile baslar. Bu biitiin materyaller i¢in ¢ok hassas bir islemdir. En ufak
bir bulas ve kontaminasyon biitiin islemi basarisiz kilar. Eger calisti§imiz 6rnek bir
diski ise bu islem ¢ok daha zor ve uzun siirmektedir. Cilinkii diski, ¢cok sayida farkli
organizma ve arastirilan genetik bolgeye zarar verebilecek enzimler igerir. Bu
sebepten digkidan DNA izolasyon isleminde bir¢ok basamak kullanilir.

B. hominis i¢in iki farkli izolasyon yontemi vardir (160). Birincisi direk

diskidan izolasyon islemidir. Bu islem daha 6nce de ifade ettigimiz gibi ¢ok uzun
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basamaklar gerektiren zor bir islemdir. Ikinci olarak, besiyerinde iiretilmis Blastocystis
sp. etkeninin izolasyonudur. Kiiltirden DNA izolasyon isleminde, Blastocystis sp.
nispeten daha saf oldugu ve DNA’y1 parcalayan enzimler daha az bulundugu ig¢in
basar1 sansi1 daha yiiksektir. Fakat bu islemde Blastocystis sp. iiretilirken diskida
bulunabilecek farkli subtiplerin birbirini baskilamasi gibi bir risk s6z konusudur (160).

Izolasyon ile elde ettigimiz DNA’y1 farkli yontemler kullanarak gogaltabiliriz.
Giiniimiizde en sik PCR yontemi kullanilmaktadir. PCR iglemi iki 6nemli basamaktan
olusmaktadir. Bu basamaklardan birincisi, DNA’y1 ¢cogaltmak i¢in MIX hazirlamak,
ikincisi ise ¢ogaltma igleminin yapilacagi Termal Cycler 1s1 derecelerini belirlemektir
(161).

PCR isleminde MIX hazirlama basamag: bircok degiskeni icinde barindirir.
Bunlar1 soyle siralayabiliriz; izole ettigimiz ve tanimlamada kullanacagimiz DNA,
DNA’nin spesifik bolgelerine baglanacak primerler, primerleri taniyarak baglanan ve
niikleotidleri DNA kalibina takan tag polimeraz enzimi, enzimlerin caligmasini
saglayacak kofaktorler ve tampon soliisyonu (91).

Ikinci basamak ise Termal Cycler 1s1 derecelerinin belirlenmesidir. Termal
Cycler 1s1 dongiisiinde ki degiskenler, DNA nin izole edildigi materyale, izolasyon
isleminde kullanlan kitin &zelliklerine ve MiX’in oranlarina gore degismektedir (162).

Son basamak ise, cogalttigimiz DNA zincirini tanimlayabilmek igin
kullanilacak yontemdir.

Bu yontemlerden laboratuvarlarda en sik kullanilan, agaroz jel elektroforez
yontemidir. Agaroz Jel elktroforez isleminde hazirlanan jel i¢ine elde ettigimiz cift
zincirli DNA’lar1 goriiniir kilmak icin etidhyum bromiir katilir. Sonra PCR yontemi
ile ¢ogalttigimiz DNA jel iizerindeki kuyucuklara birakilir. Elektriksel akim yardimi
ile DNA Agaroz Jel’de yiiriitiiliir ve baz ciftleri molekiiler agirliklarina gore jel
tizerinde bant olusturur. Etidhyum bromiir buradaki ¢ift zincirli DNA’larin arasina
girer ve bu kompleks UV 15181 yardimu ile goriintiilenir (163).

Giliniimiizde birgok farkli PCR metodu gelistirilmistir. Bunlardan Blastocystis
sp. subtiplerinin tanisi i¢in en kullanisli olanlart Nested PCR ve RT (Real Time) PCR
yontemleridir. Nested PCR Yonteminde; tekbir ¢alisma iginde birden fazla subtip
incelemek miimkiindiir. Bu da genel primer ve 9 farkli subtip icin on farkli PCR

islemini bir basamakta yapmayr miimkiin kilar. RT-PCR yontemi ise, otomatize
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sistemler sayesinde DNA’nin ¢ogaltilmasini bilgisayar ekranindan gergek zamanl
olarak takip edebilmeyi olanakli kilar. Blastocystis hominis’in 9 subtipinin tanisinda
RT-PCR yontemi basariyla kullanilmistir ve bu durum ileride RT-PCR yonteminin
¢ok daha yaygin sekilde kullanilacagimi gostermektedir (164).

2.10. TEDAVI

B. hominis ile enfekte kisilerin tedavisi, parazitin kesinlesmemis patogenezi ve
hastaligin kendini sinirlayici 6zelligi nedeniyle tartismalidir. Tedavi; enfeksiyonun
kronik bir seyir izlemesi ve baska bir etken tespit edilememesi durumunda
onerilmektedir (165).

Tedavide birinci segenek metranidazoldiir. Eger tedaviye direng goriiliirse
paramomisin ve kotrimaksazolle kombine tedavi onerilmektedir (27). Bu ilaglarin B.
hominis’e direk etkisi olmadigi halde beslenme kaynagi olan bakterileri oldiirerek
parazite dolayli yoldan etkili oldugu diisiiniilmektedir. Farkli ¢alisma gruplariyla
yapilan arastirmalarda nitazoxanide ile tedavi edilen vakalar bildirilmektedir (166).
AIDS hastalarinda furazolidonun etkili oldugu gosterilmistir (5).

B. hominis tedavisi i¢in yapilan ¢alismalarda higbir ilag grubu ile %100 basar1
saglanamamistir. Ozellikle bolgesel olarak degisebilen direngli tiirler goriilmektedir.

Kist formu tedaviye daha direnglidir (167).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Calismanin yiiriitiilmesi sirasinda, materyallerin toplanmasi, saklanmasi ve

laboratuvar agsamasinda asagidaki cihazlar ve kimyasallar kullanilmistir.

3.1.1. Cihazlar
- Santrifiij: Mikro 22 R, Almanya
- Vortex: Stuart SA8, Almanya
- Hassas Terazi: Mettler Toledo, Isvicre
- Gradient PCR Cihazi: Applied Biosystem 2022, Singapur
- Elektroforez: Syngene SYTC/1287
- Jel Yiirtitme Cihazi: Consort EV231, Belgika
- Etliv: Thermo Heratherm IGS60, Almanya
- Mikroskop: Olympus CX 31, Japonya
- Mikropipet: Thermo Scientific, Almanya
- Sogutucu Dolaplar: Ugur Derin Dondurucu
- Otoklav: Thermo Scientific 0G180, Japonya
- Kabin: Metisafe
- Heater: Biosan
- Mikrodalga: Arcelik MD 565S
- Steril pipet uglari
- Meziir
- Grainer (15ml)
- Ependorf, Lam ve lamel

3.1.2. Kimyasallar
- At serumu (56 °C’ de 30 dk inaktive edilmis)
- L-Asparagin: Merck, Almanya
- Sodyum kloriir: Sigma, Almanya
- Potasyum klortir: Sigma, Almanya
- Kalsiyum kloriir: Sigma, Almanya
- Serum fizyolojik: Izotonik 1000cc, Polifarma-Tiirkiye
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- Iyot kristalleri: Kimetsan, Tiirkiye

- Chromotrope 2R: Himedia, India

- Light gren SF: Himedia, India

- Fosfotungustik asit: Sigma, Almanya

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

- Ksilen: Kimetsan, Ingiltere

- Civa klotir: Fluka, USA

- Potasyum iyodiir: Kimetsan, Tiirkiye

- iImmersiyon

- Etil alkol (etanol) ve metil alkol (metanol): Riedel-de Haén
- Agar: Agarose Low EEO, AppliChem BioChemica
- MgClI2: Enzymes 50 mM

- Buffer: Hemo KlenTaqg Reaction Buffer Pack BO332S, Biolab
- Etidyum bromiir: SIGMA tablet

- Gliserol: Ambresco

- Orange G: Applichem

- Tris: Ambresco

- EDTA: Scharlau

- SDS: Aplichem

- Fenol: Riedel de Haen

- Kloroform: Kimetsan

- Izoamil alkol: Aplichem

- Borik asit: Riedel de Haen
3.2. YONTEM

3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismaya, 01 Ocak 2015 - 30 Eyliil 2016 tarihleri arasinda Dicle Universitesi
Tip Fakiiltesi Gastroentereloji, Dermatoloji, Onkoloji poliklinigine bagvuran hastalar
ve kontrol grubu olarak da herhangi bir gastroenterit ve iirtiker sikdyeti olmayan
immiin sistemi saglam kisiler dahil edildi. Bu c¢alismaya, GIS sikayetleri olan 21,
tirtiker tanist alan 18, onkoloji kliniginde radyoterapi goren 12 hasta ve kontrol

grubundan 18 kisi olmak iizere, toplam 69 kisi dahil edildi. Hayvan 6rnekleri igin
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hayvan pazarindan 110 sigir ve koyun disk1 6rnegi, farkli besicilerden 80 kanatli digki
ornegi, hipodromdan ve at ciftliklerinden 80 tek tirnakli diski 6rnegi ve kdpek
barinagindan 73 kdpek diski ornegi toplandi. Ornekleri toplamak igin genis agizli,
plastik kapakli toplama kaplari kullanildi. Toplanan orneklerden nativ-Lugol ve
trikrom boyama yapildi. Hasta gruplarindan toplanan digki 6rneklerinin pozitif olarak
kabul edilmesi i¢in, direk bakida her alanda (40X objektif) 5 ve tizeri B. hominis
goriilmesi sart1 arandi. Direk bakida pozitif bulunan digk1 6rnekleri %10 at serumlu
Modifiye Jones Mediumda kiiltiire alindi. Hayvan gruplarindan elde edilen digkilarda
ise, etken sayisina bakilmaksizin Blastocystis sp. goriilen biitiin diski 6rneklerinin
kiiltiirii yapildi. Biitlin pozitif digki 6rnekleri ve kiiltiirde tireyen 6rnekler ependorfa

aktarilarak DNA eldesi i¢in -20 °C’ de saklandi.

3.2.2. Direk Mikroskobi

Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Serum Fizyolojik: Uretici firmadan hazir olarak direk kullanilda.

Lugol’un Iyot Soliisyonu

- Potasyum iyodiir :10g

- Iyot krisalleri :50

- Distile su 100 ml

Direk mikroskobik inceleme: Direk mikroskobik incelemede her ornek i¢in
serum fizyolojik ve Lugol’ un iyot soliisyonu ile preparatlar hazirlanarak 11k
mikroskobunda (40X objektif) incelendi. Digkida parazitin olup olmamasi eger parazit
varsa parazitin morfolojisi, saha sayimi ve hiicre boyutu yoniinden durumu
degerlendirildi. Insan diski 6rneklerinden her alanda 5 ve iizeri B. hominis goriilen
numuneler pozitif kabul edilerek ayrild.

Trikrom boyama yontemi Kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

Trikrom boyasi

Chromotrope 2R 130

Light gren SF 1159

Fosfotungustik asit  :3.5¢

Glasiyel asetik asit  : 5 ml

Distile su : 500 ml

Karisim renkli cam sisede saklandi.

35



D’antoni iyot soliisyonu

Potasyum iyodiir '1g

Iyot kristalleri :1.5¢g

Distile su 100 ml

Soliisyon kirmizi-kahverengi olana kadar karistirilip filtre kdgidindan siiziildii
ve olusan bu stok ¢ozelti 151k almayan koyu renkli sisede muhafaza edildi.

%90’ ik asit alkol

Etil alkol (%90) :995.5 ml

Glasiyel asetik asit  : 4.5 ml

Schaudinn fiksatifi (Bakir siilfat modifikasyonu)

Doymus bakir siilfat soltisyonu: 600 ml

Etil alkol (%95°lik) : 300 ml
Gliserin ;15 ml
Glasiyal asetik asit :5ml

Doymus bakir siilfat soliisyonu, etil alkol ve gliserin ile karistirildi (Burada
gliserinin tam olarak karigabilmesi i¢in mekanik karistirict kullanildi). Kullanincaya
kadar saklandi. Kullanmadan hemen once, kullanilacak her 95 ml stok soliisyona 5 ml

glasiyal asetik asit eklendi.

Digerleri
%70’1lik metanol: 70 ml %100’lik metanol tizerine 30 ml distile su eklenerek

hazirland1. Ksilen ve %100’liik metanol direk kullanild.

Trikrom Boyama Yontemi

1. Digki 6rnekleri lam {izerine resim firgas1 yardimai ile yayildu.

2. Digki yaymasi yanlarindan kurumaya baslayinca Schaudin fiksatifi icine
alindi. Fiksatif icinde 30 dk bekletildi.

3. Fiksatif i¢inden alinan lam direk D’antoni iyot soliisyonu igerisine alinarak
1 dk bekletildi.

4. %70’lik metanol igerisinde 1 dk bekletildi.

5. %70’lik metanol icerisinde 1 dk bekletildi.

6. Trikrom boyasi i¢inde 8-10 dk bekletildi.
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7. %90’ lik asit alkolde 8-10 sn bekletildi.

8. %100’ liikk metanolde ¢alkalandi.

9. %100’ liikk metanolde 30 sn bekletildi.

Trikrom boyamanin mikroskobik incelemesi: Tiim ornekler boyama sonrasi

immersiyon damlatilarak incelendi.

3.2.3. Kiiltiir Yontemi

Modifiye Jones Medium

Stok Soliisyon

1 Lt distile suya 9,46 g Na2HPO4 (Sodyum Fosfat Dibazik)

1 Lt distile suya 9,08 g KH2PO4 (Potasyum Fosfat Monobazik)
1 Lt distile suya 9,00 g NaCl

Hazirlams1

Mix hazirlamir

Stok soliisyonlarindan 93,8 ml. NaoHPO4 - 31,3 ml. KH2PO4 - 562,5 ml NaCl
alinarak tamponlu soliisyon hazirlandi. Tamponlu soliisyona, % 0,1 Maya 0ziitii
eklendi ve pH 7-7,5 olacak sekilde ayarlandi. Maya 6ziitii eklenen soliisyon otoklavda
(121°C, 1 atm basing, 15 dk) steril edildi. Steril edilen soliisyona % 10 At serumu
(56°C 30 dk. Inaktive edilmis) eklendi ve hazirlanan besiyeri 2 ml’lik santrifiij
tiiplerine (Vidali Kapakli) aktarilarak -20°C’de muhafaza edildi.

Kiiltiiriin yapilmasi
Jones Medium igeren 2 ml’lik tiiplere digkidan 30mg eklendi.
Daha sonra besiyeri 37°C’de 3-4 giin inkiibe edildi.

Etiivde Ureme gériildiigiinde 100 ml taze besiyerine pasaj yapildi.

Kiiltiir yonteminin mikroskobik incelemesi

Kiiltiirtin dip kismindaki diski atiklarina dokunmadan, bu tabakanin {izerindeki
bolgeden pastor pipeti yardimiyla alman Ornekten preparat hazirlanarak 151k
mikroskobunda (40X objektif) incelendi. Parazitin olup olmamasi, parazit varsa

parazitin morfolojisi, saha sayimi ve hiicre boyutu yoniinden degerlendirildi.
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3.2.4. PCR Yontemi

DNA eldesi igin, diskidan DNA izolasyon kiti (GeneMATRIX Stool DNA
Purification Kiti, Polonya) kullanildi. Bu amagla nativ-Lugol ve trikrom boyama ile
Blastocystis sp. oldugu belirlenen alt1 6rnek segildi. DNA eldesinin kontrolii amaciyla
B. hominis genel primerleri ile amplifikasyon yapilip DNA varligi kontrol edildi.
Uygun DNA eldesi yontemi belirlenerek diskidan izole edilen DNA’lar subtip tayini
i¢in kullanildi.

GeneMatrix Diski izolasyon Kiti Calisma Prosediirii

1. 40 pl Activasyon Buffer ST DNA baglayict spin column’a eklendi ve spin
— column lizerine lizat ekleninceye kadar oda 1sisinda muhafaza edildi.

a. Buffer ST’yi spin - column i¢indeki zarin merkezine eklendi. Bu hem zarin
tam 1slanmasini hem de DNA baglanmasinin maksimum diizeye ¢ikmasini saglar

B. Membran aktivasyonu izolasyon islemine baglanmadan 6nce yapilmalidir.

2. Bead Tiipe 200 mg gaita 6rnegi eklendi.

3. Gaita tiip duvarindan ayrilarak tam bir siispansiyon haline gelinceye kadar
kuvvetlice vortekslendi.

4. 60 nl Lyse ST buffer eklendi.

a. Lyse ST buffer bilesenleri 20°C altindaki sicakliklarda ¢okelti olusturabilir.
Bu sebepten ¢ozeltiyi cozmek i¢in 37°C de sicak su banyosunda ¢ozelti seffaflagincaya
kadar karistirilir.

5. 1 dakika boyunca vortekslendi.

6. 70°C de 5 dakika inkiibe edildi.

7. Bead tiipler bir vortex adaptor kullanilarak 10 dk yatay olarak
vortekslendi.

8. Bead Tube 14000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi. Sonra 400ul siipernatant
kismi1 2ml lik santrifiyj tiiplerine aktarildi.

9. 400ul PR buffer eklenir ve 5 saniye vortekslendi, sonra 5 dk boyunca buz
tizerinde inkiibe edildi.

10. 14000 rpm de 2 dk santrifiij edildi.

11. Sonra siipernatantin 550ul’lik kismi yeni 2ml’lik santrifiij tiliplerine
aktarildi.

12. 650 pl SOL st buffer 400 ul % 96 etanol eklendi ve iyice karigtirildi.
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13. Tiip kapaginin i¢ kismina yapisan siviy1l ayirmak i¢in kisa siireli santrifiij
edildi.

14. Lizatin 600 pul’si icine spin — columm yerlestirilmis toplama tiipiine
aktarildi.

15. 12000 rpm de 1 dk santrifiij edildi.

16. Spin — column kismui ¢ikartilir ve siizlilmiis sivi atilir ve spin — column
toplama tiiptine yerlestirildi.

17. 15— 17. Basamaklar tekrarlandi.

18. Sivinin siipernatant kismi alinir ve spin — column yerlestirilmis tiipe
aktarildi. Filtrenin i¢inde kalan lizat kalintilarini siizmek i¢in 12000 rpm de 1 dakika
santrifiij edildi.

a. Lizatin spin — column’dan tam ge¢medigi durumlarda tiipler 14000 devirde
tekrar santriftij edildi.

19. Spin — column kismi ¢ikartildi ve flow throug (sliziilmiis s1v1) atildi ve spin
— column toplama tiipiine yerlestirildi.

20. 500 ul Wash STX buffer spin columna eklendi ve 12000 rpm de 1 dk
santrifiij edildi.

21. Spin — column kismi ¢ikartildi ve flow throug (stiziilmiis siviy1) atildi ve
spin — column toplama tiipiine yerlestirildi

22. 500 pl Wash STX buffer spin - columna eklendi ve 12000 rpm de 2 dk
santrifiij edildi.

23. Spin - column ¢ikartildi ve yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. 100-200
ul 70°C’ye kadar 1sitilmis Elution buffer eklendi ve DNA zincirlerinin birbirinden
ayrilmasi saglandi.

a. Filtrenin merkezi {izerine Elution buffer’in DNA verimi artirmak igin
dogrudan eklendi.

B. Spin-column yiizyindeki DNA artiklarinin aktarilmasini 6nlemek i¢in mikro
pipet spin - column duvarina dokundurmadan aktarma yapildi.

24. Spin - column / toplama tiipli diizenegi oda sicakliginda 2 dK inkiibe edildi.

25. Spin - column 12000 rpm de yarim dk santrifiij edildi.

26. Spin - column ¢ikartildi ve saklama kabinin kapagi kapatildi.

Elde edilen DNA’lar PCR i¢in kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.
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PCR Optimizasyonu:

B. hominis’in subtip tayini i¢in direk baki ve kiiltiirde pozitif bulunup -20°C’de
muhafaza edilen digki 6rnekleri kullanildi. Subtip tespiti i¢in kullanilan B. hominis
genel primerleri (Tablo 3) ve STS primerleri (Tablo 4) ilk 6nce 100 pmol/ul olacak
sekilde sulandirildi.

B. hominis genel primerleri ile B. hominis’in 1800 bg’lik rDNA bdlgesinin
1100 bg’lik gen bolgesi cogaltildi. PCR kosullari, Yoshikawa ve ark. STS
primerleriyle dokuz subtipin belirlenmesinde uyguladigi PCR kosullarina uygun

olarak ayarlandi.

Tablo. 3. Blastocystis hominis Genel Primeri

Amplikon Primerler
biiyiikliigii (b¢) (Forward/Reverse)
Genel 110a( F: 5°-GGAGGTAGTGACAATAAATC-3’
Primer ¢ R: 5>-ACTAGGAATTCCTCGTTCATG-3’
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Tablo. 4. Blastocystis hominis Subtip Tespitinde Kullanilan Primerler

Amplikon .
. p e Genbank Primerler
ST biiyiikliigii
No (Forward/Reverse)
(b¢)
F: 5 CATGAGAAAGTCCTCTGGTGAGG -3’
ST1 1500 be AB023499.1
R: 5> CATCCTTTTACAGACAACCAATCTC -3’
F: 5-CATGAGTAAAGTCCCGTTGGGA-3’
ST 2 1500 be AB070987.1
R: 5’-CCCTTTTACAGTTCATTCGCCTA-3’
F: 5-CATGCAATTGGTCTTGTAGACTGCA-3’
ST3 1200 b AB070992.1
R: 5-GTCCCTCTAAGAGGATTCCTATAGA-3’
F: 5’-TTGAAGTGAACTTGGGTTGATGTG-3’
ST4 1050 be AY244621.1
R: 5-AATAATTCCGCAAAGAATTACTATATCA-3’
F: 5-GCTAATACATGAATAAATCCTCAACTTC-3’
ST5 1200 b AB070999.1
R: 5-CGTATAGTGTCCCTCTAAGAAGTATACA-3’
o - F: 5- TGGATGAGTATTTGAATTCAATTTTCG-3’
¢ AR -0-1 R: 5-CCCAGATACTCAAACGTATCCG-3'
F: 5-TGGGCAACCATTAAAGAAGTAC-3’
ST7 1340 be AF408427.1
R: 5-TCCCAAGTCTATCGACTCAGA-3’
F: 5-GAATGAAAACCAGTAGACTTAGTCTATTCG-3’
ST8 1480 be AB107970.1
R: 5-CTCTATTCCTTTTACAGACTAGAAAC-3’
F: 5- GAGAATGTCAAATTCTTGTAAAATAATC-3’
ST9 1030 be AF408426.2
R: 5-CCCAGATACAAAAACGTATCCG-3’

Genel ve Subtip B. hominis primerleri igin kullanilan primerin baglanma
derecelerini belirlemek i¢in farkli 1silarda c¢ogaltildi ve jelde yliriitilen DNA’lar
parlaklik derecelerine gore baglanma dereceleri belirlenerek PCR  protokolii

olusturuldu.
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PCR MiX

- H20 :14.3 ul
- Buffer sl

- MgClI |
-dNTP -1 pl

- Primer F :0.25 ul
- Primer R :0.25 ul
- Taq polimeraz 202 ul
- DNA -2l

- Toplam reaksiyon tampounu: 20 pl
PCR Is1 Dongiisii

94°C: 5 dk

94°C: 1dk

55°C: 45 sn 38 dongii
72°C: 1 dk

72°C: 10 dk

Jel Elektroforez Yontemi
Jel Hazirlama

5X TBE hazirlanisi

-EDTA :20 ml (0.5 M, pH: 8)
- Tris 1549

- Borik Asit :275¢g

Yiikleme Tamponu (Orange G)

- Orange G 125 mg

- Gliserol :3ml

-5X TBE :2mi

- Distile su :5ml

Molekiiler agirhk standardi
- Distile su 24 ul
- Blue loadingdye  : 1 ul
- DNA loader s lpl
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Yontem

1. Jel yiiriitme tamponu hazirlamak i¢in; 20 ml EDTA ve tartilan kimyasallar
1000 mI’lik sise igerisine alindi ve iizeri 1000 ml’ ye kadar distile su ile tamamlandi.
Jel hazirlamak ve tank igerisinde jel yiiriitiirken kullanmak i¢in hazirlanan 5X TBE’
den 200 ml 5X TBE’den alinip iizerine 800 ml distile su eklenerek 1X TBE
hazirlanmistir.

2. Jel i¢in; 100 ml 1X TBE icine 1.5 g agaroz tartild1 ve karisim igerisindeki
agaroz kristalleri ¢oziiliinceye kadar mikrodalgada 1sitildi. Daha sonra hazirlanan jel
icerisine 5 pl etidyum bromiir eklenerek tarakli tanka dokiildii ve 45 dk jelin kristalize
olmasi i¢in beklenildi. Donan jel icerisinden taraklar ¢ikarilarak jel yiiriitme tankina
yerlestirildi.

3. Tankin i¢i jel yiizeyini kaplayacak kadar 1X TBE tamponu ile dolduruldu.

4. Amplifiye edilen DNA’dan 10 pl ve ylikleme tamponundan 2 pl alinarak
ayr1 bir yerde pipetlenip totalde 12 pul olacak sekilde jel icindeki kuyucuklara yiiklendi.

5. DNA’larin agirliklarina gore dizilimini belirlemek i¢in 5 pl marker DNA
ornekleri gibi ilk kuyuya yiiklendi. Yiiklenen DNA’lar tank icinde 60 Amper, 110 Volt
da 30-35dk yiiriitiildii.

6. Agaroz jel tanktan ¢ikarilarak transliminatore aktarildi. Transliiminatorde,

DNA'’larin agirliklarina gore olusturdugu bantlar UV 15181 altinda incelendi.

Verilerin analizi SPSS 21.0 windows istatistik programi kullanilarak
gerceklestirildi. Elde edilen degerin p<0.05 altinda olmasi istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Istatistiksel analizlerde uygun veriler, tanimlayici istatistikler (sayi,
yiizde olarak) olarak sunuldu. Bagimli degiskenler arasindaki iligkiyi belirlemek igin
Mc Nemar testi, bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in Chi-Square
testi kullanildi. Bu ¢aligma metodolojik bir ¢alismadir.

Calismamn kisithliklari: PCR sonucunda subtip tayini yapilamayan 6rnekler
icin yeni subtip olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla DNA dizi analizi yontemi

kullanilmadi.
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4. BULGULAR
Bu calismada 282 insan diski o6rnegi, 343 hayvan digski 6rnegi Dicle

Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda
incelenmistir. Caligmaya dahil edilen B. hominis pozitif 96 digk1 6rneginden 69 tanesi
insanlardan, 27 tanesi de farkli hayvanlardan toplanmistir.

Calisma kapsaminda, Gastroenteroloji polikliniginden GIS sikayeti ile gelen
130 hastanin digk1 6rnegi toplandi bunlardan 21 tanesi pozitif bulundu. Dermatoloji
polikliniginden tirtiker tanis1 konulmus 80 hastanin diski 6rnegi toplandi bunlardan 18
tanesi pozitif bulundu. Onkoloji kliniginde radyoterapi goren hastalardan 54 diski
Ornegi toplandi bunlardan 12 tanesi pozitif bulundu. Kemoterapi tedavisi goren
hastalardan topladigimiz 6rnekler kromotografik yontemle Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum yoniinden degerlendirildi ve biitiin
orneklerin negatif oldugu belirlendi. Kontrol grubu olarak herhangi bir sikayeti
olmayan bireylerden toplanan ve B. hominis yoniinden pozitif bulunan 18 digki 6rnegi
calismaya dahil edildi.

Hayvan ornekleri i¢cin, Hayvan pazarindan 110 biiylikbas ve kiiciikkbas hayvan
digkis1 toplandi, 32 tanesinde direk bakida Blastocystis sp.’ye benzer yapilar goriildii
fakat bunlardan 17 tanesi kiiltiirde pozitif bulundu. Farkli besicilerden 80 kanatl
digkis1 toplandi, 21 tanesinde direk bakida Blastocystis sp.’ye benzer yapilar goriildii
fakat 9 tanesi kiiltiirde pozitif bulundu. Hipodromdan ve at ¢iftliklerinden 80 at digkis1
toplandi, 13 tanesinde direk bakida Blastocystis sp.’ye benzer yapilar goriildii fakat
bunlardan 1 tanesi kiiltiirde pozitif bulundu. K&pek barinagindan 73 kopek digki 6rnegi
topland1 9 tanesinde direk bakida Blastocystis sp.’ye benzer yapilar goriildii ve kiiltiire
ekimi yapildi. Kiiltiire ekimi yapilan 6rneklerden higbiri B. hominis yoniinden pozitif
degildi.

Caligma kapsaminda toplanan digki 6rnekleri ilk olarak nativ-Lugol yontemi
ile tarandi. Pozitif olarak tespit edilen ornekler ikinci bir yontem olarak trikrom
boyama yontemiyle ¢alisildi. Ayrica her bir 6rnek Modifiye Jones Medium’a ekilerek
ikinci bir dogrulama yontemine gidildi. Direk baki ve Kiiltiir pozitif bulunan 6rnekler
-20°C’de muhafaza edildi ve bu numunelerden DNA eldesi yapildi. Elde edilen
DNA’lardan STS primerleri kullanilarak PCR yontemiyle subtip tayinleri yapildi.
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Calisma yas gruplaria gore degerlendirildiginde; B. hominis, GIS sikayeti olan
hastalarda, Urtikerli hastalarda ve kontrol grubunda, 10-50 yas arasinda daha sik tespit
edildi. Kemoterapi alan hastalarda ise 50 ve {izeri yas grubunda daha siklikla saptandi
(Tablo. 5). Calisma gruplari yas araliklarina gére degerlendirildiginde; 10-50 yas arasi
hasta grubunda B. hominis goriilme oraninin daha yiiksek oldugu saptandi (p<0,05).

Tablo. 5. B. hominis’in Farkl1 Yas Gruplarindaki Dagilimi

Kontrol

Gastroenteroloji  Kemoterapi Urtiker Grubu Toplam

Say1 % Sayi1. % Say1 % Say1 % Sayr %
10 Yas Alt1 4 100 0 0 0 0 0 0 4 100
10-50 Yas 15 27,8 7 130 15 278 17 31,5 54 100
50 Yas Ustii 2 18,2 5 455 3 273 1 9,1 11 100
Total 21 30,4 12 174 18 26,1 18 26,1 69 100

Calisma cinsiyete gore degerlendirildiginde: 69 kisiden, 34 erkek ve 35 kadin
B. hominis yoniinden pozitif bulundu (Tablo. 6). Calisma gruplar1 cinsiyete gore

degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0,05).

Tablo. 6. B. hominis’in Cinsiyete Gore Dagilimi

Gastroenteroloji Kemoterapi Urtiker Kontrol Grubu Toplam

Sayi % Sayi % Sayi % Sayi % Sayi %
Erkek 10 29,4 2 5,9 7 20,6 15 44,1 34 100
Kadin 11 31,4 10 28,6 11 31,4 3 8,6 35 100
Total 21 30,4 12 17,4 18 26,1 18 26,1 69 100

Insanlardan toplanan diski drneklerinin hepsi nativ-Lugol ve trikrom boyama
yontemiyle calisildi ve biitiin 6rnekler her iki yontemde de pozitif olarak belirlendi.

Hayvanlarda ise disk1 6rnekleri icinde artefaktlar ve olas1 hiicresel yapilar fazla oldugu
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icin B. hominis’in morfolojik ayrimi ve tanimlanmasinda zorluklar yasandi. Bu
sebeple direk bakida siipheli goriilen 6rnekler kiiltiire alindi.

Kiiltiir yontemi ile direk baki yontemlerini karsilastirdigimizda; biitiin insan ve
hayvan diski 6rnekleri direk baki yontemi ile incelendi. Direk baki ile pozitif bulunan
biitiin 6rnekler kiiltiirde de pozitif olarak tespit edildi. Hayvan digki 6rneklerinden 14
tanesi direk baki yontemiyle kesin olarak teshis edilemedi. Bu o6rnekler kiiltiir
yontemiyle ¢alisildiginda, B. hominis yéniinden pozitif oldugu gériildii. Insan diski
ornekleri, B. hominis’in en sik goriilen vakuoler formun kolayca teshis edilmesi ve
insan digkisinda B. hominis’e benzer artefaktlar ve farkli hiicresel yapilar bulunmamasi
sebebiyle, direk bakiyla kolayca teshis edildi. Direk bakida ¢ok nadir B. hominis
gordiigiimiiz baz1 diski 6rneklerinin kiiltiirlerinde bol B. hominis tiredigi saptandi. Bu
da bize, diskinin direk bakisinda nadir B. hominis etkeni goriilse bile kiiltiir ortaminda
tiretilebilecegini ve kiiltiiriin teshiste ne kadar 6nemli oldugunu gosterdi.

Bu galismamizda ayrica, Kiiltiir yonteminin DNA izolasyonunda da avantaj
sagladigin1 gordiik. Calismamizda B. hominis DNA’sin1 izole etmek i¢in diskidan
DNA izolasyon kiti kullanildi. Bu izolasyon isleminde karsilagtirmak amaciyla -20°C
saklanan 96 diski 6rnegiyle beraber, 12 tane de kiiltiirde ¢ogaltilan 6rnekten izolasyon
yapildi. Kontrol amaciyla ¢alistigimiz 12 6rnegin PCR isleminde, direk diskidan
calisilan orneklere kiyasla daha net bantlar elde edildi.

Direk bakida pozitif bulunan ve kiiltiirde iireyen 96 6rnek PCR yontemiyle
caligildi. Caligmada ilk olarak genel primerler kullanildi ve 96 Ornegin hepsi
Blastocystis sp. pozitif olarak tespit edildi.

Incelenen 96 insan ve hayvan disk1 6rneginde en ¢ok ST3 saptandi. ST3 biitiin
orneklerin %43,8’de ve insanlarin %60,9°da tespit edildi. PCR isleminde Blastocystis
sp. genel primeri pozitif bulunan 6rneklerin; % 43,8’inde ST3, %12,5’inde ST1, %
12,5’inde ST2, % 6,3’tinde ST7, % 4,2’sinde ST6 ve % 3,1’inde ST5 tespit edildi.

Incelenen 96 &rnegin %10,4’{inde miks subtip saptandi. Miks Subtip gériilen
gruptan kemoterapi tedavisi alan bir hastada ST1, ST2 ve ST3 olmak iizere ii¢ farkl
subtip bir arada goriildli. Ayrica iirtiker teshisi konulan 4 hastadan bir tanesinde ST1
ve ST2, ii¢ tanesinde ST1 ve ST3, GIS sikayeti olan hastalardan bir tanesinde ST2 ve
ST3 ve Kontrol grubundan bir kiside ST1 ve ST3 goriildii. Hayvan grubundan ise, bir
kanatlida ST6 ve ST7 goriildii.
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PCR isleminde Blastocystis sp. genel primeri pozitif bulunan 96 &rnekten
%27,2’sinde ise higbir subtipe rastlanmadi. Non Subtip gruplar sirasiyla; Biiyiikbas §,
kiiciikbas 7, iirtikerli 7, GIS sikayetleri olanlar 3, kontrol grubu ve Kanatli 1 olarak
tespit edildi. Kemoterapi alan hastalarin ise, tamaminin en az bir subtip ile enfekte

oldugu goriildii. Bu calismada ST4, ST8 ve ST9 tespit edilemedi.
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Resim. 3. Kiiltiirde Uremis Blastocystis sp. Vakuoler Form Direk baki Gériiniimii

Resim. 4. Kiiltiirde Blastocystis sp. Graniiler Form Goriiniimii
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Resim. 5. Blastocystis sp. Lugol Boyama Goriiniimii

Resim. 6. Blastocystis sp. Vakuoler Form Trikrom Boyama Y 6ntemiyle Goriintimii
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Direk Gaitadan
izolasyon

Kiiltiirden
izolasyon

Resim. 7. Direk Gaitadan ve Kiiltiirden Calisilan PCR Sonucu Elde Edilen Bantlar

h ST7 STé ST5 ST3 ST2 ST1 !

1T 1N [ 1T M
M 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M

Resim. 8. Calismada Tespit Edilen Biitiin Subtipler
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Subtiplerin hasta gruplarina gore dagilimi su sekilde bulundu:

ST1, %33,3 oraniyla en sik, trtiker sikayeti olan ve kemoterapi tedavisi alan
hasta gruplarinda goriildii. En az ise, %8,3 oraniyla kontrol grubunda goézlendi.
Gruplarin birbiriyle karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(p>0,05).

Tablo. 7. B. hominis ST1’in Hasta Gruplarina Gére Goriilme Oranlari

Gastro Kemoterapi Cildiye Kontrol Toplam

Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %

Negatif 18 31,6 8 14,0 14 24,6 17 29,8 57 100

Pozitif 3 25,0 4 33,3 4 33,3 1 8,3 12 100

Toplam 21 30,4 12 17,4 18 26,1 18 26,1 69 100

ST2, %41,7 oraniyla en sik, kemoterapi tedavisi alan hasta grubunda goriildii.
En az ise, %8,3 oranmiyla kontrol grubunda go6zlendi. Gruplarin birbiriyle

karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Tablo. 8. B. hominis ST2’nin Hasta Gruplarina Gore Goriilme Oranlari

Gastro Kemoterapi Cildiye Kontrol Toplam

Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %  Sayi %

Negatif 17 29,8 7 12,3 16 28,1 17 29,8 57 100

Pozitif 4 33,3 5 41,7 2 16,7 1 8,3 12 100

Toplam 21 30,4 12 174 18 26,1 18 26,1 69 100

ST3, %33,3 oranmiyla en sik kontrol grubunda goriildii. En az ise, %11,9
oraniyla kemoterapi tedavisi alan hasta grubunda gozlendi. Gruplarin birbiriyle

karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
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Tablo. 9. B. hominis ST3’iin Hasta Gruplarina Gére Goriilme Oranlart

Gastro Kemoterapi Cildiye Kontrol Toplam
Say1 % Say1 % Say1 %  Say1 % Say1 %
Negatif 8 29,6 7 25,9 8 29,6 4 14,8 27 100
Pozitif 13 31,0 5 11,9 10 238 14 333 42 100
Toplam 21 30,4 12 17,4 18 26,1 18 26,1 69 100

ST5 bir tane kontrol grubunda, iki tane de kiigiikbas hayvanda olmak {izere
toplam {i¢c &rnekte goriildii. ST6 sadece bir tane GIS sikdyeti olan hastada ST2 ile
beraber, 3 tane de kanatli grubunda saptandi. ST7 ise insan gruplarinda goriilmedi
fakat 6 tane kanath grubunda goriildii.

GIS sikayetleri olan, Urtikerli ve Kemoterapi tedavisi alan hasta gruplartyla
kontrol grubunun B. hominis subitlerine gore istatiksel karsilastirilmasinda elde edilen
sonuglar:

ST 1: GIS sikayeti olan grupta %25 kemoterapi alan grupta % 33,3, iirtikerli
grupta %33,3 ve Kontrol grubunda %38,3 goriildii. Gruplarin kontrol grubuyla
Mc.Nemar testine gore karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmistir (p<0,05).

ST 2: GIS sikayetleri olan grupta % 33,3 (n=4), Kemoterapi alan grupta % 41,7
(n=5), Urtikerli grupta % 16,7 (n=2) ve kontrol grubunda % 8,3 (n=1) goriilmiistiir.
Gruplarin kontrol grubuyla Mc.Nemar testine gore karsilastirilmasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05)

ST 3: GIS sikayetleri olan grupta % 31,0 (n=13), Kemoterapi alan grupta %
11,9 (n=5), Urtikerli grupta % 23,8 (n=10) ve kontrol grubunda % 33,3 (n=14)
goriilmiistir (Tablo 9). Gruplarin kontrol grubuyla Mc.Nemar testine gore
karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p<0,05)

ST4, ST7, ST8ve ST9 insan gruplarinda goriilmedi. STS bir tane kontrol
grubunda, ST6 bir tane GIS sikayeti olan hasta grubunda tespit edildi. Bu subtiplerin

yetersiz sayida bulunmasi sebebiyle kontrol grubuyla karsilagtirma yapilamada.
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5. TARTISMA

Calismaya alinan diski 6rnekleri, ilk olarak nativ-Lugol yontemiyle ve trikrom
boyama yontemiyle incelendi. Nativ-Lugol yontemiyle pozitif buldugumuz biitiin
ornekler trikrom boyama yonteminde de pozitif olarak tespit edildi. Calismaya nativ-
Lugol yonteminde pozitif bulunan drnekler dahil edildigi icin B. hominis'in tespitinde
nativ-Lugol yontemiyle trikrom boyama yonteminin karsilastirilmasi yapilmadi. Fakat
laboratuvar sartlarinda iki yontemin birbirine olan istiinliikleri degerlendirildi. Nativ-
Lugol yontemi, biitiin laboratuvar kosullarinda rahatlikla uygulanabilecek, hizli sonug
veren ve B. hominis'in digkida en sik goriilen formu olan vakuoler formunu kolayca
tanimlayabilecek bir yontem olarak degerlendirildi. Fakat nativ-Lugol yonteminin,
deneyimsiz personel varliginda ve B. hominis'in kist formu veya graniiler form gibi
tespiti daha zor olan formlarinin varliginda 6zgiilligii ve duyarliligi azalmaktadir.
Ayrica mantar ve yag globiilleri gibi morfolojik olarak Blastocystis sp.’ye benzer
yapilar varliginda 6zgiilliigii azalmakta ve yanlis pozitif sonuglara sebep olmaktadir.
Bu noktalardan arastirmacilar, Blastocystis sp. tanisinda nativ-Lugol yonteminin
yanlig sonuglara neden olabilecegini ve siipheli preperatlarin bagka bir yontemle
desteklenmesi gerektigini ifade etmislerdir (27, 92).

Tikrom boyama yonteminde organizmanin stoplazma ve organellerinin farkli
renklere boyanmasi ve Orneklerin mikroskobun 100X’lik mercegiyle taranmasi
sebebiyle B. hominis’in diger etkenlerle karistirtlma ihtimali azalmaktadir. Ayrica
trikrom boyama isleminde diski belli islemlerden gecirilerek boyanmakta ve
artefaktlardan kismen armdirilmakta bu da B. hominis'in tanimlanmasini
kolaylastirmaktadir. Bu yonleri ile trikrom boyama yontemi nativ-Lugol yontemine
gore daha gilivenilir bir yontem olarak degerlendirildi. Bu alanda yapilan farkl
caligmalar da Blastocystis sp. tanisinda trikrom boyama yoOnteminin nativ-Lugol
yontemine gore daha giivenilir bir ydntem oldugunu ortaya koymustur. Ozgakir ve ark.
B. hominis'in tan1 yontemlerini karsilagtirdigi bir ¢alismada, trikrom boyama yontemi
ile 78 hasta, Nativ-Lugol yontemi ile 39 hasta pozitif olarak tespit edilmis ve tikrom
boyama yonteminin direk bakiya gore daha duyarli bir yontem oldugu belirtilmistir
(168). Termmathurapoj ve ark. tarafindan tan1 yontemlerinin karsilastirildig: baska bir
calismada, Trikrom boyama yonteminin direk bakiya gore duyarliliginin ytiksek

Ozgiilliigiiniin ise diisik oldugu belirtilmistir (169). Trikrom boyama yonteminde
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Ozgilliigiin diismesinin sebebi, boyama esnasinda bir¢ok farkli kimyasal kullanilmasi
ve boyama isleminin uzun siliren birgok basamak igermesi sebebiyle
standardizasyonunun zorlasmasi olabilir. Buna karsin Dogruman ve ark. tarafindan B.
hominis tan1 yontemlerinin karsilastirildig bir ¢alismada, trikrom boyama yonteminin
duyarliligi ve 6zgiilliigii nativ-Lugol yonteminden daha yiiksek bulunmustur (170).

Yapilan galigmalarda kiiltiir yontemi, direk baki ve molekiiler yontemlere gore
daha duyarl bir yontem olarak belirtilmekte ve Blastocystis sp. tanisinda altin standart
olarak kabul edilmektedir (27, 169, 171). Calismamizda, direk bakida pozitif
buldugumuz biitiin 6rnekler Jones medium kiiltlir yonteminde pozitif olarak tespit
edildi. Kiiltiir yonteminin, direk bakidan iki noktada tistiin oldugu belirlendi. Birincisi;
direk bakida nadir Blastocystis sp. goriilen bazi diski 6rneklerinin kiiltiirii yapildiginda
bol tireme oldugu gozlemlendi. Elghareeb ve ark. yaptigi bir ¢alismada bu durumun
sebebinin, nativ-Lugol yonteminin Blastocystis sp.'nin bazi formlarini tanimlamada
yetersiz kalmast ve Blastocystis sp.lerin yag globiilleri ve mantar hiicreleriyle
karistirildigr igin tanimlanamamasi oldugu belirtilmistir (172). Bu durumda bizlere
direk baki ile birlikte kiiltlir yonteminin kullanilmasinin teshiste avantaj saglayacagini
gosterdi. Ikincisi; 14 hayvan diski érneginde alanda goérdiigiimiiz organizmanin
Blastocystis sp. olup olmadigi noktasinda kesin bir hitkkme varamadik. Bu 6rnekleri
kiiltiire ektigimizde bol Blastocystis sp. iiredigini gordiik. Bu durum bizlere, hayvan
digsk1 6rneklerinde Blastocystis sp.'nin tanimlanmasini zorlagtiran ¢ok sayida hiicre
yapilarinin ve artefaktlarin bulundugunu ve bu yapilardan Blastocystis sp.'yi ayirmak
i¢in kiiltiir yonteminin giivenilir sekilde kullanilabilecegini gosterdi. Abe ve ark. ¢iftlik
hayvanlarinda, evcil hayvanlarda ve hayvanat bahgesinde yasayan hayvanlarda
Blastocystis sp. goriilme sikhigini arastirdigi bir caligmada direk bakida negatif
bulunan sekiz 6rnegin kiiltiirde pozitif bulundugunu belirtmis ve kiiltliir yonteminin
digkida B. hominis tespit etme oranini arttirdigini ifade etmistir (173).

Yaptigimiz caligmada kiiltiir yontemi, standardizasyonu zor bir yontem olarak
degerlendirildi. Calismada digkinin klinikten laboratuvara getirilmesi siirecinde ve
besiyerine ekiminde oksijene ve diisiik 1s1tya maruz kalmasinin tiremeyi ciddi olarak
baskiladigini1 gézlemlendi. Bu problemin 6niine gegmek igin digki 6rneginin en kisa
stirede kiiltliire ekilmesi gerekmektedir. Besiyeri hazirlama siirecinde pH'min 7-7,5

arasinda ayarlanmasi i¢in pH metre kullanilmas: gerekmektedir. Calismada modifiye
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jones medium hazirlama prensibinde verilen oranlar tam olarak uygulansa da
kullanilan kimyasallara bagli olarak pH oranlarinin degistigini ve bu degisikliklere
bagl olarak olusan asidik veya bazik ortamin Blastocystis sp.nin iiremesini ciddi
oranda engelledigini tespit ettik. Zhang ve ark. {i¢ farkli besiyerini karsilastirdigi bir
caligmada, sicaklik ve pHnin iireme {izerinde hayati 6neme sahip oldugu belirtmesi
bizim bu bulgumuzu desteklemektedir (174). Yine kiiltiir yonteminin 48 saat gibi uzun
bir siire i¢inde sonug¢ vermesi hastanin tedavisini geciktirmektedir. Ayrica kiiltiir
yontemi, giiniimlizde patojenite ile iliskilendirilen subtiplerin  ayrimini
yapamamaktadir.

Molekiiler tan1 yontemleri, 6zel laboratuvar sartlari, hassas islem basamaklari,
deneyimli personel gerektirmesi ve pahali olmasi sebebiyle rutin tanida kullanilmasi
zor yontemlerdir (151). Calismamizda, direk baki ve kiiltiirde pozitif bulunan 6rnekler
PCR isleminde de pozitif olarak tespit edildi. Diski 6rnekleri ¢ok partikiillii, kompleks
yapilar olmas1 ve bir¢ok farkli inhibitor igermesi sebebiyle molekiiler ¢alismalarda
kullanim1 zor materyallerdir. Bu sebepten diskidan DNA elde etmek i¢in ticari kitler
gelistirilmistir. Bu ticari kitlerin basar1 oranlar1 farkli caligmalarda degiskenlik
gostermektedir (161). Bu calismada diskidan DNA elde edilmesi isleminde bir
problem yasanmadi. Caligmamizda, 12 tane kiiltiirde iiretilen 6rnekten, 96 tane de
direk digkidan DNA izolasyon islemi yapildi ve kiiltiirde iiretilen 6rneklerden elde
ettigimiz DNA’larin daha net bantlar verdigi gézlemlendi. Robert ve ark. yaptig1 bir
caligmada, direk diskidan izolasyonun B. hominis DNA’sin1 besiyerinde iiretmeye
gerek kalmadan elde etmesi ve digkida bulunan biitiin subtipleri birbirini baskilamadan
tespit etmesi gibi avantajlari oldugu ifade edilmistir (151). Santos ve ark. yaptigi bir
caligmada, kiiltirden PCR ile direk digkidan PCR islemleri karsilastirilmis ve
kiiltiirden yapilan PCR isleminin daha yiliksek oranda pozitiflik verdigi belirtilmistir
(169, 175). Yoshikawa ve ark. tarafindan yapilan ve Blastocystis sp. izolasyonunda
kullanilan ticari kitlerin karsilastirildig bir ¢alismada, ticari izolasyon kitlerinin farkl
ozgiillik ve duyarlilikta oldugunu belirtmis ve PCR isleminde pozitiflik ve maliyet
yoniinden diisiiniildiigiinde kiiltiirden izolasyon igleminin daha avantajli oldugu ifade
edilmistir (161). Bu ¢alismalar beraber diisiiniildiigiinde, yapilan ¢alismada hizli sonug

almak ve diskida bulunan biitiin subtipleri tespit etmek amaglaniyorsa direk diskidan
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izolasyon islemi, yiiksek pozitiflik orani ve jelde daha net bant goriintiisii
amaglaniyorsa kiiltiirden izolasyon islemi kullanilmalidir.

Purifikasyon sonucu elde edilen 108 6rnekte PCR ile Blastocystis pozitifligini
tespit etmek i¢in Blastocystis sp. genel primerleri kullanild1 ve ¢alisilan 108 6rnegin
hepsi B. hominis genel primerleri yoniinden pozitif olarak tespit edildi. Pozitif
orneklerden jel elektroforez yontemiyle elde ettigimiz bantlar ¢ok netti ve non spesifik
bantlar ¢ok azdi. Bu da bizlere, diskidan izolasyon isleminin bir ¢ok basamak igermesi
ve zor olmasina karsin PCR yonteminin Blastocystis sp.’nin tanisinda kiiltiir kadar
giivenilir bir yontem oldugu sonucunu verdi. Bu alanda yapilan ¢alismalar, molekiiler
testlerin kiiltiir yontemi kadar giivenilir testler oldugunu gostermektedir. Santos ve ark.
tarafindan B. hominis tani yontemlerinin karsilastirildigi bir ¢alismada kiiltiir en
giivenilir yontem olarak tespit edilmis, kiiltliir yontemini sirasiyla, kiiltiirde iiretilen
orneklerle yapilan PCR ve direk digkidan yapilan PCR takip etmistir (175). Roberts ve
ark. tarafindan B. hominis tan1 yontemlerinin karsilastirildig bir ¢alismada iki farkli
kiiltiir yontemi ile PCR1 ve PCR2 diye isimlendirilen iki farkli primerin kullanildig:
PCR yontemi karsilagtirilmistir. Bu karsilastirmanin sonucunda en yiiksek pozitiflik
oranini, 92 pozitif 6rnekle PCR2 gdstermis ve PCR2'yi 81 ve 80 pozitif 6rnekle kiiltiir
yontemleri ve 65 pozitif 6rnekle PCR1 takip etmistir (151). Parkar ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada ise, molekiiler yontemler kiiltiir yontemine gore daha iistiin
bulunmustur (176). Bu ¢alismalardan elde ettigimiz veriler degerlendirildiginde su
sonuglara ulagabiliriz. B. hominis'in tanisinda kiiltiir yontemi ve molekiiler yontemler
diger tan1 metotlartyla kiyaslandiginda daha giivenilir yontemlerdir. Iki ydntemin
birbiriyle karsilagtirildigi ¢alismalarda birbirinden farkli sonuglar ¢ikmig fakat giin
gectikce molekiiler yontemlerin {stlinliigi artmaktadir. Bu caligmalarda PCR
isleminin pozitiflik oranini degistiren sebepler arasinda, digkidan DNA izolasyonunun
zor olmasi, MIX’in hazirlanmasi ve DNA nin ¢ogaltilmas: asamalarinda ortamim PCR
islemine uygunlugu, izolasyon ve PCR isleminin biitin basamaklarinda
standardizasyonun saglanmasi ve kullanilan primerler sayilabilir.

Blastocystis sp.’nin giiniimiize kadar tespit edilmis 17 subtipi bulunmaktadir
ve bunlardan 9 tanesinin insanlarda enfeksiyon yaptigi belirlenmistir. Subtip
belirlenmesinde farkli yontemler kullanilmakla birlikte pek cok arastirmacit STS

primerleri ile konvansiyonel PCR yontemini tercih etmektedir (91, 93, 177). Bizde
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caligmamizda, STS primerlerini kullanarak PCR islemiyle B. hominis’in 9 subtipini
arastirdik. Incelenen 96 insan ve hayvan disk1 6rneginde %43,8’lik oranla en fazla ST3
saptandi. Sadece insan diski 6rnekleri baz alindiginda, ST3 oranm1 %60,9 olarak tespit
edildi. Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz bu bulgu, lilkemizde ve diinyada yapilan
bircok calismayla benzerlik gostermektedir (133-138, 140). Ulkemizde ST1 ve
ST2’nin ST3’den daha fazla oranda tespit edildigi calismalarda bulunmaktadir.
Dogruman ve ark. yaptig1 bir ¢alismada asemptomatik hastalarda en yaygin subtipin
ST3 oldugunu tespit etmislerdir (134). Buna karsin Eroglu ve ark. yapmus olduklar1 bir
calismada ST2’yi semptomatik hastalarda en yaygin goriilen subtip olarak tespit
etmiglerdir (178). Yine Koltas ve ark. kirsalda ve sehirde yasayan semptomatik
hastalar1 karsilastirdig bir ¢alismada, ST1°1 her iki kesimde de en yaygin subtip olarak
tespit etmistir (139). Bu ¢alismalardan, tilkemizde en yaygin subtipin ST3 olmasina
karsin calisilan grubun yasadigi bolgeye ve semptomatik veya asemptomatik
bireylerden olusmasina goére ST1 ve ST2’nin de en yaygin goriilen subtipler
olabilecegi anlagilmaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada, ST3 disinda subtip goriilme siklig1 sirasiyla ST1, ST2,
ST7, ST6 ve ST5 olarak belirlendi. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ST3’den sonra en
yaygin goriilen subtipler ST1, ST2 ve ST4 diir. Adiyaman ve ark. yapmis oldugu bir
calismada ST3’ii ST1, ST2 ve ST4 takip etmektedir (179). Ozyurt ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢alismada, ST3’ten sonra en yaygin subtipin ST1, ST2 ve ST4 oldugu tespit
edilmistir. Bu caligmalar beraber degerlendirildiginde ST1, ST2 ve ST3 iilkemizde en
yaygin goriilen subtiplerdir ve bunlar1 ST4 takip etmektedir. Bizim yaptigimiz
calismada, ST1 ve ST2 i¢in benzer sonuglar elde edildi fakat ST4 tespit edilemedi. Bu
durumun sebebi, B. hominis’in subtiplerinin dagilimmin bolgesel olarak farklilik
gostermesi olabilir. Bu ¢alismada tespit edilen ST5, ST6 ve ST7 igin ise iilkemizde
cok kisitlhh sayida calisma yapilmistir. Bu sebepten epidemiyolojik olarak
degerlendirmek ¢ok saglikli géziikmemektedir.

Bu calismada ST1, 3 tane GIS sikayeti ile gelen hastada, 4 tane immiin suprese
hasta grubunda, 4 tane iirtikerli hasta grubunda ve 1 tane kontrol grubunda olmak tizere
toplam 12 tane tespit edildi (Tablo 7). ST1 tespit edilen 6rneklerden 7 tanesinde mix
enfeksiyon goriildii. Mix enfeksiyonlardan 1 tanesi ST2 ve ST3 ile beraber bir tanesi
ST2 ile beraber ve 5 tanesi ST3 ile beraber goriildii. Yapilan ¢aligmalarda da ST1, ST2
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ve ST3'in mix enfeksiyonlar yaptigi belirtilmektedir. Yoshikawa ve ark. yaptigi bir
calismada ST1, ST3 mix enfeksiyonu %26.3 oraninda ST1, ST2 mix enfeksiyon siklig1
%5,1 oraninda ST1, ST2 ve ST3 mix enfeksiyon siklig1 ise %1,7 oraninda tespit
edilmistir. Arastirmaci bu durumun sebebini agiklarken, B. hominis'in bulasinda kisisel
hijyenin 6nemli rol oynadigini belirtmis ve kisilerin kotii hijyen kosullar1 sebebiyle
tekrar tekrar ayni etkene maruz kalmasi sonucu mix enfeksiyonlarin olustugunu ifade
etmistir (180). Bizim ¢alismamizda ST1, ST3 mix enfeksiyon orani %41,6 gibi yiiksek
bir oranda tespit edilmistir. Bu bulgular bélgemizde sanitasyon kurallarina yeterince
dikkat edilmedigini gostermektedir.

Bu calismada ST1 kontrol grubunda bir tane, iirtikerli ve GIS sikayeti olan
grupta 7 tane, kemoterapi tedavisi alan grupta ise 4 tane tespit edildi (Tablo 7).
Semptomatik hasta gruplari ile kontrol grubu karsitlastirildiginda, ST1 semptomatik
hasta grubunda yiiksek oranda goriilmiistiir ve bu veriler istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (Tablo 7) (P<005). Tan ve ark. tarafindan 2010 yilinda yayinlanan ve
subtiplerin semptomatik vakalarla iliskisinin arastirildigir bir derlemede ST1'in
semptomatik vakalarla iliskili oldugu belirtilmistir (181). Bizim bulgularimizda bu
veriyi desteklemektedir.

Bu ¢alismada ST2, 4 tane GIS sikayeti ile gelen hastada, 5 tane immiin suprese
hasta grubunda, 2 tane iirtikerli hasta grubunda ve 1 tane kontrol grubunda olmak iizere
toplam 12 tane tespit edildi (Tablo 8). Semptomatik hasta gruplari ile kontrol grubu
karsitlagtirildiginda, ST2 semptomatik hasta grubunda ytliksek oranda goriilmiistiir ve
bu veriler istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P<005). ST2 ile ilgili yapilan
calismalarda farkli sonuglar tespit edilmistir. Dogruman ve ark. 286 yetiskin ve cocuk
grubu iizerinde yaptig1 ve subtiplerin patojeniteyle iligkisini arastirdig: bir ¢aligmada,
ST2'nin asemptomatik bir subtip oldugunu belirtmistir (134). Hussein ve ark.
tarafindan infekte ratlar lizerinde belli subtiplerin patojenitesinin arastirildig:r bir
calismada, ST2'min patojenlik potansiyeli gostermedigi sonucuna varmistir (122).
Buna karsin Vogelberg ve ark. tarafindan, iirtiker ve GIS sikayetleri olan hasta
gruplarmin ST2 ile iliskisinin arastirildigi bir ¢alismada, ST2'nin iirtiker ve GIS
sikayetlerinin olugmasinda roliiniin oldugu sonucuna varmistir. Yine bu hasta
grubundan izole ettigi ST2'nin DNA dizi analizlerinin Danimarka gen bankasinda

bulunan ve ayni hasta grubundan elde edilen ST2'nin DNA dizi analizleriyle benzer
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oldugunu belirtmistir. Vogelberk bu calismanin tartigma kisminda, ST2'min farkli
calismalarda semptomatik ve asemptomatik vakalarla iligkilendirilmesinin sebebinin,
ST2 igerisindeki genetik ve / veya morfolojik varyasyon farklari olabilecegini ifade
etmistir (182).

Bu caligsmada iki tane koyunlarda bir tane de kontrol grubunda olmak tizere 3
tane ST5 tespit edilmistir. ST5’in {ilkemizde ¢ok kisitl sayida bildirimi vardir. Ik kez
2016 yilinda Kogtas ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada tespit edilmis ve bundan
baska ST5 bildirimi yapilmamustir (139). ST5 genelde semptomatik hastalarla iliskili
goriilmiistiir (25). Fakat bizim ¢alismamizda ST5, kontrol grubunda tespit edildi. ST5
tespit ettigimiz kisi kirsal kesimde yasayan ve bu sebeple hayvanlarla siki temas
halinde olan biriydi. Bu da tespit ettigimiz ST5’in hayvansal kaynakli bir bulas olma
thtimalini giiclendirmektedir. Diinyada yapilan ¢alismalarda ST5'in hayvan kaynakli
bir subtip oldugu ve kétii hijyenin bulasta ¢ok 6nemli rol oynadigini gostermektedir
(180, 183).

Bu caligmada iilkemizde ilk defa STS koyunlarda tespit edildi. Diinyada
yapilan c¢alismalarda STS sigirlarda ve domuzlarda tespit edilmistir (180, 183).
Alfellani ve ark. hazirladigi ve Blastocystis sp.min ¢iftlik hayvanlari ve hayvanat
bahgesinde yasayan hayvanlar arasindaki dagilimini aragtirdigi bir ¢alismada ST5'in
genel olarak ¢ift tirnakli hayvanlarda bulunabilecegi ifade edilmistir (25). Bu yoniiyle
ST5'in koyunlarda bulunmas1 miimkiindiir. Fakat bu verinin, molekiiler dizi analizleri
ve bu alanda yapilacak daha fazla Ornegin kullanildig1 farkli caligmalarla
desteklenmesi gerekmektedir.

ST6, bir tane GIS sikayeti olan hasta grubunda, ii¢ tane de kanatli grubunda
olmak iizere toplam 4 tane tespit edildi. Ulkemizde ST6, Dagc1 ve ark. tarafindan
semptomatik hastalarda, Adiyaman ve ark. tarafindan GIS sikayeti olan hastalarda ve
Koltas ve ark. tarafindan semptomatik hastalarda tespit edilmistir (137, 139, 179).
Rene ve ark. diskida kist atim1 olan hastalar {izerinde yaptig1 bir arastirmada ST6
kabizlik sikayeti olan bir hastada tespit edilmistir (184). Bu ¢alismalar bizim
calismamizla uyum gostermektedir. Biitlin bu ¢calismalar beraber degerlendirildiginde
ST6’nin 6zellikle GIS sikayeti olan hasta grubunda goriildiigii ve patojenlik

potansiyeli oldugu anlasilmaktadir.
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Kanatlilarda yaygin olarak goriilen ST6’nin iilkemizde kanatlilar arasindaki
yayginligini arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. 2008 yilinda Tan tarafindan
hazirlanan ve Blastocystis sp. tiirlerinin dagiliminin arastirildigi bir derlemede,
STé6'nin ozellikle kanatlilarda goriildiigii ve insanlara bulastan da kanatli grubunun
sorumlu oldugu ifade edilmistir (27). Tarafimizca yapilan bu c¢alismada ST6,
Blastocystis sp. pozitif kanatlilar arasinda %33,3 gibi yiiksek bir oranda tespit
edilmistir. Bu da ST6’nin insanlara bulasinda kanatlilarin potansiyel bir kaynak
oldugunu gostermektedir.

ST7, kanath grubunda 6 tane tespit edilmis fakat insan gruplarinda tespit
edilememistir. Ulkemizde Adiyaman ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada GIS
sikayeti olan hastalarda ve Koltas ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada kirsal
kesimde yasayan semptomatik hasta grubunda tespit edilmistir (139, 179). Buna karsin
diinyada yapilan ¢aligsmalarda bizim ¢alismamiza benzer sonuglar elde edilmistir. Tan
ve ark. yaymladiklar1 bir derlemede, ST7'nin tavuklarda goriildiigi ve konak
dagiliminin ¢ok kisitli oldugu belirtilmis ve bu subtipin proteaz aktivitesi gosterdigi
ve ciddi virlilans faktorleri igerdigi ifade edilmistir (181). Hisao ve ark. yaptigi,
Blastocystis sp.'nin insanlar ve hayvanlar arasindaki dagilimini arastiran bir calismada,
ST7’yi, sekiz tane tavukta, sekiz tane de domuzda tespit etmisler insanda ise tespit
etmediklerini bildirmislerdir (180). Bizim ¢alismamizda ST7, Blastocystis sp. pozitif
kanatli grubunda %66,6 gibi yiiksek bir oranda tespit edilmistir. Bu c¢aligmalar ile
bizim ¢aligmamiz beraber degerlendirildiginde, ST7 insanlarda nadir karsilasilan bir
subtipdir. Pozitif tespit edilen hastalar genelde kirsal kesimde yasayan ve hayvanlar
ile sik1 temas halinde olan bireylerden olusmaktadir.

Calismamizda B. hominis genel primerleriyle pozitiflik belirlenmesine ragmen
12 insanda 15 tane de hayvanlarda olmak iizere toplam 27 6rnekte higbir subtip tespit
edilemedi. Nonsubtip 12 kisiden 6 tanesinin iirtikerli hasta grubunda, 4 tanesinin GIS
sikayetleri ile gelen hastalarda ve 2 tanesinin de kontrol grubunda oldugu belirlendi.
Kemoterapi tedavisi goren gruptaki biitiin hastalar ise en az bir subtip ile enfekteydi.
Ulkemizde Ertug ve ark. yaptiklar1 ve insanda goriilen 7 subtipin arastirildigi bir
calisgmada nonsubtiplerin oran1 %27,9 bulunmustur (185). Lee ve ark. yaptigi bir
caligmada nonsubtip oranint %12,7 olarak tespit etmistir (141). Tan ve ark. immiin

suprese hastalar iizerinde yaptig1 bir ¢aligmada 2 tane nonsubtip tespit etmis ve bu
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durumun sebebinin yanlig izolasyon islemi veya bilinmeyen subtiplerin olabilecegini
ifade etmistir (186). Bu ¢aligmada giiniimiizde insanlar1 enfekte ettigi bilinen 9 subtip
calisildi ve insan grubunda %17,4 gibi yiiksek bir oranda subtip tespit edilemedi.
Subtip tespit edilemeyen 6rneklere GIS sikayeti olan hastalarda ve iirtikerli hasta
grubunda daha fazla rastlandi. Bu durum bizlere, B. hominis’in insanlarda enfeksiyon
yapan farkli subtiplerinin olabilecegini ve ileride yapilacak calismalarda insanda
enfeksiyon yapan subtiplerin sayisinin artacagi konusunda fikir vermektedir. Ayrica
bizim ¢aligmamizda trtikerli hasta grubunda nonsubtip oran1 %50 gibi ¢ok yiiksek bir
oranda goriilmiistiir, fakat yapilan arastirmalar i¢inde belli hasta gruplarinda nonsubtip
oranini arastiran bir ¢aligma olmadigi i¢in karsilagtirma yapilamadi.

Hayvan 6rneklerinde nonsubtip dagilimi su sekilde gézlemlendi. Blastocystis
sp. genel primerleri pozitif bulunan, 17 sigir ve koyundan 15 tanesinde hicbir subtip
tespit edilmedi. Bu alanda yapilan ¢alismalarin ¢ogunlugunda ST1, ST3 ve ST5’in ¢ift
tirnaklilarda sik goriilen subtipler oldugu gosterilmistir (171, 187-189). Bizim elde
ettigimiz bulgular bu c¢alismalarla uyumlu degildir. Bu alanda yapilan farkh
caligmalarda ise, ¢ift tirnaklilarda en fazla ST10 ve ST 14 bulundugu belirtilmistir (190,
191). Bu galismalara gore degerlendirdigimizde, bizim ¢alismamizda B. hominis’in 9
subtipi arastirildigr i¢in nonsubtip olan hayvanlarda ST10 ve ST14 gibi bizim
calismadigimiz subtiplerin olma ihtimali vardir. Cian ve ark. 2016 yilinda yaymlanan
ve diinya genelinde ¢ift tirnaklilardan elde edilen subtiplerin insanda goriilen
subtiplerle iligkisini arastirdigi bir ¢alismada, ¢ift tirnaklilarda en ¢ok ST10, ST14 ve
ST1 goriildiiglinii belirtmis ve ST10 ve ST14’{in insanlarda goriilmedigini, ST1’in ise
hayvanlardan insanlara bulasini gosteren calismalarin ¢ok kisitlhi oldugunu ifade
etmistir (190). Cian ve ark. yaptig1 bu ¢aligma ve bizim elde ettigimiz veriler beraber
degerlendirildiginde, biiyiikbas, kiigiikbas ¢ift tirnakli hayvanlar B. hominis’in insana
bulasinda ¢ok etkili gdziikkmemektedir. Ozellikle biiyiikbas ¢ift tirnaklilarda higbir
insan subtipi tespit edilememesi bu iddiay destekler niteliktedir.

Calismamizda B. hominis Kemoterapi tedavisi alan hasta grubunda %22,2
oraninda goriilmektedir. Kemoterapi tedavisi alan hasta grubu kromotograf test ile
E.histolytica, G. lamblia ve C. parvum yoniinden de tarandi ve bu hasta grubunda
taranan parazitler iginde sadece B. hominis tespit edildi. Tan ve ark. immiin suprese

hasta grubunda yapmis olduklart bir ¢aligmada B. hominis’in immiin suprese
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hastalarda potansiyel bir risk oldugunu belirtmis ve Ozellikle patojenlikle
iligkilendirilen subtiplerin varliginda ve hasta sikayetlerinin devam ettigi durumlarda
B. hominis i¢in tedavi baslanabilecegini belirtmistir (186). Yersal ve ark. tarafindan
kanser hastalar1 ile B. hominis iliskisinin arastirildigi bir ¢alismada, Ozellikle
kemoterapi ve antibiyotik tedavisi géren hasta grubunda B. hominis’in baskin tiir
olarak goriildiigiinii ve bu duruma hastanin gordiigli tedavi sonucu bagirsak florasinin
degismesinin sebep olabilecegini belirtmistir (192). Bu ¢alismalar ve bizim yaptigimiz
calisma beraber degerlendirildiginde, normal sartlarda apatojen olan etkenlerin de
immiin sistemi baskilanmis bireylerde ciddi hastaliklara sebep olabilecegi ve bu
yoniiyle B. hominis’in potansiyel bir tehlike oldugu anlagilmaktadir.

Calismamizda B. hominis, GIS sikayeti olan hasta grubunda %17,5 ve iirtikerli
hasta grubunda %22,5 oraninda goriilmiistiir. Bu hasta grubunda B. hominis goriilme
sikligini arastiran ¢alismalarda B. hominis’in GiS sikayeti olan ve iirtikerli hastalarda
daha fazla goriildiigii bildirilmektedir (27, 149). Ulkemizde farkli bolgelerde yapilan
ve B. hominis’in yayginligini aragtiran ¢alismalarda, toplumda B. hominis goriilme
orani %10 ile %34 arasinda degismektedir (124, 126, 127, 131). Bizim ¢alismamizda
buldugumuz oranlar ile iilkemizde yapilan ve B. hominis’in toplumdaki yayginlig
arastiran calismalardaki oranlar karsilastirildiginda anlamli  bir fark tespit

edilmemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda direk bakida pozitif ¢ikan orneklerin tamami, kiiltiir yontemi,
PCR genel primerleri ile de pozitif olarak tespit edildigi i¢in bu testlerin 6zgiilliik ve
duyarliliklari noktasinda bir karsilastirma yapilmamais, sadece laboratuvar kosullarinda
uygulanabilirlikleri ve birbirine istiinliikleri degerlendirilmistir.

Direk bakida Blastocystis sp. pozitifligi noktasinda kesin karar verilemeyen 12
hayvan digki 6rneginin kiiltiir yonteminde iiredigi gozlemlendi. Bu durumda bizlere,
stipheli 6rneklerde kiiltiir yonteminin dogrulama amagli kullanilabilecegini gosterdi.

Kiltiir yontemiyle pozitif bulunan 6rnekler PCR yontemiyle Blastocystis
hominis genel primerleri ile ¢alisildi ve biitiin 6rnekler pozitif olarak tespit edildi. Bu
calismada, pahali olmasi ve hassas bir¢cok basamak igermesi PCR yoOnteminin
dezavantajli yonleri olarak degerlendirildi. Bu dezavantajlari ile beraber, Blastocystis
sp. tanisinda altin standart olarak degerlendirilen kiiltlir yontemine ciddi bir alternatif
oldugu belirlendi. Ayrica B. hominis'in patojenitesiyle iligkilendirilen subtipleri
belirlemesi ve kiiltiir yontemine kiyasla daha kisa siirede sonu¢ vermesi PCR
yonteminin avantajlari olarak degerlendirildi.

Bu ¢alismada giinlimiizde insanlarda enfeksiyon yaptigi belirlenen 9 subtip
calisildi. Bu subtipler iginde ST3, biitiin 6rneklerin %43,8’inde ve insan 6rneklerinin
%60,9’unda en baskin subtip olarak tespit edildi. Biitiin 6rneklerde ST3'ten sonra
sirastyla ST1 %12,5, ST2 %12,5, ST7%6,3, ST6 %4,2 ve STS %3,1 oraninda tespit
edildi.

Calismada hasta grubuyla kontrol grubu karsilastirildiginda, hasta grubunda
ST1 ve ST2’nin anlamh derecede yiiksek oldugu belirlendi. ST3"in ise gruplar arasi
dagiliminda anlaml bir fark tespit edilemedi.

Hayvan o6rneklerinde, koyunlarda iki tane ST5 tespit edildi. B. hominis genel
primerleri pozitif bulunan sigirlarda ise higbir subtip tespit edilemedi. Kanath
grubunda ise {i¢ tane ST6 ve alt1 tane ST7 tespit edildi. Bu veriler dogrultusunda, ST6
ve ST7’nin insanlara bulasinda kanathilarin, ST5 bulasinda ise koyunlarin bir kaynak
olabilecegi degerlendirildi. Sigirlarin ise, insan bulasinda ciddi bir kaynak olmadig:

gozlemlendi.
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Bu ¢aligmada insanda enfeksiyon yaptig1 tespit edilen 9 subtip ¢alisilmasina
ragmen Blastocystis hominis genel primerleri pozitif 6rneklerden %17,3"linde higbir
subtip tespit edilemedi. Farkli ¢alismalarda nonsubtiplerin sebebi olarak, diskidan
DNA izolasyon isleminde yasanabilecek problemler gosterilmektedir. Bizim
caligmamizda biitin 6rnekler B. hominis genel primerleri yoniinden pozitif tespit
edildigi icin izolasyon isleminde bir problem olmadigmni diisiiniiyoruz. Caligilan
orneklerde %17,3 gibi yliksek oranda subtip tespit edilememesinin sebebinin,
giinlimiizde insanda enfeksiyon yapan fakat tespit edilememis subtipler olabilecegi
degerlendirildi.

Oneri:

Bu calismamizda belli subtiplerin hasta grubunda anlamli derecede yiiksek
oldugu gozlemlendi. Bu subtiplerin hastaliklarla olan iligkisinin ve viriilans
faktorlerinin hayvan deneyleri ile arastirilmasi gerekmektedir.

B. hominis’in insanlara bulaginda hayvanlarin etkisi, hayvan besicilerinden ve
hayvanlardan toplanan 6rneklerin molekiiler dizi analizleri ile karsilastirilmali olarak
ortaya konulmasi gerekmektedir.

Nonsubtip 6rnekler dizi analiz yontemleri ile glinlimiizde tespit edilememis

farkl1 bir subtip olup olmadig1 yoniinden degerlendirilmelidir.
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