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ONSOZ

Bagirsak parazitlerine bagli enfeksiyonlar tiim diinyada saglik problemlerine ve
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bunlar arasinda yer alan Blastocystis spp. insanlarda
en sik rastlanan ve patojenitesi halen tartismali olan parazitlerden biridir. Blastocystis spp.
insanda gastrointestinal sisteme yerlesen; vakuolar, graniiler, amoeboid, kist ve diger
formlar1 bulunan bir protozoondur. Neden oldugu hastalik blastocystosis olarak adlandirilir

ve karm agrisi konstipasyon ve diyare en sik gozlenen semptomlardir.

Bu proje ile morfolojik ¢esitliligi nedeniyle mikroskobik bakida gézden kagabilen

Blastocystis spp.’nin PCR yontemi kullanilarak saptanmasi amaglanmuistir.

Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Koproloji Poliklinigi’ne farkli
polikliniklerden farkli sikayetler ile bagvuran hastalara ¢alisma hakkinda bilgi verilmistir.
Goniillii olmay1 kabul eden hastalarin diski 6rneklerinin 6nce serum fizyolojik ve Lugol
yontemleriyle mikroskobik bakisi yapilmis, daha sonra yogunlastirma ve kalic1 boyama
yontemleri uygulanarak incelenmistir. Dogrudan baki, yogunlastirma ve boyama
yontemlerinin en az birinde Blastocystis spp. pozitif olan hastalar mikroskobik bakis1 pozitif
olarak kabul edilmistir. Mikroskobik baki ile projeye dahil edilen 60 hastanin hepsine PCR

yontemi uygulanmaistir.

Bu projenin son yillarda bir¢ok alanda kullanilmaya baslanan PCR ydntemini, parazit
hastaliklarinin  tanisinda da kullanilabilecegini gostermesi agisindan Onem tasidigi

diisiiniilmektedir.
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OZET

Proje adi : Blastocystis spp.’nin digki 6rneklerinde PCR ile saptanmasi.

Ozet . Blastocystis spp. diinyada yaygm olarak goriilen bir bagirsak
protozoonudur. Yayginlik sosyo-kiiltiirel, sosyo-ekonomik ve cografik kosullara bagli
olarak degismektedir. Patojenitesi hala tartismali olan bu parazit insanda gastrointestinal
sisteme yerlesir. Her yas insanda rastlanildigi gibi immiin sistemi baskilanmig hastalarda
daha sik goriilmektedir. Blastocystis spp.’nin baslica vakuoler, graniiler, ameboid ve kist
formlar1 bulunmaktadir. Blastocystis spp.’nin tanisi en sik mikroskobik baki ile konulsa da,
mikroskobik bakinin duyarlihigi ve 6zgiilliigii incelemeyi yapanin egitim ve deneyimine
bagli olarak degismektedir. Bu nedenle PCR’ye dayali tan1 yontemleri parazitolojide de hizla
daha yaygi hale gelmektedir.

Bu calismanin amaci morfolojik ¢esitliligi ve boyutlarinin son derece degisken
olmas1 nedeniyle mikroskobik bakida gbzden kagabilen Blastocystis spp.’nin PCR yontemi

kullanilarak saptanmasi amaglanmistir.

Caligmamizda Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Koproloji
Laboratuvarina ¢esitli polikliniklerden farkl sikayetlerle bagvuru yapan 60 hastanin diski
ornegi kullanilmigtir. Tiim digk1 6rnekleri dogrudan baki, yogunlastirma ve trikrom boyama
yontemleri kullanilarak incelenmis ve bu yontemlerin herhangi birinde Blastocystis spp.’nin
herhangi bir formu saptanan 6rnekler mikroskobik bakisi pozitif olarak degerlendirilmistir.
Mikroskobik bakis1 pozitif olan 30 ve negatif olan 30 6rnek olmak iizere ¢aliymamiza toplam
60 goniillii hasta katilmistir. Ayrica ¢alismamiza katilan tiim hastalarin digki 6rnekleri PCR
yontemi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel analizlerde SPSS 15 programi kullanilmstir.

Kategorik degiskenlerin analizinde ki-kare testi kullanilmigtir. p<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.



Calismaya katilan hastalarm 24°t (%40) erkek, 36’s1 (%60) kadin hastadir ve yas
ortalamast 35,6 olarak saptanmistir. PCR ile yapilan caligmalar sonucunda erkeklerin
16’sinda (%66,7), kadmlarin 19’unda (%52,8) Blastocystis spp. pozitif saptanmistir.
Istatistiksel olarak degerlendiginde anlamli bir farklilik saptanmamustir. Mikroskobik bak1
ile incelemede hastalarin 30’u (%50) pozitif, 30’u (%50) negatif iken PCR ile
degerlendirildiginde 35’1 (%58,3) pozitif, 25’1 (%41,7) negatif olarak saptanmigtir. Sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildiginde mikroskobik baki ile PCR arasindaki fark anlamli
olarak tespit edilmistir (p=0,00, p<0,05). Sikayetlerin degerlendirilmesinde PCR altin
standart kabul edilmis ve hastalarin 27’si (%45) allerji, 151 (%25) ishal, 13’1 (%21,7) karin
agris1 4l (%6,7) bulant, 1°i (%1,6) anemi sikayetleri bulunmaktadir. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde Blastocystis spp. varhigi ile sikayetler arasinda anlamli bir iligki

saptanmamistir.

Mikroskobik bakida Blastocystis spp.’nin her sahada goriilme sikligi ve sayisina
bakarak rapor edilirken, PCR ile parazitin varlig1 saptandigi i¢in say1 ve siklig1 hakkinda
bize bilgi verememektedir. Bu yiizden semptomatik hastalarda tiim nedenler elimine edilmis

ise PCR ile Blastocystis spp. pozitif saptanan hastalara tedavi uygulanmasi énerilmistir.

Sonug olarak, disk1 6rneklerinde mikroskobik bakida gozden kagabilen Blastocystis
spp.’nin, PCR ile pozitif olarak saptanabildigi ve PCR’nin mikroskobik bakidan daha

giivenilir ve 6zgiil sonug verdigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Blastocystis spp., protozoon, mikroskobik baki, PCR



ABSTRACT

Project Title : Determination of Blastocystis spp. in stool samples by PCR method.

Abstract - Blastocystis spp. is a common intestinal protozoan in the world. Its
prevalence varies depending on the socio-cultural, socio-economic and geographic
conditions. The parasite that is settled on the gastrointestinal system of human body still has
a controversial pathogenesis. As seen in people of all ages, immune suppressed patients’
systems are more frequently infected. VVacuolar, granular, ameboid and cyst forms are major
types of Blastocystis spp.. Although the most common diagnosis of Blastocystis spp. is made
by microscopic examination, the sensitivity and specificity of microscopic diagnosis varies
depending on the examiner's training and experience. Therefore, PCR based diagnostic
methods are becoming more common in parasitology. The aim of this study is to determine
Blastocystis spp. using the PCR method which can be overlooked in the microscopic

examination due to its morphological diversity and highly variable size.

In our study, stool samples of 60 patients who admitted with different complaints
from various polyclinics to Celal Bayar University Hafsa Sultan Hospital Coprology
Laboratory were used. All stool samples were investigated using direct examination,
concentration and trichrome staining methods and in any of these methods microscopic
examination of the samples that any forms of Blastocystis spp. detected were evaluated as
positive. A total of 60 patients, 30 with positive and 30 with negative for microscopic
examination were participated in the study voluntarily. In addition, stool samples of all
patients in our study were evaluated by PCR method. SPSS 15 software was used in the
statistical analysis. Categorical variables were analyzed by chi-square test. Results with

p<0,05 were considered statistically significant.

Xl



24 (40%) of the patients who participated in the study were male and 36 (60%) were
female and the mean age was found to be 35.6. As a result of studies conducted by PCR,
Blastocystis spp. were positive in 16 (66,7%) male and 9 (52,8%) female. There were no
statistically significant differences in the results. As in patients with microscopic
examination of 30 (50%) were positive and 30 (50%) were found to be negative, PCR
analysis determined 35 (58,3%) positive and 25 (41,7%) negative. The difference between
microscopic examination and the PCR results was statistically significant (p=0,00, p<0,05).
When PCR has been considered to be gold standard for evaluation of complaints and
patients’ symptoms, 27 (45%) allergy, 15 (25%) diarrhea, 13 (21,7%) abdominal pain and 4
(6,7%), nausea, 1 (1,6%) anemia were detected. There was no statistically significant
difference between presence of Blastocystis spp. and complaints.

Blastocystis spp. is reported based on its number in microscopic examination whereas
PCR determines the existence of parasite. Therefore, PCR can’t give us information about
the number in microscopic field. If all causes have been eliminated in symptomatic patients,

treatment should be applied to Blastocystis spp. positive patients.

As a result, the Blastocystis spp. which can be overlooked in some cases in the
microscopic examination were determined to be positive in PCR. It is concluded that the

PCR method is more reliable than microscopic examination and give more spesific results.

Keywords: Blastocystis spp., protozoon, microscopic examination, PCR
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1. GIRIS

Bagirsak parazitlerine bagl enfeksiyonlar tiim diinyada saglik problemlerine ve
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bunlar arasinda yer alan Blastocystis spp. insanlarda
en sik rastlanan ve patojenitesi halen tartismali olan parazitlerden biridir. Blastocystis spp.
insanda gastrointestinal sisteme yerlesen; baslica vakuoler, graniiler, ameboid ve kist
formlar1 bulunan bir protozoondur. Yaygmlik orani sosyo-kiiltiirel, sosyo-ekonomik ve

cografik kosullara bagli olarak degismektedir.

Blastocystis spp.’ye her yastaki insanda rastlanildigi gibi 6zellikle immiin sistemi
baskilanmis hastalarda daha sik goriilmektedir. Parazitin neden oldugu hastalik

“Blastocystosis” olarak adlandirilir ve karin agrisi, konstipasyon ve diyare en sik gdzlenen
klinik belirtilerdir.

Polimeraz zincirleme tepkimesi (PZT/PCR), mikroskop veya kiiltiir ile kesin tanisinda
giicliik yasanan enfeksiyon etkenlerinin tanisinda biiyiik bir ilerleme saglamistir. Bazi
virisler, c¢esitli parazitler, yavas iireyen veya diretilemeyen bakteriler bu grupta yer
almaktadir. Sindirim sisteminde yer alan parazitlerin tanisinda digk1 6rneginin en az ti¢ farkl
giinde alinarak dogrudan baki, konsantrasyon ve kalic1 boyalarla incelenmesi durumunda
dogru tan1 orani ancak %90’lara ¢ikabilmektedir. Bununla birlikte digkiyla atilan parazitleri
kiiltiir yontemiyle saptamak genelde zaman alicidir ve pratik bir uygulama degildir.
Bircogunun tanis1 mikroskobik inceleme ile konulsa da bazi organizmalar hastalik etkeni
olmayan tiirler ile karistirilabilmektedir. Mikroskobik incelemenin duyarlilig1 ve 6zgiilligi
incelemeyi yapanin egitim ve deneyimine bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Bu

nedenle PCR’ye dayali tan1 yontemleri parazitolojide de hizla yaygin hale gelmektedir.

Bu proje ile morfolojik ¢esitliligi nedeniyle mikroskobik bakida gézden kacabilen

Blastocystis spp.’nin PCR yontemi kullanilarak saptanmasi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihge

Blastocystis, ilk defa 1911 yilinda Alexeieff tarafindan maya mantari olarak tanimlanarak
Blastocystis enterocola olarak isimlendirilmistir. Brumpt, 1912 yilinda farkli konaklarda
Blastocystis’in farkli tiirlerinin oldugunu ve insanlardan izole edilen tiire Blastocystis
hominis (B. hominis) denilmesini Onermistir. Taze diskida goriilen Blastocystis spp.,
niikleuslarinin belirlenememesi, mantar goriinlimiinde olmasi, 1sitilmadan psédopodlarin
goriilememesi, boyutlarindaki degiskenligin herhangi bir protozoondan beklenenden ¢ok
daha genis sinirlarda olmasi, tomurcuklanma ile iiremesi nedeniyle 6nce mantar olarak
disiiniilmiistiir. 1967 yilinda Zierdt’in bu patojenin ¢esitli formlar1 oldugunu tanimlamasima
kadar olan siirecte, olduk¢a az sayida arastirma yaymlanmistir. Bu donemden sonra hem
klinik hem de deneysel ¢aligmalar bildirilmeye baslamistir. Blastocystis spp. Zierdt

tarafindan 1988’de protozoon olarak tanimlanmistir (1, 2).

Blastocystis pek ¢ok hayvan ve insanmn enterik protozoon parazitidir. Tiim diinyada
yaygin olarak bulunmaktadir. Parazit 1900’Li yillarin basindan itibaren bilinmesine ragmen
sadece son on yildir Blastocystis biyolojisini agiklayan gelismeler olmustur. Bununla birlikte
parazitin pleomorfik yapis1 ve standardize edilmis tetkiklerin bulunmamasi verilerde yanlis

yorumlamalara neden olmaktadir.

Bu durum parazitin laboratuvar tanisinda ve ¢ogalmasi, yasam dongiisii, prevalans ve
patogenezinin anlagilmasinda aksamalara neden olmaktadir. Artan epidemiyolojik, in vivo
ve in vitro calismalar Blastocystis 'in patojen oldugunu diisiindiirmektedir. Dogada bir¢ok
genotip mevcuttur ve insan ¢ok sayida zoonotik genotipin konagidir. Bu genetik cesitliligin,

patogenezle ilgili akil karigtirict bilgilerden sorumlu olabilecegi diisliniilmektedir (3).



2.2 Smiflandirma

Blastocystis spp., Zierdt tarafindan 1988’de protozoon olarak tanimlanmis ve Sarcodina
subfilumunda smiflandirilmistir.  Blastocystis spp. mantar ve bakteri besiyerinde
iireyememesine karsin bagirsak protozoonlari i¢in hazirlanan besiyerlerinde iiremektedir.
Kiiltiirde iirerken bakterilere gereksinim duymas, aksenik olarak giic {iremesi, 33°C altinda
cogalamamasi, 30°C altinda dlmesi, amfoterisine direngli, protozoonlara etkili ilaglara kars1
duyarli olmasi protozoonlara daha yakin oldugu izlenimi vermektedir. Ayrica hiicre
¢eperinin protozoonlarinkine benzemesi, endodiyogeni ile ¢gogalmasi, yavas hareket eden
psddopodlarinin olmasi, dnceden vakuol, bugiin ise santral cisim olarak adlandirilan ireme
organelinin varlig1 nedeniyle protozoonlar igerisinde olmas1 gerektigi ileri stiriilmiistiir (4,

5).

Bu baglamda siniflandirmasi tartisilan Blastocystis spp., yapilan molekiiler ¢alismalar
sonucunda 1996 yilinda Silberman ve ark.nin Blastocystis spp. SSUrRNA’sinin
sekanslanmasini gerceklestirmeleri ile heterojen, tek ve cok hiicreli protistalarin (kahverengi
algler, diatomlar, krizofitler, su kiifleri gibi) yer aldigir Stramenopile grubunun igerisinde
protozoon olarak tanimlanmistir. Stramenopile grubunun {iyeleri mastigonemli (kamgiya
yatay olarak uzanan sag¢ benzeri ¢cikint1) bir kamgiya sahip olmalariyla karakterizedir. Ancak,
Blastocystis tiirlerinde kam¢1 olmamasi ve hareketsiz olmalar1 nedeniyle yeni bir smif
olusturulmustur. Bu yeni sinifa Blastocystea adi1 verilmis ve alt sube Opalinata, infra alem
Heterokonta, alt alem Chromobiota, alem Chromista altinda yer almistir (6).
Sarcomastigophora sinifinda, Blastocystea takiminda Blastocystidae ailesinde Blastocystis
cinsi ve hominis tiirii olarak tanimlanmaktadir (6). Immunolojik yontemler, SDS-PAGE ve
rastgele problarla DNA hibridizasyon teknigi ile yapilan izoenzim ¢alismalariyla en az iki
zimodemi oldugu saptanmustir. Insan disindaki konaklarda farkli Blastocystis tiirlerinin
oldugu gosterilmistir (B. galli-tavuk, B. anatis-evcil 6rdek, B. anseri-kaz, B. lapemi-deniz
yilan1 gibi). Blastocystis’in tiir tayininde farkli kiiltiir ortamlarmin kullanilabilecegi

belirtilmistir (7).

Uzun zaman tek bir Blastocystis tiiriiniin insanlar1 enfekte ettigi diistiniilmiis ve insandan
izole edilen tiir Blastocystis hominis olarak adlandirilmistir. Diger tiirlerinde hayvanlari
enfekte ettigi bildirilirken hayvanlardan izole edilen tiirlere de farkli isimler verilmistir. Noel
ve ark.’nin 2005 yilinda yaptiklari bir caligmada insanlar1 enfekte eden tek bir Blastocystis
tiirti olmadig bildirilmistir (8). 2006 yilinda Puthia ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada genetik
farkliliklara dayali dokuz farkl tiiriin insanlar1 enfekte edebildigi bildirilmistir (9). 2007
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yilinda Stensvold ve ark. Blastocystis homoinis terimi yerine insanlardan ve hayvanlardan
izole edilen tiirler i¢in “Blastocystis sp. subtype nn” seklinde bir kullanim 6nermislerdir. Bu
adlandirmada “nn” genetik olarak tanimlanmis 9 tiire ait numarayr bildirmektedir. Bu
adlandirmanin organizmaya gore yapilan adlandirmadan daha dogru oldugu bildirilmistir
(10). Cin’de yeni bir 10. tiir bildirilmistir (11). 2009°da Stensvold ve ark.’nin yaptigi
calismada primatlar da dahil diger hayvanlardan izole edilen 10. tiiriin farkli oldugunu

saptamislar ancak bu tiiriin heniiz insanlardan izole edilemedigini bildirmislerdir (12).

Smiflandirma icin 16S rRNA bolgesinin  SSUrRNA sekanslanmasi sonucunda
Blastocystis'in insan ve domuzdan elde edilen suslar1 arasinda %6,4 oraninda farklilik
saptandigi bildirilmistir (13). Bu ¢alismaya kadar 6karyotik organizmalarm bu kadar yiiksek
derecede intraspesifik varyasyon gosterdigi saptanmamustir. Karyotiplendirmedeki bu
heterojeniteye ragmen izolatlar 3 karyotip grupta toplanmistir. Biyokimyasal ve
immiinolojik ¢aligmalar sonucunda farkli zimodemleri oldugu belirlenen Blastocystis’in
insanda enfeksiyon yapabilecegi tespit edilmistir. Bu farkliliklarin patojenite i¢in 6nem
tastyabilecegi diistiniilmektedir (7). Filogenetik analize yonelik yapilan arastirmalarda
elongation factor-la (EF-la) geninin filogenetik analizi, intestinal mukozaya invaze
olabilme ve eritrosit fagositozu yapabilme 6zelligi olan Entamoeba histolytica trofozoiti ile

Blastocystis spp. arasinda yakin iliski olabileceginin ileri siiriilmesine neden olmustur (14).

2.3 Morfoloji

Polimorfik bir protozoon olan Blastocystis’in literatiirde, vakuoler, graniiler, ameboid,
kist ve daha az rastlanilan diger bazi formlar1 bildirilmistir. Morfolojisindeki bu
farkliliklarin, organizmanin genel hiicre biyolojisinde ve biyokimyasindaki farkliliklar1

yansitip yansitmadigi heniiz bilinmemektedir.

Blastocystis spp.’nin 11k mikroskobundaki morfolojileri, genis merkezi bir govde
(merkezi vakuol, i¢ gdvde veya rezerv govde olarak da adlandirilmaktadir) ve bunu
cevreleyen sitoplazmadan olusan kiiresel hiicrelerdir. Ayni zamanda organizmay1
cevreleyen kalin yapiskan bir kilif ve birden fazla ¢ekirdegin bulundugu belirlenmistir.
Hiicre capr genellikle 5-20 p arasinda degismekle birlikte bazi raporlarda daha kiigiik
formlarin bulundugundan s6z edilmektedir. Bu kiiciik form kaln bir duvar ile kaph
durumdadir ve bu formun organizmanin direngli donemi oldugu diisliniilmektedir. Bu

formda vakuol yoktur, fakat glikojen ve lipid varligindan s6z edilmektedir (15)



Tarayici elektron mikroskobu (SEM) ile yapilan arastirmalarda, Blastocystis spp.'nin
genellikle kiiresel veya oval bir sekle sahip oldugu, ayni zamanda organizmanin i¢ine dogru
uzayan por ve bosluklarin oldugu belirlenmistir. Kiiltiirden elde edilen organizmalarda ise
iki tip dis ylizey fark edilmistir. Birinci ylizey, kilif veya kalintilar1 seklinde ¢ok piiriizlii bir
yiizey, ikincisi ise sadece oluk ve porlara sahip diizgiin bir yiizeydir. Hem piirtizlii hem de

diizgiin ylizeyli yapilara bakterilerin yapistig1 gozlenmistir (15).

Konvansiyonel transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak yapilan ¢aligmalar
sonucunda organizmanin hem dis zarinda hem de merkezi vakuol zarinda porlarin mevcut
oldugu bildirilmistir (16). Ancak daha sonra zar formasyonlar1 ve bilesenlerinin
goriintiilenmesi ile Blastocystis spp.’nin dis hiicre zarinda porlarin oldugu fakat merkezi

vakuolde rastlanilmadig: belirtilmistir (15).

2.4  Formlarin Tamimlanmasi

2.4.1 Vakuoler Form

Kiiltiir ve digkilarda en sik gozlenen formdur. Vakuoler forma ayni zamanda “santral
vakuoler” form da denilmektedir. Yuvarlak, boyutu biiyiik farliliklar gosterecek sekilde 2-
200 pm (ortalama 4-15 pm) arasinda degisen, hiicre hacminin %90’ mi kaplayan biiyiik bir
santral vakuol igeren yapilardir. Periodik asit schiff ile karbonhidrat, Sudan Black B boyas1
ile lipid varliginm gosterilmesi bu vakuoliin depo goérevini ortaya koymaktadir (3). Bu
vakuoliin ayn1 zamanda sizogoni benzeri bir ¢ogalmaya da ortam sagladigi diisiiniilmektedir
(17). Merkezi vakuollar iki kath zar ile kapl ve igerisinin morfolojisi agisindan 6nemli
farkliliklar gostermektedir. Icerikleri genellikle ince graniiller seklinde olup dagilmalar:
diizensizdir (18). Vakuoller, ¢cok sayida graniiler formun olusumunu saglamakta; bu nedenle
ger¢ek vakuol olmadigi, ancak graniiler forma ge¢is esnasinda graniillerin gelismesini

saglayan bir organel oldugu kabul edilmistir (15).

Organeller genellikle sitoplazmanin kalinlasmis boliimlerinde toplanmaktadir ve bu
boliimler hiicrenin genellikle zit kutuplarinda yer almaktadir. Bu boliimlerde santral vakuol
ya ¢ikint1 yapmakta ya da uzamaktadir ve bundan dolay:r hiicre diizensiz bir goériiniim
kazanmaktadir (2, 18). Sitoplazma Okaryotlarda tipik olarak izlenen organelleri
icermektedir. TEM ile bir veya daha fazla niikleus, golgi cisimcigi, endosom benzeri
vakuoller, mikrotiibiiller ve mitokondri benzeri organeller izlenmektedir. Organizma siklikla
farkli kalinlikta olan yiizeysel bir kapsiille sarilidir. Bu kapsiil ilk izolasyonda kalin iken

uzayan kiiltiirlerde incelmektedir (18). Kapsiiliin; bakterileri tutmak, osmotik soka karsi



hiicreyi korumak ve énemli plazma membran proteinlerini immiin sistemden korumak i¢in

bir bariyer gorevi yaptig1 diistiniilmektedir (3).

2.4.2 Graniiler Form

Graniiler form, merkezi vakuoler igerikleri disinda, ince yapilar1 agisindan vakuolar
forma benzerlik gostermektedirler ve genellikle biraz daha biiytiktiirler (15). Graniiler form
vakuoler formdan olugsmaktadir ve bu doniisiim farkli faktorlerin etkisiyle olmaktadir (4).
Grantiler form vakuoler formdan farkli olmakla birlikte bir¢ok benzerlikleri paylasmaktadir,
pek ¢ok graniiller, periferal sitoplazmada ince bant ve cogunlukla santral vakuol
icermektedir (5). Graniiler formun merkezi vakuoliinde miyelin benzeri cisimcikler, kiigiik
vezikiiller, kristal graniiller ve lipid damlaciklar1 bulunmakladir (18). Lipid damlaciklar1
sitoplazmada da bulunmaktadir. Graniiler hiicrelerin sitoplazmasinda yer alan kiigiik

vakuoller ve vezikiiller de merkezi vakuoldeki graniillere benzer graniiller igermektedir (15,

18).

Sitokimyasal ¢caligmalar, graniillerin biiytlik bir kisminin lipitlerden 6zellikle fosfolipid ve
yag asitlerden olustugunu gostermistir (18). Bunlar enerji depolama seklini temsil
etmektedirler. Baz1 hiicrelerde ise protein olarak bilinen kiigiik grantiller bulunmaktadir (15).
Graniillerin farkli morfolojiye sahip olmalar1 farkli bilesenlere sahip olduklarmi

yansitmaktadir.
Vakuoler formdan graniiler forma doniismeyi saglayan ¢esitli kosullar vardir.
Bunlar:
I- Kiiltiir ortaminda artan serum konsantrasyonlari,
II- MEM (Minimal essential medium) ortamina transferi,

I11- Aksenisazyonda bazi antibiyotiklerin kullanilmasi, 6zellikle norfloksasin ve
amfoterisin B’ nin eklenmesi. Bunlar, vakuoler formun graniiler forma doniisiimiiniin farkl

kosullar altinda gerceklestigini gostermektedir (15).

2.4.3 Ameboid Form

Blastocystis spp. 'nin ameboid formuna diski ve kiiltiirler igerisinde ¢ok az
rastlanilmaktadir ve morfolojik tanimlamalarinda birbiriyle uymayan raporlar vardir (2, 15,
18). Hiicrenin yaklasik 1/3'linde merkezi bir cisim vardir ve etrafi bir hiicre duvari ile ¢evrili
degildir. Ameboid formlar, kiigiik olmakla birlikte yaklasik olarak 2,6-7,8 um ¢apinda,

diizensiz ve psddopodlariin bulunmasiyla tanimlanmaktadir (18). Bu form psédopodlarinin
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olmasina ragmen hareketsizdir (3). Bu formun niikleer yapis1 vakuol ve graniiler formun
aynisidir ve yogun bir kromatin seridi mevcuttur (15). Dunn (18) 1989’da bu formun golgi
kompleksi, ylizey kilifi ve mitokondrileri olmadigini bildirmistir. Yalniz TEM ile yapilan
calismalarda, psddopod benzeri uzantilarin sitoplazma igerisinde bir santral vakuoliin, ¢ok
sayida golgi cisimlerin, endoplazmik retikulumun ve mitokondrilerin oldugu gosterilmistir
(5). Buradaki hiicreler yiiksek aktivite icermekte ve olusumlari i¢in enerjiye ihtiyag
duymaktadirlar. Ayni1 zamanda lizozom benzeri organeller igermektedir ve komsu hiicreleri
dejenere etmektedir. Bu formun, endositozisde gorev aldigi belirtilmektedir (5). Ameboid

formlar vakuoler formlardan meydana gelmekte ve mitoz ile cogaldigi belirtilmektedir (19).

Ameboid formlardaki farkliliklar veya hayat dongiisii icerisindeki rolleri konusunda
bilgiler yetersizdir. Ameboid formlarin kist ve vakuoler formlar arasinda bir yerde oldugu

ve kistlenme icin beslenmesini alinan bakterilerin sagladigi belirtilmektedir (19).

2.4.4 Kist Formu

Vakuoler ve graniiler formlar 1900’1l yillardan beri tanimlanmis olmasina ragmen, kist
formunun morfolojik farkliliklar1 ve hayat dongiisiindeki rolleri son zamanlarda
kesfedilmistir (20-22). Bu gecikme kistin ¢ok kiiciik (3-10 um) ve diskidaki artefaktlarla
kolayca karistirilmasindan kaynaklanmaktadir (5). Diskida ve aksenik kiiltiirler igerisinde
goriilen kistler diger protozoon kistlerindeki gibi kalin hiicre duvarli olup yogun

sitoplazmaya sahiptirler (20).

Kist formlar1 disk1 6rneklerinde daha sik rastlanmakta ve bu durumda organizmanin dis
ortamda hayatta kalma sans1 artmaktadir. Diskida goriilen kistler, kiiresel, oval ve ¢ok
kenarh bir kist duvariyla korunmaktadir. Kistler, 3-10 um arasinda degismektedir (20, 21).
Hiicre icinde bir veya dort niikleus, glikojen ve lipid deposu olarak cok sayida vakuol
bulunmaktadir (21-23). Bu Kistler genellikle serbest fibriler bir tabaka ile sarilidir ve disariya
olgun kist olarak atilmaktadir (23).

Hayvan diski orneklerinden izole edilen Blastocystis kistleri, Blastocystis spp.’nin
diskida bulunan kistleri ile karsilastirildiginda morfolojik farkliliklarin oldugu ortaya
cikarilmig ve hayvan kaynakli kistlerin daha biiyiik (15 um) oldugu belirlenmistir (5).

Blastocystis spp.’nin kist formlarinin su igerisinde pargalanmadiklar1 ve oda sicakliginda
19 giin yasayabildikleri belirtilmektedir (5, 24). Fakat asir1 sicak ve soguk kosullara ve
dezenfektanlara kars1 genellikle duyarli olduklar1 bildirilmistir (25).



Blastocystis spp.’nin kist formu, dis ortamda hayatta kalma mekanizmasini temin eden
ve ayni zamanda kisiler arasinda gegisi saglayan bir formudur. Hem vakuoler hem de
graniiler formlar c¢evre kosullarina duyarlidir ve sicaklik degisiminde, hipertonik ve

hipotonik ortamlarda veya acik havada kolayca 6lmektedirler (2, 26).

Blastocystis spp’nin diskida goriilen kistlerdeki morfolojik ayriliklar: in vitro ortamdaki
formasyonlariyla ayrilmakta ve kistler benzer graniiler formlardan kalin osmofilik kist

duvarmin bulunmasiyla ayirt edilmektedir (27).

Blastocystis spp.’nin digkida goriilen kistlerinin in vitro ortamlarda gelismesi
incelendiginde; 1 saat icerisinde tipik kist formlar1 goriilebilmektedir. Bununla birlikte,
kistler yavas yavas 6 saatte kist duvarlarin1 kaybetmekte ve ince yiizey tabakasi yerine
gecmektedir. Bu kist duvarlar1 parcalandiginda 5 pm iken 9 saat sonunda 7-9 pum’ye kadar
gelismektedir. Bu hiicrelerin gelismesi yaninda kistlerden ¢ok sayida kii¢iik vakuoler yapilar
meydana gelmektedir. Graniiler formlar vakuollarin icinde de goriilmektedir. Santral
vakuollerin birlesmesi ile sonucta graniiler formlar meydana gelmektedir. On iki saatte tipik
vakuoler ve graniiler formlar ortaya c¢ikmakta ve ikiye bdliinerek cogalmaktadir.
Boliinmeden sonra parazit kist duvar1 materyali ile etrafini ¢evirir ve 4 tane kiz hiicre bir

araya gelerek bir kisti meydana getirmektedir (22).

2.45 Diger Formlar

Blastocystis spp.’nin dort formu (vakuoler, graniiler, ameboid ve kist) bilinmektedir,
fakat bunlarim disinda intestinal sistemden izole edilen farkli formlarm oldugu da
belirtilmistir (2, 21, 28). Bu formlardan biri santral vakuolleri olmayan avakuoler formlardir.
Kiiltiir formlar1 igerisindeki farkliliklar1 hiicrelerin ¢ok kiiciik (S5pum) ve yiizey tabakalarmin
olmayisidir. Mitokondrileri de yoktur ve bu da morfolojilerindeki diger bir farkliliktir (28,
21). Kiiltiirler igerisinde tanimlanamayabilir; ¢linkii hiicrenin dejenere olmastyla kalinti

halinde bulunan merkezi vakuol diger hiicre kalintilariyla karistirilabilir.

Diger bir form ise multivakuoler formdur ve digki materyalleri igerisinde tek olarak
bulunmaz. Multivakuoler formlarin digki kistlerinin gelismesinde rol aldig1 belirtilmektedir.
Cok az rastlanilan bu forma sizont formu da denilmektedir. Bu form vakuoler hiicrelerden
meydana gelmektedir (15). Ayrica vakuoler formlar degisiklige ugrayarak, santral vakuoliin
birlesmesiyle multivakuoler formlar meydana gelmektedir. In vitro kiiltiirler igerisinde
kaybolmakta ve sonradan vakuoler form olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu form, Blastocystis

Spp.’nin hayat dongiisii icerisinde kisa siireli bir donem olarak bilinmektedir(15).



Sekil 1. Blastocystis spp. subtip 4, faz
kontrast mikroskobisi.

(A): Invitro aksenik kiiltiirde farkli boyutlarda
goriilen vakuoler formlar ve okla
gosterilen fekal kist fomlar1

(B): Graniiler formlar, santral vakuolle
birlikte belirgin graniiler inkliizyonlar
mevcut.

(C): Kiiltiirde psddopod benzeri
sitoplazmik uzantilar gosteren ameboid
formlar. Bar, 10 pm. (3)

Sekil 2. Blastocystis spp. Subtip 4

elektron mikrografi.

(A): Ince periferal sitoplazmik bantla gevrili
biiylik santral vakuol (CV) iceren vakuoler
form.

(B):Tiim santral vakuolii kaplayan graniillerle
kapl graniiler form.

(C):Santral vakuol ve bos vakuol igeren (EV)
irregiiler (diizensiz) sekilli ameboid form.
M:Mitokondri benzeri organel. N: Niikleus.
Bar, 1 um. (3).

2.5 Fonksiyonlar1 Belirgin Olmayan Yapilar
251 Merkezi Vakuol
Blastocystis’in merkezi vakuolii 1911 yilinda Alexeieff tarafindan agiklanmustir (15). Bu

yapiy1 zarla kusatilmis, kimyasal ve fonksiyonel olarak belirlenmis iceriklere sahip merkezi
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vakuol olarak tanimlamislardir. Baz1 yazarlar tarafindan merkezi vakuoliin metabolizma ve

iiremede bir rol oynadig diisiiniilmiistiir, fakat niikleik asit i¢erikleri gozlenememistir (15).

Blastocystis spp.’nin merkezi vakuoliiniin depolamada herhangi bir rolii olmadig: ifade
edilse de yapilan ¢aligmalarda bazi kosullar altinda bazi materyallerin vakuolde birikip
depolandigmi gosterilmistir (29, 30). Vakuoler formun vakuoliinde karbonhidrat ve lipidler
bulunmaktadir (31). Lipidler genellikle graniiler formda ve eski hiicrelerde yer almaktadir.
Bunun sonucunda merkezi vakuoliin bazi metabolik iirinleri depolamada fonksiyonu

oldugunu ortaya koymaktadir (15).

Vakuoler ve graniiler formlarda endositoz olay1 gerceklesmektedir (29). Endositoz i¢in
elektron opak isaretleyici olan katyon ferritin, dig ¢gevreden materyal alinimini takip etmek
icin kullanilmis ve bu izleyici ferritin sitoplazma icerisindeki vakuollerde ve kiigiik
vezikiillerde gozlendigi ve sonunda merkezi vakuolde depolandigi tespit edilmistir. Bu
sitoplazmik yapilarin igerdikleri materyalleri serbest birakmak i¢in merkezi vakuolde
yapistig1 farz edilmistir ve benzeri bir mekanizmanin merkezi vakuolde graniillerin
birikiminde de rol oynadigi ileri siirlilmiistiir. Bunlarin dogrulugu tam olarak
belirlenmemistir; ¢iinkii zardaki birlesmenin hizli ve dinamik bir yapiya sahip olmasindan

dolay1 tek basina elektron mikroskobunda gézlenememistir (15).

Endositozis esnasinda, materyalin disaridan igeriye dogru ylizey girintileri vasitasiyla
gecmesi bazi protistlerdeki ve diger Okaryotik hiicrelerininkine de benzemektedir.
Antikorlar, Blastocystis spp.’nin yiizey girintilerine baglanmaktadir ve bu durumdaki

kompozisyonlarimin memeli hiicrelerininkine benzer veya ayni oldugu bildirilmistir (29).

2.5.2 Mitokondriler

Blastocystis spp. bir anaerob organizmadir (4) ve yasamida mitokondri organelleri de
mevcuttur (5). Genellikle profil olarak yuvarlak veya uzamis goriinmelerine ragmen,
mitokondriler bazi hiicrelerde daha uzun, siniizoidal ve nadiren de diizensiz bir profil olarak
goriilebilirler. Yaklasik olarak 0,5-1 pm g¢apindadir ve kiiresel sitoplazmanin kenarinda
bulunmaktadirlar, ayrica hiicre ¢ekirdeginin yakininda bir yerde konsantre olma egilimi de

vardir(4, 5).

Blastocystis spp.’nin mitokondrileri igin TEM ile yapilan ¢alismalar, mitokondrinin iki
kath bir zar ile ¢evrili oldugu ve ayrica iginde kristanin gelistigi iki katli bir i¢ zarin varlhigi
belirlenmistir (32). Ribozomlar ve graniillii endoplazmik retikulum, mitokondri ile yakin

temas halindedirler (15). Baz1 mitokondriler de kristalik ve osmofilik yapilar vardir (15, 26)
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ve bu yapilar protein depolamasini, kristalize olmus enzimleri ve bozulma asamalarini temsil
edebilirler. Hiicre bagina mitokondri sayisimin heniiz tam olarak belirlenmemesine ragmen,
geng bir hiicrede 2-4 adet ile biliyllkk ve yash hiicrelerde yiizlerce mitokondri
bulunabilmektedir (32).

Biyokimyasal analizler, enerji metabolizmas1 ile ilgili olan birka¢ tipik mitokondri
enziminin Blastocystis spp.’de yer almadigini gostermistir (32). Sitokrom oksidaz, katalaz,
peroksidaz, piirivat dehidrogenaz kompleksi, ketoglutarat dehidrogenaz kompleksi, isositrat
dehidrogenaz, glutamat dehidrogenaz ve sitokrom oksidaz enzimleri Blastocystis spp.’de
bulunmamaktadir (32). Bu enzimler, ¢ogu diger organizmalarda yer alan ve mitokondrinin
var oldugunu gosteren enzimler olarak diisiiniilmektedir. Daha ileri ¢alismalarla kesin

sonuglar verilebilecegi bildirilmektedir (15).

2.5.3 Hiicre Cekirdegi

Blastocystis spp.’nin hiicre ¢ekirdeginin yapisi, diger organellerin yapisindan daha az
tartismalidir. Hem 151k hem de elektron mikroskobunda hiicre c¢ekirdeginin genellikle bir
kutbunda yogun kromatin seridinin yer aldig1 goriilebilmektedir. Bu yap1 organizmanin tiim
formlarinda bulunmaktadir ve hiicre boliinmesi ile herhangi bir iligkisi yoktur (15). Nadiren
hiicre ¢ekirdegi icerisinde ilave bir yogun materyal noktas1 (spot) goriilmektedir (33). Bu
spot’a Blastocystis spp.’nin in vivo formunda daha ¢ok rastlanilmaktadir ve bunun ¢ekirdek
oldugu belirtilmistir (34). Hiicre ¢ekirdegi sekilce kiiresel ve oval, yaklasik 1 um ¢apindadir,
niikleer porlara sahip zar ile ¢cevrelenmistir ve en dista niikleer bir kilifi vardir. Periniikleer
bosluk siskin olabilir, bu uygun olmayan sicakliklar veya ortam gibi stres kosullar1 altinda
goriilmektedir. Periniikleer bosluklar birka¢ hiicre ¢ekirdeginde daha sik rastlanilmakta ve

bu niikleer boliinmenin o ortam icerisinde yer aldigini gostermektedir (34).

Hiicre c¢ekirdegi igerisinde DNA’nin varligi spesifik boyalarin  kullanimi ile

gosterilmistir. RNA ise hiicre ¢ekirdeginin etrafina yogunlagmaktadir (15).

2.5.4 Yiizey Kilifi

Insan diskisindan alman tiim Blastocystis spp.’lere bakildiginda, yaklasik olarak 0.25-0.5
un genisliginde ince bir fibriler tabaka seklinde bir ylizey kilift bulunmaktadir. Bu kilif
genellikle vakuoler ve graniiler formlarda goriilmektedir. Kist formunun dis yiizeyini
cevreleyen yapilara benzemektedir (15, 23). Bununla beraber ameboid formda yiizey

kilifinin olup olmadig: tartigmalidir (5).
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Yiizey kilifi, kalinlik ve yogunluk¢a isolatlar arasinda farklilik gostermektedir. Kiiltiir
icerisinde yer alan hiicrelerin sadece kiiclik bir kisminda yiizey kilifi yoktur. Hatta
kolonoskopi ile elde edilen hiicrelerde ve ishalli hastalardan alinan 6rneklerdeki hiicrelerin
bircogunda yiizey kilift olmadigi belirtilmektedir (15). In vivo ortamda yiizey kilifinin roli
bilinmemekte fakat in vitro ortamda da yiizey kilifinin kaybolmasi, bu roliin kiiltiirde

organizmanin yasamasini destekleyici bir faktor olmadigini gostermektedir.

Bakteriler genellikle yiizey kilifi ile yakmn temas halindedirler. SEM ile yapilan
calismalarda bakterilerin Blastocystis spp.’nin yiizeyine tutunduklar1 gézlenmistir (23). Bir
calismada ise yiizeye yapisan bakterilerin elektron dansitelerini kaybettikleri goriilmiis,
bununda beslenme amacli tuzak mekanizmasi olabilecegi diislintilmiistiir (23). Yiizey kilifi
mekanik ve kimyasal bariyer fonksiyonlar1 ile konak immiin cevabimna karsi bir koruma
saglamaktadir, bu diger protozoonlardaki yilizey kiliflarmin sahip oldugu fonksiyona
benzemektedir (15). Blastocystis spp.’nin yiizey kilifina baglanan monoklonal antikorlarin
(mADb) biiylimeyi inhibe edemedikleri fakat plazma membran proteinine spesifik antikorlarin

baglanmasi ile hiicreyi 6ldiirdiigii gosterilmistir (35).

2.6 Hayat Dongiisii

Blastocystis i¢in agiklanmis birbiriyle ¢eliskili yasam sikluslarmin olma nedeni bu
parazitin farkli ¢ogalma yollarinin olmasidir. Sizogoni, tomurcuklanma, endodiyogeni ile
cogalma hipotezlerinin organizmanin pleomorfik yapisindan kaynaklandigi ve bu parazitin

gercek cogalma yollar1 olmadig diistiniilmektedir (3).

Blastocystis spp.’nin evriminde ameboid, vakuoler, multivakuoler, kalin ve ince duvarh
kist donemlerinin bulundugu kabul edilmektedir (19). Burada vakuoler form mitotik
boliinme ile ¢ogalarak ya ameboid ya da multivakuoler forma doniismektedir. Ameboid form
mitozla ¢ogalarak prekistler meydana gelmektedir. Multivakuoler formlardan da prekistler
olugsmaktadir. Multivakuoler formlardan meydana gelen prekistler sizogoni ile ince duvarl
kistleri olusturmaktadir. Bu ince duvarli kistlerin otoenfeksiyondan sorumlu oldugu
diistiniilmektedir (31, 19). Ameboid formdan olusan prekistler ise sizogonik ¢ogalma ile
kalin duvarli kistleri meydana getirmektedir. Bu kalin duvarli kistler konaktan disar1 digkiyla
atilirlar. Digkiyla atilan kistler su ve besinleri kontamine etmektedir. Singh ve ark. kalin
duvarl kistlerin dig bulastan ve ince duvarli kistlerin otoenfeksiyondan sorumlu oldugunu

bildirmislerdir (19).
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Blastocystis spp.’nin kiiltiir ortamlar1 igerisinde bulunan yasam dongiilerin de ise kist
formlar1 nadiren goriilmektedir. Bunun yerine vakuoler formun kisti olusturacak seklide

gelismekte oldugu belirtilmektedir (15).

Canl1 hiicre goriintiilleme teknolojileri uygulandigi takdirde bu organizmanin ¢ogalmasi

daha iyi anlasilacagi diisiiniilmektedir (3).

,a Kahn Duvarh Kist

®~.

Konaktan Disan Atilir

) ince Duvarl Kist

D

(

Sizogoni

\@ Prekist @ Multivakuoler \"u‘akuul&r o
® /-"ﬁkuuler

Mitoz

Kaln Duwvarh Kist

M Amebcud

Preklst

form cogalr

Hrtoz
Ameboid form
cogalr

Sekil 3. Blastocystis spp.’nin hayat dongiisii (36) (Tiirkgeye gevrilmistir).

(1) Diskida bulunan kalin duvarh kistler, (2) kontamine su ve besinlerle alinarak fekal-
oral bulagtan sorumlu olan dénemdir. (3-4) Sindirim kanalinin epitel hiicrelerini enfekte eder
ve asekstiel olarak ¢ogalir. Vakuolar formdan (5a) multivakuolar ve (5b) ameboid formlar
meydana gelir. Multivakuolar formdan prekistler(6a) olugsmakta ve bunlardan da sizogeni ile
ince duvarh kistler (7a) meydana gelir. Ameoid formdan olusan prekistler(6b) ise sizogeni

ile kalin duvarli kistleri(7b) meydana getirirler.
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2.7 Epidemiyoloji ve Prevalans

Blastocystis spp. tiim diinyada yaygin olarak bulunan ve epidemiyolojik ¢aligmalarin bir
cogunda en sik rastlanilan parazittir (3). Prevalansi iilkeden iilkeye veya ayni iilke icinde
farkli topluluklar arasinda degisebilmektedir. Genel olarak gelismekte olan iilkelerde
geligmis iilkelere gore daha sik goriilmektedir ve bunun diisiik hijyen, hayvanlarla temas ve
kontamine su ve yiyeceklerle iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Prevalans Japonya’da %1
iken (37), Brezilya’da %40,9 (38), Misir’da %33,3 (39) olarak bildirilmistir. Ulkemizde bu
oran % 0,48-44,4 arasinda degismektedir (40-44).

PCR yontemi eklenerek yapilmis epidemiyolojik ¢calismalar insan ve hayvanlarda goriilen
subtiplerin dagilimini belirlerken ayni zamanda bulas yollar1 ve kaynaklarla ilgili bilgi
saglamistir. Bes lilke verilerini iceren bir ¢calismada en sik subtip 3 goriiliirken, bunu subtip
1 ve 6 izlemistir (3). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada da subtip 3 (%75,9) en sik bulunan
subtip olmustur (45). Bu ¢alismalar subtip 3’iin insan kaynakli oldugunu ve cografik orjinle

subtip arasinda herhangi bir iliski olmadigin1 gostermektedir (3).

Bazi caligmalarin aksine (47, 48), 2003 ve 2008 yillar1 arasinda yapilan ¢aligmalarin cogu
Blastocystis’in patojen oldugunu desteklemektedir (46-51). Tan (2008) bazi populasyonlarin
Blastocystis spp. enfeksiyonlarma daha duyarli olabilecegini ve risk faktorlerinin; immiin
yetmezlik, diistik hijyen, tropik bolgelere yolculuk, hayvanlarla temas veya kontamine su ve

yiyecekler oldugunu ileri stirmektedir (3).

Blastocystis spp. ile ilgili en 6nemli sorulardan biri hastalikla genotip arasinda iliski olup
olmadigidir. Bazi ¢alismalar genotip ve hastalik arasinda bir iligki olmadigini bildirmektedir
(52, 53). Bir calismada kolonoskopi ile inflamasyon bulgular1 bulunan hastalarda subtip 1,
2 ve 4 bulunurken insanlarda en sik bulunan genotip 3’iin semptomlarla iliskili olmadig1
goriilmiistiir (54). Bir diger ¢calismada subtip 1’in en patojen tiir oldugu ileri siiriiliirken (55),
iilkemizde yapilan bir caliymada subtip 2’nin semptomatik hastalarda yiiksek oldugu
bulunmustur (56).

2.8 Klinik ve Patogenez

Heniiz insan ve diger canlilarda Blastocystis’in neden oldugu hastalik tablosu tam olarak
tanimlanamamuigstir. Gastrointestinal hastaliklarda ancak diger enfeksiydz ve nonenfeksiyoz
nedenlerin eliminasyonu yapildiktan sonra etken olarak sorumlu tutulabilecegi belirtilmistir.
Fakat tiimiiyle diger etkenlerin aragtirilip belirlenmesinin zor olmasi nedeniyle bu yaklagim

lizerinde tartigmalar devam etmektedir. Bazi arastiricilar Blastocystis spp.’nin patojen
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olmadigini, semptomatik olgularda saptanmasinin bu paraziti sorumlu kilmaya yetmedigini,
olusan semptomlarin eslik eden patojenlerle ya da nonenfeksiyoz nedenlerle iliskili
oldugunu one siirmiislerdir. Antiprotozoon tedavi uygulandiktan sonra semptomlarin
gerilemesi olas1 bir ajan veya etken oldugunu gosterebilmektedir. Ozellikle kullanilan 5-
nitroimidazollerin, Gram negatif ve Gram pozitif birgok mikroorganizmaya da etkili
olduklarindan, diger etkenlerden kaynaklanan semptomlar1 da ortadan kaldirmalarmin olasi

oldugu belirtilmektedir (57).

Giiniimiizde Blastocystis spp. ile yapilan arastirmalarm biiyiik bir boliimiinde parazitin
patojenitesi tartisilmaktadir. Bazi yazarlar bulunan klinik belirtilerden Blastocystis spp.’nin
sorumlu olmadigmi savunurken (58-60), cok sayida arastrmaci da etkenin en azindan

potansiyel bir patojen oldugunu diisiinmektedir (2, 15, 59, 61-64).

Blastocystis spp.’nin yalnizca ameboid formunun saptandigi nadir olgularda siddetli ishal
goriilebildigi, immiin sistemi baskilanmis kisilerde, 6zellikle AIDS hastalarinda Blastocystis
Spp.’nin uzun siiren ve tekrarlayan ishallere yol agabildigi bildirilmektedir (5, 15, 65-69).

Ayn1 zamanda Blastocystis spp. turist diyaresi etkenleri arsinda da gosterilmektedir (66).

Blastocystis enfeksiyonlariyla ilgili; ishal, karin agrisi, huzursuzluk, siskinlik, gaz,
anoreksi, kramp, kusma, dehidratasyon, uykusuzluk, bulanti, istahsizlik, kilo kaybi,
yorgunluk, kasmti ve tenezmus gibi semptomlar goriilmektedir (5, 15, 61, 70). Aym
zamanda en sik karsilasilan semptomlarin, karin agrisi, gaz ve ishal oldugu belirtilmekte
ancak ishalin ve diger semptomlarin goriilmedigi olgular da s6z konusudur. Hastalarda ates,
dokiintii, bas agrisi, bas donmesi gibi cesitli spesifik ve non-spesifik rahatsizliklar

goriilebilir.

Hastalar, semptomatik tasiyicilar, asemptomatik tasiyicilar, akut enfeksiyonlular (iki
haftadan az), kronik enfeksiyonlular (semptomlarin iki haftadan daha uzun siirdiigii olgular),

persistan Blastocystosisliler olarak siniflandirilabilir (59, 70).

Blastocystis spp. enfeksiyonunda iki sendrom belirtilmistir. Birincisi irritabil bagirsak
rahatsizlig, digeri non-inflamatuar bagirsak rahatsizliklaridir (5). ilk calismalarda irritabil
bagirsak sendromlarinda onemli olan Blastocystis spp. antijenlerine karsi olusan IgG:
antikor seviyelerinin yiikseldigi, konak immiin yanit1 da her seyden 6nce karbonhidrat
antijenlerine kars1 direkt etki oldugu belirtilmektedir. Yapilan ikinci bir ¢caligmada, irritabil

bagirsak sendromu olan hastalardaki IgG oranm 6nemli oldugu gosterilmektedir. Non-
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irritabil bagirsak sendromu diger gastrointestinal hastaliklarla birlesince, bu semptomlarda

Blastocystis spp.’nin roliiniin tanimlanmasi1 zorlagmaktadir (5).

Enfeksiyonlarda yas faktoriiniin 6nemli oldugu, yetigkinlere oranla genglerin
enfeksiyonlardan daha fazla etkilendigi bildirilmektedir. Yetiskinlerde parazit ¢ok yiiksek
oranda alindig1 zaman enfeksiyona kars1 direng sekiz haftada olusabilmektedir. Enfekte
olmus hastalarda, ilgisizlik, duyarsizlik ve kilo kayb1 goriilmektedir (5). Liimen sivisindan
aspire edilen Blastocystis spp. incelendiginde, bunlarin Entamoeba histolytica gibi ¢ekal
kolanizasyona egilimli oldugu, distal, ileum, ¢ekum ve kolona yerlestigi gdzlenmektedir
(26). Yapilan nekroskopik ¢aligmalarda Blastocystis spp. nin, ¢ekum ve kolonda 6deme
neden oldugu, histolojik ¢ekum ve kolon muayenesinde ise siddetli inflamatuar hiicre
infiltrasyonlari, 6demli ylizey propria ve mukoza erozyonu goriilmiis ve bu durumdaki

hastalarin parazite kars1 akut enfeksiyona yol agtig1 belirtilmistir (5).

Blastocystozisli hastalarin diskilarinda mukus, eritrosit ve 16kosit goriilebilir (60, 70).
Hastalarda ¢ok fazla parazitin bulunmasi gastrointestinal sikayetleri artirmakta ve spesifik
semptomlar gostermektedir. Blastocystis spp. ‘nin gastrointestinal sistemde yapmis oldugu
patojenik etki ile buna sebep olabilecek diger ishal etkenleri karsilastirilmaktadir. Ishale
sebep olan nedenlerin Blastocystis spp.’ye bagh olabilecegi gibi, enterik viriisler,
pseudomembrandz kolitler, postenfeksiyon disakkaridaz etkileri, immiin sistemin

baskilanmis olmasi gibi nedenlerin de ishale sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (59).

2.9 Tam
2.9.1 Mikroskobi

Blastocystis’in tanisimi koymanin, rutin tani laboratuvarlari igin pek ¢ok sikintisi vardir.
Parazitin patogenezine iliskin siipheler oldugundan bazi laboratuvarlar rapor edilmesinde
tereddiitler yasamaktadir. Bir diger problem, organizmanin polimorfik yapisi nedeniyle,
mikroskobide mantarlarla, Cyclospora spp. ve yag globiilleri ile karistirilmasidir. Ayrica,
klasik vakuoler formlar digkida baskin degilse ve daha kiigiik olan kist fomlar1 mevcutsa tant

koymak gii¢ olmaktadir (28, 3).

Direkt tanida boyali preparatlar tercih edilmektedir. Parazitin diizensiz atilim1 nedeni ile
coklu diski incelemeleri yapilmaktadir. Lugol soliisyonu ile hazirlanan taze preparatlar ve
asid-fast, Giemsa ve trikrom boyamalar tanida uygulanmakta, bunlar arasinda en sik trikrom
kullanilmaktadir (3). In vitro kiiltiirler 6zgilligi arttirmaktadir (71). Formol-etil-asetat

yontemi bu parazitin tanisinda uygun degildir (71). Blastocystis’in rapor edilmesinde
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onerilen genel kriter dogrudan bakida (X400) her sahada bes, boyal1 preparatlarda (X1000)
iki veya daha fazla parazitin goriilmesidir (68, 73-77). Baz1 ¢alismalar parazit yogunlugu ile
semptomlar arasinda bir paralellik oldugunu belirtirken (77, 78) baz1 calismalar ise boyle bir
paralelligin olmadigmi gostermektedir (47, 45). Bu farkliligin nedeni agik olmamakla

birlikte genotipik farkliliklar ve konak faktorleri olabilecegi ileri siiriilmektedir (3).

2.9.2 Kiiltiir

Baz1 aragtirmacilar, kiiltiir yapmadan 6nce konsantrasyon yontemlerinin uygulanmasini
hiicrelerin parcalanmasina neden oldugu i¢in Onermemekte, bazi arastirmacilar ise
konsantrasyon metodu ile basarili olduklarini bildirmislerdir. Baz1 ¢calismalarda kiiltiirtin
mikroskobik incelemeye istiinligii gosterilmis olup ¢ok sayida Blastocystis spp. var ise
kiiltiirlin basarili olabilecegi, bunun da mikroskobik bakida saptanacagini bildirmistir (79,
80). Kiiltiirde Blastocystis spp. nin iireyebilmesi icin anaerobik ortam ve 37°C’lik 1s1

gereklidir.

Jones besiyeri insan orneklerinden izolasyon i¢in en sik kullanilan ksenik besiyeridir (3,
81, 71). Yoshikawa ve ark. (2004) tarafindan gelistirilen at serumlu asparjinli Ringer
soliisyonu bir diger besiyeridir (53). Aksenik kiiltiirler i¢in Modifiye Dulbecco besiyeri veya
Locke soliisyonlu bifazik yumurtali besiyeri kullanilmaktadir (3). Sodyum tiyoglukonat
eklenmis yumusak agarda veya solid agarda bakteri kolonilerine benzer koloniler yaparlar
ve bu koloniler aksenizasyon islemi i¢in kullanilir (82). Aksenik kiiltiirlerin yapilmasi
molekiiler ve biyokimyasal ¢alismalar i¢in ¢ok dnemlidir. Ancak, bakteri ve mantarlarin
uzaklastirilmasi i¢in antibiyotik kokteyllerinin kullanilmas1 birkag hafta stirebilecek uzun bir
islemdir ve kontaminantlarin uzaklastirilmasi garanti degildir. Ayrica bazi izolatlar bakteri

olmaksizin canliliklarini siirdiirememektedirler (3).

2.9.3 Seroloji

Blastocystis spp.’ye kars1 IgG ve IgA yanit1 olusmaktadir. Bu yanit, IFAT ve ELISA
testleri ile belirlenmektedir. ELISA titreleri 1:50 ve 1:1600 arasinda degistigi ve yiiksek
titrelerin semptomatik enfeksiyonlarla iligkili oldugu Zierdt ve ark., (1995) tarafindan
gosterilmistir (82). Bazi calismalarda ise semptomatik hastalarin serum titrelerinde ¢ok az
bir artis oldugunu bildirilirken (84), kronik enfeksiyonlarda anlamli artisin oldugu
bildirilmistir (82). Bu farkliliklar antijen elde edilen suslarin antijenik ve genotipik

farkliliklarindan kaynaklaniyor olabilir. Su anda mevcut olmamasina ragmen, insanlari
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enfekte eden genotiplerin monoklonal antikorlarinin, antijen belirleme ¢aligmalarinda yararli

olabilecegi diisiiniilmektedir (3).

Blastocystis iliskili semptomlar kendi kendini sinirlayicidir ve genellikle 1-14 giin
arasinda sonlanmaktadir (4). Bununla birlikte baz1 enfeksiyonlar tedavi edilmezse aylarca
stirebilmektedir. Kronik enfeksiyonda serolojik sonuglarla ilgili ¢eliskili raporlar vardir (83,
84). Sonug olarak Blastocystis tiirlerine karst konak yanit1 ve antijenik farkliliklarla ilgili

bilgiler kisitli oldugu i¢in, rutin laboratuvar tanisinda seroloji kullanilmasi 6nerilmemektedir
3).

2.9.4 Molekiiler Yontemler

PCR, bakteri, virlis, mantar, parazit ve protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef
niikleik asit zincirlerinin primer olarak adlandirilan spesifik 1siya dayanikli polimeraz
enzimleri (Taq), komplementer ve oligoniikleotitler kullanilarak in vitro olarak
cogaltilmasmi (amplifikasyonunu) saglayan 6zgiin ve giivenilir molekiiler biyolojik bir
yontemdir (85). Bu yontem, cift iplikli bir DNA molekiilinde hedef dizilere iki
oligoniikleotit primerin baglanmasi ve uzamasi esasma dayanir (86). Oligoniikleotit
primerler, kalip DN A molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek
iplikli DNA molekiilleri iizerinde kendilerine tamamlayict olan bolgelere baglanirlar.
Primerlerin spesifik olarak hedef dizilere baglanmasi diisiik sicaklik derecelerinde
gergeklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort ¢esit organik bazin bulundugu
deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTP) varliginda primerin 3’ hidroksil ucundan uzamasini
saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis olur.
Bir PCR dongiisii DNA’nin tek iplik¢ik haline gelmesi (denatiirasyon), primerin baglanmasi

(annealing) ve uzama (elongasyon) olmak lizere ii¢ asamadan olusur (87).

Blastocystis identifikasyonu igin PCR temelli diagnostik testler agiklanmistir. Subtip
spesifik tanisal primerler, Blastocystis tiirlerinin polimorfik DNA’sinin randomize
amplifikasyonundan gelistirilmistir (53). Boylesi bir yaklagimin epidemiyolojik ¢aligmalar
icin oldukca faydali oldugu, insan ve hayvanlarda hastalik yapan genotiplerin dagilimi
hakkinda bilgi sagladigi goriilmiistiir. Bircok caligmada direkt diskidan yapilan analizlerde
boya ve kiiltiir yontemleri ile karsilagtirildiginda PCR ydnteminin tistiin oldugu gosterilirken
(71) bazi1 caligmalarda direkt diskidan bakilan PCR’1n kiiltiirden diisiik performasli oldugu
gosterilmistir (71). Stensvold ve ark. (2007) gelistirdigi PCR yontemi diskidan Blastocystis

spp. tanisinda %100 ozgiilliik gostermis ve diskida az parazit bulunmasi ve parazitlerin
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dejenere olmasi1 durumunda bile ¢alismistir (71). Blastocystis spp. tanisinda kullanilacak RT-
PCR yontemi de aciklanmistir. Bu yontemle parazit genomunda 152 bp’lik bir bolge
kullanilarak subtip 1, 3 ve 4’¢ ait tiirler belirlenebilmektedir (88).

Genotip ve parazit patogenezi arasinda bir iligki oldugu kanitlanirsa gelecekteki
laboratuvar uygulamalarinda PCR yontemleri de yerini almalidir. Taze digkidan PCR analizi
mikroskobiye iyi bir alternatiftir ve analiz ayni zamanda genotipin belirlenmesini de
miimkiin kilmaktadir (3). Real time PCR ise glivenilir, hizli ve coklu genotipleri ayirabilecek

avantajli bir tan1 yontemi olarak bildirilmektedir (88).

2.10 Tedavi

Blastocystis spp. ile infekte olmus hastalarin tedavi edilmesinin uygun olup olmadigi
konusunda ve eger tedavi edilecekse hangi ilacin kullanilmasi gerektigi tam olarak
bilinmemektedir. Bunun sebebi hastaligi hekimlerin 6nemsiz gdérmesi, enfeksiyonun
kendiliginden gececegi diisiincesi ve Blastocystis spp.’nin bir patojen oldugu ispatlanmamis
iken potansiyel toksik ilaglarin kullanimina karsi isteksiz olmalaridir. Fakat cogunun
inancina gore de, eger semptomlar var ise hastaligin baska bir nedeni olmadig1 agikca

belirlenmis ise tedavi uygulanmalidir.

Tedavi onerildiginde en sik tercih edilen ajan metronidazoldiir (89; 69). Paramomisin
(90) ve kotrimaksazol (49) gibi ajanlarla kombine halde de 6nerilmektedir. Nitozoxanide ile
tedavi edilen vaka gruplar1 da bildirilmektedir (91). Ancak yapilan tiim ¢alismalarda %100
tedavi saglanan grup olmamis hatta ayni ila¢ i¢in farkli bolgelerden ¢ok farkli duyarhiliklar
bildirilmistir (76, 77). Bunun nedeninin bdlgesel ilag direnci farkliliklar1 oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle kist formlarmimn daha direngli oldugu gériilmiis ve in vitro
calismalarda paramomisin, kotrimaksozol gibi ajanlarin direkt parazite etkili olmadigi halde
beslenme kaynagi olan bakterileri 6ldiirerek parazite dolayli etkili oldugu diistintilmiistiir
(92). Bazitedavi basarisizliklarina ragmen metronidazol ilk secenek ilag olarak bildirilmekte
kotrimaksazol ve nitozoxanide ise ikinci se¢enek ilaglar olarak Onerilmektedir. Tedavi

kronik diyarelerde diskida baska bir patojen goriilmemesi durumunda onerilmektedir (93).

Sonug olarak; bu proje ile morfolojik cesitliligi nedeniyle mikroskobik bakida gozden

kagabilen Blastocystis spp.’nin PCR yontemi kullanilarak saptanmasi amaglanmistir.

19



3. GEREC VE YONTEM

Temmuz 2012 - Kasim 2012 tarihleri arasinda Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan
Hastanesi Koproloji Laboratuvarma cesitli polikliniklerden farkl sikayetlerle basvuru yapan
hastalara 6ncelikle ¢alisma hakkinda kisaca bilgi verilerek ¢alismaya katilmay1 kabul eden
hastalara, hasta bilgilendirilmis goniillii olur formu doldurtularak hastanin izni alinmistir
ardindan hastaya kisa bir anket uygulayarak hastanin anamnezi alinmistir (Ek-1, Ek-2).
Calismaya katilmay1 kabul eden tiim hastalarin diski 6rnekleri almarak dogrudan baki,
yogunlagtirma ve trikrom boyama yontemleri kullanilarak incelenmistir. Bu yontemlerin
herhangi birinde her mikroskop sahasinda goriilme sayisina bakilmaksizin Blastocystis
spp.’nin herhangi bir formu saptanan Ornekler “mikroskobik bakisi pozitif” olarak
degerlendirilmistir. Bunun sonunda mikroskobik bakis1 pozitif olan 30 ve negatif olan ilk 30
ornek olmak iizere toplam 60 goniillii hasta ¢calismamiza katilmistir. Calismamiza katilan

tiim hastalarin disk1 6rnekleri (60 6rnek) PCR yontemi ile de degerlendirilmistir.

3.1 Mikroskobik Tam Yontemleri

3.1.1 Dogrudan Baki
Mikroskobik tani yontemlerinden dogrudan baki (serum fizyolojik-Lugol) yontemine

disk1 incelemelerinde en basit ve etkili bir yontem olmasi nedeniyle bagvurulmustur.

3.1.1.1 Serum Fizyolojik Yontemi
Bir lam lizerine serum fizyolojik damlatilarak plastik baget yardimiyla yaklasik 2 mg.
digk1 alinip karistirilarak X400 biiylitmede mikroskobik bakis1 yapilmistir (94).

3.1.1.2 Lugol Yontemi
Bu yontemde parazitlerin iyot ile boyanmalarini saglamak i¢in boya soliisyonu asagidaki

gibi hazirlanmistir (94).

Kullanilan Maddeler
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1- Potasyum Iyodiir (KI) 109
2- Toz halindeki Iyot kristalleri (I2) 5¢0

3- Distile su 100 ml
Y ontem:

Potasyum iyodiir distile suyun i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Soliisyon doyuncaya kadar iyot
kristalleri eklenmistir. Soliisyon 151k gecirmeyen kahverengi bir cam sisenin igine
stiziilmiistiir. Kirmizimsi kahverengi renk soldugu zaman taze soliisyon hazirlanmistir. Bu
soliisyon stok Lugol soliisyonudur ve bu sekliyle taze baki amaciyla kullanilmamaistir.
Kullanilmadan 6nce bir birim stok Lugol soliisyonu, 5 birim distile suyla sulandirilmistir.
Dogrudan bakida kullanilan bu soliisyon her hafta yenilenmistir. Hazirlanan preparatlar 1s1k

mikroskobunda X400 biiyiitmede incelenmistir.

3.2  Yogunlastirma Yontemleri
Yogunlastirma yontemleri ¢esitli parazitlere ait gozden kacabilen az miktardaki kist veya
ookistlerin disk1 6rneklerinde daha kolay saptanmasini saglar. Calismamizda yogunlastirma

yontemlerinden formol-etil asetat ¢oktiirme yontemi kullanilmastir (95).

3.2.1 Formol-Etil Asetat Coktiirme Yontemi

Kullanilan Maddeler

1- %10 Formol 10 ml
2- Etil Asetat 3mi
Y ontem:

1-1,5 gtaze disk1 10 ml %10’luk formol i¢inde uygun bir cam veya plastik kapta tamamen
ezilmistir. Fiksasyonun tam olarak gerceklesmesi i¢in 30 dakika veya daha fazla

beklenilmistir. Eger disk1 6rnegi sulu veya ¢cok yumusak ise 5-6 ml kullanilmastir.

Stispansiyon cay siizgeci ile baska bir kap i¢ine siiziilmiistiir, buradan da 15 ml’lik konik

santrifiij tlipline aktarilmstir.

Etil asetata dayanikli bir eldiven giydikten sonra, silispansiyona 3 ml etil asetat
eklenmistir, tliplin agz1 bagparmakla sikica kapatilarak 30 saniye kuvvetlice ¢alkalanmistir.
Stispansiyon 1000 RPM’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Tiipii santrifiijden ¢ikarttigimizda

4 tabaka goriilmustiir.
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a) En lstte etil-asetat tabakasi,

b) Tiipiin duvarlarma yapisan bir diski artig1 tabakast,
c¢) Formol tabakas1

d) Cokelti

Diskr artig1 tikact tiip kenarmdan bir gubuk yardimui ile ayrilmistir ve iistteki ti¢ tabaka
dokiilmiistiir. Bundan sonra kenarlarda kalan sivinin az bir miktar1 tekrar ¢okelti lizerine

akmustir.

Tek kullanimlik cam pipet kullanilarak bu s1v1 ¢okelti ile karistirilmistir. Cokelti hala kat1

ise birka¢ damla serum fizyolojik eklenerek vorteksle calkalanmastir.

Inceleme icin iyotlu soliisyonlarla ve serum fizyolojik ile dogrudan baki preparatlar:

hazirlanmistir.

3.3 Kalict Boyama Yontemleri
Calismamizda, cabuk, kolayca hazirlanabilir olmasi, yiiksek diizeyde stabil olmasi ve

uzun bir raf dmriine sahip olmasindan dolayi, Trikrom Boyama Y &ntemi kullanilmistir (96).

Trikrom Boyama Yontemi (Wheatley Modifikasyonu)

Kullanilan Maddeler

1- Chromotrope 2R 69

2- Light green SF 30

3- Fosfotungstik asit 70

4- Glasiyal asetik asit 4,5 ml
5- %90’1ik etil alkol 995,5 ml

6- D’ Antoni’nin iyot soliisyonu 100 ml
7- Ksilen 100 ml
8- Karbol-ksilen 100 ml
Hazirlanan Soliisyonlar

1. Trikrom boyasi
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Temiz bir cam beher i¢cinde 6 g Chromotrope 2R, 3 g Light green SF ve 7 g fosfotungstik
asit eklenip karistirilmis ve karisim 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra 1000 ml distile su

ekleyerek iyice karistirilarak boya hazirlanmistir.
2. %90 Asit Alkol
995,5 ml %90 etil alkole 4,5 ml glasiyal asetik asit ekleyerek hazirlanmigtir.
Yontem:

Bir firga yardimi ile aliman digk1 6rnegi temiz bir lam iizerine suluboya firgast ile ince bir
tabaka seklinde siirtilmiistiir. Bu lamlar daha sonra Schaudinn fiksatifi ile 30 dakika fikse
edilmistir. Trikrom boyama yontemi i¢in kapakli, derin, cam saleler kullanilmistir. Her
salenin kapagina sira numarasi, soliisyonun igerigi ve yaymanin bu salede kalma siiresi
yazilmistir. Yaymalar bir saleden digerine aktarilirken kurutma kagitlarina degdirilerek fazla

stvi almmis ve bu sekilde soliisyonlarin karigmasi engellenmistir.

%70’lik etil alkole demli ¢ay renginde bir soliisyon elde edene kadar D’ Antoni’nin iyot
soliisyonu eklenmis ve lamlar bu soliisyonda 3-5 dakika tutulmustur. Bu islemden sonra
lamlar iki ayr1 %70’lik alkol soliisyonunda 2 dakika tutulmustur. Daha sonra lamlar1 10
dakika sulandirilmis trikrom boyasinda beklettikten sonra lamlar1 kagit havlu iizerine birkag
kez degdirerek fazla boyanin siiziilmesi saglanmistir. Fazla boyasi uzaklastirilan lamlar
%90’lik asit alkolde 2-3 saniye kadar batirip c¢ikartilmistir ve kagit havluya degdirdikten
sonra Once %95 alkolde, sonra karbol-ksilen soliisyonuna aktarilarak boyadan arimndirma

isleminin durmasi saglanmistir.

Lamlar ikinci ve {¢iincli karbol-ksilen soliisyonunda 2’ser dakika tutulmustur. Daha
sonra lamlar iki ayr1 ksilen iceren salede 2’ser dakika tutulmus ve kurumalar1 beklenilmistir.
Son olarak lamlara entallen damlatarak lamelle kapatilmis ve 151k mikroskobunda x100’liik
biiylitmeli immersiyon objektifinde incelenmistir. Resim 1°de vakuoler formda saptadigimiz

bazi 6rnekler gosterilmistir.
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Resim 1: Vakuoler formda Blastocystis spp. (Trikrom boya).

3.4 PCR Yontemi
Disk1 6rneklerinden DNA elde etmek i¢in Norgen Biotek DNA ekstraksiyon kiti ¢aligma

prosediiriine uygun olarak kullanilmistir.

3.4.1 DNA izolasyonu

Kullanilan Maddeler
1-Lysis soliisyonu 1 ml
2- Lysis additive 100 pl

3- Binding soliisyonu 200 pl
4- %70’lik alkol 700 pl
5- Wash soliisyon I 500 ul
6- Wash soliisyon I1 500 ul

7- Elution buffer 50 pl



Yontem:

Boncuklu tiiplere 200 mg diski 6rnegi ile 1 ml Lizis soliisyonu koyarak vorteksle
tamamen homojen bir karisim elde edinceye kadar karistirilmis ve iizerine 100 ul Lysis
additive ekleyerek eppendorf santrifiijiinde 14 000 RPM’de 2 dakika santriflij edilmistir.
Santrifiijden sonra alt ve iist kisimda biriken atik kismina dokunmadan orta kisimdan 600 pl
alinarak eppendorflara aktarilmis ve iizerine 200 ul Binding soliisyonu ekleyip iyice
calkalanmis ve 10 dakika buzda inkube edilmistir. inkiibasyon isleminden sonra 14 000
RPM’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Orta kisimdan 700 ul alinip temiz bir eppendorf igine
aktarilmis ve lizerine 700 pul %70’lik alkol ekleyip vortexlenmistir. Vortex isleminden sonra
600 pl alinmis ve Spin Column’a aktarilmis, 1 dakika 14 000 RPM’de santrifiij edilmistir.

Bu son islem bir kez daha tekrarlanmistir.

Spin Column’da bulunan DNA’lar1 disk1 atigindan tamamen uzaklastirmak i¢cin yikama
islemi yapilmistir. Spin Column’a 500 pl I. yikama soliisyonu eklenmis 1 dakika 14 000
RPM’de santrifiij edilmistir, sonra da tizerine 500 pl II. yikama soliisyonu eklenmis tekrar 1
dakika 14 000 RPM de santrifiij edilmistir, DNA’lar II. yikama soliisyonu ile iki kez
yikanmistir. Yikanan DNA’lar1 kurutmak i¢in 2 dakika santrifiij edilmistir. Son olarak Spin
Column’a 50 pl elution buffer eklenmis DNA saklama eppendorfu i¢ine koyarak 2 000
RPM’de 2 dakika sanrifiij ederek DNA’lar DNA saklama tiipii i¢cine almmustir. Elde
ettigimiz DNA’lar PCR yonteminde kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmustir.

3.4.2 PCR Yontemi

Kullanilan maddeler

1- dH20 25 ul
2- 10X buffer 1 ul

3- MgCl; 1,5 ul
4- dNTP 0,2 ul
5- Primer Forward 0,2 ul

(5> CGA ATG GCT CAT TAT ATC GC 3?)
6-Primer Reverse 0,2 ul

(5> TCT TCG TTA CCC GTT ACT GC 3”)
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7-Taq polimeraz

8-DNA

Yontem:

3U

2 ul

Steril bir eppendorfa 25 ul dH,O’dan baslayarak sirastyla, 1 ul 10X buffer, 1,5 pl MgCly,

0,2 ul ANTP, 0,2 pl Primer Forward, 0,2 pl Primer Reverse, son olarak 3 U Taq polimeraz,

en son da 2 pl DNA’y1 ekleyerek bir master mix elde edilmistir. Hazirladigimiz master mix’i

termocyler’a yiikleyerek PCR dongiileri gergeklestirilmistir. Termal donglimiiz asagidaki

gibidir;
Sicaklik (°C) | Siire Dongii
95 5 dk. 1
95 30s
58 30s 40
72 45s
72 5 dk. 1

Elde edilen PCR iiriinii elektroforez islemi i¢in kullanima hazirdir.

3.4.3 Elektroforez

Kullanilan maddeler

1-Biyoteknolojik agar

2-10X TAE

3-Ethidium Bromid

15¢9
100 ml

4 ul

4-Marker (100 bp DNA ladder solis biodyne) 5 ul

Yontem:

1,5 g biyoteknolojik agar 100 ml 10X TAE igerisinde mikrodalga firinda kaynamasima

izin vermeden eritilmistir. Daha sonra jel kaliba hava kabarcig1 olugsmasina izin vermeden

dokiilmiis ve donmas1 beklenmistir. 8 pl PCR ile elde ettigimiz amplifikasyon sonuglar1 2 pl

6X yiikleme soliisyonu ile birlikte %1,5’lik agaroz jele yiiklenmistir. Jele 5 pul marker (100
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bp DNA ladder solis biodyne) yiiklenmistir. Marker, agaroz jel elektroforezinde DNA
gOciiniin goriintiilenmesine olanak saglayan bromofenol mavisi igerir ve 100 bp ile 3000 bp

arasinda degisen toplam 12 basamak igermektedir.

Daha sonra jel elektroforez cihazina yerlestirilerek 100 volt akimda 90 dakika
yiritilmistir ve UV 1s1ginda goriintlisii alinmistir. PCR ¢alismast sonucunda 227 bp

uzunlugunda saptanan bantlar pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.5 [Istatistiksel Degerlendirme
Analizlerde SPSS 15 programi kullanildi. Kategorik degiskenlerin analizinde ki-kare testi
kullanild1. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

27



4. BULGULAR

Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Koproloji Laboratuvarina cesitli
polikliniklerden farkl sikayetlerle bagvuran ve ¢calismamiza dahil edilen toplam 60 hastanin
yas ortalamasi1 35,6+20,75 (Range: 0,7-77) olarak bulunmustur. Calismaya katilan hastalarn
241 (%40) erkek, 36’s1 (%60) ise kadin hastadir. Mikroskobik baki ile yapilan incelemeler
sonucunda erkeklerin 14’tinde (%58,3), kadinlarin ise 16’sinda (%44,4) Blastocystis spp.
saptanmistir (Tablo 1). Her iki cinsiyet arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).
PCR ile yapilan calismalar sonucunda erkeklerin 16’simnda (%66,7), kadmlarin 19’unda
(%52,8) Blastocystis spp. saptanmustir (Tablo 1). PCR yonteminde de cinsiyetler arasinda
anlaml farklilik saptanmamustir (p>0,05).

Tablo 1: Blastocystis spp.’nin mikroskobik baki ve PCR sonuglarinin cinsiyete gore

dagilimi*.
YONTEM
CINSIYET Mikroskobik Baki PCR
Pozitif Negatif | Toplam Pozitif Negatif | Toplam
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
14 10 24 16 8 24
Erkek (9058,3) (41,7) (%100) | (%66,7) | (%33,3) | (%100)
16 20 36 19 17 36
Kadmn (%44,4) | (%55,6) | (%100) | (%52,8) | (%47,2) | (%100)
30 30 60 35 25 60
Toplam (9%50) (9%650) (%100) | (%58,3) | (%41,7) | (%100)

*Yiizdeler satirlara gore verilmistir.
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Yapilan c¢alismada mikroskobik baki ile incelemede hastalarin 30’unda (%50)
Blastocystis spp. pozitif, 30’unda Blastocystis spp. negatif olarak saptanmigsken, PCR ile
degerlendirildiginde 35’1 (%58,3) Blastocystis spp. pozitif, 25’1 (%41,7) Blastocystis spp.
negatif olarak bulunmustur (Tablo 2). Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde

mikroskobik baki ile PCR arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0,00, p<0,05).

Tablo 2: Blastocystis spp.’nin mikroskobik baki ve PCR sonuglarinin karsilastirilmasi.

PCR Toplam
Negatif (%) | Pozitif (%) (%)
Mikroskobik | Negatif 25 (%83,3) | 5(%16,7) | 30 (%100)
Baki Pozitif 0 (%0) 30 (%100) | 30 (%100)
Toplam 25 (%41,7) | 35 (%58,3) | 60 (%100)

PCR-elektroforez sonucunda elde edilen 227 bp uzunlugunda bantlarm UV 1s1gindaki

goriintiileri verilmistir (Resim 2 — 6).

Resim 2: 1-14 nolu 6rneklerden PCR-elektroforez sonucunda elde edilen bantlarm UV
1s181indaki goriintiileri. 2-4 ve 11 nolu 6rnekler negatif olarak degerlendirilmistir. 5 nolu

ornegin mikroskobik bakisi negatif iken PCR sonucu pozitiftir. NTC: Negatif kontrol
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Resim 3: 15-24 nolu d0rneklerden PCR-elektroforez sonucunda elde edilen bantlarm UV

1s1gindaki goriintiileri. 16-18 nolu 6rnekler negatif olarak degerlendirilmistir.

Resim 4: 25-38 nolu 6rneklerden PCR-elektroforez sonucunda elde edilen bantlarin UV
1s181indaki goriintiileri. 31, 34, 35, 37 ve 38 nolu drnekler negatif olarak degerlendirilmistir.
27 ve 32 nolu orneklerin mikroskobik bakisi negatif iken PCR sonuglar1 pozitif olarak
saptanmustir. NTC: Negatif kontrol

30



Resim 5: 39-52 nolu 6rneklerden PCR-elektroforez sonucunda elde edilen bantlarin UV
is1gindaki  gorlntileri. 39-42, 44, 46-49 ve 52 nolu Ornekler negatif olarak
degerlendirilmistir. 43 nolu 6rnegin mikroskobik bakis1 negatif iken PCR sonucu pozitif

olarak saptanmustir. NTC: Negatif kontrol

Resim 6: 53-60 nolu 6rneklerden PCR-elektroforez sonucunda elde edilen bantlarin UV
1s1g1ndaki goriintiileri. 55, 56 ve 58 nolu drnekler negatif olarak degerlendirilmistir. 60 nolu
ornegin mikroskobik bakisi negatif iken PCR sonucu pozitif olarak saptanmistir. NTC:
Negatif kontrol
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Sikayetlerin degerlendirilmesinde PCR altin standart kabul edilmis ve PCR ile pozitif
saptanan hastalarin 27’si (%45) allerji, 15’1 (%25) ishal, 13’1 (% 21,7) karin agrisi, 4’4
(%6,7) bulanti, 1’1 (%1,6) anemi sikayetleri ile poliklinige bagvuru yaptig1 tespit edilmistir

(Tablo 3).

Tablo 3: PCR sonuglarinin sikayetler ile birlikte degerlendirilmesi*.

PCR
pikayetler | o) | Negart g | P )
Allerji 18 (%66,7) 9 (%33,3) 27 (%100)
[shal 6 (%40) 9 (%60) 15 (%100)
Karin Agrisi 8 (61,5) 5 (%38,5) 13 (%100)
Bulanti 2 (%50) 2 (%50) 4 (%100)
Anemi 1 (%100) 0 (%0,0) 1 (%100)
Toplam 35 (%58,3) | 25 (%41,7) 60 (%100)

*Yiizdeler satirlara gore verilmistir.
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5. TARTISMA

Blastocystis spp. rutin tanisinda kullanilan yontemler baslica dogrudan baki,
yogunlastirma ve kalict boyama yontemleridir. Dogrudan baki, yogunlastirma ve trikrom
boyama yontemlerinin karsilastirildigi calismalarda yogunlastirma ve trikrom boyama
yontemlerinin, dogrudan baki ydntemine gore Blastocystis spp. pozitifligini saptama

oraniin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (5, 97).

Diinyada Blastocystis spp. prevalans: gelismis iilkelerde %1,5-10 iken, gelismekte olan
tilkelerde %30-50 arasinda degismektedir (4). Amerika’da yapilan bir galismada Blastocystis
Spp. prevalansi %18 olarak saptanirken Nascimento ve ark.’nin Brezilya’da yaptiklar1
calismada ise Blastocystis spp. prevalanst %26,5 olarak saptanmistir (98,99). Tayland’da
yapilan bir ¢alismada ise Blastocystis spp. prevelansi %1,9 olarak bildirilmistir (100). Cheng
ve ark.’nin Vietnamli gebe kadmnlarda yaptiklar1 ¢alismada Blastocystis spp. enfeksiyonun
orant %20,4 oldugu bildirilmistir (101).

Ulkemizde Blastocystis spp. yaygmligi %0,48-44,4 arasinda degisen oranlarda
bildirilmistir (40-44). Yapilan ¢alismalarda Blastocystis spp. yaygmligi Kiitahya’da %0,48
(40), Istanbul’da %2,1 (102), Ankara’da %22 (103), Izmir’de %4,38(104), Eskisehir’de %7,
(105), Manisa’da %7,64 (106), Kocaeli’'nde %23,2 (107), Hatay’da %18,30 (108), Bursa’da
%23,57 (109), olarak bildirilmistir. Usluca ve ark.’nm Izmir’de yaptig1 ¢alismada ise
Blastocystis spp. yaygmnligi %44,04 olarak bildirilmistir (110).

Bu projede cinsiyete gore Blastocystis spp. dagilimi degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlaml bir fark saptanmamistir. Bu konuda calismamizi destekleyen g¢aligmalar
bulundugu gibi (104, 111), Usluca ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada cinsiyetler arasinda
istatiksel olarak fark oldugu da bildirilmistir. (110).
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Blastocystis spp. oOzellikle bagisiklik sistemi yetersiz kisilerde ¢ok siddetli
gastrointestinal semptomlarla birlikte goriilebildigi gibi gastrointestinal semptomu olmayan
saglikli kisilerin diskisinda da saptanabilien bir parazittir (4, 5, 46, 112). de Wit MA ve
ark.’nin tiim mikrobiyolojik incelemeleri de igeren c¢alismalarinda Blastocystis spp.
gastrointestinal yakinmalar1 olanlarda kontrol grubuna gore daha sik bulunmustur (113).
Kaya ve ark.’nin yaptiklar1 bir bagska ¢alismada Blastocystis spp. ile birlikte bagirsak
semptomlarmin siklikla goriildiigii, olast diger etkenlerin elimine edilmesi durumunda
Blastocystis spp.’nin patojenite agisindan degerlendirilmesinin yararli olacagi bildirilmistir
(114). Ozgakir ve ark.’min yaptig1 bir ¢ahiymada ise allerjisi olan hastalarda Blastocystis
spp.’nin daha sik gorildiigii bildirilmistir (46). Baz1 ¢alismalarda, reaktif artrit ve kronik
urtiker gibi ¢esitli bagirsak dis1 bulgularin Blastocystis spp. enfeksiyonu ile iliskili
olabilecegi ve tedavi sonrasinda bulgularin iyilestigi belirtilmistir (115). Yakoob ve ark.’nin
yaptiklar1 ¢alismada irritable bagirsak sendromu olan hastalarda Blastocystis spp. goriilme
oran1 kontrol grubu hastalara gore daha yiiksek olarak bildirilmistir (116). Bizim yaptigimiz
caligmada ise hastalarin en ¢ok allerji sikayeti ile poliklinigimize basvurdugu tespit
edilmistir. Ancak istatistiksel olarak degerlendirildiginde sikayetler arasinda anlamli bir fark

saptanamamigtir.

Mikroskobik baki ucuz ve hizli bir yontem olmasina karsin bazi dezavantajlar1 da vardir.
Bunlar arasinda en onemlisi yetismis insan giiciine duyulan gereksinimdir. Gergekten bu
yontemler oldukga basit olarak goriinmelerine ve kolay uygulanabilir olmalaria karsin,
dogru tan1 koyabilecek deneyimli mikroskopistleri yetistirmek olduk¢a zor ve maliyetlidir.
Diger bir dezavantaji da elde edilen sonuglarin genellikle tekrarlanabilir, izlenebilir ve
objektif olmamasidir (117, 118). Son yillarda klasik digki bakis1 6nemli 6lgiide ihmal
edilmektedir. Parija ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismalarinda bu ihmali ti¢ 6nemli nedene
baglamiglardir. Bunlar; diskinin hazirlanmasi sirasinda teknisyenin motivasyon eksikligi,
egitiminin yetersizligi ve diski hazirlamaktaki zorluklar ile uzmanlarin yeterince
egitilememesinden kaynaklanmaktadir (119). PCR ile mikroskobik bakidan daha giivenilir
sonuglar elde edilmektedir. Bundan dolayr da molekiiler yontemler kullaniimaya
baglanmistir (88). Mikroskobik baki ile her sahada bes ve iizeri Blastocystis saptanan
hastalar tedavi edilmektedir. PCR ile Blastocystis spp. yogunlugu hakkinda bilgi elde
edilememektedir. Bundan dolay1r PCR pozitif semptomatik hastalarda diger tiim nedenler

elimine edilmis ise tedavi uygulanmalidir.
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Stensvold ve ark.’nin gelistirdigi PCR yontemi diskida Blastocystis spp. tanisinda %100
Ozgilliik gostermis ve parazitlerin dejenere olmasi durumunda bile ¢alistig1 bildirilmistir.
Bu calismada primer F:5-GGA GGT AGT GAC AAT AAATC-3' ve primer R 5-TAA GAC
TAC GAG GGT ATC TA-3' gen bdlgesi kullanilmis ve 550-585 bp’de bantlar pozitif olarak
bildirilmistir. (72). Menounos ve ark.’nin yaptig1 ¢calismada primer F 5°’-CGA ATG GCT
CAT TAT ATC AG TT-3 ve primer R 5°-TCT TCG TTA CCC GTT ACT GC-3’ gen
dizilimleri kullanilmis ve mikroskobik bakida pozitif olan tiim sonuglar PCR’de 260 bp’de
bant olusturarak pozitif sonuglar elde edildigi bildirilmistir (120). Bizim yaptigimiz
calismada ise primer F 5° CGA ATG GCT CAT TAT ATC GC 3’ ve primer R 5° TCT TCG
TTA CCC GTT ACT GC 3’ gen bolgeleri kullanilmistir. Mikroskobik bakida pozitif olan
tiim 6rnekler ve mikroskobik bakida negatif saptanan 5 6rnegin PCR sonuclar1 227 bp’de

bant olusturmus ve pozitif olarak degerlendirilmistir.

Yapilan bir ¢alismada Blastocystis spp.’nin RFLP yontemiyle 12 genotipinin belirlendigi
ve cografik kokenle genotip arasinda iliski saptanmadig: bildirilmistir (121). Semptomatik
ve asemptomatik olgularda genotip ile patojenite arasinda iligki tespit edilemedigi fakat
genotip olarak en sik subtip 3, subtip 1 ve subtip 4’iin saptandigi belirtilmistir (53). Yan ve
ark.’nin 2006’da yaptiklar1 bir galismada Blastocystis spp.’nin genotiplendirilmesinde subtip
3 ve subtip 1’in, en fazla saptanan genotip oldugu ve subtip 1’in semptomatik hastalarda
subtip 3’ten daha fazla bulundugu bildirilmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmus bu bulgular 15181nda subtip 1’in patojenite ile iliskisi olabilecegi ileri siirtilmiistiir
(55). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada subtip 2 nin semptomatik hastalarda yiiksek oldugu
bildirilmistir (56).

Stensvold ve ark.’nin 2007°de yaptigi ¢alismada, dogrudan diskidan yapilan analizlerde
boya ve Kkiiltiir yontemleri ile karsilastirildiginda PCR yonteminin {istiin oldugu
bildirilmigsken, Termmathurapoj’un 2004’te yaptig1 bir calismada ise PCR’nin kiiltiirden
diisiik performanslh oldugu gosterilmistir (71, 72).

Mikroskobik bakida pozitif olan tiim 6rneklerin PCR ile pozitif saptanmasi secilen gen
bdlgesinin iyi ¢aligtigimi gostermistir. Bunun yaninda mikroskobik bakida negatif olan 5
ornegin PCR ile pozitif saptanmas1 dogrudan bakida gozden kagabilen ve bakan kisinin
tecriibesine gore degisebilen sonuclarin PCR ile dogru bir sekilde saptanabildigini

gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Blastocystis spp.’nin laboratuvar tanisinda ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Calismamizda dogrudan baki, yogunlastirma, boyama ve PCR yontemleri kullanilmistir.
Calismamizda, dogrudan baki, yogunlastirma ve boyama yontemleri ile degerlendirildiginde
pozitif olan 30 hasta ve negatif olan 30 hasta, PCR yontemi ile de ¢alisilmistir. Mikroskobik
bakida pozitif olan 30 hastanin PCR sonucu pozitif iken, mikroskobik bakida negatif olan
30 hastanin 25’1 negatif, 5’1 pozitif sonu¢ vermistir. Sonu¢ olarak, mikroskobik bakida
gbzden kacabilen Blastocystis spp. pozitifligi PCR ile saptanmistir. PCR-elektroforez

sonucunda 227 bp uzunlugunda bantlar elde edilmistir.

Mikroskobik baki ucuz ve hizli bir yontem olmasima karsin, sonuglar baki yapan kisinin
tecriibesine bagli olarak degisebilmektedir. Taze diskidan PCR analizi mikroskobik bakiya
iyl bir alternatiftir ve analiz ayn1 zamanda genotipin belirlenebilmesini de miimkiin
kilmaktadir. PCR mikroskobik bakiya gore daha 6zgiil ve giivenilir bir yontemdir.
Mikroskobik bakida gbzden kagabilen parazitler PCR ile saptanabilir. Ancak burada dikkat
edilmesi gereken konu, mikroskobik bakida Blastocystis spp.’nin her sahada goriilme siklig1
ve sayisina bakarak rapor edilirken, konvansiyonel PCR ile parazitin varligi saptandigi i¢in
say1 ve siklig1 hakkinda bize bilgi verememektedir. Bu yiizden Blastocystis spp. enfeksiyonu
semptomlar1 bulunan hastalarin mikroskobik bakida Blastocystis spp. yoniinden negatif
olarak degerlendirildigi ve hastaliga ait bagka bir nedenin bulunamadig1 durumlarda, digk1

orneginin PCR ile de degerlendirilmesi Onerilir.
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7. EKLER

7.1 EK-1

T.C.
CELAL BAYAR UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

HASTA BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI

ARASTIRMANIN ADI

Blastocystis spp.” nin diskt dreklerinde PCR yéntemi ile saptanmasi.

CALISMANIN ACTK ADI:

Bir bagirsak paraziti olan Blastocystis spp. mn diski Grneklerinden molekiiler bir yontem
(PCE) 1le saptanabilmesi.

Giniilliiniin Bas Harfleri <= ==

Bir arastirma calismasina katilmamz istenmektedir. Katilmak isteyvip istemediginize karar
vermeden &nce arastirmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacaginin ¢aligmanin
neleri igerdigini ve olasi vararlarim risklerini ve rahatsizlik verebilecek konularn anlamaniz
dnemlidir. Litfen asagidaka bilgilenn dikkatlice okumak icin zaman ayvinmz ve eger
istivorsamz ozel veva aile doktorunuzla konuvu degerlendinmz. Eger bir baska calismada
da yer abyorsamz bu cahsmada ver alamazsimz.

BU CATISMAYA KATITMAK ZORUNDA MIVIM?:

Calismava katilip katilmama karan tamamen size aittir. Eger calismava katilmava karar
venirseniz imzalamamz icm size bu Bilgilendinlmig Génilli Olur Formu verlecektir.
calismadan herhangi bir zamanda aynilmakta Gzgiirsiiniz. Efer isterseniz, bu calismava
katilimimizla 1lgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz bilgilendirilecektir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?

Insanlarda ishal ve karin agris1 gibi sikavetlers vol acabilen ve insanda en sik rastlanan insan
bagirsak paraziti Blastocystis spp. nin teshist igin buginkiinden ¢ok daha etkili ve giivemlir
yontemler aragtinlmaktadir Bu galigmada amag, rutinde kullamilan testlerin vami sira
molekiiler bir teknik olan PCR yéntemim kullanarak bu parazitin saptanmasinda en duvarli
tam véntemani belirlemektir.

CALISMA ISTEMIFRI:

Bu calisma igin parazitoloji laboratuvarina teslim edeceginiz ve geleneksel yontemlerle
yukarida adi1 gegen parazit bulunan digki &meginiz kullanilacaktir. Almacak diski drneginiz
kat1 kivamli 1se ceviz buvikligi kadar, stvi kiwvamli bir corba kasign kadar olacaktar.
Dolayisiyla hastaya ek bir invazif girisim vapilmayacaktir.

37



CELAL BAYAR UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

CALISMAYA KATILMAMIM NE GiBI OLASI YAN ETKIiLERI, RISKLERI VE
RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Bu galismaya katiliyor olmak sizin igin higbir ek bir soruna sebep olmayacaktir.

|
CALISMAYA KATITL.MANIN OLASTI YARARTLARI NELERDIR?

Caligmanin bagariva ulagmast halinde bu parazitin enfekte ettii insanlara gelecekte cok daha
giivenilir bir sekilde tan1 konulmas: miimkiin olacaktir.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETI NEDIiR?

Calisma amaciyvla yapilan normal muayeneniz sirasinda istenilen tetkikleriniz digindaks Tiim
laboratuar testler1 calisma destekleyicisi tarafindan karsilanacak; size wveya bagh
bulundugunuz 6zel sigorta veva resmi sosval giivenlik kurumuna ddetilmeyeceltir.

KISISEL BILGILERIM NASIL. KULLANILACAK?

Kisisel bilgiler higbir sekilde kullanilmayacaktir.

SORU VE PROBLEMLER iCiN BASVURULACAK KiSiLER

Dog. Dr. Ali Abmet Kilimcioglu: Arastirma soruomlusu Tel: 532 293 08 77
Bivolog Selin Bélik Yardimei aragtirmaci Tel: 554 373 34 97

Calhismava Katilma Onawn

Yukaridaki bilgileri doktorumla ayrintili olarak tartistim wve kendisi bitin sorularimi
cevapladi. Bu bilgilendirilmis olur belgesiu okudum ve anladim. Bu arastinmava katilmayi
kabul edivor ve bu onay belgesini kendi hiir irademle imzaliyorum. Bu onay, ilgili hicbir
kanun ve yoénetmeligi gecersiz kilmaz. Doktorum saklamam icin bu belgemin bir kopyasmm
caligma sirasinda dikkat edecegim noktalan da icerecek gekilde bana teslim etmagtir.

Géniillii / Hastamn adresi:

Goniillii / Hastamn telefornu:

Géniillii / Hastanin Adh Sovadi: Tmzas: Tarih

Veli / Vasinin Adt Sovadi: Imzas: Tarih

Veli / Vasinin adresi ve telefonu:

Riza alum islemine bagmndan
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Sonuna kadar tamkik eden
Adt Savad:  Gérevi Imzas: Tarih

Agillamalar: vapan arastirmacoun
Adt Savadh Imzas: Tarih
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7.2 EK-2

TIBBi PARAZITOLOJ HASTA ANKET FORMU:

Hastammn Ady, Soyade: .

Cahsma / Defter Protokol No: ./ ..

Tarih:

woee feveenens f 2012

Yas f Cinsivet: .

Tletisim Telefanu: e

1. | Hastamin sikayetleri?

J1 Kanin agrisi

J2 ishal

03 Kabizhik

24 Gaz, siskinlik

J5 Bulanti

J6 Kusma

J7 Hazimsizlik

OB Ates

19 Deri kasintisi

J10 Deride kizankhk, dékintd

011 Diger (kilo kaybi, vb.) .

2. | Son 15 gln iginde antibiyotik veya bagirsak antizeptigi

kullandiniz mi? (Cevap evet ise ilacin ismi ve sliresi)

02 Hayir

O Bvet (o

3. | Oturdugunuz yer nerede?

J1 Sehir merkezi
J2 ilge

J3 Ky

4. | Tuvalet evin icinde mi, disinda mi?

J1 icinde

J2 isinda

5. |lcme suyu olarak ne kullaniyorsunuz?

01 Sebeke (musluk) suyu

02 Hazir su (satin aldiginiz)

03 Kuyu suyu
6. | Hastamin egitim durumu; ol Okur yazar degil
02 ilkokul
o3 Ortackul
o4 Lise
o5 Universite
7. |Hastada son 2 ay icinde parazit saptandi mi? T BV )
02 Hayir
&. | Aile bireylerinin birinde son dénemde I Tt OO |
parazit saptandi mi? J2 Hayir
NOT : (Asagidaki boliim yetkili kisi tarafindan doldurulacaktir)
Diskr kivamu: ol Kati o2 Yan kati o3 Yumusak o4 Sulu
Diger dzellikler: ol Kanh 02 Mukuslu o3 Kotd kokulu

Sonuc:
Mikroskobi (Direkt bak f Trikrom) :
PZR :

Anal Bant :
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7.3 EK-3

“ CELAL BAYAR UNIVERSITESI
_ . TIP FAKULTESI DEKANLIGI
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR
ETIK KURULU
Say1 :273 16.11.2012

Konu: Arastirma Hakkinda

Sn. Dog. Dr. Ali KILIMCIOGLU

“Blastocystis spp.’nin diski 6rneklerinde PCR ile saptanmasi” isimli arastirmaniz ile
ilgili dilek¢eniz incelenmis; Etik agidan uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistir.

1. S6z konusu bilimsel ¢alismaniz onaylandig1 baslangi¢ tarihten itibaren 6 ay icinde
baglamamas! durumunda Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurul
Bagkanhgina yazili rapor vermeniz;

2. Aragtirmanin isim ve yazarlarinin degistirilmesi talebi durumunda gerekgesi ile
birlikte Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurul Baskanhgina bildirilmesi
ve onay alinmasy;

3. Arastirmaniz yurtici ve yurtdisi bir dergide basildi ise bir érneginin génderilmesi
gerekmektedir.

Geregini rica ederim ~

ko
—

el
Prof. Dr. Erciiment OLMEZ
Baskan
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