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TESEKKUR

Oncelikle tez konumun belirlenmesi ve yiiriitiilmesinde emegi olan Van Yiiziincii
Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi ve tez
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birikimlerini esirgemeyen Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Hasan
YILMAZ’a; ¢alismalarima yaptig1 degerli katkilarindan dolayr Dog¢ Dr. Abdurrahman
EKiCI’ye, laboratuvar ¢alismalarimda ve tezimle ilgili her asamada, her tiirlii soru ve
sorunda sabirla yardimei olan, yol gosteren Dr. Ogr. Uyesi Selahattin AYDEMIRe; bu
siirecte hosgorii ve destekleri icin sevgili esim M. Nazif GUMUS’e ve ¢ocuklarim
Zeynep, Elif ve Yusuf’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Ayrica Doktora Tez Projesi olarak
yiritiilen bu caligmaya (Proje No: TDK-2022-10079) maddi destegi nedeniyle Van

Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlig1’na tesekkiir ederim.



OZET

Giimiis M. “Van yoresinde ishalli hastalarda Blastocystis spp. sikhiginin arastirilmasi ve alt tiplerinin
belirlenmesi”. Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tip Fakiiltesi, Parazitoloji
Anabilim Dali, Doktora Tezi, Van, 2024. Bu ¢aligmada ishalli hastalarda Blastocystis spp. sikliginin
arastiritlmasi ve sekans analizi ile alt tiplerinin belirlenmesi amaglanmistir. Calismaya Saglik Bilimleri
Universitesi Van Egitim ve Arastirma Hastanesine bagvurup diski istemi yapilan 0-80 yas araliginda 100
ishalli (hasta grubu) ve 100 saglikli birey (kontrol grubu) olmak iizere toplam 200 géniillii dahil edildi.
Ornekler mikroskopi (nativ-Lugol) ve PCR ile degerlendirildi. Hasta grubunun %20’sinde (20/100), kontrol
grubunun %16’sinda (16/100) Blastocystis spp. saptand1 (p= 0,461). Blastocystis spp. hasta grubunda
kadimlarda (11/51, %21,6), kontrol grubunda ise erkeklerde (11/53, %20,7) daha yiiksek oranda saptandi.
Hem hasta grubunda hem de kontrol grubunda 11-18 yas araligindaki bireylerde sirasiyla %40 ve %21,4
oraninda olmak {iizere en yiliksek oranda pozitiflige rastlandi. Hasta grubu ve kontrol grubu
karsilastirilmasinda, parazitin pozitifligi ile yas gruplar ve cinsiyetler arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu. Calismada toplam hasta sayis1 (200 birey) dikkate alinarak 0-18 yas (%23) grubu ile 19
ve Uistll yas grubu (%10,3) karsilastirildiginda Blastocystis spp. pozitifligi bakimindan istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p=0,013). Hasta grubunda Blastocystis spp. pozitifligi ile cinsiyet ve yas gruplar
arasinda anlamli bir fark saptanmadi. Karin agrisi, ates, bulantt ve kusma sikayetleri ile blastocystosis
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Calismada ishalli hastalara ait 14 6rnekten 10 unda
(%71,4) ST1, 4’tinde (%28,6) ise ST2 belirlendi. Sonug olarak patojenitesi ve patojenite-alt tip iligkisi hala
tartigmali olan Blastocystis spp.’nin ¢aliymamizda pozitifligi ile herhangi bir gastrointestinal semptom
arasinda iliskisi olduguna dair istatistiksel olarak bir anlamlilik belirlenmedi. Yapilan arastirmalarda
genellikle semptomlarla iliskili bulunan alt tipler arasinda yer alan ST1 calismamizda ishalli hastalarda
baskin alt tip oldu. Bulgularimiz dikkate alindiginda ST1’in ishalli hastalarda baskin alt tip olmas, alt tip-
patojenite iligkisini desteklese de bu durumun netlik kazanmasi igin ¢ok sayida semptomatik ve
asemptomatik bireyin degerlendirildigi ¢alismalarin yapilmasina ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Alt Tip, Blastocystis spp., Ishal, Mikroskopi, PCR



ABSTRACT

Giimiis M. "Investigation of the frequency of Blastocystis spp. in patients with diarrhea in the Van
region and determination of its subtypes”. Van Yuzuncu Yil University, Health Sciences Institute,
Faculty of Medicine, Deparment of Parasitology, Ph.D. Thesis, Van, 2024. This study aimed to
investigate the frequency of Blastocystis spp. in patients with diarrhea and to determine its subtypes by
sequence analysis. A total of 200 volunteers, 100 with diarrhea (patient group) and 100 healthy individuals
(control group) between the ages of 0-80, who applied to the University of Health Sciences Van Training
and Research Hospital and requested stool, were included in the study. Samples were evaluated by
microscopy (native-Lugol) and PCR. Blastocystis spp. was detected in 20% (20/100) of the patient group
and 16% (16/100) of the control group (p=0.461). Blastocystis spp. was detected at a higher rate in women
(11/51, 21.6%) in the patient group and in men (11/53, 20.7%) in the control group. The highest rate of
positivity was found in individuals between the ages of 11-18 in both the patient group and the control
group, 40% and 21.4%, respectively. In the comparison of the patient group and the control group, the
difference between the parasite positivity and age groups and genders was found to be statistically
insignificant. Considering the total number of patients in the study (200 individuals), a statistically
significant difference was found in terms of Blastocystis spp. positivity when the 0-18 age group (23%)
was compared with the 19 and over age group (10.3%) (p= 0.013). No significant difference was detected
between Blastocystis spp. positivity and gender and age groups in the patient group. There was no
statistically significant difference between complaints of abdominal pain, fever, nausea and vomiting and
blastocystosis. In the study, ST1 was detected in 10 of 14 samples (71.4%) from patients with diarrhea, and
ST2 was detected in 4 (28.6%). As a result, no statistical significance was determined between the positivity
of Blastocystis spp., whose pathogenicity and pathogenicity-subtype relationship are still controversial, and
any gastrointestinal symptoms. ST1, which is among the subtypes generally associated with symptoms in
research, was the dominant subtype in patients with diarrhea in our study. Considering our findings, it was
concluded that although the fact that ST1 is the dominant subtype in patients with diarrhea supports the
subtype-pathogenicity relationship, studies in which a large number of symptomatic and asymptomatic
individuals are evaluated are needed to clarify this situation.

Keywords: Subtype, Blastocystis spp., Diarrhea, Microscopy, PCR
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1. GIRIS

Intestinal parazitlerden olan Blastocystis spp., kolon yerlesimli anaerobik bir
protozoon olup insanlarda ve diger bir¢ok canli tiiriinde goriilmektedir. Alexieff 1911
yilinda, bu etkeni Blastocystis enterocola olarak adlandirmis ve hayvanlarin
gastrointestinal kanalinda bulunan bir maya oldugunu 6ne siirmiistiir (Malatyali, 2017).
Sonraki yi1l Brumpt, insan digkisindan izole ettigi bu organizmaya Blastocystis hominis
adin1 vermis ve bu isim daha sonra diinya ¢apinda taninmistir (Brumpt, 1912). Bugiine
kadar Blastocystis, heterotrofik ve fotosentetik protozoalarin karmasik ve heterojen bir
evrimsel toplulugu olan Stramenopile (Heterokonta) olarak siniflandirilmistir (Popruk ve

ark., 2021).

Diskida en sik goriilen protozoonlardan biri olan Blastocystis spp. kozmopolit bir
dagilim gostermektedir (Ertug ve ark., 2015). Bu parazitin goriilme orani gelismekte olan
ilkelerde %30-60, gelismis iilkelerde %1,5-10 araligindadir (Eroglu, 2015). Tiirkiye’de
yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda Blastocystis spp.’nin %1 ile %23,5 arasinda degisen
oranlarda goriildiigi bildirilmistir (Celik ve ark., 2006; Hamamci1 ve ark., 2011).

Bu protozoon baglangigta zararsiz bir bagirsak organizmasi olarak kabul edilse de
gezginler, cocuklar, yaslilar ve duyarli konakgilarda patojen olabilecegi bildirilmistir
(Popruk ve ark., 2021). irritabl bagirsak sendromu (IBS) ve iirtikerle de iliskilendirilen
bu enfeksiyonun bagisikligi baskilanmis hastalarda firsat¢i bir patojen oldugu
bildirilmistir (Ajjampur ve Tan, 2016; Zulfa ve ark., 2017). Bunlarin aksine
Blastocystis’in saglikli bagirsak florasinin bir gostergesi olabilecegi de one siiriilmiistiir

(Scanlan ve ark., 2014).

Blastocystosis asemptomatik olarak seyretmekle beraber bu hastalikta akut ya da
kronik ishal, karin agrisi, mide bulantisi, anoreksi, siskinlik, kabizlik ve cilt lezyonlar
gibi semptomlar da goriilebilir (Tan, 2008; Stensvold ve ark., 2009b; Eroglu, 2015).
Blastocystis 'in 1-9 alt tiplerinin insanlardan izole edildigi, bazi alt tiplerin patojen oldugu

bazi alt tiplerin ise herhangi bir belirti vermedigi diisiiniilmektedir (Kurt, 2013).

Blastocystis spp. tanisinda rutin laboratuvarlarda nativ-Lugol ve trikrom boyama

gibi mikroskobik yontemler yaygin olarak kullanilmakta ve bu yontemlerin sensivitesinin



diisiik (%48) oldugu bilinmektedir. Bunun nedenleri arasinda kist formlarmin kii¢iik
boyutlari nedeniyle gézden kagabilmesi ve diskida Blastocystis spp. ile karisabilecek
elemanlarin bulunmasi gibi faktorler sayilabilir (Tan, 2008). Kiiltiir yontemlerinde ise
bazi1 Blastocystis spp. izolatlarinin kiiltiirde cogalmamasi taniy1 zorlastirmaktadir (Parkar
ve ark., 2007). Serolojik tan1 yontemlerinden DFA, IFA ve ELISA yo6ntemleri basariyla
kullanilmis (Dogruman-Al ve ark., 2015) olsa da bu yontemlerle alt tip diizeyinde goriilen
farkliliklar1 belirlemek zor olmustur. Arastirma amaciyla tercih edilen PCR (Polymerase
Chain Reaction) gibi molekiiler yontemler Blastocystis spp.’nin  molekiiler

epidemiyolojisinin anlasilmasinda 6nemli rol oynamigtir (Roberts ve ark., 2011).

Bu calismada nativ-Lugol ve PCR yontemi kullanilarak ishalli hastalarda
Blastocystis spp. sikliginin arastirilmasi ve sekans analizi ile alt tiplerinin belirlenmesi

amagclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce ve Simiflandirma

Insanlarda siklikla rastlanan bir bagirsak protozoonu olmasina karsin patojenitesi
tartismali olan Blastocystis spp.’nin tarihgesine bakildiginda taksonomik durumunun
uzun siire tam olarak netlesmedigi goriilmektedir (Boreham ve Stenzel, 1993). ilk olarak
1899°da Perroncito tarafindan tespit edilmis ancak tam olarak isimlendirmesi

yapilamamustir (Zierdt, 1991).

Blastocystis spp. bilimsel olarak ilk kez maya mantar1 olarak tanimlanmis ve
Blastocystis enterocola olarak isimlendirilmistir (Zierdt, 1991). Brumpt 1912 yilinda,
farkli konaklarda Blastocystis’in farkli tiirlerinin oldugunu ve insanlardan izole edilen
tiire Blastocystis hominis denilmesini énermistir (Tan ve Suresh, 2006; Brumpt, 1912).
Mantar olarak kabul edilen Blastocystis spp.’nin mantar ve bakteri besiyerlerinde
tireyememesi; kiiltiirde iirerken bakterilere gereksinim duymasi; 33°C’nin altinda
tireyememesi; 30°C’nin altinda 6lmesi; antifungal ilaclara kars1 direngli, antiprotozoal
ilaglara karsi duyarli olmasi; bir ya da birden fazla ¢ekirdeginin olmasi; diiz ve graniillii
endoplazmik retikuluma sahip olmasi ve endodiyogeni ile gogalmasi sebebiyle protozoon
olarak kabul edilmistir (Zierdt ve ark., 1967; Ozcel ve ark., 2007). Ancak 18s rRNA,
Elangasyon Faktor (EF) 1a ve 2 sekans analizleri, Sitolitik Type 70kDa Is1 Sok proteini
gibi korunmus bolgeler ile yapilan molekiiler calismalar sonucu Blastocystis’in fungus,
maya, Sarcodina ya da Sporozoa sinifinda olmamasi gerektigi ve Stramenopile alemi
icine dahil edilmesi gerektigini gostermistir (Silberman ve ark., 1996; Hoevers ve
Snowden, 2005). Stramenopile alemi kamgili olmalariyla karakterizedir ancak
Blastocystis tiirlerinde kamg¢i yoktur. Bu nedenle Blastocystis’in filogenetik
siiflandirmasi yeniden diizenlenmis ve giincel halini almistir (Cavalier-Smith, 1998;

Arisue ve ark., 2002).

Alem: Chromista
Alt alem: Chromobiota
Boliim: Heterokonta

Alt sube: Opalinata



Sinif: Blastocystea
Takim: Blastocystida
Aile: Blastocystidae
Cins: Blastocystis
Tiir: Blastocystis hominis

2.2. Morfoloji

Polimorfik bir protozoon olan Blastocystis’in, vakuoler, graniiler, ameboid, kist
ve daha az rastlanilan avakuoler ve multivakuoler olmak tizere alt1 farkli formu vardir.
Blastocystis formlarindaki genis ¢esitlilik, hiicre biyolojisi ¢aligmalarini zorlastirarak
zaman zaman verilerin yanlis yorumlanmasina neden olmustur (Tan, 2008). Isik
mikroskobu, 6rneklerde Blastocystis’i tespit etmek igin hizli bir yontem olsa da elektron
mikroskobunun kullanilmastyla hiicre biyolojisi ve Blastocystis spp.’nin yasam dongiisii

hakkinda yeni bilgiler elde edilmistir (Stenzel ve Boreham, 1996).

Sekil 1. Blastocystis spp. morfolojik yapilarinin faz kontrast mikroskobisi
(A) Biiyiik, merkezi olarak yerlestirilmis bir vakuole sahip vakuolar form (ok bas1); kirillgan
goriinimli ve gevsek dis geperli Kistler (oklar); (B) Merkezi vakuol iginde belirgin graniiler
inkliizyonlara sahip graniiler form; (C) Pseudopod benzeri sitoplazmik uzantilar gosteren
ameboid form (Tan, 2008)



Yapilan ¢alismalar, Blastocystis spp.’nin morfolojik formlarmin gériiniimiiniin
cevresel kosullara bagli oldugunu ve ozmotik degisiklikler, ilaglar ve metabolik durum
gibi fiziksel faktorlerin hem in vivo hem de in vitro olarak organizmanin morfolojisini
etkileyebildigini gostermistir (Dunn ve ark., 1989; Dunn, 1992; Stenzel ve Boreham,
1996). Vakuoler form disindaki diger formlarin boyutlarinin kii¢iikliigii ve bu formlar
hakkindaki bilgi eksikligi deneyimli laboratuvar personeli i¢in bile tani koymay1

zorlastirmaktadir (Stenzel ve Boreham, 1996).

Vakuoler form: Kiiltiir ve digskida en fazla rastlanilan bu forma santral vakuoler
form da denilmektedir (Dogruman Al ve Hokelek, 2007). Genellikle yuvarlak ya da hafif
diizensiz ¢eperlere sahip bu formun boyutlar1 2-200 pm (ortalama 4-15 pm) arasinda
degisir. Hiicre hacminin %90’1n1 kaplayan biiyiik bir santral vakuol igerir. Blastocystis 'in
genellikle bir veya iki ¢ekirdek icerdigi ve her bir ¢ekirdegin hiicrenin kars1 kenarlarinda
yer aldigi bildirilmistir (Malatyali, 2017). Isik mikroskobuyla, periferal ince bir bant
seklinde santral cismi g¢evreleyen sitoplazmanin i¢indeki niikleus ve mitokondriler
birbirlerinden ayirt edilemezler (MacPherson ve MacQueen, 1994). Periyodik asit-Schiff
ve Alcian mavisi boyama ile karbonhidratlari, Sudan siyah1 B ve Nil mavisi boyama ile
lipidleri igerdigi ortaya konulan vakuoliin depo gérevi gordiigii bildirilmistir (Tan, 2008)

Vakuoliin iremede de rol oynadigr ileri siiriilmiistiir (Suresh ve ark., 1994).

Organeller genellikle sitoplazmanin kalinlagmis bdliimlerinde toplanir ve bu
boliimler hiicrenin genellikle zit kutuplarinda yer alir. Kalinlagsmis kisimlarda santral
vakuol ¢ikinti yapmakta ya da uzamaktadir. Boylece hiicre diizensiz bir goriiniim
kazanmaktadir. Elektron mikroskobu ile goriintiilemede sitoplazmada dkaryotlarda tipik
olarak izlenen bir ya da daha fazla niikleus, golgi cisimcigi, endosom benzeri vakuoller,
mikrotiibiiller ve mitokondri benzeri organellerin varligi gézlemlenir (Dunn ve ark.,
1989). Organizmanin sarili oldugu farkli kalinliktaki yiizeysel kapsiil ilk izolasyonda
kalin iken uzayan kiiltiirlerde incelir (Zierdt, 1991). Blastocystis’i saran bu fibriler
yapidaki kapsiiliin bakterileri yakalamak, ozmotik soklardan paraziti korumak ve immiin
sistemden kagis i¢in bir bariyer islevi gordiigii diisiiniilmektedir (Tan, 2008; Malatyali,
2017).

Graniiler form: Bu form, graniillerin sitoplazma i¢inde ya da organizmanin

merkezi vakuoliinde bulunmasi disinda vakuoler forma benzer (Tan, 2008). Boyutlari



6.5-80 pm arasinda degisir. Bu form aksenik olmayan besiyerlerinde, uzun siire devam
ettirilen kiiltiirlerde ve antibiyotik eklenmis besiyerlerinde siklikla goriiliir (Tan, 2008).
Graniiler formda, merkezi vakuol i¢inde, 151k mikroskobuyla yapilan ¢alismalarda iki
graniil tipi bildirilmistir. Bu graniil tiplerinden birinin yavru Blastocystis spp. hiicrelerine
dontistiigii, digerinin ise metabolizmada rol oynadig1 one siiriilmiistiir (Zierdt ve ark.,
1967). Elektron mikroskobuyla yapilan bir calismada ise metabolik, lipid ve tireme
graniilleri olarak tanimlanan tg tip graniil bulundugu bildirilmis (Zierdt ve Tan, 1976)
ancak bu ¢alisma dogrulanmamistir (Dunn ve ark., 1989). Bu hiicre i¢i heterojen yapilar,
miyelin benzeri inkliizyonlar, kiiglik vezikiiller, kristalli graniiller ve merkezi vakuoldeki

lipid damlaciklar olarak tanimlanmistir (Dunn ve ark., 1989).

Blastocystis spp.’nin sizogoni benzeri boliinme déneminde graniillerin daha fazla
goriildiugi belirtilse de (Zierdt, 1991; Suresh ve ark., 1994) bu durumu bazi arastirmacilar
kabul etmemekte ve parazitin gelisebilmesi ve yasayabilmesi i¢in bu graniillerin gerekli
oldugunu ifade etmektedirler (Tan ve Stenzel, 2003; Windsor ve ark., 2003).

Ameboid form: Blastocystis spp.’nin nadiren goriilen ve tanida en ¢ok zorlanilan
formudur (Zierdt, 1991). Bu forma amip benzeri form, amip formu, amebiform ve
ameboid form gibi isimler verilmistir (Stenzel ve Boreham, 1996). Sekil olarak
diizensizdir ve 2.6-7.8 um ¢apindadir. Cogunlukla genislemis pseudopodlara sahiptir.
Sitoplazmasinda hiicre tarafindan yutulan bakterileri igeren lizozom benzeri yapilar
goriilmustiir (Tan, 2008; Dunn ve ark., 1989). Santral vakuoliin olmadigi bu formda hiicre
merkezine yakin bir ya da iki niikleus mevcuttur. Blastocystis spp.’nin diger formlarinda
goriilen morfolojik 6zelliklerin bir kismina sahiptir (Inceboz ve Usluca, 2009).
Bakterilerle beslenen bu formda golgi kompleksi, ylizey tabakasi delikleri ve
mitokondriler bulunmamaktadir (Dunn ve ark., 1989). Ameboid formda bulunan yalanci
ayak benzeri yapilarin hareket i¢in degil, bakteri fagositozu i¢in kullanildig: bildirilmistir
(Boreham ve Stenzel, 1993).

Kist formu: Kiigiik boyutu (2-5 um) nedeniyle parazitin en geg kesfedilen seklidir
(Chen ve ark., 1999). Etrafin1 saran ¢ok katmanli bir kist duvarina sahip olan bu form
cogunlukla oval ya da yuvarlak yapidadir. Sitoplazmasinda niikleus, glikojen depolari,
mitokondriler ve kiiglik vakuoller bulunur (Tan, 2008; Yamada ve Yoshikawa, 2012).



Bulagtan sorumlu oldugu bilinen kist formunun, sulu bir ortamda yiiksek 1siya
maruz kaldiginda uzun siire yasayamadigi ancak 25°C’de bir ay, 4°C’de iki ay canl

kalabildigi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Moe ve ark., 1996; Zaman ve ark., 1997).

Avakuoler ve multivakuoler form: Taze diskida ya da in vitro kiiltiirlerde nadir
olarak goriilen bu formlar boyut olarak (yaklasik 5-8 um) vakuoler ve graniiler forma
gore daha kiigliktiir. Bu formlar esas olarak elektron mikroskobu ile tespit edilirler
(Stenzel ve Boreham, 1996). Avakuolar formda merkezi vakuol bulunmazken,
multivakuolar formlarda ¢ok sayida kiiciik vakuol bulunur (Tan, 2008) Blastocystis
spp.'nin multivakuolar formlarinda bir ya da bazen iki g¢ekirdek oldugu goriilmiistiir

(Stenzel ve ark., 1991).

2.3. Yasam Dongiisii

Blastocystis spp.’nin birbiriyle ¢elisen yasam doéngiileri vardir. Parazitin farkli
cogalma bigimlerinin olmasi bunun en biiyiik nedenidir (Govind ve ark., 2002) Sizogoni
(Singh ve ark.,1995), plazmotomi (Stensvold ve ark., 2007a) ve endodiyogeni (Zhang ve
ark., 2007) ¢ogalma bi¢imi olarak bildirilmis olsa da parazitin ger¢ekte olan ¢ogalma
bi¢iminin bunlar olmadig1 disiiniilmektedir (Tan, 2008). Yapilan arastirmalarda, Kist
formun bulastan sorumlu oldugu ve kontamine gida ve suyla alindigi gériilmistiir. Bunun
yaninda parazitin dis ortamda enfektif forma gecebilecegi bir evre olmadigindan vakuoler
formun direkt temas gibi durumlarda enfektif form olabilecegi bazi ¢alismalarda
belirtilmistir (Boreham ve Stenzel 1993; Lee ve ark., 2012).

Son yapilan ¢alismalarda bir yasam dongiisti 6nerilmis ve kistin vakuoler forma
doniistiigii, bu formdan da grantiler ve ameboid formlarin olustugu 6ne siiriilmistiir (Tan,
2008). Kalin bagirsakta ekskistasyona ugrayan kistler vakuoler forma doniismektedir.
Multivakuoler ya da ameboid formlar ise vakuoler formun binary flizyon ile boliinmesi
sonucu olusur. Multivakuoler form oOnce prekist ve devaminda sizogoni ile
otoenfeksiyondan sorumlu ince duvarli kiste doniismektedir. Ameboid form ise prekist
ve devaminda sizogoni ile kalin duvarl kiste doniiserek digki ile atilmaktadir. Digki ile
atilan kalin duvarli kistlerle parazitin fekal-oral yolla insanlara bulastig1 diisiiniilmektedir

(Miman ve Saygi, 2018).
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Sekil 2. Blastocystis spp.’nin yasam dongiisti (Anonim, 2024)

2.4. Alt Tipler

Blastocystis tiirleriyle ile ilgili olarak yapilan prevalans c¢alismalarinda son
yillarda biiyiikk bir artis yasanmis ve diskidan ya da digki kiiltiirinden elde edilen
Blastocystis DNA'sinin PCR’1 ile genotiplerinin insan popiilasyonlar1 arasindaki
prevalansi, konakeilar arasindaki dagilimlari ve bulagma yollar1 ya da kaynaklart

hakkinda daha ¢ok bilgi elde edilmistir (Tan, 2008).

Blastocystis izolatlar1 arasindaki genetik farkliliklarin arastirilmasi yoniindeki
caligmalar literatiirde 6nemli bir yer tutmaktadir. Giiniimiize kadar yapilan small subunit
ribosomal DNA (SSU-rDNA) analizleri sonucunda en az 17 alt tipi tanimlanmistir. Bu
alt tiplerden dokuzu insanlarda ve hayvanlarin farkli tiirlerinde goriilebilmektedir
(Alfellani ve ark., 2013a). ST1 (Subtypel), ST2, ST3 ve ST4 tanimlanan tiim alt tiplerin
%91,65'ini olusturmakta ve epidemiyolojik ¢alismalarda ST3 insanlarda en yaygin
goriilen alt tip (%43,78) olmaktadir. ST3’l sirasiyla ST1, ST2 ve ST4 izlemektedir
(Popruk ve ark., 2021).

ST4, ST5, ST6-ST7 ve ST8 sirastyla kemirgenlerde, domuzlarda, kuslarda ve
insan olmayan primatlarda yaygin olarak goriiliir (Alfellani ve ark., 2013a; Alfellani ve

ark., 2013b; Stensvold ve ark., 2009a). Bu nedenle bu alt tipler zoonotik bulasma yoluyla



insanlara bulasabilir (Popruk ve ark., 2021). ST1 e ise birden fazla memeli konakg¢ida ve
su orneklerinde (Banaticla ve Rivera, 2011) rastlanmistir. Ayrica ST1'in gastrointestinal
semptomlarla iliskisi oldugu bulgusunun elde edildigi ¢alismalar vardir (Yan ve ark.,

2006; Eroglu ve ark., 2009; El Safadi ve ark., 2013).

Tablo 1. Ulkelere gore Blastocystis alt tiplerinin dagilimi (Alfellani ve ark., 2013b)

Ulke Alt tiirler Kaynak
ST1 | ST2 | ST3 | ST4 | ST5 | ST6 | ST7 | ST8 | ST9

Brezilya 33 27 13 - - - - - - Malheiros ve ark., 2011
Danimarka 1 6 15 7 - - - - - | Stensvold ve ark., 2006
Fransa 11 4 23 4 - - 1 - - Souppart ve ark., 2009
M; | 4 4 13 - - - -77 - 7 Souppart ve ark., 2010
Tiirkiye 8 12 66 1 - - 77— -77 - Ozyurt ve ark., 2008
Cin 17 - 19 - - 77— 277- - | Yanve ark., 2006
Avustralya 5 - 4 2 - 1 - - - Nagel ve ark., 2012

ST5-ST9 insanda goriilebilen diger alt tipler iken ST10-ST17 arasindaki
genotipler diger organizmalarda goriilen alt tiplerdir (Stensvold ve ark., 2009a; Stensvold,
2013a). ST9 giiniimiize kadar konak olarak insan disinda bagka bir organizmadan izole

edilememistir (Yoshikawa ve Iwamasa, 2016).

Blastocystis'in olas1 bulagmasi zoonotik ya da antroponotik yollar olan fekal-oral
yol ya da kontamine su yoluyladir. Hayvanlarda ve hayvan yetistiricilerinde ya da
yakinlarda yasayanlarda benzer alt tiplerin bulunmasi bu bulas yollarmni agiklamaktadir
(Rivera, 2008; Alfellani ve ark., 2013a; Wang ve ark., 2014). ST5 hem domuzlarda hem
de hayvan bakicilarinda tespit edilirken (Yan ve ark., 2007; Wang ve ark., 2014) ST8 hem
hayvanat bahgesi bakicilarinda hem de onlarin bakimi altindaki primatlarda

tanimlanmustir (Stensvold ve ark., 2009a).

PCR temelli tan1 testleri Blastocystis alt tiplerinin belirlenmesi igin kullanilmistir.
Genellikle PCR ile genotiplendirme yapilirken hedef bolge olarak SSU-rDNA gen

bolgeleri segilir ve sequence tagged site (STS) primerleri kullanilir (Yoshikawa ve ark.,




2004; Eroglu, 2015). Kullanilan bu STS primerleri ile Blastocystis alt tiplerinin
isimlendirilmesi (ST1-ST9) yapilmis ve genotiplendirmede uzun siire yaygin bir sekilde
kullanilmistir. PCR temelli, genetik polimorfizmin belirlenebildigi bir teknik olan RAPD
(Rastgele Artirilmis Polimorfik DNA) yonteminin temel ¢alisma prensibi, ilgili tiirden
elde edilen genomik DNA {izerinde gelisigiizel secilmis tek bir 9-10 bp oligoniikleotidin
gen bolgelerine diisiik sicaklikta gelisigiizel baglanarak PCR ile ¢ogaltma yapilmasidir
(Aydin, 2004).

Genotiplendirmede kullanilan diger bir molekiiler yontem ise Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) analizidir. Bu yontem, ¢ift iplikli DNA’y1
restriksiyon endoniikleazlarin 6zel tanima bolgelerinden enzim vasitasiyla kesmesi

esasina dayanir (Hoevers ve ark., 2000; Eroglu, 2015).

Real-time PCR yontemi Blastocystis genotiplendirilmesinde kullanilan bir bagka
yontemdir. Bu yontemde parazit genomunda 100-200 bp arasinda bir bolge kullanilarak
Blastocystis’in alt tipleri belirlenebilmektedir (Jones ve ark., 2008; Eroglu, 2015).

2.5. Epidemiyoloji

Blastocystis spp. tiim diinyada yaygin olarak goriilen enterik bir protozoon olsa da
epidemiyolojik ¢caligmalarin cogunda bu durum tam olarak yansitilmamistir. Bunun temel
sebeplerinden biri bir¢ok parazitoloji/mikrobiyoloji laboratuvarinda Blastocystis’in
hastalik yapic1 bir etken olarak goriillmemesi ve bildiriminin yapilmamasidir (Tan, 2008).
Ayrica tamda standardize edilmeyen ¢esitli yontemlerin kullanilmasi ve farkli sonuglarin

ortaya ¢ikmasi bir diger neden olarak gosterilebilir (Malatyali, 2017).

Blastocystis siklig1 tilkeden tilkeye degisebildigi gibi ayni iilkede farkli toplumlar
arasinda bile degisiklik gosterebilmektedir. Prevalansi Japonya (%0,5-%1) (Hirata ve
ark., 2007) ve Singapur (%3,3) (Wong ve ark., 2008) gibi gelismis iilkelerde diisiik
oranlarda olmasina karsilik Arjantin (%27,2) (Basualdo ve ark., 2007), Brezilya (%40,9)
(Aguiar ve ark., 2007) ve Kiiba (%38,5) (Escobedo ve ark., 2007) gibi gelismekte olan
tilkelerde yiiksek olabilmektedir (Tan, 2008). Cin'de 12 eyalette yapilan bir ¢alismada

prevalansin %0,8 ile %100 arasinda degistigi, ortalamada ise %3,37 olarak saptandigi
bildirilmistir (Deng ve ark., 2019).
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Ulkemizde Blastocystis prevalansmin %0,48 ile %59,7 arasinda degistigi
bildirilmistir (Boral ve ark., 2017). Yapilan ¢alismalarda bu paraziti Yaman ve arkadaslari
(2008) %19,72, Aykur ve arkadaslari (2023) %16,6, Dagci ve arkadaslari (2014) %15,24,
Inceboz ve arkadaslar1 (2011) %4,38, Cengiz ve arkadaslar1 (2009) %3,3, Beyhan ve
arkadaslar1 (2015) %0,54 oraninda saptamustir.

Blastocystis’in goriilme sikligina etki eden faktorleri belirlemek amaciyla birgok
calisma yapilmis ve cinsiyetin Blastocystis goriilme sikligi ile iliskili olmadigi
belirtilmistir (Lu ve Sung, 2009; Khoshnood ve ark., 2015). Sikliga etki eden faktorlerden
olan yas ile ilgili yapilan ¢alismalarda ise farkli sonuglar elde edilmistir. Kibris’ta 230
goniillii tizerinde yapilan bir calismada yas gruplarina gére dagilimda 7-19 yas grubunda
dokuz (%3,9), 20-39 yas grubunda 76 (%33), 40-59 yas grubunda 90 (%39,1) ve 60 yas
ve lizeri grupta 55 (%24) kisi pozitif bulunmustur (Seyer ve ark., 2017). inceboz ve
arkadaglarinin (2011) 778 hastayla yaptiklar1 ¢alismada bu protozoon en yiiksek oranda
(%35,76) 15-44 yas arasindaki bireylerde bulunmustur. Brezilya’da yapilan bir ¢alismada
ise 6-10 yas grubu %20,8 (10/48) oramyla parazitin en sik goriildiigii yas grubu olmustur
(Nascimento ve Moitinho, 2005). Calismalar Blastocystis’in hem eriskinlerde hem de

cocuklarda yiiksek oranda goriilebilecegini gostermistir.

PCR yontemi kullanilarak insanlarda goriilen genotiplerin  saptandigi
epidemiyolojik caligmalar yapilmistir. Singapur’da ST3 (%78) ve ST1 (%22) (Wong ve
ark., 2008); Cin’de ST3 (%60,4) ve ST1 (%24,5) (Li ve ark., 2007); Yunanistan’da ST3
(%60) ve ST1 (%20) (Menounos ve ark., 2008) en ¢ok goriilen alt tipler olmustur.

Ulkemizde yapilan galismalarda %68 (Biiyiikbaba ve ark., 2017), %44,6 (Dagci
ve ark., 2014) ve %75,9 (Ozyurt ve ark., 2008) siklik oranlariyla en yaygin alt tipin ST3
oldugu goriilmektedir. ST3’1 sirastyla ST1, ST2 ve ST4 takip etmektedir (Dogruman-Al
ve ark., 2009Db).

Blastocystosisde alerji, akut ya da kronik ishal, karin agrisi, bulanti, anoreksi,
siskinlik, yorgunluk gibi nonspesifik belirtiler goriilse de yiiksek oranda asemptomatik
tastyicilik mevcuttur. Blastocystis enfeksiyonunun klinik semptomlarinin etkenin
herhangi bir alt tipiyle iliskili olup olmadig1 hala tartisma konusudur (Ning ve ark., 2020).
Kesuma ve arkadaslarinin (2019), IBS’li ishalli hastalar {izerinde yiiriittiigii ¢alismada
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ST1 istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Eroglu ve arkadaslari
(2009) yaptiklar1 ¢alismada semptomlu hastalarin tiimiinde (20/20) ST1, semptomsuz
grupta ise daha ¢ok (9/12) ST3 saptamuslardir. Dogruman Al ve arkadaslar1 (2009a) ise
IBS ve kronik ishalli hastalarda en sik ST3 daha sonra ST2 ve ST1’e rastladiklarimni
bildirmislerdir.

Hijyen kurallarina uyulmamasi, k&tii sosyo-ekonomik durum, sanitasyon eksikligi
ve kontamine gidalara maruz kalma temel risk faktorleridir. Hayvancilikla ugrasan ya da
hayvanlar ile yakin temasi olanlar ile immiin yetmezligi olan bireylerin Blastocystis ile
enfekte olma riski daha fazladir (Tan, 2008). Yapilan ¢calismalarda kontamine gida ve su
kaynaklar1 (Yoshikawa ve ark., 2004; Sohail ve Fischer, 2005) ile hayvanlarla yakin
temas (Alfellani ve ark., 2013c; Wang ve ark., 2014) enfeksiyonun ana bulas yollari
olarak belirtilmistir. Blastocystosisin yaz aylarinda daha fazla goriildiigii bildirilmistir
(Alfellani ve ark., 2007; El Safadi ve ark., 2016).

2.6. Immiinoloji

Giintimiizde birgok yoniiyle tartisilmakta olan Blastocystis spp.’nin patojen bir
etken olup olmadigi tartisilan konularin baginda gelmektedir (Tileklioglu, 2023). Yapilan
in vitro ve in vivo ¢aligmalardaki bulgular bu etkenin patojen bir etken oldugu goriistinii

daha fazla desteklemektedir (Mirza ve ark., 2012; Poirier ve ark., 2012).

Blastocystis’in epitel hiicrelerde apoptozise neden olarak zararl etkiler biraktigini
ve tight junction proteinlerinden olan occludin ve ZO1’in yikimi sonucu hiicreler arasi
permabilitenin artmasina yol agtig1 saptanmis (Puthia ve ark., 2006; Ajjampur ve Tan,
2016) ve yapilan c¢aligmalar ST4 ve ST7’nin IgA’da azalmaya neden oldugunu
kanitlamistir. Ozellikle ST7°de saptanan sistein proteazlar (legumain ve Katepsin B) ile
ST4’te aspartik proteazlarin IgA bozulmasina sebep oldugu ve sistein proteazlarin insan
kolon epitelyal T84 hiicrelerinde interlokin-8 (IL-8) salgilanmasina neden olarak
blastocystosisli kisilerde bagirsak iltthabindan sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir (Puthia
ve ark., 2008). Insanlarda antimikrobiyal ve immiinomodiilator etki gdsteren
antimikrobiyal peptitlerden olan LL-37 ile yapilan bir galismada ST1 ve ST4’iin LL-37'ye

karst duyarli oldugu, ST7°nin LL-37 aktivitesini azalttig1 gosterilmistir (Yason ve ark.,
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2016). Bagka bir ¢alismada ST7’nin proinflamatuar sitokinler olan IL-18, IL-6 ve TNF-
a’y1 indiikledigi bildirilmistir (Lim ve ark., 2014).
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Sekil 3. Blastocystis spp.’nin patogenezi (Tileklioglu, 2023)

Patojenlere kars1 hiicrelerden sentezlenen antimikrobiyal 6zelliklere sahip 6nemli
diger bir bilesen olan nitrik oksite (NO) kars1 protozoon parazitlerin kaginmak i¢in gesitli
mekanizmalar gelistirdigi bildirilmistir. Entamoeba tiirleri gibi protozoon parazitlerin,
makrofaj NO iiretimini engellemesi bu kagis mekanizmasina 6rnek olarak gosterilebilir
(Elnekave ve ark., 2003). Blastocystis invaziv olmadigindan makrofajlara dogrudan
miidahale edemez. Yapilan bir ¢alismada Blastocystis’in metronidazole direngli ve
duyarli suslar ile NO duyarlilig1 karsilastirilmis ve metronidazole direngli suslarin
indiiklenebilir NO sentaz (iNOS) genini regiile ederek NO {iretimini inhibe ettigi
belirlenmistir (Mirza ve ark., 2011). Ayrica patojenlere karsi 6nemli rol oynayan
dogustan gelen bagisiklik sisteminin Blastocystis kolonizasyonunda da etkili oldugu
bildirilmistir (Billy ve ark., 2021).

Blastocystis spp. pozitif olan IBS hastalarinin dahil edildigi bir ¢aligmada ise
Bifidobacterium spp. ve Faecalibacterium prausnitzii gibi diger patojenlere karsi
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koruyucu ve antiinflamatuar etkilere sahip bagirsak florasinda saglikli bireylere oranla

ciddi azalmanin oldugu goriilmistiir (Nourrisson ve ark., 2014).

2.7. Patojenite ve Klinik Belirtiler

Blastocystis 'in patojenitesi halen tartisma konusudur ve bu tartismanin en biiyiik
nedeni parazitin hem semptomatik hem de asemptomatik bireylerden izole edilmesidir.
Patojenitenin morfolojik form, alt tiir ve parazit yiikii gibi faktorlere bagl olarak

degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Roberts ve ark., 2014).

Blastocystis spp. tarafindan salgilanan proteazlar ve diger hidrolitik enzimlerin
gastrointestinal sistem patogenezinden sorumlu oldugu bildirilmistir. Blastocystis'in
ameboid formunun, proteazlari salgiladigi i¢in en dldiirticii form oldugu ve semptomatik
hastalarin digki 6rneklerinde sik rastlanildigi bilinmektedir (Scanlan, 2012; Kumarasamy
ve ark., 2018). Yapilan arastirmalarda Blastocystis tarafindan sistein proteaz salgilanarak
salgisal IgA pargalanmasi, rho-kinaz (ROCK) aracili mekanizma ile epitelyal bariyer
fonksiyonunun bozulmasi, NF-«B aracili yolakla inflamatuar sitokinlerin salgilanmasi ve

hiicrelerin apoptozunun indiiklenmesi gézlenmistir (Stensvold ve ark., 2020).

Blastocystis spp.’nin kofaktorii olarak; aspirin ya da nonsteroidal antiinflamatuar
ilaglarin (NSAID) ve besin iliskili anafilaktik reaksiyondaki patojenik mekanizmalarin da
tirtikeryal reaksiyona neden olabilecegi bildirilmistir (Lepczynska ve ark., 2016).
Dolagimdaki eozinofillerde goriilen artisin, parazit enfeksiyonuyla iliskili oldugu
bildirilse de alerjik reaksiyona bagli baska bir etkenin de olabilecegi belirtilmistir
(Demirci ve ark., 2003; Pasqui ve ark., 2004).

Blastocystis ile enfekte olan tiim kisiler iizerinde neden ayni patolojik etkilerin
goriilmedigi sorusu etkenin biyolojisindeki en 6nemli sorulardan biri olarak giintimiizde
hala tartisilmaktadir (Cakir ve ark., 2019). En ¢ok kabul goren goriis ise patojenitenin en
onemli belirleyicisinin alt tipler oldugudur (Tan ve ark., 2010). Yirmi sekiz
gastrointestinal bozuklugu olan hasta ve 16 asemptomatik bireyin izolatlar1 ile yapilan bir
calismada ST1 yalnizca semptomatik hastalarda bulunurken, ST3 ve ST6 her iki grupta
saptanmistir. ST7 ise sadece asemptomatik bireylerde bulunmustur (Hussein ve ark.,

2008). Semptomatik ve akut ishalli olgularda en sik saptanan alt tiirin ST1 ve ST4
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oldugunu; ST2 ve ST3’iin ise asemptomatik bireylerde goriildiigiinii bildiren ¢aligmalar
vardir (Dogruman Al ve Hokelek, 2007). Ayrica ST3’iin semptomatik ve asemptomatik
bireylerde en sik goriilen alt tiir oldugunu ve gastrointestinal sikayetler ile Blastocystis alt
tiirleri arasinda bir baglanti olmadigini bildiren ¢aligmalar da vardir (Dogruman Al ve

ark., 2009b).

Blastocystosisde asemptomatik bir seyir goriilebilecegi gibi ishal, kabizlik, mide
bulantisi, istahsizlik, kilo kaybi, karinda kramp, siskinlik ve gaz gibi nonspesifik belirtiler
de ortaya cikabilir (Ustiin ve Turgay, 2006; Inceboz ve Usluca, 2009). Akut vakalarda
asir1 sulu ishal goriildiigii bildirilmistir. Bu sikayetin kronik vakalarda daha az gorildigi
belirtilmistir (Logar ve ark., 1994; Stenzel ve Boreham, 1996). Ayrica fekal 16kositler
(Cohen, 1985), rektal kanama (Al-Tawil ve ark., 1994), eozinofili, hepatomegali,
splenomegali, deri dokiintiileri ve kagint1 gibi belirtiler de bildirilmistir (Garavelli ve

Scaglione, 1990).

Blatocystosis, bagisiklik sistemi yeterli, saglikli kisilerde hafif ishal belirtileri
gosterir ve kendi kendini sinirlar. Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda yapilan
calismalarda farkli sonuglar ortaya ¢ikmustir. Di Cristanziano ve arkadaslarinin (2019)
yaptiklart ¢alismada HIV negatif hastalarda Blastocystis enfeksiyon orani (%20) HIV
pozitif hastalardan (%6,6) 6nemli 6l¢iide daha yliksek goriilmiistiir. Cin ve Etiyopya'daki
benzer ¢alismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (Assefa ve ark., 2009; Tian ve ark.,
2013). Tirkiye’de diyaliz hastalarinin dahil edildigi ¢alismada Blastocystis pozitifligi
diyaliz hastalarinda (%23,9) kontrol grubuna (%10,6) gére daha yiiksek oranda bulunmus
ve istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmistir (p=0,002) (Karadag ve ark., 2013).
Seyrafian ve arkadaslarinin (2011) 155 diyaliz hastas1 ve 294 kisilik kontrol grubu ile
yaptiklari ¢aligmada ise parazit enfeksiyonu ile cinsiyet, immiinsiipresif ila¢ kullanimi ve
diyaliz siiresi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir. Son zamanlarda
yapilan bazi arastirmalar, Blastocytis goriilme sikliginin, karin agrisi, ishal, siskinlik ve
mide bulantis1 gibi mide-bagirsak sikayetleri olan hastalarda, semptomatik olmayan
hastalara gore daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur (Kaya ve ark., 2007; Tan ve ark.,
2010). Blastocystis spp.’nin saglikli bireylere kiyasla IBS’1i hastalarin diskisinda 2.3 Kat
daha fazla saptandigi, ishalli IBS hastalarinda ise ii¢ kat daha fazla bulundugu
bildirilmistir (Nourrisson ve ark., 2014; Nagel ve ark., 2016).
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2.8. Tam Yontemleri

Mikroskobik tan1 yontemi: Mikroskopi, Blastocystis spp.’nin rutin tanisinda en
sik kullanilan yontemdir. Direkt mikroskopide (DM) temiz lamin bir ucuna serum
fizyolojik (%0,9 NaCl) diger ucuna Lugol ¢6zeltisi damlatilip bu soliisyonlar taze diski
ornegi ile karistirildiktan sonra 151k mikroskobu ile inceleme yapilir. Maliyetinin diisiik
olmasi, kolay uygulanabilmesi nedeniyle laboratuvarda Blastocystis tanisi i¢in en ¢ok
tercih edilen yontemdir (Stensvold ve ark., 2007b; Tan, 2008). Ancak bu yontemin yanlis
pozitiflik ya da yanlis negatiflik oran1 yiiksektir. Ciinkii Blastocystis 'in polimorfik yapisi
maya, Cyclospora spp. ya da yag globiilleriyle karistirilmasina neden olabilir. Taze disk1
orneklerinde klasik vakuoler formlarin baskin olmadigi, daha kii¢iik olan kist formunun

mevcut oldugu durumlarda tanimlanmasi zor olabilir (Tan, 2008).

Dogrudan mikroskopi genellikle boyali 6rneklerle yapilir ve parazit diizensiz
dagilim gosterebileceginden birden fazla digki 6rneginin incelenmesi gerekir (Tan, 2008).
Trikrom boyama, bir¢ok klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin olarak kullanilan bir
boyama yoOntemidir ve bagirsak protozoalarinin tespitinde iyotla boyanmis 1slak
preparatlardan daha hassas oldugu caligmalarda gosterilmistir. Trikrom gibi gram,
hematoksilen, Wright ve Giemsa gibi boyama yontemleri ile de basarili sonuglar alindigi
belirtilmistir (O’Gorman ve ark., 1993).

Kiiltiir yontemi: Klinik 6rnekler i¢in rutin bir prosediir olarak dnerilmeyen kiiltiir
yonteminin mikroskobik taninin belirsiz oldugu durumlarda faydali oldugu bildirilmistir
(Zierdt, 1991). Kiiltiir yonteminin degerlendirilebilmesi igin en az 2-3 giin beklenmesi
gerekmektedir. Bu yonteminin dezavantaji, birden fazla genotiple enfekte olgularda bazi

genotiplerin daha hizli ¢ogalmasidir (Tan, 2008; Roberts ve ark., 2014).

Blastocystis spp.’nin tanisinda bir¢ok farkli besiyeri kullanilmakta ve kiiltiirde
parazitin tireyebilmesi i¢in anaerop sartlara, 37°C sicakliga ve 7.0-7.5 arasi1 pH‘ya gerek
duyulmaktadir (Tan, 2008; Cakir ve ark., 2019). Jones besiyeri, kolay hazirlanilabilmesi
ve diisik maliyeti nedeniyle en fazla tercih edilen besiyeridir (Malatyali, 2017). Diski
orneginde yeterli sayida Blastocystis spp. bulundugunda kiiltiir genellikle basarili olur.
Buzdolabinda saklanan ya da gece boyunca oda sicakliginda bekletilen 6rneklerden kiiltiir

yapilmamalidir ¢linkii organizma bu kosullar altinda hizla 6lir (Zierdt, 1991). Tanida
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kalict boyama yontemlerinin yaninda kiiltiir yontemlerinin de kullanilmasinin sonucun

dogrulugunu arttirdig1 bildirilmistir (Malatyali, 2017).

Serolojik tan1 yontemleri: Blastocystis‘in polimorfolojik yapida olmasi, konak
immiin cevabi1 hakkinda yeterince bilgi olmamasi, ylizey antijenik yapisinin izolatlar1
arasinda biiytik farkliliklar gdstermesi, ¢ok sayida alt tipinin olmasi serolojik yontemlerin
kullanilmasini zorlagtirmistir (Tan, 2008). Bunlara ragmen indirekt floresan antikor testi
(IFA) ve enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA) IgA ve IgG antikor yanitinin
oldugunu gostermistir (Tan, 2008). IFA ve Ag-ELISA’nin rutin tanida kullanilmasiyla
ilgili arastirmalar siirerken giliniimiizde Blastocystis‘in serolojik tanist i¢in kullanilan,
ticari olarak gelistirilmig bazi tani kitleri tasarlanmistir. Ancak bu kitlerin az sayida
ornekle ve az sayida calismayla elde edilen sonuglarinin heniiz tanisal bir fayda

saglamadigi bildirilmistir (Stensvold ve Clark, 2016).

Molekiiler temelli tan1 yontemleri: Blastocystis spp. tanisinda mikroskobik
yontemlerin tan1 koyma oraninin diisiik olmasi nedeniyle molekiiler yontemler
gelistirilmeye ve kullanilmaya baslanmistir (Leelayoova ve ark., 2002). Blastocystis rutin
tanisinda 2006 yilindan bu yana Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilmaktadir.
PCR yonteminin formol-eter konsantrasyon tekniginden (FECT) daha duyarli oldugu ve
duyarliliginin %100 oldugu yapilan g¢alismalarla kanitlanmistir (Stensvold ve Clark,
2016). Ayrica molekiiler yontemlerde az miktarda 6rnekle ¢alisilabilmesi, kalici boyama
ve kiiltiir yonteminde oldugu gibi taze digki 6rneginin gerekmemesi ve saklanmis

orneklerle ¢aligmay1 miimkiin kilmasi bu yontemin avantajlarindandir (Stensvold ve ark.,

2007a).

Molekiiler temelli yontemlerin bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu
yontemler i¢in geligsmis 6zel teknolojik ekipmanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica bu

yontemler oldukg¢a zahmetli ve maliyetlidir (Stensvold ve ark., 2007b).

2.9. Tedavi ve Korunma Yollar1

Blastocystis'in  patojenitesindeki  belirsizlik ve enfeksiyonun  kendini
siirlayabilmesi nedeniyle tedavisi de tartismalidir. Yapilan calismalarda blastocystosisli

olgularin %40 ila %91,2’sinde kendiliginden iyilesme goriildiigii bildirilmistir (Stensvold

17



ve ark., 2010; Dinleyici ve ark., 2011). Tedavi, enfeksiyonun kronik bir seyir izlemesi
halinde ya da toplumda etkenin yayilmasini engellemek icin 6nerilmektedir (Roberts ve
ark., 2014; Malatyali, 2017).

Tedavide ilk segenek metranidazoldiir. Ancak yapilan calismalarda
metronidazoliin Blastocystis tedavisindeki etkinliginin degiskenlik géstermesi, bazi alt
tiplerde direng goriilebilmesi ve tedavi dozunda ortak bir yaklagimin bulunmamasi
nedeniyle yetersiz kaldig1 goriilmiistiir (Stensvold ve ark., 2010; Coyle ve ark., 2012).
Tedaviye direng¢ gelismesi durumunda paramomisin ve trimetroprim-siilfametoksazol ile
kombinasyon tedavisi Onerilmektedir. Ayrica tinidazol, ketokonazol, seknidazol,
pentamidin, ornidazol, iyodoklorhidroksiquin, quinin, iyodoquinol gibi ilaglar da
tedavide kullanilmistir (Sekar ve Shanthi, 2013). Blastocystis’in patojenitesi {izerine
yeterli veriler olmadigindan simdiye kadar korunma ve tedavi amagl as1 ya da proflaksi

calismasi yapilmamistir (Tan,2008).

Blastocystis in evriminde aydinlatilamamis noktalar olsa da giiniimiizde bulas
yolunun fekal-oral yol oldugu bildirilmistir (Tan, 2008). Morfolojik formlari dis ortama
kars1 oldukca hassas olan Blastocystis’in ¢evre igin enfektif 6zellik tagiyamayacagi ancak
kist formunun dis ortamdaki kosullara daha dayanikli oldugu bildirilmistir (Stenzel ve
Boreham, 1996). Klorlanmaya direngli olan kist formunun, +4°C sicaklikta iki aydan
fazla, 25°C sicaklikta bir aydan fazla canliligint devam ettirdigi bildirilmistir. Kistlerinin
donduruldugunda, 40-50°C’de sitildiginda ve deterjana maruz kaldiginda canliligini

kaybettigi rapor edilmistir (Tan, 2008).

Fekal-oral yolla bulagsan Blastocystis enfeksiyonundan korunmak igin bireysel ve
toplumsal hijyene dikkat edilmeli ve sanitasyon kosullari iyilestirilmelidir. Hayvanlarla
temasta hijyen kurallarina uyulmali, temiz i¢gme suyu kullanilmaly, ¢ig sebze ve meyveler
iyice yikanmali ve toplumsal biling i¢in egitim verilmelidir (Leelayoova ve ark., 2004;
Inceboz ve Usluca, 2009; Lee ve ark., 2012).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

Calisma oncesinde Van Yiiziincii Y1l Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan g¢alisma i¢in onay alindi (Tarih: 10/12/2021, Karar No:
2021/13-07; Ek 1). Bu g¢alisma 01.02.2022-01.11.2023 tarihleri arasinda yiritiildii.
Calismaya, Saglik Bilimleri Universitesi Van Egitim ve Arastirma Hastanesine bagvurup
digk1 istemi yapilan 0-80 yas araliginda 100 ishalli (hasta grubu) ve 100 saglikli (kontrol
grubu) birey olmak tiizere toplam 200 goniilli dahil edildi. Hastane’nin gesitli
polikliniklerine bagvuran hastalardan alinan ve rutin inceleme i¢in Mikrobiyoloji ve/veya
Parazitoloji Laboratuvarina gonderilen diski Orneklerinin artan1 g¢alismamiz igin
kullanildi. Toplanan diski 6rneklerinin {izerine serum fizyolojik eklenerek ornekler
calismanin yapilacag: gline kadar +4 °C’de muhafaza edildi. Calisma kapsamina alinan

olgulara ait bilgiler hastanenin otomasyon sisteminden temin edildi.

Toplanan diski 6rnekleri Van Yiiziincii Y1l Universitesi T1p Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarina getirilerek nativ-Lugol ve PCR yontemleri ile
degerlendirildi. Calismamiz, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Bagkanlig1 tarafindan maddi olarak desteklendi (Proje No: TDK-2022-10079).
3.2. Yontem

3.2.1. Calismada kullanilan malzeme ve cihazlar

1. Etil alkol (Merck, %96’lik)

2. Agaroz (Biomax)

3. Stool DNA Isolation Kit (Norgen, Canada)

4. PCR Master Mix (2X) (Ampligon, Danimarka)

5. F1- 50- (5' GGA GGT AGT GAC AAT AAATC 3') (Sentebiolab)
6. R1-50- (5’ CGT TCA TGA TGA ACA ATT AC 3’) (Sentebiolab)

7. 50X TAE (Tris Asetat EDTA) tampon ¢6zeltisi (Bioshop, Canada)
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8. Marker 100 bp DNA Ladder (Grisp, Portekiz)

9. Etidyum bromid (Promega, ABD)

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24,

200 diski orneginde Blastocystis spp. formlarinin varligi rutin parazitolojik inceleme
kapsaminda direkt mikroskopi yontemiyle arastirildi. Diski ornekleri, lam iizerine
hastanin protokol numarasi yazildiktan sonra lama damlatilan serum fizyolojik (%0,9

NaCl) ve Lugol’un iyodin ¢ozeltileri ile siispanse edildikten sonra 151k mikroskobunda

ddH20 (Thermo Fisher Scientific)
DNA-RNA free eppendorf

Giig kaynagi (Thermo Scientific)

Yatay agaroz jel elektroforez cihazi (Major Science)
Yiiksek hizli masa iistii santrifiij (Sigma)
Derin dondurucu (Argelik, 2031D)
Mikrodalga firin (Altus)

Arastirma mikroskobu (Leica DM-500)
SimpliAmp™ Thermal Cycler

Vorteks (Velp)

Hassas terazi (Bel)

Mikropipet seti (Eppendorf)

Erlenmayer ve cam beher

Lam ve lamel

Makas ve pens

3.2.2. Direkt mikroskopi

Laboratuvara fiksatif icermeyen, temiz, kasikli, plastik digki kaplariyla getirilen

X100 ve X400 biiyiitme ile incelendi.
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3.2.3. Diski orneklerinden genomik DNA izolasyonu

Calismada 100 ishalli, 100 saglikli bireye ait toplam 200 disk1 6rnegi, ticari kit
(Norgen Biotek, Canada) ile genomik DNA izolasyonu islemine tabi tutuldu.

Diski 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu, iiretici firmanin asagida belirtilen

protokoliindeki siralamaya uygun olarak gerceklestirildi.

1. 200 mg diski 6rnegi 2 ml’lik mikro santrifiij tiipiine konuldu ve iizerine 1 ml Lysis

Buffer L eklenerek kisa siireli vorteks ile karistirildi.
2. Uzerine 100 uL Lysis Additive A soliisyonu eklendi ve kisa siire vorteks ile karistirildi.
3. Uzerine 100 pL proteinaz K (20 mg/mL) eklendi.
4. Yatay vortekste 15 dakika siireyle yiiksek hizda karistirildi.
5. 14.000 RPM’de 2 dakika santrifiij edildi.
6. Yeni bir 1.5 ml'lik mikro santrifiij tiipiine 600 uL supernatant konuldu.

7. Uzerine 100 pL Binding Buffer I eklendi ve 2-3 kez alt iist edildikten sonra 10 dakika
stireyle soguk blokta inkiibe edildi.

8. 14.000 RPM’de 2 dakika santrifiij edildi.

9. Yeni bir 2 mI’lik mikro santrifiij tiipiine 500 pL temiz supernatant konuldu ve iizerine

esit miktarda %96°lik etanol eklendi. Daha sonra kisa siire vortekslendi.

10. Elde edilen karisimdan 600 pL alinip kolona aktarildi ve bir dakika siireyle 14.000
RPM’de santrifiij edildi. Alt boliime gegen sivi dokiiliip kalan sivi eklenerek ayni
islem tekrar yapildi.

11. Kolona 500 pL Binding Buffer C eklenip bir dakika siireyle 10.000 RPM’de santrifiij
edildi. Kolondan gecen s1v1 dokiiliip kolon tekrar yerlestirildi.

12. 500 pL Wash Solution A eklendi ve bir dakika siireyle 10.000 RPM’de santrifii

edildi. Kolondan gegen siv1 dokiildi. Bu asama iki kez tekrar edildi.

13. Bos kolon 6nce iki dakika siireyle 10.000 RPM’de santrifiij edildi sonra 1.7 mL’lik

yeni tiipe alindi.
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14. Kolona 50 pL Elution Buffer B eklendi ve oda 1sisinda 1 dakika bekletildi. Daha sonra
10.000 RPM’de santrifiij edildi.

15. Elde edilen DNA 6rnekleri PCR i¢in kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.2.4. Blastocystis 18S SSU rDNA geninin PCR ile kismi olarak ¢ogaltilmasi

ve dizilenmesi

DNA izolasyonlart yapilan 6rneklerin tamaminda Blastocystis spp. 18S SSU-
rDNA geni PCR ile ¢ogaltildi. PCR islemi Blastocystis spp. 18S SSU rDNA gen
bolgesine spesifik olan F1- 50- (5" GGA GGT AGT GAC AAT AAATC 3') ve R1-50-
(5" CGT TCA TGA TGA ACA ATT AC 3') primerleri kullanilarak gergeklestirildi.
Olusturulan karigim tiim Ornekler i¢in 25 ul hacimde; sekansa gonderilen 6rnekler igin

ise ayrica 50 pl hacimde hazirlandi (Tablo 2).

PCR igin hazirlanan karisim SimpliAmp™ Thermal Cycler cihazina yerlestirildi.
Dongiiler Tablo 3’te verildi. Elde edilen 10 ul PCR iriinii (amplikonlar) %1,5 agaroz
jelde (1X tris borik asit - EDTA tamponunda) yiiriitiildiikten sonra Jel Goriintiileme UV
Transmitor Sistemi kullanilarak ultraviyole 151k (340 nm) altinda 1100 bp’lik bantlar

goriintiilendi.

Tablo 2. PCR karisiminda kullanilan malzemeler ve miktarlar

Kullanilan malzeme Miktar
PCR Master Mix (2x) (Ampligon) 25 ul
Forward primer (10 nmol) 3l
Reverse primer (10 nmol) 3l
Q solution 4 ul
MgCl; 4 ul
DNA 6 ul
Deiyonize saf su 5pul
Toplam karisim miktari 50 ul
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Tablo 3. Blastocystis spp. SSU rDNA kismi amplifikasyonu i¢in kullanilan PCR dongiisii

Asama Sicaklik(°C) Zaman Dongii sayisi
On denatiirasyon 95 4 dk 1
Denatiirasyon 95 30 sn

Baglanma 55 40 sn 35
Uzama 72 45 sn

Son uzama 72 10 dk 1

3.2.5. Sekans analizi ve agac cizimi

Mitokondriyal NAD1 gen bolgesine ait PCR iirilinii, ¢ift yonlii DNA dizi analizi
icin (AgriGenomik Hub Biyomedikal Laboratuvar Anonim Sirketi) gonderildi. BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), GenBank'tan alinan referans genotipler (Tablo 4)
kullanilarak gerceklestirildi. Referans gen dizileri ve ¢ift yonlii dizi analizi sonuglari
SnapGen programi kullanilarak karsilagtirildi. Ayn1 6rnegin her iki zincirindeki baz
degisiklikleri, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak kabul edildi. Tek zincirde goériilen
degisiklikler dizi islemede okuma hatasi olarak degerlendirildi ve referans diziye gore
diizeltildi. Filogenetik analiz, bu ¢alismada goriilen niikleotid varyasyonlarini temsil eden
NADI dizi verileri, dnceki ¢caligmalardan Blastocystis spp. genotiplerine yonelik dizilerin
yani sira dig grup olarak Cryptosporidium spp. kullanilarak yapildi. Filogenetik analiz,
MEGAI11 yazilimi kullanilarak komsu birlestirme (NJ) yontemine gore yapildi.
Mesafeler Maksimum Bilesik Olabilirlik yontemi kullanilarak hesaplandi.

Tablo 4. Calismada kullanilan referans dizilerin GenBank numaralar1 ve referanslari

ST GenBank No: Bolge Kaynak

ST-1 JQ665862 Tayland Thathaisong ve ark., 2013
ST-1 AB070989 Japonya Avrisue ve ark., 2003

ST-2 MK801368 Almanya Wylezich ve ark., 2019
ST-2 AB070987 Japonya Avrisue ve ark., 2003

ST-3 KX618192 Singapur Chavatte ve Jureen, 2016
ST-4 JQ974943 Cek Cumbhuriyeti Uzlikova ve ark., 2012
ST-5 MG831443 Malezya Abdullah, 2017

ST-6 JQ665850 Tayland Thathaisong ve ark., 2013
ST-7 KF447171 Fransa Poirier ve ark., 2014
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3.2.6. istatistiksel analiz

Uzerinde durulan 6zelliklerden siirekli degiskenler icin tanimlayici istatistikler;
Ortalama, Standart Sapma, Minimum ve Maksimum degerler olarak ifade edilirken,
kategorik degiskenler i¢in say1 ve yilizde olarak ifade edildi. Siirekli degiskenler
bakimindan grup ortalamalarini karsilastirmada Student t testi; kategorik degiskenler
arasindaki iliskiyi belirlemede Ki-kare testi yapildi. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik
diizeyi %S5 olarak alind1 ve hesaplamalar igin SPSS (ver: 21) istatistik paket programi
kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. Diski Ornekleri ve Olgular

Calismamizda Saglik Bilimleri Universitesi Van Bolge Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Parazitoloji/Mikrobiyoloji Laboratuvarina farkli polikliniklerden génderilen
toplam 200 adet digki &rnegi DM ve PCR yontemiyle degerlendirildi. ishalli hasta
grubuna 51 (%51)’i kadin, 49 (%49)’u erkek olmak flizere toplam 100 hasta
(ortalamastandart sapma: 15,76+19,26; min.-maks.: 0-79); saglikli kontrol grubuna ise
47 (%47)’si kadin, 53 (%53)’1 erkek olmak tizere toplam 100 kisi (ortalamatstandart
sapma: 19,95+£19,18; min.-maks.: 0-80) dahil edildi.

Blastocystis, DM (Sekil 4) ve PCR ile hasta grubunun %?20’sinde (20/100),
kontrol grubunun %16’sinda (16/100) pozitif bulundu (p=0,461). Blastocystis pozitiflik
oran1 hasta grubunda kadinlarda (11/51, %21,6), kontrol grubunda ise erkeklerde (11/53,
%20,7) daha yiiksek oranda saptandi. Yas gruplar dikkate alindiginda, pozitiflik orani
hem hasta (%40) hem kontrol grubunda (%21,4) 11-18 yas grubunda daha yiiksekti. Hasta
grubu ve kontrol grubu karsilastirmasinda, parazitin pozitifligi ile yas gruplart ve

cinsiyetler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (Tablo 5).

: 41;:4,. = s ’- ,"‘ _-A b pt 5 R ira A
Sekil 4: Ishalli bir hastanin diski 6rneginde Blastocystis spp.’nin gériiniimii (X400;

orijinal)
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Calismada, toplam hasta sayis1 (200 birey) dikkate alinarak 0-18 yas (%23) ve 19
ve Ustli yas grubu (%10,3) karsilastirildiginda yas gruplari arasinda Blastocystis spp.
pozitifligi bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p= 0.013; Tablo 5).

Tablo 5. Hasta ve kontrol grubunda cinsiyet ve yas gruplarma goére Blastocystis spp.
pozitifligi

Kontrol
Hasta grubu Topl
g grubu opfam

Risk faktorii (N:100) (N:100) p* p**
N n(%o) N n(%o) N n(%o)
L Erkek 49 9(184) 53 11(20,7) 102 20(19,6) 0,761
Cinsiyet 0,545
Kadin 51 11(21,6) 47 5(106) 98 16(16,3) 0,135
0-10 53 12(22,6) 45 9(20) 98 21(214) 0,750

11-18 10  4(40) 14 3(21,4) 24 7(292) 0,328

:j:fpla“ ; 19-40 26 2(7,7) 25 1(4) 51  3(59) 0572 0,001
4160 7 1(143) 11 2(182) 18 3(167) 0825
61+ 4  1(25) 5 1(200 9 2(222) 0,859
Yas 018 63 16(254) 59 12(203) 122 28(23) 0052 .
gruplari 2 19+ 37 4(108) 41 4(98) 78 8(103) 0,130 !

*Calisma gruplarinin karsilastirmasi, ** Tiim bireylerin karsilagtirmasi, N: Toplam hasta sayisi, n: Pozitif
hasta sayist

Hasta grubunda Blastocystis spp. disinda %3 oraninda Entamoeba coli (E.coli),

kontrol grubunda ise %3 oraninda Giardia intestinalis (G.intestinalis) saptandi (Tablo 6).

Tablo 6. Hasta ve kontrol grubunda saptanan parazit tiirleri

Hasta grubu (N: 100)

Parazit Tiirii Say1 %

Blastocystis spp. 12 12

Bol Blastocystis spp.

Blastocystis spp.+ E. coli

Toplam 20 20
Kontrol grubu (N: 100)

Blastocystis spp. 11 11

Bol Blastocystis spp.

Blastocystis spp.+ G. intestinalis

G. intestinalis
Toplam 17 17

N: Toplam hasta sayist
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Hasta grubunda Blastocystis spp. pozitifligi ile cinsiyet ve yas gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 7).

Tablo 7. Hasta grubunda cinsiyet ve yas gruplarina gore Blastocystis spp. pozitifligi

Blastocystis spp.

e - p
Gruplar Negatif (N:80) Pozitif (N:20) degeri
Say1 % Say1 %
Kadm (n: 51) 40 50 11 55
Cinsiyet 0,689
Erkek (n: 49) 40 50 9 45
0-10 (n: 53) 41 51,3 12 60
11-18 (n: 10) 6 7,5 4 20
Yas 19-40 (n: 26) 24 30 2 10 0,447
gruplari
41-60 (n: 7) 6 7,5 1 5
61+ (n: 4) 3 3,8 1 5

N: Toplam hasta sayisi, n: grup i¢i toplam hasta sayisi

Ishalli hasta grubunda Blastocystis spp. pozitif ve negatif hastalar ishale eslik eden
klinik bulgular yoniinden karsilastirildi. Karin agrisi pozitif ve negatif hastalarda sirasiyla
%45 ve %48,8 oranlartyla en sik goriilen belirti oldu. Blastocystis spp. pozitif ve negatif
olan hastalar karsilastirildiginda saptanan dort klinik bulgu ile parazitin sikligi arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir iliski belirlenmedi (Tablo 8).

Tablo 8. Hasta grubunda Blastocystis spp. pozitif ve negatif hastalarda saptanan klinik

bulgular
Blastocystis negatif Blastocystis pozitif

Klinik bulgular (N: 80) (N: 20) b

degeri

n % n %

Karin agrisi 39 48,8 9 45 0,477
Ates 3 3,8 3 15 0,184
Bulanti 5 6,3 0 0 0,089
Kusma 16 20 5 25 0,814

N: Toplam hasta sayisi, n: Pozitif hasta sayis1

4.2. Alt Tip Analiz Sonuglari

PCR’da Blastocystis spp. yoniinden pozitif bulunan (Sekil 5) ve bant goriintiisii
temiz olan ishalli hasta grubuna ait 14 &rnegin PCR amplikonlarma sekans analizi
yaptirildi (Sekil 6).
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Sekil 5. PCR ile ¢ogaltilarak jel elekroforezde goriintiileme islemi (%0,15°1lik ethidium
bromide ve 1X tris borik asit-EDTA tamponu varliginda) gergeklestirilen hasta

grubundaki Blastocystis spp. pozitif 6rneklerin bant goriintiileri (Marker: 100 bp
DNA marker (Grisp Marka), PK: Pozitif Kontrol, P: Pozitif 6rnek, NK: Negatif Kontrol, N:
Negatif 6rnek)

E morant esova = v K
Fle Edt View froymes Festures Primes Acbons Tool Windew Help

e SR —— ) Show qusity et 1

Sekil 6. Blastocystis spp. izolatlarinin dizi analizi sonucu olusan grafiklerin Snapgen

yazilimi ile goriintiilenip degerlendirilmesi
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Calismada ishalli hasta grubunda Blastocystis spp. pozitif toplam 14 6rnegin 10
(%71,4)’unda ST1, 4 (%28,6)’tinde ST2 saptandi. ST1 saptanan 10 olgunun 6’s1 kadin
41 erkek; ST2 saptanan 4 olgunun biri kadin 4@ erkekti. ST1 saptanan 2 olgu, ST2
saptanan 2 olgu 18 yas tizeriydi (Tablo 9).

Sekans analizi blastlanan 14 6rnegin 13’{iniin refarans Suslarla %100 uyumlu
oldugu, bir 6rnegin DNA dizisinde (ST1) iki niikleotitte nokta mutasyon oldugu saptandi
(Sekil 7). Mutasyon saptanan 6rnegin soy agacindaki yeri Sekil 8’de verildi.

& Downloadv  GenBank Graphics

Blastocystis sp. subtype 1 isolate KS24-1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: JO665862.1 Length: 1010 Number of Matches: 1

Range 1: 209 to 853 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1181 bits(639) 0.0 643/645(99%) 0/645(0%) Plus/Plus

Query 1 TGGGTATTCAGTTACTTACTATTGTGTGTTGGTCATTTACTGTGAGALAATTAGAGTGTT 6@

COLCCLLEELLECEEL L VLR LR ELEELEELEL LT L]
Sbjct 209 TGGGTATTCAGTTACTTACTATTGTGTGTTGGTCATTTACTGTGAGAAAATTAGAGTGTT 268

Query 61  CAAAGCAGGCGTTTGCTTGAATAGATTAGCATGGAATAATAATTGAAGGCTTTCGTGTTC 120

CLLELLECEEELEL L LR LT E L
Sbict 269 CAAAGCAGGCGTTTGCTTGAATAGATTAGCATGGAATAATAATTGAAGGCTTTCGTGTTC 328

Query 121 GATTTGATTGGTTTGTTCATGGAAGCAAGGTTAAAAGGAACAGTTGGGGGTATTCATATT 188

CLLLLCEE R e e e e e e L e et
Sbjct 329 GATTTGATTGGTTTGTTCATGGAAGCAAGGTTAABAGGAACAGTTGGGGGTATTCATATT 388

Query 181 CACTAGTTAGAGGTGAAATTCTCGGATTTATGGAAGATGAACAAGTGCGAAAGCATTTAC 248

CCLLUEELCERLEE LR L LR LR ELE L]
Sbjct 389 CACTAGTTAGAGGTGAAATTCTCGGATTTATGGAAGATGAACAAGTGCGAAAGCATTTAC 448

Query 241 CAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGCTAGGGGATCGAAGAGGATTAGATACCCT 300

CLCLLLEELEERL R R E LR L EREE LR TR EL T
Sbjct 449 CAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGCTAGGGGATCGAAGAGGATTAGATACCCT 508

Query 301 TTAGCTATAAACGATACCGACTAGGGGTTAGTAGAGGTCAAAGTGTCTTTATT 360

IIIIlIHIHIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIHIIIIIIHHIIIIII
Sbjct 509 AGCTATAAACGATACCGACTAGGGGTTAGTAGAGGTCABAGTGTCTTTATT 568

Query 361 AGTACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAA 420

IIIIIIlIllIIIIIII|IIIIIIIIIIIlIIIIlIIIIIIIlIIIIIIIIlllIIIIII
Sbjct 569 CTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGEGTTCCGGGEGGAGTATGETCGCAAGE 628

Query 421 ACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTC 480

|I||||ll|l|||||lIlIIIIIIIIIlI|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllIIII]
Sbjct 629 ACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTC 688

Query 481 AACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACATAGGAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTC 540
IIIIIIHIIIIIIIlIlIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIlIHIIIIII
Sbjct 689 AACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACATAGGAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTC 748
Query 541 TTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCCTTCTTAATTGGTGGAGTGATTTGTCTGGCTA 600
LLOLELLEELERLLELLILELELLfL e lllllIIIIIIlIIIIIIIIIllIIIIII
Sbjct 749 TTGATTCTATGGGTGETGETGCATGGCAGTTCTTAGITGGTGGAGTGATTTGTCTGGCTA 808
Query 601 ATTCCGATAACGAACGAGACCTCCGCCTTTAACTAGTGACGTGTA 645

[LLLELOLEELEL LR ELELEELELELEL LT LT L]
Sbict 809 ATTCCGATAACGAACGAGACCTCCGCCTTTAACTAGTGACGTGTA 853

Sekil 7. Mutasyon saptanan 6rnegin BLAST sonucu ve mutasyonlarin konumu (kirmizi

kutucuklarda)
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Sekil 8. Mutasyonlu izolatin soyagacindaki yeri (MGVAN700)

Tablo 9. Alt tiplendirmesi yapilan izolatlarin yas ve cinsiyet bilgileri

Alt tip Yas Cinsiyet
ST1 0 Kadin
ST1 1 Kadin
ST1 1 Erkek
ST1 3 Kadin
ST1 4 Erkek
ST1 11 Erkek
ST1 12 Kadin
ST1 17 Erkek
ST1 20 Kadin
ST1 56 Kadin
ST2 1 Kadin
ST2 7 Erkek
ST2 40 Erkek
ST2 69 Erkek
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5. TARTISMA VE SONUC

Blastocystis spp., insanlarda ve bir¢ok hayvanda goriilen enterik protozoon bir
parazittir ve diinya ¢apinda yaygin bir dagilima sahiptir (Tan, 2008). Bu etken 1900’li
yillarin basindan beri tamimlanmis (Brumpt, 1912) olsa da patojenitesi, taksonomisi,
yasam dongiisii, genetik ¢esitliligi, semptomlari, tedavisi ve tanisi ile ilgili belirsizlik
halen devam etmektedir. Blastocystis spp.’nin gelismis iilkelerdeki prevalansi %1,5-10
oranlart arasindayken, gelismekte olan iilkelerde %30-60’lara kadar ¢ikmaktadir
(Alfellani ve ark., 2013b).

Blastocystosisde asemptomatik bir seyir goriilebilecegi gibi spesifik olmayan
mide bulantisi, kilo kaybi, anoreksi, karin agrisi, kramp, siskinlik, gaz, akut ya da kronik
ishal goriilebilir (EI-Shazly ve ark., 2005; Tan, 2008). Akut vakalarda asir1 sulu ishalin
goriildiigli, kronik vakalarda ise ishalin azaldigi belirtilmistir (Logar ve ark., 1994;
Stenzel ve Boreham, 1996). Blastocystis 'in patojenitesi hakkindaki tartismalar nedeniyle
digk1 6rneklerinin incelenmesinde parazite gereken 6nem verilmemekte ve bu sebeple cok
sayida pozitif olgu kayda gegmemektedir (Malatyali, 2015; Stensvold ve Clark, 2016).
Laboratuvarlarda rutin disk: incelemelerinde daha az maliyetli ve zaman almayan diisiik
duyarli yontemler kullanilmaktadir. Bu da literatiirdeki prevalans verilerinin
giivenirliligini tartismaya agik hale getirmektedir (Roberts ve ark., 2011). Giiniimiizde
daha duyarli olan molekiiler yontemlerin kullanilmasi ile birlikte epidemiyolojik
caligmalarda Blastocystis prevelansinin 6nceki verilerin iistiinde oldugu goriilmistiir

(Stensvold, 2013a).

Blastocystis’in patojenik durumundaki belirsizlik dikkate alinarak ishalli ya da
gastrointestinal sikayetleri olan hasta gruplarinda sikliginin degerlendirildigi calismalar

yapilmustir.

Iran’da 300 hastayla yiiriitiilen bir calismada, ishalli ve ishalli olmayan hastalarda
Blastocystis goriilme siklig1 sirayla %19,41 ve %17,47 oranlarinda bulunmustur (Jalallou
ve ark., 2017).

Kim ve arkadaglar1 (2020) 196 ishalli, 128 ishalli olmayan toplam 324 olguyu

Blastocystis yoniinden degerlendirdikleri ¢aligmada, ishalli olmayan olgularda (%18)
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ishalli olgulara gore (%3,1) daha yiiksek oranda pozitiflik saptamis ve parazit
pozitifliginde istatistiksel olarak anlamli olan bir diizeyde fark belirlemislerdir (p <0.001).

Kiiba’da yapilan bir ¢alismada gastrointestinal sikayetleri olan 110 erigkin ve
herhangi bir sikayeti olmayan 130 eriskinden olusan toplam 240 hastanin taze disk1 6rnegi
nativ-Lugol yontemiyle incelenmistir. Calismada gastrointestinal sikayetleri olan
hastalarin %44,5’1, herhangi bir sikayeti olmayan kisilerin ise %22,4’{i Blastocystis spp.
yoniinden pozitif bulunmustur (Cafiete ve ark., 2014).

Giireser ve arkadaslar1 (2023) 92’si ishalli, 50°si kontrol grubu olmak iizere
toplam 142 hastadan aliman digki Orneklerini Blastocystis pozitifligi yoniinden
degerlendirmis, ishalli hastalarda %21,7, saglikli kisilerde ise %30 oraninda bu parazite

rastlamislardir.

Yukarida siralanan calismalarda ishalli ya da gastrointestinal sikayetleri olan
semptomatik hasta gruplart ile saglikli kisiler Blastocystis sikligi bakimindan
kargilastirilmis  ve farkli sonuglar elde edilmistir. Patojenitesi heniiz agikliga
kavusturulamamis olan bu parazit bazi ¢calismalarda ishalli (Jalallou ve ark., 2017) ya da
gastrointestinal sikayetleri olan (Canete ve ark., 2014) semptomatik bireylerde; bazi
calismada ise (Kim ve ark., 2020; Giireser ve ark., 2023) saglikl1 bireylerde daha yiiksek
oranda bulunmustur. Yaptigimiz bu ¢aligmada ise iki ¢alismanin (Canete ve ark., 2014;
Jalallou ve ark., 2017) sonucuna benzer olarak bu etken ishalli hastalarda (%20), saglikli
kontrol grubundan (%16) daha yiiksek oranda saptanmistir. Fakat yaptigimiz istatistiksel

degerlendirmede iki grup arasinda parazit pozitifliginde anlamli fark belirlenmemistir.

Blastocystis’in goriilme sikligini belirlemek amaciyla yapilan bazi ¢alismalarda

yas ve cinsiyetin parazit sikligina olan etkisi de degerlendirilmistir.

Suudi Arabistan’da yapilan bir ¢caligmada toplam 3035 olguya ait digsk1 6rneginin
157’si Blastocystis spp. yoniinden pozitif (%5,2) bulunmus, pozitif olgularin %51,6’sinin
erkek, %48,4’tintin kadin oldugu bildirilmistir. Calismada bu parazit en yiiksek oranda
31-50 yas grubunda (%25,5) saptanmistir (Bugis ve ark., 2017).

Jalallou ve arkadaglarinin (2017) yaptiklar1 ¢alismada 71'1 kadin, 229'u erkek

bireyden alinan 300 diski 6rnegi (134’1 ishalli, 166’s1 ishalli olmayan) incelenmis;
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Blastocystis spp. pozitifligi 70 ve tizeri yas grubunda, diger gruplara goére daha yiiksek

oranda bulunmustur.

Fransa’da yiiriitiilen bir calismada (E1 Safadi ve ark., 2016) Blastocystis spp.’nin
5-9 yas arasindaki ¢ocuklarda en sik goriildiigli; 15-49 yas arasi kisilerde 50 yasin
tizerindeki bireylere gore daha yiiksek oranda saptandigi ve istatistiksel analizde parazitin

sikliginda bu yas gruplar1 arasinda anlamli bir fark oldugu bildirilmistir (p=0.001).

Beyhan ve Gorgisen’in (2023) ishalli hastalar {izerine yiirittiikleri ¢alismada
Blastocystis spp. erkek hastalarda %28,8, kadinlarda %24,2; 45 yas ve istiinde %61,1, 1-

6 yas grubunda %16 oraninda saptanmistir.

Corum’da yapilan bir ¢aligmada 92 ishalli hasta Blastocystis sikligi bakimindan
degerlendirilmis, 57 erkek hastanin %24,5’inde, 35 kadin hastanin %17,5’inde pozitiflik
belirlenmistir. Blastocystis’in en sik ishalli hastalarda 60 yas ve iizeri yas grubunda
(%31,4), saglikli bireylerde ise 16-39 yas (%34,6) grubunda goriildiigii bildirilmis ancak
saglikli ve ishalli gruplar arasinda yas ve cinsiyet yoniinden istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunamamustir (Giireser ve ark., 2023).

Yaptigimiz bu calismada ise Blastocystis spp. ishalli hasta grubunda erkeklerde
%18,4, kadinlarda %21,6 oraninda; kontrol grubunda ise erkeklerde %20,7, kadinlarda
%10,6 oraninda saptanmistir. Calismamizda sadece tiim bireyler dikkate alinarak (200
kisi) 0-18 yas (%23) ve 19 ve istii yas grubu (%10,3) karsilagtirildiginda yas gruplari
arasinda Blastocystis pozitifligi bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p=0,013). Hem hasta hem kontrol grubunda en yiiksek pozitiflik oran1 11-18 yas
grubunda sirasiyla %40 ve %21,4 oraninda bulunmustur. Yaptigimiz istatistiksel
karsilastirmalarda bir ¢alismanin sonucuna benzer olarak (Giireser ve ark., 2023)
parazitin pozitifligi ile yas gruplar1 ve cinsiyetler arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
Yukarida siralanan ii¢ calismada (Bugis ve ark., 2017; Beyhan ve Gorgisen, 2023;
Giireser ve ark., 2023) bu ¢alismadan farkli olarak ishalli hastalarda erkek bireylerde
parazite daha yiiksek oranda rastlanmistir. Bu c¢alismada Blastocystis’e, ishalli hasta
grubu ve saglikli kontrol grubunda en yiiksek oranda 11-18 yas grubunda, yukaridaki dort
calismada (Bugis ve ark., 2017; Jalallou ve ark., 2017; Beyhan ve Gorgisen, 2023;
Giireser ve ark., 2023) ise Ozellikle eriskin bireylerde daha yiiksek oranda saptandigi
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goriilmektedir. Caligmamizda bes adet yas grubu olusturulmus ve bu gruplarin
bazilarinda say1 ¢ok diisiik kalmistir. Bu nedenle yas ile parazit pozitifligi arasindaki iliski
net bir sekilde belirlenememistir. Calismamizda cinsiyet ile parazitin pozitifligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamis olup bu bulgu iki ¢alismanin sonuglari

ile uyumlu bulunmustur (Lu ve Sung, 2009; Khoshnood ve ark., 2015).

Blastocystis'in  patojenik  potansiyeli, pozitifligi durumunda olgularda
asemptomatik ya da semptomatik bir seyir gosterme degiskenligi nedeniyle halen
tartismalidir. Blastocystis enfeksiyonuyla iliskili semptomlar arasinda siskinlik, mide
bulantisi, karin agris1, anoreksi, akut/kronik ishal ya da yaygin olarak iBS ile iliskili
semptomlarin yer aldigi; ayn1 zamanda bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda firsatg1
bir patojen oldugu bildirilmistir (Zulfa ve ark., 2017). Baz1 epidemiyolojik veriler
Blastocystis spp.’nin bir patojen oldugunu (Abdulsalam ve ark., 2013) diger bazi veriler
ise insan bagirsaginda kommensal bir protozoon oldugunu 6ne siirmektedir (Bart ve ark.,
2013).

Sheehan ve arkadaslarinin (1986) yaptig1 ¢alismada, 389 hasta Blastocystis spp.
varlif1 yoniinden degerlendirilmis ve %11’inde pozitiflik belirlenmistir. Pozitif 23
olgunun 19’unun semptomatik oldugu ve bu olgularda baslica karn agrist (15 hasta),
anoreksi (10 hasta), ishal (9 hasta) ve gaz ¢ikarma (9 hasta); daha azinda ise kanl diski,

bulanti, halsizlik ve anal kagint1 gortildiigii bildirilmistir.

Kiiba’da 128’1 (%53,3) erkek, 112’si (%46,7) kadin, toplam 240 eriskin hasta
tizerinde yiiriitillen ¢aligmada gastrointestinal sikayetleri olan 110 eriskinden birinci,
sikayetleri olmayan 130 eriskinden ikinci grup olusturulmustur. Birinci grupta yer alan
semptomatik 49 hastada (%44,5) ve asemptomatik grupta yer alan 28 (%22,4) hastada
Blastocystis spp. saptanmistir. Semptomatik 49 hastada (%44,5) karin agrist (%52,7) ya
da siskinlik (%38,2), akut ishal (%26,4), istah kayb1 (%18,2) ve dispepsi (%16,4) tespit
edilmistir. Calisma sonuglari, gastrointestinal sikayeti olan hastalarda Blastocystis spp.
tanimlama olasihigimnin, asemptomatik hastalardan 2,9 kat daha yiiksek oldugunu

gostermistir (Cafiete ve ark., 2014).

GIS semptomlari olan 110 ergen arasinda Blastocystis pozitifliginin

degerlendirildigi calismada mikroskopide bu bireylerin 21’inin (%19,1) pozitif oldugu
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goriilmiistiir. Calismada bulantt ve kusma ile Blastocystis enfeksiyonu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu saptanmistir (Mohamed ve Khalil, 2023).

Jones ve arkadaslar1 (2009), Blastocystis pozitif olan kronik semptomatik 21
hastada yorgunluk, depresyon, deri dokiintiisii, eklem agrisi, kabizlik, karin agris1 ve ishal
sikayeti oldugunu bildirmiglerdir. Arastirmacilar enfeksiyon ile kronik gastrointestinal

hastalik arasinda bir iligski oldugu sonucuna varmislardir.

Zambia’da {i¢ ayr1 okuldan toplam 93 okul ¢agindaki ¢ocuk iizerinde yiiriitiilen
caligmada Blastocystis spp. enfeksiyonu ile ishal arasindaki iliski ti¢ okuldaki ¢ocuklarda

ayr1 ayri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (%53; p<0.03)(Graczyk ve ark., 2005).

Jha ve arkadaglarinin (2021) 187 ishalli hasta iizerinde yiiriittiikleri ¢alismada
Blastocystis %6,7 oraninda saptanmustir. Bu etken en yiiksek oranda kronik ishal
vakalarinda (%30) ve karin agrist dykiisii olanlarda belirlenmistir (%27,03). Calismada
kronik ishal olgularinda prevalansinin yiiksek olmast (%30) ve vakalarin tamaminda
karm agris1 Oykiisii olmas1 nedeniyle Blastocystis tiirlerinin patojen olduguna dair kesin

bir kanitin bulunmadigi kanaatine varilmustir.

Yapilan bagka bir calismada blastocystosisli hastalarda major klinik belirtinin 265
vakada (%40,8) karmn agrisi, iki vakada ise (%5,9) eklem agrist oldugu goriilmistiir. En
yiiksek pozitiflik 169 vakayla orta dereceli ishalliler (%61,7), 90 vakayla hafif ishalliler
(%32,8) ve 15 vakayla (%5,5) siddetli ishallilerde saptanmigtir. Calismada ishal ile
Blastocystis varligi arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur (p<0.05)
(Elghareeb ve ark., 2015).

Bugis ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada 3035 disk1 6rnegi
incelenmis ve 6rneklerin %5,2’sinde Blastocystis spp. pozitifligi saptanmistir. Calismada
Blastocystis pozitifligi ile ishal arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki (p<0.05)

oldugu saptanmustir.

Isparta’da yapilan bir ¢alismada Blastocystis spp. tespit edilen 52 hastanin
46’sinda (%388,4) intestinal semptomlarin (karin agrisi, ishal ve distansiyon) kaydedildigi
bildirilmistir. Calismada ishal sikayeti olan hastalarda patojenite kriteri olarak

Blastocystis spp. sayis1 kadar diskidaki 16kosit sayisinin da 6nemli oldugu vurgulanmis
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ve diger olas1 faktorler ortadan kaldirildiktan sonra patojen olarak degerlendirilmesi

gerektigi sonucuna varilmistir (Kaya ve ark., 2007).

Parazitin hem semptomatik hem de asemptomatik bireylerden izole edilmesi
patojenitesinde onemli bir belirsizliktir. Patojenitenin morfolojik form, alt tiir ve parazit
yiikii gibi faktorlere bagl olarak degisiklik gosterebildigi bildirilmistir (Roberts ve ark.,
2014). Blastocystosisde akut vakalarda asir1 sulu ishal goriildiigii, bu sikayete kronik
vakalarda daha az rastlandigi belirtilmistir (Logar ve ark., 1994; Stenzel ve Boreham,
1996). Yaptigimiz bu calismada ishalli olan hasta grubundaki Blastocystis spp.
pozitiflerde karin agrisi (%45), kusma (%25) ve ates (%15); negatiflerde ise karin agrisi
(%48,8), kusma (%20), bulant1 (%6,3) ve ates (%3,8) goriilmiistir. Bu bulgularimiz
yukarida siralanan ii¢ ¢alismanin (Sheehan ve ark., 1986; Canete ve ark. 2014; Jha ve
ark., 2021) sonuglar1 ile benzerlik goéstermistir. Calismamizda hasta grubunda
Blastocystis pozitif ve negatif bireyler karsilastirildiginda parazitin pozitifligi ile klinik
belirtiler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamustir. Bu sonug, ishal,
karin agris1 gibi sikayetleri olan bireylerde diger parazitler, bakteriler, viriisler ve ishal
sebebi diger potansiyel etkenlerin ekarte edilmesinden sonra Blastocystis’in patojenitesi

ve kliniginin degerlendirilmesinin daha dogru olacagini gostermektedir.

Molekiiler filogenetik analizler yapilarak Blastocystis spp.’nin alt tiirlerini

belirlemek amaciyla bir¢ok calisma yapilmis ve farkli bulgular elde edilmistir.

Zulfa ve arkadaslar1 (2017) 6-12 yas araliginda ishalli (n=36) ve ishalsiz (n=33)
hastalar tizerinde yiiriittiikleri bir ¢alismada ST3’{i semptomatik grupta istatistiksel olarak
anlamli olacak derecede daha yiiksek oranda saptamislardir. Calismada ST4 semptomatik
grupta yalnizca bir drnekte saptanmis, asemptomatik grupta ise ST1 ve ST2 daha sik

saptansa da istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir.

Yapilan bir ¢aligmada akut ishalli 25 hastanin 19'u (%76) Blastocystis spp. ST4
yoniinden pozitif bulunmustur (Stensvold ve ark., 2011).

Fransa’da yapilan bir ¢alismada hem 25 semptomatik hem de 15 asemptomatik
hastadan alinan ornekler alt tip yoniinden degerlendirilmis, bu hastalarda ST3’iin baskin

oldugu (%53,5) ve toplam bes alt tipin (1, 2, 3, 4 ve 7) belirlendigi bildirilmistir.
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Calismada hastanin semptomatik durumunun Blastocystis alt tipiyle iligkili olmadig

sonucuna varilmistir (Souppart ve ark., 2009).

Yapilan bir calismada GIS semptomlar1 olan 110 ergende Blastocystis,
mikroskopide %19,1 oraninda belirlenmistir. Calismada baskin Blastocystis alt tipi 6
ornekte (%40) ST3 olmus, bunu 3 6rnekle (%30) ST2 izlemis, bulanti ve kusma ile
Blastocystis enfeksiyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu saptansa da

belirtilerle alt tipler arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Mohamed ve Khalil, 2023).

Iran’da 27’si (%46,55) ishalli ve 31'i (%52,45) ishalsiz olmak iizere 58 hastada
Blastocystis saptanmustir. Ishalsiz 31 hastanin 10 (%31,03)’unda ST1, 11'inde (%36,22)
ST2 ve yine 10 (%32,75)’unda ST3; ishalli 27 hastanin 8 (%44,44)’inde ST1, 10
(%47,61)’unda ST2 ve 9 (%47,36)’unda ST3 saptandigi bildirilmistir. Calismada alt
tipler ile ishal arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadigi bildirilmistir

(Alinaghizade ve ark., 2017).

Bart ve arkadaslarinin (2013) yaptiklar1 bir caligmada 442 hastanin 107
(%24,2)’sinde Blastocystis enfeksiyonu saptanmis ve alt tip tayini yapilan 103 6rnek
arasinda ST3 en sik goriilen (%42) alt tip olurken, bunu ST1 ve ST2 (her ikisi de %22),
ST4 (%12), ST6 (%1) ve ST7 (%1) izlemistir.

Fransa’da yapilan bir ¢alismada toplam 141 6rnekte ST3 (%43,3), ST1 ve ST4
(%20), ST2 (%12,8), ST6 ve ST7 (%2,1) tespit edilmistir. Calismada alt tip ile klinik
semptomlar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir iligki bulunmamistir (El Safadi ve

ark., 2016).

Kim ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan ¢alismada 196 ishalli ve 128 ishalli
olmayan toplam 324 disk1 6rnegi degerlendirilmis, Blastocystis pozitifliginin genel orani
%9 (29/324) olarak belirlenmistir. Ishalli olmayan grupta pozitifligin istatistiksel olarak
anlamli derecede daha yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir (%18’e kars1 %3,1, p<0.0001).
Blastocystis pozitif ishalli 6 hastadan 3'i ST1 (%50), 2’si ST3 (%33,3) ve 1 (%16,7)’i
coklu alt tiple enfekteyken, Blastocystis pozitif ishalli olmayan 23 hastanin 4’i ST1
(%17,4), 1’i ST2 (%4,3) ve 18’i ST3 (%78,3) ile enfekte bulunmustur. ST3, ishal

olmayan grupta daha sik gézlenirken, ishalli hastalarda baskin alt tip ST1 olmustur.
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Sydney’de yapilan bir calismada 513 digkr 6rneginin %18’1 tan1 yontemlerinden
(mikroskopi, modifiye demir-hematoksilen, iki kiiltiir yontemi, PCR) biri ya da daha
fazlasi ile Blastocystis yoniinden pozitif bulunmustur. Calismada PCR ve sekanslamayla
tanimlanan yedi farkl alt tip (1, 2, 3, 4, 6, 7 ve 8) tespit edilmis, en yiiksek oranda ST3
(%44) belirlenmis ve alt tipe bagl patojenite fikrinin tartisilmasi gerektigi sonucuna

varilmistir (Roberts ve ark., 2013).

Liibnan’da El Safadi ve arkadaslari (2013) tarafindan semptomatik ve
asemptomatik 220 hasta tizerinde Yiiriitiilen ¢alismada toplam 42 (%19) hasta Blastocystis
yoniinden pozitif bulunmustur. Bu 42 hastada ST3 (%33,3), ST2 (%33,3), ST1 (%30,6)
ve ST4 (%2,8) saptanmistir. Calismadaki semptomatik hastalar arasinda ST1’in 6nemli
6l¢iide daha yaygin oldugu ve STI ile gastrointestinal semptomlar arasinda anlamli bir

iliski oldugu (p=0.0113) bildirilmistir.

Isve¢'in Stockholm bélgesinden 68 hastanmn diski orneginin 63’iinde bes
Blastocystis alt tipi tanimlanmistir. Calismada ST1 %15,9, ST2 %14,3, ST3 %47,6, ST4
%20,6, ST7 ise %]1,6 oraninda belirlenmistir (Forsell ve ark., 2012).

Gastrointestinal semptom gosteren Misir’li hastalarda Blastocystis alt tiplerini
belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmada toplam 20 digki 6rnegi degerlendirilmis ve ST3
%061,9, ST1 %19,05, ST2 %19,05 oraninda saptanmustir (Souppart ve ark., 2010).

Ramirez ve arkadaslar1 (2014) tarafindan 277 insan, 169 hayvan diskisinin
incelendigi bir ¢alisma yapilmis; insanlarda 70 asemptomatik tasiyicida ST1, ishalli 40
hastada ST2, IBS ile basvuran 15 hastada ST3 belirlenmistir. Calismada kullanilan tiim
disk1 6rneklerinde ST1 (%34) ve ST2 (%23) oranlarinin oldukga yiiksek, ST3 (%11,4),
ST4 (9%0,8), ST6 (%19,8) ve ST8 (%10,5) oranlarinin diisiik oldugu goriilmiistir.

Giiney Amerika’da yapilan bir ¢alismada toplam 346 diski 6rneginin Blastocystis
yoniinden genotiplendirilmesi yapilmis ve ST1 (%28,3), ST2 (%22,2), ST3 (%36,7), ST4
(%2), ST5 (%2,3), ST6 (%2), ST7 (%2,3), ST8 (%0,6), ST12 (%0,9) ve yeni bir ST
(%2,7) saptanmistir (Ramirez ve ark., 2016).
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Iran’da yiiriitiilen bir calismada, ishalli 134 ve ishalli olmayan 166 hastada en sik
goriilen alt tipler sirastyla ST2 (%39,28) ve ST1 (%37,14) olmustur (Jalallou ve ark.,
2017).

Yan ve arkadaslar1 (2006) tarafindan Blastocystis spp.’nin genetik cesitliligini
aragtirmak i¢in yapilan bir ¢aligmada 19 asemptomatik, 16 semptomatik hastadan elde
edilen izolatlarin alt tiplendirmesi yapilmistir. Caligmada semptomatik hastalarda ST1'in
baskin genotip oldugu, elde ettikleri bulgular1 dikkate aldiklarinda ST1 ile bu parazitin

patojenik potansiyeli arasinda olasi bir iligki oldugu belirtilmistir.

Izmir'de yapilan bir calismada mide-bagirsak sikayeti olan hastalarda ST3 (%51)
en sik goriilen alt tip olarak saptanmis bunu ST2 (%34,5) ve ST1 (%14,5) izlemistir
(Aykur ve ark., 2023).

Manisa'da iki hastanede gastrointestinal semptomlari olan ya da olmayan erigkin
(125) ve pediatrik hastalardan (161) alinan toplam 286 diski 6rneginden 92’si PCR
yontemi ile alt tiplendirmeye tabi tutulmus ve semptomatik ve asemptomatik hasta
gruplart karsilastirilldiginda, ST3 semptomatik hastalarda %59,3, asemptomatik
hastalarda %48,5 oraninda bulunmustur. ikinci baskin genotip, semptomatik hastalarda
ST1 (%20,3), asemptomatik hastalarda ST2 (%33,3) olarak belirlenmistir. Calismada
hem pediatrik hem de eriskin hastalarda ST2 ile asemptomatik gruplar arasinda anlaml
bir iliski belirlenmistir (p=0.044) (Dogruman-Al ve ark., 2008).

Adiyaman ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada 157 ishalli,
193 ishalsiz olmak iizere toplam 350 digk1 6rnegi Blastocystis spp. yoniinden incelenmis
pozitif saptanan orneklerin 43 (%65)’tinde PCR ile alt tip tayini yapilmistir. Kirk ii¢
ornekte en sik saptanan iki alt tip ST3 (%28) ve ST1 (%13,9) olmustur. Calismada ishalli
ve ishalsiz hastalar arasinda Blastocystis spp. pozitifligi ile alt tip arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmamustir.

Tiirkiye'deki  Blastocystis  enfeksiyonunun  molekiiler — epidemiyolojisini
tanimlamak amaciyla yapilan bir ¢alismada 69 semptomatik ve 18 asemptomatik olmak
tizere 87 kisiye ait digsk1 6rnegi filogenetik olarak analiz edilmis ve Blastocystis spp. alt
tiplerinden ST1, ST2, ST3 ve ST4 belirlenmis; bunlardan ST3 baskin (%75,9) alt tip
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olmustur. Calismada Blastocystis spp. alt tipleri ile semptomlar arasinda ya da enfeksiyon
yogunlugu ile semptomlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamaistir

(Ozyurt ve ark., 2008).

Giireser ve arkadaglar1 (2023) 92°si ishalli, 50’si kontrol grubu olmak {izere
toplam 142 hastadan alinan digski Orneklerini Blastocystis alt tipleri yoOniinden
degerlendirmis, yaygin olarak belirlenen alt tiplerin ST3 (%40) ve ST2 (%34,2) oldugunu
bildirmiglerdir. Calismada tiim gruplarda Salmonella, Shigella ya da helmint
yumurtalarina rastlanmazken, Entamoeba histolytica, G. intestinalis, Cryptosporidium,
rotaviriis, adenovirus ve Clostridium difficile toksinine sadece ishalli hastalarda
rastlanmistir. Arasgtirmacilar elde ettikleri bu bulgularin Blastocystis'in saglikli insan
bagirsak mikrobiyomunun bir parcasi olabilecegi hipotezini destekledigi yoniinde bir

sonuca varmislardir.

Eroglu ve arkadaslarinin (2009) 12 asemptomatik saglikli birey ve 20
semptomatik hastadan elde ettikleri 32 Blastocystis izolatin1 genotiplendirdikleri
caligmada asemptomatik bireylerde (9/12) ST3’{in baskin genotip oldugunu, semptomatik
hastalarin tamaminda (20/20) ST1 belirlediklerini bildirmislerdir.

Dagc1 ve arkadaslarinin (2014) yaptiklart bir ¢alismada gastrointestinal
semptomlari olan hastalara ait toplam 617 digk1 6rnegi mikroskopla incelenmis ve Jones
besiyerine inokiile edilmistir. Blastocystis pozitif 94 numune (%15,24) bakteri ve viriisler
de dahil olmak iizere diger olas1 patojenlerle koenfeksiyonlar: tanimlamak i¢in ayrica
degerlendirilmistir. Hastalarda 6nde gelen semptomlarin ishal ve karin agris1 oldugu
bildirilmistir. Calismada baskin Blastocystis alt tipi (%44,6) ST3 olmus, bolgelerinde
semptomatik hastalardan ilk kez ST6 ve ST7 izole edilmistir.

Alerjisi olan ve gastro-intestinal semptomlu 50 hasta ilizerinde yiiriitiilen bir
calismada en sik rastlanan alt tip ST3 olarak bildirilmis (%68); bir (%2) 6rnekte ST1, bir
(%2) ornekte ST2, 3 (%6) ornekte STS, 4 (%8) drnekte ise belirlenemeyen alt tip ile ST3
birlikte saptanmistir (Biiyiikbaba ve ark., 2017).

Yukaridaki ¢alismalarda herhangi bir semptomatik gruba dahil olmayan, ishalli-

ishalli olmayan, semptomatik-asemptomatik bireyler Blastocystis alt tipleri yoniinden
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degerlendirilmistir. Herhangi bir semptomatik gruba dahil olmayan bireyler iizerinde
yiriitillen ¢alismalarda en sik saptanan alt tip ST3 olmustur (Souppart ve ark., 2010;
Forsell ve ark., 2012; Bart ve ark., 2013; Roberts ve ark., 2013; Ramirez ve ark., 2016).
Bir ¢alismada ise (El Safadi ve ark., 2016) belirtilen gruba dahil kisilerde ST3’iin baskin
alt tip oldugunu fakat alt tip ile klinik semptomlar arasinda istatistiksel olarak herhangi

bir iligki bulunmadig1 saptanmustir.

Yukarida siralanan ishalli ve ishalli olmayan bireylerde Blastocystis alt tiplerinin
saptanip karsilastirildig1 ¢calismalarda baskin alt tiplerin farklilik gésterdigi goriilmiistiir.
Zulfa ve arkadaslar1 (2017) ST3’tin ishalli hastalarda ishalli olmayanlardan istatistiksel
olarak anlamli derecede daha yiiksek oranda saptandigini; Kim ve arkadaslar1 (2020)
ishallilerde ST1, ishalli olmayanlarda ST3’lin daha sik goriildiigiinii ve ishalli hastalarda
ishalli olmayanlardan istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oranda ST3
belirlendigini; Jalallou ve arkadaslart (2017) ishalli hastalarda ST2, ishalli olmayan
hastalarda ST1’in en sik goriilen alt tip oldugunu; Adiyaman ve arkadaslar1 (2015) ishalli
ve ishalli olmayan bireylerde en sik ST3’iin saptandigini, ishalli ve ishalsiz hastalar
arasinda Blastocystis spp. pozitifligi ile alt tip arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadigini; Giireser ve arkadaslar1 (2023) baskin alt tiplerin ishalli hastalarda ST2,
ishalli olmayan bireylerde ST3 oldugunu; Ramirez ve arkadaslari (2014) baskin alt
tiplerin ishalli hastalarda ST2, ishalli olmayan bireylerde ST1 oldugunu; Alinaghizade ve
arkadaslart (2017) ST2’nin ishalli ve ishalli olmayan grupta baskin alt tip oldugunu, alt
tipler ile ishal arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadigini saptamistir. Bir
calismada (Stensvold ve ark., 2011) ise sadece ishalli hastalar degerlendirilmis ve bu
hastalarda ST4 baskin alt tip olmustur. Siralanan bu ¢alismalarin dérdiinde (Ramirez ve
ark., 2014; Alinaghizade ve ark., 2017; Jalallou ve ark., 2017; Giireser ve ark., 2023)
ST2’nin, ikisinde (Adiyaman ve ark., 2015; Zulfa ve ark., 2017) ST3iin, birinde (Kim ve
ark., 2020) ST1’in, birinde (Stensvold ve ark., 2011) ST4’{in ishalli hastalarda baskin alt
tip oldugu goriilmiistiir. Yaptigimiz bu calismada degerlendirdigimiz ishalli hastalarda
baskin alt tip ST1 olmustur. Bu sonucumuz, sadece bir ¢alisma (Kim ve ark., 2020) ile

benzerlik gostermistir.

Yapilan bazi calismalarda sadece ishal degil birden fazla semptom dikkate alinip

alt tip yoniinden degerlendirme yapilmistir. Dort ¢alismada (Dagcr ve ark., 2014;
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Biiyiikbaba ve ark., 2017; Mohamed ve Khalil, 2023; Aykur ve ark., 2023) GIS
semptomlari olan bireylerde ST3 iin; iiciinde (Dogruman Al ve ark., 2008; Ozyurt ve ark.,
2008; Souppart ve ark., 2009) hem semptomatik hem de asemptomatik bireylerde
ST3’lin; bir calismada (Eroglu ve ark., 2009) semptomatik hastalarda ST1’in,
asemptomatik bireylerde ST3"in; bir ¢alismada (El Safadi ve ark., 2013) semptomatik ve
asemptomatik hastalarda ST2 ve ST3’{in; bir ¢alismada (Yan ve ark., 2006) semptomatik
hastalarda ST1'in baskin alt tip oldugu belirlenmistir. Bir ¢alismada (El Safadi ve ark.,
2013) semptomatik hastalar arasinda ST1’in 6nemli 6l¢iide daha yaygin alt tip oldugu
belirtilmistir. Calismalarin ikisinde (Ozyurt ve ark., 2008; Souppart ve ark., 2009)
semptomatik durumun alt tip ile iliskili olmadig: bildirilmistir. Siralanan bu ¢aligmalara
bakildiginda semptomatik bireylerde oncelikle ST3’iin ardindan ST1’in baskin alt tip
oldugu goriilmektedir. Yaptigimiz bu ¢alismada da ishal ve diger bazi semptomlar
saptadigimiz hasta grubumuzda ST1 baskin alt tip olmustur. Bu sonug ii¢ ¢alismanin (Yan
ve ark., 2006; Eroglu ve ark., 2009; El Safadi ve ark., 2013) bulgular1 ile uyumlu

bulunmustur.

Calismamizda ishalli hastalara ait toplam 14 diski 6rneginin %71,4’tiinde (10/14)
ST1, %28,6’sinda (4/14) ST2 saptanmustir. Belirledigimiz bu sonuglar yukarida daha
once ishalli/semptomatik bireyler {izerinde yiiriitiilmiis baz1 ¢alismalar ile ve konu ile
ilgili literatiirdeki bazi ¢alismalarin (Dogruman Al ve Hokelek, 2007; Hussein ve ark.,
2008; Kesuma ve ark., 2019) sonuglar1 ile uyumlu olsa da Blastocystis alt tipleri ile
patojenitesi arasindaki iliskiyi gostermek i¢in yeterli degildir. Konu ile ilgili olarak
yapilmis ¢aligmalara bakildiginda alt tip degerlendirmesinin genellikle az sayida 6rnekte
yapilmasi; hastalarda muhtemel belirtilere neden olacak bakteri, viriis ve diger paraziter
etkenler yoniinden degerlendirme yapilmadan alt tip patojenite iliskisinin arastirilmast;
bazi caligmalarda kontrol grubu kullanilmamasi gibi faktorler nedeniyle alt tip-patojenite
iliskisini belirlemede yetersiz kalinmistir. Maddi olarak desteklenen ¢alismamiza verilen
destegin sinirl olmasi nedeniyle sadece ishalli hastalara ait ¢ok az sayida (14 6rnek) 6rnek
degerlendirilebilmistir. Daha Once yapilmis calismalardan elde edilen bulgular ve
calismamizdan alinan sonug, parazitin patojenitesinin aydinlatilmasina katkida bulunacak

cok daha ileri ¢aligsmalar yapilmasina ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.
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Sonug olarak;

. Bu ¢alismada Blastocystis DM ve PCR ile ¢ok da diisiik olmayan bir oranda (hasta
grubunun %20’sinde, kontrol grubunun %16’sinda; p= 0,461) pozitif bulunmustur.
Iki yéntemde aynmi pozitiflik oranin1 saptamis olmamiz DM’nin etkenin tanisinda

kullanilabilir oldugunu gostermektedir.

Hem patojenitesi hem de patojenite-alt tip iliskisi hala tartismali olan Blastocystis’in
calismamizda, pozitifligi ile gastrointestinal semptomlar arasinda iliskisi olduguna

dair istatistiksel bir anlamlilik belirlenmemistir.

. Yas gruplar ile cinsiyetler arasinda da hem gruplar arasinda hem de hasta grubunun
pozitif ve negatifleri arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. Sadece calismaya
katilan tiim bireyler dikkate alindiginda 18 alt1 ve {izeri yas gruplar1 arasinda parazitin

pozitifligi bakimindan anlamli bir fark (p= 0.013) bulunmustur.

. Yapilan aragtirmalarda semptomlarla iligkili bulunan alt tipler arasinda yer alan ST1
calismamizda da sinirh sayida degerlendirilen ishalli hastalarda baskin alt tip

olmustur.

. Bulgularimiz dikkate alindiginda ST1’in ishalli hastalarda baskin alt tip olmasi, alt
tip-patojenite iligkisini desteklese de bu durumun netlik kazanmasi igin ¢ok sayida
semptomatik ve asemptomatik bireyin degerlendirildigi calismalarin yapilmasina

ithtiya¢ duyuldugu sonucuna varilmistir.
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