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SIMGELER VE KISALTMALAR

anti-DGP: Deamine anti-gliadin antikorlari
CH: Colyak Hastalig1

dTG: Doku transglutaminaz

EMA: Antiendomisyum IgA

GI: Gastrointestinal

GIS: Gastrointestinal sistem

IBS: Irritabl bagirsak sendromu

PCR: Polymerase chain reaction

RT-PCR: Real-time PCR
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OZET

Amag¢: Bu calismada c¢oOlyak hastaligi bulunan eriskin hastalarin digki
orneklerinde Blastocystis spp. ve Dientamoeba fragilis gorilme sikliginin
konvansiyonel ve molekiiler yontemler kullanilarak tespit edilmesi ve bu

protozoonlarin tespitinde kullanilan yontemlerin karsilastirilmast amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Hastanemiz gastroenteroloji poliklinigine bagvuran
¢Olyak hastalig1 tanili, 18 yas ve {istii 75 birey hasta grubu olarak ¢alismaya dahil
edildi. Kontrol grubu olarak ise ¢6lyak hastaligi bulunmayan, bilinen herhangi bir
hastalig1r olmayan, 18 yas ve iistii 75 goniillii ¢aligmaya dahil edildi. Her bireyden
alman digki1 6rnekleri direkt nativ-lugol mikroskobik inceleme, digki konsantrasyon
yontemi sonrasi nativ-lugol inceleme, trikrom boyama, molekiiler yontemler ve
Blastocystis tiirlerinin tespiti i¢in kiiltlir yontemi kullanilarak incelendi. Hasta ve
kontrol grubundaki tiim bireyler i¢in semptom, Ozge¢mis ve soygecmislerin
sorgulandig1 bir vaka takip formu dolduruldu. Elde edilen tiim veriler istatistiksel

yontemler ile degerlendirildi.

Bulgular: En az bir yontemle hasta grubunun 23’iinde (%30.7), kontrol
grubunun 29°unda (%38.7) Blastocystis spp. saptandi. Hasta grubunun 10’unda
(%13.3) ve kontrol grubunun dordiinde (%5.3) D. fragilis goriiliirken hasta grubunun
sekizinde (%10.7) ve kontrol grubunun altisinda (%18) koenfeksiyon tespit edildi.
Blastocystis spp. tanisinda PCR(Polimeraz chain reaction) yontemi altin standart
kabul edildiginde direkt mikroskobik inceleme, konsantrasyon ydntemi sonrasi
mikroskobik inceleme, trikrom boyama ve Kkiiltiir yontemlerinin duyarliliklari
strastyla %27.7, %51.51, %50 ve %68.18 olarak saptandi. D. fragilis tanisinda PCR
yontemi altin standart kabul edildiginde direkt mikroskobik inceleme, konsantrasyon
yontemi sonrast mikroskobik inceleme ve trikrom boyama yoOntemlerinin
duyarhiliklar sirastyla 9%3.57, %14.28 ve %14.28 olarak bulundu. Hasta ve kontrol
gruplart en az bir yontemle Blastocystis spp. ve D. fragilis varligi agisindan

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmad.
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Sonug¢: Colyak hastaligi olan eriskinlerdeki Blastocystis spp. ve D. fragilis
prevalansi, bu protozoonlarin saglikli eriskinlerdeki prevalansi ile benzer
bulunmustur. Her iki protozoonun tanisinda RT-PCR(Real-time PCR) yontemi en
etkin yontemdir. Konvansiyonel yontemler arasinda Blastocystis spp. tanisi i¢in en
etkin yontem kiiltiir yontemi iken, D. fragilis tanisi i¢cin konvansiyonel yontemlerin

etkinligi zayiftir.

Anahtar Kelimeler: Blastocystis spp., ¢Olyak hastaligi, Dientamoeba
fragilis, real-time PCR
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ABSTRACT

Aim: This study aimed to investigate the frequency of Blastocystis spp. and
Dientamoeba fragilis in stool samples from adult patients with coeliac disease by
using conventional and molecular methods and compare the methods used in the

detection of protozoa.

Materials and Methods: 75 patients over the age of 18 who applied to the
gastroenterology outpatient clinic of our hospital with coeliac disease were included
in the study as a patient group. As a control group, 75 participants over the age of
18, without celiac disease and other diseases were included in the study. Stool
samples taken from each adult were analyzed using native-lugol direct microscopic
examination, stool concentration method, trichrome staining and molecular methods.
Also, Jones' medium culture method was used to detect Blastocystis spp. Patient
follow up form was filled out to question gluten-free diet, family history of coeliac
disease, symptoms for all individuals included in the patient and control groups. All

data obtained were compared with statistical methods.

Results: Blastocystis spp. was detected in 23 (30.7%) of the patient group
and 29 (38.7%) of the control group. D. fragilis was detected in 10 (13.3%) of the
patient group and four (5.3%) of the control group. Also, co-infection was
determined in eight (10.7%) of the patient group and six (18%) of the control group.
When PCR (Polymerase chain reaction) method was accepted as the gold standard
method in the diagnosis of Blastocystis spp., the sensitivity of direct microscopic
examination, concentration method, trichrome staining and culture method were
found as 27.7%, 51.51%, 50% ve 68.18%, respectively and in the diagnosis of D.
fragilis, the sensitivities of direct microscopic examination, concentration method
and trichrome staining methods were detected as %3.57, %14.28 and %14.28,
respectively. Differences between the groups were not statistically significant for

Blastocystis spp. and D. fragilis.

Conclusion: The prevalence of Blastocystis spp. and D. fragilis in adults with

coeliac disease is similar to the prevalence of protozoa in healthy adults. Real-time
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PCR(RT-PCR) method is the most effective method in the diagnosis of both
protozoa. The most effective conventional method for the diagnosis of Blastocystis
spp. is the culture method; but the sensitivities of conventional methods for the

diagnosis of D. fragilis is insufficient.

Keywords: Blastocystis spp., coeliac disease, Dientamoeba fragilis, real-time

PCR



GIRIS VE AMAC

Colyak hastaligi(CH), gluten adi verilen bir bugday proteinine karsi gelisen,
gastrointestinal ve gastrointestinal sistem dis1 semptomlarin goriildigli, immiin
reaksiyonlarin neden oldugu kronik bir enteropatidir (1). CH diinyanin farkli
toplumlarinda ortalama %0.5-1 civarinda goriilmektedir (2). Ulkemizin farkli
bolgelerinde yapilan calismalarda CH’nin goriilme siklig1 yetiskinlerde %0.8-1.3,

cocuklarda ise %1 olarak bulunmustur (3, 4).

Blastocystis spp. lilkemizde yaygin olarak goriilen, gaita drneklerinde siklikla
saptanan, patojen olup olmadig1 halen tartigmali olan ve ortalama 30 alt tiirii olan tek
hiicreli bir parazittir. Blastocystis enfeksiyonlar1 asemptomatik olabilecegi gibi karin
agrisi, ishal ve kusma gibi gastrointestinal semptomlarla da kendini gosterebilir. Son
yillarda irritabl bagirsak sendromu, Crohn hastaligi ve ilseratif kolit gibi bagirsak
hastaliklari, kutan6z {iilser, akut ve kronik iirtiker ile Blastocystis spp. arasinda iliski
oldugu diisiiniilmektedir (5). Ayrica semptomatik ¢olyak hastalarinda immiinolojik,
histolojik ve nutrisyonel degisimlerden dolay firsat¢1 Blastocystis enfeksiyonlarinin
daha sik goriilebilecegi belirtilmistir (6). Diger yandan bazi calismalarda belirli
parazitlerin ¢olyak hastalarina inokiilasyonu sonucu, hastaligin fizyopatogenezinde
rol alan sitokinlerin ve otoantikorlarin diizeylerinin geriledigi, gluten diyetine

ragmen villoz atrofinin artmadig tespit edilmistir (7).

Dientamoeba fragilis insanlarin ¢ekum ve proksimal kolonuna yerlesen
kamgil1 bir protozoondur. D. fragilis enfeksiyonlar1 asemptomatik olabilecegi gibi
akut ve kronik gastrointestinal sistem(GIS) belirtilerine neden olabilmektedir. Parazit
cesitli bagirsak hastaliklarinda yiiksek oranda bulunabilmektedir (8). Ancak higbir
yakinmasi olmayan bireylerde ¢cok daha yiiksek oranda bulunabilen bir protozoon

oldugu da belirtilmektedir (9).

Calismamizda CH bulunan eriskin hastalarin digki 6rneklerinde Blastocystis
spp. ve D. fragilis goriilme sikliginin konvansiyonel ve molekiiler yontemler
kullanilarak tespit edilmesi ve bu parazitlerin tespitinde kullanilan ydntemlerin

duyarlilik ve 0Ozgiillik bakimindan karsilastirilmast amaglanmistir. CH ile



Blastocystis spp. ve D. fragilis arasindaki iligkinin gosterilmesi, bu protozoonlarin
intestinal flora eleman1 olup olmadigin1 ve ¢6lyak hastalifinin patogenezinde nasil

bir rol aldigin1 agiklamasi agisindan 6nemlidir.

GENEL BIiLGILER

COLYAK HASTALIGI

Tamim ve Tarihgesi

Colyak hastaligi, tahil iiriinlerindeki gluten adli proteine karsi hassasiyetle
karakterize ince bagirsaklarda kript/villus oraninda artis, intraepitelyal lenfosit artigi
gibi patofizyolojik degisikliklerin goriildiigii otoimmun kronik bir enteropatidir.
Intestinal semptomlarin yan1 sira ekstraintestinal semptomlarin da gériildiigii

sistemik bir hastaliktir (10).

Milattan 6nce birinci ylizyilda ilk defa Kapadokyal1 Aretaesus yazilarinda CH
benzeri hastaliktan bahsetmistir (11). CH, Ingiliz patolog Samuel Gee tarafindan ilk
defa 1887 yilinda giinlimiizdeki tanimiyla yazili kaynaklara gecirilmistir (10).
Hastalik ve gluten arasindaki iligki II. Diinya Savasi sirasinda Hollandali pediatrist
Willem K. Dicke tarafindan agiklanmustir (10-12). Dicke savas sirasinda yiyecek
kitligr donemlerinde CH olan c¢ocuklarda semptomlarin geriledigini, savas sonrasi
donemde tahil {rlinlerinin tiiketimiyle beraber semptomlarin tekrarladigini
gbzlemlemis ve yaptigir calismalar sonucunda CH ile gluten arasindaki iligkiyi
tanimlamistir (12, 13).

Colyak hastaligindaki histopatolojik degisiklikler ilk olarak 1954 yilinda
aciklanmigtir (14). Marsh, 1992 yilinda CH’nin ilk histopatolojik siniflamasini
gelistirmistir (15). Ardindan 1999 yilinda Oberhuber tarafindan bu smiflama
modifiye edilip 2010 yilinda Ensari siniflamasi gelistirilmistir. 1997 yilinda Dietrich
ve 1998 yilinda Molberg CH’de doku transglutaminazin roliinii agiklamistir (16).



Epidemiyoloji

Colyak hastaligr tiim diinyada genel niifusun %0.5-1’inde goriilen en yaygin
otoimmun hastaliklardan biridir. Diisiik gluten tiiketiminin oldugu Japonya ve Sahra
alt1 Afrika gibi bolgelerde diisiik oranda goriilmesine ragmen bati iilkelerinde
goriilme siklig1 giderek artmaktadir (17).

Tirkiye’nin farkli sehirlerinden toplanan verilerin degerlendirildigi bir
calismada 20.190 o6grencide CH prevalanst %0.47 olarak bulunmustur (18).
Ankara’da ve Erzurum’da yapilan calismalarda CH siklig1 sirasiyla %1 ve %0.87
olarak saptanmustir (19, 20). Erigkinlerde ve goniillii kan dondrlerinde yapilan farkl

calismalarda siklik %0.71-%1.3 olarak hesaplanmistir (Tablo 1) (4, 21, 22).

Tablo 1. Tiirkiye'de ¢6lyak hastaligi goriilme sikligi (4, 18-22)

Orneklem Colyak Hastahg

Sikhig

Tiirkiye 6-1 g olul %0.47 2010
¢ocuklarinda
Ankara 2-18 yay %I 2008
cocuklarda
Erzurum 6-17 yas okul %0.87 2005
¢ocuklarinda
Kayseri Erigkin %1 2005
Ankara Eriskin kan %13 2004
vericiler
Ankara Eriskin kan %0.71 2003
vericiler
Patogenez

(Colyak hastalig1, patogenezinde immiinolojik, ¢cevresel ve genetik faktorlerin
birlikte rol aldig1 otoimmun bir hastaliktir (23).

Gluten, CH patogenezinde rol oynayan en Onemli g¢evresel faktordiir.
Latincede “glue(tutkal)” anlamina gelen bir kelimeden tiiretilmis bugday, arpa ve
cavdarda bulunan tahil proteinidir. Gluten proteini glutamin ve prolinden zengin olup
GIS endopeptidazlarina karst  direnglidir ve tam olarak sindirilemez.
Immunopatogenezde glutenin reaksiyonundan baslica sorumlu prolamin, 33
aminoasitli a-gliadin molekiillerinden olusan gliadin adli peptittir (24). Gliadin,

glutenin alkolde ¢oziinen formu olup GIS mukozasi i¢in toksiktir. GIS mukozasinda



olusan immiinolojik reaksiyonlar neticesinde absorbsiyondan sorumlu hiicrelerde
harabiyet meydana gelir. Gliadinin epitel hiicrelerinde yaptig1 hasar interlokin-15
(IL-15) ekspresyonunu artirarak intraepitelyal lenfositleri stimiile eder. Immiinolojik
hasara bagli artan bagirsak gegirgenligi neticesinde, gliadin lamina propriadaki doku
transglutaminazi tarafindan deamine olur. Sonrasinda deamine gliadin antijen sunan
hiicrelerin yiizeyindeki HLA-DQ2 ve HLA-DQS8’e baglanarak T hiicre reseptorii
(THR) vasitastyla CD4 T hiicrelerine sunulur. Bu durum sitokin salinimini uyararak
doku hasarina sebep olur. Sonug¢ olarak kronik mukozal inflamasyon zemininde
villislerde atrofi, intestinal epitelde lenfosit birikimi ve kriptlerde hiperplazi

meydana gelir (Sekil 1) (25).

d’“m Gluten .
s38 Diger cevresel faktGrier
,,...f" aaante® ‘ll Villas atrofisi
Gliadin ; : Kript hiperplazisi
Epitelyal » ® £ nmaina adngnk Intraepitelyal lenfositier
absortif *2 2
hiicreler

, "’T—ﬁ.‘r
Artrmig interlékin ‘;;”
15 aksprasyp;m

Antijen e Genetik faktorier
sunan hicre

Antikorlar (antigliadin, antiendomisyum)
Sekil 1. Colyak hastaligi1 patogenezi (24)

Genetik faktorlerin CH gelisiminde rol oynadiginin en 6nemli kaniti ailesel

kalittm ve hastaligin monozigot ikizlerde yiliksek oranda goriilmesidir. CH olan



hastalarin neredeyse %100’tinde HLA 1II genleri olan HLA-DQA1 ve HLA-DQBI
bulunmaktadir. Bu genler birlikte ¢6lyak iligkili heterodimer proteinler olan DQ2 ve
DQ8’in iki zincirini(a. ve ) kodlamaktadir. HLA-DQ2 ve HLA-DQS8 proteinleri,
antijen sunucu hiicrelerin yiizeyinde bulunmakta olup antijenik peptitleri baglayarak
bu peptitlerin CD4 yardimci T lenfositlere sunulmasinda gorev almaktadir. CH olan
hastalarin %90’1ndan fazlas1t HLA-DQ?2 pozitif iken geri kalanlarin cogu HLA DQS8
pozitiftir (25). Bu proteinleri kodlayan HLA allel genlerin varligi CH gelisimi i¢in
gereklidir; fakat tek basina yeterli degildir. Kardesler ve monozigotik ikizler arasinda
yapilan ¢alismalar, HLA genlerinin CH gelisimine katkisinin %50’den az oldugunu
gostermektedir. Bu durum HLA disi  genlerin  de etkili olabilecegini

diistindiirmektedir (24, 26).

Cevresel faktorlerden viral GIS enfeksiyonlari, ila¢ kullanimi ve ameliyat
Oykiistinlin hastaligin gelisiminde tetikleyici faktorler oldugu diistiniilmektedir (26).
Bebeklik doneminde uzun siire anne siitii aliminin ve dordiincii ile yedinci ay arasi
glutenli ek gida tiiketmeye baslamanin hastaliktan korunmada etkili oldugu

gosterilmistir (24, 25).

Klinik

a. Klinik belirtiler: Colyak hastaliginda bir veya birden fazla organ sistemini
ilgilendiren ¢ok genis bir cesitlilige sahip intestinal ve ekstraintestinal belirtiler
goriiliir. Cocukluk doneminde ishal, kilo kaybi, boy kisaligi, gelisme geriligi, letarji
ve puberte gecikmesi on plandadir. Eriskin donemde ise
ishal, gaz, siskinlik, karin agris1 ve mide bulantis1 6n plandadir (27).

Gastrointestinal(GI) belirtiler icerisinde en sik diyare goriiliir. Atrofik glossit,
tekrarlayan aftoz {lserler, refrakter gastroozofageal reflii hastaligi, eozinofilik
0zofajit, rekiirren pankreatit gibi GI belirtiler ve hastaliklar daha az siklikta goriiliir.
Demir eksikligi anemisi en sik goriilen ekstraintestinal bulgu olup kardiyomyopati,
myokardit, trombositopeni, osteoporoz, artrit, infertilite, dermatitis herpetiformis,
tirtiker, hipotiroidi ve otoimmun tiroidit gibi otoimmun hastaliklar ile migren,
periferik noropati, depresyon gibi ndrolojik ve psikiyatrik hastaliklar diger

ekstraintestinal bulgulardir (28).



b. Klinik simiflama: CH dort baslik altinda siniflandirilabilir (29).

1-Klasik/Tipik/Belirtili CH: Tipik GIS belirtileri ve malabsorbsiyon bulgulari

goriilen olgularda serolojik testler pozitiftir ve karakteristik histopatolojik

degisiklikler goriiliir.

2-Atipik/Klasik olmayan CH: Ekstraintestinal belirtiler ve bulgular goriilen

olgularda serolojik testler pozitiftir ve karakteristik histopatolojik degisiklikler

gortlir.

3-Sessiz/Asemptomatik CH: Asemptomatik kisilerde serolojik testler

pozitiftir ve CH ile uyumlu histopatolojik degisiklikler goriiliir.

4-Latent CH: Asemptomatik kisilerde serolojik testler pozitiftir ve

karakteristik histopatolojik degisiklikler goriilmez veya hafif goriiliir. Ileride hastalik
gelistirme potansiyeline sahip, genetik olarak CH’ye yatkin bireylerdir.

Tam

Colyak hastaliginin tanist  klinik 6zellikler ile serolojik, genetik ve
histopatolojik bulgularin degerlendirilmesi ile konur. CH siiphesi olan durumlarda ilk
basamak olarak serolojik testlere bagvurulur; fakat altin standart yontem serolojik

inceleme sonrasi biyopsiyle histopatolojik incelemedir (27).

Serolojik testlerden doku transglutaminaz (dTG) IgA, iki yasindan biiyiik
bireylerde en sik tercih edilen testtir. Duyarliligt %93-95 ve ozgilligi %96°dir.
Antiendomisyum IgA (EMA) %90 duyarlilik ve %99 6zgiilliikkle bagka bir serolojik
test olarak kullanilmaktadir. EMA maliyeti yiliksek ve subjektif bir test olmasina
ragmen yiksek oOzgilligiiyle dTG IgA sonucu siipheli olgularda birlikte
kullanilmaktadir. Deamine anti-gliadin antikorlar1 (anti-DGP) %94 duyarlilik ve %97
Ozgiilliige sahiptir. Yapilan ¢alismalar 6zellikle iki yas alti ¢ocuklarda anti-DGP'nin
CH tanisinda diger otoantikorlara gore daha duyarli ve 6zgiil oldugunu gostermistir.
Gluten igeren diyet sonrasi serolojik testlerin duyarlilig1 artmaktadir. Bu nedenle bu

testler en az dort hafta gluten iceren diyet sonrasi yapilmalidir. CH olan bireylerin



yaklasik %2-3’tinde IgA eksikligine bagli olarak IgA temelli serolojik testlerin

negatif olmasi nedeniyle IgG temelli testlere de bagvurulmalidir (30).

Endoskopi ile alinan ince bagirsak biyopsisinin histopatolojik incelemesi tani
icin altin standarttir. Mukozada mozaik goriiniim, submukozal kapiller fissiirler,
duodenumda sirkiiler foldlarin sayica azalmasi ve taraklanma gibi endoskopik
bulgular saptanabilir. Bu bulgularin CH’ya 6zgii olmamasi nedeniyle mutlaka
biyopsiye basvurulmalidir. CH’da karakteristik histopatolojik bulgular yiizeyel
epitelde diizlesme, kript hiperplazisi, villiislarda atrofi, kript/villus oraninda artis ve
intraepitelyal lenfosit sayisinin artmasidir. Bu bulgular Marsh-Oberhuber ve
Corazza-Villanacci evreleme sistemlerine gore degerlendirilmektedir (31). Serolojik
ve histopatolojik incelemelerin dogrulugu diyetten glutenin ¢ikarilmasi sonrasi
etkilenmektedir. (Glutensiz diyetten ortalama 11 ay sonra dTG IgA testinin
duyarliligt %16’ya diismektedir.) Bu nedenle testler hastalara gluten iceren diyet

sonras1 uygulanmalidir (27).

Genetik degerlendirmede HLA-DQ2 ve HLA-DQS’in negatif saptanmas1 CH
tanisin1 diglamaya yardimeidir, bu nedenle genetik testlerin negatif prediktif degeri

cok yliksektir. Ayn1 zamanda bu testler glutensiz diyetten etkilenmez (27).

Tedavi

Gilinimiizde CH’ye kars1 tek tedavi yontemi Omiir boyu glutensiz diyettir
(32). Eksiklik durumlarinda vitamin B12, folat, demir, kalsiyum ve D vitamini de
nutrisyonel destek tedavisi olarak verilmelidir. Hastalarin yaklasik %70’inde
glutensiz diyete basladiktan iki hafta sonra klinik bulgularda diizelme goriilmektedir.
Serolojik olarak antikorlarin diizeyinin altinct ayda diismesi diyete uyumu ve
diizelmeyi gosterir. Histopatolojik olarak tam diizelme yaklasik alti ay sonra
goriilebilmektedir. Yaklasik %5 hastada diyete ragmen diizelme goriilmez. Bunun en
stk nedeni gluten alimina istemsiz olarak devam edilmesidir. Laktoz intoleransi,
diger diyet proteinlerine hassasiyet, lenfoma, immiin yetmezlik, irritabl bagirsak

hastaligi, pankreatik yetersizlik veya refrakter ¢dlyak hastaligi ise diger sebeplerdir.



Refrakter ¢olyak hastaligi olgularinda kortikosteroid ve immunsupresif tedavi verilir

(33, 34).

BLASTOCYSTIS SPP.

Tarihce ve Simiflama

Blastocystis, ik defa 1911 yilinda Blastocystis enterocola olarak
isimlendirilerek intestinal bir protozoon olarak tanimlanmistir. Brumpt tarafindan
1912 yilinda ise Blastocystis hominis ad1 verilmistir. Zierdt 1967 yilinda morfolojik

caligmalar yaparak bu protozoonun ¢esitli formlarini tanimlamistir (35).

Blastocystis tiirleri 1zole edildigi konaga gore isimlendirilmektedir.
(Insanlarda B. hominis, tavuklarda B.galli, farelerde B. ratti, kazlarda B. anseri gibi)
(36). Blastocystis hominis’ in smiflandirmadaki yeri tartisilirken, 1996 yilinda
yapilan molekiiler ¢aligmalarda SSUrRNA sekanslanmasi sonucu tek ve ¢ok hiicreli
protistalarin yer aldig1 Stramenopile grubunun iginde bir protozoon olarak
tanimlanmistir. Daha sonra Stramenopile’nin Chromista aleminin altinda bulunan
Heterokonta bolimiiyle identik oldugu tespit edilerek 1998 yilinda Heterokontid
Chromista oldugu anlagilmigtir. Parazitin siniflandirmast 18S rRNA analizi sonucu

son seklini almustir (37).
Morfolojik Ozellikler

Blastocystis tiirlerinin morfolojik olarak vakuoler, graniiler, ameboid ve kist
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Sekil 2. Blastocystis spp. a)Vakuoler form b) Graniiler
form ¢) Ameboid form d) Kist formu (36)
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Vakuoler form ortalama 4-15 pm boyutunda kiiltiirde daha biiytlik goziiken en
stk goriilen formdur. Bu morfolojik formda protozoonun %90’ kaplayan lireme ve
depolamada gorevli santral vakuol bulunmaktadir. Kalan %10’u kaplayan periferik
sitoplazmik kisimda ise 2-4 adet ¢ekirdek ve mitokondriler bulunmaktadir (sekil 3)
(38).

Sekil 3. Blastocystis spp. vakuoler formunun trikrom boyamadaki

goriiniimii x1000 ( SBU Ankara EAH, Tibbi Mikrobiyoloji Boliimii)

Grandiiler formun santral vakuoliinde lipid icerigi yiiksek ve cok sayida graniil
bulunmaktadir. Ameboid formda psddopod benzeri sitoplazmik uzantida golgi
cisimcikleri ve mitokondriler yer almaktadir. Fakat amiplerden farkli olarak bu
psodopodlar hareket i¢in degil; bakteri sindirimi i¢in kullanilmaktadir. Kist formu
kalin bir kist duvari ile ¢evrili olup, kist duvart ve hiicre duvar1 arasindaki
sitoplazmik kisimda ¢ok sayida cekirdek, mitokondri ile lipit/glikojen vakuolleri
bulunmaktadir (39). Multivakuoler ve avakuoler formlar ise diger morfolojik

formlardir (39, 40).



Yasam Dongiisii

Blastocystis spp. kistleri araciligtyla kontamine su ve yiyeceklerin tiiketilmesi
sonras1 fekal-oral yolla bulasir. Ayrica insanlar ve hayvanlar arasinda da bulasin
oldugu disiiniilmektedir (41). Parazit mutlak anaerop oOzellik gosterir ve kist
formunun kolon liimeninde ekskistasyonu sonrasi vakuoler, multivakuoler ve
ameboid formlar1 olusur. Vakuoler formlar ikiye boliinerek ¢ogalmaktadir.
Multivakuoler ve ameboid formlardan prekistler meydana gelmektedir. Prekistlerden
sizogonik ¢ogalma ile kalin duvarl kistler olusmaktadir. Kalin duvarl kistler kolon

liimeninden fekal yolla atilmaktadir (sekil 4) (42, 43).
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Sekil 4. Blastocystis spp. yasam dongiisii (43)

Epidemiyoloji

Diinya iizerinde farkl tiirde konaklardan(memeliler, kuslar, siiriingenler ve
artropodlar gibi) izole edilebilen Blastocystis spp. ¢esitli epidemiyolojik ¢aligmalarda
en sik saptanan parazit tiriidiir. Prevalansi gelismis iilkelerde ortalama %10, az
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde ortalama %50 civarindadir. Gelismekte olan
tilkelerde prevalansinin yiliksek olmasi, kotii hijyen kosullarma ve diisiik
sosyoekonomik diizeye baglanmaktadir (38). Ulkemizde yapilan c¢alismalarda
Blastocystis’in en sik goriilen protozoonlar arasinda yer aldigi ve prevalansinin

%1.4-%23.5 arasinda degistigi belirtilmistir (44).
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Patogenez ve Klinik

Yillarca yapilan ¢alismalara ragmen Blastocystis spp.’nin insanlarda patojen
olup olmadig1 hala belirsizligini korumaktadir. Hem semptomatik hem de
asemptomatik bireylerde saptanmasi ve toplumda yiiksek oranda goriilmesi
nedeniyle insan sagligi lizerine etkileri arastirilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda akut
veya kronik diyare, karin agrisi, siskinlik, gaz, kusma, konstipasyon, mide bulantisi,
irritabl bagirsak sendromu(IBS) gibi nonspesifik gastrointestinal bulgularin ve

tirtiker gibi ekstraintestinal belirtilerin parazit ile iliskisi gosterilmistir (45).

Blastocystis spp. kalin bagirsakta yerlesir ve ikiye bdliinerek c¢ogalir. Son
yillarda yapilan in vitro ¢aligmalar parazitin patogenezinin aydinlatilmasinda biiyiik
rol oynamistir. Genel olarak bu arastirmalarda Blastocystis tarafindan sistein proteaz
sekrete edilerek salgisal IgA parcalanmasi, rho-kinaza (ROCK) aracilit mekanizma ile
epitelyal bariyer fonksiyonunun bozulmasi, NF-xB aracili yolakla inflamatuar

sitokinlerin salgilanmasi ve hiicrelerin apoptozunun indiiklenmesi gozlenmistir (46).

Blastocystis patojenitesi morfolojik form, alt tiirler ve parazit yikii gibi
faktorlere bagh olarak degisiklik gostermektedir. Ameboid formun yiiksek patojenite
ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Molekiiler filogenetik analizler sonucu
Blastocystis spp.’nin 30 farkl alt tiirii (ST) tanimlanmistir. insanlardan izole edilen
dokuz alt tlir bulunmakta olup, bunlardan en sik ST3 olmak {izere, ST1, ST2 ve ST4
insanlar arasinda en yaygin bildirilen alt tiirlerdir (47). ST1 ve ST4’lin semptomatik
ve akut ishalli olgularda en sik saptanan alt tiir oldugunu, ST2 ve ST3’iin ise
asemptomatik enfeksiyonla iligkili oldugunu belirten calismalar mevcuttur (48).
Aksine ST3’lin semptomatik ve asemptomatik bireylerde en sik saptanan alt tiir
oldugu ve Blastocystis alt tiirleri ile gastrointestinal semptomlar arasinda bir iliski

olmadigin1 bildiren yayinlar da vardir (49).
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Tam

Blastocystis spp.’nin laboratuvar tanisi i¢in taze gaita 6rnegi kullanilir. Taze
gaita Orneginde 151k mikroskopunda nativ-lugol direkt baki yonteminde ozellikle
vakuoler formun goriilmesiyle tan1 konur. Bu yontemde lamin bir kdsesine serum
fizyolojik (%0.9 NaCl), diger kdsesine lugol soliisyonu damlatilip gaita 6rnegi ile
karistirildiktan sonra parazit arastirilmaktadir. Gaita Orneginin incelenmesinde
mikroskopta x400 biiyiitmede her alanda besten fazla sayida Blastocystis goriilmesi
halinde raporlama yapilmas: gerektigini bildiren caligmalar oldugu gibi bazi
caligmalarda say1 ve semptomlar arasinda iliskinin olmadig1 da belirtilmektedir (50).
Protozoonun kist formlarinin gézden kagirilmasi, kullanilan ilaglara bagli olarak
Blastocystis morfolojisinin bozulmas1 ve maya, Cyclospora spp., makrofajlar,
notrofiller ve yag globiilleri ile Blastocystis’in karistirilmasi bu yontemin kisitliliklari

olarak bildirilmektedir (51).

Blastocystis spp. tanisinda kiiltiir yOntemlerine basvurulabilir. Bu
yontemlerden en sik Jones besiyeri kullanilmaktadir. Boeck ve Drbohlav’in
yogunlastirilmis yumurtali besiyeri, Dobell ve Laidlaw besiyeri (ringer soliisyonu
+%20 insan serumu-tstreptomisin siilfat) de parazitin tanisinda kullanilabilir (38).
Kiiltiir yonteminin direkt mikroskopiden daha duyarli oldugunu belirten ¢aligmalar

mevcut olup kiiltiir sonuglar1 en az 48-72 saat sonra degerlendirilmektedir (43, 44).

Enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA) ve indirekt floresan antikor testi
(IFA) gibi serolojik yontemler Blastocystis spp. rutin tanisinda kullanilmaz. Parazite
karst olusan IgG ve IgA antikorlarini tespit eden bu yontemler smirli sayidaki
calismalarda kullanilmistir. Serolojik yoOntemlerin rutin tanida kullanilmama
nedenleri olarak; Blastocystis’in farkli alt tiirlerinin ve morfolojik formlarinin olmasi

ile ylizey antijenik yapisinin degiskenlik gdstermesi sayilabilir (43).

Molekiiler yontemler Blastocystis spp. tanmisinda yiiksek duyarlhilik ve
ozgulliik gostermektedir. Blastocystis igin ilk tanisal PCR 2006 yilinda uygulanmigtir
(47). PCR yonteminin kiiltiirden ve direkt mikroskopiden daha duyarli oldugunu
bildiren ¢aligmalar mevcuttur (52, 53). PCR tabanli molekiiler yontemler parazitin alt

tiir tayini, filogenetik analizi ve siniflamasi i¢in kullanilabilmektedir. RFLP, DNA
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dizi analizi, pirosekanslama, SSU rDNA, SSU rRNA, suptiplere 6zgii STS primerleri
ile yapilan PCR yontemleri Blastocystis’ in molekiiller c¢aligmalarinda

kullanilmaktadir (47, 53).

Tedavi ve Korunma

Blastocystis spp. tedavisi, enfeksiyonun kendi kendini sinirlamasit ve
genellikle asemptomatik seyretmesi nedeniyle tartigmalidir. Bagka bir etkenin
saptanmadigi semptomatik durumlarda tedavi Onerilmektedir (54). Tedavide
metronidazol ilk tercih edilen ilagtir. Parazitin eradikasyonu i¢in metronidazol ve
iyodokinol basarili bulunmus ve semptomlari hafiflettigi belirtilmistir. Ancak
iyodokinol toksik etkileri nedeniyle tercih edilmez. Metronidazol, eriskinlerde 200-
750mg giinde ii¢c kez 5-10 giinliikk tedavi seklinde verilir (38). Ketokonazol,
ornidazol, tinidazol, trimetoprim-siilfametoksazol ve paromomisin parazite etkili
diger ilaglardir. Ozellikle parazitin kist formu gibi metronidazole direng
durumlarinda paromomisin veya trimetroprim-siilfametoksazol ile kombinasyon

tedavisi tercih edilir (55).

Blastocystis’in fekal-oral yolla bulagmasi nedeniyle enfeksiyondan korunmak
icin hijyenik kosullarin saglanmasi, kontamine su ve yiyeceklerin tliketilmemesi,

toplumsal egitim ve sanitasyonun saglanmasi gereklidir (38, 54).

DIENTAMOEBA FRAGILIS

Tarihc¢e ve Siniflama

Dientamoeba fragilis ilk olarak 1918 yilinda M.W. Jepps ve C. Dobell
tarafindan apatojen amip olarak tanimlanmustir. Jepps ve Dobell bu yeni parazite; 8-
10 pm boyutunda ¢ift niikleuslu olmasi, amipe benzemesi, insan viicudu disinda
morfolojik olarak kolay parcalanmasi ve frajil olmasi nedeniyle D. fragilis adini
vermislerdir ve protozoonu Entamoebidae ailesi igerisinde siniflandirmislardir (56).

Dobell 1940 yilinda, D.fragilis ve Histomonas meleagridis arasinda yakin

morfolojik benzerlik oldugunu belirtmis ve gercek bir flagella gosterilmemesine
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ragmen flagellalilar grubuna dahil edilmesi gerektigini onermistir (57). Parazit daha
sonra 1953 yilinda FEntamoebidae ailesinden c¢ikarilip Dientamoebidea ailesi

igerisinde siniflandirilmistir (58).

Jel diffiizyonu ve immunoelektroforez yontemleri kullanilarak 1972 ve 1974
yillarinda yapilan ¢alismalarda Trichomonas, Histomonas ve Dientamoeba arasinda
antijenik  yapt  bakimindan  benzerlik  bulundugu belirtilmistir. ~ Ayrica
Dientamoeba’nin Entamoeba histolytica ile antijenik benzerlik gostermedigi de
vurgulanmstir (59, 60). 1980 yilinda Dientamoeba; Histomonas, Monocercomonas

ve Trichomonas ile birlikte Trichomonadida igerisinde yeniden siniflandirilmistir

(61).

Molekiiler yontemler, ilk olarak 1996 yilinda Dientamoeba’nin taksonomik
siniflamasinda kullanilmistir. Bu doneme kadar geleneksel fenotipik yontemlerden
faydalanilmigtir. Molekiiler filogeni calismalar1 D. fragilis’in kiigiik alt birim
ribozomal RNA (SSU rRNA) dizilerini tespit etmeye yonelik uygulanmis olup,
parazitin kamgili trikomonadlar ile yakin iligkili oldugu belirtilmistir (58).

D. fragilis’in giincel taksonomik siniflandirmasi (62)
Alem (kingdom) : Excavata

Alt alem (subkingdom): Metamonada

Kok (phylum) : Parabasalia

Siif (class) : Tritrichomonadidae

Takim (order) : Trichomonadidae

Aile (family) : Dientamoebidae

Cins (genus) : Dientamoeba

Tiir (species) : Dientamoeba fragilis
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Morfolojik Ozellikler

D. fragilis genellikle trofozoit formunda ve 4-20 um (ortalama 5-15 pm)
boyutunda olup %60-70 oraninda ¢ift ¢ekirdekli, %30-40 oraninda tek ¢ekirdeklidir.
Demir-hematoksilen ve trikrom boyali preparatlarda niikleer membran frajildir ve
periferik kromatin goriilmez. Cekirdek icerisinde 4-8 adet kromatin graniilleri
bulunmaktadir. Protozoonun sitoplazmasi graniillii ve vakuollii géziikmekle birlikte,

icerisinde besin inkliizyonlari ile sindirilmis bakteri ve maya artiklar1 bulunmaktadir

(sekil 5) (58).
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Sekil 5. Modifiye demir-hematoksilen boyamasinda ¢ift ¢cekirdekli D. fragilis trofozoitleri (58)

D. fragilis’in prekistik formu insanlardan alinan 6rneklerde gosterilmistir. Bu
form, 3.5-5 um boyutlarinda, bir ya da iki niikleusa sahip, graniiler ve homojen
sitoplazmadan olugmaktadir. Prekist formu, kist formuna gore daha sik goriilmekle
birlikte orneklerin %5’inden fazlasinda tespit edilmektedir. Kist formunun onceleri
yalnizca hayvan konaklarda goriildiigii tahmin edilmekteydi. Fakat 2014 yilinda
ABD ve Avustralya’daki iki ayr1 laboratuvarda insan gaita orneklerinde saptandigi

bildirilmistir (63).

Yasam Dongiisii ve Bulas

Yapilan calismalar D. fragilis’in, Enterobius vermicularis ve Ascaris
lumbricoides gibi helmint yumurtalariyla bulastigini gostermistir. Prekist ve kist
formlarinin tanimlanmis olmasi1 bulasin farkli yollarla da gerceklesebilecegini

diistindiirmektedir. Protozoonun prekist ve kist formlarinin, insan gaita drneklerinde
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nadir saptanmasina ragmen fekal-oral bulasta rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir

(sekil 6) (64).
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Sekil 6. Dientamoeba fragilis yasam dongiisii.

(https://www.cdc.gov/dpdx/dientamoeba/index.html adresinden 04.03.2021
tarihinde erigilmistir.)

Epidemiyoloji

D. fragilis genellikle gelismis lilkelerde daha sik goriiliir ve prevalansi %0.4-
71 arasindadir. Direkt mikroskopi ile goriilme sikligt %1-20 iken molekiiler
yontemlerle goriilme siklig1 %60-70tir (62). Danimarka ve Hollanda’da yapilan iki
epidemiyolojik calismada, D. fragilis’in goriilme sikliginin sirasiyla %43 ve %22
oldugu belirtilmis, Danimarka’daki g¢alismada prevalansin cocuklarda %70’lere

ulastig1 bildirilmistir (9).

Ulkemizde D. fragilis prevalanst %0.2-9 arasinda degismektedir. Ankara’da
yapilan bir ¢aligmada 85707 diski 6rneginin %9’unda parazit saptanmistir (65).
Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinde yapilan ¢alismalarda Manisa’da %8.8 ve Kayseri’de
%10.7 oraninda tespit edilmistir (66, 67).

D. fragilis’in giinlimiizde iki adet genotipi tanimlanmis olup genotip 1’in

insanlarda en sik saptanan genotip oldugu belirtilmistir. Genotip 2’nin nadir
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goriildiigli ve asil konaginin hayvanlar oldugu, insanlarin ise rastlantisal konak

oldugu diistiniilmektedir (68).
Klinik

D. fragilis, onceleri Jepps ve Dobell tarafindan apatojen olarak tanimlansa
bile ¢ok c¢esitli semptomlara neden olmaktadir (69). Parazit asemptomatik olabilecegi
gibi aralikl diare, karin agrisi, bulanti, istahsizlik, halsizlik, yorgunluk, kilo kayb1 ve
aciklanamayan eozinofili gibi semptomlara neden olabilmektedir. Yapilan
calismalarda hastalarin %50’sinde eozinofili goriildiigii bildirilmistir. En sik goriilen
semptomlar aralikli diare, karin agris1 ve yorgunluktur. Bazi hastalarda uygun tedavi
verilinceye kadar persistan enfeksiyonlar veya reenfeksiyonlar goriilebilmektedir

(64).

Fekal kalprotektin ¢ogunlukla nétrofil, monosit, makrofaj ve submukozal
epitel hiicrelerinden salgilanmakta ve intestinal inflamasyonu gostermektedir. Fekal
kalprotektin birgok bagirsak hastaliginda tani belirteci olarak kullanilmaktadir ve D.

fragilis ile enfekte olan hayvanlarda ve insanlarda yiiksek bulunmustur (70).

Calismalarda firtiker, kolanjit-kolesistit, kasinti, kolit, allerjik kolit ve irritabl

bagirsak sendromu ile D. fragilis arasinda iliski olabilecegi gdsterilmistir (71).

Tam

D. fragilis'in kesfinden bu yana 100 yil gegmesine ragmen bu protozoonu
tespit etmek icin halen az sayida yontem mevcuttur. Parazitin kesin tanis1 kalici
boyama yoOntemleriyle direkt mikroskopiye dayanmaktadir (72). Laboratuvarlar
tarafindan rutin olarak sik kullanilmasa da molekiiler yontem olan real-time PCR
baska bir tan1 yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Nativ-lugol direkt mikroskobik incelemelerde D. fragilis nonspesifik
yuvarlak bir sekil olarak goziikmekte ve karakteristik niikleus yapilar
goriilememektedir. Trofozoit yapist ¢abuk dejenere oldugu i¢in kalici fiksasyon
gereklidir. Bu nedenle protozoonun tespiti i¢in fiksasyon sonrasi kalici boyama
yapilmaktadir. Birgok farkli boya ve fiksatif tanida kullanilabilmektedir. Civa bazl

bilesikler, sodyum asetat asetik asit formalin (SAF), modifiye Schaudinn fiksatifi ve
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timerosal (Mertiolat) iyodin formalin uygun fiksatiflerdir. Boyama i¢in en sik demir
hematoksilen ve trikrom boyalar1 kullanilmakla beraber Mayer’s hemalum ve
Lawless’ boyast da kullanilabilmektedir. Kalic1 boyama yontemiyle incelemenin
deneyim gerektirmesi ve zaman alic1 olmasi gibi dezavantajlar1 mevcuttur (62).

D. fragilis’i iiretmek i¢in bircok kiiltiir yontemi mevcut olmasma ragmen
glinimiizde aksenik Kkiiltiirler kullanilmamaktadir. D. fragilis, c¢ogunlukla
Escherichia coli’nin oldugu flora iceren ksenik kiiltiirlerde iiremektedir. Kiiltiir i¢in
Boeck ve Drbohlav’in besiyeri, Robinson besiyeri, Dobell ve Laidlaw besiyeri,
Cleveland-Collier besiyeri, Balamuth besiyeri ve TYGM-9 gibi ¢ok sayida besiyeri
farkl1 sicaklik ve kosullarda kullanilabilmektedir. Bifazik Loeffler besiyeri
kullanilarak 42°C sicaklik ve mikroaerofilik kosullarda en iyi tireme ortami

saglandig1 gosterilmistir (62, 64, 73).

Diski1 orneklerinde Cryptosporidium spp., Giardia intestinalis ve E.
histolytica tanisi i¢in uygun monoklonal antikorlarin kullanildigi immiinofloresan
mikroskobi, enzim immunoassay ve immiinokromatografik testler gibi tani
yontemleri mevcut olmasina ragmen bu tan1 yontemleri D. fragilis igin
kullanilmamaktadir (74). Literatiirde indirekt floresan antikor testi gibi yontemlerin
kullanildig1 ¢aligmalar bulunmakta olup bu ¢alismalar gelecekte enzim immunoassay

gibi tan1 yontemlerinin gelistirilebilmesi i¢cin umut vadetmektedir (62).

Molekiiler yontemler D. fragilis tanisinda alternatif tani yontemi olarak
kullanilmaktadir. Mevcut molekiiler yontemler birkag saat igerisinde parazitin hizl
tanisina olanak saglamaktadir (62). Konvansiyel PCR yonteminin duyarliligi 88.9%
ve Ozgilligi %100 iken RT-PCR yontemi %100 duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir
(64).

Tedavi ve Korunma

D. fragilis enfeksiyonunu antimikrobiyal ajanla tedavi etmenin klinik
semptomlar1 hafiflettigini gosteren birgok ¢aligma mevcuttur. Parazitin tedavisinde
eritromisin,  karbarson, iyodokinol, kliokinol, diphetarson,  doksisiklin,
oksetetrasiklin, paromomisin ve tetrasiklin ile 5-nitroimidazol tiirevlerinden basta

metronidazol olmak tizere ornidazol, tinidazol, seknidazol de kullanilabilmektedir
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(75). Bununla birlikte istatistiksel olarak anlamli biiyiikliikkte bir Orneklemin
kullanildig1 bu ilaglarin etkinliginin arastirildigi randomize kontrollii ¢alismalara
ithtiyag¢ vardir. Literatlirdeki ¢alismalarin ¢ogu vaka calismasi seklindedir veya yeterli
kontrol grubu icermemektedir. D. fragilis enfeksiyonlar1 tedavisinde kullanilan
ilaglarin c¢aligildig1 biiyiikk Olgekli, randomize, ¢ift kor, kontrollii g¢aligmalarin
yapilmasi gerekmektedir (62).

D. fragilis fekal-oral yolla insana bulasmaktadir. Parazit E. vermicularis
yumurtalart ve prekist-kist formu ile insandan insana bulagsmaktadir. Bu nedenle
enfeksiyondan korunmak icin genel hijyen kurallarina ve sanitasyona uyulmalidir.
Kisisel korunma oOnlemleri arasinda el temizligine dikkat edilmesi ve kontamine
yiyeceklerin yikanmasi gerekmektedir. Ozellikle toplu yasam alanlarinda hijyen
kurallarina uyulmas: ve bulasin engellenmesi agisindan bu ortamlar1 paylasan

insanlara gerekli egitimlerin verilmesi gerektigi belirtilmektedir (76).

GEREC VE YONTEMLER

GERECLER
Laboratuvar Geregleri

- Isik mikroskopu: Leica, Almanya

- Ceker ocak: Metisafe, Tiirkiye

- Biyolojik giivenlik kabini: Nuaire, ABD

- Buzdolab1: Bosch, Almanya

- Derin dondurucu (-80°C): Thermo Scientific, ABD
- Etiiv: Niive, Tiirkiye

- Santrifiij cithazi: Niive, Tiirkiye

- Mikrosantrifiij tlipleri: 2 ml, 1.5 ml

- Vortex: Boeco U-32, Almanya

- Lam-lamel

- Vida kapakli digk1 toplama kabi: 50 ml

- Fekal parazit konsantrasyon tiipii: Mini Parasep SF, Apacor, UK

- Boya saleleri
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- Otomatik pipetler: 100-1000 pl, 10-100 pl, 0.5-10 pl
- Steril pipet uglari: 1000 pl, 100 pl, 40 ul, 20 pl, 10 pl
- Doku pargalayict: Disruptor Genie, ABD

- Kuru 1s1 blogu: Biosan, Tiirkiye

- Is1 dongii cihazi: Qiagen, Almanya

- Pamuk uclu ekiivyon

- Tup sporu

- Mikrosantrifiij tlipii saklama kutusu

- Gazli bez

- Cam boncuk: BioSpec, 0.1 mm

- Pasteur pipeti

Kimyasal Maddeler

- Etil alkol

- Shaudinn fiksatifi

- Distile su

- Trikrom boya

- Karbolik asit (fenol)

- Ksilen

- Lugol soliisyonu

- Potasyum iyodiir (KI)
- Iyot kristalleri (I,)

- % 0.9 NaCl soliisyonu
- Bakar siilfat (CuSO4.5H20)
- Gliserin

- Glasiyal asetik asit

- %1 Siilfirik asit

- Metil alkol

- %10 Formol

- Steril at serumu

- Immersiyon yag
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ARASTIRMANIN YONTEMIi
Etik Kurul Onay:

Calisma icin SBU Tip Fakiiltesi Dekanhigindan tez konusu onay1 (2019/
28957), SBU Ankara EAH Tipta Uzmanlik Egitim Kurulu’ndan ¢alisma onay1, SBU
Ankara EAH Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanligi’'ndan 26.12.2019 tarihli ve
E-19 155-n0o’lu etik kurul onayr alinmistir. Caligmaya katilan hasta grubundaki
bireylere (Bkz. EK-1) ve kontrol grubundaki bireylere (Bkz. EK-2) bilgilendirilmis

onam formu imzalatilmistir.

Hasta ve Kontrol Gruplarimin Se¢imi

Ocak 2020-Agustos 2020 tarihleri arasinda TC. Saglik Bakanlhigi Saglik
Bilimleri Universitesi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji
Poliklinigine basvuran CH tanis1 olan, 18 yas istii ve g¢aligmaya katilma ig¢in
aydinlatilmis onami alinan 75 birey hasta grubu olarak ¢alismaya dahil edildi.

Kontrol grubu olarak ise CH tanisi olmayan, bilinen herhangi bir hastalig
olmayan, 18 yas iistii ve g¢alismaya katilmaya goniillii olan 75 saglikli birey

caligsmaya dahil edildi.

Hasta Takip Formu

Hasta ve kontrol gruplarina dahil edilen tiim bireyler i¢in yas, cinsiyet, uyruk
gibi bilgilerin, istahsizlik, kabizlik, ishal, karin agrisi, bulanti-kusma, kilo kayba,
yorgunluk, siskinlik, gaz, dokiintii, anemi gibi semptomlarin ve ailede CH Oykiisii ile
glutensiz diyet Oykiisiiniin sorgulandigi, diskinin makroskobik goriiniimii, digkinin
direkt mikroskobi, konsantrasyon yontemi sonrasi mikroskopi, trikrom boyama,
Blastocystis kiiltiri ve RT-PCR sonuglarinin kaydedildigi hasta takip formu
doldurulmustur (Bkz. EK-3).
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Orneklerin Toplanmasi ve Laboratuvarda Incelenmesi

Calismaya dahil edilen bireylerden alinan taze digki ornekleri 30 dakika
icerisinde Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na ulastirildi. Laboratuvara ulasan diski o6rnekleri makroskobik
incelemenin ardindan direkt mikroskobik inceleme (nativ-lugol), konsantrasyon
yontemi sonrasi direkt mikroskobik inceleme (nativ-lugol) ve trikrom boyama
yontemleri ile Blastocystis spp. ve D. fragilis varhig1 acisindan incelendi. Ayrica
Blastocystis spp. varliginin tespiti i¢in taze diski 6rneklerinin Jones besiyerine ekimi
yapilarak Blastocystis kiiltiirleri yapildi. Daha sonra yapilacak molekiiler ¢aligmalar
icin taze digki Ornekleri mikrosantrifiij tliplerine alinarak —80°C’de dondurularak
saklandi.

Molekiiler yontemler ile Blastocystis spp. ve D. fragilis varliginin
degerlendirilmesi  Gazi  Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi  Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda yapildi. Mikrosantrifiij tiiplerinde saklanmis digki orneklerinden
DNA izolasyonu yapildi ve RT-PCR yontemiyle Blastocystis spp. ve D. fragilis

varlig1 arastirild.

Diski Orneklerinin Direkt Mikroskobik Incelenmesi

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin digki 6rneklerinin direkt mikroskobik
incelemesi serum fizyolojik ve lugol soliisyonlariyla hazirlanarak ayni lam {izerinde

yapildi.

a. Nativ direkt baki yontemi: Temiz bir lam iizerine pastor pipetiyle bir damla %
0.9’Iuk NaCl soliisyonu damlatildi. Numune kabindan 6rnek ¢ubuguyla kiigiik bir
parca digki alindi. Alinan diski lam iizerindeki % 0.9°lik NaCl soliisyonu ile
karistirilarak homojenize edildi. Lamin {izeri bir lamelle kapatilarak tiim alan 1g1k
mikroskobunda x100 ve x400 biiylitme ile incelendi..

b. Lugol direkt baki yontemi: Kullanimdan 6nce bir birim stok lugol soliisyonu,

bes birim distile suyla sulandirildi.

Stok Lugol solusyonu

- Potasyum iyodiir(KI): 10 gr
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- lyot kristalleri(I,): Segr
- Distile su: 100 ml

Temiz bir lam {izerine pastor pipetiyle bir damla lugol soliisyonu damlatildi.
Numune kabindan 6rnek ¢ubuguyla kiiciik bir parca diski alindi. Alinan digk1
lam {izerindeki lugol ile kanistirilarak homojenize edildi. Lamin iizeri bir
lamelle kapatilarak 151k mikroskobunda (x100-x400) biiylitmede tiim alan

incelendi.

Konsantrasyon Sonrasi Direkt Mikroskobik inceleme

Digk1 Orneklerinin konsantrasyonunun saglanmasi amaciyla ticari olarak
kullanima hazir fekal konsantrasyon tiipleri (Mini Parasep SF, Apacor, UK)
kullanildi. Birinde fiksatif soliisyon digerinde ise filtre bulunan ve birbirine monte
edilebilen iki tiipten olusan tiipiin i¢erisinde Triton-x-100 ile tamponlanmis %10’ luk

formalin bulunmaktadir.

Soliisyon bulunan tiiplin kapagi acilip diger tiipte bulunan kasik yardimiyla
numune kabindan bir miktar diski alindi. Ug birim fiksatif bir birim disk1 olacak
sekilde i¢inde digski bulunan kasik, soliisyon bulunan tiipiin i¢ine konuldu ve vidali
baglant1 yerinden kapatildi. Tiip ters cevrilerek (filtre bulunan tiip alt tarafa gelecek
sekilde) 2 dakika 400 rmp’de santrifiij edildi. Tiipteki 6rnek iyice vortekslendi ve
diskinin fiksatifle karismasi saglandi. Santrifiijden sonra siipernatant kismi dokiildii.
Geride kalan sedimentten pastor pipetiyle bir miktar alinarak %0.9 NaCl ve lugol ile
lam-lamel arasi preparat hazirlandi. Hazirlanan preparat mikroskopta x100 ve

x400’1iik biiylitmelerde incelendi.

Trikrom Boyama Yontemi

a. Boyama icin 6n hazirhk:
1. Schaudinn fiksatifi (Bakir siilfat modifikasyonu):

Doymus bakir stilfat soliisyonu
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Bakair siilfat (CuSO4.5H20): 20 gr
Distile su: 1000 ml

Bakir siilfat, distile su i¢inde benmari usulii 1sitilarak eritildi. Soliisyon

sogumaya birakildi ve kapakli cam sisede kullanilincaya kadar saklandi.

Schaudinn fiksatifi (Bakar stilfat modifikasyonu)

Doymus bakir siilfat soliisyonu: 600 ml

Etil alkol (%95°1ik): 300 ml
Gliserin: 15 ml
Glasiyal asetik asit: 5 ml

Doymus bakir siilfat soliisyonu, etil alkol ve gliserin ile karistirildi.
Kullanilincaya kadar kapakli cam sisede saklandi. Kullanmadan hemen 6nce her 100

ml stok soliisyona 5 ml glasiyal asetik asit eklendi.

2. D’Antoni’nin iyot soliisyonu:

Potasyum iyodiir (KI): 1 gr
Iyot kristalleri (12): 1.5 gr
Distile su: 100 ml

Soliisyon kirmizimsi kahverengi olana kadar cam erlende karistirildi ve filtre

kagidindan siiziildii.

%70’1ik etil alkole (70 ml etil alkol + 30 ml distile su) demli ¢ay renginde

olana kadar D’ Antoni’nin iyot soliisyonu eklendi ve renkli cam siselerde saklandi.

3. %90’lik asit alkol:
Glasiyal asetik asit: 4.5 ml
%090 etil alkol: 995.5 ml
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%90’l1ik etil alkole glasiyal asetik asit eklendi ve kapakli cam sisede oda

sicakliginda saklandi.

4. Karbol-Ksilen soliisyonu:
Karbolik asit (fenol): 1 hacim

Ksilen: 3 hacim

1 hacim karbolik asit ve 3 hacim ksilen karistirildi ve kapakli cam sisede

saklandi.
5. Trikrom boyasi:

Calismada ticari olarak hazir trikrom boyasi (BESLAB, Tirkiye, Lot
No:11042016.0001) kullanildu.

b. Test Prosediirii:

1. Boyama igin 12 adet kapakli cam sale kullanildi. Her bir salenin {izerine
kullanim sirasina gore sira numarasi, hangi soliisyon oldugu, lamlarin i¢ginde ne
kadar siire kalmasi gerektigi ve sollisyonun saleye konulma tarihi yazildi.
Boyama islemi yapilirken siireyi takip edebilmek i¢in kronometre kullanildi.
Lamlar bir soliisyondan digerine aktarilirken kurutma kagidina bir Onceki
soliisyonun damlalar1 emdirildi. Boylece bir sonraki soliisyonun kirlenmemesi

saglandi.

2. Temiz bir tahta ekiivyonla taze diski 6rneginden bir miktar alinarak temiz bir

lammm  1/3’ini  kaplayacak  sekilde ince bir yayma  hazirlandi.
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10.

11

12.

13.

14.

Yaymalar tam kurumadan Schaudinn fiksatifine daldirildi ve en az 30 dakika, en ¢ok

bir gece bekletildi.
Tespit edilmis lamlar, %70’lik alkol soliisyonunda 5 dakika bekletildi.

Lamlar %70’lik etil alkol eklenmis D’ Antoni’nin iyot soliisyonunda 3-5 dakika
bekletildi

Lamlar %70’lik alkol soliisyonunda 2-5 dakika bekletildi.

Lamlar tekrar %70’lik alkol sollisyonunda 2-5 dakika bekletildi.
Lamlar trikrom boyasi iceren salede 8-10 dakika bekletildi.
Dekolarizasyon igin 2-3 saniye %90 asit-alkol soliisyonuna daldirildi.
Lamlar %95 alkole daldirildu.

Lamlar tekrar %95 alkolde ¢alkalandi.

. Lamlar karbol-ksilen soliisyonunda 2 dakika bekletildi.

Lamlar tekrar karbol-ksilen soliisyonunda 5 dakika bekletildi.
Lamlar ksilende 2 dakika bekletildi.

Lamlar tekrar ksilende 5 dakika bekletildi. Kuruyan preparatlar 151k

mikroskobunda x100 immersiyon objektifinde incelendi.

Blastocystis spp. Kiiltiir Yontemi-Jones Besiyeri

1.

Na,HPO4, KH;PO4, NaCl, maya 0ziitii ve distile su agz1 kapakli cam sisede
karigtirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Oda 1sisina geldikten
sonra ekim yapilana kadar 4°C’de saklandi. Ekim oncesi soliisyon gerekli
miktarda buzdolabindan digar1 alinarak oda 1sisina getirildi.

Mikrosantrifiij tiiplerine 1350 ul Jones besiyeri ve 150 pl inaktive edilmis at

serumu eklendi.
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3.

Taze diskidan ekiivyon ¢ubugu ile 50 mg civarinda (kirmizi mercimek kadar)
alinarak kiiltlir tiiplerine aktarildi. Agz1 sikica kapatilarak 37°C’de 48-72 saat
inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda tiip dibinden Pasteur pipeti yardimiyla alman bir damla
ornekle hazirlanan preparat 151k mikroskobunda x100 ve x400 objektiflerle
incelendi.

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin diski Orneklerinin Jones besiyerinde

kiiltiiri yapilarak Blastocystis tiremesi degerlendirildi.

Diski Orneklerinden DNA Izolasyonu Yapilmasi

Mikrosantrifiij tiiplerinde -80°C’de saklanan digki 6rneklerinden Blastocystis spp. ve
D. fragilis DNA’sinin izolasyonu i¢in QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen,

Almanya) kullanildi.

1.

Saklanan diski 6rneklerinin -80°C’den ¢ikarilip oda 1sisinda ¢6ziilmesi saglandi.
Mikrosantrifiij tiiplerine 25 mg cam boncuk konulup iizerlerine 1 ml InhibitEX
buffer eklendi.

InhibitEX buffer ve cam boncuk eklenmis tiiplere 180-220 mg diski Grnegi
koyulup tamamen homojenize oluncaya kadar, doku parcalayicida 10 dakika
vortex yapildi.

Elde edilen siispansiyon 70°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra tekrar bir
dakika vortekslendi.

Tiipler 14 000 rpm’de bir dakika santrifiij edildi.

Yeni bir mikrosantrifiij tliptine 20 pl Proteinaz K eklendikten sonra bir dnceki
adimda elde edilen siispansiyonun siipernatan kismindan 400 pl pipetlenip
Proteinaz K igeren mikrosantrifiij tiipiine aktarildu.

Tiiplere 400 pul AL eklenip 15 saniye vortekslendi.

Tiiplerin 70°C’de 10 dakika inkiibasyonundan sonra tiip kapaklarindaki
damlaciklar1 6nlemek i¢in tekrar santrifiij yapildu.

Stispansiyona 400 pl etanol (%96-100) eklendikten sonra 15 saniye vortekslendi.
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9. Siispansiyondan 600 pl pipetlenip QIAamp spin kolona aktarildi. 1 dakika 14 000
rpm’de santrifiij uygulandiktan sonra spin kolondaki siispansiyon yeni bir
mikrosantrifiij tlipline aktarilip filtrati iceren tiip atildi. Bu asama tiim
siispansiyon bitene kadar iki kere tekrarlandi.

10. Spin kolona 500 pl Buffer AW1 eklenip 1 dakika 14 000 rpm’de santrifiijlendi.
QIAamp spin kolon yeni bir mikrosantrifiij tiipline aktarilip filtrat1 iceren tiip
atildi.

11. Spin kolona 500 pl Buffer AW2 eklenip 3 dakika 14 000 rpm’de santrifiijlendi.
QIAamp spin kolon yeni bir mikrosantrifiij tlipiine aktarilip filtrat1 iceren tiip
atild.

12. QIAamp spin kolon yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilip filtrat1 iceren tiip
atildiktan sonra 3 dakika boyunca 14 000 rpm’de santrifiijlendi.

13. QIAamp spin kolon yeni bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilip 200 pl
ATE buffer QIAamp membranin tlizerine gelecek sekilde pipetlendi. 1 dakika oda
1s1sinda inkiibe edildikten sonra 1 dakika 14 000 rpm’de santrifiijlenip kolon
atild.

Elde edilen DNA alikotlanip her tiipiin iizerine 6rnek numaras1 yazilarak kapaklari

parafilm ile sarildi1 ve -80°C’de saklandi.

Blastocystis spp. ve D. fragilis Real time-PCR Yontemi

Blastocystis ve D. fragilis varligin1 saptamak icin hidroliz(Tagman) problu
RT-PCR yontemi kullanildi. Blastocystis RT-PCR i¢in PrimeTimeAssay (Blasto
FWD F5 ve Blasto R F2 primerleri ve probu) (Sentegen Biotech, Tiirkiye) D. fragilis
icin ise DF3 ve DF4 primerleri ve probu (Sentegen Biotech, Tiirkiye) kullanildi.
Kullanilan primer ve problar tablo 2’de gosterilmistir.

Her iki parazite ait RT-PCR amplifikasyonu i¢in toplam 16 pl’den olusan
benzer PCR karisimi hazirlandi. Reaksiyonda karigim tamponu olarak iTaq Universal
Probes Supermix (Bio-Rad, ABD) kullanild1 (Tablo 3, 4). Blastocystis spp. ve D.
fragilis’in RT-PCR amplifikasyonu i¢in optimizasyon calismalari 6nceden Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yapilmistir.

Optimizasyon sonuglarina dayanarak amplifikasyon i¢in RotorGene Q (Qiagen,
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Almanya) RT-PCR cihazinda yaklasik bir saat siiren PCR protokolii kullanildi ve her
iki protozoon i¢in <35 Ct altindaki degerler pozitif olarak kabul edildi (Tablo 5)

Tablo 2. Blastocystis spp. ve D. fragilis real time PCR i¢in kullanilan primer-prob

oligoniikleotid dizileri

Protozoon Oligonukleotid Ampli Kaynak
Dizi (5°-3’) kon

boyu
(bp)

Blastocystis Blasto R F2 CCTACGGAAACCTTGTTA CGACTTCA
spp- Blasto FWD GGTCCGGTGAACACTTTGGATTT
_F5 118 (77)
Probe FAM-TCGTGTAAATCTTAC
CATTTAGAGGA-MGB NFQ
Dientamoeba  DF4 TGATCCAATGATTTCACCGAGTCA
fragilis DF3 GTTGAATACGTCCCTGCCCTTT 78 (78)
Probe FAM-CACACCGCCCGTCGCTCCTACCG-
TAMRA

Tablo 3. Blastocystis spp. real time PCR i¢in reaksiyon karigimi

Bilesenler Hacim(ul) \
Universal MasterMix 8

PrimeTimeAssay 1.6

dH,O 4.4

DNA 2

Toplam 16

Tablo 4. D. fragilis real time PCR i¢in reaksiyon karigimi

Bilesenler Hacim(ul) \
Universal MasterMix 8

Probe 0.5

DF4 0.8

DF3 0.8

dH,0 39

DNA 2

Toplam 16




Tablo 5. Real time PCR i¢in kullanilan amplifikasyon protokolii

Sicakhik \ Protokol Dongii sayisi
95°C 3dk On Denatiirasyon 1 dongii
95°C 10sn Denatiirasyon
57°C 30sn Primer baglanmasi 40 dongti

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME/ANALIZ

Analizlerde IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versiyon 25
programi (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanilmistir. Kontrol ve hasta gruplar
bazinda yas gibi degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram,
boxpolt, QQ—PP  grafikleri) ve analitik yontemlerle (Kolmogorov-
Smirnow/Shapiro-Wilk testleri, Skewness/Kurtosis) incelendi. Calismamizda siirekli
degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler; ortalama, standart sapma, minimum ve
maksimum kullanilirken kategorik degiskenler i¢in frekans verileri (say1 ve ylizde)
kullanilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalar yapilirken normal dagilima uymayan
nonparametrik sayisal degiskenler i¢in Mann-Whitney U, kategorik degiskenlerde
Ki-kare ya da Yates Diizeltmeli Ki-kare ve Fisher testleri (hiicrelerde gozlenen
degerlerin Ki-kare testi varsayimlarmmi saglamadigi durumda) kullanilmastir.
Blastocystis spp. ve Dientamoeba fragilis saptanmasi agisindan konvansiyonel ve
molekiiler yontemlerin karsilagtirilmasinda bagimli gruplarda Ki-kare testi(McNemar

testi) ve yontemler arasi tutarlilik analizi i¢in Cohen kappa testi kullanilmistir.

BULGULAR

Calismaya hasta grubu olarak dahil edilen ve ¢olyak hastaligi tanist olan
toplam 75 hastanin 59 (%78.7)’u kadm, 16 (%21.3)’st erkekti. Calismaya kontrol
grubu olarak dahil edilen ve ¢olyak hastaligi bulunmayan toplam 75 goniilliiniin 60
(%80)’1 kadin, 15 (%20)’1 erkekti. Hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerin yas
ortalamalar1 sirasiyla 40.21+13.69 ve 40.85+13.28 olarak tespit edildi (Tablo 6).
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Gruplar arasinda yas, cinsiyet ve uyruk agisindan istatistiksel olarak anlamli1 bir fark

bulunmadi (p>0.05).

Tablo 6. Hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamalar1 ve cinsiyet dagilimlari

Hasta Grubu Kontrol Grubu
(n=75) (n=75)

Ortalama + SD \ Ortalama £+ SD

Yas 40.21+13.69 40.85+13.28 0.704*
(MWU-Z=-0.380)
Kadin 59(%78.7) 60(%80)
Cinsiyet 0.840**(r=0.41)
Erkek 16(21.3) 15(%20)

*: Mann Whitney U Test **: Ki kare testi

Diski orneklerinin makroskobik incelemesinde hasta grubunda orneklerin
%57.3’li normal-yumusak iken %42.7°s1 normal-katiydi. Kontrol grubunda ise
orneklerin %48’1 normal-yumusak, %52’si normal-katiydi. Her iki grup arasinda
digkr 6rneklerinin makroskobik goriiniimii agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p=0.252 r=1.310 p>0.05).

Diski 6rnekleri nativ-lugol direkt baki yontemiyle Blastocystis spp. ve D.
fragilis varlig1 agisindan degerlendirildiginde hasta grubu Orneklerinin 64
(%85.3)’linde ve kontrol grubu Orneklerinin 68 (%90.7)’inde parazit saptanmadi.
Hasta orneklerinin 11 (%14.7)’inde ve kontrol grubu orneklerinin altisinda(%8)
Blastocystis spp. tespit edildi (Sekil 7). Hasta grubunda D. fragilis goriilmezken
kontrol grubunda sadece bir (%1.3) hastada Blastocystis spp. ve D. fragilis birlikte
saptand1 (Tablo 7).

-d

Sekil 7. Blastocystis spp. nativ-lugol direkt

baki goriintiisii x400
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Tablo 7. Nativ-lugol direkt baki yontemiyle Blastocystis spp. ve D. fragilis goriilme
sikliklar1

NATIV-LUGOL Hasta Grubu Kontrol Grubu
DIREKT BAKI (n=75) (n=75)
Parazit goriilmedi 64(%85.3) 68(%90.7)
Blastocystis spp. goriildii 11(%14.7) 6(%38)
Blastocystis spp. + 0 1(%1.3)

D. fragilis goriildii

Diski konsantrasyon islemi sonrasi yapilan direkt mikroskobik incelemede
hasta grubunda 56 (%74.7) ornekte ve kontrol grubunda 59 (%78.7) ornekte parazit
saptanmadi. Hasta grubunda 16 (%21.3) ve kontrol grubunda 15 (%20) ornekte
Blastocystis spp. goriiliirken hasta grubunda sadece bir (%1.3) 6rnekte D. fragilis
tespit edildi. Blastocystis spp. ve D. fragilis birlikteligi hasta grubunda iki (%2.7),
kontrol grubunda ise bir (%1.3) 6rnekte saptandi (Tablo 8).

Tablo 8. Konsantrasyon sonras1 mikroskobik inceleme yontemiyle Blastocystis spp.

ve D. fragilis goriilme sikliklar

KONSANTRASYON SONRASI Hasta Grubu Kontrol Grubu
MIiKROSKOBIK INCELEME

(n=75) (n=75)
Parazit goriilmedi 56(%74.7) 59(%78.7)
Blastocystis spp. goriildii 16(%21.3) 15(%20)
D. fragilis goriildii 1(%1.3) 0
Blastocystis spp. + D. fragilis goriildii 2(%2.7) 1(%1.3)
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Trikrom boyama yontemiyle hasta grubunda 56 (%74.7) 6rnekte ve kontrol
grubunda 60 (%80) Ornekte parazit saptanmadi. Hasta grubunda 16 (%21.3) ve
kontrol grubunda 14 (%18.7) ornekte Blastocystis spp. goriilirken sadece hasta
grubunda bir (%1.3) ornekte D. fragilis tespit edildi (Sekil 8). Blastocystis spp. ve D.
fragilis birlikteligi hasta grubunda iki (%2.7), kontrol grubunda bir (%1.3) 6rnekte
saptandi (Tablo 9).

Tablo 9. Trikrom boyama yoOntemiyle Blastocystis spp. ve D. fragilis goriilme
sikliklar1

TRIKROM BOYAMA YONTEMIi Hasta Grubu Kontrol Grubu
(n=75) (n=75)
Parazit goriilmedi 56(%74.7) 60(%80)
Blastocystis spp. goriildii 16(%21.3) 14(%18.7)
D. fragilis goriildii 1(%1.3) 0
Blastocystis spp. + D. fragilis goriildii 2(%2.7) 1(%1.3)

Sekil 8. A) Blastocystis spp. vakuoler formun trikrom
boyamadaki goriinimii x1000 B) D. fragilis trikrom

boyamadaki goriintimii x1000
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Jones kiltiirii yontemiyle hasta grubunda 23 (%30.7) ornekte ve kontrol
grubunda ise 22 (%29.3) 6rnekte Blastocystis spp. tespit edildi (Sekil 9, Tablo 10).
Her iki grup arasinda kiiltiir yontemiyle Blastocystis spp. gorilme siklig1 agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (r=0.032 p=0.859 p>0.05).

Tablo 10. Jones kiiltiirii yontemiyle Blastocystis spp. goriilme sikliklar

JONES KULTURU Hasta Grubu Kontrol Grubu
(n=75) (n=75)
Blastocystis spp. goriilmedi 52(%69.3) 53(%70.7)
Blastocystis spp. goriildii 23(%30.7) 22(%29.3)

Ny

Sekil 9. Kiiltiir yontemi sonrast mikroskopik incelemede

Blastocystis spp. goriintiisii x400

34



Molekiiler yontemle(RT-PCR) hasta grubunda 34 (%45.3) diski 6rneginde
Blastocystis spp. ve D. fragilis saptanmazken 23 (%30.7) 6rnekte izole Blastocystis
spp. 10 (%13.3) ornekte izole D. fragilis ve sekiz (%10.7) drnekte Blastocystis spp.
ve D. fragilis birlikte tespit edildi. Kontrol grubunda ise 36 (%48) Ornekte bu
protozoonlara rastlanmazken 29 (%38.7) 6rnekte izole Blastocystis spp. dort (%5.3)
ornekte izole D. fragilis ve alti (%18) Ornekte Blastocystis spp. ve D. fragilis
birlikteligi saptandi (Tablo 11).

Hasta ve kontrol gruplari en az bir yontemle Blastocystis spp. ve D. fragilis
varligt acisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi (r=3.607 p=0.307 p>0.05). Ayrica ¢alisma gruplart ayr1 ayr1 Blastocystis
spp. (r=0.433 p=0.511 p>0.05) ve D. fragilis (r=2.810 p=0.094 p>0.05) varlhig

acisindan degerlendirildiginde de istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi.

Tablo 11. Real time PCR yontemi ile Blastocystis spp. ve D. fragilis goriilme
sikliklar

MOLEKULER YONTEM(RT-PCR) Hasta Grubu Kontrol Grubu
(n=75) (n=75)
Parazit goriilmedi 34(%45.3) 36(%48)
Blastocystis spp. goriildii 23(%30.7) 29 (%38.7)
D. fragilis goriildii 10(%13.3) 4(%5.3)
Blastocystis spp. + D. fragilis goriildii 8(%10.7) 6(%18)

Calismamiza dahil edilen tim diski O6rneklerine uygulanan direkt baki,
konsantrasyon, trikrom boyama, kiiltiir ve real time PCR yontemlerinin Blastocystis
spp. ve D. fragilis i¢in istatistiksel karsilastirilmasi tablo 12 ve tablo 13’te verilmistir.

Yontemler arasindaki tutarlilik Kappa katsayisi ile degerlendirildi ve ¥<0.21 ise ¢ok
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zay1if derecede, x=0.21-0.40 ise diisiik derecede, x=0.41-0.60 ise orta derecede,
x=0.61-0.80 ise yiiksek derecede x> 0.81 ise ¢ok yiiksek derecede tutarli kabul edildi.

Tiim bireylerin digki 6rnekleri birlikte degerlendirildiginde, konvansiyonel ve
molekiiler yontemlerin Blastocystis spp. saptama agisindan karsilastirilmasinda
konsantrasyon sonrasi1 mikroskobik incelemenin nativ-lugol direkt baki yontemine
gore daha duyarli oldugu goriildii (Tablo 12) Konsantrasyon yontemiyle trikrom
boyama yontemi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi
(p>0.05, Tablo 12). Konsantrasyon yontemiyle Jones kiiltiirii karsilastirildiginda
kiiltlir yonteminin duyarliliginin daha fazla oldugu tespit edildi (Tablo 12).
Blastocystis spp. saptanmasinda molekiiler yontem(RT-PCR) altin standart kabul
edildiginde direkt bak1 yonteminin tutarlilig1 diisiik derecede, konsantrasyon yontemi
ve trikrom boyama yoOnteminin tutarliligi orta derecede, Jones kiiltliir yonteminin

tutarlilig1 ise yiiksek derecede bulundu (Tablo 12).

Tablo 12. Real time PCR yontemi altin standart olarak kabul edildiginde

Blastocystis spp. saptanmasinda yontemlerin karsilastiriimasi

KARSILASTIRILAN Duyarhhk Ozgiilliik

YONTEMLER

Nativ-lugol Direkt Baki %27.7 %100 0.296* 0.001**
Konsantrasyon Sonrasi %51.51 %100 0.543* 0.001**
Mikroskobik inceleme

Trikrom Boyama %350 %100 0.528* 0.001**
Jones Kiiltiirii %68.18 %100 0.706* 0.001**

*:Kappa(tutarlilik testi) **: Mcnemar testi

D. fragilis saptanmasinda nativ-lugol direkt baki yontemi, konsantrasyon
sonrast mikroskobik inceleme ve trikrom boyama yontemleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05, Tablo 13). RT-PCR yontemi altin
standart kabul edildiginde direkt baki yonteminin tutarliligi ¢cok zayif derecede,
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konsantrasyon yontemi ve trikrom boyama yonteminin ise diisiik derecede tespit

edildi (Tablo 13).

Tablo 13. Real time PCR yoOntemi altin standart olarak kabul edildiginde D.

fragilis saptanmasinda yontemlerin karsilagtirilmasi

KARSILASTIRILAN Duyarhhk Ozgiilliik

YONTEMLER

Nativ-lugol Direkt Baki %3.57 %100 0.057* 0.001**
Konsantrasyon Sonrasi %14.28 %100 0.213* 0.001**
Mikroskobik inceleme

Trikrom Boyama %14.28 %100 0.213* 0.001**

*:Kappa(tutarlilik testi) **: Mcnemar testi

Colyak hastalig1 olan bireyler semptomlar bakimindan sorgulandiginda 31
(%41.3)’inde istahsizlik, 36 (%48)’sinda kabizlik, 29 (%38.6)’'unda ishal, 32
(%42.6)’sinde karin agrisi, 14 (%18.6)’linde bulant1 ve kusma, 23 (%30.6)’iinde kilo
kaybi, 46 (%61.3)’sinda yorgunluk, 39 (%52)’unda siskinlik, 40 (%53.3)’1inda gaz,
27 (%36)’sinde dokiintii ve 25 (%33.3)’inde anemi vardi. Hasta grubunda diskida en
az bir yontemle Blastocystis spp. goriilme durumuna goére semptomlar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak sadece dokiintii semptomunun Blastocystis

spp. goriilen bireylerde daha sik oranda oldugu goriildii (p<0.05).

Hasta grubunda diskida en az bir yontemle D. fragilis goriilme durumuna
gore semptomlar karsilagtirildiginda kilo kaybi, yorgunluk, siskinlik ve gaz
semptomlarinin D. fragilis goriilmeyen bireylerde daha sik oranda oldugu goriildii

(p<0.05).

Glutensiz diyet sorgulandiginda; hasta grubunda glutensiz diyete uyma
durumu ve en az bir yontemle Blastocystis spp. varlig1 arasinda anlamli bir farklilik
bulunmadi (p=0.072 p>0.05). Ayrica aymi ¢alisma grubunun glutensiz diyete uyma
durumu ve en az bir yontemle D. fragilis varligi arasinda da anlamli bir farklilik

bulunmadi (p=0.441 p>0.05).
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TARTISMA

Calismamizda ¢oOlyak hastali§i tanisi olan ve olmayan erigkin bireylerde
konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle Blastocystis spp. ve D. fragilis varligi
arastirilmistir.  Colyak hastalarinda intestinal parazitlerin varligi tartismali bir
konudur. Bildigimiz kadariyla, bizim c¢alismamiz ¢olyak hastalarinda Blastocystis

spp. ve D. fragilis varliginin farkli yontemler kullanilarak arastirildigi ilk ¢calismadir.

Blastocystis spp. patojenitesi agisindan arastirmacilarin farkli goriislere sahip
oldugu bir parazittir. Semptomatik ve asemptomatik hastalarda yapilan ¢aligmalarda
Ozellikle semptomatik hastalarda parazitin ameboid formu tespit edilmistir (38).
Diger intestinal protozoonlardan daha fazla goriilen Blastocystis spp.’nin prevalansi
gelismis iilkelerde ve immunsuprese hastalarda %38’e kadar c¢ikmaktadir. Onemi
yeterince bilinmeyen bu parazitin {ilkemizdeki prevalans1 %1.4-23.5 arasinda
degismektedir (79). D. fragilis siskinlik, ishal ve kilo kaybi gibi gastrointestinal
semptomlara neden oldugu diisiiniilen; fakat asemptomatik bireylerde de yiiksek
oranlarda saptanmasi nedeniyle patojenitesi tartismali bir bagirsak protozoonudur
(80).

Korkmaz ve arkadaglar1 Ankara’da yaptiklari ¢alismada 157 GIS sikayeti olan
ve 193 sikayeti olmayan toplam 350 hastanin diski 6rneklerini incelemis ve sikayeti
olanlarin %16.6’sinda ve olmayanlarin %21’inde Blastocystis spp. tespit etmislerdir.
Orneklerin %12’si direkt mikroskobik inceleme, %17’si trikrom boyama ve %19°u
kiiltiir yontemi ile pozitif sonu¢ vermistir (81). Tiirk ve arkadaslar1 Ankara’da
yaptiklar1 ¢aligmada 66 eriskin bireyin digki drneklerinden kiiltiir yontemiyle %39.4
oraninda Blastocystis spp. pozitifligi saptamistir (82). Inceboz ve arkadaslar
tarafindan izmir’de yapilan ve GIS sikayetleri olan 17756 olgunun diski1 6rneklerinin
nativ-lugol direkt mikroskopi ve konsantrasyon yontemiyle incelendigi ¢alismada
Blastocystis spp. sikligr %4.38 olarak bulunmus ve iilkemizin farkli bolgelerinde
Blastocystis spp. pozitifliginin %2.1-%23.5 oraninda oldugu belirtilmistir (83).

Sivcan ve arkadaslari tarafindan Kayseri’de yapilan bir c¢alismada GIS
sikayetleri olan ve saglikli goniillilerden olusan 121 hastanin digski 6rnegi

degerlendirilmis ve %10.7’sinde demir hematoksilen boyama, %]1.7’sinde trikrom
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boyama ve %10.7’sinde kantitatif PCR yontemi ile D. fragilis pozitifligi saptanmistir
(66). Giilmez ve arkadaslar1 Ankara’da yaptiklar1 bir ¢alismada konvansiyonel
yontemlerle Blastocystis spp. sikligin1 %22, D. fragilis sikligim1 %9 olarak bulmuslar
ve bu iki protozoonun goriilme sikliginin son yillarda arttigini belirtmislerdir (65).
Girginkardesler ve arkadaslari tarafindan Manisa’da yapilan bir ¢aligmada trikrom
boyama yontemiyle D. fragilis pozitifligi %8.8 oraninda saptanmistir (67). Yildiz ve
arkadaslarinin Aydin’da yaptiklar1 bir c¢alismada ise D. fragilis sikligi boyama
yontemiyle %2.7 olarak ve PCR yontemiyle %28.37 olarak bulunmustur (84). Yal¢in
ve arkadaslari tarafindan Izmir’de yapilan 292 diski &rneginin degerlendirildigi
calismada kalic1 boyama yontemleriyle Blastocystis spp. ve D. fragilis siklhigi
sirastyla %25.7 ve %16.4 olarak tespit edilmis ve konvansiyonel PCR yontemiyle D.
fragilis %18.2 oraninda saptanmistir (85). Karaman ve arkadaslarinin Malatya’da
yaptigl, 241 temizlik iscisinin digki 6rneklerinin direkt mikroskopi ve formol-eter
coktiirme yontemiyle degerlendirdigi calismada Blastocystis spp. pozitifligi %2.1, D.
fragilis  pozitifligi  %0.4 olarak bulunmustur ve ilkemizde D. fragilis
epidemiyolojisiyle ilgili calismalara ihtiya¢ duyuldugu ve tek basina boyama
yonteminin degerlendirildigi ¢aligmalarda protozoonun sikliginin 9%0.2-%1.02

oldugu agiklanmistir (86).

Roberts ve arkadaslar1 Avustralya’da yaptiklari, 513 digski 6rnegini demir-
hematoksilen kalict boyama yontemi, Boeck ve Drbohlav besiyeri ile TYGM-9
besiyeri kiiltiirii, konvansiyonel PCR ve sekans analizi yontemleri ile inceledikleri
calismalarinda en az bir yontemle %19 oraninda Blastocystis spp. pozitifligi
saptamistir. Kalict boyama yontemiyle Blastocystis spp. sikligin1 %9.1, D. fragilis
sitkhigint  %1.3, Kkiiltiir yontemleriyle Blastocystis spp. sikligim %15.6 ve
konvansiyonel PCR yontemiyle ise Blastocystis spp. sikligin1 %17.9 olarak tespit
etmislerdir (52). D. fragilis ile kronik karin agrisi iliskisinin arastirildigi De Jong ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise kronik karin agrist olan 132 ile GIS
sikayeti olmayan 77 ¢ocuk hastanin digskist RT-PCR yontemiyle degerlendirilmis ve
parazitin siklig1 hasta grubunda %43.2 kontrol grubunda %50.6 olarak bulunmustur
(87). David ve arkadaslar1 tarafindan yapilan Brezilya’nin sosyoekonomik diizeyi
diistik farkli bolgelerinde molekiiler yontemlerle intestinal protozoonlarin sikliginin

arastirildig1 calismada bolgelere gore farkli oranlarda olmak iizere Blastocystis spp.
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pozitifligi %45 ile %71 arasinda, D. fragilis pozitifligi %13.6 ile %18.4 arasinda
tespit edilmistir ve birgok bireyin GIS semptomlar1 olmadan birden fazla paraziti
tastyabilecegi belirtilmistir (88). Ogren ve arkadaslar tarafindan Vietnam’da yapilan
calismada RT-PCR yontemiyle D. fragilis prevalanst GI semptomlar1 olan
eriskinlerde %?2.5, GI semptomlar1 olmayan saglikli kontrol grubunda %2.3 olarak
saptanmustir (89). Calderaro ve arkadaglari, 15752 diski 6rnegini degerlendirdikleri
calismalarinda eriskinlerde Blastocystis’in  %16.06 oraninda en sik saptanan
protozoon oldugunu ve D. fragilis’in eriskinlerde %1.49 oraninda saptandigini

belirtmislerdir (90).

Bizim ¢alismamizda nativ-lugol direkt mikroskopi yontemiyle hasta
grubunda Blastocystis spp. sikligt %14.7 ve kontrol grubunda %8 olarak
saptanmistir. Kontrol grubunda sadece bir kiside Blastocystis spp. ve D. fragilis
birlikte tespit edilmistir. Konsantrasyon sonrasi direkt mikroskobik inceleme
yontemiyle hasta ve kontrol grubunda Blastocystis spp. sirasiyla %21.3 ve %20
oraninda bulunmus olup hasta grubunda sadece bir eriskinde D. fragilis goriilmiistiir.
Ayrica hasta grubunda iki kiside, kontrol grubunda ise bir kiside her iki protozoona
rastlanmistir. Trikrom boyama yontemiyle de benzer oranlar tespit edilmis olup
kontrol grubunda Blastocystis spp. sikligi daha diisiik oranda (%18.7) saptanmistir.
Blastocystis spp. varlig1 Jones besiyeri-kiiltiir yontemiyle degerlendirildiginde hasta
ve kontrol grubunda sirasiyla %30.7 ve %29.3 oraninda bulunmustur. Molekiiler
yontemlerle Blastocystis spp. ve D. fragilis varligi degerlendirildiginde ise hasta
grubunda 9%30.7 ve kontrol grubunda %38.7 oraninda Blastocystis spp. hasta
grubunda %13.3 ve kontrol grubunda %5.3 oraninda D. fragilis saptanmistir. Ayrica
hasta ve kontrol grubunda sirasiyla %10.7 ve %18 oraninda her iki protozoon birlikte
tespit edilmistir. Tim diinyada ve ilkemizde yapilan ¢alismalar gbézden
gecirildiginde ve calisilan hasta popiilasyonu, sosyoekonomik ile sosyokiiltiirel
diizey ve calisilan yontem acisindan degerlendirildiginde farkli oranlarin oldugu
dikkat ¢cekmektedir. Bizim caligmamizda ise hasta ve kontrol gruplar1 en az bir
yontemle protozoonlarin sikligi agisindan degerlendirildiginde her iki grupta
Blastocystis spp. ve D. fragilis siklig1 lilkemizde ve diinyada yapilan ¢alismalarin
ortalamasina gore yliksek bulunmustur. Bu durum hastanemizin bulundugu ¢evrenin

sosyoekonomik diizeyinin diisiikliigiine baglanmistir.
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Literatiirde D. fragilis ve Blastocystis spp. koenfeksiyon oranlarina
baktigimizda; Sarzhanov ve arkadaglari tarafindan yapilan calismada molekiiler
yontemlerle Dientamoeba fragilis ve Blastocystis spp. koenfeksiyonu immiin yeterli
hastalarda %4.15, immiin yetmezIlikli hastalarda %1.63 olarak bulunmustur (91).
Piubelli ve arkadaslari, Italya’min farkli bélgelerinde yaptiklar1 caligmalarinda
molekiiler yontemler ile koenfeksiyon oranimi %10.4 olarak saptamislardir (92).
Aykur ve arkadaslarinin ¢aligmasinda RT-PCR yontemiyle her iki protozoonun
birlikteligi %2.8 oraninda raporlanmistir (93). Calismamizda ise konvansiyonel
yontemlerle de koenfeksiyon saptanmakla birlikte RT-PCR yontemiyle koenfeksiyon
oran1 hasta grubunda %10.7 ve kontrol grubunda %18 olarak tespit edildi. Bu
sonuclar literatiire gore daha yiiksektir ve koenfeksiyon oraninin yiiksek olmasi

parazitlerin bulag yolunun ayni olabilecegi yorumunu yaptirmaktadir.

Blastocystis spp. tespitinde bir¢cok c¢aligmada farkli yontemlerin referans
alindig1 goze carpmaktadir. Korkmaz ve arkadaslarinin yaptigi calismada
Blastocystis spp. saptanmasinda kiiltiir yontemi referans olarak alindiginda, direkt
mikroskobik inceleme ve trikrom boyama yontemlerinin duyarhilik ve 6zgiilliikleri
strastyla %65 ve %100, %88 ve %100 olarak hesaplanmistir. Ayrica Blastocystis
spp. tespitinde direkt mikroskobik inceleme ile trikrom boyama ve kiiltir
yontemlerinin istatistiksel karsilagtirilmasinda anlamli  farklilik saptanmis ve
tutarliliklar1 ise direkt mikroskobik incelemenin gii¢lii, trikrom boyamanin ¢ok giiglii
olarak bulunmustur (81). Tirk ve arkadaslar1 tarafindan yapilan caligmada
Blastocystis spp. tespitinde kiiltiir yontemi altin standart kabul edildiginde nativ-
lugol direkt mikroskobik inceleme ve trikrom boyama yontemlerinin duyarlilik ve
ozgilliikleri sirastyla %30 ve %77.6, %43.3 ve %78.7 olarak tespit edilmistir. Kiiltiir
yontemi ile nativ-lugol ve trikrom boyama yontemleri arasinda orta diizeyde bir
korelasyon belirlenmistir (82). Roberts ve arkadaslari molekiiler yontemlerin
Blastocystis spp. tanisinda en etkili yontem oldugunu agiklamis ve kalici boyama
yonteminin duyarliligini ise %48 olarak tespit etmislerdir. Ayrica kalict boyama
yontemlerinin klinik laboratuvarlarda intestinal parazitlerin tanisinda altin standart
yontem olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir (52). Stensvold ve arkadaslari
tarafindan yapilan 107 digki 6rneginin degerlendirildigi ¢calismada, Blastocystis spp.

saptanmasinda molekiiler yontem referans alindiginda kiltiir, trikrom boyama,
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formol-etil asetat konsantrasyon yontemlerinin duyarliligi ve ozgilliigii sirasiyla
%89 ve %100, %82 ve %100, %50 ve %100 olarak hesaplanmistir (94). Mewara ve
arkadaslar1  calismalarinda  konsantrasyon yonteminin  direkt mikroskobik
incelemeden daha duyarli oldugunu vurgulamislardir (95). Calismamizda
konvansiyonel yontemler ve molekiiler yontemin(RT-PCR) tiim digki 6rneklerinde
Blastocystis spp. tespiti agisindan karsilastirilmasinda istatistiksel olarak RT-PCR’1n
en etkin yontem oldugu tespit edilmistir. Blastocystis spp. tanisi i¢in molekiiler
yontem altin standart kabul edildiginde direkt mikroskopi, konsantrasyon yontemi,
trikrom boyama ve kiiltiir yonteminin duyarliliklart sirastyla %27.7, %51.51, %50 ve
%68.18 olarak hesaplanmistir. Her dort yontemin ozgiilligii ise %100 olarak
bulunmugtur. Ayrica RT-PCR yontemi ile direkt mikroskobik ydntemin uyumu
diisiik, konsantrasyon yontemi ve trikrom boyamanin uyumu orta ve kiiltiir
yonteminin ise yiiksek derecede bulunmustur. Protozoonun tanisinda RT-PCR
yontemi en etkin yontem olmasina ragmen yontemin pahali, manuel ekstraksiyon
basamagi nedeniyle zaman alici, emek yogun olmasi ve 0&zellikli ekipman
gerektirmesi gibi dezavantajlart mevcuttur. Direkt mikroskopi yontemi kisa siirede
sonu¢lanmasi, uygulama kolayligi gibi nedenlerle en yaygin kullanilan yontemdir.
Bu yontemin egitimli ve deneyimli personel gerektirmesi, degerlendirmenin subjektif
olmasi, artefaktlarin yanlis degerlendirilebilmesi, duyarliligin artirilmasi i¢in birden
fazla diski 6rneginin incelenmesi gerekliligi gibi durumlar diger tan1 yontemlerine
gereksinimi ortaya ¢ikarir. Calismamizda Blastocystis spp. tespitinde konsantrasyon
sonras1t direkt mikroskobik incelemenin, direkt mikroskopi ydntemine gore
istatistiksel olarak daha etkili oldugu goriilmiistiir. Konsantrasyon yontemi, zararl
kimyasallar kullanmadan, digki 6rneginin kisa siirede incelenmesini saglayan diisiik
maliyetli tan1 yontemidir. iki asamali filtreleme sayesinde diskiy1 artefaktlardan
arindirir. Helmint larva ve yumurtalarinin, protozoon kistlerinin tespitine yardimei
olur. Parazit morfolojisinin bozulmadan korunmasini saglar. Ayrica diskinin
transferinin kolay olmasi ve saklanabilmesi diger avantajlarindandir. Fakat diski
miktarinin az olmasi durumunda yalanci negatif sonuglar alinabilmektedir. Kalici
boyama yoOntemleri de klinik laboratuvarlarda intestinal parazitlerin tanisinda
kullanilabilmektedir. Bu amagla demir-hematoksilen boyama ve trikrom boyama gibi

yontemlere  bagvurulabilir.  Direkt mikroskopideki artefaktlarin  olmamasi,
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preparatlarin uzun siireli saklanabilmesi gibi avantajlar1 oldugu gibi kalici boyama
yontemiyle incelemelerin deneyim ve bilgi gerektirmesi nedeniyle siibjektif olmasi
gibi dezavantajlar1 da mevcuttur. Calismamizda bir diger tan1 yontemi olan Jones
besiyeri-kiiltiir yonteminin konvansiyonel yontemler arasinda en etkili yontem
oldugu goriilmistiir. Fakat besiyerinin hazirlanmasi: emek gerektirdigi ve yontemin
48-72 saat gibi uzun siirede sonu¢ vermesi nedeniyle rutin tanida

kullanilmamaktadir.

Sivcan ve arkadaglarimin yaptig1 calismada D. fragilis tespitinde kantitatif
RT-PCR yontemi altin standart kabul edildiginde demir hematoksilen boyamanin
duyarliligt ve oOzgilligli %44 ve %93, trikrom boyamanin %0 ve %99, PCR
yonteminin ise %54 ve %100 olarak tespit edilmistir. Ayrica parazitin tanisinda
boyama yoOntemlerinin deneyim gerektirdigi; bu nedenle yanlis pozitif ve negatif
sonuclarin alinabilecegi belirtilmis ve kantitatif PCR yonteminin %100 duyarlilik ve
ozgulliikle kisa siirede kesin sonu¢ vermesi nedeniyle avantajli bir yontem oldugu
vurgulanmistir (66). Yal¢in ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada demir
hematoksilen kalic1 boyama yontemi ile konvansiyonel PCR ydnteminin tutarliligi
yiiksek derecede bulunmustur (x=0.77) (85). Sarzhanov ve arkadaslarinin yaptigi
calismada immiin yeterli ve immiin yetmezlikli toplam 438 hastanin digki 6rneginin
degerlendirilmesinde D. fragilis siklig1 trikrom boyama yontemiyle %3.2, RT-PCR
yontemiyle %11,9 olarak saptanmistir. Ayrica D. fragilis tanisinda RT-PCR
yonteminin istatistiksel olarak daha duyarli oldugu ve trikrom boyama yonteminin

tutarliliginin diisiik derecede oldugu agiklanmistir (x=0.27) (91).

Yaptigimiz calismada konvansiyonel yontemler ve RT-PCR yontemi D.
fragilis saptanmasi acisindan karsilagtirildiginda RT-PCR yonteminin en duyarl
oldugu goriilmiistiir. RT-PCR yoOntemi, protozoonun apatojen olarak da
degerlendirilebilmesi ve yontemin pahali olmasi nedeniyle rutin tanida sik
kullanilmamaktadir (72). Molekiiler yontem altin standart kabul edildiginde direkt
mikroskopi, konsantrasyon ve trikrom boyama yontemlerinin duyarliliklar sirasiyla
%3.57, %14.28 ve %14.28 olarak hesaplanmistir. Tiim yontemlerin 6zgiilliikleri ise
%100 olarak bulunmustur. Ayrica direkt mikroskobik incelemenin RT-PCR ile

uyumunun ¢ok zayif, konsantrasyon yoOntemi ve trikrom boyama ydnteminin
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uyumunun ise diisiik derecede oldugu tespit edilmistir. Protozoonun morfolojik
goriiniimii 16kosit gibi yapilarla karigabilmesi nedeniyle direkt mikroskobik inceleme
D. fragilis tamisinda kullanilmamaktadir. Rutin tanida en sik kalict boyama
yontemleri kullanilmaktadir (84). Fakat parazitin trofozoit formunun dis ortama
dayaniksiz olmasi nedeniyle boyama yontemiyle preparat hazirlanana kadar
canliligim yitirmesi ve bu ydntemle incelemenin tecriibe gerektirmesi sebebiyle
boyama yontemlerinin duyarhilign disiiktir. Calismamizin sonuglarma gore D.
fragilis tanisinda konvansiyonel yontemlerin duyarliligi diisiik oldugundan daha

etkili olmasi ve hizli tan1 konulmasi agisindan RT-PCR yontemi tercih edilmelidir.

Blastocystis spp. ve D. fragilis’in farkli ¢alismalarda farkli semptomlara yol
actig1 goriilmektedir. Mumcuoglu ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada Blastocystis
spp. pozitifligi akut GIS sikayetleri olan grupta %18.8 ve higbir GIS sikayeti
olmayan grupta %6 olarak bulunmus ve her iki grup arasinda anlamli fark oldugu
belirtilmistir (5). Dogruman Al ve arkadaglar1 55 dirtikerli olgu ve kontrol grubu
olarak 43 saglikli olgu degerlendirmisler, hasta grubunun 11’inde ve kontrol
grubunun besinde Blastocystis spp. tespit etmislerdir. Hasta grubunda pozitiflik daha
fazla goriilmesine ragmen her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulmamuslardir (96). Calismamizda hasta grubunda Blastocystis spp. pozitif
eriskinlerde dokiintli semptomunun goriilme orani istatistiksel olarak daha yiiksekti.
GIS semptomlar1 ve anemi gibi diger semptomlar agisindan anlamli bir farklilik

saptanmadi.

Vandenberg ve arkadaslart GIS semptomlar1 olan 448 hasta {izerinde
yaptiklar1 ¢caligsmalarinda Blastocystis spp. sikligint %9.8 ve D. fragilis sikligin1 %6.3
olarak saptamuslardir. D. fragilis saptanan olgularda karin agrisi ve ishalin en sik
goriilen semptomlar oldugunu, kilo kaybi, anoreksi ve anal kasintinin ise daha az
siklikta goriildiigiinii agiklamislardir (97). Menéndez ve arkadaslari tarafindan 892
semptomatik ve asemptomatik bireyin digkilarinda D. fragilis varligina bakilmis ve
PCR yontemiyle 163 olguda parazite rastlanmistir. Parazit saptanan 50 olguda
herhangi semptomun olmadigi ve semptomlar ile D. fragilis pozitifligi arasinda
istatistiksel olarak bir iliski saptanmadigi vurgulanmistir. Ayrica iirtikeri olan alti

hastanin besinde Blastocystis spp. koenfeksiyonu oldugu belirtilmistir (98). Ogren ve
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arkadaglar1 ile De Jong ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismalarda da RT-PCR
yontemiyle D. fragilis arastirilmis ve protozoonun varligi ile semptomlar arasinda
anlamli bir iligki tespit edilmemistir (87, 89). Bizim ¢aligmamizda ise literatiirdeki
calismalardan farkli olarak hasta grubunda D. fragilis goriillmeyen eriskinlerde kilo
kaybi, yorgunluk, siskinlik ve gaz semptomlarinin orani istatistiksel olarak daha
fazlaydi. Kilo kaybinin parazit goriilmeyen bireylerde daha fazla goriilmesinin;
Zavala ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglarina benzer olarak, D.
fragilis enfeksiyonu nedeniyle bagirsak mikrobiyotasindaki degisim ve inflamatuar
yanita bagli istahta ve besin aliminda degisiklikler ile baglantili olabilecegi

diistintilmisttir (99).

Baz1 ¢alismalarda ¢esitli protozoon ve helmintler ile ¢dlyak hastaligi, irritabl
bagirsak sendromu ve inflamatuar bagirsak hastaliklari gibi immiinolojik hastaliklar
arasinda iliski gosterilmistir. CH; ince bagirsaklarin etkilendigi, malabsorbsiyon
semptomlarinin goriildiigii, multisistemik otoimmiin bir hastaliktir. Ayrica yapilan
caligmalarda bazi intestinal parazitlerin CH ve inflamatuar bagirsak hastaligi gibi
otoimmiin bagirsak hastaliklarinda bagisiklik yaniti degistirebilecegi belirtilmistir
(7). Blastocystis spp.’nin bagirsaklarda yogun inflamatuar hiicre infiltrasyonu, lamina
propriada o6dem, bagirsak epiteline yerlesme ve epitelde dokiilme gibi
immunopatolojik degisiklere neden oldugu; ayrica GM-CSF ve IL-8 gibi inflamatuar
sitokinlerin salgilanmasini uyardigi aciklanmistir (100). Protozoonlarin bu sekilde
inflamasyonu uyarmasi immiinolojik bagirsak hastaliklar1 i¢in tetikleyici
olabilmektedir (101). Literatiirde ¢Olyak hastalarinda Blastocystis spp., Giardia
lamblia ve D. fragilis gibi protozoonlarla firsat¢1 bagirsak enfeksiyonlarinin
meydana gelebilecegi belirtilmesine ragmen Blastocystis spp. ve D. fragilis ile CH
iliskisini gosteren ¢aligma sayis1 yok denecek kadar azdir (102). Genellikle IBS
hastalarinda protozoonlarin varlig1 ve Necator americanus gibi kancali kurtlarin CH
tedavisinde kullanilabilecegi ile ilgili calismalar mevcuttur (103). Jiménez ve
arkadaglar1 30 CH olan erigkinin katildigi c¢alismalarinda Blastocystis spp.’nin
subtotal-total villus atrofisi ve kilo kaybi olan semptomatik ¢6lyak hastalarinda
firsatc1 enfeksiyonlara neden olabilecegini belirtmislerdir (6). Bizim ¢alismamizda
CH olan eriskinler ve saglikli kontrol grubu arasinda en az bir yontemle Blastocystis

spp. varlig1 acisindan istatistiksel olarak bir farklilik saptanmadi. Ayrica D. fragilis
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pozitifligi hasta grubunda daha fazla goriilmesine ragmen en az bir yontemle
protozoonun varhigi agisindan da anlamli bir farklilhik bulunmadi. Bu durumun
CH’nin daha ¢ok ince bagirsaklari tutan bir hastalik olmasina, protozoonlarin ise
daha cok kalin bagirsaklarda yerlesmesine bagli oldugu diisiiniildii. Hasta grubunun
%88’1 glutensiz diyete uymaktaydi. Blastocystis spp. ve D. fragilis varlig ile
glutensiz diyet arasinda da istatistiksel bir iliski goriilmediginden glutensiz diyetin
protozoonlarin pozitifligini etkilemedigi diistintildii. Bildigimiz kadariyla, bizim
calismamiz ¢olyak hastaligi, semptomlar ile Blastocystis spp. ve D. fragilis iligkisini
aragtiran ve protozoonlarin varligini farkli yontemlerle degerlendiren ilk ¢aligmadir.
Colyak hastaliginda ve saglikli mikrobiyotada protozoonlarin roliiniin daha iyi

anlasilabilmesi i¢in 6rneklem sayisinin fazla oldugu yeni calismalara ihtiya¢ vardir.
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SONUCLAR

Calismamizda CH tanisi olan 75 eriskin ile CH tanisi olmayan 75 eriskinin
diski 6rnegi incelendi. Tiim digkr 6rnekleri nativ-lugol direkt mikroskobik
inceleme, konsantrasyon, trikrom boyama, Blastocystis spp. i¢in kiiltiir (Jones
besiyeri) ve RT-PCR yontemiyle degerlendirildi.

Direkt mikroskobik incelemeyle hasta grubunun 11’inde (%14.7), kontrol
grubunun altisinda (%8) Blastocystis spp. saptandi. Kontrol grubunda sadece
bir hastada Blastocystis spp. ve Dientamoeba fragilis birlikte goriildii.
Konsantrasyon yontemiyle hasta grubunun 16’sinda (%21.3) ve kontrol
grubunun 15’inde (%20) Blastocystis spp. gorlliirken hasta grubunda bir
hastada D. fragilis goriildi. Hasta grubunun ikisinde (%2.7) ve kontrol
grubunun birinde (%1.3) her iki parazite birden rastlandi.

Trikrom boyama yontemiyle hasta grubunun 16’sinda (%21.3) ve kontrol
grubunun 14’inde (%18.7) Blastocystis spp. goriiliirken hasta grubunda bir
hastada D. fragilis goriildi. Hasta grubunun ikisinde (%2.7) ve kontrol
grubunun birinde (%1.3) her iki parazite birden rastlandi.

Kiiltiir yontemiyle hasta grubunda 23 eriskinde (%30.7) ve kontrol grubunda
22 eriskinde (%29.3) Blastocystis spp. saptandi.

RT-PCR yontemiyle hasta grubunda 23 (%30.7) erigkinde, kontrol grubunda
29 (%38.7) eriskinde Blastocystis spp. gorildii. Hasta grubunun 10’unda
(%13.3) ve kontrol grubunun dordiinde (%5.3) D. fragilis goriiliirken hasta
grubunun sekizinde (%10.7) ve kontrol grubunun altisinda (%18)
koenfeksiyon tespit edildi.

Hasta ve kontrol gruplar1 en az bir yontemle Blastocystis spp. ve D. fragilis
varlig1 acgisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi (p>0.05).

Konvansiyonel ve molekiiler yontemler karsilastirildiginda Blastocystis spp.
tanisinda en etkili yontemin RT-PCR oldugu, trikrom boyama ve
konsantrasyon yonteminin direkt mikroskobik incelemeye gore daha duyarh
oldugu, kiiltiir yonteminin ise konvansiyonel yontemler arasinda en duyarl

yontem oldugu goriildii. RT-PCR yontemi altin standart kabul edildiginde
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direkt mikroskobik inceleme, konsantrasyon yontemi, trikrom boyama ve
kiiltiir yonteminin duyarliliklar sirasiyla %27.7, %51.51, %50 ve %068.18
olarak saptandi. Tutarliliklar1 ise sirasiyla diisiik derecede, orta derecede, orta
derecede ve yliksek derecede olarak tespit edildi.

D. fragilis tanisinda en etkili yontemin RT-PCR oldugu ve konvansiyonel
yontemlerin etkinliginin zayif oldugu goriildi. RT-PCR yontemi altin
standart kabul edildiginde direkt mikroskobik inceleme, konsantrasyon
yontemi ve trikrom boyama yontemlerinin duyarliliklari sirasiyla %3.57,
%14.28 ve %14.28 olarak saptandi. Tutarliliklar1 ise sirasiyla ¢ok zayif
derecede, diisiik derecede ve diisiik derecede olarak tespit edildi
Calismamizda Blastocystis spp. tanisinda konsantrasyon yontemiyle birlikte
kiiltiir yontemi kullaniminin duyarlilig1 artirabilecegi sonucuna ulasildi. RT-
PCR yoOnteminin en etkili yontem olmasi1 ve kisa siirede sonug¢ vermesine
ragmen maliyeti yiiksek, manuel ekstraksiyon nedeniyle yogun emek
gerektiren bir yontem oldugu goriildii. Bununla birlikte her iki protozoonun
asemptomatik bireylerde de saptanmasi nedeniyle rutin tani testlerinin
kullaniminin gerekli olup olmadigi sorgulandi.

Hasta grubunda Blastocystis spp. goriillen bireylerde dokiintii semptomu
istatistiksel olarak daha fazla oranda tespit edildi. Diger semptomlar
acisindan parazit goriilen ve goriilmeyen bireyler arasinda farklilik yoktu.
Hasta grubunda D. fragilis saptanmayan bireylerde kilo kaybi, yorgunluk,
siskinlik ve gaz sikayetleri istatistiksel olarak daha fazlaydi.

Hasta grubunda glutensiz diyete uyup uymama ile protozoonlarin pozitifligi
arasinda iligki saptanmada.,

SARS-CoV-2 pandemisi nedeniyle ve molekiiler yontemin maliyetinin
yiiksek olmasindan dolayr calismamizin 6rneklem sayisinin diisiik olmasi
calismamizin kisitlayici faktoriidiir.

Protozoonlarin varliginin spesifik hasta grubunda bes farkli yontemle

arastirilmasi ¢alismamizin giiclii yanidir.
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EKLER

EK-1: HASTALAR iICiN BILGILENDIRILMIiS ONAM FORMU

Sevgili hastamiz,

Colyak hastaliginiz olmasi sebebiyle sizi Dr. Bedia DINC tarafindan yiiriitiilen
“Colyak hastaligr bulunan eriskin hastalarda konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle
Blastocystis _spp. ve Dientamoeba_fragilis goriilme sikhgimin _arastirilmasi” baglikli
arastirmaya davet ediyoruz.

Bu arastirmaya katilip katilmama kararini vermeden Once, arastirmanin neden ve
nasil yapilacagim bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle asagida ayrintih olarak yazilan
bilgilerin okunup anlasilmasi biiyiik onem tagimaktadir. Eger anlayamadiginiz ve sizin i¢in
acik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi isterseniz doktorunuza sorunuz.

Bu calismaya katilmak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir ve sadece siz
izin verdiginiz takdirde ¢aligmaya dahil edileceksiniz. Caligsmaya katilmama veya katildiktan
sonra herhangi bir anda ¢alismadan ¢ikma hakkinda sahipsiniz. Bu aragtirmaya katilmay1
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Asagida
yazilan bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu
imzalayimz.

Arastirmamin amaci: Colyak hastaligi, gluten adi verilen bir bugday proteinine
kars1 gelisen, sindirim sistemi belirtileri ve sindirim sistemi dis1 belirtilerle goriilen
bagirsak hastaligidir.

Blastocystis spp. ve Dientamoeba fragilis iilkemizde yaygin olarak goriilen ve digki
orneklerinde siklikla saptanan bir parazit tlirleridir. Bu parazit enfeksiyonlari
belirtisiz olabilecegi gibi karin agrisi, ishal ve kusma gibi sindirim sistemi
belirtileriyle de kendini gosterebilir. Son yillarda bu parazitler ile ¢6lyak hastaligi ve
diger bazi bagirsak hastaliklar1 arasinda iligski gosterilmistir. Colyak hastalarinda
parazit enfeksiyonlarinin daha sik goriilebilecegi belirtilmistir.

Colyak hastalig1 ve parazit enfeksiyonlar1 arasindaki iligkinin gosterilmesi, ¢olyak
hastaliginin tanisinda ve tedavisinde yol gosterici olmaktadir.

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi: Arastirmaya ¢olyak
hastalig1 tanis1 olan 75 eriskin hasta ile ¢olyak hastaligi tanisi olmayan, bilinen
herhangi bir hastalii bulunmayan ve c¢alismaya katilmaya goniillii olan saglikli
kisilerden secilecek 75 eriskin birey olmak {izere toplam 150 gonilli dahil
edilecektir.

Arastirma sirasinda izlenecek ve goniillilye uygulanacak yontemler:

1. Calisma i¢in sizden sadece diski 6rnegi vermeniz istenecektir.
2.Alman digki 6rnekleri laboratuvar kosullarinda bagirsak parazitleri agisindan farkl
yontemlerle incelenecektir.
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* Bu arastirma ile hastalar herhangi bir risk ya da rahatsizlik ile karsilagmayacaktir.

* Gontilliilere ait kimlik bilgileri ve elde edilen tiim veriler gizli tutulacak, ancak
calismanin kalitesini denetleyen gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca
geregi halinde incelenebilecektir.

* Calismaya katilmak igin goniillillerden herhangi bir ticret istenmeyecektir.
Calismaya katilan goniilliillere de herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

*QGontilliiler arastirma siireci ve sonucu ile ilgili bilgi almak isterse sorumlu
arastirmact Dr. Bedia DINC’i 0 505 354 07 76 numarali telefondan, yardimci
arastirmacilar Dr. Muzaffer MIZRAK’1 0 505 561 41 07, Dr. Filiz KAYA’y1 0 505
457 67 12 numaral telefonlardan arayabileceklerdir.

Goniillii Beyani:

Bilgilendirilmis goniillii onam formundaki tiim ag¢iklamalari okudum. Bana yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigim, istedigim
zaman gerekceli veya gerekgesiz olarak aragtirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. Bu
aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. S6z konusu aragtirmaya,
hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul ediyorum. Eger
katilmayr reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

TARIH
Katilimci hasta:
Adi, soyadi:
Adres:
Tel.
Imza

Katilimel ile goriisen hekim:
Adi soyadi, unvani:

Adres:

Tel.

Imza:
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EK-2: SAGLIKLI KONTROLLER iCiN BILGILENDIRILMiS ONAM
FORMU

Sevgili goniilliimiiz,

Sizi Dr. Bedia DINC tarafindan yiiriitilen “Célyak hastahg: bulunan_eriskin
hastalarda konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle Blastocystis spp. ve Dientamoeba
fragilis goriilme sikhiginin arastirilmasi” baglikli arastirmaya davet ediyoruz.

Bu aragtirmaya katilip katilmama kararin1 vermeden Once, arastirmanin neden ve
nasil yapilacagimi bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle asagida ayrintih olarak yazilan
bilgilerin okunup anlasilmasi biiyiik onem tagimaktadir. Eger anlayamadiginiz ve sizin i¢in
acik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi isterseniz doktorunuza sorunuz.

Bu c¢alismaya katilmak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir ve sadece siz
izin verdiginiz takdirde ¢alismaya dahil edileceksiniz. Calismaya katilmama veya katildiktan
sonra herhangi bir anda ¢alismadan ¢ikma hakkinda sahipsiniz. Bu aragtirmaya katilmay1
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Asagida
yazilan bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu
imzalaymz.

Arastirmanin amaci: Colyak hastalifi, gluten adi verilen bir bugday proteinine
kars1 gelisen, sindirim sistemi belirtileri ve sindirim sistemi dis1 belirtilerle goriilen
bagirsak hastaligidir.

Blastocystis spp. ve Dientamoeba fragilis iilkemizde yaygin olarak goriilen ve digki
orneklerinde siklikla saptanan bir parazit tiirlerdir. Bu parazit enfeksiyonlar1 belirtisiz
olabilecegi gibi karn agrisi, ishal ve kusma gibi sindirim sistemi belirtileriyle de
kendini gosterebilir. Son yillarda bu parazitler ile ¢olyak hastaligi ve diger bazi
bagirsak hastaliklar1 arasinda iliski gosterilmistir. Colyak hastalarinda parazit
enfeksiyonlarinin daha sik goriilebilecegi belirtilmistir.

Colyak hastalig1 ve parazit enfeksiyonlar1 arasindaki iligkinin gdosterilmesi, ¢olyak
hastaliginin tanisinda ve tedavisinde yol gosterici olmaktadir.

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi: Arastirmaya ¢olyak
hastalig1 tanist olan 75 erigkin hasta ile ¢olyak hastaligi tanisi olmayan, bilinen
herhangi bir hastalii bulunmayan ve c¢aligmaya katilmaya goniillii olan saglikli
kisilerden segilecek 75 erigkin birey olmak {lizere toplam 150 goniillii dahil
edilecektir.

Arastirma sirasinda izlenecek ve goniillilye uygulanacak yontemler:

1. Calisma i¢in sizden sadece diski 6rnegi vermeniz istenecektir.
2.Alman digki 6rnekleri laboratuvar kosullarinda bagirsak parazitleri agisindan farkl
yontemlerle incelenecektir.
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* Bu arastirma ile hastalar herhangi bir risk ya da rahatsizlik ile karsilagmayacaktir.

* Gontilliilere ait kimlik bilgileri ve elde edilen tiim veriler gizli tutulacak, ancak
calismanin kalitesini denetleyen gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca
geregi halinde incelenebilecektir.

* Calismaya katilmak igin goniillillerden herhangi bir ticret istenmeyecektir.
Calismaya katilan goniilliillere de herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

*QGontilliiler arastirma siireci ve sonucu ile ilgili bilgi almak isterse sorumlu
arastirmact Dr. Bedia DINC’i 0 505 354 07 76 numarali telefondan, yardimci
arastirmacilar Dr. Muzaffer MIZRAK’1 0 505 561 41 07, Dr. Filiz KAYA’y1 0 505
457 67 12 numaral telefonlardan arayabileceklerdir.

Goniillii Beyani:

Bilgilendirilmis goniillii onam formundaki tiim ag¢iklamalari okudum. Bana yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigim, istedigim
zaman gerekceli veya gerekgesiz olarak aragtirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. Bu
aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. S6z konusu aragtirmaya,
hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul ediyorum. Eger
katilmayr reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

TARIH
Katilimci hasta:
Adi, soyadi:
Adres:
Tel.
Imza

Katilimel ile goriisen hekim:
Adi soyadi, unvani:

Adres:

Tel.

Imza:

63



EK 3: HASTA TAKIiP FORMU

ADI:
SOYADI:
YAS:
CINSIYET:

TEL:
UYRUK:
ADRES:

Istahsizlik:
Kabizlik:

Ishal:

Karin agrist:
Bulant1 ve kusma:
Kilo kaybu:
Yorgunluk:
Siskinlik:

Gaz:

Dokiintii:
Anemi:
Kullanilan ilag:

|:| Hasta glutensiz diyete uyuyor

|:|Hasta glutensiz diyete uymuyor

Ozgegmis: (Akrabalarda CH tanis1 dykiisii)

Gaita makroskopisi:

Gaitanin direkt mikroskopi/direkt baki(nativ-lugol) sonucu:

Gaitanin direkt mikroskopi/konsantrasyon sonucu:

Gaitanin Blastocystis kiiltiir sonucu

Gaitanin trikrom boyama sonucu:

Gaitanin real-time PCR sonucu:
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