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T.C.
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Urtikerli Hastalarda Blastocystis spp. Saptanmasi Ve Alt Tiplerinin
Belirlenmesi

Laman MUSAYEVA
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah

YUKSEK LiSANS TEZi / KONYA, 2020

Bu tez calismasinda iirtiker tanisi almig hastalarda Blastocystis spp. saptanmasi, parazit ile
iligkili trtiker sikliginin belirlenmesi ve bu hastalarin kontrol grubu hastalarla karsilastiriimasi
amaglanmigtir. Blastocystis tiirleri, insan ve hayvanlarda yaygin olarak goriillen enterik
protozoonlardir. Giiniimiizde 17 alt tipi saptanmig olup bunlardan dokuzu insandan izole edilmistir.
Insanda saptanan bazi alt tiirlerinin patojenite ile iliskili, baz1 alt tiirlerin ise apatojen oldugu
diisiiniilmektedir.

Calismamiza Selguk Universitesi, T1p Fakiiltesi Dermatoloji poliklinigine Subat 2019 - Subat
2020 tarihleri arasinda bagvuran 100 {irtiker tanili hastadan olusan hasta grubu ve saglikli 100
goniilliiden olusan kontrol grubu dahil edildi. Nativ-lugol yontemi kullanilarak direkt mikroskobik
inceleme yapildi ve Blastocystis spp. morfoloji formlarinin en az birinin goriilmesi sonucu pozitif
olarak kabul edildi. PZR ve sekanslama yontemleri kullamilarak Blastocystis alt tipleri belirlendi.
Ayrica caligmada hasta grubuna hasta sikayetleri, sosyo-ekonomik seviye ve hijyen gibi bilgileri
iceren bir anket uygulanarak, Blastocystis spp. varligi ile bu degiskenler arasindaki iligki aragtirildi.

Hasta grubundan alinan 100 gaita 6rneginin 9'unda (%9) Blastocystis spp. pozitif olarak
bulundu. Hasta grubuna ait pozitif olan 6rneklerin, 2’sinde (2%) Entamoeba spp. ve Blastocystis spp.
birlikte, 7’sinde (%7) sadece Blastocystis spp. saptandi ve negatif olan 6rneklerde baska parazit
bulunmadi. Kontrol grubundan alinan 100 gaita 6rneginin toplam 5'inde (%5) Blastocystis spp. pozitif
olarak bulundu. Kontrol gurubuna ait pozitif olan orneklerin 1’inde (1%) Entamoeba spp. ve
Blastocystis spp. birlikte, 4’tinde (%4) sadece Blastocystis spp. saptandi ve negatif olan 6rneklerin
2’sinde (2%) Entamoeba spp. bulundu. Hasta grubunda belirlenen Blastocystis alt tip dagilimi: ST2
(n=4, %44,4), ST3 (n=3, %33,3), ST1 (n=1, %11,1), ST4 (n=1, %11,1) seklinde, kontrol grubunda
belirlenen Blastocystis alt tip dagilimi: ST3 (n=2, %40), ST1 (n=2, %40), ST2 (n=1, %20) seklinde
bulundu.

Calismamizda Blastocystis spp. varligi, kontrol grubu hastalarda yapilan parazit incelemesi
sonucu hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte daha diisiik saptandi. Alt
tiplerin belirlenmesi sonucu frtiker hasta grubunda ST2 alt tipinin yiiksek oranda bulunmasi
patojenite agisindan 6nemli rol oynadigimi gosterebilir. Calismamizda hasta grubundaki en yaygin
bildirilen bes semptom (kasinti, kizariklik, kabariklik, ates ve siskinlik) degerlendirildiginde kasint1 ve
kizariklik semptomlariyla Blastocystis alt tip dagilhiminin iliskili olabilecegi distiniilmektedir.
Ozellikle ST2 ile siskinlik ve karin agris1 semptomu iliskisi dikkat cekmektedir.

Anahtar Sozciikler: alt tip, Blastocystis spp., PZR, irtiker.

Vi



SUMMARY

REPUBLIC of Turkey
SELCUK UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

BLASTOCYSTIS SPP. DETECTION IN PATIENTS WiTH URTICARIA AND
DETERMINATION OF SUBTYPES

Laman Musayeva
Deparment of Medical Microbiology

MASTER THESIS/ KONYA-2020

In this thesis, it was aimed to detect Blastocystis spp. in patients diagnosed with urticaria, to
determine the frequency of urticaria associated with the parasite, and to compare these patients with
control group patients. Blastocystis species are enteric protozoans commonly seen in humans and
animals. Today, 17 subtypes have been identified, nine of which have been isolated from humans.
Some subspecies detected in humans are thought to be related to pathogenicity, and some subspecies
to be apatogenous.

Our study included a patient group consisting of 100 patients with urticaria who applied to
the Dermatology outpatient clinic of Selguk University Faculty of Medicine between February 2019
and February 2020, and a control group consisting of 100 healthy volunteers who applied to the
Medical Microbiology Laboratory of Selguk University, Faculty of Medicine. Direct microscopic
examination was performed using the native-lugol method and the result of seeing at least one of the
Blastocystis morphology forms was accepted as positive. Blastocystis spp. subtypes were determined
using PCR and sequencing methods. In addition, a questionnaire containing information such as
patient complaints, socio-economic level and hygiene was applied to the patient group in the study,
and the relationship between the presence of Blastocystis spp. and these variables was investigated.

Blastocystis spp. was found to be positive in 9 (9%) of 100 stool samples taken from the
patient group. Entamoeba spp. and Blastocystis spp. were found together in 2 (2%) of the positive
samples belonging to the patient group, and only Blastocystis spp. was found in 7 (7%) of them and
no other parasites were found in the negative samples. Blastocystis spp. was found to be positive in 5
(5%) of 100 stool samples taken from the control group. Entamoeba spp. and Blastocystis spp. were
detected together in 1 (1%) of the positive samples belonging to the control group, only Blastocystis
spp. was detected in 4 (4%) of the samples and Entamoeba spp. was found in 2 (2%) of the negative
samples. Blastocystis subtype was found distribution determined in the patient group: ST2 (n = 4,
44,4%), ST3 (n = 3, 33,3%), ST1 (h = 1, 11,1%), ST4 (n = 1, 11,1%), Blastocystis subtype
distribution determined in the control group: ST3 (n = 2, 40%), ST1 (n = 2, 40%), ST2 (n = 1, 20%).

In our study, the parasite examination of the control group patients in terms of Blastocystis
spp. was found to be lower, although it was not statistically significant, compared to the patient group.
The high rate of ST2 in the urticaria patient group as a result of determining subtypes may indicate
that it plays an important role in terms of its pathogenicity. In our study, when the five most
commonly reported symptoms (itching, rash, swelling, fever and swelling) in the patient group are
evaluated, it is thought that the itching and rash symptoms may be related to the Blastocystis subtype
distribution. Especially, its relation with ST2 with bloating and abdominal pain symptoms is
remarkable.

Keywords: Blastocystis spp., PCR, subtype, urticaria.
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1. GIRIS

Blastocystis hominis (B. hominis) insan bagirsak protozoonlari arasinda en
cok rastlanan parazit olmasma karsin patojenitesi halen tartisilmaktadir (Ok UZ
1995). B.hominis’in olusturdugu hastalik Blastocystosis olarak isimlendirilmistir
(Silberman ve ark 1996). Bagisiklig1 baskilanmis hastalarda ciddi enfeksiyonlara yol
acarak sagaltima direng gostermesi parazitin daha sik glindeme gelmesine neden
olmustur (Ok 2007). Bu parazit 6nemli 6l¢iide morfolojik degiskenlik ve karyotip
cesitliligi  gostermektedir (Noél ve ark 2005). Anaerobik bir protozoon olan
B.hominis insan kalin bagirsak epiteli ve limeninde yasamaktadir. Parazitin konak
tizerinde cesitli mekanizmalarla zararli veya faydali etkilere sebep olabilecegi 17

farkln alt tipi tanimlanmustir (Alfellani ve ark 2013).

Yapilan ¢alismalar sonucu insanlarda Blastocystis prevalansi gelismis
tilkelerde (% 1,5 ila % 10) gelismekte olan iilkelere (% 30 ila % 50) gore daha asagi
oranda gortiinmektedir ve belirli bir iilkede bile, rapor edilen yayginlik oranlar bityiik
ol¢iide degismektedir (Stenzel ve Boreham 1996).

B.hominis’in ¢esitli boyutlarda toplam 6 formu tanimlanmistir. Bunlar;
vakuoler, graniiler, kist, ameboid, multivakuoler ve avakuoler formlardir (Mandell ve
ark 2005). En ¢ok saptanan formlardan biri olan vakuolar form 4 ila 15 um arasinda
Olgiiliir ve bliylik dlglide (2-200 um) degiskendir. Vakuoler formdan farkli olarak
graniiler form intrasitoplazmik graniiller ile karakterizedir. Ameboid formu
patogenezde Onemli oldugu dislinlilmiistiir ve nadiren saptanir. Kist formu son
yillarda 2 ila 5 um biiyiikliiglinde tanimlanmistir ve boyutu kiiciik oldugundan diski
dokiintiisii olarak yanlis tanimlanilabilir (Mandell 2009).

Blastocystis’in tanisinda inceleme igin kullanilan materyal gaita Grnegidir.
Gaita Orneginde parazitin spesifik sekilleri goriilerek tani konur. Tani i¢in en ¢ok
kullanilan yontem direkt mikroskobik inceleme olsa da yardimci tani olarak kiiltiir
yontemleri de kullanilmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yodnteminin
duyarliligi % 94 olarak belirlenmistir (Saygi 2016). Parazitin alt tiplerinin
saptanmasinda iki yaklasim yaygin olarak tercih edilmektedir. Bunlardan birincisi;

kiigiik-alt  tinite ribozomal RNA kodlayan genin (SSU-rRNA) kismen



sekanslanmasidir. Alt tiplere 6zgli primerlerin kullanildig1r “sequence tagged site

polimerase chain reaction” (STS-PCR) ise ikinci dnemli yontemdir (Stensvold 2013).

Enfeksiyonun asemptomatik seyreden formu icin tedavi Onerilmemektedir.
Blastosistoz tedavisinde metronidazol, trimetoprim-siilfametoksozol (TMP-SMX) ve
iyodokinol en ¢ok kullanilan ilaglardir. Ancak bu ilaglarin farmakolojik etkileri

farklilik gostermektedir (Mandell 2009).

Diger paraziter hastaliklarda oldugu gibi Blastocystis enfeksiyonundan
korunmak i¢in 6nemli olan faktorler kisisel hijyen, egitim ve cevre temizligidir

(Sayg1 2016).

Plazma sizintilar1 nedeniyle meydana gelen {irtiker deride veya mukozada
gecici sisliklerle karakterize edilir. Urtiker yiizeysel dermis ddemi ile tanimlanir.
Urtiker ayn1 zamanda kasmtili ve merkezleri pembe veya soluk renkli dokiintiilerle

karakterize edilir (Bolognia ve ark 2012).

Bir iirtiker atagi alti haftadan az devam ederse akut iirtiker olarak
tanimlanmaktadir. Ataklar daha uzun devam ederse, kronik trtiker olarak
tanimlanmaktadir. Akut trtiker genel olarak cocuk ve gencglerde, kronik iirtiker ise

eriskinlerde daha sik rastlanir (Ozkaragoz ve Ozkaragoz 2006).

Urtiker etiyolojisi otoimmiinite, allerji, ilaclar, enfeksiyonlar ve diyet
pseudoallerjenleri gibi farkli nedenlere baglidir. Yapilmis tam bir fizik muayene
sonrasinda irtiker idiopatik olarak (nedeni agiklanamayan) degerlendirilebilir. Bu
nedenle, trtiker tanist koyuldugu zaman; tan1 anemneze dayandirilmali, diyet ve
fiziksel nedenlere baglh tetiklenmeler, kan testleri, deri biyopsi ve deri testleri gibi
arastirmalarla desteklenmelidir. Urtiker kronik seyirli (uzun yillar siiren) ve
toplumda yaygin bir hastaliktir. Ancak uygun tedaviyle kontrol altina alinabilir

(Bolognia ve ark 2012).

Calismamizda, ttiker tanisi almis ¢ocuk ve eriskin hastalarda Blastocystis
spp. agisindan degerlendirilmesi, parazit ile iligkili Girtiker sikliginin belirlenmesi, bu
hastalarin saglikli kontrol gruplar ile karsilastirilmasi amaglanmistir. Bunun i¢in
calismaya dahil edilen kisilerden alinan gaita Ornekleri direkt baki (nativ-lugol

yontemi) ve diski konsantrasyon yontemiyle incelendi. inceleme sonrasi gaitada



Blastoctysis spp. saptanan hasta 6rnekleri PZR yontemiyle ¢alisilmistir. Blastocystis
alt tiplerini belirlemek i¢in ¢ift bazli sekanslama analizi yapilmistir. Ayrica irtiker
tanis1 almis hastalarla anket c¢alismasi yapilmistir. Arastirmaya katilmak

tamamen goniilliiliikk esasina dayanmaktadir.
1.1.Tarih¢e ve Simiflandirma

Blastocystis hominis yaygin bir parazit oldugu halde siniflandirilmasi halen
tartisitlmakta olan bir konudur. 1967 yilina dek bu parazit mantar olarak
diisiiniilmiistiir (Ok ve ark 1995). ilk kez Alexeieff 1911 yilinda Blastocystis cinsini
farkli bir organizma olarak tanimlamis ve B.enterocola adin1 6nermistir (Stenzel ve
Boreham 1996). Daha sonra 1912 yilinda E.Brumpt tarafindan tanimlanmistir
(Brumpt 1922). lizole edildigi konaklara gore Schizosaccharomyces grubuna
yerlestirilen Blastocystis, taksonomik olarak farkli sekillerde isimlendirilmistir.
Farkli konaklarda farkli Blastocystis tiirlerinin yerlesdigi fikri insanlardan elde edilen
izolatlarin B. hominis olarak adlandirilmasi ireli siiriilmiistiir. Uzun siire yapilan
arastirmalardan sonra 1973 yilinda Zierdt bu parazitin yasam dongiisiinii bildirmistir
ve 1978 yilinda Blastocystea sinifi ile Blastocystida takimini olusturmustur (Zierdt
1973, Zierdt 1978). Mikroorganizmanin anti-protozoal ilaglara duyarli olmasi,
mantar besiyerlerinde lirememesi, antimikotiklere karsi direncli olmasi; 33°C’nin
altinda c¢ogalamamasi, 30°C’nin altinda Olmesi, bagirsak protozoonlar1 igin
hazirlanan besiyerlerinde tiremesi, kiiltiirde iirerken bakterilere gereksinim duymasi,
endodiyogeni ile cogalmasi, yavas hareket eden yalanci ayaklarin olmasi gibi
nedenlerle B.hominis’in bir protozoon olarak kabul edilmesi 6ngoriilmistiir (Zierdt
ve Williams 1974, Jiang ve He 1993).

Yapilan RNA gen analizlerine dayanan bir ¢alisma sonucu bu parazitin
kahverengi algler gibi Stramenophiles i¢inde yer alabilecegini gostermistir
(Silberman ve ark 1996). Kahverengli algler, diatomlar ve basgka canlilarin dahil
oldugu Stramenophiles grubu bir ve ¢ok hiicreli protistleri kapsayan heterojen bir
gruptan olusmaktadir. Yapilan arastirmalar Chromista alemi igerisinde bir alt-alem
olan Heterokontophyta ile Stramenopiles grubunun karakteristik 6zelliklerinin benzer
oldugu tespit edilmistir. Caligsmalarin sonucuna dayanarak Chromista aleminin
Heterokonophyta  alt-aleminde Blastocystis  spp.  taksonomik  olarak

siiflandirilmistir.  Genetik olarak heterojen olan bu parazit, farkli tiirlerinin
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(Blastocystis  subtype 1-30) ¢ok olmasi sebebiyle Blastocystis olarak
isimlendirilmistir (Clark ve ark 2013). Blastocystis diger stramenopillerden farkli
olarak kamgiya sahip degildir. Bu nedenle, haraketsizdir. Parazitin bu &zellikleri
g6zoniinde bulundurularak; Blastocystis i¢in Blastocystea adi verilen yeni bir sinif
olusturulmustur. Parazitin glinimiizde kullanilan en giincel sistematikas1 agagidaki

sekilde gosterilmektedir (Cavalier-Smith 1998, Tan 2008).
Domain Eukaryota
Kingdom Chromalveolata
Phylum Heterokontophyta
Class Blastocystae
Order Blastocystida
Family  Blastocystidae
Genus Blastocystis

Species Blastocystis hominis
1.2. Morfoloji

B.hominis’in ¢esitli boyutlarda toplam 6 formu tanimlanmistir. Bunlar;
vakuoler, graniiler, kist, ameboid, multivakuoler ve avakuoler formlardir. Son
calismalarda en ¢ok saptanan formlarin kist ve multivakuoler form oldugu ve bu
formlarin kiiltiir besiyerlerinde bir-birine doniistiigii bildirilmistir. Bagirsakta
enfeksiyonun olugsmasina B.hominis’in kist formunun neden oldugu diisiiniilmektedir
(Mandell ve ark 2005). Kiiltiir besiyerlerinde tireyen orneklerde goriilen formlar
diskida goriilen formlara nisbeten biiylik santral vakuollii ve ylizey ortiilerinin daha

ince oldugu bildirilmistir (Ok ve ark 1995).

En ¢ok saptanan formlardan biri olan vakuolar form 4 ila 15 pum arasinda
Olctiliir ve biiylik 6lclide degiskendir. Vakuoler formdan farkli olarak graniil form
intrasitoplazmik graniiller ile karakterize olunur. Ameboid formu patogenezde

onemli oldugu diisiiniilmiistiir ve nadiren saptanir. Kist formu son yillarda 2 ila 5 pm



buytikliigiinde tanimlanmistir ve boyutu kiiciik oldugundan yanlis tanimlanilabilir
(Bennett ve ark 2014).

Blastocystis’in 4 6nemli morfolojik formunun in-vitro kiltiirii yapilmustir:
vakuolar, graniiler, ameoboid ve kist formu. Vakuoler ve graniiler formu in-vitro
kiiltirde ve diskida en ¢ok saptanan ve tanmabilen formdur. Yapilan c¢aligmalar
irregliler ameboid formun sadece patogenezde rol oynayabilecegini gostermistir.
Blastocystis izolatlarinin tanimlanmasi igin insan ve hayvanlarda tespit edilen
izolatlarin SSU-rRNA tabanli arastirmalar sonucunda subtipleri (Blastocystis ST1-
17) belirlenmistir (Sayg1 2016).

Sekil 1: Blastocystis spp.’nin morfolojik formlar1 : (a) vakuoler form, (b) graniiler
form, (c) ameboid form, (d) kist formlar1. Cubuk-10 um (Parija ve Jeremiah 2013).

1.2.1. Vakuoler Form

Vakuoler form rutin tanida isik mikroskobuyla aranan B. hominis’in en tipik
formdur. Bu form hafif veya yuvarlak, diizensiz bir ¢epere sahiptir. Boyutlar 2 ile
200 um arasinda degisiklik gostermektedir. Gaita Orneklerinde yaklasik 4-15 pm
boyutunda goriilmektedir. Ancak yapilan kiiltiirlerde daha genis boyutlarda
goriilebilir (Hizaler ve ark 2018). Vakuoler form bir veya iki ¢ekirdege sahiptir.



Yapilan arastirmalar sonucunda birden fazla ¢ekirdegi olan izolatlar da
belirlenmistir. Yapilan mikroskopilerde eger hiicre iki c¢ekirdekliyse her bir
cekirdegin hiicrenin kars1 kenarlarinda goriildiigli saptanmistir. Cekirdek sferik veya
ovoidal formdadir. Mikroskopi raporlarinda hilal seklindeki kromatin kiitlesinin

¢ekirdegin sonunda goriildiigi bildirilmistir (Tan ve ark 2001).

Formun adindan belli oldugu gibi hacminin yaklasik % 90°n1 vakuoler
yapidadir. Periodik asit schiff, sudan Black B boyalari ile karbohidrat ve lipid varligi
vasitas1 ile vakuolin depo gorevi ortaya c¢ikarilmistir. Morfolojik agidan farkli
vakuoller saptanmistir. Genel olarak vakuoller ¢ok sayida graniillerden olusmaktadir.
Ancak graniiler forma geciste graniillerin gelismesini saglayan bir yapi oldugu
belirlenmistir. Blastocystis’in  vakuoler formunun sitoplazmasi tipik olarak

okaryotlarda bulunan organelleri igermektedir (Tan 2008).

Sitoplazma merkezi vakuol tarafindan kenara itilmis bir periferde
yerlesmektedir. Hiicre sitoplazmasmin kalinlastigi alanda; cekirdek, mitokondri-
benzer organeli (MLO), golgi ve mikrotiibiiller yer almaktadir. Vezikiil-benzeri veya
filament-benzeri yapilar1 ise sitoplazma merkezi vakuole dogru evajine olarak
olusturmaktadir. Genellikle sitoplazmada cekirdegin yaninda yer alan ovoid sekilli
olan MLO’nin (0,5-2 pum) sayist bazi hiicrelerde yiizlerle saptanmistir (Yarlett ve
Tan 2007).

Protozonun yiizey tabakasi (fibriler tabaka veya kapsiil) hiicresel elemanlar:
cevrelemistir. Bir arastirmada, tavuk, domuz, maymun ve insandan izole ettikleri
Blastocystis izolatlarin1 elektron mikroskobu ile incelemislerdir. Mikroskopi
sonucunda protozoonun etrafini ¢evreleyen fibriler bir yapt bulunmus ve kalinliginin
izolatlar arasinda farklilik oldugu belirtilmistir. (Cassidy ve ark 1994). Bununla
birlikte, genellikle yeni izole edilmis Blastocystis’lerde bu tabaka kalin olmus ve
laboratuvar kiiltiirlerinde giderek inceldigi gosterilmistir (Tan 2008). Paraziti
cevreleyen bu fibriler yapmin islevinin ozmotik soklardan paraziti korumak ve
bakterileri yakalamak oldugu diisiiniilmektedir (Zaman ve ark 1995). Slime tabakasi
veya kapsiil dis sitoplazmik zarin etrafinda farkli kalinlik ve morfolojide olup ylizey
ortiisti goérevini yapmaktadir. Uzun kiiltiir periyodunda slime tabakasinin incelip

kayboldugu bildirilmistir (Stenzel ve Boreham 2001, Tan ve ark 2002).



Merkezi vakuol protozoonun en sik gézlenen hiicresel yapisi olup, gorevi tam
olarak bilinmemektedir. Ayrica, filipin indikatorii ile merkezi vakuolda kolesterol
bulundugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda, bu yapmin yag deposu ve
karbonhidrat olarak hiicre boliinmesinde ve biiylimesinde kullanildig1 bildirilmistir
(Yoshikawa ve Hayakawa 1996). Benzer arastirmalar sonucunda programli hiicre
6lumii sirasinda ortaya ¢ikan apoptotik cisimciklerin depolanmasinda ve hiicre digina
salinmasinda merkezi vakuoliin rolii olabilecegi belirtilmistir (Nasirudeen ve ark
2001).

1.2.2. Graniiler Form

Vakuoler formlara kiyasla, graniiler formlar daha az derecede pleomorfizm
gosterir. Ortalama ¢ap1 15 pum ila 25 pum arasinda degisen graniiler formlarin en
biiytigi 80 pm olarak saptanmustir (Zierdt 1973, Zierdt ve Williams 1974).
Intrasitoplazmik graniiller ile karakterizedir. Aksenik olmayan besiyerlerinde,
antibiyotik eklenmis besiyerlerinde ve uzun siire devam ettirilen kiiltiirlerde en sik
rastlanan formdur (Yamada ve Yoshikawa 2012). Merkezinde lipit, metabolik, veya
tireme graniilleri ile gizleyen ylizlerce mitokondri icermektedir. Graniillii goriiniimii;
kiiciik vezikiillerin, yag damlaciklarinin, miyelin-benzeri inkliizyonlarin ve Kristalin

graniillerinin olusturdugu gosterilmistir (Dunn ve ark 1989).

Arasgtirmacilar tarafindan yapilmis sitokimyasal ¢alismalar graniillerin biiyiik
bir kismmin lipitlerden (6zellikle fosfolipid ve yag asitlerden) olustugu
belirlenmistir. Ayrica, protein olarak bilinen kiiciik graniiller ise bazi hiicrelerde
gozlemlenmistir. Farkli morfolojiye sahip olan graniiller farkli bilesenlere de sahiptir.
Graniiler formun vakuoler formdan doniisimiine sebep olan durumlar; Kiltiir
ortaminda artan serum konsantrasyonlari, MEM (Minimal essentialmedium)
ortamina transferi ve aksenisazyonda bazi antibiyotiklerin kullanilmasi, 6zellikle
norfloksasin ve amfoterisin B’nin eklenmesi olarak bildirilmistir. Gosterilen bu
kosullar graniiler formun vakuoler formdan doniisiimiiniin ¢esitli kosullar altinda

gerceklestigini gostermektedir. (Boreham ve Stenzel 1993).

Yapilmis elektron mikroskopik calismalar sonucunda metabolik, iireme ve
lipit graniilleri olmak iizere ii¢ tip graniil tanimlamistir. Sadece sitoplazmada bulunan

metabolik graniiller organizmanin c¢esitli metabolik yollarimi yiiriitmekle iligkilidir.



Genellikle merkezi bedende goriilen ilireme graniilleri sizogonideki rollerinin dnerisi
halen tartigilmaktadir. (Suresh ve ark 1994, Tan ve ark 2003). Depolama govdesi
olarak islev goren lipid graniilleri hem sitoplazmada hem de merkezde goriiliir. (Tan
ve Zierdt 1973).

1.2.3. Ameboid Form

Bu form diski ve kiiltiirler igerisinde gok az rastlanilmaktadir. Genel olarak
mikroskopide; 2.6-7.8 mm c¢apinda diizensiz sekilli, siklikla psddopodlariyla
tanimlanmaktadir. Ameboid form, psédopodlarinin olmasina ragmen hareketsizdirler

(Tan 2008).

Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve isik mikroskopu ile yapilmis
mikroskobik incelemeler sonucu ameboid formda merkezi vakuoliin bulundugu
saptanmistir. Ayrica, yalanci ayak benzeri sitoplazmik uzantilarda ¢ok sayida MLO
ve golgi’nin yer aldigi belirtilmistir (Tan ve ark, 2001). Gozlenen bu organeller
ameboid formun aktif bir form olduguna kanitlamaktadir. Bu formda bulunan yalanci
ayak benzeri yapilar amiplerden farkli olarak hareket i¢in kullanilmamaktadir. Fakat
bakteri fagositozunda rol oynadigi belirtilmistir (Boreham ve Stenzel 1993). Ayrica,

ameboid formlarin bakterilerle beslendigi bildirilmistir (Inceboz ve Usluca 2009).

Bu formun bagirsak immiin homeostazini bagirsak epitelyal hiicrelerine daha
iyi yapisarak etkiledigi One siirilmistiir. Enflamatuar hiicrelerin dolagiminin,
parazitlerin ylizeyindeki antijenlere kars1 olugan immiin cevap sonucunda saglandigi

diistiniilmektedir (Valsecchi ve ark 2004).
1.2.4. Kist Formu

Coklu vakuol, glikojen ve lipit birikintilerini igeren ¢evreye direngli, 1 ila 4
cekirdekli bir kist formu tanimlanmustir (Long ve ark 2008). En son tanimlanan sekil
olan kist formu, diger formlara gore daha kiiciik boyutlara sahiptir. Kist formu
kiiresel veya oval bir goriiniime sahiptir. Kist formu diger formlardan farkli olarak
daha kiigiik boyutlara (2-5 um) sahiptir ve in vitro kiiltirlerde nadiren
saptanmaktadir (Tan 2008). Cok katli bir kist duvarmna sahip olan bu formun,
orneklerin bazilarinda gevsek ve kirilgan bir tabakanin kist ylizeyinde bulunabilecegi

belirtilmistir (Zaman ve ark 1995). Olduk¢a yogun bir yapida olan Kist



sitoplazmasinin, 1 ila 4 ¢ekirdek ve c¢ok sayida lipit/glikojen vakuolleri ve MLO
icerdigi tanimlanmistir (Abou ve Negm 2001, Tan 2008).

Kist formun canli kalabildigi siire 25°C sicaklikta bir ay, +4°C’de sicaklikta
iki aydan fazla olarak rapor edilmistir. Ayrica, kist formu klorlamaya kars1 direngli
oldugu bildirilmistir (Zaki ve ark 1996). Yapilmis canlilik ¢alismalari, kistlerin su ile
lizise direngli oldugunu, oda sicakliginda 19 giine kadar hayatta kalabildiklerini
ispatlanmigtir. Ayrica, arastirmalar kist formlarinin asir1 sicak ve sogukta ve yaygin
dezenfektanlarda kirilgan olduklarini géstermistir (Long ve ark 2008). Protozoonun
kist formu, parazitin dis ortamda hayatta kalma mekanizmasini temin eden ve

insanlar arasinda gecisi saglayan formudur (Giilabi 2016).
1.2.5. Multivakuoler Form ve Avakuoler Form

Yaygin bilinen dort formunun disinda az sayidaki ¢alismada nadiren rastlanan
formlar da tanmimlanmistir. Taze diski Orneklerindeki Blastocystis izolatlarinin
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile incelenmesi sonucu Bu kiigiik formlar

(5-8um) rapor edilmistir (Yamada ve Yoshikawa 2012).

Tek nukleus (nadiren 2) multivakuoler formda bulunur. Nukleusun bir
kutbunda (birkag istisna disinda) elektron opak yarimay seklinde bir bant mevcuttur.
Gaita niimunelerinde saptanan tiim multivakuoler formlarn kiiltiirdekilerden farkli
olarak kalin bir yiizey tabakasina sahip olduklar1 gézlemlenmistir. Cukurlarla kapli
hiicre membranina sahiptir. B. hominis’in degisik multivakuoler formlarinin gaita
materyalindeki kisa siireli kiiltiiriinde sadece graniiler ve vakuollii form rapor
edilmistir. Ancak uzun sireli kiiltiirlerde ise sadece vakuollii formlar tespit
edilmistir. Belirgin morfolojik farkliliklar ise mitokondri benzeri yapilarda

izlenmistir (Sienzel ve ark 1991).

Organel matrikse uzanan sayisiz krista avakuoler formlar da bulunmaktadir.
Bu yapilar kiiltiir formlarda kisa tiibiiler veya kesecik seklinde olup cok az sayida
bulunmaktadir. Bu formda, MLO diger formlardakilere gore daha az elektron
opaktir. Bu farkliliklarin nedeni daha agiklanamamustir (Zierdt ve Tan 1976, Sienzel
ve ark 1991).



1.3. Alt Tipler

Blastocystis’in insan ve hayvanlarda enfeksiyona neden olan 17 alt tipi (ST)
tanimlanmistir. Parazitin alt tipleri, rezervuarlarina, cografik dagilimina ve bulasma
yollarina gore farklilik gostermektedir. Giiniimiizde insanda Blastocystis spp.nin 9
alt tipi tanimlanmistir. ST3, insanlarda en sik saptanan alt tiptir. Ayrica, ST1, ST2,
ST4, ST5, ST6, ST7, ST8, ST9’da insanlarda saptanan alt tiplerdendir. Yapilmig
arastirmalarda degisik bolgelerde farkli alt tiplerin dominant oldugu belirlenmistir
(Popruk ve ark 2013, Wawrzyniak ve ark 2013). Yapilmis benzeri g¢alismalarda
insanlarda diger konaklara gore alt tiplerden ST1-ST4 daha yiiksek oranda
bildirilmigtir. Bu dort alt tip insanlardan baska; kuslarda, kopeklerde, siganlarda,
insan-dis1 primatlarda, domuzlarda ve sigirlardan saptanmistir (Villanueva-Garcia ve
ark 2017). ST6 ve ST7 kanatlilarda, ST5 ise domuzlarda yaygin goriilmektedir.
Sadece ST8 insan disindaki primatlardan izole edilmistir. Yapilmig arastirmalarin
hicbirinde ST9, insan disinda bagka bir oOrganizmadan izole edilememistir
(Yoshikawa ve ark 2016). Bocek, amfibi ve siiriingenleri enfekte eden Blastocystis

izolatlar1 halen alt tiplere gére siniflandirilmamistir (Betts ve ark 2018).

Ayrica, farkli Blastocystis alt tiirleri farkli patojenik potansiyellere sahiptir
(Clark 1997). Gastrointestinal semptomlardan ST1, ST2 ve ST4 sorumlu
tutulmaktadir (Kaneda ve ark 2001). Irritabl Bagirsak Sendromu (IBS) ile ST7 ile
iliskilidir (Poirier ve ark 2012). Apopitozu ST4’iin indiikledigi bildirilmistir. Konak
dokusunda hidrolazlar alt tip 7, kendi besin ihtiyaci i¢in kullanmaktadir (Puthia ve
ark 2008). Artan patojenite ile ST1’in iligkili oldugu bildirilmistir (El Safadi ve ark
2013).

Cesitli Blastocystis alt tiplerinin siipheli patojenitesini arastirmak igin;
Polymerase Chain Reaction (PCR) tabanli yontemler (Forsell ve ark 2017),
genomik caligmalar (Denoeud ve ark 2011, Gentekaki ve ark 2017), protein aktivite
caligmalar1 gibi yaklasimlar veya digki mikrobiyotasinin metagenomik analizi
(Forsell ve ark 2017, Siegwald ve ark 2017) gibi yontemler kullanilabilir.

Parazitin genomlarinin farkli ilgi c¢ekici Ozellikleri bunlardir: ortolog
proteinler arasinda amino asit sekansinda asir1 sapma (ortalama % 39-41 farklilik),

gen igerigi ve intron sayist agisindan alt tiirler arasinda biiyiik genetik c¢esitlilik (her
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bir alt tipin gen setinin % 9-20'si benzersizdir), bir baslangi¢ kodonunu kaybeden
(or., rpsd'te) veya cergeve i¢i durdurma kodonlarina sahip (6r.,"orfl160" iginde)
mitokondriyal genler (Jacob ve ark 2016).

Gen igerigi, alt tipler arasinda farkliliklar gostermektedir. ST1'in STE20 / 7
Kinaz gen ailesinin bir genislemesine sahip oldugunun bulunmasi bu genetik
farkliliklara 6rnek gosterilebilir. Ayrica, ST4 ve ST7'ye 6zel, kalsiyum—kalmoduline
bagimli benzeri kinazlar da alt tipler arasindaki farkliliklara ornektir. M23
metalopeptidaz ailesinin, ST1 ve ST7'de bulunmasina karsin ST4’de tamamen eksik

oldugu saptanmistir (Gentekaki ve ark 2017).

ST3'in patojenik potansiyele sadece amoeboid form mevcut oldugunda sebep

olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Yan ve ark 2006).
1.4. Epidemiyoloji

Kozmopolitan bir parazit olan Blastocystis spp. diinyada genis prevalansa
sahiptir. Ik kez Tiirkiye’de 1928 yilinda Ismail Hakki (Celebi)’nin yayinladig: diski
muayene sonuglarinda saptanmistir, lakin mantar oldugu diisiincesiyle protozoonlar

arasinda smiflandirilmamistir (Hakki 1928).

Yapilmis arastirma sonuglarina gére incelenen digski 6rneklerinde Blastocystis
%25’¢ yakin bir oranda saptanmustir. Kazanilmis bagisiklik eksikligi sendromu
(AIDS) hastalarinda veya kortikosteroid kullananlarda Blastocystis hominis’in nadir

olsa da patojen olarak saptandigi gosterilmistir (Betts ve ark 2003).

Diinya Saglik Orgiitii’niin Water Sanitation and Health programi kapsaminda
Blastocystis bir parazit olarak kabul edilmektedir. Tiirkiye, Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) ve Fransa gibi bir¢ok iilkede Blastocystis tiirlerinin yaygimliginin
Entamoeba, Cryptosporidium ve Giardia gibi intestinal protozoonlardan daha yiiksek
oldugu bildirilmistir. Ulkeden iilkeye farklilik gdsteren Blastocystis dagilimi ayni
tilkenin ¢esitli bolgelerinde de farklilik gostermektedir. Sosyo-ekonomik seviyenin
kotii olmasi, alt yapi1 sartlarinin uygunsuzlugu, yiyecek ve iceceklerin kontamine bir
sekilde kullanilmas1 ve hijyen gibi sebeplere bagli olarak parazitin goriilmesi ve
yaygmligr artmaktadir. Ayrica, hayvan temasinin parazitin yayginhgini etkileyen

faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir. Kozmopolit bir epidemiyolojiye sahip
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Blastocystis spp. Tiirkiyede de genis yayilim gostermektedir. Bu parazit hem insan
bagirsaginda hem de fare, rat, tavuk, sigir ve domuz gibi omurgali hayvanlarda

bulunmustur (Saygi 2016).
1.5. Hayat Dongiisii

Blastocystis’in ilk tanimlandigr yillarda, tomurcuklanma, sizogoni, otogami,
endodiyogeni ve plazmotomi ile ¢ogaldig1 one siiriilmiistiir. Buna ragmen halen bu
konuda tartismalar devam etmektedir (Zierdt 1991, Tan 2008). Parazitin hayat
dongiisiiyle ilgili arastirmalar halen davam etmektedir. Genellikle, parazitin kist
formlariyla insanlar enfekte olmaktadir. Vakuoler formun olusmasi igin kistlerin
kalin bagirsakta ekskistasyona ugramasi gerekmektedir. Parazitin multivakuolar veya
ameboid formlar1 vakuoler formun binary fiizyon ile bdliinmesi sonucu olusur.
Prekist ve devaminda sizogoni ile otoenfeksiyondan sorumlu ince duvarli kiste
doniistim multivakuoler form sayesinde gergeklesmektedir. Prekist ve devaminda
sizogoni ile kalin duvarli kiste doniisen ameboid form ise gaita ile atilmaktadir.
Kistlerin oOlgiileri 6-40 um arliginda degismektedir. Yiyecek ve igecekler diski ile
atilan kalin duvarl kistlerle kontamine oldugu i¢in parazitin fekal-oral yolla insanlar
enfekte ettigi distiniilmektedir. Blastocystis’in mitokondri benzeri organelinin kolon
gibi oksijeni az ortam sartlarinda yasayabilen ¢ift katli membran1 vardir. Yapilan
yeni arastirmalarla bu parazitin hiicresel organellerinin hem aerobik hem anaerobik

metabolik aktivitesi oldugu belirlenmistir (Saygt 2016).

Blastocystis’in bagirsak mukozal kenarinda veya liimeninde lokalize olarak
bu bolgelerden miisin saliniminin artmasina sebep oldugu bildirilmistir. Blastocystis
dokulara invaze olmadan bagirsak epiteline yapisirak besin parcalarimi sindirdigi

bildirilmistir (Fayer ve ark 2014, Ajjampur ve Tan 2016).

Bu parazitin hayat dongiisii sekil 2’de agiklanmistir. Digkida bulunan kalin
duvarli kistler, kontamine su ve besinlerle alinarak fekal-oral yolla bulagtan sorumlu
olan donemdir. (3-4) Sindirim kanalinin epitel hiicrelerini enfekte eder ve aseksiiel
olarak c¢ogalir. Vakuolar formdan (5a) multivakuolar ve (5b) ameboid formlar
meydana gelir. Multivakuolar formdan prekistler (6a) olusmakta ve bunlardan da
sizogeni ile ince duvarli kistler (7a) meydana gelir. Ameoid formdan olusan

prekistler (6b) ise sizogeni ile kalin duvarl kistleri (7b) meydana getirirler.
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Sekil 2. Blastocystis spp.’in evrimi (Ozcel ve ark 2007).

1.6. Patogenez

Yayinlarin 6nemli bir kismi B.hominis’in patojen bir mikroorganizma
oldugunu desteklesede bu konuda bilimsel tartigmalar halen devam etmektedir (Ok
ve ark 1995, Stenzel ve Boreham 1996). Bilim insanlar1 arasinda parazitin
patojenitesini savunanlar bir mikroskop sahasinda X40 biiylitmede B.hominis’in
besten fazla goriinmesini patojenite kriteri olarak kabul etmektedir. Bu hipotezin
tersini iddia edenler ise parazitin sayisinin patojenitesi ile iligkili olmadigim

bildirmektedir (Ozcel ve ark 2007).

Parazitin farkli immiinolojik yanitlarinin veya genetik kimliginin derecesinin

patojenisite derecesi ile iliskili oldugu bilimsel bir gergektir (Long ve ark 2008).
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Yapilan bilimsel ¢alismalarda arastirmacilar, Blastosistozun patojenitesine dair ortak
bir karara varamamislardir. Ayrica, parazitin elangasyon faktoér 1 o geninin analizi

E.histolytica ile benzerligini de ortaya ¢ikarmistir (Ho ve ark 2001).

Hem semptomatik hem de asemptomatik hastalarda Blastocystis’in goriilmesi
parazitin patojen olup olmadig1 konusunda siipheler olusturmaktadir. Ancak yapilan
son bilimsel caligmalarin sonuglarina gore parazit artik patojen olarak kabul
edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda en biiyiik sorun Blastocystis ile ilgili uygun bir
deneysel modelin bulunamamasidir (Saygr 2016). Arastirmacilarin bir kismi
“semptomatik blastosistoz”un nedeni olarak, fonksiyonel bagirsak bozukluklarini

veya saptanamayan bir patojeni ileri siirmektedir (Murray ve ark 2016).

Yiizeylere daha yiiksek oranda ameboid form yapisabilmektedir. Ameboid
formun bu ozelligi yiiksek patojenite ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Scanlan
2012). Yapilmuis bir arastirmada, 21 gastrointestinal semptomu olan iirtiker hastasinin
20'sinde  (%95,2) ameboid form bulunmasina karsin, kontrol grubundaki
asemptomatik Blastocystis spp. bulunan Kkisilerin hi¢birinde ameboid form

saptanmamustir (Hameed ve ark 2011).

Blastocystis  spp.'nin  kofaktorii olarak; aspirin veya nonsteroidal
antiinflamatuar ilaglarin (NSAID), egzersize bagli, besin iliskili anafilaktik
reaksiyondaki patojenik mekanizmalarin da tirtikeryal reaksiyona neden olabilecegi
diistiniilmektedir (Biedermann ve ark 2002, Lepczynska ve ark 2016). Ayrica, parazit
antijenlerinin Th2 enflamasyonunu uyarmasi sonucu IL-3, IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi
spesifik sitokinlerin tretimiyle IgE yapisindaki antikor yapimina sebep oldugu
bildirilmistir. Dolagimdaki eozinofillerdeki artis, parazit enfeksiyonu sik iligkili olsa
da alerjik reaksiyona bagli bagka bir faktor de olabilir (Demirci ve ark 2003, Pasqui
ve ark 2004).

Kronik iirtiker patogenezinde predispozan faktor olarak diisiiniilen oksidatif
stres Blastocystis spp. ile iliskilidir. Bagirsak duvarina iyi invaze olma kabiliyetine

sahip olan vakuoler form, diger antijenlerin absorpsiyonuna neden olabilir (Raho ve
ark 2003).
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1.7. Klinik

Kontamine yiyecek ve iceceklerin oral yolla alinmasiyla parazit hayvandan
insana veya insandan insana bulasir. Eriskinlere kiyasla ¢ocuklarda prevalansi daha
yiiksektir. Parazitoz nonspesifik gastrointestinal semptomlarla beraber genellikle
asemptomatik olarak seyretmektedir. Ancak etken olarak viriis, bakteri veya baska
bir parazit saptanmamis olmasi durumunda bu belirtileri Blastocystis’e baglamak ve
en Onemlisi diski mikroskopisinde Blastocystis’in goriilmesi gerekmektedir.
Yapilmis son ¢alismalar da Blastocystis’in; Ulseratif kolit, Crohn hastalig1, kutandz

iilser, IBS, akut ve kronik iirtiker gibi hastaliklarla iliskisi saptanmistir (Saygi 2016).

Blastocystis asemptomatik kisilerin digkilarinda saptandigi gibi, persistan
ishali olan hastalarin diski orneklerinde de bulunmaktadir (Murray ve ark 2016).
Eriskin hastalarin birkag¢ serisinde sinirli olsa da karin agrisi, ishal ve kabizlik ve
sigskinlik gibi klinik semptomlar bildirilmistir. Karin rahatsizligi, ishal, kabizlik ve
siskinlik parazitozun en yaygin semptomlaridir. Anoreksi, siskinlik, ates, kramplar,
alternatif ishal ve kabizlik, kusma, bulanti ve kilo kayb1 enfeksiyonun bildirilen diger
semptomlar arasindadir. Genellikle semptomlar 3 ila 10 giin siirer. Ancak bazen
semptomlar haftalarca veya aylarca siire bilmektedir. Yapilan tetkiklerde yukarda
gosterilmis semptomlara baska bir neden tespit edilmediginde, bagirsak hastaliginin
olast bir ajani1 olarak B.hominis distinilmelidir. IBS veya ishal olan kisilerle
B.hominis arasindaki onemli iliski sebebiyle bagirsak bozukluklarmin bir nedeni
olabilecegi diisiiniilmektedir. Genellikle, gaitada 16kositler bulunmamaktadir. Bazi
durumlarda ise eozinofiller saptanmistir. Yapilmis radyolojik, endoskopik ve

histopatolojik incelemeler normal sonuglar gostermistir (Long ve ark 2008).

Viriilan ve aviriilan B.hominis suslarinin semptomlardaki degiskenlige neden
olabilecegi diistiniilmektedir. Enfeksiyonun spesifik olmayan gastrointestinal
semptomlarla iligkili oldugunu gosteren ¢ok sayida raporlanmis vaka raporuna ve
kontrolsiiz veya retrospektif serilere dayanarak, B.hominis'in bagirsak hastaligina
nedensel olarak bagl oldugu diisliniilmektedir. Yapilmis ¢caligmalarda asemptomatik
kontrollerde  B.hominis'in  diski  Orneklerinde  tanimlanmast ve  Ozellikle
gastrointestinal ~ semptomlarin ~ varli§i  organizmalarin  digki  6rneklerinde

konsantrasyonu ile iligkili bulunmamigtir (Mandell 2010).
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Blastocystis’in insanlarda neden oldugu enfeksiyon zamani iirtikerin bir
Klinik belirti olarak ortaya ciktigini ispatlayan literatiirde ¢ok sayida olgu sunumu
bulunmaktadir. Gastrointestinal bolgede, oOzellikle de bagirsakta lokalize olan
parazitler ¢ok cesitli immiinolojik reaksiyonlarin baslamasina neden olmaktadir

(Valsecchi ve ark 2004).
1.8. Tam

Blastosistoz enfeksiyonunun tanisi i¢in kullanilan materyal gaita ornegidir.
Gaita Orneginde bu parazitin farkli morfolojik formlar1 goriilerek tani1 konulur.
Parazitin saptanmasi i¢in en duyarli yontemlerden biri trikrom boyamadir. Demir
hematoksilen, wright, field ve giemsa boyalarinin da diski yaymalarinin
boyanmasinda kullanildigi ve basarili sonuglar verdigi belirtilmistir (Stenzel ve
Boreham 1996).

Parazitin tiim formlarinin, 6zellikle de vakuoler formunun lizisine neden olan
konsantrasyon yontemleri, diger tanit yontemlerinden daha az duyarliliga sahiptir.
Kist ve graniiler formlar1 kalici boyama yontemleri kullanilarak daha iyi ayirt
edilebilir. Blastocystis, diger parazitlerden farkli olarak, digk1 6rneginde birden fazla
kez incelenmeli ve rastlanma siklig1 rapor edilmelidir. Degisken formlar1 ve
boyutlarinin olmasi nedeniyle B.hominis’in mikroskobik tanida zorluk yaranmasina
neden olabilir. Digkida mikroorganizma az sayida oldugunda, konsantrasyon ve
mikroskopi yontemlerinden yetersiz kaldiginda daha ¢ok duyarli olan Jones’un
ortamindaki in vitro hiicre kiiltiiri kullanilabilir. Bu kiiltiirlerin iremesi i¢in 48 ila 72
saat gerekmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) rutin tani igin standart
olmasada en hassas ve spesifik yontemdir. Ancak, seroloji, Blastocystis ‘in tanis1 i¢in
yararli degildir (Mandell ve ark 2010).

Blastocystis'in gaitayla atilimi diger bagirsak parazitlerinde oldugu gibi
diizenli olmadigr i¢in ardisik giinlerde toplam {i¢ gaita niimunesinin incelenmesi
gerekmektedir (Vennila ve ark 1999, Tan 2008).
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1.8.1. Mikroskobik Tani

Rutin laboratuvarinda Blastocystis tanisi i¢in en yaygin kullanilan yontem;
maliyeti diisiik oldugu ve kolay uygulanabilir oldugu igin direkt mikroskopidir
(Stensvold ve ark 2007, Tan 2008).

Bazi arastirmacilar Blastocystis’in mikroskobik incelenmesi zamani; diger
enteropatojenler olmadiginda ve mikroorganizmanin x40 biiyiitmede bir mikroskop
sahasinda 5 veya daha fazla goriildiigii halde enfeksiyonun kesin kanit1 olarak kabul

etmektedirler (Ok ve ark 1995).

Isik mikroskobunda yapilan inceleme mikroskobik tanida en yaygimn
kullanilan metoddur. Genellikle nativ-lugol yontemiyle inceleme yapilmaktadir.
Parazitin mikroskobik incelenmesinde boyali preparatlarin duyarliligi daha yiiksektir.
Ozellikle de trikrom boyama ydnteminin parazitlerin degerlendirilmesinde yiiksek

oranda basarili oldugu bildirilmistir (Stenzel ve Boreham 2001).

Trikrom boyama yonteminin baslica kisitliliklar: su sekilde belirtilmistir: (i)
kist formlarinin boyutlarinin kiiciik olmasit nedeniyle gozden kacirilmasi, (i)
Blastocystis morfolojisinin  kullanilan ilaglara bagli olarak bozulmasi, (iii)
Blastocytis’in, maya, Cyclospora spp., makrofajlar, notrofiller ve yag globiilleri ile
karistirtlmas1 (Parija ve Jeremiah 2013, Wawrzyniak ve ark 2013)

Blastocystis' in vakuollii, multivakuollii ve granuler formlarini, diger
protozoonlar i¢in kullanilan konsantrasyon metodlar: ve distile su parcaladigi i¢in, bu

metodlarin yerine izotonik tuzlu su kullanilmalidir (Giilabi 2016).
1.8.2. Kiiltiir yontemi

Tanimlanmamus bir bakteri floras1 varliginda yapilan kiiltiir, Ksenik in vitro
kiltir (XIVC) olarak tanimlanir. Ksenik olarak cesitli besiyerlerde Blastocystis
tiretilebilmektedir. Jones besiyeri, ucuzlugu ve basitligi nedeniyle en sik kullanilan
besiyerdir. Diger sik kullanilan bir besiyeri ise Robinson besiyeridir. Ger¢ek zamanli
PZR ile yapilan karsilastirmalarinda Jones besiyeri ile yapilan ksenik kiiltiirlerin

duyarliligi %52-%79 arasinda saptanmustir (Stensvold ve Clark 2016).
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Blastocystis i¢in aksenize kiiltiirler de kullanilabilmektedir. Yapilan aksenize
kiiltiirde Blastocystis digsinda herhangi bir organizma olmamalidir. Locke soliisyonlu
bifazik yumurtali besiyeri veya Iscove Modifiye Dulbecco besiyeri aksenize kiiltiirler
icin en ¢ok kullanilan besiyerlerdir. Molekiiler ve biyolojik ¢alismalar i¢in aksenik
kiiltiirlerin yapilmasi onemlidir. Antibiyotik kokteyllerinin kullanilarak mantar ve
bakterilerin uzaklastirilmasi birka¢ hafta siirebilecek uzun bir islem olmasi aksenize
kiltlirlerin dezavantajidir. Ayrica, kullanilan antibiyotik kokteyllerinin ragmen
mikrobiyal kontaminantlarin uzaklastirilmasi garanti degildir. Diger taraftan, bazi
izolatlarin bakteri olmaksizin canliliklarint siirdiiremedigi de gézoniine alinmalidir

(Tan 2008).

Yapilmis arastirmalarda formalin eter konsantrasyon teknigi (FECT) ve direkt
mikroskobiden kiiltiir yonteminin duyarhiliginin yiiksek oldugu bildirilmistir
(Leelayoova ve ark 2002, Ertug ve ark 2015). Zaman alic1 bir yontem olan kiiltiir
yonteminin sonuglarmin en az 2-3 giin beklendikten sonra degerlendirilmesi
gerekmektedir. Gaita Orneklerinin parazitin en az iki genotipinin bulundugu
olgularda, érnekler kiiltiire edildiginde genotiplerden bazilarinin daha hizl tiredigi ve
devam eden pasajlarda baskin hale gelebildigi saptanmigtir (Tan 2008, Roberts ve
ark 2014). Aksenik kiiltiirde rejenerasyon zamanlarinin Blastocystis izolatlarinin alt
tipine gore farklilik gosterdigi bildirilmistir (Parija ve Jeremiah 2013). Genellikle
kullanilan besiyerine bagl olarak jenerasyon zamaninin 17-22 saat arasinda degistigi

belirtilmistir. Fakat, yapilan aragtirmalarda ksenik kiiltiirden aksenik kiiltiire gecis

yapildiginda bu siirenin 7-12 saat oldugu rapor edilmistir (Irikov ve ark 2009).
1.8.3. Serolojik Yontemler

Enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA) ve indirekt immiinfloresan antikor
testi (IFA) ile salinan IgG ve IgA antikorlar1 saptanmaktadir. (Tan 2008). Ancak
kullanilan IFA ve ELISA yontemlerinin Blastocystis i¢in tanisal faydasi halen
tartisilmaktadir. Buna neden; bu serolojik yoOntemlerin sadece Sinirli sayidaki
arastirmalarda kullanilmis ve ¢ok sinirli sayidaki 6rneklere uygulanmis olmasidir.
Blastocystis’in alt tiplerinin tespit edilmesinde bu testler belirsiz sonuglar

verdiginden bu testlerin faydasi heniiz kesin degildir (Stensvold ve Clark 2016).
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Giiniimiizde  Blastocystis’in ~ rutin  tanisinda  serolojik  yontemler
kullanilmaktan oldukga uzaktir. Bunun sebepleri olarak; (i) Blastocystis’in ¢ok ¢esitli
morfolojik formlarinin olmasi, (ii) konak immiin cevapit hakkinda yeterince bilgi
sahibi olunmamasi, (iii) Parazitin izolatlar arasinda yiizey antijenik yapisinin biiyiik
farklilik gostermesi, (iv) Blastocystis’in ¢ok sayida subtipinin olmasi gosterilebilir
(Tan 2008). (Tan 2008). Bu nedenlere ragmen Ag-ELISA ve IFA’nin rutin tanida
kullanilmasi yoniinde arastirmalar halen devam etmektedir. Ticari olarak gelistirilmis
ve giniimiizde Blastocystis’in serolojik tanisi igin kullanilan bazi tami kitleri
tasarlanmistir, fakat bu kitlerin az sayida ornekde elde edilen sonuglari tanisal
degerin heniiz yeterli olmadigin1 gostermistir (Stensvold ve Clark 2016). Diger
taraftan, serolojik c¢alismalarda Blastocystis izolatlarindaki genetik ¢esitlilik g6z
Oniine alinmadigi zaman yeterli olmadigi disiiniilmektedir. (Nagel ve ark 2015,
Stensvold ve Clark 2016).

Genellikle arastirma amaciyla kullanilan serolojik yontemler, yapilan
arastirmalarda c¢ok diisiik oranda basar1 gostermistir. Arastirmacilar tarafindan
Indirekt immiinfloresan Antikor ydnteminde kullanilmak iizere hazirladiklari tavsan
antiserumlar1 ile amoeboid ve graniiler formlar, santral cisim immunfloresan
boyamalarini hazirlamislardir. Calismanin sonuglarina gore fluoresan boyanin basari

ile kullanilabilecegi bildirilmistir (Zierdt ve ark 1995).

Parazitin tiirlerine ve alt tiplerin kars1 konagin antijenik farkliliklar1 ve immiin
yaniti ilgili bilgiler oldukga kisithidir. Bu nedenle rutin laboratuvar tanisinda serolojik

yontemlerin kullanilmasi 6nerilmemistir (Tan 2008).
1.8.4. Molekiiler Yontemler

Ik tanisal PZR Blastocystis igin 2006 yilinda yapilmistir. Ancak yapilan
caligmalar bazi alt tiplerin tercih edilen amplifikasyonunun digerlerinden fazla
bulduklarindan siiphelenilmistir. PZR yonteminin duyarliliinin FECT’den daha
yiikksek oldugu ve en az kiiltiir yontemi kadar duyarliliga sahip oldugu, %100
ozgiillik gosterdigi saptanmistir. Blastocystis’in molekiiler tanisi i¢in {i¢ tanisal
gercek zamanli PZR testi gelistirilmistir. Bilinmeyen bir Blastocystis hedefine
Floresans Rezonanst Enerji Transferi (FRET) problart kullanilarak bir gercek

zamanli PZR, ST1, ST3 ve ST4'e kars1 dogrulanmistir. SYBR green ger¢ek zamanh
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PZR ikinci ger¢cek zamanli PZR yontemi olarak kullanilmaktadir. Blastocystis'e
spesifik DNA'min (ST1-ST9) tespiti i¢in SSU rRNA genini kullanilan bu yontemde,
sonraki alt tipleme, erime egrisi analizi ile gerceklestirilmistir. Bu testin 6zgiilligi
%95 olup kullanilan nispeten biiyiik PZR {iriinii (320 ila 342 baz cifti, alt tiire bagl
olarak), 6zellikle DNA kalitesi uygun degilse testin hassasiyetini bozabilir. Ugiincii
gercek zamanli analiz, SSU rRNA genini temel alan bir hidroliz probunu kullanan bir
yontemdir. Bu yontem ise simdiye kadar insanlarda tanimlanan dokuz alt tiiriin

hepsinin saptayabilmekte ve %100 6zgiillikktedir (Stensvold ve Clark 2016).

Blastocystis tanisinda PZR’nin avantajlarindan  biri  saklanmis  diski
orneklerinden calisabilmesi i¢in diger yontemlerde oldugu gibi taze digki drnegine
ihtiya¢ duyulmamasidir. Yontemin diger avantaji ¢oklastirmada oldugu gibi fazla
ornege ihtiya¢ duyulmamasi ve kiiltiir yonteminden farkli olarak daha kisa siirede
sonu¢ vermektedir. PZR yonteminin yiiksek duyarlilik gostermesine ragmen
molekiiler yontemler rutin Blastocystis tanisindan ¢ok arastirma amaglh
kullanilmaktadir. Molekiiler yontemlerin rutin tanida kullanilmama nedeni olarak;
0zel laboratuvar ekipmanlarina ihtiyag duyulmasi ve geleneksel tan1 yontemlerine

gore maliyetinin yiiksek olmasidir (Stensvold ve ark 2007).

Blastocystis tedavisi sonrasi olgularin takibine de polimeraz zincir
reaksiyonunun katki sagladigr bildirilmistir. Ancak genellikle alt tiplerin bazilarina
0zgii olarak yiiksek duyarlilik ve ozgiilliik gosteren gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonlart (RT-PZR) tasarlanabilmistir. Bu sebeple PZR inhibitorlerini test
etmeye olanak saglayacak ve tiim alt tiplerde ayn1 performansi gosterecek sekilde

gelistirilecek testlerin tasarlanmasi gerekmektedir (Stensvold ve Clark 2016).
1.9. Tedavi

Parazitin tedavisinde en ¢ok kullanilan ila¢ metronidazole olup 3x 250-750
mg 10 giin kullanim1 tavsiye edilmektedir. Ayn1 zamanda paromomycine veya TMP-
SMX ile kombine de kullanilabilir. Tedavide etkin olarak diger ilaglardam co-
trimoxazole, ornidazole, nitazoxanide, chloroquine, iodoquinol, tinidazole, emetine,
pentamidine, iodochlorhydroxyquin ve furazolidone da kullanilabilir (Roberts ve ark
2014). Metronidazol ile tedavi yapilan ¢alismalarin bazilarinda etkili, bazilarinda ise

etkisiz sonuglar elde edilmistir (Ok ve ark 1995).
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Misir’da  yapilan bir arastirmada Blastocystosis enfeksiyonuna karsi
ornidazoliin en etkili ilag oldugu kanaatine varilmasi ve Tiirkiye’de yapilan bir
arastirmada ise bu ilacin {i¢ olgunun her birinde etkisiz olmasi suglar arasinda direng
farklilig1 olabilecegini diisiindiirmektedir (EI-Masry N 1993, Ok ve ark 1997).
Yapilan bagka olgu ¢alismasinda ornidazole yanit vermeyen bir olgunun tedavisinde
trimetroprim-siilfametoksazoliin kullanilarak basarili sonuglar alinmistir ve bu esas
alinip arastirma yapilmistir. Sonu¢ olarak bu ilacin semptomatik 38 ¢ocugun
36’sinda ve 15 eriskinin 14’linde organizmanin eradikasyonunda etkili oldugu

bulunmustur (Ok ve ark 1997, Ok ve ark 1999).

Nitazoksanit, klinik ¢alismalarda sinirli sekilde kullanilmis ve basarili sonug

alimmustir (Rossignol ve ark 2005).
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2. URTIKER

Aniden ortaya c¢ikan ve tim toplumlarda sikca goriilen iirtiker hastalig
spontan kasintili ve 6demli plaklar ile karakterize edilmektedir. Heterojen bir sekilde
siniflandirilan bu hastalik farkli mekanizmalar ve degisik sebeplerden olusmaktadir.
Hastaligin iki formu vardir; akut formu, 6 haftadan daha kisa stirmektedir; kronik
formu ise yillarca siiren bir seyre sahiptir. Bununla birlikte; her iki formun
anjiyododemle birlikte seyreden formlar1 ve daha nadir goriilen sendromik veya
uyarilabilen formlar1 da tanimlanmistir. Anjiyoddem vakalarin yaklasik olarak
%350’sine eslik etmektedir. Hastalarin yagam kalitesini 6zellikle kronik formlarinda

belirgin bigimde olumsuz etkilemektedir (Kocatiirk Goncii ve ark 2016).

Kasintili ve 6demli papiil/plaklarla karakterize olan {irtiker subkutis veya
derin dermis tutulumuna bagli anjiyoddemle yada her ikisinin ayni zamanda
gelismesiyle ortaya ¢ikan bir hastaliktir (Zuberbier ve ark 2014). Akut iirtiker (AU) 6
haftadan kisa siiren bir klinik tablo sergilemektedir. Kronik iirtiker (KU) 6 hafta yada
daha uzun siiren klinigiyle karakterizedir. Epizodik kronik iirtiker ise haftada 2’den
daha az atak gelisen ancak 6 haftadan uzun siiren klinik tablo ile tanimlanmaktadir

(Wedi ve ark 2009).

Son yillarda irtikerin patogeneziyle ilgili yapilan ¢alismalardan elde edilen
sonuglara gore irtikerin ‘endojen’ yoniinlin agirligim1 vurgulamak ve tanimsal bir
birlik saglamak icin ‘kronik otoimmiin {irtiker’ veya ‘kronik idiyopatik {irtiker’
tanimlarindan vazgegilmistir ve ‘kronik spontan iirtiker’ (KSU) terimi 6nerilmistir.
Uyarilabilir trtiker tanimi ise gosterilebilir fiziksel veya diger uyarilarin varliginda
geligen lirtiker tiirlerinin tanimlanmasi ic¢in kullanilir. Kronik uyarilabilir tirtiker
tirleri; semptomatik dermografizm, kolinerjik {irtiker, titresim anjiyoddemi, ge¢
basing tirtikeri, sicak lirtikeri, soguk iirtikeri, akuajenik irtiker, solar iirtiker, temas

tirtikeri olarak tanimlanmistir (Zuberbier ve ark 2014).
2.1. Epidemiyoloji

Giliniimiizde {irtikerin epidemiyolojisindeki veriler yetersiz ve bazi zaman
araligiyla bir-biriyle uyumsuz bulgular gostermektedir. Genetik ulusal, cografi
uyumsuzluklar gibi yapilan bilimsel arastirmalarin tanimlarindan (fiziksel,

idiyopatik, uyarilabilir vs.) niteliklerinden dolay1 da bu farklar ortaya ¢ikmaktadir.
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AU insanlarin yaklasik %15-20’sinin hayatlarinin belli bir déneminde gegirdigi
bildirilmistir (Zuberbier ve Maurer 2007, Maurer ve ark 2011).

KU’in prevalans1 uluslararasi diizeye bakildiginda en ¢ok 20-40 yaslarinda
kadinlarda daha sik rastlandigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda yaklagik olarak %1
insan1 etkileyen bu hastalik; insanlarm 1/2-3/4’inde KSU ve 1/3’de ise fiziksel
(uyarilabilir) iirtiker varhginin oldugu gésterilmistir. KU olgularmin yaklasik %5-
25’ni olusturan ‘kronik uyarilabilir {irtiker’ en ¢ok gencg eriskinlerde goriilmesine
ragmen epidemiyolojisi ile ilgili veriler olduk¢a azdir. %10-50 arasinda ise KSU ile

fiziksel tirtikerin birlikte seyrettigi bildirilmistir (Kocatiirk Goncii ve ark 2016).
2.2. Patogenez

Urtikerin mast hiicre bagimli ve mast hiicre bagimsiz olarak iki in vivo
mekanizmas1 vardir. Akut veya epizodik iirtikerin bazi durumlart mast hiicreleri
tizerindeki spesifik IgE’nin Fab boliimiiniin perkiitan ve dolasumdaki alerjenlerle
capraz baglanmasi sonucunda olusabilir. Ancak kronik siirekli iirtikerin patogenez
nedeni asla bu mekanizma olamaz. Balik, findik ve meyve gibi gidalar akut tirtikere
ornek iken dogal kauguk lateks kontakt {irtikere 6rnek gdsterilebilir. Bununla birlikte
genel olarak iirtiker vakalari alerjen durumlarla yakindan iligkili degildir (Jorizzo ve
ark 2012).

Antikorlardan IgE, soguk iirtikeri, giines iirtikeri ve semptomatik
dermografizmin patogenezinde 6nemli rola sahiptir. Ancak derideki hangi mast
hiicrelerinin fiziksel uyarilara kars1 daha fazla duyarhilik gosterdigi belirlenememistir
(Kaplan 1997). Urtiker hastalarinda fiziksel uyaranin mast hiicresine bagl spesifik
IgE antikorlar1 ile reaksiyona giren bir neoantigeni uyardigi bildirilmistir. Ek bir
mekanizma olan néropeptid salinimi, mast hiicre aktivasyonunu baglatabilir veya
potansiyalize edebilir. Elektron mikroskobu kullanilarak lokalize trombositlerin
toplanmas: soguk iirtiker olgularinda gosterilmistir. Urtikerin patogenezinde
trombosit aktive edici faktér (PAF) ve faktor IV'ii igeren trombosit mediatorlerinin

salinimi hastaligin gelismesine katkida bulunmaktadir (Sabroe ve ark 1999).

Ter bezlerinin kolinerjik sempatik innervasyonunun uyarilmasina yanit olarak
kolinerjik tirtiker gelismektedir. Mast hiicre aktivasyonuna ve histamin salinimina

neden olan sinir uglarindan asetilkolin  salintmmin nasil  gerceklestigi
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tanimlanamamustir. Bir grup arastirmaci tarafindan tere karsi gelisen bir alerjik
reaksiyon olarak tanimlanmistir ancak dogrulayici arastirmalarin yapilmasina ihtiyag
vardir. Bir ge¢ faz reaksiyonu; basinca bagl kabariklar sebebiyle gelisebilecegi ileri
stirilmektedir. Ancak yapilan arastirmalarda spesifik bir antijen saptanamamistir
(Jorizzo ve ark 2012). Dokiintiilerle baslayan olagan iirtikerin patogenezi tam olarak
aydinlanmamistir. Ancak basing, 1s1 gibi plazma ekstravazasyonuna neden olan
faktorlere bagli olarak gelisebilmektedir. Urtikeryal yanita yol acan otoantikorlarin
ekstravazyonuna ve mast hiicre degraniilasyonuna neden olmaktadir (Sabroe ve ark
1999).

Diyet ve ilag pseudoalerjenlerinin anjidonik asit metabolizmasinin
prostoglandinden l6kotrien sentezlemesi ile lirtikere sebep olmasi hipotezi en papiiler
hipotezlerden biridir. Bu mekanizmanin nasil irtikere neden olabilecegi
aciklanamamistir. Ancak kiigclik kan damarlarinin {izerinde bulunan LTC4, LT4 ve
LTE4’un dogrudan etkisiyle intradermal enjeksiyondan dokiintiilere sebep
olabilecegi gosterilmistir. Yapilan calismalarda fare peritoneal mast hiicrelerinden
elde edilen verilere gore; immiinolojik mast hiicre degraniilasyonu iizerine PQD2 ve

PQE2’nin inhibitor etkisi oldugu gosterilmistir (Chan ve ark 2000).

Bazi klinik arasgtirmalarda diyet pseudoalerjenlerinden kullanmamak ile ilgili
{imit verici sonuglara varilmistir (Zuberbier ve ark 1995). Urtiker nedeni olarak
gosterilen aspirin ¢ok daha az yaygindir ve kronik hastalig1 olan hastalarin %30’unda

trtikeri agirlastirmaktadir (Doeglas 1975).

Onemli sorunlardan biri de ‘idiyopatik iirtikerin gelisim mekanizmasimin
anlasilmasidir. Sonug olarak {irtikerin klinigi multifaktorel bir sorun olarak kabul
edilmelidir ve agirlastirici faktorleri belirlemek buna bagli olan sebepleri ortadan

kaldirmak ¢ok 6nemlidir (Bolognia ve ark 2012).

Mast hiicrelerinden bagimsiz mekanizmalart olan, iirtikeryal dokiintiilerle
veya anjioddemle seyreden birka¢ klinik tablo vardir. Bu durumlarin prognozu ve
tedavisi farkli oldugu i¢in o6zel dikkat gosterilmelidir. Genellikle C1 inhibitor
eksikligi kalitsaldir. Ancak edinsel olarak da goriilmektedir. C1 Inhibitér igin yapisal
genin bir kopyasindaki mutasyon sonucu (olgularin %85; tip 1), Hereditor anjioddem

(HAE) olusmaktadir. Herediter anjioddem (HAE), C1 Inhibitér diizeylerindeki
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azalma ile veya azalmis C1 Inhibitér fonksiyonu (vakalarin %15; tip 2) sonucu
gelismektedir. Normal allelin trans inhibisyonunu veya C1 inhibitoriin artmis
katabolizma olmasi Tip 1 HAE’li hastalarda mutasyonlarin normalin %5-30’u

diizeylerinde oldugunu (beklenen %50 yerine) gostermektedir (Bowen ve ark 2001).

Trombin ve plazmini de iceren proteolitik enzimler vasitasiyla komplemanin
Cl komponentinin aktivasyonuna ve kininojen {izerinden kallikreninin
aktivasyonuyla bradikinin iiretimine C1 Inhibitor eksikligi neden olur. Tedavi
edilmemis hastalarda ataklar sirasinda ve arasinda stirekli ve tanisal 6zellige sahip C4
diizeylerinin serumdaki degerlerinin diismesi komplemanin bir sonraki tiiketimi ile
iligkilidir. Ayrica, C1 inhibitoriine degerlerinin diismesi edinsel eksikliye sebep
olmaktadir. C1 Inhibitdriine karst olusan inhibitdr otoantikorlardan ya da
lenfoproliferatif hastaligi olan hastalarda anti-idiotypic antikorlar (bir paraproteine
kars1 tiretilmis) tarafindan C1q’nun kalic1 diisiik diizeyli aktivasyonu sonucu edinsel
eksiklik olarak tanimlanmaktadir. C1 inhibitor tiiketimine. C4 gibi Clq diisiik serum

diizeyleri neden olmaktadir (Markovic ve ark 2000).

Anjiyotensin converting enzim inhibitorii ile indiiklenen trtikerin, dogrudan
kanitin eksik olmasina ragmen, endojen kininaz inhibisyonu sonucu olustugu
diistiniilmektedir. Anjioddem, ¢cogunlukla orofasiyal olarak kendini gosterir ve hayati
tehdit edebilir. Non-steroid antiinflamatuvar ilaglar (NSAIDs), prostaglandinler
tarafindan baskilanabilen nonimmiinolojik kontakt {irtikerin (sorbik asit gibi), bazi

paternlerinin patogenezinde rol oynadigina inanilmaktadir (Wakelin 2001).
2.3. Klinik

Ilag reaksiyonlar1, eozinofilik selliilit ve biilloz pemfigoid gibi iirtikeryal
dermatozlardan iirtikeri ayirt etmek ¢ok énemlidir. Urtiker dokiintiilerini andiran
tirtikeryal vaskiilit genel olarak iirtiker siniflandirilmasina ait edilse de aslinda farkl
bir tirtikeryal dermatozdur. Fiziksel tiritkerler zamani ¢esitli klinik tiplerin ayriminda
dokiintiilerin dagilimi ve morfolojisi ¢ok dnemlidir. Ornegin anjioddem dékiintiileri
birlesme egiliminde olabilir ve bu dokiintiilerin ayirimini yapmak ¢ok zordur.
Bununla birlikte bu dokiintiiler bogazi iceriyorsa anjiodem anaflaksi o6zelligi
gosterebilir. Bu nedenle dokiintiiler, anjioddem ve anafilaksi bir klinik tablonun

cesitli parcalaridir. Klinik smiflandirma igin en pratik yontem irtikerin etiyolojisi
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yerine Klinik ozelliklerine dayanmaktir. Clinkii ilk muayene zamani hastaligin
etiyolojisi ¢ogu zaman bilinmemektedir. Anjioddemin eslik ettigi olagan iirtikerde
(dalgalanan dokiintiilerde), siire veya etiyoloji ne kadar olur olsun fiziksel bir
tetikleyici yoksa eksojen bir temas sonucu olusmamigssa, vaskiilit kanitina
rastlanmamuigsa Urtiker tanis1 koymak i¢in ¢ok dikkat edilmelidir. Muayene sirasinda
olagan irtiker bir nedenle iligkilendirilemiyorsa bu durum idiyopatik olarak
degerlendirilmelidir. Bazi vakalarda anjiyotensin doniistiiriici enzim (ACE)
inhibitori, inhibitor eksikligi ve NSAID reaksiyonlarina baglh olarak ortaya gikan
dokiintiisii anjiddemi trtikerin diger modellerinden ayirmak ¢ok dnemlidir (Bolognia

ve ark 2012).

Urtiker vakalarinm tiimii akut baslangichdir. Genellikle alt1 hafta veya daha
uzun siireyle tanimlanan bu klinik tablo bir siire daha devam ederse kronik hale
donebilir. Tedavisiz bir haftada en az iki kez meydana gelen devamli tirtiker ‘kronik
tirtiker’ olarak tanimlanmaktadir. Epizodik (ya da rekiirren) iirtiker uzun bir periodda
daha seyrek meydana gelen klinik tablonu tanimlamaktadir. Epizodik tirtiker ¢evresel
tetikleyici nedeniyle niiks etmektedir. Akut iirtikerin viral enfeksiyonlarla yiiksek
oranda iligkili oldugu belirlenmistir. Buna neden olarak besin alerjisi eksikligi

gosterilmektedir (Zuberbier ve ark 1996).

Olagan iirtiker her yasta ortaya cikabilir. Atopik dermatitli kiigiik cocuklarda
akut trtiker ¢cok yaygindir. Dordiincii dekatta ise kronik iirtiker pik yapar. Birden
¢oklu kasmtili dokiintiiler farkli boyutlara viicudun her yerinde olusabilmektedir.
Daha sonra 2-24 saat iginde morarma olmadan yavas yavas kaybolurlar. Ancak
anjioddem uzun siirer. Genellikle iirtiker aksam ya da uyumaya yakin zamanda niiks
etmektedir. Geceler irritasyonun en yogun oldugu zamandir. Irritasyon rahatsiz
edicidir ve uykuya engel olabilir. Bu da insanlarin yasam kalitesinin diismesine
neden olur. Terleme, titreme, halsizlik, yorgunluk veya artralji gibi birgok sistemik
belirtileri iceren devamli ataklar gegcirilebilir. Ancak artrit veya yiiksek ates olusumu
urtikeryal sendrom (6rnegin Muckle-Wells veya Schnitzler sendromu) veya
tirtikeryal vaskiilit bagka bir benzer klinik tablonun belirteci olabilir (O'Donnell ve
ark 1997).

Kronik tirtikerin HLA-DR4 ve iliskili aleli HLADGS, histamin salgilanan

otoantikorlar gosterilen hastaliklarla giiclii bir iliskisi vardir (O'Donnell ve ark 1999).
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Urtiker ile Helikobakter pilori gastriti arasindaki iliskiyi inceleyen birgok calisma
yapilmistir (Federman ve ark 2003). Yapilan ¢alisma sonuglarina gore enfeksiyonun
eradike edildigi durumlarla edilmeyen durumlara gore ftrtiker niikslerinde artis
saptanmustir. Kronik trtiker bagirsak strongyloidiasis gibi parazitik enfeksiyonlarla
da iligkili bulunmustur. Bu parazit tirtiker igin gelismis tilkelerde nadir bir neden iken
endemik oldugu tlkelerde onemli 6l¢lide sorun olusturabilmektedir. Kronik iirtiker
ile mide kandidizayisi veya dis enfeksiyonlar1 ile korelasyonun olup olmadigini
arastirmak icin yapilan ¢alismalar halen devam etmektedir. Yapilan epidemiyolojik

calismalarda tutarl bir kanit bulunamamustir (Daschner ve ark 1998).

1974 yilinda Schinztler ve ark. tarafindan ates, kemik agrisi, aralikli ates,
artrit veya eklem agrist artmig Sedimantasyon (ESR) ve bir monoklonal IgM
gammopathy ile tekrar eden kasintisiz dokiintiilerin eslik ettigi kronik iirtikerin nadir
bir varyant: tarif edilmistir (Schnitzler 1974). Genellikle cilt biyopsisi nétrofil-baskin
dermal infiltrat1 gosterse de, tam gelismis vaskiilit nadirdir. Hastaligin patogenezinde
IgM dékiintiisii 6nemli olabilir. Ciinkii bdyle hastalarin yaklasik %30’unda yiizeysel
dermal damarlarin gevresinde cilde kars1 igM antikorlar1 bulunmustur (Lipsker ve
ark 2001).

Fiziksel bir dis tetikleyici tarafindan uyarilma sonucunda fiziksel firtiker
olusmaktadir. Fiziksel iirtiker kendiliginden olusmayan farkli bir tirtiker alt grubunu
temsil etmektedir. Fiziksel iirtiker dokiintli anjioddem ve anafilaksiyi uyaran fiziksel
tetikleyiciye gore siniflandirilir. Fiziksel irtiker lezyonlarinin ¢ogu provokasyon
dakikalar1 i¢inde olusup 2 saat i¢inde diizelmektedir. Genellikle fiziksel iirtikerde
dokiintiiler bolgeye lokalizedir (Kontou- Fili ve ark 1997).

Dermografizm semptomatik veya basit olarak ikiye ayrilmigtir. Derinin
oksanma cevab1 olarak ortaya cikan basit ani dermografizm normal insanlarin
yaklasik %5’mnde goriilmektedir. Basit ani dermografizm abartili fizyolojik yamt
olarak kabul edilebilir. Fiziksel irtikerlerin en yaygmi olan semptomatik
dermografizmdir (Breathnach ve ark 1983). Bu iirtiker tipi yaka ve giysi mansetler1
gibi siirtiinme bolgelerinde, kasinma boélgelerinde lineer kabariklariyla kendini
gostermektedir. Genellikle geng eriskinlerden olusan hasta popiilasyonu kabarikliklar
olusmadan once kasinti sikayetinden bahsederler. Kasinti nobetleri aksamlar1 daha

cok niiks etmektedir. Ancak lezyonlar genellikle 1 saat icinde diizelir. lyilesme
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asamali olarak meydana gelir, ancak tedavisi i¢in ortak bir goriis yoktur. Gecikmis
dermografizm bir oksama uyaraninin tetiklemesi sonucunda en az 30 dakika sonra

goriiliir (Bolognia ve ark 2012).

Urtikerin diger goriilen tiplerine ornek olarak; gecikmis basing iirtikeri
(DBU), vibratuar anjiyoddemi gosterebiliriz. Is1 ve strese maruz kalmayla iliskili
tirtiker tiplerine; kolinerjik iirtiker, egzersize bagli anaflaksi (EIA), adenerjik {irtiker,
lokalize 1s1 kontakt tirtiker tiplerini gosterebiliriz. Soguga maruza kalmayla iliskili
urtiker tiplerine ise primer soguk kontakt iirtiker, sekonder soguk kontakt {irtiker,
refleks soguk trtikeri, ailesel soguk iirtiker tiplerini gosterebiliriz. Diger risklere
bagl irtiker tiplerine; solar iirtiker, primer solar {irtiker, aquajenik tirtiker

gosterilebilir (Bolognia ve ark 2012).
2.4. Tam

Oncelikle iirtiker siipheli her hastada kapsamli bir anamnez alinmasi
gereklidir. Bu anamnez; atak sikligi bireysel lezyonlarin siiresi, hastalik siiresi,
bilinen yan etkiler, eslik eden hastalik, daha 6nceki tedaviler, genetik ve aile 6ykiisii
hastaligin hastanin hayat kalitesine etkileri ve hobileri ve bos zaman aktivitelerini
kapsamalidir. Tam bir tanisal degerlendirme igin ESR ve tam kan sayimmi birlikte
ayrintili bir sorgulamanin yapilmasi yeterli olarak bulunmustur (Kozel ve ark 1998).
Lezyon veya dokiintiilerin morfolojisini ve siiresini tanimlamak igin yapilan tam bir
fizik muayene, livedo retikiilaris, morarma ve sistemik hastalik belirtilerini ortaya
koymak amaciyla ¢ogu zaman normal olmasina ragmen her zaman yapilmasi tavsiye
edilmektedir. Ayrica hastanin kendi g¢ektigi fotograflar ¢cogu zaman tani igin yararh
olabilir. Cilinkii hasta hastaneye bagvurana kadar iirtiker genelde sonmiis olur. Deri
biyopsisi (24 saatten fazla siiren lezyonu olan tiim hastalarda), kan testleri, gida katk1
maddeleri ve ilaglar, fiziksel iirtiker, seyrek olarak histamin salgilatan otoantikor
diizeyi Olglimleri ve alerjiyi ortaya koyan deri testlerini igermelidir. Hastalardan
antihistaminik ilaglara duyarli olanlar i¢in genis bir sorgulama gerekmez (Jorizzo ve
ark 2012).

Cevresel  alerjenlere  karst  gelisen  IgE  aracili  reaksiyonlar,

radyoallergosorbent (RAST) kan testleri, prick deri testler1 gibi tetkikler sayesinde
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akut {iirtiker ve kontakt tirtiker tanimlanabilir. Ancak laboratuvar sonuglart klinik

tabloya uygun olarak yorumlanmalidir.

Hafif diizeydeki hastalarin (antihistaminiklere yanit veren) biiyiik bir
kisminda higbir sorgulama yapmaya gerek yoktur. Ancak siddetli hastaligi olanlar
(antihistaminiklere yanit vermeyen) i¢in faydali bir tarama profili; tan kan sayimi ve
akyuvar diferansiyeli (0rnegin bagirsak parazitozunun eozinofilisini tespit) ve
ESR’yi (genellikle kronik iirtikerde normaldir) icermelidir. Ayrica tiroid antikorlar
dikkate alinmali ve hastanin klinik semptomlarina goére tiroid reaksiyon testleri
yapilmalidir. Yapilan kontrollerde kronik {irtikerin bir belirteci olabilir. Fizik
muayene ve genis kapsamli anamnez birinci basamak hekimi tarafindan yapilabilir.
Dispeptik semptomu olan hastalarda Helikobakter enfeksiyonu bulgusu aranabilir.
Fonksiyonel serum antikorlar1 olan hastalar i¢in "otoimmiin" iirtiker terimi giderek
genis bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak halen basit dogrulayici testlerin olmamasi

sebebiyle boyle bir taninin koyulmasi konusunda bir fikir birligi bulunmamaktadir.

Otolog serumun (otolog serum deri testi, OSDT) intradermal olarak deriye
enjekte edilmesi zamani lokalize bir kabariklik ve hale yaniti gézlemlenmektedir. Bu
kabarikliklarin gozlemlenmesi kandaki fonksiyonel faktorlerin kanitlanmasi igin
yeterlidir. Ancak bu antikorlar i¢in halen Ozellesmis bir testin olmamasi taniyi
kisitlamaktadir. Serum fizyolojik enjeksiyonu uygulamasi komsu alandan 30 dakika
icinde en az1 1,5 mm’den biiyiik capta bir pembe kabariklik olusmasi OSDT’ nin
olduk¢a 06zgiil ve duyarli bir tarama testi oldugunu géstermektedir (Sabroe ve ark
1999).

Anti-IgE ve anti-FceRI i¢in yapilan serolojik testlerin muhakkak histamin
algilayan mast hiicresi ve bazofil testleriyle korele yapilmasi gerekmektedir. Ciinkii
otoantikorlar fonksiyonel otoantikorlar kadar duyarli olmasa da Western blot ve
ELISA ile tespit edilmistir. Urtikeri otoimmiin hastaliklar sirasina dahil etmek igin
her ti¢ testle (OSDT, Fonksiyonel otoantikorlar ve serolojik testler) dogrulamak

gerekmektedir (Jorizzo ve ark 2012).

Fiziksel frtikerin tanisi igin kullanilan testler, uluslararasi standartlara
dayanarak tasarlanmistir. Ornegin bir tahta spatulanin yuvarlak kenari ile deriyi

hafifce geriye dogru oksayarak kolayca semptomatik dermografizm test edilebilir.
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"Dermographometre" basinct dnceden belirlenebilen (36gr/ml2) deri hassasiyetini
Olgebilen yayli bir kalemdir. Gecikmis basing iirtiker tanisi igin sirta veya uyluka 20
dakika boyunca 2,5 kg bir agirlik uygulandiginda 2-8 saat ig¢inde bir palpabl
kabariklik olusmaktadir. Sicak bir ortamda terleme noktasina kadar egzersizi veya 42
derecelik sicak bir banyoda 10 dakikalik beklemeyle kolinerjik tirtiker test edilebilir.
Ancak ikinci test egzersize bagl gelisen anaflaksi taniy1 diglar. 20 dakika boyunca
ince bir polietilen torba veya eldiven i¢inde bir buz kiipiliniin uygulandig1r yerde

kabariklik gelisimi soguk kontakt tirtikeri dogrular (Grattan ve ark 1992).

Dogal veya yapay radrasyona maruz kaldiktan sonra dakikalar iginde gelisen
tirtikeryal lezyon geisimiyle gilines {irtikeri tanist koyulur. Yapilan fototest vastasiyla
dalga boylarinin spektrumlar1 darbant monokromatdrlerle tespit edilir. 20 dakika
viicut sicakliginda uygulanan 1slak gazli bez altinda ya da viicut sicakliginda yapilan
bir banyo veya dus sonrasinda uyarilan kabarikliklarla akuajenik iirtiker tanisi
konulur. 30 saniyeden 5 dakikaya kadar uzayan bir siirede deride 1sitilmig silindir
(43°C ve 56°C arasindaki sicaklikla) uygulanmasiyla lokalize sicak irtiker tanisi

dogrulanir (Bolognia ve ark 2012).

Urtikeryal vaskiilit tanisinda; 24 saatten fazla siiren isaretlenmis lezyonlarda
16kositoklastik vaskiilitin histolojik olarak varligi veya yoklugunun arastirilmasi,
serum kompleman testleri, sistemik lupus eritamatozus (SLE) dislama testleri,
bobrek ve karaciger fonksiyonu igin tam bir kan sayimi, ESR, idrar tahlili, C3-C4 ve
CH50’nin serum kompleman diizeyleri, solunum fonksiyon testler1 ve uygunsa

akciger filmi yapilmalidir (Davis ve ark 1998).

Diisiik serum C4 testi dokiintiisiiz anjiyoddem tanisinda ¢ok hassastir bir
testtir. Edinsel C1 testi ise Inhibitdr eksikligi i¢in non-spesifik bir tarama testidir
(Jorizzo ve ark 2012).

2.5. Tedavi

Urtiker i¢in nedenin ortadan kaldirilmas1 ve semptomlarin giderilmesi iirtiker
tedavisinin temel 2 hedefini olusturmaktadir. Urtikerin kroniklesen formunda ise
hastaligin sebebinin belirlenmesi ve ortadan kaldirilmasi hayli zorluk olusturabilir.

Aspirin, NSAII, ve fiziksel tetikleyiciler basta olmakla bazi gidalar stres ve bazi
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ilaclar gibi irtikeri aktive edebilecek etkenlerden korunmak tiim hastalara

onerilmektedir (Kocatiirk Goncii ve ark 2016).

Bir ¢ok semptomu sinirlerde ve endotel hiicrelerde bulunan iirtiker hastaligi
H1 reseptorleri aracilign ile gelismektedir. Bu nedenle iirtikerin tedavisinde HI
reseptor blokerleri major ilaglari olusturmaktadir (Sharma ve ark 2015). H1
antihistaminlerin birinci kusagi icin c¢ok iyi yapilmis farmokinetik arastirmalar
yoktur. Ilag aktivitesi ve konsantrasyonlar1 arasindaki iliskiyi isbat edebilecek
farmodinamik arastirmalar ise c¢ok azdir. Birinci kusak H1 antihistaminlerin
antipururitik etkileri 4-6 saat siirmektedir (Simon ve Simons 2008, Erkiling 2015).
H1 antihistaminlerin ikinci kusak ilaglar1 24 saat etki etmektedir. AKrivastin, ebastin,
desloratadin, setirizin, levosetirizin, rupatadin ve loratadin Tiirkiyede en sik

kullanilan ikinci kusak antihistaminlerdir (Kocatiirk Goncii ve ark 2016).

Akut rtikerde ikinci kusak HI1 antihistaminleri standart dozda
kullanilmaktadir. Baz1 hastalarda semptomlar1 kontrol altina alinamazsa standart doz
4 katina kadar artirilabilir. Eger yine de semptomlar kontrol altina alinamiyorsa son
kullanilan doza uygun ilave bir ikinci kusak H1 antihistamini Onerilebilir.
Antihistaminler diizenli olarak her giin kullanilmalidir. Akut {irtiker i¢in en etkin

ikinci kusak H1 antihistamini 6nermek i¢in yeterince ¢alisma yoktur (Erdem 2015).

Tiirkiyede akut tirtikerin tedavisinde en ¢ok kullanilan antihistamin feniramin
maleattir. Lokotrien reseptor antagonistleri genel anlamda giivenli ilaglar oldugu igin
ve disik yan etki profilleri nedeniyle hem antihistaminlere yeterince duyarh
olmayan KSU’de hem de soguk iirtiker, dermografik iirtiker, solar iirtiker ve geg
basing irtikerlerinde ikinci kusak antihistaminler de kombine edilerek
kullanilmaktadir (Di Lorenzo ve ark 2006, Silva ve ark 2014).

Siklosporin, dzellikle KSU tedavisinde oldukga etkili bir ajandir. Ancak uzun
stire kullanim1 zamani gelisebilecek yan etki riski nedeniyle omalizumab tedavisine
direncli KU olgularinda ve yiiksek doz antihistaminlerle tedavi edilen vakalarda

kullanilmaktadir (Baskan ve ark 2004).

Omalizumab, KSU hastalarinda yiiksek doz antihistamin tedavisine ragmen

semptomlar devam ederse kullanilan etkin giivenilir ve onayli tek tedavi
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alternatifidir. Niiks gelismesi halinde 6 aylik kullanim sonrasinda tekrar etkinlik

kayb1 olmadan kullanilabilir (Metz ve ark 2014).

Hem kronik, hem akut {irtikerde kisa siirede semptom kontrolii saglamakta
oldukga basarili olan sistemik steroidler ile ilgili bilimsel arastirmalar ¢ok azdir.
Sistemik steroidlerin en fazla 10 giin olacak sekilde akut alevlenme donemlerinde

kullanilmasi onerilmektedir (Zuberbier ve ark 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurul Komisyonu’nun 06.02.2019 tarih ve 2019/04 numaral etik
kurul karar1 ile tez projesi olarak onaylanmis; sonrasinda Selcuk Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeler Koordinatorligii tarafindan 19202027 numarast ile

desteklenmistir.

Selguk  Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na Dermatoloji polikiliniginden {irtiker hastalig1 tanisiyla gonderilen
hastalarin gaita 6rneklerinden saptanan 9 Blastocystis spp. ve saglikli goniilliilerden

alinan gaita 6rneklerinde saptanan 5 Blastocystis spp. ¢alismaya dahil edilmistir.
3.1. Orneklerin Toplanmasi

Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen toplamda 100 {irtikerli hasta
ve 100 goniilliden elde edilen gaita ornekleri incelemeye alindi. Olgular 10 giin
icerisinde {i¢ farkli giinde gaita 6rnegi vermeleri konusunda bilgilendirildiler. Gaita
ornekleri nativ-lugol yontemi kullanilarak direkt mikroskobide incelendi.
Blastocystis spp. pozitif olgulardan formalin tiipiine ve ependorfa 6rnek eklenerek iKi
sekilde saklamaya alindi. Blastocystis spp. pozitif olgular ¢alismaya alinana kadar -
20°C’de saklandi.

3.2. Kullanilan Soliisyonlar
3.2.1. Nativ
3.2.2. Lugol
3.2.3. Formalinli tiip
3.2.4. 1X TBE (Tris-borik asit-EDTA)

Hassas terazide tartilan Trisma base 10.8 g/L, Borik asit 5.5 g/L, EDTA 0.744
g/L 1X TBE i¢in 2000 mL distille su igerisine eklendi. Manyetik karigtiricida 1s1 2,

mixing 5 olmak sartiyla iyice eritilene kadar bekletildi.
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3.2.5. Agaroz Jel

Hassas terazide tartilarak hazirlanmis 2 gr agaroz (Sigma, Almanya) 200 mL
0,5X TBE igerisine konularak agaroz jel (%1,5) hazirlandi. Agaroz tamamen
homojen hale gelene kadar mikrodalga firinda kaynatildi. Agaroz elle dokunulabilir
sicakliga gelene kadar sogutuldu. Etidyum bromiir (SNP Biyoteknoloji, Tiirkiye) son
konsantrasyonu 8 pg/mL olacak sekilde sogutulmus agarozun igerisine eklendi.
Hazirlanmis olan agaroz jel kabarciklarin olugsmasini engellemek i¢in taraklar ¢ok
dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Agaroz jel elektroforez yatagina dokiildiigii zaman
katilasmasiin standart olmasi i¢in 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Taraklar jel
tamamen katilagtiktan sonra kuyucuklari bozmayacak bir sekilde c¢ikartildi. Jel
yiiklemesinin son asamasinda ise i¢erisinde 0.5X TBE bulunan elektroforez tankina

hazirlanan jel aktarildi.
3.3. Genomik DNA izolasyonu

Calismaya alinacak orneklerin -20°C sogutucudan ¢ikartilarak oda 1sisinda
normal hale gelmesi beklendi. Genomik DNA izolasyonu (Norgen Biotek, Canada)

ticari kiti kullanilarak gerceklestirildi. Izolasyon asamalar1 asagidaki gibi yapildi:
Lizat preparati
1. Hassas terazide verilen boncuk tiiptine 200 mg gaita 6rnegi eklendi.

2. Boncuk tlipline 1 ml lizis soliisyonu L eklendi ve kisa siire vorteks

yapilarak karistirildi.
3. 100 pl lizis soliisyonu A eklendi ve kisa siire vorteks yapilarak karigtirildi.

4. Diiz yatakl bir vorteks iizerinde ¢apraz sekilde tutularak 5 dakika boyunca

maksimum hizda karistirildi.
5. 14 000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiijlendi.

6. Hiicre peletini almayacak sekilde boncuk tiipiinden 600 pl temiz
siipernatan dikkatlice toplandi ve DNAz igermeyen bir mikrosantrifiij tiipiine

aktarildi.
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7. 100 pl baglayic1 soliisyon I eklendi ve birkag kez ters yiiz edilerek
karigtirildi.

8. 10 dakika boyunca buz lizerinde inkiibe edildi ve siire sonunda 14 000
rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij yapildi.

9. Hiicre peletine temas etmeden 500 pl temiz siipernatan 2 ml’lik DNAz

icermeyen mikrosantrifiij tiipline aktarildi.

10. Toplanan lizata esit miktarda yani 500 pl %70 etanol eklendi ve

karistirmak i¢in kisa bir siire vorteks yapilarak karigtirildi.
Kolona baglanma
1. Verilen toplama tiipleriyle spin kolonlari monte edildi.

2. Etanol ile berraklastirilmis lizattan 600 pl toplama tiipiiniin igerisine

yerlestirilmis kolona eklendi ve 14 000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij yapildi.

3. Lizat hacminin tamami ge¢meyen kolonlar, 14 000 rpm’de ek 1 dakika
daha santrifiij yapildi.

4. Akis bosaltildi ve spin kolonu yeniden toplama borusuyle monte edildi.

5. Etanol ile berraklastirilmis kalan lizat miktar1 ayni kolona eklendi ve 14

000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij yapildi.

6. Lizat hacminin tamami ge¢gmeyen kolonlar, 14 000 rpm’de ek 1 dakika
daha santrifiij yapildi.

7. Akis bosaltild1 ve spin kolonu yeniden toplama borusuyle monte edildi.
Kolon yikama

1. 500 pl baglayici soliisyon C kolona eklendi ve 10 000 rpm’de 1 dakika
boyunca santrifiij yapildu.

2. Akis bosaltildi ve spin kolonu yeniden toplama borusuyle monte edildi.
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3. 500 pl yikama soliisyonu A eklendi ve 10 000 rpm’de 1 dakika boyunca
santrifiij yapildi.

4. Akis bosaltildi ve spin kolonu yeniden toplama borusuyle monte edildi.

5. 500 ul yikama soliisyonu A eklendi ve 10 000 rpm’de 1 dakika boyunca
santrifiij yapildi.

6. Kolonda reginenin tamamen kurumasini saglamak igin 10 000 rpm’de 2

dakika boyunca santrifiij yapildi ve toplama tiipii atildi.
DNA eliisyonu
1. Kolon 1,7 mI’lik yeni bir eliisyon tiipiine yerlestirildi.
2. 100 pl eliisyon soliisyonu B kolona eklendi.
3. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.
4. 10 000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij yapildi.
5. Kolonlar atilarak eliisyon tiipleri kapatildi.

6. PZR isleminde kullanilacak olan bu tiipler uzun siireli depolama igin -

20°C sogutucuda saklandi.
3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR yonteminde hedef genlere ait primer dizileri ve cogaltilan baz cifti

uzunluklar1 Tablo 1.’de yer almaktadir.

Tablo 1. Blastocystis alt tiplerini belirlemek i¢in kullanilan primerler

Hedef Gen Primer Dizisi (5°-3) Bant Biiyiikliigii (bp)
F GGTCCGGTGAACACTTTGGATTT 23
R CCTACGGAAACCTTGTTACGACTA |26
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3.4.1. Master Miks Soliisyonunun hazirlanmasi

Primerler 250 pl steril distille su ile sulandirildiktan sonra kisa siire
santrifiijjlendi ve karigtirmak icin vorteks yapildi. 20 pl alinarak mikrosantrifiij
tiiptine aktarildi ve tizerine 180 ul steril distille su ilave edildi. Kullanilacak olan
kimyasallar -20° C dondurucudan ¢ikarilarak oda isisinda ¢oziinmesi beklendi. Taq
polimeraz ise diger kimyasallardan farkli olarak islem sirasi geldiginde c¢ikarildi.
Coziinen kimyasallar vortekslenip mikrosantrifiij tiiplerine pipetlendi. Taq polimeraz
enzimi ise vortekslenmeyip, kisa bir siire santrifiijlendikten sonra mikrosantrifiij
tiipline aktarildi. Hazirlanmig olan master miks soliisyonu 0,2 ml’ lik PZR tiiplerine
22,5 pl dagitildi. 0,2 pl’ lik tiipler numaralandirildi ve izole edilen DNA
orneklerinden 2,5 pl master miks soliisyonlarina eklendi. PCR miksi Tablo 2’de

goriildiigl gibi hazirlandi.

Tablo 2. PCR Miks igerigi

Malzeme 1 6rnek icin miktar (ul)
10xTaq Buffer 5uL

dNTP (10mM) 1 uL

10 pmol F primer 1 ulL

10 pmol R primer 1 ulL

25 mM MgCl»y 4 uL

Taq Polimeraz 0.3 uL

ddHp O 32.7uL

DNA 5uL

Toplam 50 pL

3.4.2. PZR uygulamasi

Hedeflenen DNA pargalarini ¢ogaltmak igin Sensoquest (Labcycler,
Germany) PZR cihazina yerlestirildi ve asagida belirtilen dongii uyguland: (Tablo

3).
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Tablo 3. Blastocystis spp. geni i¢in PZR 1s1l déngii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayis1 | Sicakhk Siire
Baslangi¢ denatiirasyon 1 95°C 2 dk
Denatiirasyon 95°C

Baglanma 35 58°C 30 sn
Uzama 72°C 35sn
Son uzama 1 72°C 7 dk
Bekletme 1 4°C ©

3.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiilenmesi

Elektroforez tankina hazirlanan jelin stiinii kaplayacak sekilde 0.5X TBE
tamponu eklendi. 4uL 3000 bp DNA ladder ilk kuyucuga, 3uL. PCR amplifikasyon
iriinii 3ul. 6X Orange DNA Loading Dye ile kanstirilarak diger kuyucuklara
yiiklendi. 120Vv akimda ve 60dk siiresinde jel elektroforezi gerceklestirildi. 60 dk
bittikden sonra tanktan alinan jel goriintiileme cihazi (Gel Logic 200 Imging System,
Kodak) kullanilarak bantlarin varlig1 agisindan goriintiilendi. Degerlendirme zaman
molekiiler standart ile uyumlu baz ciftine sahip ve pozitif DNA 6rneginin karsisina

denk gelen o6rneklerin geni tasidigi belirlendi.
3.5. Sekans Analizi

PCR iriinii saflastirma asamasinda, elde edilen tek bant ornekler
icin "HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-60005) saflastirma enzimi kullanilip,

kitin prosediirlerine uyarak saflagtirilmistir.

Sanger Dizileme oOrnekleri i¢in, Macrogen Hollanda laboratuvarinda, ABI
3730XL Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye
Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster
City, CA).
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Subat 2019 - Subat 2020 tarihleri arasinda Sel¢uk Universitesi,
Tip Fakiiltesi Dermatoloji polikliniginde muayene olan, 100 iirtiker tanisi almis
hastalar ile 100 saglikli kontrol grubundan alinmis gaita 6rnekleri direkt mikroskopi,
PZR ve sekanslama yontemleri kullanilarak Blastocystis spp. agisindan
degerlendirilmistir. Ayrica calismada hasta grubuna hasta sikayetleri, soSyo-
ekonomik seviye ve hijyen gibi bilgileri iceren bir anket uygulanarak, Blastocystis

spp. varligi ile bu degiskenler arasindaki iliski arastirilmustir.
Yas ve Cinsiyet dagilim

Calismaya 100 hasta grubu gaita 6rnegi, 100 kontrol grubu gaita 6rnegi dahil
edilmistir. Hasta grubunda 36 erkek ve 64 kadin, kontrol grubunda ise 47 erkek ve 53
kadin ¢alismaya alinmistir. Hasta ve kontrol grubunun yasa gore
degerlendirilmesinde; hasta grubunda erkeklerde minimum yas 4, maksimum yas 61,
kadinlarda minumum yas 1, maksimum yas 82’dir. Kontrol grubunda erkeklerde
minimum yas 1, maksimum yas 87, kadinlarda minumum yas 1, maksimum yas 76

olmustur (Tablo 4).

Tablo 4. Hasta ve kontrol grupunun yas ve cinsiyet dagilimi.

Hasta Kontrol
Yas grubu grubu Toplam
Kadin Erkek Kadin Erkek |n (%)
0-18 4 4 11 7 26 (%13)
18-50 46 26 28 26 126 (%63)
>50 14 6 16 12 48 (%24)
Toplam 64 36 55 45 200

Blastocystis spp. kontrol grubunda 1 (1%) ¢ocukda saptanmuistir, gcocuk hasta
grubunda saptanmamistir. Kontrol grubunda 4 (4%) erigkinde, eriskin hasta grubunda
ise 9 kiside saptanmistir. Kontrol grubu Blastocystis spp. pozitif kisilerin 1’1 (1%)
cocuk, 4’1 (4%) yasl kisi olmustur. Hasta grubu Blastocystis spp. pozitif kisilerin 5’1
(5%) orta yash, 4’1 (4%) yash kisi olmustur.
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Parazit dagilim

Calismaya toplam 200 gaita 6rnegi alinmis ve x400 biiyiitmede bir mikroskop
sahasinda en az bir mikroorganizma goriildiigii takdirde Blastocystis spp. pozitif
olarak kabul edilmisdir. Buna gore sirasiyla; 200 gaita Orneginin 14’tinde (%7)
Blastocystis spp. pozitif olarak saptanmistir. Hasta grubundan alinan 100 gaita
orneginin 9'unda (% 9) Blastocystis spp. pozitif olarak bulunmustur. Hasta grubuna
ait pozitif olan orneklerin, 2’sinde (% 2) Entamoeba spp. ve Blastocystis spp.
birlikte, 7’sinde (%7) sadece Blastocystis spp. saptanmustir, negatif olan drneklerde
baska parazit bulunmamistir. Kontrol grubundan alinan 100 gaita 6rneginin 5'inde
(%5) Blastocystis spp. pozitif olarak bulunmustur. Kontrol gurubuna ait pozitif olan
orneklerin 1’inde (%1) Entamoeba spp. ve Blastocystis spp. birlikte, 4’tinde (%4)
sadece Blastocystis spp. saptanmistir, negatif olan Orneklerin 2’sinde (%2)

Entamoeba spp. bulunmustur.

Tablo 5. Hasta ve kontrol gruplarina gore saptanan parazit dagilimi

Parazit dagilim Hasta grubu | Kontrol grubu | Toplam
n=100 n=100 n=200
n (%) n (%) n (%)
Blastocystis spp. 7 (%7) 4 (%4) 11 (%5,5)
Blastocystis spp. + Entamoeba spp. |2 (%2) 1(%1) 3 (%1,5)
Entamoeba spp. - 2 (%2) 2 (%1)

Sekil 3. Direkt mikroskobik incelemede farkli boyutlarda goriilen Blastocystis spp.
vakuoler formlar1 (Bu ¢alisma).
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PZR sonuc¢lar

Direkt mikroskobik inceleme sonrasi Blastocystis saptanan 14 gaita
orneginden genomik DNA izolasyonu yapilarak Blastocystis SSU rRNA genine 6zgii
PZR ¢alisilarak beklenen boyutta (~119bp) amplifikasyon goriilmiistiir (Sekil 4).

fgggg““.----"oﬁ.---o- - - -
AN e (1 ool TR f e T T SR k 1

Sekil 4. PZR ile pozitif saptanan Blastocystis spp. jel goriintiisii. Hasta grubu
(a,b,c,d,e,f,g,h,1) ve kontrol grubu (j,k,I,m,n) Blastocystis spp. genleri 119 bp
boyutunda goriilmektedir.

Sekanslama sonuglari
DNA dizi islemi ¢ift yonlii olarak okutulmustur. Gaita orneklerinden DNA
izolasyonu ve PZR yontemleri kullanilarak elde edilen DNA dizileri, referans

dizilerle siralanmistir ve kromotogram goriintiileri incelenerek olasi yanlis niikleotit

okumalari diizeltilmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Cift yonlii okunan Blastocystis DNA dizilerinden birine ait kromatogram
dosyast

Tablo 6. Blastocystis alt tiplerinin hasta ve kontrol gruplarina gére dagilimi.

Alt Tip Hasta Kontrol
Say1 (%) Say1 (%)
ST1 1(% 11,1) 2 (% 40)
ST2 4 (% 44,4) 1 (% 20)
ST3 3 (% 33,3) 2 (% 40)
ST4 1(% 11,1) -
Toplam 9 5

Blastocystis spp. pozitif trtiker grubu hastalarinin semptomlar1 Tablo 7.de

gosterilmistir.
Hasta anket sonuclari

Yapilan anket sonuglarina gore iirtiker grubu hastalarin 87°si (% 87) sehir
merkezinde, 13’1 (% 13) ilgede yasadigini belirtmistir. Hastalarin 11’1 (% 11) hazir
su, 28’1 (% 28) sebeke suyu, 61’1 (% 61) sebeke suyu ile hazir suyu birlikte
kullandigint belirtmistir. Gaita 6rnegi verirken hastalarin 11’1 (% 11) antibiyotik
kullandigini ve 4’1 (% 4) evcil hayvan besledigini belirtmistir.
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Tablo 7. Hasta sikayetlerinin akut ve kronik tirtiker hasta gruplarina gére dagilimu.

Akut iirtiker Kronik iirtiker

Semptomlar (n=36) (n=64) Toplam (n=100)
n (%) n (%) n (%)
Kasinti 34 (%94,4) 59 (%92,1) 93 (%93)
Kizarikhk 31 (%86,1) 58 (%90,6) 89 (%89)
Kabarikhik 11 (%30,5) 35 (%54,6) 46 (%46)
Ates 8 (%22,2) 36 (%56,2) 44 (%44)
Siskinlik 9 (%11,1) 31 (%48,4) 40 (%40)
Deride dokiintii 3 (%8,3) 19 (%29,6) 22 (%22)
Karin agrisi 1 (%2,7) 8 (%12,5) 9 (%9)
Ishal 3 (%8,3) 1 (%1,5) 4 (%4)
Bulanti 1 (%2,7) 3 (%4,6) 4 (%4)
Kabizhk - 3 (%4,6) 3 (%3)
Hazimsizhk - 3 (%4,6) 3 (%3)
Kusma 1 (2,7%) 1 (%1,5) 2 (%2)

Kilo Kayb1 - - -

Tablo 8. Hasta grubu Blastocystis

arasindaki iliskisi.

spp. pozitif hastalarin semptomlariyla alt tipleri

ST1 ST4 | Toplam
Semptomlar (n=1) ST2 (n=4) |ST3(n=3) |(n=1) |(n=9)
Kizariklik 1 3 3 1 8
Kagint1 1 3 2 1 7
Ates 1 2 2 1 5
Kabariklik 1 1 1 - 3
Siskinlik - 2 - - 2
Karm agrisi - 1 - - 1

43



5. TARTISMA

Diinya genelinde incelenen gaita Orneklerinde en ¢ok saptanan
mikroorganizmalardan biri olan Blastocystis spp. zorunlu anaerobik ve intestinal
yerlesimli bir protozoondur (Popruk ve ark 2013). Blastocystis’in hem semptomatik
hem de asemptomatik hastalarda goriilmesi onun patojenik olup olmadigi konusunda
siipheler olustursa da giliniimiizde parazit artik patojen olarak kabul edilmektedir.
Blastocystis ile ilgili ¢alismalarda en 6nemli sorun uygun bir deneysel modelin

bulunamamis olmasidir. (Saygi1 2016).

Klinik goriinimii olduk¢a degisken olan frtiker heterojen bir hastalik
grubudur ve cesitli faktorlerden kaynaklanabilir (Gupta ve Parsi 2006). Urtikerin
nedenlerinden biri de protozoon ve helmintler oldugu bilinmektedir. Kasintil
lezyonlarin nedeni ciltte immiin mekanizma sonucu olusan histamin salinimidir.
Parazitlerin limende TH2’den salgilanan IL-3, IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi belli
immiinolojik mediatorlerin salgilanmasini uyararak IgE yaniti sonucu histamin
salmmmiin indiiklendigi bildirilmistir (Karaman 2009). Blastocystis pozitifligi ile
tirtiker arasinda yakin bir korelasyon oldugu yapilan bir¢cok arastirma sonucu
bildirilmistir ve bu parazitin belirli immiin mediatorleri aktive ederek tirtikere neden
olabilecegi caligmalarin bazilarinda belirtilmistir (Balint ve ark 2014, Lepczynska ve
ark 2016).

Tiirkiyenin Malatya ilinde yapilan bir arastirmada iirtiker tanisi1 konulan
hastalarda bagirsak parazitlerinin dagilimini belirlemek i¢in 57 kronik iirtiker ve 47
akut trtiker tanili toplam 100 hasta ¢aligmaya dahil edildi. Gaita ornekleri selofanli
lam, formol-etil-asetat ¢oktiirme yontemi ve nativ-lugol yontemiyle incelendi ve tim
olgularin eozinofil degerlerine bakildi. Toplam 100 drtiker tanili olgunun 11°i
(%52,4) kronik tirtiker ve 10’u (%47,6) akut irtiker olarak toplam 21 olguda parazit
saptandi. Giardia intestinalis 1 olguda, Enterobius vermicularis 4 olguda Entamoeba
coli 8 olguda, lodomoeba butschlii 2 olguda, Blastocystis hominis 5 olguda,
Trichomonas hominis 1 olguda bulundu. Istatistiki degerlendirmede alerjik iirtikerli
olgularla parazitozlarin iliskisi konusunda anlamli bir sonuca varilamadi (p=0,81)
(Aycan ve ark 2011). Bizim g¢alismamizda hasta grubuna 36 akut {irtiker ve 64
kronik firtiker tanili toplam 100 hasta dahil edildi. Toplam 9 olguda parazit tespit
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edildi ve Blastocystis spp. %9 oraninda saptanarak bu c¢alismaya gore daha yiiksek
oranda, Entamoeba spp. daha diisiik oranda bulundu.

Rize’de yapilan bir ¢alismada kronik iirtiker etiyolojisinde protozoonlarin
rolii arastirildi. Calismaya 49 hasta ve 36 saglikli kisi dahil edildi. Nativ-lugol
yontemi ve triktom boyama yontemleri kullanildi. Her iki grubun serum IgE
seviyeleri nefelometrik yontemle olgiildii. Hasta grubunda 19 (% 38,8), kontrol
grubunda ise 4 (% 11,1) hastada parazit saptandi ve bu fark anlamli bulundu.
Protozoon saptanan hastalarin protozoon saptanmayan hastalarla karsilastirildiginda
toplam serum IgE diizeylerinde dort kat artis oldu. Hasta grubu gaita 6rneklerinin
inceleme sonucu 9 o6rnekte Entamoeba coli, 7 6rnekte Blastocystis hominis ve 3
ornekte Giardia spp. saptandi. Kontrol grubunda ise 3 6rnekte Entamoeba coli ve bir
ornekte B.hominis saptandi. Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda parazit bulunma
siklig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (Ki-kare, p< 0,05). (Dilek
ve ark 2012). Bizim ¢alismamizda kontrol grubuna 100 saglikli kisi dahil edildi ve
toplam 7 olguda parazit saptandi. Bu ¢alismaya gore bizim ¢alismamizda saptanan
parazitler hasta grubunda daha asagi oranda, kontrol grubunda daha yiiksek oranda
bulundu. Bunlardan 5’inde Blastocystis pozitif olarak tespit edildi ve Blastocystis

negatif 6rneklerin 2’sinde sadece Entamoeba spp. saptandi.

Calismamizda iirtikerli hasta grubuna 100 kisi dahil edildi. Blastocystis spp. ¢ocuk
hasta grubunda saptanmadi, eriskin hasta grubunda ise 9 kiside saptandi. Bunlardan
6’s1 kronik firtikerli, 3’0 akut tirtikerli hastada saptandi. Hasta grubu Blastocystis spp.
pozitif kisilerin 5’1 (5%) orta yasli, 4’1 (4%) yaslh kisi olarak belirlendi. Yapilan
arastirmalarin birinde KSU tanili hasta grubuna 76 cocuk ve 38 eriskin, saglikl
kontrol grubuna 106 ¢ocuk, 34 eriskin dahil edildi. Cocuk hasta grubunda 17 hastada
(%22,3), ¢ocuk kontrol grubunda 16 c¢ocukta (%14,6), eriskin hasta grubunda 7
hastada (%18,4), eriskin kontrol grubunda ise 3 kiside (%38,8) diski konsantrasyon ve
trikrom boyama yontemleri ile parazit saptandi ve bu farklar istatistiksel olarak
anlaml degildi (sirastyla p=0,181 ve p=0,376). Modifiye Kinyoun asit-fast yontemi
kullanilarak yapilan boyama sonucu higbir grupta parazit saptanmadi. Cocuk hasta
grubunda (%18,4) Blastocystis spp. pozitif 6rnek sayr ¢ocuk kontrol grubundan
(%13,7) daha yiiksek oranda bulundu. Bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi

(p=0,155). Hasta ve kontrol gruplarinda saptanan parazitler ile eozinofili ve total IgE
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yiiksekligi arasinda anlamli iligki bulunmadi. Parazit saptanan olgularda uygun
antiparaziter tedavi sonrasi yaklasik %50 oraninda KSU semptomlarinda iyilisme

onemli bir bulgu olarak degerlendirildi (Vezir ve ark 2019).

Blastocystis spp.’nin ameboid formunun patojenite ile iliskili olabilecegini
gosteren bazi ¢alismalar vardir (Katsarou-Katsari ve ark 2008). Misir’da yapilan bir
calismada da Blastocystis pozitif tirtikerli hastalarin % 60.6'sinda amoeboid formu
bulundu, ancak saglikli kontrollerin higbirinde bulunamadi. Toplam 54 iirtikerli hasta
ve kontrol grubundan 50 kisi c¢alismaya alindi. Digski 6rnekleri mikroskopide
incelendi ve PCR ile degerlendirildi. Hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak daha fazla sayida (P <0.001) parazit tespit edildi. Akut ve kronik tirtikerli
hastalar arasinda anlamli fark yoktu (P = 0.2).. 54 hastadan 334 (% 61.1)
Blastocystis pozitif iken, 50 kontrolden sadece 4't (% 8) pozitif bulundu (Zuel-
Fakkar ve ark 2011). Bizim g¢alismamizda genellikle, vakuoler ve kist formlari

goriildil.

Calismamizda hasta grubundaki en yaygin bildirilen bes semptom (kasinti,
kizariklik, kabariklik, ates ve siskinlik) degerlendirildiginde kasinti ve kizariklik
semptomlariyla Blastocystis alt tip dagiliminin iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica, ST2 ile siskinlik ve karin agris1 semptomu iliskisi dikkat ¢ekmektedir.
Blastocystis spp. ile klinik bulgular arasindaki iliskinin belirlenmesi igin bir ¢ok
calisgma yapilmistir. Bu c¢alismalardan birinde Blastocystis'in  semptomatik ve
asemptomatik gruplar arasindaki prevalansini ve klinik 6nemini arastirmak igin
toplam 554 gaita Ornegi calismaya dahil edildi. Ornekler formalin-etil asetat
konsantrasyonu kullanilarak konsantre edildi ve daha sonra Lugol'iin iyot boyama ve
istk  mikroskobu kullanilarak mikroskobik olarak incelendi. Ayrica DMEM
ortaminda kiiltiir yapildi. DMEM Kkiiltiirii sonucu asemptomatik ve semptomatik
hastalarin sirasiyla 64/398 (% 16.08) ve 29/156 (% 18.58) Blastocystis pozitif oldugu
belirlendi. Hasta semptomlari ile Blastocystis arasinda anlamli bir iliski bulunmadi (P
= (0.528), ancak iirtiker ile Blastocystis pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski gozlendi (P<0.05). Blastocystis varligi ile semptomlar arasindaki iliski
sirastyla ishal 19/116 (% 16,37), kabizlik 10/59 (% 16,94), siskinlik 19/122 (%
15,57), bulant1 15/105 (% 14,28) ve trtiker 5/7 (% 71,42) olarak belirlendi (Riabi ve
ark 2017).
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Konak 6zgiilliigii ve farkli izolatlarin patojenik potansiyelinin, SSU rRNA
genindeki dizi varyasyonlari ile baglantili oldugu bulunmustur (Skotarczak 2018).
Blastocystis izolatlar1 arasinda goze ¢arpan genetik heterojenite farkli alt tipler ile
patojenite arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir. Blastocystis’in dogrudan
alerjik belirtiyle mi yoksa bagirsak mikrobiyotasinin ortak bir bileseni mi oldugu
belirsizdir. Brezilya’da 2019 yilinda firtikerli hastalarda Blastocystis spp. molekiiler
cesitliligini degerlendirmek amaciyla ¢alisma yapildi. Toplam 58 firtikerli hastanin
gaita ornekleri parazitolojik yontemlerle incelendi ve daha sonra Blastocystis'e 6zgii
primerler kullanilarak PZR ile analiz edildi. Alt tipler (ST'ler) ve aleller (a), BLASTn
ve MLST araclar1 kullanilarak belirlendi. Urtikerli hastalarda ST1, ST2, ST3, ST4,
ST6 ve miks enfeksiyon (ST1 + ST3) tespit edildi, ST1 (a4), ST3 (a34 ve a36) ve
ST4 (a42) en yaygin olanlard1 (Baptista ve ark 2019).

Urtiker semptomlar1 ve Blastocystis spp. arasindaki iliskinin tanimlanmasina
calisilan birkag vaka sunumu mevcuttur (Katsarou-Katsari ve ark 2008, VVogelberg ve
ark 2010). Bir vaka sunumunda Blastocystis ST2 enfeksiyonu, gastrointestinal
hastalik ve kronik iirtikerin eszamanli olarak ortaya ¢ikmasi ile iliskilendirildi. Farkli
antimikrobiyal ilaglar ile tekrarlanan kemoterapiye ragmen, semptomsuz kisa
araliklardan sonra hem gastrointestinal hem de kutandz bozukluklar tekrar meydana
geldi. Parazitlerin ortadan kaldirilmasi ve hastanin tibbi durumunun kalic1 olarak
¢oziilmesi metronidazol ve paramomisin kombinasyonunun uygulanmasiyla saglandi
(Vogelberg ve ark 2010). Bizim ¢alismamizda da sadece ST2 saptanan lirtiker tanili

hastalarda siskinlik ve karin agris1 semptomu iligkisi dikkat cekmektedir.

Calismamizda ST1, ST2, ST3 ve ST4 olmak iizere toplam dort farklr alt tip
saptandi. Hasta grubunda belirlenen Blastocystis alt tip dagilimi: ST2 (n=4, %44,4),
ST3 (n=3, %33,3), ST1 (n=1, %11,1), ST4 (n=1, %11,1) seklinde, kontrol grubunda
belirlenen Blastocystis alt tip dagilimi: ST3 (n=2, %40), ST1 (n=2, %40), ST2 (n=1,
%20) seklinde bulundu. Arjantin’de yapilan bir calismada hastalardan toplam 270
gaita Ornegi toplandi. Hastalar asemptomatik kontrol ve semptomatik olarak
gruplandirildi. Semptomatik grupa kronik iirtikerli ve ishal, kabizlik, karin agris1 ve
siskinlik gibi bagirsak semptomlar1 olan hastalar dahil edildi. Taze ve SAF (salin,
sodyum asetat, formalin) korunmus gaita ornekleri (dort giinliik toplama boyunca

kisi basina dort farkli o6rnek) formalin-etil asetat ve Hoffman sedimantasyon
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konsantrasyonlari teknikleri, iyodin ¢ozeltisi, Gram-kromotrop, trikrom boyama
kullanilarak hemen incelendi. Modifiye aside direngli ve modifiye trikrom boyalari
paralel olarak gerceklestirildi. Ornekler Jones besiyerine ekildi. QIAmp DNA Disk1
Mini Kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapildi.
Asemptomatik ve semptomatik hastalarda Blastocystis morfotipleri ve ST'ler, p
<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Blastocystis alt tiplerinin % 71,6's1 (n
= 49) ST3 olarak belirlendi. Tanimlanan diger alt tipler ST1 (% 14.9, n = 10), ST6
(% 7.5, n = 5) ve ST2 (% 5.9, n = 4) idi. ST3 alt tipinin % 71,4'G (n = 35)
semptomatik, % 28,6's1 (n = 14) asemptomatik grupda bulundu. Blastocystis 18S veri
tabanindan alinan aleller, a34 ve al34'lin alinan tiim allellerin %72'sini (49/68) temsil
etti. Urtikerli hastalarm % 85,7'sinde (18/21) a34 saptandi (p <0,0001). Aym
zamanda, al34 asemptomatik hastalarin (kontrol grubu) % 46.4'tinde (p <0.0001) ve
tirtiker hari¢ diger semptomlar: olan hastalarin % 42.8'inde (p <0.0001) baskindi
(Casero ve ark 2015).

Diyarbakir’da yapilan bir arastirmada Blastocystis alt tiplerinin belirlemek
icin 282 insan gaita O6rnegi, 343 hayvan diski 6rnegi incelenmeye alindi. Toplam 96
gaita orneginde Blastcosytis pozitif saptandi ve bunlarin 69’u insanlardan, 27’si
farkli hayvanlardan toplam 96 gaita &rnegi toplandi. Urtiker tamisi konulmus 80
hastanin gaita 6rneginden 18’i pozitif bulundu. Calismaya alinan gaita Grnekleri
nativ-lugol ve trikrom boyama yontemi ile degerlendirildi. Pozitif bulunan &rnekler
Jones medium kiiltiir yontemi ile c¢alisildi. Kiiltiirde pozitif bulunan gaita 6rnekleri
alt tip belirlenmesi icin PZR yontemiyle ¢alisildt ve STS primerleri kullanildi.
Tiirkiye’de yapilan bu ¢aligmada ilk kez ST5 ve ST6 alt tipleri koyunlarda saptandi.
Hem insan hem de hayvan izolatlarinda en baskin ST3 alt tipi bulundu. Alt tipler
sirastyla; ST3(% 43,8), ST1 (%12,5), ST2 (%12,5), ST7 (% 6,3), ST6 (% 4,2) ve
ST5 (% 3,1) olarak belirlendi ve pozitif 96 Blastocystis izolatinin %27,2’sinde ise
higbir alt tip bulunmadi. Insan gaita Orneklerinden izole edilen Blastocystis
izolatinin %10,4’linde miks subtip saptandi. Kemoterapi tedavisi alan bir kigide ST1,
ST2 ve ST3 alt tipleri birlikte saptandi. Urtikerli hastalarin birinde ST1 ve ST2,
iiciinde ST1 ve ST3, GIS sikayeti olan bir kiside ST2 ve ST3 ve kontrol grubuna ait
bir kiside ST1 ve ST3 goriildii. Hayvan grubundan kanatliya ait bir izolatda ST6 ve
ST7 goriildii. Alt tipi belirlenmeyen izolatlarin 8’1 biiyiikbas, 7’si kiigiikbas, 7’si
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tirtikerli, 3°{i GIS sikayetleri olanlar, 1 kontrol grubu hastas1 ve 1 kanatl olarak tespit
edildi. (Cakir 2017).

Calismamizla benzer nitelikte olan bir arastirmada iirtiker hastalarindan
olusan hasta grubu (akut tirtiker n=72; kronik iirtiker n=65) ve kontrol grubundan
(n=129) gaita 6rnekleri toplandi. Blastocystis varligi, nativ-lugol incelemesi, trikrom
boyama, STS primerleri kullanilarak PCR ve DNA sekanslama analizi ile yapildi.
Filogenetik agac ¢izildi. Nativ-lugol ve trikrom boyama yontemleri ile inceleme
sonrasi, 16 drtikerli hastanin (16/133, %12) gaita orneginde Blastocystis pozitif
bulundu ve yedisi (7/133, %5.3) akut ve dokuzu (9/133,% 6.8 ) kronik iirtiker hasta
ornegi olmustur. Akut {irtiker hastalarinin {iciinde ST1, birinde ST2 ve {i¢iinde ST3
bulundu, kronik iirtiker hastalarindan birinde ST1 ve sekizinde ST3 bulundu. Kontrol
grubunda iki 6rnekte (2/123,% 1,6) Blastocystis pozitifligi tespit edildi ve her iki
ornek ST3 olarak belirlendi. Bir hastanin Blastocystis pozitif gaita 6rneginde Giardia
pozitifligi vardi. 133 hastanin 22'sinde ve 123 saglikli kontrolden 10'unda hayvan
temast bulundu. Blastocystis'in varligi ile hayvan temasi arasinda istatistiksel bir fark
yoktu (P = 0.64, P = 0.67). Urtiker hastalar1 ve kontroller arasinda Blastocystis
pozitifligi (P <0.01) agisindan istatistiksel olarak onemli bir fark bulundu. Alt tip
dagilimi (P = 0.67) veya Blastocystis varligi ve gastrointestinal sikayetler agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Hasta grubunda Blastocystis pozitifligi
olan bireylerin semptomlar1 su sekildeydi: kasint1 (16/16), gaz (11/16), siskinlik
(9/16), bulant1 (6/16), karin agris1 (5/16) ), kabizlik (5/16), ishal (3/16), kusma (1/16)
ve kilo kayb1 (1/16). Bu ¢alismanin 6nemli sonucu, Blastocystis pozitif hastalarda
metronidazol tedavisinden sonra {irtiker lezyonlarinin kaybolmasi ve bu da firtiker ile
Blastocystis arasinda gastrointestinal semptomatoloji ve alt tipten bagimsiz bir iliski
olasiligini ortaya ¢ikarmasidir. Bu ¢alisma sonucu irtikerli hastalarda Blastocystis alt
tipleri ile patojenite arasindaki iliskiyi ortaya koymak i¢in hasta grubunda farkl: iilke
ve toplumlarda tedavinin etkinligini arastirmak i¢in kapsamli ¢aligmalara ihtiyag
oldugu kanaatine varildi (Aydin ve ark 2019). Bizim g¢alismamizda iirtiker hasta
grubu 100 kisiden gaita Ornegi verirken hastalarin 11’inin (% 11) antibiyotik

kullandig1 ve 4’tiniin (% 4) evcil hayvan temasi bulundu.

Blastocystis alt tip aragtirmalar1 Tiirkiye, Iran, Rusya, Tayland, Isveg, Italya,

Almanya, Cin gibi bir¢ok lilkede yapilmis ve en ¢ok ST3 alt tipi saptanmistir.
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Blastocystis alt tiplerinin patojenite ile iligkisini anlamamiz i¢in hayvan modelleri ve
deneysel ¢alismalarin Blastocystis patojenitesinin belirlenmesinde ¢ok gerekli oldugu
acikca goriilmektedir (Tan 2008, Ajjampur ve Tan 2016). Blastocystis’in alt tip
dagilimmin belirlenmesi bu mikroorganizmanin epidemiyolojik  verilerinin
degerlendirilmesi i¢in Onemli noktadir. Bolgelere gore risklerin belirlenmesinde
Blastocystis spp. yayginliginin arastiritlmasinin daha anlamli olacag diistiniilmektedir
ve daha c¢ok alt tiplerin belirlenmesi ve dagilimi iizerine yapilan arastirmalar
yogunlagmaktadir (Tan 2008). Kuzey Kibris’ta yapilan bir ¢alismada Blastocystis
spp. prevalansini belirlemek i¢in 230 géniilliiden gaita 6rnekleri toplandi. Orneklerin
incelenmesinde nativ-Lugol ve trikrom boyama yontemleri kullanildi. PZR ve
dizileme yontemleriyle alt tipler belirlendi. En yaygin Blastocystis subtipleri ST3
(20; %31,2), ST2 (18; %28,2), ST1 (8; %12,5) ve ST4 (7; %11); diger ST'ler ise ST6
(3; %4.7), ST7 (2; %3.2) ve ST olmayan (6; %9.4) olarak belirlendi. Blastocystis
spp. ile gastrointestinal semptomlar arasinda 6nemli bir iliskisi bulunmamistir. Bu
bulgular B.hominis’in insanlarda bagirsak mikrobiyotasinin elemani olabilecegini
diistindiirmektedir (Seyer ve ark 2017). Bu ¢alismada ST6 ve ST7 bulunmasi ve alt
tipi belirlenemeyen oOrneklerin olmasi Kuzey Kibris’ta Blastocystis alt tiplerinin

genetik ¢esitliliginin daha yaygin oldugunu gosteriyor.

Iran’da yapilan bir ¢alismada Blastocystis 'in molekiiler epidemiyolojisini ve
alt tip dagilimini degerlendirmek i¢in 2012-2014 yillar1 arasinda digki muayenesi igin
bagvuran hastalardan toplam 481 gaita Ornegi toplanmistir. Ornekler direkt
mikroskobide incelendi. PCR, SSU rDNA genini hedefleyen yedi primer g¢ifti
kullanilarak gerceklestirildi ve sekanslandi. Toplam 69 (%14,35) Ornekte
Blastocystis spp. pozitif bulunmus ve 50 drnegin alt tipleri belirlenmistir. ST1 (%22),
ST2 (%6), ST3 (%40), ST4 (%2) ve ST5 (%8) dahil olmak iizere bes farkl alt tip
(ST) belirlenmistir. 5'1 ST3/ST4 karisimi olmak tizere 11 (%22) karisik enfeksiyon
bulunmustur. ST1/ST3 ve ST1/ST4 karisimlart sirastyla 3'tiir. Bu ¢calismada ST3 ile
enfekte kisiler en ¢ok gastrointestinal semptomlar gostermistir. Bulgular, bu alt tip ile
parazitin patojenik potansiyeli arasinda olas1 bir iliski oldugunu gostermektedir
(Khademvatan ve ark 2018). Bizim ¢alismamizda kontrol grubunda toplam 2
hastanin gaita drneginde ST3 belirlendi. Urtikerli hasta grubunda ST3 belirlenen

toplam 3 hastada gastrointestinal semptomlar bulunmadi.
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Cin’de yapilan bir aragtirmada, iki ila alti yagindaki ¢ocuklardan 609 gaita
ornegi toplandi ve PZR ile incelendi. Toplam 87 (%14,3) 6rnekte Blastocystis pozitif
bulundu. Ilgeler arasinda ve cinsiyetler arasinda énemli bir farklilik bulunmadi.
Blastocystis alt tipleri kii¢iik alt birim ribozomal RNA geninin dizi analizi ile
tanimlandi. En yaygin subtip ST3 (n = 41) bulundu ve bunu ST1 (n = 38), ST2 (n =
8) izledi. ST1 (ST1A ila ST1G) i¢in yedi varyasyon, ST2 (ST2A ila ST2D) i¢in dort
ve ST3 (ST3A ve ST3B) i¢in iki varyasyon dahil olmak lizere alt tip i¢i diizeyde
genetik polimorfizmler belirlendi; ST1F ve ST2B yeni varyasyonlar bulundu (Qi ve
ark 2020). Blastocystis alt tiplerinin ¢ok varyasyonlu olmasi genetik cesitliligi

artirmaktadir.

Yapilan arastirmalarin bazilarinda ¢ocuklarda ve immiin-sistemi baskilanmis
kisilerde Blastocystis firsat¢1 bir patojen olarak tanmimlanmis daha dikkatli takip
edilmesinin 6nem tasidig1 bildirilmistir (Eassa ve Masry 2016, Sanchez ve ark 2017).
Yersal ve ark (2016) tarafindan yapilan bir aragtirmada Blastocystis'in sikligini ve
genetik cesitliligini kanser hastalarda incelendi. Gaita 6rnekleri hem mikroskopi hem
de kiiltiir yontemleriyle incelendi. Kiiltiir pozitif 6rnekler, DNA izolasyonuna ve
STS-PCR (Sequence Tagged Site-PCR) analizine tabi tutuldu. Direkt mikroskobik
incelemede 232 diski 6rnegin 15'1 (% 6.5) ve kiiltir yontemleriyle 25' (% 10.8)
Blastocystis pozitif olarak tespit edildi. Kiiltiir pozitif 25 izolattan en yaygin alt tip
ST3 (%59), ardindan ST1 (%23) ve ST2 (%]18) olarak belirlenmistir. Blastocystis
siklig1 erkek hastalarda kadinlara gére (%19'a kars1 % 6.5, p <0.05), kentsel alanda
yasayanlarda kirsala gore daha yiiksekti (%15.3'e kars1 % 6.6, p <0.05). llging bir
sekilde, Blastocystis akciger kanseri olan hastalarda diger kanser tiirlerine gére daha
sikt1 (2 = 18, p <0.05). Ayrica en az sekiz kemoterapi dongiisii alan hastalarda da
digerlerine gére daha sik bulundu (% 21.4'e kars1 % 9.9, p < 0.05). Gastrointestinal
semptomlarin orani, enfekte ve enfekte olmayan hastalar arasinda 6nemli 6lgiide
farkli degildi. Blastocystis'in kanser hastalarinda patojenik ve klinik etkileri, zellikle
tedavi, mikrobiyota ve kanser tipi ile ilgili olarak daha ayrmtili incelenmelidir
(Yersal ve ark 2016). Bu calismada kiiltiir yonteminin daha duyarli oldugu kanaatine
varildi ve sonuglar bizim ¢alismamiza benzer sekildeydi. Bizim ¢alismamizda farkl
olarak Blastocystis sikligi kadin hastalarda (n=9) erkek hastalara (n=5) gére daha

yiiksek bulundu.
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Tiirkiye’de yapilan baska bir ¢alismada iilseratif kolit (UK) hastalarinda
Blastocystis sikligini ve alt tiplerini (ST) belirlemek 150 UK hastasindan alinan gaita
ornekleri direkt mikroskopi ile incelendi ve Jones besiyerine ekim yapildi.
Blastocystis pozitif kiiltiirler, DNA izolasyonuna tabi tutulmus ve barkod bolgesi
sekanslanarak alt tipler tanimlanmistir. C reaktif protein (CRP), lokosit sayimlar
(WBC), nétrofil sayimlar1 ve sedimantasyon hizlar iizerinde geriye doniik bir analiz
yapildi. Blastocystis spp. 12 hastada (%8) pozitif bulundu. En yiiksek oranda ST3
(n=8, %66,7) bulundu. Diger izolatlar ST1, ST2 ve ST7 olarak tespit edildi.
Blastocystis ile enfekte ve enfekte olmayan UK hastalar1 arasindaki laboratuvar
bulgular1 6nemli olgiide farkli degildi. Aktif donemdeki hastalarda Blastocystis
siklig1 %3,8 iken remisyon donemindeki hastalarda %11,8 idi (Coskun ve ark 2016).
Bu ¢alismada farkli olarak ST7 tespit edildi. Bizim ¢alismamizda ST7 bulunmadi.

Italya’da HIV pozitif toplam 156 hastadan 39’u (%25) Blastocystis spp.
pozitif olarak saptandi. Olgularmm % 30.7'sinde Blastocystis, Entamoeba coli,
Endolimax nana, Giardia intestinalis ve lodamoeba butschlii gibi diger protozoalarla
birlikte bulundu. Alt tipler sirasiyla ST3 (% 51,3), ST1 (% 30,8), ST4 (% 10,2), ST4
(% 7,7) olarak belirlendi. Blastocystis spp. pozitif hasta sikayetleri sirasiyla siskinlik
12 (30.76%), diyare 10 (25.64%), karin agris1 7 (17.94%), istahsizlik 5 (12.82%),
bulant1 3 (7.69%), kilo kayb1 3 (7.69%) seklinde bulundu. Blastocystis ile iligkili tek
semptom, protistin varligr ile bagirsak mikrobiyotasinin bilesimi ve stabilitesi
arasinda bir baglanti oldugunu gosteren siskinlikti (Sulekova ve ark 2019). Bizim

calismamizda hasta sikayetleri arasinda kilo kayb1 bulunmada.

Iran’da yapilan baska bir ¢alismada IBS tanis1 konulan 74 hastada, kronik
trtiker tanist konulan 59 hastada ve klinige genel olarak bagvuran 51 hastada
Blastocystis spp. incelenmis ve alt tiplemesi yapildi. Alt tipleme sonucu, tiim
insanlarin % 28.89'unda Blastocystis pozitif bulundu ve ST3, ST2 ve ST1
prevalansinin sirasiyla %22.22, %22.22 ve %17.78 oldugu gosterildi. Kronik firtiker
grubunda en fazla ST2 (% 33,3) alt tipi bulundu, kontrol grubunda ise en fazla ST3
(% 33,3) alt tipi bulundu (Shirvani ve ark 2019). Bizim ¢alismamizda iirtiker hasta
grubunda en fazla ST2 (4/9) bulundu ve ST2’nin irtikerle iligkisi olabilecegi

distiniilmektedir.
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Aydin'da yapilan bir arastirmada gaita Srneklerinde bulunan Blastocystis
izolatlarmimn kinik semptomlarla iligkisi degerlendirilmesi ve alt tiplerinin
belirlenmesi amaglandi. Blastocystis pozitif 61 gaita ornegi ¢alismaya alimustir.
Ornekler direkt mikroskobik inceleme sonrasi Jones besiyerine ekildi ve 37°C’de 72
saatlik inkiibasyon yapilarak parazit ¢ogaltildi. Genomik DNA izolasyonu, ticari bir
kit ile saklanan pelletlerden veya besiyerlerinden direkt olarak yapildi. PZR ile 44
(%72.1) izolatda alt tip belirlendi, fakat 17 (%27.9) izolatda belirlenemedi.
Orneklerin 17 (%38.6)’si ST3, 13 (%29.5)’ii ST2 ve 9 (%20.5)’u STI olarak
saptand1; Orneklerin 4’tinde ST1 ve ST3, bir 6rnekte ise ST1 ve ST2 birlikte
saptand1. Blastocystis pozitif olgularda saptanan sikayetler sirasiyla; karin agrisi (n=
24, %39.4), kasint1 (n= 22, %36.1), ishal (n= 4, %6.6) ve kabizlik (n= 2, %3.3)
olarak izlendi. Bu g¢alismadaki veriler baskin olan ST3’iin insan kaynakli izolat
oldugu fikrini destekledi. Ayrica, Blastocystis ile enfekte olgularda kasinti sikayeti
diger ¢alismalardan farkli olarak daha yiiksek oranda goriildi (Ertug ve ark 2015).
Bu calismada bizim calismamizdan farkli olarak kiiltiir yontemi kullanildi ve
Blastocystis’in farkli subtipleri toplam 5 Ornekte birlikte tespit edildi. Bizim
calismamizda en yaygin bildirilen hasta sikayetleri kasinti, kizariklik, kabariklik, ates
ve siskinlik olarak izlendi. Bizim ¢alismamizda hasta ve kontrol grubu dahil toplam
Blastocystis spp. pozitif 14 olgunun 5’1 ST3, 5’i ST2, 3’ ST1 ve bir 6rnekte ST4
tespit edildi. Bizim ¢alismamizda bu ¢alismadan farkli olarak ST4 bulundu.

Kocaeli’de yapilan baska bir arastirmada formol-etil asetat yontemi
kullanilarak 50 Blastocystis spp. 6rnegi calismaya alindi. Ornekler modifiye aside
direngli ve trikrom boyama ile tim parazitler yoniinden incelendi. 50 semptomatik
hastadan elde edilen izolatlarin Jones ve RPMI Serum-Antibiyotik (RSA)
besiyerinde kiiltiirleri yapildi. PZR ve sekanslama yontemleri kullanilarak alt tip
dagiliminin belirlendi. Alt tipler ile klinik bulgular arasindaki iligkiler incelendi.
Kiltiir sonuucu olarak 40 (%80) ornek her iki besiyerinde, 5 (%10) 6rnek iki
besiyerinden sadece birinde iiredi ve 5 (%10) 6rnek ise iki besiyerinde de iiremedi.
Alt tiplerin belirlenmesi sonucu 39 (%78) ornekte tek bir alt tip saptanirken, 11
(%22) ornekte birden fazla alt tip saptand: ve en sik ST3 saptanirken bunu sirasiyla
ST1, ST5, ST2 ve ST4 izledi. En sik rastlanan klinik semptom olan Karin agris1 23
(%46) hastada, allerjik semptomlar ise 17 (%34) hastada goriildii. Urtiker yakinmas:
olan hastalarda 5 6rnekte ST3, bir 6rnekte ST2, bir 6rnekte ST2+ST3 ve bir drnekte
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ise ST3+ST5 alt tip dagilimi bulundu. Bunun disinda hastalarda cesitli
gastrointestinal semptomlar ve eklem agrisi varligi da goriildii. Klinik semptomlar ile
alt tipler arasinda anlamli bir iliski saptanamadi (Boral ve ark 2017). Bizim
calismamizda Blastocystis’in farkli alt tipleri miks enfeksiyon seklinde bulunmadi.

Bu c¢aligmada bizim ¢aligmamizdan farkli olarak tirtikerli hastada ST5 bulundu.

Tanzanya'da yapilan bir ¢alismada ishalli ve ishalli olmayan iki grub hastadan
toplam 174 gaita 6rnegi toplandi ve bunlarin %85'inde bagirsak parazitleri tespit
edildi, %56'sinda iki veya daha fazla parazit saptandi. Direkt mikroskobik inceleme
sonras1 Blastocystis, Entamoeba histolytica ve E. dispar, Giardia intestinalis,
Cryptosporidium spp. ve Dientamoeba fragilis i¢in real-time PZR yontemi kullanildi.
Mikroskopiye ek olarak Blastocystis, Entamoeba histolytica ve E. dispar, Giardia
intestinalis, Cryptosporidium spp. ve Dientamoeba fragilis i¢in real-time PCR
kullanildi. Blastocystis alt tipleri, SSU-rRNA geninin kismi dizilimi ile belirlendi.
Blastocystis spp. ve Giardia intestinalis saptanan en yaygin saptanan parazitler
olarak sirasiyla gaita Orneklerinin %61 ve %53'inde PCR ile tanimlandi, ancak
Blastocystis ve Giardia arasinda korelasyon iliskisi bulunmadi. 85 6rnekte PZR
yontemiyle Blastocystis spp. pozitif bulundu ve alt tipleri belirlendi. Blastocystis
negatif drneklerini qPCR ile analiz ederek ek 21 6rnek pozitif bulundu ve toplam
ornek say1 106 (%60,9) olarak belirlendi. Toplamda, tanimlanan alt tipler; ST1 36
(%34.0), ST2 28 (%26.4), ST3 27 (%25.5), ST7 1 (%0.9) ve tiplenemeyen 14
(%13.2) olarak belirlendi (Forsell ve ark 2016).

Suudi Arabistan’da yapilan bir ¢alismada Blastocystis spp. semptomatik ve
asemptomatik Dbireylerden izole edilmistir. Gastrointestinal sikayetleri olan
hastalardan ve asemptomatik bireylerden toplam 1.262 gaita 6rnegi toplandi. Tiim
ornekler mikroskopi, kiiltiir ve PZR yontemleriyle analiz edildi. Blastocystis spp.
izolatlarinin alt tipleri, STS dayali yontemle belirlendi. PZR ile 133 pozitif 6rnek
tespit edildi, bunlardan 122'si kiiltiir yontemiyle ve 83'i direkt mikroskopla pozitif
saptanmisti. Direkt mikroskopi ve kiiltlir yonteminin hassasiyetleri sirasiyla %62 ve
%92 idi. En yiiksek oranda ST3 (% 80.5) belirlendi, bunu ST1 (% 14.5) ve ST2 (%
5) izledi. Semptomatik hastalar arasinda ST3 enfeksiyonlar1 6nemli 6lglide baskindi
(P <0.05). Blastocystis spp. prevalansi %10.5 oraninda bulunarak tig alt tip, ST1, ST2
ve ST3'lin varligini ortaya koymaktadir (Mohamed ve ark 2017).
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Giintimiizde Blastocystis ile enfekte bireylerin biiyliik kisminin asemptomatik
oldugu birgok arastirmaci tarafindan kabul edilmektedir. Ayrica son g¢aligmalarda
Blastocystis’in saglikli bir intestinal floranin belirteci olabilecegi dahi iddia
edilmektedir (Audebert ve ark 2016, Stensvold ve Clark 2016). Arastirmalar sonucu
klinik bulgularin Blastocystis genotipi, konak immiin yaniti, Blastocystis yogunlugu,
mikrobiyota, eslik eden diger enfeksiyonlar gibi bir¢ok faktore baglh olarak gelistigi
kabul edilmektedir (Tan ve ark 2010, Andersen ve Stensvold 2016).
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6. SONUC

Bu c¢alismada PZR yontemiyle sadece direkt mikroskobik incelemede
Blastocystis spp. pozitif goriilen 6rneklerin ¢alisildigi igin bu testlerin 6zgullik ve
duyarhiliklar1 noktasinda bir karsilagtirma yapilmamistir. PZR yoOnteminin pahali
olmasi ve hassas bircok basamak icermesi dezavantajli yonleri, Blastocystis'in
patojenitesiyle iliskilendirilen subtipleri belirlemesi ve kisa siirede sonu¢ vermesi

avantajli yonleri olarak degerlendirildi.

Calismamizda patojeniteyle iliskisini arastirdigimiz Blastocystis izolatlar
hasta grubunda 9/100 (%9), kontrol grubunda 5/100 (%5) oraninda tespit edildi ve
giiniimiizde insanlarda enfeksiyon olusturdugu bilinen 9 alt tip ¢alisildi
Calismamizda Blastocystis izolatlarinin bazi galigmalara nisbette asagi oranda olma
nedeni sosyo-ekonomik diizeyin iyi olmasi, hijyen kosullarina dikkat edilmesi olarak

distiniilmektedir.

Urtikerli hasta grubunda belirlenen toplam 9 subtip igerisinde ST2 en baskin
alt tip olarak 4 ornekte belirlendi. Bunu ST2’ten sonra sirastyla ST3 (n=3), ST1
(n=1), ST4 (n=1) izledi. Saglikli kontrol grubunda belirlenen toplam 5 subtip
icerisinde ST3 (n=2), ST1 (n=2), ST2 (n=1) tespit edildi. Calismamizda hasta
grubunda ST2’nin diger subtiplere gore yiiksek bulunmasi dikkat ¢gekmektedir. Hasta
ve kontrol grubunda belirlenen tiim subtipler icinde ST3 ve ST2 baskin subtip olarak

tespit edildi.

Urtiker hasta grubunda semptomlarla alt tipler arasindaki iliskiye
baktigimizda toplam 9 Blastocystis spp. pozitif hastanin 8’inde (8/9) kizariklik,
7’inde (7/9) kasinti, 6’1nda ates (6/9), 3’linde kabariklik (3/9), 2’inde siskinlik (2/9)
ve 1’inde (1/9) karin agrisi semptomu tespit edildi. Sigkinlik ve karin agrisi
semptomlar1 sadece ST2 saptanan hastalarda bulundu. Anket analizi sonucu ST2 ile

semptomlar arasindaki iliskinin varolabilecegi kanaatine varilmistir.
Oneri:

Blastocystis alt tiplerin viriilans faktorlerinin hayvan deneyleri ile

aragtirtlmasi gerekmektedir.
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8. EKLER

Ek A: Etik Kurul Kararn

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI
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E GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARARLARI

Toplant Savisi: 2019/04 Toplanti Tarihi : 06.02.2019

Karar Savisi 2019/74 S.0. Tip Fakilltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim dali Dr.Ogr.Uyesi Salih
MACIN’in “Urtikerli hastalarda Blastocystis spp. saptanmasi ve alt tiplerinin belirlenmesi” baglikh
arastirmasimin degerlendirilme talebi ile ilgili 18.01.2019 tarihli dilekgesi ve ekleri goritsilld,

Yapilan inceleme ve giriismelerden sonra; Dr.Ogr Uyesi Salih MACIN'in “Urtikerli hastalarda
Blastocystis spp. saptanmasi ve alt tiplerinin belirlenmesi” adli aragirmasinin kabuliine oy birligi ile karar

verildi.
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Ek

B : Anket Formu

Tarih :
Adi, Soyadi :
Yas :
Cinsiyet :
Iletisim adresi :
Iletisim telefonu :
Asagida yer alan sorulara gore size en uygun olan ifadeyi yuvarlak icerisine alimz.
1. | Hastanin sikayetleri ? 1. Karm agrisi
2. Kasinti
3. lshal
4. Kabizlik
5. Gaz, siskinlik
6. Bulanti
7. Kusma
8. Hazimsizlik
9. Ates
10. Deri kasintisi
11. Deride dokiintii
12. Kilo kayb1
13. DIger v
2. | Son 15 giin i¢inde antibiyotik veya R < )
bagirsak antiseptigi kullandiniz mi? 2. Hayir
3. | Oturdugunuz yer nerede ? 1. Sehir merkezi
2. llge
3. Koy
4. |Igme suyu olarak ne kullantyorsunuz? | 1. Sebeke (musluk) suyu
2. Hazir su (satin aldiginiz)
3. Kuyu suyu
5. | Tuvalet evin iginde mi, disinda mu1 ? 1. icinde
2. Diginda
6. |Hastada son iki ay i¢inde parazit 1. Evet (coveeeeieee e )
saptand1 m? 2. Hayir
7. | Aile bireylerinin birinde son déonemde | 1. Evet (.............cooooiiiiiiiin.. )
parazit saptandi m1? 2. Hayir
8. | Evcil hayvan beslediniz mi? I Evet (v, )
2. Hayrr
9. | Urtiker teshisi ve siiresi : 1 Akut
2. Kronik
10. | Tedavi :

NOT: ( Asagidaka boliim yetkili Kisi tarafindan doldurulacaktir )

Diski kivam : 1. Kati 2. Yari kat1
Diger ozellikler : 1. Kanh 2. Mukuslu
SONUC:

- Mikroskobi (Direkt baki) :

-PZR:

3. Yumusak 4. Sulu

3. Kéti kokulu
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EK C: Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu

Degerli katilimci,

Bu form, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji ve Deri ve
Ziihrevi hastaliklar (Cildiye) Anabilim Dali biinyesinde yapilacak olan “Urtikerli
hastalarda Blastocystis spp. saptanmasi ve alt tiplerinin belirlenmesi” isimli ¢alisma
hakkinda bilgi vermeyi amaglayan bir formdur. Bu ¢alisma bir aragtirma projesidir.
Bu calisma ile size Onerdigimiz ve sizin isteginizle yapilmasi planlanan takip ve
tedavileriniz sirasinda yapilan rutin laboratuvar testleriniz i¢in gonderilecek gaita
orneklerinden parazitolojik incelemeler yapilacaktir. Yapilacak bu Olglimle, sizin
hastaliginizin Blastocystis spp. ile iliskisinin arastirilmasi planlanmaktadir. Bilmenizi
isteriz ki, yapilacak testlerin size higbir yan etkisi yoktur. Kesinlikle sagliginiz i¢in
bir risk olugturmadigi gibi belkide ileri ortaya ¢ikacak bir rahatsizliginizida 6nceden
tahmin etme imkanini saglayacaktir. Rutin testlerinize ilaveten size her hangi bir
girisimsel islem yapilmayacaktir ve ilave gaita 0rnegi kesinlikle alinmayacaktir.
Rutin tetkiklerden gaita Ornekleri irtiker hastaligi ile Blastocystis tiirlerinin
iligkisinin aragtirilmasi i¢in kullanilacaktir.

Bu calismaya katilmak tamamen sizin isteginize bagli olup calismaya
katilmama ve katildiktan sonra istediginiz zaman calismadan ayrilma hakkiniz
bulunmaktadir. Caligmaya katilmayan ve c¢alismadan kendi rizasiyla ayrilan
hastalarin tedavisinde ve takibinde herhangi bir degisiklik yapilmayacaktir ve
herhangi bir yaptirnm veya ceza uygulanmayacaktir. Calismaya katilan kisilerden
herhangi bir {icret talep edilmeyecek ve bu kisilere herhangi bir o6deme
yapilmayacaktir.

Calismada yapilan Olgiimlere ve orijinal tibbi kayitlara, caligmanin
izleyicileri, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Kurum ve diger ilgili saglik
otoriteleri, dogrudan erisimde bulunabilirler. Bu bilgilerin diger sahislardan ve
kurumlardan gizli tutulacagi, yazili bilgilendirilmis goniilli olur formunun
imzalanmasiyla goniillii veya yasal temsilcisinin s6z konusu erisime izin vermis
olacagi bilinmelidir.

Ilgili mevzuat geregince goniilliiniin kimligini ortaya gikaracak kayitlarin
gizli tutulacagi, kamuoyuna agiklanamayacagi; aragtirma sonuglarinin yayimlanmasi
halinde dahi goniilliinlin kimliginin gizli kalacagi bilinmelidir. Aragtirma konusuyla

ilgili ve goniilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme istegini etkileyebilecek yeni
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bilgiler elde edildiginde goniilliniin veya yasal temsilcisinin zamaninda
bilgilendirilecegi, goniilliiniin arastirma hakkinda, kendi haklar1 hakkinda veya
arastirmayla ilgili herhangi bir advers olay hakkinda daha fazla bilgi temin
edebilmesi i¢in temasa gecebilecegi kisiler ile bunlara giliniin 24 saatinde
erigebilecegi taahhiit edilmektedir.

Bilgilendirilmis Goniilli Onam Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana,
yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozli agiklama
asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak
katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi biliyorum.S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama

olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul ediyorum.

Hastanin Adi-Soyadi . ...... A A Imzast:..............
Tarih:

Hasta vasisi/yakinmn Adi Soyadr :.......................... Imzast:..............
Tarih:

(Yakimhigt:....oooooveiniiiiinn, )

Yukarida ismi yazili hasta/hasta yakinina tarafimdan calismanin amaci,
beklenen riskler ve ¢alismaya dair haklar1 tarafimca anlatilmistir ve hastanin ¢alisma
ile ilgili varsa sorulari tarafimca cevaplanmistir.

Tarih: 18.01.2019
Doktorun Adi Soyadi: Dog. Dr. Giilcan SAYLAM KURTIPEK Imzas:

Dog. Dr. Salih MACIN Imzas:
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Urtikerli hastalarda Blastocystis spp. saptanmasi ve alt tiplerinin
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