T.C.
GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

IMMUN YETERLI VE IMMUN YETMEZLIKLI
ISHALLI OLGULARDA GOZDEN KACAN
PROTOZOONLARIN KONVANSIYONEL VE

MOLEKULER YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

TIBBi MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

HAZIiRAN 2020






IMMUN YETERLI VE IMMUN YETMEZLIKLI iISHALLI OLGULARDA
GOZDEN KAGAN PROTOZOONLARIN KONVANSIYONEL VE
MOLEKULER YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Fakhriddin SARZHANOV

DOKTORA TEZi
TIBBi MiKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

HAZIRAN 2020



Fakhriddin SARZHANOV tarafindan hazirlanan “IMMUN YETERLIi VE iIMMUN
YETMEZLIKLI ISHALLI OLGULARDA GOZDEN KACAN PROTOZOONLARIN
KONVANSIYONEL VE MOLEKULER YONTEMLERLE ARASTIRILMASI” adli tez
calismas| asagidaki juri tarafindan OY BIRLIGI ile Gazi Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda DOKTORA TEZi olarak kabul edilmistir.

Danisman: Prof. Dr. Funda DOGRUMAN AL
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Gazi Universitesi e

Baskan: Prof. Dr. Kayhan CAGLAR
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Gazi Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum — srerrereereesseceeees

Uye: Prof. Dr. Giilay AKARSU
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum

Uye: Prof. Dr. Meltem YALINAY
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Gazi Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum oo,

Uye: Prof. Dr. Aysegll TAYLAN OZKAN
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Hitit Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum

Uye: Prof. Dr. Ayse Esin AKTAS
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara Yildirim Beyazit Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum

Tez Savunma Tarihi: 29/06/2020

Juri Uyeleri tarafindan DOKTORA tezi olarak uygun goériimus olan bu tez Gazi

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlisii Yénetim Kurulu karari ile onaylanmustir.

Prof. Dr. Mustafa ASLAN

Saglik Bilimleri Enstitist Maduru



ETiK BEYAN

Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi Tez Yazim Kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢calismasinda;

Tez iginde sundugum verileri, bilgileri ve dokimanlari akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi,

TUum bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar bilimsel etik ve ahlak kurallarina
uygun olarak sundugumu,

Tez calismasinda yararlandigim eserlerin timine uygun atifta bulunarak
kaynak gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi,

Bu tezde sundugum galismanin 6zgun oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tum hak kayiplarini kabullendigimi

beyan ederim.

Fakhriddin SARZHANOV
29.06.2020



iIMMUN YETERLIi VE iMMUN YETMEZLIKLI iSHALLi OLGULARDA GOZDEN
KAGAN PROTOZOONLARIN KONVANSIYONEL VE MOLEKULER
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

(Doktora Tezi)
Fakhriddin SARZHANOV

GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Haziran 2020

OZET

Gastrointestinal semptomlari olan olgularda Blastocystis ve Dientamoeba fragilis (D.fragillis)'in
klinik ©6nemi tartismali konulardan birisidir. Bu protozoonlarin patojenitesi tam olarak
aydinlatilamadigi igin ¢ogu rutin laboratuvar ve klinisyen tarafindan ihmal edilen bir yaklasim
bulunmaktadir. Bu galismada immun yeterli (kadin: 99, erkek: 94, yas ortalamasi-standart
sapma:43,88+17,53) ve immin yetmezlikli (kadin:136, erkek:109, yas ortalamasi-standart
sapma:52,58+16,05) ishalli hastalarin diski érneklerinde Blastocystis ve D. fragilis'in gorilme
sikhginin konvansiyonel ve molekiler yontemlerle belirlenmesi, Blastocystis alt tlrlerinin Yeni
Nesil Dizi analizi (NGS) yontemi kullanilarak saptanmasi amaglanmistir. Calismamiza toplam
245 immin yetmezlikli ve 193 immiin yeterli hastaya ait toplam 438 6rnek dahil edilmistir. TGm
digki 6rnekleri direkt mikroskobik (Serum fizyolojik, Lugol) Formol-eter konsantrasyon teknigi,
Trikrom boyama, kiltir ve molekller yontemlerle incelenmistir. Calismamizda Blastocystis
prevalansi %15,5, D. fragilis prevalansi ise %11,9 olarak saptanmistir. Blastocystis ve D. fragilis
prevalansi immun yetmezlikli hastalarda (sirasiyla %11,4 ve %10,6) immun vyeterli olan
hastalara (%20,7 ve %13,5) gbre daha dustk bulunmustur. Blastocystis prevalansi i¢in her iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark (,?=7,07, p=0,008) saptanirken D. fragilis igin
istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Blastocystis enfeksiyonu iki grup arasinda
erkeklerde kadinlara gore anlamli olarak yiiksek tespit edilmistir (,°=6,83, p=0,01). Toplam 68
Blastocystis izolatinin NGS analiziyle alt tir analizi yapiimis ve alt tir dagihmi: ST3 %54,4
(n=37), ST2 %16,2 (n=11), ST1 %4,4 (n=3), ST6 %2,9 (n=2), ST4 %1,5 (n=1), ST2/ST3 %11,8
(n=8) ve ST1/ST3 %8,8 (n=6) seklinde bulunmustur. iki grup arasinda Blastocystis alt tiir
dagihminda istatistiksel olarak anlamli fark sadece miks alt tiirlerde saptanmis (?=4,43, p=0,04)
ve immiin yeterlilerde daha yiiksek siklikta belirlenmistir. immiin yetmezlikli kadinlarda
Blastocystis dongu esidi (Ct) ortalamasi immun yeterli kadinlara gore daha dusuk bulunmusg
dolayisiyla parazit yiki daha ylksek tespit edilmistir (p=0,04). Her iki hasta grubunda da
Blastocystis ve D. fragilis enfeksiyonunun ylksek prevalansta saptanmasi ishalli olgularda bu
etkenlerin g6zdnunde bulundurulmasi gerektigini gdstermektedir.

Bilim Kodu 1 1039
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ABSTRACT

The clinical significance of Blastocystis and Dientamoeba fragilis in patients with gastrointestinal
symptoms is a controversial issue. Since the pathogenicity of these protozoans cannot be fully
elucidated, there is an approach neglected by most routine laboratories and clinicians. This
study aimed to determine the prevalence of Blastocystis and D. fragilis using conventional and
molecular methods and identify Blastocystis subtypes using the next-generation sequencing
(NGS) method in the diarrheic stool samples of immunodeficient and immunocompetent
patients. A total of 438 samples of 245 immunodeficient (female: 136, male: 109, mean age-
standard deviation: 52,58+16,05 years) and 193 immunocompetent (female: 99, male: 94, mean
age-standard deviation: 43,88+17,53 years) patients were included. All stool samples were
examined by direct microscopy (serum physiologic, Lugol’'s staining), formalin-ether
concentration technique, and trichrome staining, culture and molecular methods. In our study,
the prevalence of Blastocystis was detected as 15,5%, and that of D. fragilis was 11,9%. The
prevalence of Blastocystis and D. fragilis was lower in immunodeficient patients (11,4% and
10,6%, respectively) compared to the immunocompetent patients (20,7% and 13,5%,
respectively). While there was a statistically significant difference (y?>=7,07, p=0,008) between
the two groups for the Blastocystis prevalence, no statistically significant difference was found
for D. fragilis. The rate of Blastocystis infection was significantly higher among males than
females in both groups (¥°=6,83, p=0,01). A subtype analysis was performed by NGS on 68
Blastocystis isolates, which revealed the subtype distribution as follows: ST3 54,4% (n=37), ST2
16,2% (n=11), ST1 4,4% (n=3), ST6 2,9% (n=2), ST4 1,5% (n=1), ST2/ST3 11,8% (n=8) and
ST1/ST3 8,8% (n=6). There was a statistically significant difference in the distribution of
Blastocystis subtypes between the two groups only for mixed subtypes (y*>=4,43, p=0,04), which
was determined at a higher rate among the immunocompetent patients. The mean of
Blastocystis cycle threshold (Ct) was found to be lower in women with immunodeficiency
compared to immunocompetent women; thus, the parasite load was higher in the former
(p=0,04). The detection of Blastocystis and D. fragilis infection at high prevalence in both patient
groups shows that these factors should be considered in cases with diarrhea.
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1. GIRIS

Paraziter hastaliklar dinya ¢apinda uU¢ milyardan fazla insani etkileyerek onemli
derecedede morbidite ve mortaliteye neden olmaya devam etmektedir. Parazitlerin
dagiliminin toplumun sosyoekonomik durumuna, iklim ve c¢evre kosullarina,
toplumsal 6zelliklerine, beslenme ve temizlik aligkanliklarina, egitim dizeyine ve
vicudun immun kapasitesine gore degdisebilecegi bildirilmigtir [1]. GUnUmuzde
malignite insidansinin, organ transplantasyonunun, immun sistemi baskilayan
hastaliklarin artmasi ve farkli nedenlerle immunsuUpresif tedavilerin yayginlagsmasi
immin yetmezlikli hasta sayisinin artisina neden olmaktadir. iImmin sistemi
baskilanmis hastalarda ishal ve diger gastrointestinal sistem (GIS) enfeksiyonlara
neden olan farkli patojenler arasinda bagirsak parazitlerinin de 6nemli bir roll
oldugunu bildiriimektedir [2, 3].

Parazitlerden tek hucreli olan Blastocystis ve Dientamoeba fragilis (D. fragilis) gibi
protozoonlarin genellikle gelismemis ve gelismekte olan Ulkelerdeki sosyo-
ekonomik durumu duguk toplumlarda daha yuksek prevalansta gorualdugu
bildiriimekte, dinyada yaklasik bir milyar insanin Blastocystis ile enfekte oldugu
tahmin edilmektedir [4-7]. Yapilan calismalar sasirtici olarak Blastocystis ve D.
fragilis’in gelismis Ulkelerde de dnemsenecek duzeyde bir prevalansa sahip oldugu
bildiriimektedir [8, 9]. Her iki protozoon da GiS semptomlari olan ve olmayan hasta
ve saglikli bireylerde en sik saptanan protozoonlar olarak dikkat cekmektedir [7, 10-
12]. Protozoonlarin tespiti icin real time PCR yonteminin kullaniimasi, tani
duyarligini arttirmakta ve Blastocystis ve D. fragilis'in epidemiyoloijisi icin daha dogru
bilgi edinilmesini saglamaktadir [13-16].

Blastocystis prevalansinin gelismis Ulkelerde %0,4-18,1, gelismekte olan Ulkelerde
ise %30-100 arasinda oldugu bildirilmistir [6, 17, 18]. Turkiye’de vyapilan
calismalarda Blastocystis prevalansinin ise %0,54-%37,9 arasinda oldugu
gorulmektedir [19-28]. D. fragilis'in prevalansinin kullanilan tani yontemlerine bagh
olarak % 0,4-71 arasinda degistigi ve gelismis Ulkelerde de yaygin olarak (%4-6,3)
saptandidi bildiriimektedir [9, 11, 29-31]. Turkiye’de yapilan g¢alismalarda ise D.
fragilis prevalansi farkli galismalarda %0-18,3 olarak tespit edilmistir [32-46].

Rutin laboratuvarlarda parazitolojik incelemelerde yaygin olarak direkt mikroskobik

(DM) yontemler (Nativ-Lugol preparat incelemesi) kullaniimaktadir. Hem bu



yontemin duyarlihginin dusuk olmasi hem de deneyim gerektirmesi, her iki
protozoonun da semptomatoloji ile iligkisinin belirlenememesi, gergek prevalansinin
belirlenmesinde yetersizlige neden olmasinin yani sira klinik 6nemi konusunun da

g6zden kaciriimasina sebep olmaktadir [11, 47].

Son on yilda, Blastocystis'in ve D. fragilis’in tanisinda molekiler ydntemler
yayginlasarak ozellikle real time PCR sik kullaniimaya baglamistir. Bu yéntem, hem
konvansiyonel tani ydntemlerinin etkinligini dederlendirmek hem de bu
protozoonlarin molekuler epidemiyolojisini, semptomatoloji ile iligkisini, parazit
yukund belirlemek ve tedavi takibini daha da iyi yapmak icin dnemli bir katkida
bulunmaktadir [30, 48-50].

Blastocystis’in genetik gesitliliginden kaynaklanan ginimuze kadar saptanmis 17
alt turt bulunmakta olup bu alt tirlerden ST1-9 ve ST12 insanda tespit edilmigtir.
Dinyada alt turlerden en vyaygin olarak ST3'un goéruldaga bildiriimigstir.
Blastocystis'in birgok bilinmezligine ek olarak semptomaloji ile alt tlrler arasinda

kesin bir iligki saptamamigtir [51-54].

Bir flagellat olarak tanimlanan D. fragilis’in ise iki genotipi bulunmakta, yaygin olarak

enfeksyonlarda genotip 1 saptanmaktadir [11, 55-57].

Bu calismanin temel amaci, Gazi Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar’na génderilen immuin yetmezlikli ve
immun yeterli ishalli hastalarin digki 6rneklerinde Blastocystis ve D. fragilis’in
sikhdinin konvansiyonel (DM, Formol-eter konsantrasyon teknigi, Trikrom boyama
ve kulttr) ve molekiler tani yontemleriyle belirlenmesi, ayrica Yeni Nesil Dizi analizi
(NGS) ile Blastocystis alt turlerinin saptanmasidir. Ayrica parazit sikhginin ve
Blastocystis alt turlerinin yas, cinsiyet ve mevsimsel 0zellik agisindan degiskenlik

gOsterip gostermediginde degerlendiriimesi de amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Blastocystis

Blastocystis molekuler filogenetik analizlere dayanarak stramenopiller igcinde agik
bir sekilde siniflandirilan genetik olarak farkl bir protozoon parazittir [58, 59]. insan
ve birgok hayvanin gastrointestinal sisteminde yerlesen anaerobik enterik bir
protozoon parazittir. Diinya ¢apinda genis dagilima sahiptir ve insan GiS’inde en

sik rastlanan protist protozoondur.

Bu protozoonun 1900'lerin basinda tanimlanmasina ragmen biyolojik 6zelliklerine,
epidemiyolojisine, 0Ozellikle de patojenitesine ve genom yapisina son Yyillarda

arastirmacilarin ilgisinin arttigr goérulmektedir [47, 60-63].

Gunumuzde, Blastocystis’in bagisiklik sistemi baskilanmis ve bagisiklik sistemi
baskilanmamig olgulardaki prevalansi, irritabl bagirsak sendromu, kolon kanseri,
turist diyaresi, Urtiker ile olasi iligkisi gibi ¢esitli klinik durumlardaki rolinu agiklamak

icin galismalar yapilmigtir [20, 64-67].

Blastocystis'in genom yapisindaki buyuk degiskenlik ve ¢ok sayida alt tGrindn
bulunmasi nedeniyle semptomatolojisi ile alt tlrler arasindaki iligki, intestinal
mikrobiyotadaki yeri ve saglikli bagirsak mikrogevresi icin bir biyobelirte¢
olabileceginin dustnulmesi arastiricilar icin ilgi ¢ekici konulardir. Bu arastirmalarin
parazitin biyolojisi, yagsam dongusu, patojenitesi hakkindaki bir¢cok bilinmezlige katki

sunacagi beklenmektedir [7].

2.1.1. Tarihge

Blastocystis ilk defa, 1849'da Londra'daki Unlu kolera salgini sirasinda, birbirinden
bagimsiz olarak c¢alisan Brittan ve Swayn tarafindan fark edilmistir [68-70].
Blastocystis‘in bilimsel olarak ilk defa tanimlanmasi 1911 yilinda Alexeieff tarafindan
yapilmistir. Patojen olmayan bir maya turt veya dejenere olmus bir protozoon kisti
olarak tarif edilerek Blastocystis enterocola olarak isimlendirilmistir [71]. Brumpt
1912 vyiinda Blastocystis’in farkli konaklarda farkh tirlerinin oldugunu ve

insanlardan izole edilen turune de Blastocystis hominis denilmesini onermistir [72].



Tam dunyada yaygin bulunan ve 6zellikle tropikal ve subtropikal Glkelerde daha sik
rastlanilan Blastocystis hakkinda 1967 yilinda Zierdt'in bu protozoonun cesitli
formlari oldugunu tanimlamasina kadar olan slregte, ¢ok az sayida arastirma
yayinlanmigtir. Bu donemden sonra bu protozoonla ilgili klinik ve deneysel

calismalar artmaya baglamigtir [70].

Aragtirmacilar Blastocystis’in ayrintili morfolojik ve biyolojik 6zelliklerini incelemeye
baslamiglar ve basit yasam déngusiniU ortaya koyarak protozoon ya da mantar
grubunda siniflandirmiglardir [73]. Siniflandirma hakkindaki tartismalari 1960’larin

sonunda yapilan elektron mikroskobik incelemeler bile gozmemigtir [74].

Asagidaki zaman akisinda Blastocystis’in ge¢gmisten ginumuze tarihgesindeki

onemli ayrintilar belirtilmistir [75].

1911 ve 1912 Blastocystis hakkindaki ilk agiklamalar; Alexeieff bu protozoon
icin Blastocystis enterocola terimini kullandi ve bir yil sonra
Brumpt bu ifadeyi insanlardan izole edilen tirler igin
Blastocystis hominis olarak degistirdi [71, 72].

1921 Blastocystis’in ilk olarak insan serumlu sivi besiyerinde
uretilmesi [76].

1967 Zierdt ve digerlerinin Blastocystis’i protozoa grubunun bir Uyesi

olarak yeniden siniflandirmasi [77].

1973 Zierdt ve digerlerinin Blastocystis ile ilgili morfolojik ¢calismalari
[78, 79].

1976 Blastocystis'in patojenik potansiyelinin tanimlanmasi [80].

1983 Blastocystis icin tedavi denemelerine ilk yaklasimlar [81].

1986 Blastocystis ile irritabl bagirsak sendromunun

iligkilendirilmesine ait ilk galisma [82].

1987 Blastocystis’'in hayvanlarda arastiriimasi [83].

1993 Blastocystis salgini hakkinda ilk ayrintili galisma [84].

1997 Blastocystis arastirmasinda ilk fare modeli [85].

1997 Blastocystis enfeksiyonunun Irritabl bagirsak sendromuna

neden oldugunu gosteren ilk galismalar [86].
1998 Blastocystis’in  Heterokontid Chromista aleminde  bir

Stramenopiles olarak siniflandiriimasi



1999 Blastocystis’in bazi alt tirlerinin akut ve kronik enfeksiyonlarla
iligkili olabilecegini 6ne suren galigmalar [87].
2000 Gastrointestinal semptomlari olan ve olmayan hastalarda

Blastocystis’e kargi immun yanitin arastirilmasi [88].

2005 Blastocystis genotiplerinin genis kapsamli ilk analizi [89].

2006 Blastocystis enfeksiyonu ile ilgili ilk buylk epidemiyolojik
calisma [90].

2007 GuUnumuzde yaygin olarak kabul goéren yeni bir Blastocystis

terminolojisinin onerilmesi [91].

2008 Blastocystis bulagsmasinin igme suyu ile olusabilecegini
gOsteren ilk calisma [92].

2008 Blastocystis enfeksiyonu igin ilk real time PCR testi [93].

2009 Blastocystis enfeksiyonunun kanser hastalarinda ilk olarak

genotiplendirilmesi [65].

2011 Blastocystis'in ST 7 alt turanan ilk tam genom dizilimi [94].
2013 Blastocystis’in 17 alt tar tayini [5].
2014 Blastocystis ile intestinal mikrobiyota iligkisinin ilk defa

arastiriimasi [95].

2.1.2. Siniflandirma

Blastocystis'in siniflandirilmasi uzun vyillar tartisma konusu olmustur. ilk kez
Schizosaccharomyces grubu mayalar iginde tanimlanmistir [71, 96]. Daha sonra
izole edildigi konaklara gore isimlendirilmis olup insanlardan elde edilen izolatlar igin
Blastocystis hominis ifadesi Onerilmistir [72]. Blastocystis'in protozoon olarak
tanimlanmasi, Zierdt'in 1967 yilindaki morfolojik ve fizyolojik ¢calismalari ile hucre
¢eperinin protozoonlarinkine benzemesi, endodiyogeni ile gogalmasi, yavas hareket
eden pseudopodlarinin olmasi, dnceden vakuol, bugun ise santral cisim olarak
adlandirilan Ureme organelinin varligi sonucunda gergeklesmigtir [77].
Arastirmacilar 6nce Sporozoa alt filumuna daha sonra da Sarcodina alt filumunda

siniflandirmigtir.

Blastocystis'in ginimuzde kabul goéren siniflandiriimasi 1989'da baslayan

molekuler filogenetik analizler ile mimkin olmustur. Blastocystis kiguk alt Gnitel



ribozomal RNA (ssu-rRNA) gen kisminin dizi analizi, Blastocystis’in maya,

Sarcodina veya Sporozoa ile ayni grupta olmadigini géstermistir [97].

Bu bulgulari destekler nitelikte yapilan molekuler galismalar sonucunda 1996
yilinda, Silberman ve digerleri  ssu-rRNA geninin  sekanslanmasini
gerceklestirmeleri [59] ile kahverengi algler, diatomlar, krizofitler, su kufleri gibi tek
ve ¢ok hucreli protistalarin yer aldigi Stramenopiles (Heterokonta) grubunun
icerisinde protist olarak tanimlanmasi gerektigi bildiriimiglerdir. Son olarak da
Cavalier-Smith 1998’de Stramenopiles’in Chromista aleminin altindaki Heterokonta
bolimuyle identik oldugunu belirterek Blastocystis'in Heterokontid Chromista
oldugunu ifade etmistir. Blastocystis’in gunimuzde gegerli olan son guncel

siniflandirmasi asagidaki Cizelge 2.1°de bildirilmistir [7, 98].

Cizelge 2.1. Blastocystis’'in gunumuzde gecerli olan siniflandirmasi

Taksonomik siralama Taksonomist
» Alan Eukaryota
» Alem Chromista Cavalier-Smith (1981)
» Alt alem Chromobiota Cavalier-Smith (1991)
» Infraalem Heterokonta Cavalier-Smith (1995)
» Sube Bigyra Cavalier-Smith (1998)
» Alt sube Opalinata Earl (1971)
»  Sinif Blastocystea Zierdt (1978)
o Cins Blastocystis Alexeieff (1911)

2.1.3. Morfolojisi ve biyolojik 6zellikleri

Blastocystis’in kultur ve digki orneklerinde farkh boyut ve morfolojik formlari
bulunmaktadir. Morfolojik formlarin patojenite ile iligkisi tam olarak bilinmemektedir.
Morfolojik formlar ile alt turler arasinda da bir iliski saptanmamistir. Yine farkli
konaklardan elde edilen Blastocystis izolatlari arasinda mikroskobik incelemede
morfolojik formlari agisindan farkliik bulunmamistir [7]. Blastocystis’in kiltar ve
klinik 6rneklerdeki boyutlari ¢ok farkhlik gésterebilmektedir. Elektron mikroskobunun
kullanilmasi ile Blastocystis’in morfolojisi, ince yapisi, hlcre biyolojisi ve yasam

dongusu konusunda yeni bilgilerin elde edilmesi mumkun olmustur [7, 99, 100].

Elektron mikroskobik incelemelerde, Blastocystis’in tim formlarinda c¢ekirdek
icindeki elektron opak malzemenin, c¢ekirdegin kenarindaki kresentrik bant

gérinimunde oldugu bildirilmektedir. Bu morfolojik gérintinidn hicre dénglisunin



evrelerinde veya fizyolojik kosullardan bagimsiz oldugu da goézlemlenmigtir.
Blastocystis'in sitoplazmasinda yer alan mitokondri benzeri organellerin (MBO)
farkh sayida ve morfolojide oldugu, bunlarla birlikte golgi kompleksi, endoplazmik

retikulum ve poliribozomlarinda mevcut oldugu belirtilmistir [101].

Blastocystis’in literatirde genel olarak dért morfolojik formu tanimlanmistir. Bu
formlar vakuolar, grantler, amoeboid ve kist formlaridir (Resim 2.1) [7, 60, 70, 73,
77,102, 103].
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Resim 2.1. Blastocystis’in faz-kontrast mikroskobu ile ¢ekilen morfolojik formlari. (A),
in vitro olarak aksenik kultirde Gremis olan vakuoler (<) ve kist (<) formlari,
(B) Vakuol merkezinde ¢ok sayida granil igeren graniler form (<), (C)
Psddopod benzeri sitoplazmik uzantilar gésteren ameboid form (<), (D,E) in
vitro kiltiirde inkibasyon siiresi uzayinca kiste doniisen formlar [7, 104].

Bar —] 10 pm.

Vakuoler formu, insan digkisi ve kdlturlerde en sik gorulen formdur. Bu formun
boyutlari 2-200 pm arasinda degismekle birlikte ortalama 4-15 um olarak
tanimlanmaktadir. Hicrenin ¢geperine yakin ince bir sitoplazma tabakasi iginde golgi,
cekirdekler ve MBO yer almaktadir, i¢ kisimda ise hlicre hacminin yaklagik %90'ini
kaplayan buyuk bir merkezi vakuol ile karakterize edilmektedir [7].

Vakuolun iglevi tamamen belli olmamakla birlikte, birgok dkaryotik hicrede oldugu

gibi, yasamini surdirebilmek igin bir depolama fonksiyonunu yaptigi 6ne



surtlmektedir. Vakuolln ureme sirasinda hucre bolunmesi ve apoptotik cisimlerin
cokelmesi gibi diger islevleri de oldugu belirtiimekte, ancak bu islevlerin net olarak

ortaya koymak i¢in daha fazla arastirilmasi gerekmektedir [7].

Granuler formlar, merkezi vakuolde yer alan ¢ok ince yapida ve ¢ok sayida
granuller igermesi nedeniyle ayri bir form olarak tanimlanmaktadir. Bu form vakuoler
formdan daha buylktir (ortalama 15-25 ym) ve buylkliglu 3-80 ym arasinda
degistigi bildiriimektedir. Yapilan kultirin uzun zaman bekletilmesi ile daha fazla

gorulme ve merkezi vakuol icindeki granullerin gorinumu ile taninmaktadir [7, 105].

Merkezi vakuol igindeki granullerin olusumuna gore metabolik, lipitli ve uUreme
granulleri tanimlanmistir. Metabolik granuller—hicre yasamini korumak icin gerekli
olan kimyasal iglemlerde rol oynadigi bildiriimektedir. Ureme granillerinin de geng
hdcrelerin gelisiminde islev yaptigi tahmin edilmektedir. Bu hipotezler yalnizca
mikroskobik incelemeye dayanarak vyapildigi igin  yaniltici  olabilecegi
dUsundlmektedir [106].

Kist formu. Blastocystis alt tirlerinin kist formu diger formlardan daha kuguk (2 - 5
pum) ve diski érneklerinde tespit edilmesi ve tanimlanmasi oldukga zordur. Bu form
kuguk boyutlari nedeniyle en son kesfedilmistir. Cok katmanl bir hlicre duvarina ve
bazen de gevsek bir dis ¢cepere sahiptir. Kistlerin oksijen, sicaklik ve dehidrasyon
gibi streslere diger formlara gore daha direncli olduklarini gosteren kanitlar vardir
[7]. Bazi ¢alismalar 25 °C'de bir ay ve 4 °C'de iki ay boyunca canli kaldiklarini
gostermektedir [7, 107, 108]. Hayvan deneylerinde, kist formunun fekal-oral

bulasmasindan sorumlu oldugu gosterilmistir [107].

Amoeboid formu. Blastocystis'in amoeboid formu olduk¢a nadir rastlanan ve
hareketsiz bir form olarak bilinmektedir. Tipik olarak hiicre boyutu 2-15 pm'dir. Bu
formlarda bir veya iki psdédopod olabilecegi belirtilmistir [7, 78, 109].

Amoeboid formlarin ¢ogunlukla gastrointestinal sistem semptomlari olan
hastalardan alinan kultir izolatlarinda goéruldugu, gastrointestinal sistem
semptomlari olmayan hastalarda ise baskin olarak vakuoler formlarin Uredigi tespit
edilmigtir [110]. Bu formun in vivo olarak bakterileri fagosite ederek beslendigi

arastirmacilar tarafindan ileri strdirtlmastir [102].



Yapilan calismalarda avakuoler ve multivakuoler gibi formlar tanimlansa da
bilimsel olarak onaylanmamigstir. Blastocystis’in belirgin ve klguk boyutlu bu
morfolojik formlari kistlesme (enkistasyon) veya Kkistten diger forma gecis
(ekskistasyon) evresinde ortaya ciktigi mikroskobik arastirmalar sirasinda 6ne
surulmustir. Bircok arastirmaci bu formlarin aslinda in vivo kosullarda
gerceklesmeyecedini ve in vitro kultir ortaminda oksijene maruz kalma nedeniyle
olusan (artefakt) formlar oldugunu bildirmislerdir [60, 73, 100, 102, 104, 111].

2.1.4. Yasam dongusii ve bulas yollari

Blastocystis’in glinimuze kadar bilimsel olarak bir kag yasam doéngusu onerilmistir.
Ancak bunlardan higbiri in vitro veya in vivo olarak henlz dogrulanmamistir. Bunun

nedenlerinden biri de uygun bir bagarili hayvan modelinin olmamasidir.

Ik olarak Alexeieff ve Zierdt tarafindan farkli yasam dénglsi hipotezleri ileri
surtlmastir (Sekil 2.1). Blastocystis’in baska formlari ortaya ¢ikinca (6zellikle kist

formu) bu yasam doéngusu varsayimlari gegerliligini yitirmistir.

Sekil 2.1. Blastocystis'in (A) Alexeieff ve (B) Zierdt tarafindan onceki yillarda
sunulan yagsam dongulerinin orijinal gizimleri [71, 79].

Genel fikir birligi ile kararlagtirilan Blastocystis'in en olasi yasam doéngusu Sekil

2.2’de gOsterilmigtir.
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Moe ve digerleri BALB/c fareleri ve Wistar fareleri Uzerinde yaptiklar enfektivite
calismalarinda, Blastocystis kistlerinin bulastan sorumlu tek form oldugunu ve fekal-
oral yolla bulastigini kanitlamiglardir [85, 107]. Diger bir calismada ise Blastocystis
diger formlariyla kontamine olmus su veya su bitkilerinin alinmasiyla insan
gastrointestinal sistemine gecis yapabilecegi 6ne surulmuastur [112, 113]. Diger
konaklara da fekal-oral yollardan kistlerle kontamine olmus yiyecek ve su tuketimi

sirasinda bulastigi bildiriimektedir [114].

(BRI & ’\

QDPDX Blastocystis sp. AM /5\ ;:135/
b 1 Ppor'N

o~ o D

B=0L =
(Enfcksiyon asamasi dogrulanmadi) ‘,._.—’@ &~ Amoeboid
/',’ Vscuolar‘\‘

e

Q Graniiler

Fekal-oral yolla bulasma
Dis ortamda 3
Kist
sk ile atdan kist ve \
. vakuolar forml ]
s 3
,
; s

Insan
Gastrointestinal
sisteminde

N

r

Sekil 2.2. Blastocystis'in gunimuizde kabul géren en olasi (A) yasam dongusu ve
(B) bulas yolu [7, 115].

Yapilan c¢alismalarda hayvanlardan-insana ve insanlardan-hayvanlara sik sik
bulasan ¢ok sayida zoonotik Blastocystis izolatinin varligi tespit edilmis ve insan
enfeksiyonlari i¢in hayvanlarin rezervuar olabilecegi gosterilmistir [7, 98]. Hayvan
izolatlarindan elde edilen alt tir analiz sonuglari, insan Blastocystis izolatlarinin
genetik cesitliligi ile karsilastirildiginda, benzer alt tur dizilimi gosterdikleri
belirlenmistir. Bodylece, Blastocystis enfeksiyonlarinin zoonotik potansiyeli

bulundugu saptanmistir [116].

GUnUmulze kadar Blastocystis igin etkili bir enfeksiyon modeli bulunmamasindan

dolayi, bu protozoonun konak gastrointestinal sistem mikroflorasi ile iliskisi hakkinda
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¢cok az sey bilinmektedir. Protozoonun amoeboid formu, fagotrofik o&zellik
gosterirken, diger formlarinin sindirilmis besin kalintilari veya intestinal mukozasi ile
yakin iliski sergileyerek biyotrofik 6zellik gdsterebilecegi dusunulmektedir [117,
118].

Yakin tarihte yapilan bir galismada, hayvan modeli konusunda ¢ok umut verici
sonuglar elde edildigi bildiriimektedir. Arastirmacilar farelerden farelere inokulasyon
yaparak Blastocystis alt tur enfeksiyonunun surekliligini koruyabilmigler ve benzer

histopatolojik bulgular elde ettiklerini bildirmiglerdir [118].
2.1.5. Genetik gesitliligi

Blastocystis, yuksek duzeyde genetik gesitlilige sahip bir protozoondur. Bu parazitin
insanlardan ve diger konaklardan izole edilen alt turleri mikroskobik incelemede
morfolojik olarak ayirt edilememektedir. Bu nedenle, Blastocystis izolatlarinin ¢ok
sayidaki alt turlerinin tespiti icin molekuler yontemler kullaniimaktadir. Ginumuzdeki
son teknolojilerle yapilmakta olan molekuler epidemiyolojik ¢alismalar
Blastocystis’in konak tirleri ve cografi bolgelere gore ¢ok sayida alt tar icerdigini ve
bazi alt turlerin dagihminda farklilik oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla birlikte
yeni bir alt tir tanimlanabilmesi igin ssu-rRNA’nin tim diziliminde en az %5 oraninda

genetik farklilik gdéstermesi gerekmektedir [119].

Blastocystis alt tlrleri insanlarin yani sira diger memeliler, kus, stiriingen, amfibiler
ve hatta boéceklerden de izole edilmistir [89]. Blastocystis enfeksiyonunun kaynagi
ve bulag yollarinin tanimlanmasi igin alt tdrlerinin belirlenmesi epidemiyolojik

calismalarda 6nem tasimaktadir [120].

Klaguk alt dniteli ribozomal RNA'nin dizi analizine dayanarak, insan ve diger
konaklarda gunimuze kadar en az 17 alt tur tespit edilmistir. Farkli konaklardan
izole edilen ST1-ST9 alt tirleri igcin 2007 yilinda farkh arastirmalarin sonuglarinin
kargilagtinimasinda kolaylklar saglanmak amaciyla Blastocystis alt tar
terminolojisinin standartlastirilmasinda gorus birligine variimistir [91]. GUnumuze
kadar insanlardan ST1-ST9 ve ST12 alt tirleri izole edilmistir [51-53]. insan
izolatlarinin %90’dan fazlasini ST1-ST4 alt tiirleri olusturmaktadir. insanlardan izole

edilen alt turlerin diger konaklardan izole edilenlerle ayni genom yapisina sahip
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oldugu belirlenmistir. Bu durum, diger konaklarin Blastocystis enfeksiyonu igin

blyuk bir potansiyel rezervuar kaynagi olabilecegini gostermektedir [121-123].

Farkli cografi bolgelerde yapilan galismalarda insanlarda Blastocystis alt tirlerinden
en yaygin ST3'Un saptandigi bildiriimektedir (Sekil 2.3) [54]. Diger sik gorulen alt
turler ise ST1, 2 ve 4 olarak tespit edilmektedir [5]. Bununla birlikte ilging olarak
Avrupa'da en sik rastlanan alt tirtiin ST4 oldugu bildiriimektedir [124]. Bugune kadar
ST9 alt tird sadece insanlardan izole edilmistir [125]. Birden fazla alt turin
saptandigi miks enfeksiyonlar da bildirilmistir [64, 126, 127]. Miks enfeksiyonlarin

klinik 6nemi henuz aydinliga kavugmamistir.

insanlar ve hayvanlardaki Blastocystis alt tirlerinin dagiimi Cizelge 2.2'de

sunulmustur [5, 128].

Cizelge 2.2. insanlar ve hayvanlarda tespit edilen Blastocystis alt tiirleri

insanlarda

Hayvan . o
Subtype  bulunma konaklart Filogenetik agag
sikhgi
Primatlar,
STl i domuz, sigir ST ? o A
Primatlar,
ST2 i domuz, sigir S ? g €. 4
ST3 et Primatlar ' ST e
ST4 ++ S}Semirgenlﬁr ST5 ?H‘@‘H‘ﬂ'
Igir, primatlar,
SIS * domuz, deve — sT14 P A 1Y
ST6 + Kus ST12 ’Q H“O\\J
ST7 + Kus ST13eﬁf*\\
ST8 + Primatlar, sigir,
kug ST6 hy
ST9 + . |
ST10 i Sigir ST9 B
ST11 - Fil, primatlar v
g ST7
ST12 N Sigrr, kanguru, v
zUrafa ST16 R\
Primatlar,
ST13 ) kanguru, geyik ] —5T3‘ A
ST14 i Sigir, primatlar, STI0 oy .
deve ST8 ' H@\y
ST15 i Sigir, primatlar, :
fil STﬂn_.
ST16 - Kanguru ST17 s
ST17 - Kemirgenler ST15 Hﬂm

insanlarda Blastocystis alt tiirlerinin kiiresel dagilimina dayanarak +, ++, +++ olarak siklik
seviyesi gosterilmistir. (-, ilgili alt tdrlerin konakta saptanmadigini géstermektedir)
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Sekil 2.3. Dunyada Blastocystis alt tar dagilimi (%) ([54] nolu kaynaktan
faydalanilarak tasarlanmistir).
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2
2
0

0
0
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2.1.6. Patogenez

Blastocystis'in hastaliktaki roll literatlirde hala genis Olclde tartisiilmaktadir. Bazi
yazarlar Blastocystis'in patojen oldugunu dusunmektedir, hatta son arastirmalarda
patojenitesinin bazi alt turlerle iligkili olabilecegi ileri strdlmektedir [129-133]. Bir
kisim arastirmaci da Blastocystis'in hastaliktaki roliinden stiphe etmektedirler [134,
135]. Codu durumda, Blastocystis enfeksiyonu asemptomatik seyretmekte, sadece
enfekte insanlarin bir kisminda semptomlar ortaya ¢cikmaktadir. Bazi olgularda ishal,
karin agrisi, kusma, bulanti, sigkinlik, istahsizlik gibi gastrointestinal semptomlar ve
daha az siklikta Urtiker gibi dermatolojik semptomlardan sorumlu tek etken olarak
tespit edildigi bildirilmistir [7]. Son zamanlarda yapilan metagenomik c¢alismalar,
Blastocystis'in saglikli kigilerde ylUksek prevalansa sahip olabilecedini ve saglkh

bagirsak florasinin bir tyesi olabilecegini géstermistir [136-138].

Blastocystis'in patojenik potansiyeli, temel olarak asagidaki nedenlerden dolayi
tartismalidir: (i) gastrointestinal sistemde semptomatik kolonizasyonun yani sira
asemptomatik kolonizasyonun da ¢ok yaygin olmasi; (ii) Blastocystis'in patojenik

potansiyeli konusunda in vitro olarak yapilan ¢alismalar mevcut olmasina ragmen
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henlz in vivo olarak gdsterilmis kuvvetli bir bulgu bulunmamasi [18, 139]; (iii)
Blastocystis'in glinimuzde bilinen diger patojen protozoonlar gibi flagellasi, lektinleri
veya roptrialari gibi fenotipik virtlans 6zelliklerinin tespit edilmemesi (sadece bir
calismada bakterileri fagosite edebilme 6zelligi bildiriimigtir) [109]; (iv) Blastocystis’e
bagli bilinen salginlarin dogrulanmamasi; (v) Blastocystis’in tedaviyle eradikasyonu
sonrasi gastrointestinal semptomlari duzelen hastalar konusundaki deneyimlerin
yazili kaynaklarina ¢ok fazla rastlanilmamasi ve (vi) Blastocystis’le iligkili
semptomlarin ortaya ¢ikmasinda konagin immun kapasitesinin belirleyici rolinun

etkili olmasi seklinde siralanmaktadir [140].

Blastocystis'in alt turleri arasinda yluksek derecede genetik gesitliligin olmasi, alt
turler ile patojenite arasinda bir iligki olup olmadigi konusunda merak uyandirmigtir.
Bu da semptomatik ve asemptomatik gruplardaki alt tir dagilimlarini karsilastiran
c¢alismalarin konusu olmustur. Sinirli sayidaki calismada ST1’in semptomatik
olgularda anlamh olarak daha ylksek siklikta saptandigi belirlenmis [141-144]
sadece bir calismada asemptomatik tasiyicilik ile iligskilendirilmistir [145]. ST2 [127,
145] ve ST3 [143, 144, 146] icin de benzer sekilde geliskili sonuglarin elde edildigi
calismalar bulunmaktadir. Semptomatik ve asemptomatik Blastocystis tasiyicilari
arasindaki alt tir dagiliminda anlamli bir fark olmadigini bildiren c¢alismalar da
mevcuttur [19, 142].

Blastocystis'in ST3 alt tlru olarak tanimlanmis ve morfolojik olarak da ameboid form
gorulen akut Urtiker olgusunda, konagin Blastocystis'in ameboid formuna karsi
enflamatuar bir yanit olusturdugu igin kutan6z semptomlara neden olabilecegi ileri
surtlmastur [147]. Diger Urtikerli bir olguda ise ST2 alt turd olarak tanimlanan
Blastocystis disinda enfeksiydz etken saptanmamis ve bu olguda ciddi
gastrointestinal semptomlarin ve kronik urtikerin oldugu gosterilmistir. Bu vakada
antibiyotik tedavisi sonrasinda semptomlar devam etmis, ancak kombine
metronidazol ve paromomisin tedavisinden sonra semptomlar gerilemigstir [148].
Retrospektif bir calismada Blastocystis ile enfekte olgularin % 11’nin (8/80)
gastrointestinal semptomlarla birlikte dermatolojik semptomlara da sahip olduklari
bildirilmistir [149].

Blastocystis’in alt turleri icinde sadece 18,8 Mb genom buyuklugu olan ve 6,020
gene sahip ST7 igin tim genom analizi yapilmigtir. Bu analiz bazi 6nemli noktalara

Isik tutmustur. Blastocystis’in horizontal gen aktarimiyla da kazanilmis, intestinal
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ortama uyumu saglayan proteinleri ifadeleyen genlere sahip oldugu gdsterilmistir.
Tanimlanan genler arasinda; konak fiziyolojisi ve intestinal homeostaz Uzerinde
etkili olan proteaz, proteaz inhibitorleri ile immunofilinler ve glikoziltransferaz
proteinlerini ifadeleyen genler tanimlanmistir. Ayrica protozoonun intestinal epitelle
iligkisinde onemli rol oynayan ve legumainle aktive olan sistein proteazlar, konak
proteazlari Uzerinde etkili olan proteaz inhibitorleri, konak semptomlarindan sorumliu
olabilecegi dusunulen poliketid sentaz, MBO fonksiyonlarindan sorumlu olan
proteinler ve immun sistemi aktive eden henlz tam olarak karakterize edilememis
proteinler karsilastirmali genomik analizle arastiriimistir. Blastocystis’in sistein
proteazlarinin liminal imminoglobulin A'yi (IgA) ve epitelyal mukozal bariyerini
bozdugu bilinmektedir (Sekil 2.4) [94].

Blastocystis’in diger alt tirlerinin tim genom analizleri yapildik¢a, protozoonun
potansiyel patojenisitesinde etkili olan genlerin ve proteinlerin rollerini belirlemeye

yardimci olabilecek bilgiler elde edilecektir.

Proteaz
inhibitérleri
Goklu ilag direnci

Immatir
Sistein
Proteazlar ’ ’
~ . llaclar
Legumainler o &

€77

Matdr

Sistein Bilinmeyen g 7.+ Glikozid

s ¢hidrolazlar

Proteazlar A A A Polyketidler j\.
P 4
7??
N // ???
I lg A
parcalanmasi

Ig domain
IPR 00809

\ AY /

Sekil 2.4. Blastocystis alt tur ST7’de tanimlanan salgisal proteinler ve virulans
faktorleri [94].

Blastocystis bagirsak mukozasina yapismadan patojenik etkilere neden oldugunda,

protozoonun bir virtilans faktért salgiladigi dastnulebilir. Blastocystis'in salgiladigi
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proteinler, bunlardan 6zellikle sistein proteazlarin immunoglobulin A'yi pargaladigi
ve NF-kB aktivasyonu yoluyla konak hucrelerinin pro-inflamatuar sitokin IL-8
uretimini indukledigi gosterilmigtir [150, 151]. Bununla birlikte Blastocystis alt turleri

arasinda sistein proteaz aktivitesinin farkli olabilecedi de séylenmistir [152].

GuUnumuzde de Blastocystis’in patojenitesi hala bir tartisma konusudur.
2.1.7. Epidemiyolojisi ve alt tiir dagihimi

Blastocystis prevalansi Ulkeden ulkeye farklilik gostermesine ragmen insanlarda
gastrointestinal sistemde en sik yerlesen, protozoon parazittir. Gelismekte olan
ulkelerde ve hijyen kosullarinin yetersiz oldugu toplumlarda prevalansi %22,1—
%88,7’ye varan oranlarda saptanirken gelismis ulkelerde ve hijyen kosullarinin iyi
oldugu toplumlarda ise yaklasik %0,5-%23,1 oraninda oldugu bildiriimektedir [124,
146, 153-156]. Hatta Senegalli cocuk populasyonunda %100 oraninda saptanmistir
[6]. Yapilan arastirmalarda tespit edilen bu genis prevalans araligi, kullanilan
arastirma metodlarinin (mikroskobik inceleme, kultir ve molekuler yontemler gibi)
cesitliligi, bu metodlarin duyarlihginin farkh olmasi, mikroskobik incelemede

deneyimin gerekliligi nedeniyle buyuk degiskenlik gosterebilmektedir [19, 157].

Gelismekte olan ve az gelismis Ulkelerdeki Blastocystis’in yuksek gorulme sikhgi
genel olarak aritilmamig sularin tiketilmesi, diger potansiyel rezervuar konaklarla
yakin temas ve aile iginde hijyen kosullarinin disik olmasi nedeniyle enfeksiyonun
kolay bulagsmasiyla iligkili bulunmustur [154, 158, 159]. ElI Safai ve digerleri
Blastocystis’in yaz aylarinda gorilime sikhginin %23,2'ye kadar yukseldigini, kis
aylarinda ise bu oranin %13,7 olarak tespit ettiklerini ve bu protozoonun mevsimsel

olarak farkli prevalansa sahip olabilecegini de gostermiglerdir [155].

Son 15 yilda yapilan g¢alismalar incelendiginde 6zellikle Blastocystis alt turlerinin
belirlenmesine yonelik aragtirmalarin sayilarindaki artig dikkat cekmektedir. Bu
calismalar sayesinde bircok ulkede Blastocystis prevalansi ve alt tur dagilimi
hakkinda bilgi sahibi olunmus ve Blastocystis'in molekuler epidemiyolojisi hakkinda
daha fazla sayida veri toplanmaya baslanmistir. Ginimuze kadar Blastocystis ile
enfekte vakalarin dagilimi ve yerlerini gésteren énemli galismalarin toplami Cizelge

2.3'te verilmektedir.



17

Diinya genelinde Blastocystis'in prevalansi; Avrupa lkelerinde (Fransa, italya,
Ispanya, Polonya, Hollanda, Isve¢ Danimarka) %1,2-%35,2 [2, 155, 160-165],
Kuzey ve Guney Amerika Ulkelerinde (Amerika Birlesik Devletleri, Kolombiya,
Brezilya) %7,1-%88,7 [51, 126, 156, 166-171], Asya Ulkelerinde (Hindistan,
Tayland, Laos, Filipinler, Endonezya, Cin, Malezya, Kambogya) %3,6-%82,8 [172-
185], Orta Dogu (ilkelerinde (iran, Katar, Suudi Arabistan, Liilbnan) %4,7-%65,2
[154, 186-195], Afrika Ulkelerinde (Tanzanya, Fildisi Sahili, Angola, Madagaskar,
Nijerya, Tunus) %12,9-%84,9 [196-201], Kuzey Kibris Turk Cumhuriyeti ve
Tlrkiye’de yapilan calismalarda Blastocystis %0,54-%37,9 [19-28] araliginda
saptandidi bildiriimektedir.

Cizelge 2.3. Farkl ulkelerdeki insanlarda izole edilen Blastocystis prevalansi

incelenen Ornek sayisi izole edilen ST

Kaynak N % Metod Calisma grubu STler (%) Viotod Ulke
Turkiye (% 0,54-37,9)
275/ Hastaneye —
[26] 50185 0,54 DM bagvuranlar Van, Turkiye
35/ w4 ST3 (34,2), ST1 Mugla
22 7,4 Kaltdr  llkokul cocuklari  (31,4), ST2 (25,7), DDA L2
[22] 468 4 STX(5,9), ST7 (2,8) Tarkiye
12/ A o ST3 (66,7), STL Aydin,
[21] 150 8,0 Kaltdr  Ulser hastalar Eé%)?), ST2(8,3),ST7 DDA Tiirkiye
25/ - ST3 (59), ST1(23), Aydin,
[20] 530 10,8 Kiultur  Kanser hastalar ST2(18) STS Tiirkiye
ST3 (47,7), ST1
88/ Hast (13,6), STx(13,9), ST2 Divarbak
. astaneye (13,6), ST1+3 (5,7), iyarbakir,
[24] 345 25,5 Kultur basvuranlar ST5(1,1), ST6 (1,1) STS Tarkiye
ST1+2 (1,1), ST2+3
(1,1), ST1+2+3 (1,1)
66/ Hast ST3(57,6), ST1 Ak
- astaneye (15,2), ST2 (13,6), nkara,
[19] 203 32,5 Kaultar basvuranlar éTé)+3 (106), ST1+2  5T° Tirkiye
STX(60,0), ST3 (17,4),
115/ real - Hastaneye ST1 (10.) 574 (4.5 Eskigehir
[23] 303 37,9 time basvuran ST2(3,5), ST1+3 STS Tirki ’
PCR  cocuklar (2,6), ST1+2(0,9), urkiye
ST2+3(0,9),
Avrupa (% 1,2-35,2)
real Hastaneye Varsova
2] 3/249 12 tme y| - - |§ '
PCR asvuranlar Polonya
674/ Hastaneye Padova,
[161] 7341 97 DM basvuranlar ) ) italya
143/ real Hastaneye (81T218()2(:)§$)é (S4T323)
[155] 788 18,1 time basvuranlar T4 (200), 576 (21), DDA Fransa
PCR ST7 (2,1), STx (1,4)
(221 6rnekten) ST3
real (52$é7()% %Tls(Tzf ’(26)'3)
[162] gggl 34,1 time Goemenveyerli o1 3q%1,  DpbA  Verna, italya

pcr  hak ST1+3+4 (4,5),
ST1+2+3 (4,0), ST3+4
(2,7), STX(7.8)
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Cizelge 2.3. (devam) Farkli tlkelerdeki insanlarda izole edilen Blastocystis

prevalansi
ST2 (62,3), ST3 i
63 9 352 B-pri Kirsal halk (170, ST1(132),  DpA  NaV&
179 ST4 (7,5) Ispanya
ST3 (59,0), ST2 Gdansk
- (19,7), ST1 (13,1), ansk,
? ?
[164] 122/~ ’ Kultdr ~ Seyahat edenler g1 (3.3), ST7 (3.3), STS Polonya
ST1+3 (1,6),
Hastaneye (189 6rnekten) ST3
(46-0), ST4 (21-7), .
[160]  189/2 2 DM asvuraniar ST1 (15-3), ST2 DDA Roma, italya
Semptomiu (13-8), ST6 (3-2), ST8
hastalar (0-5)
Kuzey ve Giiney Amerika (% 7,1-88,7)
10/ . . ST3 (50,0), ST2 Kolorado,
[166] 139 7,1 B-pri 50 aile (30.0), ST1 (20,0) DDA ABD
256/ (21,4), ST2 (19,5), .
[126] 2026 12,6 DM basvuran ST6 (2.0). ST4 (0.8), DDA Kolombiya
cocuklar ST7(0,8)
h0o/ ST1(36,3), ST2 5
(15,7), ST3 (41,2), arana,
[170] 766 13,3 DM Toplumdan ST4 (2.9), ST6 (1,0), DDA Brezilya
ST8 (2,9)
[169] 5/217 34,6 FECT Okul 6grencileri - : Parana,
Brezilya
Rio de
64/ - Hastane ST1 (42), ST3 (49), :
[168] 180 355  Kultar bagvuranlar ST2 (7). ST4 (2) DDA Janellro,
Brezilya
SogP (57 érnekten) ST1
H ornekten
[171] 76/ 419  Bepri ekonomlk__ ) (54,4, ST3 (33.3), o Sao Paulo,
181 durumu diisik ST2(7,0), ST7 (5,3) Brezilya
Kres
- 27,0), ST2 (27,0), :
[167] 294 55,8 Kuiltir  Kirsal halki (ST4 ()3'5)’ s(Ts (7)’0)’ DDA Janellro,
STx(1,5) Brezilya
real ST3 (34,5), ST2 Puerto
252/ . 30,5), ST1 (29,6), o
[156] 284 88,7 time Rastgele (ST4 ()2'96)’ (STX ()2’5)’ DDA Narifio, _
PCR ST6 (0,5) Kolombiya
Asya (% 3,6-82,8)
37/ Hastaneye .
[184] 1020 3,6 PCR bagvuranlar - Yunnan, Cin
15/ . A Battambang
[183] 308 4,9 DM Okul 6grencileri - - Kambocya
20/ Majuro,
[176] 50 DM Okul 6grencileri - - Marshall
400
Adalari
[185] g;ll 7,1 B-pri Kanser hastalari  ST1 (44,5), ST3 (55,5) DDA Harbin, Cin
15/ ST2 (40,0), ST3 Ayutthaya,
[182] 117 12,8 PCR Sahadan (46.6), ST1 (13.4) DDA Tayland
165/ Rastgele sehi AT P
- astgele sehir (22,6), ST4 (14,8), eteros,
[178] 17y 129 KOro o STx(139),ST2(3.0,  °'°  Filipinler
ST5 (4,1)
41/ ST3 (68,0), ST1 (17), Chi Rai
R ST7 (7), ST2 (2,0), iang Rai,
[179] 178 23,0 PCR Gondllaler ST4 (2.0), ST6 (2.0), DDA Tayland
STx (2,0)
13/ Nested ST3 (84,6), ST2 (7,7), Ayutthaya,
[180] 220 23,0 PCR Sahadan ST6 (7.7), DDA Tayland
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Cizelge 2.3. (devam) Farkli Ulkelerdeki insanlarda izole edilen Blastocystis

prevalansi
65/ : Yeni Delhi,
[172] 250 26,0 B-pri IBS+Control ST3(90,8), ST1(9.2)  STS Hindistan
47/ , ST3 (67,9), ST1 Jakarta,
[174] 141 33,3 DM llkokul gocuklari g%;‘r), ST2(3,8), ST4 DDA indonesya
191/ : ST (51,3), ST1 Kuala Krau
173 40,4  B-pri Sahadan (32,4), ST2 (14,1), DDA S
[ ] 473 P ST4(2,2) MaleyZ|ya
416/ EgléT (109 6rnekten) ST3 PCR-
[181] 406 |5 Okul 6grencileri  (58,7), ST1 (31,2), RFLP, Tayland
1025 poR ST2(10,1) STS
i ST1 (64), ST3 (24), Laotian,
[175] 25/60 41,7 Kiltir Sahadan ST2 (8). ST7 (2) DDA Laos
Kaltir, Rastgele sehir ST3 (65,5), ST1 Peteros,
(1771 29135 828 g i pal (31,0), ST4 (35) DA Eilipinler
Orta Dogu (% 4,7-65,2)
27/ Hastaneye Hamad,
[191] 580 e PCR basvuranlar Katar
133/ Hastaneye ST3 (80,5), ST1 Mekke, Sudi
[193] 1262 10.5gbCR bagvuranlar (14,5), ST2 (2,0), STS Arabistan
ST3(29,0), STx
co/ A (27,7), ST1 (16,0),
astaneye ST2 (4,3), ST4 (1,4),
[189] 481 143 DM bagvuranlar ST5 (5.8), ST1+3 STS Ahvaz, Iran
(4,3), ST1+4 (4,3),
ST3+4 (7,2)
58/ . Hastaneye ST2 (36,2), ST3
[186] 400 14,5  Kultar bagvuranlar (32.8), ST1 (31,0) DDA Tehran, Iran
ST3 (46,7), ST1
neg) 2/ 184 pm  Hastaneye (37.8), STE (8,9)ST4  STS  Ahvaz, Iran
244 bagvuranlar (6,6)
63/ - Hastaneye ST2(36,5), ST1
[187] 300 21,0  Kdaltar bagvuranlar (33.3), ST3 (30.2) DDA Tehran, Iran
Kanser (138) ve .
50/ - ST1 (38,0), ST2 Mekke, Sudi
[194] 218 22,9  Kdaltar Eg;l:;al (80) (40,0), STS (22,0), STS Arabistan
146/ . Hastaneye ST3 (58,4), ST1
[190] 618 23,6 B-pri bagvuranlar (20.8). ST2 (20.8) DDA Ahvaz, Iran
64/ ST3(31,3), ST2(28,1),
. A ST1(12,6), ST4(10,9),
[27] 230 27,8  B-pri Gondilliler STX((9,3),)ST6(4(,7), ) DDA Kuzey Kibris
ST7(3,1)
Semptomsuz 13 (39 érnekten) ST1 i -
[195] o2 443 Bpri farkhikeden  (82).ST2(16),  DpA oK@ Sud
gelenler ST3(58,9), rapistan
Real
157/ . . o . ST3(46,3), ST2 Trablus,
[154] 549 63,0 grgeR Okul 6grencileri (28.3). ST1 (25.4) DDA Liibnan
real
192 ar9l 65,2 time Goégmenler - - Katar
735
PCR
Afrika (1 12,9-84,9)
68/ [r)e'\;ll, _ S (61 6rnekten) ST3 (51)
[201] 5 12,9 i Gida isleyicileri ST1 (30), ST2 (16), DDA Tunus
524 F')@E ST4 (1,5) ST7 (1,5)
75/ : oo .. ST1(307) ST2 Benguela
198 21,4  B-pri Okul 6grencileri  (30,7), ST3(36,0), DDA !
[198] 351 P 9 ST5 (1,3), ST7 (1,3) Angola
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Cizelge 2.3. (devam) Farkli tlkelerdeki insanlarda izole edilen Blastocystis

prevalansi
Real .
64/ ) ST1 (50,0), ST3 Sud-Comoé,
[197] 110 58,2 E)rgeR Kirsal halki (28.1), ST2 (21.9) DDA Fildisi Sahil
real ST1 (34,0), ST2 iani
[196] 106/ 609 time Hastaneye (26.4), ST3 (25.5), DDA Jambiani,
174 PCR bagvuranlar STX(13,2), ST7 (0,9) Tanzanya
real
185/ time ST1 (46,8), ST3 Mahajanga
[199] 265 098 (Sybr Toplumdan @46) 512211, °°*  Madagaskar
Green)
real ST1 (30,5), ST2
[200] 167 84,9 time I..(fe§ ve OI.(Ul (25,1), STx (24,1), DDA ilero, Nijerya
199 PCR ogrencileri ST3 (19,7), ST7 (0,6)

STx = tanimlanamayan alttiir, DDA=barcoding yéntemi.

Bu galismalarda ST3 alt tlrinin en sik saptanan alt tir oldugu bildirilmistir. Dinya
genelinde Blastocystis alt tarlerinin arastirildigi ¢alismalar ayrintili olarak ele
alindiginda farkli molekuler yontemlerin kullanildigi ve bir¢ok farkli cografi bolge ve

ulkeye ait alt tur dagihmlarinin rapor edildigi gorulmektedir [5, 54].

Tarkiye'de yapilan arastirmalarda Blastocystis alt tir dagilimi siklik sirasina gore
ST3, ST1, ST2 ve daha az siklikla ST4 olarak tespit edilmistir. Diger alt turler farkl
¢alismalarda daha nadir olarak bildiriimektedir. Miks alt tir enfeksiyonlarinin (%0,9-
%10,6 arahidinda) da oldugu rapor edilmistir [19, 23, 24, 53, 64, 116, 127, 202].

Blastocystis prevalansinin belirlenmesine yonelik yapilan c¢alismalarda farkh
metodlarin kullanilmasinin yani sira en sik digkinin direkt mikroskobik incelenmesi
kullaniimaktadir. Mikroskobik incelemede bazi arastiricilarin X400 obijektifle
incelenen mikroskop sahasinda bes ve daha fazla sayida Blastocystis
saptadiklarinda rapor ettikleri, bazi arastirmacilarin ise saylyl dikkate almadan
raporlama yapmalari bu protozoonun prevalansinin genis sinirlarda yer almasinin

diger bir sebebi olarak karsimiza ¢ikmaktadir [203, 204].
2.1.8. Klinik hastalik

Blastocystis'in klinik Gneminin olup olmadigi konusundaki bilinmezlikler hala devam
etmektedir. Blastocystis’in, erigkin ve ¢ocuklarda; diger patojen parazit, bakteri veya
viruslerin yoklugunda hastanin klinik bulgularini agiklayacak herhangi bagka bir

neden bulunamadigi durumlarda semptomlardan sorumlu olabilecegi klinisyen
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tarafindan g6z 6nunde bulundurularak tedavisinin planlanabilecegi belirtilmistir [4,
205].

Blastocystis'in semptomatoloji ile iliskisine ait kanitlar yetersiz olsa da yapilan
calismalarda Blastocystis enfeksiyonunda ishal, karin agrisi, siskinlik, bulanti,
kusma gibi spesifik olmayan gastrointestinal semptomlar goéruldagu ayrica irritabl
bagirsak sendromu, inflamatuar bagirsak hastalidi (IBD) ve drtiker ile iligkili
olabileceg@i konusunda c¢alismalar mevcuttur [7, 73, 206-209]. Bazi ¢alismalarda,
Blastocystis'in irritabl bagirsak sendromlu (IBS) hastalarda kontrol grubuna gore
daha yuksek siklikta oldugu gosteriimekle birlikte farkli bulgularin elde edildigi
calismalar da mevcuttur [210-213]. Blastocystis’in neden oldugu ileri surllen
intestinal ve ekstra intestinal semptom ve bulgularin akut veya kronik olabildigi
gOzlenmistir [7, 18, 66, 148, 214, 215].

Blastocystis'in patojenitesi ve semptomatolojisi ile alt tlrler arasindaki iligkinin
arastirildigi calismalarda farkli sonuglar elde edilmistir [18, 155, 208]. Bununla
birlikte ST1, ST4 ve ST 7'nin semptomlarla iligkili oldugu bildirilirken, ST2 ve ST3'Un
semptomlarla iligkili olmayan alt turler oldugu bildirilmistir [216, 217]. Baz
arastiricilar ise ST1 ve ST3'U semptomatik olgularda ylksek prevalansta
saptamiglardir [142, 143].

Bagisiklik sistemi baskilanmig olan HIV/AIDS hastalari; immunosupresif ilag
kullananlar, kanser ve transplantasyon hastalari ile bagisiklik sistemini etkileyen
kalitsal hastaliklari olanlarda (6rnegin, konjenital agammaglobulinemi, konjenital
IgA eksikligi) Blastocystis’in firsatgi bir patojen olabilecegi 6ne surilmustir [139,
207, 218]. Bu hasta gruplarinda Blastocystis tanisinda daha guvenilir ydntemler ile

tani konulmasi tedavi gerekliligi agisindan onem tagimaktadir.
2.1.9. Tani

Parazitler enfeksiyonlarin tanisinda direkt ve indirekt tani yontemleri
kullaniimaktadir. Direkt yontemler: direkt mikroskobik inceleme, boyali preparat
incelemesi, kultur yontemleri, parazite ait antijenlerin immun tanisal yontemlerle
arastiriimasi, parazit DNA’sinin molekuler yontemlerle saptanmasi gibi yontemleri
icermektedir. indirekt ydntemler ise esas olarak serumda parazit antijenlerine karsi

konak immun sistemi tarafindan uretilen antikorlarin tespitine dayanmaktadir [16].
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Direkt mikroskobik inceleme duguk duyarhlik ve 6zgulluge sahip olmasina ragmen
Blastocystis’in rutin tanisinda en yaygin kullanilan yéntemdir. Konvansiyonel
yontemler iginde kultur ve kalici boyama yontemleri de kisith sayida rutin tani
laboratuvarlarinda kullaniimaktadir. Blastocystis'in DNA’sin1 tespit etmek igin
kullanilan molekuler yontemler de vardir. Molekiler yontemlerin yiksek duyarllik,
O0zgulluge sahip olmalar tanida avantaj saglarken, maliyetlerinin yuksek olmasi,

donanimli laboratuvar ve egitimli personel ihtiyaci dezavantajini olusturmaktadir.

Blastocystis’'in patojenitesinin tartismali olmasindan dolayl raporlanmasinin g6z
ardi edildigi veya mikroskobik incelemede sayiya bagimli (mikroskopta 40x objektif
sahasinda bes ve daha fazla Blastocystis gorulmesi) bildirim yapilmasi
epidemiyolojik  verilerin elde edilmesinde ve Kkargilagtirlmasinda sikinti
yaratmaktadir [10, 47].

Mikroskobik tani yontemleri

Dinyada gastrointestinal sistem paraziter enfeksiyonlarinin tanisinda en yaygin

kullanilan tani yontemidir.

Blastocystis'in tanisinda da direkt mikroskobik inceleme dunyada en sik kullanilan
dusuk maliyetli tani metodlardan biridir. Bu yontemde taze digki 6rneginden serum
fizyolojik ve Lugol solusyonu ile hazirlanan preparat 1sik mikroskobunda
incelenmektedir. Blastocytis’in farkli boyutlarinin ve morfolojik yapilarinin bulunmasi
taniyr zorlagtirmaktadir. Ayrica digkida bulunan Iokosit, iri maya hucreleri, bitki
polenleri ve diger artefaktlar nedeniyle direkt mikroskobik inceleme ile
Blastocystis’in  tanimlanmasi  deneyim  gerektirmektedir. Kalici  boyama
yontemlerinden trikrom boyama yonteminin kullaniimasinin tanida duyarlihgi
arttirdigi  gézlenmigtir. DM inceleme yodntemiyle gbézden kacan Blastocystis
formlarinin trikrom ve diger kalici boya yontemleriyle tespit edilebilecegdi belirtiimigstir.
Demir-hematoksilen (DHB), Gram, Giemsa ve Wright boyama yontemlerinin de
kullanildigi calismalar mevcuttur. Stensvold ve digerleri trikrom boyama yonteminin

6zgullugund % 100 duyarliigini ise % 82 oldugunu bildirmislerdir [47].

Trikrom boyama yontemi ile Blastocytis’in kirmizi boyanan kuguk c¢ekirdekleri,
vakuoler formda dar sitoplazmanin igerisinde yerlesmis olarak goértlmekte, vakuolin
yesil veya kirmizi renkte boyandidi ve yesil boyanan kalin hucre duvari
saptanabilmektedir. Digki mikroskopisinde Ozellikle (i) hastalarin digki 6rneklerinin
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10 gun iginde, farkl gunlerde en az U¢ kez alinan drnekte incelenmesi, (ii) hastalarin
bakteriyel, viral ve diger patojen paraziter etkenler agisindan da degerlendiriimesi
gerektigi bildirilmektedir [4, 101, 219].

Blastocystis’in rutin laboratuvar tanisinda en dogru yaklasim olarak, kalici boyama
yontemleri ile kultur yontemlerinin birlikte kullaniimasinin dogru bir yaklagim olacagi

dusunulmektedir.

Kultir yontemleri

Blastocystis,% 10 at veya sigir serumu iceren cesitli ksenik sivi besiyerlerinde
kultara en kolay yapilan ve Ureyebilen intestinal protozoondur. Blastocystis’in igin
laboratuvarlarda en sik Jones’ besiyeri kullanilmaktadir. Bu besiyeri dlisik maliyeti,
kolay hazirlanmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Bununla birlikte Robinson
besiyeri, LYGM besiyeri, Boeck ve Drobohlav’'in yogunlastiriimis bifazik yumurtal
besiyeri, Dobell ve Laidlaw besiyeri, Diamond’s triptikaz serum monofazik besiyeri,
Minimal essential medium (MEM) ve Iscove’s modified Dulbecco’s medium
Blastocystis’in Uretilebilecegi diger besiyerleridir [4, 10, 101, 103, 220]. Bu
besiyerleri genellikle %10 at serumu veya sigir serumu igermektedir. Kaltur
yontemlerinin direkt mikroskopiden daha duyarli oldugu bildiriimektedir [10]. Kalttr
yontemi; zaman alici bir yontem olup sonuglar ekimden 2-3 gun sonra
degerlendiriimektedir. Birden fazla alt tur iceren orneklerde bazi alt turlerin kultirde
daha hizli ¢ogaldigi ve ekimi tekrarlanan kulturlerde baskin hale gelebileceqgi
bildiriimektedir [7, 139].

immun tanisal ydntemler

Klinik taniya yonelik guinumuzde ticari olarak kullanima sunulmusg az sayida tani kiti
bulunmaktadir: Direkt floresan ydntemine dayali Blasto-Fluor (Antibodies Inc.,
Davis, CA, ABD) ve ParaFlor B (Boulder Diagnostics, Boulder, CO, ABD) ile
Blastocystis antijenlerini saptamaya yonelik coproELISA™ Blastocystis (Savyon
Diagnostics, Ashdod, lIsrail) bu kitler arasinda yer almaktadir. Direkt floresan
yonteminde maliyeti yiksek olan floresan mikroskobu gerekmektedir. Gerek
arastirmalarda gerekse rutin laboratuvarlarda bu kitlerin kullanimlarinin yaygin

olmamasi yararhlik ve verimliliklerinin degerlendirilmesini zorlastirmaktadir [10].
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indirekt tan1 ydntemlerinden hali hazirda anti-Blastocystis antikorlarinin saptanmasi
igin kullanima sunulmus ticari bir kit bulunmamaktadir. Chen ve digerleri
Blastocystis ile enfekte ishalli sadece dort hastada kendi gelistirdikleri immunblot
testi ile hasta serumlarinin hi¢ birinde anti-Blastocystis 1gG belirlemediklerini
bildirmislerdir [221]. Zierdt ve digerleri ise Blastocystis ile enfekte semptomatik 28
hastanin % 25'inde ELISA ydntemi ile anti-Blastocystis IgG yanitini gdstermiglerdir
[222].

Blastocystis’e kargi konak immudn yanitt ve protozoonun antijenik degigkenligi
konusunda bilgilerin sinirli olmasi, anti-Blastocystis antikorlarinin belirlenmesine
yonelik guvenilir ve duyarli serolojik yontemlerin gelistiriimesinde kisithlik

yaratmaktadir [7].

Molekiler tani yontemleri

Gastrointestinal sistem paraziter enfeksiyonlarinin tanisinda mikroskobik inceleme
yontemlerinin (direkt ve boyall preparat incelenmesi) kullaniimasi genellikle zaman
alici, emek yogun olmakta ve deneyim gerektirmektedir. Bununla birlikte rutin
laboratuvarlarda tum protozoon ve helmintlerin tanisina yonelik kaltar, immun
tanisal ve molekuler yontemlerin bulunmamasi nedeniyle Turkiye'’de ve tum
dunyada tanida en sik mikroskobik inceleme yontemleri kullaniimaktadir. Molekuler
yontemlerin kullanilmaya baslamasiyla cesitli hasta gruplarinda Blastocystis
prevalansinin arastiriimasi ve alt tur analizinin yapilmasi konusu ilgi ¢ekici bir
arastirma alani haline gelmigtir. Blastocystis’in alt tlr tanisi igin restriction fragment
length polymorphism (RFLP) PCR yontemi kullaniimistir [223, 224]. Yoshikawa ve
digerleri Blastocystis’in insan ve hayvanlardaki alt tlrlerini saptamak i¢cin PCR
temelli sequence-tagged site (STS) primerlerini tasarlamislardir [225]. Bu
konvansiyonel PCR yéntemlerinin uzun zaman almasi, amplifikasyon sonrasi DNA
goruntilenmesi icin ek olarak jel goértntulemesi islemine gerek duyulmasi ve bu
sirada DNA ile laboratuvar kontaminasyonu riskinin olmasi, real time PCR’a gore
duyarlihginin diguk olmasi ve ¢ok sayida ornek incelenmesi icin pratik olmamasi
kullanimlarinda kisithlik yaratmaktadir. STS-PCR ydntemi alt tir tespiti i¢in olanak
saglamakla birlikte Blastocystis’in prevalansinin molekuler taniyla saptanmasi igin
kullanilabilecek pratik yontem 6zelligi tasimamaktadir. Son vyillarda teknolojinin

gelismesiyle birlikte molekuler parazitoloji alaninda da real time PCR genis kullanim
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alani bulmustur. real time PCR konvansiyonel PCR’a gore daha pahali olmakla
birlikte daha hizl, daha duyarli bir yontem 6zelligi tagimakta, kapali sistemde DNA
¢ogaltilmasi ve goruntilenmesinin ayni anda yapilmasina, ¢ok sayida ornek
incelenmesine imkan tanimakta ve Blastocystis’in prevalansinin saptanmasi igin bir
tarama testi niteligi tasimaktadir. real time PCR ile Blastocystis saptanan érneklerde
alt turlerin belirlenmesi amaciyla gunumuzde siklikla ssu-rRNA bolgesinin 600 bp
uzunlugundaki gen bdlgesi barkodlama primerleriyle ¢ogaltildiktan sonra DNA dizi
analizi yapilmaktadir [62, 226-228].

Blastocystis tanisinda arastirmacilar glnimizde molekiler tani yontemlerini
siklikla kullanmaktadir. Clark ile Boehm-Groning ve digerleri birbirinden bagimsiz
olarak 1997'de Blastocystis'in genis genetik gesitliligi oldugunu bildirmiglerdir [223,
229]. Blastocystis'in ssu-rRNA gen bodlgesinin az korunmus olmasi cinse 6zgu
primerlerin tasarlanmasinda yasanan zorlugun nedenini olusturmaktadir. Alt tar
tespitinde alt tire 6zgu primerler tasarlanmistir. Bu primerlerle bilinen alt turler tespit
edilebilmekte yeni bir alt turin tespiti icin genom dizilenmesi ve sonrasinda bu alt
turicin 6zgul primer tasarimi1 gerekmektedir. Yoshikawa ve digerleri STS primerlerini
tasarlayarak bu amac¢ icin kullanmiglardir [225]. Bu primerlerle insan ve
hayvanlardan izole edilen Blastocystis ST1-ST9 alt tirlerinin tanimlanmasi mimkuin
olmustur. Daha sonra insan ve hayvanlardan izole edilen ST1-ST9 alt turlerinin
belirlenmesine icin daha 6zgul oldugu bildirilen STS primerleri tasarlanmistir [125].
STS primerleriyle yapilan alt tir tespitinde kuiltdr sivilarindan izole edilen
Blastocystis DNA’si kullaniimistir. Bu yontemle miks alt tir enfeksiyonlarinin
belirlenmesi mimkun olmaktadir. Bununla birlikte kaltir ortaminda miks alt turlerin
farkli yogunlukta tGremeleri nedeniyle STS-PCR ile her zaman tespit edilmeleri de
mumkun olmamakta ve kultirde baskin olan alt tur belirlenmektedir. Konvansiyonel
PCR yonteminin kullanildigi STS-PCR ile ¢ok sayida 6rnek igeren ¢alismalar emek

yogun olmakta ve rutin laboratuvarlarda kullanimi gergeklesememektedir.

Stensvold ve digerleri real time PCR yontemiyle Blastocystis saptanmasi amaciyla
cinse 0zgu primer ve problar tasarlamiglardir. Bu yontem igin direkt digkidan DNA
izolasyonu yapilmaktadir [14, 230]. Bu yontemle Blastocystis saptanan ornekler,
ssu-rRNA’'nin 600 bp’lik gen bolgesi barkodlama primerleri ile gogaltildiktan sonra
alt tur tespiti icin yine ayni primerler kullanilarak DNA dizi analiziyle tanimlanmasi
yapilmistir [63, 230]. Barkodlama ile yapilan alt tar tespitinde miks alt turlerin
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belirlenememesi 6nemli bir eksikliktir. Bu sorunun giderilmesine yonelik hali hazirda
az sayida calisma bulunmaktadir [17, 231]. Alt tar tespiti icin bazi arastiricilar 1800
bp uzunlugunda olan ssu-rRNA’nin farkli gen bolgelerine ait primerler tasarlayarak,
bu gen bdlgelerinin gcogatiimasi sonrasinda DNA dizi analizini kullanmislardir (Sekil
2.5) [62, 63, 226, 232].

Santinregion

. Stensvold region
Scicluna ‘barcode’ ———

Parkar extended region

Blastocystis SSU-rRNA gene
(ca.1800 bp)

Sekil 2.5. Blastocystis ssu-rRNA geninin sematik gdsterimi. Arastirmacilar
tarafindan alt tir tanimlamasi igin kullanilan gen bolgeleri gosterilmistir
[60].

Real time PCR ydnteminin Blastocystis prevalansinin belirlenmesi amaciyla rutin
laboratuvarlarda kullanilabilecek yuksek duyarlilik ve 6zgullige sahip bir molekuiler
tarama testi oldugu bildirilmistir. Real time PCR’in kullanim kolayhdr bu konu
Uzerinde arastiricilarin gerek TagMan problari gerekse Sybr-Green kullanarak
cesitli arastirmalar yapmalarina olanak saglamistir. Bu yontemle Blastocystis varligi

arastirimakta fakat alt tur tanimlanmasi yapilamamaktadir [14, 233, 234].

Son vyillarda Blastocystis ile birlikte gastrointestinal sistemde yerlesen diger
protozoonlarin saptanmasina yonelik multipleks real time PCR yontemine dayall
ticari kitler kullanima sunulmustur [49, 235]. Ozellikle ishalli olgularda erken tani ve

tedavi agisindan bu testlerin rutin hasta hizmetinde kullanimi faydali bulunmaktadir.

2.1.10. Tedavi

Blastocystis ile enfekte hastalarda tedavinin uygulanmasi konusunda tam olarak
gorus birligi bulunmamaktadir. Semptomatik olgularin yani sira asemptomatik
olgularda da Blastocystis prevalansinin belirli oranlarda saptanmasi, olgularin klinik

semptom ve bulgularinin tek sorumlusunun Blastocystis olarak tanimlanmasinin
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mumkin olamayacagini beliten gorUsler bulunmaktadir. Bununla birlikte
Blastocystis enfeksiyonunda anaerobik organizmalara veya diger protozoonlara da
etkili olan g¢esitli ajanlar (metronidazol, ornidazol, seknidazol, nitazoksanit, tinidazol,
ketokonazol, pentamidin, kinin, iyodokinol, emetin, paromomisin ve
sulfametoksazol-trimetoprim) kullanilmaktadir [207]. Glinimizde GIS semptom ve
bulgulari olan hastalarda yapilan incelemelerde, hastanin sikayetlerine neden
olabilecek viral, bakteriyel ve diger paraziter etkenlerin tespit edilemedigi, hastanin
klinik tablosunu agiklayabilecek baska bir intestinal sisteme ait neden bulunamadigi

durumda tedavi kararinin klinisyen tarafindan verilebilecegi belirtiimektedir [4].

Blastocystis enfeksiyonu tedavisinde dunya genelinde ilk tercih edilen ilacin
metronidazol oldugu goérulmektedir [7, 205, 236]. Bununla birlikte metronidazolun
tedavi basarisizhigini bildiren galismalar da bulunmaktadir [236, 237]. Roberts ve
digerleri calismalarinda metronidazol ile tedavi edilen 18 hastada Blastocystis
eradikasyonun basarisiz oldugunu bildirmislerdir [205]. Henliz direng genleri ve
mekanizmalari  tanimlanamamig olmasina ragmen metronidazole karsi
Blastocystis’in suslarinin direng gelistirebilecegi in vitro galismalarda gdsterilmistir
[238]. Trimetoprim (TMP)/sulfametoksazol (SMX) ve nitazoksanit ise ikinci secenek

ilaclar olarak dnerilmektedir [239].

Blastocystis enfeksiyonunda kullanilan ilaglarin listesi Cizelge 2.4'de sunulmustur
[207, 237].

Tedavi sonrasinda semptomlarin kaybolmasinin, ilag etkisinin Blastocystis’den
daha c¢ok diger enterik patojenlerinin eradikasyonuna bagh oldugu ileri
surtlmektedir [236].

Cizelge 2.4. Blastocystis enfeksiyonun tedavi icin kullanilan antimikrobiyal ajanlar

listesi [237]
llag Onerilen doz Yan etkiler Uygulanan doz Etkisi (%)
250-750 mg tid 33
Eriskinlerde: 500 mg tid 100
500-750 mg tid,10 750 mg tid 100
gln ; 750 mg tid 100
. Metalik 750 myg tid 100
Metronidazol tat, mide 800 .
mg tid 0
Cocuklarda: bulantisi 1500 mg tek doz 80
20-30 mg/kg/d, 10 1500 mg tek doz 100
glin 2000 mg tek doz 0

30 mg/kg bid 67
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Cizelge 2.4. (devam) Blastocystis enfeksiyonun tedavi igin kullanilan antimikrobiyal
ajanlar listesi

Erigkinlerde: Deride
320 mg TMP + 1600 kazint, 6 mg/kg TMP + 30 95
mg SMX, bid, 7 giin dokinti mg/kg SMX, bid
Trimetoprim (TMP) istahsizlik,
—sulfamethoxazole (SMX) Cocuklarda: bulanti, 320 mg TMP + 1600 93
6 mg/kg TMP + 30 kusma, mg SMX, bid
mg/kg SMX, bid, 7 deri 80 mg TMP +400mg 100
gun dokintisi  SMX. td
Erigkinlerde: Sarimsi :
. . ) 500 mg tid 100
500 mg tid, 3 giin idrar, 500 mg tid 100
Karda: karin
Nitazoxanide Cocuklarda: . agrisi, bas  N/A
1-3 yas: 100 mg bid, s 100-2 bid (<12 7
3 giin agrisi, 00-200mgbid (<12 97
. i as
4-11 yas: 200 mg mide y .
bid, 3 giin bulantisi 500 mg bid, (>12 yas)
Eriskinlerde: Mide 100
500 mg tid, 10 giin bulantisi, 25 mg/kg tid, 10 guin
. karin
Paromomycine Aris|
Cocuklarda: agrisi, 500 mg tid, 10 giin 77
25 mglkg tid, 10 giin !“E”I‘P'a'v 500 mg tid, 10 giin 100
isha
lodoquinol Sgg mgjtid,"10-20 - 650 mg tid, 10-20 giin 0
Ketoconazole 200 mg/d, 14 glin — 200 mg/g, 14 giin 100
Emetine — — 100 ug/ml 50
Ornidazole _ Mide 500 mg tid, 7 giin 50
bulantisi '

. Mide 2000 mg, tek doz veya
Tinidazole - bulantisi 50 mg/kg/g, 5 giin 40
Saccharomyces boulardii 250 mg bid, 10 giin - 250 mg bid, 10 giin 78
Paromomycine (PAR)- _ _ 500 mg PAR bid + 750 100
metronidazole (MTZ) mg MTZ tid, 10 glin
Uclii tedavi
(nitazoxanide+furazolidone - - - 0
+secnidazole)

Uglu tedavi 500 mg tid + 400 mg
(diloxanide - - tid + 160 mg-800 mg 60
furoate+secnidazole+ bid

TMP-SMX)

2.1.11. Blastocystis’in guncel durumu-Blastocystis ile intestinal mikrobiyota
iliskisi

Blastocystis saglikli insan populasyonlarinda yuksek prevalansta bulunmakta ve

intestinal sistemde varligi, yiksek bakterial cesitlilikle pozitif korelasyon

gdstermektedir. intestinal mikrobiyota kompozisyonu hakkinda bir indikatdr

olabilecegi belirtimektedir. Ayrica viicut kitle indeksi (VKi) normal olan kisilerde

prevalansi, obez kisilere gore daha yuksek saptanmistir [240, 241].
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Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (CDC) tarafindan Blastocystis’in aktif bir
arastirma alani oldugu belirtiimekte ve UNESCO’nun Kuresel Su Patojenleri Projesi

kapsaminda deg@erlendiriimektedir [115, 242].

2.2. Dientamoeba fragilis

Dientamoeba fragilis insanlarda gastrointestinal sistem enfeksiyonlarinin bir nedeni
olarak klinik yaklagimda “g6z ardi edilen”, yasam déngusu ve patojenitesinin gesitli
yonleri hakkinda tartismalar iceren kamgil bir protozoon parazittir. Parazitologlar
tarafindan “ihmal edilen bir parazit” olarak tanimlanmaktadir. D. fragilis’in son 100
yilda gastrointestinal sistem hastaliklari ile iligkisini gosteren calismalar [243]
bulanmasina ragmen, hala gercek bir patojen olarak tanimlanmasinda fikir birligi
bulunmamaktadir. Rutin laboratuvarlarda tanisi genel olarak boyali preparat
incelenmesi ile gergeklestiriimektedir. D. fragilis ile ilgili arastirmalarin son yillarda
hizla arttigi dikkat c¢cekmektedir, hayvan deneyleri ile bu kamc¢ilinin insan
enfeksiyonundaki potansiyel roli hakkinda ilgi ¢ekici sonuclar elde edilmigstir [244-
246].

ilk basta bir amip tiri olarak tanimlanan bu organizmanin giinimiizdeki biyolojik
siniflandirmasinda ssu-rRNA gen dizilerinin analizi sonrasi Histomonas ile yakin
iliskisi ortaya ¢ikmistir ve bir trikomonad oldugu saptanmistir [247, 248]. D. fragilis'in
Enterobius vermicularis yumurtalari yoluyla bulasabilecegine dair bazi kanitlar
olmasina ragmen, protozoonun bulas yolu tam olarak aciklanamamistir [249].
Ayrica, D. fragilis'in tanimlanmig olan iki farkli genotipinin virtlansla iligkisi

konusunda henuz yeterli bilgi mevcut degildir [250].

2.2.1. Tarihge

ingiliz arastirmaci Charles Venyon 1909 yilinda, diski preparatlarini inceleme
sirasinda diger amiplerden farkli olan yeni bir protozoonu tanimladigini kendi not
defterlerinde bildirmistir. Ancak, protozoonun bilimsel literatiirde yer almasini 1918
yihinda Margaret Jepps ve Clifford Dobell saglamistir [251]. Bu protozoonun insan
gastrointestinal sisteminde bilinen diger amiplerden belirgin bir sekilde farkh
oldugunu bunun sadece yeni bir tlr olarak degil, yeni bir subede siniflandiriimasi

gerektigini bildirmislerdir [251].
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Jepps ve Dobell bu protozoonun ¢ekirdegini organizmanin karakteristik bir 6zelligi
olarak gormusler, bu formun insanda bilinen diger bagirsak amiplerinden kolayca
ayirt edilen cift gekirdeginin oldugunu gézlemlemiglerdir. Bu protozoona insan
vicudundan disari atildiktan ¢ok kisa sure iginde hizli morfolojik dejenerasyon
gOstermesi ve kirilgan (fragil) dogasi nedeniyle D. fragilis ismi verilmigtir. D. fragilis
bir amoeboid organizma olarak kabul edilmesine ragmen, Dobell D. fragilis’in
nukleer aparatinin kamgiya benzedigini, ¢ekirdek bolunmesinin amip igin tipik
olmadigini ve ¢ekirdek bolunmesinin kamgililara daha ¢ok benzedigi sonucuna ¢ok
sayida deneyle varmistir [252]. Dobell D. fragilis'in kamgili oldugunu ileri stirmekle
birlikte, kamgiyi gostermek igin ¢esitli deneyler yaptigini, ancak hepsinin basarisiz
oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte Dobell, D. fragilis ve Histomonas meleagridis
(kimes hayvanlari ve kuglarin patojeni) arasindaki benzerlikleri tanimlamistir ve D.
fragilis'in evrimsel gelisimi siresinde kamgisini tamamen kaybeden bir protozoon
oldugunu ifade etmistir [253]. Daha sonra yapilan elektron mikroskobik incelemeler
ve molekuler analizler ile D. fragilisin «flagellasi olmayan» bir flajellat protozoon
oldugu ve Histomonas meleagridis ile yakin iliskisi dogrulanmigtir [254-257].
Gegcirimli elektron mikroskobu (TEM) ile yapilan incelemelerde, D. fragilis'in kamgiya

benzer yapilarinin digsal olarak ifade edilmedigi anlagiimistir [258].

Dientamoeba fragilis'in tanimlandidi 1918 yilindan sonraki kisa donemde yapilan
¢alismalarda, protozoonun semptomatoloji ile iligskisi konusunda cgeligkili sonuglar
elde edilmis ve bu durum gunumuzde de belirsizligini surdurmeye devam etmistir
[251, 259-261].

2.2.2. Siniflandirma

Jepps ve Dobell literaturde sadece D. fragilis'i tanimlamakla kalmayip, ayni
zamanda siniflandirmasini yapan ilk arastirmacilardir [251]. 1918 yilina kadar
literatirde gastrointestinal sistemde Entamoeba’larin G¢ tlrd; non-patojen
Entamoeba coli ve Entamoeba nana (Endolimax nana) ile patojenik Entamoeba
histolytica bilinmekteydi. Jepps ve Dobell bu yeni protozoonu Entamoebidae
ailesinde siniflandirirken, D. fragilis'in gift gekirdekli bir forma sahip oldugunu ve kist
formunun olmadigini, bu nedenle yeni bir cins olarak tanimlanmasi gerektigini
belirtmiglerdir [251]. Insan vicudunun disinda bu organizmanin “frajil-kiriigan”

yapisi nedeniyle hizla dejenere oldugunu gdstermiglerdir. Daha sonra bu
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protozoona D. fragilis adi verilmistir ve ginimuizde de ayni isimlendirme

kullaniimaktadir.

Wenrich (1940) ve Grasse (1953) tarafindan yapilan arastirmalar sonucunda D.
fragilis ve Histomonas meleagridis Dientamoebidae ailesi iginde siniflandirmistir
[262, 263].

Elektron mikroskobik incelemelerle birlikte Bird ve digerleri (1970) D. fragilis’in tek
ve ¢ift cekirdekli trofozoitlerinin ince yapisini gostermislerdir [264]. Camp ve digerleri
ise TEM’le D. fragilis’in bir Trichomonas oldugunu dogrulamislar, bdylece énceki
yillardaki Dobell'in gozlemlerini kanitlamislardir [265]. Dwyer ilk molekuler
¢alismalar sonucunda Entamoeba turleri hari¢ Dientamoeba, Histomonas ve
Trichomonas arasinda 6nemli antijenik benzerlikler gdsterdidini elde etmis [247,
266]. 1980 yilinda Levine ve digerleri D. fragilis'i Trichomonadida takiminda yeniden

siniflandirmiglardir [267].

Dientamoeba fragilis'in taksonomideki yerini kesin olarak belirlemek igin ilk
molekller yontemler 1996 yilinda kullaniimis ve filogenetik analiz ssu-rRNA
dizilerine dayanilarak yapilmistir [268]. D. fragilis'in ssu-rRNA geninin, diger
trikomonadlara kiyasla dusuk G+C igerigine sahip oldugu, ~100 ekstra nikleotid
icerdigi gOsterilmistir ve trikomonadlarla yakin filogenetik iliskide oldugu
belirlenmistir [268-270].

Dientamoeba fragilis'in gunumuzde gecerli olan son guncel siniflandirmasi

asagidaki Cizelge 2.5’de bildirilmistir

Cizelge 2.5. Dientamoeba fragilis’in ginUmuzde gecerli olan siniflandirmasi

Taksonomik siralama Taksonomist
» Alan Eukaryota
> Alem Excavata Cavalier-Smith (2002)
» Altalem Metamonada Grasse (1952), Cavalier-Smith (2003)
» Sube Parabasalia Honigberg (1973)
>  Sinif Tritrichomonadidae Cepicka, Hampl & Kulda (2010)
» Takim Trichomonadida Kirby(1947), Brugerolle ve Patterson(2001)
> Aile Dientamoebidae Grasse (1953)
» Cins Dientamoeba Jepps and Dobell (1918)
o Tir Dientamoeba fragilis Jepps and Dobell (1918)



https://en.wikipedia.org/wiki/Bronislaw_M._Honigberg
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2.2.3. Morfolojisi ve biyolojik ozellikleri

Dientamoeba fragilis’in 1sik mikroskobu ile yapilan morfolojik tanimlamalarinin gogu
1900 yillarinda yapilmistir. Aragtiricilar D. fragilis’in morfolojik goruntilerinin
cizimlerini yayinlamiglardir [251, 262, 271-276]. Bu ¢izimlerin bir kismi direkt diski
preparatindan [262, 273-277], bir kismi ise kultirlerden yapilmistir [251, 252]. Bu

nedenle gizimler arasinda bazi farkliliklar gorulmektedir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Dientamoeba fragilis'in (A) Wenrich (direkt diskidan) ve (B) Jepps ve
Dobell (kultirden) tarafindan dnceki yillarda sunulan gizimleri [251, 262].

Dientamoeba fragilis digkida DM incelemede genellikle yuvarlak ve 3,5 ila 12 ym
boyutlarinda gorulmektedir [251]. Klltdrde ise daha buyuk boyutlara (20 ila 40 ym)
eristigi saptanmis, bu boyut araliginin da E.histolytica, E.hartmanni ve Endolimax
nana ile ortustugu goértlmuastur [278-280]. D. fragilis'in ¢ekirdekleri DM inceleme
preparatlarinda goérilememektedir. Taze digkida dizensiz loblu ince, hiyalin, yaprak
benzeri yalanci ayaklarini kullandigi belirtiimistir (Resim 2.2) [251]. Entamoeba
turlerinin trofozoitlerinden farkli olarak, D. fragilis psédopodlarinin endoplazma akisi

ve ileri hareket gostermedigi gozlenmistir [281, 282].
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Resim 2.2. Dientamoeba fragilis'in Nativ-Lugol preparatta, trofozoitinin hiyalin
psodopodu ve granuler sitoplazmasinin gérunimu [283].

Jepps ve Dobell, kalici boyalarda D. fragilis trofozoitlerinin %80'inin ¢ift cekirdekli ve
%20'sinin tek cekirdekli oldugunu tespit etmislerdir [251]. D. fragilis’in en ¢ok cift
cekirdekli tipik formu goézlenmektedir. Cekirdek sayisinin ayni hastadan farkh
gunlerde alinan diski 6rneklerinde 6nemli 6lgude degisebildigini belirtmiglerdir [273].
Daha az siklikla bazi trofozoitlerin dort veya bes ¢ekirdekli sekilleri de tanimlanmistir
[252, 275]. Cekirdeklerin ¢capi 1 ila 3 ym arasinda olmakla birlikte trofozoitin
blyukligine goére de degisebilmektedir [251, 262]. Genellikle c¢ekirdekler
parcalanmis gorinUme sahip ve periferik kromatinsiz doért ila sekiz grandl
icermektedir (Resim 2.3) [262].

Hucrenin bolinmesi gdovdesinin basitce daralmasiyla gergceklesmektedir. Cekirdegin
bdélinmesi de sadece tek cekirdekli trofozoitlerde olmaktadir [252, 274]. Dobell, D.
fragilis’in iki cekirdegini bir araya getiren bir “baglanti ipligi” tanimlamis ve bunu bir
“centrodesmus” olarak adlandirmistir (Resim 2.4). Bu yap1 tek ¢ekirdekli formlarinda
bulunmamigtir [252]. Wenrich bu yapinin bir intranukleer bolinme merkezinden
kaynaklandigini belitmis ve bu yaplyr “boélinme sonrasi desmose” olarak
isimlendirmistir [274]. Camp’in, D. fragilis ile ilgili TEM ¢alismasinda, Dobell’in,
nukleuslari kalici olarak baglayan bu yapidan bahsettigi ve D. fragilis ile hindilerin

patojeni olan Histomonas meleagridis’in morfolojik olarak benzerligini de ilk defa bu



yapi ile karsilastirmis oldugu belirtilmistir. NUkleus yakininda iki dal halinde izlenen
bu ekstranukleer lifler, TEM goéruntdleri ile de dogrulanmistir [265].

Resim 2.3. Dientamoeba fragilis’in trikrom boyasindaki trofozoitleri (a — tek
cekirdekli, b — ¢ift cekirdekli) [283].

Resim 2.4. Dientamoeba fragilis'in trikrom boyasiyla goérilen baglanti ipligi
(centrodesmus) [283].
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Dientamoeba fragilis 4 ym ila 20 ym arasinda degisen pleomorfik trofozoitlere
sahiptir (Resim 2.3 ve 2.4) [262, 264, 271, 273, 283]. Kultirdeki trofozoitleri ise 20
ila 40 ym boyutunda goérulmektedir [279]. Boyali digki preparatlarinda periferik
kromatin icermeyen buylk pargalanmis bir merkezi karyozomun goértlmesi
genellikle D. fragilis trofozoiti igin tipiktir [56, 284]. Banik ve digerleri son zamanlarda,
ksenik kultirde uretilen D. fragilis yuzey yapilarini ve ince yapisal detaylarini
kapsamli bir sekilde arastirmiglardir [257]. Taramal elektron mikroskobuyla (SEM),
iki farkli trofozoit izolatinin (purtzsiz ve purGzla hicreler) oldugunu bildirmislerdir
(Resim 2.5). Bunun biyolojik olarak veya hatta parazitin patojenitesi agisindan

onemli olup olmadigi henlz agikliga kavusturulmamigtir.

Gegcirimli elektron mikroskobu ile D. fragilisiin morfolojisi hakkinda yapilan
arastirmalar bulunmaktadir [254, 257, 265, 285]. Banik ve digerleri SEM, TEM,
konfokal ve i1sik mikroskopisi yontemlerini kullanarak D. fragilis’in morfolojisi
hakkinda detayli inceleme yapmiglardir. D. fragilis’in dort farkli kaltdr izolatin
kullanmiglardir (Resim 2.6) [257].

Is nlaté'-z

Resim 2.5. Dientamoeba fragilis'in dort izolatinin dis yizey yapilarini gésteren SEM
mikrografisi. (A) izolat 1, (B) izolat 2, (C) izolat 3 ve (D) izolat 4 [257].



36

in vitro kiltiirlerden elde edilen dért D. fragilis izolatinin ¢ekirdek sayisi dahil olmak
uzere farkli organellerin sekli, boyutu ve yapisi gibi morfolojik ve ince yapisal
Ozellikleri Cizelge 2.6’da bildirilmistir.

Resim 2.6. Dientamoeba fragilis trofozoitin ince yapisini gosteren TEM mikrografisi
(A) tek cekirdekli (B) cift cekirdekli (C) ¢ekirdeksiz (D) amoeboid -

psodopodlu.
- B, bakteri; - My, miyelin kilifr;
- Ch, kromatin cisimleri; - N, cekirdek;
- Dy, sindirim vakuol; - Pf, parabasal filament;
- G, glikojen; - Ps, psddopodi;
- H, hidrojenozomlar; - Rs, piring nisastasi.

- L, lizozom;
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Cizelge 2.6. Dientamoeba fragilis'in organellerinin ozellikleri [257]

Ad Ozellikleri Boyutlari
- bir, iki veya Ug;
- g¢ogunlukla yuvarlak;
- hicrenin merkezinde;
Gekirdek - cift zal_'l| ve go_k s_aylda nUkIe_er porlar iggr_ilf;
- genellikle periferik kromatin icermeyen iki ila
sekiz kromatin tanesi icerir
- Vesikuler yapi genellikle perinikleer
bdlgede bulunur;
- vesikller yapi genellikle perintkleer
Golgi kompleksi bdlgede bulunur;
- 7-10 sisterna
- dizgln ve plruzli endoplazmik retikilumlar
gOzlenir;
- gekirdegin etrafinda yerlesmis
- yuvarlak veya oval sekilli;
- ¢ift katmanl membran;

0,86-3,52 pm

Yaklasik 450 nm
uzunlugunda

Endoplazmik
retikulum

Yaklasik 500 nm
uzunlugunda

Hidrogenozomlar - sitoplazmada bulunur; 0,12-0,83 uym
- hiicre basina 5-15 tane

Sindirim vakuolleri - Sitoplazma boyunca bulunur; 0,59-4,2 ym
- hicre basina 1-10 tane

Lizozomlar - esas olarak hucrenln arka bolgesinde, 0,502 um

hlcre zarina yakin bir yerde bulunur
Bazal gévde bilegenleri
. - mikrotubdiller iplikgik;

Aksostil - genellikle hiicrenin 6n boélgesinde bulunur

Kosta - protein yapi
- cekirdegin yakininda bulunur;

Parabazal filament - tekil veya kiime formunda;

- 30-40 tuyli segmentten olusur

2.2.4. Yasam donguisii ve bulas yollari

Dientamoeba fragilis’in yagsam dongusu ve bulagma yollari ginimuize kadar tam
olarak aydinlatilamamistir. Bu protozoonun uzun zamandir sadece trofozoit
formunun oldugu kabul edilmektedir. Bununla birlikte, fare ve insan diski
orneklerinde yapilan deneysel calismalarda D. fragilis'in kistik formlarinin da
bulundugu ve bulagsmada rol oynayabilecedi ileri surulmastur [4, 11, 258]. Bununla
birlikte bazi arastirmacilar bu goriniumlerin dejenere trofozoit yapisi olabilecegini
ifade etmektedirler [286]. GUnumuzde D. fragilis’in kistik formunun var olup olmadigi

hakkinda, arastirmacilar tarafindan kabul géren bir fikir birligi bulunmamaktadir.

Dientamoeba fragilisin sadece trofozoit formunun olmasi dig ortam kosullarinda
uzun suUre hayatta kalamayacagini ve bu nedenle de bulasinin helmint yumurtalari
araciligiyla olabilecegi teorisini dogurmustur [286, 287]. D. fragilis'in bir helmint

vektorine sahip olabilecedi hipotezi, bu protozoona yakin benzerlik gdsteren
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H.meleagridis'in bir helmint vektériine sahip olmasi ile ortaya atimistir [287].
Helmint vektor teorisi, insan kil kurdu Enterobius vermicularis'in yumurtalarini
yutarak kendini D. fragilis ile enfekte ettigini bildirilen Ockert'in ¢caligmalariyla da
desteklenmektedir [288-290]. Yang ve Scholten, Girginkardesler ve digerleri daha
sonra E. vermicularis ve D. fragilis insidansi arasinda istatistik olarak anlamli bir
iliski oldugunu bildirmiglerdir [291, 292].

Menghi ve digerleri ilk olarak molekuler teknikler ile D. fragilis'in yasam
doéngusundeki E. vermicularis’in rolinu arastirmiglardir. D.fargilis ve E.vermicularis
ile koenfekte hastalardan E. vermicularis yumurtalarini izole ederek DNaze ile
yumurtalarin  dig kismini dekontamine etmislerdir. Bu yumurtalardan DNA
izolasyonu yaparak PCR ile D. fragilis DNA’sini ¢ogaltmaya calismislar ancak
saptayamamislardir [249]. Benzer sekilde, Stark ve digerleri de E.vermicularis
yumurtalari ile D. fragilis enfeksiyonu arasinda bir iligki tespit edememislerdir [293].
Bununla birlikte, E. vermicularis enfeksiyonlarinin kendiliginden iyilesebilecegini, D.
fragilis enfeksiyonunun ise kroniklesebilecegini ve de D. fragilis tasiyicilarinin her
zaman E.vermicularis ile enfekte olmayacagdini ileri sirmuslerdir [56, 258]. Bununla
birlikte D. fragilis'in domuz ciftliklerinde de tespit edilmesi, domuzlarin dogal

tasiyicilar olabilecegine dair hipotezleri desteklemektedir [294, 295].

Dientamoeba fragilis in bulas yolu ve yasam dongusdui ile ilgili giincel hipotezler Sekil
2.7'da gosterilmektedir: D. fragilis bir veya daha fazla olasi formda bir konak
tarafindan dis ortamdan alinmaktadir. insanlara veya hayvanlara bulasinda rol
oynayan kesin formu henlz tanimlanmamistir. Goriller, domuzlar ve kemirgenlerin
de dogal konak olarak kabul edilmesine ragmen, insanlarin D. fragilis'in ana konagi
olabilecegi dusunulmektedir. D. fragilis insan vicuduna alindiktan sonra kalin
bagirsaga gecerek ikiye bolinme ile ¢ogalmaktadir. D. fragilis trofozoitleri (olasi
prekistleri ve kistleri) diski ile disari atilarak gida ve su kaynaklarina bulagsmaktadir.
D. fragilis daha sonra yagam déngusunu tamamlamasi igin yeni bir konak tarafindan

oral yolla alinmaktadir.



39

ODPDx Dientamoeba fragilis li' ,'",a

e Enterobius yumurtalari

ile varsayilan bulasma X z
@ yolu Olasi pre-kist ve kist
l formlari ile bulagma

@ “ e Direkfek-al- oral’ﬁi\

bulagma

DI g 0
40
fﬁ\ Enfektif evresi 7 Kolon liimenindeki L
SH7g < trofozoitler ? ’,1_)
5 Tami evresi o Diskidaki trofozoitler 5 E

Sekil 2.7. Dientamoeba fragilis'in yasam dongusiu ve bulasma yolunun mevcut
hipotezinin godstergesi (CDC’den alinarak modifiye  edilmistir
https://www.cdc.gov/dpdx/Dientamoeba/index.html).

Sonug olarak, D. fragilis enfeksiyonunun hijyen kosullarinin bozuk, kres, ve yurt gibi
kapall ya da yari kapah kalabalik topluluklarda gorulme sikliginin yiksek olmasi
direkt olarak fekal-oral yolla bulastigini gosterse de, bu bulasma yolunun nasil

oldugu hala tam olarak aydinlatilamamistir.

2.2.5. Genetik gesitliligi

Gunumuzde mevcut literatlre dayanarak, D. fragilis'in genotip 1 ve genotip 2 (Bi/PA
susu olarak da bilinir) olarak iki genotipi bilinmektedir: Diinyada en yaygin genotip 1
tespit edilmistir [11, 55-57]. Bu genotipler arasindaki farkhlik 18S rRNA dizileri
karsilagtirilarak saptanmig ve bu farkhligin %2 ila %4 oraninda oldugu belirtilmistir
[31, 296-298]. Stensvold ve digerleri tarafindan yapilan bir galismada, D. fragilis’in
her iki genotipi igin aktin ve elongasyon faktért 1a genleri karsilastirilmig, genotipler
arasinda genlerdeki farkhliklarin ¢ok az oldugu (%3) saptanmis ve iki genotipin
yakin zamanda birbirinden ayrildigi gosterilmigtir [298]. Bu bulgu D. fragilis'in
genetik gesitliliginin dusuk duzeyde oldugunu belirtmekle birlikte bu konuda yapilan
calisma sayisi sinirhdir [11].


https://www.cdc.gov/dpdx/dientamoeba/index.html
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2.2.6. Patogenez

Dientamoeba fragilisin kesfinden ginimuize kadar yaklasik 100 yil gegmesine
ragmen patojenitesi hakkinda tartismalar hala devam etmektedir. GiUnimuze kadar
yapilan g¢alismalar bu protozoonun patojenik potansiyelini tam olarak
belirleyememistir. D. fragilis'in bir patojen oldugunu destekleyen c¢alismalar, tedavi
sonrasinda semptomlarin gerilemesi ve laboratuvar incelemelerde parazitin tespit
edilememesine dayanmaktadir. Bununla birlikte kontrol gruplarinda ve
asemptomatik olgularda D. fragilis'in hasta gruplarina gore daha yuksek siklikta
tespit ediimesi bu parazitin GiS hastaliklarina neden olup olmadi§i hakkinda

belirsizlige yol agmaktadir [299].

Hali hazirda D. fragilis i¢in uygun bir hayvan modelinin olmamasi, bu protozoonun
patojenitesi hakkindaki bilgilerin kisitl olmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte,
yeni geligtirilen fare modeli bu protozoonun patojenitesi hakkinda yapilacak
calismalar icin Umit vaat etmektedir [258]. Bu hayvan modelinde Koch postilatinin
uc kriteri yerine getirilmistir. D. fragilis ile enfekte edilen tum farelerde enfeksiyon
tespit edilmis, sekilsiz digki yaptiklari ve istatistiksel olarak anlaml derecede kilo
kaybettikleri saptanmistir. Enfekte farelerde yapilan histopatolojik doku
incelemesinde, kontrol grubuna goére hafif bir inflamatuar yanit oldugu gdsterilmistir.
Fekal kalprotektin seviyeleri de enfekte grupta kontrollere gore iki kattan fazla
saptanmigtir. Ek olarak, enfekte farelerin digkilarinda yapilan mikroskobik
incelemelerde polimorfonukleer I6kositler tespit edilmistir. Yaklasik 600 trofozoitin

enfeksiyon olusturabilecegi de gosterilmistir [258].

Dientamoeba fragilis transkriptomu ile ilgili yapilan calismalarda, amoeba por-
benzeri proteinler ve putative immunomodulatoér proteinler gibi gesitli potansiyel
patojenite belirtecleri tanimlanmigtir. Bununla birlikte, ylksek oranda tespit edilen
virilans faktoéru transkriptlerinin, katepsin L-benzeri sistein proteaz ailesinin Gyeleri
oldugu belirlenmistir. D. fragilis'te tanimlanan sistein proteaz transkriptlerinin buyuk
cogunlugunun daha o6nce Trichomonas vaginalis'te virtlans faktorleri olarak
tanimlanan sitotoksik sistein proteazlarla benzerlik gosterdigi tespit edilmistir [300,
301].



41

Gelecekte bu konuda yapilacak calismalarin D. fragilis’in patojenik potansiyeline

Isik tutabilecegi ve muhtemel patojenite mekanizmalarini aciklayabilecegi

beklenmektedir.
2.2.7. Epidemiyolojisi

Dientamoeba fragilis tim diinyada yaygin gériilen bir GiS protozoonudur. D. fragilis
prevalansi, kullanillan farkli tani yontemlerine gére % 0,04 ile % 91 arasinda
degismektedir [302]. Yapilan ¢alismalardaki verilerde genellikle gelismis Ulkelerde
yaygin oldugunu bildirmektedir [11]. Bu durum D. fragilis’in tanisinda kullanilan
metodlarin az gelismis Ulkelerde yaygin olmamasindan kaynaklanmaktadir [302].
Gunumuze kadar D. fragilis enfeksiyonu ile ilgili yapilan c¢alismalarin bir kismi

Cizelge 2.7'de sunulmustur.

Diinya genelinde D. fragilisin prevalansi; Avrupa iilkelerinde (italya, ispanya,
Hollanda, Belgika, Portekiz, Danimarka, Britanya Adalari, isveg, Aimanya) %0,9-
%82,9, Kuzey ve Glney Amerika Ulkelerinde (Amerika Birlesik Devletleri, Brezilya,
Dominik Cumhuriyeti, Honduras, Meksika, Arjantin, Kanada, Venezuela) %0,04-
%91, Avustralya ve Yeni Zelanda da %0,3-16,8, Asya ulkelerinde (Vietnam,
Malezya, Pakistan, Endonezya) %2,1-%21, Orta Dogu Ulkelerinde (Gazze Seridi,
iran, Misir, Oman, Israil, Liibnan) %1-%60,6, Afrika Ulkelerinde (Giiney Afrika
Cumbhuriyeti, Libya, Tunus, Cezayir, Madagaskar, Malavi) %1,1-%17 olarak tespit
edilmig, Turkiye’de yapilan ¢aligsmalarda ise D. fragilis prevalansi %0-%18,3 olarak
bildirilmistir (Cizelge 2.7).

Cizelge 2.7. Farkl Ulkelerdeki insanlardan izole edilen D. fragilis’in prevalansi

Hasta

Kaynak (%) Hasta grubu Ydéntem Ulke
sayisi
Turkiye (% 0-18,3)
0 IBS hastalarda 55 Ankara
[32] 0 Gastroenteritli hastalarda 80 TB ve kultir Tiirki e’
0 Saglikli gonillilerde 50 y
[33] 0 Travma sonrasi splenektomi hastalari 60 PCR A_r_1ka_¢ra,
Tarkiye
[34] 0.2 gl:)ggﬁ::n okullarinda 6grenim géren 2975 DM Van, Tiirkiye
DM, FECT,
[35] 06  Cocuklarda 1181  Modifiye TB ¥.?'fi.tya'
ve KAE urkiye
[36] 0,8 Saglik ¢alisanlarinda 241 DM Malatya,

Tarkiye
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Cizelge 2.7. (devam) Farkli Ulkelerdeki insanlardan izole edilen D. fragilis’in

prevalansi
. . R . DM, FECT,
[37] 09 ?Ilh?l ve IIGayrl Slhlhl M?ezseselerdekl 2443 Modifiye TB q_/l_-_sllstya,
sletmeciler ve Caligsanlarda ve KAF urkiye
. . Eskisehir,
[38] 13 Diyareli cocuklarda 225 DM, FECT Tirkiye
Parazitoloji laboratuvarina basvuran DM, FECTve Ankara,
[39] 2,7 hastalarda. 770 B Tarkiye
[40] 24 H_gz_grgvmde yasayan ve bilgilendirilmis 82 DM, FECT ve M_-_slnllsa,
gondalldlerde B Tarkiye
[41] 32 Gastrointestinal semptomlari olan 280 DM ve DHB Van, Tiirkiye
hastalarinda
[42] 5 Kronik ishalli gocuklarda 60  DMveTs  Ankaa,
Turkiye
Parazitoloji laboratuvarina basvuran DM, FECTve Manisa,
[43] 88  hastalarda. 400 g Tirkiye
[44] 9 Parazitoloji laboratuvarina basvuran 85707 DM ve TB Agke_\ra,
hastalarda. Turkiye
Gastrointestinal sikayeti olan Real time Kayseri,
[45] 1% hastalarda el PCR Tirkiye
Gastrointestinal semptomlari olan . izmir,
[46] 18,3 L oliklinik hastalarinda 490 DMveklltr — roive
Avrupa (% 0,9-82,9)
o AP _ Reggio
[303] 09 Parazﬂolqp laboratuvarina basvuran 1503 Giemsa nellEmilio,
yerli ve gé¢men hastalarda. boyama italya
[304] 1,6 Parazitoloji laboratuvarina bagvuran 8313 DM Katalonya,
hastalarda Ispanya
3 C. difficile enfeksiyonu olan hastalar 259 Real time
[305] 14 C. difficile enfeksiyonu olmayan 455 PCR Hollanda
hastalar
3.4 Cesitli gastrointestinal sikayetleri olan 1141
hastalarda ;
[306] T : . : . DM Italya
Cesitli gastrointestinal sikayetleri olan
11,3 151
hastalarda
[294] 37 Cesitli gastrointestinal sikayetleri olan 3139 DM italya
hastalarda
[307] 41 Cesitli gastrointestinal sikayetleri olan 1989 DM italya
hastalarda
[308] 6.3 Paraziter bagirsak enfeksiyonu supheli 448 DM ve TET Bruk_sel,
hastalarda Belgika
Akut gastrointestinal hastaligi olan Real time :
[309] 6,3 cocuklarda 176 PCR Portekiz
[310] 8 Gastrointastinal sikayeti olan bireylerde - - Hollanda
[311] 117 Paraziter bagirsak enfeksiyonu supheli 103 DM Danimarka
hastalarda
14 IBS hastalari 100 Real time :
[138] 15 Kontrol hasta grubu 96 PCR Danimarka
14.6 2002-2004 yillari arasmd_a_ek saglik 3719 _
[312] uygulamalarina katilan kisilerde DM Britanya
2005-2007 yillari arasinda ek saglk Adalari
16,9 e 2491
uygulamalarina katilan kisilerde
Paraziter bagirsak enfeksiyonu supheli Real time Parma,
[313] 214 nastalarda 491 PCR italya
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Cizelge 2.7. (devam) Farkli Ulkelerdeki insanlardan izole edilen D. fragilis’in
prevalansi
Standart
[314] 23 4-16 yas arasi ¢ocuklarda 220 laboratuvar Hollanda
testleri
25,8 Gastroenteritli hastalarda 1374  Real time
[30] 37,6  Saglkli kontrol grupta 1026  PCR Hollanda
Parazitoloji laboratuvarina basvuran Real time Parma,
[315] 303 astalarda. 1652 pcr italya
Gastrointestinal sikayeti olan DM ve Reall Zwolle,
[29] 32 hastalarda 397 time PCR Hollanda
[271] 36,3 Psikiyatri hastanesindeki mahkumlarda 80 DM Hollanda
[316] 38 Cocuk hastalarda 739 EgaRl tme Hollanda
Danimarka'daki Statens Serum Real time :
[317] 43 Institut'a gdénderilen 6rneklerde 9945 PCR Danimarka
43,2 Kronik karin agrisi olan gocuklarda 132 Real time
[318] 50,6  Saglikli kontroller 77 PCR Hollanda
[319] 45 Kronik ishalli cocuk hastalarda 200 Real time Hollanda ve
71 Saglikh kontroller 122 PCR Belgika
[320] 60 Okullarinda 6grenim géren ¢ocuklar 299 Real time isve
60 Okullarinda 6grenim gdren gocuklar 89 PCR ¢
Gastrointestinal semptomlar ile Multipleks
[321] 62 basvuran gocuk hastalarda e real time pcr  H0llanda
Herhangi bir bagirsak protozoonu ile
[322] 82,9 enfekte olmus cocuklarda = DM Almanya
Orta Dogu (% 1-60,6)
[323] 1 Universite kiz dgrencilerinde 305 DM ve FECT g:rzicziie
11 Kanser hastalarda 85
[324] 1,2 Birincil immunyetmezli hastalarda 80 DMve FECT  Tehran, Iran
[325] 2.3 gﬁiﬂ:gﬂborat“"a”ama” alinandiski 15455 Nested PCR  Tebriz, Iran
326] 5 IBS hastalarda 40 DL FECTYE s
[327] 51 Rutin mikrobiyolojik analiz igin 857 DM Oman
basvuran hastalarda
Parazitoloji laboratuvarina basvuran Gazze
[328] 838 hastalarda. 319 DHB Seridi
Parazitoloji laboratuvarina basvuran Real time
[329] st ) s 200 PCR Tehran, Iran
135 astalarda. PCR
8,9 Paraziter bagirsak enfeksiyonu suphel DM
[330] 208 hastalarda 168 KGltar Misir
Gastrointestinal sikayeti ile bagvuran .
[331] 201 ikiinik hastalarinda 1114 DM Israil
Real time Trablussam,
[154] 60,6  Okul gocuklari 249 PCR Libnan
Afrika (% 1,1-17)
Durban,
- Gliney
[332] 11 Okul gocuklarinda 94 Klttr Afrika
Cumbhuriyeti
[333] 5 Hastaneye bagvuran ¢ocuklar ve yeni 350 DM Sirte, Libya

doganlarda
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Cizelge 2.7. (devam) Farkli Ulkelerdeki insanlardan izole edilen D. fragilis’in

prevalansi
[334] 55 Universite hastanesine bagvuran 27053 DM Safakes,
' hastalarda Tunus
[335] 88 Universite hastanesine bagvuran 2603 Do'\ﬁia trma Cezayir,
' hastalarda Se TB§ Cezayir
Yatan hastalar ve asemptomatik Real time Mahajanga,
[199] 9.4 goénalldler 265 PCR Madagaskar
[336] 15,5 Gidaisleyicilerinde 8,502 DM Tunus
. Multipleks .
[337] 17 HIV ile enfekte gocuklarda 35 real ime PCR Malavi
Kuzey ve Giiney Amerika (% 0,04-91)
Gastrointestinal rahatsizlidi olan Rocky
[338] 0,04 2604 DM ve TB daglari,
hastalarda
ABD
[339] 11 ishalli escinsel erkeklerde 274 DM 2';;90’
[340] 12  HIV/AIDS hastalarindan 82  DHB Sao Paulo,
Brezilya
[341] 1.3 Escinsel erkeklerde 150 DM iglgormya,
Hafif ila orta derecede dehidratasyon Dominik
[342] 2 ve ishal olan hastalarda L 2 Cumhuriyeti
San Pedro
[343] 2,1 HIV-negatif hastalarda 48 DM Sula,
Honduras
2,2 IBS hastalarinda 45 Meksiko,
[212] 26,7  Saglikh kontrol grupta 45 R Meksika
[344] 2,3 Gégmen gocuk hastalarinda 87 DM i;flgalo,
Parazitoloji laboratuvarina basvuran New York,
[345] 2,4 hastalarda 14203 DM ABD
[346] 2,7 Yerli aborijen toplum insanlarda 112 DM Sa_lta,_
Arjantin
[347] 3 Kirsal kesimdeki gcocuklarda 266 DM Honduras
Kuzey
[348] 3 HIV-pozitif hastalarda 34 DM Bolgesi,
Brezilya
[349] 4 Anaokulu personelinde 146 DM Toronto,
8,6 Anaokulu ¢ocuklarda 900 Kanada
[292] 4.2 E:gazlg?(ljo{il laboratuvarina basvuran 43029 DM Kanada
. Wheatley'i
[350] 5 Yurtdisindan evlatlik edilen gocuklarda 1042 Mosi?‘iygy'llg ABD
Entamoeba histolytica/E. dispar pozitif . Meksika,
[351] 9.6 olan hastalarda 125 Kaltdr Meksika
[352] 21,6 Asemptomatik bireyler 88 PCR Séo Paulo,
Brezilya
. , Buenos
Ishal olmayan HIV ile enfekte .
[353] 25,6 hastalarda 82 DM A|r.es,.
Arjantin
Real time Karakas,
[354] 35,5 Kirsal toplumda 228 PCR Venezuela
- Los
[355] 525 Ortak kullanim alanlarda yasayan dini 219 DM Angeles,

Uyeler toplulugunda

ABD
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Cizelge 2.7. (devam) Farkli Ulkelerdeki insanlardan izole edilen D. fragilis’in

prevalansi
[356] 2,6 Hastaneye basvuran ¢ocuklarda 5774 DM Ontario,
91 Saglikh ¢ocuklarda 189 IFA Kanada
Avustralya ve Yeni Zelanda (% 0,3-16,8)
0,3 HIV ile enfekte homoseksuellerde 618
HIV ile enfekte olmayan Sidney,
(6] 038 homoseksuellerde 628 DM Avustralya
1,1 Homoseksuel olmayan hastalarda 622
[250] 0,9 lshalli hastalarda 6750 DM Sidney,
Avustralya
[357] 1,5  Ishalli hastalarda 260 Kiiltiir Brisbane,
Avustralya
Gastrointestinal semptomlari olan Christchurch
[358] 3 hastalarda 1350 DM , Yeni
Zelanda
Gastrointestinal sikayetleri olan Real time Sidney,
[293] 52 hastalarda 750 PCR Avustralya
Mikrobiyoloji laboratuvarina bagvuran Multipleks Sidney,
[359] 55 hastalarda 72 PCR Avustralya
Bir yerlesim yerindeki gastrointestinal Sidne
[360] 16,8 sikayetlerin ortaya ¢ikmasi sirasinda 125 DM Avust?/e’ll a
incelenen 6rneklerde. y
Asya (% 2,1-21)
Gastrointestinal semptomlari olan .
[361] 2.1 hastalarda 180 E(e:aRl Hme \[;iaé tﬂgrr:]g’
2,3 Saglikh kontrol grupta 88
. Negeri
[362] 3,3 Kirsal toplumdan 150 \,\/;I/he.a.tley'n Sembilan,
odifiye TB
Malezya
3.5 171 DM Karachi
[210] 4 IBS ile iligkili ishali olan hastalarda 171 Klttr Paki '
akistan
4 171 PCR
[363] 21  Toplumdan 242 DM Inan Jaya,
Endonezya

Yapilan ¢alismalarda en sik isik mikroskobunun kullanildigi gérulmekle birlikte, PCR

veya kulture gore daha dusuk duyarhliga sahip oldugu bildiriimektedir. Birgok

arastinnmaci mikroskobik incelemenin diger yontemlerle birlikte kullandiginda, D,

fragilis'in tani duyarhliginin énemli odlgude arttirdigini bildirmektedir [330]. Son

zamanlarda D. fragilis’in tanisinda gelistiriimis real time PCR testlerinin kullanimiyla

bu protozoonun prevalansinin yuksek olarak saptandigi bulunmustur [302].

Bununla birlikte, kultir yapmanin emek yogun ve zaman alici, molekuler testlerin

ise maliyetinin yuksek olmasi nedeniyle bu yontemlerin rutin tani laboratuvarlarinda

kullanimi mimkin olmamaktadir.
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2.2.8. Klinik hastalik

Dientamoeba fragilis ile enfekte olgularda ishal, karin agrisi, mide bulantisi,
istahsizlik, halsizlik, yorgunluk, kilo kaybi gibi semptom ve bulgularin oldugu, bazi
olgularda eozinofili saptandigi bildirilmistir. Eozinofili cocuk hastalarin %50'sinde ve
yetigkin hastalarin ise %10'unda belirlenmistir. Bu parazit ile enfekte hastalarda en

yaygin semptomlarin kronik ishal ve yorgunluk oldugu gozlenmistir.

Haughwout ve Horrilleno 1920 yilinda GIS sikayetleri olan u¢ Filipinli gocukta D.
fragilis bildirmistir [260]. Bu bildirimden kisa bir stire sonra 1927 yilinda Gittings ve
Waltz D. fragilis ile enfekte olan ve tedavi sonrasi GIS semptomlarinin kayboldugu
iki cocuk vakasini rapor etmigler [364]. GUnUmuze kadar da yuzlerce galisma ve
olgu sunumlari D. fragilis'in potansiyel bir patojen olduguna destek saglamistir [55,
56, 293]. Belirtilen raporlarin buylk ¢ogunluguna goére D. fragilis ile enfekte
hastalarda genellikle akut veya kronik ishal ile karin agrisi bulunmaktadir. Bazi olgu
calismalari D. fragilis'in kolit hastalarinda bir etken olabilecegini bildirmis, ancak
istatiksel olarak bu hastalik ile baglantinin zayif oldugunu goéstermislerdir [55, 56,
365]. D. fragilis’in IBS ile iligskisinin zayif oldugu belirtilmistir [366, 367].

Wenrich ve digerleri ABD'deki 1 060 Universite 6grencisinin digki drneklerinin %
4,3'de D. fragilis tespit etmisler ve bu hastalardaki baslica semptomlarin ishal ve
karin agrisi oldugunu saptamiglardir [368]. Hakansson, D. fragilis ile enfekte olan
hastalarin ¢cogunun GIS sikayetlerinin oldugunu ve karbarson ile tedavi sonrasi

hastalarin semptomlarinin tamamen kayboldugunu raporlamistir [281, 282].

Norberg ve digerleri retrospektif olarak yapan bir calismada, D. fragilis
enfeksiyonunun okul oncesi yastaki erkek c¢ocuklarda en yuksek insidansi

gosterdigini ve bu hastalarin gogunun semptomatik oldugunu bildirmiglerdir [369].

italya'da giindiiz bakimevine basvuran ¢ocuk ve erigkin toplam 1989 hastada D.
fragilis'in gorulme sikh@inin Giardia duodenalis’e gore iki kattan (% 4,1'e kiyasla
%1,8) daha fazla oldugunu bulmuslardir. D. fragilis ile enfekte olan hastalarin klinik
semptomlarini, G. duodenalis ile enfekte olanlara gore daha yuksek saptamislardir
[370]. Vandenberg ve digerleri 488 hastada D. fragilis (% 6,3) ve G. duodenalis™yi
(% 7,1) benzer prevalanslarda saptamiglar, D. fragilis ile en sik karsilagilan
semptomlarin karin agrisi (% 69,2) ve diyare (% 61,5) oldugunu belirtmiglerdir [308].
Tarkiye'de Manisa’da 400 hasta Uzerinde yapilan bir galismada, D. fragilis'in (%8,8)



47

G. duodenalis (%8,5) kadar yaygin oldugu ve de karin agrisi ve ishalle iligkili
oldugunu bulmuslardir. Ancak, D. fragilis enfeksiyonu olan hastalarda bulanti veya

kusma, anoreksi ve kilo kaybi gibi semptomlarin daha az oldugunu bildirilmistir [43].

Wit ve digerlerinin Hollanda'da yaptigi bir ¢calismada, D. fragilis’i saglikh kontrol
grubunda (% 14,6) GIS sikayeti olanlarin hastalara (% 10,3) gore daha yuksek
siklikta saptanmistir [371]. Bruijnesteijn ve digerleri 1515 semptomlu hasta ve 1195
saghkh kontrol grubu iceren buyUk bir vaka kontrol galismasinda, D. fragilis
prevalansini semptomlu olan hastalarda % 25,7, saghkli kontrol grubunda ise %
37,3 olarak bulmuslardir [29].Vaka kontrol ¢alismalari D. fragilis’in insan GiS'’inin

normal flora Uyesi olabilecegini distundurmektedir.

Costa ve digerleri yakin zamanda seyahat oykusu olan ve eozinofili saptanan 11
cocuk hastanin yedisinin D. fragilis ile enfekte odugunu tespit etmigler ve bu
hastalarin anoreksi, aralikli kusma, karin agrisi ve ishal gibi semptomlarinin
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, D. fragilis pozitif olan hastalarin diskisinda
kalprotektin artisi oldugunu tespit etmisler [372]. Tlrkiye’de de Aykur ve digerleri D.
fragilis'in potansiyel patojenitesinin fekal 6rneklerde parazit tespiti ve ylksek
kalprotektin konsantrasyonlari ile iligkili oldugunu ve bu nedenle parazitin sadece

zararsiz bir komensal olmadigini ileri sirmuUslerdir [373].

2.2.9. Tani

Mikroskobik tani yontemleri

Dientamoeba fragilis’in dis ortamda kalma suresi 24 ila 48 saat olarak bildiriimesine
ragmen, morfolojik goérinusu agisindan hayatta kalma suresi sinirlhidir ve digki
ornekleri en kisa surede incelenmeli veya defekasyon sonrasi uygun bir fiksatife
alinarak saklanmaldir. Tani duyarlihgini arttirmak igin gun asiri veya 10 gun iginde
uc farkhh ginde digki incelenmesi yapilmalidir [4]. Direkt lam-lamel arasi
incelemelerde parazit refraktil, yuvarlak formlar olarak gérulebilmesine ragmen D.
fragilis’in kesin tanisi igin taze digki orneklerinin trikrom veya DHB gibi kalici boyalar
hazirlanarak incelenmesi gerekmektedir. Kalici boyali preparatlarin, deneyimli

personel tarafindan en az 300 alan olacak sekilde incelenmesi gerekmektedir.
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Kultir yontemleri

Dientamoeba fragilis'i tespit etmek ve uretmek igin yaklasik 90 yildir kalttr
yontemleri kullaniimaktadir. Ginimuze kadar Boeck ve Drbohlav besiyeri [374],
Robinson besiyeri [375], Dobell ve Laidlaw's besiyeri [376], Cleveland-Collier
besiyeri [377], Balamuth besiyeri [378] ve TYGM-9 [379] gibi ¢ok cesitli kultar
teknikleri kullaniimistir. Dobell ve Svensson, 1929'da D. fragilis'in "monoksenik"
kUltirinG yapan ilk arastirmacilardir. Onceki tim yapilan kultirler Blastocystis'in
asiri ¢cogalmasina neden olmustur. Dobell tarafindan gelistirilen kultlr teknigini
modifiye ederek, Ringer ¢dzeltisinde seyreltiimis yumurta aki, piring unu ve at
serumundan olusan iki fazl bir ortam kullanmislardir. Ayrica, bu besiyerinde D.

fragilis’in 42 °C'de en iyi sekilde Uredigini bildirmislerdir [252].

Dientamoeba fragilis’i digkidan Gretmek ve arastirma amacli ¢odaltmak igin birgok
kultar teknikleri kullanilmigtir [300, 380]. Ancak, giinimuzde D. fragilis'i Gretmek igin
aksenik kultir mevcut degildir. D. fragilis, esas olarak besiyeri iceriginde Escherichia
coli'den olusan ksenik kulturlerde oldukca iyi Ureme gostermektedir. Cogalmasi igin
42 °C'lik bir sicaklik ve anaerobik bir ortamin olmasi da 6nemli sayilmaktadir.
Loeffler'in yatay iki fazli besiyeri de D. fragilis'in iyi Gremesini saglamistir [380].
Barratt ve digerleri modifiye edilmis kultlr iceriginde; kolesterol, ferrik amonyum
sitrat ve piring nigastasi iceren Earle'in dengeli tuz ¢ozeltisi, anaerobik kogullar
altinda Loeffler'in serumlu yatay kati fazi igiren besiyeri ile birlikte kullanildiginda
ustiin bir dreme gosterdigini bildirmiglerdir [380]. Bu kultir ortami 24 saat oda
sicakliginda saklanan digkida ve 10 saate kadar soguk ortamda saklanan digkilarda
basarili bir Ureme gostermistir. Bagirsak parazitleri igin kultir yontemleri ¢ok
karmasik ve zaman alicidir; bununla birlikte kalite kontrol gereksinimleri de
zorunludur. D. fragilis igin kultur yontemlerinin kullanimi deneyimli parazitoloji

laboratuvarlariyla sinirhdir [220].

immun tanisal ydntemler

Antijen tespiti

Antijen tespiti i¢in ticari olarak mevcut bir Urin bulunmamaktadir. Aragtirmacilar
tarafindan yapilan galigmalar mevcuttur [381]. Ozellikle hizli, yiiksek duyarl ve
0zgul testlerin gelistiriimesi, rutin laboratuvar ortaminda kullanilmasi i¢in son derece

yararl olacaktir.
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Antikor tespiti

Chan ve digerleri indirekt immunofloresan testi gelistirerek D. fragilis enfeksiyonu
tespit edilen hastalardan alinan serum o6rneklerinin pozitif titreye sahip oldugunu
bulmusglar ve bu orneklerin immunoblotting yontemi ile 39-kDa D. fragilis proteinini
gosterdiklerini ifade etmislerdir [356]. Bu proteinin yapisi ve patojenitedeki roll

gunumuze kadar agiklanamamistir.

Molekduler tani yontemleri

insanlari enfekte ederek farkli GIS semptomlara neden olan protozoonlarin hizli,
duyarli ve 6zgulligu yuksek testlerle tanimlanmasini saglamak i¢in molekuler tani
yontemleri gelistirimeye calisilmaktadir [16, 29, 321, 359]. Direkt mikroskobik
yontemler ile yapilan ¢alismalarin gogunlugundaki duyarlihk eksikligi nedeniyle,
enterik protozoonlarin tanisi i¢cin molekuler tani yontemlerin kullanimi giderek

yayginlagsmaktadir.

Klinisyen tarafindan D. fragilis'in bir patojen olarak tanimlanmasi veya g6z ardi
edilmesi, hasta takibi icin de 6nemlidir, ciinku kronik enfeksiyonlarin ortaya ¢ikma
olasiligini géz onunde bulundurarak tedavi gerekli olabilmektedir. Bunun igin
gunumuzde iyi bir donanimli rutin tani laboratuvarlarinda molekuler tani yontemleri
mikroskobik tani yontemleriyle birlikte kullaniimaktadir. Mevcut olan multipleks real
time PCR testleri, D. fragilis’i ve diger enterik patojen protozoonlari diski
orneklerden hizli bir sekilde tanimlamayi saglamaktadir [382]. Digki 6rneklerinde D.
fragilis DNA’sinI saptamak icin kullanilan primer ve problar ile ticari olarak temin
edilebilen PCR kitleri Cizelge 2.8 ve 2.9'da listelenmistir.

Cizelge 2.8. Dientamoeba fragilis DNA'nin ¢ogaltiimasi igin geleneksel, nested ve
real time PCR testlerinde kullanilan primer ve problari

Hedef Amplikon

; Primer ve prob oligoniikleotid dizisi Kaynak
geni boyutu
Geleneksek PCR
TRD5 5 GATACTTGGTTGATCCTGCCAAGG-3'
18STRNA 1,7 kb TRD3 5-GATCCAACGGCAGGTTCACCTACC-3' 31]
185 IRNA 850 b DF400 5 TATCGGAGGTGGTAATGACC-3'
P DF1250 5 CATCTTCCTCCTGCTTAGACG-3’
DFpn_1f 5_GCCAAGGAAGCACACTATGG-3'
18SRNA 364 bp DFpn_364r 5 GTAAGTTTCGCGCCTGCT-3' [383]
DF1 5 CTCATAATCTACTTGGAACCAATT-3'
18STRNA 662 bp DF4 5-CCCCGATTATTCTCTTTGATATT-3' [308]
Ssu2 5_GGAATCCCTTGTAAATGCGT-3'
ITS1-5.85 300 bp 1sul 5-AGTTCAGCGGGTCTTCCTG-3' 841
ssu2 5-GGAATCCCTTGTAAATGCGT-3'

ITS1 300 bp

5.8s1 5'-TGTGAGGAGCCAAGACATCC-3'




50

Cizelge 2.8. (devam) Dientamoeba fragilis DNA'nin ¢ogaltiimasi igin geleneksel, iki
tarlh nested ve real time PCR testlerinde kullanilan primer ve problari

Nested PCR
DF1 5 CTCATAATCTACTTGGAACCAATT-3'
18STRNA 662 bp DF4I 5-CCCCGATTATTCTCTTTGATATT-3' (248
185 RNA 366 bp DF322For 5 GAGAAGGCGCCTGAGAGATA-3'
DF687Rev 5 TTCATACTGCGCTAAATCATT-3'
DF400 5 TATCGGAGGTGGTAATGACC-3'
18STRNA 850 bp DF1250 5-CATCTTCCTCCTGCTTAGACG-3' (325
18SRNA 403 bp DFF2 5-CGGGGATAGATCTATTTCATGGC-3'
DFR2 5 _CCAACGGCCATGCACCACC-3'
s1 540 bp Ssu2 5 GGAATCCCTTGTAAATGCGT-3'
DF-ITSREV 5"GCGGGTCTTCCTATATAAACAAGAACCS (o
s1 380 b Df-ITSnesFor  5-ATACGTCCCTGCCCTTTGTA-3'
ITSnesRev 5-GCAATGTGCATTCAAAGATCGAAC-3'
Real-time PCR
DF3 5 GTTGAATACGTCCCTGCCCTTT-3'
DF4 5 TGATCCAATGATTTCACCGAGTCA-3'
185 [REA 7808 TaqMan prob  3-FAM-CACACCGCCCGTCGCTCCTACCG- [385]
TAMRA-3'
5DMB 5-GGCGAAAGCATCTATCAAGTGTAAT-3'
3DMB 5-CGGCATCGTTTAAGGTAGGAAC-3'
18SrRNA - Higup TaqMan prob  2-FAM-ACCCGGGTCTCTGATCCGGTTGG- [386]
TAMRA-3’
DF1 5 CTCATAATCTACTTGGAACCAATT-3'
18STRNA 662 bp DF4 5-CCCCGATTATTCTCTTTGATATT-3' [387]
Df-124F 5-CAACTTGGCTCTTTA-3'
5.8SrRNA 98 bp Df-221R 5 TGCATTCAAAGATCGAACTTATCAC-3' [316]
Df-172revT 5 FAM-CAATTCTAGCCGCTTAT-3-MGB

Cizelge 2.9. Dientamoeba fragilis hedef geni igeren, ticari olarak temin edilebilen
PCR kitleri [11]

Piyasadaki ticari adi PCR tiiriu Hedef geni  Sirket
EasySpreen enteric parasite 3-baz teknolo_jisini 18S rRNA G.enetic

detection kit kullanan multipleks PCR Signatures
Gastrointestinal parasite Multipleks PCR 18S rRNA AusDiagnostics
Rida Gene Dientamoeba fragilis Real time PCR 18S rRNA R-Biopharm
G-DiaFrag Real time PCR 5.8SrRNA  Diagenode
LightMixModular Dientamoeba Real time PCR 5.8SrRNA  Roche Diagnostics

Yapilan g¢alismalarda D. fragilis’in DNA’sinin real time PCR yontemi ile %100’lUk
duyarhlik ve 6zgullik ile tespit edildigi ifade edilmistir. Tani igin kullanilan zamani ve
kontaminasyon riskini azaltmasi nedeniyle real time PCR’in konvansiyonel PCR’a
gore daha ¢ok avantaja sahip oldugu vurgulanmigstir [29, 284, 313]. Stark ve digerleri
D. fragilis’'in tanisi igin altin standart tani yontemi belirlemek icin digki érneklerini,
kalici boyama, kultar, konvansiyonel PCR ve real time PCR yontemlerini kullanarak

incelemigler ve Cizelge 2.10’daki sonugclari elde etmiglerdir [284].
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Cizelge 2.10. Dientamoeba fragilis’in tan1 yontemlerinin duyarligi ve 6zgullugu

Tani yontemi ve érnek sayisi Duyarhgi Ozgilligii
Real time PCR (35/650) %100 %100
Konvansiyonel PCR (15/650) %42,9 %100
Kultir yontemi (MBD)* (14/650) %40 %100
TYM-9 kilttrd (10/650) %28,6 %100
Kalici boyama ve direkt mikroskobi yontemi (12/650) %34,3 %99

* Modifiye Boeck ve Drbohlav’s Besiyeri (MBD)

Sonug olarak gunimuizde tum dinyada molekuler yontemleri kullanabilen iyi
donanimli parazitolojik rutin laboratuvarlari sadece gelismis Ulkelerde mevcuttur.
Gelismekte olan ulkeler icin molekuler tani yontemlerini kullanmak maliyet nedeniyle
muUmkuin olmamaktadir. Bu durumda, deneyimli laboratuvar personeli tarafindan
birkac digki 6rneginin ucuz olan kalici boyama yontemleri kullanilarak incelenmesi

D. fragilis tanisi i¢in faydal olacaktir.

2.2.10. Tedavi

Gunumuze kadar yapilan calismalarda D. fragilis’in eradikasyonuna yol acan
antimikrobiyal tedavilerin genellikle sadece hastanin klinik semptomlarini
hafiflettigini gostermistir. D. fragilis ile enfekte semptomatik olan hastalarin
semptomlarinin tedavi sonra kaybolmasi, bu hastalarda protozoon patojenik
potansiyelinin olabilecegini dusundurmektedir. Cesitli tedavilerin etkinligi konusunda
sinirli gcalismalar yapilmis olmasina ragmen, elde edilen bilgiler bu organizmanin
semptomatik hastalardaki eliminasyonunun, klinik iyilesmeye yol actigi gercegini
desteklemeye devam etmektedir. D. fragilis ile enfekte hastalarda tedavi igin
kullanilan antimikrobiyal ajanlarin etkisi ve dozlari Cizelge 2.11’de listelenmistir.

Cizelge 2.11. Dientamoeba fragilis enfeksiyonun tedavisinde kullanilan antimikrobiyal
ajanlar listesi [11]

ilag Uygulanan doz Tedavi etkinligi % (hasta sayisi)
Clioguinol 10:21 glin boyur?.ca gliinde 40 mg/kg 81,5 (27)
7gun boyunca gunde 3 kez 250 mg 83 (12)
lodoquinol 20 guin boyunca guinde 3 kez 650 mg 83,3 (12)
7 gun boyunca giinde 3 kez 500 mg 98 (61)
Paromomycin protozoonun eradikasyonu 80

4-5 gin boyunca giinde 25-35 mg/kg Klinik iyilesme 87 (15)
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Cizelge 2.11. (devam ) Dientamoeba fragilis enfeksiyonun tedavisinde kullanilan
antimikrobiyal ajanlar listesi

10 glin boyunca giinde 30 mg/kg 70 (91)

Cocuklar igin 20 mg/kg ve yetigkinler igin  protozoonun eradikasyonu 69,6
1.5¢ Klinik iyilesme 76,8 (56)

Metronidazole 319 giin boyunca giinde 1 kez veya her

8 saate bir 400—750 mg 80 (35)
10 guin boyunca ginde 3 kez 500—-750 66,7 (15)
mg
. Cocuklar igin 30 mg/kg ve yetiskinler icin  protozoonun eradikasyonu 97 ve
Secnidazole 5 Klinik iyilesme 100 (35)
Ornidazole Cocuklar igin 30 mg/kg ve yetiskinler igcin  protozoonun eradikasyonu 92,9 ve
249 klinik iyilesme 96,4 (56)

Nagata ve digerleri tetrasiklin alan yetiskinlerde klinik iyilesme gozlendigini ve
diiodohidroksikin, metronidazol veya tetrasiklin alan ¢ocuklarda ise semptomlarin
giderildigini gozlemislerdir. Tedavi olarak ta iyodokinol, paromomisin, tetrasiklin,

metronidazol veya kombinasyon tedavisini dnermiglerdir [388].

Bircok yayinda dientamebiyaz tedavisinde metronidazoliin de etkili anti mikrobiyal
ajanlar arasinda gosterilmesine ragmen hasta ve kontrol gruplarinin karsilastirmal
yapilan ¢alismalarinda tedavi etkisinin diger ajanlara gore dusuk oldugu bildirilmistir.
Avusturalya’da, Stark ve digerleri paromomisin, iodoquinol verilerek yapilan
dientamebiyaz tedavisinde 35 hastadaki protozoonun eradikasyonu ile birlikte
semptomlarinin da kayboldugunu ifade edilmigler, sadece metronidazol kullanilan
hastalarda ise tedavinin basarisiz oldugunu ya da tekrarlanmasini gerektigini ifade
etmisler [293].



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Cihazlar

Isik mikroskobu: Olympus CX 31, Japonya

- Ceker ocak: Nuve, Turkiye

- Biyolojik gtivenlik kabini: Nuaire, ABD

- Buzdolabi: UGUR USS 374 DTK, Turkiye

- Derin dondurucu (-20°C): UGUR UDD 200 BK, Turkiye
- Etdv: Nuve, Turkiye

- Pastor firini: Nave, Turkiye

- Santrifij: Boeco U-32, Almanya

- Vortex: Boeco U-32, Almanya

- Hassas Terazi: Kern PFB 600-2M, Turkiye

- Doku pargalayici: Disruptor Genie, ABD

- Kuru 1s1 blogu: Biosan, Turkiye

- Is1 déngu cihazi

- Jel elektroforez cihazi

- Otoklav: Sanyo, Japonya

- Mikrodalga frini

- Steril pipet uglari: 1000 pl, 100 ul, 40 pl, 20 pl, 10 pi
- Otomatik pipetler: 100-1000 ul, 10-100 pl, 0,5-10 pl
- Digki toplama kabi: 50 ml

- SantrifGj Tupleri: 50 ml, 15 ml

- Plastik pastor pipeti: 3 ml, 1,5 ml

- Ekdvyon ¢ubugu

- Lam lamel

- Boya saleleri

- Ependorf tapleri: 2 ml, 1,5 ml

- Cam boncuk: BioSpec @ 0,1 mm

- Steril gazh bez

- Mezur

- 15 ml cam tupler
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- 50 ml Enjektor
- Filtreler: AISIMO®Syringe Filter 0,45 pm

3.1.2. Reaktifler ve kimyasallar

- Etanol %99,9

- Metanol

- Formaldehit

- Eter

- Phosphate buffered saline (PBS)

- 0,85% Sodium Chloride solution (Serum fizyolojik)
- Lugol solusyonu (KI + dH20)

- Steril at serumu (56 °C’ de 30 dk inaktive edilmis)
- Sodyum klorur: Sigma, Almanya

- Potasyum klorur: Sigma, Almanya

- Kalsiyum Klorir: Sigma, Almanya

- Chromotrope 2R: Himedia, Hindistan

- Light green SF: Himedia, Hindistan

- Fosfotungustik asit: Himedia, Hindistan
- Sulfurik asit (%100)

- Glasiyal asetik asit(%100)

- Ksilen: Kimetsan, ingiltere

- Civa klorur: Fluka, ABD

- Potasyum iyodur

- iImmersiyon yag

- Steril distile su

- Agaroz

- Etidyum bromr: SIGMA tablet

- Gliserol: Ambresco

- Orange G: Applichem

- Fenol

- [zoamil alkol

- 10X TBE Buffer
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3.2. Yontemler

3.2.1. Digki drneklerinin toplanmasi ve saklanmasi

Calismaya Gazi Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina farkl kliniklerden gonderilen immun yeterli (n:193) ve
immun yetmezlikli (n:245) toplam 438 erigkin hastanin ishalli digki 6rnekleri dahil
edildi. Digki ornekleri genis agizli, burgu kapakl, temiz ve kuru plastik toplama
kaplarina alindi. Gelen ornekler makroskopik olarak degerlendirilerek ishalli olan
digki 6rnekleri incelemeye alindi ve kayit edildi. Sonra direkt mikroskobik inceleme,
boyali preparat incelemesi, ¢oklastirma ve kultir yapildi. Molekller arastirmalar igin
her bir diski érneginden 5’er adet 6érnek 1,5 ml ependorflara ayrilarak —20 °C’de

dondurularak saklandi.

Calisma icin gerekli etik onay Gazi Universitesi Etik Komisyon’undan alindi (Onay
tarihi: 09.05.2017 karar no:05, Arastirma kod No:2017-248).

Diskr kiiltiirii | . Taze diski 1=l Makroskobik
Jones' besiyeri ornegi inceleme
Mikroskobik
314 _ inceleme
1,5 ml'lik : : —
ependorf L Direkt mikroskopi
taplerde 1 (SF ve Lugol)
2pCioe | Coklastir ras
kI 0 Irma sonrasi
= z:ma | direkt mikroskopi
: 'Kalici preparat hazirlanmasi
[ ‘ (30 dk icinde)
J _fTrikrom ve Kinyoun asit-fast
: \boyamalari
|
- sk e estnrieeioe it ettt S ot utasiadendy ™ F:c;'d-a-i—'--
i ' 2 Blastocystis S e POc
¥ . Digkdan 7~ Realtime PCResti ¥ Sebeoron omekierinde
Molekiiler DNA ’ d il
% Sp— | belirlenmesi
yontemler izolasyonu
- L — o Dientamoeba fragilis
Real time PCR testi

Sekil 3.1. immin yeterli ve immiin yetmezlikli hastalarin diski drneklerinin
incelenmesinde kullanilan genel akis diyagrami.
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3.2.2. Direkt mikroskobik inceleme

Calismaya dahil edilen tUm hastalarin digki orneklerinin direkt mikroskobik
incelemesi serum fizyolojik ve lugol sollsyonlariyla ayni lam Gzerinde hazirlanarak

yapildi.

Serum fizyolojik (% 0,9 NaCl):

Lam Uzerine bir damla serum fizyolojik damlatildi. Ahsap ekivyon cubuk ile digki
ornegdinin farkli yerlerine birka¢ kere batirarak érnek alindi ve damla slispansiyon
haline geldikten sonra Uzeri lamelle kapatilarak mikroskop altinda, kisik igikta,
dusuk buyutmeli (10X-40X) objektiflerle incelendi.

Lugol (lodine) sollisyonu:

- Potasyum iyot: 1or
- lyot krisalleri: 1,5gr
- Distile su: 100 ml

Lugol solusyonunun hazirlanmasi: 100 ml distile su iginde 1 gr Potasyum iyot
tamamen eritilir ve Ustiine 1,5 gr iyot kristalleri eklenir. lyot kristalleri tamamen
eriyene kadar karistiriir. Solisyon buharlasmamasi ve boyama 6zelligini

kaybetmemesi icin, 11k almayacak adzi kapali sisede saklanmalidir.

Preparat serum fizyolojik ile yapildigi gibi hazirlandi. Yaklasik 2-5 dakika bekletilen
preparat mikroskop altinda, kisik isik, diastk buyutmeli (10X-40X) objektiflerle

incelendi

inceleme sonrasi diskida Blastocystis olup olmamasi ve varsa diger parazitlerin

tespiti kayit altina alindi.

3.2.3. Formol eter ¢oktiirme yontemi

Calismaya dabhil edilen tim hastalarin digki érnekleri ¢eker ocak iginde formol eter
¢coktirme yontemi ile yogunlastirildiktan sonra lam Uzerinde hazirlanan preparatin

direkt mikroskobik incelemesi yapildi.

1. Taze digkidan 1-1,5 gr, 10 ml %10’luk formol bulunan uygun 15 ml’lik konik
santrifij tipinde tamamen ezildi.

2. Tam bir fiksasyon olmasi igin 30 dakika bekletildi.
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3. Suspansiyon iki tabaka gazli bezden diger temiz bir digki toplama kabi igine
suzulda.

4. Sizulen digki tekrar temiz konik 15 ml'lik santrifij tiptne alinarak Gzerine 3 ml
eter eklendi.

5. Karisim tupunun agzi sikica kapatilarak kuvvetlice ¢alkalandi ve ara ara tupun
agzi acilip kapatilarak gaz ¢ikigi saglandi.

6. Suspansiyon 500 x g’de 10 dakika santrifuj edildi.

7. Tlp santrifijden ¢ikarildiginda 4 tabaka olustugu gozlendi:
a. En Ustte eter tabakasi,
b. Tapdn duvarlarina yapismis bir digki artigi tabakasi (diski tikact),
c. Formol tabakasi,
d. Cokelti.

8. Diski tikaci temiz bir eklivyon ¢ubuk yardimiyla tip duvarindan ayrilarak diger
sivi tabakalariyla birlikte, dipteki gokelti korunacak sekilde bosaltildi.

9. Dipte kalan ¢okelti tabakasina birka¢g damla %10 formol eklenerek karistirildi.

10. Direkt mikroskobik inceleme icin preparatlar hazirlanarak 11k mikroskobunda
10x ve 40x obijektifler kullanilarak incelendi.

11.Cokeltiden ayrica kinyoun acid-fast (KAF) boyasi ile preparat hazirlandi.

12.Cokeltinin kalan miktari 1,5 ml'lik tpe alinarak +4 °C’de saklandi.

Siiziintiye

eterekle _ e
- ;G%“ —
%10 ' % Eter
Formoldehit
Fiksatifte 4— Diski tikac
sahitlenmis KARISTIR ve
disk GAZLI BEZLE SUZ

SANTRIFUJ ET

[
sUZULMOS SIVIYI YENI
TEMiZ TUPE KOY

Formol

Parazitileri
Cokelti iceren
cokelti

Sekil 3.2. Coktirme ydnteminin uygulama adimlari.
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3.2.4. Boyama yontemleri

Calismaya dahil edilen tim hastalarin digki érneklerinden ¢eker ocak i¢inde trikrom
ve KAF boyali preparatlar hazirlanarak 1sik mikroskobunda 100x objektifle

immersiyon yag kullanilarak incelendi.

Trikrom boyama yontemi

Solusyonlarin hazirlanmasi:

Schaudinn fiksatifi:
- -HgClz: 110 gr
- - Distile su: 1000 ml

1. HgCl: distile su iginde isitilarak eritildi. Solisyon 1 gln sogutmaya birakildi.
Sonra dipteki olusan kristal tabakasindan arindirmak igin koyu renkli temiz
kapakli cam siseye suzuldu ve oda isisinda saklandi.

2. Hazir olan stok civa klorur solisyonundan 600 ml alinarak tzerine 300 ml %95
etanol ve 15 ml gliserin eklenerek karistirildi.

3. Hazirlanan bu solusyondan 60 ml saleye aktarilarak Uzeri 3 ml glasiyal asetik
asit eklendi.

4. Her hafta fiksatif yenilendi.

Trikrom boyasi:

- Chromotrope 2R: 3or

- Light green SF: 1,50r
- Fosfotungustik asit: 3,50r
- Glasiyal asetik asit: 5ml

- Distile su: 500 ml

1. Hassas terazi ile tartilan kimyasal malzemeler temiz bir seramik kase i¢inde 5
ml glasiyal asetik asitle karigtirildi ve 30 dakika bekletildi.

2. Karigim koyu renkli cam sige igerisine aktarilarak 500 ml distile su eklendi ve
iyice karigtirildi.

3. Hazirlanan trikrom boyasindan aliminyum folyo ile kaplanmig sale i¢cine 60 ml
aktarilarak kullanima hazirlandi.

4. Kullanimda boya azaldikga Uzerine ekleme yapildi ve her ay degistirildi.
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D’antoni iyot soliisyonu:

- Potasyum iyoddur: 1or
- lyot kristalleri: 1,5 gr
- Distile su: 100 ml

1. Malzemeler karistirildiktan sonra solisyon kirmizi-kahverengi olana kadar
bekletildi ve olusan bu stok ¢dzelti koyu renkli cam sisede saklandi.

2. Kullanim igin bu stok soltsyon ile etil alkol (%70) demli ¢ay gérinimu elde
edilinceye kadar sale iginde karistirildi.

3. Her iki haftada bir solusyon yenilendi.

%90’lik asit alkol:
- Etil alkol (%90): 995,5 ml
- Glasiyal asetik asit: 4,5 ml

Solusyon kapakli cam sise icerisinde hazirlanarak saklandi.

%95'lik alkol:
- Etil alkol (%99,9): 95 ml
- Distile su: 5 ml

Solusyon kapakli cam sise igerisinde hazirlanarak saklandi.

%70’lik alkol:
- Etil alkol (%99,9): 70 ml
- Distile su: 30 ml

Solusyon kapakli cam sise icerisinde hazirlanarak saklandi.

Karbol — Ksilen sollisyonu:
- Fenol kristalleri: 15gr
- Ksilen: 45 ml

1. Fenol kristalleri 56 ‘C’de su banyosu iginde sivi hale gelene kadar eritildi ve
uzerine ksilen eklenerek karigtirildi.

2. Solusyon cam kapakl sise iginde saklandi.
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Diger soltisyonlar:
- Ksilen direkt kullanildr.

Preparat hazirlanma ve trikrom boyamasinin uygulama ybéntemi:
Taze digki 6rneginin farkli yerlerinden temiz eklvyon cubuk ile digkidan temiz lam

Uzerine ince bir tabaka olugturacak sekilde yayma yapildi.
Yaymanin kenarlari kurumaya bagladiginda Schaudinn fiksatifi icine daldirildi.

En az 30 dakika fiksatifte bekletildi. Gerektiginde lamlar gece boyunca fiksatifin

icinde birakildi.
Daha sonra asagida tarif edildigi gibi trikrom boyama ydntemi gergeklestirildi.

Boyamayi yapmak igin ¢geker ocak iginde hazirlanan solusyonlariiceren 13 adet cam
sale (boyama seti olusturacak sekilde) sirali bir sekilde yerlestirildi ve Ustleri
etiketlendi (Sekil 3.3) Asagidaki adimlarda lamlar bir saleden digerine aktarilirken
boya kalitesini arttirmak amaciyla, lam kenarinda biriken solusyon bir kurutma

kagidina emdirilerek bir sonraki adimda salenin kilenmemesi saglandi.

TRIKROM BOYAMA YONTEMI

Diski 6rnegi lama yayilir ve
kenarlan kurumaya baglarken

Schaudinn fiksativine birakilir
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Sekil 3.3. Trikrom boyama seti ve uygulanmasi.

Schaudinn fiksatifi basamagi sonrasinda asagidaki adimlar izlenerek boyama

yapildi.

1. Preparat %70’lik alkol solusyonunda 5 dakika bekletildi.
2. D’Anton’nin iyot solisyonunda 5 dakika bekletildi.
3. %70’lik alkol solisyonunda 5 dakika bekletildi.
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Tekrar %70’lik alkol solusyonunda 2 dakika bekletildi.
Trikrom boyasinda 10 dakika bekletildi.
Lamlarin fazla boyasi dik bicimde kagit havlular Gzerine yerlestirerek stizildu.

Lamlar 5-6 saniye %90 asit alkole batirilip hafifce ¢alkalandi.

© N o g &

Lam kenar kagit havluda sUzduruldikten sonra %95 alkolde 5-6 saniye
calkalandi.

9. Tekrar %95 alkolde 5-6 saniye ¢alkalandi.

10.Karbol-ksilende 5 dakika bekletildi.

11.Ksilende 5 dakika bekletildi.

12.Ksilende 2 dakika bekKletilir.

13.Lamlar kurumaya birakildi.

Boyanan lamlar kuruduktan sonra entellanla kapitilarak lamel Uzerine bir damla
immersiyon yagi damlatilarak 1sik mikroskobunda 100x objektifle incelendi

Blastocystis ve diger protozoonlar acgisindan degerlendirildi.

lyi bir trikrom boyama yapabilmek icin kullanilan soliisyonlarin belli araliklarla

yenilenmesi yapildi. Yapilan degisim araliklari Cizelge 3.1"de verilmektedir.

Cizelge 3.1 Trikrom boyama solusyonlarini degistirme sikhgi

Degisim zamani
Giin Hafta Ay

Ozel hususlar

Soliisyonlar

Alkol, %95 (1+2) +

Schaudinn fiksatifi + Stok sollisyondan taze olarak hazirlanir
Alkol, %70 (1+2+3) +

Asit-alkol %90 +

D’antoni iyot solisyonu + Renk agilirsa stoktan hazirlanmalidir
Alkol, %100 +

Ksilen + Dipte ¢dkelti varsa degistiriimelidir
Trikrom boya 2 ay Degistirme slresinden 6nce azaldik¢a

Ustline eklenir.

Modifiye Kinyoun acid-fast (KAF) boyama yontemi

Solusyonlarin hazirlanmasi:

Kinyoun karbol-fuksin:

- Bazik fuksin: 8qr
- Fenol kristali: 16 gr
- %95’lik etanol: 40 ml

- Distile su: 200 ml
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1. Bazik fuksin %95’lik etanol icinde eritildi (Solusyon A). Fenol kristali distile su
icinde 56°C su banyosunda eritildi (Solisyon B).
2. Ave B solusyonlari karistirildi ve en az 2 gun bekletildi. Karigim kullanim oncesi

Wathmann kagit filtreden gecirilerek cam sise icerisinde saklandi.

%50 etil alkol:
- Etil alkol (%99,9): 50 ml

- Distile su: 50 ml
Solusyon cam saleye aktarildi.

%21 Siilfirik asit:
- Siffirik asit: 1ml

- Distile su: 99 ml
Solusyon cam saleye aktarildi.

Loeffler’in alkali metilen mavisi:

- Metilen mauvisi: 0,6 gr
- %95'lik etanol: 60 ml
- %0,071’lik KOH: 200ml

1. Metilen mavisi %95’lik etanol igerisinde eritildi ve Uzerine %0,01 KOH ilave

edildi. Bu solUsyon oda sicakliginda 1 yil boyunca saklandi.

KINYOUN ASIT-FAST BOYAMA YONTEMI

gk ernegi lama yayilir ve
saf Metanolde fikse edilir
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Sekil 3.4. Kinyoun acid-fast boyama seti ve uygulanmasi.
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Preparat hazirlanmasi ve KAF boyama ydntemi:
Preparatlar trikrom boyama yontemindeki gibi hazirlandiktan sonra lamlar
kuruyuncaya kadar bekletildi. Daha sonra lamlar saf metanol iceren saleye alinarak

1 dakika fikse edildi (Sekil 3.4). Bu slre sonunda lamlar tekrar kurumaya birakild1.

[ —

. Kuruyan lamlar KAF boyasi iceren saleye daldirildi ve 5 dakika bekletildi.

2. Saleden ¢ikarilan lamlarin fazla boyasi kurutma kagidinda stzdaraldu.

3. Lamlar %50 etil alkol iceren salede 3-5 saniye ¢alkalandi ve daha sonra hafif
akan musluk suyu altinda yikandi.

4. Lamlar %2 sulfurik asit (renk giderici) iceren salede 2 dakika (veya renk acilana
kadar) bekletildi.

5. Daha sonra lamlar tekrar musluk suyunda yikandi ve lamlarin kenari kurutma
kagidina degdirilerek fazla su alindi.

6. Lamlar Loeffler'in alkali metilen mavisini iceren salede zemin boyanmasi igin 1

dakika bekletildi.

7. Lamlar musluk suyunda yikandi ve havada kurumaya birakildi.

Boyanan lamlar entellanla kapatilip lamel Gzerine bir damla immersiyon yagi
damlatilarak 11k mikroskobunda 100x objektifle asite direngli protozoonlar

arastirildi.

lyi bir boyama yapabilmek igin kullanilan soliisyonlarin belli araliklarla yenilenmesi

yapildi.

1. Kinyoun karbol fuksin ve Loefflerin alkali metilen mavisi boyalari kullanim
sikhdina bagh olarak 15 gunde bir yenilendi (Salede azaldik¢a Uzerine stok
solusyondan suzulerek ekleme yapildi).

2. %50 etil alkol her guin, %2 H2SO«4ise haftada bir yenilendi.

3.2.5. Kultur yontemleri

Calismaya dahil edilen tim hastalarin digki érneklerinin Jones’ besiyerinde kulturu

yapilarak Blastocystis Uremesi degerlendirildi.

Jones’ besiyerinin hazirlanmasi ve kultiir basamaklari

- Na2HPOa: 0,709 gr
- KH2POu: 0,227 gr
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- NaCl: 4,05 gr
- Maya 6zutu 0,06 gr
- Distile su: 550 ml

Yukaridaki mazlemeler agizi kapakh cam sisede distile suda eritildikten sonra
121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Oda isisina geldikten sonra ekim yapilana kadar
4°C’de saklandi.

Uygulama:

1. Ekim oncesi solusyon gerekli miktarda buzdolabindan disari alinarak oda
Isisina getirildi.

2. 2 ml’li ependorflara 1350 pl Jones’ besiyeri ve 150 pl inaktive edilmis at
serumu (56 °C’de 30 dakika inaktive edilen) eklendi.

3. Taze diskidan ekuvyon gubugu ile kati sekilli digkidan 50 mg civarinda
(kirmizi mercimek kadar) sekilsiz-sivi digkidan 100 pl alinarak kaltur tiplerine
aktarildi. Agzi sikica kapatilarak 37 °C’de 48-72 saat inkubasyona birakildi.

4. inkiibasyon sonrasinda tiip dibinden otomatik pipet yardimiyla alinan bir
damla ornekle hazirlanan preparat 1silk mikroskobunda 10X ve 40X

objektiflerle incelendi.

3.2.6. Molekiiler yontemler

Diski orneklerinden nukleik asit izolasyonu

Blastocystis ve D. fragilis DNA’sinin -20 °C’de saklanan diski érneklerinden eldesi
icin Qiagen Mini Stool Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanildi. Genomik
DNA izolasyonu Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda ve gerekli modifikasyonlar

yapilarak gerceklestirildi.
Uygulama Protokolu:

1. Tuplere ayrilan diski érneklerinin -20 °C’den ¢ikarilip oda isisinda ¢ézulmesi
saglandi. Burgu kapakli 2 ml'lik ependorf tuplerine 25 mg cam boncuk konuldu
ve 150-180 mg civarinda digki 6rnekleri aktarildi.

2. Her bir 6rnek Uzerine 1,4 ml Buffer ASL eklendi. Digki érnegi tamamen
homojenize oluncaya kadar, 15 dakika doku pargalayicida ¢alkalandi.

3. Elde edilen karigim 75 °C’ de 6 dakika inkibasyona birakildi.
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4. Ornekler 15 saniye vortekslenip, 14 000 rpm’de 2 dakika diski ¢okeltisi elde
edilene kadar santrifuj edildi.

5. Ust sividan 1,2 ml alinip, yeni 2 ml'lik ependorf tipler icerisine pipetlendi ve
cokelti kisimlarini atildi.

6. Her bir 6rnek icerisine 1’er adet InhibitEX tablet eklenip, sonrasinda 1 dakika
tablet tamamen eriyene kadar vortekslendi. inhibitérlerin InhibitEX matriksine
yapigmasini saglamak igin, ornekler 1 dakika oda sicakliginda inkibasyona
birakildi.

7. Inhibitdrlerin ¢cokmesini saglamak amaciyla érnekler 14 000 rpm’'de 3 dakika
santriftjlendi.

8. Ustteki tiim sivi yeni 1,5 ml'lik ependorf tipiine aktarildi. Tekrar 14 000 rpm’de
2 dakika santriftj edildi.

9. Swvinin Ust kismindan 200 ul, 1,5 mllik yeni ependorf tlpler icerisine alinip,
cokelti kisimlar atildi.

10. Alinan tum orneklerin Gzerlerine 15 pl proteinase K eklendi.

11.200 ul Buffer AL ekleyip, 15 saniye vortekslendi.

12.70 °C’ de 10 dakika inkube edildi. Tup kapaklarindaki damlaciklari 6nlemek igin
tekrar kisa sureli santrifijlendi.

13.Lizatlarin Gzerlerine 200 ul soguk absolut ethanol ekleyip, vorteksleyerek
karismalari saglandi.

14.0Ornek sayisi kadar QIAamp spin kolon ¢ikartilip, kapak kisimlari
numaralandirildi. Daha sonra, kapaklari kapatilip 13. adimda elde edilen tum
lizat spin kolonlara aktarilarak en ylksek devirde 1 dakika santrifijlendi. Alttaki
sivili kismi atilip, filtre kisimlari yeni bos 2 ml'lik toplayici tiplere aktarildi.

15.QlAamp spin kolonlarin kapaklari dikkatlice acilip, iglerine 500 yl AW1 eklendi.
Daha sonra kapaklar kapatilip, en yliksek devirde 2 dakika santrifijlendi. Alttaki
sivili kismi atildiktan sonra filtre kisimlari yeni bos 2 ml’lik toplayici tuplere
aktarildi.

16.QlAamp spin kolonlarin kapaklari dikkatlice agilip, iglerine 500 ul AW2 eklendi.
Daha sonra kapaklari kapatilip, en yluksek devirde 2 dakika santrifijlendi.

17. Alttaki sivi kismi atilip, filtre kisimlari yeni bos 2 ml’lik toplayici tliplere aktarildi.
Daha sonra en ylksek devirde 1 dakika santrifljlendi.

18. Alttaki sivili kismi atilip, filtre kisimlari yeni bos 1,5 ml’lik ependorf tiplerine
aktarildi. Tupler 10 dakika oda isisinda kapaklari agik sekilde bekletildi ve
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dikkatlice direkt membranlarin Gzerine 100 pl Buffer AE eklendi. Daha sonra
kapaklar kapatilip, 10 dakika oda isisinda inkube edildi. Ardindan en yuksek
devirde 1 dakika santrifljlenerek genomik DNA izolasyonu tamamlandi.

19. Elde edilen DNA 0,5 ml’lik tlplere 50’ser ul alikotlanarak kapaklari parafilm ile
sarildi ve -20 °C’de PCR yapilincaya kadar saklandi. (Her tipun Gzerine 6rnek

numarasi yazildi).

Blastocystis ve Dientamoeba fraqilis tanisi icin real time PCR Yontemi

Primer ve Prob: Blastocystis ve D. fragilis turlerini tespit etmek igin Tagman problu
real time PCR metodu optimizasyonlar yapildiktan sonra kullanildi. Test denemeleri
pozitif kontrol olarak da kullanilan Blastocystis ve D. fragilis DNA’lari ile yapildi.
Blastocystis real time PCR i¢in Blasto FWD F5 ve Blasto R F2 primerleri ve probu
(Sentegen Biotech, Turkiye) D. fragilis i¢cin ise DF3 ve DF4 primerleri ve probu
(Sentegen Biotech, Turkiye) kullanildi. Kullanilan primer ve problarin listesi Cizelge
3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Blastocystis ve D. fragilis real time PCR igin kullanilan primer-prob
oligonUkleotid dizileri

Cogaltma . . A Amplikon
Protozoon bolgesi Oligonukleotid Dizi (5’-3’) boyu (bp) Kaynak
CCTACGGAAACCTTGTTA
Blasto R_F2 CGACTTCA
GGTCCGGTGAACACTTTG
Blastocystis ssu-rRNA Blasto_FWD_F5 GATTT 118 [14]
FAM-TCGTGTAAATCTTAC
Probe CATTTAGAGGA-MGB
NFQ
DF4 TGATCCAATGATTTCACC
GAGTCA
Dientamoeba GTTGAATACGTCCCTGCC
fragilis ssu-rRNA  DF3 CTTT 78 [385]
FAM-CACACCGCCCGTCG
Probe

CTCCTACCG-TAMRA

Blastocystis ve D. fragilis real time PCR miks karigimi: Her iki protozoona ait
real time PCR amplifikasyonu icin toplam 25 ul den olusan benzer PCR karisimi
hazirlanmistir. Reaksiyonda karisim tamponu olarak iTaq Universal Probes Supermix
(Bio-Rad, ABD) kullaniimigtir. Real time PCR igin karigim miktarlari Cizelge 3.3

verilmigtir. DNA 6rnekleri 1/10 sulandirilarak kullaniimistir.
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Cizelge 3.3. Blastocystis ve D. fragilis real time PCR igin reaksiyon karigimi

Stok konsantrasyon

pmoljuL Hacim ul Son konsatrasyon nM
iTaq Universal Probes
2x Supermix (Bio-Rad) 12,5
10 Probe 0,75 300
10 1x Forward Primer 1 400
10 1x Reverse Primer 1 400
dH20 7,25
DNA 6rnegi 2,5
pmol/uL = uM Total pl 25

3.2.7. Blastocystis ve D. fragilis real time PCR igin optimizasyon ¢aligmalari

Blastocystis ve D. fragilis’in real time PCR amplifikasyonu igin CFX Connect™ Real-
Time PCR Detection System (BiO-RAD, ABD) real time PCR cihazinda, kullanilan

primerlerin DNA’'ya baglanma sicakliklari (anneling) gradient real time PCR

yapilarak belirlenmistir. Primerlerin DNA’ya en uygun baglanma sicakhgi her iki
parazit DNA’sI icin de 57°C olarak belirlenmigtir (Sekil 3.5 ve 3.6).

Amplification

RFU

Sekil 3.5. Gradient real time PCR ile Blastocystis primerlerinin DNA’'ya optimal
baglanma sicakhiginin belirlenmesi (optimal sicaklik kirmizi renkle
belirtilmistir).
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Amplification
T

1200 -+

1000 +

800 -

600 +

RFU

400 -

200 +

Cycles

Sekil 3.6. Gradient real time PCR ile D. fragilis primerlerinin DNA’'ya optimal
baglanma sicaklhiginin belirlenmesi (optimal sicaklik kirmizi renkle
belirtilmigtir).

3.2.8. Real time PCR c¢aligma protokolii

Blastocystis ve D. fragilis’in real time PCR amplifikasyonu icin PCR RotorGene Q
(Qiagen, Almanya) real time PCR cihazinda yaklagsik bir saat stiren PCR protokoll
kullaniimistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Real time PCR igin kullanilan amplifikasyon protokolu

Blastocystis

95°C 3 dakika On Denatiirasyon 1 déngu
95°C 10 saniye Denaturasyon 40 déngii
57°C 30 saniye Primer baglanmasi

Dientamoeba fragilis

95°C 3 dakika On Denatiirasyon 1 déngu
95°C 10 saniye Denatlrasyon 40 déngii
57°C 30 saniye Primer baglanmasi

Real time PCR amplifikasyon edrilerinin DNA kantitasyonu ile de@erlendiriimesi

Blastocystis i¢in 6nceki calismalardan DNA dizi analizi ile ST3 oldugu belirlenen, D.

fragilis i¢in ise Rune Stensvold tarafindan saglanan DNA’lar kullaniimistir.

izole edilen Blastocystis ve D. fragilis DNA’larinin distile su ile 10°-10® araliginda
10 kat seri dilisyonlari hazirlandi. Blastocystis i¢in 10°,10%,102,10%,10* ve 10°
dilusyonlariyla yapilan real time PCR sonrasinda, dilisyonlara karsilik gelen Ct

degerleri sirasiyla (esik degerinin gecildigi reaksiyona girme déngusu) 15,95, 19,18,



69

23,03, 26,06, 29,41 ve 33,08 olarak belirlendi. D. fragilis icin ise 102,101,102 ve 10
8 dilusyonlara karsilik gelen Ct degerleri sirasiyla 21,56, 25,20, 29,15, ve 33,65

olarak tespit edildi. Seri DNA dilisyonlarinin lineer araligi ve standart egrisi Sekil

3.7 ve 3.8'de sunulmustur.

0.4 1

0.0 1

5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Sekil 3.7. Pozitif kontrol olarak kullanilan Blastocystis DNA’sina ait 1/10’luk
dilisyonlarin (10°-10-1-10-2-10-3-10"-10-°) amplifikasyon egrileri.

0.6

Norm. Fluoro.
o
B

0.2
0.0 ] Threshold ——
! ET L} 1] L] L] L] L L]
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Cycle

Sekil 3.8. Pozitif kontrol olarak kullanilan D. fragilis DNA’sina ait 1/10’luk
diliisyonlarin (10-10-1-10-2-10-3) amplifikasyon egrileri.
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Optimizasyon sonuglarina dayanarak her iki protozoon igin >35 Ct Uzerindeki
degerler negatif olarak kabul edildi. Her iki protozoon igin elde edilen sonuglar

literattirle uyumlu bulundu [196, 234].

3.2.9. Blastocystis alt turlerinin belirlenmesi igin Yeni Nesil Dizi analizi

lllumina yeni-nesil amplikon dizileme kutiphanesi hazirlanmasi i¢cin Maloney ve
digerlerinin ~ calismasindan  faydalanildi [231]. Blastocystis ~ DNA’lari
ILMN_Blast505 532F ve ILMN_Blast998 1017R primerleri ile ¢ogaltildi (Cizelge
3.5). Kutuphane hazirlanmasinda Illumina 16S Metagenomik dizileme kutiphane
hazirhk protokolu (Part# 15044223 Rev. B) kullanildi. PCR drunleri QlAxcel
(Qiagen, Valencia, ABD) cihazi kullanilarak analiz edildi. Kitliphane cift indeksleme
stratejisi kullanilarak olusturuldu.

Cizelge 3.5. Blastocystis'in NGS analizi ile alt tir belirlenmesinde kullanilan
oligonukleotidler

Cogaltma . : - 1 Amplikon
bolgesi Oligonukleotid Dizi (5’-3’) boyu (bp) Kaynak
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTG
ILMN_Blast505_532F TATAAGAGACAGGGAGGTAGT
ssu-RNA GACAATAAATC 500 [231]

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTG
ILMN_Blast998_1017R TATAAGAGACAGTGCTTTCGCA
CTTGTTCATC

Hazirlanan kutiphaneler normalizasyon éncesinde Quant-iT dsDNA Broad-Range
Assay Kiti (ThermoFisher, Waltham, ABD) ile SpectraMax iD5 (Molecular devices,
San Jose, ABD) cihazinda kantite edildi. Son havuzlanmis kutuphane
konsantrasyonu 8 pM %20 PhiX kontrol olacak sekilde lllumina MiSeq 600 cycle v3
chemistry (lllumina, San Diego, ABD) cihazi ile duretici firmasinin o6nerileri

dogrultusunda dizilenmesi yapildi.

Elde edilen ham bcl dosyalari lllumina MiSeq Reporter yazilimi kullanilarak
ayrigtinlldi. Eslestirilmis son okumalar BBTools v38.22 [389], VSEARCH v2.8.0
[390], ve BLAST+2.7.1 analiz programlariyla deg@erlendirildi. Filtrelenen
operasyonel taksonomik uniteler (OTU) BLAST+blastn komutu ile NCBI’'den temin
edilebilen tim Blastocystis’in referans dizilerinin verileri ile karsilastirildi. TUm

OTU’lar blast sonuglarinda en uygun eglesmeye yakin olan alt trlere eslestirildi.
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Blastocystis kismi ssu-rRNA gen dizileri GenBank’dan indirilen referans dizilerle
ClustalW algoritmasi ve MUSCLE programi ile karsilastirilarak dizilerin baslangi¢
ve sonundaki muhtemel yanlis okunan bolgeler ¢ikarildi. Bu amagla kullanilan
referans dizilerin GenBank erisim numaralari su sekildedir: KU361320, AB107968
dizileri ST1 igin; AB070997, KU361314 dizileri ST2 igin; AB107965, KY675339,
MK416182 dizileri ST3 igin; MH285979, AY244620 dizileri ST4 igin ve son olarak
MG011651, KY964516 dizileri ST6 icin kullanild1.

Bu calismada elde edilen dizilerle MEGA X programinda Neighbor-Joining metodu,
bootstrap testleri (1000 tekrar) kullanilarak Blastocystis i¢in genetik uzakliga bagh
kismi filogenetik analiz yapildi [391]. Bu analizlerde D. fragilis 18S ribozomal RNA
geni kismi dizisi (U37461.1) dis grup olarak kullanildi.

3.2.10. istatistiksel analiz

Calismamiza dahil edilen immun yeterli ve immuin yetmezlikli ishalli olgularin
timundn diski dérneklerinde direkt mikroskopi, formol eter asetat konsatrasyon,
kultar veya molekiler yontemlerinden herhangi biriyle saptanan Blastocystis ve D.
fragilis pozitifligi ile gruplar arasinda yas, cinsiyet, mevsim ve klinik bulgular
arasindaki iligki karsilastirildi. Bununla birlikte Blastocystis alt turleri ve hasta
gruplarindaki olgularin 6zellikleri ayrica degerlendirildi. Gruplar arasindaki farklarin
degerlendiriimesinde ki-kare ve Student-T testleri kullanildi. Tek degiskenli ve ¢ok
degiskenli lojistik regresyon analizleri (%95 guven araliklari (Cl) ile) odds oranlari
(OR) hesapland. istatistiksel analizlerde p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Verilerin istatistiksel analizi Statistica 12 (StatSoft, Inc., ABD) ve

OpenEpi version 3.01 (https://www.openepi.com) programlari kullanilarak yapildi.


https://www.openepi.com/
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Gruplarinin Ozellikleri

Bu calismada 438 ishalli olgunun digki ornekleri incelendi. Hematoloji, Medikal
Onkoloji, Kemik iligi Transplantasyon Unitesi, Nefroloji ve Romatoloji kliniklerinden
gonderilien immun yetmezlIikli olgulara ait 245 hasta ornegi ile ¢esitli klinik ve
polikliniklerden gonderilen immuan yeterli hastalara ait 193 6rnek c¢alismaya dahil
edildi.

Immiin yetmezlikli hastalarin 136’sin1 (%55,52) kadinlar, 109'nu (%44,48) erkekler
olusturmustur. Hastalarin yaslari 18-85 arasinda degdismekte olup yas ortalamasi +
standart sapma: 52,58+16,05 olarak bulunmustur. immiin yeterli hastalarin ise 99'n
(%51,30) kadinlar, 94’'nu (%48,70) erkekler olusturmustur. Hastalarin yaslari 18-84
arasinda degismekte olup yas ortalamasi + standart sapma: 43,88+17,53 olarak
saptanmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1). Gruplar arasinda cinsiyete gore istatiksel
olarak anlamli fark saptanmazken (p=0,15), iki grup arasinda yasa gore anlamli fark
bulunmustur (p<0,001). immiin yetermezlikli olgularin yas ortalamasi daha yiiksek

saptanmigtir.

Cizelge 4.1. Caligmamiza dahil edilen hastalarin yas ve cinsiyetlerine gore dagihmi

cinsi Yas
Hasta Hasta
Erkek (%) / Std. )
grubu sayisl Kadin n (%) p Ortalama sapma Aralig p
immiin 109 (44,5) /
yetmezlikli 2*° 136 (55.5) 5258 1605 18-85
immiin 94 (48,7) / 0.15 <0,001
yeterli 193 99 (51.3) 43,88 17,53 18-84
7,00
immin yeterli (n=183) 9 99 Boe
5,00
4,00
immiin yetmezlikli (n=245) 109 136 * 300
2,00
1,00
Toplam (n=438) 203 235 ) ./'\"
UYUU1B 21 24 27 30 33 36 3% 42 45 48 51 54 57 60 63 66 63 72 75 78 81 84
0 50 100 150 200 250 300 380 400 480 Yag

mErkek mKadin —s—Immin yetmezlikli  —e—Imman yeterli

Sekil 4.1. Calismamiza dahil edilen hastalarin yas ve cinsiyetlerine gore dagilimlari.
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Orneklerin génderildigi poliklinikler incelendiginde buyiik kisminin Gastroenteroloji (108
hasta %24,7), Hematoloji (106 hasta %24,2) ve Medikal Onkoloji (70 hasta %16,0)
kliniklerinden gonderildigi gozlenmistir (Sekil 4.2).

Erigkin Acil [ NG
Enfeksiyon Hastaliklan _
Genel Dahiliye  [EEN
Nefroloji R
Geriatri [Jls
Romatoloji .g
Endokrinoloji .,T
Kadin Dogumu .,T
Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon .,T
Genel Cerrahi IJ,S
Gégis Hastaliklan IU:Z

0,0 5,0

10,0

250

. immiin yeterli

. immiin yetmezlikli

Sekil 4.2. Calismamiza dahil edilen hastalarin kliniklere gére dagihmi (% dagilimi).

Calismamiza dahil edilen ishalli hastalarin mevsimsel dagihmi: ilkbahar (181 hasta
%41,3), kis (92 hasta %21,0), sonbahar (88 hasta %20,1) ve yaz (77 %17,6) olarak
yogunlastigi goérilmustir (Cizelge 4.2). Ay olarak incelendiginde sirasiyla Mart (77
hasta %17,6), Nisan (62 hasta %14,2) ve Eylul (54 hasta %12,3) aylarinda daha sik

basvuruda bulunduklari tespit edilmigtir (Sekil 4.3).

40

Ay
Mart s
Nisan 2]
Eylal 123
May E
e —
Y —

Sekil 4.3. Calismamiza dabhil edilen hastalarin mevsim ve aylara gére dagilimi.
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Cizelge 4.2. Calismamiza dahil edilen hastalarin mevsime goére dagilimi

ilkbahar Kis Sonbahar Yaz Hasta sayisi
immiin yetmezlikli o7 49 52 47 245
% 39,6 % 20 % 21,2 % 19,2 100%
immiin yeterli 84 43 36 30 193
% 43,5 % 22,3 % 18,7 % 15,5 100%
Toplam 181 92 88 77 438
% 41,3 % 21 % 20,1 % 17,6 100%

»?=8,2, SD= 3, p=0,60

immiin yeterli ve immiin yetmezlikli gruplar arasinda mevsimlere gore hasta

yogunlugu acgisindan anlaml fark saptanmamistir (p=0,60).

4.2. Hasta Gruplarinda Farkh Yontemlerle Tanimlanan Enterik Parazitlere Ait
Bulgular

Calismaya dahil edilen tim 6rnekler serum fizyolojik, lugol, FECT, TB ve KAF kalici
boyalari ile mikroskobik olarak incelenmistir. Ayrica Blastocystis suslarini Gretmek
icin Jones’ besiyeri kiltir ortami olarak kullaniimistir. Mikroskobik incelemelere ait

goruntiler Resim 4.1’de verilmektedir.

Resim 4.1. Farkli ydntemlerle goruntilenen protozoonlar: A-Blastocystis (SF40x
objektif), B,C-Blastocystis (Lugol,40x objektif), D,E- Blastocystis (kulttr-
Jones’ besiyeri,40x objektif), F,G- Blastocystis (TB,100x objektif), H,I-
Dientamoeba fragilis (TB, 100x objektif), Cryptosporidium sp.(KAF,100x
objektif).

Mikroskobik inceleme ve kultir yonteminin yani sira Blastocytis ve D. fragilis igin
tum digki érneklerinden DNA izolasyonu yapilarak real time PCR ile incelenmistir.

Toplam 438 hastanin %29’unda parazit saptanmistir. immiin yetmezIikli olgularda
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bu oran %22,9 olarak tespit edilirken, immun yeterli olgularda %36,8 olarak
bulunmustur. Her iki grup arasinda parazit sikligi agisindan istatistiksel fark anlaml
olarak saptanmistir (y?=10,17, p=0,001). Hasta gruplari arasinda imm{in yetmezIikli
olgulara gore immun yeterli olgularda parazit sikligi daha yuksek belirlenmigtir. Her
iki hasta grubunda en sik saptanan parazit Blastocystis olarak bulunmus,
helmintlere ait herhangi bir etken belirlenememistir. immiin yetmezIlikli ve immiin
yeterli ishalli hastalarda tespit edilen tim protozoonlarin dagdilimi Cizelge 4.3’de
gOsterilmektedir.

Cizelge 4.3. Immiin yetmezlikli ve immiin yeterli ishalli hastalarda saptanan enterik
protozoonlarin dagihmi

Immiin yetmezlikli immiin yeterli Toplam
(n=245) (n=193) (n=438)
Protozoon Enfeksiyon Enfeksiyon Enfeksiyon
N orani N orani p N orani
(%95 CI) (%95 CI) (%95 CI)
Blastocystis? 28 11,4 (7,9-15,9) 40 20,7 (15,5-26,9) 0,008 68 15,5(12,4-19,2)
Dientamoeba fragilis® 26 10,6 (7,2-14,9) 26 13,5(9,2-18,9) 0,36 52 11,9 (9,1-15,2)
Giardia duodenalis®¢ 1 0,4 (0,02-2,0) 2 1,03 (0,2-3,4) 0,43 3 0,7 (0,2-1,9)
Cryprosporidium sp.¢ 1 0,4 (0,02-2,0) 2 1,03(0,2-3,4) 0,43 3 0,7 (0,2-1,9)
Chilomastix mesnili ¢ - 1 0,5(0,03-2,5 025 1 0,2 (0,01-1,1)
Toplam 56 22,9 (17,9-28,4) 71 36,8 (30,2-43,8) 0,001 127 29 (24,9-33,3)

* a-real time PCR, b-SF, c-KAF ve d-TB yontemi

Blastocystis ve D. fragilis koenfeksiyon orani immuin yetmezlikli hastalarda %1,63
(4/245), immin yeterli hastalarda ise %4,15 (8/193) olarak tespit edilmistir (y?=2,55,
p=0,11). Ayrica immun yetmezlikli hasta grubunda %0,4 (1/245) oraninda
Blastocystis ve G. duodenalis koenfeksiyonu ile %0,4 (1/245) oraninda Blastocystis
ve Cryptosporidium sp. koenfeksiyonu saptanmistir. immiin yeterli hasta grubunda
ise sadece %0,52 (1/193) oraninda Blastocystis ve Chilomastix mesnili
koenfeksiyonu tespit edilmistir. Hasta gruplar arasinda Blastocystis ve D. fragilis

koenfeksiyonu agisindan anlamli fark saptanmamistir (p=0,11) (Sekil 4.4).
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immiin yetmezlikli hasta grubu immiin yeterli hasta grubu Biastocystis (n=68)
Dientamoeba fragilis (n=52)
Giardia duodenalis (n=3)
Cryptosporidium sp. (n=3)

32 8 26 Chilomastix mesnili (n=1)
24 4 22

Sekil 4.4. immiin yetmezlikli ve immin yeterli hasta gruplarindaki parazitlerin
koenfeksiyon dagilimi.

4.3. Tanida Kullanilan Yontemlerin Karsilastiriimasi

Calismaya alinan tum digki érneklerinde Blastocystis %11’i (48/438) SF incelemesi,
%211,4’0 (50/438) Lugol incelemesi, %10,5'i (46/438) FECT'le, %10,7’si (47/438)
trikrom boyama ve %12,6’s1 (55/438) kultur yontemi ile pozitif olarak saptanmistir.
D. fragilis i¢in ise orneklerin %3,2’si (14/438) trikrom boyama ile pozitif sonug
vermigtir. Bu inceleme ydntemleri arasinda her iki protozoon en yuksek olarak real
time PCR yontemi ile saptanmigtir. TUm olgularda Blastocystis %15,5 (68/438)
olarak D. fragilis ise %11,9 (52/438) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Blastocystis ve D. fragilis’in pozitifliginin farkli tani yontemlerine goére

dagilimi
immiin yetmezlikli immiin yeterli Toplam
(n=245) (n=193) (n=438)
Sayi % Sayi % Sayi %
Blastocystis
SF 20 8,16 28 14,50 48 11,0
Lugol 20 8,16 30 15,54 50 11,4
FECT 19 7,75 27 13,98 46 10,5
B 20 8,16 27 13,98 47 10,7
Kaltir 21 8,57 34 17,61 55 12,6
Real time PCR 28 11,4 40 20,72 68 15,5
Dientamoeba fragilis
TB 4 1,63 10 5,18 14 3,2
Real time PCR 26 10,61 26 13,47 52 11,9

Bu calismadaki konvansiyonel yontemler ile belirlenen Blastocystis ve D. fragilis’in
dagilimindaki verileri molekuler yontemler ile karsilastirdigimizda gergek pozitifligin
farkli oldugunu goérmekteyiz. SF yontemi ile Blastocystis saptanan 48 6rnegin real

time PCR yontemiyle 39'u (%81,3) pozitif olarak saptanmistir. Bununla birlikte TB
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yontemiyle D. fragilis saptanan 14 6rnegin real time PCR ydntemi ile 10’u (%71,4)
pozitif saptanmigtir. Ayni sekilde tim yontemlerin real time PCR ile kargilastiriimasi
Cizelge 4.5'te sunulmaktadir.

Cizelge 4.5. Real time PCR ile saptanan Blastocystis ve D. fragilis pozitifliginin
konvansiyonel yontemler ile kargilastirimasi

Real time PCR t degeri p degeri
Pozitif Negatif
Blastocystis
Pozitif (n=48) 39 9
SF Negatif (n=390) 29 361 -3,00 p=0,002
Toplam (n=438) 68 370
Pozitif (n=50) 42 8
Lugol Negatif (n=388) 26 362 -2,66 p=0,007
Toplam (n=438) 68 370
Pozitif (n=46) 40 6
FECT Negatif (n=392) 28 364 -2,89 p=0,003
Toplam (n=438) 68 370
Pozitif (n=47) 44 3
TB Negatif (n=391) 24 367 -2,43 p=0,02
Toplam (n=438) 68 370
Pozitif (n=55) 53 2
Kaltar Negatif (n=383) 15 368 -1,47 p=0,14
Toplam (n=438) 68 370
Dientamoeba fragilis
Pozitif (n=14) 10 4
TB Negatif (n=424) 42 382 -5,63 p<0,001
Toplam (n=438) 52 386

Blastocystis saptanmasinda SF, Lugol, FECT ve TB ydntemlerinin real time PCR
yontemi ile karsilastirimasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir
(p<0,05). Ancak kiiltir ve real time PCR ydntemleri arasinda istatistiksel olarak bir
anlamli fark bulunmamigtir (p=0,14). Bu da kuiltur yonteminin diger yontemlere (SF,
Lugol, FECT ve TB) gore Blastocystis tanisinda daha duyarli oldugunu
bildirmektedir. D. fragilis saptanmasinda da TB yonteminin real time PCR yontemi

karsilastirimasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir (p<0,001).

Blastocystis ve D. fragilis'in galigmamiza dahil edilen digki 6rneklerine uygulanan
SF, Lugol, FECT, TB, kultur ve real time PCR yontemlerinin duyarhlik ve
Ozgullalikle ilgili karsilastirma sonuglari Cizelge 4.6 verilmistir. TUm tani yontemleri
icin real time PCR altin standart olarak kabul edilerek duyarlilik, 6zgullik, pozitif ve
negatif belirleyicilik (prediktif) degerleri hesaplanmistir. Yontemler arasindaki
tutarhlik Kappa katsayisi ile degerlendiriimistir ve x=0,21-0,40 ise orta/duslk
derecede, k=0,41-0,60 ise orta derecede, x=0,61-0,80 ise gug¢ll/ylksek derecede,
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k= 0,81 ise ¢cok gugli/gok yuksek derecede tutarl kabul edilmistir. Blastocystis igin
SF, Lugol, FECT ve TB ydntemlerinin tutarhdi gucli/ylksek derecede, kaltur
yonteminin ise ¢ok gugli/cok yuksek derecede saptanmistir. D. fragilis igin de TB
yonteminin tutarligi orta/dusuk derecede saptanmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Hasta gruplarinda Blastocystis ve D. fragilis icin real time PCR ydntemi

altin standart olarak kabul edildiginde SF, Lugol, FECT, TB ve kultur
yontemlerinin karsilagtiriimasi

SF Lugol FECT TB Kaltar
Blastocystis
Duyarlihk % 57,35 % 61,76 % 58,82 % 64,71 % 77,94
Ozgullik % 97,57 % 97,84 % 98,38 % 99,19 % 99,46
Pozitif prediktif deger % 81,25 % 84 % 86,96 % 93,62 % 96,36
Negatif prediktif deger % 92,56 % 93,3 % 92,86 % 93,86 % 96,08
x degeri (tutarhhk) 0,62 0,66 0,66 0,73 0,84
Dientamoeba fragilis
Duyarhlik - - - % 19,23
Ozgiillik - - - % 98,96
Pozitif prediktif deger - - - % 71,43
Negatif prediktif deger - - - % 90,09
x degeri (tutarhlik) 0,27

4.4. Real time PCR Bulgulari

Real time PCR ile toplam 438 6rnegin 68’inde (%15,5) Blastocystis, 52’inde (%11,9)
D. fragilis farkli Ct degerlerinde poxzitiflik géstermistir. immiin yetmezlikli olan hasta
grubundaki Blastocystis’in amplifikasyon Ct degeri ortamasi 23,9 olarak belirlenmis,
en dusuk Ct degeri 16,7 iken en yuksek Ct degeri 34,6 olarak gozlenmistir. D.
fragilis’in amplifikasyon Ct degeri ortamasi ise 29,8 olarak saptanmis, en dusuk 16,5
en yuksek 34,3 Ct degerleri belirlenmistir (Sekil 4.5, Cizelge 4.7).
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Sekil 4.5. immiin yetmezlikli ve immiin yeterli hasta grubundaki Blastocystis ve D.
fragilis real time PCR ydntemindeki Ct de@erlerinin genel toplam, cins ve
yas gruplarina gore dagihm grafigi (Pozitif real time PCR sonug¢ sayisi
hata ¢ubuklarinin Gzerinde gosterilmigtir).

immiin yetmezlikli kadinlarda Blastocystis Ct degeri ortalamasi 22,58 saptanirken
ve immun yeterli kadinlarda ise 26,14 olarak bulunmus ve her iki grup arasindaki bu
fark istatistiksel anlamlilik ifade etmistir (t=2,09, df=35, p=0,04) (Cizelge 4.7). Bu
durum immin yetmezlikli kadinlarda Blastocystis yodunlugunun daha yuksek
oldugunu gostermigtir. Genel olarak immun yetmezIikli hastalarda Blastocystis Ct
degeri ortalamasi 23,96 saptanirken ve immun yeterli hastalarda ise 24,86 olarak
bulunmus ve istatistiksel bir fark bulunmamaktadir (p=0,24). D. fragilis’in Ct degeri
ortalamasi ise immun yetmezlikli hastalarda 29,81 saptanirken ve immun yeterli
hastalarda 28,79 olarak tespit edilmistir ve istatistiksel bir fark bulunmamaktadir
(p=0,53).

Cizelge 4.7. Blastocystis ve D. fragilis real time PCR Ct degerlerinin ortalamasi

_ Blastocystis . Dientamoeba fragilis
Immiin Immiin Immiin Immiin
yetmezlikli yeterli p yetmezlikli yeterli P

Erkek 24,76 23,71 0,54 30,29 28,47 0,69
Kadin 22,58 26,14 0,04 29,45 29,02 0,83
18 -40 22,31 24,90 0,23 29,03 30,43 0,55
41 -63 23,02 25,91 0,17 29,45 29,33 0,96
>64 25,19 23,62 0,55 31,25 24,60 0,07
Toplam 23,96 24,86 0,24 29,81 28,79 0,53

Real time PCR’da pozitif olarak belirlenen toplam 68 Blastocystis izolatinin alt tir
analizi NGS yontemi ile yapilmigtir.



81

4.5. Blastocystis Alt Turlerinin Yeni Nesil Dizi Analizi Sonuglari

Her iki grup hasta érneklerinden real time PCR ile pozitif olarak belirlenen 68 érnegin
alt tarleri NGS lllumina Miseq platformu (ABD) kullanilarak yapildi. Calismaya dabhil
edilen orneklerden toplam 18 813 471 okuma cifti olusturuldu ve 6rnek basina
ortalama 147 257 okuma yapildi. Kirpma, cift birlestirme ve kalite filtrelemesinin
ardindan toplam 5 048 511 birlestiriimis okuma elde edildi. Toplam 68 Blastocystis

ornegin alt tr analizi 40 benzersiz OTU kullanilarak yapilmigtir.

Bu calismada toplam bes Blastocystis alt tart (ST1, ST2, ST3, ST4 ve ST6) tespit
edilmigtir. Tek basina alt tir enfeksiyonlari %79,4 (n=54) olarak saptanirken miks
alt tir enfeksiyonlari ise % 20,6 (n=4) olarak saptanmistir. Immin yetmezlikli ve
immun yeterli hasta gruplari arasindaki Blastocystis alt tir dagilimi Cizelge 4.8’de
sunulmustur.

Cizelge 4.8. Yeni Nesil Dizi analizi ile tanimlanan Blastocystis alt tlrlerinin immun
yeterli ve immun yetmezlikli hasta gruplarina gére dagilimi

immiin yeterli hasta grubu immiin yetmezlikli hasta grubu
Hasta ID (yog\L:tn’:ldrk %) Hasta ID (yogl.::tnT:L %) Hasta ID (yogl.\L:trﬁzL %)
DIF 016 ST2(4)*/ST3(96,0) iDIF 158 ST3(100) | IY/F 001  ST3(100)
ID/IF018  ST1(15,5)/ST3(84,5) ID/F 164  ST3(100) IY/FO0O5  ST2(100)*
iD/F 033  ST3(100) iD/F 165  ST1(85,8)*/ST3(14,2) iY/F006  ST3(100)
ID/F 037  ST3(100) iD/F 169  ST3(100) iY/F026  ST3(100)
iD/F 038  ST3(100) iD/IF 170 ST2(99,7)*/ST3(0,3) iY/F034  ST2(99,7)*/ST3(0,3)
ID/IF 042  ST1(99,7)*/ST3(0,3) iD/F 173 ST2(100)* iY/F059  ST3(100)
ID/F 043  ST2(0,1)/ST3(99,9) iD/F 180  ST2(100) iY/F074  ST3(100)
iD/IF 045  ST3(100) iD/F 184  ST1(100)* iY/F078  ST1(99,5)/ST3(0,5)
ID/F 047  ST3(100) iD/F 185  ST3(100) iY/F082  ST1(99,8)/ST3(0,2)
iD/F 063  ST3(100) iD/F 188  ST3(100) iY/F085  ST3(100)
iD/IF 067  ST3(100) iD/F 204  ST3(100) iY/F100  ST3(100)
ID/F 068  ST2(91,4)*/ST3(8,6) iD/F210  ST3(100) iY/F108  ST2(100)*
iD/F 071 ST3(100) iY/F109  ST2(100)*
ID/IF072  ST3(100) iY/F 114 ST1(100)
ID/IF085  ST3(100) iY/F 115  ST3(100)
iD/F 087  ST2(99,8)/ST3(0,2) iY/F 121 ST3(100)
ID/IF089  ST3(100) iY/F 124  ST2(100)
iD/F 091  ST1(100) iY/F133  ST3(100)
iD/F099  ST1(99,3)/ST3(0,7) iY/F136  ST3(100)
ID/IF 100  ST2(39,2)*/ST3(60,8) iY/F 156  ST3(100)
iD/IF 104  ST2(100)* iY/F170  ST3(100)
iD/F 109  ST6(100) iY/F 171 ST3(100)
ID/IF 115  ST3(100) iY/F 174 ST6(100)
iD/IF 125  ST2(100)* iY/F180  ST2(37,1)*/ST3(62,9)
ID/IF 129  ST3(100) iY/F 185 ST2(100)
iD/F 133 ST3(100) iY/F206  ST3(100)
iD/IF 150  ST2(100) iD/F 1571 ST2(100)*
ID/F 151 ST4(100) iD/F 159°  ST3(100)
ID/F = Immiin yeterli hasta grubu, L Yanliglikla immiin yeterli hasta grubunda kodlanmis

IY/F = immiin yetmezlikli hasta grubu *= intra-subtype degiskenligini gdsterir
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Calismamizda her iki hasta grubunda en yaygin alt tir olarak %54,4 (n=37) ST3
saptanmigtir. Sonraki alt tar goralme sikhdr ST2 %16,2 (n=11), ST1 %4,4 (n=3),
ST6 %2,94 (n=2) ve ST4 %1,47 (n=1) olarak tespit edilmigtir. Hasta gruplari
arasinda alt tir dagilimi istatistiksel olarak anlamli fark géstermemistir (Cizelge 4.9).
En sik gorulen miks alt tur ST2/ST3 (%11,8) olarak tespit edilmis, ikinci olarak
ST1/ST3 (%8,8) miks alt tiir enfeksiyonu saptanmigtir (Cizelge 4.9). immin yeterli
hasta grubunda miks alt tirler (ST1/ST3 ve ST2/ST3: %25) immun yetmezlikli hasta
grubuna goére (ST1/ST3 ve ST2/ST3: %14,28) anlaml olarak daha ylksek
saptanmigtir (OR=3,29, p=0,04, lojistik regresyon analizi).

Cizelge 4.9. Blastocystis alt turlerinin hasta gruplarina gére dagihmi

immiin yetmezlikli  immiin yeterli Toplam

(n=28) (n=40) (n=68) b p

n (%) n (%) n (%)
ST1 1(3,57) 2 (5) 3 (4,42) 007 0,77
ST 2 6 (21,43) 5 (12,5) 11 (16,18) 09 0,32
ST 3 16 (57,15) 21 (52,5) 37 (54,41) 014 0,70
ST 4 - 1(2,5) 1(1,47) 071 0,39
ST6 1 (3,57) 1(2,5) 2 (2,94) 006 0,79
ST1/ST3 2(7,14) 4 (10) 6 (8,82) 016 0,68
ST2/ST3 2 (7,14) 6 (15) 8 (11,8) 098 0,32

+?=2,73, SD=6, p=0,84

Her iki hasta grubundaki (n=68) alt tur dagihmi $ekil 4.6’da verilmektedir.

ST 3

57, [——

16,2

ST2rsTs [
11,8
sT1/sTo [
8,8
sT1 [y

44
sTe B
29

ST 4
15

00 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0 60,0

mimmin yetmezlikli (n=28)  mimmin yeteri (n=40) Toplam (n=68)

Sekil 4.6. Caliisma gruplarindaki Blastocystis alt tur dagihmi.
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Alt tdrlerin dagihminda ST1, ST2 ve ST3 alt tlrleri Blastocystis izolatlarinin
%75,01’ni olusturmustur. ST4 sadece immun yeterli hasta grubunda bir 6rnekte,

ST6 ise her iki hasta grubunda birer érnekte saptanmistir.

4.6. Blastocytis Alt Tiir ici Degiskenligi (Intra-subtype)

Bu calismada bes farkh Blastocystis alt tirl (ST1-ST4, ST6) tespit edilmistir. Alt
turleri belirlenen toplam 68 hasta Orneginin timu 40 benzersiz OTU altinda
biriktirilmistir. Bununla birlikte benzersiz OTU’lar degerlendirildijinde ¢alismada ST1
olarak saptanan 9 6rnegin 3’Unde (%33,3) ve ST2 olarak saptanan 19 6rnegin
13‘Unde (%68,4) intra-subtype (alt tir ici) degiskenlik gézlenmigtir. Diger ST3, ST4
ve ST6 olarak saptanan Oorneklerin arasinda intra-subtype degigskenlik
gozlenmemigtir. Buna gore en fazla ST2 alt tirinde intra-subtype degiskenlik
saptanmistir. Ayrica bir hasta érneginde (hasta [Y/F109) ST2 alt tiiriinde ikiden fazla
intra-subtype cesitliligi tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Yeni Nesil Dizi analizi ile Blastocystis alt tlirlerinde saptanan benzersiz
operasyonel taksonomik birimler (OTU'lar)

Alt tir basina Alt tiir basina

ST benzersiz Unllgue OTU iceren Hasta ID
OTU sayisi ornek sayisi

ST1 8 unig-6 3 ID/F42*, 1Y/F82, IY/IF114
unig-11 3 iD/F18, ID/F91, ID/F99
unig-12 1 iD/F184*
unig-26 1 IY/F78
unig-33 1 iD/IF165*
unig-35 1 ID/F165*
unig-38 1 iDIF42*
unig-39 1 iD/IF184*

ST2 20 unig-8 6 iD/F68*, ID/IF104*, ID/F157*, IDIF170*, iY/F124, IY/F180*,
unig-25 4 iD/F16*, ID/IF100%, iY/F34*, iY/F109*
unig-13 2 iD/F87, IDIF150
unig-17 2 iD/F68*, ID/IF170*
unig-19 2 iD/IF16*, IY/F5*
unig-23 2 iD/IF125*, iY/F108*
unig-30 2 iD/IF125*, IY/F5*
unig-14 1 iD/F180
unig-15 1 ID/IF173*
unig-18 1 iD/IF104*
unig-22 1 iY/F185
unig-24 1 IY/F34*
unig-27 1 iY/F109*
unig-29 1 iD/IF157*
unig-31 1 iY/F108*
unig-32 1 iY/F180*
unig-34 1 iD/F100*
unig-36 1 iY/F109*
unig-37 1 iD/IF173*
unig-40 1 ID/F43

ST3 9 unig-1 27 iD/F18, ID/F33, ID/F42, ID/F43, ID/F47, ID/F71, ID/F85, ID/F89,

iD/F99, ID/F100, ID/F158, ID/F164, ID/IF169, IY/F1, IYIF6,
IY/F34, IY/F59, 1Y/F82, 1Y/F85, IY/F100, 1Y/F115, IY/F121,
iY/F133, 1Y/F170, IY/F206, iD/F165, ID/F170
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Cizelge 4.10. (devam) Yeni Nesil Dizi analizi ile Blastocystis alt turlerinde saptanan
benzersiz operasyonel taksonomik unitler (OTU'lar)

unig-2 6 iD/F115, ID/F133, ID/F188, ID/F204, iY/F78, IY/F156
unig-3 6 iD/F37, IDIF38, ID/F72, ID/F87, IY/F136, IY/F171
unig-4 4 ID/F16, IDIF45, IY/F26, IY/F74
unig-5 3 iD/F67, ID/IF68, ID/F129
unig-7 2 iD/F159, ID/F185
unig-9 1 iD/F210
unig-10 1 iD/F63
unig-28 1 iY/F180
ST 4 1 unig-21 1 iD/F151
uniq-16 1 ID/F109
ST6 2 unig-20 1 iYIF174

* intra-subtype degiskenlik iceren Blastocystis izolatlari kalin yazilmistir

4.7. Blastocystis Alt Turlerinin Filogenetik Analizi

Yeni nesil dizi analizi yontemi ile alt turleri belirlenen toplam 68 Blastocystis
izolatinin gen dizileri Genbank’da kayitli referans diziler ile karsilastirilarak
siralanmis ve evrimsel uzakliklari belirlenmistir (Sekil 4.7). ssu-rRNA dizilerinin veri
tabanina girilmesi sonucu c¢alismamizda belirlenen Blastocystis alt tirleri ile
filogenetik analiz sonuclarinin birbiriyle tamamen o6rtlistigu goralmustar. Alt tara
ST3 olarak belirlenen toplam 51 6rnek Genbank’da kayitli ST3 referans ssu-rRNA
dizileri ile ayni dalda, ST2’ olarak belirlenen 19 6rnek ST2 referanslari ile ayni dalda,
ST1 olarak belirlenen 9 érnek ST1 referanslari ile ayni dalda, ST4 olarak belirlenen
1 6rnek ST4 referanslari ile ayni dalda ve ST6 olarak belirlenen iki 6rnek de ST6

referanslari ile ayni dallarda yer almistir.
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100 L— ST 6 (IY/F174)

Dientamoeba fragilis (U37461.1)

Sekil 4.7. Calismamizda elde edilen Blastocystis gen dizilerinin kismi filogenetik
analizi (e Genbankadaki yurtdigi suslarl. © Genbankadaki Tiirkiye'de elde edilen).

4.8. Hasta Gruplarindaki Blastocystis ve D. fragilis’in Cinse, Yasa ve Mevsime
Gore Dagilimina Ait Bulgular
immiin yeterli ve immiin yetmezlikli hasta gruplarinda real time PCR ile Blastocystis
ve D. fragilis pozitifligi ile yas, cinsiyet ve mevsimler arasinda bir iligki olup
olmadigini belirlemek igin lojistik regresyon analizi yapilmistir (Cizelge 4.11).
Blastocystis'in gorulme sikhgr immun yeterli hasta grubunda immun yetmezlikli
hasta grubuna gore anlamli olarak yliksek saptanmistir (y?=7,07, %95 CI: 1,20-
3,43, p=0,008). Cinse gore erkek kadin arasinda bir fark gbzlenmezken (OR=1,04,

p=0,89 lojistik regresyon analizi), immun vyeterli erkelerde immuin yetmezlikli
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erkeklere gore anlamli olarak daha ylksek bulunmustur (y?=6,83, %95 CI: 1,27—
6,41, p=0,01). Yas gruplari arasinda Blastocytis pozitifligi agisindan anlamli farklilik
saptanmazken, 64-74 yas grubundaki immun yeterli hastalarda immun yetmezIikli

olgulara gére anlaml olarak Blastocytis pozitifligi daha yiksek oranda saptanmistir
(¥?=14,43, %95 ClI: 0,03-0,38, p<0,001). Blastocystis pozitifliginin mevsimlere gore
dagiliminda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamasina ragmen (y?=1,04,
SD=3, p=0,79), sonbaharda immun yeterli hastalarda goérilme sikhgr immuin
yetmezlikli olgulara gére anlamli olarak daha yiiksek oranda saptanmistir (y?=3,90,
%95 CI: 0,95-16,45, p=0,04). D. fragilis pozitifligi her iki gruptaki parametrelerde

anlaml bir fark géstermemistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Blastocystis ve D. fragilis'in arastirma grubundaki cinse, yasa ve
mevsime gore dagihmi

Immiin ; .. .
yetmezlikli pman yetgrl X OR p degeri
0 0
n/IN (%) n/N (%) (%95 CI)
Blastocystis
Genel 28/245 (11,43) 40/193 (20,72) 7,07 2,03 (1,20-3,43) 0,008
Erkek 10/109 (19,17) 21/94 (22,34) 6,83 2,85 (1,27-6,41) 0,01
Kadin 18/136 (12,95) 19/99 (19,19) 1,52 1,56 (0,77-3,15) 0,22
x*=1,87, SD=1, p=0,17
Yasa gore dagilim
18-29 5/31 (16,13) 8/57 (14,03) 0,07 0,85 (0,25-2,86) 0,79
30-40 3/25 (12) 4/36 (11,11) 0,01 0,92 (0,19-4,51) 0,91
41-52 6/49 (12,24) 7/31 (22,58) 1,45 2,09 (0,63-6,94) 0,23
53 -63 7/68 (10,29) 8/33 (24,24) 3,23 2,79 (0,91-8,51) 0,07
64-74 5/60 (8,33) 12/27 (44,44) 14,43 0,12 (0,03-0,38) <0,001
75 - 85 2/12 (16,66) 1/9 (11,11) 0,13 0,63 (0,05-8,20) 0,72
=2,14, SD=5, p=0,83
Mevsime goére dagilim
ilkbahar 14/97 (14,43) 16/84 (19,05) 0,69 1,40 (0,64-3,06) 0,40
Yaz 2/47 (4,25) 4/30 (13,33) 2,04 3,46 (0,59-20,22) 0,16
Sonbahar 3/52 (5,76) 7/36 (19,44) 3,90 3,94 (0,95-16,45) 0,04
Kis 9/49 (18,36) 13/43 (30,23) 1,77 1,93 (0,73-5,09) 0,19
*=1,04, SD=3, p=0,79
Dientamoeba fragilis
Genel 26/245 (10,61) 26/193 (13,47) 0,84 1,31 (0,73-2,34) 0,36
Erkek 11/109 (10,09) 11/94 (11,70) 0,14 1,18 (0,49-2,86) 0,71
Kadin 15/136 (11,03) 15/99 (15,15) 0,86 1,44 (0,67-3,10) 0,35
1*=0, SD=1, p=0,99
Yasa gore dagilim
18-29 5/31 (16,13) 6/57 (10,52) 0,56 0,61 (0,17-2,19) 0,45
30-40 3/25 (12) 7/36 (19,44) 0,62 1,77 (0,41-7,63) 0,44
41-52 7/49 (14,28) 4/31 (12,90) 0,03 0,89 (0,24-3,33) 0,86
53 - 63 4/68 (5,88) 3/33 (9,09) 0,34 1,60 (0,34-7,60) 0,55
64 —74 7/60 (11,66) 4/27 (14,81) 0,16 1,32 (0,35-4,94) 0,68
75 - 85 -112 (-) 2/9 (22,22)
+=5,47, SD=5, p=0,36
Mevsime goére dagilim
ilkbahar 17/97 (17,52) 10/84 (11,90) 1,14 0,64 (0,27-1,48) 0,29
Yaz 2/47 (4,25) 2/30 (6,66) 0,21 1,61 (0,21-12,06) 0,64
Sonbahar 3/52 (5,77) 6/36 (16,66) 2,70 3,27 (0,76-14,04) 0,11
Kis 4/49 (8,16) 8/43 (18,60) 2,22 2,57 (0,72-9,24) 0,14

=415, SD=3, p=0,25
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4.9. Blastocystis ve D. fragilis Pozitif Saptanan immiin Yeterli ve Yetmezlikli
Olgularin Kliniklere Gore Dagilimina Ait Bulgular

Calismaya dahil edilen 438 hasta 15 farkli klinikten génderilmistir. Toplam olgular

goz onune alindiginda Blastocystis enfeksiyonu Genel Dahiliye kliniginde diger
kliniklere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yliksek saptanmistir (y?=5,27,
p=0,02). Bununla birlikte Medikal Onkoloji kliniginden basvuruda bulunan olgularda
ise diger kliniklere gore anlamli olarak daha az siklikta saptanmistir (y?=4,46,
p=0,03). Diger kliniklerde anlamli bir fark saptamamistir (Cizelge 4.12). D. fragilis
enfeksiyonu sadece Eriskin Acil'den basvuran olgularda diger kliniklere goére
istatiksel olarak anlaml diizeyde yiksek saptanmistir (y?=4,92, p=0,02) (Sekil 4.8,
Cizelge 4.13).

Blastocystis
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Sekil 4.8. Blastocystis ve D. fragilis'in kliniklere goére dagilimi (*immin yetmezlikli olan

hasta klinikleri).

Cizelge 4.12. Blastocystis saptanan ve saptanmayan olgularin kliniklere goére

dagilimi
Pozitif (n=68) Negatif (n=370)
Sayi % Sayi % Toplam x P
Genel Cerrahi 1 50 1 50 2 1,82 0,17
Genel Dahiliye 6 35,3 11 64,7 17 5,27 0,02
Endokrinoloji 1 33,3 2 66,7 3 0,73 0,39
Erigkin Acil 7 25 21 75 28 2,04 0,15
Nefroloji 2 22,2 7 77,8 9 0,31 0,57
Gastroenteroloji 22 20,4 86 79,6 108 2,56 0,11
Hematoloji 17 16,0 89 84,0 106 0,02 0,86
Enfeksiyon Hastaliklari 3 12,5 21 87,5 24 0,17 0,67
Medikal Onkoloji 5 7,1 65 92,9 70 4,46 0,03
Kemik iligi 4 7,1 52 92,9 56 3,44 0,06
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Cizelge 4.13. Dientamoeba fragilis saptanan ve saptanmayan olgularin kliniklere

gore dagilimi

Pozitif (n=52) Negatif (n=386)

Sayi % Sayi % Toplam 'S P
Romatoloji 1 25 3 75 4 0,66 0,41
Geriatri 1 25 3 75 4 0,66 0,41
Eriskin Acil 7 25 21 75 28 4,92 0,02
Enfeksiyon Hastaliklari 4 16,7 20 83,3 24 0,55 0,45
Hematoloji 15 14,2 91 85,8 106 0,69 0,40
Genel Dahiliye 2 11,8 15 88,2 17 0,0002 0,98
Gastroenteroloji 12 11,1 96 88,9 108 0,07 0,77
Medikal Onkoloji 7 10 63 90 70 0,27 0,59
Kemik iligi 3 54 53 94,6 56 2,60 0,10

Calismaya dahil edilen tim olgulara ait 6rnekler toplam 15 farkli poliklinik ve
kliniklerden gonderilmistir. Kadin Hastaliklari ve Dogum, Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon ve Go6gus Hastaliklarindan gonderilen hastalardan higbirinde parazit
saptanmamistir. Romatoloji ve Geriatri poliklinik ve Kkliniklerinden génderilen
orneklerde Blastocystis gdzlenmemigtir. D. fragilis ise Nefroloji ve Endokrinoloji

poliklinik ve kliniklerinden gonderilen 6rneklerde gordlmemigtir.

Blastocystis alt turlerinin kliniklere gbére dagihmi Sekil 4.9’da gdOsterilmektedir.
Blastocystis alt tlir dagihm cesitliligi en fazla Hemotoiji kliniginden gelen érneklerde
(ST1, ST2, ST3, ST6 ve miks alt tir olarak ST1/ST3) saptanmistir. Calismamizda

sadece bir 6rnekte alt tir ST4 saptanmis olup Eriskin Acil’den génderilmistir.

Blastocystis ST

"Nefroloji IS 50 [n=2

*Medikal Onkoloji NN 60 20 n=5

“Kemik lligi’ 5 I - 4
*Hematoloji IESIIEZE 58,8 59|n=17

Genel Dahiliye [EEGEGEEEEN 33 I =6

Genel Cerrahi [ O =1

Enfeksiyon Hastalklan [EE 66,7 In=3

Endokrinoloji| 100 |n=1
Gastroenteroloji [IIESEIN 54,5 136 IEE =22

Erigkin Acil IS 57,1 TS s n=T
Toplam E2EEZN 54,4 1529 88 EEn=638

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
EsT1 HST2 msT3 HST4 MWST6 MsTUST3 MST2ST3

Sekil 4.9. Blastocystis alt tirlerinin kliniklere gore dagilimi (Dikey cizgide Blastocystis
pozitif olan hasta sayilari, yatay cizgide alt tiirler % olarak ifade edilmisitir.*immiin
yetmezIikli olan hasta klinikleri).
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5. TARTISMA

Blastocystis ve D. fragilis dinyada insanlarda yaygin bulunan gastrointestinal
sistem protozoonlaridir. Gastrointestinal semptomlari olan hastalarda Blastocystis
ve D. fragilis siklikla bulunmasina ragmen, her iki protozoon da herhangi bir
semptomu olmayan saglikli kisilerde de tespit edilmektedir [30, 392]. Bu
protozoonlarin her ikisinin de patojenitesi hakkinda kesin bilgiler bulunmamaktadir.
Semptomatoloji ile iligkileri konusunda yeterli bilgi bulunmamasi bu organizmalarin
varhgi icin rutin tani testlerinin yapilmasinin gerekip gerekmedigi sorusuna yol
acmaktadir [142, 393].

Bu calismada, immiun yetmezlikli ve immtuin yeterli ishalli hastalarda Blastocystis ve
D. fragilis’in varhgi farkli tani yontemleriyle arastirilmig, bu tani yontemlerinin
Ozgulluk ve duyarlliklari belirlenmigtir. Ayrica Blastocystis alt tur belirlenmesi NGS

yontemi kullanilarak yapilmistir.

Blastocystis ve D. fragilis tanisi birgok rutin tani laboratuvarinda ihmal edilmektedir.
Her iki protozoonun patojenitesi konusunda suregelen tartismalar digki orneklerinin
incelenmesinde gereken dnemin verilmemesine yol agmakta ve bu nedenle ¢ok
sayida Blastocystis ve D. fragilis ile enfekte olgu gézden kacgiriimaktadir [10, 11].
Ayrica rutin parazitolojik digki incelemelerinde en yaygin direkt mikroskobik
inceleme gibi duyarliigi dusuk yontemlerin kullaniimasi literatirdeki prevalans
verilerinin gergekligini tartismali hale getirmektedir. Ozellikle D. fragilis tanisinda
direkt mikroskobik incelemenin yerinin olmamasi nedeniyle, sadece bu yontemi
kullanan laboratuvarinin bu paraziti gézden kacgirmalarina neden olmaktadir. Bu
protozoonun gercek prevalansin saptanabilmesi i¢in trikrom boyama yontemi ve
maliyeti yuksek olan molekuler tani yontemlerinin kullanilmasi gerekmektedir [50,
284]. Blastocystis tanisinda dunyada yaygin olarak direkt mikroskobik inceleme
yontemi kullanilmakla birlikte emek yogun trikrom boyama yontemide en sik
kullanilan boyali inceleme yontemidir. Mikroskobik incelemelerin zaman alici olmasi
ve deneyim gerekliligi, en az Ug¢ farkli ginde alinmig 6érnegin incelenmesi, diskida
bulunan artefaktlar, boyut ve sekil farkhliklari, I6kosit, maya ve parazitlerle
karigtirilabilmesi tanida zorluklari olusturmaktadir [4, 18, 47, 50, 157, 393, 394].
Blastocystis tani duyarlihdini arttirmak igin maliyeti disik mini kiltar yonteminin

rutin  kullanilmasi gergcek prevalansinin ortaya konulmasinda buyuk katki
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saglamakla birlikte az sayida laboratuvar tarafindan kullaniimaktadir [233]. D.
fragilis tanisi igin boyali mikroskobik inceleme yine az sayida laboratuvar tarafindan
kullaniimakta, pratik bir kultir yontemi bulunmamaktadir [284]. Gunumuzde
mikrobiyal etkenlerin tanimlanmasinda molekuler yontemler giderek geliserek real
time PCR yontemi mali kaynadi olan laboratuvarlarda tanida yaygin olarak
kullaniimakta ve altin standart tani yontemi olarak kabul edilmektedir. Blastocystis
ve D. fragilis tanisinda real time PCR yoOntemine daha cok arastirmalarda yer
verilmektedir. Bu nedenle yapilan c¢alismalarda gergek prevalansin mikroskobik
inceleme sonucunda elde edilen verilerden daha yuksek oldugu tahmin edilmektedir
[16].

Dunyada yaklagik 1 milyar insanin Blastocystis ile enfekte oldugu tahmin
edilmektedir. Blastocystis ve D. fragilis’in tanisinda farkli yéntemlerin kullanildigi
calismalardan elde edilen sonuglar Cizelge 2.3 ve 2.7’de Ozetlenmigtir. Bu
calismalarin ¢ok farkli cografi bdlgelerde, farkh sosyo-ekonomik durumu olan
toplumlarda ve farkli tani yontemleri kullanilarak yapildigi gortiimektedir. Ozellikle
konvansiyonel ve molekuler taninin kullanildigi ¢calismalar arasinda farkl prevalans
oranlari dikkat gekmektedir. insan diski érneklerinin konvansiyonel ve molekuler
yontemlerle incelenmesinde Blastocystis enfeksiyonunun %0,54 ile %88,8 oraninda
oldugu gorulmektedir (Bkz. Cizelge 2.3). D. fragilis enfeksiyonu ise %0-%91 siklkta
gorulmektedir (Bkz. Cizelge 2.7). Turkiye'de yapilan calismalarda da Blastocystis’in
en sik saptanan intestinal parazit oldugu ve Ulke genelindeki dagiliminin %0,54—
%37,9 arasinda degistigi bildirilmistir  [19-28]. D. fragilis'in  Turkiye'deki
prevalansinin ise %0 ile %18,3 arasinda degistigi ¢esitli arastirmalarda gosterilmistir
[32-46].

Calismamizda toplam 438 ishalli digki 6rnedinde Blastocystis SF, Lugol, FECT, TB
ve kultir yontemleri ile sirasiyla %11, %11,4, %10,5, %10,7 ve %12,6 olarak
bulunmus ve molekuler yontem olarak real time PCR’da ise %15,5 sikliginda
saptanmistir. D. fragilis ise TB yonteminde %3,2 real time PCR’da %11,9 sikhginda
saptanmigtir. Sonuglarimiz Turkiye’de yapilan diger calismalardaki sonugclarla
uyumluluk gostermektedir [20, 43-45, 157]. Blastocystis tanisinda kullanilan
konvansiyonel yontemler real time PCR ile karsilastinldiginda trikrom boyama
yontemi ve kultir yonteminin duyarhlik ve o6zgulliklerinin sirasiyla %64,71 ve
%99,19 ile %77,94 ve %99,46 oldugu tespit edilmistir. Yapilan degerlendirmede,
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SF, Lugol, FECT ve TB yontemlerin real time PCR yontemi ile uyumlari gugli
(sirasiyla k=0,62, k=0,66, k=0,66 ve k=0,73), kultir yonteminin real time PCR
yontemi ile uyumu ise ¢ok guglu (k=0,84) bulunmustur. Trikrom boyama yonteminin
SF, Lugol ve FECT’e goére parazitin morfolojisinin taninmasinda avantaj sagladigi
gorulmustar. Blastocystis igin kiltar ydnteminin daha duyarli olduguda belirlenmisgtir.
Stensvold ve digerleri parazit siphesi olan 93 (%23’Unde pozitif) hastaya ait 107
(%26’ Inda pozitif) 6rnedi inceleyerek geleneksel ve molekiler ydntemleri
kargilagtiran calismalarinda Blastocystis tanisi icin PCR yontemi referans olarak
alindiginda, kaltur, TB ve FECT yontemlerinin duyarlihigini sirasiyla %89, %82 ve
%50 olarak bildirilmiglerdir [47]. Adiyaman Korkmaz ve digerleri ishalli olan (n=157)
ve olmayan (n=193) hastalara ait toplam 350 diski 6rnedinin %12’sinde (n=42)
DM’'da, %17’sinde (n=58) TB’'da, %19unda (n=66) DFA ve kultir ydontemleriyle
Blastocystis pozitif saptamislardir. Kultlr yontemi altin standart olarak alindiginda,

yontemlerin duyarlligini ise sirasiyla %65, %88 ve %100 olarak bildirmiglerdir [157].

Calismamizda D. fragilis tanisinda kullanilan TB yontemi real time PCR
karsilasgtinildiginda duyarliik ve 6zgulligunin %19,23 ve 98,96 oldugu tespit
edilmistir. D. fragilis tanisinda TB ydnteminin real time PCR ydntemi ile uyumu
dusuk (k=0,27) olarak bulunmustur. Sivcan ve digerleri gesitli kliniklerden basvuruda
bulunan gastrointestinal sikayeti olan hasta (n=101) ve saglikli (n=20) bireylere ait
242 diski 6rnegini dncelikle DM ve sonra kultur ve diger yontemlerle incelemiglerdir.
real time PCR altin standart olarak kabul edildiginde 121 digkiya ait duyarlihk DHB
icin %46, TB %0, PCR igin %54 olarak tespit edilmistir [45]. Calderaro ve digerlerinin
ishal, karin agrisi gibi semptomlari olan ve gelismekte olan tlkelerden (Asya, Afrika,
Dogu Avrupa, Orta ve Guney Amerika) go¢ eden veya evlat edilinen 491 hastaya
ait 959 6rnegin incelemesinde real time PCR yontemini altin standart olarak referans
aldiginda konvansiyonel yontemlerin (DM ve kultir) duyarliginin %37,1 oldugunu
bildirmislerdir [313]. Hamidi ve digerlerinin iran’da gastrointestinal sikayetleri olan
200 katihmcinin érnegini konvansiyonel ve molekuler yontemler karsilastirdiklari
calismada real time PCR ile %13,5 (n=27) D. fragilis pozitifligi saptanirken kultir
yontemi ile %1 (n=2), DHB ile %5 (n=10) olarak D. fragilis tespit etmiglerdir [329].

Hasta oOrneklerinin incelemesinde konvansiyonel ve molekuller yontemlerin (SF,
Lugol, FECT, TB, kulltur ve real time PCR) duyarhliklari ve &zgullikleri

karsilastirildiginda 6nemli fark oldugu gozlenmektedir. Caligmamizdaki geleneksel
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ve molekuler yontemler karsilastirildiginda diger calismalar ile uyumlu oldugu
gorulmektedir. Hem Blastocystis hem D. fragilis’in tanisinda kullanilan mikroskobik
yontemler deneyim gerektirdiginden siklikla yanlis pozitif veya negatif sonug elde
edildigi gbzlenmektedir. Ozellikle D. fragilis tanisinda mikroskobik ydntemlerin
yetersiz oldugunu gormekteyiz ve bu protozoonun daha kisa zamanda kesin
tanisinin konulmasi igin real time PCR yoOnteminin avantajli oldugunu belirlemig
bulunmaktayiz. Ayrica Blastocystis icin de real time PCR’nin kullanilamadigi
durumlarda kultur yontemiyle birlikte TB yonteminin kullaniimasinin tani duyarlihgini
arttiracagini dusunmekteyiz. Dogruman Al ve digerleri c¢alismalarinda birkag
yontemin Dbirlikte kullaniimasinin  yalanci negatif veya pozitif sonuglari

Onleyebilecegini bildirmislerdir [393].

Calismamizda Blastocystis enfeksiyonu immuin yetmezlikli hastalarda %11,4
(28/245) iken, immun yeterli hastalarda %20,7 (40/193) sikhginda saptanmistir
(x?=7,07, p=0,008). immiin yeterlililerde Blastocystis sikliginin anlamli olarak immiin
yetmezlikli olgulara gore daha yuksek oldugu istatistiksel olarak tespit edilmigtir.
Literatirlerde immin yetmezlikli olan hastalara ait Blastocystis enfeksiyonuyla ilgili
az sayida veri bulunmaktadir. Yersal ve digerleri Turkiye’de kanserli hastalara ait
232 digki 6rneginde PCR yontemiyle %10,8 (n=25) Blastocystis belirlediklerini rapor
etmislerdir [20]. Bu verinin bizim c¢aligmadaki immun yetmezlikli hasta grubu ile
uyumlu oldugunu gérmekteyiz. Cakir ve digerleri toplam 345 hastanin digki 6rnegini
DM, TB ve kultir ile incelemelerinde gastrointestinal sikayeti olanlarda %16,2
(21/130), urtikerli hastalarda %22,5 (18/80), radyoterapi alan hastalarda %22,2
(12,54) ve herhangi bir sikayeti olmayan saglikli bireylerde de %22,2 (18/81)
Blastocystis enfeksiyonunu saptamislardir. Arastiricilar saglikh bireylerde ve immun
yetmezlikli olgularda benzer siklikta Blastocystis tespit etmislerdir [24]. Mohamed
ve digerleri Suudi Arabistan’da yaptiklar bir calismada toplam 218 gastrointestinal
sikayeti olan olguda Blastocystis prevalansini kultur yontemi ile kanserli hastalarda
%27,5 (38/138) ve kanserli olmayan hasta grubunda ise %15 (12/80) olarak tespit
etmislerdir [194]. Calismamizdaki bizim bulgularimiz bu ¢alismalarin sonuglari ile
celigkilidir. Poirier ve digerleri Fransa’'da iki gruba ait 186 hastayla yaptiklar
prospektif bir calismada real time PCR yontemiyle kemoterapi alan hematolojik
maligniteli immun yetmezlikli olgularda %16 (15/94), kontrol grubunu olugturan

immun yeterli hastada ise %13 (12/92) Blastocystis tespit etmiglerdir. Esteghamati
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ve digerleri iran’da lg farkh gruba ait toplam 190 hastanin digki érnegini DM ile
inceleyerek primer immun yetmezlikli olgularda %16,2 (13/80), kanserli hastalarda
%22,3 (19/85) ve organ transplantasyonu olanlarda %0 (0/25) Blastocystis
enfeksiyonu tespit etmislerdir [324]. Rasti ve digerleri iran’da toplam 385 hastaya ait
digki 6rnegini DM ile inceleyerek immun yetmezIikli hastalarda %4,2 (11/265)
kontrol gruptaki olgularda (0/120) ise ilging olarak hi¢ Blastocystis enfeksiyonu tespit
etmemiglerdir [395]. Rojas-Velazquez ve digerleri Meksika’da toplam 182 gonullt
katilimciya ait digki érneklerini PCR ydntemiyle inceleyerek %68,1’'inde (n=124)
Blastocystis enfeksiyonunu pozitif olarak tespit etmislerdir [396]. de Boer ve
digerlerinin Hollanda’da gastrointestinal sikayeti olan 1374 ve sikayeti olmayan
1026 olguya ait diski érneklerini real time PCR ydntemiyle incelemede sirasiyla
%25,8 (h=355) ve %40 (n=410) Blastocystis enfeksiyonunu tespit etmiglerdir [30].

Calismamizda D. fragilis enfeksiyonu immun yetmezlikli hastalarda %10,6 (26/245)
iken, immin yeterli hastalarda %13,5 (26/193) sikliginda saptanmistir (>=0,84,
p=0,36). Iki grup arasinda enfeksiyonun gérilme sikliginda istatistiksel olarak bir
fark bulunmamistir. D. fragilisin immuin yetmezlikli hastalardaki prevalansi
konusunda biligiler kisitlidir. Esteghamati ve digerleri iran’da toplam 190 hastaya ait
olan digki 6érnegini DM incelemede primer immun yetmezlikli olgularda %1,3 (1/80),
kanserli hastalarda %1,2 (1/85) ve organ transplantasyonu olanlarda %0 (0/25) D.
fragilis enfeksiyonu tespit etmislerdir [324]. Stark ve digerleri Avustralya’da toplam
1868 hastaya ait diski 6rnegini farkli tG¢ grupta DM ydntemi ile incelediginde
homosekstel HIV pozitif hastalarda %0,3 (2/618), homoseksuel HIV negatif
hastalarda %0,8 (5/628) ve homoseksuel olamayan kontrol grubunda ise %1 (7/622)
olarak D. fragilis tespit etmiglerdir [8]. Garcia ve Cimerman Brazelya'da HIV/AIDS
ile enfekte toplam 82 hastaya ait 105 diski 6érnegini DHB ydntemiyle incelemede
%1,2 (n=1) oraninda D. fragilis saptadiklarini bildirmiglerdir [397]. de Boer ve
digerlerinin Hollanda’'da gastrointestinal gsikayeti olan 1374 ve sikayeti olmayan
1026 olguda multipleks real time PCR ydntemiyle sirasiyla %25,8 (n=354) ve %37,6
(n=386) D. fragilis pozitifligi tespit etmigler ve D. fragilis prevalansi gastrointestinal
sikayeti olmayan kontrol grubunda daha yuksek olarak saptanmigtir [30]. Sivcan ve
digerleri Kayseri’de farkh Kkliniklerden goénderilen toplam 121 olguya ait digki
orneklerini real time PCR ile inceleyerek gastrointestinal sikayeti olan hastalarda
%11,8 (12/101), kontrol grubundaki bireylerde %5 (1/20) D. fragilis pozitifligi
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tanimlamistir [45]. Aykur ve digerleri izmir'de gastrointestinal semptomlari olan 490
hastaya ait digki érneklerinde real time PCR yontemiyle D. fragilis gorilme sikhgini
%12,04 (59/490) olarak tespit etmislerdir [46] ve bizim bulgularimiz da bu

¢alismanin sonuglariyla uyumludur.

Calismamizdaki Blastocystis ve D. fragilis koenfeksiyon orani immuin yetmezIikli
hastalarda %1,63, immun yeterli hastalarda ise %4,15 olarak tespit edilmistir. Aykur
ve digerleri calismasinda bu iki protozoonun koenfeksiyon oranini %25,7 olarak
tespit etmisler [46]. Burgana ve digerleri toplam olarak 739 hastanin digki érnegini
DM incelemesinde %33,5 (248/739) D. fragilis Blastocytis koenfeksiyonunu tespit
etmislerdir [398]. Yakoob ve digerleri irritabl bagirsak sendromlu hastalarda PCR ile
taramada Blastocystis ve D. fragilis koenfeksiyonunu kontrol grup hastalarinda %0
(0/159), IBS hastalarinda ise %3 (5/171) olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir [210].
Piubelli ve degerleri italya’da farkli cografi bélgelerden gd¢ eden hastalarda
molekuler yontemler kullanarak %24 (53/221) oraninda Blastocystis ile D. fragilis
koenfeksiyonu oldugunu raporlamiglardir [162]. Bizim c¢alismamizdaki hasta
gruplarinda diger ¢alismalara gore daha dusuk koenfeksiyon gozlenmistir. Sadece
Yakoob ve digerlerinin IBS sendromlu hastalarda raporladiklari koenfeksiyon
degerleri ile benzerlik gostermektedir. Bazi ¢alismalarda sadece DM yontemlerin
kullanilmasinin Blastocystis ve D. fragilis'in benzer morfolojik goruntulere sahip
olmasi nedeniyle bu iki protozoonun tanimlanmasina engel olablecegini
dusunmekteyiz. Ayrica bu iki protozoonun vyuksek derecede koenfeksiyon

gOstermesi bulas kaynaklarinin ortak olabilecegini de gosterebilmektedir.

Digki dérneklerinde molekuler yontemlerle bir mikroorganizmanin arastiriimasinin ilk
asamasi digkidan genomik DNA'nin uygun sekilde elde edilmesidir. DNA izolasyonu
icin kullanilan ticari kitlerin performanslarinin farkli olmasina bagl olarak yapilan
calismalarda da farkli sonuglar elde edilmektedir [399]. Bununla birlikte digkidaki
inhibitdrlere bagli olarak PCR ile yanlis negatif sonuclar elde edilebilmektedir [142,
399].

Daha énce laboratuvarimizda DNA izolasyonu igin ticari ti¢ farkli kitin (QiAamp DNA
Stool Mini kiti, Qiagen, Almanya, ZR diski DNA kiti, ZYMO Research, ABD ve
ExgeneTM digski  DNA mini, GeneAll, Guney Kore) performanslari
degerlendirilmistir. Mikroskobik olarak SF, Lugol ve trikrom boyama ayrica Jones

besiyeri ile kiltirde Blastocystis tespit edilen 6rneklerle ¢calisiimistir. Test edilen her
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uc ekstraksiyon kiti icin protozoa kistlerinin lizisini arttirarak DNA ekstraksiyon
verimini artirmak icin Ureticinin onerilerini uyarladik [400]. Bazi ¢alismalarda 6n
asama olarak cam boncuk kullanarak mekanik lizisin hem enzimatik hem de
kimyasal lizis ile birlestiriimesinin 0karyotik enterik patojenlerin DNA ekstraksiyon
verimini onemli Olgude arttirdigi gostermislerdir [401]. Bu ¢aligmamizda da lizis
basamaginda mekanik parcalama igin cam boncuk kullandik. DNA izolasyonu
sonrasinda PCR ile Blastocystis varligini arastirdigimizda ExgeneTM digski DNA
Mini kitinin Blastocystis DNA'sini tespit edemedigi, QlIAamp DNA Stool Mini kiti ve
ZR Fekal DNA kitinin DNA izolasyonu icin daha iyi performans gdsterdigi
g6zlenmistir [400]. Alinan bu sonuca dayanarak bu tez ¢calismasinda QlAamp DNA

Stool Mini kiti DNA izolasyonu igin tercih edilmistir.

Forsell ve digerleri galismalarinda diskinin gok karmasik bir klinik 6rnek olmasi ve
yuksek miktarda inhibitor icermesiyle yalanci pozitiflik veya negatiflik verebilecegini
ve diskidan elde edilen DNA’nin amplifikasyon 6ncesi 1/10 veya 1/20 oraninda
seyretilmesiyle bu sorunun asilabilecegdini bildirmislerdir [48]. Calismamizda da real
time PCR 6ncesinde DNA 6rnekleri 1/10 sulandirim yapildiktan sonra kullaniimistir.
Menu ve digerlerinin protozoonlarin digkidan genomik DNA izolasyonuyla ilgili
calismasinda dongu esigi (Ct) degeri 37'yi astiginda veya amplifikasyon egrisi elde
edilmediginde real time PCR sonugclarinin negatif kabul edildigini bildirmislerdir
[234]. Bizim ¢alismamizda da yaptigimiz optimizasyon denemeleri sonucunda (Bkz.
gereg¢ ve yontem sayfa 68) Ct degeri >35 Uzerinde olan sonuglar real time PCR

negatif olarak kabul edilmistir.

immiin yetmezlikli ve immiin yeterli olan hasta gruplari arasinda Blastocystis
pozitifligi icin yapilan istatistiksel analizde: cinse gore immun yeterli erkeklerde
(,*=6,83, p=0,01), yasa gore immdin yeterli olgularin 64-74 yas arali§inda (y°=14,43,
p=<0,001) ve mevsime gore de immiin yeterlilerde sonbaharda (y°=3,90, p=0,04)
immuan yetmezlikli olgulara gére anlamli olarak daha yuksek tespit edilmistir (Bkz.
Cizelge 4.11). Immiin yeterli ve immiin yetmezIlikli olgular arasinda cinse, yasa ve
mevsime gore istatistiksel olarak karsilastiran galismalar ¢ok kisithdir. Cinse goére
bu galigmadaki sonucumuz bazi arastirmacilarin sonuglariyla uyumludur. Rasti ve
digerleri immun yetmezlikli olgularda Blastocystis enfeksiyon sikliginin erkeklerde
%17,6 kadinlarda ise %5,4 olarak istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu
bildiriimistir (p =0,002) [395]. Piubelli ve degerleri de italya’da farkli cografi
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bdlgelerden gb¢ eden hastalarin arasinda Blastocystis enfeksiyonun erkeklerde
kadinlara gore daha sik tespit etmiglerdir [162]. Diger bazi galismalarda, istatistiksel
analizleri anlamli olmasa da, erkeklerde Blastocystis prevalansinin kadinlardan
daha yuksek oldugu bildirilmistir [67, 396]. Yasa gore de Dagci ve digerleri
Blastocystis gorulme sikliginin 20-29 yas araliginda daha yuksek oldugunu
bildirmislerdir [402]. EI-Safadi ve digerleri Blastocystis enfeksiyonuna 50 yas Ustline
gore 15-49 yas araliginda daha sik rastladiklarini ve mevsime gore de yaz aylarinda
kis aylarina goére daha sik goruldigund bildirmislerdir [155]. Bizim ¢alismamizda
farkli olarak Blastocystis enfeksiyonu kis ve ilkbahar aylarinda daha sik

gorulmektedir, ancak istatistiksel olarakta anlamsiz bulunmustur.

Calismamizda her iki grup arasinda D. fragilis sikligi cins, yas ve mevsimsel
degiskenler agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir. Cinse gore ise
D. fragilis enfeksiyonu kadinlarda erkeklere gore daha sik rastlanmistir. Aykur ve
digerleri bizim bulgularimiza benzer olarak kadin hastalarda D. fragilis
enfeksiyonunun daha sik oldugunu bildirmiglerdir [46]. Lagacé-Wiens ve digerleri
Kanada Manitoba’da D. fragilis ile enfekte hastalarin %50’sinin 24 yasindan daha
geng oldugunu ve yaz-sonbahar aylarinda sularin kontamine olmasiyla daha sik
goruldagunu bildirmislerdir [403]. Bizim ¢calismamizda D. fragilis enfeksiyonu pozitif
olgularin ilkkbahar ve kis mevsiminde daha sik oldugunu ama mevsime gore gorulme

sikliginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi tespit edilmistir.

Calismamizda Blastocystis prevalansi kis aylarinda bagvuran hastalarda daha
yuksek (%48,59) D. fragilis’de ise ilkbahar aylarinda basvuran hastalarda daha
yuksek (%29,42) olarak tespit edilmesine ragmen mevsimler arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark saptanmamistir. Sadece Blastocystis enfeksiyonunun immiun
yeterli hastalarda (%19,4) immun yetmezliklere (%5,8) gore istatistiksel olarak
sonbaharda daha yuksek oldugu bulunmustur (p=0,04). Blastocystis'in yaz
aylarinda kig aylarina gore daha sik saptandigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur
[155].

Calismamizda Blastocystis enfeksiyonu Genel Dahiliye polikliniginden gonderilen
hasta orneklerinde %,35,3 (6/17) olarak diger Kliniklere gbre daha ylksek
rastlanmigtir. Medikal Onkolojide Blastocystis enfeksiyonu %7,1 (5/70) olarak tespit
edilmistir (Bkz. Cizelge 4.12). Cakir ve digerleri calismasinda Blastocystis

enfeksiyonunun Gastroenteroloji polikliniginden gelen orneklerde %16,2 (21/130),
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Dermatoloji polikliniginden gelen orneklerde %22,5 (18/80) ve Medikal Onkoloji
kliniginden gelen orneklerde ise %22,5 (12/54) goruldugunu bildirmislerdir [24].

Dientamoeba fragilis sikliginda Erigkin Acilden bagvuruda bulunan hastalarda
istatistiksel olarak diger kliniklere gore daha yuksek (%25 (7/28)) oranda tespit
edilmigtir (Bkz. Cizelge 4.13).

Klaguk alt dniteli ribozomal RNA'nin dizi analizine dayanarak, insan ve diger
konaklarda gunumuze kadar en az 17 alt tur tespit edilmistir. Ancak bazi
arastirmacilar Blastosistis ssu-rRNA genindeki polimorfizme dayali 26 alt tlrinin
bulundugunu bildirmislerdir [404]. GUnUmuze kadar insanlardan sadece ST1-ST9
ve ST12 alt tirleri izole edilmistir [51-53]. insan kaynakli izolatlarin %90’dan
fazlasini ST1-ST4 alt tirleri olusturmaktadir. insanlardan izole edilen alt tiirlerin
diger konaklardan izole edilen alt tlrlerle ayni genom yapisina sahip oldugu
belirlenmistir. Blastocystis’in epidemiyolojik verilerini degerlendirmede en 6nemli
noktalardan biri de alt tir seviyesinde dagihiminin incelenmesidir. Bazi Blastocystis

alt tarlerinin patojenik potansiyeli oldugunu bildiren ¢alismalar da mevcuttur [7, 189].

Calismamizda immiun yetmezlikli 245 olgunun 28’inde ve immuin yeterli 193 olgunun
40’inda saptanan toplam 68 Blastocystis izolatinin alt tirlerinin belirlenmesi NGS
yontemi ile yapiimistir. Bu ydntem ile 68 Blastocystis izolatinin Ggt ST1 (%4,42), on
biri ST2 (%16,18), 37’si ST3 (%54,41), biri ST4 (%1,47), ikisi ST6 (%2,94) olarak
belirlenmis, 6 ST1/ST3 (%8,82) ve 8 6rnek ST2/ST3 (%11,76) miks alt tlr olarak
tanimlanmistir. immiin yetmezIikli ve immiin yeterli hasta gruplari arasinda alt tir
dagiliminda (tek olarak tespit edilen) istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir
(Bkz. Cizelge 4.9). Rojas-Velazquez ve digerleri NGS yontemi kullanarak 124
Blastocystis izolatinin alt tir belirlemesinde sirasiyla ST3 %67,7 (n=84), ST2 %11,3
(n=14), ST1 %7,3 (n=9), ST1/ST3 %7,3 (n=9), ST2/ST3 %4,0 (n=5) ve
ST1/ST2/ST3 %2,4 (n=4) siklikta géruldugunt bildirmiglerdir [396].

Son yillarda Blastocystis alt turlerini farkli ydntemlerle arastiran ¢alismalarin sayisi
hizla artmaktadir. Bu yontemler arasinda daha popduler olarak NGS kullaniimaktadir.
Bu calismalar sayesinde Blastocystis’in dunyadaki alt turlerinin  molekuler
epidemiyolojisi de daha iyi anlagilacaktir. NGS yontemi ylksek dogrulukla alt tar

tanimlamasini ve miks alt turlerin icindeki yogunluklarini belirleyebilmesiyle avantajli



98

bulunmaktadir. Bu yodntem ile yapilan g¢aligmalar kisith sayida oldugundan

barcoding ve STS yontemlerini kullanan galigsmalari tartigsacagiz.

Bu calismadaki hasta gruplarinda tespit edilen Blastocystis alt turlerinin dagiliminin
Tarkiye'de ve dunyanin diger bolgelerinde saptanan alt tur prevalansi ile benzer
oldugu gorulmektedir. Dlinya genelinde ST1, ST2, ST3 ve ST4 alt turlerinin
insanlardaki Blastocystis enfeksiyonunun %90’in1 olusturdugu ve en yaygin alt tiran
ise ST3 oldugu bildirilmektedir [5, 164, 202, 227, 396, 405]. Calismamizda da bu
dagilima uygun sekilde ST1,ST2, ST3 ve ST4 alt turleri tim orneklerin %97’sini
(66/68) olusturmus ve ST3 (%54,4) en sik alt tlr olarak tespit edilmistir. Turkiye’de
bu alt tiirlere ek olarak ST5, ST6, ST7 ve miks alt tiirleri de bulunmaktadir. i¢
Anadolu boélgesinde Adiyaman Korkmaz ve digerleri Ankara’da gastrointestinal
sikayeti olan 350 hasta diski 6rneginden Blastocystis alt tlrlerini STS-PCR
yontemiyle: ST3 (%28), ST1 (%13,9), ST4 (%11,6), ST7 (%11,6), ST2 (%7) ve ST6
(%2,3) seklinde tespit etmislerdir [157]. Yine Ankara’da IBS, IBD, kronik diyareli olan
hastalarda ve asemptomatik kontrol grubunda yapilan bir calismada ST3 goértlme
sikhgi %62,8 (n=22), ST2 %34,3 (n=12) ve ST1 %8,5 (n=3) olarak bildirilmigtir [64].
Eskisehirde farkli yaslardaki g¢ocuklarda STS-PCR yontemi ile arastirildigi bir
calismada alt tur dagilimi: ST3 (%43,4), ST1 (%26,1), ST4 (%10,9) ve ST2 (%8,7)
olarak bildiriimektedir. Ayrica bes hasta 6rneginde ST1/ST3 (n=3), ST1/ST2 (n=1),
ST2/ST3 (n=1) miks alt tirler saptanmistir [23]. Kayseri'de, Erciyes Universitesi
Hastanesinden DM yontemiyle Blastocystis saptadiklari o6rneklerden DNA
izolasyonu yaparak STS-PCR yodntemiyle en sik ST3 (%55,2), sonra ST1 (%37,9),
ST2 (%13,8) ve ST4 (%6,8) tespit ettiklerini bildirmislerdir. Miks alt tlirlerden de bir
olguda ST1/ST2, yine bir olguda da ST1/ST3 ve iki olguda ST3/ST4 alt turlerini
saptadiklarini bildirmiglerdir [406]. Dagci ve digerleri Ege bdlgesinde iftgilerden
topladiklari digki érneklerinde Blastocystis alt tur dagiliminin: ST3 (%44,7), ST1
(%13,8), ST2 (%11,7), ST6 (%1,1), ST7 (%1,1) ve ST2/ST3 (%2,1) oldugunu
bildirmislerdir [402]. Aydin ilinde yapilan farkli G¢ calismada ST3 en sik olmak Uzere
ST1, ST2 ve ST7 alt tirlerinin bulundugu belirtilmigtir [20, 21, 407]. istanbul'da
Marmara bdlgesinde toplam 50 hastada yapilan bir calismada da en sik saptanan
alt tirin ST3 oldugunu ve sirasiyla ST1, ST5, ST2 ve ST4’Un bulundugu rapor
edilmistir [408]. Glney dogu Anadolu bdlgesi Diyarbakirda toplam 345 hasta
orneginden STS-PCR yontemiyle: en yaygin olarak ST3 (% 60,9), sonra sirasiyla
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ST1 (% 17,4), ST2 (% 17,4), ST5 (% 1,4) ve ST6 (% 1,4) tespit edilmistir. Ayrica
Blastocystis miks alt turleri ST1/ST3 doért ornekte, ST1/ST2, ST2/ST3 ve
ST1/ST2/ST3 birer hasta érneginde saptamislar [24].

Tarkiye’'deki Blastocystis alt tlrlerinin arastirildigi  calismalar ile bizim
calismamizdaki alt tur dagilimi benzerlik gostermektedir. Ancak calismamizda
Blastocystis'in ST2 alt turnin ST1'e gore daha sik saptandigi gorulmektedir.
Meksika’da yapilan bir g¢alismada ST1'in hayvan bulasiyla iligkili oldugunu
belirtmisler, ancak bu bulguyu dogrulamak icin ST1 pozitif bireylerin sahip oldugu
hayvanlarla iligkisinin 6grenilmesi gerektigini de ortaya koymuslardir [396]. Ozellikle
insanlardan sonra ST1 i¢in bildirilen en yaygin ikinci konak domuzlar ve sigirlar gibi
artiodaktillerdir ve bu alt tdrin zoonotik bulag potansiyeli oldugunu
desteklemektedir. Bizim caligmamizda hasta grublarinda sehir yasami hayvan
iliskisiyle sorgulanmakla birlikte ST1in daha az siklikta goéralduguanad

dusunmekteyiz.

Dunyada ve Turkiye'de Uguncu siklikta en gok tespit edilen alt tir ST2'dir. Bizim
calismamizda ST2 bu bulgularla farkli olarak ST3'ten sonra ikinci sirada
goriilmistiir. Suudi Arabistan ve irlanda’da yapilan bazi calismalarda ST2'nin en
yaygin saptanan Blastocystis alt tird oldugu bildirilmistir [146, 175, 193, 196].
Tarkiye'de sadece Dogruman Al ve digerlerinin galismasinda ST3 en yaygin
saptanmis ancak semptomsuz olan hastalarda ST2 sikliginin semptomlulara goére
daha yuksek ikinci sirada goéruldigu belirlenmesi ve ST2'nin patojenik olmayan
Blastocystis alt turt oldugunun ileri suralmesine neden olmustur [127]. Turkiye’deki
¢ogu calismada ST2, ST1’den sonra Uguncu sirada gorulmektedir. Yan ve digerleri,
Blastocystis enfeksiyonu olan bir grup semptomatik hastada ST1'in daha sik
goruldigunid, ancak ST2'nin  semptomlu hastalarda tespit edilmedigini
raporlamiglardir [144].

Dunya genelinde alt turlerin arastirildigi ¢calismalarda genel olarak ST1, 2 ve 3’Un
kiresel bir dagihm gosterdigi ancak bunlarin arasinda ST4’Un Avrupa ile sinirh
kaldig! bildiriimektedirler [227, 409]. Ancak, Blastocystis ST4 alt tGrunidn Avrupa
kitasinin disinda bulundugunu bildiren galismalar da vardir [156]. Calismamizda
Avrupa’da sik gorulen Blastocystis ST4 sadece bir immun yeterli olan hastamizda
tespit edilmistir. Turkiye’de de ST4 alt tirinin farkli illerde yapilan calismalarda
rastlandigini bildiren veriler bulunmaktadir [23, 157]. i¢ Anadolu'da Ankara ve
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Eskisehirde yapilan calismalarda ST4’e sirasiyla %1,1 (1/87) ve %10,9 (5/46)
olarak bildirilmistir [23, 202]. Turkiye'nin iki cografi kitanin kesistigi konumda olmasi
Blastocystis alt turlerinden ST4’Un nadir de olsa tespit edilmesi ayrica 6nem

tasimaktadir.

Calismamizda Blastocystis alt tirinden ST6 her iki grupta birer ornekte tespit
edilmistir. Blastocsystis alt tur dagiimlari degerlendirildiginde ST6’nin daha ¢ok
Asya kitasinda gériildugi bildiriimisdir [227, 409]. Turkiye'de ic Anadolu Ankara’da
ST6 %2,3, Ege bolgesinde %1,1 ve Turkiye'nin Dogusunda Diyarbakirda %1,4
oraninda tespit edildigini bildiren ¢calismalar mevcuttur [24, 157, 402]. Blastocystis
ST6 en ¢ok kanatlilarda goértlmektedir [54] ve buna gére kuslardan bulasma riski

zoonotik potansiyeli nedeniyle ayrica onem tasiyabilmektedir.

Blastocystis’in bazi alt tlrlerde saptanan intra-subtype degiskenliginin bulugsma yolu
ve patojenitesini anlamada rol oynayabilecedi bildirilmigtir [117, 223, 231, 404].
Calismamizda alt turleri belirlenen toplam 68 hasta 6rneginin timua 40 benzersiz
OTU altinda biriktirilmistir ve alt turler arasinda intra-subtype degiskenligi ST1 ve
ST2'de yUksek oranlarda ortaya ¢gikmigtir. Kalan ST3, ST4 ve ST6’da intra-subtype
degiskenlik  tespit edilmemistir.  Bununla birlikte  benzersiz OTU’lar
degerlendirildiginde ¢alismamizda ST1 olarak saptanan 9 6rnegdin 3’Unde (%33,3)
ve ST2 olarak saptanan 19 6rnegin 13‘Unde (%68,4) intra-subtype degdiskenlik
g6zlenmistir. Buna gobre en fazla ST2 alt turinde intra-subtype degiskenlik
saptanmistir. Ayrica bir hasta érneginde ST2 alt tlrinde ikiden fazla intra-subtype
degiskenligi tespit edilmistir. Meksika’da yapilan bir calismada intra-subtype
degiskenligin ST2 ve ST1’de daha sik oldugunu ST3'Un daha homojen oldugunu
bildirmislerdir [396]. ST2 ve ST1'in daha sik intra-subtype degiskenlik gostermesi
bu alt turlerin bulas yolunun farkli kaynaklardan olabilecegini gdstermektedir.
ST3’Un daha homojenligi endemik bir alt tir oldugunu ve ortak bir kaynaktan

bulasilabilecegdini ve konak 6zgulligunun yuksek oldugunu diusindirmektedir.

Calismamizda miks alt tir enfeksiyonunun her iki hasta grubunda, pozitif olan tim
Blastocystis enfeksiyonunun %20,6'sini (n=14) olusturdugu tespit edilmistir. Miks alt
trlerin kombinasyonlari ST1/ST3 (n=6) ve ST2/ST3 (n=8) olarak go&zlenmisgtir.
Bununla birlikte immun yeterli olan hastalarda immun yetmezlIikli olan hastalara gore

daha sik miks alt tiir varhi§i istatiksel olarak anlamli saptanmistir (y°=3,70, p=0,04).
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Bu calismada kullandigimiz NGS ydnteminin avantaji, Blastocystis'in miks alt
turlerini ve alt tur icindeki cesitliligi belirleyebilmesidir [231, 405]. Ayrica miks alt
turler icinde hangi alt tiriin daha baskin oldugunu gdsterebilmesidir. Miks alt tlrlerin
patogenez, semptomatoloji ve enfeksiyon klinigi agisindan énemi konusunda henliz
aciklanmis bilgi bulunmamaktadir. Scanlan ve digerleri ST1’den ST4’de kadar olan
Blastocystis alt turlerini multipleks nested PCR yontemi ile arastirdiklarinda, daha
once tek bir alt tur igerdigi gosterilen Blastocystis pozitif drneklerin %22'sinin miks
alt tir icerdigini saptamislardir [17]. Nested PCR ydnteminin pratik olmamasi miks
alt tur belirlenmesinde kullanimi sinirlandirmaktadir. Miks alt tur belirlenmesinde
STS-PCR yontemi emek yogun olmasi ve uzun surmesi nedeniyle yaygin olarak
kullaniimamaktadir. TUrkiye’'de yapilan tim ¢alismalarda miks alt tirler STS-PCR
yontemi kullanilarak tespit edilmistir ve calismamizda belirlenen ST1/ST3 ve
ST2/ST3 Blastocystis miks alt tirleri bu calismalarda da tespit edilmistir. Ayrica
Tarkiye'de ST1/ST2, ST3/ST4 ve ST1/ST2/ST3 Blastocystis miks alt turleride
gorulmektedir [23, 24, 402, 406].






103

6. SONUG VE ONERILER

Gazi Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesinin gesitli poliklinik ve
kliniklerine ishal sikayeti ile bagvuran 245 immun yetmezlikli ve 193 immun yeterli
olan hastaya ait toplam 438 diski o6rnegi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
incelenmistir. Tum digki 6rnekleri serum fizyolojik, Lugol, formol eter konsantrasyon,
trikrom boyama, Kinyoun asid fast boyama, kiltir (sadece Blastocystis i¢in Jones’
besiyeri) ve real time PCR yontemleriyle degerlendirilmigtir. Ayrica Blastocystis alt

turlerini belirlemek igin NGS yontemi kullaniimistir.

incelenen 438 digki drneginin  112'sinde (%25,57) gastrointestinal sistem
parazitlerine rastlanmistir. Saptanan parazitlerden 68’i (%15,5) Blastocystis, 52’si
(%11,9) Dientamoebe fragilis, 3’U (%0,7) G. duodenalis, 3’U (%0,7) Cryptosporidium
sp. ve 1'i (%0,2) Chilomastix mesnili olarak tanimlanmis, helmintlere ait higbir etken

saptanmamistir.

Toplam 245 immin yetmezlikli hastanin digki 6rneginin 50’sinde (%20,4)
gastrointestinal sistem parazitlerine rastlanmistir. Saptanan parazitlerden 28'ini
(%11,4) Blastocystis, 26’sin1 (%10,6) Dientamoebe fragilis, 1'i (%0,4) G. duodenalis,
ve 1’ini (%0,4) Cryptosporidium sp. olusturmustur.

Toplam 193 immun yeterli hastanin digki rneginin 62’sinde (%32,1) gastrointestinal
sistem parazitlerine rastlanmistir. Saptanan parazitlerden 401 (%20,7)
Blastocystis, 26’sin1 (%13,5) Dientamoebe fragilis, 2’'sini (%1,03) G. duodenalis,
2’sini (%1,03) Cryptosporidium sp. ve 1ini (%0,5) Chilomastix mesnili

olusturmustur.

immiin yetmezlikli ve immiin yeterli hasta grubu arasinda Blastocystis sikliginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (¥?=7,07, p=0,008). Blastocystis

prevalansi immun yeterli hastalarda immun yetmezlikli hastalara gore daha yuksek

oranda tespit edilmistir.

immin yetmezlikli ve immin yeterli olan hasta gruplari arasinda D. fragilis

enfeksiyonunun dagiliminda anlamli bir farklilik bulunmamistir.

Blastocystis enfeksiyonu tanisinda real time PCR ydntemi altin standart olarak kabul

edildiginde, SF, Lugol, FECT, TB ve kiltir yontemlerinin duyarlilik/6zgullik
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degerleri  sirasiyla  %57,35/%97,57,  %61,76/%97,84,  %58,82/%98,38,
%64,86/%99,19 ve %77,94/%99,46 olarak bulunmustur.

Dientamoeba fragilis enfeksiyonu tanisinda real time PCR yOntemi altin standart
olarak kabul edildiginde TB yodnteminin duyarllik/6zgulluk degerleri sirasiyla %
19,23/%98,96 olarak saptanmistir.

Blastocystis enfeksiyonunun real time PCR ile tanisinda immun yetmezIikli kadin
hastalarin 6rneklerinde Ct ortalamasi 22,58 ve immun yeterli olanlarda ise bu deger
26,15 olarak saptanmis ve her iki Ct degeri arasindaki fark anlamli olarak
bulunmustur. Bu sonug immun yetmezlikli kadinlarda Blastocystis yukunin daha

fazla oldugunu gostermistir (t=2,09, df=35, p=0,04).

Calismamizda toplam 68 hasta 6rneginde Blastocystis pozitif olarak tespit edilen
izolatlarin alt tart belirlenmis olup alt tir dagilimi: ST3 %54,4 (n=37), ST2 %16,2
(n=11), ST1 %4,4 (n=3), ST6 %2,9 (n=2), ST4 %1,5 (n=1), ST2/ST3 %11,8 (n=8)
ve ST1/ST3 %8,8 (nh=6) olarak bulunmustur.

immiin yetmezlikli hasta grubunda toplam 28 hasta érneginde Blastocystis pozitif
olarak tespit edilen izolatlarin alt tur dagihmi: ST3 %57,2 (n=16), ST2 %21,4 (n=6),
ST1 %3,6 (n=1), ST6 %3,6 (n=1), ST1/ST3 %7,1 (n=2) ve ST2/ST3 %7,1 (n=2)

seklinde saptanmistir.

immiin yeterli hasta grubunda toplam 40 hasta érneginde Blastocystis pozitif olarak
tespit edilen izolatlarin alt tir dagihmi: ST3 %52,5 (n=21), ST2 %12,5 (n=5), ST1
%5 (n=2), ST6 %2,5 (n=1), ST4 %2,5 (n=1), ST2/ST3 %15 (n=6) ve ST1/ST3 %10

(n=4) seklinde bulunmustur.

immiin yetmezlikli ve immiin yeterli olan hasta grubu arasinda Blastocystis
enfeksiyonunun cinse goére dagihminda immdun yeterli olan erkek hastalarda immiin

yetmezlikli olan erkek hastalara gore daha sik gorilmustir (y?=6,83, p=0,01).

immin yetmezlikli ve immin yeterli hasta grubu arasinda Blastocystis
enfeksiyonunun mevsimsel dagiliminda sonbahar aylarinda immun yeterli olan
hastalarda immun yetmezlIikli olan hastalara gore istatistiksel olarak daha yluksek

saptanmistir (y>=3,90, p=0,04).
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immiin yetmezlikli ve immiin yeterli olan hasta grubu arasinda Blastocystis
enfeksiyonunun yas grubuna gore dagiiminda immun yeterli olan 64-74 yas
araligindaki hastalarda immun yetmezlikli olan hastalara gore istatistiksel olarak

daha sik gorlldigi bulunmustur (y?=14,43, p<0,001).

Dientamoeba fragilis enfeksiyonu saptanan immuan yetmezlIikli ve immun yeterli olan
hasta gruplari arasinda cinse, yasa ve mevsime gore herhangi bir fark

bulunmamisgtir.

Blastocystis'in alt tir dagiliminda immadn yetmezIikli ve immun yeterli olan hasta
gruplari arasinda miks alt tir sikhglr acgisindan istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmustur (y?=4,43, p=0,04). Blastocystis miks alt tirleri imm{in yeterli olan hasta

grubunda daha yuksek siklikta saptanmigtir.

Blastocystis ssu-rRNA dizilerinin kismi filogenetik analizinde ST1 ve ST2’nin ortak
bir atadan ayrildigi gértlmektedir. Ayrica ST3 ile ST6'nin ST4’e gbre daha yakin

oldugunu bulunmustur.

Immin yetmezlikli ve immin yeterli olan hasta grubu arasinda Blastocystis
enfeksiyonunun Genel Dahiliye (y?=5,27, p=0,02) kliniklerinden basvuran olgularda
daha yliksek oldugu ve Medikal Onkoloji (y>=4,46, p=0,03) kliniklerinden bagvuran

olgularda ise diger kliniklere gore dusuk oldugu tespit edilmigtir.

immin yetmezlikli ve immin vyeterli olan hastalar arasinda D. fragilis

enfeksiyonunun sadece Erigkin Acilden basvuran olgularda anlamh derecede

ylksek oldugu bulunmustur (y?=4,92, p=0,02).

Blastocystis ve D. fragilis’in rutin tanisinda kullanilan yéontemlerin karsilastirilmasi
sonucunda: direkt mikroskobik inceleme (SF ve Lugol) duyarlik ve 6zgullugu dusuk
(%57,35/%97,57) oldudu igin yetersiz bulunmakta olup ikinci bir ydontemle (TB ve
kaltur) birlikte kullaniimasinin faydali olacagi goértstine variimistir.

Blastocystis ve D. fragilis’in real time PCR kullanilarak tanimlanmasi kisa surede
yapilmasi, pratik olmasi duyarligi yuksek bir ydontem olmasi ve parazit yukunun takip
edilebilmesi agisindan avantajli bir yontem olmakla birlikte, sinirli butgesi olan
laboratuvarlar igin maliyeti yiiksek bir ydntem niteligindedir. Ozellikle toplumlarda

salgin sirasinda ve immun yetmezlikli olgularda hastanin degerlendirilerek hizli tani
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ve tedavi takibi agisindan faydali bir yontemdir. Bununla birlikte yine kisitli butgeye
sahip laboratuvarlarin real time PCR ile ylksek uyum gosteren mini kiltur yontemini
kullanmalari Blastocystis tanisinda duyarliigi arttiracak bir yontem oOzelligi

tanimaktadir.
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