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Blastocystis turleri, insan ve hayvanlarda yaygin olarak gériilen enterik protozoonlardir. Glinlimiizde
17 alt tipi saptanmis olup bunlardan dokuzu insandan izole edilmistir. Blastocystis tiirlerinin pleomorfik
yapisi, genetik cesitliligi ve standardize edilmis tanimlama yéntemlerinin bulunmamasi, verilerin yorum-
lanmasini zorlagtirmaktadir. Rutin tanida cogunlukla nativ-lugol ve trikrom boyama gibi mikroskobik yon-
temler kullanilmakta olup, kiltir ve molekiiler yontemler daha ziyade arastirma amaciyla tercih edilmek-
tedir. Bu calismada, gastrointestinal sikayetleri olan hastalarin diski 6rneklerinde Blastocystis spp. varhginin
mikroskobik ve kiltlr yontemleri ile arastirilmasi ve izole edilen suslarin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile alt tip tayininin yapilmasi amaclanmistir. Calismaya, ishalli olan (n= 157) ve olmayan (n= 193) hasta-
lara ait toplam 350 diski 6rnegi dahil edilmistir. Orneklerde Blastocystis spp. varligi, nativ-lugol inceleme,
trikrom boyama ve direkt floresan antikor (DFA) yontemleri ile arastirilmis; kiltir icin %10 at serumu ve
%0.05 asparajin iceren Ringer’s soliisyonu kullanilmistir. Kiltlrler 37°C’de 3-4 giinllik inkiibasyon son-
rasinda mikroskobik inceleme ile degerlendirilmistir. Kiiltlirden elde edilen Blastocystis spp. izolatlarinin
alt tip tayini STS (sequenced-tagged site) primerleri kullanilarak PCR ile yapilmistir. Calismada, ishalli
hastalarin 26 (%16.6)’s1 ve ishalli olmayanlarin 40 (%21)’1 olmak Ulzere toplam 66 (%19) diski 6rneginin
kiiltiirinden Blastocystis sp. izolasyonu yapilmistir. Orneklerin %12 (42/350)'si nativ-lugol inceleme,
%17'si (58/350) trikrom boyama ve %19 (66/350)'u DFA yontemi ile pozitif sonug vermistir. Yapilan

iletisim (Correspondence): Dog. Dr. Funda Dogruman Al, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
06500 Besevler, Ankara, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 312 202 4625, E-posta (E-mail): alfunda@yahoo.com




Diski Orneklerinde Blastocystis spp. Varliginin Mikroskobik,
Kultdr ve Molekduler Yontemlerle Arastiriimasi

degerlendirmede, nativ-lugol yonteminin kiltir yontemi ile uyumu giclii (k= 0.752), trikrom boyama ve
DFA yontemlerinin kiltiir yontemi ile uyumlari ise ¢ok gliclii (sirasiyla k= 0.922 ve k= 1.00) bulunmustur.
Kiltlr yontemi referans olarak alindiginda, nativ-lugol, trikrom boyama ve DFA yontemlerinin duyarhlik
ve Ozguilliikleri sirasiyla %65 ve %100, %88 ve %100, %100 ve %100 olarak hesaplanmistir. Blastocystis
spp. pozitif saptanan 6rneklerin 43 (%65)’tinde PCR ile alt tip (ST) tayini yapilmis, 23 sus tiplendirileme-
mistir. Buna gore en sik tespit edilen alt tip ST3 (12/43; %28) olmus; bunu ST1 (6/43; %13.9), ST4 (5/43;
%11.6) ve ST7 (5/43; %11.6), ST2 (3/43; %7) ve ST6 (1/43; %2.3) izlemistir. Orneklerin hicbirinde ST5
tespit edilmemis; 11 (%25.6) 6rnekte alt tiplerin karisik olarak bulundugu gériilmdstir. ishalli olan ve
olmayan olgu gruplari arasinda Blastocystis spp. pozitifligi ve alt tip dagilimi agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmamistir (p> 0.05). Ulkemizde yapilan diger calismalarda oldugu gibi bu calismada da
en sik ST3 tespit edilirken, ST6 ve ST7 ilk kez tanimlanmistir. Sonug olarak, kiltlr yonteminin zaman alici
ve zahmetli olmasi, nativ-lugol yonteminin duyarlihginin disiik olmasi, PCR yonteminin ise maliyetinin
yiiksek ve standardize edilmemis olmasi gibi nedenlerle, rutin tani laboratuvarlarinda Blastocystis spp. sap-
tanmasinda hizl, pratik ve yiiksek duyarlihigi olan DFA yonteminin kullanilabilecegi goristine variimistir.

Anahtar sozciikler: Blastocystis; alt tip; tani; molekiiler epidemiyoloji.

ABSTRACT

Blastocystis species are enteric protozoa frequently detected in human and animals. Seventeen sub-
types (STs) have now been identified, nine of them isolating from humans. The pleomorphic structure
and genetic diversity of Blastocystis spp. and the absence of standardized diagnostic methods complicate
the evaluation of current data. Microscopic methods such as native-lugol and trichrome staining are
most frequently used methods in routine diagnosis, while culture and molecular methods are preferred
for research purposes. The aims of this study were to investigate the presence of Blastocystis spp. in the
stool samples of patients with gastrointestinal complaints by microscopic and culture methods, and to
detect the subtypes of isolates by polymerase chain reaction (PCR). A total of 350 stool samples collected
from patients with diarrhea (n= 157) and without diarrhea (n= 193) were included in the study. Presence
of Blastocystis spp. in the samples were investigated by native-lugol examination, trichrome staining and
direct fluorescent antibody (DFA) methods. Ringer’s solution containing 10% horse serum and 0.05%
asparagine was used for cultivation. The cultures were evaluated after 3-4 days of incubation at 37°C by
microscopic examination. The subtypes of Blastocystis spp. strains isolated from the cultures have been
identified by PCR using sequence-tagged site primers. A total of 66 (19%) stool samples, of them 26
(16.6%) were from diarrheal and 40 (21%) from non-diarrheal cases, yielded Blastocystis sp. growth in
culture. Among the evaluated samples, 12% (42/350) were found positive with native-lugol examination,
17% (58/350) with trichrome staining, and 19% (66/350) with DFA method. The agreement of culture
and native-lugol method was estimated as strong (k= 0.752), while it was very strong between culture
with trichrome staining and DFA methods (k= 0.922 and k= 1.00, respectively). When the culture was
accepted as reference method, the sensitivity and specificity rates of native-lugol method were 65% and
100%, trichrome staining method were 88% and 100%, and DFA method were 100% and 100%, respec-
tively. Forty-three (65%) of Blastocystis spp. positive samples were subtyped by PCR, while 23 isolates
could not be subtyped. The most frequent detected subtype was ST3 (12/43; 28%), followed by ST1
(6/43; 13.9%), ST4 (5/43; 11.6%) and ST7 (5/43; 11.6%), ST2 (3/43; 7%) and ST6 (1/43; 2.3%). ST5
was not detected in this study and 11 (25.6%) samples have been identified to have mixed subtypes. The
differences of Blastocystis spp. positivity rates and the distribution of the subtypes between the patients
with or without diarrhea were not found statistically significant (p> 0.05). In our study, ST3 was the most
frequently identified Blastocystis spp. subtype, similar to the previous national studies, however ST6 and
ST7 have been identified for the first time. In conclusion, as the sensitivity of native-lugol examination is
low, culture is time-consuming and laborious and PCR methods are costly and non-standardized, rapid,
practical and high sensitive DFA is considered as the favourable method in the diagnosis of Blastocystis
spp. in routine laboratories.

Keywords: Blastocystis; subtype; diagnosis; molecular epidemiology.
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GIRi$

Blastocystis turleri, ginimuzde en yaygin goriilen gastrointestinal sistem protozoonu-
dur. Tanimlanmasinin izerinden 100 yil gegmesine ragmen patojenitesi, genetik cesit-
liligi, konak spektrumu ve tedavi secenekleri hakkinda kisith bilginin olmasi sagirticidir’.
Bu bilinmezlikler bircok arastiricinin ilgisini cekmekte ve Blastocystis spp. konusundaki
arastirma sayisi giderek artmaktadir. Blastocystis tirlerinin gelismis Ulkelerdeki preva-
lansi %1.5-10 oraninda saptanirken, gelismekte olan iilkelerde %30-50 oranindadir'-2.
Ulkemizde yapilan epidemiyolojik calismalarda da gastrointestinal sistem protozoonlari
icinde ilk sirada yer aldigi bildirilmektedir®4.

Polimorfik bir parazit olan Blastocystis cinsi icinde 17 alt tip (Subtype; ST) tanimlanmis
olup, bunlarin dokuzu insanlardan izole edilmistir>. ST1 insan ve diger memelilerden,
ST2 primat ve domuzlardan, ST4 kemiricilerden, ST5 sigir ve domuzlardan, ST6 ve ST7
kuslardan izole edilmekte, epidemiyolojik calismalarda en sik izole edilen ST3 ise, belki
de insan kaynakh tek alt tip olarak bildirilmektedir. Daha az bilinen ST8 maymun, insan
ve suliinden, ST9 ise nadir olarak insandan izole edilmistir. Alt tiplerin tespitinde, STS
(sequenced-tagged site) primerleri ile yapilan konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yontemi tercih edilmekle birlikte, son yillarda DNA dizi analizi ve pirosekanslama
yontemleri de kullanilmaktadir®8. Yapilan calismalarin cogunda en sik ST3 (%30-60)
saptanmakta, ancak alt tip dagihminda cografi bolgeler arasinda farkliliklar oldugu ifade
edilmektedir®®?.

Blastocystis spp. tanisinda rutin laboratuvarlarda nativ-lugol ve trikrom boyama gibi
mikroskobik yontemler yaygin olarak kullaniimakla birlikte, bu yontemlerin duyarliligi-
nin disiik (%48) oldugu belirtiimektedir'?. Duyarlihgr yiiksek olan kiiltiir ve molekiiler
yéntemler ise daha ziyade arastirma amaciyla tercih edilmektedir'. Bu calismada, gast-
rointestinal sistem sikayetleri olan hastalarin digki 6rneklerinde Blastocystis spp. varhiginin
mikroskobik ve kiiltir yontemleri ile arastiriimasi ve izole edilen suslarin PCR yontemi ile
alt tip tayininin yapilmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ankara Digkapi Yildirrm Beyazit E§itim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurul
Komisyonu onayi (28.08.2010-14) ile gerceklestirildi. Calismaya, Haziran-Agustos 2011
tarihinde cesitli kliniklerden gastrointestinal sistem sikayetleri olan toplam 350 hastanin
rutin inceleme icin gonderilen digki 6rnekleri dahil edildi. Alinan ornekler, ishal ve ishal
olmayan seklinde iki grup olarak degerlendirildi.

Mikroskobik inceleme

Orneklerden ilk asamada nativ-lugol preparatlar hazirlanarak 10x ve 40x objektifle,
sonrasinda da trikrom boyal preparatlar 100x objektifle 15tk mikroskobunda incelendi.
Ayrica tiim &rnekler direkt immiinofloresan antikor (DFA) yontemi ile degerlendirildi'®.
Bu amacla, Blastocystis spp. alt tip 1 ve 3 antijenlerine karsi tavsandan elde edilmis ve
floresan izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenmis poliklonal antikorlari iceren ticari kit (Blasto-
FL, Antibodies Inc, ABD) kullanild.
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Kiltir

Calismaya dahil edilen tim orneklerin %10 at serumlu %0.05 asparajin iceren
Ringer’s sollisyonunda kdiltirleri yapildi. Kiltlrler 37°C’de 3-4 giin inkiibasyon sonrasin-
da iireme yéniinden mikroskobik inceleme ile kontrol edildi'’.

Molekiiler Testler

DNA eldesi icin tim diski 6rneklerinden cift ependorfa ayrilarak calsiincaya kadar
-80°C’de saklandi. Kiiltiirde Greme saptanan diskilardan DNA eldesi Qiagen Mini Stool Kit
(Qiagen, Almanya) ile Uretici firmanin onerileri dogrultusunda yapildi. Diskida Blastocystis
spp. varligi F: 5* GGAGGTAGTGACAATAAATC ve R: 5 ACTAGGAATTCCTCGTTCATG pri-
merleri ile arastirildi. Bu primerler ile Blastocystis turlerine ait 1800 baz cift (b¢)’lik rDNA
bolgesinin 1100 b¢’lik gen bolgesi konvasiyonel PCR ile cogaltildi’2. Isi déngii cihazi
programi 94°C’de 5 dk denatiirasyonun ardindan, 35 dongi 94°C’'de 1 dk, 54°C’'de
1 dk ve 72°C’de 1.5 dk ile baglanma ve 72°C’de 10 dk uzama basamaklar seklinde
diizenlenerek, Hemo Klen Taq polimeraz (NEB, ABD) ile cogaltma islemi gerceklestirildi.
Bu islem sonrasinda alt tip tayini, STS primerleri kullanilarak PCR ile yapildi (Tablo 1)'".

Alt tiplendirme icin kullanilan primerlerin baglanma dereceleri, gradient PCR yapildik-
tan sonra %1.5 agaroz jelde DNA bantlarinin parlakliklarina gére belirlendi (Resim 1).
Bu islem sonrasinda i1s1 dongii cihazi programi; 94°C’de 3 dk denatilrasyonun ardindan,
30 dongii 94°C’de 30 sn, 61/62°C’de 45 sn ve 72°C’de 1 dk ile baglanma ve 72°C’de
7 dk uzama basamaklar seklinde dizenlenerek Hemo Klen Taq polimeraz (NEB, ABD)
ile cogaltma islemi gerceklestirildi. Blastocystis ST1, ST3 ve ST5 icin baglanma derecesi
62°C; ST2, ST4, ST6 ve ST7’nin baglanma 1sisi 61°C olarak saptandi. Cogaltma sonra-
sinda DNA bantlari %1.5 agaroz jelde goriintiilendi.

Tablo I. Blastocystis spp. Alt Tiplerinin Saptanmasinda Kullanilan Primerler’!

STS primer  Alt tip Amplikon Primer  Genbank
cifti (ST)  biyukligu (bg) Primer dizisi kaynagi no
B83 ST1 351 F: GAAGAACTCTCTGACGATGA Nand Il AF166086
R: GTCCAAATGAAAGGCAGC
B155 ST7 650 F: ATCAGCCTACAATCTCCTC B AF166087
R: ATCGCCACTTCTCCAAT
B227 ST3 526 F: TAGGATTTGGTGTTTGGAGA HV93-13 AF166088
R: TTAGAAGTGAAGGAGATGGAAAG
B332 STé 338 F: GCATCCAGACTACTATCAACATT  HJ96AS-1 AF166091
R: CCATTTTCAGACAACCACTTA
B340 ST2 704 F: TGTTCTTGTGTCTTCTCAGCTC HJ96-  AY048752
R: TTCTTTCACACTCCCGTAT
B336 ST5 317 F: GTGGGTAGAGGAAGGAAAACA  SY94-3  AY048751
R: AGAACAAGTAGATGAAGTGAGAT
B337 ST4 487 F: GTCTTTCCCTGTCTATTCTGCA Nand Il AF166086

R: AATTCGGTCTGCTTCTTCTG
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Resim 1. STS primerleri ile yapilan gradient PCR ile ST6 susunun jel elektroforez gériintiisii.

istatistiksel Degerlendirme

Verilerin analizi icin SPSS 15.0 istatistik programi kullanildi. istatistiksel olarak p< 0.05
degeri anlamli kabul edildi. istatistiksel analizlerde uygun veriler, tanimlayici istatistikler
(say1, yiizde olarak) olarak sunuldu. Gruplar arasindaki farkin saptanmasinda Mc Nemar
ki-kare testi kullanildi. Testlerin duyarllik ve 6zgdllikleri hesaplandi. Testler arasindaki
tutarlilik Kappa testi ile degerlendirildi ve k= 0.40-0.59 ise orta derecede, k= 0.60-0.79 ise
glclu/ylksek derecede, k > 0.80 ise ¢ok gliclii/cok yiiksek derecede tutarl kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan diski 6rneklerinin %12 (42/350)'si nativ-lugol incelemesi, %17
(58/350)'si trikrom boyama ve %19 (66/350)'u DFA yontemi ile pozitif sonug vermis; 66
(%19) o6rnegin kiiltiriinde ise Blastocystis spp. Uremesi saptanmistir (Resim 2-6).

Blastocystis spp. saptanmasinda kullanilan boyama yontemlerinin kultir ile karsilastir-
mali sonuglari Tablo 1l’de; kiltiir yontemi altin standart olarak kabul edildiginde, yon-
temlerin duyarlilik, 6zgtilliik ve tutarlilik degerleri ise Tablo lll'te verilmistir.

Resim 2. A, B: Nativ-lugol ile Blastocystis spp. kistleri (Isik mikroskobu, 40x).
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Resim 3. Trikrom boyama ile Blastocystis spp. A: Grantiler form, B: Vakuoler form (Isik mikroskobu, 100x).

Resim 4. DFA yontemiyle Blastocystis spp. goriintimii (Floresan mikroskop, 40x).

Resim 5. Farkli izolatlanin kiiltiirlerinde farkli boyutlardaki Blastocystis spp. gdriiniimleri (40x).
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VAKUOLER

Resim 6. Kiiltiirde Blastocystis tiirlerinin farkli formlari (40x).

Tablo Il. Blastocystis spp. Saptanmasinda Nativ-Lugol, Trikrom Boyama, DFA Testlerinin Kiiltiir
Yontemiyle Karsilastiriimasi

Kiltir
Yéntem Negatif Pozitif Toplam
Nativ-lugol Pozitif 42 0 42
Negatif 24 284 308
Trikrom Pozitif 58 0 58
Negatif 8 284 292
DFA Pozitif 66 0 66
Negatif 0 284 284

Tablo IIl. Kiiltir Yontemi Referans Alindiginda Blastocystis spp. Saptanmasinda Kullanilan Yéntemlerin
Istatistiksel Analiz Bulgulari

Boyama yontemi Duyarliik (%)  Ozgiilliik (%) « degeri (tutarlilik) McNemar 2
Nativ-lugol 65 100 0.752 (guglii) p=0.0001
Trikrom 88 100 0.922 (cok giiglt) p=0.008
DFA 100 100 1.00 (¢ok gligli) p> 0.05

Nativ-lugol (NL) incelemesinde negatif bulunan érneklerin %7.8 (24/308)’inde,
pozitif bulunan orneklerin ise %100 (42/42)'linde kultir yontemi ile Blastocystis spp.
saptanmis; bu iki yontem arasindaki tutarhhk gicli bulunmustur (Tablo 11, IIl). Trikrom
boyama (TkB) ile negatif bulunan orneklerin %2.7 (8/292)'sinde, pozitif bulunan
orneklerin %100 (58/58)’lUinde kiltir yontemi ile Blastocystis spp. saptanmis; bu
iki yontem arasindaki tutarliik ¢cok giclii bulunmustur (Tablo I, 1ll). DFA ile negatif
(n= 284) ve pozitif (n= 66) bulunan orneklerin tiimuinde, kiltir yontemi ile de ayni
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Resim 7. ST1 (A) ve ST3 (B) alt tiplerinin jel elektroforezi gériintuisi.

sonuglar alinmig ve bu yontemler arasindaki tutarliik cok giigli diizeyde saptanmistir
(Tablo 11, 111).

Blastocystis spp. saptanmasinda NL ile TkB ve DFA yontemlerinin karsilastiriima-
sinda anlamh fark saptanmistir (p< 0.05). NL ile negatif bulunan orneklerin %5.2
(16/308)'sinde, pozitif bulunan orneklerin %100’lnde TkB yontemi ile Blastocystis
spp. belirlenmistir (Tablo II). Buna gére NL yénteminin TkB yontemine gére duyarlhg
%74, 6zgulligld %100 olarak bulunmustur. NL ile negatif bulunan 6rneklerin %7.8
(24/308)’inde, pozitif bulunan 6rneklerin %100’tnde DFA yontemi ile Blastocystis spp.
tespit edilmis (Tablo II); NL yonteminin DFA yontemine gore duyarlhg %65, 6zgilligu
%100 olarak hesaplanmistir.

Blastocystis spp. saptanmasinda TkB ve DFA yontemlerinin karsilastinlmasinda anlamh
fark bulunmustur (p< 0.05). TkB ile negatif bulunan orneklerin %2.7'sinde (8/292),
pozitif bulunan 6rneklerin %100’tnde DFA yontemi ile Blastocystis spp. tespit edilmistir
(Tablo II). TkB yonteminin DFA yontemine gore duyarliligi %88, 6zgulligi %100 olarak
belirlenmistir.

Blastocystis spp. pozitifligi (66/350; %19) saptanan orneklerin 43’linde alt tip (ST)
tayini yapilmis, 23 sus tiplendirilememistir. Buna gore en sik tespit edilen alt tip ST3
(12/43; %28) olmusg; bunu ST1 (6/43; %13.9), ST4 (5/43; %11.6) ve ST7 (5/43;
%11.6), ST2 (3/43; %7) ve ST6 (1/43; %2.3) izlemistir (Resim 1 ve 7). Orneklerin hic-
birinde ST5 tespit edilememis; 11 (%25.6) ornekte alt tiplerin karisik olarak bulundugu
izlenmistir.

Calismaya dahil edilen 350 6rnegin 157 (%45)'si ishalli, 193 (%55)'l ishalli olma-
yan orneklerdir. ishalli olanlarin %16.6 (n= 26)’si, olmayanlarin ise %21 (n= 40)'inde
Blastocystis spp. pozitif olarak saptanmis olup, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamh bulunmamustir (p= 0.3) (Tablo IV).
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Tablo IV. Blastocystis Alt Tiplerinin Ishalli Olan ve Olmayan Orneklere Gére Dagilimi

Diski 6rnegi (n)

Alt tip ishalli ishalli olmayan Toplam
ST1 4 2 6
ST2 2 1 3
ST3 5 7 12
ST4 1 4 5
ST5 - - -
ST6 - 1 1
ST7 4 1 5
Karisik 4 7 11
Tiplendirilemeyen 6 17 23
Toplam 26 40 66
TARTISMA

Gastrointestinal sikayetleri olan hastalarin diski 6rneklerinde Blastocystis spp. varligi-
nin farkli yontemlerle arastirldigi bu calismada, 6rneklerin %12’sinde nativ-lugol (NL),
%17'sinde trikrom boyama (TkB), %19’unda ise DFA ve kiltir yontemleriyle pozitiflik
tespit edilmistir. Kiltlr yontemi altin standart olarak alindiginda, NL, TkB ve DFA yon-
temlerinin duyarliik ve 6zgiillikleri sirasiyla; %65 ve %100, %88 ve %100, %100 ve
%100 olarak belirlenmistir (Tablo 1lI). Kiiltir yontemiyle elde edilen izolatlarin alt tip-
lendirmesi, protozoonun 18S rDNA bdlgesine 6zguil STS primerleri kullanilarak PCR ile
yapilmis ve en yaygin alt tipin ST3 oldugu (%28), 6rneklerin %25.6'sinin ise karisik alt
tip icerdigi gorulmistir (Tablo V).

Direkt mikroskobik incelemede; Blastocystis turlerinin farkli boyutlarda olmasi, farkh
morfolojik tiplerinin bulunmasi, deneyimsiz kisilerce yapilan incelemede maya ve Iokosit-
lerle kanstirilabilmesi gibi nedenlerle tanida zorluk yasanmaktadir'®'34, TkB yéntemi ile
parazitin saptanma orani NL incelemesine gore daha yulksek olmakla birlikte, bu yontem
de zaman alici ve zahmetli olup, deneyim gerektirmektedir’. Calismamizda, bu iki yon-
tem arasinda Blastocystis spp. saptama agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulun-
mustur (p< 0.05). Stensvold ve arkadaslarinin'® calismasinda, Blastocystis spp. tanisi
icin PCR yontemi referans alindiginda, kultiir, TkB ve formol-etil asetat yogunlastirma
yontemlerinin duyarliigi sirasiyla %89, %82 ve %82 olarak bildirilmistir. Bu arastiricilar,
DNA dizi analizi ile en sik rastlanan alt tipin ST3 (%46) oldugunu, bunu ST2 (%28),
ST1 (%14) ve ST4 (%3.5)'in izledigini rapor etmislerdir'>. Roberts ve arkadaslari'#, 513
diski 6rneginde Blastocystis spp. pozitifligini %19 olarak belirlemisler; PCR yonteminin
duyarliigini %94, demirli hematoksilen boyama yonteminin duyarliigini %48 olarak
saptamuglar ve dizi analizi ile ST3 oranini %43, ST1'i %29, ST4'G %12, ST2'yi %6 olarak
tespit etmislerdir. Bart ve arkadaslan'®, iclii fekal test (TFT) ve PCR kullanarak yaptiklari
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calismada, diski 6rneklerinde Blastocystis spp. oranini %24.2 (107/442) olarak bulmus-
lar; bu yontemlerin duyarliliklarini sirasiyla %99.1 ve %96.3 olarak bildirmislerdir. Bu
arastiricilar da, alt tip olarak en sik ST3'U (%42) tespit etmisler; ST1 ve ST2 icin %22,
ST4 icin %12 ve ST1 icin %1’lik pozitiflik vermislerdir'®.

Direkt floresan antikor (DFA) yonteminin kullanildigi az sayida calisma bulunmaktadir.
NL, TkB ve DFA yontemlerinin karsilastirildigi bir calismada, bu yontemlerin duyarliliklari
sirastyla; %36.7, %50 ve %86.7 olarak belirlenmistir'®. Tiirk ve arkadaslari'®, 105 has-
tanin diski 6rnegini Blastocystis pozitifligi acisindan NL, TkB, kiltir ve DFA yontemleri
ile incelemisler ve pozitiflik oranlarini sirasiyla; %10.5, %15.2, %28.6 ve %24.8 olarak
bildirmiglerdir. DFA yonteminin kdltir yontemine gore duyarlihgr %83.3, 6zgullugi ise
%93.7 olarak saptanmis; TkB ve NL yontemlerinin duyarhlik ve 6zgdilliikleri ise (sirasiyla
%43.3, %78.7 ve %30, %77.6) daha diisiik olarak tespit edilmistir'®. Bu arastiricilar,
DFA yonteminin preparat incelemesinin kisa siirmesi, az sayida protozoon iceren ornek-
lerde ve morfolojisi ve boyutlari sebebiyle tanimlanamayan parazitlerin tanisini kolaylas-
tirmasi nedeniyle kiiltiir ydntemine alternatif bir yntem olabilecegini ifade etmislerdir'®.
Bizim calismamizda da, Blastocystis spp. saptanmasinda NL yonteminin tek basina tani
icin yetersiz kalmasi; kiltir yonteminin ise uzun (3-4 giin) zaman almasi, hazirlanmasi
ve degerlendirilmesinin deneyim gerektirmesi nedeniyle, hizli ve pratik olan DFA yonte-
minin tanida kullanilabilecegi distintlmusgtdr.

Son yillarda molekiiler yontemler parazitoloji alaninda da yaygin olarak kullaniimak-
tadir. Gelismekte olan Ulkelerde daha ziyade konvansiyonel PCR yontemi kullanilirken,
gelismis llkelerde gercek zamanli PCR, DNA dizi analizi, pirosekanslama ve DNA barkod-
lama yéntemlerinin tercih edildigi gériilmektedir®!”-1°, Molekiiler yontemlerin kiiltiire
gore daha duyarl oldugunu bildiren calismalarin yaninda karsit bulgularin elde edildigi
arastirmalar da mevcuttur?®. Blastocystis alt tiplerinin tespitinde dizi analizi ve PCR en sik
kullanilan yéntemlerdir’'3'4, Diinyanin cesitli bolgelerinde yapilan calismalarda, klinik
orneklerde ST3’lin en sik saptanan alt tip oldugu bildiriimekte, ancak alt tip dagihminin
cografi farkhiliklar gosterdigi vurgulanmaktadir®®'®, Yoshikawa ve arkadaglari®, farkl
ulkelerdeki (Almanya, Tayland, Banglades, Japonya, Pakistan) olgulardan alinan 102
diski 6rneginde, en yaygin alt tipin ST3 (%41.7-92.3) oldugunu, bunu ST1 (%7.7-25)
ve ST4 (%10-22.9)'Un izledigini rapor etmislerdir. ST2, ST5 ve ST7 sadece Almanya ve
Japonya &rneklerinde nadir olarak gériiliirken, ST6 tipine hic rastlanmamistir®. Bizim
calismamizda da tiplendirilebilen drneklerin %28 (12/43)’i ST3 olarak saptanmis; bunu
sirastyla ST1 (%13.9), ST4 ve ST7 (%11.6), ST2 (%7) ve ST6 (%2.3) izlemistir. Buna
kargin ispanya?' ve Danimarka’da?? sirasiyla 51 ve 25 hasta érneginde yapilan aragtirma-
larda baskin alt tip ST4 olarak saptanirken, Cin’de yapilan bir calismada?? 35 hasta 6rne-
ginde en sik ST1 tespit edilmistir. Cografi farkliliklarin, alt tip dagiimindaki degiskenlikte
etkili oldugu gorulmekle birlikte, alt tip belirlemesinde farkl yontemlerin kullanildigr da
dikkat cekmektedir.

Blastocystis spp. alt tip dagiimi, insan ve hayvan suslari arasinda da farkhhk goster-
mektedir. insan ve hayvanlardan elde edilen izolatlar morfolojik olarak benzer olabil-
mekle birlikte genis genetik varyasyonlar saptanmistir®. Yoshikawa ve arkadaslarinin®*

94 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Adiyaman Korkmaz G, Dogruman Al F, Mumcuoglu i

bir calismasinda, hayvanlardan (maymun, sigir, domuz, tavuk, bildircin, siliin) elde
edilen alt tipler (n= 92) ile insan izolatlarinin (n= 102) alt tip cesitlilikleri karsilagtinimis;
memeli ve kuglardan elde edilen izolatlarin %67.4’tnlin insanlarinki ile ayni oldugu
belirlenmistir. Dolayisiyla daha 6nce insandan elde edilen izolatlar B.hominis olarak
adlandiriirken, hem hayvan hem de insanlardan benzer suslarin izole edilmesiyle isim-
lendirme Blastocystis spp. olarak giincellenmistir’. Nepal bélgesinde cocuklar ve may-
munlar arasinda Blastocystis spp. alt tiplerinin molekiiler olarak arastinldigi bir calismada
da; cocuklarda ST1, ST2 ve ST3'ln sirasiyla %20, %20 ve %60 oraninda goézlendigi,
buna karsin maymunlarda ST1 (%50) ve ST2 (%70)'nin baskin oldugu ancak ST3’in hig
bulunmadigi saptanmigstir®>.

Blastocystis alt tiplerinin semptomatoloji ve patojenitelerinin farklik gosterdigi cesitli
calismalarda vurgulanmaktadir'>21222627 - Dominguez-Marquez ve arkadaslan?' ile
Stensvold ve arkadaslarn®?, akut ishalli olgularda ST4’iin en sik rastlanilan alt tip oldu-
gunu bildirirken, Dogruman Al ve arkadaslari®®?” ST1’in semptomatik, ST2'nin ise
asemptomatik enfeksiyonla iliskili oldugunu rapor etmislerdir. Benzer olarak Moosavi ve
arkadaslan?® gastrointestinal semptomlari olan hastalarda ST1’in daha sik gériildigiini
bildirmis, ancak Vogelberg ve arkadaslari?® ST2'nin semptomatik enfeksiyonla iliskili
oldugunu rapor etmistir. Ulkemizde, 69 semptomatik ve 18 asemptomatik olgudan
elden edilen 84 izolatin degerlendirildigi bir calismada ise, ST3 en sik rastlanilan alt tip
olmus (%75.9), ancak alt tipler ile gerek semptomatik hastalik gerekse hastalik siddeti
arasinda bir iliski bulunamamistir®. Bizim calismamizda da, bu verilere paralel olarak en
stk gorulen alt tip ST3 (%28) olmus ve alt tip dagihmlari ishalli olan ve olmayan 6rnekler
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark géstermemistir (p> 0.05).

Bu calismada, Blastocystis alt tip dagilimi ile ilgili elde edilen veriler, laboratuvarimizda
daha 6nce yapilan diger calismalarin'®2627 verileriyle benzerlik géstermekle birlikte, ST6
ve ST7 ilk defa bu calismada belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada, kiiltirden elde edilen
66 izolattan 43 (%65)’Unun alt tip tayini yapilabilmistir. Bu durumun; diskidan DNA
izolasyonunda, diskinin kompleks bir yapi olmasi ve cesitli inhibitorler icermesine ek
olarak, yeni alt tiplerin varli§i durumunda STS primerlerinin yetersiz kalmasindan kay-
naklanabilecegi disiiniilmiistiir®®. Yeni alt tiplerin belilenmesinde DNA dizi analizi daha
yararli bir yontemdir; ancak ¢alismamizda DNA dizi analizi yapilamamustir. Sonug olarak,
kiltirle tam uyum gostermesi ve yliksek duyarlilik ve 6zgilliige sahip olmasi nedeniyle
DFA yonteminin, diski 6rneklerinde Blastocystis spp. saptanmasinda rutin tani laboratu-
varlarinda kullanilabilecegi goristine varilmistir.
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