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Blastocystis, diinyada ve tilkemizde rutin digki incelemelerinde en sik rastlanilan parazitlerden biri olup,
genetik cesitliligi ve patojenitesiyle ilgili oldukga tartismali bir konumdadir. insan ve hayvanlari enfekte
eden Blastocystis'in guinimizde ¢ok sayida alt tipi (Subtype; ST) tanimlanmis, bunlardan dokuzu insan-
lardan izole edilmistir. Kolon yerlesimli anaerobik bir parazit olan Blastocystis uzun yillar flora Uyesi olarak
kabul edilmis ve enfeksiyonun genelde asemptomatik seyrettigi bildirilmistir. Buna karsin son yillarda,
parazitin genotipleri ile patojenitesi ve klinik semptomlar arasinda iliski oldugunu gosteren bulgular elde
edilmistir. Bu calismada, Adnan Menderes Universitesi Parazitoloji Laboratuvarina génderilen diski érnek-
lerinde saptanan Blastocystis izolatlarinin alt tiplerinin belirlenmesi ve parazitle iliskili kinik semptomlarin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismaya, Blastocystis ile enfekte 61 olgu (40 erkek, 21 kadin; yas araligi:
5-69 yil, yas ortalamasi: 35 + 19.1 yil) dahil edilmistir. Direkt mikroskobik incelemede Blastocystis kistleri
goriilen digki 6rnekleri Jones besiyerine ekilmis ve 37°C’de 72 saatlik inkiibasyon ile parazit cogaltiimistir.
Genomik DNA izolasyonu, ticari bir kit ile (DNAzol, Invitrogen, ABD) besiyerlerinden direkt olarak veya
saklanan pelletlerden yapilmstir. Blastocystis genotipleri alt tipe 6zguil primerlerin kullanildii polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile arastinlmig ve olgularda gériilen semptomlar retrospektif olarak degerlendiril-
mistir. PCR ile 61 Blastocystis izolatinin 44 (%72.1)"inde alt tip tayini yapilabilmis, 17 (%27.9) izolat ise
tiplendirilememistir. Orneklerin 17 (%38.6)'si ST3, 13 (%29.5)'(i ST2 ve 9 (%20.5)'u ST1 olarak saptan-
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mis; 4 (%9.1) ornekte ST1 ve ST3, 1 (%2.3) 6rnekte ise ST1 ve ST2 birlikte tespit edilmistir. Blastocystis
pozitif olgularda saptanan sikayetler sirasiyla; karin agrisi (n= 24, %39.4), kasinti (n= 22, %36.1), ishal
(n= 4, %6.6) ve kabizlik (n= 2, %3.3) olarak izlenmistir. Bu calisma ile Aydin ilinde Blastocystis genetik
cesitliligi ilk kez arastinlmis olup, bulgular diger bélgelerden bildirilenlerle értiismektedir. Ulkemizde
yapilan diger calismalarda oldugu gibi baskin alt tipin ST3 oldugu saptanmis ve bu veri ST3'lin insan
kaynakli izolat oldugu fikrini desteklemistir. Ayrica, Blastocystis saptanan olgularda kasinti sikayetinin
diger calismalara gore daha yiiksek oranda goriilmesi dikkat ¢ekici bulunmustur. Sonug olarak, parazitin
patojenitesi ve Ulkemizde Blastocystis enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin aydinlatiimasinda, cok merkezli
ve genis kapsamli molekiiler ve klinik calismalara gereksinim oldugu distinGlmustir.

Anahtar sozciikler: Blastocystis; alt tip; enfeksiyon; Aydin.

ABSTRACT

The pathogenic potential and genetic diversity of Blastocystis are poorly understood despite being
one of the most frequent intestinal parasites in routine fecal examination all around the world as well as
Turkey. There are numerous defined subtypes (ST) of Blastocystis which infect animals and nine of them
were isolated from human fecal samples. Blastocystis is an anaerobic parasite and generally recognized
as nonpathogenic microorganism that colonizes the colon. However recent studies have indicated that
the genotypes may be related with the pathogenicity and clinical symptoms of the infection. The aims
of this study were to investigate the subtypes of Blastocystis isolates obtained from stool samples submit-
ted to the parasitology laboratory of Adnan Menderes University, Faculty of Medicine, and to evaluate
the clinical symptoms of infected cases. A total of 61 cases (40 male, 21 female; age range: 5-69 years,
mean age: 35 + 19.1 years) were included in the study. Stool samples that were positive for Blastocystis
cysts in direct microscopic examination, were inoculated in Jones medium and incubated at 37°C for
72 hours for the growth of parasite. Genomic DNAs were isolated from Jones medium directly or frozen
samples with a commercial kit (DNAzol, Invitrogen, USA). The subtypes of Blastocystis were detected by
polymerase chain reaction (PCR) using ST-specific primers and the symptoms of patients were evaluated
retrospectively. Forty-four (72.1%) out of 61 isolates were subtyped by PCR, while 17 (27.9%) could
not be typed. The distribution of Blastocystis subtypes were found as follows; ST3 in 17 (38.6%), ST2
in 13 (29.5%), ST1in 9 (20.5%), ST1 + ST3 in 4 (9.1%), and ST1 + ST2 in one (2.3%) of the samples.
The most common symptoms among Blastocystis infected cases were abdominal pain (n= 24, 39.4%),
pruritus (n= 22, 36.1%), diarrhea (n= 4, 6.6%) and constipation (n= 2, 3.3%), respectively. This is the
first study investigating the genotypes of Blastocystis in Aydin province (located at Aegean region of
Turkey), and the findings were consistent with those reported from other regions. The predominant
subtype was found as ST3, like other studies in our country and this data supports that ST3 is a human
originated genotype of Blastocystis. Additionally, the higher rate of pruritus detected among our patients
infected with Blastocystis compared with the other studies was considered remarkable. In conclusion,
multicenter and large-scaled molecular and clinical studies are needed to elucidate the pathogenicity
and the epidemiology of Blastocystis infections.

Keywords: Blastocystis; subtype; infection; Turkey.

GiRis
Blastocystis, insan ve hayvanlarda bulunabilen kolon yerlesimli anaerobik bir proto-
zoondur. Diski 6rneklerinde en sik rastlanan protozoon olarak bildirilen Blastocystis, koz-

mopolit bir dagiim gdéstermektedir'. Tanida kullanilan geleneksel parazitolojik incele-
melerin yani sira son yillarda molekiiler yontemlerin kullanilmasi, gelismis tlkelerde de
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yayginligin tahmin edilenden yiiksek oldugunu géstermektedir?. Blastocystis yayginhgini
etkileyen faktorler; hayvanlarla yakin temas, yetersiz hijyen kosullar, kontamine yiyecek
ve su kaynaklari olarak bildirilmistir>*,

Blastocystis'in patojenitesi parazitle ilgili tartisilan konularin basinda gelmektedir. Para-
zitin hem semptomlu hem de semptomsuz gruplarda gorilmesi ve bildirilen semptomla-
rnn 6zgiil olmamasi, bunun temelini olusturmaktadir?. Oldukca polimorfik ve haploid bir
genoma sahip olan Blastocystis’in, SSU rDNA analizleri sonucu alt tip (ST) olarak adlandi-
rilan 17 farkli genotipi tanimlanmistir®. insanlardan izole edilen dokuz alt tipi bulunmak-
ta olup, bunlardan basta ST3 olmak tzere, ST1, ST2 ve ST4 insanlar arasinda en yaygin
bildirilen genotiplerdiré. Alt tipler ile konak 6zgiilliigii arasinda iliskiler kurulabilmis ancak
patojenite konusunda yapilan ¢ok sayida arastirmaya ragmen heniiz benzer bir iligkiden
s6z etmenin miimkiin olmadig bildirilmistir’. Blastocystis patojenitesinin konagin yasi,
immdnitesi, parazitin genotipi, viriilansi ve zoonotik potansiyeli gibi bircok faktore bagl
oldugu distiniilmektedir®.

Turkiye'de yapilan calismalarda®'" Blastocystis prevalansi %1.4-%23.5 arasinda degi-
sen oranlarda verilmekte olup, Aydin’da bu oranlar %2.3-%15.5 olarak bildirilmistir'?13,
Aydin ilinde bugtine kadar Blastocystis alt tipleri konusunda bir ¢alisma yapilmamustir.
Bu calismada, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Laboratuvarinda
izole edilen Blastocystis suslarinin alt tiplerinin saptanmasi ve olgulardaki semptomlarin
arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Adnan Menderes Universitesi, Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Parazitolo-
ji Laboratuvarina degisik polikliniklerden rutin parazitolojik inceleme icin gonderilen digki
orneklerinden elde edilen 61 Blastocystis izolati dahil edildi. Hastalara ait bilgiler hastane
bilgi sisteminden retrospektif olarak tarandi, demografik ve klinik 6zellikleri kaydedildi.

Direkt mikroskobik incelemede Blastocystis saptanan diski 6rneklerinden yaklasik 50
mg alinarak ayni giin 3 ml Jones besiyerine ekildi ve besiyerleri 37°C’de 48-72 saat inkii-
be edildi'®. Besiyeri hazirlanirken kaynakta'® bildirilenden farkli olarak at serumu yerine
fetal dana serumu kullanildi. Blastocystis gorllen kiltirler 3-4. giin 12.000 x g’de bir
dakika santrifiij edildi ve pelletler DNA izolasyonunda kullanildi.

Saklanan ve/veya taze pelletlerden DNA izolasyonu, DNAZzol kiti (Invitrogen Life Tech-
nologies, ABD) ile Uiretici firmanin onerileri dogrultusunda yapildi. Blastocystis alt tipleri-
nin belirlenmesinde Yoshikawa ve arkadaslar'® tarafindan yedi farkli alt tip icin (ST1-7)
0zqgul olarak tasarlanan primerler kullanilarak PCR uygulandi. PCR karigimi; 2 pl kalip
DNA, 0.4 pmol her bir primer, 0.3 U Taq DNA polimeraz, 0.2 mM her bir dNTP, 3 pl 10x
Taq polimeraz tamponu (NH,),SO,, seklinde hazirlandi (Fermentas, ABD) ve distile su ile
30 pl'ye tamamlandi. Amplifikasyon i1s1 dongii cihazinda; 94°C’de 3 dk 6n denatiirasyon
sonrasl, 30 dongi (94°C’de 30 sn, 59°C’de 30 sn ve 72°C’de 60 sn) ve 72°C’de 5 dk son
uzama olarak gerceklestirildi. 10 pl PCR urlini %1 agaroz jelde tris borik asit-EDTA tam-
ponunda yurituldikten sonra agaroz jel gortintiileme sistemi (Infinity, Vilber Lourmat,
Fransa) ile goruntilendi (Resim 1).
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ST1 351bp

ST3 526 bp ST2 704 bp

Resim 1. Bazi érneklere ait agaroz jel gortinttisti [M: Molekiiler belirteg (50 bg, Fermentas); PK: Pozitif kontrol,
ST: Alt tip].

BULGULAR

Calismaya alinan 61 digki 6rneginin 40" erkek, 21‘i kadin olguya ait olup, olgularin
yas ortalamasi 35 + 19.1 (yas aralgi: 5-69) yildir (Tablo I). Orneklerin besiyerinde kiiltiiri
sonucu ¢ogaltilan 61 izolatin 44 (%72.1)'linde alt tipe 6zgul primerlerle amplifikasyon
gOzlenmistir (Resim 1). En sik saptanan alt tip ST3 (n= 21, %47.7) olmus, bunu ST2 (n=
14, %31.8) ve ST1 (n= 14, %31.8) izlemistir. Blastocystis saptanan olgularin demografik
ve klinik 6zellikleri ile alt tiplerin dagihmi Tablo I'de gosterilmistir.

TARTISMA

Blastocystis insanlar arasinda yaygin gorilen bir parazit olmasina karsin, patojenik roli
ve genetik cesitliligi konusunda halen yeterli bilgi bulunmamaktadir®. Laboratuvarimi-
za gonderilen digki 6rneklerinin direkt mikroskobik incelemesinde saptanan ve kiiltirde
uUretilen Blastocystis alt tiplerinin arastinldigr bu calismada, izolatlarin %47.7'sinin ST3
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde diinya genelinde ve lkemizde yapilan calismala-
rnn cogunda en yaygin saptanan alt tipin ST3 oldugu bildirilmistir>'7-2°, Abdulsalam ve
arkadaslar?! ST1’in kadinlarda anlamli bir sekilde daha sik oldugunu bildirmis ve ST3'i
diyare ile iliskilendirmistir. Dogruman ve arkadaslari?? ise, irritabl bagirsak sendromlu
(IBS) ve kronik ishalli hastalarda ST3’den sonra en sik ST2 ve ST1’e rastladiklarini bil-
dirmislerdir. Ayni arastiricilar bir bagka calismada, ST2’nin asemptomatik enfeksiyon ile
iliskili Blastocytis alt tipi oldugunu éne siirmuslerdir?®. Yine Dogruman ve arkadaslari,
ST3’Un hem semptomatik hem de asemptomatik grupta en sik rastlanan alt tip oldugu-
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Tablo I. Blastocystis Saptanan Olgularin Demografik Ozellikleri, Semptomlari ve Alt Tiplerin Dagilimi
ST3 ST2 ST1 ST1+3 ST1+2 NT Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Cinsiyet
Erkek 12 (30) 8 (20) 5(12.5) 2(5) - 13 (32.5) 40 (100)
Kadin 5(23.8) 5(23.8) 4(19) 2(9.5) 1(4.7) 4(19) 21 (100)
Yas grubu (yil)
1-24 4(17.4) 40174 5@21.7) 1@4.3) 1(4.3) 8((34.7) 23(100)
25-49 7 (33.3) 7(333) 3043) 14.7) - 3(14.2) 21 (100)
50-75 6(35.2) 2(11.7) 1(.8) 2(1.7) - 6(35.2) 17(100)
Semptomlar
Kaginti 8 (36.4) 3(13.6) 4182 2(9.1) - 5(22.7) 22(100)
Karin agrisi 6 (25) 6 (25) 2(8.3) 2(8.3) 1(41) 741.2) 24(100)
ishal 1(25) 1(25) - - - 2 (50) 4 (100)
Kabizhk - 1(50) - - - 1(50) 2 (100)
Diger** 2(22.2) 2(22.2) 3(33.3) - - 2(22.2) 9 (100)
Toplam 17 (27.9) 13(21.3) 9(14.7) 4(6.5) 1(.6) 17(27.9) 61(100)
* NT: Tiplendirilemeyen;
** Vaskiilit, idiyopatik trombositopenik purpura, epilepsi, anemi.

nu ve Blastocystis alt tipleri ile gastrointestinal semptomlar arasinda bir iliski olmadigini
bildirmislerdir?*. Ozyurt ve arkadaslarinin? calismasinda da, izolatlarin %75.9'unun ST3
oldugu tespit edilmis ve alt tiplerle semptomlar arasinda iliski kurulamamistir. Buna karsin
Eroglu ve arkadaslan'’/, semptomlu hastalarin tamaminda ST1 ve semptomsuz grupta
ise en fazla ST3 oldugunu bildirmistir. Alt tipe 6zgll primerler yiiksek 6zgllik goster-
mekle birlikte Blastocystis'in ST1-7 arasindaki alt tiplerini belirleyebilmektedir. Calisma-
mizda tiplendirilemeyen 17 (%27.9) izolatin, Tan ve arkadaslarinin?® ifade ettigi gibi, bu
yontemle belirlenemeyen alt tipler olabilecegi veya DNA izolasyonundaki sorunlardan
kaynaklandigi diisiintilmistiir. Benzer olarak Lee ve arkadaslan?’, Blastocystis izolatlarinin
%12.7'sinde ST primerleriyle sonug alamadiklarini bildirmiglerdir.

Calismamizda Blastocystis saptanan olgularin cogunlugunu erkekler (%65.6) olustur-
maktadir. inceboz ve arkadaslari?® da Blastocystis pozitifliginin erkekler arasinda daha
stk gorildigind belirtmislerdir. Ancak calismamizdaki gibi Blastocystis pozitif olgularin
degerlendirildigi bir calismada, kadin olgu sayisinin daha fazla oldugu rapor edilmistir?.
Engsbro ve arkadaslari*?, IBS hastalarinda Blastocystis varli§i ve yas arasinda pozitif bir ko-
relasyon oldugunu vurgulamistir. Bir baska calismada ise, cocuk yas grubunda Blastocy-
stis yayginhginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir®'. Calismamizda, Blastocystis pozitif
olgularin %37.7 (23/61)'sinin 1-24 yas araliginda oldugu gorilmdis; 25-49 yas grubunda
bu oran %34.4, 50-75 yas grubunda ise %22.9 olarak izlenmistir (Tablo I).
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Blastocystis saptanan olgularin semptomlari degerlendirildiginde, olgularda en sik ka-
rin agnisi (%39.3) sikayetinin gorildigu, bunu kasinti (%36.1) ve ishalin (%3.3) izledigi
belirlenmistir. Ertug ve arkadaslari®2, Blastocystis saptadiklari olgularda en sik goriilen (¢
klinik belirtinin; karin agrisi (%81), karinda gaz hissi (%67) ve ishal oldugunu bildirmistir.
Bir diger calismada da benzer sekilde en sik bildirilen semptomlar, sirasiyla karin agrisi,
diyare ve gaz varhgidir®3. Sakalar ve arkadaslari'®, karin agrisi, ishal ve dermatitin en
yaygin gbzlenen semptomlar oldugunu bildirmis; Balint ve arkadaslari?® da nedeni bilin-
meyen deri lezyonlu hastalarda Blastocystis'in arastirilmasi gerektigini ifade etmislerdir?®.
Calismamizda alt tipi belirlenen olgu sayisinin yetersiz olmasi nedeniyle, alt tipler ve
semptomlar arasinda istatistiksel analiz yapilamamustir. Ozyurt ve arkadaslan?® Blastocy-
stis enfeksiyonu olan erkek hastalarda en yaygin sikayetin gastroenterit, kadinlarda ise
dispepsi oldugunu bildirmistir. Bizim calismamizda, hem erkek hem de kadinlarda en sik
rastlanilan sikayet karin agrisidir. Dolayisiyla olgularimizda saptanan alt tiplerin ve klinik
bulgularin, ilkemizde ve diinya genelinde bildirilenler ile benzer oldugu gorilmektedir.
Sonug olarak, tlkemizde Blastocystis enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin aydinlatiima-
sinda, cok merkezli ve genis kapsamli molekiiler ve klinik calismalara gereksinim oldugu
dustnilmastir.
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