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Ulkemizde ve diinya genelinde en yaygin gériilen protozoonlardan biri olan Blastocystis spp.’in labo-
ratuvar tanisi, genetik cesitliligi ve klinik 6zellikleri parazitle ilgili tartismali konular arasinda yer almaktadir.
Bu calismada, Aydin ilinde g6zlenen Blastocystis spp. izolatlarinin alt tip dagilimini, tanida kullanilan bazi
yontemlerin degerlendirilmesi ve ayrica, Blastocystis spp. enfeksiyonu ile klinik bulgular ve demografik
faktorler arasindaki iligkinin retrospektif olarak degerlendirilmesi amaclanmistir. Direkt mikroskobik ince-
leme sonucunda Blastocystis spp. saptanan ve saptanmayan ylizer digki 6rnegi basit rastgele érnekleme
yontemiyle secilerek calisma kapsamina dahil edilmistir. Tim digki 6rneklerinden hem direkt DNA izo-
lasyonu yapilmis hem de Jones besiyerine ekim yapilmistir. Ureme gézlenen kiiltiirlerden de farkl bir kit
ile DNA izolasyonu yapilmistir. Blastocystis spp. ribozomal RNA kiigiik alt tinite (SSU rRNA) genini hedef
alan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile genomik DNA 6rnekleri caligilmis olup alt tipler (ST) sekanslara
gore belirlenmistir. Bu sekilde alt tipi belirlenemeyen ornekler sequence tagged site-PCR (STS-PCR) ile
tekrar caligiimistir. Ayrica herhangi bir tani yontemi ile Blastocystis spp. saptanan ve saptanmayan olgular
demografik 6zellikler (cinsiyet, yas, yerlesim yeri) ve klinik bulgular (kasinti, ishal, karin agrisi, dispepsi,
bulanti-kusma, konstipasyon ve kilo kaybr) yoniinden istatistiksel olarak karsilastirnimistir. Calismamizda
direkt mikroskopi yontemiyle Blastocystis spp. pozitifligi bildirilen 100 digki 6rneginin kiltiir yontemiyle
81’inde, PCR yontemiyle ise 86’sinda pozitiflik saptanmigstir. Ayni yontemle Blastocystis spp. saptanmayan
100 diski 6rnegi kiltiir ve PCR ile calisildiginda sirasiyla bes ve yedi 6rnekte pozitif sonug elde edilmistir.
Blastocystis SSU rRNA gen sekanslarinin analizi ve STS-PCR ydntemi ile 95 Blastocystis spp. izolatinin alt
tip dagilimi: ST3 (n= 50, %52.6), ST2 (n= 21, %22.1), ST1 (n=17, %17.9), ST7 (n= 4, %4.2), ST2 +
ST3 (n=2, %2.1) ve ST1 + ST3 (n=1, %1.1) seklinde belirlenmistir. Ayrica, kiltiirde ¢ogalan izolatlardan
rastgele secilen 35’inin alt tip dagihimi ile ayni 6rneklerin direkt digkidan DNA izolasyonu sonuglari karsi-
lastinldiginda sonuglar arasinda tam bir uyum gézlenmistir. Calismamizda herhangi bir yontem ile Blas-
tocystis spp. saptanan 107 ve saptanmayan olgular 93 olgu semptomlarin goriilme sikligi ve demografik
ozellikler acisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.
Benzer sekilde, semptomlar ile alt tipler arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir. Sonug olarak, Blastocystis
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spp.’nin rutin laboratuvar tanisinda direkt mikroskobik incelemeye ek olarak kiiltiir ve PCR gibi yontem-
lerin kullaniimasinin faydal olacagr gosterilmistir. Aydin ilinde Blastocystis alt tip dagilimi diinya geneli ile
biylk oranda ortiismektedir. Calismamizda Blastocystis spp. enfeksiyonu ile semptomlar arasinda iliski
bulunmamis olmasi insanlarda Blastocystis spp. enfeksiyonunun biiyiik oranda asemptomatik seyrettigi ve
daha ¢ok saglikli mikrobiyota elemani olarak bulundugu fikrini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Blastocystis spp., laboratuvar tanisi; alt tip.
ABSTRACT

Blastocystis spp. is one of the most common protozoa in Turkey and throughout the world; laboratory
diagnosis, genetic diversity and clinical features are among the most controversial topics related to the pa-
rasite. The aims of the present study were to investigate the subtype distribution of Blastocystis spp. isolates
from Aydin, Turkey, to evaluate the efficiency of some diagnostic methods and to evaluate the relationship
between Blastocystis spp. infection with demographic factors and clinical findings. According to the direct
microscopy results, 100 stool samples with and without Blastocystis spp. were selected by simple random
sampling method. All were directly subjected to DNA isolation and cultured in Jones medium. DNA iso-
lation was also carried out in Blastocystis spp. positive cultures with a different kit. Genomic DNA samples
were analysed by PCR targeting the Blastocystis spp. small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) gene and
subtypes (ST) were determined according to the sequence analyses. Moreover, the samples with undetec-
ted ST were further studied with sequence tagged site-PCR (STS-PCR). In addition, the patients with and
without Blastocystis spp. were compared in terms of demographic characteristics (gender, age, residence)
and clinical findings (itching, diarrhoea, abdominal pain, dyspepsia, nausea, vomiting, constipation and
weight loss)., Among 100 stool positive samples diagnosed with direct microscopic examination 81 (81%)
and 86 (86%) were found as positive with culture and PCR, retrospectively. Additionally, among 100 Blas-
tocystis spp. negative stool samples five (5%) and seven (7%) samples were found positive with the same
methods, respectively. The results of the analysis of Blastocystis spp. with SSU rRNA gene sequencing and
STS-PCR methods revealed the subtype distribution of 95 Blastocystis spp. isolates as follows: ST3 (n= 50,
52.6%), ST2 (n= 21, 22.1%), ST1 (n=17, 17.9%), ST7 (n= 4, 4.2%), ST2 + ST3 (n= 2, 2.1%) and ST1
+ ST3 (n=1, 1.1%). In addition, a complete accordance was observed in subtype distribution between
direct DNA isolation from stools and 35 randomly selected isolates from the culture. In our study, the
comparison of 107 Blastocystis spp. positive (by any of the methods) cases and 93 negative cases showed
that there was no correlation in terms of demographic characteristics and clinical findings. Similarly, there
was no significant relationship between symptoms and subtypes. In conclusion, it is recommended that in
addition to direct microscopic examination, the use of additional methods such as culture and PCR will be
useful in routine laboratory diagnosis of Blastocystis spp. The distribution of Blastocystis subtype in Aydin
is mainly in accordance with the global findings. Lack of a relationship between Blastocystis spp. infection
and symptoms in our study was supported the idea that Blastocystis spp. infection is mostly asymptomatic
in humans and it may be a member of healthy microbiota.

Keywords: Blastocystis spp.; laboratory diagnosis; subtype.
GiRis

Blastocystis spp., insanda ve diger bircok canli tiirinde enfeksiyon olusturabilen, ba-
girsak yerlesimli, anaerobik bir protozoondur. Uzun yillar siiren siniflandirma calismalari
sonrasinda stramenofiller (Heterokonta) grubu icerisinde yer alan Blastocystis spp., insan
bagirsaginda kolonize olabilmesi ve yasam dongusiinde kamg¢ili formunun olmamasi ile di-
ger stramenofillerden ayrilmaktadir'. Blastocystis spp. kiiresel bir dagilima sahip olup bircok
epidemiyolojik arastirmada insan diski 6rneklerinde en sik rastlanilan protozoon olarak bil-
dirilmistir?. Gelismemis ve/veya az gelismis iilkelerde, diger bagirsak parazitlerinde oldugu
gibi, hijyen aligkanliklari ve sosyo-ekonomik faktorlere bagl olarak Blastocystis spp.’e daha
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yiiksek oranlarda rastlanmakta olup %100’e varan gériilme sikliklar dahi bildirilmistir3.
Turkiye'de yapilan calismalarda ise Blastocystis spp. prevalansi %1.4 ila %23.5 arasinda
degisen oranlarda bildirilmistir*. Bu calismalar kullanilan yéntem ve calisma popiilasyonu
acisindan birbirinden oldukga farklilik gostermektedir.

Blastocystis spp.’nin insanlarda enfeksiyon olusturdugunun kanitlanmasindan giinimtize
kadar uzun bir stire gegmesine karsin, basta patogenezi olmak tzere Blastocystis spp.’nin ge-
netik cesitliligi, yasam dong(isii ve tedavisi tartismali konular arasinda yer almaktadir. Blas-
tocystis spp. icin gliniimuize kadar patojen, firsatcl patojen veya apatojen mikroorganizma
seklinde farkli tanimlamalar yapilmistir. Burada karsilagilan temel sorun Blastocystis spp.’ye
hem saglikli bireylerde hem de semptomlu kisilerde rastlanmasi olarak gésterilmektedir'.
Molekiiler filogenetik analizler sonucu Blastocystis spp.’nin bircok alt tipi (ST) tanimlanmis-
tir. Ayrica Blastocystis spp.’nin zoonotik karakteri ve alt tiplerle konak 6zgilliigu arasindaki
iliski ortaya konulmustur®. Bu amagla kullanilan iki temel yaklasim alt tip 6zg(il primerlerin
kullanilmasi ve kiictik alt tGnite ribozomal RNA kodlayan genin (SSU-rRNA) dizilenmesi ola-
rak bildirilmistir’. Bircok rutin parazitoloji laboratuvarinda Blastocystis spp. tanisi diski rnek-
lerinin mikroskobik incelemesiyle yapilmaktadir®. Bu amacla, en sik tercih edilen besiyeri-
nin, dusiik maliyeti ve kolay hazirlanmasi nedeniyle Jones besiyeri oldugu belirtiimektedir.
Bunun yani sira Robinson ve LYGM (TYSGM modifikasyonu) besiyerlerinde de Blastocystis
spp.’nin rahatlikla cogaltilabildigi bildirimektedir?. Bunlara ek olarak basta polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) olmak Uizere molekiler yontemlerin Blastocystis spp. tanisinda kullanil-
masl, hem geleneksel tani yontemlerinin etkinligini degerlendirilmesi hem de Blastocystis
spp.’nin molekiiler epidemiyolojisinin anlasiimasinda énemli katkilar saglamigstir®.

Bu calismada, Aydin ilinde saptanan Blastocystis alt tiplerinin belirlenerek Blastocystis
spp.’in laboratuvar tanisinda kullanilan direkt mikroskopi, kiltir ve PCR yontemlerinin et-
kinliginin degerlendirilmesi amaclanmistir. Ayrica, Blastocystis spp. saptanan ve saptanma-
yan olgularin demografik 6zellikler ve klinik bulgular yontinden istatistiksel olarak karsilas-
tinlmasi yapilmigtr.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Aydin Adnan Menderes Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar
Etik Kurulu onayi ile gerceklestirildi (Tarih: 14.11.2014 ve Karar No: 2014/433).

Diski Ornekleri ve DNA izolasyonu

Bu calismaya Aydin Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Pa-
razitoloji Laboratuvarinda direkt mikroskopi yontemiyle Blastocystis spp. saptanan ve sap-
tanmayan yizer diski 6rnegi dahil edildi. Bu amacla diski 6rnekleri serum fizyolojik (%0.9
NaCl) ve Lugol’un iyodin ¢ozeltileri ile 151k mikroskobunda incelendi.

Calismada 200 digki 6rneginin tamaminda QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Al-
manya) ile genomik DNA izolasyonu (retici firmanin énerileri dogrultusunda yapildi. izole
edilen DNA ornekleri caligiincaya kadar +4°C’de saklandi.
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Kiiltiir ve Blastocystis spp. Ureyen Orneklerden DNA izolasyonu

Diski 6rnekleri bekletiimeden Jones besiyerine ekildi ve 37°C’de etlivde inkiibe edildi.
Blastocystis spp. Uremesi 48. saatten itibaren bir haftaya kadar kontrol edildi. Blastocystis
spp. pozitif kiiltiirler 12000 x g’de bir dakika santrifiij edildi ve DNAzol® Reagent (Thermo
Fisher Scientific, ABD) kiti ile DNA izolasyonu yapildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonlari ve Alt Tiplerin Belirlenmesi

DNA izolasyonlari yapilan 6rnekler [Diski 6rneklerinden (200 6rnek) ve kiiltirde lireyen-
lerden] Blastocystis spp. SSU-rDNA geni (barkot bolgesi) PCR yontemi ile cogaltildi. Amp-
lifikasyon iglemi, tniversal RD5 (F) (5’-ATC TGG TTG ATC CTG CCA GT-3") ve Blastocystis
spp.’e 6zgu BhRDr (R) (5’-GAG CTT TTT AAC TGC AAC AAC G-3’) primerleri kullanilarak
gerceklestirildi'®. Calismamizda rutin parazitoloji laboratuvarina génderilen diskilardan
elde ettigimiz, hem barkotlama hem de ¢oklu lokus sekans tiplendirme (MLST) ile dogru-
lanmig Blastocystis susu (ADUbI172) porzitif kontrol olarak kullanildi. PCR sonrasinda ~600
baz cifti (bp) buyukliikte gorilen érnekler pozitif olarak degerlendirildi ve Applied Biosy-
stems 377 DNA Sequencer ile dizi analizi yapildi.

Blastocystis spp. kismi SSU rDNA dizileri Genbank niikleotit veri tabani BLAST kullanila-
rak karsilastirildi. Ayrica, belirlenen tim diziler Blastocystis spp. alt tip veri tabanina “http://
pubmist.org/Blastocystis spp.” kayit edildi. Veri tabanina gore tam veya en fazla benzerlik
gbzlenen alt tipler belirlendi'". Bu sekilde alt tipi belilenemeyen &rnekler yedi farkli Blas-
tocystis spp. alt tipine (ST1-7) 6zgu primer ciftlerinin kullanildigi STS-PCR yontemiyle tekrar
caligildi'?.

Genetik Uzakliklarinin Belirlenmesi

Siralanan ve dizenlenen dizi verileriyle MEGA versiyon 7.0 programinda Neighbor-Jo-
ining yontemi, ve bootstrap testleri (1000 tekrar) kullanilarak genetik uzakhga bagh filo-
genetik agac olusturuldu. Orneklerin evrimsel uzakliklari Maximum Composite Likelihood
yontemi ile belirlendi. Bu analizlerde Proteromonas lacertae 18S ribozomal RNA geni kismi
dizisi (AY224080) dig grup olarak kullanildi.

Demografik Ozellikler ve Klinik Bulgularin Degerlendirilmesi

Direkt mikroskopi, kulttr veya PCR yontemlerinin herhangi biriyle Blastocystis spp. po-
zitifligi saptanan olgular ile bu yontemlerden hicbiriyle Blastocystis spp. pozitiflik saptan-
mayanlar cinsiyet, yerlesim yerleri, yas gruplar ve klinik bulgular yoniinden karsilastirildi.
Bununla birlikte, Blastocystis spp. alt tipleri ve olgularin 6zellikleri ayrica degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 15.0 paket programi (PASW Inc., Chicago. IL. ABD) kul-
lanilarak yapildi ve p< 0.05 degerleri anlamli kabul edildi. Siniflandiriimig verilerin degerlen-
dirilmesinde ki-kare testi, analitik verilerin degerlendiriimesinde Student'’s t-testi kullanildi.
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BULGULAR

Direkt mikroskopi sonucunda Blastocystis spp. saptanan 100 digki 6rnegi Jones besiye-
rine ekildiginde 81 (%81)’inde tGreme go6zlenmistir. Ayni 6rneklerin SSU rDNA-PCR ile 88
(%88)'inde amplifikasyon saptanmistir. Bu 6rneklerin bazilarina ait agaroz jel elektroforez
goriintist Resim 1’de verilmistir. Calismamizda direkt mikroskopi ile pozitif 100 6rnegin
kiltir ve PCR ile degerlendirilmesi Tablo I'de verilmistir.

Direkt mikroskopi ile Blastocystis spp. saptanmayan 100 digki 6rneginin 5 (%5)’inde Ure-
me gozlenmistir. Bu ornekler SSU rDNA-PCR yapildiginda 7 (%7)'sinde beklenen boyutta
amplifikasyon saptanmistir. Direkt mikroskopi ile Blastocystis spp. saptanmayan 100 digki
orneginde ayni yontemler kullanildiginda gozlenen pozitiflik oranlar Tablo Il’de verilmistir.

Tdm diski 6rneklerinden (n= 200) DNA izolasyonu yapilmis olup bunlarin 95‘inde SSU
rDNA PCR ile beklenen boyutta amplifikasyon goriilmistir. Dizilerin veri tabanlarina giril-
diginde 92 (%96.8)’si herhangi bir ST ile tam uyum gostermistir. Bu sekilde alt tipi belirle-
nemeyen (herhangi bir ST ile tam uyum gostermeyen) l¢ 6rnek (%3.2) STS-PCR ile cali-
sildiginda birden fazla alt tip belirlenmistir. Calismamizda tespit edilen alt tiplerin dagilimi
Tablo Ill'te verilmistir.

32 3 4 5 6 7 8 P N M

Resim 1. Bazi 6rneklerin SSU rDNA-PCR sonuglarina iliskin agaroz jel gériintiisii, 1-8 pozitif drnekler, P: Pozitif
kontrol, N: Negatif kontrol, M: 100 bp adirlik belirteci (Fermentas, ABD).

Tablo I. Direkt Mikroskopi ile Blastocystis spp. Saptanan 100 Diski Orneginde Diger Yontemlerle
Saptanan Pozitiflik Oranlari

SSU rDNA-PCR

Kiiltir Pozitif (say1, %) Negatif (sayi, %) Toplam
Pozitif 81 (100) 0 81
Negatif 7 (36.9) 12 (63.1) 19
Toplam 88 12 100
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Tablo Il. Direkt Mikroskopi ile Blastocystis spp. Saptanmayan 100 Diski Orneginde Diger Yéntemlerle
Saptanan Pozitiflik Oranlari

SSU rDNA-PCR

Kiiltiir Pozitif (sayi, %) Negatif (sayi, %) Toplam
Pozitif 5 (100) 0 5
Negatif 2(2.1) 93 (97.9) 95
Toplam 7 93 100

Tablo . Calismada Saptanan Blastocystis spp. Alt Tiplerinin Dagilimi

Sayi %
ST3 50 52.6
ST2 21 221
ST 17 17.9
ST7 4 4.2
ST2 ve ST3* 2 2.1
ST1 ve ST3* 1 1.1
Toplam 95 100
* STS-PCR ile alt tipler belirlenmistir.

Ayrica, kiltlrde treyen 86 (%43) izolatin tamaminda SSU rDNA PCR ile amplifikasyon
gozlenmistir. Ancak, PCR Urtinlerinden basit rastgele 6rnekleme yontemiyle secilen 35 o6r-
nek dizi analizine gonderilmistir. Bu 6rneklerin alt tip dagilimi: 19 ornek ST3 (%54.3), sekiz
ornek ST2 (%22.8), bes ornek ST1 (%14.2), iki ornek ST2 + ST3 (%5.7) ve bir 6rnek ST 7
(%2.8) olarak belirlenmistir. Ayni olguya ait digkidan ve kiiltiirden DNA izolasyonu sonrasi
belirlenen alt tipler karsilastirildiginda ayni alt tipler saptanarak tam bir uyum gézlenmistir.

Calismada elde edilen Blastocystis spp. kismi SSU rDNA dizileri GenBank veri tabanina
MH349732-43, MH349745-52, MH349754, MH349755 numaralari ile kaydedilmis olup
referans diziler ile evrimsel uzakliklari Sekil 1'de verilmistir.

Direkt mikroskopi, kiltir veya SSU rDNA-PCR yontemlerinden herhangi biriyle Blas-
tocystis spp. pozitifligi saptanan 107 olgu ile saptanmayan 93 olgu cinsiyet, yas, yerlesim
yeri acisindan karsilastirildiginda herhangi biriyle istatistiksel olarak anlamli bir iligki bu-
lunmamistir (Tablo 1V). Ayni sekilde semptomlar agisindan da istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadigi gorilmustir (Tablo V). Epikriz kayitlari incelendiginde olgularin buytik
cogunlugunda birden fazla semptomun var oldugu gorilmdustur. Blastocystis spp. alt tip-
leri ve semptomlar ayrica degerlendirildiginde alt tipler ile semptomlar arasinda bir iliski
bulunmadigi saptanmistir.
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MH348748

99

ST4 ABOTY

WH4750
WH34BT51
T3 ABOTOREB

MH349752
MHIH9T4S
NH349T49
5T1 AB10TDE6T

ST5 ABOTORES

5T8 AB10TRTO

100 STE ABOT0E80
1 -

100

MH340754
MH348755

73 - 5T7 ABOTO099

3108

0.020

laceriae 165-lke: gene complete

Sekil 1. Kismi SSU rDNA dizilerinin evrimsel uzakliklari (ST1-9: referans dizilere, MH: Bu ¢alismada
elde edilenlere, U37108: Dis grup olarak kullanilan diziye ait GenBank erisim numaralari.)

Tablo IV. Blastocystis spp. Saptanan ve Saptanmayan Olgular Cinsiyet, Yas, Yerlesim Yerleri

Agisindan Karsilastiriimasi

Pozitif (n= 107)

Negatif (n= 93)

Sayi % Sayi % Toplam X2 p

Cinsiyet Erkek 49 45.8 43 46.2 92

Kadin 58 54.2 50 53.8 108 0.004 0.950
Sehir M. 69 53.4 60 46.6 129

Yerlesim yeri ilce 17 15.9 14 15.1 31 0.038  0.981
Koy 21 19.6 19 20.4 40
1-18 38 35.5 28 30.1 66
19-40 33 30.8 20 21.5 53

Yas gruplari 41-60 21 196 28 301 49 4.873 0.181
61+ 15 14.1 17 18.3 32

314
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Tablo V. Blastocystis spp. Saptanan ve Saptanmayan Olgularda Semptomlarin Karsilastiriimasi

Pozitif (n= 107) Negatif (n=93)
Semptom Sayi % Sayi % Toplam X2 P
Kaginti 35 32.7 28 30.1 53 0.156 0.693
ishal 27 25.2 16 17.2 43 1.901 0.168
Karin agrisi 21 19.6 14 151 35 0.721 0.396
Dispepsi 10 9.3 11 11.8 21 0.326 0.568
Bulanti kusma 9 8.4 6 6.5 15 0.275 0.600
Konstipasyon 6 5.2 3 3.2 14 1.604 0.091
Kilo kaybi 5 4.7 5 5.4 10 0.052 0.820
Diger* 14 13.1 11 11.8 25 0.072 0.789
* Diger: Oksliriik, eklem agrisi, gastrit, anemi, gelisme geriligi.

TARTISMA

Blastocystis spp. tanisi birgok rutin laboratuvar icin karmasik bir islem olarak goriilmekte
olup bu laboratuvarlarda yaygin olarak mikroskopi kullanilarak tani konulmaktadir®. Bu-
nunla birlikte, PCR basta olmak lzere molekiiler yontemler daha cok epidemiyolojik calis-
malarda tercih edilmektedir'. Calismamizda direkt mikroskopi ile Blastocystis spp. goriilen
100 diski 6rnegi kiiltiir ve SSU rDNA PCR ile degerlendirildijinde sirasiyla 81 ve 88’inde
pozitiflik saptanmistir. Bu asamada direkt mikroskopi ile pozitif rapor edilmesine karsin kuil-
turde Ureme gozlenmemesinin (n= 19, %19) baz faktorlere bagl olarak aciklanabilecegi
dustinilmektedir. ilk olarak diskidaki makrofaj, mantar, nétrofil, Cyclospora cayetanensis ve
yag globiilleri gibi etkenler yalanci porzitifliklere neden olabilmektedir'>'3. Bunun yani sira
ST5 gibi zoonotik karakterli Blastocystis spp. izolatlarinin rutin kiltlrlerde cogalmayabilece-
gi ve negatif sonuclara neden olabilecegi bildirilmistir'*. Bizim bulgumuza benzer sekilde
bazi calismalarda direkt mikroskopi ile tespit edilen pozitif drneklerin bir kisminda da kultir
ybntemiyle negatif sonug elde edildigi bildirilmistir'®. Calismamizda direkt mikroskopi ile
pozitif sonu¢ saptanmasina karsin PCR ile negatif sonug¢ alinan orneklerin varhigr (%12)
yukarida sayilan faktorlere ek olarak diskidaki PCR inhibitorlerine bagl olarak ortaya cikabil-
mektedir®'6. Ayrica kullanilan primer ciftleri ve DNA izolasyon yénteminin de PCR sonucla-
rini etkiledigi ifade edilmektedir'”.

Arastirmamizda direkt mikroskopi ile Blastocystis spp. saptanmayan 100 diski 6rnegine
kiltur yapildiginda ve SSU rDNA-PCR ile calisildiginda sirasiyla %5 ve %7 pozitiflik gordil-
mustir. Bu asamada direkt mikroskopi ile yalanci negatif sonuglar elde edildigi gorilmek-
tedir. Bunun nedenleri arasinda kiiciik boyutlar (3-5 ym) nedeniyle Blastocystis spp. kist-
lerinin g6zden kaciriimasi, havayla temas, kullanilan ilag sonucu morfolojisinin bozulmasi,
kist formunun periyodik olarak atlmamasi sayllmaktadir'>'8. Bulgumuzu destekler sekilde
literattirdeki tani calismalarinda direkt mikroskopi ile negatif orneklerin %7.8 ve %4.7'sinde
kiiltiir ile pozitif sonug elde edildigi bildirilmistir'®2°. Blastocystis spp.’in rutin laboratuvar
tanisinda maliyet ve zaman avantajindan dolay! direkt mikroskopi gibi duyarliligi diistik
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yontemlerin kullaniimasinin cok sayida Blastocystis spp. ile enfekte olgunun gézden kagiril-
masina neden oldugu bildirilmistir?. Ayrica epidemiyolojik aragtirmalarda bu yéntemlerin
kullanilmasi mevcut literatiir verilerinin gercekligini tartismali hale getirdigi ifade edilmistir®.

Blastocystis spp. izolatlar arasinda yiiksek derecede genetik polimorfizm oldugu mole-
kiiler filogenetik calismalarda gésterilmistir?'. Calismamizda 95 6rnekte Blastocystis spp. alt
tipi belirlenmis olup dagiim: ST3 9%52.6; ST2 22.1; ST1 17.9; ST7 4.2; ST2 + ST3 %2.1 ve
ST1 + ST3 %1 olarak belirlenmistir. Hem kiresel 6lcekte hem de tilkemizde Blastocystis spp.
alt tiplerinin arastinldigi cok sayida arastirma bulunmaktadir. Diinya genelinde ST1-4'lin
insan Blastocystis spp. enfeksiyonlarinin 9%90’ini olusturdugu, ST3’linde en yaygin rastlani-
lan alt tip (yaklasik %60) oldugu bildirilmistir®'®. Bu veriye uygun sekilde calismamizda da
ST1-3Un tiim izolatlarin %95.8'ini (91/95 6rnek) olusturdugu saptanmistir. Buna ek olarak
calismamizda da en sik ST3 alt tipine (%55.7) rastlanmistir. Bircok arastirmada Blastocystis
spp. ST4'lin Avrupa’da daha yaygin saptandigi bildirilmis ayrica Glkemizde diger bazi illerde
bu alt tipe rastlandigi bildirilmistir®22. Ancak bizim calismamizda bu alt tipe rastlanmamis-
tir. Ulkemizdeki arastirmalarin biiyiik kisminda en sik rastlanan Blastocystis spp. alt tipinin
ST3 oldugu bildirilmistir?3.

Calismamizda kultlirde Greyen Blastocystis spp. izolatlarindan 35’inin kismi SSU rDNA
dizileri direkt diskidan elde edilen dizilerle karsilagtirildiginda tam bir uyum gézlenmistir.
Diger bir ifadeyle iki DNA izolasyon yaklagimi ile ayni alt tipler saptanmistir. Benzer sekilde
diskidan ve kiiltiriinden DNA izolasyonunun Blastocystis spp. alt tip dagiimina etkisinin
olmadigi veya oldukga sinirli oldugu rapor edilmistir?’. Ancak diger bazi calismalarda kiil-
tirden DNA izolasyonunun baz alt tiplerin hizli cogalmasina bagl olarak sonucu etkile-
yebilecegi bildirilmistir'*. Genotip farkliliklarina ek olarak diskiyla birlikte kiiltiire aktarilan
bakterilerin ve laboratuvar kosullarinin da Blastocystis spp. Uremesini ve dolayisiyla saptanan
alt tipi etkileyebilecegi rapor edilmistir?. Diskidan direkt DNA izolasyonu yapilmasi zaman
acisindan daha avantajli gorilmekte olup ayrica diger etkenlerin (protozoa veya bakteri)
saptanmasina olanak saglamaktadir. Ancak genis capl molekdler epidemiyolojik calismalar-
da kiiltiir sonrasi DNA izolasyonu maliyet acisindan tavsiye edilmektedir?'.

Blastocystis spp. enfeksiyonlarinin yiiksek oranda asemptomatik oldugu ve enfekte bi-
reylerin kiiciik bir kisminda gastrointestinal semptomlarin gériildigi bildirilmistir'. En-
feksiyon semptomatik oldugunda hastalarda ishal, abdominal agr ve siskinlik gibi 6zgil
olmayan gastrointestinal semptomlar ve dermatolojik bulgular gériilebilmektedir®. Calis-
mamizda herhangi bir tani yontemiyle Blastocystis spp. saptanan ve saptanmayan olgular
cinsiyet, ikamet yeri ve yas acisindan degerlendirildiginde herhangi biriyle anlami bir iligki
bulunmamistir. Bircok calismada cinsiyet ile Blastocystis spp. pozitifligi arasinda bir iligki
saptanmadi§i bildirilmistir®*. Bazi calismalarda ise yas ve yerlesim yerinin Blastocystis spp.
pozitifligini etkiledigi yoniinde bulgular rapor edilmistir®. Demografik 6zelliklere ek olarak
calismamizda olgularin semptomlari da degerlendirilmis ve Blastocystis spp. pozitifligi ile
semptomlar arasinda anlamli bir farklihk saptanmamugtir. Literattrdeki calismalarda genelde
semptomatik hasta grubu ve kontrol gruplarinda Blastocystis spp. yayginhgi karsilagtiriimig
olup bulgumuzu destekleyen sonuglar bildirilmistir2°. Ayrica elde ettigimiz bulgu Blastocy-
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stis spp.’in saglikl birey mikrobiyotasinin (iyesi olabilecegi fikrini de desteklemektedir?6.
Calismamizin aksine ozellikle cocuk yas grubundaki bazi calismalarda Blastocystis spp.’nin
semptomlara neden oldugu bildirilmistir*’. Calismamizda Blastocystis spp. saptanan ol-
gularda en sik kasinti (%32.7) olmak Uzere sirasiyla ishal (%25.2), karin agrisi (%19.6) ve
dispepsi (%9.3) semptomlarinin gorildigu saptanmistir. Benzer calismalar incelendiginde
en sik gorulen semptomlarin karin agrisi, kasinti, ishal, siskinlik ve kabizlik oldugu rapor
edilmistir'. Calismamizda alt tipler ile semptomlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski saptanmamustir. Bu konuda literatiirde birbiriyle celisen bulgular yer almakta olup bazi
arastirmacilar ST3 ve ST1 ile karin agrisi, ST2 ile Urtiker arasinda iliski olabilecegini rapor
etmislerdir?®2?°, Ancak bircok calismada bizim bulgumuzu destekler nitelikte veriler yer al-
maktadir. Blastocystis spp. patojenitesi ve klinik 6zellikleri uzun siredir Blastocystis spp. ile
ilgili en tartismali konularin basinda gelmektedir. Mevcut bulgularin yetersizligi ve celiskili
sonuclar deneysel calismalarin ve hayvan modellerine olan ihtiyaci ortaya koymaktadir'-3°.
Gunlimuzde Blastocystis spp. patogenezinin, Blastocystis spp.‘in genetik ve biyolojik 6zel-
liklerine bagli degisen cok etmenli bir fenomen oldugu diistiniilmektedir?.

Sonug olarak Blastocystis spp. rutin laboratuvar tanisinda direkt mikroskopi yontemi,
hem yalanci pozitiflik hem de yalanci negatif sonuclara neden olmasi nedeniyle yetersiz
gorilmekte olup kiilttir veya PCR gibi ikinci bir yonteminde tanida kullanilmasinin fayda-
Il olacagi dusiinilmektedir. Ancak Blastocystis spp.’in saglikli birey mikrobiyotasinda yer
alabilecegi ve herhangi bir klinik tablo ile iliskilendirilememis olmasi rutin tanida ikinci bir
yonteminin gerekliligini tartismali hale getirmektedir. Aydin ilinde alt tip dagimi hem din-
ya genelindeki hem de tilkemizdeki calismalarla 6rtlismektedir. Blastocystis spp. ve semp-
tomlar arasinda iliski bulunmamasi Blastocystis spp. kolonizasyonunun daha ¢ok normal
mikrobiyota ile ilgili oldugu fikrini desteklemektedir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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