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VE
GENOTIPLENDIRILMESI
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OZET

Amagc: Blastocystis spp; fekal-oral yolla 6zellikle kotu hijyen kosullarinda bulasan, tim diinyada yaygin bir
protozoondur. Enfeksiyon asemptomatik seyredebildigi gibi karin agrisi, kabizlik, bulanti gibi gastrointestinal
semptomlara neden olabilmektedir. Blastocystis spp.’nin barsakta gesitli patolojilere neden olabilecegi, inflamatuar
yanit1 uyararak inflamatuar Barsak Hastaliklar1 (IBH) nin gelismesi ile iliskisi olabilecegi dne siiriilmektedir.
Gereg-Yontem: Calismamiza 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim Dali’nda 30 Crohn hastaligi (CH), 30
ulseratif kolit (UK) tanisi alan hasta ve 40 gastrointestinal system hastaligi bulunmayan saglikli kontrol grubu dahil
edilmistir. Bu hastalarin digski 6rnekleri tiim parazitler yoniinden incelenmis, mikroskopi, kiltir, ELISA ve PCR ile
Blastocystis spp. varligi arastirilmistir. Blastocystis spp. saptanan orneklerde subtip dagilimi sekanslama yontemi ile
aragtirtlmistir.

Bulgular: IBH grubunda mikroskopi ve kiiltiir yontemleri ile 6 (%10)’sinda, kontrol grubunun 2 (%S5)’sinde
Blastocystis spp. varligi saptanmistir. ELISA ile Blastocystis spp. antijeni IBH grubunun 12 (%20)’sinde, kontrol
grubunun 3 (%7,5)’linde saptanmigtir. Blastocystis spp. DNA’s1 PCR ile IBH grubunun 8 (%13,3)’inde, kontrol
grubunun 6 (15%)’sinda bulunmustur. Gruplar arasinda Blastocystis spp. varligi yoniinden anlamli bir sonug
saptanamamugtir. Suptipler arasinda ST3 en sik olarak saptanmis, bunlarda en yaygin klinik semptomun karin agrisi
oldugu gozlenmistir.

Sonug: Iki farkli besiyeri kullanilmasi tani duyarlilhimi arttirmistir. En duyarli tam yontemi PCR olarak saptanmus,
ELISA yontemi de oldukga yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikkte sonug vermis, mikroskopi ve kulture alternatif bir yontem
olabilecegi gozlenmistir. Sonuglarimiz subtipler ile klinik bulgular arasinda bir baglanti oldugunu gdstermese de
konuyu aydinlatmak i¢in ¢alismalara ihtiya¢ olduguna isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Blastocystis spp.; inflamatuar barsak hastaligi; IBH; subtip; klinik semptomlar.

ABSTRACT

Objective: Blastocystis spp; is a protozoon that can be seen worldwide. Fecal-oral transmission is the most accepted
pathway for Blastocystis spp. infection. Most infected patients show no symptoms of infection, however it can cause
abdominal pain, acute or chronic diarrhea, vomiting, flatulence and nausea. It is suggested that Blastocystis spp. may
cause several pathologies in gut causing an inflammatory response that may lead to Inflammatory Bowel Diseases.
Materials and Methods: Our study included 60 IBH patients diagnosed as ulcerative colitis (30) and Crohn’s Disease
(30) in Division of Gastroenterology and 40 healty controls with no gastrointestinal disease. Stool samples of all
patients were examined for presence of any parasites. Presenceof Blastocystis spp. was evaluated with microscopy,
culture with two different media, ELISA and PCR methods. For subtype analyses sequencing was performed.

Results: Blastocystis spp. was detected in 6 (10%) IBD patients, 2 (5%) in controls. Blastocystis spp. antigen detected
in 12 (20%) IBD patients and 3 (7.5%) in controls. Blastocystis spp. DNA was detected in 8 (13.3%) IBD patients and 6
(15%) controls. No statistical significance was detected between IBD patients and control group in terms of Blastocystis
spp positivity. ST3 was the predominant subtype and abdominal pain was the most common clinical symptom.
Conclusion: These results suggested that using two different media increases the sensitivity. PCR was the most
sensitive method. ELISA results showed high sensitivity and specificity, suggested that ELISA method could be an
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alternative to the microscopy and culture. No significant relationship between IBD and Blastocystis spp. was
determined. Also, no significance was detected between subtypes and clinical symptoms. Although we could not
determine a relationship between subtypes and IBD or clinical symptoms, further investigations are needed to clarify

this issue.

Key words: Blastocystis spp.; inflammatory bowel disease; IBD; subtype; clinical symptoms

GIRiS

Blastocystis spp., insan ve bir¢cok hayvan tiriinde
siklikla rastlanan, son zamanlarda 6nemi artan enterik
bir protozoondur. Tiim diinyada en sik rastlanmasina
karsin patojenitesi heniiz tam olarak
aydinlatilamamustir.

Blastocystis spp., fekal-oral yol ile, 6zellikle kétu hijyen
kosullarinda bulagmaktadir. Goriilme sikligi diinyanin
farkli yerlerinde degisiklik gostermektedir. Brezilya ve
Misir gibi gelismekte olan iilkelerde (%30-50) Singapur
ve Japonya gibi gelismis tilkelere (%1,5-10) oranla daha
sik goriilmektedir (1). Ulkemizde de prevalansi %0.48
ile %59,7 olarak bildirilmistir (2). Enfekte ettigi canli
gruplarinda 17 farkli subtipinin (ST1-ST17) oldugu
bildirilmistir. Cogu  enfeksiyon  asemptomatik
seyretmektedir. Ancak son yillarda Blastocystis spp.
varligin1 semptomatik hastalarda bildiren ¢ok sayida
calisma yapilmig, irritable barsak sendromu gibi
gastrointestinal rahatsizliklar (blastocystosis) ve ¢esitli
kutan6z lezyonlar ile iliskilendirilmistir (3). En sik
ishal, karin agrisi, kramp, kabizlik, bulanti ve gaz
semptomlarma neden oldugu bildirilmektedir. AIDS,
lésemi gibi immun yetmezlik durumu olan hastalarda
semptomlu  veya semptomsuz Blastocystis  spp.
enfeksiyonunu bildiren, yine (rtiker gibi alerjik
semptomlarla, kolon kanseri ile iliskisini One siiren
¢aligmalar da mevcuttur (4,5,6,7).

Ulseratif kolit (UK) ve Crohn Hastahigi (CH)
Inflamatuar Barsak Hastaliklar1 (IBH) olup gevresel,
genetik, immun  mekanizmalarin  ve  barsak
mikrobiyotasinin karmasik etkilesimi ile gelisebilen
rahatsizlikliklardir.  Blastocystis  spp. enfeksiyonun
degisik tan1 yontemleri kullamlarak IBH, UK ve CH
hastalarinda %71’e varan oranlarda Blastocystis spp.
varligi saptanmis ve IBH gelisimini tetikleyen bir unsur
olabilecegi ileri strilmiistir (8,9,10,11). Blastocystis
spp. ile infekte edilen guinea piglerin barsaklarinin

mikroskopik incelemesinde, ¢ekum ve kolonda
inflamatuar hicre infiltrasyonu, 6demat6z lamina
propria, Blastocystis spp.’nin  barsak epiteline

penetrasyonu ve epitel iginde anlamli sayida parazitin
varhigr gosterilmistir (12). Blastocystis spp. ile enfekte
farelerin  nekroskopilerinde ¢cekum ve kolonda
distansiyon saptanmistir. Cekum ve kolonun histolojik
incelenmesinde yogun inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
6dematoz lamina propria ve mukozal dokilme
saptanmigtir. Gastrointestinal semptomlar ile birlikte
16kositlerdeki degisimler ve inflamasyonun
baglamasiyla birlikte Blastocystis spp., intestinal epitel
hiicrelerinden inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini
uyarmaktadir.  Blastocystis  spp.’in  kolon epitel

hucrelerinden IL-8 ve GM-CSF'nin salgilanmasini
uyardig1 gozlemlenmistir. Blastocystis spp.’nin, barsak
epitel hiicrelerinden inflamatuar sitokinlerin
salgilanmasimi uyararak akut inflamasyona neden
olmas1, IBH igin tetikleyici bir unsur olmaktadir (13).
Bugine kadar insanlarda Blastocystis spp’in 9 subtipi
saptanmustir. Bu subtipler arasinda siklikla goriilen tipin
ST3 oldugu ve bunu sirasiyla ST1, ST2, ST4, ST7, ST6,
ST8, ST5, ST9un izledigi bildirilmistir™®. Ayrica
Blastocystis spp. subtiplerinin dagiliminin incelendigi
yayinlarda IBH’nda ST1’in siklikla bulundugu, bunu
ST4 ile ST2’nin takip ettigi bildirilmistir. Saglikli
bireylerde ise ST5 ve ST3’iin siklikla bulundugu
gosterilmigtir (11).

Bu c¢alismada IBH tanisi alan hastalarda Blastocystis
spp. varligimin mikroskobi ve kiiltiir ile, Blastocystis
spp. antijeni varligi ELISA yontemi ile ve Blastocystis
spp. DNA’siin varligt ise PCR yontemi ile arastiriimasi
amaglanmistir. Bu amagla 30 UK ve 30 CH tanisi alan
hasta ile 40 gastrointestinal sistem hastaligi olmayan
saglikli kontrol grubuna ait digki ornegi toplanmuistir.
Blastocystis spp. varlig1 saptanan 6rneklerde sekanslama
ile subtip dagilimi saptanmis ve bu suptipler ile klinik
bulgular arasinda bir iligski olup olmadig: arastirtlmistir.

GEREC - YONTEM

1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi i¢ Hastahklari A.B.D
Gastroenteroloji Boliimii'nde CH ve UK tamsi alan
hastalardan ve hicbir sikayeti olmayan saglikli
bireylerden alinan diski 6rnekleri formol etil asetat
coktirme yoéntemi uygulanarak mikroskobik olarak ve
ayrica Orneklerden hazirlanan preparatlar trikrom
boyama yontemi ile boyanarak incelenmistir. Bu
calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje
No0:43523). Calisma igin gerekli etik kurul onayi
Istanbul Universitesi Etik Kurulu’ndan alinmistir (Proje
No: 2014/184). Ornekler Blastocystis spp. Uretilmesi
icin Jones’ Medium ve RPMI-Serum-Antibiyotik (RAS)
icerikli besiyeri olmak {izere iki farkli besiyerine
ekilmigtir. Ayrica drneklerden Blastocystis spp. antijeni
ELISA ydntemi ile ve Blastocystis spp. DNA’s1 ise PCR
yontemi ile belirlenmistir. Jones’ besiyeri %1 Maya
Ozeti fosfat tampon soliisyonu (PBS) icinde ¢oziilerek
otoklavlanmistir. Daha sonra igine standart tarifteki at
serumu yerine %20 inaktive newborn calf serum
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis,USA) eklenmistir.
Besiyeri, Zaman ve arkadaglarinin (20) g¢aligmalarinda
parazitin daha iyi iredigini belirtmelerinden yola
¢ikilarak nisasta ilavesi olmadan hazirlanmigtir (21).
Ikinci bir besiyeri olan RAS besiyeri; 100ml RPMI-
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1640 (filtrasyon ile steril edilerek) icine tariftekinden
farkli olarak Fetal Bovine Serumu yerine Sml newborn
calf serum (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,USA) ve 1ml
antibiyotik  (Penisilin-Streptomisin  karigimi) olacak
sekilde eklenmistir. Her iki besiyeride 4’er ml olacak
sekilde kapakl tiiplere dagitilarak 4 °C’de saklanmistir
(22).

Besiyerleri 37 °C’de anaerob ortamda inkiibe edilmis, 3.
giin liremesi mikroskobi ile degerlendirilerek Uremeyen
ornekler 1 haftaya kadar inkibe edilmeye devam
edilmistir.

Ayrica bu digki 6rneklerinde Blastocystis spp. antijen
varligi ELISA kiti ile (Abnova, GmBh Germany)
aragtirtlmistir. Deneyler kit test prosediiriine uygun
olarak yapilmstir.

PCR yonteminde ve genotiplerin belirlenmesi amaci ile
yapilan dizileme isleminde, daha yogun {iremenin
gozlendigi besiyeri secilerek besiyerinden, besiyerinde
tireme goriilmeyen 6rneklerden ise diskidan direkt DNA
izolasyonu yapilmistir (23). Bu amagla digki DNA
extraksiyon kiti (Qiagen,Germany) prosediirine uygun
olarak kullanilmistir.

PCR isleminde ekstraksiyonlardan DNA’nin
¢ogaltilmas: amaci ile BioRad T100 Thermal Cycler
cihazi kullanilmistir. Bu asamada kullanilan kosullar ve
primerler Béhm-Gloning ve arkadaslarmin ¢alismalar
referans alinarak yapilmistir (24).

Blastocystis spp. tiplendirme ¢aligmasi i¢in sekanslama
metodu kullanilmigtir. Blastocystis spp. primeri olarak
adlandirilan ve organizmanin small subunit ribozomal
DNA’sindaki (ssu rDNA) ~500 bazlik korunmus
bolgeyi ¢ogaltan primer ¢ifti ile amplikon PCR ile
cogaltilmistir Santin ve ark®®’in galismasinda belirtilen
primerlar ticari olarak temin edilmistir. Bu amplikona
oncelikle Exo 1-SAP enzimleri kullanilarak clean-up,

ardindan ABI BigDye Terminator v3.1. Cycle
Sequencing Kit, (Thermo Fisher Scientific, USA)
kullanilarak  Genetic Analyzer 3130xI’”” (Applied

Biosystems, CA,USA) cihaz1 ile sekanslama islemi
uygulanmistir. Dizileme iglemi tamamlanan ornekler
“Sequencing Analysis 5.3.1” yazilimi ile analiz
edilmistir. Dizi sonuglart “NCBI Blast” veri tabanindan
Megablast kullanilarak subtipler analiz edilmistir.

BULGULAR

UK ve CH’larindan toplanan toplam 60 digk1 6rneginde
mikroskobi ile 6 (%10) hastada Blastocystis spp.
saptanmistir. 30 adet UK hastasindan toplanan digki
orneklerinin 4 tanesinde (%13,3), 30 CH ait drneklerden
ise 2 (%6,6) tanesinde Blastocystis spp. varligi
gdzlenmistir. Pozitif UK 6rneklerinin 2 tanesi her iki
besiyerinde de bol miktarda iiretilirken, diger iki hastaya
ait orneklerde Jones’ besiyerinde RAS besiyerine oranla
daha bol miktarda tireme gozlemlenmistir. CH grubuna
ait pozitif iki drnekten ise bir tanesi Jones’ mediumda
irememis, RAS besiyerinde tiremis, diger pozitif 6rnek
ise her iki besiyerinde de {iiremis ancak Jones’
besiyerinde daha seyrek iiremistir. Orneklerde baska
parazite rastlanmamustir.

Saglikli kontrol grubu o&rneklerinde ise 40 Ornekten
mikroskobi ile 2 d&rnekte (%5) Blastocystis spp.

saptanmus, her iki 6rnek iki besiyerinde de iiremis fakat
biri Jones’ besiyerinde daha yogun olarak iiremistir.
ELISA ile IBH grubunda 12 (20%) hastada Blastocystis
spp. antijeni saptanmistir Bunlardan 7 (%23,3)’si UK, 5
(% 16,6)’l CH grubuna ait hastalardir. Kontrol
grubunda ise 3 (7.5%) hastada Blastocystis spp. antijeni
pozitif saptanmustir.

UK hastalarinin  yas ortalamasi 47+ 15 ve CD
hastalarinin ise 43+14 olarak saptanmigtir (p=0.31).
Cinsiyet dagilimi ise UK igin %50 (n=11) erkek, CH
icin ise %%40 (n=12) erkektir (p=0.44). Hastalara ait
ortalama CRP, ESR ve albumin degerleri UK ve CH
gruplar1 icin benzer olarak saptanmistir (sirasiyla
p=0.71, p= 0.40 ve p=0.68). UK grubunda 9 (%31), CH
grubunda ise 10 (%35.7) hasta klinik olarak aktifti
(p=0.71). Anti-TNF tedavisi alan UK hastalar1 7
(%24.1), CH hastalar1 3 (%10.7), azathioprin tedavisi
alan UK hastalar1 ise CH grubunda daha fazladir (%73.1
Vs %34.5, p=0.004). UK grubunda hastaligin
lokasyonunun dagilimi su sekilde saptanmistir; %48.8
(n=12) proktosigmoidit, %31 (n=9) pankolit. CH
grubunda ise; %59.3 (n=16) ileokolonik yayilim ve
%29.6 (n=8) ileal yayilim gozlenmistir.

Her ne kadar ¢alismamizda Blastocystis spp. calisma
grubunda kontrol grubuna oranla anlamli siklikta
goriilmemis olsa da UK grubunda higbir hastada aktif
hastalik gézlenmemis olmasi, CH grubunda ise tek bir
hastanin aktif olmasi, higbir hastanin anti-TNF ve
azathioprin tedavisi almiyor olmasi, UK grubundaki 4
Blastocystis spp. pozitif hastada sol kolon yayilimi, 1
hastada proktit ve 1 hastada genel yayilim, CH
grubunda ise iki hastada da ileokolonik yayilim
gorulmesi dikkat cekicidir.

PCR ile hasta grubu drneklerinden 8 tanesinde (%13,3)
Blastocystis spp. DNA’st saptanirken bunlardan 6
(%20)’s1 UK, 2 (%6,6)’si ise CH grubuna ait
orneklerdir. UK hastalarindan pozitif saptanan 2 drnekte
diger yontemler ile Blastocystis spp. varligi
saptanamamigtir. Kontrol grubu 0&rneklerinin ise 6
(%15)’sinda  Blastocystis  spp. DNA’st  varligi
gbzlenmistir. Two-tailed Fishers’ exact test ile
Blastocystis spp. enfeksiyonu ile IBH arasinda CH-UK,
UK-kontrol, CH-kontrol gruplarindan higbiri arasinda
anlamli bir sonu¢ saptanamamistir (sirastyla; p=0.05,
p=0.75, p=0.45) Mikroskopi ve kiltir ile Blastocystis
spp. varligr saptanan Orneklerin timii ELISA ve PCR
yontemleri ile pozitif saptanirken, ELISA veya PCR ile
pozitif saptanan oOrneklerden (Sekil 1) bir kismi
mikroskopi ve kiiltiirle negatif olarak gozlemlenmistir
(Tablo 1,2). **Burada belirtildigi tzere kiiltiir ve
mikroskopi ile Blastocystis varlig1 saptanamayan bazi
orneklerde PCR ile parazitin varligi saptanmistir. Bu
durum PCR’in duyarliliginin yiiksek oldugu olarak
yorumlanmistir.

ELISA yonteminin kiiltiir yontemi altin standart olarak
alindiginda duyarlilig1 %100 ve 6zgiilligi %92,39, PCR
yontemi altin standart olarak kabul edildiginde ise
duyarliligit  %85,7 ve oOzgilliigi %93,02 olarak
saptanmuigtir.
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Sekil 1: Calisma grubuna ait bazi pozitif 6rneklerin
PCR sonugclari

Tablo 1: Mikroskobi ve kiiltiir sonu¢larinin ELISA
sonuglari ile karsilagtirilmasi

n=100 Mikroskobi- Mikroskobi-
Kdltar (+) Kaltar (-)
ELISA (+) 8 7
ELISA (-) 0 85
PCR (+) 8 6
PCR (-) 0 86

Tablo 2:ELISA sonu¢larimin PCR sonuglari ile
karsilastirilmasi

n=100 ELISA (+) ELISA (-)
PCR (+) 12 2
PCR (-) 6 80

Tablo 3: Blastocystis spp. DNA’s1 saptanan IBH hast
klinik bulgular1 ve subtip dagilimi.

Hasta iBH Subtip  Klinik bulgular
no

1 UK ST3 Karin agris1, Gaz
2 UK ST3 Karin agrist

3 UK ST3 Karin agrisi

4 UK ST3 Asemptomatik

5 UK ST1 Karin agrisi

6 UK ST2 Asemptomatik

7 CH ST3 Karin agris1

8 CH ST3 Asemptomatik

PCR yontemi ile Blastocystis spp. DNA’s1 saptanan
orneklere dizileme yapilmistir. Bunun sonucunda UK
grubuna ait érneklerden 4 tanesi ST3, 1’er tanesi ST1 ve
ST2, CH grubuna ait 2 6rnek ise ST3 olarak olarak
saptanmstir. Kontrol grubu oOrneklerinin ise 5 tanesi
ST3, 1 tanesi ST1 olarak saptanmustir. Bu hastalarda en
stk goriilen sikayet karin agrisidir, ancak asemptomatik

hastalarda bulunmaktadir. Hasta grubuna ait &rnekler,
subtip dagilimi  ve klinik bulgular Tablo 3’te
gosterilmigtir.

TARTISMA

Blastocystis spp. dinyada olduk¢a yaygin goriilen bir
parazittir. Prevalansi degisik iilkelerde degismekte olup,
gelismekte olan lilkelerde diisiik hijyenik kosullar ve
hayvanlarla yakin temasa bagli olarak daha yiiksek
oranda gozlenmektedir. Ancak gorilme sikligr iilke
icinde farkli bolgelerde de degisebilmektedir ve bu
degisik oranlar farkli sosyoekonomik kosullara bagl
olabilecegi gibi farkli duyarliliga sahip tam
yontemlerinin kullanilmasina da baglanabilmektedir.
Rutin incelemede en yaygin olarak mikroskobi yontemi
kullanilmaktadir. Boyali  preparasyon ve  kiiltiir
metodlarina da siklikla bagvurulmaktadir. Subunit (ssu)
ribozomal RNA genlerinin saptanmasina yonelik PCR
metodlar1 da yiiksek duyarlilifa sahip olmalar1 ile son
yillarda  ozellikle aragtirmalarda yaygin  olarak
kullanilmaktadir (26).

Calismamizda toplam 60 UK ve CH’ndan olusan hasta
grubunun mikroskobi ile 6 (%10)’sinda Blastocystis
spp. goriilirken 40 kontrol grubu Orneginin 2
(%5)’sinde Blastocystis spp. gorilmiistiir.
Calismamizda, killtir ~ yonteminin ~ mikroskobi
yonteminden Ustin oldugunu ileri siiren Zaman ve
arkadaglarinin  1994’te  iki aksenik kiiltlir sistemi
(modifiye Boeck & Drbohlav’s medium ve tripton,
yeast extract, glukoz, methionine-9  medium)
kullandiklar1 ¢alismanin aksine kiiltiir yontemi ile
mikroskobi sonuglar1 paralellik gdstermistir  (27).
Kukoschke ve arkadaslar1 (28) ise besince zengin bir
besiyeri kullandiklar1 ¢aligmada bizim sonuglarimizla
uyumlu olarak kiiltiir ve mikroskobi sonuglarint benzer
saptamuslardir (29). Pek ¢ok calisma Blastocystis spp.
kaltdrd igcin Jones’ besiyerini bagarilh ve yiiksek
duyarliliga sahip olarak O6nermektedir (30,31).
Calismamizda bazi Ornekler her iki besiyerinde de
basarili sekilde trerken bir 6rnek Jones’ besiyerinde
tiremezken, RAS besiyerinde liremistir. bazi 6rnekler ise
bir besiyerinde digerine oranla daha yogun tiremistir.
Popruk ve arkadaglar1 (1) calismalarinda bir subtipin
iiremesinin diger bir subtipin iiremesini
baskilayabilecegini belirtmislerse de bizim
calismamizda birden ¢ok subtipin birlikte oldugu bir
ornek saptanamamistir. Sonuglarimiz ayni subtiplerin
farkli tireme yetenekleri olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Calismamizda ELISA yontemi ile mikroskobi-kiltir
yontemlerine oranla daha yiiksek pozitiflik saptanmustir.
ELISA yonteminin kiiltiir yontemi altin standart olarak
alindiginda duyarliligi 100% ve 6zgiilligi 92,39%, PCR
yontemi altin standart olarak kabul edildiginde ise
duyarlilign  85,7% ve oOzgilligli 93,02% olarak
saptanmustir. Baska bir ELISA kitinin (CoproELISATM
Blastocystis, Savyon Diagnostics) kullanildigi, ELISA
sonuglarmin kiltir veya Indirekt Flouresan Antikor test
sonuglar1 ile kiyaslandigt bir c¢aligmada ELISA’nin
duyarliliginin %92, ozgiilliigiiniin ise %87 oldugu
bildirilmistir. Bu oranlar g¢alismamizdaki bulgularla
paralellik gdstermistir (32).

Istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi Cilt / Volume: 80  Sayt / Number: 1 « Yil/Year: 2017

41



IBH hastalarinda blastocystis spp.’nin arastirilmast ve genotiplendirilmesi

PCR ile. UK hastalarindan pozitif saptanan 2 ornekte
diger yontemler ile Blastocystis spp  varligi
saptanamamigtir. Kontrol grubu Orneklerinin ise 6
(%15)’sinda  Blastocystis  spp. DNA’st  varhig
gozlenmistir. Mikroskobi ve kiiltiir ile Blastocystis spp
varlig1 saptanan Orneklerin tiimii ELISA ve PCR
yontemleri ile pozitif saptanirken, ELISA veya PCR ile
pozitif saptanan Orneklerden bir kismi mikroskobi ve
kiltirde negatif olarak gbzlemlenmistir.  Kiiltiir
yonteminin PCR’a goére istiin oldugunu belirten
calismalarin yani1 sira PCR yontemini {stiin bulan
galigmalar da mevcuttur (26,33). Bizim ¢alismamiz PCR
yonteminin kiiltiir ve mikroskobiye oranla daha duyarl
oldugunu gostermistir.

Inflamatuar barsak hastaliklarindan UK ve CH ¢evresel,
genetik ve immun mekanizmalarin karmasik etkilesimi
ile gelisebilen rahatsizliklardir. Altta yatan genetik
faktorlerin yani sira pek cok c¢alisma ile kommensal
bakterilere kars1 mukozal immun yanitin
disfonksiyonunun IBH ve 6zellikle CH patogenezinde
rolii olabilecegi One siiriilmektedir. Bir patojenle
enfeksiyon veya defektif mukozal bariyere bagh olarak
gelisen  kronik  inflamatuar  yanit  tetikleyici
olabilmektedir. Karakteristik inflamatuar yanit nétrofil
veya makrofaj infiltrasyonu ile baslar, sitokin ve
kemokin salinimi gergeklesir (34). Blastocystis spp.’nin
IBH’ye yol agtigm ileri siiren ¢aligmalarin yani sira
hayvan modellerinde Blastocystis spp.’nin olusturdugu
immun yanit ve parazitin barsak epitel hiicrelerine
penetrasyonunu gosteren c¢aligsmalarda bulunmaktadir
(12). Inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve lokositlerdeki
degisiklikler ile Blastocystis spp. kolon epitel
hiicrelerinden interlokin (IL)-8 ve granulosit-makrofaj
koloni stimiile edici faktor (GM-CSF) gibi inflamatuar
sitokinlerin {iretimini uyarir. Bu inflamatuar siireg
IBH’nin olusumu icin tetikleyici olabilmektedir (13).
IBH hastalarindan kolonik biyopsiler aliarak yapilan
bir calismada bu hastalardaki  gastrointestinal
semptomlarin serin proteaz aktivitesine bagli olarak
olustugu bildirilmigtir (35). Serin proteazlarin yiiksek
diizeyleri karin agrilarina, kas kasilmalarima neden
olmaktadir ve bu yiiksek diizey serin proteaz aktivitesi
viral ve bakteriyal enteritlerde gorilmemektedir (36).
Blastocystis spp.’nin 22 adet proteaz salgiladigi tahmin
edilmektedir ve bunlar 20 sistein proteaz, 1 serin
proteaz, 1 aspartik proteaz olarak karakterize
edilmektedir (35). Sistein proteaz aktivitesinin IgA
degradasyonuna neden olarak parazitin in vivo
yasamasina olanak sagladig diisiiniilmektedir®’. Enterik
anti-  Blastocystis  IgA’min  yiikksek  diizeyde
salgilanmasimin tiim semptomatik hastalarda gorildigi
fakat asemptomatik hastalarda saptanmadig1
belirtilmigtir (38). Bu durum hastaligin gelisiminde
parazitin konaga saldirmasindan ¢ok konagin parazite
saldirmasinin  etkili olmast ve parazitin savunma
mekanizmasinin hastaligi olusturmasina baglanmigtir
(39).

Caligmamizda Blastocystis spp. varligr yoniinden CH-
UK, UK-kontrol, CH-kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanamamustir. Bu
bulgular Peterson ve arkadaslarinin (40) 42 CH ve 41
UK hastalar1 ve 96 kontrol iceren ¢alismalar: ile

benzerdir. Arastirmacilar Blastocystis spp.’nin  bu
hastalarda saptanamamasini bu hastalarda kolonizasyon
icin uygun ortamin olmamasina baglamig ve uygun
olmayan kosullarin  mikrobiyotadaki  degisimleri
yansitip yansitmadigimin ve/veya bu durumun konak
immunitesi ile iligkili olup olmadiginin anlasilmasi icin
daha ileri aragtirmalarin gerekli oldugunu
bildirmislerdir. Rossen ve arkadaglar1 (41) Blastocystis
spp. varligm triple feces test (TFT) kullanarak saglikli
bireylerde 40/123 (%32.5), UK hastalarinda 6/45
(%13.3) oraninda saptamistir. Diger yandan IBH ile
Blastocystis spp. arasinda anlamli iligki saptayan
caligmalar da mevcuttur. Cekin ve arkadaglar1 (42) IBH
grubunda, 6zellikle UK hastalarinda kontrollere oranla
olduk¢a anlamli Blastocystis spp. pozitifligi saptamis
(swrastyla; p=0.019, p=0.016), CH grubunda anlamli
sonu¢ bulamamigslardir. Yamamato ve arkadaslar1 (43)
Meksikali CH hastalar1 arasinda Blastocystis spp.
prevalansini %10 oraninda saptamistir fakat bu
¢aligmaya kontrol grubu dahil edilmemistir. Baska bir
calismada 6 semptomatik UK hastasinda diskinin
mikroskobik incelemesi sonucu Blastocystis spp. varligi
saptanmis ve 14 giinlik metronidazol tedavisi sonucu
tamamen iyilesme gdzlenmistir (44).

Calismamizda PCR yontemi ile Blastocystis spp.
DNA’s1 saptanan orneklere dizileme yapilmigtir. Bunun
sonucunda UK grubuna ait érneklerden 4 tanesi ST3,
1’er tanesi ST1 ve ST2, CH grubuna ait 2 6rnek ise ST3
olarak olarak saptanmstir. Kontrol grubu orneklerinin
ise 5 tanesi ST3, 1 tanesi ST1 olarak saptanmustir.
Calismamizda subtipler ile klinik semptomlar arasinda
anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. Dogruman ve
arkadaglar1 (45) Blastocystis spp. ST3 ve ST2’yi kronik
diyare, IBS ve IBH hastalarinda yaygin olarak
saptamuglardir. Bizim sonuglarimiza parallel olarak
subtipler ile semptomlar arasinda bir iliski
saptayamamuslar, bu durumu semptomlarin ortaya
¢itkmasinda konak faktdrlerinin kuvvetli rol oynamasina
baglamislardir. Bu konuyu agiklamak i¢in daha yiiksek
sayida hastalarda Blastocystis spp. subtipleri dagilimi
konagm immun durumununda arastirildigi ¢alismalara

gereklilik vardir.
Sonu¢ olarak caligmamizda Blastocystis spp. tanisi
amact ile kullanilan degisik tan1  yOntemleri

kiyaslandiginda mikroskobik yontem ile iki farkli
besiyeri ile uygulanan kiiltiir yontemi sonuglari
paralellik  gostermistir.  1ki  farkhh  besiyerinin
kullanilmas1 tan1 duyarhiligini  arttrmistir.  ELISA
yontemi bu yontemler ile kiyaslandiginda yiiksek
oranda 6zgiilliik ve duyarlilik gdstermistir. Fakat PCR
yontemi altin standart olarak degerlendirildiginde
ELISA yontemi duyarliligi daha disiik olarak
saptanmustir. Blastocystis spp. ve barsak patolojileri
iizerine  yapilan  calismalar  parazitin  barsak
homeostazini bozarak patolojilere yol acgtigin1 destekler
niteliktedir. Her ne kadar calismamizda UK ve CH
gruplarinda kontrol grubuna gore Blastocystis spp.
varlig1 yoniinden anlamlt bir iligki saptanmamis olsa da
bu konu Uzerinde daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.
Calismamizda semptomatik ve asemptomatik hastalarda
en sik ST3 saptanmus olup iilkemizde yapilan ¢aligmalar
ile bu sonuglar Ortiismektedir. Bizim sonug¢larimiz
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subtipler ile klinik bulgular arasinda bir baglanti
oldugunu gostermemesine ragmen, konuyu aydinlatmak
icin Blastocystis spp. subtiplerinin klinik ile iligkisini
aciklamaya yonelik ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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