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Amag: Ordu ilinden alinan su érneklerinde Blastocystis alt tiirlerinin yaygiligin tespit etmek ¢alismanin amacin olugturmustur.
Yontemler: Ordu il merkezi ve ilcelerindeki cevre sularindan 75, icme sularindan 25 érnek toplanmigtir. Toplanan érnekler
aliiminyum sulfat kullanilarak ¢okturilmiis ve sukroz gradiyent yontemiyle konsantre edilmistir. Bu 6rneklerden ribozomal RNA
kiigiik alt birim (SSU rRNA) gen bélgesi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cogaltilmistir. Pozitif PZR iiriinlerine sekans analizi
yapilmig ve Bioedit kullamilarak baz dizileri hizalanmigtir. Bunu takiben filogeni agaa cizilerek Blastocystis alt tiirlerinin tespiti
yapilmustir.

Bulgular: Toplam 100 érnegin doérdinde Blastocystis spp. PZR ile bulunmustur. Icme sularinda herhangi bir pozitiflik tespit
edilmemigtir. Blastocystis ST-1 alt tiirii, Biilbiil Deresi, Kacali Deresi ve Bolaman Cayi'nda tespit edilmistir. Blastocystis ST-3 alt
turd ise Karabalgik Deresi'nde bulunmusgtur. Biilbiil Deresi, Bolaman Cay: ve Kacali Deresi 6rnekleri ile ST-1 alt turii arasinda en
diigitk genetik uzaklik degerleri bulunmustur. Bu érnekler ile ST-1 alt turt arasinda sirasiyla %98,8, %76,6 ve %98,8 niikleotit
benzerligi saptanmugtir. Karabalgik Deresiile ST-3 arasindaki en diigiik genetik uzaklik degeri bulunarak, %99,1 oraninda niikleotit
benzerligine rastlanmigtir.

Sonug: Bu calisma, Karadeniz bélgesindeki Ordu ilinden alinan ¢evre sular1 ve igme suyu 6rneklerinde Blastocystis spp.nin
aragtirildii ilk caligmadar.

Anahtar Kelimeler: Blastocystis, PZR, alt tiir, Ordu, Tiirkiye, su érnekleri

ABSTRACT

Objective: The aim of the study was to determine the prevalence of Blastocystis subspecies in water samples collected from Ordu
province.

Methods: Seventy-five surface water samples and 25 drinking water samples were collected from Ordu and its boroughs. The
samples were flocculated by aluminum sulphate and concentrated by sucrose gradient method. Small subunit ribosomal RNA (SSU
rRNA) gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR). Sequence analysis was performed on the positive PCR products and
the base sequences were aligned using Bioedit. Phylogeny trees were drawn and Blastocystis subspecies were identified.

Results: Four out of the 100 water samples were positive for Blastocystis spp. No positivity was found in the drinking water.
Blastocystis ST-1 subspecies was detected in Bulbiil River, Kacali River and Bolaman Stream. Blastocystis ST-3 subspecies were
found in Karabalcik River. The lowest genetic distance was found between ST-1 subspecies and the samples from Biilbiil River,
Kacali River and Bolaman Stream. The nucleotide similarities between them were 98.8%, 76.6 and 98.8%, respectively. The lowest
genetic distance was found between Karabal¢ik River and ST-3 subspecies and the nucleotide similarity between them was 99.1%.
Conclusion: This is the first study on the presence of Blastocystis spp. in the surface water and drinking water samples in Ordu
province of the Black Sea area in Turkey.
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GIRig

Blastocystis tiirleri insan ve hayvanlarda bulunan zoonotik
bagirsak protozoonlaridir (1). Blastocystis'in kuglar, siiriingenler,
artropodlar ve memeliler gibi ¢ok genis konak¢ popiilasyonu
bulunmaktadir. Tropikal ve subtropikal bélgelerdeki gelismekte
olan, hijyen sartlarmin digitk oldugu tilkelerde %50, geligmis
ve hijyen sartlarinin yiksek oldugu tlkelerde ise %10 oraninda
bulundugu bildirilmistir (1-5).

Parazit fekal-oral yolla, enfekte gidalar ve sularin tiketilmesiyle
taginmaktadir (2-4). Ayrica toplu yagam, hayvanla temas, diyabet,
kazanilmis bagisiklik yetersizligi sendromu ve diger immin
yetmezlik yapan hastaliklar, riskli endemik bolgelere seyahat veya
buralardan diger bélgelere gé¢ Blastocystis enfeksiyonun bulasma
yollarim1 olugturmaktadir (6). Blastosistosis; ishal, karin agrisi,
kusma, kabizlik ve gaz problemleri gibi cesitli gastroinstestinal
semptomlarla seyretmektedir (5).

Turkiye'nin ihman kusakta yer almasi, toplumun bir kisminin
ekonomik kogullarinin yetersizligi ve egitim seviyelerinin diisiik
olmas, alt yap: eksikligi ve halkimizin parazit hastaliklarinin bulag
yollar1 hakkinda yeteri kadar bilgi sahibi olmamasi, protozoon
kaynakli enfeksiyonlarin yaygin olmasmin nedenleri olabilir.
Tirkiye'nin kosullar1 parazit enfeksiyonlar: i¢in uygun olmasina
ragmen aragtirmalar insan, hayvan gaitas1 ve kan 6rnekleri ile
siurh kalmigtir. Bu nedenle su kaynakli salginlara sebep olma
ihtimali yiiksek olan parazit enfeksiyonlari hakkinda sinirh
sayida calisma bulunmaktadir. Ginumiuze kadar yapilan smirh
sayidaki caligmalar arasinda en yaygin parazitin Cryptosporidium
spp. oldugu Bakir ve ark. (7), Ceber ve ark. (8), Koloren ve ark.
(9), Aslan ve ark. (10), Koloren ve ark. (11), Koloren ve ark. (12),
tarafindan yapilan ¢alismalarla dogrulanmigtir. Tiirkiyede su ana
kadar su kaynakli Blastocystis spp. Karaman ve ark. (13,16) ile
Koloren ve ark.min (17-19) yaptig1 caligmalarla su érneklerinde
tespit edilmigtir.

Turkiyede Blastocystis turlerinin tanisi en sik digki 6rneklerinin
151tk mikroskobunda direk ve boyali preparatlarinin incelenmesiyle
yapilmigtir. Digk: érneklerinde Blastocystis spp. Eskisehir'de %7
(20), Istanbul'da %2,1 (21), Izmir'de %4,38 (22), Ankara'da %22
(23) ve Manisa'da %7,64 (24) oraninda saptanmuigtir.

Molekuler tani yontemlerinden tanmi duyarlihginin yiksek
olmasi yaninda alt tiir tanimlamasinin yapilmas: ve taksonomiyi
desteklemek amacyla yararlamlmaktadir Fenotipik olarak aym
olan Blastocystis tiirlerinin alt tiir tanimlamasi ancak molekiiler
karakterizasyonunun yapilmasi ile gerceklesmektedir (1-5).
Molekiiler teknikler konvansiyonel yéntemlere gére daha yiksek
maliyetli olmalarina kargin, duyarlihigs yiiksek, uygulanmasi kolay
ve giivenilir sonuglar vermektedir.

Daha énce yapilan ¢alismalarda insanlardan, hayvanlardan (25-
28) ve sulardan (29) alinan 6rneklerde Blastocystis spp.nin genetik
cesitliligi molekiler analizlerin kullanimi ile gésterilmistir.
Insanlar, memeliler ve kuglardan alman orneklerde Blastocystis
spp. nin tanimlanmasi i¢in kii¢iik alt birim ribozomal riboniikleik
asit gen bolgesi kullanilarak yapilan polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yonteminde hassas sonuglar alinmis ve soyu titkenmis-
1T’den (ST-1) ST-9’a kadar alt tiirler belirlenmigtir (30,31). Bunu
takiben, ST-10 alt tiirti primatlarda (25), ST-11 ve ST-13 alt tiirleri
ise hayvanlarda (31,32) tespit edilmistir.

Bu ¢aligmada, Ordu ilinden alinan su 6rneklerinde Blastocystis
alt tiirlerinin yayginhiginin molekiiler teknikler kullanarak tespit
edilmesi amaclanmigtir.

YONTEMLER

Arastirma Alam1

Galigmaya baglamadan énce parazitin tespiti i¢in su érneklerinin
alinacag istasyonlar belirlenmistir. Istasyonlar yerlesim yerlerine
yakinhgina ve bélge halkinin kullanim amacina gére secilmigtir.
Galisma bolgesindeki istasyonlar: Ordu il merkezinde: Turnasuyu
Irmagi, Melet Irmag, Civil Irmagi, Biilbiil Deresi; Unye ilcesinde:
Unye Merkez, Tabakhane Deresi, Ciiri Deresi, Lahna, Cevizdere,
Akcay Deresi; Fatsa ilgesinde: Fatsa Merkez, Calislar Deresi, Ilica
Deresi, Bolaman Cayi, Kavaklar, Sicaksu, Serefiye, Catak Dereleri;
Persembe ilcesinde: Persembe Merkez, Kacali Deresi, Karabalcik
Deresi, Akcaova Deresi, Kigla Mevkii, Biiyiikagiz, Belicesu'dur.
Toplam 25 istasyonun her birinden ti¢er érnek toplanmigtir. Bu
dogrultuda Ordu il merkezi ve ilcelerindeki ¢evre sularindan 75,
i¢me sularindan 25 su 6rnegi toplanmigtir.

Orneklerin Toplanmasi1 ve Aliiminyum Siilfat ile
Coktiriilmesi

Su ornekleri 10’ar litrelik tek kullamimlik plastik bidonlara
alinmigtir. Su 6rneklerine 10 mL aliminyum siilfat Al, (SO,)*
konulmus ve pH 5,4-5,8 olacak sekilde ayarlanmistir Cékelmenin
gerceklesmesi i¢in 6rnekler 20-24 saat karanlik kosulda
oda sicakliginda bekletilmistir. Orneklerin {ist kismindaki
siipernatant 1L kalana kadar atilmigtir. Daha sonra 2100 rpm’'de
4 °C’de 10 dk santrifiij edilmistir. Ustteki siv1 atilarak 50 mLlik
pellet kullanilincaya kadar +4 °C’deki buzdolabinda saklanmigtir
13).

Orneklerin Saflastirilmas:
Yiuzdiirme Yontemi)

(Sheather’in  $ekerli

Saflagtirma siirecinde 0,1M fosfat-tamponlu salin (PBS) (pH=7,2)
ve geker ¢ozeltisi (200 gram (g) glikoz, 6,5 g fenol, 320 mL saf su)
hazirlanmigtir. Sonucta seker ¢ozeltisi/PBS oran: farkl iki ¢ozelti
(soliisyon A:1/2, soliisyon B:1/4) elde edilmistir. Steril 50 mL’lik
poliprolen falkon tiipiiniin i¢cine énce 15 mL soliisyon A konulup
tizerine 15 mL soliisyon B eklenerek gézle goriilebilir bir faz elde
edilmistir. Bu fazin tzerine 10 mL su 6rnegi dikkatli bir sekilde
konularak bir tabaka elde edilmigtir. Daha sonra tizeri saf su ile 50
mLye tamamlanip 2100x g'de 10 dk santrifij edilmistir. Yaklagik
2 mLlik pellet tiipiin dibinde kalacak sekilde siipernatant atilmig
ve pellet DNA ekstraksiyonunda kullanilmak tizere buzdolabinda
saklanmigtir (14,15).

DNA izolasyonu

Sheather’in  gekerli yuzdirme yontemiyle saflastirilan
orneklerden DNA izolasyonu QIAamp DNA mini kit (Qiagen)
protokolii Karanis ve ark/nin (33) yontemine gére modifiye
edilerek yapilmigtir.

Bu yonteme gore 6rneklerin tizerine lizis tamponu eklenmis ve 15
kez siv1azoti¢cinde dondurup-¢ézme islemi yapilmistir. Dondurma
ve ¢ozme iglemleri yaklagik 1 dk stire tutularak gerceklestirilmisgtir.
Daha sonra sirayla kit protokolii takip edilmigtir. Son agamada
elde edilen DNA 50 pL TE tampon i¢inde toplanmig ve PZR'de
kullanilmak tizere + 4 °C’'de saklanmigtir.

PZR Metodu

Santin ve ark’dan (28) alinan PZR protokolu modifiye edilerek
kiiciik alt birim ribozomal RNA (SSU rRNA) geni cogaltilmigtir.
PZR reaksiyon karigimi 25 pL son hacimde hazirlanmigtir. Sicak
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baslangic Taqg DNA polimeraz kiti (10X PZR tamponu, 5X Q
solution, 25 mM MgCl,, 5U sicak baslangi¢ taq DNA Polimeraz)
(Qiagen), 25 mM dNTP mix, 10 pmol F ve R primerleri ve 1
pL DNAda kullanilmigtir. Elde edilen PZR triinleri +4 °C'de
kullanilincaya kadar saklanmistir. Her bir test i¢in pozitif ve
negatif kontroller kullamlmistir. Olugan irtnler etidyum
bromiirle boyanmis ve %1,5’lik agaroz jele yuklenmistir. Jel
elektroforezde 100 V’de 60 dk yuritildikten sonra ultraviyole
altinda (Prizma/Quantum ST-4) bantlar gériintillenmigtir. PZR
ile ¢ogaltilan uriinler 479 b¢ uzunlugunda jelde gézlenmistir.

Sekans ve Filogenetik Analiz

Su 6rneklerine ait SSU rRNA gen bélgesi baz dizilimleri analizleri
Macrogen (Hollanda) firmasindan hizmet alinarak temin
edilmigtir.

Bu firmadan gelen baz dizilimleri ile GenBank’tan alinan
Balstocystis spp. alt tiirlerine ait baz dizileri “KM213435 (ST-1),
JQ665863 (ST-1), KF306287 (ST-1),AM275361 (ST-1),AB107963
(ST-3), KF306294 (ST-3), KF242051 (ST-3), AM275393 (ST-4),
AB091248 (ST-5), AB107972 (ST-6), AB091242 (ST-7), AB107971
(ST-8), AF408425 (ST-9), FM164413 (ST-10),GU256932 (ST-
11), GU256905 (ST-12) ve GU256935 (ST-13)” BioEdit (34)
programi kullanilarak hizalanmigtir. Bu dizilerin karsilagtirma
iglemi ise ClustalW (35) modiilu kullanilarak gerceklestirilmistir.
Hizalanmis baz dizileri MEGA 5,05 paket programi kullanilarak
maksimum olasihik analizleri, genetik wuzaklik Kimura-2
parametre modeli ve se¢ bagla testi (Bootstrapping) 1000
tekrarla hesaplanmigtir. Filogeni agaci NeighbourJoining (NJ),
maksimum-olasilik, algoritmasiyla
olusturulmustur. Ornekler ve referans baz dizileri arasindaki
yiizde niikleotit benzerligi BioEdit programi, evrimsel uzaklik
iligkisi ise MEGA 5,05 programi kullanilarak tespit edilmistir.
Sularda c¢aligilmasi nedeniyle etik kurul onayr alinmamigtir.
Caligmada herhangi bir hasta kullanilmamigstir. Su 6rneklerinde
calisilmasi nedeniyle hasta onay: alinmamagtir.

maksimum-parsimony

BULGULAR

Blastocystisspp. DNA’s1in1Cogaltmakicin Kullanilacak
PZR Metodunun Hassasiyeti

Bu ¢aligmada Blastocystis PZR deneyinin ézgillugini géstermek
i¢cin hedef DNA olarak segilen Blastocystis'den baska hedef DNA

olmayan Cryptosporidium parvum, Toxoplasma gondii, Giardia
intestinalis, Babesia bovis ve Acanthamoeba castellanii protozoonlar1
da kullanilmigtir. Blastocystis DNA’s1 standart PZR ile 479 b¢'de
pozitif olarak agaroz jelde gézlenmistir. Calismanin sonucunda
standart PZR reaksiyonuyla Blastocystis DNA’s1 cogalirken diger
protozoon DNAlarinda herhangi bir ¢ogalma gézlenmemistir

(Sekil 1).

Aragtirma Alanindaki Orneklerde Blastocystis

spp.’nin Goriillme Siklig:

Galigmada toplam 100 su 6rnegi incelenmis olup PZR teknigiyle 4
(%4) 6rnek pozitif olarak bulunmustur (Tablo 1).

Ordu merkezinden alman 12 su 6rneginin birinde, Fatsa
ilcesinden alinan 24 su érneginin birinde, Pergembe ilcesinden
alinan su 6rneklerinin ikisinde PZR yoéntemiyle Blastocystis
DNA’s1 pozitif olarak tespit edilmistir. Unye ilcesinden alinan 18
su 6rneginin hicbirinde Blastocytis tespit edilememigtir. Musluk
suyu ve cevresel sularin genel toplami degerlendirildiginde 100 su
orneginin dordii (%4) PZR metodu ile pozitif olarak bulunmusgtur.
Pozitif tespit edilen istasyonlar Ordu merkezde Biilbiil Deresi,
Fatsa ilcesinde Bolaman Cayi, Persembe ilcesinde Kacali ve

Sekil 1. Blastocystis DNA'sinin 6zginligini gosteren agaroz
jel goruntisi. M: 100 b¢ marker, N: Distile su (negatif), P:
B. hominis DNA, 1: C. parvum DNA, 2: T. gondii DNA, 3: G.
intestinalis DNA, 4: Babesia bovis DNA, 5: A. castellani DNA

B. hominis: Blastocysitis hominis, C. parvum: Cryptosporidium parvum, T.

gondii: Toxoplasma gondii, G. intestinalis: Giardia intestinalis, A. castellani:
Acanthamoeba castellani

Tablo 1. Ordu merkezi ve ilgelerinden alinan su 6rneklerinde Blastocystis spp. varliginin PZR yontemiyle gésterilmesi

Alinan su 6rnekleri Aragtirma alam Incelenen érnek sayis1 PZR ile pozitif 6rnek sayis1
Musluk suyu 25 0
Biitiin istasyonlar
Ara toplam % pozitif 25 %0
Ordu merkez 12 1
Unye 18 0
Irmak suyu
Fatsa 24 1
Persembe 21 2
Ara toplam 75 4
% pozitif (%5,33)
Genel toplam pozitif (%) 100 4 (%4)
PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu
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Karabalgik Dereleri olarak tespit edilmistir. Ordu ilinden alinan
orneklere uygulanan PZR metodunun agaroz jeldeki gériintiisii
Sekil 2’de verilmistir.

Ordu ilinden Alinan Yiizeysel Sulara Uygulanan PZR
ve Sekans Analiz Sonuclar1

Calismada elde edilen 4 PZR tiriintiniin sekansi bagaril bir gekilde
alinmugtir. Tablo 2'de sekans sonuglar gésterilmisgtir.

Su 6rneklerinde PZR teknigi kullanilarak elde edilen dért DNA
driniin sekans analiz sonuglar1 GenBank’tan alinan Blastocystis
alt turlerine ait referanslarla kargilastinlmistir (34). Blastocystis
pozitif su 6rnekleri (Biilbtil Deresi-O1, Kacali-P1 ve Karabal¢ik-P2
Dereleri, Bolaman Cay1-F4) ve gen bankasindan alinan tim
Blastocystis alt tirlerine (ST-1-ST-13) ait SSU rRNA gen bélgesini
kapsayan komgu-birlestirme (NJ) filogeni agaci Resim 3’ te
gosterilmistir.

Blastocystis pozitif su 6rnekleriile gen bankasindan alinan referans
Blastocystis alt tiirlerine ait SSU rRNA gen bélgesine ait yiizde
benzerlik ve evrimsel uzaklik iligkisi Tablo 3’te gosterilmigtir.

Sekil 2. Ordudan alinan su 6rneklerine ait Blastocystis PZR
triinlerinin agaroz jeldeki goriintisii; M: 100 b¢ DNA marker;
N: (distile su) negatif; P: Blastocystis DNA’'s1, 1-9: PZR uygulanan
su 6rnekleri

100 | KF306287(ST-1)
JQB65863(ST-1)
AM275361(ST-1)
KM213435(ST-1)
GU256932(ST-11)
AM275393(ST-4)

AF408425(ST-9)
—|1 o tAB107972(5T45)
1001 AB091242(ST-7)

GU256905(ST-12)
AB091248(ST-5)
GU256935(ST-13)
KF242051(ST-3)
=1 b
KF306294(ST-3)
AB107963(ST-3)
| FM164413(ST-10)
AB107971(ST-8)
7 U37108 (i lacertae)

100

Sekil 3. Tam Blastocystis alt turlerinin SSUrRNA gen bolgesine

ait NJ filogeni agac1

SSUrRNA: Kiiciik alt birim ribozomal RNA

Blastocystis alt turlerine (ST-1-ST-13) ait SSU rRNA gen bolgesi
NJ filogeni agacinda se¢ bagla testi degeri %70’ten fazla olan
NJ analizleri gésterilmistir. $ekil 3’te gosterildigi gibi Karabalgik
Deresi-P2 ile KF306294 (ST-3), AB107963 (ST-3), KF242051 (ST-
3) arasinda %97 oraninda se¢ bagla testi degerleriyle NJ filogeni
agaanda benzerlik ortaya konulmustur. Bulbil Deresi-O1,
Kacali-P1 ve Bolaman Cayi-F4 ile KM 213435 (ST-1), KF306287
(ST-1), JQ 665863 (ST-1), AM275361 (ST-1) arasinda %100 se¢
bagla testi degeriyle NJ filogeni agacinda benzerlik gorilmugtiir.
Calismamizda Ordu ilinden alinan su 6rneklerinde Biulbil
Deresi-O1, Kacali-P1 ve Bolaman Cay1-F4 istasyonlarindan
alinan su 6rnekleri Blastocystis alt tir ST-1 olarak belirlenirken,
Karabalgtk Deresi-P2  istasyonundan alman su 6rnekleri
Blastocystis alt tiir ST-3 olarak belirlenmistir. Tablo 3’te

Tablo 2. Ordu ilinden alinan yiizeysel sulara uygulanan PZR
ve sekans sonuglari

Sekans
sonuglari ve
alt tiir (ST)

istasyonlar ve kodlar1 | PZR sonuglari

Ordu Merkez
Biilbiil Deresi (0O1) +

+(ST1)

Melet Irmag: (02) (sekansi alinamadi) |

Civil Irmag: (03) - -

Turnasuyu Irmag: (04) - -

Pergsembe
Kacali Deresi (P1) + +(ST1)
Karabalgik Deresi (P2) + + (ST3)
Pergsembe Merkez (P3) - -
Akgaova Deresi (P4) - -
Kigla Mevkii (P5) - _
Biiytikagiz (P6) - _
Belicesu (P7) - -

Fatsa
Fatsa Merkez (F1) - -
Caliglar Deresi (F2) - _
Ilica Deresi (F3) - _
Bolaman Cay1 (F4) +

Kavaklar (F5) (sekans alinamadi ) )

Sicaksu (F6) - -
Serefiye (F7) - -
Catak (E8) - _

Unye

Unye Merkez - -

Tabakhane Deresi - _

Ciri Deresi - -

Lahna (sekansi1 alinamadi)

Cevizdere - -

Akcay Deresi - -

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu, ST:
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Tablo 3. Gen bankasindan alinan Blastocystis alt tirlerine ait referans gen bolgeleri ile ve su érneklerine ait SSUrRNA gen bolgesi

arasindaki yuzde benzerlik ve evrimsel uzaklik iligkisi

U37108 (Proteromonas lacertae)

—_ o~ —_ o~ e — —~ —~ —~ —~ e —_~ —_ o - N (3]
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o1 D 0,764 10,988 0,988 0,448 0,437 0,395 0,372 0,391 0,397 0,871 0,886 0,856 0,851 0,319 0,849 0,244 0,875 0,896 0,88 0,319
F4 0,0082 1D 0,764 0,766 0,766 0,584 0,569 0,509 0,48 0,506 0,512 0,677 0,682 0,658 0,654 0,268 0,651 0,317 0,722 0,689 0678 0,256
P1 0,0000 0,0082 ID 0,988 0,988 0,448 0,437 0,395 0,372 0,391 0,397 0,871 0,886 0,856 0,851 0,319 0,849 0,244 0,875 0,896 0,88 0,319
JQ665863(ST-1) 0,0138 0,0055 0,0138 ID 1 0453 0442 0,396 0,373 0,394 0,398 0,881 0,892 0,864 0,859 0,32 0,857 0,246 0,885 0,902 0,889 0,317
AM275361(ST-1) 0,0138 0,0055 0,0138 0,0000 ID 0,453 0,442 0,396 0,373 0,394 0,398 0,881 0,892 0,864 0,859 0,32 0,857 0,246 0,885 0,902 0,889 0,317
KF306287(ST-1) 0,0138 0,0055 0,0138 0,0000 0,0000 ID 0,974 0,767 0,817 0,762 0,771 0,381 0,378 0,357 0,354 0,179 0,355 0,294 0,409 0,385 0,375 0,165
KM213435(ST-1) 0,0138 0,0055 0,0138 0,0000 0,0000 0,0000 ID 0,747 0,792 0,739 0,747 0,37 0,367 0,347 0,343 0,172 0,345 0,284 0,398 0,373 0,363 0,158
P2 0,1797 0,1831 0,1797 0,1758 0,1758 0,1758 0,1758 ID 0,937 0,978 0,991 04 0,39 0,38 0,377 0,194 0,378 0,31 0,393 0,393 0,386 0,183
KF306204(ST-3) 0,1760 0,1794 0,760 0,1722 0,1722 0,1722 0,1722 0,0027 ID 0,929 0,942 0,378 0,368 0,359 0,354 0,185 0,356 0,296 0,371 0,37 0,364 0,174
KF242051(ST-3) 0,1794 0,1760 0,1794 0,1689 0,1689 0,1689 0,1689 0,0055 0,0027 ID 0,982 0,399 0,387 0,378 0,374 0,192 0,375 0,307 0,397 0,391 0,38 0,18
AB107963(ST-3) 0,1794 0,1828 0,1794 0,1756 0,1756 0,1756 0,1756 0,0055 0,0027 0,0055 ID 0,402 0,392 0,385 0,38 0,194 0,381 0,31 0,395 0,395 0,389 0,183
AM275393(ST-4) 0,1750 0,1681 0,750 0,1611 0,1611 0,1611 0,1611 0,1614 0,1579 0,1580 0,1612 ID 0,869 0,843 0,841 0,325 0,841 0,247 0,833 0,875 0,86 0,327
AB091248(ST-5) 0,1712 0,1712 0,1712 0,1643 0,1643 0,1643 0,1643 0,1781 0,1746 0,1746 0,1780 0,1746 ID 0,861 0,858 0,323 0,861 0,248 0,847 0,938 0,929 0,326
AB107972(ST-6) 0,2065 0,2066 0,2065 0,1993 0,1993 0,1993 0,1993 0,1920 0,1885 0,1885 0,1885 0,1885 0,2100 ID 0,989 0315 0,952 0,243 0,811 0,872 0,856 0,306
AB091242(ST-7) 0,2173 0,2174 0,2173 0,2100 0,2100 0,2100 0,2100 0,2063 0,2027 0,2027 0,2027 0,1885 0,2099 0,0138 ID 0313 0,946 0,241 0,807 0,868 0,852 0,303
AB107971(ST-8) 1,0933 1,0909 1,0933 1,0776 1,0776 1,0776 1,0776 0,9988 1,0106 1,0088 1,0125 1,0485 1,0457 1,1324 1,1635 ID 0,311 0,597 0,324 0,329 0,32 0,621
AF408425(5T-9) 0,2176 0,2178 0,2176 0,2103 0,2103 0,2103 0,2103 0,2027 0,1991 0,1991 0,2027 0,1956 0,2027 0,0656 0,0746 1,1424 ID 0,241 0,802 0,866 0,854 0,3
FM164413(ST-10) 1,0317 1,0292 1,0317 1,0167 1,0167 1,0167 1,0167 0,9733 0,9849 0,9829 0,9871 1,0500 0,9971 1,1021 1,1332 0,0422 1,1021 ID 0,259 0,253 0,245 0,492
GU256932(ST-11) 0,1152 0,1056 0,1152 0,0993 0,0993 0,0993 0,0993 0,1893 0,1857 0,1823 0,1892 0,1611 0,1680 0,2027 0,2099 1,0329 0,2319 0,9753 ID 0,845 0,84 0,308
GU256905(ST-12) 0,1542 0,1542 0,1542 0,1475 0,1475 0,1475 0,1475 0,1817 0,1781 0,1782 0,1816 0,1546 0,1023 0,1815 0,1850 1,0030 0,1850 0,9570 0,1577 ID 0935 0,325
(GU256935(ST-13) 0,1817 0,1783 0,1817 0,1713 0,1713 0,1713 0,1713 0,1967 0,1930 0,1895 0,1928 0,1934 0,1162 0,2247 0,2285 1,1071 0,2172 1,0559 0,1681 0,1025 ID 0,314

U37108 (Proteromonas lacertae 1,2321 1,2459 1,2321 1,2305 1,2305 1,2305 1,2305 1,1224 1,1350 1,1474 1,1357 1,2136 1,1391 1,3383 1,3784 0,1816 1,3851 0,1956 1,2001 1,1513 1,2204 ID

gosterildigi gibi Bilbil Deresi-O1 i¢in en disiik genetik uzaklik
bu dereyle JQ665863 (ST-1), AM275361 (ST-1), KF306287 (ST-
1) ve KM213435 (ST-1) arasinda 0,0138 degerinde ve en yiksek
genetik uzaklik ise 1,0933 degeri ile AB107971 (ST-8) arasindadur.
Biilbul Deresi ile JQ665863 (ST-1) arasindaki niikleotit benzerligi
%98,8'dir. Bolaman Cay1-F4 ile JQ665863 (ST-1), AM275361
(ST-1), KF306287 (ST-1) ve KM213435 (ST-1) arasinda en digiik
genetik uzaklik 0,0055 degeri ile bulunmugtur. AB107971 (ST-8)
ile arasindaki en ytiksek genetik uzaklik ise 1,0909°dur. JQ665863
(ST-1), AM275361 (ST-1) ve Bolaman Cay1-F4 arasindaki
niikleotit benzerligi %76,6'dir. Kacali Deresi-P1 ile JQ665863
(ST-1), AM275361 (ST-1), KF306287 (ST-1) ve KM213435 (ST-
1) arasinda en diigiik genetik uzaklik 0,0138 degeri bulunmustur.
AB107971 (ST-8) ile arasindaki en yiiksek genetik uzaklik ise
1,0933’ttir. JQ665863 (ST-1), AM275361 (ST-1) ve Kacal
Deresi-P1 arasindaki niikleotit benzerligi %98,8'dir. Karabal¢ik
Deresi-P2 ile KF306294 (ST-3) arasindaki en disik genetik
uzaklik 0,0027 ve en yitksek genetik uzaklik ise AB107971 (ST-
8) arasinda 0,9988dir. Niikleotit benzerlik orami ise en yiiksek
AB107963 (ST-3) arasinda %99,1 olarak belirlenmistir.

TARTISMA

Blastocystis spp. tamisinda mikroskobik inceleme ucuz ve hizh
bir yéntem olmasina karsin, sonuglarin giivenirliligi tamamen
inceleme yapan kisinin tecriibesine baghdir. PZR analizi
mikroskobik incelemeye iyi bir alternatiftir ve PZR'nin sekans
analizi ile desteklenmesi aymi zamanda Blastocystis turlerinin

molekiiler karakterizasyonunun belirlenebilmesini de miimkin
kilmaktadir (25-28). Turkiye'de daha énce yapilan ¢aligmalarda
Blastocystis spp. varligi daha ¢ok insan gaita 6rneklerinde standart
mikroskop ve PZR kullanilarak gerceklestirilmistir (20-24).
Bu aragtirmanin ¢evresel su dérneklerinde yapilmasinin nedeni
Tiirkiye'nin Ordu ilindeki ¢evresel sularda Blastocystis varhginin
aragtirilmas: ve Blastocystis enfeksiyonunun bulagi agisindan
molekiiler epidemiyolojik bilgiler edinilmesidir.

Blastocystis alt tirlerinin genis bir konak¢ spektrumu oldugu
icin vahsi veya evcil hayvanlarin fekal atiklariyla kirlenmig
yiizeysel sular ve tarimda kullanilan atik sular ile bu parazitlerin
bulastig: bilinmektedir (29). Ordu ili ve cevresinin aldig1 yogun
yagislar ve meydana gelen seller disuniildiuginde Blastocystis
tirlerinin  ¢cevresel sularla hizla mumkin
olabilecegi dusiiniilmektedir. Morfolojik gérintimleri ayni olan
Blastocystis tiirlerine ait tami duyarliliginin artirilmasinda alt
tur tammlamalarimin  yapilmasinda molekiler yoéntemlerin
kullanilmas: gerekmektedir.

yayilmasinin

Turkiye'de parazit hastaliklarinin epidemiyolojisi, parazit
hastaliklar1 hakkinda bilgi sahibi olup olmamaya, ekonomik
kosullara ve halkin egitim seviyesine bagh olarak degiskenlik

gostermektedir.

Bu durum dikkate alindiginda yapilmasi gereken, yasanilan
cevrede mevcut parazit yayginhiginin ne oranda bulundugunu
tespit etmektir. Caligmamizda da bulasda etkili olabilecegi
dustuntlen Ordu merkez ve ilcelerindeki su 6rneklerinde
Blastocystis spp. parazitinin molekiler teknikler kullanilarak
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varhigi aragtirilmigtir. Yapilan literator arastirmasina goére bu
alanda yapilmig bir aragtirmaya rastlanilmamistir.

Samsun ve Giresun illerinden alinan sularda Blastocystis tuirlerinin
varligi hakkinda Karaman ve ark. (13,16) yaptif1 ¢caligmalarda, su
kokenli parazitlerin genel dagilimi 11k mikroskobu kullanilarak
direkt baki yontemiyle yapilmistir. Yine Koloren ve ark. (17)
Samsun ilinden alinan su érneklerinde Blastocystis turlerini ve
alt turlerini PZR ve sekans analizi yaparak tespit etmiglerdir.
Benzer olarak Koloren ve ark. (18,19) Sinop ve Amasya'dan
alinan su 6rneklerine Blastocystis tiirlerini ve alt tiirlerini PZR ve
sekans analizi yaparak belirlemiglerdir. Bu ¢aligma ise Karadeniz
Bolgesinde Ordu merkez ve ilcelerindeki su kaynaklarinda
Blastocystis spp. ile ilgili molekiiler diizeyde yapilan ilk
aragtirmadir.

Insanlarda Blastocystis enfeksiyonlarinin  ¢ogunun enfekte
primatlar, domuzlar ve kiimes hayvanlariyla temas neticesinde
olustugu ve bu nedenle bu parazitin zoonotik patojen olarak
degerlendirilmesi gerektigi vurgulanmigtir (36). Ayn1 zamanda
Blastocystis’in en énemli bulas kaynaginin sular oldugu Baldursson
ve Karanis (37) tarafindan yayinlanan 2004 yilindan 2010 yilina
kadar dunyadaki su kaynakli parazit protozoonlar hakkindaki
derlemede belirtilmistir. Bu derlemede Avusturalya'da %46,7,
Kuzey Amerika'da %30,6 ve Avrupa'da ise %16,5 oraninda su
kaynakl salginlarin meydana geldigi bildirilmisgtir.

Turkiye'de Ordu ilindeki su kaynakli Blastocystis spp. varligini
belirlemek i¢in, caligmanin aragtirma alami Ordu merkez
ve ilgelerindeki yerlesim vyerlerine yakin c¢evre sularindan
olusturulmugtur. Calisma alanmi yaban domuzlarinin ve
hayvan ciftliklerinin yogun oldugu bélgelerden secilmistir.
Farkli calismalarda Noel ve ark. (26), Blastocystis ile enfekte
insanlardan ve hayvanlardan alinan ¢rneklerde bu parazitin
morfolojik  géruntimlerini  birbirinden ayirt edemezken,
molekiler yontemlerle alt tir diizeyinde genetik farkliliklarin
tespit edilecegini belirtmislerdir. Li ve ark. (38), tarafindan da
Cin'de yapilan bir calisgmada domuz sahibi kisilerin Blastocystis
infeksiyonu acisindan risk olusturdugu ortaya konulmustur. Aym
zamanda %32,6 oranindaki Blastocystis enfeksiyonunun nedeni
kaynatilmadan icilen igme suyu ve islem gérmemis yiizeysel
sularin kullanilmas: seklinde ifade edilmigtir. Ayrica Leelayoova
ve ark. (39), icme suyunu okuldan temin eden 6grencilerden
alinan fekal érneklerde Blastocystis alt tiirlerini saptamiglardir.
Arastiricilar 6grencilerde mevcut Blastocystis enfeksiyonunun
varliginin kontamine igme suyu kaynakli oldugunu belirtmislerdir.
Lee ve ark. (40), 241 insan gaita érneginde in vitro kiltiir yaparak
Blastocystis spp./nin varhigini PZR ve sekans analizleri ile tespit
etmiglerdir. Altmig t¢ fekal érnekte Blastocystis spp. (%26,1)
olup en yaygin alt turiin ST-4 oldugu belirlemislerdir. Blastocystis
spp. ile enfekte bulunan 63 kisiden 51’inin filtre edilmis veya
kaynatilarak sogutulmus su titketmedikleri saptanmistir. Bu
calisma, Nepal'in kirsal bélgelerine yapilan gezilerde Blastocystis
spp-nin saglik endigesi yaratabilicegi ve bu bélgelerde tiiketilen
sulara dikkat edilmesi gerektigini géstermistir.

Malezya'da iki i¢me suyu aritma tesisinde %25,9 oraminda
(41) Blastocystis spp. varlig: tespit edilmistir. Yine Malezya'nin
kéylerinde su havzalarinda yapilan bir c¢ahismada, yagish
dénemlerde Blastocystis spp. ST-1, ST-2 ve ST-3 alt tiirlerinin,
kurakhigin arttig1 mevsimlerde ise Blastocystis spp. ST-3’tin yaygin
oldugu tespit edilmistir (42).

Turkiye’de Samsun il ve ilcelerinden alinan su érneklerinde PZR
yontemi ile %4 Blastocystis spp. bildirilmistir. Elde edilen PZR

drtunleri sekans analizinde Kirtun ve Mili¢ Cayi’'nda alt tir 1,
Mert Cayr'nda ise alt tiir 3 olarak saptanmustir (37).

Bu caligmada belirlenen 25 istasyondan toplam 75 cevresel
ve 25 i¢cme suyu 6rneginde Blastocystis spp. varligi molekiiler
yontemlerle arastirilmigtir. Yapilan inceleme sonucunda 75
cevresel su 6rneginin 4 (%5,33) tanesinde, PZR yontemi ile
pozitiflik belirlenmigtir. Yine aynmi dénemde toplanan i¢me
sularinin hic¢birinde Blastocystis spp. tespit edilmemigtir. Tm
orneklere bakildigi zaman Blastocystis spp. varhigi %4 olarak
tespit edilmigtir. PZR irtnlerinin sekans analiz sonucuna
gore Ordu merkezde; Bilbul Deresi, Persembe ilgesinde Kacal
Deresi ve Fatsa ilcesinde Bolaman Cayr'nda Blastocystis alt tiir 1,
Persembe ilcesinde Karabalcik Dere’sinde ise Blastocystis alt tiir 3
belirlenmistir.

Su havzalarim besleyen nehir ve dere yataklarindaki yapilagma,
lagimlarin yeteri kadar aritilmadan su kaynaklarina bogaltilmas:
sanayi atiklarinin nehirlere, derelere bosaltilmasi, yeraltina
gomilen atiklarin sizarak yeralti sularmna karigmasi su
kaynaklarinin kirliligini hizlandiran bir etken olarak bildirilmigtir
(11). Galismada bolgedeki atik su aritim tesislerinin yetersizligi de
g6z 6niinde bulundurularak bélge halkinin Blastocystis ve diger su
kaynakl paraziter enfeksiyonlar konusunda bilin¢lendirilmesi ve
ilgili kurumlarin bu konuda gereken énlemleri almalar1 gerektigi
sonucuna varilmigtir.
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