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GASTROINTESTINAL SIKAYETI OLAN HASTALARDA DIENTAMOEBA
FRAGILIS’IN ARASTIRILMASI

Eda SIVCAN
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Parazitoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2015
Damsman: Prof. Dr. izzet SAHIN
OZET

Bu calismada; gastrointestinal sikayeti olan hastalarda D.fragilis’in farkli tan1 yontemleri ile
yayginliginin arastirilmast ve tanida kullanilan yontemlerin duyarhlik ve ozgiilliikklerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Calismaya cesitli kliniklerden gelen ve gastrointestinal sikayeti
olan 101 hastanin diski 6rneklerinin incelenmesinde Robinson kiiltiir, demir hematoksilen
boyama, trikrom boyam, PCR ve Real-Time PCR yontemleri kullanilmistir. Hasta ve kontrol
gruplarindan olusan 121 diski 6rnegi nativ-liigol yontemi ile incelenmistir. Digki 6rneklerinin
robinson besiyerine kiiltiirii yapilmistir. Kullanilan boyama yontemleri, PCR ve Real-Time
PCR yontemleri ile arastirma grubunda ve kiiltiir grubunda Dientamoeba bakimindan pozitiflik
oranlar1 belirlenmistir. Hasta grubunun 13’t  (%10,7) demir hematoksilen boyamayla, 2’si
(%1,7) ise trikrom boyamayla, PCR yontemi ile 7’si (% 5,7), Real-Time PCR ile 13’1 (%10,7)
pozitif olarak tespit edilmistir. Incelemesi yapilan kiiltir 6rneginden 7’si (%5,8) demir
hematoksilen boyamayla, 4’si (%3,3) trikrom boyamayla, PCR yontemiyle 2’si (%1,7), Real-
Time PCR’da 3’i (%2,5) pozitif olarak tespit edilmistir. Demir hematoksilen boyama
sonucunda, ishalli diskilarda pozitif ornege rastlanmazken, ishalli olmayan orneklerin 13’
(%10,7) pozitif bulunmustur. Ishalli digkilarm trikrom boyama yontemi ile boyanmasi
sonucunda pozitif 6rnege rastlanmamustir. Ishalli olmayan diskilarda ise trikrom boyamayla
2’si (%1,7) pozitif bulunmustur. PCR yontemi ile ishalli diskilarin 1’1 (% 1) pozitifken, ishalli
olmayan diskilarin 6’s1t (% 4,9) pozitif bulunmustur. Real-Time PCR yo6nteminde ise ishalli
diskilarda pozitif 6rnege rastlanmazken, ishalli olmayan diskilardan 13’1 (%10,7) pozitif olarak
tespit edilmistir. incelenen diski drneklerinde Real-Time PCR yontemi esas alinarak yapilan
sensivite ve spesifite degerleri sirasiyla demir hematoksilende %46 ve %93, trikrom boyamada
%0 ve %99, PCR’da %54 ve %100 olarak bulunmustur. Real-Time PCR yoOntemi esas alinarak
yapilan kiiltiir 6rneklerine ait sensivite ve spesifite degerleri sirasiyla; demir hematoksilende

%67 ve %96, trikrom boyamada %33 ve %98, PCR’da %67 ve %100 olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Dientamoeba, D.fragilis, Tani, Kayseri
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INVESTIGATION OF DIENTAMOEBA FRAGILIS IN PATIENTS WITH
GASTROINTESTINAL SYSTEM COMPLAINTS
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Master Thesis, July 2015
Supervisor: Prof. Dr. 1zzet SAHIN

ABSTRACT

In this study; we aimed that investigate the prevalence of D.fragilis with different diagnostic
methods in patients with gastrointestinal symptoms and determine the sensitivity and specificity
of this diagnostic methods have been used. 101 patients who were coming from various clinics
and had gastrointestinal complaints were included and fecal samples examined with Robinson
culture, iron hematoxylin staining, trichrome dye, PCR and Real-Time PCR methods. Patients
and the control groups consisting of 121 stool samples were examined by native-iodine method.
Stool samples that examined were cultured with Robinson medium. Positivity rate of the
research group and culture group was determined using the dyeing methods, PCR and Real-
Time PCR. 13 patients (10.7%) with iron hematoxylin staining, 2 patients (1.7%) with
trichrome staining, 7 patients (5.7%) by PCR and 13 patients (10.7%) by Real-Time PCR were
positive. Culture samples were positive with iron hematoxylin staining, trichrome staining,
PCR and Real-Time PCR 7 (5.8%),4 (3.3%), 2 (1.7%), 3 (2.5%) rates, respectively. While
diarrheal stool samples were not found as positive with iron hematoxylin staining, 13 samples
of non-diarrheal stool samples (10.7%) were positive. Diarrheal stool samples with trichrome
staining method were not identified any positive samples, as 2 (1.7%) of non-diarrheal stool
sapmles were found positive. 1 (1%) of the diarrheal stools were identified as positive, while 6
(4.9%) of non-diarrheal stools were positive by PCR. The diarrheal stools were not positive,
while 13 (10.7%) of non-diarrheal stools were positive by Real-Time PCR. Sensitivity and
specificity were found to be values of 46% and 93% in iron hematoxylin staining, 0% and 99%
in trichrom staining, 54% and 100% by PCR at examined stool samples based on Real-Time
PCR method. Sensitivity and specificity were found to be values of 67% and 96% in iron
hematoxylin staining, 33% and 98% in trichrom staining, 67% and 100% by PCR at culture
samples based on Real-Time PCR method.

Key Words: Dientamoeba, D.fragilis, Diagnosis, Kayseri
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1.GIRiS VE AMAC

Dientamoeba fragilis insanlarin kalin bagirsaginda yasayan, psodopodlariyla hareket

eden, amibe benzeyen patojen bir bagirsak protozoonudur (1).

Dientamoeba fragilis’in dig ortamda hayatta kalmasi i¢in kist formunun bulunmasi
gerektigi diisiiniiliirken, bu zamana kadar pseudokist, prekist ve Kkist i¢in yapilan
denemler basarisiz olmus ve kist formu olmayan parazit olarak kabul edilmistir. Kist
formu olmadig1 icin bulasin besin-su bulasindan ziyade fekal-oral yolla oldugu
diistiniilmektedir (2). Ayn1 zamanda da bulasin Enterobius vermicularis, Trichuris
trichiura ve Ascaris lumbricoides gibi helmint yumurtalar1 vasitasiyla da bulasabilecegi

diistiniilmiistiir (3).

Bu parazit ile enfekte bireylerde en sik goriilen belirtiler; karmn agrisi, siskinlik,
yorgunluk, istahsizlik, ishal ve bulant1 olmakla birlikte eozinofilinin de goriilebilecegi

bildirilmistir (4-7).

Dientamoeba fragilis’in diinyadaki prevalansi kullanilan tam1 yontemine gore %0,3-
%52 arasinda degisiklik gostermektedir (18,20,21). D. fragilis’i sadece taze digkilarda

degil boyama yontemi ile bile teshis etmek zordur (9).

Dientamoeba fragilis’in belirlenmesinde kullanilan en yaygin boyama yontemi demir-
hematoksilen ve trikrom boyama yontemidir (10). Boyama yodntemi Oncesinde
trofozoitler hizli bir sekilde dejenere oldugu icin diskinin uygun fiksatiflerle fikse

edilmesi gerekmektedir (11).



Dientamoeba fragilis’in tanimlanmasinda ksenik kiiltiir yontemleri kullanilmaktadir.
Ksenik kiiltiir yontemleri igerisinde Boeck ve Drbohlav besiyeri, Robinson besiyeri,
Dobell ve Laidlow besiyeri, Cleveland-Collier besiyeri, Balamuth besiyeri ve TYGM-9
besiyeri yer almaktadir (10).

Konvansiyonel tan1 yontemlerinin yan sira molekiiler tan1 yontemi olarak PCR ve Real-
Time PCR yontemleri kullanilmaktadir. Real-Time PCR yOnteminin konvansiyonel

yontemlerden daha hassas ve spesifik oldugu goriilmiistiir (12).

Bu caligmada; gastrointestinal sikayeti olan hastalarda, onceleri patojen olmadigi
diisiiniilen fakat bugiin patojen oldugu bilinen, akut veya kronik GIS hastalik sebebi
olan D.fragilis’in farkli tam1 yOntemleri ile yaygmligmin arastirilmasit ve tanida

kullanilan yontemlerin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE ve SISTEMATIK

Dientamoeba fragilis, ilk kez 1907 yilinda Wenyon adli bir Ingiliz mikrobiyolog
tarafindan parazitolojik preparatlarda gozlenmistir (13). 1918 yilinda, Jepps ve Dobell

adli arastirmacilar tarafindan tanimlanmustir (14).

Jepps ve Dobell adl1 arastirmacilar, bu parazitin yeni bir tiir ve ayn1 zamanda yeni bir
cins oldugunu savunmus, iki niikleuslu formunun bulundugunu ve kist sekline sahip
olmadigini tespit etmislerdir. Dientamoeba fragilis’i Entamoebidae familyasi icerisinde

siniflandirmislardir (2).

Dobell, 151k mikroskobu, boyama ve kiiltiir tekniklerini kullanilarak, D.fragilis'in
amoeboflagellat olan Histomonas meleagridis’e yapisal olarak benzerliklerini
farketmistir. 1953 yilinda, D.fragilis Entamoebidae familyasindan cikarilmistir ve
Histomonas meleagridis’in de i¢inde yer aldigi Dientamoebidae familyasi iginde

siniflandirilmastir (11).

Calismalarda kullanilan immiinoelektroforez teknikleri ile Trichomonas, Histomonas
ve Dientamoeba arasindaki immiinolojik iliskiler incelendiginde, bu ii¢ parazitin

birbiriyle yakin antijenik iliskisi oldugu gézlenmistir (11).

1974 yilinda, elektron mikroskobu kullanarak, D.fragilis ve Histomonas arasinda
carpic1 benzerlikler bulunmustur ve Dientamoeba’nin taksonomik konumu yeniden

diizenlenmistir (15).



1980 yilinda Dientamoeba, Histomonas, Monocercomonas ve Trichomonas ile birlikte
Trichomonadida takimi icinde yeniden smiflandirilmistir. Trichomonadida ve

Hypermastigida ise Parabasabidea iist takimi i¢cinde gruplandirilmistir (16).

1996 yilindan sonra molekiiler teknikler Dientamoeba taksonomik konumunu

belirlemek i¢in, geleneksel markirlara alternatif olarak kullanilmaya baglamistir (17).

Silberman ve ark. (17), bir¢cok trichomonad gruplar1 ve ¢esitli 6karyotlarin SSU rDNA
sekanslarinin tamami goz oniine alindiginda, D.fragilis'le diger parabazal flagellatlarin

benzerlik gosterdigini kanitlamiglardir.

Mikroskobi, antijen analizleri ve D.fragilis’in SSU rDNA molekiiler karakterizasyonu
ele alindiginda, trichomonad olan H. meleagridis ile yakidan iligkili oldugu

gosterilmistir.

Giiniimiizde tiim deliller, D.fragilis’in yasam dongiisiiniin tiim asamalarinda kamg¢1 ve

kinetozomunu kalic1 olarak kaybetmis bir Trichomonad oldugunu gostermektedir (11).
D.fragilis’e ait bugiin hala kullanimda olan simiflandirma su sekilde yapilmaktadir (11).
Alem: Protista

Altalem: Protozoa

Sube: Sarcomastigophora

Altsube: Mastigophora

Sinif: Zoomastigophora

Takim: Trichomonadida

Aile: Monocercomonadidae

Cins: Dientamoeba

Tiir: Dientamoeba fragilis



2.2. MORFOLOJi

Dientamoeba fragilis, 4-20 um arasinda degisen bir pleomorfik trofozoite sahiptir.
Kiiltiirde (20 pm- 40um) cok daha biiyiik boyutlar1 tespit edilmistir (2). D.fragilis’in
cekirdegi nativ-liigol yontemi kullanilarak hazirlanan preparatlarda goriilmez iken,

besin vakuolii veya inkliizyon cisimcikleri goriilebilir (11).

Sitoplazmas1 ince graniiler yapiya sahiptir ve sitoplazma i¢inde bakteri veya maya
bulunan ¢ok sayida besin vakuolu yer alabilir (Sekil 2.1). Hem taze digki orneklerinde
hem de kiiltiirde, pseudopodlarinin yardimiyla D.fragilis hareketli olarak
gozlemlenebilir (10).

Cekirdek zarinda periferik kromatin goriilmezken, c¢ekirdek¢ik tipik olarak oldukca
genis ve merkezi yerlesimli genellikle dort ila sekiz graniilden meydana gelmektedir

(10,11).

Dientamoeba fragilis trofozoitleri kalict boyali preparatlarda %60-80 oraninda iki,
9%20-40 oraninda bir cekirdeklidir (11). D.fragilis'in iki cekirdekli formu en sik
gozlenen formudur. D.fragilis'in tek c¢ekirdekli trofozoitleri ise genellikle ikiye
boliinme islemi esnasinda goriiliir ve iki cekirdekli formundan daha kiiciik yapiya
sahiptir (2). Ancak daha az siklikta goriilmekle birlikte, baz1 trofozoitler en fazla dort
ya da bes cekirdekli olabilmektedir. Cekirdeklerin ¢ap1 trofozoit biiyiikliigiine bagl
olarak 1-3 um arasinda degisiklik gostermektedir (2).

Iki cekirdek arasinda uzanan ve aymi zamanda polar komplekslerden kokenlenen
yapilar  bulunmaktadir. Bu  yapilar  hypermastigotlar  olarak  tanimlanan
atractophoreslerin homologudur. Parabazal filamentler atractophoresin dis yiizeyine
yanal olarak uzanir. Bu parabazal yapi trichomonad ve hypermastigotlarda goriilen
parabazal yapiyla benzerlik gostermektedir. Golgi kompleksi ise bu parabazal

filamentlerin iizerini 6rtmektedir (2).

Kromatin cisimcigi veya graniiller ¢ekirdek plazmasinda goriilmektedir ve ¢ekirdek zar1
iki membrandan olugmaktadir. Graniiler halde bulunan sitoplazma icerisinde,
fagositozla hiicre icerisine myelin, bakteriler ya da piring nigastast bulunabilmektedir ve

atik iirlinler ise ekzositoz yoluyla hiicre disma salinmaktadir (2).



Yutulmus Bakteri

Cekirdek

Sekil 2.1: Dientamoeba fragilis’ in trofozoit formu (75)

2.3. HAYAT DONGUSU

Dientamoeba fragilis’in monoksen (tek konakli) bir parazit oldugu ve yasadigi tek
konagin insan oldugu diisiiniilmektedir. D.fragilis’in Habes maymunu, sempanze, goril
ve koyunlarda yetistirilmesi denenmis olsa da heniiz uygun bir hayvan modeli

bulunamamustir (10).

Kist sekli bulunmayan bir organizmanin insandan insana bulasi trofozoit seklinin fekal-
oral yolla alinmasiyla olmaktadir. Trofozoit sekilleri dis ortama dayanikli degildir ve

kolayca par¢alanabilmektedir. Adin1 bu kirilgan ve hassas yapisindan almaktadir (10).

Parazit insan viicudunda cekum veya kalin bagirsak liimenine yerleserek

dientamoebiosise neden olmaktadir (10).
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Sekil 2.2: Dientamoeba fragilis’ in hayat dongiisii (72)

1- Trofozoitler diski ile disar1 atilir.
2- Bulas fekal-oral yolla gerceklesir (Kist evresi saptanamamaistir).

3- Bulas aym1 zamanda E.vermicularis gibi helmint yumurtalar1 araciligiyla
olabilmektedir.

4- Trofozitlerin agiz yolu ile alinmasiyla bulas gerceklesir.

2.4. EPIDEMIiYOLOJiSi

Dientamoeba fragilis ilk kez 1918 yilinda tanimlanmasina ragmen diinyada bu parazit
iizerine yapilan calismalar olduk¢ca azdw. D.fragilis ¢ok farkli insidanslarda
goriilmektedir ve bu oran kullanilan yontemlere gore degisiklik gostermektedir.
Enfeksiyon hem ekonomik gelismekte olan hem de sanayilesmis iilkelerde oldukca

yaygindir (34).
2.4.1. Hastah@in Bulasmasi ve Bulasma Yollan

Kist formunun olmamasi genellikle direkt fekal-oral bulagsmay1 akla getirmektedir (24).
Dobell, kiiltire edilmis D.fragilis trofozitlerini oral yolla alarak kendi diskisinda
paraziti gormeyi amaclamustir; fakat diskisinda parazite rastlamamustir (25). Insan
olmayan primatlarda da enfeksiyon aym sekilde basarisiz olmustur. Bunun iizerine

Dobell, hindilerin paraziti olan ve kist sekli bulunmayan, fakat bir kus nematodu olan



Heterakis gallinae’nin yumurtalar1 ile tasman Histomonas ile Dientamoeba’nin
benzerlik gosterebilecegini dile getirmistir. D.fragilis’in insan nematod yumurtasi ile
taginabilecegini soylemistir. Histomonas ile Dientamoeba arasinda ki bu benzerlik
small subunit ribosomal RNA (17) ve son zamanlarda ise aktin ve elongation factor la

sekanslarinin filogenetik analizleri sonucunda dogrulanmistir (26).

Dientamoeba fragilis’in Trichuris, Ascaris ve Enterobius yumurtas1 araciligiyla
tasinabilecegi One siiriilmiistiir ve bu parazitler arasinda ise Enterobius’un ozellikle
cocuklar arasinda sik goriilmesiyle parazitin tasmmmasinda daha onemli bir vektor

oldugu bildirilmektedir (27).

Roser ve ark. tarafindan kil kurdu yumurtalarinda D.fragilis’e ait DNA’nin olup
olmadiginin arastirilmistir. Bireysel yumurtalardan DNA ekstraksiyonu yapildiktan
sonra D.fragilis ve E.vermicularis-spesifik primerler kullanilarak PCR yontemi
kullnilmigtir.  D.fragilis durumu bilinmeyen 64 hastadan alman selofan bant
orneklerindeki yumurtalarin 12/238 (%5)’inde ve D.fragilis durumu bilinen bir hastada

ise yumurtalarin 39/99 (% 39)’unda D.fragilis DNA’s1 belirlenmistir (28).

Ogren ve ark. tarafindan yapilan cahsmada ise Real-Time PCR kullanarak, diskida
D.fragilis bulunan hastalardan toplanan E. vermicularis yumurtasi 21 orneklerinin 18

(%85) D.fragilis DNA’s1 tespit edilmistir (29).

Bu caligmalar sonucunda, E.vermicularis’in, D. fragilis’in tasinmasinda 6nemli bir role

sahip oldugunu desteklemektedir (29).

Munasinghe ve ark. tarafindan yapilan kist calismalarinda D.fragilis yasam dongiisii
icinde bir kist evresinin oldugunu bildirmektedirler. Rodent deneylerinde Koch’s
postulate’nin ii¢ kriterini uygulamislardir. Kistler agizdan verildiginde farelerde ya da
sicanlarda yeni bir enfeksiyona neden olabilmektedir. D.fragilis ise enfekte edilmis
farelerde kalin bagirsak mukozasinda hafif enflamasyon ve ayni zamanda Onemli
Olciide gecici kilo kaybi gozlenmistir. Bunun yami sira enfekte olan farelerin
diskilarinda calprotectin seviyesinde artig da gozlemlenmistir (30). Ayni zamanda IBD
ve IBS gibi bagirsak bozukluklar1 olan hastalarda da Calprotectin artisinin oldugu
bildirilmekle birlikte (31) D.fragilis’in IBS i¢in etiyolojik bir ajan oldugu bilinmektedir
(32).



Bu yeni bulgular iizerine D.fragilis’in kist evresinin olmasi ile fekal-oral yolla

aktarilmasi, Dientamoebiasis’in zoonotik bir hastalik oldugunu gii¢lendirmektedir (33).

2.4.2. Diinyadaki Dagilim

Jepps ve Dobell daha once Dientamoeba’nin yaygin bir parazit olmadigm ileri
stirmiislerdir (1). Yapilan ¢esitli calismalar sonucunda, Dientamoeba’nin prevalansinin
%572 gibi yiiksek oranda olabilecegini bildirilmistir (8). Calismalarin cogunda, PCR ve
kiiltir yontemine gore daha az hassas olan 151k mikroskobunun kullanildigi
bildirilmektedir (18). Mikroskopi ile birlikte diger tekniklerin bir arada kullanilmasi
Dientamoeba’nin goriilebilirligi biiyiik olciide arttirdigini gosterilmistir (18,20,22,23).

Dientamoeba’nin sero-prevalansinin Giardia ve Cryptosporidium sero-prevelansindan
yiiksek oldugu ileri siiriilmiistiir (19). Dientamoeba’nin prevalansi tant yontemine bagli
olarak %0.3 ile%52 oraninda degisebilmektedir (18,20,21). Yas, cinsiyet, IBS, HIV
enfekte hastalar arasinda bir iliski olugu diisiiniilmekle birlikte diger enterik prozoonlar

gibi gruplar arasinda ¢esitli bir iligkisinin oldugu sdylenmektedir (8).

Insanlar disinda; memeliler, kuslar ve primatlarda (goriller, macaques ve babunlarin)
da tanimlanmistir. Son zamanlarda en yiiksek yaygmnhk italya'da %43.8 oraninda

domuzlarda bildirilmistir (34).

2.4.3. Tiirkiye’deki Dagilim

Yurdumuzda bagirsak parazitlerinin arastirilmasinda sirasinda D.fragilis‘in saptandigi

az sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Girginkardesler ve ark. (35) tarafindan yapilan calismada, diyare ve karin agris1 sikayeti
ile koproloji poliklinigine bagvuran 400 hastanin %8.8’inde; Tanyiiksel ve ark. (36)
tarafindan yapilan amoebiasisin tanis1 icin mikroskobi ve EIA testlerinin
karsilagtirildigi calismada 380 hastanin %?2.3’nde; Karaman ve ark. (37) tarafindan
yapilan c¢alismada 241 temizlik iscisinden alinan selofan bant ve digki incelemeleri
sonucu 2 kiside; Tas ve ark. (38) tarafindan ilkogretim okullarinda 6grenim goren
Ogrencilerde bagirsak parazitlerinin yayilismmi belirlemek amaciyla, nativ-Lugol,
flotasyon ve trikrom yOntemi kullanilarak yapilan c¢alismada, 2975 Ogrencinin
%4’iinde; Karaman ve ark. (39) tarafindan nativ-lugol, trikrom ve asit-fast boyama

yontemleri kullanilarak yapilan, sihhi ve gayri sihhi miiesseselerdeki isletmeci ve
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calisanlardaki bagirsak parazitlerinin sikligmin incelendigi calismada 2264 hastanin,
%0.9’unda; Calikk ve ark. (40) tarafindan yapilan, diger intestinal parazitlerin ve
mikrosporidianin  prevelansinin  arastirildifi  ve ¢esitli boyama yOntemlerinin
kullanildig1 calismada 1,181 hastanin %0.7’inde; Dogan ve ark.(41) tarafindan yapilan
intestinal parazitlerin direkt mikroskobisinin incelenmesiyle, 225 diski Orneginin
intestinal parazitler acisindan 161’1 negatif iken, 64’1 pozitif olan hastalardan 3’iinde;
Giilmez ve ark. (42) tarafindan yapilan retrospektif calismada incelenen 85,707 digk1

orneginin %9’unda D. fragilis’e rastlanmistir.

2.5. PATOGENEZ VE KLINiK BELIRTILER

Dientamoeba ile enfekte hastalarda en sik goriilen belirtiler karin agris1 ve ishaldir
(31,43) ve hastalarin %32 si kronik semptomlara sahiptir. Diger belirtiler ise ishal,
bulanti, kusma, istahsizlik, kilo kayb1 ve atestir (6,31). Ayrica Dientamoeba tasiyan
hastalarda eozinofiliye de rastlanmaktadir (6,31,46-49). Baz1 hastalarda D.fragilis iki
yila kadar siirmektedir (31,44,45).

Bazi arastirmacilar kolit, fibroz ve diger inflamatuar hastaliklarin nedeni olarak
Dientamoeba’y1 tanimlayan caligmalar1 gosterirken (53), ayni zamanda Dientamoeba
ile olusan semptomlarin kolit (50) ve akut appendisite (51) benzedigini de One
stirmiiglerdir. Bunun yam sira Dientamoeba’nin seyahat doniisii rastlanan bagirsak

hastaliginin nedenleri arasinda oldugu bildirilmistir (53).

2.6. TANI

Kullanilan tam1 yontemleri ile D.fragilis’in basarili bir sekilde belirlenebilmesi, hem

raporlarin dogrulugu hem de raporlarin yorumlanmasi {izerinde 6nemli etkiye sahiptir

).

Dientamoeba fragilis’in iki ¢ekirdekli yapis1t hazirlanan preparatlarda nonspesifik bir
kiitle olarak goriildiigii icin, nativ-lugol yontemi ile tanimak zordur. Trofozoitler hizla
dejenere oldugundan dolayr numunenin hizli tespit edilmesi gerekmektedir (2). Bu

nedenle kalic1 boyama yontemlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir (10,54).

Dientamoeba fragilis’in tanisi icin yaygin olarak kullanilan boyama yontemleri; demir

hematoksilen ve trikrom boyama yontemi iken, polivinil alkol (PVA), sodyum asetat
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asetik asidin formalin (SAF), modified Schaudinn’s fixative ve fenol-alkol formalin ise

yaygin olarak kullanilan fiksatifler icerisinde yer almaktadir (2,55-58).

Kiiltiir yontemleri D.fragilis’in tanimlanmasinda basarili bir sekilde kullanilmaktadir
(20,59). Yapilan bir caligmada kiiltiir yontemi olarak kullanilan ve ksenik bir kiiltiir
olan Robinson besiyeriyle D.fragilis’in tanimlama oranmn artti@1 belirtilmistir (20).
Aksenik kiiltiir sistemlerinde ise D.fragilis’in kiiltiire edilmesi basarisiz olmustur

(61,62).

Luminal parazitik protistlerin ekim teknikleri zor, zaman alic1 ve genellikle olumsuz
sonuclanabilmektedir. Bu nedenle de, bu teknikler genellikle uzman parazitoloji
laboratuvarlar smirli olmakla birlikte rutin teshis laboratuvarlar1 tarafindan
uygulanmamaktadir. D.fragilis uzun siireli olarak kiiltliriinii yapmak zordur (60) .
Pozitif kiiltiirler oda sicakliginda 24 saat ya da 4° C'de 24 saat muhafaza edilebilecegi
diistiniilmektedir. Fakat yapilan bir ¢alismada D.fragilis’ in oda sicakliginda 24 saat, 4°
C'de ise sadece 10 saat saklanabilen digkilarin kiiltiire edilebildigi belirtilmistir (59).

Dientamoeba fragilis i¢in 6zel immiinolojik testler heniiz mevcut degildir. Ilk kez Chan
ve ark.(61) saklanmis fekal orneklerinde D.fragilis trofozoitlerini belirlemek i¢in bir
immiinofliioresan yontem gelistirmiglerdir. Bu yontemle dokuz pozitif disk1 6rneginden
yedisi pozitif olarak dogrulanirken, iki tanesi siipheli sonuglar vermistir. Daha sonraki
calismalarda, Chan ve ark.(19) immiinoblot yontemini kullanmis ve D.fragilis
enfeksiyonu teyit edilmis hastalarin serumlarindan 39kDa’luk D.fragilis proteini elde
edilmistir. Ancak bu proteinin hastaligin patogenezinde dneminin ne oldugu, herhangi

bir immiinoprofilaktik 6zelliklere sahip olup olmadig1 agiklanamamustir.

Dientamoeba fragilis’in tanis1 i¢in Stark ve ark.(63), D.fragilis SSU rRNA geni hedef
geleneksel PCR gelistirilmistir. Mikroskobisi pozitif olan 31 6rnegin 29°’unun PCR’da
pozitif oldugu saptanmis ve diger protozoon parazitlerle ¢apraz reaksiyon vermedigi
belirtilmistir. Ayn1 zamanda PCR yonteminin %100 ozgiillik ve %93,5 duyarhlik
gostermesi ve D.fragilis’in klinik 6rneklerinde birkac saat gibi daha hizli sonug vermesi
tanida onemli Ol¢iide yararl olacagi belirtilmistir. Bu nedenle kiiltiir yontemleri ile ilgi

teknik zorluklar ortadan kalkmis olacaktir (64).
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Son zamanlarda Real-Time PCR, diski Orneklerindeki D.fragilis’i tamimlamak i¢in
gelistirilen molekiiler yontemlerden birisidir. Bu yontemde hedef rDNA, TagMan®
prob ve primerler kullanilarak, LightCycler© sistemi ile gergeklestirilir (64).

Real-Time PCR yoOntemi ile digski orneklerinde %100 duyarlilbik ve o6zgiillik elde
edilirken ayn1 zamanda iki saat gibi daha kisa bir siirede, daha hizli sonuclar elde
edilmistir. Bu yontem, hem tani siiresi hem de kontaminasyon riski azaltilmasiyla

konvansiyonel PCR {iizerinde avantajli hale gelmistir (65,66).

2.7. TEDAVI

Yapilan calismalarda, D. fragilis’in tedavisinde etkili olan bazi antimikrobiyal

maddelelrin mevcudiyeti ortaya konmustur.

Dientamoeba fragilis enfeksiyonlarimi tedavi etmek icin 6zellikle Kuzey Amerika’da
yaygm olarak Iodoquinol (diiodohydroxyquin) (67) kullanilmaktadir. Ayni zamanda
D.fragilis enfeksiyonlarinin tedavisinde metronidazol (68) de kullanilmaktadir.
Paromomisin’in (69) kullanilmasi ile semptomlarin basarili sekilde ortadan kaldirildigi

ve parazit tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir.

Tiirkiye'de yapilan bir calismada; D.fragilis enfeksiyonu olan 35 hastada nitroimidazol
tiirevinin olan seknidazoliin kullanimi sonucunda D.fragilis enfeksiyonunun ortadan

kaldirildig: bildirilmistir (35).

Yapilan caligmalar sonucunda D.fragilis enfeksiyonunun tedavisinde metronidazol,
paromomisin, iodoquinol ve tetrasiklin gibi antimikrobiyal maddelerin etkili oldugu

belirtilmektedir (Tablo 2.1) (70).
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Tablo 2.1. 2012 yilinda Hastalik Kontrol Merkezi tarafindan Dientamoebiasis’in

tedavisi i¢in Onerilen tedavi secenekleri listesi (70).

Tlac secenekleri

Alternatif ilaclar

Todoquinol

Paromomycin

Yetiskinlerde: 650 mg 20 giin

Cocuklarda: 30-40 mg/kg/giin (max.2 g)
3 doz x 20 giin

Yetiskinlerde: 25-35 mg/kg/giin, 3 doz x
7 giin
Cocuklarda: 25-35 mg/kg/giin, 3 doz x 7

giin

Tetracycline
Yetiskinler: 500 mg, 10 giin

Cocuklarda: 40 mg/kg/giin (max. 2 g), 4
doz x 10 giin

Metronidazole
Yetiskinler: 500750 mg PO 10 giin

Cocuklarda: 35-50 mg/kg/giin, 3
Doz 10 giin

2.8. KORUMA VE KONTROL

Gecis yolunun kesinlik kazanmamasina ragmen, hijyen ve sanitasyonun yetersiz oldugu

veya yakin temasin bulundugu durumlarda fekal-oral gec¢isin olabildigi goriilmektedir

(8,71).

Bulasin bir helmint yumurtas1 aracilii ile oldugu diisiiniildiigiinde; olas1 fekal-oral

gecisi engellenmeye calismali, agi1z yoluyla alinan maddelerin digkiyla bulasi onlenmeli

ve toplum hijyen ve sanitasyon konusunda egitilmelidir (71).

Dientamoeba fragilis’in yiikksek oranda goriilebildigi ¢ocuk bakim yuvalari, akil

hastaneleri, ve cezaevleri gibi bircok kisinin bir arada kaldigi ve kisisel hijyen ve

sanitasyon kurallarina dikkat edilmeyen yerlerde endemi ve epidemileri 6nlemek icin

tedbirler alinmalidir (71).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul tarafinda incelenerek
22.11.2013 tarhinde onaylanmistir (Ek: 1). Calismada kullanilacak olan digki drnekleri,
Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Gevher Nesibe Hastanesi’nin cesitli polikliniklerine
basvuran ve tetkik icin Parazitoloji Anabilim Dali’na gelen hastalar ile saglikli
goniillillerden olusan kontrol grubundan alinmistir. Diski 6rnegi alinan hastalar ile
saglikli goniilliller “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’’ (Ek:2) ile bilgilendirilip
yazili onaylar1 alindiktan sonra caligmaya dahil edilmislerdir. Calismaya cesitli
kliniklerden gelen ve gastrointestinal sikayeti olan 101 hasta dahil edilmistir. Hasta
grubunda 15 ishalli hasta bulunmaktadir. Kontrol grubu olarak ise, herhangi bir kronik
rahatsizliglt ve gastrointestinal sikayeti bulunmayan 20 kisiden olusan saglikli

goniilliiler calismaya dahil edilmistir. Kontrol grubunda ishalli hasta bulunmamaktadir.

3.2. ORNEKLERININ KONVANSIiYONEL YONTEMLERLE iNCELENMESI

Toplanan disk1 6rnekleri ilk olarak nativ-liigol yontemi ile incelenmistir. Incelen diski
orneklerinden bir miktar alimarak Robinson kiiltiirtine ekim yapilmistir. Ayn1 zamanda
disk1 Orneklerinden trikrom boyama (TB) yontemi icin PVA fiksatifi icerisine, demir
hematoksilen boyama (DHB) yontemi i¢in ise SAF fiksatifi igerisine bir miktar diski
(diski: 1 hacim, fiksatif: 3 hacim) eklenmistir. Kalan 6rnekler DNA izolasyonunda

kullanilmak iizere -20°C” de muhafaza edilmistir.
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3.2.1. PVA Fiksatifinin Hazirlamsi

Kullanilacak maddeler
¢ (Civa Kloriir (HgCI,) kristalleri
* %95 Etil Alkol
e (lasiyal asetik Asit
e Gliserin
e PVAtozu

3.2.1.a. Modifiye Schaudinn Fiksatifi

Kapakli cam bir kapta 4,5 g civa kloriir 31 ml %95 etanol icinde c¢ozdiiriiliip, cam kap
calkalanirken icerisine 5 ml glasiyal asetik asit eklenmistir. Soliisyon oda 1sisinda

saklanmustir.

3.2.1.b. PVA Karisimi

5g PVA tozu iizerine 1,5 ml gliserin eklenerek, biitiin partikiiller gliserinle kaplanacak
sekilde karistirilmistir. Karisima 62,5 ml distile su eklenere cam beher igerisine

eklenmistir. Beherein kapagi kapatilarak 1 gece oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

PVA karisimini igeren agzi gevsek kapali cam beher 70-75°C’de su banyosunda 10 dk
bekletilmistir. PVA tozunun ¢ogu eridiginde, iizerine Modifiye Schaudinn fiksatifi
soliisyonu eklenmistir. PVA tamamen eriyene kadar soliisyon karistirimistir. PVA
fiksatifi daha sonra cam kapakli beher icerisine alinarak saklanmistir. Elde edilen PV A

fiksatifi oda 1s1sinda saklanmustir (73).

3.2.2. SAF Fiksatifinin Hazirlanisi

Kullanilacak maddeler
e Sodyum Asetat
e (lasiyal Asetik Asit

e Formol (Ticari sekli %37’lik olan soliisyon %100 olarak kabul edilerek

hazirlanmistir)



ii.

iii.
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1,5 g Sodyum Asetat, 2 ml Glasiyal Asetik Asit, 4 ml formol 92 ml distile su icerisinde
karistirilmistir. Elde edilen SAF fiksatifi oda 1si1sinda saklanmistir (73).

3.2.3. Robinson Kiiltiirii
3.2.3.a. Pirin¢ Nisastasinin Hazirlanisi

Vida kapakli cam Kkiiltiir tiipleri igerisine 500mg pirin¢ unu eklenmistir. Tiip
icerisindeki piring unu pastor firininda yatay olarak 150°C’ de 2,5 saat steril edilmistir.
Sterilizasyon sonrast tiipler icerisine 9,5 ml distile su eklenerek piring unu
sulandirilmigtir. Sulandirilan piring unu, 1,5ml’lik tiiplere 1’er ml olacak sekilde

dagitilmigstir. Tiipler -20°C’ kullanilmak iizere saklanmistir.

3.2.3.b. Robinson Besiyeri

9%0.5 Eritromisin Soliisyonu: 500 mg eritromisin, 20 ml %70’lik etanol eklenerek
vortekslenmistir. Soliisyonun +4°C’de 2 saat birakilarak tamamen ¢oziinmesi
saglanmugtir. Coziindiikten sonra soliisyon iizerine 30 ml distile su eklenmistir.
Soliisyon filtreden gegirilerek steril edildikten sonra -20°C’de saklanmustir.

%20 Bacto Pepton Soliisyonu: 20 g Bacto Pepton iizeri 100ml distile su ile
tamamlanmustir. 121°C’de 15 dk otoklav edildikten sonra +4°C’de saklanmustir.
10x Fitalat Stok Soliisyonu:

e 102 g Potasyum Hidrojen Fitalat
¢ 50 ml %40 Sodyum Hidroksit
¢ 1000ml distile su

Karigtmin pH’s1 6.3’e ayarlanarak 121°C’de 15 dk otoklav edildikten sonra oda

sicakliginda saklanmistir. Kullanmadan once 1:10 oraninda sulandirilmistir.

Stok Fitalat-Bacto Pepton: 1x fitalat soliisyonunun her 100 ml i¢in %20 Bacto Pepton
Soliisyonundan 1,25 ml eklenmistir. 50ml lik tiiplere dagitilarak -20°C’de saklanmuistir.

iv. 10x R Stok Besiyeri:
e 25 g Sodyum Klorid
e 10 g Sitrik asit

e 25 g Potasyum Fosfat Monobazik
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®* 5 g Amonyum Siilfat

0,25 g Magnezyum Siilfat (7 sulu)

20 ml %85 Laktik Asit

500 ml distile su

Karigimin pH’s1 7’ye ayarlanmistir. Stok soliisyon 1:10 oraninda distile su ile dilue
edilmistir. Sulandirma sonrasi soliisyon 20 ml olacak sekilde vida kapakli cam tiiplere
paylastirilmistir. Tiipler 121°C’de 15 dk otoklav edildikten sonra oda sicakliginda

saklanmustir.

vi. BR Besiyeri: 1x R besiyeri igerisine E.coli inokiile edilerek 48 saat 37°C’de inkiibe

edilmistir. Besiyeri oda sicakliginda saklanmistir.

vii. BRS Besiyeri: BR besiyeri icerisine, esit miktarda inaktive edilmis FBS eklenerek

24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Besiyeri oda sicakliginda saklanmaistir.
3.2.3.c. Yatik Agar’in Hazirlamisi

* % 1,5 Bacto-Agar

® 9% 7 NaCl

e 100 ml distile su

Karigim 3’er ml olacak sekilde vida kapakli cam tiiplere dagitildiktan sonra 121°C’de
15 dk otoklav edilmistir. Otoklav sonrasi cam tiipler heniiz sicakken alinip, e§im

olusturularak sogumaya birakilmistir.

3.2.3.d. Diski EKimi

Yatik agar tiipleri icerisine;
» 3 ml Bacto-Pepton Fitalat Soliisyonu
» 2 ml BRS Soliisyonu
» 200 pl Piring Unu

» 75 ul Eritromisin eklenmistir.
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Tiip icerisine; diskinin farkli yerlerine degdirilerek alinan bezelye biiyiikliigiindeki
diskilar konup yavasca karistirilmistir. Tiipler agz1 kapatilarak 37°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir (74).

Pasaj Icin: Ekimi yapilan her bir 6rnek icin 2 farkl tiip hazirlanmistir. Disk1 ekiminde
tiip icerisine eklenen soliisyonlar miktarinca soliisyonlar eklenmistir. Piring ununun
bulundugu sedim 6rnegi iki tiip icerisine esit miktarda dagitilmistir. Haftada 3 kez pasaj

yapilmuistir.

Digki ekilen besiyerlerinin kontroliinde 3. pasaj sonrasinda kiiltiir 6rnekleri 275g” de 10
dk santrifiij edilerek olusan sedim Orneginin bir kismi kalic1 boyama preparatlar1
hazirlanmasi i¢in PVA ve SAF fiksatifleri icerisine alinmistir. Kalan digki ise DNA

izolasyonu icin -20°C’de saklanmistir.

3.2.4. Boyama Yontemleri
3.2.4.1. Demir Hematoksilen Boyama (DHB) Yontemi

a. Stok A soliisyonu: 100ml %95 alkol igerisinde 1g hematoksilen kristalleri
cOzdiiriilerek hazirlanmistir. Soliisyon 1 hafta giines 1s18inda bekletildikten sonra

filtreden gecirilmistir.

b. Stok B soliisyonu: 1 g ferr6z amonyum siilfat, 1 g ferrik amonyum siilfat, 1ml

hidroklorik asit 97 ml distile su icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

* Demir Hematoksilen ¢alisma soliisyonunun hazirlanmasi: Boyama yoOntemini
uygulamadan o©nce stok soliisyonlardan 25’er ml alinarak c¢alisma soliisyonu
hazirlanmigtir. Calisma soliisyonu boyama yapmadan en az 3-4 saat Once

hazirlanmustir.

* Pikrik asit soliisyonunun hazirlanmasi: 7 g pikrik asit %95’lik alkol igerisinde
¢Ozdiiriilmiistiir. Olusan soliisyondan 2 hacim, %95’lik alkolden 1 hacim alinarak

karigim elde edilmistir.

Yontem:

SAF icerisine alinan digki ve kiiltiir ornekleri boyama yapilmadan en az 30 dk
oncesinde Mayer albiimini (Esit miktarda yumurta aki ile gliserin karistirilarak elde
edilmistir) ile bir damla diski 6rnegi karistirilarak lam iizerine yayilmistir. Kuruyan

preparatlar asagidaki basamaklar uygulanarak boyanmustir.
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Kuruyan preparatlar %70 alkolde 5 dk bekletilmistir.

Preparatlar %50 alkolde 2 dk bekletilmistir.

Preparatlar musluk suyunda 5 dk bekletilmistir.

Preparatlar Demir Hematoksilen boyasinda 10 dk bekletilmistir.

Preparatlar distile su icerisinde 1 dk bekletilmistir.

Preparatlar pikrik asit soliisyonunda 1 dk bekletilmistir.

Preparatlar akan musluk suyu altinda 10 dk bekletilmistir.

Preparatlar 1 damla amonyak iceren %70 alkol icerisinde 5 dk bekletilmistir.

Preparatlar %95 alkol icerisinde 5 dk bekletilmistir.

10. Preparatlar iki ayr1 %100 alkol icerisinde 5’er dk bekletilmistir.

11. Preparatlar iki ayri1 ksilen igerisinde 5’er dk bekletilmistir.

Ksilen icerisinden c¢ikartilan preparatlar Entellan kaplanarak {iizerleri lamelle ile

kapatilmistir. Kapatilan preparatlar daha sonra immersiyon yagi damlatilarak 1s1k

mikroskobu altinda x1000’lik biiyiitmede incelenmistir. Preparatlarda zemin mavi-gri

boyanmistir. Cekirdek yapilar1 ve inkliizyon cisimciklerinin etrafi ise sitoplazmaya

oranla daha koyu boyanmustir (75).

3.2.4.2. Trikrom Boyama (TB) Yontemi (Wheatley Modifikasyonu)

Kullanilacak Maddeler

e Chromotrope 2R

e Light green SF

e Fosfotungstik asit

e (lasiyal Asetik Asit

*  %90’lik Etanol

¢ D’Antoni’nin Iyot Soliisyonu

¢ Ksilen ya da Toluen
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Hazirlanilacak Soliisyonlar
1.Trikrom Boyasi:

6 g Chromotrope 2R, 3 g Light green SF, 7 g Fosfotungstik asit ve 10 ml Glasiyal
Asetik Asit cam bir beher igerisinde karistirilmistir. Karisim 30 dk bekletilmistir.
Karigima 1000 ml distile su eklenip iyice karistirilmistir. Koyu mor bir renk alan boya
cam kapakli sise icerinde saklanarak, sulandirma yapilmadan boyama isleminde

kullanilmustir.

2. %90 Asit Alkol

995.5ml %90 etanole 4,5 ml Glasiyal Asetik Asit eklenerak soliisyon hazirlanmistir.
3. D’Antoni’nin Iyot Soliisyonu

1 g Potasyum iyodiir (KI) 100 ml distile su icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Elde edilen
solisyona 1,5 g iyot kristali eklenerek kirmizimsi kahverengi renk alana dek

calkalanarak soliisyon hazirlanmustir.
Yontem:

PVA icerisine alinan digski ve kiiltiir 6rnekleri lam {izerine yayilarak 1 gece oda
sicakliginda bekletilmistir. Kuruyan preparatlar asagidaki basamaklar uygulanarak

boyanmugtir.
1. PVA ile fikse edilmis preparatlar %70’ lik etanolde 2 dk bekletilmistir.

2. %70’ lik etanole demli cay renginde soliisyon elde edilene kadar D’ Antoni’nin

Iyot Soliisyonu eklenmis, preparatlar bu sosyonda 5 dk bekletilmistir.
3. Preparatlar iki ayr1 %70’ lik etanolde 3’er dk bekletilmistir.
4. Preparatlar trikrom boyasinda 10 dk bekletilmistir.

5. Trikrom boyasindan cikarilan lamlar fazla boyanin giderilmesi i¢in birkac¢ kez
kagit havluya degdirildikten sonra preparatlar %90 asit alkolde 2-3 saniye
bekletilmistir.

6. Preparatlar sirasiyla %95, %100 alkolde calkalandiktan sonra ikinci kez %100

alkolde calkalanarak boyama isleminin durmasi saglanmistir.
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7. Preparatlar iki ayr1 %100 alkolde 5’er dk bekletilmistir.
8. Preparatlar iki ayr1 %100 ksilende 5’er dk bekletilmistir.

Ksilen igerisinden c¢ikartilan preparatlar Entellan kaplanarak iizerleri lamelle ile
kapatilmistir. Kapatilan preparatlar daha sonra immersiyon yagi damlatilarak 151k
mikroskobu altinda x1000’lik biiylitmede incelenmistir. Organizmanin sitoplazmasi
genellikle mavi yesilden mora c¢alan bir renkle boyanirken, ¢ekirdek kromatini ve

inkliizyon cisimcikleri kirmizimsi mor renkle boyanmistir (73).

3.3. MOLEKULER YONTEMLER
3.3.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Diski ve kiiltiir 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dali Molekiiler Parazitoloji Laboratuari’nda yapilmistir.-20°C’de
saklanan digski Orneklerinden 180- 220 mg tartilarak 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine
alimmustir. Tiipler ekstraksiyon oncesinde buz iizerine alinarak QIAamp Fast Stool Mini

Kit (QIAGEN, Almanya) ile asagidaki gibi yapilmistir.

1. Buz iizerindeki Orneklerin her birinin icerisine 1 ml InhibitEX Buffer
eklenmistir. Digk1 ve kiiltiir 6rnekleri tamamen homojenize olana kadar 1 dk

boyunca vortekslenmistir.

2. Ornekler 70°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 her bir 6rnek 15

sn vortekslenmistir.
3. Ornekler 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

4. 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine 15 ul Proteinaz K ve iizerine 200 ul santrifiij edilen

orneklerin iist sivisindan eklenmistir.

5. Proteinaz K+ ornekten olusan karisimin iizerine 200 ul AL Buffer eklenerek her

bir ornek 15 sn vortekslenmistir.
6. Tiipler 70°C’de 10 dk inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyon sonrasi orneklerin iizerine 200 ul %96-100’liik etanol eklenerek

vortekslenmistir.



22

8. Vorteksleme islemi sonrasinda elde edilen karisim spin koluma (kit i¢erindeki)

aktarilmis ve 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

9. QIAamp spin kolumu yeni bir toplama tiipiine yerlestirdikten sonra iizerine 500

ul Buffer AW1 eklenmis ve 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

10. QIAamp spin kolumu yeni bir toplama tiipiine yerlestirdikten sonra tizerine 500

ul Buffer AW2 eklenmis ve 14000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir.

11. QIAamp spin kolumu yeni bir toplama tiipiine yerlestirdikten sonra 1dk 14000
rpm’de 1 dk bos santrifiij edilmistir.

12. QIAamp spin kolum yeni bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirdikten sonra kolum
icerisindeki membranin direkt olarak iizerine gelecek sekilde 100 ul ATE buffer

eklenmistir.

13. Kolum oda sicakliginda 3 dk inkiibe edildikten sonra 14000 rpm’de 1 dk

santrifiij edilerek eliisyon saglanmuistir.
14. Elde edilen DNA kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

3.3.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR

Bu calismada; primer dizayninda, Roser ve ark.(29) tarafindan karakterize edilen ve
AY730405 GenBank aksesyon numarasi ile bildirilen SSU rRNA geninin 5’ucu

bolgeleri kullanilmigtir. Primerler ve 6zellikleri Tablo 3.1 de verilmistir.

Tablo 3.1. D. fragilis’i belirlemek icin PCR’ da kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Uzunluk Tm %GC Sekans (5’-3%)
DFpn_1f 20 60.5 55 GCC AAG GAA GCA CACTAT GG
DFpn_364r 18 56.1 55.56 GTA AGT TTC GCG CCT GCT

Bu primerler D.fragilis tiirii i¢in 364 b¢’lik bolgeyi amplifiye etmektedir. Reaksiyon
icin 25 pl’lik bir karisim hazirlanmistir. Bu reaksiyon karigiminda kullanilan bilesenler

ve bu bilesenlere ait miktarlar Tablo 3.2° de verilmistir.
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Tablo 3.2. PCR reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesen Miktar
(ub)
10x Buffer * 2,5
25 mM MgCl, * 2
10 mM dNTP mix * 0,5
20 pmol/ ul F primer 1
20 pmol/ ul R primer 1
Taq DNA polimeraz * (5u/ pul) 1
gDNA 5
Distile su 12
Toplam 25

*: Thermo Scientific, USA

PCR reaksiyonu icin hazirlanan karisim 0,2 ml’lik DNAse ve RNAse free PCR tiipleri
icerisinde hazirlanmistir. Tiipler thermal cycler (SENSEQUEST, Almanya) cihazina
yerlestirilmistir. Amplikasyon i¢in gerekli PCR sartlar1 Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. Amplikasyon icin gerekli PCR sartlar1

Reaksiyon

95°C 15 dk 1 dongii
94°C 30 sn

65°C 30 sn

72°C 30 sn 35 dongii
72°C 5 dk

Bu prosediirle elde edilen PCR iiriinii, 5 pl Etidyum Bromid ile boyanmis %2’lik
agaroz jelde DNA Ladder esliginde elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Bio-Rad Chemidoc

MP (ABD) jel goriintiileme cihazi ile goriintiilenmistir.
Real-Time PCR

Elde edilen genomik DNA ekstraktlari, D.fragilis icin AY730405 GenBank aksesyon
numarasi ile bildirilen SSU rRNA gen bolgesi hedef alinmistir. Roche Diagnostics
Universal Probe Library (UPL) Assay Design Center programi kullanilarak uygun
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primer ve prob dizayn edilmistir. Dizayn edilen ve caligmada kullanilan primer ve prob

Sekil 3.1°de gosterilmistir.

gggactcectgegtctaag ttotecagacactacaggaa
ttttctaattgggactecctgegtctaageaggaggaagatggtageaataacaggtccgtgatgtectttagatgetet
237 1316

Sekil 3.1. D.fragilis‘in tanisinda kullanilan primer ve prob.

Elde edilen genomik DNA ekstraktlari, D.fragilis i¢in dizayn edilen spesifik primer ve
UPL prob kullanilarak Light Cycler 480 (Roche Diagnostic, Almanya) cihazinda Real-

Time PCR ile analiz edilmistir.

Real-Time PCR analizlerinde kullanilacak bilesenler ve miktarlar1 Tablo 3.4’te

gosterilmistir.

Tablo 3.4. Real-Time PCR reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar1

Bilesen Miktar (ul)
2x Probes Master Mix * 10

UPL Probe * 0,4

F primeri 1

R primeri 1

gDNA 5

Distile su 2.6
Toplam 20

Real-Time PCR i¢in kullanilan bilesenler 96’lik (Roche Diagnostic, Almanya) steril
playtlerde hazirlanmistir. Playt, Light Cycler 480 (Roche Diagnostic, Almanya)
cihazindaki playt icin ayrilmis olan hazneye yerlestirilmistir. Amplikasyon i¢in gerekli

Real-Time PCR sartlar1 Tablo 3.5’de verilmistir.



Tablo 3.5. Amplikasyon icin gerekli Real-Time PCR sartlar1

Reaksiyon

95°C 10 dk 1 dongii
95°C 10 sn

60°C 30 sn

72°C 1 sn 45 dongii

40°C 30 sn 1 dongii

25



4.BULGULAR

4.1.DISKI ORNEKLERIN KONVANSiYONEL YONTEMLERLE
DEGERLENDIRILMESI

Calismaya; gastrointestinal sikayeti olan toplam 101 hasta dahil edilmistir. Kontrol
grubu olarak herhangi bir kronik rahatsizligi olmayan, saghkli goniilliillerden olusan

toplam 20 kisi bu gruba katilmstir.

Hasta ve kontrol gruplarindan olusan 121 diski 6rnegi ilk olarak nativ-liigol yontemi ile
incelenmistir. Incelenen disk1 6rneklerinde; nativ-liigol yontemi ile D.fragilis disinda

belirlenen parazitler ve ishal durumuna gore dagilimi Tablo 4.1° de verilmistir.
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Tablo 4.1. Digski1 6rneklerinde nativ-liigol yontemi ile D.fragilis disinda belirlenen

parazitlerin; hasta grubu, kontrol grubu ve ishal durumuna gore dagilimi

w

£

“ =

GRUP S S g | E

= S 2 S

-ré S S 12}

g S S S

$ g S| 8

S S S 2

23] <3 O <3
Hasta Grubu 26 1
Kontrol Grubu 7 -
TOPLAM 33 1

Ishal Durumu

TOPLAM

4.2.DISKI ORNEKLERININ DIENTAMOEBA FRAGILIS ACISINDAN

DEGERLENDIRILMESI

Digk1 orneklerinin  D.fragilis acisindan degerlendirilmesinde; demir-hematoksilen

boyama, trikrom boyama, PCR ve Real-Time PCR yontemi kullanilmistir. D.fragilis’in

tanisinda kullanilan yontemlerle elde edilen pozitiflik oranlarinin arastirma grubuna

(Tablo 4.2) gore dagilimi verilmistir.




Tablo 4.2. Farkli tam1 yontemleri ile elde edilen D.fragilis pozitifliginin arastirma
grubuna gore dagilimi
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Arastirma Grubu

Yontem Hasta Grubu Kontrol Grubu Toplam

Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1 Yiizde
DHB 12 % 11,8 1 % 5 13 % 10,7
TB 2 % 1.9 - - 2 % 1,7
PCR 6 % 5,9 1 % 5 7 % 5,7
Real-Time

12 % 11.8 1 % 5 13 % 10,7

PCR

DHB; Demir Hematoksilen Boyama
TB; Trikrom Boyama

Incelemesi yapilan toplam 121 diski 6rneginden 13 (%10,7)’ti demir hematoksilen

(Sekil 4.1) boyama agisindan, 2 (%1,7)’si ise trikrom boyama (Sekil 4.2) acisindan

pozitif olarak tespit edilmistir.

Yapilan calismada kullanilan PCR yontemi (Sekil 4.3) ile 121 diski Orneginden
toplamda 7 (%5,7)’1, Real-Time PCR (Sekil 4.4)’da ise 13 (%10,7) i pozitif olarak tespit

edilmistir. Kullanilan yontemlerde elde edilen pozitiflik oranlar1 karsilastirildiginda

aralarinda istatiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriilmiistiir (x2=0,505, pl10,05).

D.fragilis’in tanmisinda kullanilan yontemlerle elde edilen pozitiflik oranlarmin kiiltiir

grubuna (Tablo 4.3) gore dagilimi verilmistir.



Sekil 4.1. Demir hematoksilen boyama sonucu diski Orneklerinde tespit edilen
Dientamoeba fragilis’in goriintiisii (a,b) (x1000)

29
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Sekil 4.2. Trikrom boyama sonucu tespit edilen Dientamoeba fragilis’in goriintiisii
(a,b) (x1000)
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400 o
300

354 b

Sekil 4.3. PCR yontemi ile Dientamoeba fragilis agisindan pozitif olarak belirlenen
baz1 orneklerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii. 1,3,8 pozitif 6rnekler, 2,4-7,9-12
negatif Ornekler, 13-pozitif kontrol, 14-negatif kontrol, M- Marker (Thermo
Scientific, ABD. 100 bg)

Amplification Curves

33.142

30142

27142

24.142

21,142

18.142

15142

12142

Fluorescence {(465-510)

3142

B.142-

3142

0142 = =

Cycles

Sekil 4.4. Diski1 orneklerinde Dientamoeba fragilis SSU rRNA gen bolgesini hedef
alan prob bazli Real-Time PCR sonuclar1
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Tablo 4.3. Farkli tan1 yontemleri ile elde edilen D.fragilis pozitifliginin kiiltiir grubuna
gore dagilimi

Kiiltiir Grubu

Yontem Hasta Kontrol Toplam

Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1 Yiizde
DHB 6 % 5,9 1 % 5 7 % 5,8
TB 4 % 3,9 - - 4 % 3,3
PCR 2 % 1.9 - - 2 % 1,7
Real-Time 3 % 2.9 - - 3 % 2.5
PCR

DHB; Demir Hematoksilen Boyama
TB; Trikrom Boyama

Incelemesi yapilan toplam 121 kiiltiir 5rneginden 7 (%5,8)’i demir hematoksilen (Sekil
4.5) boyama agisindan, 4 (%3,3)’si ise trikrom boyama (Sekil 4.6) acisindan pozitif
olarak tespit edilmistir.

Yapilan calismada kullanilan PCR yontemi (Sekil 4.7) ile 121 diski Orneginden
toplamda 2 (%1,7)’u, Real-Time PCR (Sekil 4.8)’da ise 3 (%2,5)’ii pozitif olarak tespit
edilmistir. Kullanilan yontemlerde elde edilen pozitiflik oranlar1 karsilastirldiginda

aralarinda istatiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriilmiistiir (x2=1,371, pl10,05).



Sekil 4.5. Demir hematoksilen boyama sonucu kiiltiir 6rneklerinde tespit edilen
Dientamoeba fragilis’in goriintiisii (a,b) (x1000)
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Sekil 4.6. Trikrom boyama sonucu Kkiiltiir 6rneklerinde tespit edilen Dientamoeba
fragilis’in goriintiisii (a,b) (x1000)
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354 b

Sekil 4.7. PCR yontemi ile Dientamoeba fragilis agisindan pozitif olarak belirlenen
bazi kiiltiir 6rneklerinin agaroz jel {izerindeki goriintiisii. 1,3- pozitif 6rnekler, 2,4-10

negatif oOrnekler, 11-pozitif kontrol, 12-negatif kontrol, M- Marker (Thermo
Scientific, ABD 100 bg)

Amplification Curves

36.524
33.024-
28.524
26.024
22,524
15.024-

15.524-

Fluorescence {(465-510)

12.024
8.524
5,024

1.524

5 10 15 20 25 a0 35 40 45
Cycles

Sekil 4.8. Kiiltiir 6rneklerinde Dientamoeba fragilis SSU rRNA gen bolgesini hedef
alan prob bazli Real-Time PCR sonuclar1
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Tablo 4.4. Farkli tan1 yontemleri ile elde edilen D.fragilis pozitifliginin ishal durumuna
gore dagilimi

Yontem Ishal durumu
Var Yok Toplam
Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1 Yiizde
DHB - - 13 % 12,2 13 % 10,7
TB - - 2 % 1,9 2 % 1,7
PCR 1 % 6,6 6 % 5,7 7 % 5,8
Rea Tame : : 13 % 12,2 13 % 10,7
DHB; Demir Hematoksilen Boyama
TB; Trikrom Boyama

Incelemesi yapilan toplam 121 diski 6rneginin 15’inin ishalli oldugu tespit edilmistir.
Tespit edilen ishalli diskilardan, demir hematoksilen boyama sonucunda pozitif ornege
rastlanmamistir. Fakat ishalli olmayan orneklerin 13’ (%10,7) demir hematoksilen
boyama yontemi ile pozitif bulunmustur. Ishalli diskilarm trikrom boyam yontemi ile
boyanmas1 sonucunda pozitif 6rnege rastlanmamustir. Ishalli olmayan diskilarda ise

trikrom boyama ag¢isindan 2 (%1,7)’si pozitif bulunmustur.

Yapilan caligmada kullanilan PCR yontemi ile ishalli digkilarin 1’1 (%6,6) pozitif iken,
ishalli olmayan diskilarin 6’si (%35,7) pozitif bulunmustur. Real-Time PCR yonteminde
ise ishalli digkilarda pozitif 6rnege rastlanmaz iken, ishalli olmayan diskilardan 13’
(%10,7) pozitif olarak tespit edilmistir. Kullanilan yontemlerde elde edilen pozitiflik
oranlar1 karsilastirildiginda aralarinda istatiksel olarak anlamli bir farkin oldugu
goriilmiistiir (x’=2,244, p10,05).

Prob bazli Real-Time PCR’da elde edilen sonuglarina gore hem arastirma grubuna
(Tablo 4.4) hem de kiiltiir grubuna (Tablo 4.5) ait demir hematoksilen, trikrom boyama,

PCR ve Real-Time PCR yontemlerinin sensitivite ve spesifiteleri hesaplanmistir.
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Tablo 4.5. Arastirma grubuna ait demir hematoksilen, trikrom boyama, PCR ve Real-
Time PCR yOntemlerinin sensitivite ve spesifiteleri

Real Time PCR
Yontem Sensitivite Spesifite
Pozitif Negatif
Pozitif 6 8
DHB %46 %93
Negatif 7 100
B Pozitif - 1 %0
(Y
Negatif 13 107 799
Pozitif 7 -
PCR %54 %100
Negatif 6 108

DHB; Demir Hematoksilen Boyama
TB; Trikrom Boyama

Incelenen 121 diski 6rneginden 6’s1 (%5) hem DHB’de hem de Real-Time PCR’da
pozitif belirlenirken, 7 (%5,7)’1 Real-Time PCR’da pozitif iken DHB’ de negatif olarak
belirlenmistir. Digki 6rnekleri hem trikrom boyamada hem de Real-Time PCR’da negatif
belirlenirken, trikrom boyamada negatif belirlenen oOrnekler, Real-Time PCR’da 13
(%10,7)’ii pozitif olarak belirlenmistir. incelenen disk1 drneklerinden 7 (%5,7)’i hem
PCR’da hem de Real-Time PCR’da pozitif, 6 (%5)’s1 PCR’da negatif iken, Real-Time
PCR’da pozitif olarak degerlenmistir.

Incelenen disk1 6rneklerinde Real-Time PCR yontemi esas alarak yapilan sensivite ve
spesifite degerleri sirasiyla demir hematoksilende %46 ve %93, trikrom boyamada %0
ve %99, PCR’da %54 ve %100 olarak bulunmustur.

Tablo 4.6. Kiiltiir grubuna ait demir hematoksilen, trikrom boyama, PCR ve Real-Time
PCR yontemlerinin sensitivite ve spesifiteleri

Real Time PCR
Yontem Sensitivite Spesifite
Pozitif Negatif
Pozitif 2 5
DHB %67 %96
Negatif 1 113
TB Pozitif 1 3 0033
0
Negatif 2 115 798
Pozitif 2 -
PCR %66 %100
Negatif 1 108

DHB; Demir Hematoksilen Boyama

TB; Trikrom Boyama
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Incelenen 121 diski orneginden elde edilen kiiltiir 6rneklerinin 2 (%1,6)’si hem
DHB’de hem de Real-Time PCR’da pozitif belirlenirken, 1 (%0,8)’1i Real-Time
PCR’da pozitif iken DHB’ de negatif olarak belirlenmistir. Kiiltiir 6rneklerinin hem
TB’de hem de Real-Time PCR’da 1 (%0,8)’1 pozitif belirlenirken, 2 (%1,6)’si TB’de
negatif, Real-Time PCR’da ise pozitif olarak belirlenmistir. Incelenen kiiltiir
orneklerinden 2 (%1,6)’si hem PCR’da hem de Real-Time PCR’da pozitif, 1 (%0,8)’1
PCR’da negatif iken, Real-Time PCR’da pozitif olarak degerlendirilmistir.

Real-Time PCR yontemi esas alinarak yapilan kiiltiir 6rneklerine ait sensivite ve
spesifite degerleri ise sirasiyla demir hematoksilende %67 ve %96, trikrom boyamada

%33 ve %98, PCR’da %67 ve %100 olarak bulunmustur.



S.TARTISMA VE SONUC

Dientamoeba fragilis, insanlarda gastrointestinal sisteme yerlesen ve gastrointestinal
sistem hastaligina sebep olan patojen bir parazittir. Patojen protozoonlar icerisinde,
hakkinda az bir bilgiye sahip olunmasi, 6zellikle yasam dongiisiinde ve tasinmasindaki
bilgi eksikligi, yeterli tani testlerinin olmamasi ve aksenik kiiltiirde iiretilememesi
epidemiyolojik c¢alismalarin artmasinda etkili olmustur (63,65,76-78). Parazitin hem
taze digkilarda hem de boyama yontemleri ile teshisi zor olmasi sebebiyle ve kullanilan

tan1 yontemlerine gore diinyadaki prevalansi degisiklik gostermektedir (9,18,20,21).

Bu c¢alismada; Dientamoeba’nin gastrointestinal sikayeti olan hastalarda yayginliginin
arastiritlmasi, tamida kullanilan farkli yontemlerinin duyarlibik ve 6zgiilliiklerinin

arastirilmasi amaglanmistir.

Calismamizda; gastrointestinal sikayeti olan hasta grubu ve saglikli kisilerden olusan
kontrol grubu oOrneklerinin incelenmesinde Dientamoeba’nin tanisinda kullanilan 5
farkli yontem kullanilmistir. Bu yontemlerden Real-Time PCR ile elde edilen sonuclar
referans alinarak diger yontemlerin duyarliliklar1 ve oOzgiilliikleri belirlenmistir.
Kullanilan yontemler icerisinde DHB yontemi, TB yontemi, Robinson kiiltiir yontemi,

PCR ve Real-Time PCR yer almaktadir.

Crotti ve D'Annibale (79) tarafindan yapilan calismada toplanan 151 (105’1 ishalli grup
ve 46 sekilli digkilardan olusan iki gruba ayridmustir) digki ornegi direk nativ-liigol
icerisinde ve daha sonra Dobell soliisyonunda yayilarak, MIF ve Giemsa boyalar ile
boyanmistir, sadece ihtiya¢ halinde demir hematoksilen ve trikrom boyam ydntemine
bagvurulmustur. ishalli grup icerisindeki oran %7,6, diger grup icerisinde oran %13,8

iken, toplamda preparatlarda %11,3 oraninda D.fragilis gbézlemlenmistir. Ribes ve
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ark.(80) tarafinda intestinal coccidianlar1 belirlemek i¢in yapilan calismada, 351 diski
ornegi Kinyoun modifiye asit fast boyama yontemi kullanilarak incelenmistir. Rutinde
kullanilan trikrom boyama ile karsilastirildiginda ise 15 hasta drneginin bir veya birden
fazla intestinal parazit icerdigi belirlenmistir. Bunlardan 2’si D.fragilis agisindan pozitif
olarak degerlendirilmistir. Garcia ve Cimerman (81) tarafindan yapilan ¢alismada 82
HIV/AIDS enfekte hastaya ait digki Ornekleri demir hematoksilen ile boyanmis ve
D.fragilis’i belirlemede diger tekniklere oranla 2,7 kat daha iyi oldugu bildirilmistir.

Calismamizda gastrointestinal sikayeti olan hastalardan elde edilen 6rnekler ile kontrol
grubu Orneklerinin hem demir hematoksilenle boyanmasi hem de trikron boyama
yontemi ile boyanmasinda, her iki grupta da demir hematoksilen boyama yoniinden
yilksek oranda pozitiflik tespit edilmistir. Trikrom boyama, demir hematoksilen
boyamaya gore daha kisa zaman almasi agisindan avantajli olmasina ragmen, demir
hematoksilen boyama yonteminin parazitin morfolojik a¢idan taninmasi yoniinden daha
avantajli oldugunu diisiinmekteyiz. Ayn1 zamanda kiiltiire edilen hasta grubu ve kontrol
grubu Ornekleri icerisinde de demir hematoksilen boyama yoniinden pozitiflik tespit
edilmistir. Arastirma grubu ile kiiltiir grubu karsilastirildiginda pozitiflik oram kiiltiir
grubuna oranla diisiis gostermektedir. Bu durumda kullanilan kiiltiir yonteminin sadece
D.fragilis’i iiretmek i¢in kullanilan yontem degil amiplerin iiretilmesi i¢in kullanilan
yontem olmasi ve parazitin kiiltiiriinin uzun siire devam ettirilememesinden

kaynaklandigimi diisiinmekteyiz.

Calismamizda kullanilan molekiiler yontemler icerisinde PCR ve Real-Time PCR
yontemleri yer almaktadir. Molekiiler yontemler {izerine yapilan ¢alismalar oldukca
artis gostermektedir. Stark ve ark. (82) tarafindan gastrointestinal sikayeti olan
hastalarda yapilan calismada mikroskobisi pozitif 31 hastanin 29 PCR’ da pozitif
bulunmustur. PCR yonteminin %100 spesifite ve %93,5 sensivite gosterdigini
bildirmisleridr. Stark ve ark. (12) tarafindan yapilan bir diger calismada 6750 diski
ornegi incelenmis ve kalict boyama yontemi ile pozitif bulunan 60 diski 6rnegi PCR
yontemi ile dogrulanmistir. Hastalarm 32’sinin diyare ve abdominal karin agrisi

sikayeti bulunan kronik semptomlu hastalar oldugu bildirilmistir.

Calismamizda kullanilan boyama yontemlerini PCR yontemleri ile karsilastirdigimizda;
mikroskobide pozitif olan digki ve kiiltiir 6rneklerinin miktar1 PCR yontemi ile elde

edilen pozitif drneklerden azdiwr. Bu durumun diskida bulunan parazit sayisinin az
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olmasindan kaynaklandigmi, kiiltiir Orneklerinde ise kiiltiiriin uzun siire devam
ettirilememesi sonucu parazit miktarmin kiiltiir sirasinda azalmasindan kaynaklandigini
diisiinmekteyiz. Ayn1 zamanda Dientamoeba fragilis’in boyama yontemlerinde, PCR
yonteminin boyama yontemine gore daha hassas olmasina ragmen pozitif oranlarin
fazla goriilmesinin; D.fragilis’in morfolojik olarak birbirlerine benzerlik gosteren
parazitlerle karistirilabilecegi ve kiiltiir yonteminin sadece bu parazit igin spesifik
olmadig1 gibi bir¢ok parazitin besiyerinde iiremesinin yanlis pozitiflige neden olacagini

diisiinmekteyiz.

Real-Time PCR yontemi ile digk1 6rneklerinde %100 duyarhlik ve 6zgiillik gdstermesi,
ayni zamanda iki saat gibi daha kisa bir siirede, daha hizli sonuglar elde edilmesi, bu
yontemin hem tani siiresi hem de kontaminasyon riski azaltilmasiyla konvansiyonel
PCR iizerinde avantajli hale gelmistir (65,66). Calderaro ve ark. (83) tarafindan yapilan
ve D.fragilis 5.8S rDNA’sm1 hedef alan Real-Time PCR yontemi ile kiiltiir yontemi
uygulanan intestinal parazit siipheli 491 hastadan alman 959 diski Ornegi
karsilagtirilmistir. Bunun sonucunda kiiltiir yontemine ek olarak Real-Time PCR’da
117 ornegin daha pozitif oldugu belirlenmistir. Maas ve ark. (84) tarafindan
gastrointestinal sikayeti olan ve yaslar1 0-18 arasinda degisen cocuk hastalarda bulunan
intestinal protozoonlar1 belirlemek igin yaptiklar1 calismada, 163 cocuk hastanin
114’tintin multipleks Real-Time PCR’da pozitif oldugunu tespit etmislerdir. Cocuk
hastalarin 49’unun ise Blastocystis hominis ile enfekte iken 47 sinin ise her iki parazit
ile enfekte oldugu bildirilmistir. Jong ve ark. (85)’nin reprospektif olarak yaptiklari
caligmada, 132 kronik karin agris1 olan ve 77 gastrointestinal sikayeti olmayan
cocuklarda multipleks Real-Time PCR yontemini kullanarak D.fragilis’i belirlemeyi
amaglamislardir. Bu ¢alismada 132 hastanin 57’sinin, kontrol grubunda ise 77 kisiden

39’unun pozitif oldugu belirlenmistir.

Calismamizda PCR yontemi ile Real-Time PCR’1 kiyasladigimizda, PCR’da negatif
olarak buldugumuz Orneklerin Real-Time PCR’da pozitif oldugu goriilmiistiir. Bu
durumda PCR’da elde edilen DNA miktarinin agaroz jelde goriilemeyecek kadar diistik
olmas1 ve PCR yonteminin Real-Time PCR yontemi kadar hassas olmamasindan

kaynaklandig1 diistiniilmiistiir.

Dientamoeba fragilis enfeksiyonu ile ishal arasindaki iligkiyi arastirmak i¢in Al-Hindi

ve Shammala (86) tarafindan Al-Nuseirate Miilteci Kampi Kliniginde yapilan
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caligmaya yaslar1 1-75 arasinda degisen, ishal ve karin agris1 sikayeti olan kisiler dahil
edilmistir. Yapilan calismada; Dientamoeba fragilis ile enfekte 28 kisinin, %96.4’ i
karin agris1 ve %71.4’1i ishal sikayeti oldugu belirtilmistir. 2013-2011 yillar1 arasinda
akut gastroenteritli cocuklarda Dientamoeba fragilis’in belirlenmesi i¢in Jilio ve ark.
(87) tarafindan yapilan calismada, 103’4 (%58.5) erkek, 144’4 (%81.8) 0 ve 5 yas
arasinda olan ve 32’si (%18.2) 6 yas lstii olan toplan 176 ¢ocuk ¢aligmaya dahil
edilmistir. Cocuk hastalarin %6.3’ti (11/176) Dientamoeba fragilis agisindan pozitif
bulunmus ve enfekte hastalarda kusma, karin agrisi, ates ile birlikte ishalin gozlendigi

belirtilmistir.

Calismamizda incelemesi yapilan toplam 121 digki orneginin 15’inin ishalli oldugu
tespit edilmistir. Ishalli olan diskilardan 1’inin (%6,6) sadece PCR yontemiyle pozitif
oldugu saptanmstir. Bu durum gastrointestinal sikayeti olan hastalarda ishalin
goriilmesi durumunda, tani i¢in sadece bu belirtinin yeterli olmayacagini

diisiinmekteyiz.

Cesitli calismalarda konvansiyonel c¢alismalar ile molekiiler yontemlerin sensivite ve
spesifitesinin kiyaslamasi yapilmistir. D. Stark ve ark. (12) tarafindan yapilan ve 3 tani
metodunun degerlendirildigi calismada, SSU rRNA genini hedef alan 5’niikleaz
(TagMan)-bazli Real-Time PCR gelistirilmis, konvansiyonel PCR ve modifiye edilmis
demir hematoksilen boyama yontemi ile karsilastirilmistir. Toplamda calisilan 200
ornek i¢in bu 3 metod uygulanmistir. Mikroskobi de 200 hastanin 50°si (%92.4
duyarlilik ve %98.7 6zgiilliik), konvansiyonel PCR’da 48’1 (%88.9 duyarhilik ve %100
0zgiilliikk), Real-Time PCR’da ise 51’inin (%100 duyarlilik ve 6zgiilliik) pozitif oldugu
bildirilmistir. D. Stark ve ark. (9) yapmis oldugu bir diger calismada, 650 diski
ornegine demir hematoksilen boyam yontemi, modifiye edilmis Boeck ve Drbohlav’in
besiyeri (MBD) ve TYGM-9 besiyeri, PCR ve Real-Time PCR yontemi uygulanmaistir.
650 diskinin 35’1 (%5.4) D.fragilis acisindan pozitif bulunmustur. Real-Time PCR’da
35 diski pozitif iken, konvansiyonel PCR’de 15, MBD besiyerinde 14, TYGM-9
besiyerinde 10, mikroskobide ise 12 6rnek pozitif bulunmustur. Diger tan1 yontemleri
ile kiyasla Real-Time PCR’da daha fazla pozitif 6rnek bildirilmistir. Diger metodlarla
karsilastirildiginda sensivite ve spesifitelerinin sirasiyla, Real-Time PCR’da %100,
konvansiyonel PCR’da %42.9 ve %100, MBD Kiiltiirtinde %40 ve %100, TYGM-9
besiyerinde %28.6 ve %100, mikroskobide ise %34.3 ve %99 oldugu gdsterilmistir.



43

Incelenen disk1 6rneklerinde Real-Time PCR yontemi esas almarak yapilan sensivite ve
spesifite degerleri sirasiyla demir hematoksilende %46 ve %93, trikrom boyamada %0
ve %99, PCR’da %54 ve %100 olarak bulunmustur. Real-Time PCR yontemi esas
almarak yapilan kiiltiir 6rneklerine ait sensivite ve spesifite degerleri ise sirasiyla demir
hematoksilende %67 ve %96, trikrom boyamada %33 ve %98, PCR’da %67 ve %100

olarak bulunmustur.
Sonug olarak;

Bu calismada Dientamoeba fragilis’in farkli tam1 yontemleri ile yayginliginin
arastirilmasi ve tanida kullanilan yontemlerin sensivite ve spesivitelerin ve belirlenmesi
amacglanmistir. Elde edilen bulgular sonucunda hasta grubu ve kontrol grubu
karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farkli oldugu goézlemlenmistir. Diger
taraftan Dientamoeba fragilis’in tanisinda konvansiyonel yontemlerin yetersiz kaldigi
ve bu yontemlerin diisiik sensivite ve spesifiteye sahip oldugundan yanlis pozitiflik
veya negatiflik verme olasiliginin olmasi nedeniyle, ayrica daha kisa zamanda taninin
konulmast ve tedaviye baglanmasi acisindan Real-Time PCR yonteminin
kullanilmasinin isabetli olacagi, Real-Time PCR’in bulunmadigi durumlarda ise hem
demir hematoksilen boyama hem de konvansiyonel PCR’in birlikte kullanilmasinin

gerektiginin sonucuna varilmistir.

Dientamoeba {iizerine yapilacak olan calismalarla, Tiirkiye genelinde epdemiyolojik
verilerin ortaya konmasi ile bilime katki saglayacagi aciktir. Dientamoeba fragilis’in
hayat dongiisii icerisinde; bulas ve tasmmasinda bilinmeyenlerin olmasi sebebiyle
ileriki ¢alismalarda bulas ve tasinma konusunda arastirmalarin yapilmasinin gerekli

oldugu kanaatindeyiz.
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