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Bu calismada, gastrointestinal sikayeti olan hastalarda Dientamoeba fragilis'in farkh tani yontemleriyle
yayginhdinin arastirilmasi ve tanida kullanilan yontemlerin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Calismada, cesitli kliniklerden gelen ve 6zellikle Gst karin agrisi, abdominal ve pelvik agri,
bulanti ve kusma, gastroenterit ve kolit, sebebi bilinmeyen ates ve ishal gibi gastrointestinal sikayeti
olan 101 hasta ve saglikl bireylerden olusan 20 kontrol olgusuna ait diski 6rnegi oncelikle nativ-Lugol
(N-L) yontemiyle incelenmis ve tiimii Robinson besiyerine ekilmistir. Toplam 121 olguya ait tim diski
ve kiltlr ornekleri demir hematoksilen boyama (DHB) ve trikrom boyama (TB) ile boyanmistir. Bu
242 ornegin tumi ayrica polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve kantitatif gercek zamanli-PCR (QPCR)
yontemleriyle D.fragilis agisindan arastinlmistir. Toplam 121 diski 6érneginin 13 (%10.7)'G DHB, 2
(%1.7)'si TB, 7 (%5.7)'si PCR, 13 (%10.7)'G QPCR ile pozitif bulunurken, ayni sayidaki kiiltir 6rneginin
7 (%5.8)'si DHB, 4 (%3.3)'U4 TB, 2 (%1.7)'si PCR, 3 (%2.5)'i QPCR yontemiyle pozitif olarak tespit
edilmistir. Yiiz yirmi bir diski érneginin 15’inin ishalli oldugu belirlenmistir. ishalli 15 diski 6rneginin
hicbiri DHB veya TB ile pozitif bulunmamustrr. ishalli ve ishalli olmayan diskilarin sirasiyla 1 (%1)'i ve
6 (%4.9)'si PCR yontemiyle pozitif iken, QPCR yonteminde ishalli ve ishalli olmayan diskilar sirasiyla
(-/negatif) ve 13 (%10.7)'U pozitif olarak tespit edilmisti. QPCR ydntemi altin standart olarak kabul
edildiginde 121 digkiya ait duyarliik ve 6zgiilliik degerleri sirasiyla, DHB icin %46 ve %93, TB icin 0
ve %99, PCR icin %54 ve %100 olarak tespit edilirken, kiiltiir 6rneklerinde DHB icin %67 ve %96,
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TB icin %33 ve %98 ve PCR icin %67 ve %100 olarak tespit edilmistir. Sonug olarak, hasta ve kontrol
gruplarina uygulanan konvansiyonel ve molekiiler yontemlerin (DHB, TB, PCR ve QPCR) duyarlliklari
ve Ozgulltkleri karsilastinldiginda 6nemli bir fark oldugu gézlemlenmis olup, calismanin konvansiyonel
ve molekiler yontemler agisindan karsilastirildigi diger calismalari destekledigi gézlenmistir. D.fragilis'in
tanisinda boyama yontemleri deneyim gerektirdiginden, siklikla yanhs pozitif veya negatif sonug elde
edildigi belirlenmistir. Ayrica, daha kisa zamanda kesin tani konulmasi ve tedaviye baglanmasi bakimindan
QPCR yonteminin avantajli oldugu, QPCR’nin bulunmadigi durumlarda ise DHB ve konvansiyonel PCR
yontemlerinin birlikte kullaniimasi gerektigi sonucuna varilmistir. Bu ¢calismanin, Tiirkiye’de Dientamoeba
lzerine yapilacak olan epidemiyolojik calismalara ve bilimsel calismalara katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar sézciikler: Dientamoeba fragilis; DHB; TB; PCR; QPCR; Kayseri.
ABSTRACT

In this study, we aimed to investigate the incidence of Dientamoeba fragilis with different diagnostic
methods in patients with gastrointestinal symptoms and determine the sensitivity and specificity of
existing diagnostic methods. Fecal samples collected from 101 patients with gastrointestinal complaints
(especially upper abdominal pain, abdominal and pelvic pain, nausea and vomiting, gastroenteritis and
colitis, unexplained fever and diarrhea) and 20 control cases from various clinics were included in the
study. Samples were first examined with native-Lugol (N-L) method and cultured in Robinson medium.
All 121 stool and culture samples were stained with iron hematoxylin stain (IHS) and trichrome stain (TS)
methods and examined by PCR and QPCR for D.fragilis. Among 121 stool samples 13 (10.7%), 2 (1.7%),
7 (5.7%) 13 (10.7%), and 7 (5.8%), 4 (3.3%), 2 (1.7%), 3 (2.5%) of cultured samples were determined
positive with IHS, TS, PCR, QPCR respectively. Fifteen of the 121 stool samples were determined as
diarrheal. All diarrheal stool samples were negative with IHS and TS. One of the diarrheal stools and
6 (4.9%) of the non-diarrheal stools were positive by PCR. All of the diarrheal stools were negative.
Thirteen of the non-diarrheal stool samples (10.7%) were positive by QPCR. When the QPCR method
was considered as gold standard, sensitivity and specificity values were determined as 46% and 93% in
IHS, 0% and 99% in TS, 54% and 100% by PCR and sensitivity and specificity values were 67% and 96%
in IHS, 33% and 98% in TS, 67% and 100% by PCR among cultured stool samples. As a result, it was
determined that there was a statistically significant difference between the samples of the patients and
the control groups and the sensitivity and specificity of the conventional and molecular methods (IHS,
TS, PCR and QPCR) determined in this study supported the results of other compared studies. It has been
determined that staining methods used for the diagnosis of D.fragilis gave false positivite or negativite
results. In addition, the QPCR method is more advantageous in terms of time saving for the diagnosis and
initiation of the treatment and in cases where QPCR is not available, IHS and conventional PCR methods
should be used together. In our opinion, this study will contribute to the results of epidemiological and
scientific studies on D.fragilis in Turkey.

Keywords: Dientamoeba fragilis; IHS; TS; PCR; QPCR; Kayseri.

GiRis

Dientamoeba fragilis insanlarin kalin bagirsaginda yasayan, psddopodlariyla hareket
eden amip benzeri patojen bir protozoondur'. Baslangicta amoeboid organizma olarak
tanimlanmasina ragmen, bir dizi elektron mikroskopi ve immuiinolojik bulgular 1s1§in-
da kamcili protozoon olarak yeniden siniflandinlmistir?. D.fragilis'in dis ortamda hayatta
kalmasi icin kist formunun bulunmasi gerektigi disiinilirken, psodokist, prekist ve kist
varhig acisindan yapilan calismalar sonucunda kist formu olmayan parazit olarak kabul
edilmistir. Kist formu olmadidi icin insanlara bulag yolunun besin-su bulasindan ziyade
fekal-oral yolla oldugu dusiiniilmektedir®. Bulasin ayrica, Enterobius vermicularis, Trichuris
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trichiura ve Ascaris lumbricoides gibi helmint yumurtalar araciligiyla bulasabilecegi gos-
terilmistir. Bu parazit ile enfekte bireylerde en sik gorilen belirtiler; karin agrisi, siskinlik,
yorgunluk, istahsizlik, ishal ve bulanti olmakla birlikte; eozinofilinin de gorilebilecegi
bildirilmistir*®. D.fragilis'in diinyadaki prevalansi kullanilan tani yéntemine gére %0.3-
52 arasinda degisiklik gostermektedir®'". D.fragilis'in tanisi taze diski 6rnegi ve boyama
yontemi kullanilsa bile gii¢ olmaktadir®. D.fragilis'in belirlenmesinde kullanilan en yay-
gin boyama yéntemi demir-hematoksilen (DHB) ve trikrom boyama (TB) yéntemidir?.
Boyama yontemi oncesinde trofozoitler hizli bir sekilde dejenere oldugu icin diskinin
uygun fiksatiflerle fikse edilmesi gerekmektedir'2. D.fragilis'in tanimlanmasinda ksenik
kultir yontemleri kullaniimaktadir. Ksenik kiiltiir yontemleri icerisinde Boeck ve Drbohlav
besiyeri, Robinson besiyeri, Dobell ve Laidlow besiyeri, Cleveland-Collier besiyeri, Ba-
lamuth besiyeri ve TYGM-9 besiyeri yer almaktadir?. Konvansiyonel tani yéntemlerinin
yani sira molekiler tani yontemi olarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve kantitatif
gercek zamanli-PCR (QPCR) yontemleri kullaniimaktadir. QPCR ydnteminin konvansiyo-
nel ydntemlerden daha hassas ve &6zgiil oldugu gérilmiistiir'2.

Bu calismada, gastrointestinal sikayeti olan hastalarda, nceleri patojen olmadig du-
stiniilen fakat bugiin patojen oldugu bilinen, akut veya kronik GIiS hastalik sebebi olan
D.fragilis'in farkh tani yontemleri ile yayginhginin arastinlmasi ve tanida kullanilan yon-
temlerin duyarhlik ve 6zgulltklerinin belirlenmesi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma icin Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanhg tarafindan
etik kurul onayi alindi (23.11.2013-2013/638).

Orneklerin Toplanmasi

Calismada kullanilacak olan diski 6rnekleri, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazi-
toloji Laboratuvarina cesitli polikliniklerine bagvuran ve tetkik icin Parazitoloji Anabilim
Dalina gelen hastalar ile saglikli gondillilerden olusan kontrol grubundan alindi. Diski
ornegi alinan hastalar ile saghkli gonilliler bilgilendirilip yazili onamlarn alindiktan son-
ra calismaya dahil edildi. Calismaya cesitli kliniklerden gelen ve gastrointestinal sikayeti
olan 101 hasta grubu ve kontrol grubu olarak ise 20 kisiden olusan, herhangi bir kronik
rahatsizhgi ve gastrointestinal sikayeti bulunmayan saglhkh gonulltler dahil edildi. Hasta
grubuna ait 6rneklerin 15i ishalli iken, kontrol grubunda ishalli hasta bulunmadi.

Orneklerinin Konvansiyonel Yontemlerle incelenmesi

Yiiz bir hasta ve 20 kontrol grubuna ait birer digki 6rnegi 6ncelikle Nativ- Lugol (N-L)
yontemiyle incelendi. Tim digki 6rneklerinden 180-200 mg alinarak Robinson besiyerine
ekim yapildi. Ayni zamanda 121 digski 6rnedinden TB yontemi icin PVA fiksatifi icerisi-
ne, DHB yontemi icin ise SAF fiksatifi icerisine bir miktar diski (diski: 1 hacim, fiksatif:
3 hacim) eklendi. Geriye kalan 121 diski 6rnegi DNA izolasyonunda kullaniimak Gzere
-20°C’de muhafaza edildi.
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Orneklerinin Molekiiler Yontemlerle incelenmesi; PCR ve QPCR

Yiiz yirmi bir diski 6rneginden ve bu diski érneklerinin ekilmesi sonucu elde edilen
121 izolatin timiinden DNA ekstraksiyonu yapildi. -20°C’de saklanan digki 6rneklerinden
180-220 mg tartilarak 1.5 ml’lik santriflij tliptine alindi. Kiltir ornekleri oncelikle 1.5
ml’lik santrifij tipune alindi ve 3500 rpm’de 3 dk santriflij edildi. Daha sonra QlAamp
Fast Stool Mini Kit (QIAGEN, Almanya) protokoliine gore DNA'lar elde edildi ve kullani-
ma kadar -20°C’de saklandi.

Calismada, Réser ve arkadaslari'® tarafindan tasarlanan D.fragilis'e 6zgiil 364 bp’lik
bir bolgeyi amplifiye eden DFpn 1F: (5’-GCC AAG GAA GCA CAC TAT GG-3’) ve DFpn
364R: (5'-GTA AGT TTC GCG CCT GCT-3") primerleri kullanildi. PCR yontemi icin; 10x
Tampon ¢ozeltisinden 2.5 pl, 25 mM MgCl,’den 2 pl, 10 mM dNTP miksden 0.5 pl, 20
pmol forward ve reverse primerlerin her birinden 1 pl, 5 u/ul Tag DNA polimerazdan 1
pl (Thermo Fisher Scientific, ABD) ve genomik DNA'dan 5 pl alinarak toplamda 25 pl’lik
karisim hazirlandi. 95C’de 15 dk 6n 1sitma, 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 65°C’de 30 sn
primer baglanma, 72°C’de 30 sn uzamadan olusan 35 dongu sonrasi 72°C'de 5 dk’lik
son uzamadan olusan PCR programi kullanildi. PCR iriinii %2’lik agaroz jelde 120V’'da
400 mA'de 45 dk yuritiuldu. Agaroz jel, etidyum bromirle boyanarak ardindan Bio-Rad
Chemidoc MP (ABD) jel goriintiileme cihazinda gorintilendi.

D.fragilis icin AY730405 GenBank aksesyon numarasi ile bildirilen SSU rRNA gen bol-
gesi hedef alinarak “Roche Diagnostics Universal Probe Library (UPL) Assay Design Cen-
ter” programi ile primerler (DFpn 1F ve DFpn 364R) ve prob (5’-ggaggaag-3’) tasar-
landi. LightCycler 4801l (Roche Diagnostic, Almanya) cihazinda QPCR yapilarak analiz
edildi. QPCR reaksiyonunda; 2x Probes master miksten 10 pl, probdan 0.4 pl, 20 pmol/
pl forward ve reverse primerlerin her birinden 1 pl, genomik DNA’dan 5 pl olmak lzere
toplamda 20 pl’lik karisim 96°lik steril plaklarda hazirlandi. 95°C’de 10 dk denatiirasyon,
95°C’de 10 sn denatiirasyon, 60°C’de 30 sn baglanma, 72°C’de 1 sn uzamadan olusan
45 dongu sonrasi 40°C’de 30 sn son uzamadan olusan QPCR programi kullanildi.

BULGULAR

Calismaya; Ust karin agrisi, abdominal ve pelvik agri, bulanti ve kusma, gastroenterit ve
kolit, sebebi bilinmeyen ateg ve ishal gibi gastrointestinal sikayeti olan toplam 101 hasta
ve 20 kisilik kronik rahatsizigi olmayan, saglikl gonillilerden olusan kontrol grubu dahil
edilmistir. Toplam 121 diski 6rneginin timu oncelikle N-L yontemiyle incelenmis olup,
D.fragilis disinda belirlenen parazitler ve ishal durumuna gore dagilimi verilmistir (Tablo I).
incelenen 121 diski rneginin tiimiine DHB, TB, PCR ve QPCR yéntemleri uygulanmis ve
D.fragilis saptama sikliklari belirlenmistir (Tablo II). Digki 6rneklerinden 13 (%10.7)'G DHB
(Sekil 1), 2 (%1.7)'si TB (Sekil 2), 7 (%5.7)'si PCR (Sekil 3) ve 13 (%10.7)'G QPCR (Sekil
4) yontemleriyle D.fragilis agisindan pozitif olarak tespit edilmistir. Kullanilan yontemlere
ait pozitiflik ytizdeleri karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin
oldugu gérilmiistiir (x’= 0.505, p< 0.05).
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Tablo |. D{;k/ Orneklerinde N-L Yéntemi ile D.fragilis Disinda Belirlenen Parazitlerin; Hasta Grubu, Kontrol
Grubu ve Ishal Durumuna Gére Dagilimi

Ha(;t: 1g(|)';1)bu Kon(t::lz%r)ubu ishal durumu Toplam
Blastocystis spp. 26 7 - 33
Entamoeba coli - 1 - 1
Giardia intestinalis 1 - R 1
Enterobius vermicularis 1 - - 1

DHB: Demir hemotoksilen boyama, TB: Trikrom boyama, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, QPCR: Kantitatif real-time
PCR.

Tablo Il. Diski Orneklerinde, D.fragilis’in Pozitif Olarak Saptanma Sikliginin Yéntemler Arasindaki Dagilimi

Diski Ornekleri

Hasta grubu (n= 101) Kontrol grubu (n= 20) Toplam
Yontem Sayi % Sayi % Sayi %
DHB 12 11.8 1 5 13 10.7
B 2 1.9 - - 2 1.7
PCR 6 5.9 1 5 7 5.7
QPCR 12 11.8 1 5 13 10.7

DHB: Demir hemotoksilen boyama, TB: Trikrom boyama, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, QPCR: Kantitatif real-time
PCR (x?= 0.505, p< 0.05).

B

Sekil 1. DHB sonucu diski 6rnekleri; A,B: D.fragilis (x1000).
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Toplam 121 kultir 6rnegine uygulanan DHB, TB, PCR ve QPCR yontemlerinin,
D.fragilis pozitiflik yiizdelerinin dagilimi belirlenmistir (Tablo Ill). Kiltir 6érneklerinin 7
(%5.8)'si DHB (Sekil 5), 4 (%3.3)"U TB (Sekil 6), 2 (%1.7)'si PCR (Sekil 7) ve 3 (%2.5)l
QPCR (Sekil 8) yontemleriyle pozitif olarak tespit edilmistir. Kullanilan yontemler so-
nucunda elde edilen pozitif sonuclar karsilastirldiginda aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkin oldugu gériilmistiir (x?= 1.371, p< 0.05).

ishalli 15 diski 6rnegdinin hicbiri DHB, TB ve QPCR ydntemleriyle D.fragilis acisindan
pozitif bulunmamistir. PCR yontemi ile ishalli diskilarin 1 (%6.6)’i pozitif bulunmus-
tur. D.fragilis agisindan; ishalli 15 diski 6rneginin, ishalli olmayan 6rneklerdeki pozitiflik
oranlarinin kullanilan yontemlere gore karsilastirldiginda aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkin oldugu gériilmistiir (x?= 2.244, p< 0.05) (Tablo IV).

A B
Sekil 2. TB sonucu digki érnekleri; A,B: D.fragilis (x1000).

200 bg
2008¢

Sekil 3. PCR yéntemi ile D.fragilis acisindan pozitif olarak belirlenen bazi 6rneklerin
agaroz jel lizerindeki gortintiist; 1, 3, 8: Pozitif 6rnekler, 2,4-7,9-12: Negatif érnekler, 13:
Pozitif kontrol, 14: Negatif kontrol: M: Molekiiler agirlik belirteci (Thermo Fisher Scientific,
ABD),100 bp.
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Sekil 4. Digki orneklerinde D.fragilis SSU rRNA gen bélgesini hedef alan prob bazli
QPCR.

Tablo Ill. Kiiltiirii Yapilan Diski Orneklerinde, D.fragilis’in Pozitif Olarak Saptanma Sikhiginin Yéntemler
Arasindaki Dagilimi

Kiltiir Ornekleri

Hasta grubu (n= 101) Kontrol grubu (n= 20) Toplam
Yontem Sayi % Sayi % Sayi %
DHB 6 5.9 1 5 7 5.8
B 4 3.9 - - 4 33
PCR 2 1.9 - - 2 1.7
QPCR 3 2.9 - - 3 2.5

DHB: Demir hemotoksilen boyama, TB: Trikrom boyama, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, QPCR: Kantitatif
real-time PCR (x?=1.371, p< 0.05).

Sekil 5. DHB sonucu kiiltiirii yapilan diski ornekleri; A,B: D.fragilis (x1000).
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A B
Sekil 6. TB sonucu kiiltiirti yapilan digki érnekleri; A,B: D.fragilis (x1000).

Sekil 7. PCR yéntemi ile D.fragilis acisindan pozitif olarak belirlenen kiiltiir 6rnekle-
rinin agaroz jel tizerindeki gortintiist; 3: Pozitif 6rnek, 1, 2, 4-10: Negatif drnekler,
11: Pozitif kontrol,12: Negatif kontrol. M: Molekiiler agirlik belirteci (Thermo Fisher
Scientific, ABD), 100 bp.

L LRAT

Sekil 8. Kiiltiirti yapilan diski 6rneklerinde D.fragilis SSU rRNA gen bélgesini hedef alan
prob bazli QPCR sonuglari.
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QPCR yontemi altin standart olarak kabul edilerek, 121 diski 6rneginde DHB, TB ve
PCR yontemlerine ait duyarlilik ve 6zgiillik sonuglari belirlenmistir. Buna gére QPCR’nin
duyarlilik ve 6zgulltigu sirasiyla; DHB’ye gore %44 ve %83; TB'ye gore 0 ve %99, PCR'ye
gore %54 ve %100 olarak tespit edilmistir (Tablo V).

Ayrica, 121 kilttr 6rneg@ine ait duyarlilik ve 6zgillik degerlerindeki degisim de be-
lirlenmistir. Buna gore; QPCR’in duyarlilik ve 6zgilligu sirasiyla, DHB’ye gore %67 ve
%96, TB'ye gore %33 ve %98, PCR’ye gore ise %66 ve %100 oldugu tespit edilmistir
(Tablo VI).

Tablo IV. D.fragilis’in Pozitif Bulunma Sikliginin ishal Durumuna Gére Dagilimi

ishal durumu

Var Yok Toplam
Yontem Sayi % Sayi % Sayi %
DHB - - 13 12.2 13 10.7
B - - 2 1.9 2 1.7
PCR 1 6.6 6 5.7 7 5.8
QPCR - - 13 12.2 13 10.7

DHB: Demir hemotoksilen boyama, TB: Trikrom boyama, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, QPCR: Kantitatif real-
time PCR. Hasta grubu (n= 101), Kontrol grubu (n= 20) (x%= 2.244, p< 0.05).

Tablo V. QPCR’a Gére DHB, TB ve PCR Yéntemlerinin Diski Orneklerindeki Duyarlilik ve Ozgiilliik Degerleri

QPCR

Yontem Pozitif Negatif Duyarlihk % Ozgiilliik %
Pozitif 6 8

DHB 46 93
Negatif 7 100
Pozitif - 1

TB 0 99
Negatif 13 107

PCR Pozitif 7 - 54 100

DHB: Demir hemotoksilen boyama, TB: Trikrom boyama; PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, QPCR: Kantitatif real-
time PCR. Hasta grubu (n=101), Kontrol grubu (n= 20).
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Tablo VI. QPCR’a Gére DHB, TB ve PCR Yontemlerinin Kiiltiir Orneklerindeki Duyarlilik ve Ozgalluk
Degerleri
QPCR
Yoéntem Pozitif Negatif Duyarhhk % Ozgiilliik %
Pozitif 2 5
DHB 67 96
Negatif 1 113
Pozitif 1 3
TB 33 98
Negatif 2 115
PCR Pozitif 2 -
66 100
Negatif 1 108
DHB: Demir hemotoksilen boyama; TB: Trikrom boyama, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu. Hasta grubu (n=101),
Kontrol grubu (n= 20).

TARTISMA

D.fragilis, insanlarda gastrointestinal sisteme yerlesen patojen bir parazittir. Yasam
dongusu, bulas yolu hakkinda bilgi eksikligi, aksenik kiltiirde tretilememesi ve tani test-
lerinin yetersizligi gibi kisithliklar D.fragilis ile ilgili epidemiyolojik calismalarin artmasina
sebep olmustur'*'8, Parazitin kullanilan tani yéntemlerine gére direkt baki ve boyama
yontemleri ile tanisi zor olmasi sebebiyle diinyadaki insidansi degisiklik gostermekte-
dird10,

Calismaya dahil edilen gastrointestinal sikayeti olan toplam 101 hastadan ve 20 kisilik
saglikh gondlliden olusan kontrol grubundan elde edilen 6rnekler ile D.fragilis'in tanisin-
da kullanilan QPCR, DHB, TB, PCR ve Robinson kultir yontemleri karsilasgtiriimistir.

HIV/AIDS ile enfekte hastanin 82 digki 6rneginin incelendigi bir calismada, 6rnekler
DHB ile boyanmis ve D.fragilis'i belirlemede diger tekniklere oranla bu yontemin 2.7
kat daha hassas oldugu bildirilmistir'®. Gastrointestinal sikayeti olan hastalarda yapilan
baska bir calismada, mikroskopisi pozitif 31 hastanin 29’u PCR yontemi ile pozitif olarak
saptanmistir ve PCR ydnteminin %100 duyarl ve %93.5 6zgiil oldugu bildirilmistir'®.
Disgki 6rneklerinin (n= 6750) incelendigi bir diger calismada, kalici boyama yontemi ile
pozitif bulunan 60 digki 6rnegi PCR yontemiyle dogrulanmistir. Hastalarin 32'sinin ishal
ve abdominal karin agrisi sikayeti bulunan kronik semptomlu hastalar oldugu bildirilmis-
tir. QPCR yonteminin; diski érneklerinde %100 duyarllik ve 6zgiillik gostermesi, ayni
zamanda iki saat gibi daha kisa bir stiirede sonug verilebilmesi, hem tani stresinin hem
de kontaminasyon riskinin azaltiimasiyla konvansiyonel PCR’ye gore avantajli oldugu bil-
dirilmistir'>2%, Calderaro ve arkadaslan?' tarafindan yapilan ve D.fragilis 5.8S rDNA’sini
hedef alan QPCR yontemiyle kiiltiir yontemi uygulanan intestinal parazit stipheli 491
hastadan alinan 959 diski 6rnegi karsilagtinimistir. Calisma sonucunda kiiltir yontemine
ek olarak QPCR’de 117 6rnegin daha pozitif oldugu belirlenmistir. Gastrointestinal sika-
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yeti olan ve yaslari 0-18 arasinda degisen cocuk hastalarda intestinal protozoonlari belir-
lemek icin yapilan bir caismada, 163 ¢cocuk hastanin digki 6rneklerinin 114’Gniin multip-
leks QPCR ile Blastocystis, D.fragilis, Giardia lamblia, Cryptosporidium tirleri ve Entamoeba
turleri bakimindan pozitif oldugu tespit edilmistir. Cocuk hastalarin 101’inin D.fragilis,
49’unun ise Blastocystis hominis ile enfekte iken 47’sinin ise baslica D.fragilis olmak tizere
birden fazla parazit kombinasyonu ile enfekte oldugu bildiriimistir?2. Retrospektif olarak
yapilan bir calismada, kronik karin agrisi olan 132 ve gastrointestinal sikayeti olmayan
77 ¢ocukta, multipleks QPCR yontemi kullanarak D.fragilis’i belirlemek amaclanmistir. Bu
calismada 132 hastanin 57’sinde, kontrol grubunda ise 77 kisiden 39'unda D.fragilis'in
pozitif oldugu belirlenmistir?3, Baska bir calismada, SSU rRNA genini hedef alan 5'niikle-
az bazh (TagMan) QPCR, konvansiyonel PCR ve modifiye edilmis DHB yontemleri karsi-
lastiriimistir. Toplamda 200 hastanin mikroskopi ile 50'sinin (%92.4 duyarlilik ve %98.7
0zquilliik), konvansiyonel PCR ile 48’inin (%88.9 duyarlilik ve %100 6zgiilliik), QPCR ile
51'inin (%100 duyarlilik ve 6zgiilliik) pozitif oldugu bildirilmistir?*. Alti yiiz elli digkinin
35 (%5.4)'inin D.fragilis agisindan QPCR ile pozitif bulundugu bir calismada, konvansi-
yonel PCR ile 15’i, MBD kiiltiir yontemiyle 14'G, TYGM-9 kiltir yontemiyle 10’u, mik-
roskopi ile 12'si pozitif bulunmustur. Diger tani yontemlerine kiyasla QPCR’de daha fazla
pozitif sonug bildirilmistir. Yontemlerin duyarliik ve 6zgdlliiklerinin sirasiyla, QPCR’de
%100, konvansiyonel PCR’de %42.9 ve %100, MBD kiltiriinde %40 ve %100, TYGM-
9 besiyerinde %28.6 ve %100, mikroskopide ise %34.3 ve %99 oldugu gésterilmistir®.
Konu ile ilgili olarak Tirkiye'de yapilan cesitli calismalar bulunmaktadir. Enflamatuvar
bagirsak sendromu bulunan hastalarda direkt mikroskopi, TB ve spesifik kiiltir yapilarak
D.fragilis ve B.hominis sikhiginin arastinldigi bir diger calismada, D.fragilis'in hi¢ tespit
edilmedigi bildirilmistir?>. ishali olan 400 hastada D.fragilis'in patojenitesinin incelendigi
bir calismada, 35 D.fragilis pozitif hastanin 34’linde seknidazol ile tedavisinden sonra
parazite rastlanmamistir. Calismada sonug olarak, D.fragilis'in sik goruldugi, patojenik
oldugu ve seknidazoliin tedavide etkili oldugu tespit edilmistir?6. Parazitoloji laboratuva-
rina basvuran 5178 hastanin digki 6rneklerinde bagirsak parazitlerinin sikhginin N-L ile
arastinlldig bir baska calismada 10 (%1.8) hasta D.fragilis pozitif olarak tespit edilmistir?’.

Calismada, hasta ve kontrol grubu 6rnekleri DHB ve TB yontemiyle boyanmistir. TB
yonteminde, gorece daha kisa stirede ornek inceleme avantaji saglanmasina ragmen,
her iki gruba ait 6rneklerde DHB ile ylksek oranda pozitiflik tespit edilmis ve DHB yonte-
minin parazitin morfolojik olarak belirlenmesinde daha avantajli oldugu tespit edilmistir.
Kultir sonrasi D.fragilis pozitifliginin farkli tani ydontemlerine gére gruplar arasi dagilimi
degismis, pozitiflik orani kiiltlirden sonra daha yiliksek bulunmustur. Parazitin kiltirinin
uzun sire devam ettirilememesinden dolayi, devam eden pasajlardan sonra pozitiflik
oraninda dusus tespit edilmistir.

D.fragilis enfeksiyonu ile ishal arasindaki iliskiyi arastirmak icin Al-Hindi ve Shammala
tarafindan Al-Nuseirate Milteci Kampi Kliniginde yapilan ¢alismaya yaslari 1-75 arasin-
da degisen, ishal ve karin agrisi sikayeti olan kisiler dahil edilmistir. Yapilan calismada;
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D.fragilis ile enfekte 28 kisinin %96.4'tinlin karin agrisi, %71.4'Gnln ishal sikayeti oldugu
belirtilmistir?®, 2011-2013 yillari arasinda akut gastroenteritli cocuklarda D.fragilis'in be-
lirlenmesi icin Jdlio ve arkadaslan?® tarafindan yapilan calismada, 103 (%58.5)'li erkek,
144 (%81.8)'U 0-5 yas arasinda olan ve 32 (%18.2)'si 6 yas Usti olan toplam 176 ¢ocuk
calismaya dahil edilmistir. Cocuk hastalarin %6.3 (11/176)'G D.fragilis agisindan pozitif
bulunmus ve enfekte hastalarda kusma, karin agrisi, ates ile birlikte ishalin gézlendigi
belirtilmistir. Calismamizda incelemesi yapilan toplam 121 diski 6rneginin 15’inin ishalli
oldugu tespit edilmistir. ishalli olan diskilardan 1 (%6.6)'inin sadece PCR y&ntemiyle po-
zitif oldugu saptanmustir. Gastrointestinal sikayeti olan hastalarda ishalin goriilmesi du-
rumunda, D.fragilis tanisi icin sadece bu belirtinin yeterli olmayacagini diisinmekteyiz.

Bu calismada kullanilan boyama yéntemleri PCR ve QPCR yontemleri ile karsilastiril-
diginda, boyama sonrasi mikroskopide D.fragilis pozitif olarak bulunan 6rnek sayisinin
daha fazla oldugu gorulmdustir. PCR yontemi boyama yontemine gore daha hassas bir
yontem olmasina ragmen, pozitif 6rnek sayisinin daha az gorilmesi; D.fragilis'in mor-
folojik olarak birbirlerine benzerlik gosteren parazitlerle karistirilabilmesinden ve kulttr
yonteminin sadece bu parazit icin 6zgil olmayip bircok parazitin besiyeri ortaminda
Uremesi nedeniyle yanlis pozitiflik elde edilmesinden kaynaklanmaktadir. Konvansiyonel
PCR’de negatif oldugu tespit edilen 6rneklerin QPCR’de pozitif oldugu gorilmustir. Bu
durum, PCR yonteminin QPCR yontemi kadar hassas olmamasindan kaynaklanmaktadir.
Kiltirden 6nce incelenen diski 6rneklerinde QPCR yontemi ile kiyaslanan yontemlerin
duyarliliklar ve 6zgulliikleri sirasiyla DHB ile %46 ve %93; TB ile %0 ve %99; PCR ile
%54 ve %100 olarak bulunmustur. Kiltirden sonra ise QPCR yontemi ile kiyaslanan
yontemlerin duyarhliklar ve 6zguillikleri sirasiyla DHB ile %67 ve %96; TB ile %33 ve
%98; PCR’de %67 ve %100 olarak bulunmustur.

Sonuc olarak; hasta ve kontrol gruplarina uygulanan konvansiyonel ve molekiler yon-
temlerin (DHB, TB, PCR ve QPCR) duyarliliklari ve 6zgdilliikleri karsilagtirldiginda 6nemli
bir fark oldugu g6zlemlenmis olup calisma konvansiyonel ve molekiler yontemler acisin-
dan, karsilastinldigr diger calismalari destekler nitelikte bulunmustur. D.fragilis'in tanisin-
da boyama yontemlerini degerlendirmek deneyim gerektirmekte, aksi takdirde sik yanlis
pozitif veya negatif sonuclarin elde edildigi goriilmektedir. Ayrica, daha kisa zamanda
kesin tani konulmasi ve tedaviye baglanmasi bakimindan QPCR yonteminin avantajli ol-
dugu, QPCR’In bulunmadigi durumlarda ise DHB ve konvansiyonel PCR yontemlerinin
birlikte kullanilmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Bu calismanin, Tirkiye'de Dientamoe-
ba lzerine yapilacak olan epidemiyolojik calismalarda verilerin ortaya konmasi ile bilime
katki saglayacagi dustinilmektedir. Ayrica, D.fragilis'in hayat dongusiinde; bulagsma me-
kanizmasinda ve tasinmasinda ¢ok fazla bilinmeyen olmasi sebebiyle ileri arastirmalarin
yapilmasi kanaatindeyiz.
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