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IMMUN YETMEZLIGI OLAN VE OLMAYAN ISHALLTI HASTALARDA
D/ENTAMOEBA FRAGIL/SIN GORULME SIKLIGININ ARASTIRILMASI VE GENOTIP
PROFILININ BELIRLENMESI

Z. Gllter Yalgin, Tip Fakiltes
Dokuz Eyliil Universites, Tibbi Parazitoloji AD. 35340 Balgova-Izmir

OZET

Dientamoeba fragilis, ¢esitli gastrointestial rahatsizliklara neden olabilen, tamsinin ise
oldukga gu¢ konabildigi bir kalin barsak protozoonudur. Bu tezde tlkemizde tam yontemi
henliz standardize edilmemis olan bu parazitin kalici boyama ve PCR yontemleri ile tamsinin
yapiimasi, bu iki yontemin karsilastirilmasi, parazitin gorilme sikligi Uzerine immun sistem
etkisinin arastirilmasi, ayrica parazitin genotip profilinin belirlenmesi hedeflenilmistir

Doksan immun yetmezlikli ve 202 immun yetmezligi olmayan, diyareli hastanin gaita
ornekleri demir hematoksilen boyama yontemi ve PCR ile incelenmistir. Genotip profili icin
RFLP yontemi uygulanmis, ayrica 18 pozitif 6rnege sekans analizi yaptirilmis, sonuglari
degerlendirilmistir.

Immun yetmezligi olan grupta demir hematoksilen boyama yontemi ile iki (%2.2)
olguda, PCR ile dort olguda (%4.4) D. fragilis pozitif saptanmstir. Immun sistemi saglam
olanlarda boyama yontemi ile %22.8 (46/202), PCR yontemiyle %24.3 (49/202) siklikta D.
fragilis saptanmustir. TUm olgular arasinda D. fragilis pozitifligi demir hematoksilen boyama
ile %16.4 (48/292) olup, PCR ile %18.2 (53/292) bulunmustur. Testler arasinda tutarlilik
kappa= 0.77 degeriyle oldukgaiyi olarak degerlendirilmistir. Diyare ile aralikl kabnzlik, gaz,
dispeptik sikayetler, perianal kasinti, Urtikeryal kasinti sikayeti ve periferal eozinofili bulgusu
olanlarda D. fragilis anlaml1 olarak daha yuksek bulunmustur. Onsekiz PCR Urintnun sekans
analizi yaptirilmus, izmir 1, izmir 2 ve izmir 3 olarak adlandirilan érneklerden izmir 1 ve 3
Genotip 1 grubunda, izmir 2 ise Genotip 2 grubunda degerlendirilmistir.

D. fragilis uygun tam yontemleri kullamildiginda, en sik gorulen parazitler arasindadir.
Nonspesifik gastrointestinal semptomlara sebep olmasi, tanisina 6nem verilmesi gerektigini

gostermistir. Fiksatifli 6rneklerin boyanarak incelenmesi hatta kronik diyareli ve immun



yetmezlikli hastalarda PCR yonteminin kullanilmasi gergek parazit sikligina ve parazit
hakkinda agiga cikmamus bilgilere ulasilmasini saglayacaktr.
Anahtar Kelimeler: Dientamoeba fragilis, immun yetmezlik, tam, PCR, genotip.



INVESTIGATION OF FREQUENCY AND DETERMINATION OF GENOTY PE
PROFILE OF DIENTAMOEBA FRAGILISIN DIARRHEAL PATIENTSWITH AND
WITHOUT IMMUNE DEFICIENCY

ABSTRACT

Dientamoeba fragilis is a protozoon of the large intestine, which may lead to various
gastrointestinal disorders and which is difficult to diagnose. As diagnostic procedure has not
been standardized in our country yet, the aim of this study is to diagnose D. fragilis by using
iron hemotoxylin stain and PCR methods, as well as to compare these methods, to study the
effect of immune system on frequency of parasite and determine genotype profile of the
parasite.

Stool samples from ninety diarrheal patients with immune deficiency and 202 diarrheal
patients without immune deficiency were investigated by iron hematoxylin staining and PCR
method. RFLP method was applied for genotype profile, 18 positive samples underwent
sequence analysis, and the results were evaluated.

In the group with immune deficiency, D. fragilis was detected in two (2.2%) cases by
the staining method, and in four (4.4%) by the PCR. Among the immunocompetent patients,
D. fragilis frequency was identified as 22.8% (46/202) using the staining method, and as
24.3% (49/202) using the PCR method. Among all cases, D. fragilis positivity was 16.4%
(48/292) with iron hematoxylin staining, and 18.5% (53/292) with PCR. The compatibility
between the tests was good (Kappa=0.77, p=0.000). D. fragilis was significantly more
prevalant in those with complaints of diarrhea accompanied by constipation, flatulence,
dyspepsy, perianal itch, urticarial itch and peripheral eosinophilia. Eighteen PCR products
underwent sequence analysis, and among the samples which were defined as izmir 1, izmir 2
ve Izmir 3; izmir 1 and 3 were evaluated in the Genotype 1 group, and izmir 2 in Genotype 2

group.



AsD. fragilis causes nonspesifik gastrointestinal symptoms, more importence should be
given for its diagnose. The use of permanent staining for fixated samples, and even use of
PCR method with chronic diarrhea or immundepressed patients will provide acsess to real
frequency of dientamoebiosis.

K ey words. Dientamoeba fragilis, immunodeficiency, diagnose, PCR, genotype



1. GiRiS VE AMAC

Insan kalin barsagimi infekte eden Dientamoeba fragilis (D. fragilis), sadece trofozoit
formu olan bir barsak protozoonudur. Trofozoit formu dayaniksiz olan ve kist formu da
olmayan D. fragilis, tim dinyada yaygin olarak goérdlmesine ragmen, tamsimn zor
koyulabilmesi nedeniyle az sayidaki merkez tarafindan izlenebilmektedir. Bu nedenle de
organizma ile ilgili bilgiler simirli ve tartismali kalmistir. Literatirde kommensal parazitler
arasinda yer almis olmakla birlikte ilk olarak tanimlandig1 1927 yilindan itibaren patojenitesi
ile ilgili raporlar mevcuttur. Son yillarda gittikge artan sayida kronik diyare etkeni olarak
gogerilen ve baska birgcok ciddi gastrointestinal semptomla hatta eriskinlerde kolit ile de
iliskilendirilen, patojenik protozoonlar arasinda kabul gordiigt arastirmalar yayinlanmaktadir
(1,2,3,4). D. fragilisin arastirildig1 topluluklarda prevalans: %1.4-19 arasinda gorulmektedir.
Hatta, kalabalik gruplarin birlikte yasadigi, kisisel hijyen aliskanliklarinin  olmadig:
topluluklarda prevalans %53 olabilecek kadar yiksek oranlarda gorulmistir (5,6) Parazitin
tanist igin gereken uygun yontemler kullamldiginda bir gok calismada B. hominis den sonra
ikinci siklikta, G. intestinalis'ten ise daha sik olarak gortlmektedir (7,8,9,10). Gunimizde
AIDS hastalarimin ve immunsupresif ilag kullanan transplant hastalarimin, sitotoksik ilag
tedavisi alan kanserli hastalarin giderek daha da artmasi nedeniyle immun yetmezlik
tablolariyla gelisen parazit enfeksiyonlari da 6nemli ve hayat: tehdit edici hale gelmeye
baslamstir (10). immun yetmezlik durumunda D.fragilisin klinik seyri konusunda hentiz
kesin bir bilgi sahibi olunmamakla birlikte, Mendez ve ark, 82 HIV (+) olguda %25.3
oraminda D. fragilis saptamiglardir (11). Bu calismada ele alinan temel parametrelerden biri,
ihmal edilmis bir protozoon olan D. fragilisin klinik dnemi gin gectikce daha fazla
vurgulanirken, yaygin bir dagilima da sahip olan enfeksiyonunun goérilme sikligi tzerine
immun sistemin etkisini arastirmaktir. Bu amagla goralme sikliginin daha fazla olabilecegi
disUndlen ishalli hasta populasyonu secilmistir. Calismamn dayandigi ana unsurlardan biri de
bu parazitin saptanmasinda en duyarli tamt yontemini belirlemek, bu konuda sinirl
calismalarin bulundugu polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemini standardize ederek
genotiplendirmesini yapmaktir. Parazitin gorilme sikligi Gzerine immun yetmezligin etkisini
degerlendirebilmek icin, immun sistemi saglam olanlarla, immun yetmezlikli ishalli hasta

populasyonunun karsilastirilmas: planlanmis ve her iki grupta boyali mikroskobik baki ve



PCR yontemi kullanilarak D. fragilis aranmasi ve PCR yontemi ile pozitif bulunan 6rneklerde

genotiplendirmenin de yapilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. TARIHCE

D. fragilisilk kez 1909’ da Wenyon tarafindan saptanmis olmasina karsin 1918’ de Jepps
ve Dobell tarafindan tamimlanmis ve isimlendirilmistir (12). isimlendirilmesinde cift
niikleuslu olmast ve diski ile atilimini takiben kisa siirede yapisimin bozulmasi 6zellikleri esas
alinmugtir.

Onceleri kommensal parazitler arasinda gosterilmis olup, 1927'den itibaren D.
fragilis in patojen olabilecegiyleilgili raporlar yayimlanmistir (12) .

Insan kalin barsaginin bir paraziti olan D. fragilis, taze preparatlarda hareketli olmas: ve
psbdopodlar1 ile amibe benzemesi nedeniyle baslangicta “Entamobidag” ailesinde
siniflandirilmistir. Dobell, 151k mikroskobu, boyama ve kuiltir yontemlerini birlikte kullanarak
yaptigi calismalarda, bu organizmadaki *“sentrodesmozomlari” fark etmistir ve kimes
hayvanlarinin bir paraziti olan kiltir ya da doku invazyonu sirasinda kamgisim kaybeden
trikomonad kamgilisi oldugu disunilen, Histomonas meleagridis (H.meleagridis)’ e buyuk
benzerlik gosterdigini rapor etmistir. 1953 de Grasse tarafindan Dientamobidae Entamobidae
ailesinden cikarilmstir (12). 1972'de, Trichomonas, Histomonas ve Dientamoeba’ nin ortak
antijenleri gel diftizyon ve immunoelektroforez yontemleri ile saptanmistir. Buna bagli olarak
Histomonas ile yakin antijenik 6zellikler gosterdigi, Trichomonas ile kismen iliskili oldugu,
Entamoeba histolytica ve Entamoeba invadens ile antijenik 6zellikleri bakimindan farkl
oldugu gosterilmistir (13). Takiben 1974'de elde edilen transmisyon elektron mikroskobik
goruntllerde, nukleus yapisinin trikomonad kamgcilisina benzedigi, ayrica artraktofor
(ekstranikleer mitotik ig) icerdigi, parabasal aparat benzeri organeli ile bélinme sirasinda
gorulen ekstranukleer igciklerin (resim 3,4) oldugu rapor edilmistir (14). Tum bu bulgularla
D. fragilisin trikomonad'larla iliskisi morfolojik agidan desteklenmistir (5,15). 1980’ de
“Trichomonadida” olarak, Histomonas, Monocercomonas ve Trichomonas ve
Hypermastigida ile birlikte ve superorder “ Parabasalidea’ da yeniden siniflandirilmistir (2,15).
1996'dan itibaren, Dientamoeba min taksonomik pozisyonunda molekiler teknikler
kullanilmigtir. Small subunit (SSU) rRNA gen sekanslarimin (rDNA) karsilastirmalar ile
filogenetik iliskiler saptanmis (2,16), D. fragilis in kamgisinin ve kinetozomunun tim yasam
dongulerinde kalici olarak kayboldugu ifade edilmistir (17,18).



2.2. TAKSONOMI
D. fragilisicin buglin gegerli olan simflandirma asagidaki gibidir (15);
Alem: Protista
Kok: Protozoa
Kok alti: Sarcomastigophora
Sinif Gstli: Mastigophora
Sinif: Zoomastigophora
Takim Usti: Parabasalidea
Takim: Trichomonadida
Aile: Monocercomonadidae
Cins: Dientamoeba
Tar: Dientamoeba fragilis



Filogenezis
Daha az korunmus olan “internal transcript spacer” (ITS) bdlgesinden yapilan ¢alisma
sonucunda filogenetik agac olusturulmustur (sekil 1).

inohatiug balvechoium 543

14¢7H
Hypoinoiiamormss acosia 3
— donooercomanas 5p. MBEB-2003
1ooe [ Ferfatichomonas homing PHET
10008 Trichiovrenieas waginahs TYI0-0Z2
—I S
Inichomunas terss He=1:MIH
1.00771
Tatratrichomonss 2p, 1985-2003
1 100"
Tairatrehnmanss galfoames TUMS
Trinptunongs 5p. LV2
10057
"y
Tachamanss nancasiorma R114
[~ Titnchomanas auisia T3
Intrichomonas suis TSM
1 ON7E

Tritrichcinovas moliensts USA MTTE

Trtnphomonas Mmefis KW

Dieniarmesha fragiis genolype 2

T OEE
Duerizmaeta fraguis genotyps 1
10056

RHimirrmanas edsagridis
0.1

Sekil 1. 5.8 rRNA sekans bdlgesine dayanan trikomonadlar arasindaki filogenetik iliski (19)

Munsch ve ark, H. meleagridisin “kist benzeri yapia” olarak tanimladiklar:
formundan elde ettikleri PCR Urunleri ile, korunmus kisimlar igeren 18S rRNA bolgesi ile
hem korunmus hem de korunmamis kisimlar iceren internal transkript bolgesini (ITS)
hedefleyerek olusturduklar: filogenetik agaclarda, bu formun H. meleagridis oldugunun
kesinlestigini ifade etmislerdir. Aym zamanda 18S rRNA ile elde ettikleri filogenetik
Ozelliklerde Histomonas ile iliskili trikomonadlar arasinda onceki filogenetik agaclara gore
anlamli bir farklilik olmadhgi, fakat 1TS bolgesi hedeflenerek yapilan filogenetik calismada



ise H. meleagridis ve D. fragilisin yakin akrabaligimin gozlenmedigi rapor edilmistir (20). H.
meleagridis kist formunun sekansi ve D. fragilis trofozoit formunun sekanslari ile elde edilen
bu sonucun D. fragilis'in yasam donguisii Uizerine de 151k tutabilecegi tahmin edilmektedir.

2.3. MORFOLOJI VE INCE YAPI

Ilk olarak 1918 de Jepps ve Dobell tarafindan taumlanan. D. fragilisin elektron
mikroskobik goruntileri i¢ yapisi hakkinda daha detayl: bilgi edinmemizi saglamistir Ancak
yapisini tammada en temel bilgiler, oncelikle 151k mikroskobu ile elde edilmistir. Tlk olarak
Jepps ve Dobell tarafindan farkli bir amip olarak tanimlanan D. fragilis, iki nukleuslu
yapisindan dolayr da “Dientamobea’ olarak adlandirilmigtir. Buna karsin  elektron
mikroskobik goruntllerinde, parabasalidlerin  (trikomonadida takimi) morfolojilerinde
izlenen, hidrogenazom, parabazal aparat ve atraktafor (ekstrantikleer mitotik lifler) benzeri
yapilar tammlanmistir (16).

| stk Mikroskobu ileizlenen genel morfoloji

Organizma, 5-15ul boyutlarinda, ince, yaprak gortinimuinde, hyalin olan pseudopoduyla
duzensiz ve oldukga aktif bir sekilde hareket eden kiresel, refraktil trofozoit yapisindadir
(5,12). Buglne kadar kist formu gosterilmemistir. Sitoplazmasi, endoplazma ve ektoplazma
olarak ikiye ayrilmaktadir (5,21). Besin vakuolleri, bakteri ve mantarlari icermekte olup,
endoplazmada siklikla ince graniller seklinde gorilmektedir. Lugol boya ile incelendiginde
endoplazmada glikojen depolar1 gorulebilmektedir (12). Nativ preparatlarda baslangigta
yuvarlak gorinimde olan trofozoitlerin, oda 1sisinda 5-10 dakika icinde yuvarlak sekilde
gorilmelerine neden olan paralizi durumlarindan kurtularak, olusturduklart timsek ve
cukurluklarla, karakteristik olarak fan seklinde hareket kazandig:i ifade edilmistir. Amip
trofozoitlerinden farkli olarak, endoplazmanin pseudopoda dogru akisi ve organizmanin
ilerleme yonundeki hareketi gorilmemektedir (5,12).

D. fragilis' in kiltrde 11-19 pum boyutunda oldugu ancak 40um’e kadar ulasabildigi de
rapor edilmistir. Kultlr preparatlarinda, hareketsiz, ¢cok sayida piring unu granilleri iceren,
refraktil cisim seklinde goralmektedir (ressim 1) (5,21).

D. fragilisin tamnmasinda karakteristik Ozellikte olan nukleuslar:, nativ ve Lugol
preparasyonlarda gorulmemektedir. incelenecek olan gaita drnegi pasajdan ayrildiktan sonra,
ilk 5-10 dakika icinde hazirlanmis olan preparatlarda trofozoitler tespit edilebilmektedir.
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Ancak kesin tam icin bu vyeterli olmayip, kalict boyama yontemi uygulanmali ve
preparatlardaki her bir nukleusun merkezinde yer alan 4-8 adet kromatin granullerinin
gorilmesi gerekmektedir. Nukleus ¢ap, trofozoit capina bagli degismekle birlikte genellikle
2um'dir. Trofozoitlerin, %80 ni iki nukleuslu olup bu nikleuslar genellikle birbirlerinden
uzak konumdadirlar. %20 trofozoit ise tek niikleuslu olarak rapor edilmistir (5). Nadiren 3-4
niikleuslu olarak da gorulebilmektedir (5,22).

Iki nikleus arasindaki yap:r Dobell tarafindan “birlestiren iplikcik” ifadesiyle
tammlamistir (resim 2) (5,14). Bunun hticrenin sentrozomlarin birlestiren (sentrodezmoz) ve
akromatik igcik baslamasina yol agan fibroz yap1 oldugunu ve tek nukleuslularda bu yapinin
gorilmedigini belirtmistir. Intranikleer bolinme merkezinden kaynaklanchgim ileri siriilen
bu yapilar “bolinme sonrast dezmoz” olarak ifade edilmistir (5,14). Champ’in, D. fragilisile
ilgili elektron mikroskop goruntilerini agikladig: ¢alismasinda, Dobell’in, nukleuslar1 kalici
olarak baglayan bu yapidan bahsettigi ve D. fragilis ile hindilerin patojeni olan Histomonas
meleagridis'in morfolojik benzerligini de ilk defa bu yapi ile karsilastrmus oldugu
belirtilmistir. NUkleus yakininda iki dal halinde izlenen bu ekstrantkleer lifleri (resim 2), daha

sonra elektron mikroskop goruntuleri ile de dogrulamuglardir (14)

Elektron Mikroskobu fle iZenen Ince Yapis:

Nukleuslar arasinda, polar kompleksten orjin alan ekstranikleer bir yap1 bulunmustur
(resim 2,3). Ekstranukleer lifler, yaklasik 30-40 mikrotubul igeren iki demet halindedir (resim
3). Birinci demet, nukleustan belirli bir uzaklikta iken, digeri nikleus bitisiginde, siklikla
nikleer kilif kismundadir. Mikrottbtller “polar kompleks®den orjin almaktadir (resim 3). Bu
yapida bir ¢ift atraktafor (resim 4) bulunmaktadir ve parabazal filamentler atraktaforlarin dis
yuzeyine dogru yanlamasina uzanmaktadir (resim 4). Golgi aparat kapsamindaki yapi,
filamentler Uzerinde uzanmakta ve trikomonad ve hipermastigotlardaki parabazal cisimcige
benzemektedir (resim 3). D. fragilisin nukleer yapisi Entamoeba lara nazaran trikomonad
kamgcililarina daha yakindir (resim 5). Kromatin cisim veya granuller siklhikla nikleusun
icinde gorultrler ve nukleer kilif iki membrandan olusur ve birgok por igerir (resim 5).
Kromatin cisimlerin belirgin olmadigi durumlarda, tipik olarak eksentrik bir nikleolus (resim
6) izlenmektedir ve bu gorintinin interfazdaki nikleusu temsil edebilecegi ifade edilmistir.
Elektron mikroskobu ile sitoplazmadaki “mikrocisim-benzeri” elektro-yogun inkltzyonlar
saptanmis  ve bu inkllzyonlar daha sonra “hidrogenozom” olarak tanimlanmustir.

11



Sitoplazmada ayni1 zamanda myelin, bakteri veya piring unu igerebilen sindirim grantlleri de
bulunmaktadir (resim 5,7,8). D. fragilis fagositoz ile beslenmektedir (sekil 7) ve artik Grtinler
ekzositoz araciligryla sindirim vakuollerinden atilmaktadir (resim 8) (5,14)

Resim 1. Kiltur ortaminda D. fragilis Resim 2. Ekstrantikleer lifler

Nay

Resim 3. Ekstranikleer lifler iceren mikrotibll demeti (Mt), polar kompleks (PC), parabazal

cisimcik (PB)
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Resim 4. Atraktafor (At), Parabazal flament (PF)

Resim 5. D. fragilis'in nikleus yapisi

Resim 8. D. fragilis'in ekzositozu

Resim 7. Fagositozla beslenme
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2.4. YASAM DONGUSU- BULAS YOLU

D. fragilisin yasam dongusu ve bulas yolu ile ilgili heniz kesin bir bilgiye
ulasilamamistir. Bazi galismalarda D. fragilis'in psodokist, prekist, “kist benzeri” formlar
rapor edilmis olsa da, daha sonraki calismalarda bu gérinimlerin dejenere trofozoit yapist
olabilecegi ifade edilmistir. Halihazirda kabul goren gorus, parazitin Kist formunun olmadigi
yonundedir (23). Birgok barsak protozoonunun kist formu ile tamamlanan yasam dongustinde
fekal-oral bulas yolu mevcuttur. Ancak D. fragilisin kist formunun gdsterilmemis olmasi ve
trofozoitlerinin de dis ortamda dayaniksiz olmasi nedeniyle, bulas yoluylailgili bilgiler hentiz
kesinlik kazanmamistir (5). Slard ve ark, kdltir ortaminda dizensiz, kalin zarli, olast kistik
yapillari faz kontrat mikroskobunda gostermis ancak kalici boyama yontemiyle
dogrulayamamustir. Blastocystis homins'in (B. hominis) kist formunun da kabul gérmesinin
ancak 1991’ de gerceklestigi dustnuldigtinde, bu slirecin uzun siirmesi olasidir. Chan’in ifade
ettigine gore Dobell (1940), Wenrich (1944), Knoll ve Howell’in (1945) gondllU insanlar ve
hayvanlar tzerinde yapilan enfeksiyonu bulastirma denemeleri basarisiz olmustur (5,12). D.
fragilis ile yakin filogenetik ve morfolojik iligskisinin gosterildigi, kimes hayvanlarinin
paraziti olan H. meleagridis'in tasinmasinda, nematod yumurtasinin aracilik ettigi buyuk
oranda kabul gormektedir. D. fragilisin de Ascaris lumbrucoides (A. lumbricoides) ya da
Trichuris trichiura (T. trichiura) yumurtalari araciligiyla evrimini tamamlamasinin soz
konusu olabilecegi ileri surulmustur. D. fragilisin bulas yolu ile ilgili detayli ¢alismalar
sonucu, Enterobius vermicularis (E. vermicularis) ile birlikteliginin beklenenden 20 kat fazla
oldugu rapor edilmistir. Bu bilgiye dayanarak, trofozoitlerin tasinmasinda E. vermicularis
yumurtalarinin rol oynayabilecegi disunulmastar (24) (Sekil 2) (25). Bu hipotezi dogrulamak
icin E.vermicularis yumurtalarinin kiltdr ortaminda agilmasiyla yapilan D. fragilisi izole
etme calismalarindan ve hayvan inokulasyon denemelerinden sonug alinamadig: bildirilmistir
(22). Bunakarsin Ochert’in, parazitolojik inceleme ile diskisinda D. fragilis in bulunmadigini
gbzlemledikten sonra, E. vermicularis yumurtalar: ile kendisini deneysel olarak enfekte ettigi,
bunu takiben, diskisinda mikroskobik inceleme ile D. fragilis'i saptadig: bilgisine ulagilmistir
(5,22,26). Menghi ve ark., E. vermicularis DNA’sin ekstrakte ettikleri PCR c¢alismasindaki
orneklerde D. fragilis DNA’sint gosterememislerdir (27). Bir baska calismada D. fragilis'in
birlikteligi, E. vermicularis ile %5 iken B. hominis ile %40.3 bulunmus ve sonug olarak

toplumlarda yiksek oranda gortlen enfeksiyonlarin rastlantisal birlikteliklerinin de yiksek
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olabilecegine isaret edilmistir (28). D. fragilis enfeksiyonunun E. vermicularis ya da diger

nematod yumurtalarin vektorligiyle tasinyor olabilecegi varsayimi hentiz dogrulanmamustir.

;
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Sekil 2. D. fragilis'in 6ngorulen yasam dongusti (25)

Sonug olarak, hijyen kosullarinin bozuk oldugu kres, yurt gibi kapal1 ya da yar1 kapali
topluluklarda goérilme sikliginin yiksek olmasi (6,29) D. fragilis enfeksiyonunun direkt
olarak fekal-oral yolla bulastigim gosterse de, bu bulasin nasil oldugu acikliga
kavusamamistir. Son zamanlarda H. meleagridisin kist formunun 11tk mikroskobu ve
elektron mikroskobuyla gosterildigi calismamin da katkistyla D. fragilis kist formunun
varligint arastiran ¢alismalarin hiz kazanabilecegi dustntlmektedir (30).

2.5. PATOGENEZ

D. fragilis'in patojenitesi ileilgili gok az veri bulunmaktadir. Son yillarda yapilan gesitli
arastirmalarda gastrointestinal  sisstem yakinmalarina neden oldugu ve tedavi ile bu
yakinmalarin  kayboldugu bildirilmistir (31,32,33,34,35). Bu konu ile ilgilenen birkag
arastirmacimin (Hakanssonn, Burrows, Ockert) sz konusu protozoonla kendilerini enfekte
ederek anoreksi, zayiflik gibi ¢esitli semptomlarla hastalandiklari, bazi arastirmacilarin ise
(Kean ve Yang) D. fragilisli ¢cok az hastada, yogunlugu haftalar icinde degisen kanli
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digskilama rapor ettikleri bildirilmistir. Proktit veya kolit sUphes ile gergeklestirilen
endoskopik incelemelerde mukozada spesifik olmayan makroskobik ve histolojik bulgular
elde edilmis, hemorajik diski ve entero-invaziv davrams agikliga kavusamamistir (3).
Kanada da enfeksiyon, %25 oramnda semptomatik olarak rapor edilmistir (1,36). YalmzcaD.
fragilis ile enfekte olan 35 ¢ocugun 32'sinde (%91) gastrointestinal bulgular gosterilmis,
hastaligin akut asamasinda diyare en sik gortlen bulgu iken, kronik asamada ise karin
agrisinin 6n plandaki bulgu oldugu rapor edilmistir (1,37). Asemptomeatik olgularin da varlig:
gbzonune alindiginda, bircok arastirmac D. fragilis in benzer morfolojide farkl: patojeniteye
sahip, patojenik ve nonpatojenik olabilen, heterojenik turlerin olabilecegine dair hipotezler
gelistirmistir (8). Molekiler diizeyde, “restriksiyon length polimorfizm” (RFLP) analizi
(38,39), sekans karsilastirmalart (19,40) ve “erime egrisi” analizleri (41) kullamlarak bu
heterojenite arastirilmistir. Erime egrisi analizi ile elde edilen dort farkli egri profili hastalarin
diyare tipleri ile iliskili bulunmussa da bu calismalar ile heniz kesin bir sonuca
ulagilamamustir.

D. fragilisin apendikste, akut sipuratif apendisitten, lenfoid hiperplazi ve hafif
fibrozise kadar degisen lezyonlara yol agtigi1 gorilmustir. Arastirmacilar, D. fragilis in distk
derecede irritan oldugunu ve fibrozis ile sonuglanan kronik inflamatuar reaksiyonlar
gelistirdigini ifade etmisler, ancak inceledikleri bu apendikslerde miks enfeksiyon oldugu
icin, fibrozise D. fragilisin sebep oldugu kesin olarak rapor edilememistir. Rektum ve
sigmoid kolonda inflamatuar degisikliklerin rapor edildigi calismalarda D. fragilis e eslik
eden baska organizmalarin bulundugu bildirilmektedir (5).

D fragilisin ¢gekumdan rektuma kadar olan mukozal kriptalar1 infekte ettigi ifade
edilmistir. Doku invazyonu yapmadig: bilinen D. fragilis'in kolon mukozasinda eozinofilik
inflamatuar yanmiti uyararak neden oldugu mukoza irritasyonu sonucu gelisen asirt mukus
salgilanmasi ve barsagin hipermotilitesi gibi etkilerle de kolit etkeni olarak ortaya cikabildigi
Uzerinde durulmustur (42,43,44)

Kronik diyaresi ve “protein enteropatis” olan hastada kalin barsagin histolojik
incelenmesi  sonucunda kollajenez kolit saptanmis, daha Onceki incelemeler ile de D.
fragilisin kalin barsak mukoza membraninda fibrozise neden oldugu bilindiginden, bu
hastadaki kollagenez kolit ile de iliskilendirilmistir (34). Sekiz haftalik bir yenidoganda
anoreksi, kusma ve diyare saptandigi bildirilmis, sigir ve soya proteinlerine intolerans
gosteren hastanin diyetinde siit ve soya proteinlerinin kisittanmasi ile yakinmamn azaldigi
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rapor edilmistir. Aym hastanin, 3 yasinda iken diyare ve kramp tarzinda karin agrilarinin
devam etmesi ve gatasinda mukus ve Iokostlerin saptanmast sonucunda yapilan
kolonoskopisinde, kolon hiperemik ve 6demat6z bulunmustur. Lamina propriada eozinofilik
infiltratlar gorulmis, granulomlar ve mikroabseler izlenmistir. Ulser ya da eksudat
gorilmemis olup, yapilan biyopside tim kolon normal mukozal yapida izlenmistir.
Eosinofiller ayrica mikroagregasyon boyutunda kripta epitelinde de izlenmistir. Eozinofilik
kolit olarak degerlendirilen hastamn diskisimin parazitolojik incelemesinde D. fragilis
saptanmus, tedavi ile birlikte hastanin semptomlarinin kayboldugu ifade edilmistir (4).

Fonksiyonel barsak bozuklugu olan ve organik bozukluk olmadan defekasyon ile iliskili
karin agrisi ve barsak aliskanliklarimin degisikligi olarak tammlanan irritable barsak sendromu
(iBS) etiyolojisinde B. hominis ve D. fragilisin rollerinin arastirildig calismalar yapilmustir.
D. fragilisin IBS benzeri kronik barsak bozukluklarina yol agmasi nedeniyle, D. fragilis i
hastalarin iBS olarak yanlis tam alabilecegi savunulmus IBS tamsi olan hastalarda, kontrol
grubuna gore daha yuksek oranda D. fragilis e rastladiklarim belirtmislerdir (45,46,47,48).
Ayni hipotezin laktoz intolerans: tanisi alan hastalarda da gecerli oldugu gérilmus, diyetinden
laktoz cikarilan hastalarin higbirinin semptomlarinda diizelme gorilmemis, laktoz intolerans
testi uygulandiginda cogunda pozitiflik saptamamisglardir (49).

D. fragilis antikorlarinin indirekt immunofloresan (I1F) ile incelendigi seroprevelans
calismasinda semptomatik, asemptomatik ve saglikli bireylerde genis oranda seropozitiflik
elde edilmistir (gruplardaki pozitif diltisyonlar sirasiyla; 80, 20-160, 10) (1,50)

2.6. KLINIK

Ilk kesfedildigi yillarda apatojen olarak nitelenen D.fragilisin ilerleyen yillarda
patojenitesi sorgulanmaya baglanmistir. Baska mikroorganizmalarin da eslik ettigi dizanteri
benzeri semptomlarin gosterildigi bazi calismalarda bu konudaki stpheler dile getirilmistir.
Chan’in belirttigine goére; Hakansson 1936 yilinda, siddetli koliti olan bir hekimde D.
fragilisi saptamis ve organizmanin sayica c¢oklugunun Kklinik semptomlarin siddetini
arttirdigim ve D. fragilis'in masum bir organizmadan daha fazlasi olduguna dair gorusunu
rapor etmistir. Ayrica Wenrich ve ark, 1937'de, Philedelphia daki tniversite 6grencilerinin
%4.3'Unun bu etken ile enfekte oldugunu ve bu oramin E. histolytica gorulme sikligina
benzedigi hatta D. fragilis ile enfekte olanlarin, E. histolytica ile enfekte olanlara gére daha
fazla klinik semptom gosterdigini bildirmislerdir (5,12)
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Genel olarak D. fragilis tamsim alan hastalarda yorgunluk, diyare, karin agrisi, gaz ve
yumusak diskilama sikayetlerinin oldugu, bu tabloya mide bulantisi, kilo kaybi, kusma ve
anal kasintinin eslik edebildigi, nadiren de ates ve gaitada kan tespit edilebildigi rapor
edilmistir (5,12,22). D. fragilisin potansiyel patojen olarak incelendigi 19 c¢alismadan
derlenen, yalmzca D. fragilis saptanan 187 kayitli olguda %46.2 oraninda diyare, %42.5
oraninda karin agris;, %22.6 oramnda mukus ya da kan igeren diski, %20.4’'inde mide
bulantis/kusma, %13.4'tGinde halsizlik/yorgunluk, %713.4'Gnde diyare-kabizlik tablosu,
%10 unda kilo kayb1 saptanmustir (31). Bir baska ¢alismada incelenen hastalarin %11'inde
anal kasint1 oldugu tespit edilmistir (40). Amerika da yapilan bir ¢alismada 237 D. fragilis
olgusunun %79 unun cesitli semptomlarla seyrettigi ve bunlarin ¢ogunda diyare ya da
yumusak digkilama yakinmalarinin 6n planda oldugu belirtilmistir (51). 2002-2004 yillarin
kapsayan 6750 hasta Orneginin incelendigi calismada, D. fragilis saptanan 60 hastanin
hepsinde klinik bulgularin mevcut oldugu, bunlardan 36’sinda D. fragilisin tek basina
goraldugu bildirilmistir. Bu hastalardan birinde kusma, birinde irritable barsak sendromu,
19'unda 2 haftadan uzun siren diyare saptandigi bildirilmistir. Bu galigmada kronik inatci
olgularin yayginligi vurgulanmistir (39). Turkiye' de D. fragilis saptanan 35 hastadan baska
etkenin eslik etmedigi 32'sinde, en sik olarak karin agrisi (%81.3), diyare (%71.9), istahsizlik
(%15.6), yorgunluk (%9.4) saptanmustir (40). Belgika'da D. fragilis enfeksiyonunda gorulen
klinik bulgularin oranlar;; %69.2 karin agrisi, %61.5 diyare, %15.4 kilo kaybi, %11.5
anoreksi, %11.5 anal kasint1 olarak kaydedilmistir (8). Misir’ da gerceklestirilen bir calismada
ise diyare ve karin agrisi gibi semptomlarin, nonpatojenik protozoanlarla karsilastirildiginda,
dientamobiasisde daha sik goruldigu bildirilmistir (52). D. fragilisin sorumlu oldugu bu
semptomlarin  uygun antiparaziter tedaviye yamt verdigi ifade edilmistir (8,31,32,33,
48,53,54,55).

Calismalarda semptomatik olgularin yam sira asemptomatik olgularin varligi da
bildirilmektedir (9,48,49).

Son yillarda organizmanin patojenitesine ait kanitlar gittikce deger kazamirken parazitin
tamisina 0nem verilmesi gerektigi ifade edilmektedir (2,35,56). Parazitin tamsi igin uygun
yontemlerin kullamldigi birgok calismada B. hominisden sonra ikinci sikhikta goraldiugi
(7,8,9,22,57), ayrica, hem prevelans hem de klinik bulgu agisindan G. intestinalis ten daha sik
goruldugt rapor edilmistir (7,9,29,56,58,59) D. fragilisin barsak rahatsizliklar1 arasindaki
sikliginin %4.5 diyarelilerde gorulme oranimin %2.0 oldugu bildirilmistir (59).
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Enfeksiyon eriskinlerde cocuklara gore daha sik gortlmesine ragmen, bazi yazarlar
cocuklarda D. fragilis enfeksiyonunun erigkinlerine oranla daha sik klinik semptom verdigini
ifade etmislerdir (3,9,29,37,48,60,)

D. fragilis aym zamanda periferal eozinofili, Urtiker, apandisit, kasinti, kolit, irritable
barsak sendromu ve HIV enfeksiyonlu hastalardaki diyare ile de iliskilendirilmistir
(5,11,12,61). D. fragilis enfeksiyonlu hastalarda varolan IBS benzeri semptomlar nedeniyle
bu olgularin yanliglikla IBS tanisi alabilecekleri ifade edilmistir (44,55). D. fragilis saptanan
ve aymt zamanda IBS tamsi alan 21 kisi etkene yonelik tedavi aldiktan sonra IBS nin de
iyilestigi ifade edilmistir (45). Aym durum laktoz intoleransi igin de vurgulanmuistir. Anoreksi,
kusma ve uzamis diyaresi olan 8 haftalik bir bebegin sigir ve soya proteinlerine intolerans
gogerdigi, ve 3 yasina geldiginde yapilan kolonoskopisinin “eozinofilik kolit” olarak
degerlendirildigi bildirilmistir. Daha sonra gaitasinin mikroskobik incelemesinde D. fragilis
gorulmesiyle, iodiquonal tedavisi verilmis ve hastanin semptomlarinin tamamen kayboldugu
gbzlenmistir. Bu olgunun 1siginda D. fragilisin allerjik kolitten ayirtedilemeyen klinik
semptomlar gosterebilecegine de dikkat cekilmistir (4)

D. fragilis gekumdan rektuma uzanan mukozal kriptalar: enfekte etmektedir. Genellikle
protozoal enfeksiyonlarda gortilmeyen eozinofili, D. fragilis ile enfekte ¢cocuklarin yaklasik
%50'sinde rapor edilmistir. (43). Kronik diyare ve “protein enteropatisi” olan bir hastamn
mikroskobik incelemelerinde D. fragilis goruldigi ve metronidazol tedavisine yanit verdigi,
hiperproteinemisinin hizla dizeldigi bildirilmistir (29)

Hastalarda semptomlarin bir hafta ile seneler arasinda degisen siregte gozlenebildigi
ifade edilmistir (22,48) Karin agrisinin karakteri, yerlesimi, siresi oldukca degiskendir.
Diskida kan genellikle gorilmemektedir. Diyare ve karin agrisimin siklikla birlikte gorilduga,
diyarenin hastaligin daha gok birinci veya ikinci haftasinda, karin agrisinin ise bir veya iki ay
sonrasinda baskin hale geldigi bildirilmektedir.

Diyaresi olan AIDSIi hastalarda, amibiasis ve giardiasis olgulari gibi,
dientamoebiosisin de rapor edilmekte oldugu ifade edilmistir. Ancak bu ¢alismalarda, normal
bireylerde oldugundan daha ¢ok patojenik oldugu ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir. D.
fragilis, diskida fazla sayida bulundugunda immun sistemi saglam hastalarda bile, siddetli
diyare etkeni olarak gorulebilmektedir. Bu nedenle, klinisyenlere HIV seropozitifligi olan
hastalar1 degerlendirirken diyare nedenleri arasinda D. fragilis i de dusunmeleri gerektigi
belirtilmistir (61,62).
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2.7. EPIDEMiYOLOJi

Son yillarda taisina daha fazla 6nem verilmesi sonucunda, D. fragilis'in tim dinyada
yaygin ve en sik gorilen parazitlerden biri oldugu ortaya ¢ikmustir. Cesitli arastirmalarda
sikliginin %1.2 (22) ile %52.5 arasinda degistigi rapor edilmistir (6). Kisisel hijyenin g6z ard:
edildigi kalabalik ve kapali ortamlarda daha yiksek oranlarda goruldugi ifade edilmistir.
Ornek alimi ve tamsina yonelik kullamlan yontemlerin farkliligi, enfeksiyon sikliginin
degisken oranlarda rapor edilmesinde etkili olmaktadir. Akil hastaneleri, askeri personel,
parazitoloji laboratuvarinda galisan saglik personeli ve misyonerlerde gortlme sikligimn daha
yuksek oldugu ifade edilmistir (5,12). Kismi ortak yasam alanlar1 olan dini bir grubun
incelenen gaita ornekleri sonucunda 81 eriskin Uyesinden 33'Unde (%41) D. fragilis
enfeksiyonu gorulmistir (6). Toronto’da, kreslerdeki cocuklarda ve personelde yapilan
parazitolojik incelemede, genel barsak parazitlerinin yayginligint sirasiyla %19 ve %14, D.
fragilisi ise her iki grupta sirasiyla %8.6 ve %4 olarak bulduklarini belirtmislerdir. Bu
calismada en yiksek dientamobiasis prevelansinin 7-10 yas grubunda, saptandig: bildirilmistir
(29) Mental retardasyonu olan ¢ocuklarin devam ettigi bir kurumda ciddi diyaresi olan 5-15
yas arasi gocuklarda, G. intestinalis ve D. fragilis enfeksiyon hizlarimin sirasiyla %24, %12
saptandig: rapor edilmistir (63). Hollanda da D. fragilis agisindan yas gruplarina gore yapilan
incelemede, en sik 5-14 yas grubunda goruldugi ve sikliginin %19.8 oldugu bildirilmistir. 14
yasina kadar olan ¢ocuklarda enfeksiyonun ¢ogunlukla semptomatik, eriskinlerde ise daha cok
asemptomatik oldugu da ifade edilmistir (64). D. fragilis sikliginin %3.4 olarak saptandigi
Italya da gergeklestirilen bir calismada, eriskinlerdeki oran %92 olarak belirtilmistir. Ayni
calismada kadinlarda erkeklere gore (sirasiyla %61.5-%38.5) daha yiksek oranda goruldigu
de rapor edilmistir (59).

Kalici boyama yontemi kullanilarak yapilan rutin gaita incelenmesi ile Kanada' da D.
fragilisin en sik gorulen parazitler arasinda yer aldigi tespit edilmistir (65,66). Manitoba’ daki
bir laboratuvar, calismalarim degerlendirme raporunda D. fragilisin B. hominis'den sonra
ikinci siklikta gordldigine dikkat c¢ekmistir. Ayrica bu arastirmada B. hominis ile olan
birlikteligi de vurgulanmistir. Diantamoebiosis gorilen hastalarin %50’ sinin 24 yasindan daha
genc oldugu bildirilmistir. insidans hizimin 5 yillik periyotta mevsimsel fark géstermemesinin
yaninda yaz-sonbahar aylarinda sularin kontaminasyonuyla artis gosteren patojenlerden farkl
bir seyir izledigi ifade edilmistir (7).
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Danimarka'da gastrointestinal yakinmasi olan hastalarda dientamoebiosis sikligini
arastirmak icin yapilan bir calismada, gaita 6rneklerinin sodyum asetat-asetik asit-formolin
(SAF) ile fiksasyonunu takiben boyal1 preparat ile incelenmesi ile D. fragilis sikliginin %11.6
bulundugu, fikse edilmeyenlerde ise parazitin saptanamadigi bildirilmistir. D. fragilis
saptananlarda yas ortalamasinin 20, saptanmayanlarin ise 40 oldugu ifade edilmistir. Bu
calismada D. fragilis'in, B. hominis'ten sonra ikinci siklikta goruldigli ve G. intestinalis'ten
de 6 kat fazla bulundugu bildirilmistir Gelismis, endUstrilesmis ve yuksek hijyen
standartlarina sahip bir Ulke olan Danimarka da bu parazitin endemik oldugu dustntlmustir
(57).

Ingiltere’ de, trikrom boyama yontemi kullanarak yapilan bir calismada, D. fragilisin
%1.3 oraminda tespit edildigi, aym orneklere kultir yontemi uygulandiginda ise bu oramn
%2.6'a yukseldigi ve buna dayanarak kilttr yonteminin, D. fragilis tant hizimi 6nemli oranda
arttirdig1 rapor edilmistir. Ayrica B. hominis'den sonra en sk gorilen parazitin D.fragilis
oldugu da ayni calismada belirtilmistir (65). Bu arastirmada o6rneklerin SAF fikatifi icine
aliinmamasinin  D.fragilis gorilme oranimin distk bulunmasina yol agmus olabilecegi
vurgulanmustir (23). Ingiltere' de, gastrointestinal sikayetler ile birinci basamak hekimlerine
bagvuran hastalarla 2002-2004 ve 2005-2007 yillari arasinda iki ayri1 periyotta yapilan
calismada, SAF fiksatifi igine alinarak yapilan trikrom boyama uygulamasiyla D. fragilisin
yayginhigi %15.6 olarak bildirilmistir (23). Umman'da SAF fiksatifi icine alinan gaita
orneklerine, trikrom boyama uygulandiginda D. fragilis prevalans: %5.1 olarak bulunmus ve
en sik gorulen parazitler arasinda ikinci sirada yer aldig: ileri surtlmustdr (22). Kaliforniya' da
yapilan gé¢cmen sagligi programi kapsamindaki rutin saglik taramasinda D. fragilis sikliginin
%3 olarak tespit edildigi ve G. intestinalis'ten sonra ikinci siklikta gorilen parazit oldugu
bildirilmistir (67). Ulkemizde yapilan calismalar gdzden gegirildiginde; Manisada bu
parazitin gorulme sikliginin %8.8 bulundugu ve tim parazitler iginde ikinci siklikta saptandigi
bildirilmistir. Ayrica bu galismada en yuksek gorildugl yas grubunun 8-15 oldugu da rapor
edilmistir. (68) Ankara da yapilan bir ¢alismada mertolin iyodin formolin (MIF) fiksatif igine
alinan gaita drneklerine trikrom boya uygulandigi, D. fragilis sikligimn %2.7 oldugu ve B.
hominis ve G. intestinalis ten sonra tigtincu siklikta saptandig: rapor edilmistir (69).

Hijyen kurallarina uyulmayan kalabalik populasyonda enfeksiyon sikliginin ¢ok daha
yuksek bulunmasi, enfeksiyonun yayilmasinda direkt olarak oral-fekal bulasi distindirmistir
ancak kist formunun olmamasi nedeniyle de bulas dongusu iyi anlasilamamistir (65).
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Parazitin herhangi bir sekilde suda veya cevre kosullarinda canli kalma 6zelligi yoktur.
Parazit hem kat1 hem de yumusak diskilarda gorilebilmektedir (70) Laksatif kullamminin ise
organizmanin cisariya atilimini arttirdig: ifade edilmistir (6,12,22).

Avusturalya' da 2002-2004 yillar1 arasinda 6750 hastanin incelenen gaita drneginin
yalmzca 60'inda D. fragilis (%0.9) pozitifliginin bulundugu rapor edilmistir. Bunlardan
6’ sinin (%10) deniz asir1 Ulkelere yolculuk Gykusunin bulundugu, birinin HIV ile enfekte
oldugu, digerlerinin ise immun sistemi saglam hastalar oldugu ifade edilmistir (38). Kuzey
Brezilya'da, 34 diyareli HIV seropozitif hastamn gaita 6rneklerinden yapilan incelemede,
hastalarin 11’inde (%32.3) Isospora belli (/. belli), ve I'er hastada (%3) Cryptosporidium
parvum (C. parvum), D. fragilis, Entomoeba histolytica (E. histolytica), Giardia lamblia (G.
lamblia) saptandigi bildirilmistir. Bu hastalarin, birinde 7. belli, D. fragilis ve
Ancylostoma/Necator yumurtasi, birinde G. lamblia ile T. trichiura yumurtasi, birinde E.
histolytica, Entamoeba coli (E. coli), Endolimax nana (E. nana), G. lamblia ve C. parvum
ookisti, tglinde T. trichiura yumurtasi, birinde T. trichiura ve mantar birlikteligi, birinde
Ancylostoma/Necator yumurtasi, birinde Strongyloides larvasi, birinde Strongyloides larvasi
ile A. lumbricoides ve Ancylostoma/Necator yumurtalar: birlikteligi olmak Uzere gesitli
helmint-protozoa birliktelikleri gorulmustir (61). Guneydogu Venezuela da 1997 ve 1998
yillar1 arasinda HIV seropozitif olan diyareli hastalarin gaita orneklerinin %57’ sinde barsak
parazitlerinin goruldigu bildirilmistir. Sirastyla B. hominis (%28.6), C. parvum (%22.8), I.
belli (%2.9), A. lumbricoides (%14.2), T. trichiura ve Ancylostoma/Necator (%8.6) saptandigi
rapor edilmistir (71). Arjantin’de 82 HIV seropozitif olan, diyaresi olmayan hasta ve 300 HIV
enfeksiyonu olmayan diyareli hasta grubu ile yapilan gaita incelemesinde, barsak
parazitlerinin HIV seropozitif olan hastalarda sik gorilmesinin istatistiksel olarak anlamli
oldugu bildirilmistir. Bu hasta grubunda saptanan parazitleri sirasiyla; %26.5 E. histolytica,
%16.9 /. butschlii, %25.3 D. fragilis, %51.8 B. hominis, %7.2 Criptosoridium spp ve %1.2 1.
belli olarak rapor etmiglerdir (11).

Gaitadan atilan D. fragilis sayisi, tim barsak parazitlerinde oldugu gibi, gtinden giine
degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle bir hastadan farkli zamanlarda 6rneklerin alinmasinin
tam agisindan 6nemli olduguna dikkat cekilmistir. Kalifornia da, 125 E. histolytica, 154 G.
lamblia ve 60 D. fragilis tamsint alan hastalardan alinan 6rnek sayilariyla ilgili yapilan
calismada, %13 Unde tek bir gaita Ornegi incelenerek, %19unda iki gaita Orneginin
incelenmesiyle ve %65’ inde Ug gaita Orneginin incelenmesiyle ve %6’ sinda da Ugten fazla
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gaita Orneginin incelenmesiyle parazitin saptandigi goralmistar (72). Bu konu ile ilgili
yapilan bir baska gdzlemde ise, 1.3x10’ olarak saptanan organizmanin, bir giin énce hic
saptanmamis oldugu fark edilmistir (31).

D. fragilisin tek olarak ya da diger parazitlerle beraber tespit edildigi calismalar, E.
histolytica ile karsilastirilmis ve E. histolytica’ nin tersine bir durum olarak D. fragilis' in %60
oraninda tek parazit olarak tespit edildigi rapor edilmistir (12).

Ayrica Grendon ve ark.min D. fragilis tam yontemlerini incelemek icin yaptigi
calismada, kalici boya yonteminin tim 6rneklere uygulanmasinmn tam hizim bes kat artirdig:
gogerilmistir (60). Kdltir yonteminin de tamdaki duyarliligi artirdigi ifade edilmistir.
Ockert’in hem boyama hem kultdr yontemi ile yaptig: iki ayr1 incelemenin ilkinde boyama ile
%3 olarak saptachigi D. fragilisi, kultir sonucu %35 saptadigi, ikincisinde de boyama
yontemiyle %1.97 iken kiltir yontemi uygulandiginda bu oramin %39.3 e yukseldigi ifade
edilmistir (5,73). Baska bir ¢alismada da kultir yontemi ile D. fragilisin iki kat daha sik
saptandig: ifade edilmistir (21).

2.8. TANI
q Direkt Tan1 Yontemleri
Mikroskobik Ydntemler
@ Kullanlan fiksatifler ve kalict boyama yontemleri
@ Kultdr yontemi
@ Faz kontrast ve karanlik alan mikroskobisi
@ Mikroskobik tamy: etkileyen diger faktorler

Molekller Yontemler
@ Molekiler tam
@ Molekiler epidemiyoloji ve genotiplendirme
@ Filogenetik calismalar
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q Indirekt Tam Yontemleri
Immunolojik yontemler (ELISA, IFAT)

Direkt Tam Yontemleri

Mikroskobik Y ontemler

D. fragilis'in laboratuvar tanisi, morfolojik yapisinin belirteci olan nikleus yapisinin
tanimlanmasiyla mumkuin olabilmektedir. Cogu kez iki, nadiren de tek bir nikleusu vardir ve
nukleusun merkezinde 4-8 pargali kromatin grantlleri bulunmaktadir. Bu nikleus yapist nativ
ve Lugol incelemelerde gorulmez, Ayrica kist formu yoktur ve trofozoitlerin de dis ortamda
hizla dejenere olmasi s6z konusudur. Bu Ozellikler; tamst icin diger protozoanlardan farkl:
yontemlerin uygulanmasini gerektirmektedir. Dogru tam icin, 6rnegin deneyimli uzman
tarafindan, barsak pasgjindan ciktigr ilk yarim saat icinde incelenmesi, ya da bu mimkin
olamiyorsa uygun bir fiksatif igine alinarak boyama yonteminin uygulanmas: gerekmektedir
(2,5,12,22,31,73,74,75,76)

Kullandlan Fiksatifler ve Kalic: Boyama Yontemleri

Intestinal protozoanlarda kullanilan “ Schaudinn” fiksatifi, polivinil alkol (PVA) ve SAF
gibi fiksatifler D. fragilis i¢in de kullamlabilmektedir. Gegici boyama igin pratik bir yontem
olan MIF metodunda fiksasyon ve boyama yonteminin birlikte uygulanmasina karsin, D.
fragilis in nukleusunun iyi boyanmadig: ileri sirtlmustur (5). Hem “Schaudinn” hem de PV A
fiksatifi, civa klorurlti (HgCl,) veya ginko silfatli (ZnSO,) hazirlanabilmektedir. Garcia ve
ark. yaptiklar: bir calismada ginko-stilfatli PV A ile yapilan trikrom boyamanin, morfolojik
yapiy1 goruntilemede civa-klorirlii PVA kadar basarili olamadigim ifade etmisler, buna
karsin paraziti saptama agisindan iki yontem arasinda bir fark bulunmadigim ileri
strmuslerdir (77).

Boya-fiksatif kombinasyonunun uyumlu olmas: parazit morfolojisinin tam olarak ortaya
¢ikmasi agisindan 6nemlidir. Genellikle PVA veya “Schaudinn fiksatifi” ile trikrom boyama
veya SAF fiksatifi ile demir-hemotoksilen boyama yontemi birlikte kullanimaktadir
(5,29,76). Ticari fiksatif ve boya kombinasyonlar: olan “Eco-fix” (formalin-civa igermeyen)
ve “Eco-stain” birlikte kullamminin, “Eco-fix” ve “Whesatley's trichrome” kombinasyonunu
karsilastiran bir calismada, ilk kombinasyonun ikinciye gore daha iyi sonu¢ verdigi
bildirilmistir (78). SAF fiksatifinin demir hematoksilen boyamaile iyi sonug vermesi, fiksatifi
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olusturan maddelerin digerlerine gore daha az toksik olmasi ve SAF 1n ¢oklastirma yontemi
icin kullanilabilmesi gibi avantajlart sonucu, SAF fiksatifi ile demir hematoksilen boya
birlikteligi tercih edilmektedir. Ayrica demir hematoksilen boya proseduriine “coccidian
protozoanlar” igin “asit-fast boyasi” ve mikrosporidium igin trikrom boyasimn ikincil bir
boya olarak eklenmesiyle, tUm barsak parazitleriyle aym anda bu mikroorganizmalarin
boyanmasi saglanabilmektedir (75). Bu durum laboratuvar calismasina kolaylik ve pratiklik
ayricaislevsellik kazandirdigi gibi zaman kazanci ve ekonomik tasarruf da saglamaktadir.

Van Gool ve ark. Hollanda da parazitolojik baki icin “Uclii feces test” (Triple feces test-
TFT) seklinde gelistirdikleri yontemle, hastadan ardisik ¢ gun iginde toplanan orneklerin,
SAF fiksatifli kap icine de ainmasiyla, parazitin barsak pasajindan c¢iktigi haliyle
incelenmesini saglamislardir. TFT; ikisi SAF fiksatif solusyon igeren, biri de bos olan tg kap
icermektedir. Hastadan diski 6rnegini, birinci gun, icinde SAF olan TFT1'e, ikinci gin bos
olan TFT2'e, Gglncl gun de tekrar icinde SAF olan TFT3'e aktarmasi istenmis ve SAF
fiksatifli Ornekler “chlorazol black” boyasi ile boyanmistir. “Chlorazol black boyasi”,
basamaklarinin kisaltilmis olmasi ve birgok preparatin ayn anda boyanmasini sagladig igin
tercih edilmistir. Bu testin intestinal protozoanlar: tammlamada etkili oldugu ifade edilmis,
buna ek olarak, direkt baki ve konsantrasyon metotlarindan daha iyi bir inceleme yontemi
oldugu da savunulmustur (74). Kuzey Amerika'da, Ingiltere’ de cok az laboratuvarda ve
Avrupa ulkelerinin bazi hastanelerinde SAF fiksatifi ile demir hematoksilen boya veya PVA
fiksatifi ile trikrom boya kombinasyonlar: kullanilmaktadir. Birgok laboratuvarda bu fiksatif
ve boyalarin bulunmamast nedeniyle, fekal protozoanlart da boyayabilen hizli ve pratik
boyama yontemleri, “Giemsa’ ve “Leishman’s’ boyalar: kullamlabilmektedir. D. fragilis ve
B. hominisin kalici boyama yontemi ile incelendigi bir calismada, D. fragilisin direkt
incelemelerde yuvarlak ve refraktil gorinim vermesi, nikleus yapisimin gorilememesinin
yam sira B. hominisin de morfolojik ¢esitliliginin ayirict tamda zorluklara yol agmasi
nedeniyle iki paraziti birlikte boyayan hizli ticari tam Kitlerinin kullanilabilecegi ifade
edilmistir. Mikrobiyoloji labarotuvarlarinda genellikle serebrospinal sivi ve diger sivilardaki
alyuvar hicrelerini ayirt etmekte kullanilan hizli tam kitlerinin, gaita 6rneklerinde mevcut
trofozoitleri de saptamada kullanilabilecegi ileri sirilmistir Direkt bakida yuvarlak, refraktil
hicrelerin gorilmesi sonucunda hazirlanan preperatlarin “Diff-3 kit” (GCC Diagnostics,
Sandycroft, Flintshire) ile boyandigi ve hizli tamda kullanilan “Giemsa” ve “Leishman’,

“Field” ile karsilastirilabilir sonuglar alindig: bildirilmistir (79).
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Kalici boya yonteminin sadece yumusak ve ishalli digkilara degil tim Orneklere
uygulanmasi ile parazit saptanmasimin bes kat arttigi gosterilmis, boylelikle kalict boyama
yonteminin tamdaki dnemine dikkat gekilmistir (60).

Faz Kontrast ve Karanl:k Alan Mikroskobis

D. fragilis trofozoitlerinin bazen, Entamoeba hartmanni ve Endolimax nana'yi
dustunduren aktif ve ilerleyici pseudopod hareketi mevcuttur. Ancak bu hareket, testere dis
gorinimu ve yaprak seklindeki lobopoduyla intestinal amiplerinkinden farklidir ve taze
preparasyonlarda D. fragilisin taninmasint saglayan karakteristik yapidadir. Faz kontrast
veya karanlik alan mikroskobi yontemi pseudopod hareketinin daha iyi fark edilmesini
saglayabilmektedir (12,73). Ancak taze preparasyonlarinin tamda kullanilabilirligi, D. fragilis
trofozoitlerinin morfolojik yapisimin hizla dejenere olmasi nedeniyle sinirlidir.

Kaltar Yontemi

Salin-iyodine ile yapilan direkt mikroskobik baki yontemi, pratik ve basit olmasi
nedeniyle labarotuvarlarda en sk kullamlan yontemdir. Ozellikle, konak barsagindan
ayrildiktan sonra hizl1 bir sekilde dejenere olan D. fragilis tamsi i¢in bu yontem, ancak
orneklerin gecikmeden incelenebildigi durumda gegerlidir. Vicut disinda bir saati gegen
siirede trofozoitler direkt tanm agisindan 6nemini yitirmekle birlikte canliliklarint sirdirmekte
ve kultire edilebilmektedir (12). Sawangjaroen ve ark, pozitif kiltirlerin oda isisinda 24 saat
beklemis, +4°C de ise 10 saat beklemis gaita Orneklerinden elde edilebilecegini ifade
etmislerdir (21). Bir baska calismada, oda 1sisinda ya da buzdolabinda 24 saat bekletilen
orneklerin Robinson besiyerine ekilmesi ile pozitif sonug elde edildigi ifade edilmistir. Konak
disinda canli kalma siresinin 6rnek 6zelliklerine bagli olabilecegi disunulmistir. Nisasta
igerigi zengin olan gaita 6rneklerinde D. fragilis trofozoitlerinin daha uzun stre canli kaldig1
ve odasisinda 48 saat bekleyen drneklerden dahi izole edilebildigi rapor edilmistir (65).

D. fragilis, intestinal protozoonlarin kilturiinde kullamilan gesitli ksenik besiyerlerinde
monofazik ya da bifazik olarak Ureyebilmektedir ancak aksenik kultirde Uretilememistir.
Ksenik besiyerlerinin hepsinde, piring unu, bakteriler icin karbonhidrat gereksinimini
saglamaktadir (5). Balamuth’un olusturdugu monofazik sivi besiyerinde tim entamoeba
suslari, kamgililar ve D. fragilis cogaltilmistir. D. fragilisin diksenik kalturt gelistirilmis ve
ticari olarak (Bi/pa) kullammma sunulmustur. Bu besiyerindeki bakterilerin Klebsiella
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pneumoniae (K. pnemoniae) ve Clostridium perfiringes (C. perfiringes) oldugu ifade
edilmistir ancak bu susu kullanan Chan, anaerobic bakteriyi Bacteroides vulgatus (B.
vulgatus) olarak izole ettigini bildirmistir (1). D. fragilis i¢in uygulanan kiltur yontemleri
genellikle boyama yontemleri ile karsilastirilmistir. Bazi kosullarda D. fragilis'i boyanmisg
preparatlarda dahi ayirt etmek zor olabilmektedir. Cogunlukla tek nikleuslu trofozoitlerin
bulundugu preparatlarda, nikleus grantllerinin kendine has olan 6zellikte gbrilmemesi veya
bu granillerin boya artiklar: ile drtilmesi sonucu E. nana trofozoitleri ile karismas: stz
konusu olabilmektedir. E. nana trofozoitlerinin atipik nikleus yapi1 6zelligi, iki nikleuslu
trofozoitlerinin de olmasi ya da niikleofg] ile kolonize (hiperparazit) olmalar1 da buna neden
olabilmektedir. Aym zamanda B. hominisin de cift nukleuslu yapilari, boyanmis
preparatlarda D. fragilis trofozoitleri ile karigabilmektedir (21,76). Kiltir yontemi, boyali
preparatlart degerlendirecek deneyimde uzmamin olamadigi laboratuvarlarda veya boyal1
preparatlardaki diger mikroorganizmalarla karistigi durumlarda D. fragilis tamsina katki
saglamaktadir. Ayrica yapilan calismalarda kalici boyama yontemine gore daha sensitif
bulunmustur (73,79). D. fragilisin tamsi igin kiltirin en guvenilir yontem oldugu ifade
edilmistir. Almanya da 3670 cocugun gaita drneginden hizli boyama yontemi ile yapilan
calismada D. fragilis oramt %0.6, cocuklar Uzerinde yapilan bir baska calismada ise %3
bulunmustur. (12,73). Bu iki calismada da, boyama ve kultir yonteminin birlikte
kullanilmasiyla D. fragilis sikliginin %35’ e yikseldigi goralmuistar.

Dobel’in, D. fragilisi in vitro olarak en kolay izole edilen ve cogaltilan barsak
protozoonu olarak tammladigi ve egimli kat1 fazimi olusturan at serumu ile yumurta aki, piring
unu eklenmis Ringer solusyonu ile birlikte olusturulan difazik besiyerinde, diger
protozoanlardan farkl: olarak, en iyi 41°C’de iiredigini ifade ettigi rapor edilmistir (5,12,80).
Ockert’in ise, kat1 fazda koaglle insan serumu kullanarak bu yontemi modifiye ettigi ifade
edilmistir (12,73). Organizmay: izole etmek ve gogaltmak icin Ringer soltsyon igine %5-10
sigir serumu ve piring unu ekleyerek elde edilen sivi besiyeri de kullanilabilmektedir.
Izolasyon kiiltirlerinin bazen sinirladigi optimal  bilylimeyi, idame Kkiiltiirlerin ortadan
kaldirabilecegi belirtilmis, primer kilturde %40 pozitiflik yakalamrken, ilk subkultirde bunun
%80'e ulastigi, ikinci de ise %100'e ulastigi ancak subkilttrler ile yapilacak tam
calismalarinin, pratikte uygulanabilirliginin az oldugu ifade edilmistir (5,12,65,73,80).
“Modified Boeck ve Drbohlav’s’ (MBD), “TY SGM-9” ve “Entamoeba besiyeri” olmak tizere
3 farklt kiltdr yonteminin karsilastiriimas: sonucunda da MBD besiyerinin D. fragilis'i
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saptamada daha uygun bulundugu rapor edilmistir (21). Windsor ve ark. rutin mikrobiyolojik
analiz uygulanan gaita 6rneklerinin timund “Robinson besiyering” ekmisler ve elde ettikleri
sonuclar: trikrom boyama ile karsilastirmiglardir. Kiltirde %2.6 D. fragilis tespit edilirken,
trikrom boyama ile %1.3 de tespit edilebildigi bildirilmistir (65).

Besiyerinde Uretilen D. fragilis trofozoitleri, 48 saat inkiibasyon sonrasi, yuvarlak,
sitoplazmalarinda ¢ok sayida piring unu gorulen refraktil hiicreler olarak izlenmektedir. Oda
1sisinda 10 dakika kaldiginda yavas, dizensiz, kisa pseudopodlar gorilmektedir. Degisken
boyutlarda ve refraktil yapiya sahip olmalar1 nedeniyle B. hominis ile karissa da D. fragilis
trofozoitlerinin icinde piring unu grandllerinin olmasi;, B hominisden ayirt edilmesini
saglamaktadir. Amipler de aynmi besiyerlerinde Uremektedir ancak D. fragilis'in karakteristik
hareketliligi ayirici tamda 6nemlidir (5).

Mikroskobik Tanzy: Etkileyen Diger Faktorler

Trofozoitlerin barsak pasai disinda ¢abuk bozunmas: tamyr guclestiren 6nemli bir
faktordur, buna ilave olarak Onerilen fiksasyon ve kalict boyama yontemlerinin
uygulanmamas: ve gaitadaki parazit sayisinin gunlere gore degiskenlik gostermesi de bu
parazitin tanisim olumsuz yonde etkilemektedir (21,31). Kilo kaybetme ve periyodik ndbetler
seklinde siddetli karin agrisi, mide bulantisi ve gugsiizlik sikayetleri olan 9 yasindaki bir kiz
cocugundaki gastrointestinal semptomlarimin D. fragilisile iligkili olabilecegi dustnilmis ve
farkl glnlerde alinan birden fazla gaita drnegi incelendiginde, yedi Ornegin ikisinde D.
fragilis tespit edildigi bildirilmistir. Etkene yonelik 10 gunlik tedaviden sonra hastanin kilo
almaya basladig1 ve semptomlarinin iyilestigi rapor edilmistir (31).

Molekuler Yontemler

Molekuler Tan:

D. fragilisin mikroskobik tamsina iliskin yukarida sayilan zorluklar nedeniyle,
molekuler biyolojik tekniklerin yiksek sensitivite ve spesifite potansiyeline sahip uygun
alternatif yontemler oldugu ifade edilmistir. interspesifik cesitlilikler gosterse de ribozomal
DNA (rDNA) bolgesinin her yerde bulunmasi ve dogada korunmus DNA sekanslarim
icermesi nedenleriyle, PCR tekniginde uygun hedef bdlge oldugu ifade edilmistir. Bu yizden
S0z konusu bolgeler hem filogenetik analizlerde, hem de tamda kullanilmaktadir (81).
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Mikroskobik olarak 60 pozitif D. fragilis ornekle yapilan konvansiyonel bir PCR
calismasinda, 54 gaita 6rnegin ekstraksiyon ve amplifikasyonun gergeklestigi, 6 0rnegin ise 7
gunden fazla bekledigi icin ekstakte edilemedigi ileri sUrilmistir. 54 Ornekten 50'sinde
beklenen buyutklukte bant elde edildigi bildirilmistir (39). Vandenberg ve ark.nin yaptigi
calismada mikroskobik bakida D. fragilis pozitif bulunan ve saklama kosullar1 PCR galismast
icin uygun olan 15 6rnekten 9'unun PCR ile de pozitif bulundugu belirtilmistir 6 6rnegin PCR
sonucunun basarisiz olmasinin, uygun olmayan depoloma kosullarina ya da ekstraksiyon
prosedurundeki gecikmeye bagli olabilecegi ifade edilmistir (8).

Johnson ve Clark tarafindan yapilan calismada; cesitli nedenlerle parazitoloji
laboratuvarina basvuran hastalara ait digkilarin nativ incelemesi sonucu trofozoit saptadiklar:
17 Ornege, nukleus yapisim gosteren hizli bir boyama metodu olan Leishman boyay:
(Romonowski boya benzeri) uyguladiklarini, bunlardan ¢ift nikleus saptadiklarini Robinson
besiyerine ektiklerini bildirmisler, ardindan bu érneklerin 9'unda “Trichomonad SSU rRNA”
genini amplifiye ettiklerini ifade etmiglerdir (82). Windsor ve ark. kultir yontemi ve kalici
boya yontemi ile saptadiklarr 43 D. fragilisli hastadan DNA ekstraksiyonunu
gerceklestirdiklerini ve sadece 33 tanesinde trikomonad SSU-rDNA genini amplifiye
edebildiklerini rapor etmiglerdir. 43 drnegin 5 inde DNA’nin amplifiye olmadigi, 5'inde de
cok kicuk Uriin elde edilmesi sonucunda tiplendirme yapilamadig: belirtilmistir. Bu sorunun
DNA ekstraksiyonun gaita orneginden elde edilmesiyle ilgili olabilecegi dustnilmuUstdr.
Gaitadaki cesitli inhibitor faktorlerden kaynaklanabilecegi dustnidlen bu durumun, pozitif
kilturlerin idame pasajlarinin yapilmasiyla ¢oziimlenecegi ifade edilmistir (83). Peek ve ark
cok sayida gaita Ornegi ile calisirken kiltr yonteminin molekiler yontemler igin uygun
olamayacagini ifade etmislerdir. Bu nedenle mikroskobik olarak pozitif bulunan 11 gaita
ornegini -20 °C sakladiklarim ve sonrasinda DNA ekstraksiyonunu gergeklestirdiklerini
belirtmiglerdir. Toplam 11 6rnegin sadece 3'lUnden elde edilen Urinde beklenen boyutta
amplifikasyon elde ettiklerini, tim hasta drneklerinde ise gok miktarda nonspesifik bantlarin
goruldigunu belirtmislerdir. Bu sonugla, D. fragilis tamsi igin, o zamana kadar tek rapor
edilmis PCR metodunun, tire spesifik olmadigim ve gaita oOrneklerinin  direkt
amplifikasyonunda etkisiz kaldigim ifade etmislerdir. Bunun Uzerine D. fragilis SSU rRNA
genini hedef alan primerler gelistirdiklerini, her bir 6rnekteki ~0.1 D. fragilistrofozoitini veya
10 plazmid kopyay: PCR tant limit esdegeri olarak saptadiklarinm belirtmislerdir. S6zkonusu
calismada, kalin barsakta yerlesen D. fragilis in aralikli olarak barsaktan atiliminin PCR ile de
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tespit edildigi bildirilmistir. Arcigik Gg guin TFT1, TFT2, TFT3 olarak (Ugll fegestest - TFT1
ve TFT3 fiksatifli, TFT2 fiksatifsiz-) alinan gaita 6rneklerinden TFT1 ve TFT3'e mikroskobik
tani, TFT2 icindeki fiksatifsiz ornege de PCR uygulandig: ifade edilmistir. Eger hem TFT1
hem de TFT3 pozitif ise PCR uygulanan TFT2 nin pozitiflik oraninin %74 bulundugu, eger
mikroskobik olarak sadece TFT1 veya TFT3' den birinde pozitiflik varsa TFT2' nin PCR ile
pozitiflik orammin %18 saptandig: bildirilmistir (38). Stark ve ark, D. fragilisin SSU rRNA
genini baz alarak olusturduklar: konvansiyonel PCR ydntemiyle, mikroskobik bakida pozitif
olan 31 6rnekten 29'unu PCR’da da pozitif saptadiklarini ve diger protozoanlarla garpraz
reaksiyon olusmadigim bildirmisler, PCR protokoltnun spesifitesini %100, sensitivitesini
%93.5 olarak aciklamglardir. Calismadaki DNA  ekstraksiyonunun, dogrudan gaita
orneklerinden gerceklestirildigi, boylece parazitin kiltire edilmesinden kaynaklanan teknik
zorluklarin 6nuine gegildigi rapor edilmistir (81).

izleyen calismalarda ise D. fragilis in DNA’sinin real-time PCR yontemi ile %100’ |tk
sensitivite ve spesifite ile elde edildigi ifade edilmistir. Bunun sonucu olarak, tant igin
kullanilan zamam ve kontaminasyon riskini azaltmas: yonuyle real-time PCR'in
konvansiyonel PCR’'a gore daha ¢ok avantgja sahip oldugu vurgulanmstir (84,85,86). D.
fragilisin altin standart tamt yontemini belirlemek icin, calismaya alinan tim gaita
orneklerine, kalict boyama yontemi, kultir yontem, konvansiyonel PCR ve real-time PCR

yontemleri uyguladiklarint bildirmislerdir. Sonuglar;

sengitivite spesifite
Real-time PCR (35/650) %100 %100
Konvansiyonel PCR (15/650) %42.9 %100
Kultdr yontemi (MBD)* (14/650) %40 %100
TYM-9kltur u (10/650) %28.6 %100
Kaha boyama ile mikroskobi yontemi (12/650) %34.3 %99

Sekil 3. Karsilastirilan D. fragilis tam yontemlerinin spesifite ve sensitiviteleri (84).
*MBD (modifiye Boeck ve Drbohlav besiyeri)
D. fragilis in enfeksiyonunun bulas yolunu arastirmak igin hem E. vermicularis hem de

D. fragilis ile enfekte bireylerde gerceklestirilen PCR calismasinda E. vermicularis yumurta
DNA'si ekstraktlarimin D. fragilis'i tammmlamadhig: ifade edilmistir (27).
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Molekller Epidemiyoloji ve Genotiplendirme

D. fragilis'in epidemiyolojisini ve genetik farkliligim ortaya koymak icin de molekiler
yontemler kullamilmaktadir. PCR-RFLP gendeki mindr varyasyonlar1 saptayan bir metottur.
PCR kullarilarak ribozomal gende yapilan RFLP analizi ile arastiricilar genotipl ve genotip2
olarak iki farkli genotip gostermislerdir. Genotip2 ¢ok nadir gérilmis olup sadece “American
Type Culture Collection” (ATCC) susu Bi/pa’da ve 2 yasindaki Avustralya'li bir erkek
cocukta gogterilmistir. ATCC susu ¢alismalarda pozitif kontrol olarak kullamlan sus olup, 2
yasindaki erkek cocuga ait olan 6rnek disinda, bu konudaki ¢alismalarin bitinini kapsayan
ornekler, genotipl olarak gosterilmistir. Elde edilen D. fragilis 6rnekleri ile Bi/pa susunun
SSU rRNA genotip sekanslarint karsilastirmiglar ve bu iki genotip sekansi arasinda %2
farklilik oldugunu hesaplamislardir (82). Stark ve ark, Avustralya izolatlarimin SSU rRNA
bolgesinin sekansi ile ATCC Bi/pa susununki arasinda % 4 oranminda farklilik elde ettiklerini
belirtmiglerdir. Ayrica bu populasyonda, D. fragilis SSU rRNA’sinda ¢ok az degiskenlik
oldugu da gosterilmistir. ATCC Bi/pa susunun bu Kklinik érnekleri temsil eémemesinin nedeni,
bu izolatin in vitro kultlr ortamina adapte oldugu ve diger “vahsi” tiplerden farkli olabilecegi
sekliyle agiklanmustir (39).

Genotip calismalar1 ile E. histolytica/dispar’da oldugu gibi ayn: morfolojideki
organizmalarin klinik etkideki farkliliklarint ortaya koymak amaglanmistir. SSU rRNA geni
tamsal PCR analizinin sensitivite ve spesifitesi agisindan yararli olmustur, ancak bu
genotiplendirmeler epidemiyolojik olarak yararli olmamus, klinik farkliliklar bu iki genotip ile
tammlanamamustir.

Klinik tablodaki farkliligir tammlayabilmek igin D. fragilis'in ITS-1 bolgesi, molekiler
epidemiyolojik marker olarak kullanilmistir. D. fragilisin 1TS1 bdlgesi sekans
kromotogramindan sadece C nikleotid piklerinin analizi ile C-profilleri olusturulmustur. D.
fragilisin ITS-1 Dbolgesindeki intragenomik varyasyonu karakterize edilmis ve
tammlanmistir. Bu boélgenin oldukgca degisken oldugu saptanmis ve 11 farklhi allel
gogerilmistir. Bundan baska D. fragilisin her iki genotip rRNA’sinin ITS bolgesindeki
varyasyonu gosterilmis, aym zamanda her genotipte olan heterojenite de gosterilmistir. Buna
ragmen fazla miktardaki AT igerigi ve D. fragilisin intragenomik varyasyon cesitliligi
yuzinden bu tekniklerin ITS sekanst ile tatmin edici sonuglar alinamamustir (41). Benzer
sekilde, Windsor ve ark. ayni D. fragilis suslarinin sekans kopyalar: arasindaki ¢ok sayidaki
varyasyonu gostermislerdir (87).
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Bir baska calismada, D. fragilisin genetik varyasyon olasiligi, SSU rRNA genini
amplifiye eden PCR ile yuksek ¢ozinurluklt erime egrisi (HRM) kullanilarak arastiril mistur.
DNA cift sarmalin ayrilmasi, klasik olarak yavas 1sinma sirasindaki ultroviyole absorbans ile
moniterize edilmektedir. Bu amagla genellikle Urtnleri erime sicakliklart “melting
temperature” (Tm) ile tammlayan DNA cift sarmalim ortaya koyan boyalar kullanimaktadir.
DNA erime egrisi analizinin guicti sarmalin ayrilma duyarliligina baglidir. Her 6rnek igin elde
edilen floresan oram en tepedeki ve en alttaki sicaklik degerlerinin floresan oranlarimn
hesaplanmasiyla olugsmaktadir. Farkli genotipler, normalize edilen erime egrileri arasindaki
floresan farklhiligin isaretlenmesiyle kolayca ayirtedilmektedir. Normalize edilen ve 1st
degisimiyle isaretlenmis ayni drnekler dort gruptatoplamis, elde edilen profil ve diyare tipleri
arasindaki iliski bulunmustur. Hastalarin ¢ogunun, profil 1 (%73.4) ve profil 4'de (%75)
oldugu ve bu hastalarin kronik intermitten diyare sikayetlerinin oldugu goralmusttr. Profil
2'deki hastalarin akut diyareli, Profil 3'dekilerin ise konstipasyon-diyare degisimiyle giden
hastalardan olustugu gozlenmistir (42).

Filogenetik calzigmalar:

1996’ dan itibaren D. fragilisin taksonomik pozisyonunu belirlemek icin molekiler
teknikler kullamlmaya baslamistir. Filogenik iliskiler SSU rRNA gen sekanslari
karsilastirilarak olusturulmaktadir. Silberman’in olusturdugu molektler filogenezis birgok
trikomonad ile cesitli Okaryotlarin ve D. fragilisin SSU rDNA sekanslarinin tamamini
kapsamaktadir (16). Tum filogenetik calismalar D. fragilis'in trikomonadlarla yakin iliskili
oldugunu gostermektedir.

Trikomonal beta-tubulin geninin aminoasit sekansina dayanan filogenetik agacta,
Histomonal suslar ve D. fragilisin beraber gruplandigi dal, Monocercomonas sp ve
Trichomonas. foetus'tan (T. foetus) ayrilmustir. Bunun, calisilan genin zayif filogenetik
¢ozumlenmesi nedeniyle olabilecegi, filogenetik tanimlama icin daha uygun baska genlerin
calisiimasi gerektigi ifade edilmistir (80).

Filogenetik dallanmalar1 gosteren semalar taksonomi boliminde verilmistir.
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indirekt Tam Yontemleri

Immunologjik Yontemler (IFAT,WB)

D. fragilisin aksenik kdlturtinin elde edilememesi nedeniyle immunolojik testleri
Uzerinde yeterince gelisme saglanamamistir. Chan ve ark. 1993'de fikse edilmis gaita
orneginden D. fragilis tamsi icin ilk immunofloresan tant yontemini gelistirmistir. Diksenik
D. fragilis Bi/pa susunun kultrint kullanarak tavsandan anti-D. fragilis antiserumunu elde
ettiklerini  bildirmiglerdir. Kultirdeki bakteriler, Klebsiella pneumonia ve Bacteroides
vulgatus ile antiserumun absorbsiyonundan sonra, fikse edilmis gaita drneklerinde indirekt
floresan antikor testi (IFAT) ile D. fragilis arandigs, diger parazitlere kars: carpraz reaksiyon
gordlmedigi  belirtilmistir (1,5). Bir diger caismada Chan ve ark, D. fragilisin
seroprevelansint hem semptomatik hastalarda hem de saglikli kontrol grubunda, indirekt
immunofloresan yontemle arastirdiklarint pozitif bulduklart drneklerde, immunaoblotting
yontemi ile 39-kDa D. fragilis proteinini gosterdiklerini ifade etmislerdir. Ancak bu proteinin
yapisi ve patojenitedeki rolt henliz agiklanmamugtir (5,50)
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2.9. TEDAVI

Bircok calismada D. fragilis'in tedavisi sonucunda klinik semptomlarin diizeldigi rapor
edilmistir (4,5,31,33,34,48,68). lodoquinol (diiodohydroxyquin) dientamoebiosis tedavisi icin
Kuzey Amerika da en yaygin kullanilan antimikrobiyal ajandir. Paromomisin, tetrasiklin de
tedavide kullanilan gjanlardir. Kullanim dozlar1 sekil 4’ de verilmistir.

Ilag Eriskin ozu Pediyiatrik doz
Todoquinal 650 mg x 3 doz, 20 giin 40mg/kg/giin, 3 dozda, 20 gin
Paromomycin 25-30 mg/kg/giin, 3 dozda, 7 giin 25-30mg/kg/gin, 3dozda, 7 giin

40 mg/kg/guin, 4 dozda, 10 gin (8

Tetracycline 500 mg x4 doz, 10 giin L _
yasindan kiicuk gocuklara verilmez)

Sekil 4. Dientamoebiosis tedavisinde kullanilan antimikrobiyal ajanlar (“The Medical Letter 1992")
(12)

Belgikaida 2006'da yapilan bir ¢alismada, D. fragilis ile enfekte olan 15 c¢ocugun
paromomisin ile tedavisinden bir ay sonraki kontrollerinde, 12'sinde parozitolojik iyilesme
(%80), 13 tinde de klinik dizelme (%87) gorulmustur (33). Turkiye' de yapilan bir ¢alismada
dientamoebiosisli 35 hastaya tek doz seknidazol oral olarak verilmis, 34 hastada yedinci ve
ondorduncti ginlerde tek dozda, bir hastada ise ikinci dozda parazitolojik iyilesme,
saglanmistir. Bu hastalardan sadece D. fragilis enfeksiyonu olan 18 cocugun 16’sinda
(%88.9), 14 eriskinin ise dokuzunda (%064.3) semptomlarin kayboldugu ifade edilmistir (68).
Preiss ve ark. dientamoebiosisli 115 hastada gerceklestirdikleri calismada ilaglar ve tedavi
oranlarint  yayinlamiglardir; metronidazol %70, oksitetrasklin 90, doksisiklin %75,
eritromisin %50, hidroksikinolin %20 oraminda tedavi ettigi belirtilmistir (3). Bircok yayinda
dientamoebiosis tedavisinde metronidazoliin de etkili ajanlar arasinda gosterilmesine ragmen
hasta ve kontrol gruplar: ile yapilan calismalarda tedavi orani disuk olarak izlenmektedir.
Avusturalya'da, paromomisin, iodoquinol verilerek yapilan dientamoebiosis tedavisinde



parazit eradikasyonu ile birlikte semptomlarinin da duzeldigi ifade edilmis, sadece
metronidazol kullanilan hastalarda tedavide basarisizlik ya da tedavinin tekrarlanmasinin soz
konusu oldugu ifade edilmistir (56).

2.10 KORUNMA

Enfeksiyonun gegis yolu agiklik kazanmadigi igin korunma Onerileri genel bilgiler
Uzerinden verilebilmektedir. D. fragilis ile enfekte olmus Kisilerin bilgileri gdzden
gecirildiginde, bulasta hijyen ve sanitasyon yetersizligin 6nemli oldugu gozlenmekte, fekal
oral gegis olasi gozikmektedir. E. vermicularis yumurtalari ile tasinma olasiligi1 da gbz 6niine
alindiginda genel hijyen kurallarina uyulmasi, ¢ig yenen yiyeceklerin iyice yikanarak
yenmesi, ellerin temizliginin 6neminin vurgulanmas: degerini korumaktadir. Ayrica D.
fragilisin ylksek oranda gorulebildigi ¢ocuk bakim yuvalari, kresler, akil hastaneleri gibi
bircok kisinin birlikte kaldigi, toplu yasanan yerlerde hijyen ve sanitasyon konusundaki
egitimlerinin surekliligi ve boyle yerlerde 6zel 6nlemlerin alinmasi da epidemileri 6nlemek

acisindan onemlidir (40).
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3. GEREC VE YONTEMLER

90 hastadan olusan immun yetmezlikli, diyareli grup ve 202 hastadan olusan immun
yetmezligi olmayan diyareli grup ile iki farkli ¢alisma grubu olusturulmustur. Bu hastalardan
alinan gaita orneklerinde D. fragilis, mikroskobi ve PCR olmak (zere iki yontemle
arastirilmustir.  Arastrmada kullamilan gereg ve yontemler bolim 3.4.1 ve 3.4.2'de
aciklanmaktadir.

3.1 Arastirma Tipi
Calisma tammlayici bir galigmadir

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zaman
Arastirma DEUTF Parazitoloji Anabilim Dal1 Laboratuvarlarinda 1.12.2006-10 Haziran 2010
tarihleri arasinda gerceklestirilmistir

3.3. Arastirma Evreni ve Orneklemi

~ Dokuz Eylul Universitesi Hastanesi (DEU) Merkez Laboratuvar: Koproparazitoloji
Laboratuvarina (MLKL) cesitli gastrointestinal sistem yakinmalari ile bagvuran hastalar

~ Onkoloji Kemoterapi Tedavi Unitesinde tedavi goren hastalar (O-KTU) (immun
sistemi bozulmus olan hasta grubu)

~ Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklart ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi
(BUCH) Onkoloji Bolimii ve BUCH Cocuk Sagligi ve Hastaliklar: immunoloji biriminde
yatan hastalar (primer ve sekonder immun yetmezlikli hasta grubu)

Immun sistemi bozulmus hastalardan olusan galisma grubu ornekleri Mayis 2007-
Haziran 2009 doneminde alimirken, immun sistemi saglam kisilerden olusan grubundan Ekim
2007-Haziran 2009 arasinda, 6rnek sayisi/zaman agisindan sistematik olmayan bicimde
rastgele alinmustir.
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Calisma Gruplarz

Bu galisma kapsaminda; 90 immun yetmezlikli hasta (sekiz primer immun yetmezlikli,
49 kanser tedavisi alan, dokuz nefrotik ve otoimmun hastaligi olan, dort HIV pozitif, dokuz
organ transplantasyonlu ve simiflanmamis immun yetmezligi olan 11 hasta ) ve 202 immun
sistemi saglam hastaya ait olmak Uzere toplam 292 hastaya ait gaita ornegi incelenmistir.
Immun yetmezlikli hastalardan (ici BUCH Onkoloji Boluminden ve yediss BUCH
Immunoloji Biriminden alinmistir 32'si DEUH O-KTU’den alinmigtir. DEUH O-KTU’ den
alinan gaita ornekleri disinda kalan tim hasta gruplarindan diyareli ya da gevsek gaita
ornekleri toplanmis olup, bu hastalar gastrointestinal yakinmalarla hastanenin cesitli
polikliniklerine basvurmus ve MLKL'ne yonlendirilmis hastalardir. BUCH Immunoloji
birimindeki hasta grubu primer immun yetmezlikli hasta grubudur. Tam birimlerdeki diger

immun sistem bozuklugu olanlar sekonder immun yetmezliklilerdir.

3.4. Cahsma M ateryali / Y Ontemi
Gaita Orneklerinin Toplanmas ve Saklanmas
Hasta gruplarimin gaita 6rnekleri iki farkli yolla alinmustir:

@ DEUTF MLKL’den aman gaita ornekleri (1. grup), laboratuvardaki rutin
mikroskobik incelemenin ardindan hematoksilen boya asamasinda kullanilmak
Uzere, fiksasyonlu sivi igeren bir kaba, solusyon/gaita oranm 3/1 olacak sekilde
duzenek hazirlanmis ve kap icinde gaita karistirilmistir. Fiksatif icermeyen bos
bir ikinci kaba aym 6rnek alinmis ve calismamn PCR asamasi i¢in -20°C de
saklanmustir.

@ DEUTF Onkoloji- Kemoterapi Unitesi ile BUCH Onkoloji ve Cocuk Saghg: ve
Hastaliklar1 Biriminde tedavi goren hastalardan alinan gaita ornekleri (I1. grup),
fiksatif solusyon iceren ve fiksatif icermeyen olmak Uzere iki ayr1 kapta
toplanmistir. Fiksatif solusyon iceren ornek ile hematoksilen boyama asamasi
gerceklestirilmistir. Fiksatif icermeyen kaptaki drnek, ¢calismanin PCR asamasi
i¢in -20°C de saklanmustir
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Calisma Kapsamna Alinan Gaita Orneklerinin Tanumlanmas ve Siniflandirmase

Gaitamin makroskobik tammu genellikle sekilli, yumusak, gevsek veya sulu olarak
siniflandirilmaktadir. Gevsek ishalli ve sulu gaita drneklerinde trofozoit sekillerine sikga
rastlamirken, kist sekillerine ise sekilli gaitalarda daha sik rastlanmaktadir (88)

SERILL|

FUMLSARK

GEVSEK

sSULY

LI

Sekil 5. Gaita 6rneklerinin genelde izlenen kivamlar: (88)

Biz cahismamizda;

@ Yumusak ( mukuslu ve/veya kanlt )

@ Gevsek (mukuslu ve/veya kanl)

@  Sulu (mukuslu ve/veya kanli) gaita 6rneklerini kullandik.

3.4.1 Gereg Ve Yontem: Mikroskobi ile Degerlendirme

Gaita 6rnekleri laboratuvara kabul edildikten sonraki ilk 30 dakika ile 4 saat arasindaki
zaman araliginda, SAF iceren kabin igine aktarilmistir. Bir aksam bekletildikten sonra demir
hematoksilen ve modifiye hematoksilen ile boyanan preparatlar X1000 biyitme ile D.fragilis
acisindan incelenmistir.

@ Demir hematoksilen boya, alinan o6rnekleri D. fragilis ve diger barsak
protozoanlar agisindan degerlendirmek amacli kullamlmstir.

@  Modifiye demir hematoksilen boya ise hem asit-fast ile boyanan barsak
protozoanlarint (Cryptosporidium spp, Cyclospora spp, |sospora spp) degerlendirmek amagli
kullanilmis, hem de D. fragilis ve diger barsak protozoonlar: igin ikinci degerlendirme
preparat: olmuslardir (72).
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|. gruptan aldigimiz gaita drneklerinin (DEUTF MLKL’den alinan) rutin inceleme
sonuglart (nativ-Lugol, ¢oktirme, kaltur, trikrom boyama ve selofan bant yontemleri) da
calisma verilerine ek olarak kaydedilmistir

[1. grubu olusturanlar, calisma icin rutin laboratuvar disindan edindigimiz hastalar
olduklar1 igin, SAF icine alinan Orneklere ayrica goklastirma yontemi de uygulanmstir
(barsak helmintleri agisindan da degerlendirilebilmesi igin).

@  Coklastirma yontemi uygulanan preparatlar helment yumurtalari agisindan
degerlendirilmis ve X100 buyitme ile incelenmistir.

Tdm gruplardan alinabilmis selofanli lamlar ise E. vermicularis yumurtalar: agisindan

degerlendirilmis, ve X100 buyutme ile incelenmistir

Boya Asamasinda K ullamlan Solusyonlarin Hazirlanmasi

SAF

@ Sodyum asetat.........cceeeerieneenenn 15 g (Carlo Erba)
@  Glasiyal asetik asit.........ccccceeeeee. 20 ml (Merc)

@ FOrmOl.....cccvieeecieeecee e 40 ml (Merc)

@ Ditile SU..coveeeeiieceeceee e 920 ml

Hazirlandi, bos gaita kaplarina 10'ar ml aktarild.
Mayer’s Albumin
@  Gliserin ve yumurta aki esit miktarda karistirilarak +4°C de saklandi

%70 Etil alkol
%95 Etil alkol
% 100 Etil alkol (Merc)
Kslen (Merc)

0.5'lik Hidroklorik asit solusyonu
@ Hidrokorik asit.........ccccceveervreenenne. 2.5 mi(Riedel-de Haén)
@ Distile SU....oooeieeeeeceeeeee 500 ml
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Demir Hematoksilen Boya Solusyonlari (Spencer-M onr oe)

Solusyon |

@ Hematoksilentoz...........cccoceeueenne, 10 g(Merc)

@ %100 etil akol.......ccceovreerreenes 1000ml

10 g hematoksilen 1000 ml etil alkol iginde eritildi, agz1 kapatilarak en az 1 hafta glines
1s1g1nda tutuldu.

Solusyon 11

@ Ferrdz amonyum silfat (FENH4)2 (SO4),6H.0............... 10 g(Merc)

@ Ferrik amonyum siilfat FeNH4(S04)2.12H,0................. 10 g(Merc)

@ Konsantre hidrokIorik asit............ceereiniecienceseeee, 10 mi(Riedel-de Haén)

L/ B B T 1S {1 L= U SRS 1000 ml

karstirildi.

Calisma Solusyonu

@  Solusyon | ve solusyon Il esit oranda karistirildi. Haftalik olarak yeniden
hazirland.

Boyama Yonteminin Uygulama Basamaklar::

@  Etiketlenen lamin Uzerine 1 damla mayer albumini koyuldu, 1 damla SAF fiksatif
icindeki materyal dipten alinarak mayer albumini ile karistinldi ve lam dik tutularak,
materyalin sizilerek lama yayilmas: saglandi. En az 30 dakika (30-60 dk) oda isisinda

kurutuldu.

Q

Kuruyan lam, 5 dakika %70’ lik etil alkolde fikse edildi.
Akmakta olan ¢esme suyunda 10 dakika yikandi

5 dakika hematoksilen boya-calisma solusyonunda tutuldu
Akmakta olan ¢esme suyunda 10 dakika yikandh.

5 saniye %0.5’ lik Hidroklorik asit solusyonunda tutuldu (89)
Akmakta olan ¢esme suyunda 5 dakika yikand:.

5 dakika %70 akolde,

5 dakika %95 alkolde,

5 dakika %100 alkolde,

5 dakika %100 akolde birakildi

QO 0 8 8 8 8 8 ¥ 8
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@  5dakikaksilende tutuldu
@ 5 dakikaksilende tutuldu.
Kurutulduktan sonra 100x objektif ile incelendi

Modifiye Demir Hematoksilen Boya Solusyonlar1 (Karbol fuksin basamagim

iceren)
@  Hazirlanan hematoksilen ¢alisma solusyonu bu boyada da kullanilmistir

Karbol fuksin

Solusyon A

@ Bazik fukSin......ccocoeeeveiecice e, 0.3.g (Merc)

D %95 etil alkol.........ccoerviriiiiee 10 ml

Solusyon B

@ Phenol kristalleri.........ccccovereneneneee. 5 g (Riedel-de Haén)
@ Distile SU.....cceeiiiieice 100 ml

Caligma solusyonu
@ A veB solusyonlari karistirildi

Pikrik asit (Fluka)

@  Esit miktarda % 1-2'lik pikrik asit ve distile su karistirild.

Asit-alkol dekolorizer

(%] Konsantre hidroklorik asit...........cccceeeeene.... 30ml
D ATKOL e 1000 ml

%70 alkol ve amonyak
@ %r0aAkol.......ccoeoeeeee, 50 mi
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%)

AMONY&K........coeriiiiinieeieciee 0.5ml

Boyama Yontemi

%)

Etiket bilgileri yazilmig lamin Gzerine 1 damla mayer albumini, 1 damla SAF

fiksatif icindeki materyal dipten alinarak karistirild: ve lami dik tutarak, materyalin stizilerek

lama yayilmas: saglandi. En az 30 dakika (30-60 dk) oda isisinda kurutuldu.

%)

Q Q8 Q8 8 8 8 ¥ ¥ V8 8 8 8 B

5 dakika %70'lik etil alkolde tutuldu

Salede bulunan ¢esme suyunda 2 dakika yikand:.

5 dakika karbol fuksin boya-¢alisma solusyonunda tutuldu
Akan ¢esme suyunda 1 dakika yikand.

4 dakika asit-alkolde dekolorize edildi

Akan ¢esme suyunda 1 dakika yikand.

8 dakika hematoksilen boya-calisma solusyonunda tutuldu
1 dakika distile suda yikand.

3-5 dakika pikrik asit solusyonunda tutuldu

Akan ¢cesme suyunda 10 dakika yikandi.

3 dakika %70 alkol-amonyak solusyonunda tutuldu

5 dakika %95 alkolde,

5 dakika %100 alkolde,

5 dakika ksilende tutuldu

Kurutulduktan sonra immersiyon ile 100x objektif ile incelendi

Boyanan Lamlarin Degerlendirilmes

Her bir bireye ait tek bir materyalden iki lam hazirlanarak, bir tanesi hematoksilen boya

ile boyanirken, digeri modifiye demir hematoksilen ile boyandi ve iki preparat birlikte

degerlendirilerek sonuglar: kaydedildi.

Q QO W\

%)

Incelenen tum preparatta 1-3 aras1 organizma +

6-20 sahada bir 1-2 organizma; ++
1-5 sahada bir 1-2 organizma; +++
1-2 sahada bir 3 ve Uzeri organizma; ++++ olarak degerlendirildi ve

sonuglar kaydedildi.
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Selofan Bant Y Ontemi

Selofan bant, lamin Gzerine, lam boyunca olacak sekilde yapistirildi. Selofan bandin
lamin altina gelen ucu, uygulama sirasinda bandi kaldirmay: saglayacak sekilde kivrildi.
Hastaya 3 adet verilerek, birbirini takip eden gunlerde, sabah bandin yapiskan olan yizini
perianal bolgeye degdirerek uygulamasi sdylendi (Sekil 6)

- =
{

T ¥ g s
@ 2004 Marcia Hatsodk

Sekil 6.Se ofan bant yontemi (90)

3.4.2. Gereg ve Yontem: PCR ile Degerlendirme
PCR calismak Uzere -20°C’ de saklanan Orneklerin DNA' lar1 ekstrakte edildi (QIlAamp
DNA Stool Mini Kit veya ZR Fecal DNA Kit). D. fragilis SSU rDNA gen bolgesine spesifik

primerler kullanilarak uygulanan termal donguler sonucunda DNA amplifiye edildi.

Kullamlan Primerler: (Genmar, TIB MOLBIOL, HPLC 10.0 OD)

@  DF1250 (CATCTTCCTCCTGCTTAGACG),

@  DF400 (TATCGGAGGTGGTAATGACC)

Elde edilen PCR urint marker ile birlikte %1.5 agarose jelde elektroforez yontemi ile
yurutildu. Ethidium bromur ile boyanan jel, transilluminatérde gorintulendi.

PCR Asamasanda Kullamlan Geregler

@ Santrifuj cihazi (Labnet-Spektrafuge 16M)

Vorteks cihaz (Labnet CE)

Isitict cihaz (Grant)

Termal cycler (Techne TC-142)

Y atik elektroforez tank: (Thermo EC340-Maxicell Primo)

Q Q Q. W\
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@  Elektroforez gug kaynagi (Thermo EC250-90)
@  Transliminator (Vilber lourmat CN 1000, Software-Infinity)
@  Pipetorler (Finnpipette Thermo 0.5-10 pl)
§ Finnpipette Thermo 10-100 pl
§ Finnpipette Thermo 1000 pl
@ Filtreli pipet uglar
§ Thermo -Finntip filter-sterile 10 pl (lot 812920)
Thermo -Finntip filter-sterile 100 pl (lot 812920)
Thermo -Finntip filter-sterile 1000 ul (lot 812920)
Greiner bio-one filter tip Gilson style 10 pl (lot AO9030EN/0278)
Greiner bio-one filter tip Gilson style 100 pl (lot A090507E/00036)
Greiner bio-one filter tip Gilson style 1000 pl (lot 71818505/00021)

w W w W w

PCR Solusyonlari
Elektroforez Buffer (5X TBE-Stok sol. 1L)

D Trisbase (121.1mMwW).....ccceeerveeenens 54.5g(Ambresco, lot:2977B04)
@ Borik asit (61.8 MW)........ccceruenee. 27.89(AppliChem, lot:66007131)
DEDTA (asitsiz) (292.2).......ccccecuen... 2.9g9(AppliChem, lot:8P001784)
DDIStile SU...cceeieeieee e, 1000ml

%1.5- 0.5 cm Agarose Jel Solusyonu
@ AQAOSE.....ooieieeieeieeeee e, 2.55 g(Prona-Basic LE, lot:101674)
@  AIXTBE....ieeeeceeeee. 170 ml

Elektroforez Tank Buffer (1X TBE)
7 Y G I = S 300 ml
D Distile SU..c.eeeeeieeeeee e 1200 ml



Ethidium Bromide Boyama Solusyonu

@ Ethidium bromide sol (10 mg/ml)........ccccevvverenne. 20pl (DZEB-10, l0t:071152)
2 B G I = 1 T 400 ml
Boyama Yontemi

@ Orneklere jel elektroforezi uygulandiktan sonra hazirlanan boya solusyonunda

yarim saat tutuldu, gorinttlendi

Primerlerin Sulandzrzme (100pmol’ luk solusyon)
@  SSUIrDNA-DF400 ........ 44.8 uM
@ Stefil SUeeeieeeeeeen 448 m

(%] SSU rDNA-DF1250.......... 50.8 uM
D Steril Ui, 508 m

DNA marker solusyonu

@  DNA ladder 1ul (Fermentas, lot:00020166)

@  Loading sol 1l (Fermentas, lot:00020166)

@ Digtilesu 4ul

oranlarinda sulandirildi. Elde edilen solusyon 2l olarak kullamld.

DNA Ekstraksiyon Yontemi, (QIAGEN-QIAamp DNA Stool Mini Kit, l0t:127144923)
(1-196 no’lu hasta Ornekleri)

@ 2 mI’'lik santrif(j toptne 180-200 mg gaita 6rnegi eklendikten sonra tip buzun
Ustiinde tutuldu

@  Her bir digk1 6rnegine 1.4 ASL Buffer eklendi. 1 dk vortekslendi

@  Ornek 5 dk 70 °C detutuldu

@ 15 sn vorteksle, diski partukdllerinin gokmesi igin 14.000 rpm hizda 1 dk
santrtfjlendi

@  Ug svininl.2 ml‘si yeni bir mikrosantriifiij tiptine alind: ve gokelti atilch

45



@ 1 adet inhibitex tb eklendi, 1 dakika vortekslendi. Stispansiyon 1 dk oda isisinda
inkiibe edildi

@  14.000 rpm hizda 3 dk santrifijlendi

@ U sivi 1.5 mi'lik mikrosantriifuj tiptine alinch ve gokelti atilch, 14.000 rpm hizda
3dk santrufujlendi

@ 15 pl proteinase-K’ 1.5 ml’lik mikrosantrufdj ttptne alinds.

@ En son elde etmis oldugumuz 200 pl'lik Ust sivi proteinaz-K igceren 1.5 ml
mikrosantrifj tptne aktarildi.

@ 200 ul Buffer AL eklendi ve 15 s vortekslendi

@  70°C de 10 dakika inkiibe edildi

@  Lizata 200 pl ethanol (% 96-100) eklendi ve vortekslendi

@  QlAamp spin kolon etiketlenerek 2 ml koleksiyon tlpine yerlestirildi. Ethanol
eklenmis olan lizatin tumi QIAamp spin kolona aktarildi. 1 dk 14.000 rpm hizda
santrufujlendi. QI Aamp spin kolonu yeni bir 2 ml koleksiyon tuptne aktarildi.

@  QlAamp spin kolona 500 pl Buffer AW1 eklendi. 1dk 14.000 rpm hizda
santruftjlendi. Ol Aamp spin kolonu yeni bir 2 ml koleksiyon tuptne aktarildi.

@  QlAamp spin kolona 500 pl Buffer AW2 eklendi. 14.000 rpm hizda 3 dk
santrUfjlendi. Filtrat iceren koleksiyon tlpU atildh.

@  QlAamp spin kolonu yeni etiketlenmis 1.5 ml mikrosantrifij tipine aktarildi

@  QlAamp membran tzerine 200 pl Buffer AE pipetlendi. 1 dk oda isisinda inktibe
edildi, 14.000 rpm hizda 1 dk santriiftjlenerek DNA elde edildi

DNA Ekstraksiyon Yontemi (ZY MO RESEARCH-ZR Fecal DNA Kit)

Alinmis olan (QIAGEN) ekstraksiyon kitlerinin timunin kullanidlmasi sonucu, ikinci
ihale usult alimda, 6n inceleme yapilarak farkli bir ekstraksiyon kitinin alim yapilms, ilk
asamada bir oOnceki kitle karsilastirilmig, gaita orneginden basar1 ile ekstraksiyonu
gerceklestirdigi gorulmis ve calismaya bu ikinci kit ile (ZR Fecal DNA Kit ) devam
edilmistir (197-292 no’lu hasta 6rnekleri ekstrakte edildi)

@*Zymo-Spin IV-HRC Spin Filter” koleksiyon tlpune yerlestirildi, 9000 rpm hizda 3
dakika santrif(jj edildi
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@“BashingBead Lysis’ tuptne 50 mg gaita 6rnegi koyuldu, 750 pul “Lysis Buffer”
eklendi. 5 dk son hizda vortekslendi.

@ Gaita 0rnegi koyulan “ZR BashingBead Lysis’ tipe 14000 rpm hizda 1 dakika
santrifij uyguland:

@400 pl st sivi, koleksiyon tlpiinde olan “Zymo Spin IV Spin Filter”a aktarildi 7000
rpm hizda 1 dakika santrifij uygulandi

@ Koleksiyon tlpundeki filtrata 1200 pl “Fecal DNA Binding Buffer” eklendi

@ Karigimin 800 pl’sini koleksiyon tipindeki “Zymo Spin [1C Column”atransfer edildi
ve 14.000 rpm hizda 1 dakika santrifuj edildi

@ Koleksiyon tuplne akam atildi ve bir dnceki basamak tekrarland:

@200 ul DNA Pre Wash Buffer't yeni bir koleksiyon tuptndeki “Zymo Spin 11C
Column”a eklendi 14.000 rpm hizda 1 dakika santrif(jj edildi

@500 pl “Fecal DNA Wash Buffer” “Zymo Spin [1C Column”a eklendi ve 14.000 rpm
hizda 1 dakika santriflij uygulanch

@“Zymo Spin IIC Column” temiz 1.5 ml lik mikrotipe aktarildh ve 100 ul “DNA
Elution Buffer” kolum matriksine eklendi. 14.000 rpm hizda 30 saniye santrifijlendi

@ Elde edilen elue DNA’y1 temiz bir 1.5 ml mikrosantrifijj tipte olan “Zymo Spin IV-
HRC Spin Filter’a eklendi ve 9.000 rpm hizda 1 dakika santrifllj edildi. Filtre olan DNA ile
PCR basamagina gegildi.

PCR amplifikasyonu

@ D.fragilis SSU rDNA gen bolgesine spesifik olan liyofilize primerler, 100
pmol’luk stok solusyon olarak sulandirimi yapildi, kullammm asamasinda ise 10 kat daha
sulandirarak, gerekli olan 10 pmol’ [tk konsantrasyona getirildi

@  Reaksiyon 50 ul’lik olacak sekilde; 23.7ul dH20, hot start Tag DNA Polymerase
0.5l (5U/ ul)(Fermentas, 10t:0002138), 10x buffer 5 pl (Fermentas, lot:00022451), 25Mm
MgCI2 5 ul (Fermentas, |ot:00022451), primer DF1250 (10pmol) 3 pl, primer DF 400
(10pmol) 3ul, dNTP Mix 1ul (10mM each) (Fermentas, 10t:00022451) ve 6rnek DNA da 10pl
hazirlands.

@ 95°C 3 dakika, 30 siklus 94°C 1 dk, 57 °C de 1dk, 72°C de 1 dk ve son
ekstansiyon 72 °C de 5 dk olmak Uizere termal dongl uygulandh.
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Elektroforez

@ Agaroz jel %1.5luk hazirlandi, yatik elektroforez tankina yerlestirilerek,
elektroforez tank soltisyonu ile beraber hazir edildi.

@ 10 pl PCR Uridndne, 2 pl “loading dye” eklendi ve jelde hazirlanan kuyulara
yuklendi.

@ Aynm jele DNA Ladder (100 bp, Fermentas,|ot:00020166), DNA igcermeyen,
negatif kontrol ve sekans islem sonucunda pozitif kontrol olarak elde ettigimiz 6rnekler de
yuklendi ve jel 100 Volt gig ile yuratuldi

@  Yarim saat ethidium bromide boyama solusyonunda bekletildikten sonra, sonuclar

transilluminat6rde goruntilendi.

Purifikasyon
@  PCR Urinlerine RFLP islemi uygulamadan once, bu Urtinlere purifikasyon islemi

uyguland.

Purifikasyon Yoéntemi (invitrogen; PureLink PCR Purification Kit,lot:425407)

@ 10 ml %100 isopropanol “Binding Buffer”a eklendi

@ 2.3 ml isopropanol “Binding Buffer HC” e eklendi

@ 32ml %100 etanol” Wash Buffer” a eklendi

@ 1 hacim PCR urunine (50 pl) 4 hacim “Binding Buffer” (200 pl) eklendi,
karstirildi

@  “Spin Column”abir 6nceki basamakta elde edilen miks aktarildi

10,000 x g 1 dk. santrtif(yj edildi, akan kisim atildi, “spin colmn” yeni bir tipe aktarildh

@ 650 ul “Wash Buffeur”, “spin column”a eklendi

@  14.000 rpm hizda 1 dk santriflij edildi, akan kisim atildi, “spin column” yeni bir
tlpe aktarildh

@  Kolon 14.000 rpm hizda 3 dk. tekrar santriiftij edildi

@  “spin column”yeni bir temiz tipe aktarildi, 50 pul “elution buffer” “spin column”a
eklendi

@ 1 dk odaisisinda inkibe edildi

@ 14.000 rpm hizda 2 dk santrtftj edildi ve purifiye triin elde edildi.
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Pozitif Grunlerin genotiplendirilmes
@ D.fragilisin PCR ile elde edilen Grinleri Rsal (10U/ pl, Fermantas) ve Ddel
(10U/ pl, Fermantas) kesici enzimleri kullanild.

Rsal Restriksiyon Enziminin Hazirlanmas
Her bir kesim reaksiyon hacmi 30 pl olacak sekilde hazirlandi

@ Steril Ui 16 pl
@ Rsa enzimi.................. 2.l

@  Buffer (10x)... .......... 2 pl
@  Ornek PCR Urind .......10 pl

Dde| Restriksiyon Enziminin Hazirlanmas
Her bir kesim reaksiyon hacmi 30 pl olacak sekilde hazirlandi

REact 3 buffer (10x)... 2 pl
Ornek PCR Uriind .......10 pl
Karisim 37°C’ de 1 saat inkibe edildi
Kesim drunlerine DNA Ladder (100 bp, Fermentas) ile %1.5'luk agaroz jelde
elektroforez uygulandh ve transilluminatérde (Vilber lourmat CN 1000, Software -infinity)
goruntulendi, drdnler farkliliklarina gore degerlendirildi.

Sekanslarin elde edilmes

PCR ile elde edilen 18 pozitif Uriine sekans analizi yaptirild: (fontek laboratuvar-
Istanbul). Sekanslar, gen bankasindaki orijinal dizi (U37461) ile, BLASTN program
kullanilarak karsilastirildi, degerlendirildi.

3.5. Arastirma Degiskenleri

Diyareye yol agan D. fragilis etkeninin, immun sistem yetmezligi mevcudiyetindeki
etkisini gormek istedik. Calismamizda bagimsiz degisken D. fragilis, bagimli degisken
immun sistem yetmezligi mevcudiyetindeki diyare olarak incelenmistir. Immun sistemi
saglam olan diyareli grup kontrol grubu olarak alinmustir
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3.6. Veri Toplama Araglarr:

Olgularin timtine, gonullt bilgilendirme formunu da iceren bir anket uygulanmustir.
Ayrica hastalarin hastane bilgi bankasindaki verileri de (Genesis) kullanilmustir. Anket
formunda hazirlanmig olan immun yetmezlik parametreleri, arastirmamn ek laboratuvar istem
Odenegi olmadig icin kullamlamamustir.

Dientamoeba fragilis Hasta Anket Formu

Hasta No : Tarih :

Ad-soyad : Gonderilen poliklinik:
Yag/ Cinsiyet : Hastalik:

Yolculuk:

Su anda ya da bir stredir olan sikayet igaretlenecek, ne kadar zamandir bu
sikayetin oldugu hemen kargisina yazilacak.

Ishal rrrerirereneeeen () .... gun/ hafta/ay/ yi'dir
Karn Agrist ......oceeevvvevnnennn. () gln/hafta/ay/yil'dir
Siskinlik . ) ....... gun/ hafta/ay/ yil'dir
Hazimsizhk v ) ....gun/ hafta/ay/ yi'dir
Mide bulantist ...................... () ... gun/ hafta/ay/ yi'dir
Zayiflama ) ........QUN/ hafta/ay/ yil'dir
Kabizlik T G | ........QUN/ hafta/ay/ yil'dir
Dis gicirdatmasl  .................. ) ........QUN/ hafta/ay/ yi'dir
Gaz ) .......gun/ hafta/ay/ yi'dir
Ates ) eeeen.gUn/ hafta/ay/ yildir
Diger ) gln/ hafta/ay/ yi'dir
Labarotuvar bulgularr:
Ates Lenfosit alt gruplari
Lokosit sayisi CD3
Lenfosit sayisi CD4
eozinofili CD8
Mutasyon analizi CD19
19gG1 CD3+ HLADR+
G2 NK
G3 IVIG kullanimi
G4 Diger

Sekil 7. Caligma grubuna alinan hastalara ait veriler

3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

@  Paraziti tanimaya yonelik calismalar yapildi (Temmuz-Haziran 2006)

@  Demir hematoksilen boyamaile parazit tanindh (Haziran 2007-Aralik 2007)

@  Ornek alimina yonelik planlama (Aralik 2007)

@ PCR 6n calismalarina baslandi. On calisma kapsaminda D. fragilis pozitif
degerlendirilmis ve -20°C saklanmis disk1 drnekleri QlAamp stool mini kit ile ekstrakte edildi
(Aralik 2007- Haziran 2007)

@  Ornek toplanmasi ve mikroskobik calisma asamasi gergeklestirildi (Aralik 2007-
Haziran 2009)
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@  PCR optimizasyonu ve alinan orneklerin ¢alisiimas: gerceklestirildi (Mart 2008-
Aralik 2009)

3.8. Verilerin Degerlendirilmes

@  Veriler SPSS 15.0 paket programinda degerlendirilmistir.

@  Immun yetmezligi olan ve immun yetmezligi olmayan gruplardaki D. fragilis
sikligi Ki kare ile karsilastiril mistur.

@  Cesitli degiskenlerin parazitin gorilmesi Uzerine etkileri arastirilmustir. Bu
analizler igin, frekans, Ki kare, Fisher kesin tedti, student’s t testi analiz yontemleri
kullanlmstur.

@  Parazit tamsinda;, demir hematoksilen boyama ile PCR tanm yonteminin tutarlilig:
Kappa ile analiz edilmistir.

3.9. Arastirmamn Sinir hiliklari

D. fragilis tamsinda guclikler olan bir parazittir. Konvansiyonel mikroskobik tam olan
salin-iyodin baki ile tamsi gerceklesememektedir. Barsak pasajindan ¢ikisimi takiben kalici
boyama yontemi ile uyumlu olan fiksatif solusyona alinmasi ve takiben boyanmasi
gerekmektedir. Ya da kdltir gibi ek yontemlerin uygulanmasi gerekmektedir. TUm bu
yontemler ayni zamanda zaman alic1 ve deneyimli eleman gerektiren uygulamalardir.

Zaman alici olan islemlerle beraber bilgi alim ve Ornekleri calisilacak hastalara
ulasmada problemler, gecikmeler yasanmistir. Tim bunlar ¢caligmamn siresinin uzamasina
neden olmustur.

Immun yetmezlikli calisma grubuna ait ornekleri toplamada zorluklar yasanms, daha
cok ornege ulasma amaciyla gerceklestirilen BUCH ile yapilan ¢alisma plan: ile de tam olarak
istenen ornekler saglanamamiustir. Bu zorluklar kismen asilmasina ragmen hedeflenen 150
hastalik grup olusturulamamustir. Calisma grubu olarak planlanan bu grubun, planlanan
sayisina planlanan zamanda ulasilamamis olmasi nedeniyle, galismaya immun yetmezligi olan
ve immun yetmezligi olmayan diyareliler olmak Uzere iki grup dahilinde devam edilmesi
kararlastirilmistur.

E . vermicularis tamsi icin kullamlacak olan selofan bant yontemi uygulamadaki zorluk
nedeniyle cogu hastadan elde edilememistir. Bu yontem, mikroskobik bakisinda D. fragilis
tamsi konan hastalarin bir kismundan elde edilebilmistir
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PCR da bu guiclikler nedeniyle kullanilabilecek olan bir tam yontemidir. Arastirmada
kullandigimiz konvansiyonel PCR yontemi real-time PCR'a gore daha dusik sensivite
gostermektedir. Mikroskobik tamsi sirasinda da gaita 6rneginin hizli bir sekilde fiksatif
solusyona alinmasindaki guclikler arastirmamn boya ile tam sonuclarim etkilemistir. Ayrica
immun yetmezligi olan grup sulu diyaresi olan grup oldugu gibi ayn: zamanda hastane de
yatarak tedavi goren hastalardir. Bu hastalara proflaksi ve genis spektrumlu antibiyoterapi
tedavisi uygulandigi icin de, immun yetmezligi olan hastalardaki arastirma sonuclarimizi

etkiledigini distinmekteyiz.

3.10. Etik Kurul Onayr

@ Caismanin etik onayr DEUTF Klinik ve Laboratuvar Arastrmalar: Etik
Kurulu' ndan alind: (protokol numarasi :179/26 Ekim 2006 )

@ Calisma evrenimizde yer alan BUCH hastalar: icin de izmir 4 No'lu Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ ndan 13/06/2007 tarihinde etik onay1 al inmustur.
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4. BULGULAR

Bu calismada 303 yumusak/gevsek/sulu nitelikli gaita ornekleri tic grupta incelendi. ki
ornegin kati-sekilli kivamda olmasi, U¢ kisiye ve bilgilerine ulasilamamasi, bes kisiye ait,
mikroskobiyle es zamanli -20°C’ deki 6rnege ulasilamamast ve bir kisiye ait 6rnek miktarinin
yetersiz olmast nedeniyle 11 6rnek calisma kapsamindan cikarildi. Bu nedenle galisma
kapsaminda 292 gaita 6rnegi incelendi.

Ornekler immun yetmezligi olan ve olmayan olmak Uzere iki grupta incelendi. immun
yetmezligi olan grubun kapsam: su sekildedir: Primer immun yetmezlikliler, kanser tedavisi
alanlar (en az U¢ kur) , HIV enfeksiyonlular, organ transplant hastalar1 ve farkli kronik
hastalik nedenleriyle immunsupresif tedavi alanlar olmak tizere toplam 90 hastachr. immun
yetmezligi olmayan grubu ise gastrointestinal ya da alerjik sikayetlerle kliniklere basvurmus
202 hasta olusturdu.

Tdm drnekler mikroskobik ve molekiler yontemle incelendi.

4.1. Olgulara Ait Bulgular
Olgularin Demografik Ozellikleri

Olgular yas ve cinsiyet 6zelliklerine gore incelenmistir. Buna gore olgularin yas gruplarina
gore ortalamalar1 Tablo 1’'de verilmektedir.

Tablo 1. Calismaya alinan olgularin gruplara gore yas ortalamalar

Grup Sayi Ortalama Std. Sapma p*
, e 88 45,20 21,488
0.003
Immun
yetmezligi 202 36,44 23,643
olmayan

* Student’stt test
** Tki hastanin yas bilgisine ulasilamamistir
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Hastalarin immun sistemlerine gore yas gruplar: ele alimp incelendiginde, immun yetmezlikli
grubun yas ortalamasinin, immun yetmezligi olmayan gruba gére daha yiksek oldugu
gorulmektedir (Tablo 1).

Tablo 2. Olgularin immin sisteme ve yasa gore dagilimi

Yas aralig1
65 uzeri
05(%) | 614%) |1564(%) | (%) Toplam
Immun yetmezlikli
y 7(7,9) 6(67) | 67(744) | 10(111) %
Grup Immun yetmezligi olmayan
y gl omay 26 (12,9) | 29 (14,49 | 116 (57,4) | 31(153) 202
Toplam 33(11,3) | 35(120) | 183(627) | 41(14,0) 292

Ki kare= 8.2, SD= 3, p=0.043

Calismaya alinan olgular anlamli olarak 15-64 yas gubunda daha yuksek orandaydilar.

Arastirma gruplar: cinsiyete gore incelendiler. Veriler Tablo 3’ de gosterilmektedir.

Tablo 3. Arastirma gruplarinin cinsiyete gore dagilim

Erkek (%) Kadin (%) Toplam
Immun yetmezlikli 45 (50.0) 45 (50.0) 20
Immun yetmezligi 96 (47.5) 106 (52.5) 202
olmayan
Toplam 141 151 292

Ki kare= 0.15, SD= 1, p=0.70

Calismaya alinan gruplarda cinsiyet agisindan anlamli bir fark bulunmadi.

Olgulara Ait Cevresel Faktorler
Tablo 4’ de Hastalarin hastaneye geldikleri mevsime gore dagilimlar: incelenmistir.



Tablo 4. Arastirma gruplarimin mevsimsel dagilimi

Mevsmler

Ik / Sonbahar (%) | Yaz/Kis (%) | Toplam

Immun yetmezlikli 55 (61,1) 35(38,9) 90
Grup
Immun yetmezligi 102 (50,5) 100 (49,5) 202
olmayan
Toplam 157 135 202

Ki kare= 2.82, SD= 1, p=0.092

Immun yetmezligi olan olgularin gaita 6rnekleri daha yiksek oranda yagislarin bol oldugu
ilkbahar ve sonbahar aylarinda toplanmustir. immun yetmezlikli hastalarin yagisli olan bahar
aylarinda ve kurak olan yaz-kis mevsimlerinde birbirine yakin oranlarda hastaneye geldigi
gorilmektedir.

Incelemeye alinan bir diger cevresel faktor de hastalarin yerlesim yerlerine gore
dagilimidir. immun yetmezlikli ve immun sistemi saglam hasta gruplarinda yerlesim yerlerine
gore dagilim Sekil 8 de verilmektedir.
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3%

immun yetmezlikli hasta grubu

@ izmir merkez ilgeler
m [zmir'in gevre ligeleri

O Izmir disindan gelenler (Ege Bolgesi)

O Izmir disindan gelenler (Diger bélgeler)

o izmir merkez ilgeler
B zmir'in gevre ligeleri
O lzmir digindan gelenler (Ege Bolgesi)

O izmir digindan gelenler (Diger bélgeler)

immun yetmezligi olmayan hasta grubu

4%

Sekil 8. immun yetmezlikli 90 hastanin (A) ve immun yetmezligi olmayan 202 hastanin (B) izmir ve

Izmir disinda olan ikametlerine gére dagilim.

Immun yetmezlikli grupta izmir disindan gelen hastalarin oram immun yetmezligi

olmayanlara gore daha yuksek orandadhr.

Olgularin Disk: Kevamlarina Ait Bulgular

Hem immun yetmezligi olan hem de immun sistemi saglam olanlar igin bu oran Tablo 5’ de

verilmistir.
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Tablo 5. Alinan gaita 6rnegi kivamlarimn arastirma gruplarina gore dagilimu

Gaita kivam niteligi

Yumusak+Gevsek (%) | Sulu (%) Toplam
Immun yetmezlikli 60 (66,7) 30(33,3) %
Grup
Immun yetmezlig olmayan 179 (89,5) 21(105) | 200¢
Toplam 239 51 200

Ki kare= 22.3, SD= 1, p=0.0001

*Immun yetmezligi olmayan 2 hastanin gaitasinin kivaminaaait bilgi kaydedilmemis
Calismaya gevsek/sulu kivamda gaita drnekleri alinmistir. Ancak %15.5 (45/292) oraninda

O-KTU grubundan yumusak gaita 6rnegi de alinmustir.“ Y umusak + Gevsek” kivamli gaita
ornegi hem immun yetmezligi olan hem de olmayan hasta grubunda daha yiksek orandachr

ancak sulu diyare immun yetmezligi olan grupta daha yiksek orandadir.

Olgulara Ait Klinik Bulgular

Arastirma populasyonunu, yumusak gaita kivami olanlarin disinda (%15.5) gevsek ya
da sulu olmak Uzere diyareli hastalar olusturmaktadir. Hastalarin %82.9 gastrointestinal
semptomlar: mevceuttur (242/292). immun yetmezlikli grupta herhangi bir gastrointestinal
semptomu olan %76.7 (69/90), immun yetmezligi olmayan gruptaise %85.6 (173/202) dir.
Arastirmaya alinan gruplar, kronik diyare sikayetleri acisindan Tablo 6. da incelenmistir.

Tablo 6. Arastirmaya alinan gruplarda kronik diyare varliginin dagilimu

Kronik diyare
Y ok (%) Var (%) Toplam
Immun yetmezlikli 74 (82,2) 16 (17,8) %0
Grup
Immun yetmezligi olmayan 165 (81.7) 37 (183) 202
Toplam 239 53 202

Ki kare= 0.012, SD= 1, p=0.91
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Immun yetmezligi olan ve olmayan gruplar arasinda kronik diyare gorulmesi agisindan fark
yoktur

Arastirmaya alinan hasta gruplarinda kronik barsak hastaliklarimin dagilimi Tablo 7'de
verilmistir.

Tablo 7. Arastirmaya alinan gruplarda barsak hastaliklarimn dagilim

Kronik Barsak Hast.
Toplam
Barsak hast yok Barsak hast | Barsak malignt
(%) var (%) (%)
Immun yetmezlikli 76 (84,4) 2(2,2) 12 (13,3 90
Grup
Immun yetmezligi 179 (88,6) 21 (10,4) 2(1,0) 202
olmayan
Toplam 255 23 14 292

Ki kare= 25.2, SD= 2, p=0.0001

Ulseratif kolit, Crohn, IBS ve fonksiyonel barsak hastaligi gibi barsak ile iliskili kronik
hastaliklar immun yetmezligi olan grupta da olmayan grupta da daha az siklikta géralmistr.
Bu barsak hastaliklarindan herhangi biri olmak Gzere immun yetmezligi olmayan grupta
%10.4 ile daha yuksek siklikta goralurken, immun yetmezlikli hasta grubunda barsak
malignitesi %13.3 ile daha sik gorulmastur.

Olgularda D. fragilis Enfeksiyonunu inceleme Y 6ntemleri

TUm hastalar hem PCR ile hem de demir hematoksilen boyasi ile incelenmistir. Tablo 8 de
arastirmaya alinan gruplarda PCR yontemi ile tespit edilen D. fragilis'in dagilim
gosterilmektedir.
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Tablo 8. Arastirmaya alinan gruplarda PCR yontemi ile tespit edilen D. fragilis'in dagilim

PCR yontemi
D. fragilisyok (%) | D.fragilisvar (%) | Toplam
Immun yetmezlikli 86 (95,6) 4 (4,4) 0
Grup
Immun yetmezligi 153 (75,7) 49 (24,3) 202
olmayan
Toplam 239 53 (18.2) 292

Ki kare= 16.5, SD= 1, p=0.0001

Immun yetmezligi olmayan grupta D. fragilis anlaml: olarak daha yiiksek saptanmustir.

Tablo 9'da arastirmaya alinan hastalarda demir hematoksilen boyamaile tespit edilen D.
fragilis in dagilimi gosterilmektedir.

Tablo 9. Arastirmaya alinan gruplarda demir hematoksilen boyama yontemi ile tespit edilen D.
fragilis'in dagilim

Demir hematoksilen boyama yontemi
D. fragilisyok (%) | D.fragilisvar (%) | Toplam
Immun yetmezlikli 88 (97,8) 2(2,2 0
Grup
Immun yetmezigi 156 (77,2) 46 (22,8) 202
olmayan
Toplam 244 48 (16.4) 292

p= 0.0001 (Fisher Kesin testi)

Immun yetmezligi olmayan grupta D. fragilis anlaml1 olarak daha yiiksek bulunmustur.




4.2. D. fragilis Saptanan Olgulara Ait Bulgular

Arastirmaya alinan olgularin gaita Ornekleri, demir hematoksilen boya ve PCR
yontemleriyle incelenmistir. PCR yontemiyle %18.2 oraninda (53/292) D. fragilise
rastlanmigtir. Demir hematoksilen boyama yontemiyle ise %16.4 oraninda (48/292) D.
fragilis e rastlanmistir. Pozitif olgularin 6ncelikle demografik 6zellikleri ele alinmustir.

D. fragilis Saptanan Olgularin Demografik Ozellikleri
Arastirmada yer alan erkek ve kadinlardaki D. fragilis dagilimi Tablo 10.da gosterilmistir

Tablo 10. D. fragilis saptanan olgularin cinsyete gore dagilim

Cins
Erkek (%) Kadin (%) Toplam
D. fragilis yok 115 (48.1) 124 (51,9) 239
D. fragilis Var 26 (49.1) 27 (50.9) 53
Toplam 141 151 292

Ki kare= 0.15, SD= 1, p=0.90

Erkeklerde kadinlar arasinda D. fragilis gorilme agisindan fark yoktur.

Pozitif olgularin yas gruplarina gore dagilimlar: Tablo 11’ de verilmektedir.

Tablo 11. D. fragilis olgularinin yas gruplarina gore dagilimlar:

Yas araligi
0-5 (%) 614(%) | 1564(%) | 65lzeri (%) | Toplam
D. fragilis
yok 31(130) | 25(105) | 152(636) | 31(130) 239
D. f\';:?"'s 2(38) 10(189) | 31(585) 10 (18,9) 53
Toplam 3 35 183 a1 200

Ki kare= 7.06 , SD= 3, p=0.070
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15-64 yas grubundaD. fragilis gortulme siklig1 %58.5 ile, istatistiksel olarak anlaml1 derecede
yuksektir.

PCR ve hematoksilen boyama yontemleri ile D. fragilis saptanan olgularin hastaneye
geldikleri mevsime gore dagilimlar: Sekil 9’ da gosterilmistir.

PCR ve demir hematoksilen boyama yontemleriile
D. fragilis saptananlarin mevsimlere gére sayisal dagilimlan

350

300 292

250
200 @ Olgu Sayisi
B PCR Yontem

150 O Hematoksilen Boyama

96 103
100 ]

60
— 53 48
50 1 33 76 75
14 9 I—I 3 4 10 10
0 - T T L
Bahar Yaz Sonbahar Kis Toplam

Sekil 9. PCR ve demir hematoksilen boyama yontemleri ile D. fragilis saptananlarin mevsimlere gére
sayisal dagilimlar: (Ki kare demir hematoksilen boyama :8.53, p=0.36, p>0.05, Ki kare PCR:6.22, p=0.10, p>
0.05)

Calismaya alinan hastalar % 35.3 oranminda kisin, %32.9 ilkbaharda, %20.5 sonbaharda,
%11.3 oraninda yaz mevsiminde gelmislerdir. En yiksek oranda D fragilis e %25.2 ile kigin
gelen hastalarda saptanmustir. Sayica dagilimlar: farkli olmasina ragmen bahar ve sonbaharda
saptanan D. fragilis oranlar1 birbirine yakin ve sonbaharda daha yuksek bulunmustur
(sirasiyla %14,6, %16.7). Y azin saptanan D. fragilis oram da %9.1' dir.

D. fragilis Saptanan Olgulara Ait Klinik Bulgular

Calismaya alinan olgulardan D. fragilis saptananlarin %92.5' inde (49/53) herhangi bir
gastrointestinal semptom varligi soz konusuydu. D. fragilis enfeksiyonlu olgularda gorulen
semptomlar Sekil 10'da gosterilmistir.
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Calisma gruplarindaki hasta semptomlarina gére
D. fragilis sayisal dagilimi

Herhangi bir semptom varligi ‘- 45 | 242
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Sekil 10. Calismadaki hastalarin varolan gastrointestinal semptomlar: ve D. fragilis pozitifligi ile
iliskisi gortlmektedir.

D. fragilis pozitifligi % 68.8 oraninda diger parazitlerle birliktedir.
- Kronik diyaresi olan olgularin D. fragilis sikligi1 %14.9 dur. ( p=0.65, p>0.05)
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- Karin agrisi sikayeti olanlardaki D. fragilis sikligi: %23.5 ( p=0.17, p>0.05)

- Ishal sikayeti olanlarda D. fragilis siklig1 %15.1 olmayanlara gore daha yiksek
bulunmustur (p=0.08, p>0.05)

- Kabizlig1 olan olgularda D. fragilis %44.4siklikla olmayanlara gére anlamli olarak
daha yuksek bulunmustur ( p=0.008, p<0.05).

- Perianal kasintisi olan olgularin D. fragilis siklig1 %57.1 ile olmayanlara gore anlaml1
olarak daha yuiksek bulunmustur ( p=0.00, p<0.05).

- Gaz sikayeti olan olgularda D. fragilis siklig1 %43.60lmayanlara gére anlaml: olarak
daha yuksek bulunmustur ( p=0.00, p<0.05).

- Sigkinlik-dolgunluk sikayeti olanlarda D. fragilis siklig1 %39.4 ile olmayanlara gore
anlamli olarak daha yUksek bulunmustur ( p=0.002, p<0.05)

- Dig gicirdatma-agiz sulanmasi sikayeti olan olgularda D. fragilis siklig1 anlaml1 olarak
daha yuksek bulunmustur (siklig1:%638.5, p=0.052, p<0.05)

- Alerji ile ilgili poliklinikten gelen hastalarda D. fragilis sikligi olmayanlara gore
anlamli olarak daha yUksek bulunmustur (siklig1:%32.5, p=0.019, p<0.05)

- Vlcut kasintisi-Urtiker sikayeti olan olgularda D. fragilis sikligi olmayanlara gére
anlamli olarak daha yUksek bulunmustur (siklig1:%31.0, p=0.035, p<0.05)

- Herhangi bir semptomu olan olgularin D. fragilis sikligi, olmayanlara gére anlamli
olarak daha yuiksek bulunmustur (siklig1:%618.6, p=0.03, p<0.05)

- Kronik hastalig: olan olgularin D. fragilis sikligi, olmayanlara gore anlamli olarak
daha yuksek bulunmustur (siklig1:%14.9, p=0.075, p>0.05)

- Ishal, karin agrisi, siskinlik hissi, gaz, dis gicirdatma, viicut kasintisi, anal kasinti
sikayeti olanlar ile alerji iligkili klinikten gelenlerde, Blastocystis hominis skl:gi, bu
sikayetleri olmayanlara gore daha ytksek bulunmustur.

- G. intestinalis ve E. nana gorilen olgularda semptomlar: olanlar ile olmayanlar

arasinda anlamli bir fark bulunmamustir
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4.3 Tek Bir Enfeksiyon Etkeni Olarak D. Fragilis Saptanan Olgulara Ait Klinik
Bulgular

Tek basina D. fragilis saptanan olgular incelendiginde, D. fragilis saptananlarin %90.9' unda
(20/22) herhangi bir gastrointestinal semptom varligi sozkonusuydu. Tek basina D. fragilis
enfeksiyonu olanlar ile dispeptik sikayet iliskisi Tablo 12’ de gorulmektedir.

Tablo 12. D. fragilis'in tek etken oldugu olgularinin dispeptik sikayetleiliskisi

Hazimsizlik-Siskinlik
Y ok (%) Var (%) Toplam
Tek bagna D. fragilis yok 235 (83.0) 32 (12.0) 267
Tek basinaD. fragilis var 16 (72.7) 6(27.3) 22
Toplam 251 38 280"

Ki kare= 4.16, SD= 1, p=0.042
* (¢ hastaya ait hazimsizlik sikayeti ileilgili veri kayd eksiktir

Dispeptik sikayetleri olanlarda D. fragilis anlamli olarak daha yuksek bulunmustur.

Tek bir enfeksiyon etkeni olarak D. fragilis saptanan olgularin intestinal gaz sikayeti ile
iliskisi Tablo 13 de gorulmektedir

Tablo 13. D. fragilis'in tek etken oldugu olgularinin intestinal gaz sikayeti ileiliskisi

Intestinal gaz sikayeti
yok (%) var (%) Toplam
Tek Bagina D. fragilis yok 238 (88.1) 32 (119 270
Tek BasinaD. fragilis var 15 (68.2) 7(31.8) 22
Toplam 253 39 292

Ki kare= 7.09, SD= 1, p=0.08



Gaz sikayeti olanlarda D. fragilis, anlamlik diizeyine yakin oranda daha yiksek bulunmustur
(anlamlilik diizeyi p<0.05)

Tek bir enfeksiyon etkeni olarak D. fragilis saptanan olgularin diyare ile aralikl1 seyreden
kabizlik ileiligkisi Tablo 14’ de gorilmektedir.

Tablo 14. D. fragilis'in tek etken oldugu olgularinin diyareile aralikli seyreden kabizlik sikayeti ile
iliskisi

Diyare/Kabizlik
yok (%) var (%) Toplam
Tek basina D. fragilis yok 257(95.2) 13 (4.8) 270
Tek basinaD. fragilis var 17 (77.3) 5(22.7) 22
Toplam 274 18 292

Ki kare= 11.29, SD= 1, p=0.001

Diyare ile aralikl1 seyreden kabizlik sikayeti olanlarda D. fragilis anlamli olarak daha yuksek
bulunmustur

Tek bir enfeksiyon etkeni olarak D. fragilis saptanan olgularin Urtiker ya da alerjik kasinti
iliskisi Tablo 15’ de gorulmektedir.

Tablo 15. D. fragilis'in tek etken oldugu olgularimn drtikeryal kasinti sikayeti ileiligkisi

Urtikeryal kasinti
yok (%) yar (%) Toplam
Tek basinaD. fragilis yok 235 (87.0) 35 (13.0) 270
Tek baginaD. fragilis var 15 (68.2) 7(31.8) 22
Toplam 250 42 292

Ki kare= 5.87, SD= 1, p=0.015

Urtiker ya da alerjik kasintil: hastalarda D. fragilis siklig1 anlamli olarak yuksekti.
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Tek bir enfeksiyon etkeni olarak D. fragilis saptanan olgular ile perianal kasint1 iliskisi Tablo
16’ de gorilmektedir.
Tablo 16. D. fragilis'in tek etken oldugu olgularimn perianal kasinti sikayeti ileiligkisi

Periana kasint:
yok (%) var (%) Toplam
Tek basina D. fragilis yok 241 (89.3) 29 (10.7) 270
Tek basinaD. fragilis var 16 (72.7) 6 (27.3) 22
Toplam 257 35 292

Ki kare= 5.27, SD= 1, p=0.022

Tek bir enfeksiyon olarak D. fragilis saptanan olgular, diger parazitlerle beraberligindekine
benzer sekilde dispeptik sikayetler, gaz, diyare ile beraber seyreden kabizlik sikayeti, kasinti
ve perianal kasintist olanlarda D. fragilis varligir anlamli olarak yuksek bulundu. D. fragilis,
kr. diyarelilerde %9.1 (2/22), akut diyarelilerde %45.5 (10/22), karin agrist sikayeti olanlarda
%22.7 (5/22) sikliginda gorulmastar.

D. fragilisin diger parazitlerle beraberligindeki oranlar tek basina dientamoebiosis
enfeksiyonu ile benzer sonug verdiginden ilk gruptaki daha yiksek sayidaki olgu ile analizlere
devam edilmistir. Sekil 11'de kronik barsak hastaliklari ve kanser varliginda D. fragilis
enfeksiyon iligkisi gorulmektedir.
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D. fragilis Saptanan Olgulardaki K ronik Barsak Hastahg fliskisi

Hastaliklara gore D. fragilis dagilimi (Sayisal dagihimlar)

60 56
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Barsak hastaliklari Barsak malignitesi Barsak digi malignite

Sekil 11. Kronik barsak hastaliklari (Crohn, dlseratif kalit, irritable barsak sendromu ve diger
fonksiyonel barsak hastaliklari), barsak malignitesi ve barsak dist malignitesi olanlarda gérilen D.
fragilis sikligi.

Herhangi bir barsak hastaligi olanda D. fragilis gorilme sikligi %17.4'dir
(p=0.541, p>0.05)
Barsak malignitesi olanlarda D. fragilis gorilme siklig1 %7.1" dir.

Herhangi bir kanser hastaligi olanda D. fragilis gorilme sikligi1 %7.1" dir.

Dientamoebiosisli Hastalarin Baz Laboratuvar Sonuglari ile fliskis
Literatirlerde D. fragilis enfeksiyonu ile iliskilendirilen bazi laboratuvar
paremetrelerinin ¢calismamizda D. fragilis enfeksiyonu ile iliskisi Sekil 12’ de gosterilmistir.
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incelenen laboratuvar parametrelerindeki D. fragilis dagilimi
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Sekil 12. Hastalarin bazi laboratuvar parametrelerinin D. fragilis pozitifligi ileiliskisi

- Periferal eozinofilisi olanlarda D. fragilis siklig1 olmayanlara gére anlamli olarak daha
yuksek bulunmustur (sikhigr: %45.0, p=0.012, p<0.05 ). Ancak yukaridaki klinik
parametrelerinden farkli olarak tek basina D. fragilis enfeksiyonu olanlar ile eozinofili

bulgusu olanlar arasinda anlamli iliski saptanmamustir (sikligi: %17.6, p=0.22, p>0.05)

- Selofan lam pozitif olarak incelenen olgulardaki D. fragilis sikligi %66.7 dir
(P=0.352, p>0.05)

- Endoskopik incelemesi yapilan hastalardaki, O0dem/enflamasyon
/hiperemi/hiperpigmentasyon gibi degisikliklerden herhangi birinin olmasi durumunda D.
fragilis pozitifligi %17.6 olarak bulunmustur (p=0.503, p>0.05).

- Hemoglobin diustklugl olan hastalardaki D. fragilis sikligi %15.7'dir (p=0.159,
p>0.05

Olgularin gaita kivamlari ile D. fragilis gorilmes arasindaki iliski
Hastalarin incelenen gaita 6rneklerinin kivamlar: ile D. fragilis saptanmas: arasindaki iliski
Sekil 13. de gosterilmektedir.
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Gaita kivamlarina gore D. fragilis dagilimi (sayisal dagilimlarr)
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Sekil 13. Calisma materyali olarak alinan gaita 6rneginin kivam ile D. fragilis saptanmast arasindaki
iligki

- Gevsek gaita drneklerinde D. fragilis saptanma sikligir %23.6 olup, diger kivamdaki
Orneklerde saptanan D. fragilis oranlarindan anlaml: olarak daha yuksektir (p=0.008, p<0.05).
Yumusak gaita oOrneginde %13.3, sulu diyareli ornekte %6.0 oraninda saptanmus,
mukusluve/veya kanli 6rneklerin hig birinde D. fragilis saptanmamustur.

Dientamoebiosisli Hastalardaki Semptomlarin Yas Gruplarina Gore incelenmesi
Dientamoebiosisli hastalardaki semptomlarin yas gruplarina gore dagilimi Tablo 17 de
gorilmektedir.

69



Tablo 17. Dientamoebiosisli hastalarin gastrointestinal semptomlarinin yas gruplarina gore dagilimlar

Semptomlar 0-5 6-14 15-64 65 Uzeri
% (n™*/n) % (n™*/n) % (n™*/n) % (n™*/n)
Kronik diyare 0 37,5 (3/9) 12,5 (4/32) 11.1(19)
Akut diyare 5 (1/20) 286414 | 1430301 | 5627
i 60.0 (9/15)
Kann agnsi 9.1 (1/11) e 17.8 (8/45) 14.3 (2/14)
Hazimsizlik-siskinlik 6.7(230) | 28.6(10/35) 37&%]0]529) 375 (3/8)
Mide bulantis 0 37,5 (3/9) 26.1 (6/23) 20 (1/5)
50 (12) 39.1(9123)
Gaz e 50 (4/8) o 50.0 (3/6)
Katizlik 0 100.0 (V1) 40 (4/10) 60.0 (3/5)
Dis gicrdatmas-sdlya | 66.7 (2/3) 0 33.3 (2/6) 50 (1/2)
- 30.3 (10/33)
Allerjik kasinti 0 40 (2/5) P<0.05 1/3 (33.3)
_ 50(510) | 70.0 (1420)
Perianal kasinti 50 (1/2) P=0.076 P<0.05 0
Eozinofili 66.7 (2/3) 50.0 (2/4) 222 (2/8) 75.0 (3/4)

6-14 yas grubunda D. fragilis gortlmesi ile karin agrisi ve perianal kasint1 sikayetleri

arasinda anlamli iligki vardir.

6-14 yas grubunda kronik diyarelilerde D. fragilis gorulme sikligi %37.5, akut

diyarelilerde ise %28’ dir.

15-64 yas grubunda D. fragilis gérulmes ile hazimsizlik-siskinlik, intestinal gaz,

alerjik kasint1 ve perianal kasinti sikayetleri arasinda anlamlu iliski vardir.

65 yas Uzerinde ise diyare ile aralikli gorilen kabizlik sikayeti olanlardaD. fragilis %60

siklikta, periferik kanda eozinofilisi olanlarda ise D. fragilis skligi ise %75 olarak

gordlmistar.
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Dientamoebiosisli Hastalardaki Semptomlarin Cinsiyete Gore incelenmesi

Dientamoebiosisli hastalarda gortlen semptomlarin cinsiyet ileiliskisi Tablo 18.de

gorilmektedir.

Tablo18. Dientamoebiosisli hastalarin gastrointestinal semptomlarinin cinsiyete gore dagilim

Semptomlar Erkek Kadin
% (n"*/n) % (n"*/n)
Kronik diyare 20,5 (3/29) 20.8 (5/24)
Akut diyare 15.5 (1U71) 14.8 (12/81)
} 26.7 (12/45)
Karin agrisi 20.0 (8/40) P=0.066
Hazimsizlik-siskinlik 28.6 (6/21) 52.9 (9/17)
oz 435 (10/23) 43.8 (7/16)
P<0.05 P<0.05
455 (5/11)
Kabizlik B 42.9 (317)
, 33.3 (6/18)
Allerjik kasinti P=0.081 29.2 (7/24)
: 47.1 (8/17) 66.7 (12/18)
Perianal kasint P<0.05 P<0.05
. 55.6 (5/9)
Eozinofili 36.4 (4/11) P<0.05

Kronik diyare ve akut diyare, gaz sikayeti olanlarin gaita 6rneklerinde D. fragilis saptanmasi
erkek ve kadinlarda benzer oranlarda gorilmistir (sirasiyla %20.5, 20.8; %15.5, 14.8; %43.5,
43.8). D. fragilis kadinlarda karin agrisi sikayeti olanlarda %26.7 (p=0.066), hazimsizlik-

siskinlik olanlarda ise %52.9 ve perianal kasintisi olanlarda %66.7 (p<0.05), eozinofilisi

olanlardaise %55.6 (p<0.05) oranlari ile erkeklere gore daha yiksek bulunmustur
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D. fragilis Saptanan Olgularin Mikroskobik Degerlendirilmes
Hematoksilen boyama ile degerlendirilen parazit yogunlugu ve PCR ile D. fragilis saptanmasi
arasindaki iliski Sekil 14. de gosterilmistir.

Demir hematoksilen boyama ile saptanan
D. fragilis yogunlugu ile PCR pozitifliginin kargilagtirimasi

120

100
100 87,5
80 82,6
80
60 @ PCR yéntemi ile % D. fragilis
40
20
0
+ ++ +++ ++++

Demir hematoksilen boyama ile saptanan D. fragilis yogunluklari

Sekil 14. Demir hematoksilen boyama ile saptanan D. fragilis yogunlugu ile PCR pozitifliginin
karsilagtiriimasi

Demir hematoksilen ile boyanan tim preparatta 1-3 arasi D. fragilis trofozoiti bulunan
ve yogunluk derecesi “bir pozitif” olarak degerlendirilen 5 adet preparatin 4'inde (%80)
PCR yontemi ile D. fragilis pozitifligi saptanmustir.

6-20 sahada 1-2 D. fragilis trofozoiti ile “iki pozitif” olarak degerlendirilen 23
preparatin 19’ unda (%82.6) PCR yontemi ile D. fragilis pozitifligi saptanmustir.

1-5 sahada 1-2 D. fragilis trofozoiti ile “li¢ pozitif” olarak degerlendirilen 16 preparatin
14’ tinde (%87.5) PCR yontemi ile D. fragilis pozitifligi saptanmustir.

1-2 sahada 3 ve uUzeri D. fragilis trofozoiti bulunan ve dort pozitif olarak
degerlendirilen 4 preparatin 4'Unde de (%100) PCR yontemi ile D. fragilis pozitifligi
saptanmistir. D. fragilis trofozoitlerin boyal1 preparattaki yogunluk oranlarindaki artisin, PCR
ile D. fragilis saptanma sikligint arttirdigi gozlenmistir.
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4.5. Mikroskopi ile Elde Edilen D. fragilis Pozitif Preparat Goruntuleri

SAF icine alinan gaita 6rneklerinden nativ-Lugol ile hazirlanan preparatlarin x400
buylitme ile ve demir hematosilen boyama sonucu elde edilen preparatlarin x1000 biydtme
ile degerlendirilen mikroskobik gorintuleri asagida verilmistir.

Resim 9. “dort pozitif” olarak degerlendirilen D.fragilisli hastamn fiksatifli 6rnekten hazirlanan
nativ-Lugol preperat gorintisii (A,B) ve bir baska dort pozitif degerlendirilmis hastamn demir
hematoksilen ile boyanms preperati (C,D)
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Resim 10. D. fragilis pozitif olarak degerlendirilen hastamn sirasiyla nativ-Lugol (A,B), Robinson
Besiyeri ortami (C), ¢ift nikleus (D) ve tek niikleuslu, demir hematoksilen ile boyanmis preperat
goruntuleri (E)
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Resim 11. Demir hematoksilen ile boyanmis ve fiksatifli solusyondan hazirlannus olan Lugol
preperatlardaki D. fragilis'in motilitesini gosteren goruntiler
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Resim 12. Demir hematoksilen ile boyannus preperatlarda kist benzeri oldugu distintlen yapilar

Resim 13. Robinson besiyeri ortaminda D. fragilis
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Resim 14. Farkl1 hasta 6rneklerindeki boyamaile elde elden D. fragilis gorintileri
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Resim 15. Farkli hasta orneklerindeki D. fragilis ile beraber gorilen ve D. fragilis ile karisabilen
parazitler (/. bitschilii, amoeboid B. hominis, E. nana, E. coli prekistik yapilar, iki cekirdekli B.

hominis)
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Demir hematoksilen boyama ile saptanan protozoanlar ve rutin laboratuvarda saptanmis

helment sonuglar: Tablo 19" da gorulmektedir

Tablo 19. Calisma gruplarinda demir hematoksilen boyama ve coklastirma yontemi ile saptanan
parazitler ve sikliklari

Diger Parazitler Imm. yet (+) Imm. vet () Toplam
% (n) % (n) % (n)
B. hominis 12.2 (11) 31.7 (64) 25.7 (75)
D. fragilis 22(2) 23.2 (46) 16.4 (48)
E. nana 22(2) 7.9 (16) 6.2 (18)
I butschlii 22(2) 4.5(9) 3.8(11)
E. coli 0 4.0 (8) 2.7 (8)
G. intestinalis 22(2) 2.0(4) 2.1(6)
Cryptosporidium spp. 2.2(2) 1.5(3) 1.7 (5)
E. histolytica 11(1) 0 0.3(1)
E. hartmani 0 1.0(2 0.7 (2
E. vermicularis 0 3.4(7) 2.1(7)
T. saginata 22(2 0.5(1) 2.8(3)
A. lumbricoides 0 15(3) 1.0(3)
T. intestinalis 0 1.0(2 0.7 (2

Demir hematoksilen boyama yontemi ile B. hominis en sik, D. fragilis ise B. hominis'den
sonra ikinci siklikta tespit edilen parazit olmustur.
@ Demir hematoksilen boyama ile saptanan tim parazitlerin siklig1 %36 (105/292),
@ Demir hematoksilen boyamaile D. fragilis diginda saptanan parazitlerin sikligir %31.5
(92/292)'dur.
@ Ayni orneklerdeki, rutin inceleme yontemleri ile (fiksatifsiz inceleme) saptanan
parazit siklig1 ise %21.9 (64/202)’ dur.
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4.6. D. fragilis Saptanan Olgularin Molekiler Degerlendirilmes

DF400 ve DF1250 primerleri kullamilarak yapilan PCR yontemi ile elde edilen
863bp’lik band gbzlendi. Sekans analizi sonrasi D. fragilis e ait bant oldugu géruldi. Pozitif

kontrol olarak sekans analizine gonderilmis Ornek ile ¢alisildh.

1000bp —

8630p
500bp

1000bp:

500bp

Resim 16. %1.5 Agaroz jelde yuritilen PCR drinlerinin 863 bp.deki gorintdil eri
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5000p —|»

Resim 17. PCR pozitif drneklerde Rsal enzimi ile kesilerek elde edilen RFLP gorintiist. Bu jelde
goruntiledigimiz tim érnekler Rsal ile ayri bolgelerden kesilmistir.

Resim 18. Ddel restriksiyon enzimi ile kesilmis ilk dért 6rnek ve Rsal restriksiyon enzimi ile kesilmis
ikinci dort érnegin jel goranttisi (Rsal grubundaki 2. ve 3. érnekler ayni hastaya aittir).

Isaretli olanlar Genotip 2 olarak degerlendirilen ©rnektir. Sadece Genotip 2 olarak
degerlendirilen tek bir ornek Ddel ile kesilmis (kirmizi ok ile isaretli), Rsal ile de yukaridaki
jel goruntisiiniin tersine sadece bu 6rnek kesilmemistir (Rsal etiketinin altinda yer almis olan

kirmizi ok ile isaretli iki kuyuya koyulmus olan 6rnek)
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Arastirmada kullandigimiz tani yontemleri olan demir hematoksilen boyama yontemi ile PCR
yontemlerinin birbirleri ile tutarliligim Tablo 20. de inceledik.

Tablo 20. Demir hematoksilen boyama yontemi ile PCR yontemi arasindaki tutarlilik oram

PCR yontem Toplam
Df yok Df var
_ Df yok 232 12 244
Demir
. Df var 7 41 48
hematoksilen
Toplam 239 53 292

Kappa: 0.77, P= 0.000

Demir hematoksilen boyama yontemiyle PCR yontemi birbiriyle “iyi dizeyde’ tutarl

bulunmustur.

PCR ile pozitif saptachgimiz 18 Ornegin sekan analizlerini fontek (istanbul)
laboratuvarinda yaptirdik. Bu o6rneklerin sekanslari ve degerlendirme sonuclari asagida

verilmistir.

4.7. PCR ileD. fragilis Pozitif Saptanan Bazs PCR Urnlerinin Sekans Analiz Sonuclari

PCR ile D. fragilis pozitif saptachgimiz 18 urunin fontek (Istanbul) Laboratuvarinda
sekans analizi yaptirilmistir. Bu analiz ve bu sonuglara gore yapilan genotiplendirme analizi
fontek Laboratuvar sonucu olarak asagida verilmistir.
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PCR ile D. fragilis pozitif saptan baz olgularin PCR Uriinlerinin Sekans Analizi
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Toplam 18 adet drnegin iki yonli dizilemesi yapildi:
1,2,34,5,6,7,8,9,12,13,14,16,18,19,20,21 ve 22 Dizilerin  analizi  sonrasinda
3,4,5,6,7,8,9,12,13,14,16,18,19,20,21 ve 22 numaral1 dizilerin birebir ayn: oldugu gozlendi ve
bu diziye izmir 3 ach verildi. 1 ve 2 numaral: érneklerin dizisi izmir 3'den farkl: oldugu icin
bunlara sirasiyla izmir 1 ve izmir 2 adlar: verildi. DF400 ve DF1250 primerleri arasinda kalan
863 baz uzunlugundaki bdlgenin tamami belirlenmeye calisilmug ancak dizileme
kromatogramlarinin kalitesi buna izin vermemistir. Buna karsin 16 kromatogramin analizi
sonucunda elde edilen izmir 3 dizisinin uzunlugu 773 bazdir. 1 numaral érnek iki yonli
dizilenmesine karsin sadece bir yonde kismen okuma alinabilmis bu sebeple 474 baz
uzunlugunda Izmir 1 dizisi elde edilmistir. 2 numarali Ornek ise sadece bir yonde
dizilenmistir. Okuma kalitesi ancak 283 baz uzunlugunda izmir 2 adl1 dizinin olusturulmasina
olanak vermistir. Ozetlenecek olursa:

Dizinin Adh Uzunluk Hangi 6rnekler kullamld:

Izmir 1 474 baz 1

izmir 2 283 baz 2

Izmir 3 773 baz 3,4,5,6,7,8,9,12,13,14,16,18,19,20,21
ve 22

Literatir arastirmasi sonunda iki adet genotip bulunmustur. Genotiplerin numarali,
Genbank referans numaralar1 ve agiklamalar: asagida sunulmustur. Genotiplerin dizilerine

referans numasini kullanarak NCBI’ dan erisilebilir.

Genotip GenBank Referans Aciklama

Genotip 1 AY730405.1 small subunit ribosomal RNA
gene, Avustralya, Sidney

Genotip 2 DFU37461.1 16S-like rRNA, Bi/PA (ATCC
30948) susu

Analiz

Izmir 1,2 ve 3 dizilerinin Genotip 1 ve 2 ile karsilastirmalar1 NCBI Blast yazilim ile yapil mistar
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Dizilerin sira ile karsilastiriimasi sonucunda yizde olarak

verilen maximum benzerlik degerleri asagida sunulmustur.
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izmir 1,2 ve 3 dizilerinin Genotip 1 ve 2 ile NCBI Blast ile karsilastirilmas sonucunda elde edilen
benzerlik skorlari.

Genotip 1 Genotip 2
Izmir 1 %99 %93
Izmir 2 %97 %100
Izmir 3 %99 %95

Blast ile yapilan her karsilastirmada diziler arasindaki batiin farkhliklar belirlenmis ve Tablo 2 ile
ayrintil olarak sunulmustur. Farkliliklarin konumlari Genotip 1 ve 2 dizilerini referans alinarak
belirtilmistir. Sdzgelimi izmir 1 ile Genotip 2 arasinda bulunan farklilardan birisi “723 T>A” ifadesi ile
belirtilmis olsun. Bunun manasi: Genotip 2’nin 723’ncii konumunda T bazi, bu konumun izmir 1’de

denk gelen yerinde ise A bulunmaktadir.
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izmir 1,2 ve 3dizilerinin Genotip 1 ve 2'den farklary

Genotip 1

Genotip 2

izmir 1

izmir 2

izmir 3

630 Gde
696 C>T
711 T>G

599 T>A
630 Gdd
649 A>G
659 C>T
660 T>AA
696 C>T

630 Gde
696 C>T

599 A>T
648 G>A
658 T>C
659 AA>T
704

AAAAAAAAATTTAATdE

723 T>A
724 T>A
727 T>A
728 T>A
815 T>G
912 G>T

599 A>T
648 G>A
658 T>C
659 AA>T
704

AAAAAAAAATTTAATdE

723 T>A
724 T>A
727 T>A
728 T>A
815 T>G
912 G>T
938 T>A
951 T>C
1230 T>A
1231 A>T

Sonuglar

1. Izmir 2 dizisi Genotip 2 ile birebir uyum saglamaktadir. Dolayis ile 2 numaral:
Ornegin genotipine “ Genotip 2 denilebilir.

2. Izmir 1 veizmir 3 dizileri Genotip 1’ e %99 orarnda uyum saglamaktachr. Bu nedenle bu
dizinin elde edildigi 3,4,5,6,7,8,9,12,13,14,16,18,19,20,21 ve 22 &rneklerin genotipine “Genotip 1”
denilebilir.
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3. Izmir 1'i izmir 3'den ayiran tek bir 6zellik bulunmaktachr: 711 T>G farklilig1. Dolayisi
ile 1 numaralr drnegin genctipi “Genotip 1" olmakla birlikte Genotip 1'den sadece bir baz fark: ile
ayrilmaktadr.

4, Genotip 2’ nin 644 numaral1 poziyonunda yer alan (CTTAG) restriksiyon bolgesi sadece 2
numarali Ornekte bulunmaktachr. izmir 1 ve Izmir 2 ile Genotip 2'nin hizalanmasi sonucunda
gozlenebilen 648 G>A degisimi diger Orneklerde aym restriksiyon bdlgesinin  olusmasim
engellemektedir.

5. Genotip 2'nin 704 numarali pozisyonunda yer aan (AAAAAAAAATTTAAT) dizisi
sadece 2 numaral1 6rnekte gozlenmistir. izmir 1 ve 3’ de 15 bazlik bu bélge silinmistir.

Izmir 1,2,3 ve Genotip 1,2'nin DNA dizleri

izmir 1

TATACTTTTCCAGTATATTGTAACCTAGCAGAGGGCCAGTCTGGTGCCAGCAGCTGCGGTAATTCCAGCTCTG
CAAGTTTGCTCCCATATTGTTGTAGTTAAAACGCTCGTAGTCTGAATTATTTTAATTTAAATTTTTTAAATTAAAATTTA
GTTTTTATTTTATAAAAACGTTCACTGTGAACAAATCAGAACGCTTAAAGTAATTTTCTTTATTGAATGATTTAGCGCA
GTATGAAATTTTTACTTTTTAAATTTTAATGAATTTAACAAGTAATATCAAAGAGAATAATCGGGGATAGATCTATTTC
ATGGCGAACAGCGAAATGTTTTGACCCATGAGAGAGAAACGAAGGCGAAAGCATCTATCAAGTGTATTTCTATCGATC
AAGGGCGAGAGTAGGAGTATCCAACCGGATCAGAGACCCGGGTAGTTCCTACCTTAAACTATGCCGACAAGGTTTTG
TTTTTTTT

Izmir 2

TATACTTTTCCAGTATATTGTAACCTAGCAGAGGGCCAGTCTGGTGCCAGCAGCTGCGGTAATTCCAGCTCTG
CAAGTTTGCTCCCATATTGTTGTAGTTAAAACGCTCGTAGTCTGAATTATTTTAATTTAAATTTTTTAAATTAAAATTAA
GTTTTTATTTTATAAAAACGTTCACTGTGAACAAATCAGAACGCTTAGAGTAATTTTTAATTATTGAATGATTTAGCGC
AGTATGAAATTTTTACTTTTTAAAAAAAAAAAATTTATTTTTTTTTTTTT

izmir 3

TATACTTTTCCAGTATATTGTAACCTAGCAGAGGGCCAGTCTGGTGCCAGCAGCTGCGGTAATTCCAGCTCTG
CAAGTTTGCTCCCATATTGTTGTAGTTAAAACGCTCGTAGTCTGAATTATTTTAATTTAAATTTTTTAAATTAAAATTTA
GTTTTTATTTTATAAAAACGTTCACTGTGAACAAATCAGAACGCTTAAAGTAATTTTCTTTATTGAATGATTTAGCGCA
GTATGAAATTTTTACTTTTTAAATTTTAATTAATTTAACAAGTAATATCAAAGAGAATAATCGGGGATAGATCTATTTC
ATGGCGAACAGCGAAATGTTTTGACCCATGAGAGAGAAACGAAGGCGAAAGCATCTATCAAGTGTATTTCTATCGATC
AAGGGCGAGAGTAGGAGTATCCAACCGGATCAGAGACCCGGGTAGTTCCTACCTTAAACTATGCCGACAAGGTTTTG
TTTTTTTTAATAAAAGCAGTACCATAGGAGAAATCATAGTTCATGGGCTCTGGGGGAACTACGACCGCAAGGCT GAAA
CTTGAAGGAATTGACGGAAGGGCACACCAGGGGTGGAGCTTGTGGCTTAATTTGAATCAACACGGGAAAACTTACCA
GGACCAGATATTTTTAATGACTGATCAGGCTATAGGTCTTTCAGGATATGATTTTTGGTGGTGCATGGCCGTTGGTGG
TGCGTGGGTTGACCTGTCTAGCGTTGATTCAGATAACGAGCGAGATTATCACCAATTAAATATATAAATATTTT

89



Genotip 1

ATACTTGGTTGATCCTGCCAAGGAAGCACACTATGGTCATAGATTAAGCCATGCAAGTGTAAGTTCAGGTAAC
TAAACTGCGAATAGCTCATTAACACACTCATAATCTACTTGGAACCAATTTTTTAAAAATTTTAAATGGATAGCAGGAG
TAATTCTCGTGCTAATACATGAAATTTTAATAATCTTAAATTAAATCAGATTATTTTTAATACCTTTTAATAGGTAATCC
AATCGAATGAGTGACCTATCAGGCCAGTACTTAGGGTCTTTACCTAAGTAAGCTATCACGGGTAACGGGCGGTTACC
GTCGTACTGCCGGAGAAGGCGCCTGAGAGATAGCGACTATATCCACGGGTAGCAGCAGGCGCGAAACTTACCCACTC
GAGACTATCGGAGGTGGTAATGACCAGTTATAATTAAGGAATTTTCCTTATTATATAGGAATATACTTTTCCAGTATAT
TGTAACCTAGCAGAGGGCCAGTCTGGTGCCAGCAGCTGCGGTAATTCCAGCTCTGCAAGTTTGCTCCCATATTGTTGT
AGTTAAAACGCTCGTAGTCTGAATTATTTTAATTTAAATTTTTTAAATTAAAATTTAGTTTTTATTTTATAAAAACGTTC
ACTGTGGAACAAATCAGAACGCTTAAAGTAATTTTCTTTATTGAATGATTTAGCGCAGTATGAAATTTTTACCTTTTAA
ATTTTAATTAATTTAACAAGTAATATCAAAGAGAATAATCGGGGATAGATCTATTTCATGGCGAACAGCGAAATGTTTT
GACCCATGAGAGAGAAACGAAGGCGAAAGCATCTATCAAGTGTATTTCTATCGATCAAGGGCGAGAGTAGGAGTATC
CAACCGGATCAGAGACCCGGGTAGTTCCTACCTTAAACTATGCCGACAAGGTTTTGTTTTTTTTAATAAAAGCAGTAC
CATAGGAGAAATCATAGTTCATGGGCTCTGGGGGAACTACGACCGCAAGGCTGAAACTTGAAGGAATTGACGGAAGG
GCACACCAGGGGTGGAGCTTGTGGCTTAATTTGAATCAACACGGGAAAACTTACCAGGACCAGATATTTTTAATGACT
GATCAGGCTATAGGTCTTTCAGGATATGATTTTTGGTGGTGCATGGCCGTTGGTGGTGCGTGGGTTGACCTGTCTAGC
GTTGATTCAGATAACGAGCGAGATTATCACCAATTAAATATATAAATATTTTTATTAAAATAATTTATTTTCTAATTGG
GACTCCCTGCGTCTAAGCAGGAGGAAGATGGTAGCAATAACAGGTCCGTGATGTCCTTTAGATGCTCTGGGCTGCAC
GCGCGCTACAATGTTATAATCAAAGAGGTTTGCTAAATCGATAGATTATCTTTTTTTTTAAAGATTTCATAGCTACTCT
GTTAATATATAACGTAGTTGGGATTGATAATTGTAATCATTATCATGAACCAGGAATCCCTTGTAAATGCGTGTCAAC
AACGCGCGTTGAATACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAATCAT
TGGATCATTTTTTTTTAAATGAAAAGGTGATTAAATCACGTTATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTAACGGT
AGGTGAACCTGCCGTTGGATCAA

Genotip 2

ATACTTGGTTGATCCTGCCAAGGAAGCACACTATGGTCATAGATTAAGCCATGCAAGTGTAAGTTCAGGTAAC
TAAACTGCGAATAGCTCATTAACACACTCATAATCTACTTGGAACCAATTTTTTAAAAATTTTAAATGGATAGCAGGAG
TAATTCTCGTGCTAATACATGAAATTTTAATAATCTTAAATTATTTTAGATTATTTTTAATACCTTTTAATAGGTAATCC
AATCGAATGAGTGACCTATCAGGCCAGTACTTAGGGTCTTTACCTAAGTAAGCTATCACGGGTAACGGGCGGTTACC
GTCGTACTGCCGGAGAAGGCGCCTGAGAGATAGCGACTATATCCACGGGTAGCAGCAGGCGCGAAACTTACCCACTC
GAGACTATCGGAGGTGGTAATGACCAGTTATAAATAAGGAATTTTCCTTTTTATATAGGAATATACTTTTCCAGTATAT
TGTAACCTAGCAGAGGGCCAGTCTGGTGCCAGCAGCTGCGGTAATTCCAGCTCTGCAAGTTTGCTCCCATATTGTTGT
AGTTAAAACGCTCGTAGYCTGAATTATTTTAATTTAAATTTTTTAAATTAAAATTAAGTTTTTATTTTATAAAAACGTTC
ACTGTGAACAARTCAGAACGCTTAGAGTAATTTTTAATTATTGAATGATTTAGCGCAGTATGAAATTTTTACTTTTTAA
AAAAAAAAAATTTATTTTTTTTTTTTTTTAACAAGTAATATCAAAGAGAATAATCGGGGATAGRTCTATTTCATGGCGA
ACAGCGAAATGTTTTGACCCATGAGAGAGAAACTAAGGCGAAAGCATCTATCAAGTGTATTTCYATCGATCAAGGGC
GAGAGTAGGAGTATCCAACCGGATCAGAGACCCGGGTAGTTCCTACCTTAAACGATGCCGACAAGRTTTTGTTTTTYT
TTATAAAAGCAGTATCATAGGAGAAATCATAGTTCATGGGCTCTGGGGGAACTACGACCGCAAGGCTGAAACTTGAA
GGAATTGACGGAAGGGCACACCAGGGGTGGAGCTTGTGGCTTAATTTGAATCAACACGGGAAAACTTACCAGGACCA
GATATTTTTAATGACYRATCAGGCTATAGGTCTTTCAGGATATGATTTTTGGTGGTGCATGGCCGTTGGTGGTGCGTG
GGTTGACCTGTCTAGCGTTGATTCAGATAACGAGCGAGATTATCACCAATTAAATATATAATAATTTTTTTTAAAATTA
ATTATTTTCTAATTGGGACTCCCTGCGTCTAAGCAGGAGGAAGATGGTAGCAATAACAGGTCCGTGAYGTCCTTTAGA
TGCTCTGGGCTGCACGCGCGCTACAATGTTATAATCAAAGAGTTTTGCTAAATCGATAGATTATCTYTTTTTTTTAAGA
TTTAATAGCTACTCTGTTAATATATAACGTAGTTGGGATTGATAATTGTAATCATTATCATGAACCAGGAATCCCTTGT
AAATGCGTGTCAACAACGCGCGTTGAATACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGAATGA
CTCGGTGAAATCATTGGATCATTTTTTTTTAAATGAAAAGGTGATTAAATCACGTTATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGT
AACAAGGTAACGGTAGGTGAACCTGCCGTTGGATCAA

*{ontek laboratuvar sekans analiz raporu
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5. TARTISMA
Ilk olarak 1909'da tespit edilen, 1918 de tammlanan ve isimlendirilen D. fragilis

hakkinda 1927'den itibaren patojenik olabilecegiyle ilgili g¢esitli raporlar yayinlanmis
olmasina ragmen genel literatiirde kommensal parazit olarak kabul gbrmistir. Son yillarda bu
konudaki arastirmalar hiz kazanmis olup ihmal edilen bir parazit oldugu ile ilgili ve
patojenitesi hakkinda artan sayida raporlar sunulmaktadir (2,3,4,5,22,34,48,49,56,
64,59,83,86,91). Bununla birlikte kist formunun olmamasi, trofozoit formunun barsak disinda
cok hizl bir sekilde bozulmasi nedeniyle, tamsi ancak barsak pasajindan ¢ikmasin takiben en
kisa sirede fiksatif iceren kaplara aktarilmasini gerektiren Ozel labarotuvar kosullarinda
yapilabilmektedir (2,5,12,22,74). Tum dinyada yaygin ve en sik gorilen parazitlerden oldugu
uygun tanmi yontemiyle yapilan epidemiyolojik calismalar sonucunda agikliga kavusmustur
(6,7,8,9,23,28,29,35,40,53,57,58,64). Tanmsindaki kisitliliklarin yamsira gaitadaki parazit
¢ikisinin glinlere gore degiskenlik gostermesi de D. fragilis in tamnmasint zorlastirmaktadir
(12,22,31,74). Bunlarin sonucunda bu parazit ile enfekte olan bir ¢ok olgunun tedavi
edilememesi ya da yanlis/eksik tedavis de s0z konusu olmaktadir (28,29,54,64,92).
Avustralya, Hollanda ve Ingilterede az sayidaki laboratuvar ve hastanede fiksatif ve onunla
uyumlu boyama yontemi kullamlmaktadir (35,57). Amerika ve Kanada'da ise rutin
laboratuvar incelemelerinde fiksatif kullammi s6z konusudur (74). Stensvold ve ark. (2007)
Danimarka da SAF fiksatif icine alarak, boyadiklar1 103 hastanin 12’ sinin gaita drneginde D.
fragilise rastladiklarin, fiksatif  kullamlmadiginda ise parazitin  saptanmadigini
bildirmislerdir (57). ingiltere’de, gastrointestinal sikayetler ile birinci basamak hekimlerine
bagvuran hastalarlarla 2002-2004 ve 2005-2007 yillar1 arasinda iki ayri periyotta yapilan
calismada, SAF fiksatifi icine alinip, trikrom boyama uygulanmasiyla D. fragilis in yayginligi
%15.6 olarak bildirilmistir. D. fragilisin %1.3 oraninda tespit edildigi bir baska calismada,
orneklerin  SAF fiksatifi igine alinmamasimin, D.fragilisin gorilme orammn dustk
bulunmasina yol agmis olabilecegi vurgulanmustir (23,65). Bizim SAF igine alarak demir
hematoksilen ile boyadhigimiz 292 gaita 6rneginden 48'inde (%16.4) D. fragilis saptadik.
Turkiye'de, gaita drneklerinin, barsak pasgjindan ¢ikigini takiben SAF fiksatif icine alinarak
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uygulanan boyama yontemi ile ilgili ¢calismaya rastlayamadik. Bu yont ile ¢alismamiz bilime
katki saglar niteliktedir. Ayrica galisma Turkiye' nin alt yapr kosullarinin iyi diizeyde, hijyen
standartlarinin  daha yuksek oldugu bir ilinde yapilmistir. Bolgeler arasindaki  hijyen
standartlart ve diger parazit siklik farklhiliklari da goz o6nine alindiginda, oldukga farkl
sonuglarin sdz konusu olabilecegi tahmin edilmektedir. Calismamizda izmir icinden olan
olgularda D. fragilis siklig1 %16.0 iken, Izmir ilgelerinden gelenlerde D. fragilis siklig1 %625.9
bulunmustur (p>0.05). izmir ve ilceleri hatta tim Ege bolgesinden gelen hastalarda (9618.2)
D. fragilis pozitifligi agisindan anlamli bir farklilik bulunmamustir. Ege bdlgesi illerinden olan
Manisa’da bir Universite hastanesinde yapilan calismada D. fragilis sikligi %8.8 olarak
saptanmistir (68). SOz konusu cgalismadaki sonug, gaita Ornegi fiksatif solusyon igine
alinmadan, stphenilen mikroskobik baki sonucu yapilan boyama yontemine dayananarak elde
edilmistir ve bu da gaita 6rneginin fiksatif igine aktarilarak incelenmesinde elde edilebilecek
sikligin daha yiksek olacaginaisaret etmektedir.

Gaita 6rneginin fiksatif icine alinarak kullanildig: birgok calismada, gordlme sikliginin B.
hominis den sonraikinci siklikta oldugu da rapor edilmistir (7,8,9,22,57,65). Kanada' da gaita
drneginin kalici boyama yontemi kullanilarak incelendigi rutin kapsamda, D. fragilis'in en sik
gorilen parazitlerin arasinda yer aldhig: bildirilmistir (54,55). Manitoba’ daki bir laboratuvarin
calismalarinin  degerlendirilmesinde D. fragilisin B. hominiSten sonra ikinci siklikta
goruldigu ve B. hominis ile olan birlikteliginin de yuksek oranda oldugu vurgulanmustir (7).
Calismamizda B. hominis sikligi boyama yontemi ile % 25.7 (75/292) bulunmustur ve D.
fragilis, B. hominisden sonra ikinci sikliktadir (% 16.43), ayrica galismamizda benzer
sonucta, D. fragilis pozitif olgularin B. hominis ile birlikteligi de anlamli bulunmustur. D.
fragilis pozitif olan 53 olgudan 27’ sinde B. hominis enfeksiyonu da gortlmustir (p<0.05).
Ancak bu birliktelik daha onceki caligmalarda da degerlendirildigi gibi (23), sik gorilen
parazitlerin rastlantisal birlikteligi olarak distnulmistir. Aym zamanda c¢esitli calismalarda
G. intestinalisten de daha sk goruldigu de rapor edilmistir (21,38,40,41,92) Bizim
calismamizda da G. intestinalis %2.0 olarak siklig1 distik olan parazitler arasinda goralmuistir
Bu agidan da ¢alismamuz ilgili literattr sonuglariyla uyumludur.

Manitoba daki derlenen laboratuvar sonuglarinda dientamoebiosis insidans hizinin 5 yillik
periodda mevsimsel fark gostermedigi ve yaz-sonbahar aylarinda sularin kontaminasyonuyla
artiy gosteren patojenlerden farkli bir seyir izledigi ifade edilmistir (56). Biz ise D. fragilis
pozitif olgularin kis mevsiminde daha yuksek (%25.2) oranda oldugunu fakat mevsimsel
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gorulme sikliginda istatistiksel olarak anlamlt bir farkliligin bulunmadigin, ilgili literatirle
uyumlu olarak gozlemledik.

Calismamizda SAF a adigimiz Orneklerde hematoksilen boya ile %31.5 (92/292)
oraninda barsak paraziti saptadik (D. fragilis diginda). Aymi 6rnekler, SAF a alinmadan ve
inceleme siresi birkag saat iginde olabilen rutin laboratuvar kosullarinda %21.9 (64/292)
oraminda saptanabilmistir. Bu sonu¢ da literattrlerle uyumlu olarak, orneklerin mimkin
oldugunca hizl1 bir sekilde fiksatife alinarak incelenmelerinin dnemi vurgulamaktadir. Son
zamanlarda, D. fragilis' in patojen protozoanlar arasinda yer aldiginin anlasilmas: ve kronik
diyaredeki roltinin yamsira kronik barsak hastaliklarimin patogenezinde etken oldugunun
distnilmesi nedeniyle tanisi gittikce 6nem kazanmaktadir. Ancak kalici boyama yonteminde
nikleusunun parcali yapisinin izlenemedigi durumlarda, cift nikleuslu B. hominis, E. nana
trofozoit (bazen iki nilkleuslu da gorulebilmektedir) 7. biitschlii trofozoiti gibi protozoanlar ve
dejenere polimorfonikleer |0kositler gibi yapilar ile karisabilmesi (12,21) sz konusudur. Biz
de calismamizda hematoksilen ile boyadigimiz ve PCR ile negatif buldugumuz 6rneklerin
boyal1 preparatlarini tekrar inceledigimizde, dort 6rnekte D. fragilis olarak degerlendirdigimiz
protozoanlarin aslinda E. nana ve / biitschlii trofozoitleri oldugunu fark ettik.

Kalict boyama yontemleri ile birlikte uygulanan calismalarda, kultir yontemi kalici
boyama yontemine gore daha sensitif bulunmustur (73,79). Kultir ortamindaki piring
tanelerinin parazitin icinde goérilmesi ile B. hominisden kolayca ayirt edici tansi
yapilabilmektedir. Ancak kultir yonteminin uygulamadaki teknik olarak zorlugu, zaman
alicilig1, calismaya alinan tim orneklere uygulanmasina engel teskil etmektedir (2,84,86)

Mikroskobik tamsindaki kisithliklar nedeniyle uygulanan molekiler biyolojik tekniklerin
yuksek sensitivite ve spesifite potansiyeline sahip uygun alternatif yontemler oldugu ifade
edilmistir (81). Johnson ve Clark tarafindan yapilan calismada, boyama yontemiyle D. fragilis
saptadiklart o6rneklere konvansiyonel PCR yodntemi uyguladiklarim ve boyama ile elde
ettikleri pozitif ornekleri PCR ile de saptadiklarim bildirmislerdir. Trichomonadida
takimindan olan D. fragilis, igin “Trichomonad SSU rRNA” genini amplifiye ettikleri, kalict
boyama yontemi ile saptadiklar: 17 drnekten 9'unda amplifikasyonu gergeklestirdikleri rapor
edilmigtir (82).

Windsor ve ark. kilttr yontemi ve kalici boyama yontemi ile saptadiklar: 43 D. fragilis'li
hastadan DNA ekstraksiyonunu gergeklestirdiklerini ve sadece 33 tanesinde trikomonad SSU
rDNA genini amplifiye edebildiklerini rapor etmislerdir. 43 6rnegin 5'inde DNA’nin
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amplifiye olmadigi, 5'inde de ¢ok kuguk Urin elde edilmesi sonucunda tiplendirme
yapilamadig: belirtilmistir (83). Peek ve ark cok sayida gaita ornegi ile calisirken kaltur
yonteminin molekiler yontemler icin uygun olamayacagin ifade etmisler, mikroskobik olarak
pozitif bulunan 11 gaita Ornegini -20 °C saklayarak, sonrasinda DNA ekstraksiyonunu
gerceklestirmislerdir. Toplam 11 6rnegin sadece Ugtinde, beklenen boyutta amplifikasyon elde
ettiklerini, tim hasta Orneklerinde ise ¢ok miktarda nonspesifik bantlarin gorildigint
belirtmiglerdir. Bu sonug ile, D. fragilis tamsi ic¢in, 0 zamana kadar rapor edilmis tek PCR
metodunun, tire spesifik olmadigim ve gaita 6rneklerinin direkt amplifikasyonunda etkisiz
kaldigini ifade etmiglerdir. Bunun Uzerine D. fragilis SSU rRNA genini hedef alan primerler
gelistirdiklerini belirtmislerdir.

Stark ve ark, D. fragilisin SSU rRNA genini baz alarak olusturduklar1 konvansiyonel
PCR yontemiyle, mikroskobik bakida pozitif saptadiklari 31 6rnekten 29'unu PCR’da da
pozitif saptadiklarint ve diger protozoanlarla carpraz reaksiyon olusmadigint bildirmisler,
PCR protokoliniin spesifitesini %100, sensitivitesini %93.5 olarak agiklamiglardir (81).
Mikroskobik olarak 60 pozitif D. fragilis ornekle yapilan konvansiyonel bir PCR
calismasinda, 54 gaita drnegin ekstraksiyon ve amplifikasyonun gergeklestigi, 54 drnekten
50'sinde beklenen biyuklikte bant elde edildigi bildirilmistir (39). Vandenberg ve ark.
yaptiklar: calismada mikroskobik bakida D. fragilis pozitif bulunan ve saklama kosullar1 PCR
calismast igin uygun olan 15 Ornekten dokuzunun PCR ile de pozitif bulundugunu
belirtmislerdir (8). izleyen calismalarda ise D. fragilis in DNA’sinin real-time PCR yontemi
ile %100 Itk sensitivite ve spesifite ile elde edildigi ifade edilmistir. Bunun sonucu olarak,
tam icin kullanllan zamant ve kontaminasyon riskini azaltmasi yonuyle real-time PCR'in
konvansiyonel PCR’'a gore daha ¢ok avantgja sahip oldugu vurgulanmstir (84,85,86). D.
fragilisin altin standart tami yontemini belirlemek icin, calismaya alinan tim gaita
orneklerine, kalici boyama yontemi, kdltdr yontemi, konvansiyonel PCR ve real-time PCR
yontemleri uyguladiklarint bildirmigler, sensitivite ve spesifiteyi sirasiyla, konvansiyonel
PCR’ da %42.9- %100, kultir yonteminde %40 -%100, kalict boyama ile %34.3 - %99, real-
time PCR ile %100 - %100 olarak gostermislerdir Bu c¢alismada real- time PCR ile 650
ornekten 35’inde, konvansiyonel PCR ile 15'inde, kilttr yontemi ile 14’ Ginde, kalict boyama
yontemi ile 12'inde D. fragilis'i tespit etmislerdir (84).

Biz ¢calismamizda konvansiyonel PCR yontemini kullandik. PCR galismak tizere -20°C’ de
saklanan drnekleri ekstrakte ettik ve D. fragilis SSU rDNA gen bdlgesine spesifik primerler
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kullanilarak uyguladigimiz amplifikasyon ile 292 ornekten 53'Unde (%18.2) 863 bp’lik
bdlgeyi elde ettik. Kalici boyama yontemiyle 48 hasta 6rnegini D. fragilis pozitif olarak
saptadik (%16.4). PCR ile saptadiklarimizin 12'ini (%4.9) boyama yontemiyle saptayamadik.
Boyama yontemiyle pozitif buldugumuz 7 olguyu (%14.6) da PCR yontemiyle saptayamadik.
Her ikisiyle saptadigimiz 41 olgu (%85.6) mevcuttu. Herhangi birini altin standart olarak
alamadigimiz bu iki yontemin birbiriyle “iyi dizeyde” tutarli oldugunu gérdik. Calismada
demir hematoksilen ve PCR yontemleri ile birbirinden farkli olgular pozitif bulunmustur.
PCR yoOnteminde, inhibitor faktorlerin ya da parazitin gaita drneginde yogun olmadig:
durumlar gibi sulu diyareli olma durumunun da paraziti saptayamamada etkili oldugu
dustnulmuastdr. Hematoksilen boya yontemindeki kisithliga ise, gaita Orneginin, pasajdan
cikmasini takiben SAF fiksatif icine hemen aktarilamadigi durumlar ile birlikte sadece tek bir
ornegin incelenmesinin neden oldugu dustnuimistir. Calismamizda demir hematoksilen
boyama ile saptanan preparatlardaki D. fragilisin yogunlugu ile PCR ile saptadigimiz D.
fragilis arasindaki iliskiyi de inceledik Mikroskobik bakida iki pozitif ve yukarisi olarak tespit
edilen D. fragilis trofozoitlerinin yogunluk oramnin PCR ile de D. fragilisin saptanma
oramn arttirdigim gordik. PCR ile tamda sulu diyareli olgularda bantlarin ¢ok silik olarak
gorilmesi ve hematoksilen boyamada bu 6rneklerin negatif olarak degerlendirilmeleri, bu tip
orneklerin goklastirma islemi yapildiktan sonra PCR igin -20°C’de saklanmasi veya SAF a
alindiktan sonra coklastirilarak boyanmasinin sulu diyarelilerde enfeksiyon pozitifliginin
saptanmasinda 6nemli olabilecegini dustindirmustir. PCR ve boya ile elde ettigimiz sonuglar
ilgili literatirlerle uyumlu olup, D. fragilis tamsindaki zorluklarin bu yontemerle buyuk
oranda asilmig oldugu ancak bazi simirliliklarimn da oldugu ayni literatir bilgileriyle
Ortismektedir.

Bu calisma, tlkemizde simdiye kadar yapilan ¢ok az calisma disinda genel olarak ihmal
edilen bir parazit olan D. fragilisin tamsinin PCR yontemi ve fiksatif icine alinarak
uygulanan boyama yonteminin birlikte kullanilarak yapildig:r bilgimiz dahilinde olan tek
caligmadir

Kalin barsakta yerlesen D. fragilis'in aralikli olarak barsaktan atiliminin PCR ile de tespit
edildigi bildirilmistir. Uclii feces test ile alinan gaita orneklerinden fiksatifli olan ikisine
mikroskobik tani, fiksatifsiz 6rnege de PCR uygulandigi calismada, mikroskobik baki

uygulanan her iki 6rnekte D. fragilis pozitif ise, PCR uygulanan 6rnegin pozitiflik oram %74
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bulunurken, mikroskobik olarak sadece birinde pozitiflik varsa PCR ile pozitiflik oramnin
%18 saptandigi bildirilmistir (38). Biz de c¢alismamizda, bazi hastalardan birden fazla
adigimiz gaita Orneklerinin her birinde pozitiflik saptayamadigimizi rastlantisal olarak
gozlemledik.

Calismamizda PCR ile D. fragilis pozitif saptadigimiz 53 olgu, D. fragilisin
genotiplendirilmesi amaciyla da incelenmis, Rsal enzimi ile kestigimiz PCR UrUnlerinde bir
Ornek disinda, aynm bant kesim yerleri gozlenmistir. Sadece bir 6rnegin Rsal ile herhangi bir
bolgesinden kesilmedigi gozlenmistir. Ddel enzimi ile de bunun tersi olarak Rsal ile
kesilmeyen oOrnek kesilmis, diger orneklerin hi¢ birinde kesim bdlgesi izlenmemistir.
Uyguladigimiz bu RFLP yontemi ile bir 6rnegin hem Rsal enzimi ile hem de Ddel enzimi ile
digerlerinden farkli karakteristik kesim Ozelliklerine sahip oldugu gozlenmistir. Ayni
zamanda 53 pozitif olgudan 18 tanesine sekans analizi yaptirilms, sekans sonuglari, izmir 1,
[zmir 2 ve Izmir 3 olarak 3 grupta incelenmistir. izmir 1 , %99 benzerlik skoru ile gen
bankasinda AY730405.1 olarak isaretlenen Genotip 1'e dahil edilmis, izmir 2 ise %100
benzerlik skoru ile gen bankasinda DFU37461.1 olarak isaretlenmis olan Genotip 2'e dahil
olmus, Izmir 3 grubuna giren 16 6érnek ise birbiriyle bire bir ayn: sekansta izlenmis, %99
oraminda benzerlik skoru ile Genotip 1’ e dahil edilmistir. izmir 2 olarak Genotip 2’ de yer alan
olgu asemptomatik olup bu konuda yapilmis olan calismalardaki (biri gen bankasindaki
Ornegin laboratuvarda tutulan kalttradur) 3 6rnekten biri olmustur. Sekans analizi ile Genotip
2 olarak belirlenen drnek ayni zamanda Rsal ve Ddel enzimleri ile digerlerinden farkli kesim
Ozelligine sahip olan Ornektir. Calismamiz buyuk c¢ogunlukla semptomatik olgulardan
olusmustur. Genotip 2 grubuna giren Ornegimiz ise asemptomatik bir hastamiza aittir.
Sekansint yaptirdigimiz bu olgu haricindeki diger 16 olguda cesitli semptomlar mevcuttur
Literattrde yer alan Genotip 2 dahilindeki 6rneklerin klinigi ileilgili bilgiye rastlanilmamustur,
0 ylUzden bu oOrnekteki asemptomatikligin sz konusu genotiplendirme ile
iliskilendirilebilmesi icin daha detayl1 ve semptomlar agisindan gruplandirilarak elde edilecek
daha fazla sekans sonuclarinin degerlendirilmesine ihtiyag oldugu dustincesindeyiz.

Genel olarak D. fragilis tamsim alan hastalarda diyare, karin agrisi, gaz, yorgunluk ve
yumusak diskilama oldugu, bu tabloya mide bulantisi, kilo kaybi, kusma ve anal kasintinin
eslik edebildigi, nadiren de ates ve gaitada kan tespit edilebildigi rapor edilmistir (2,5,8,12).
Klinik semptomlarin Ozetlendigi 19 yayinda, sadece D. fragilis enfeksiyonu saptanan
hastalarin  %46'sinda  diyare, %42.5unda karin agris, %20.4'Unde bulantt kusma
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sikayetlerinin oldugu, %22.4' tintin de gaitasinin kanli ve mukuslu oldugu belirtilmistir (31).
Amerika'da yapilan bir calismada D. fragilis saptanan hastalarin ¢ogunda diyare ya da
yumusak digkilama yakinmalarinin 6n planda oldugu belirtilmistir (51). 2002-2004 yillarin
kapsayan bir calismada, D. fragilisin tek basina goruldigli 36 hastadan birinde kusma,
birinde irritable barsak sendromu, 19'unda 2 haftadan uzun siren diyare saptandigi ve
bunlarin kronik, inat¢i olgular oldugu bildirilmistir (39). Misir'da gergeklestirilen bir
calismada ise diyare ve karin agrisi gibi semptomlarin, nonpatojenik protozoanlarla
karsilastirildiginda, dientamoebiosisde daha sik gordldugt bildirilmistir (52). Windsor ve
ark.mn (1998) Umman’da gergeklestirdikleri rutin mikrobiyolojik inceleme sonuglarinda, D.
fragilis, drneklerin % 5.12'inde gérulmis, sadece D. fragilis enfeksiyonu olan hastalarin
%83’ Unde karin agrisi sikayetinin oldugu ifade edilmistir. italya’daki bir calismada
nonspesifik gastrointestinal yakinmalart olan hastalarin %4.5'unda, diyaresi olanlarin
%2'sinde D. fragilis saptanmustir. D. fragilisin IBS benzeri kronik barsak bozukluklarina yol
agmasi nedeniyle, D. fragilisli hastalarin IBS olarak yanlis tam alabilecegi savunulmus,
diyare, kongtipasyon, abdominal kramp, siskinlik, mide bulantisi yorgunluk ile seyreden IBS
benzeri semptomlari olan ve IBS tams: konmus D. fragilis saptanan 21 hastaya, iodoquinol ve
doksisiklin tedavisi verilmis ve hastalarin hepsinde D. fragilis in eradike oldugu, 14’ iiniin iBS
semptomlarimin duzeldigi bildirilmistir (54). Turkiye'de D. fragilis klinigi ile ilgili yapilmis
olan tek calismada D. fragilis saptanan 35 hastadan baska etkenin eslik etmedigi 32'sinde, en
sk olarak karin agrist (%81.3), diyare (%71.9), istahsizlik (%15.6), yorgunluk (%9.4)
saptanmustir (40).

Diyareli olan AIDS li hastalarda, amibiasis ve giardiasis olgular1 gibi, dientamoebiosisin
de rapor edilmekte oldugu ifade edilmistir. Ancak bu caligmalarda, normal bireylerde
oldugundan daha cok patojenik oldugu ile ilgili bir bilgi bulunmamaktachr. Immun
yetmezlikli olan diabetik ve l6semili hastalar ile B. hominis iliskisi bircok calismada
gogerilmistir (93,94). Ayrica AIDS i hastalarda B. hominis'in kronik diyareye neden oldugu
da ifade edilmis (95). Arjantin’de yapilan bir calismada, 82 HIV pozitif olguda %25.3
oraminda D. fragilise rastlamlmistir (11). Bunun yam sira Sikago'da diyaresi olan
homoseksiiellerde ve Avusturalya da HIV enfeksiyonlular ile yapilan calismalarda D. fragilis
enfeksiyonu agisindan daha yuksek hizlara rastlanilmamistir (62,96) D. fragilis, diskida fazla
sayida bulundugunda immun sistemi saglam hastalarda bile siddetli diyare etkeni olarak
gorulebilmektedir. Bu nedenle, Kklinisyenlere HIV  seropozitifligi  olan hastalar:
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degerlendirirken diyare nedenleri arasinda D. fragilisi de dusunmeleri gerektigi
Onerilmektedir (61,62). Biz de literattrlerdeki bu bilgilerin 1s1ginda, immun yetmezligi olan
hasta grubunda D. fragilis sikligint inceledik. Cesitli kanser hastaliklari nedeniyle kemoterapi
alan 49 kisi, nefrotik sendrom ve otoimmun hastalig1 olan dokuz kisi, HIV enfeksiyonlu dort
kisi, organ transplantasyonlu dokuz kisi, primer immun yetmezlikli sekiz kisi ile birlikte
baska cesitli nedenlerle immunsupresif tedavi alan 11 kisi olmak tGizere toplam 90 kisi immun
yetmezlikli grup olarak incelenmistir. Bunun yanminda gesitli kronik hastaligi olan fakat
immunsupresif tedavi aimayan 102 kisi ile kronik hastaligi olmayan 100 kisi olmak Uzere
toplam 202 kisi immun yetmezligi olmayan grup olarak incelenmistir. immun yetmezligi olan
grupta herhangi bir gastrointestinal semptomu olan 69 (%76.7) kisi ile semptomu olmayan 21
kisi (%23.3), immun yetmezligi olmayan grupta ise herhangi bir gastrointestinal semptomu
olan 173 (%85.6) kisi ile semptomu olmayan 29 Kisi (%14.4) bulunmaktachr. Immun
yetmezligi olmayanlarda gorilen diyare, siskinlik hissi, gaz, dis gicirdatma, Urtikeryal kasinti
ve perianal kasint1 gibi sikayetler ile D. fragilis siklig1 arasindaki iliski istatistiksel olarak
anlaml1 diizeyde bulunmustur. Ayni zamanda allerjik olgularda ve eozinofilisi olanlardadaD.
fragilis saptanmasi anlaml: olarak ytksek bulunmustur. Dientamoebiosisli hastalardaki klinik
bulgular, immun yetmezlikli olan ve olmayan tim hasta gruplar: beraber degerlendirildiginde
de gecerliligini korumustur.

Calismamizda D. fragilis pozitifligi, gaita 6rnekleri gevsek olan grupta, yumusak olan
gaitalara ve sulu diyare orneklerine gore anlamli olarak daha yiksek oranda saptanmstir ve
bu sonuglar literatirlerdeki D. fragilis'in gevsek diskilarda daha gok goruldugu bilgisiyle de
uyumludur.

Calismamizda, immun sistem yetersizligi olan grupta, immun sistemi saglam olan gruba
gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha dustk oranda (%5.6) D. fragilis pozitif olguya
rastladik. Bunun birkag nedenden kaynaklamyor olabilecegini distundik. Birincisi bu hasta
grubunun sulu diyareli orneklerinin daha ¢ok olmasi ve coklastirma yontemi kullanmadan
inceledigimiz bu 6rneklerde enfeksiyon pozitifliginin saptanamamis olma olasiligidir ki, PCR
yontemi ile cok silik bantlar gozlemleyip tekrarladigimiz, fakat pozitifliginden emin
olmayarak negatif sonu¢ verdigimiz érnekler soz konusu oldu. Bu tip silik bantlarin oldugu
hastalar, daha ¢cok immun yetmezlikli ve diyaresi olan hasta grubunda idi. Calismamizda
karsilasmis oldugumuz bu durumun, arastirmamizin 6n goérisi olan immun yetmezlikli

hastalarda D. fragilis'in gorulme sikligint etkiledigini dustinmekteyiz. Bir diger onemli etken
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ise bu gruptaki hastalarin kronik hastaliklari nedeniyle takip edilen hastalar olup, aym
zamanda enfeksiyonlara karsi profilaktik tedavi de kullanan hastalar olmalaridir.
Calismamizda hastalarin kullandiklar: tedavi sorgulanamamustir. Ancak tlkemizde D. fragilis
tedavisinde de ilk segenek olarak kullanilan metronidazol, bir gok enfeksiyonda yaygin olarak
kullamimaktadir (H. pylori eradikasyonunda, bir cok kadin genital enfeksiyonlarinda ve tim
dustinulen parazitozlarda). Bu nedenlerle ayni konunun, hastay: gonderen klinisyenlerle direkt
iliski icinde ve ishal olur olmaz, tedavi verilmeden gaita 6rnegini alabilecek kosullarda
incelenmesinin gerekliligi gorulmastur.

Calismamizda D. fragilis siklig1 kronik diyarelilerde % 15.1, karin agrisi olanlarda ise %
23.5, akut diyareli olgularda %15.1 olarak bulunmustur. Diyare ile aralikli seyreden kabizlik
sikayeti olanlarda %44.4 , perianal kasintisi olanlarda %57.1, gaz sikayeti olanlarda %43.6,
siskinlik, dolgunluk sikayeti olanlarda %15.8, kasint1 sikayeti olanlarda %31.0, allerjiyleilgili
klinikten gelenlerde ise % 32.5 olarak, bu sikayetleri olmayanlara gore anlamli olarak daha
yuksek saptanmustir. Sadece D. fragilis enfeksiyonu olan 22 hasta incelendiginde ise tablo
hemen hemen aym kalmistir. Kronik diyaresi olanlarda %3.8, karin agrisi olanlarda %15.9,
akut diyare sikayeti olanlarda % 6.6 olarak D. fragilis saptanmstir. Diyare ile birlikte kabizlik
sikayeti olanlarda %27.8, perianal kasintisi olanlarda % 17.1, gaz sikayetli olgularda %17.9,
hazimsizlik-siskinlik sikayeti olanlarda % 15.8, kasint1 sikayeti ile gelen olgularda ise % 16.7
oraminda bu sikayetleri olmayanlara gore anlamli olarak daha yiksek D. fragilis pozitifligi tek
basina parazit olarak saptanmustir. Herhangi bir gastrointestinal semptomu olmayanlarin ise
%4.0’ tinde tek bagina D. fragilis enfeksiyonu saptanmistir. Klinik bulgular, daha sik goértlen
B. hominis, patojen protozoan olarak G. intestinalis ve Crptosporidium spp. ve ayrica Uguncu
siklikta gorulmis olan apatojen protozoan E. nana agisindan da degerlendirilmistir. B.
hominis'li olgularda akut ishal sikayeti, karin agrisi, karinda sislik hissi, gaz, vicut kasintist
ve anal kasintist olanlar ve alerji iliskin klinikten gelenler istatistiksel olarak anlamli
yukseklikte gorulmesiyle birlikte herhangi bir gastrointestinal semptomu olmayanlarda tek
basina B. hominis enfeksiyonunun siklig: ise %24.0 olarak bulunmustur. Bu da B. hominisile
birlikte istatistiksel olarak anlaml1 bulunan degiskenlerin B. hominis e degil, daha ¢ok birlikte
bulundugu enfeksiyonlara bagli olabilecegini gostermektedir. G. intestinalis ve E. nana ile
gastrointestinal sikayetlerin hichiri istatistiksel olarak anlamli diizeyde iliskili bulunmamustir.
G. intestinalis agisindan, bu sonucun, G. intestinalis pozitif olgu sayisindaki dusuklikle

baglantil1 oldugu dustntlmistr.
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Manitoba da dientamoebiosis gorilen hastalarin %50'sinin 24 yasindan daha geng
oldugu bildirilmistir. Hollanda da yapilan bir ¢alismada yas gruplarina ve gastrointestinal
sikayeti olup olmamasina gore olgular D. fragilis agisindan incelendiginde pozitif olgularin en
sik 5-14 yas grubunda goruldugl ve orammn %19.8 oldugu bildirilmistir. Cocuklarda 14 yasa
kadar D. fragilis enfeksiyonu cogunlukla semptomatik iken, eriskinlerde cogunlukla
asemptomatik bulundugu da ifade edilmistir (9). italya’da yapilan bir calismada ise, D.
fragilisin erigkinlerdeki sikliginin %92 olmasina karsin ¢cocuklarda % 7.7 oramnda seyrettigi
rapor edilmistir. Bu ¢calismada kadinlarda oramin (%61.5) erkeklere gore (%38.5) daha yuksek
oldugu bildirilmistir (59). Stumpel ve ark.nmin inceledikleri ¢alismalardan yaptiklar: derleme
sonucunda da D. fragilis'in kolondaki kriptalarda bulundugu, enfekte gocuklarda genellikle
karin agrist sikayetinin oldugu, eriskinlerde ise genellikle asemptomatik seyrettigi
vurgulanmustir (64). italya’ mn merkezinde bir guindiiz bakimevlerinde yapilan bir calismada
966'st cocuk, 1023’0 eriskin 1989 hasta incelenmis, D. fragilis, eriskinlerin %7.3 iinde,
cocuklarin %0.6'sinda saptanmustir. Ciddi diyare yakinmast olan populasyon igindeki
cocuklarda %2, eriskinlerde %4.5, aralikl1 diyaresi olanlarda ise gocuklarda %2, eriskinlerde
%6.6 siklikta D. fragilis gorulmustir. Ayni calismadaki G. intestinalis, gocuklarin %60.5'inde,
erigskinlerin %3.7'sinde saptanmis, ciddi diyaresi ve aralikli diyaresi olan gocuklarda hig
saptanmamis olup, eriskinlerde ise sirasiyla % 1.7 ve %5.3 oranlarinda saptanmistir, D.
fragilisin G.intestinalisden daha sik gordlmesini ise, tim Orneklere kalict boyama
yonteminin uygulaniimis olmasina baglamislardir (92). Bizim calismamizda D. fragilis
pozitifligi, (0-5) yas grubunda %6.1, (6-14) yas grubunda %28.6, (15-64) yas grubunda %16.9
iken yaslilarda (65 ve Uzeri) %24.4 oramnda saptanmistir. Y aslilarda gordlen bu sikligin da
zayiflamigs  bagisiklik  sistemi  nedeniyle olusabilecegi  dusUnilmistar.  6-14  yas
grubundakilerde gorilen D. fragilis pozitifligi diger yas gruplarina gore anlamli derecede
daha yuksek bulunmustur. Bu sonu¢ Manisadaki yas gruplarina gore dientamoebiosis
saptanmasi oranlar: ile ve yurt disinda yapilan bir calismadaki dientamoebiosis yas grubu
sonuglartyla da uyumludur (7,9,68). Aynit zamanda bu yas grubundaki D. fragilis enfeksiyonu
olanlarda herhangi bir gastrointestinal sistem semptomunun varligi %37 siklikta olup, diger
yas gruplarindan daha yiksek bulunmustur. Kronik diyareli ¢ocuklarda D. fragilis %33.3
iken, kronik diyareli eriskinlerde %27.6, kronik diyareli yaslilarda %27.3 bulunmustur. Karin
agrisi sikayeti de 6-14 yas grubunda anlaml1 olarak daha yiksek bulunmus, akut diyare sikligi
da %28.6 ile en yiksek bu grupta saptanmustir. Siskinlik hissi ve gaz sikayetleri ise erigkin
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yas grubunda anlamli olarak daha yuksektir. Bu bulgu da cocuklarda gortlen D. fragilis
enfeksiyonunun eriskinlerinkine gore daha sik klinik semptom gosterdigini ifade eden
yazarlarin verileri ile Ortusmektedir (3,9,29,37,48,60,). Dientamoebiosise gene bu yas
grubunda daha sik rastlanmasi ise, siddetli olan semptomlar nedeniyle hastaneye de daha sik
bagvurmus olmalar: ile agiklanabilir. Eriskin ve yasl grupta dispeptik sikayetlerin daha gok
gorilmesi ise enfeksiyonla sik karsilasiimast sonucunda, siddetli semptomlarin yerini daha
hafif semptomlara birakarak parazitin varligim strdirdigini distindirmtsttr. Yurt disinda
cogunlukla Amerika, Kanada, Avusturalya, ingiltere, Hollanda, Danimarka, italya, Almanya
gibi gelismis Ulkelerden yapilan yayinlarda ise kronik diyare, karin agrisi ve akut diyare daha
On planda olan semptomlardir. Bu da parozitoz siklhiginin disik oldugu bdlgelerde,
enfeksiyonun daha siddetli seyrettigini gostermektedir. Calismamizda Urtikeryal kasinti ve
perianal kasintt 15-64 yas grubunda sirasiyla % 30.3 ve %70.0 olarak anlamli derecede
yuksek bulunmus (P<0.05), 6-14 yas grubunda ise ayni semptomlar sirasiyla %40 ve % 50
olarak bulunmustur. Genellikle protozoal enfeksiyonlarda gorulmeyen eozinofili, Cowden ve
ark.nin ¢calismasinda D. fragilis ile enfekte cocuklarin yaklasik %50’ sinde rapor edilmistir
(43). Bizim ¢alismamizda da eozinofili bulgusu (0-5) yas grubunda %66.7, 6-14 yas grubunda
%50.0, (15-64) yas grubunda %17.8 ve 65 yas Uzerinde ise % 75.0 olarak bulunmustur.
Periferal eozinofilisi olanlardaki D. fragilis pozitifligi olmayanlara gére anlaml1 olarak yuksek
bulunmustur. Ancak tek basina D. fragilis enfeksiyonu olanlar degerlendirildiginde ise
eozinofili ile D. fragilis sklig1 arasindaki anlamlt iliski gozlenmemistir.

Cinsiyetler arasinda D. fragilis gorilme siklig1 agisindan anlamli bir fark bulunmamustir.
Ishal yakinmasi olan erkeklerde D. fragilis gorulme siklig1 %15.5, kadinlarda %14.8, karin
agrsi olan erkek ve kadinlarda D. fragilis sirastyla %20.0 ve %26.7 oraninda tespit edilmistir.
Calismamizda D. fragilis ile istatistiksel olarak anlamli birlikteligi olan semptomlar, hem
erkek hem kadinlarda benzer oranlarda olup dispeptik sikayetler erkek ve kadinlarda sirasiyla
%25, %36.4, gaz sikayeti %43.5, %43.8, Urtikeryal kasinti %33.3, %29.2, perianal kasinti
%47.1, %66.7, eozinofili gortlmesi %30, %55.6 olarak bulunmustur. Kronik diyare sikayeti
olanlardaise D. fragilis erkeklerde %10.3, kadinlarda %20.8 oraninda saptanmustir.

Calismada D. fragilis enfeksiyonunun E. vermicularis ya da diger nematod
yumurtalarimin  vektorliglyle tasinma hipotezi (24) de degerlendirilmistir. Selofan lam
preparatlarinda E. vermicularis yumurtalarinin pozitif olarak degerlendirildigi olgulardaki D.
fragilis siklig1 %66.7 (p>0.05) olarak yuksek oranda saptanmistir. Ancak incelenen selofan
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lam sayisinin alti olgu ile simirli olmast bu konudaki degerlendirmenin yetersiz olacagim
gostermektedir. Bu konudaki incelemeye 1sik tutmas: icin hastalarda perianal kasinti
sorgulanmustir. Perianal kasintisi olanlarda D. fragilis sikligi %57.1 olup, istatistiksel olarak
anlamlidir. Perianal kasintimin ise E. vermicularis yumurtalarinin olusturdugu lezyonlar
sebebiyle olabilecegi dusunuldiginde, D. fragilis enfeksiyonunun tasinmasinda E.
vermicularis yumurtalarimn vektor olabilecegi gorusti bizim calismamiz tarafindan da
desteklenmektedir.

Rektum ve sigmoid kolonda inflamatuar degisikliklerin rapor edildigi calismalar
mevcuttur, ancak bu calismalarda da D. fragilise eslik eden baska organizmalar
bulunmaktadir (5). Proktit veya kolit suphesi ile gergeklestirilen endoskopik incelemelerde
mukozada spesifik olmayan makroskobik ve histolojik bulgular elde edilmis, hemorajik disk1
ve entero-invaziv davrans agikliga kavusamamistir (3). D. fragilisin ¢ekumdan rektuma
uzanan mukozal kriptalari enfekte ettigi ifade edilmis, invazyon ise gosterilmemistir. Kolon
mukozasinda eozinofilik inflamatuar yanit1 uyararak neden oldugu mukoza irritasyonu sonucu
gelisen asirt mukus salgilanmasi ve barsagin hipermotilitesi gibi etkilerle de kolit etkeni
olarak ortaya cikabildigi Uzerinde durulmustur (42,43,44). Calismamizda D. fragilis ile
birlikte G. intestinalis enfeksiyonu olan hastanin kolorektal biyopsisinde lamina propriada
lenfosit ve eozinofili, bir baska hastada kolon mukozasinda ddem saptanmistir. Bir hasta
ulseratif kolit, bir baska hasta ¢oliyak hastaligi tamlidir. Ulseratif kolit tamili hastamin 2.5
yildir devam eden ishal sikayeti olup, Mekke-Medine ziyaretinden sonra baslamistir. Hastanin
eozinofilisi ile birlikte kolonoskopisinde mukoza hiperemik, odemli, anlis ve rektum
hemorajik olarak bulunmustur. Hastanin yapilan gaita incelemesi ile D. fragilis tek bir
enfeksiyon olarak rapor edildikten sonra metronidazol tedavisi verilmistir (3x1,15 gin).
Tedavi sonrasi daha oOnceki biyopsi bulgulari ile birlikte eozinofilinin de kayboldugu
gorilmis olup 69 yasindaki bu erkek hastamn eozinofilisi ile birlikte dispeptik sikayetleri
mevcut olan esinde de D. fragilis ile birlikte B. hominis saptanmistir. Bir baska D. fragilis
enfeksiyonu olan hastain  Gastroenteroloji  Klinigi tarafindan IBS olarak izlendigi
gordlmustar. B. hominisile beraber D. fragilis enfeksiyonu saptanan bir baska hastanin kronik
diyaresi de mevcut olup, kolerektal biyopsisinde epitelde enflamasyon ve seyrek eozinofili
gordlmustar. 1gG diuzeyi yuksek olan, alerjik astim tanili ve diyaresi olan bir ¢ocukta D.
fragilis ile birlikte birden fazla paraziter enfeksiyon saptanmis, metronidazol tedavisi
sonucunda 1gG dizeyinde disme izlenmistir. Calismamizdaki bu olgular, daha o©nce
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literatirlerde yer almis olgularla uyumludur (4,34,45,46). Calismamizda kronik barsak
hastaliklar1 (crohn, ulseratif kolit, IBS ve diger fonksiyonel barsak hastaliklari), barsak
malignitesi ile D. fragilis iligskisi de incelenmistir. Herhangi bir barsak hastaligi olanda D.
fragilis gorilme siklig1 %17.4'dur (p=0.541). Bu oran anlamlilik diizeyine gok yakin olup,
barsak hastaligi olanlarda D. fragilis gorulme oramimin olmayanlara gére daha yiksek
oldugunu vurgulamaktadir ve D. fragilisin ciddi barsak bozukluklarina yol agabilecegine
dikkat ceken literatirlerle uyumludur (31,48). Barsak malignitesi olanlarda ise D. fragilis
gorilme sikligr %7.1 bulunmustur.

Hastalarin mikrobiyolojik kultir sonuglar1 da hastane kayit sisteminden alinmustir.
Mikrobiyolojik kultir sonucunda etken saptanan 7 hastanin higbirinde D. fragilis ya da bir
bagka parazit gorulmemistir. Bu da hastalarin bakteriyel ya da viral semptomlarla paraziter
enfeksiyon semptomlarinin ayrisnis oldugunu gostermistir. Ayrica mikrobiyolojik etken
saptananlarin 7’inde de ishal sikayeti, bir olguda (%3.2) karin agrisi sikayeti, U¢ olguda ates
yuksekligi bulunmaktadir. Bu konuda incelenebilen sadece 7 olgu olmasina ragmen tim bu
sonuclar bakteriyel ya da viral etken ile enfekte hasta semptomlar1 hakkindaki genel bilgilerle
uyumludur. Bu sonucun galismamizin diger sonuclarinin etkinligini géstermede bir parametre
olabilecegi dustinilmektedir.

Tanisindaki guclikler nedeniyle rutin laboratuvarlarda saptanamamasi alinacak kiguk
Onlemlerle ve planlamalarla giderilebilecektir. Calismamizda da SAF icine alinarak boyanan
Orneklerde parazit saptanmasi ile rutin sonuglari anlamlt olarak farkli bulunmustur. Gaita
orneginde D. fragilis saptadiklarimizin selofan bant preparatlarinda E. vermicularis
yumurtalarim goremesekte, anal kasinti sikayeti olanlarin oldukga yiksek olmasinin
enfeksiyonun tasimminda bu iliskiye isaret ettigini kanisi olusmustur. Daha fazla sayida
olgunun incelenmesinin, E.vermicularis ve D.fragilis arasindaki iliskinin belirlenmesine de

katk: saglayacagini disunulmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

D. fragilis tamsinda guclikler olan bir parazittir. Konvansiyonel mikroskobik tam olan
nativ-Lugol baki ile tamsi gerceklesememektedir. Barsak pasgjindan ¢ikisini takiben kalici
boyama yontemi ile uyumlu bir fiksatif solusyona alinmasi ve takiben boyanmasi
gerekmektedir. Ya da kaltir gibi ek yontemlerin uygulanmasi gerekmektedir. TUm bu
yontemler aynm: zamanda zaman alic1 ve deneyimli eleman gerektiren uygulamalardir. PCR da
bu guclukler nedeniyle kullanilabilecek bir tan yontemidir.

Calismada demir hematoksilen ve PCR yontemleri ile birbirinden farkl: olgular pozitif
bulunmustur. Bu olgular herhangi bir yonteme gore yanlis pozitif olarak degerlendirilmemis,
her iki yontem icin de yakalanamayan pozitiflikler olarak degerlendirilmistir. Bu
yakalanamama da, PCR yonteminde gaita ornegindeki inhibitor faktorlerin ya da parazitin
yogun olmadhg:r durumlarin etkili oldugu, hematoksilen boya yonteminde de, SAF fiksatif
icine hizli bir sekilde alinamamasinin etkili oldugu distnulmistir. Tamsindaki guclikler
nedeniyle rutin laboratuvarlarda saptanamamas: alinacak kiguk onlemlerle ve planlamalarla
giderilebilecektir. Calismamizda da SAF icine alinarak boyanan Orneklerde parazit
saptanmasi ile rutin laboratuvar sonuclari anlamli olarak farkli bulunmustur.

D. fragilis gortlmesi tzerine immun sistemin etkisini arastirdigimz calismada, immun
yetmezlikli hasta grubunda bekledigimizin tersine daha az pozitif olgu saptadik. Immun
yetmezlikli grubun doktor kontrolti altinda olmasi ve hastaliklari nedeniyle genellikle
proflaktik ilaclar, 6zellikle D. fragilis tedavisinde etkili olan metronidazol kullanmalari
nedeniyle bu grupta D. fragilis skkligim az buldugumuzu disiindik. Tmmun yetmezligi
olmayan hastalarda siddetli diyareye neden olabildigi igin saglik kontrolti olmayan, proflaksi
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kullanmayan immun yetmezlikli hastalarda klinisyenlerin, diyare etkeni olarak D. fragilis'i
akillarina getirmelerinin 6nemli oldugunu distinmekteyiz

Gaita orneginde D. fragilis saptadiklarimizin ¢ogunun selofan bant preparatlarinda
E.vermicularis yumurtalarim goremesekte, perianal kasinti sikayeti olanlarin oldukca
yuksek oranda olmasinin, dientamoebiosisin tasimminda ve bulasinda E.vermicularis ile
iliskiye isaret ettigi kamst olusmustur. Daha fazla sayida olgunun incelenmesinin,
E.vermicularis ve D.fragilis arasindaki iliskinin belirlenmesine de katki saglayacagini
distnulmektedir.

Ihmal edilen bir parazit olan D. fragilis ile ilgili Ulkemizde yapilan sinirli sayida
calisma mevcuttur. D. fragilis tamsinda PCR ile birlikte fiksatif icine alarak uygulanan
boyama yontemlerinin kullamldigi, tlkemizde yapilmis olan bilgimiz dahilindeki, ilk ve tek
calismadir. Bu calismada elde ettigimiz sonuglarin bu parazitin tams: ve semptomatolojisi
hakkindaki ulusal ve uluslar arasi bilimsel ¢alismalara katkida bulundugunu distinmekteyiz.
Calismamizda D. fragilis ile gastrointestinal semptomlar agisindan anlamli iligki
saptanmistir  ancak bu konuda olusturulacak daha kapsamli calismalara basamak
olusturdugumuzu ve kronik barsak hastaliklarinin insan sagligindaki yeri de gdz onune
alindiginda parazitin kronik barsak hastaliklari agisindan patojenitesini sorgulayan farkl
calismalarin da planlanmasi gerektigini dustinmekteyiz.
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