19 5 Ozgan Arastirma Turkiye Parazitol Derg 2021;45(3):195-200
Original Investigation DOI: 10.4274/tpd.galenos.2021.7257

Enterobius vermicularis Saptanan Olgularin
Diskilarinda PZR Yontemi ile Dientamoeba fragilis
Varliginin Aragtirilmasi

Investigation of Dientamoeba fragilis Frequency in Faecal Samples of Patients
with Enterobius vermicularis Infection by Polymerase Chain Reaction
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Amacg: Dientamoeba fragilis (D. fragilis), amip benzeri morfolojiye sahip, gastrointestinal yerlesimli, kam¢ili bir protozoondur.
Parazitin Enterobius vermicularis (E. vermicularis) yumurtalariyla tagindig: hipotezi kabul gérmektedir. Calismamizda D. fragilis
ve E. vermicularis birlikteligini incelemek, bulunan D. fragilis’lerin genotiplerini belirlemek ve D. fragilis tanisinda yaygin olarak
kullamilan trikrom boyama ile polimeraz zincir reaksiyon (PZR) yontemlerini kargilagtirmak amag¢lanmigtir.

Yoéntemler: Calismamizda Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Laboratuvarina 1 Ekim 2017-1 Ekim
2018 tarihleri arasinda digki ve selofan lam 6rnegi birlikte génderilmis toplam 391 olgu érnegi incelenmistir. Selofanli lam
orneklerinde E. vermicularis saptanan tim génullii olgularin (74 olgu) disk: érnegi ile E. vermicularis negatif 74 olgunun digk:
ornegi calisilmigtir. Tim digkilar trikrom boyama ve PZR yontemleri ile D. fragilis varh§ agisindan incelenmistir. Saptanan D.
fragilis izolatlarinin 18S ribozomal RNA bélgesi sekanslanmugstir. Olgularin demografik 6zellikleri ve klinigi degerlendirilmistir.
Bulgular: Toplam 148 olgunun 42'sinde (%28,37) D. fragilis saptanmugstir. D. fragilis pozitif olan 42 olgunun %66,6’si1 E.
vermicularis pozitif olgular olusturmus ve iki parazitin birlikteligi anlamli bulunmusgtur (p<0,05). Sekanslanan tiim izolatlar genotip
1 olarak saptanmugtir. Klinik bulgular, yasamlan bélge ve cinsiyet ile parazit varlig: arasinda anlaml bir iligki saptanamamigtir
(p>0,05).

Sonug: Arastirmamizda D. fragilis'in siklikla E. vermicularis ile birliktelik gosterdigi ve bu olgularda D. fragilis varhgna ayrica
dikkat edilmesi gerektigi vurgulanmigtir. Yanls sonuglari engellemede, yitksek duyarliliga sahip PZR gibi yéntemlerin énemi bir
kez daha gorilmustir.

Anahtar Kelimeler: Dientamoeba fragilis, PZR, Enterobius vermicularis, trikrom

ABSTRACT

Objective: Dientamoeba fragilis (D. fragilis) is a flagellated protozoan with an amoeba-like morphology, located in the
gastrointestinal tract. The hypothesis was that the parasite was transported by Enterobius vermicularis (E. vermicularis) eggs. This
study aimed to determine the association of D. fragilis and E. vermicularis with the genotypes of the identified strain of D. fragilis.
Results of trichrome staining were compared with those of polymerase chain reaction (PCR), which is widely used in the diagnosis
of D. fragilis.

Methods: A total of 391 samples were obtained. The stool and cellophane slide samples were sent together to the Parasitology
Department Laboratory, Faculty of Medicine, Aydin Adnan Menderes University, between 1 October 2017 and 1 October 2018.
Stool samples of all patients with E. vermicularis (n=74) and without E. vermicularis (n=74) infection were used. All samples were
examined for the presence of D. fragilis by trichrome staining and PCR. The 18S ribosomal RNA region of D. fragilis isolates was
sequenced. Demographic characteristics and clinical findings of the patients were evaluated.

Results: D. fragilis was detected in 42 (28.37%) of 148 samples; 28 (66.6%) of them were detected in patients with E. vermicularis
infection. The coexistence of two parasites was significant (p<0.05). All isolates sequenced were genotype 1. No significant
relationship was found between the presence of parasites and clinical findings, living area and gender (p>0.05).

Conclusion: D. fragilis is frequently associated with E. vermicularis, so the presence of D. fragilis should be also considered in
affected patients. The use of high-sensitivity molecular methods such as PCR is important in preventing false results.
Keywords: Dientamoeba fragilis, PCR, Enterobius vermicularis, trichrome
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GIRig

Intestinal yerlesimli protozoonlar arasinda yer alan Dientamoeba
fragilis (D. fragilis), 5-15 pm boyutlarinda olup digk: 6rneklerinde
siklikla trofozoit formunda saptanmaktadir. Dunya capinda
kozmopolit bir dagihim géstermektedir (1). Parazit 1918 yilinda
apatojen bir amip tiirii olarak tamimlanmigtir. Ancak, yillar
icerisinde yapilan detayh morfolojik ve genetik ¢caligmalar sonucu
parazitin evrimsel olarak kamqili trikomonadlar grubunda
yer aldigi ortaya konulmustur. Enfeksiyon olgularin ¢ogunda
asemptomatik olarak gecirilmekte, semptomatiklerde ise istah
kaybi, ishal, konstipasyon ve bulanti-kusma gibi non-spesifik
gastrointestinal bulgular gériilebilmektedir (2).
Tanimlanmasmin tzerinden yuzyildan fazla zaman ge¢mis
olmasina karsin D. fragilis'in kist formunun varlifi kesin olarak
saptanamamugtir. Yapilan giincel calismalarda parazitin kist
formunun da bulundugu ancak digki 6rneklerinde siklikla
trofozoit formunun gorildugia belirtilmektedir. Trofozoit
formunun ise disg ortam kosullarina son derece dayaniksiz oldugu
gbz onune alindiginda fekal-oral bulagta rolunin olmadig:
ongorilmektedir. Dientamoeba fragilisin bulasimin Enterobius
vermicularis (E. vermicularis) yumurtalari ile taginan trofozoitler
aracilifryla oldugu hipotezi, halen aragtirmacilar tarafindan kabul
goren en yaygin gorustir (3).

D. fragilis'in kesin tamus, karakteristik niikleer yapinin boyanmarmg
digski 6rneklerinde gorilememesi nedeniyle kalia boyama
yontemlerini gerektirmektedir. Parazitin dis ortama oldukca
dayaniksiz yapisi, degisken bir morfolojiye sahip olusu, deneyimli
laboratuvar calisanina gereksinim duyulmasi parazitin kaliciboyalh
preparatlarla da siklikla tanisinin atlanmasina neden olmaktadir
ve son yillarda molekiiler yéntemlerin bu parazitin tanisindaki
popilaritesi artmigtir (2). D. fragilis varhgimin saptandig:
olgular tim kitalarda bir¢ok tilkeden bildirilmis olmakla beraber
gelismis tlkelerden bildirilen c¢aligmalar gelismekte olanlara
oranla daha fazla oldugu dikkati ¢ekmektedir (4,5). Parazitin
gorilme sikligimin bildirildigi ¢ok sayida calisma literatiirde yer
almaktadir. Ancak, bu ¢aligmalarda kullanilan yéntemlerin farkh
olmasit nedeniyle oranlar buytk farkliik gosterebilmektedir
(%0,2-82). Ayrica, diger bagirsak parazitlerinin aksine geligmis
iilkelerde daha yiksek gorilme sikliklar rapor edilmis olsa da
bu farkliliklarin giivenilirligi sinirhidir, ¢iinkii tani yontemlerinin
duyarlilik ve 6zgullikleri bitytik oranda degisiklik gostermektedir.
Ayrica calismalarin tasarlanis gekilleri arasindaki farkliliklar
da bildirilen oranlardaki biytk farklilarin nedeni olabilir.
Bunun yani sira, molekiler yoéntemlerin kullanildig: prevelans
calismalar1 goz 6niine alindiginda; Avrupa, Amerika ve Orta Dogu
iilkelerinde parazitin gériilme sikliginin oldukga yiiksek (>%20)
oldugu rapor edilmistir (5-7). Bu ¢calismada 6ncelikle D. fragilis ile
E. vermicularis birlikteliginin aragtirilmasi ve saptanan izolatlarin
genotiplendirilmesi amaglanmigtir. Ayrica, D. fragilis olgularinin
demografik 6zelliklerinin ve klinik bulgularinin degerlendirilmesi
calismanin bir diger amacini olugturmaktadir.

YONTEMLER

Ornekler

Ekim 2017-Ekim 2018 arasinda Aydin Adnan Menderes
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Laboratuvarina gonderilen
391 olguya ait rutin selofanh lam ve digk: 6rnekleri calismamiz
kapsaminda degerlendirilmistir. Selofanli lam 6rneklerinde E.

vermicularis yamurtalar: saptanan ardigik 74 olgunun digk: 6rnegi
ile aym tarih araliginda E. vermicularis saptanmayan 74 olguya
ait digk: 6rnegi basit rastgele 6rnekleme metodu ile aragtirmaya
alinmugtir. Olgulara ulagilarak bilgilendirilmis géniillii olur formu
imzalatilmig ve gonulliler ¢alismaya alinmistir. Goniillii olan
olgulara cinsiyet, yas, semptomlar ve yasanilan yer bilgilerini
kapsayan anket uygulanmugtir.

Direkt Mikroskopi, Boyama ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR)

Galisma kapsamma alman 148 digki 6rneginin  tamami
trikrom boyama yéntemi ile boyanmis ve hazirlanan boyal
preparatlar 100X buyiitme ile mikroskop altinda D. fragilis
agisindan incelenmistir. Ayrica tiim digki 6rneklerinden DNA
izolasyonu yapilmig ve PZR yéntemi ile D. fragilis DNA’sinin
varligi agisindan incelenmistir. QIAamp Fast DNA stool mini
kit kullanilarak yapilan genomik DNA izolasyonu asamasinda
kit prosediirii tiretici firmanin bildirildigi sekilde uygulanmigtir.
PZR yéntemi icin DF400 (ileri 5-TATCGGAGGTGGTAATGACC-3)
ve DF1250 (geri 5-CATCTTCCTCCTGCTTAGACG-3’) primerleri
kullanilmigtir. Reaksiyon kosullari: 6n denattrasyon 94 °C ig dk,
30 déngu (denatiirasyon: bir dk 94 °C, annealing: 57 °C'de 1,5
dk ve elongasyon 72 °C’de iki dk), final uzama ise 72 °C’de 10 dk
olarak uygulanmisgtir.

Sekans Analizi ve Genotiplerin Belirlenmesi

Saptanan D. fragilisler alt tiplerinin belirlenmesi amacyla
ticari bir firmaya sekanslanmasi amaciyla génderilmistir. Basic
local alignment search tool (BLAST) kullanilarak D. fragilis
18S rRNA sekanslar1 Genbank'da yer alan mevcut sekanslar ile
kargilagtirilmigtir. Analiz sonucunda sekanslarin tam veya en
yitksek benzerlige sahip olduklar: alt tipler belirlenmis ve evrim
agaci olusturulmustur. izolatlar arasindaki genetik uzaklik iligkisi
18S rRNA gen sekanslar1 temel alinarak belirlenmistir.

istatistiksel Analiz

Anket verileri SPSS for Windows 15.0 kullanilarak istatistiksel
olarak degerlendirilmigtir. Parazitlerin birlikteligini ve tam
yontemlerini karsilastirmak ayrica demografik 6zellikler ve klinik
bulgular ile parazit varhig1 arasindaki iligkiyi incelemek amaciyla
ki-kare testi uygulanmigtur.

BULGULAR

Galigmaya 67’si kadin (%45,28), 81i erkek (%54,72) toplam 148
goniilli dahil edilmis olup olgularin yas aralig: 1 ile 85 arasinda
(ortalama: 23,87+11,89) degismektedir. Trikrom boyama
yontemi ile E. vermicularis pozitif 74 olgunun ti¢iinde (%4), PZR ile
ise 28 olguda (%37,8) D. fragilis pozitifligi belirlenmistir. Trikrom
boyama yontemi ile kontrol grubundaki 74 olgunun birinde
(%1,3), PZR ile 14'unde (%18,9) D. fragilis pozitifligi gérilmustir
(Tablo 1). Istatistiksel olarak D. fragilis ile E. vermicularis’in
birlikteliginin (Tablo 2) anlaml oldugu saptanmistir (p<0,05).

Genotiplendirme i¢in basit rastgele 6rneklem metoduyla 26 izolat
secilerek bunlarin sekans analizi yapilmigtir. Sekanslanan tim
D. fragilis izolatlar1 genotip 1 olarak saptanmugtir. Dizileme i¢in
gonderilen 26 6rnek analiz edildiginde 24 izolatin sekanslarinin
tamamen ayni oldugu belirlenmistir ve bu dizi Genbank’a
(referans no: AduDf14, erigim kodu: MN560149) kaydedilmisgtir.
Bunlarin digindaki iki sekansin da birbiriyle aym oldugu
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saptanmis olup Genbank’a ayri bir dizi olarak kaydedilmistir
(referans no: AduDf138, erigim kodu: MN560150). Calismamizda
elde ettigimiz AduDf14 ile genotip 1 arasinda bir baz farklihk
bulunmakta olup BLAST analizine gére iki sekans arasinda %99,75
benzerlik saptanmigtir. AduDf138 olarak adlandirildigimiz diger
izolat genotip 1 ile kargilagtirildiginda ise %99,63 benzerlik ve iki
baz farkhlig: bulunmusgtur. Caligmamizdaki diziler genotip 2 ile
kargilagtirildiginda benzerlik oranlar1 AduDf14 icin %95,01 ve
AduDf138 icin %94,89 olarak saptanmigtir. Sekanslanan tum D.
fragilis izolatlar: ve referans diziler filogenetik analiz icin birlikte
degerlendirilerek evrim agaci olusturulmustur (Sekil 1). Elde
edilen veriler 1s1¢1nda sekanslanan 26 izolatin da genotip 1e ait
oldugu saptanmustur.

Olgularin yagadiklar: yer ve cinsiyetleri ile parazit varlig arasinda
anlamhlik saptanamamugtir (Tablo 3). D. fragilis pozitifligi ile
olgularin semptomlar: arasinda anlaml bir iligki gérillmemigtir
(Tablo 4).

TARTISMA

flk defa Jepps ve Dobell tarafindan 20. yy baslarinda klinik 6nemi
olmayan bir amip olarak tamimlanan D. fragilisin ginimiizde
insan kolonunda yerlesen kamgcili bir protozoon oldugu
bilinmektedir. Morfolojik olarak amip benzeri bir yapida ve 5-15
pm boyutlarinda olan parazit, digk: incelemelerinde ¢ogunlukla
cift cekirdekli trofozoit formu ile gérilmektedir. Parazitin
tammlanmasindan itibaren gecen bir asirhk siire boyunca
yapilan ileri genetik, imminolojik ve morfolojik incelemeler
sonucunda D. fragilis'in filogenetik olarak trikomonad kamgililar
ile iligkili oldugu anlagilmigtir (1,8). Son yillarda yapilan kisith
sayidaki calismada parazitin kist formunun saptandigi rapor
edilmis olsa da bu formun varlig: halen kesinlik kazanmamugtur.
Kist formunun olabilecegi gériisii bulag yolu hakkinda yeni
fikirlerin ortaya ¢ikmasina neden olsa da parazitin E. vermicularis
yumurtalariyla fekal-oral olarak kisiden kisiye bulastig: hipotezi
aragtirmacilar tarafindan kabul edilen en yaygin gériis olarak
varligimi siirdiirmektedir. Dig ortam sartlarinda canhligimi kisa
siirede kaybeden D. fragilis trofozoitlerinin bir nematod olan E.

Tablo 1. Tan: yontemlerinin kargilagtirilmas:

Enterobius vermicularis | Dientamoeba fragilis
Selofan bant PZR Trikrom
Pozitif Pozitif
Pozitif n=28 (%37,84) n=3 (%4,05)
(n=74) Negatif Negatif
n=46 (%62,16) n=71 (%95,95)
Pozitif Pozitif
Negatif n=14 (%18,91) | n=1(%1,35)
(n=74) Negatif Negatif
n=60 (%81,09) n=73 (%98,65)
PZR: Polimeraz zincir reaksiyon

E. vermicularis
Pozitif (n=74), negatif (n=74)

vermicularis yumurtalar1 icerisinde korunarak mide asidinden
gectigi ve bagirsaklara ulastif: yaygin olarak kabul edilmektedir
(8). Cerva ve ark. (9) iki parazitin birlikteligini aragtirdiklar:
caligmalarinda 414  apendiks 6rnegini  incelemiglerdir.
Incelenen apendiks kesitlerinde D. fragilis %4,8, E. vermicularis
ise %8,7 oraninda pozitif bulunmusgtur. Ayrica iki parazitin
birlikteligi istatistiksel olarak anlaml bulunmustur. Nematod
yumurtalarimin D. fragilis bulagindaki roluni aragtiran Ockert,
saflastirdify E. vermicularis yumurtalarini oral yoldan alarak D.
fragilis ile kendisini enfekte etmistir (10). Tani yontemi olarak
PZRnin secildigi 2012-2017 tarihleri arasinda Avusturya'da
gerceklegtirilen aragtirmada D. fragilis pozitif 163 olgunun
retrospektif incelemesinde olgularin %23,3’iiniin eg zamanh
olarak E. vermicularis ile de enfekte oldugu gérilmustir (11).
Ulkemizde iki parazitin birlikteliginin incelemek amaciyla g
gin ard arda digk: ve selofan bant 6rnegi alinan olgularda, D.
fragilis ve E. vermicularis birlikteliginin istatistiksel olarak anlamh
oldugu (p<0,05) bildirilmigtir (12). Yaptigimiz ¢aligmada E.
vermicularis negatif olgulardan olusan kontrol grubundaki 74
olgunun 14u (%18,91) ve caligma grubundaki E. vermicularis
ile enfekte 74 olgunun 281 (%37,83) D. fragilis varlig: acisindan
pozitif bulunmustur. Kontrol grubundaki (E. vermicularis negatif)
olgularda D. fragilis saptanma orani E. vermicularis pozitif olgularin
yarist kadar olup saptanan deger istatistiksel olarak anlamh
(p<0,05) gkmugtir. Aymi parazitlerin birlikteliginin incelendigi
diger calismalar ile bulgularimiz benzerlik géstermektedir.

AY730405 Tip 1
14 DF400

21 DF400

23 DF400

103 DF400

106 DF400

111 DF400

116 DF400

120 DF400

133 DF400

135 DF400

137 DF400

138 DF400
105 DF400

132 DF400

113 DF400

144 DF400

163 DF400

171 DF400

151 DF400

153 DF400

161 DF400

1017 DF400

1019 DF400

1060

1061

1063

DFU37461 Tip 2

Sekil 1. Genotip 1 (AY30405) ve genotip 2 (DFU37461) ile elde

edilen AduDf14 ve AduDf138 dizilerinin evrimsel uzakliklar1

Tablo 2. Enterobius vermicularis ile Dientamoeba fragilis birlikteliginin degerlendirilmesi

Say1 % Say1 % Toplam x2 P
Pozitif 28 66,66 14 33,34 42 6,515 0,010
D. fragilis Negatif 46 43,40 60 56,60 106 - -
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Tablo 3. Yerlesim yeri ve cinsiyet ile Dientamoeba fragilis varlig arasindaki iligki

Dientamoeba fragilis
Pozitif (n=42), negatif (n=106)
Say1 % Say1 % Toplam x2 P
Kadin 17 40,48 50 47,17 67 0,544 0,460
Cinsiyet
Erkek 25 59,52 56 52,83 81 - -
il 12 28,57 34 32,09 46 - -
. flce 12 28,57 46 43,39 58 5,205 0,074
Yerlesim
Koy 18 42,86 26 24,52 44 - -

Tablo 4. Semptomlar ile Dientamoeba fragilis varlig: arasindaki iligkinin karsilagtirilmas:

Dientamoeba fragilis
Pozitif (n=42), negatif (n=106)

Semptom Say1 % Say1 % Toplam x2 P

Kagint1 12 21,05 45 78,05 57 1,139 0,237
Karin agris1 12 40 18 60 30 2,500 0,113
i;tah kayb1 10 21,27 37 78,73 47 1,709 0,191
Gaz 8 33,33 16 66,66 24 0,346 0,556
Bulanti-kusma 6 33,33 12 66,66 18 0,247 0,618
Kabizhik 3 50 3 50 6 1,438 0,230
ishal 2 16,66 10 83,33 12 0,881 0,347
Kilo kayb1 2 15,38 11 84,62 13 1,183 0,276

Farkl iilkelerde yapilan genotiplendirme ¢alismalarinda saptanan
D. fragilis izolatlarimin siklikla genotip 1'e ait oldugu goze
carpmaktadir. Genis kapsamli bir genotiplendirme ¢aligmasinda
D. fragilis ile enfekte olgularin digk: 6rneginden parazit DNA’'s1 elde
edilmisve SSUrRNA analiziyle D. fragilis genotipleri belirlenmistir.
Calismaya 30’u Avustralya, 19'u Brezilya, 37’si Italya ve 25%
Danimarka’da ikamet eden toplam 111 olgunun digki 6rnegi
dahil edilmis ve bunlarin 110’'ununda saptanan D. fragilis'lerin
genotip 1’e ait oldugu belirlenmistir (13). Asemptomatik 126
olgunun incelendigi 2015 tarihli Brezilya merkezli arastirmada
19 ornekte D. fragilis DNA's1 saptanmig ve yapilan sekans
analizinde tiim izolatlarin genotip 1’e ait oldugu belirlenmigtir
(14). Genotiplendirme konusunda yapilan bircok c¢aligmaya
benzer sekilde bizim aragtirmamizda da sekans analizi yaptigimiz
tum D. fragilis izolatlar1 genotip 1 olarak belirlenmistir. Yapilan
caligmalarda genotip 2'nin daha nadir saptanmasi sebebiyle bu alt
tipi yakalayabilmek amaciyla érneklem buyukliginin yapilacak
ileri tarihli calismalarda genisletilmesi gerektigi diisunilmustir.
D. fragilis'in patojenitesi hakkinda da farkh gériisler mevcuttur.
Bulundugu konakta siklikla asemptomatik olarak varhigini
sirdiirmesi parazitin apatojen olabilecegi veya apatojen alt
tiplerinin bulunabilecegi fikrini ortaya gikartmistir. Vietnam'da
klinik bulgular1 olan 180 olgu ile saglikl 88 olgunun digkis1 D.
fragilis DNA’sinin varlig: agisindan real-time PZR ile incelenmis,
asemptomatik olgularin %2,3’inde, semptomatiklerin ise
%2,1’inde D. fragilis DNA'sinin saptandigi rapor edilmistir. D.
fragilis pozitifligi ile klinik bulgular arasinda anlaml bir iligki
istatistiksel olarak saptanamamigtir (15).

Hollanda'da gastrointestinal sistem yakinmalar1 olan 132
olgu ile saghikh 77 olgu diskisinda real-time PZR ile D. fragilis
varligr arastirilmus, saglkl olgularda semptomatiklere kiyasla
parazitin daha yiiksek oranda saptandig bildirilmigtir (sirasiyla:

%50,6 ve %43,2). Caligmada ayrica klinik bulgular ile parazit
varligr arasinda anlaml bir iligkinin olmadigi vurgulanmistir
(16). Benzer gekilde ¢alismamizda da D. fragilis pozitifligi ile
semptomlar arasinda anlamli bir iligki saptanamamistir (p>0,05).
Bulgularimiz bu konuda yapilan diger calismalarla benzerlik
gosterse de calisgmamizdaki olgularin tip fakiiltesi hastanesine
degisik yakinmalarindan dolay1 bagvuran hastalardan olugmasi ve
D. fragilis varhgindan bagimsiz olarak olgularin tiimiintin en az
bir klinik bulgu géstermesi, D. fragilis pozitifligi ile klinik bulgular
arasinda anlaml bir iligki saptanamamasinin sebebi olabilecegi
digtinilmugtiir.

Ulkemizde boyama yéntemleri ile D. fragilis varliginin arastirildigt
caligmalarda parazitin prevalanst %0,2 ile %9 oranlarinda
degisen oranlarda rapor edilmistir (17,18). Orneklem seciminde
aragtirmamiza benzerlik gosteren bir calismada Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Laboratuvari’na gonderilen
400 digk: 6rneginin %8,8'inde D. fragilis saptandig: bildirilmistir
(19). Yaptigimiz bu calismada trikrom boyama metoduyla D.
fragilis varligini arastirdigimiz 148 diskinin %2,7’sinde parazit
trofozoitleri gériilmiis olup bu konuda iilkemizde yayinlanan diger
veriler ile buldugumuz oran benzerlik géstermektedir. Ancak D.
fragilis varhiginin aragtirildigi yontem olarak PZR baz alindiginda
bildirilen oranlar yiikselmektedir. Kurt ve ark. (20) 156 saghkh
olgudan aldiklar1 digki 6rnegini PZR ile D. fragilis DNA’sinin varlig
agisindan incelemis ve géniillillerin %26,9'unda parazit DNA’sinin
saptandigini  bildirmiglerdir. Olgularin saglikli géniillilerden
olusmasina ragmen saptanan yiksek pozitiflik orami dikkati
cekmistir (20). Tzmirde molekiiler yéntemlerin kullanildig1 bir
diger aragtirmada 292 olgu digkisinda PZR metodu ile D. fragilis
DNA’s1 arastirilmig ve 6rneklerinin %18,2’sinde beklenen boyutta
bant saptanmugtir (21). Caligmamiza dahil edilen érneklerde D.
fragilis varhg: PZR ile arastinldiginda 6érneklerin %28,37’sinde
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D. fragilis DNA'sinin oldugu gérilmiistir. Buldugumuz oranin
yapilan diger caligmalara oranla gérece fazla gikmasinin nedeni
olarak, calisilan 6rneklerinin yarisimin E. vermicularis pozitif
olgulardan elde edilmesinden kaynakl olabilecegi diigiinilmiigtiir.
Sadece E. vermicularis negatif olgular baz alindiginda 74 olgunun
%18,9'unda PZR ile D. fragilis varlig1 saptanmis olup bu oran
fzmir'de 2010 yilinda gerceklestirilen ¢aligma ile yakin benzerlik
gostermektedir. Tanida farkli metotlarin birlikte uygulandig:
calismalarda, kullamilan tani yéntemine gore saptanan D. fragilis
oranlarinin bariz olarak degistigi dikkat cekmektedir. Real-
time PZR, geleneksel PZR ve trikrom boyama yéntemlerinin
karsilastirildign aragtirmada Sivcan ve ark. (22) 121 olgunun
digki 6rnegini D. fragilis varhg agisindan incelemigtir. Parazitin
varhigini saptamada, real-time PZR ile 13 (%10,7), PZR ile 7
(%5,7) ve trikrom boyama ile iki (%1,7) olgunun digkisinda D.
fragilis saptandig: bildirilmistir (22).

SONUC

Laboratuvar tamisinda siklikla boyama ve kiltir yontemleri
kullanilan D. fragilis'in nativ-lugol gibi direkt mikroskobik yontemler
altinda tespit edilmesi olduk¢a giictir. Molekiiler tekniklerin
gelismesi, kolay ulagilabilir ve uygulanabilir olmasiyla birlikte
D. fragilis tanisinda bu tekniklerin kullanim1 yayginlasmaktadr.
Calismarmizda D. fragilis'in siklikla E. vermicularis pozitif olgulara
eslik edebilecegi gorilmis ve bu olgularda D. fragilis varliginin
arastirilmas: gerektigi vurgulanmistir. Ayrica rutin uygulamada
tamsi siklikla atlanabilen bir protozoon olan D. fragilis'in
tanisinda yitksek 6zgiillitk ve duyarliliga sahip PZR, real-time PZR
gibi molekiiler yontemlerin yanhs sonuglari énlemek amaciyla
kullanilmasinin yararl olabilecegi dusiinulmistir. Asemptomatik
ve farkli bulgulara sahip semptomatik olgularin tiimiinde
saptanan D. fragilis suglarinin ayni genotipe sahip olmasi, D.
fragilis'in patojen ve apatojen farkhi genotiplerinin olabilecegini
disiindiirmekte ve bu konuyla ilgili yapilacak yeni ¢alismalarin
gerekliligini géstermektedir.
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