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Amag: Dientamoeba fragilis kalin badirsak liimeninde bulunan, gastrointestinal ve dermatolojik
yakinmalara yol agtigi gésterilmis bir bagirsak protozoonudur. Son yillarda D. fragilis’in saglikli bireylerde
de yliksek oranda bulunabildigi, normal bagirsak mikrobiyotasinin bir lyesi olabilecedi tartisiimaktadir.
Bu ¢alismanin amaci, D. fragilis’in gériilme sikhigini istanbul’dan bir hasta ve saglikli kontrol grubu
lizerinden karsilastirmak, neden oldugu enfeksiyonun hasta grubundaki klinik etkilerini, hastalara ait
ozellikleri iizerinden irdelemektir.

Yontem: Calismaya Acibadem Saglik Grubu hastanelerine 2016-2018 yillari arasinda gesitli gastrointestinal
ve dermatolojik yakinmalarla basvurmus, 184 hasta ile 156 saglikli kontroliin diski 6rnekleri déhil
edilmistir. Orneklerin mikrobiyolojik ve parazitolojik degerlendirmeleri sonrasi DNA izolasyonu ve
sonrasinda 6zgiin primerlerle D. fragilis igin konvansiyonel polimeraz zincirleme tepkimesi testi
yapilmistir.

Bulgular: incelenen 184 hastanin 15’inde (%8.2) ve 156 kontroliin 42’sinde (%26.9) D. fragilis saptanmis
olup, gruplar arasi fark anlamli bulunmustur (p<0.01). Calisma grubundaki pozitif bireylerin 3’tinde ayrica
Salmonella spp., 1’inde ise Rotaviriis saptanmistir. Calisma grubundaki pozitif 15 kisiden 6’sinin kadin
oldugu ve yas ortalamalarinin diger gruplardan yiiksek oldugu (n=24.3) dikkati cekmistir (p=0.25). Her iki
grupta D. fragilis (+) bulunan toplam 57 bireyden 55’inin (%96.5) cocukluk yas grubunda oldugu
belirlenmistir. Hasta grubunda en sik bildirilen yakinmalar ishal, istahsizlik ve karin agdrisi olup, 15
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. ABSTRACT
ORCID Kayitlan
Objective: Dientamoeba fragilis is an intestinal protozoan found in colonic lumen and it has been
0. Kurt 0000-0001-5575-588X demonstrated that it can lead to various gastrointestinal and dermatological complaints. It has been
s. &. Okullu 0000-0002-2255-0930 discussed lately that D. fragilis can be found also in high prevalence among healthy individuals and could
e be a member of healthy gut microbiota. The aim of this study was to compare the prevalence of D. fragilis

N. M. Ozen 0000-0001-8861-7942 between patient and healthy-control groups from Istanbul, and to study clinical outcomes of the infection

N. Untibol 0000-0003-4644-112X it causes on the patient group ,and patient characteristics.

S. Cat 0000-0002-4772-735X Method: Stool samples of 184 patients admitted to Acibadem Health Group hospitals in Istanbul between
S. S. Nurdagi 0000-0002-1452-8901 2016-2018, and 156 healthy controls were examined in the study. After microbiological and parasitological
I. Akyar 0000-0003-1115-0429 assessments of stool samples, DNA isolation was made followed by conventional PCR test using specific
T. Kocagdz 0000-0001-7211-2026 primers.

Results: D. fragilis was detected in 15 of 184 (8.2%) patients and 42 of 156 (26.9%) controls, and the

. intergroup difference was significant (p<0.05). In the study group Salmonella spp. was detected in 3, and

Bed ozgur.kurt@acibadem.edu.tr Rotavirus in 1 of the D. fragilis positive individuals. Six out of 15 D. fragilis positive individuals in the study

group were women and their average age (n=24.3) was higher than other groups (p=0.25). Fifty-five of

57 (96.5%) D. fragilis positive individuals were in the pediatric age group. The leading complaints were
diarrhea, anorexia and abdominal pain, while 3 of the 15 patients reported itching and urticaria.

Conclusion: These preliminary results related to the metropolitan city of Istanbul tend to support the fact

that D. fragilis may show pathogenic effects in some cases but it is more common among healthy

individuals. Considering the similar results from different regions of the world, further studies are
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GiRiS

Tarihte ilk olarak 1918’de Jepps and Dobell tarafin-
dan tanimlanan Dientamoeba fragilis, kamcili proto-
zoonlardan olup, uzun yillar kalin bagirsak lumeninde
patojen etkiler olusturmadan yasadigi distndlen bir
mikroorganizma olarak tanimlanmigtir®), 1980°li yil-
lardan sonra gerek laboratuvar testlerindeki gelisme-
ler gerekse diinyanin farkh bélgelerinden bildirilen
klinik olgularda D. fragilis’in etken olarak tanimlan-
maya baslanmasi sonrasi, D. fragilis’in ihmal edilen
bir patojen olabilecegi tartisilmaya baslanmigtir>4&12,
D. fragilis’in neden oldugu enfeksiyon, klinikte cogun-
lukla eriskin hastalarda sessiz bir profil gosterirken,
cogunlugu cocuk yas grubundan birgok bireyde ise
bagirsak hareketlerinde degisiklikler, karin agrisi,
bulanti-kusma, istahsizlik ve ishal gibi klinik tablolara
yol acabilir®®? D, fragilis’in genelde diger bagirsak
protozoonlariyla iliskili oldugu, bagirsakta siklikla
Blastocystis yaninda Endolimax nana, Entamoeba
coli gibi apatojen protozoonlarla beraber bulundugu
bildirilmektedir®*71%. Uzun yillar yalnizca trofozoit
formu oldugu distnilen D. fragilis'in yeni birkag
¢alismada kist formu da gosterilmis, insanlara fekal-
oral yolun yani sira bir helmint olan Enterobius vermicu-
laris ile de bulasabildigi bildirilmistir®29,

Dinyanin farkli bélgelerinde yapilan epidemiyolojik
¢alismalarda, D. fragilis prevalansinin tani igin kulla-
nilan yonteme gore biyik degisiklikler gosterdigi, bu
nedenle de %0.2 ila %82 arasinda oldugu
gorilmektedir®. Olgular siklikla ana okulu, akil has-
tanesi gibi insanlarin bir arada yasadigi ve hijyen
kosullari kétu olabilen yerlerde saptanmakta, bagi-
siklik sistemi zayif bireyler de riskli grupta
sayllmaktadir®®, D, fragilis'in diski 6rneklerinde
saptanmasinda, salin-Lugol ya da konsantrasyon yon-
temi yetersiz oldugundan uzun vyillar trikrom gibi
kalici boyalarla hazirlanan yaymalarin mikroskobik
incelemesi ya da kiltir ydntemi kullaniimaktaydi*>4),
Bu donemde yapilan bir klinik calismada, 400 hasta-
nin taze diski orneklerinden hazirlanan trikrom
boyali yaymalarin mikroskobik incelemesiyle 35
(%8.8) hastada D. fragilis trofozoitlerine rastlandigi

bildirilmistir®. iki binli yillarin basinda mikrobiyolojik
tanida kullanimi yayginlasan, duyarhligi ve 6zglinligu
yiksek oldugundan 6zellikle rutin taniigin tercih edi-
len polimeraz zincirleme tepkimesi (PZT) yontemi
D. fragilis icin de 06zgln olarak kullanilmaya
baslanmistir®*3), Bu amagla, D. fragilis’e ait kiiguik alt
birim ribozomal ribonikleik asit (SSU-rRNA) gen bol-
gesine, “internal transcribed spacer” (ITS) bdlgesine
ya da 5.8 rRNA bolgesine karsi gelistirilmis primerler
ile 6zglin PZT protokolleri olusturularak, énce kiltir-
de Uretilmis D. fragilis trofozoitleriyle, daha sonralari
dogrudan digskidan PZT ile D. fragilis’in varligi arasti-
rilmaya baslanmistir®®, Bu sekilde Danimarka ve
Hollanda’da yapilan iki epidemiyolojik bir calisma-
da, D. fragilis’in prevalansinin sirasiyla %43 ve %22
diizeylerinde bulundugu belirlenmis, Danimarka’daki
%70’ lere
bildirilmistir®>®. D, fragilis’in 6zellikle hasta ya da

prevalansin  ¢ocuklarda ulastig
saglikli cocuklarin digki érnekleriyle yapilan incele-
melerde yiiksek oranlarda bulunmasi, ayni dénem-
lerde ilgi gormeye baslayan bagirsak mikrobiyotasiy-
la ilgili arastirmalara paralel olarak bu protozoonun
insan bagirsak mikrobiyotasinin dogal bir Gyesi olup
olmadigi sorusunu gindeme getirmistir®®,
Bagirsaklarda PZT uygulanmadan da yogun olarak
bulundugu bilinen Blastocystis ile birlikte, D. fragilis’in
insan saghigi icin yararli mi zararlhh mi oldugu arastir-
macilarin gincel ilgi alanlarindandir.

Bu ¢alismanin amaci, istanbul sehir merkezindeki bir
laboratuvara génderilen hastalara ait digki 6rnekleri
ve bu hastalar ile yas ve cinsiyet uyumu igindeki sag-
likli gondllilerin bagisladigi diski 6rneklerinde, labo-
ratuvarimizda gelistirdigimiz 18S-rRNA bolgesine
6zgl primerler kullanilarak D. fragilis prevalansinin
konvansiyonel PZT yontemiyle arastirilmasi ve sonug-
larin bireylere ait 6zellikler Gzerinden karsilastirmali
olarak irdelenmesidir.

GEREC ve YONTEM
istanbul’da yer alan Acibadem Saglik Grubu’na bagli

hastanelere gesitli yakinmalar ile bagvuran ve tani
amaciyla diski 6rnekleri ayni hastanelerin klinik labo-
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ratuvarlari Uzerinden Acibadem Labmed Klinik
Laboratuvarlari Mikrobiyoloji Bolimi’ne sevk edilen
184 hastanin [91 erkek (%49.4), 93 kadin (%50.6)]
diski 6rnegi ile calismadaki hastalarla yas ve cinsiyet
uyumu bulunan 156 saglikh gonilliden [75 erkek
(%48.1), 81 kadin (%51.9)] toplanan diski Ornegi
¢alismada kullanilmistir. Digski 6rnekleri DNA izolasyo-
nu oncesi -20°C’de saklanmis, calisma glnl ¢oziin-
meleri sonrasi diskidan DNA izolasyonu yapan bir kit
(QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Almanya)” kul-
lanilarak, dretici firmanin 6nerildigi protokole gore
DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Calisma,
Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Tibbi
Arastirma Etik Kurulu’nca incelenip onaylanmistir
(Karar No: 2016-3/34).

Primer Dizayni ve Polimeraz Zincirleme Tepkimesi
Dientamoeba fragilis’in GenBank verileri kullanila-
rak, 18S ribosomal RNA gen bolgesine (JQ677149.1)
uygun 0Ozglin primerler tasarlayabilmek amaciyla
NCBI Primer - BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/tools/primer-blast/) programi kullaniimistir
(Tablo 1).

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun igerigi
Dientamoeba fragilis icin PZT optimizasyon c¢alisma-
lari pozitif kontrol 6rnegi kullanilarak yapilmis ve PZT
icerigi ve optimize edilen protokolln kosullari sirasiy-
la Tablo 2 ve 3’te gosterilmistir.

Tablo 1. Dientamoeba fragilis 18S rRNA bolgesine 6zgii primer dizileri.
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SYBR Gold ile eklenen PZT Uriinleri %1.5'luk agaroz
jelde 120V’da 400 mA'de 40-45 dk. ylrGtimis ve
Bio-Rad Chemidoc MP (ABD) jel goruntileme ciha-
zinda gorintilenmistir.

istatistiksel Analiz: Sonuglarin istatistiksel agidan
karsilastiriimasinda ki-kare testi kullanilmis ve iki
grup arasindaki farkin %5’ten kigik olmasi (p<0.05)
anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Calisma grubundaki (CG) 184 kisinin 91’i erkek
(%49.4), 93’U kadin (%50.6) iken, saglikh génallller-
den olusan Kontrol Grubu’ndaki (KG) 156 kisinin
75’i erkek (%48.1), 81'i (%51.9) kadindi. Uygulanan
konvansiyonel PZT sonucunda D. fragilis’e CG'de
%8.2 (15/184), KG'de ise %26.9 (42/156) oraninda
rastlanmistir ki iki grup arasindaki fark anlaml
bulunmustur (p<0.001). CG’deki 15 D. fragilis-pozitif
kisiden 9’unun (%60), kontrol grubundaki 42
D. fragilis-pozitif kisinin ise 22’sinin (%52.4) erkek
oldugu belirlenirken, CG’da D. fragilis saptanan
kadinlarin yag ortalamalarinin erkeklerden ve
KG’deki tiim bireylerden yiiksek oldugu dikkat ¢ek-
mistir. Yas ortalamalari bakimindan D. fragilis-pozitif
bireylerin genellikle gocuk ya da geng olduklar
belirlenmistir (Sekil 1).

Cogaltilan DNA Bélgesi Primer Sekans (5’ 3’) Uriin Boyutu (baz ifti) Referans
18S rRNA ileri GAGACTATCGGAGGTGGTAATG 385 Bu ¢alisma igin ozel gelistirilmistir.
Geri CGCTGTTCGCCATGAAATAG

Tablo 2. PZT igin hazirlanan igerik.

ierik Miktar
10X Tampon Gozeltisi 2.5 pl
16 mM MgCIZ 2.5 ul
0.5 mM dNTP 2.5l
10 pmol ileri ydnde primer 1l
10 pmol geri yonde primer 1ul
5 u/pl Tag DNA polimeraz 1l
Genomik DNA 4 pl

Tablo 3. Uygulanan PZT kosullari.

Sicakhk Siire Dongii
95°C 3 dk

95°C 30 sn 40
57°C 30 sn

72°C 1dk

72°C 3 dk
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Yas Ortalamasi

30
25
20
15
10
=
0
Erkek
mCalisma Grubu (n=15, %8.2)

Kadin Toplam

Kontrol Grubu (n=42; %26.9)

Sekil 1. Calismada Dientamoeba fragilis yéniinden pozitif bulunan bireylerin yas ortalamalari.

Tablo 4. Calisma grubunda yer alan Dientamoeba fragilis-pozitif
15 hastanin basvuru sirasindaki yakinmalari.

Yakinmalar n %

ishal 11 73.3
istahsizhk 10 66.7
Karin agrisi 9 60.0
Karinda gaz ve siskinlik 6 40.0
Bulanti ve/veya kusma 5 33.3
Kabizlik 4 26.7
Kasinti ve/veya deri dokintlsi 3 20.0
Yiksek ates 1 0.7

Calisma grubunda D. fragilis saptanmis bireylerin
hastaneye basvurma yakinmalari incelendiginde,
yaridan fazlasinda ishal, istahsizlik ve karin agrisi
bulundugu, Uglinin ise dermatolojik yakinmalarla
hekime basvurdugu belirlenmistir (Tablo 4). CG’deki
¢ hastanin rutin testlerinde Salmonella sp. ve birin-
de Rotavirlis bulundugu belirlenmistir. Ayrica, diski-
nin salin-Lugol ve konsantrasyon yontemi
(Feconomics®) ile yapilan rutin incelemelerinde hig-
bir hastada baska herhangi bir protozoon ya da hel-
minte rastlaniimadigi belirtilmistir.

TARTISMA

ilk kez tanimlanip bilim diinyasina sunulmasinin uize-
rinden 100 yili agkin bir zaman gegen D. fragilis’in
insanlarda patojen etkiler gosterip klinik olgulara yol
actigi ile ilgili tartismalar 1980°li yillarda
baglamistir>#¢19 Diinyanin farkh boélgelerinde yapi-
lan ve diski yaymalarinin trikrom gibi kalici boyalarla
boyanip incelendigi ya da kiiltlir sonrasi degerlendi-

rildigi klinik calismalar sonrasi D. fragilis’in insanlar-
da gesitli gastrointestinal ve daha az siklikta derma-
tolojik yakinmalara yol agabilen patojen bir etken
oldugu bildirilmeye baglanmigtir*6812_ PZT yéntemi-
nin arastirma ve rutin mikrobiyolojik tani igin kullani-
ma girdigi 2000’lerle birlikte ise D. fragilis’in, insan-
larda bilinenden ¢ok daha yiiksek oranlarda bulun-
dugu, klinik tabloya yol a¢sin ya da agmasin, érnegin,
her li¢ ¢ocuktan ikisinde bulunabildigi gosterilmis-
tir®™18, Bir yandan D. fragilis saptanan bireylerde
herhangi bir klinik tablo olusmadigini bildiren calis-
malar yayinlanirken®®, eski ve yeni birgok ¢alismada
ise D. fragilis'in in vivo kosullarda patojen etkiler
gosterebildigi, klinik tablolara yol agabildigi, hastala-
rin uygun antimikrobiyallerle tedavisi sonrasinda kli-

nik tablolarda diizelme gorilebildigi bildirilmek-
tedir(1112.21,22),

Son yillarda yogun ilgi géren arastirma yontemlerin-
den Yeni Nesil DNA Dizileme Analizi ile yapilan insan
bagirsak mikrobiyotasina yonelik ¢alismalar, bagir-
sakta sik bulunan iki okaryot olan Blastocystis ile
birlikte D. fragilis’in de bagirsak mikrobiyotasindaki
rolleri konusunda yeni gérusler ortaya atilmasina yol
acmistir. Cogunlukla Blastocystis’i saptamak icin
yuritilen galismalar, patojenitesi halen tartismali bir
bagirsak protozoonu olan Blastocystis’in, hasta grup-
larinda saglkli kontrollere gére daha disuk oranlar-
da bulundugunu, Blastocystis saptanan bireylerin
bagirsak mikrobiyotalarinda, saglkl kisilerdeki gibi
yuksek mikrobiyal ¢esitlilik oldugunu ve cgesitlilik
azaldik¢a Blastocystis’in de zamanla kayboldugunu
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gostermektedir?2, Bu durumu agiklamak amaciyla
ileri strlilen bir varsayima gore, vicut blyikliga ve
genom hacmi bakimindan bagirsaktaki bakterilerin
onlarca kat Ustinde olan protozoonlar, bakteriler
arasi savasl azaltarak bagirsak mikrobiyotasindaki
cesitliligi artirmakta protozoonlar olmadiginda ise
ortama egemen olan bakteri turiu diger tirleri
engelledigi icin mikrobiyal gesitlilik azalmaktadir®”,
Ulseratif kolit hastasi bireylerde yapilan bir izlem
calismasinda, Blastocystis ile birlikte D. fragilis’'in
hastaligin aktif donemlerinde kayboldugu, iyilesme
donemlerinde diskida saptandigi gésterilmektedir?®,

Calismamizin sonuglari D. fragilis’in herhangi bir
yakinmasi olmayan saglikli bireylerde ¢ok daha yuk-
sek oranda bulundugunu gostermektedir. Bu bulgu-
lar, yakin tarihli Avrupa’dan iki galismanin®”2% bul-
gulariyla ayni yonde olup D. fragilis’in tani igin
uygulanan rutin molekdiler testlere dahil olabilecek
patojen bir protozoon olarak degerlendiriimemesi
gerektigini isaret etmektedir. Bircok calismada,
D. fragilis’in ¢ocukluk ¢aginda yaygin oldugu, ileri
yagslarda goralme sikhginin azaldigi bildirilmistirt*>17.29),
Calismamizin bulgulari da bu yonde olup D. fragilis-
pozitif oldugu saptanan her iki gruptaki toplam 57
kisinin 55’inin (%96.5) ¢ocukluk yas grubunda oldu-
gu saptanmistir.

Dientamoeba fragilis’in insanlarda patojen etkiler
gosterip cesitli klinik semptomlara yol actigini goste-
ren calismalar cok sayida ¢alisma mevcuttur71011.21:30),
Bu calismalarin tamaminda hastalarin baslica yakin-
malari gastrointestinal sisteme ait olup, ishal, karin
agnisi, istahsizlik, gaz ve siskinlik en sik bildirilen
yakinmalardir®”#1_ Calismamizda, hastalarin baslica
yakinmalari ishal, istahsizlik, karin agrisi ve siskinlik
olarak belirlenmis olup, diger calismalarla uyumlu-
dur. Bunun yaninda, 3 olgunun (%20) yalnizca
dermatolojik yakinmalarla basvurmasi dikkat
cekicidir; D. fragilis’in klinik tablo olusturdugu bazi
olgularda yalnizca (kasinti, dokiintu, trtiker gibi) der-
matolojik yakinmalara yol actigi Onceden de
bildirilmigti®*+%, Bu tarz yakinmalari olan hastalarda
diskinin parazitolojik incelemesi de énerilmelidir.
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Dientamoeba fragilis’in bircok protozoonda bulun-
dugu gosterilmis sistein proteazlar gibi patojen etki-
ler yaratan enzimlere sahip olup olmadigi heniz
bilinmediginden hangi kosullarda patojen etkiler
gosterebildigi, kalprotektin diizeylerinde nasil artis
saglayabildigi d5nemli arastirma konularindandir. Ote
yandan, saglikli bireylerde sik bulunuyor olmasi
D. fragilis’in saghkl bagirsak florasinin dogal Uyele-
rindenolabileceginidedislindiirmektedir. Calismanin
istanbul’dan bildirilen ilk ¢calisma olmasi ve laboratu-
varimizda 6zglin tasarlanmis primerler ile yapilmasi
onemli sayilabilir. Yeni calismalarla D. fragilis’in pato-
jen etkilerinin olustugu kosullarin ortaya cikarilmasi-
na katkida bulunulmasi, bu amacla hastalarin sakla-
nan DNA o6rnekleriyle yeni nesil sekans analizi yapil-
masl ve sonucun disbiyoz yoniinden degerlendiril-
mesi planlanmaktadir.
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