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KANSER TANISI ALAN HASTALARDA DIENTAMOEBA FRAGILIS’ĠN 

MOLEKÜLER PREVALANSI VE MOLEKÜLER KARAKTERĠZASYONU 

Makbule SALLANBAġ 
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Parazitoloji Anabilim Dalı  

Yüksek Lisans Tezi, Ağustos 2025 

DanıĢman: Dr. Öğr. Üyesi Merve YÜRÜK 

ÖZET 

Dientamoeba fragilis, insanların çekum ve kalın bağırsağının lümeninde yaĢayan, 

yalnızca trofozoit Ģekli bulunan patojen kamçılı bir protozoondur. Dientamoebiasis, 

Dientamoeba fragilis‟in neden olduğu, baĢlıca karın ağrısı, diyare ve gaz Ģikayetleri ile 

karakterize sindirim sistemi rahatsızlıklarına neden olan bir enfeksiyondur. Önceleri 

patojen olmadığı düĢünülen D. fragilis‟in bugün patojen olduğu ve tanı konulan 

hastaların tedavi edilmesi gerektiği bildirilmektedir. Özellikle kanser hastalarında önemi 

artan bu parazitozun moleküler tiplerinin kanser hastalıklarıyla iliĢkisi hakkında veriler 

kısıtlıdır. Bu nedenle tanıda yönlendirici olması açısından semptomların inceleyen ve 

semptomlarla parazit genotipleri arasındaki iliĢkiyi aydınlatan çalıĢmalara gereksinim 

duyulmaktadır. Bu çalıĢma ile farklı kanser tiplerinin dahil edildiği hasta gruplarında 

Dientamoeba fragilis‟in PCR tabanlı moleküler yöntemlerle araĢtırılarak parazitin 

moleküler prevalansının belirlemesi ve moleküler karakterinin hastalık ile olan iliĢkisi 

hakkında yeni verilerin elde edilmesi amaçlanmıĢtır. Bu amaç doğrultusunda, farklı 

kanser tiplerinin dahil edildiği hasta gruplarında Dientamoeba fragilis PCR tabanlı 

moleküler yöntemlerle araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢma kapsamına alınan hastalardan toplanan ve 

kontrol grubunu oluĢturacak olan sağlıklı gönüllülerden alınan dıĢkı örnekleri çalıĢma 

kapsamındadır. ÇalıĢmada, toplanan örneklerin total genomik DNA izolasyonunun 

ardından PCR testleri yapılmıĢ ve Dientamoeba fragilis bakımından pozitif olduğu 

tespit edilen örneklerin dizi analizi yapılmıĢtır. Buna göre, kolon, rektum, lösemi, 

lenfoma ve diğer kanser tipleri ile hasta olan toplam 100 olgudan 6‟sının aynı anda 

standart PCR ile de pozitif olduğu görülen, 11 olgunun qPCR ile pozif olduğu tespit 

edilmiĢtir. Kanser tanılı kadın ve erkek hastalar arasında parazitin dağılımında anlamlı 

bir faklılık olmadığı görülmüĢtür. D. fragilis ile enfekte olgulardan elde edilen 

izolatların sekans bilgisi incelendiğinde ortak bir dizi bilgisine sahip oldukları görülmüĢ 

ve bu dizinin GC oranının %38,2, AT oranının ise %61,8 olduğu, 118. ve 189. 

nükleotidlerinde sırasıyla A-C ve A-T değiĢimlerinin olduğu farklı bir genotip tespit 

edilmiĢtir.  Sonuç olarak, bu çalıĢmada kanser tanısı alan hastalar ile bu parazitin tespit 

edilen genotiplerinin arasında klinik bulguları etkileyebileceği düĢünülen moleküler 

düzeyde bir iliĢki olabileceğini gösterilmiĢtir. Parazitin genotiplerinin, çalıĢma 

kapsamına alınan olgularda klinik belirtilere etkisine ıĢık tutan bir çalıĢmadır Bu 

çalıĢmanın, epidemiyolojik çalıĢmalara olduğu kadar tanı çalıĢmalarına da katkı 

sağlayacağı düĢünülmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Çölyak Hastalığı; Crohn Hastalığı; Dientamoeba fragilis; 

Genotiplendirme; Ülseratif Kolit.  
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MOLECULAR PREVALENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF 

DIENTAMOEBA FRAGILIS IN PATIENTS DIAGNOSIS OF CANCER  
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Master Thesis, August 2025 

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Merve YÜRÜK 

ABSTRACT 

Dientamoeba fragilis is a pathogenic flagellated protozoan that lives in the lumen of the 

cecum and large intestine of humans and exists only in trophozoite form. 

Dientamoebiasis is an infection caused by Dientamoeba fragilis, which causes digestive 

system disorders characterized by abdominal pain, diarrhea, and gas. Previously thought 

to be non-pathogenic, D. fragilis is now reported to be pathogenic and patients 

diagnosed should be treated. Data on the relationship between the molecular types of 

this parasitosis, which is of increasing importance especially in cancer patients, and 

cancer diseases are limited. Therefore, studies examining the symptoms and 

illuminating the relationship between symptoms and parasite genotypes are needed to 

guide diagnosis. This study aimed to determine the molecular prevalence of the parasite 

by investigating Dientamoeba fragilis in patient groups with different cancer types 

using PCR-based molecular methods and to obtain new data on the relationship between 

its molecular characteristics and the disease. For this purpose, Dientamoeba fragilis was 

investigated in patient groups with different cancer types using PCR-based molecular 

methods. The study included stool samples collected from patients included in the study 

and healthy volunteers who will form the control group. In the study, PCR tests were 

performed after total genomic DNA isolation of the collected samples and sequence 

analysis was performed on samples found to be positive for Dientamoeba fragilis. 

Accordingly, of the 100 cases diagnosed with colon, rectum, leukaemia, lymphoma, and 

other types of cancer, six were simultaneously positive by standard PCR, and 11 were 

positive by qPCR. No significant difference between male and female cancer patients 

was observed in the parasite distribution. Sequence analysis of isolates obtained from D. 

fragilis-infected cases revealed a common sequence. A distinct genotype was identified 

with a GC ratio of 38.2%, an AT ratio of 61.8%, and A-C and A-T substitutions at 

nucleotides 118 and 189, respectively. In conclusion, this study has shown that there 

may be a molecular relationship between patients diagnosed with cancer and the 

genotypes detected in this parasite, which is thought to affect clinical findings. It is a 

study that sheds light on the effect of the genotypes of the parasite on clinical symptoms 

in the cases included in the study. It is thought that this study will contribute to 

diagnostic studies as well as epidemiological studies. 

 

Keywords: Crohn's Disease; Celiac Disease; Dientamoeba fragilis; Genotyping; 

Ulcerative Colitis,  
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Dientamoeba fragilis, insanların gastrointestinal sisteminde bulunan bir protozoon 

parazittir. Ġlk kez Jepps ve Dobell tarafından 1918'de bilimsel literatürde tanımlanmıĢ ve 

antijenik analiz, elektron mikroskobu ve küçük alt birim ribozomal RNA (SSU rRNA) 

geninin moleküler çalıĢmaları organizmanın trikomonadlarla yani kamçlılara yakın 

akraba olduğunu göstermiĢtir. Son çalıĢmalar bu organizmanın patojenik potansiyelini 

belgelemiĢtir ve D. fragilis ile enfekte hastaların çoğunluğu ishal, gevĢek dıĢkılama ve 

karın ağrısı gibi gastrointestinal semptomlar göstermektedir. Yapılan çalıĢmalarda, 

dientamoebiasiste kronik semptomların yaygın olduğu, hastaların %32'sinin kalıcı 

ishalden Ģikayetçi olduğu ve tanı alan hastaların tedavi edilmesi gerektiği bildirilmiĢtir 

(Crotti ve ark., 2005; Stark ve ark., 2005; Vandenberg ve ark., 2006). Dientamoebiasis 

tedavisinde en iyi uygulamanın ne olduğu konusunda Ģu anda bir fikir birliği yoktur ve 

tedavi seçeneklerini değerlendirmek için geniĢ çaplı randomize kontrollü çalıĢmalar 

yapılmamıĢtır.  

Özellikle kanser hastalarında önemi artan bu parazitozun moleküler tiplerinin kanser 

hastalıklarıyla iliĢkisi hakkında verilerin kısıtlı olması ileri araĢtırmalara ihtiyaç 

doğurmaktadır. Bu nedenle, parazitin bu hasta grupları arasındaki yaygınlığının hassas 

yöntemlerle yüksek doğrulukta ortaya konulması önemlidir. Tanıda yönlendirici olması 

açısından semptomların incelenmesi ve semptomlarla parazit genotipleri arasındaki 

iliĢkinin aydınlatılması, epidemiyolojik çalıĢmaları olduğu kadar tanı çalıĢmalarına da 

katkı sağlayacaktır.  

Dolayısıyla “Kanser Tanısı Alan Hastalarda Dientamoeba fragilis'in Moleküler 

Prevalansı ve Moleküler Karakterizasyonu” baĢlıklı çalıĢma ile farklı kanser tiplerinin 

dahil edildiği hasta gruplarında Dientamoeba fragilis‟in PCR tabanlı moleküler 

yöntemlerle araĢtırılarak kanser hastalarında Dientamoeba fragilis‟in moleküler 
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prevalansını belirlemek ve bu parazitin moleküler karakterinin hastalık ile olan iliĢkisi 

hakkında yeni veriler sağlamak amaçlanmıĢtır. 

Bu ana amaç doğrultusunda, proje kapsamına alınan kanser hastalarına ait dıĢkı 

örnekleri toplanmıĢ ve izolatlar elde edilmiĢ, Dientamoba fragilis SSU rRNA Gen 

Bölgesine spesifik primerler kullanılarak optimizasyonunun ardından PCR analizleri 

yapılmıĢ, plazmite klonlarak sekans analizlerine hazır hale getiriliĢtir.  

Ġzolatlara ait sekans verilerinin elde edilerek, Blast analizleri ve Geneious 9.1.3 yazılımı 

kullanılarak filogetik analizler yapılmıĢtır. Elde edilen verilerin istatistiksel anlamlılığı 

incelenerek belirtilen kanserli hasta gruplarında Dientamoeba fragilis‟in moleküler 

olarak prevalansı ve moleküler karakteri proje kapsamında belirlenmiĢtir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. GiriĢ 

Dientamoeba fragilis (D. fragilis), insanın kolonuna yerleĢen amibik bir morfolojiye 

sahip, kamçılı bir protozoondur (van Gestel ve ark., 2019). Dientamoebiasiste kaynak 

enfekte insanlardır. Konak zinciri insan-insan-insandır (Johnson ve ark., 2004). Tanı 

genellikle dıĢkı örneklerinden hazırlanan kalıcı boya preparatlarının mikroskobik 

incelemesi dayanmaktadır (Gureser ve ark., 2023; Johnson ve ark., 2004).  Dünya 

çapında dağılıma sahip olan bu parazitin prevalansı %11 arasında değiĢmektedir (Stark 

ve ark., 2010) ila %71 (de Jong ve ark., 2014). Ülkemizde yapılan çalıĢmalarda ise D. 

fragilis prevalansı Ġzmir, Van, Malatya, Manisa, Çorum, Malatya ve Ankara bölgesinde 

sırasıyla %0,2, %0,4, %0,4, %1,02, %8,4, %0,6 ve %13,3 olarak bildirilmiĢtir (Calik ve 

ark., 2011; Gureser ve ark., 2023; Ġnal ve ark., 2022). 

2.2. Tarihçe 

Dientamoeba fragilis, ilk kez Jepps ve Dobell tarafından 1918 yılında tanımlanmıĢtır 

(Mumcuoğlu ve ark., 2013). Çift nükleuslu ve dıĢ ortamda “fragil” olması nedeniyle bu 

isimlendirme yapılmıĢtır (Windsor ve ark., 1999). Taze preparatlarda psödopodları ile 

amibik hareketler yapması nedeniyle önceleri amipler arasında sınıflandırılmıĢtır. Fakat 

elektron mikroskobu ile yapılan çalıĢmalarda çekirdek yapısının kümes hayvanlarının 

paraziti olan Histomonas meleagridis‟e morfolojik olarak benzemesinden dolayı 

kamçılılar alemine mensup bir protozoon olabileceği düĢünülmüĢ, Entamoeba cinsi 

içindeki parazitlerde olmayan atraktafor ve parabazal cisimcik benzeri organeller 

içerdiği ve kamçılı parazitlerin nükleoplazmasında görülen kromatin cisimcikleri 

içerdiği tespit edilmiĢtir (Güreser ve ark., 2004). Moleküler seviyede incelemeler 

sonrası SSU-rRNA dizi analizleri kullanılarak yapılan filogenetik çalıĢmalarda, D. 

fragilis‟in kamçılı protozoonlarla yakın evrimsel iliĢkiye sahip bir parazit olduğunu 
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göstermiĢtir; ancak D. fragilis‟in kendisinde kamçı bulunmamaktadır (Silberman ve 

ark., 1996). 

2.3. Sınıflandırma 

Tablo 2.1. Dientamoeba fragilis’ in taksonomik sınıflandırması Ģu Ģekildedir 

(GirginkardeĢler ve ark., 2007). 

 

2.4. Morfoloji 

Dientamoeba fragilis‟in trofozoitolamak üzere tek tip yaĢam formu tespit edilmiĢtir. 

Amip benzeri bu kamçılı organizmanın kist formu bulunmaz ve D. fragilis‟in amibe 

benzeyen trofozoit formunun ebatı 3-22 μm arasında değiĢkenlik gösterebilir. DıĢ ortam 

koĢullarına dayanıksız olan trofozoit formu kolayca bütünlüğünü kaybedebilmektedir. 

Hassas yapısı nedeniyle tür ismi olan „fragilis‟ ile isimlendirilmiĢtir (GirginkardeĢler ve 

ark., 2007). Ġnce granüler yapıya sahip bir sitoplazması vardır ve bu sitoplazma içinde 

bakteri veya maya gibi mikroorganizmaların fagosite edildiği çok sayıda besin vakuolu 

bulunur. Çekirdek zarında periferik kromatin görülmez, çekirdekçik ise tipik olarak 

geniĢ ve merkezi yerleĢimli, genellikle dört veya birkaç tane granülden meydana 

gelmektedir (GirginkardeĢler ve ark., 2007) (ġekil 2.1). 

Taze preparatlarda ve kültürde, pseudopodları aracılığıyla hareket ettiği gözlemlenebilir. 

Daimi boyalı preparatlarda D. fragilis trofozoitlerinin %60-80 oranında iki, %20-40 

oranında bir, nadiren de üç veya dört nükleuslu olduğu tespit edilmiĢtir. Uygun 

koĢullarda iki nükleuslu Ģekli gözlemlenirken, tek nukleuslu Ģekline daha çok elveriĢsiz 

koĢullarda rastlandığı bildirilmiĢtir.  

ġube Protozoa 

Alt Ģube  Sarcomastigophora 

Üst sınıf  Mastigophora 

Sınıf Zoomastigophora 

Takım  Trichomonadida 

Aile   Monocercomonadidae 

Cins   Dientamoeba 

Tür Dientamoeba fragilis 
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ġekil 2.1. Dientamoeba fragilis’ in trofozoit formu 

 

2.5. Hayat Döngüsü 

Dientamoeba fragilis‟in son konağı insan olan monoksen bir parazit olduğu 

bildirilmiĢtir. D. fragilis için geliĢtirilen bir hayvan modeli yoktur.  Bazı primatları, 

memelileri, kuĢları ve domuzlarıda enfekte edebildiği bildirilmiĢtir (Caccio ve ark., 

2012). Parazitin kist formunun henüz gösterilememiĢ olması nedeniyle hayat 

döngüsünün insandan insana trofozoitlerin ağız yoluyla alınması yani fekal-oral yolla 

tamamlandığı bildirilmiĢtir. Trofozoitler insana kontamine ürünler veya E.vermicularis 

gibi bazı helmint yumurtaları aracılığıyla bulaĢabilir. Parazit insanın çekum veya kolon 

lümenine yerleĢerek dientamoebiosise neden olmaktadır (Windsor ve ark., 1999) (ġekil 

2.2). Bağırsak lümenindeki trofozoitler dıĢkı ile dıĢ ortama atılırlar ve yeniden baĢka bir 

konağın ağız yolu ile trofozitleri almasıyla hayat döngüsü tamalanarak, bu Ģekilde tekrar 

eder.  
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ġekil 2.2. Dientamoeba fragilis‟ in hayat döngüsü 

2.6. Epidemiyolojisi 

Daha önceleri D. fragilis‟in yaygın bir parazit olmadığını ileri sürülmüĢtür. Daha 

sonraki çalıĢmalarda ise D. fragilis‟in prevalansının tanı yöntemine bağlı olarak %0.3 

ile %52 olabileceği bildirilmiĢtir (Barratt ve ark., 2011; Stark ve ark., 2010; Verweij ve 

ark., 2007; Windsor ve ark., 2003). Prevalansı çalıĢmalarınının çoğunda ıĢık 

mikroskobunun kullanıldığı bildirilmektedir. Mikroskopi ile birlikte PCR ve kültür 

yöntemleri gibi diğer tekniklerin bir arada kullanılması D. fragilis‟in görülebilirliği 

büyük ölçüde arttırdığı bildirilmektedir (Bruijnesteijn ve ark. ,  2009; Stark ve ark., 

2010; Rayan ve ark., 2007; Windsor ve ark., 2003).  

Parazitin yaĢ, cinsiyet, ĠBS, HIV enfekte hastalar arasında bir iliĢki oluğu 

söylenmektedir (Barratt ve ark., 2011). D. fragilis’in, memelileri, kuĢları ve primatları 

enfekte ettiği (goriller, macaques ve babunların) bildirilmiĢtir. Ġtalya'da domuzlarda 

%43.8 oranında prevalansı olduğu bildirilmiĢtir (Caccio ve ark., 2012). 
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2.7. Dünyadaki Dağılımı 

Dientamoeba fragilis tüm dünyada, çok farklı insidanslarda görülmektedir. Dünyadaki 

prevalansı %1.4 ile %52 arasında değiĢmektedir (Johnson ve ark., 2004). Kanada‟da 

1970-74 yılları arasında bağırsak parazitlerini araĢtırmak için 43.000 kiĢi üzerinde 

yapılan bir çalıĢmada %4.2 oranında D. fragilis saptanmıĢtır (Yang ve ark., 1977). Los 

Angeles‟da sosyoekonomik düzeyi düĢük bir topluluk üzerinde yapılan çalıĢmada; 220 

kiĢinin 115‟inde (%52) dientamoebiasis saptanmıĢtır. Ülkemizde D. fragilis üzerinde 

kısıtlı sayıda çalıĢma bulunmaktadır (Millet ve ark., 1983). Barcelona‟da 1981 yılında 

bir hastanenin mikrobiyoloji laboratuvarında parazitolojik inceleme için gönderilen 650 

dıĢkı örneğinin 183‟ünde (%28.2) bağırsak protozoonları belirlenirken, tüm dıĢkı 

örneklerinin %7.8‟inde D. fragilis saptanmıĢtır (Portus ve Prats, 1981). Ülkemizde 

yapılan sınırlı sayıdaki araĢtırmada nativ-lugol, formol eter konsantrasyon ve trikrom 

boyama yöntemlerinin karĢılaĢtırılmasının yapıldığı çalıĢmada 311 dıĢkı örneğinin 

%0,3‟ünde Ok ve ark. (1996), Blastocystis hominis yaygınlığının araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada 248 dıĢkı örneğinin %1,2‟inde Üner ve ark. (1997), demir eksikliği saptanan 

eriĢkin hastalarda bağırsak protozoa insidansının nativ-lugol, formol etil asetat ve 

trikrom boyama yöntemlerinin uygulanarak araĢtırıldığı çalıĢmada ise 100 hastadan 

oluĢan çalıĢma grubunun % 2‟sinde Yereli ve ark. (1998), sindirim sistemi yakınması 

olan hastalarda dientamobiasis sıklığını araĢtırmak için koproloji laboratuarına baĢvuran 

400 hastanın %8,8‟inde D. fragilis saptanmıĢtır (GirginkardeĢler ve ark., 2003). 

2.8. Türkiye’deki Dağılımı 

Yurdumuzda bağırsak parazitlerinin araĢtırıldığı çalıĢmalarda D. fragilis‟in saptandığı 

bazı çalıĢmalar bulunmaktadır. Bir çalıĢmada, diyare ve karın ağrısı Ģikayeti olan 400 

olgudan %8.8‟inde (GirginkardeĢler ve ark., 2003), mikroskobik incelemelerin ve EIA 

testlerinin karĢılaĢtırıldığı baĢka bir çalıĢmada 380 olgunun %2.3‟ünde (Tanyüksel ve 

ark., 2005), 241 temizlik iĢçisi arasında yapılan baĢka bir çalıĢmada alınan selofan bant 

ve dıĢkı incelemeleri sonucu 2 kiĢide (Karaman ve ark., 2006), ilköğretim 

öğrencilerinde bağırsak parazitlerinin yayılıĢını araĢtıran bir çalıĢmada, nativ-Lugol, 

flotasyon ve trikrom yöntemi kullanılmıĢ ve 2975 öğrencinin %4‟ünde (TaĢ ve ark., 

2009), nativ-lugol, trikrom ve asit-fast gibi farklı boyama yöntemlerinin kullanılarak  

bağırsak parazitlerinin sıklığının incelendiği çalıĢmada 2264 hastanın, %0.9‟unda 
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(Karaman ve ark., 2011), arasında mikrosporidian parazitlerinde bulunduğu bazı 

intestinal parazitlerin prevelansının araĢtırıldığı ve çeĢitli boyama yöntemlerinin 

kullanıldığı çalıĢmada 1,181 hastanın %0.7‟inde (Çalık ve ark., 2011), intestinal 

parazitlerin direkt mikroskobisinin incelenmesiyle, 225 dıĢkı örneğinin intestinal 

parazitler açısından 64‟ü pozitif olan hastalardan 3‟ünde (Doğan ve ark., 2012), 

retrospektif bir çalıĢmada 85,707 dıĢkı örneğinin %9‟unda D. fragilis‟e rastlanmıĢtır 

(Gülmez ve ark., 2013). 

2.9. Hastalığın BulaĢması ve BulaĢma Yolları 

Dientamoeba fragilis’in kist formunun gösterilememesi genellikle direkt fekal-oral 

bulaĢmayı akla getirmektedir (Clark ve ark., 2014). Bazı araĢtırmacılar, D. fragilis‟in, 

Trichuris, Ascaris ve Enterobius gibi insan nematodlarının yumurtaları ile 

Histomonas’larda olduğu gibi taĢınabileceğini söylemiĢlerdir (Dobell ve ark., 1940).  

Röser ve ark. tarafından kıl kurdu yumurtalarında D. fragilis‟e ait DNA‟nın olup 

olmadığının araĢtırılmıĢtır (Röser ve ark., 2013). Ögren ve ark. tarafından Real-Time 

PCR kullanarak yapılan çalıĢmada, E. vermicularis yumurtalarında 21 örneğin 18‟inde 

(%85) D. fragilis DNA‟sı tespit edilmiĢtir. Bu çalıĢmalar sonucunda, E. vermicularis‟in, 

D. fragilis‟in taĢınmasında önemli bir role sahip olduğu desteklenmektedir (Ögren ve 

ark., 2013). E. vermicularis’in özellikle çocuklar arasında sık görülmesiyle parazitin 

taĢınmasında önemli bir vektör olduğu bildirilmektedir (Burrows ve ark., 1956). 

Yapılan bazı çalıĢmalarda ise D. fragilis‟in yaĢam döngüsü içinde bir kist evresinin 

bulunabileceği öne sürülmüĢtür (Munasinghe ve ark., 2013). Bu bulgular üzerine D. 

fragilis‟in fekal-oral yolla aktarılması, dientamoebiasisin zoonotik bir hastalık 

olabileceğini düĢündürmektedir (Barratt ve ark., 2011). 

2.10. Patogenez ve Klinik Belirtiler 

Dientamoeba fragilis dokuların içine girmez, ancak aĢırı mukus salgılanması ve 

bağırsağın hipermotilitesi gibi mukoza irritasyonunu gösteren bazı kanıtlar vardır. D. 

fragilis enfeksiyonunda görülen belirtiler karın ağrısı, diyare, anoreksi, bulantı, kusma 

ve midede gazdır. Karın ağrısının karakteri, yerleĢimi ve süresi oldukça değiĢkendir 

(GirginkardeĢler ve ark., 2007).  DıĢkıda kan genellikle görülmez. Daha az görülen 

belirtiler ise baĢ ağrısı, ateĢ, kilo kaybı ve yorgunluktur. Ayrıca D. fragilis 

enfeksiyonlarında kaĢıntı, ürtiker ve eosinofilinin görülebileceği de bildirilmiĢtir 
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(GirginkardeĢler ve ark., 2007). Yalnızca D. fragilis saptanan 255 hastanın yarısından 

çoğunda ve önceden yapılan 19 çalıĢmada bildirilen 187 kayıtlı olguda diyare, karın 

ağrısı veya her ikisinin de görüldüğü bildirilmiĢtir. Ayrıca hastaların %11‟inde anal 

kaĢıntı olduğu saptanmıĢtır (Yang ve ark., 1977). D. fragilis saptadığımız 35 hastanın 

32‟sinde yalnızca bu parazit bulunurken, saf dientamoebiasis hastalarının tamamına 

yakınında sindirim sistemi yakınmaları belirlenmiĢtir. Bu yakınmalar arasında en sık 

olarak karın ağrısı (%81.3), diyare (%71.9), iĢtahsızlık (%15.6), yorgunluk (%9.4) ve 

azalan oranlarda diğer belirtiler saptanmıĢtır (GirginkardeĢler ve ark., 2003). 

2.11. Tanı 

Dientamoeba fragilis‟in tespit edilebilmesi, doğru tanının konulabilmesi için önemli 

etkiye sahiptir (Johnson ve ark., 2004). Nativ-lugol yöntemi ile hazırlanan preparatlarda 

D. fragilis‟in iki çekirdekli nonspesifik görünümü nedeniyle zordur. Trofozoitlerin 

fragil yapısından dolayı dıĢkı hızlıca tespit edilmelidir (Johnson ve ark., 2004). 

Organizmanın dıĢkıda tanınabilir olarak kaldığı sürenin sınırlı olması nedeniyle, 

örneklerin ya dıĢkılamadan hemen sonra incelenmesi ya da uygun bir fiksatif içerisinde 

saklanması gerekmektedir. Bu amaçla, sodyum asetat-asetik asit-formalin (SAF), 

Polivinil alkol (PVA), modified Schaudinn‟s fiksatifi ve fenol-alkol-formalin yaygın 

olarak kullanılan fiksatiflerdir. Daha sonra uygun boyama yöntemlerinin kullanıldığı 

daimi preparatların hazırlanması ve incelenmesi önerilmektedir (Spencer ve ark., 1982; 

Windsor ve ark., 1999). Demir hematoksilen boyama ve trikrom boyama yöntemleri 

parazitin tanısı için yaygın olarak kullanılan boyama yöntemleri arasındadır (Burrows 

ve ark., 1967; Johnson ve ark., 2004). 

Genel olarak bağırsak parazitlerinin kültür ortamında üretilmeleri zor, zaman alıcı ve 

genellikle olumsuz sonuçlanabilmektedir. Bu kısıtlılıkları nedeniyle de rutin teĢhis 

laboratuvarları tarafından uygulanmamaktadır. Bununla birlikte, Kültür yöntemleri D. 

fragilis‟in tanısında kullanılmakta olup trofozoitlerin Dobell, Robinson ve Boeck-

Drobohlav gibi difazik ve ksenik besiyerlerinde kolayca ürediği bilinmektedir 

(GirginkardeĢler ve ark., 2007). Aksenik kültür yöntemlerinde ise D. fragilis‟in üretimi 

baĢarısız olmuĢtur (Chan ve ark., 1993; Chan ve ark., 1994). Ayrıca D. fragilis 

kültürünü, uzun süre devam eden pasajlarda yapmak zordur (Clark ve ark., 2002). Oda 

sıcaklığında 24 saat veya 4°C'de 10 saat saklanan dıĢkılarda D. fragilis‟ in kültüre 
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edilebildiği bilidirilmiĢtir (Sawangjaroen ve ark., 1993). 

Chan ve ark. (1993), saklanmıĢ fekal örneklerde D. fragilis trofozoitlerini belirlemek 

için bir immünoflüoresan yöntem geliĢtirildiği bildirilse de D. fragilis için ticari 

immünolojik testler henüz mevcut değildir.  

DıĢkıdan DNA izolasyonunun yapılması ve izolasyon sonrası PCR testiyle 

enfeksiyonun tespit edilmesi de yaygınlaĢmaktadır (Calderaro ve ark., 2010; Stark ve 

ark., 2005). Dientamoeba fragilis‟in tanısı için SSU-rRNA geni hedef geleneksel PCR 

geliĢtirilmiĢtir (Stark ve ark., 2005). PCR yönteminin, %100 özgüllüğe ve %93,5 

duyarlılığa sahip olup hızlı sonuç vermesigibi avantajları nedeniyle tanıda önemli 

ölçüde yararlı olacağı belirtilmiĢtir. Böylece parazitin tanısındaki teknik zorlukların 

ortadan kalkmıĢ olacağı belirtilmiĢtir (Stark ve ark., 2006). DıĢkı örneklerinden D. 

fragilis‟i tanımlamak için geliĢtirilen diğer bir moleküler yöntem ise Real-Time 

PCR‟dır. Bu yöntemde, TaqMan® prob ve/veya primerler ile LightCycler© sistemi 

kullanılmaktadır (Stark ve ark., 2006). Real-Time PCR yöntemi %100 duyarlılık ve 

özgüllük sahiptir ve standart PCR‟dan farklı olarak ilave görüntüleme yöntemlerine 

ihtiyaç duymadan kısa bir sürede, hızlı sonuçlar vermektedir. Bu nedenle, 

konvansiyonel PCR yöntemlerinden daha avantajlı bir sistemdir (Peek ve ark., 2004; 

van Gool ve ark., 2003). 

2.12. Tedavi 

Dientamobiasisin tedavisinde etkin kullanılan bazı antiparaziter ilaçlar ve ilaç 

kombinasyonlarının oluĢturduğu protokoller mevcuttur. Dientamobiasisi tedavi etmek 

için Iodoquinol (diiodohydroxyquin) (Butler ve ark., 1996), metronidazol (Norberg ve 

ark., 2003), Paromomisin (Cuffari ve ark., 1998), ve tetrasiklin (Nagata ve ark., 2012) 

kullanılmaktadır. Bu ilaçların semptomları yok ettiği ve dientamobiasis tedavisinde 

etkili olduğu gösterilmiĢtir. (Tablo 2.2) 

Türkiye'de yapılan bir çalıĢmada; nitroimidazol türevi olan seknidazol kullanımının 

dientamobiasisi tedavi ettiği bildirilmiĢtir (Girginkardesler ve ark., 2003). 
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Tablo 2.2. Dientamoebiasisin tedavisi için Hastalık Kontrol Merkezi tarafından önerilen 

tedavi seçenekleri listesi (Nagata ve ark., 2012). 

 

Ġlaç seçenekleri Ġlaç Rejimi 

 YetiĢkinlerde Çocuklarda 

Iodoquinol 
650 mg, 20 gün 30–40 mg/kg/gün (max.2 g), 

3 doz x 20 gün 

Paromomycin 25–35 mg/kg/gün, 3 doz x 7 gün 25–35 mg/kg/gün, 3 doz x 7 gün 

Tetracycline 
500 mg, 10 gün 40 mg/kg/gün (max. 2 g), 4 doz 

x 10 gün 

Metronidazole 500–750 mg PO 10 gün 35–50 mg/kg/gün, 3 doz 10 gün 

 

2.13. Koruma ve Kontrol 

Dientamobiasisin bulaĢ yolu ile ilgili aydınlatılması gereken daha pek çok soru vardır. 

Bu nedenle de korunma için kesin uyarı ve öneriler vermek zordur. Ancak bulaĢ yolları 

henüz kanıtlanmamıĢ olmasına rağmen, hijyen koĢullarının ve sanitasyonun yetersiz 

olması veya enfekte bireyler arası yakın temasın bulunduğu durumlarda fekal-oral 

geçiĢin olabileceği ileri sürülmüĢtür. Helmint yumurtalarıyla kontaminasyonun olma 

ihtimaline yer verildiğinde, fekal-oral geçiĢi engellenmek için yenilen içilen maddelerin 

dıĢkıyla bulaĢı önlenmeli ve toplum kiĢisel hijyen ve sanitasyon kurallarına dikkat 

edilmesi konularında eğitilerek bilinç kazandırılmalıdır. Dientamobiasisin prevelansının 

yüksek olduğu, akıl hastaneleri ve çocuk bakım yuvaları ve cezaevleri gibi birçok 

kiĢinin toplu olarak kaldığı yerlerde epidemileri önlemek amacıyla tedbirler alınmalıdır 

(Millet ve ark., 1983). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. GEREÇ  

3.1.1. ÇalıĢmada Kullanılan Cihazlar,  

 Santrifüj (Sigma 1-14K, USA) 

 LightCycler 480II (Roche, Mannheim, Germany) 

 Güç kaynağı; Power Pac Basıc cihazı (BioRad, USA) 

 Otomatik pipetler (Gilson, PIPETMAN Classic, UK) 

 ChemiDoc MP görüntüleme cihazı (BioRad, USA) 

 

   3.1.2. ÇalıĢmada Kullanılan Sarf Malzemeler 

 Steril pastör pipetleri 

 15 ml‟lik steril falcon tüp (CellStar GreinerBio-one, Frickenhausen, Germany) 

 50 ml‟lik steril falcon tüp (CellStar GreinerBio-one, Frickenhausen, Germany) 

 1,5 ml‟lik microsantrifüj tüpü (CellStar GreinerBio-one, Frickenhausen, 

Germany) 

 200 μl PCR tüpü (CellStar Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany) 

 96‟lık qPCR well plate  

 

3.1.3. ÇalıĢmada Kullanılan Solüsyon ve Kitler 

 Etanol (Merk Millipor, Germany) 

 LightCycler 480 Sybr Green I Master Kit (Roche, Germany) 

 100 bp Ladder; DNA Marker (GeneSTA, Korea) 

 DNA izolasyon kit-QIAamp Fast Stool Mini Kit (Qiagen, Germany) 

 Agaroz RA (VWR Amresco, USA) 
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 TAE tamponu 

 Taq Polimeraz (GeneAll Biotechnology, Korea) 

 dNTP miks (BIORON GmbH, Germany ) 

3.2. YÖNTEM 

3.2.1. Örneklerin Toplanması 

Farklı kanser tiplerinin dahil edildiği hasta gruplarında Dientamoeba fragilis‟in PCR 

tabanlı moleküler yöntemlerle araĢtırılması amaçlanmıĢtır. ÇalıĢma kapsamına alınan 

hastalardan toplanan ve kontrol grubunu oluĢturacak olan sağlıklı gönüllülerden alınan 

dıĢkı örnekleri çalıĢma kapsamındadır. ÇalıĢmada, toplanan örneklerin total genomik 

DNA izolasyonunun ardından PCR testleri yapılmıĢ ve Dientamoeba fragilis 

bakımından pozitif olduğu tespit edilen örnekler yöntemlerin içinde anlatıldığı gibi 

hazırlanarak dizi analizi yapılmak üzere hizmet satın alımı yapılan firmaya 

gönderilmiĢtir. Elde edilen dizi bilgileri filogenetik araçlar kullanılarak analiz edilmiĢtir. 

Bunu göre tasarlanan projede izlenen yöntemler detaylarıyla aĢağıdaki gibidir. 

Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Parazitoloji Laboratuvarına tetkik için gelen kanser 

hastalarından 100 ve kontrol grubunu oluĢturan sağlıklı gönüllülerden alınan 20 dıĢkı 

örneği çalıĢma kapsamındadır. ÇalıĢma kapsamında değerlendirilmiĢ olan bu örnekler 

için 2023/560 sayılı klinik araĢtırmalar etik kurulu kararı ile izin alınmıĢ ve çalıĢmaya 

alınan hastalar „BilgilendirilmiĢ Gönüllü Olur Formu‟ ile yazılı-imzalı onayları 

alındıktan sonra çalıĢmaya dâhil edilmiĢtir.  
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Tablo 3.1. Deney gruplarının yaĢ, cinsiyet ve kiĢi sayıları 

Deney grupları Cinsiyet  KiĢi Sayısı  YaĢ Aralığı 

Sağlıklı gönüllüler-Pozitif Kontroller Kadın  17  22-46 

Erkek  3  25-38 

Kolon Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın  1  44 

Erkek  9  46-78 

Rektum Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın  2  53-55 

Erkek  2  71-75 

Lösemi Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın  6  16-75 

Erkek  18  3-65 

Lenfoma Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın  6  47-72 

Erkek  18  9-69 

Diğer Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın  24  3-76 

Erkek  14  2-69 

 

3.2.2. Moleküler Testler 

3.2.2.1. DıĢkı Örneklerinden Genomik DNA Ekstraksiyonu 

PCR analizlerinde kullanılmak üzere toplanan örneklerden DNA izolasyonu yapılmıĢtır. 

-20⁰C‟de saklanmakta olan 180-220 mg dıĢkı örneği tartılarak 1,5 ml‟lik santrifüj 

tüpüne alınmıĢtır. Tüpler ekstraksiyon öncesinde buz üzerine alınıp QIAamp Fast Stool 

Mini Kit (QIAGEN, Almanya) kullanılarak kit önerisine göre, aĢağıda belirtilen 

basamaklar sırasıyla gerçekleĢtirilmiĢir; 

1. Buz üzerindeki örneklerin her birinin içerisine 1 ml InhibitEX tamponu eklenmiĢ, 

dıĢkı örnekleri tamamen homojenize olana kadar 1 dk boyunca vortekslenmiĢtir. 

2. Örnekler 70⁰C‟de 5 dk inkübe edilecek ve inkübasyon sonrası her bir örnek 15 sn 

vortekslenmiĢtir. 

3. Vortekslenen örnekler 14000 rpm‟de 1 dk santrifüj edilmiĢtir. 

4. 15 µl Proteinaz K eklenmiĢ 1,5 ml‟lik santrifüj tüplerine, santrifüj edilen 

örneklerin üst sıvısından alınarak 200 µl eklenmiĢtir. 

5. Proteinaz K ilaveli örnekten oluĢan karıĢımın üzerine 200 µl AL tamponu 

eklenerek her bir örnek 15 sn vortekslenmiĢtir. 
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6. Vorteks sonrasında tüpler 70⁰C‟de 10 dk inkübe edilmiĢtir. 

7. Ġnkübasyon sonrası örneklerin üzerine 200 µl %96-100‟lük etanol eklenerek 

vortekslenmiĢtir. 

8. Vorteksleme iĢlemi sonrasında elde edilen karıĢım spin kolon (kit içerindeki) 

aktarılarak, 14000 rpm‟de 1 dk santrifüj edilmiĢtir. 

9. QIAamp spin kolon yeni bir toplama tüpüne yerleĢtirdikten sonra üzerine 500  µl 

AW1 tamponu eklenerek 14000 rpm‟de 1 dk santrifüj edilmiĢtir. 

10. QIAamp spin kolon yeni bir toplama tüpüne yerleĢtirdikten sonra üzerine 500  µl 

AW2 tamponu eklenerek 14000 rpm‟de 3 dk santrifüj edilmiĢtir. 

11. QIAamp spin kolonu yeni bir toplama tüpüne yerleĢtirdikten sonra 1dk 14000 

rpm‟de boĢ santrifüj edilmiĢtir. 

12. QIAamp spin kolon yeni bir mikrosantrifüj tüpüne yerleĢtirdikten sonra kolon 

içerisindeki membranın direkt olarak üzerine gelecek Ģekilde 100 µl ATE 

tamponu eklenmiĢtir. 

13. QIAamp spin kolon oda sıcaklığında 3 dk inkübe edildikten sonra 1 dk 14000 

rpm‟de santrifüj edilerek elüsyon sağlanmıĢtır. 

14. Elde edilen DNA‟lar kullanılana kadar -20⁰C‟de saklanmıĢtır. 

PCR ile pozitif olarak tespit edilen örneklerden elde edilen DNA‟lar, sekans 

analizlerinin yapılabilmesi için; PCR ile çoğaltıldıktan sonra aĢağıda belirtilen protokol 

takip edilerek klonlanmıĢtır. 

3.2.2.2. Pozitif Kontrolün  Klonlanması 

3.2.2.2.1. Dientamoeba fragilis Spesifik Small Subunit rRNA (SSU-rRNA) Gen 

Bölgesinin PCR ile Amplifikasyonu 

Röser ve arkadaĢları tarafından AY730405 GenBank aksesyon numarası ile bildirilen 

SSU rRNA genine spesifik primerleri ile PCR uygulanmıĢtır. 364 bç‟lik bölgeyi 

çoğaltan DFpn_1f (5‟-GCC AAG GAA GCA CAC TAT GG-3‟) ve DFpn_364r (5‟-

GTA AGT TTC GCG CCT GCT-3‟) primerleri kullanılmıĢtır. Reaksiyon bileĢenleri; 

2,5 µL 10x Buffer (Thermo Scientific, USA), 2 µL MgCl2 (25 mM), 0,5 µL10 mM 

dNTP, 1‟er µL F 10 ve R primerler (20 pmol/µl), 1 µL Taq DNA polimeraz (5 u/µl), 5 

µL gDNA olacak Ģekilde toplam 25 µl‟lik bir karıĢım hazırlanmıĢtır. Amplikasyon, 15 



  

16 

 

dakika 95⁰C‟de ilk denatürasyondan sonra, 94⁰C‟de 30 saniye, 65⁰C‟de 30 saniye, 

72⁰C‟de 30 saniye 35 döngü ve son uzatma 72⁰C‟de 5 dakika olacak Ģekilde PCR 

koĢulları ayarlanarak PCR tüpleri thermal cycler (SENSEQUEST, Almanya) cihazına 

yerleĢtirilmiĢtir (Tablo 3.1).  

Tablo 3.2. D. fragilis SSU rRNA geni için PCR koĢulları 

Reaksiyon sıcaklığı Süre Döngü sayısı 

Pre-denatürasyon 94⁰C 15 dk 1 

denatürasyon 94⁰C 30 sn 

35 Bağlanma  65⁰C 30 sn 

Uzama  72⁰C 30 sn 

Son uzam 72⁰C 5 dk 1 

Soğuma  4⁰C ∞
+
  

 

5 µl etidium bromide ile boyanmıĢ PCR ürünü %1, 5‟luk agaroz jelde, 120V/400 mA‟de 

45 dk. TAE tamponu (1X) ile elektroforez edilmiĢtir. PCR analizlerinin geçerliliği ve 

kontaminasyonun gerçekleĢip gerçekleĢmediğini doğrulanması için; referans 

Dientamoeba fragilis izolatları pozitif kontrol olarak, sterilize edilmiĢ deiyonize su ise 

negatif kontrol olarak kullanılmıĢtır. Daha sonra BioRad jel görüntüleme cihazında 

(Carestream, ABD) görüntülenmiĢtir. Tüm örneklere yukarıda belirtilen PCR koĢulları 

uygulanmıĢtır.  

 

Ayrıca çalıĢmaya baĢlanılmadan önce tüm deneylerde standart olarak kullanılan pozitif 

kontrolün, Dientamoeba fragilis spesifik SSU-rRNA gen bölgesi yukarıda belirtilen 

PCR protokolü ile amplifiye edildikten sonra aĢağıda belirtilen protokol uygulanarak 

plazmite klonlanmıĢtır. Standart PCR ve QPCR yöntemlerinde tüm örneklerle beraber 

Plazmit DNA‟sı pozitif kontrol olarak kullanılmıĢtır. 

3.2.2.2.2. Klonlanlama ve Plazmid DNA Ġzolasyonu  

Sekanslama ve filogenetik analizler yapmak üzere, PCR sonrası elde edilen D. fragilis 

spesifik SSU-rRNA gen bölgesine ait bantlar High Pure PCR Product Purification Kiti 

(Roche) ile jelden pürifiye edilmiĢtir. Ürünler, plazmide CloneJET PCR Clonning Kit 

(Thermo Scientific, ABD) kiti ile klonlanmıĢtır. Bunun için, ligasyon basamağını 
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gerçekleĢtirmek üzere gerekli olan içerik hazırlanmıĢtır (Tablo 3.2). 

Tablo 3.3. Ligasyon için hazırlanan karıĢım  

Ġçerik Miktar 

2X reaksiyon tamponu 10 μl 

PCR ürünü 1-5 μl (~10ng/µl) 

Nükleazsız steril su 2-6 μl 

DNA Blunting enzim 1 μl 

Toplam 18 μl 

 

Elde edilen karıĢım vortekslenecek ve sonrasında santrifüj edilerek 70⁰C‟de su 

banyosunda 5 dk inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında hemen buz üstüne alınmıĢtır. 

KarıĢımın üzerine 1 μl pJET1.2/blunt Cloning Vector (50 ng/ μl) ve 1 μl T4 DNA Ligaz 

eklenmiĢtir ve böylece son hacim 20 μl‟ye tamamlanmıĢtır. Elde edilen karıĢım 25 dk 

oda sıcaklığında bekletildikten sonra 5 μl‟si transformasyon iĢlemi için kullanılmıĢtır. 

Klonlama prosedürünün transformasyon basamağında 5 μL ligasyon ürünü buz üzerinde 

bekletilen E. coli TOP10 hücrelerine eklenerek, buz üzerinde 30 dk inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonrasında hücrelere önce 42⁰C‟de 2 dk ısı Ģoku yapılıp, 

tekrar buz üzerinde 4 dk bekletilmiĢ ve üzerine 250 μL SOC Medium eklenmiĢtir. 

Çalkalayıcı cihazına yerleĢtirilen transformasyon karıĢımı 37⁰C‟de 1 saat inkübe 

edildikten sonra ampisilin içeren LB (Lurie-Bertani) katı besiyerine ekilerek kolonilerin 

oluĢması için 37⁰C‟de 1 gece inkübe edilmiĢtir. LB katı besiyerinde üretimi gerçekleĢen 

kolonilerden izolat baĢına 2 koloni seçilmiĢtir. Koloniler steril kürdanlar ile alınıp 

iĢaretlenmiĢtir. LB katı besiyeri ihtiva eden ve bölmelere ayrılmıĢ (4‟lü veya 6‟lı) 

plaklara yeniden ekilerek 37⁰C‟de 1 gece inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında 

besiyerinde üreyen kolonilerin rekombinant plasmidi içerip içermediğinin tespiti için 

aynı kolonilerin bulunduğu iĢaretlenmiĢ bölgelerin her birinden tek bir koloni seçilerek 

PCR tarama yapılmıĢtır. Vektöre spesifik olan pJET1.2 forward ve pJET1.2 reverse 

primerler (Thermo Scientific) kullanılarak gerçekleĢtirilen PCR sonucu elde edilen 

bantlar %2‟lik agaroz jelde yürütülmüĢtür. Görüntüleme cihazında görüntülenerek 

vektör+insert varlığı yönünden doğrulanmıĢtır. Daha sonra doğrulanan ve çoğaltılan 

plazmidler, plazmid pürifikasyon kiti ile saflaĢtırılmıĢtır. 
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3.2.2.2.3. Plazmitin SaflaĢtırılması 

Steril öze yardımıyla ile alınacak koloniler uygun konsantrasyonda ampicilin içeren 5 

ml LB sıvı besiyerlerine ekilmiĢtir. Çalkalayıcı üzerinde 37⁰C‟de 1 gece inkübe 

edilmiĢtitr. Sıvı besiyerinde üreyen hücrelerden 2 ml alınıp 8000 rpm‟de 2 dk santrifüj 

edilecek. Santrifüj sonrası süpernatan atılıp hücrelerin bulunduğu pelletten GeneJET 

Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) ile plazmid pürifikasyonu yapılmıĢtır. Kit 

içeriğinde bulunan pellet çözücü solüsyonlar eklenmiĢtir. Daha sonra santrifüj edilen 

karıĢım kit içinden çıkan kolona aktarılarak plazmidlerin kolona tutunması sağlanmıĢtır. 

Kolona bağlı plazmidler yıkama solüsyonu ile yıkanarak santrifüj edilmiĢtir. Kolona 

bağlanan ve yıkanan plazmidler elüsyon tamponunun eklenmesi ile yeni bir tüpe 

aktarılmıĢtır. Saf olarak elde edilen plazmidlere insertlerin varlığı yönünden 

doğrulanmak için vektör spesifik pJET1.2 forward ve pJET1.2 reverse primerleri ile kit 

prosedürene göre PCR uygulanmıĢtır. Sekans analizleri hizmet alımı ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Doğrulandıktan ve saflaĢtırdıktan sonra D. fragilis spesifik SSU-

rRNA gen bölgesini içeren için plazmid DNA‟lar pJET1.2 F ve R primerleri ile tek 

yönlü olarak sekanslanmak üzere hizmet alımı yapılmıĢ olan firmaya gönderilmiĢtir. 

3.2.2.3. Tüm Örneklerin PCR ve QPCR Analizleri 

Tüm örneklerin PCR reaksiyonları, yukarıda bahsedilen ve plazmid elde için kullanılan 

D. fragilis spesifik SSU-rRNA gen bölgesinin PCR ile amplifikasyonunda olduğu gibi 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

QPCR‟nin yüksek duyarlılık ve özgüllüğü sayesinde düĢük yoğunluktaki 

enfeksiyonların güvenilir biçimde tespit edilebilmesi ve elde edilen bulguların PCR 

sonuçları ile karĢılaĢtırmalı olarak değerlendirilebilmesi amacıyla yöntem çalıĢmada 

kullanılmıĢtır. 

D. fragilis SSU-rRNA genini hedefleyen QPCR primerleri (F:5‟- 

GGGACTCCCTGCGTCTAAG -3‟, R:5‟- AAGGACATCACGGACCTGTT -3‟) bu 

çalıĢmada kullanılmıĢtır. Hedef gene spesifik primerler ile toplam reaksiyon hacimi 20 

µl olacak Ģekilde; 10µl Syber green master mix (2x), 1‟er µl F ve R Primerleri 

(20pmol), 5 µl DNA, 3 µl dH2O kullanılarak qPCR reaksiyonunda hazırlanmıĢtır. 

Roche LightCycler 480 II (Roche, Mannheim, Germany) cihazı kullanılarak qPCR 

programı kurulmuĢtur (Tablo 3). Cq değerleri „second maximum derivate yöntemi‟ ile 
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hesaplanarak karĢılaĢtırmalı olarak değerlendirilmiĢtir.  

Tablo 3.4. QPCR Döngüleri 

RT- PCR Basamakları Sıcaklık Süre Döngüler Analiz modu 

Preinkübasyon 95
o
C 5 dakika 1 None 

Amplifikasyon 95 
o
C 10 saniye 

45 

 

 58-60 
o
C 10 saniye Quantification 

 72 
o
C 10 saniye  

Melting curve 95 
o
C 5 saniye 

1 

 

 65 
o
C 1 dakika Melting curve 

 97 
o
C continuous  

Cooling: 40 
o
C 30 saniye 1 None 

 

3.2.3. Istatistiksel Analiz; Sekans Ve Filogenetik Analizler  

Dientamoeba fragilis SSU-rRNA gen bölgesinin 5‟ ucu parsial bölgesinin çoğaltıldığı 

izolatlar tek yönlü olarak sekanslanmıĢtır. DNA dizisi ortaya çıkan izolarlara ait 

kromotogramlar dikkatlice analiz edilip, Geneious 9.1.3 (Posada, 2008) yazılımı ile 

pairwise alignmentları yapılmıĢ. Ġnsert olmuĢ hedef gen bölgesi belirlenerek izolatlara 

ait son dizilimler elde edilmiĢtir. Elde edilen sekansların blast 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapılmıĢtır. 

GenBank‟ta bulunan homolog izolatlara ait ilgili gen sekanslarıyla Geneious 9.1.3 

(Posada, 2008) yazılımı üzerinden çoklu hizalamaları yapılarak interspesifik ve 

intraspesifik nükleotid farklılıkları belirlenmiĢtir. Neighbour joining metodu ile 

filogenetik ağaç oluĢturulmuĢtur. Karakterizasyonu sağlanan tüm izolatların GenBank 

kayıtları sağlanmıĢtır.  
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4. BULGULAR 

„Kanser Tanısı Alan Hastalarda D. fragilis‟in Moleküler Prevalansı ve Moleküler 

Karakterizasyonu‟ baĢlıklı bu proje kanser tanısı alan hastalarda (n=100) ve sağlıklı 

gönüllülerden oluĢan kontrol grubunda (n=20) olmak üzere toplam 120 örnekte, 

intestinal yerleĢimli patojen protozoon parazit olan D. fragilis pozitifliği araĢtırılmıĢtır. 

Daha hassas sonuçlar vererek tarama imkanı sunması nedeniyle bu olgulardan elde 

edilen dıĢkı örneklerinden DNA izolasyonu yapılarak D. fragilis varlığı PCR ve QPCR 

yöntemleriyle araĢtırılmıĢ ve sonuçlar karĢılaĢtırmalı olarak değerlendirilmiĢtir. Pozitif 

olduğu tespit edilen örneklerin sekans analizi yapılarak onkoloji hastalarında parazitin 

genotiplerinin arasındaki iliĢki araĢtırılmıĢtır. 

4.1. PCR ile Moleküler Ġnceleme sonucu elde edilen bulgular  

Kanser tanısı alan hastaların ve sağlıklı gönüllülerin dıĢkı örneklerinden DNA 

izolasyonu kit önerisine göre yapılarak, DNA örnekleri -80⁰C‟de muhafaza edilmiĢtir. 

PCR testlerinde kullanılacak olan D. fragilis SSU-rRNA geni spesifik primerler 

sulandırılmıĢ ve PCR iĢlemlerinde kullanıma hazır hale getirilerek -20⁰C‟de 

saklanmıĢtır. Bu primerler kullanılarak optimizasyon iĢleminden sonra, pozitif kontrolü 

sağlamak üzere DNA bankamızda saklanan genomik DNA‟dan PCR ürünleri elde 

edilmiĢtir (ġekil 1). Klonlama için ligasyon reaksiyonu, CloneJET PCR Kiti (Thermo 

Scientific, ABD) ile kit prosedürü uyarlanarak yapılmıĢtır. Pürifiye edilen PCR ürünü 

ve ligasyon sonrası elde edilen rekombinant plazmidin 1/3 µl‟si agoroz jele yüklenerek 

görüntülenmiĢtir (ġekil 1). 
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ġekil 4.1. D. fragilis SSU-rRNA gen bölgesinin Pozitif kontrol için PCR 

optimisazyonu; M: Marker, K: kontrol 

 

4.2. Kanser Hasta Gruplarında PCR Analizleri 

Sağlıklı gönüllülerin katıldığı kontrol grubundan toplanan örneklerin DNA izolasyonu 

sonrası iç-pozitif kontrol ile optimize edilen koĢullara göre PCR testi kurulmuĢtur. 

Pozitif örnekler tekrar amplifiye edilerek saflaĢtırılmıĢ ve sekans analizi yapılmak üzere 

hizmet alımı gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 4.2, Tablo 4.1). 

 

ġekil 4.2. D. fragilis SSU-rRNA geni (364 bç) spesifik PCR ile elde edilen pozitif 

örneklere ait jel görüntüleri; M: Marker, 1-6: Pozitif hastalar, P: Pozitif kontrol, N: 

Negatif kontrol 
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Tablo 4.1. PCR sonucunda kanser hasta gruplarında tespit edilen pozitiflikler 

Deney grupları 
PCR pozitif örnek 

sayısı 

Sağlıklı gönüllüler-Pozitif Kontroller 

(n=20) 

Kadın (n=17) 2 

Erkek (n=3) 1 

Kolon Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın (n=1) 0 

Erkek (n=9) 0 

Rektum Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın (n=2) 0 

Erkek (n=2) 1 

Lösemi Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın (n=6) 1 

Erkek (n=18) 3 

Lenfoma Kanseri tanılı Hasta Grubu Kadın (n=6) 0 

Erkek (n=18) 0 

Diğer Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın (n=24) 1 

Erkek (n=14) 0 

 

4.3. QPCR ile Moleküler Ġnceleme sonucu elde edilen bulgular  

QPCR analizi yapılarak „second maximum derivate yöntemi‟ ile pozitiflikler 

hesaplanmıĢ ve karĢılaĢtırmalı olarak değerlendirilmiĢtir. Tüm örneklerin Cq değerleri 

tabloda verilmiĢtir (Tablo 4.2, ġekil 4.3).  
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Tablo 4.2. QPCR sonucunda hasta ve kontrol gruplarında Cq değerleri  

Olgular  Cq değerleri 

Ġzolat 1 <40 

Ġzolat 2 <40 

Ġzolat 3 <40 

Ġzolat 4 <40 

Ġzolat 5 <40 

Ġzolat 6 =40 

Ġzolat 7 28,16 

Ġzolat 8 =40 

Ġzolat 9 <40 

Ġzolat 10 <40 

Ġzolat 11 <40 

Ġzolat 12 13,00 

Ġzolat 13 <40 

Ġzolat 14 <40 

Ġzolat 15 <40 

Ġzolat 16 <40 

Ġzolat 17 12,01 

Ġzolat 18 5.00 

Ġzolat 19 <40 

Ġzolat 20 <40 

Ġzolat 21 32,77 

Ġzolat 22 <40 

Ġzolat 23 <40 

Ġzolat 24 <40 

Ġzolat 25 <40 

Ġzolat 26 <40 

Ġzolat 27 <40 

Ġzolat 28 <40 

Ġzolat 29 <40 

Ġzolat 30 <40 

Ġzolat 31 <40 

Ġzolat 32 15,49 

Ġzolat 33 <40 

Ġzolat 34 <40 

Ġzolat 35 <40 

Ġzolat 36 <40 

Ġzolat 37 <40 

Ġzolat 38 <40 

Ġzolat 39 <40 
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Tablo 4.2. QPCR sonucunda hasta ve kontrol gruplarında Cq değerleri (Devam) 

Ġzolat 40 <40 

Ġzolat 41 <40 

Ġzolat 42 <40 

Ġzolat 43 <40 

Ġzolat 44 <40 

Ġzolat 45 <40 

Ġzolat 46 <40 

Ġzolat 47 <40 

Ġzolat 48 <40 

Ġzolat 49 <40 

Ġzolat 50 <40 

Ġzolat 51 <40 

Ġzolat 52 <40 

Ġzolat 53 <40 

Ġzolat 54 <40 

Ġzolat 55 <40 

Ġzolat 56 <40 

Ġzolat 57 <40 

Ġzolat 58 <40 

Ġzolat 59 <40 

Ġzolat 60 <40 

Ġzolat 61 <40 

Ġzolat 62 <40 

Ġzolat 63 <40 

Ġzolat 64 <40 

Ġzolat 65 <40 

Ġzolat 66 <40 

Ġzolat 67 <40 

Ġzolat 68 <40 

Ġzolat 69 <40 

Ġzolat 70 <40 

Ġzolat 71 <40 

Ġzolat 72 <40 

Ġzolat 73 <40 

Ġzolat 74 <40 

Ġzolat 75 6,00 

Ġzolat 76 <40 

Ġzolat 77 <40 

Ġzolat 78 <40 
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Tablo 4.2. QPCR sonucunda hasta ve kontrol gruplarında Cq değerleri (Devam) 

Ġzolat 79 <40 

Ġzolat 80 <40 

Ġzolat 81 <40 

Ġzolat 82 <40 

Ġzolat 83 <40 

Ġzolat 84 <40 

Ġzolat 85 <40 

Ġzolat 86 <40 

Ġzolat 87 34,63 

Ġzolat 88 35,74 

Ġzolat 89 <40 

Ġzolat 90 =40 

Ġzolat 91 36,80 

Ġzolat 92 37,59 

Ġzolat 93 <40 

Ġzolat 94 <40 

Ġzolat 95 <40 

Ġzolat 96 <40 

Ġzolat 97 <40 

Ġzolat 98 <40 

Ġzolat 99 <40 

Ġzolat 100 <40 

 

 

 

ġekil 4.3. D. fragilis SSU-rRNA geni spesifik QPCR ile elde edilen tüm örneklere ait 

amplifikasyon eğrileri 
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Tablo 4.3. QPCR sonucunda kanser hasta gruplarında tespit edilen pozitiflikler 

Deney grupları 
PCR pozitif 

örnek sayısı 

Sağlıklı gönüllüler-Pozitif Kontroller 

(n=20) 

Kadın (n=17) 2 

Erkek (n=3) 1 

Kolon Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın (n=1) 0 

Erkek (n=9) 4 

Rektum Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın (n=2) 0 

Erkek (n=2) 1 

Lösemi Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın (n=6) 1 

Erkek (n=18) 3 

Lenfoma Kanseri tanılı Hasta Grubu Kadın (n=6) 0 

Erkek (n=18) 0 

Diğer Kanseri Tanılı Hasta Grubu Kadın (n=24) 1 

Erkek (n=14) 0 
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4.4. Sekans Analizi ve Filogenetik Karakterizasyon 

Dientamoeba fragilis spesifik SSU-rRNA primerlerle sekans analizi sonucu kalite 

skorları yüksek kromotogramlar elde edilmiĢ ve DeNovo analizleriyle ilgili izolata ait 

final nükleotid dizilimleri saptanmıĢtır (ġekil 4.4).  

 

ġekil 4.4. D. fragilis SSU-rRNA data setindeki izolatlara ait nükleotid sekansı. 

 

DfraCA-1 olarak isimlendirilen izolat PV840020 aksesyon numarası ile GenBank‟a 

kaydedilmiĢtir. Ġzolatın nükleotid sekansları inclendiğinde GC oranının %38,2 AT 

oranının ise % 61,2 olduğu tespit edilmiĢtir. 

Tablo 4.4. DfraCA-1 izolatının nükleotid içeriği. 

Bazlar  Total sayı % 

Adenin (A) 108 33,2 

Citozin (C) 59 18,2 

Guanin (G) 65 20 

Timin (T) 93 28,6 

GC 124 38,2 

Toplam 325 100 

 

Dientamoeba fragilis SSU-rRNA data setinin analizi sonucunda Neigbour Joining ağacı 

üzerinde DfraCA-1izolatının rapor edilmiĢ izolatlarla daha yüksek identiklik gösterdiği 

(ġekil 4.4) ve birlikte küme oluĢturdukları ve bu gruplanmanın filogenetik 

çözünürlüğünün yüksek bootstrap değerleri (1.00) ile desteklendiği tespit edilmiĢtir.  
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ġekil 4.5. Dientamoeba fragilis SSU-rRNA data setindeki izolatların NJ analizine göre 

filogenetik analiz sonuçları. Nodların önündeki rakamlar bootstrap (1000 tekrar) 

desteğini göstermektedir. ÇalıĢmada elde edilen izolat DfraCA-1 olarak 

isimlendirilmiĢtir. Ölçek çizgisi bölgeye göre nükleotid değiĢimini göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

29 

 

Hizalama ve filogenetik analizler için GenBank veri tabanında mevcut olan D. fragilis’e 

ait farklı çalıĢmalardan bildirilen insan ve hayvan izolatları ile data seti oluĢturulmuĢtur. 

DfraCA-1 izolatının nükleotid dizilimlerinin GenBank veri tabanında mevcut olan 

homolog D. fragilis kısmi SSU-rRNA sekansları ile çoklu hizalamaları ġekil 4.6‟da 

gösterilmiĢtir. SSU-rRNA data setinin analizinde ilgili genin D. fragilis’ in farklı 

ülkelerden bildirilmiĢ izolatlar arasında yüksek identiklik gösterdiği (ort. % 99,5 

identiklik) ve nükleik asit sekansları temelinde oldukça korunmuĢ bir gen bölgesi 

olduğu görülmüĢtür. Genel olarak D. fragilis’in SSU-rRNA sekanslarının hizalama 

analizlerinde DfraCA-1 izolatının 118. nükleotidinde A-C ve 189. Nükleotidinde T-C 

olmak üzere ana nükleotid değiĢimi belirlenmiĢtir (ġekil 6).  

 

 

ġekil 4.6. D. fragilis SSU-rRNA data setindeki izolatlara ait nükleotid sekanslarının 

çoklu hizalama analiz sonuçları. 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Dientamoeba fragilis, insan vücudunda çekum veya kalın bağırsak lümenine yerleĢerek 

dientamobiasise neden olmaktadır (GirginkardeĢler ve Kurt, 2007). D. fragilis, 

gastrointestinal semptomları olan hastalarda sıklıkla tespit edilir, ancak patojenitesi 

belirsizdir. Bazı çalıĢmalar, D. fragilis'li ve D. fragilis'siz hastalar arasında klinik 

belirtilerde önemli bir fark bulamamıĢ ve bunun bir patojen olmaktan çok komensal bir 

organizma gibi davranabileceğini öne sürmüĢtür (Bamini ve ark., 2024; Querol ve ark., 

2022). Bu durum baĢka bir bakıĢ açısıyla incelendiğinde, parazitin farklı genotiplerinin 

enfekte kiĢilerde klinik belirtilerin de farklı olmasına sebep olabileceğini 

düĢündürmektedir. Bununla beraber dientamoebiazisde en sık görülen belirtiler karın 

ağrısı ve ishal iken diğer belirtiler bulantı, kusma, iĢtahsızlık, kilo kaybı ve ateĢtir (Stark 

ve ark., 2010b; Noberg ve ark., 2003a). Hastaların %32‟si kronik semptomlara sahiptir. 

Ayrıca enfekte hastalarda eozinofiliye rastlanmaktadır (Cuffari ve ark., 1998; Stark ve 

ark., 2010b). D. fragilis ile iliĢkili yaygın semptomlar tedavi gören kanser hastalarının 

yaĢadığı semptomlarla örtüĢebilir (Stark ve ark., 2010; Rayan ve ark., 2007). Bu 

nedenle, parazitin kanserli hasta grupları arasındaki yaygınlığının hassas yöntemlerle 

yüksek doğrulukta ortaya konulması önemlidir. Özellikle kanser hastalarında önemi 

artan bu parazitozun moleküler tiplerinin kanser hastalıklarıyla iliĢkisi hakkında 

verilerin az olması ileri incelenmelere ihtiyaç doğurmuĢtur. Tanıda yönlendirici olması 

açısından semptomların incelenmesi ve semptomlarla parazit genotipleri arasındaki 

iliĢkinin aydınlatılması, epidemiyolojik çalıĢmaları olduğu kadar tanı çalıĢmalarına da 

katkı sağlayacaktır. Dolayısıyla “Kanser Tanısı Alan Hastalarda Dientamoeba fragilis'in 

Moleküler Prevalansı ve Moleküler Karakterizasyonu” baĢlıklı çalıĢma ile farklı kanser 

tiplerinin dahil edildiği hasta gruplarında D. fragilis‟in PCR tabanlı moleküler 

yöntemlerle araĢtırılarak kanser hastalarında D. fragilis‟in moleküler prevalansını 

belirlemek ve bu parazitin moleküler karakterinin hastalık ile olan iliĢkisi hakkında yeni 
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veriler sağlamak amaçlanmıĢtır.  

Kanser hastalarında D. fragilis sıklığı literatürde kapsamlı bir Ģekilde belgelenmemiĢtir. 

Ancak, birkaç çalıĢma farklı popülasyonlarda D. fragilis 'in değiĢen yaygınlık oranlarına 

iĢaret ederek, kanser hastalarını da etkileyebilecek gastrointestinal semptomlarla olası 

bir iliĢki olduğunu öne sürülmüĢtür. Literatür incelendiğinde immun supresif hastalarda 

parazitlerin moleküler yöntemlerle araĢtırıldığı bazı çalıĢmalar olduğu tespit edilmiĢtir. 

Bunların arasında farklı hasta gruplarında D. fragilis araĢtırmalara göze çarpmaktadır.  

Kanser, organ nakli ve primer immün yetmezlik hastalarında D. fragilis bağırsak parazit 

enfeksiyonunun prevalansı PCR yöntemi kullanılarak araĢtırılmıĢtır (Esteghamati ve 

ark., 2018) fakat parazitin genotipleri ve moleküler karakteri incelenmemiĢtir.  

D. fragilis'in enfeksiyon yüzdesini ve genotiplerini belirlemek için Roma'daki (Orta 

Ġtalya) semptomatik hastalardan iki yıl süreyle toplanan dıĢkı örnekleri qPCR yöntemi 

ile araĢtırılmıĢtır (Guadano-Procesi ve ark., 2024). Ancak bahsedilen çalıĢmalarda aynı 

anda kanser hastalarında D. fragilis parazitinin filogenetik incelemeleri yapılmamıĢtır.   

Bizim çalıĢma konumuz bu anlamda farklılık göstermektedir.  

Türkiye‟de yapılan bazı çalıĢmalar da mevcuttur. D. fragilis'in varlığı, kanser 

hastalarında klinik tabloyu karmaĢıklaĢtırabilecek ishal gibi daha Ģiddetli 

gastrointestinal semptomlarla iliĢkilendirilmiĢtir (Aykur ve ark., 2019).  

Ġmmünsüpresif hastalardaki intestinal protozoon prevalansının araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada direkt tanı yöntemleri ve DFA yöntemi kullanılarak protozoonların dağılımı 

tespit edilmiĢtir (Kaya ve ark., 2021).  

Türkiye‟de D. fragilis paraziti ile ilgili yapılan çalıĢmalarda ya genotiplendirme 

çalıĢmaları bağırsağın kanser dıĢı hastalıkları ile yürütülmüĢtür ya da hasta gruplarında 

genotiplendirme yapılmadan standart tanı yöntemleri ile parazitin varlığı araĢtırılmıĢtır.  

Ġran‟da yapılan bir çalıĢmada, gastrointestinal ve gastrointestinal olmayan kanser 

hastalarında (n=158) ve bir kontrol grubunda (n=158) mikroskobik ve moleküler 

yöntemler kullanılarak bağırsak protozoan enfeksiyonlarının yaygınlığı araĢtırılmıĢtır. 

ÇalıĢmada Dientamoeba fragilis’in yaygınlığı %1,3 olarak tespit edilmiĢtir. 

Kemoterapinin, hematolojik maligniteli hastalarda, özellikle lenfoma ve lösemi 

hastalarında intestinal Protozoan enfeksiyonlara karĢı duyarlılığı artırdığını ve kanser 
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hastalarında kontrol grubuna göre fırsatçı enfeksiyonlar da dahil olmak üzere intestinal 

Protozoan enfeksiyonları riskinin daha yüksek olduğunu göstermiĢlerdir 

(Bahadorizadeh ve ark., 2024). 

Kanser hastaları (n=85), organ nakli alıcıları (n=25) ve primer immün yetmezliği (n= 

80) olan hastalar dahil olmak üzere farklı hasta gruplarında bağırsak parazitlerinin 

yaygınlığının araĢtırıldığı bir baĢka çalıĢmada, toplam 190 dıĢkı örneğinde nested PCR 

ve PCR dizileme ile incelemeler yapılmıĢtır. Kanser hastalarında baskın bağırsak parazit 

enfeksiyonu Blastocystis hominis olup (%22,3), bunu Giardia lamblia (%2,3) ve 

Dientamoeba fragilis (%1,1) takip etmiĢtir. Primer immün yetmezlik hastalarında ise 

intestinal parazit enfeksiyonlarının prevalansının Blastocystis hominis 13 (%16,2), 

Giardia lamblia 10 (%12,5), Cryptosporidium 1 (%1,2), Chilomastix mesnilii 1 (%1,2), 

Dientamoeba fragilis 1 (%1,2) olduğu tespit edilmiĢtir. Blastocystis hominis ile 

enfeksiyon oranının özellikle kolorektal kanser hastalarında yüksek olduğu, Organ nakli 

yapılan hastalarda primer immün yetmezlik hastalarına kıyasla parazitik bağırsak 

enfeksiyonunun baĢlıca nedeninin Cryptosporidium sp. olduğu tespit edilmiĢtir 

(Esteghamiti ve ark., 2019). 

Yurdumuzda veya dünyanın farklı bölgelerinde yapılan bu çalıĢmalarda parazitin 

genotiplerinin kanser hastalıklarıyla iliĢkisini gösteren herhangi bir çalıĢma 

bulunmamaktadır. Dolayısıyla, kanserli bireylerde D. fragilis ile gastrointestinal 

semptomların Ģiddeti arasındaki iliĢki karmaĢık ve tartıĢılan bir konu olmaya devam 

etmektedir. Bu nedenle, bu çalıĢma alanında ilk kez yapılmıĢ özgün bir çalıĢmadır. Bu 

çalıĢmayla, belirlenen amaçlar doğrultusunda sekans analizleri ile D. fragilis 'in 

genotipik bir analizi yapılmıĢ; farklı kanser hastalıkları ile tanı alan olgularda PCR, 

qPCR yöntemleri ile incelenen D. fragilis‟in prevalansı ile yaĢ ve cinsiyet faktörlerinin 

iliĢkisi gösterilmiĢtir. Buna göre, 6 hasta standart PCR ile pozif olarak tespit edilirken 

11 hastanın qPCR ile pozif olduğu tespit edilmiĢtir. D. fragilis ile enfekte olgularda 

korunmuĢ bir bölge olan SSU-rRNA gen bölgesinde nükleotid temelinde üç farklı 

bölgede değiĢimin olduğu ve bu hastalarda genotip 2‟nin varlığı saptanmıĢtır. Elde 

edilen verilerin gelecekte yapılacak çeĢitli çalıĢmalara temel teĢkil ettiği ve literatüre 

önemli bir katkı sağladığı düĢünülmüĢtür. 

Sonuç olarak, bu çalıĢmada kanser tanısı alan hastalar ile bu parazitin tespit edilen 
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genotiplerinin arasında klinik bulguları etkileyebileceği düĢünülen moleküler düzeyde 

bir iliĢki olabileceğini gösterilmiĢtir. Parazitin genotiplerinin, çalıĢma kapsamına alınan 

olgularda klinik belirtilere etkisine ıĢık tutan bir çalıĢmadır.  

Ayrıca bu çalıĢmada Dientamoeba fragilis‟in tanısında kullanılan yöntemler olan PCR 

ve qPCR yöntemleri ile karĢılaĢtırmalı olarak yaygınlığı araĢtırılmıĢtır. Elde edilen 

bulgular göre hasta ve kontrol grupları karĢılaĢtırıldığında anlamlı bir farklılık olduğu 

istatiksel olarak gözlemlenmiĢtir. PCR yöntemiyle yanlıĢ negatiflik verme olasılığının 

olması nedeniyle, qPCR yönteminin daha kısa zamanda tanı koydurucu ve tedaviye 

daha erken baĢlanması açısından kullanımının daha avantajlı olduğu sonucuna 

varılmıĢtır. Ayrıca örneklerin sekans analizine gönderilmesine alt yapı oluĢturmak ve 

qPCR‟nin hassasiyetini doğrulamak amacıyla PCR yöntemi de kullanılmıĢtır. 

Dientamoeba fragilis ile ilgili yapılacak çalıĢmalarda, kanser hastalarında arasında 

parazitoza ait epidemiyolojik verilerin ortaya konması ile bilime katkı sağladığı açıktır. 

Bu hasta gruplarında doğru tanının konularak hızlı tedavi edilmesi kritik bir öneme 

sahip olabilir ve hastaların yaĢam kalitesini etkileyebilir. Ayrıca D. fragilis‟in hayat 

döngüsü içerisinde; bulaĢ ve taĢınmasında bilinmeyenlerin olması sebebiyle ileri ki 

çalıĢmalarda bulaĢ ve taĢınma konusunda araĢtırmaların yapılmasının gerekli olduğu 

kanaatindeyiz. 
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