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KANSER TANISI ALAN HASTALARDA DIENTAMOEBA FRAGILIS’IN
MOLEKULER PREVALANSI VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Makbule SALLANBAS

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Parazitoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2025
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Merve YURUK
OZET

Dientamoeba fragilis, insanlarin ¢ekum ve kalin bagirsaginin liimeninde yasayan,
yalnizca trofozoit sekli bulunan patojen kamgcili bir protozoondur. Dientamoebiasis,
Dientamoeba fragilis’in neden oldugu, baslica karin agrisi, diyare ve gaz sikayetleri ile
karakterize sindirim sistemi rahatsizliklarina neden olan bir enfeksiyondur. Onceleri
patojen olmadig1 diisiiniilen D. fragilis’in bugiin patojen oldugu ve tani konulan
hastalarin tedavi edilmesi gerektigi bildirilmektedir. Ozellikle kanser hastalarinda nemi
artan bu parazitozun molekiiler tiplerinin kanser hastaliklartyla iliskisi hakkinda veriler
kisithidir. Bu nedenle tanida yonlendirici olmasi agisindan semptomlarin inceleyen ve
semptomlarla parazit genotipleri arasindaki iligkiyi aydinlatan caligsmalara gereksinim
duyulmaktadir. Bu calisma ile farkli kanser tiplerinin dahil edildigi hasta gruplarinda
Dientamoeba fragilis’in PCR tabanli molekiiler yontemlerle arastirilarak parazitin
molekiiler prevalansinin belirlemesi ve molekiiler karakterinin hastalik ile olan iliskisi
hakkinda yeni verilerin elde edilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, farkl
kanser tiplerinin dahil edildigi hasta gruplarinda Dientamoeba fragilis PCR tabanl
molekiiler yontemlerle arastirilmistir. Calisma kapsamina alinan hastalardan toplanan ve
kontrol grubunu olusturacak olan saglikli goniillillerden alinan diski 6érnekleri ¢aligma
kapsamindadir. Calismada, toplanan Orneklerin total genomik DNA izolasyonunun
ardindan PCR testleri yapilmis ve Dientamoeba fragilis bakimindan pozitif oldugu
tespit edilen Orneklerin dizi analizi yapilmistir. Buna gore, kolon, rektum, 16semi,
lenfoma ve diger kanser tipleri ile hasta olan toplam 100 olgudan 6’sinin ayni anda
standart PCR 1ile de pozitif oldugu goriilen, 11 olgunun qPCR ile pozif oldugu tespit
edilmistir. Kanser tanili kadin ve erkek hastalar arasinda parazitin dagilimimda anlamli
bir faklihik olmadigi gorilmistir. D. fragilis ile enfekte olgulardan elde edilen
izolatlarin sekans bilgisi incelendiginde ortak bir dizi bilgisine sahip olduklar1 goriilmiis
ve bu dizinin GC oraninin %38,2, AT oranmin ise %61,8 oldugu, 118. ve 189.
niikleotidlerinde sirasiyla A-C ve A-T degisimlerinin oldugu farkli bir genotip tespit
edilmistir. Sonug olarak, bu ¢alismada kanser tanisi alan hastalar ile bu parazitin tespit
edilen genotiplerinin arasinda klinik bulgular1 etkileyebilecegi diisiiniilen molekiiler
diizeyde bir iliski olabilecegini gosterilmistir. Parazitin genotiplerinin, c¢alisma
kapsamina alinan olgularda klinik belirtilere etkisine 1sik tutan bir ¢alismadir Bu
caligmanin, epidemiyolojik calismalara oldugu kadar tan1 c¢alismalarina da katki
saglayacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Colyak Hastaligi; Crohn Hastaligi; Dientamoeba fragilis;
Genotiplendirme; Ulseratif Kolit.
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MOLECULAR PREVALENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
DIENTAMOEBA FRAGILIS IN PATIENTS DIAGNOSIS OF CANCER

Makbule SALLANBAS

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Parasitology
Master Thesis, August 2025
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Merve YURUK
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. GIRIS VE AMAC

Dientamoeba fragilis, insanlarin gastrointestinal sisteminde bulunan bir protozoon
parazittir. Ik kez Jepps ve Dobell tarafindan 1918'de bilimsel literatiirde tanimlanmis ve
antijenik analiz, elektron mikroskobu ve kiigiik alt birim ribozomal RNA (SSU rRNA)
geninin molekiiler ¢aligmalar1 organizmanin trikomonadlarla yani kamclilara yakin
akraba oldugunu gostermistir. Son ¢alismalar bu organizmanin patojenik potansiyelini
belgelemistir ve D. fragilis ile enfekte hastalarin ¢ogunlugu ishal, gevsek diskilama ve
karin agrist gibi gastrointestinal semptomlar gostermektedir. Yapilan g¢alismalarda,
dientamoebiasiste kronik semptomlarin yaygin oldugu, hastalarin %32'sinin kalici
ishalden sikayet¢i oldugu ve tani alan hastalarin tedavi edilmesi gerektigi bildirilmistir
(Crotti ve ark., 2005; Stark ve ark., 2005; Vandenberg ve ark., 2006). Dientamoebiasis
tedavisinde en iy1 uygulamanin ne oldugu konusunda su anda bir fikir birligi yoktur ve
tedavi seceneklerini degerlendirmek i¢in genis capli randomize kontrollii ¢aligmalar

yapilmamigtir.

Ozellikle kanser hastalarinda 6nemi artan bu parazitozun molekiiler tiplerinin kanser
hastaliklariyla iliskisi hakkinda verilerin kisithh olmasi ileri arastirmalara ihtiyag
dogurmaktadir. Bu nedenle, parazitin bu hasta gruplar1 arasindaki yayginliginin hassas
yontemlerle yiiksek dogrulukta ortaya konulmasi 6énemlidir. Tanida yonlendirici olmasi
acisindan semptomlarin incelenmesi ve semptomlarla parazit genotipleri arasindaki
iliskinin aydinlatilmasi, epidemiyolojik ¢aligmalar1 oldugu kadar tani ¢aligmalarina da

katki saglayacaktir.

Dolayisiyla “Kanser Tanist Alan Hastalarda Dientamoeba fragilisin Molekiiler
Prevalansi ve Molekiiler Karakterizasyonu” baslikli ¢calisma ile farkli kanser tiplerinin
dahil edildigi hasta gruplarinda Dientamoeba fragilis’in PCR tabanli molekiiler

yontemlerle arastirilarak kanser hastalarinda Dientamoeba fragilis’in  molekiiler



prevalansini belirlemek ve bu parazitin molekiiler karakterinin hastalik ile olan iliskisi

hakkinda yeni veriler saglamak amaglanmistir.

Bu ana amac¢ dogrultusunda, proje kapsamina alinan kanser hastalarma ait diski
ornekleri toplanmis ve izolatlar elde edilmis, Dientamoba fragilis SSU rRNA Gen
Bolgesine spesifik primerler kullanilarak optimizasyonunun ardindan PCR analizleri

yapilmis, plazmite klonlarak sekans analizlerine hazir hale getirilistir.

Izolatlara ait sekans verilerinin elde edilerek, Blast analizleri ve Geneious 9.1.3 yazilimi
kullanilarak filogetik analizler yapilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel anlamliligi
incelenerek belirtilen kanserli hasta gruplarinda Dientamoeba fragilis’in molekiiler

olarak prevalansi ve molekiiler karakteri proje kapsaminda belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Giris

Dientamoeba fragilis (D. fragilis), insanin kolonuna yerlesen amibik bir morfolojiye
sahip, kamgil1 bir protozoondur (van Gestel ve ark., 2019). Dientamoebiasiste kaynak
enfekte insanlardir. Konak zinciri insan-insan-insandir (Johnson ve ark., 2004). Tam
genellikle diski 6rneklerinden hazirlanan kalict boya preparatlarinin mikroskobik
incelemesi dayanmaktadir (Gureser ve ark., 2023; Johnson ve ark., 2004). Diinya
capinda dagilima sahip olan bu parazitin prevalansi %11 arasinda degismektedir (Stark
ve ark., 2010) ila %71 (de Jong ve ark., 2014). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ise D.
fragilis prevalansi Izmir, Van, Malatya, Manisa, Corum, Malatya ve Ankara bolgesinde
sirasiyla %0,2, %0,4, %0,4, %1,02, %8,4, %0,6 ve %13,3 olarak bildirilmistir (Calik ve
ark., 2011; Gureser ve ark., 2023; Inal ve ark., 2022).

2.2. Tarihge

Dientamoeba fragilis, ilk kez Jepps ve Dobell tarafindan 1918 yilinda tanimlanmigtir
(Mumcuoglu ve ark., 2013). Cift niikleuslu ve dis ortamda “fragil” olmas1 nedeniyle bu
isimlendirme yapilmistir (Windsor ve ark., 1999). Taze preparatlarda psdodopodlari ile
amibik hareketler yapmasi nedeniyle 6nceleri amipler arasinda siniflandirilmigtir. Fakat
elektron mikroskobu ile yapilan ¢aligmalarda ¢ekirdek yapisinin kiimes hayvanlarinin
paraziti olan Histomonas meleagridis’e morfolojik olarak benzemesinden dolay1
kamgililar alemine mensup bir protozoon olabilecegi diisiiniilmiis, Entamoeba cinsi
igindeki parazitlerde olmayan atraktafor ve parabazal cisimcik benzeri organeller
icerdigi ve kamgcili parazitlerin niikleoplazmasinda goriilen kromatin cisimcikleri
icerdigi tespit edilmistir (Giireser ve ark., 2004). Molekiiler seviyede incelemeler
sonrast SSU-rRNA dizi analizleri kullanilarak yapilan filogenetik g¢alismalarda, D.

fragilis’in kamgili protozoonlarla yakin evrimsel iliskiye sahip bir parazit oldugunu



gostermistir; ancak D. fragilis’in kendisinde kamg¢i bulunmamaktadir (Silberman ve
ark., 1996).

2.3. Smiflandirma

Tablo 2.1. Dientamoeba fragilis’ in taksonomik smiflandirmasi su sekildedir
(Girginkardesler ve ark., 2007).

Sube Protozoa

Alt sube Sarcomastigophora

Ust simf Mastigophora

Simf Zoomastigophora

Takim Trichomonadida

Aile Monocercomonadidae

Cins Dientamoeba

Tiir Dientamoeba fragilis
2.4. Morfoloji

Dientamoeba fragilis’in trofozoitolamak {izere tek tip yasam formu tespit edilmistir.
Amip benzeri bu kamgili organizmanin kist formu bulunmaz ve D. fragilis’in amibe
benzeyen trofozoit formunun ebati 3-22 um arasinda degiskenlik gosterebilir. D1 ortam
kosullarina dayaniksiz olan trofozoit formu kolayca bitiinligiini kaybedebilmektedir.
Hassas yapisi nedeniyle tiir ismi olan ‘fragilis’ ile isimlendirilmistir (Girginkardesler ve
ark., 2007). ince graniiler yapiya sahip bir sitoplazmasi vardir ve bu sitoplazma iginde
bakteri veya maya gibi mikroorganizmalarin fagosite edildigi ¢ok sayida besin vakuolu
bulunur. Cekirdek zarinda periferik kromatin goriilmez, ¢ekirdekgik ise tipik olarak
genis ve merkezi yerlesimli, genellikle dort veya birka¢ tane graniilden meydana
gelmektedir (Girginkardesler ve ark., 2007) (Sekil 2.1).

Taze preparatlarda ve kiiltiirde, pseudopodlar1 araciligiyla hareket ettigi gézlemlenebilir.
Daimi boyali preparatlarda D. fragilis trofozoitlerinin %60-80 oraninda iki, %20-40
oraninda bir, nadiren de ii¢ veya dort niikleuslu oldugu tespit edilmistir. Uygun
kosullarda iki niikleuslu sekli gézlemlenirken, tek nukleuslu sekline daha cok elverissiz

kosullarda rastlandig: bildirilmistir.



Yutulmus Bakteri

Cekirdek

Sekil 2.1. Dientamoeba fragilis’ in trofozoit formu

2.5. Hayat Dongiisii

Dientamoeba fragilis’in son konag insan olan monoksen bir parazit oldugu
bildirilmistir. D. fragilis i¢in gelistirilen bir hayvan modeli yoktur. Bazi primatlari,
memelileri, kuslar1 ve domuzlarida enfekte edebildigi bildirilmistir (Caccio ve ark.,
2012). Parazitin Kist formunun heniiz gosterilememis olmasi nedeniyle hayat
dongiistiniin insandan insana trofozoitlerin agiz yoluyla alinmasi yani fekal-oral yolla
tamamlandig: bildirilmistir. Trofozoitler insana kontamine irtinler veya E.vermicularis
gibi baz1 helmint yumurtalar1 araciligiyla bulagabilir. Parazit insanin ¢ekum veya kolon
liimenine yerleserek dientamoebiosise neden olmaktadir (Windsor ve ark., 1999) (Sekil
2.2). Bagirsak limenindeki trofozoitler diski ile dis ortama atilirlar ve yeniden baska bir
konagin agiz yolu ile trofozitleri almasiyla hayat dongiisii tamalanarak, bu sekilde tekrar

eder.
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Sekil 2.2. Dientamoeba fragilis’ in hayat dongiisii
2.6. Epidemiyolojisi

Daha onceleri D. fragilis’in yaygin bir parazit olmadigini ileri siiriilmiistir. Daha
sonraki caligmalarda ise D. fragilis’in prevalansinin tan1 yontemine bagli olarak %0.3
ile %52 olabilecegi bildirilmistir (Barratt ve ark., 2011; Stark ve ark., 2010; Verweij ve
ark., 2007; Windsor ve ark., 2003). Prevalansi c¢aligmalariinin g¢ogunda 11k
mikroskobunun kullanildig1 bildirilmektedir. Mikroskopi ile birlikte PCR ve kiiltiir
yontemleri gibi diger tekniklerin bir arada kullanilmasi D. fragilis’in goriilebilirligi
biiyiik ol¢tide arttirdig bildirilmektedir (Bruijnesteijn ve ark., 2009; Stark ve ark.,
2010; Rayan ve ark., 2007; Windsor ve ark., 2003).

Parazitin yas, cinsiyet, IBS, HIV enfekte hastalar arasinda bir iliski olugu
soylenmektedir (Barratt ve ark., 2011). D. fragilis in, memelileri, kuslar1 ve primatlari
enfekte ettigi (goriller, macaques ve babunlarin) bildirilmistir. Italya'da domuzlarda

%43.8 oraninda prevalansi oldugu bildirilmistir (Caccio ve ark., 2012).



2.7. Diinyadaki Dagilim

Dientamoeba fragilis tiim diinyada, ¢ok farkli insidanslarda goériilmektedir. Diinyadaki
prevalansi %1.4 ile %52 arasinda degismektedir (Johnson ve ark., 2004). Kanada’da
1970-74 yillar1 arasinda bagirsak parazitlerini arastirmak igin 43.000 kisi {izerinde
yapilan bir ¢alismada %4.2 oraninda D. fragilis saptanmistir (Yang ve ark., 1977). Los
Angeles’da sosyoekonomik diizeyi diisiik bir topluluk iizerinde yapilan ¢alismada; 220
kisinin 115’inde (%52) dientamoebiasis saptanmustir. Ulkemizde D. fragilis iizerinde
kisitl sayida caligma bulunmaktadir (Millet ve ark., 1983). Barcelona’da 1981 yilinda
bir hastanenin mikrobiyoloji laboratuvarinda parazitolojik inceleme i¢in gonderilen 650
diski 6rneginin 183’iinde (%28.2) bagirsak protozoonlar: belirlenirken, tim digki
orneklerinin %7.8’inde D. fragilis saptanmistir (Portus ve Prats, 1981). Ulkemizde
yapilan smirh sayidaki arastirmada nativ-lugol, formol eter konsantrasyon ve trikrom
boyama yontemlerinin karsilastirilmasinin yapildigr calismada 311 diski 6rneginin
%0,3’tinde Ok ve ark. (1996), Blastocystis hominis yaygmliginin arastirildigi bir
calismada 248 digki drneginin %1,2’inde Uner ve ark. (1997), demir eksikligi saptanan
erigkin hastalarda bagirsak protozoa insidansinin nativ-lugol, formol etil asetat ve
trikrom boyama yontemlerinin uygulanarak arastirildigi ¢alismada ise 100 hastadan
olusan calisma grubunun % 2’sinde Yereli ve ark. (1998), sindirim sistemi yakinmasi
olan hastalarda dientamobiasis sikligin1 aragtirmak i¢in koproloji laboratuarina bagvuran

400 hastanin %8,8’inde D. fragilis saptanmistir (Girginkardesler ve ark., 2003).
2.8. Tiirkiye’deki Dagilim

Yurdumuzda bagirsak parazitlerinin arastirildigi ¢alismalarda D. fragilis’in saptandigi
bazi ¢alismalar bulunmaktadir. Bir ¢alismada, diyare ve karin agrisi sikayeti olan 400
olgudan %8.8’inde (Girginkardesler ve ark., 2003), mikroskobik incelemelerin ve EIA
testlerinin karsilastirildigi baska bir ¢aligmada 380 olgunun %2.3’tinde (Tanyiiksel ve
ark., 2005), 241 temizlik is¢isi arasinda yapilan bagka bir ¢caligmada alinan selofan bant
ve diski incelemeleri sonucu 2 kiside (Karaman ve ark.,, 2006), ilkdgretim
ogrencilerinde bagirsak parazitlerinin yayilisini aragtiran bir ¢alismada, nativ-Lugol,
flotasyon ve trikrom yontemi kullanilmis ve 2975 6grencinin %4’iinde (Tas ve ark.,
2009), nativ-lugol, trikrom ve asit-fast gibi farkli boyama yontemlerinin kullanilarak

bagirsak parazitlerinin sikliginin incelendigi g¢alismada 2264 hastanin, %0.9’unda



(Karaman ve ark., 2011), arasinda mikrosporidian parazitlerinde bulundugu bazi
intestinal parazitlerin prevelansinin arastirildigt ve ¢esitli boyama yontemlerinin
kullanildigi ¢alismada 1,181 hastanin %0.7’inde (Calik ve ark., 2011), intestinal
parazitlerin direkt mikroskobisinin incelenmesiyle, 225 diski Orneginin intestinal
parazitler agisindan 64’ pozitif olan hastalardan 3’iinde (Dogan ve ark., 2012),
retrospektif bir ¢alismada 85,707 diski 6rneginin %9’unda D. fragilis’e rastlanmigtir
(Glilmez ve ark., 2013).

2.9. Hastali@in Bulagsmasi ve Bulasma Yollari

Dientamoeba fragilis’in kist formunun gosterilememesi genellikle direkt fekal-oral
bulagsmay1 akla getirmektedir (Clark ve ark., 2014). Baz1 arastirmacilar, D. fragilis’in,
Trichuris, Ascaris ve Enterobius gibi insan nematodlarmin yumurtalar: ile

Histomonas 'larda oldugu gibi tasinabilecegini soylemislerdir (Dobell ve ark., 1940).

Roser ve ark. tarafindan kil kurdu yumurtalarinda D. fragilis’e ait DNA’nin olup
olmadigmin arastirilmistir (Réser ve ark., 2013). Ogren ve ark. tarafindan Real-Time
PCR kullanarak yapilan galismada, E. vermicularis yumurtalarinda 21 6rnegin 18’inde
(%85) D. fragilis DNA’s1 tespit edilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda, E. vermicularis’in,
D. fragilis’in tasinmasinda 6nemli bir role sahip oldugu desteklenmektedir (Ogren ve
ark., 2013). E. vermicularis’in dzellikle ¢ocuklar arasinda sik goriilmesiyle parazitin

taginmasinda énemli bir vektor oldugu bildirilmektedir (Burrows ve ark., 1956).

Yapilan bazi ¢alismalarda ise D. fragilis’in yasam dongiisii i¢inde bir kist evresinin
bulunabilecegi one siiriilmistiir (Munasinghe ve ark., 2013). Bu bulgular iizerine D.
fragilis’in fekal-oral yolla aktarilmasi, dientamoebiasisin zoonotik bir hastalik

olabilecegini diisiindiirmektedir (Barratt ve ark., 2011).
2.10. Patogenez ve Klinik Belirtiler

Dientamoeba fragilis dokularin igine girmez, ancak asirt mukus salgilanmasi ve
bagirsagin hipermotilitesi gibi mukoza irritasyonunu gosteren bazi kanitlar vardir. D.
fragilis enfeksiyonunda goriilen belirtiler karin agrisi, diyare, anoreksi, bulanti, kusma
ve midede gazdir. Karn agrisinin karakteri, yerlesimi ve siiresi olduk¢a degiskendir
(Girginkardesler ve ark., 2007). Diskida kan genellikle goriilmez. Daha az goriilen
belirtiler ise bas agrisi, ates, kilo kaybi ve yorgunluktur. Ayrica D. fragilis

enfeksiyonlarinda kasinti, {irtiker ve eosinofilinin goriilebilecegi de bildirilmistir



(Girginkardesler ve ark., 2007). Yalnizca D. fragilis saptanan 255 hastanin yarisindan
cogunda ve Onceden yapilan 19 ¢alismada bildirilen 187 kayith olguda diyare, karin
agris1 veya her ikisinin de goriildiigli bildirilmistir. Ayrica hastalarin %11’inde anal
kasint1 oldugu saptanmistir (Yang ve ark., 1977). D. fragilis saptadigimiz 35 hastanin
32’sinde yalnizca bu parazit bulunurken, saf dientamoebiasis hastalarinin tamamina
yakininda sindirim sistemi yakinmalar1 belirlenmistir. Bu yakinmalar arasinda en sik
olarak karm agris1 (%81.3), diyare (%71.9), istahsizlik (%15.6), yorgunluk (%9.4) ve

azalan oranlarda diger belirtiler saptanmistir (Girginkardesler ve ark., 2003).
2.11. Tam

Dientamoeba fragilis’in tespit edilebilmesi, dogru tanmnin konulabilmesi i¢in 6nemli
etkiye sahiptir (Johnson ve ark., 2004). Nativ-lugol yontemi ile hazirlanan preparatlarda
D. fragilis’in iki g¢ekirdekli nonspesifik goriiniimii nedeniyle zordur. Trofozoitlerin
fragil yapisindan dolayr diski hizlica tespit edilmelidir (Johnson ve ark., 2004).
Organizmanin digkida taninabilir olarak kaldigi siirenin sinirli olmasi nedeniyle,
orneklerin ya digkilamadan hemen sonra incelenmesi ya da uygun bir fiksatif igcerisinde
saklanmasi gerekmektedir. Bu amagla, sodyum asetat-asetik asit-formalin (SAF),
Polivinil alkol (PVA), modified Schaudinn’s fiksatifi ve fenol-alkol-formalin yaygin
olarak kullanilan fiksatiflerdir. Daha sonra uygun boyama yontemlerinin kullanildigi
daimi preparatlarin hazirlanmasi ve incelenmesi onerilmektedir (Spencer ve ark., 1982;
Windsor ve ark., 1999). Demir hematoksilen boyama ve trikrom boyama yontemleri
parazitin tanist i¢in yaygin olarak kullanilan boyama yontemleri arasindadir (Burrows
ve ark., 1967; Johnson ve ark., 2004).

Genel olarak bagirsak parazitlerinin kiiltiir ortaminda iiretilmeleri zor, zaman alic1 ve
genellikle olumsuz sonuglanabilmektedir. Bu kisitliliklart nedeniyle de rutin teshis
laboratuvarlar tarafindan uygulanmamaktadir. Bununla birlikte, Kiiltlir yontemleri D.
fragilis’in tanisinda kullanilmakta olup trofozoitlerin Dobell, Robinson ve Boeck-
Drobohlav gibi difazik ve ksenik besiyerlerinde kolayca iiredigi bilinmektedir
(Girginkardesler ve ark., 2007). Aksenik kiiltiir yontemlerinde ise D. fragilis’in {liretimi
basarisiz olmustur (Chan ve ark., 1993; Chan ve ark., 1994). Ayrica D. fragilis
kiiltiirtinii, uzun stire devam eden pasajlarda yapmak zordur (Clark ve ark., 2002). Oda
sicakliginda 24 saat veya 4°C'de 10 saat saklanan digkilarda D. fragilis’ in kiiltiire



edilebildigi bilidirilmistir (Sawangjaroen ve ark., 1993).

Chan ve ark. (1993), saklanmis fekal orneklerde D. fragilis trofozoitlerini belirlemek
igin bir immiinofliioresan yontem gelistirildigi bildirilse de D. fragilis i¢in ticari

immiinolojik testler heniiz mevcut degildir.

Diskidan DNA izolasyonunun yapilmasi ve izolasyon sonrasi PCR testiyle
enfeksiyonun tespit edilmesi de yayginlagsmaktadir (Calderaro ve ark., 2010; Stark ve
ark., 2005). Dientamoeba fragilis’in tanis1 igin SSU-rRNA geni hedef geleneksel PCR
gelistirilmistir (Stark ve ark., 2005). PCR yonteminin, %100 ozgiilliige ve %93,5
duyarliliga sahip olup hizli sonug vermesigibi avantajlari nedeniyle tanida 6nemli
Olglide yararli olacagi belirtilmistir. BOylece parazitin tanisindaki teknik zorluklarin
ortadan kalkmis olacagi belirtilmistir (Stark ve ark., 2006). Diski 6rneklerinden D.
fragilis’i tamimlamak igin gelistirilen diger bir molekiiler yontem ise Real-Time
PCR’dir. Bu yontemde, TagMan® prob ve/veya primerler ile LightCycler© sistemi
kullanilmaktadir (Stark ve ark., 2006). Real-Time PCR yontemi %100 duyarlilik ve
Ozgiillik sahiptir ve standart PCR’dan farkli olarak ilave goriintiileme yOntemlerine
ihtiyag duymadan kisa bir siirede, hizli sonuglar vermektedir. Bu nedenle,
konvansiyonel PCR yontemlerinden daha avantajli bir sistemdir (Peek ve ark., 2004;
van Gool ve ark., 2003).

2.12. Tedavi

Dientamobiasisin tedavisinde etkin kullanilan bazi1 antiparaziter ilaglar ve ilag
kombinasyonlarinin olusturdugu protokoller mevcuttur. Dientamobiasisi tedavi etmek
icin lodoquinol (diiodohydroxyquin) (Butler ve ark., 1996), metronidazol (Norberg ve
ark., 2003), Paromomisin (Cuffari ve ark., 1998), ve tetrasiklin (Nagata ve ark., 2012)
kullanilmaktadir. Bu ilaglarin semptomlar1 yok ettigi ve dientamobiasis tedavisinde

etkili oldugu gosterilmistir. (Tablo 2.2)

Tirkiye'de yapilan bir ¢alismada; nitroimidazol tiirevi olan seknidazol kullaniminin

dientamobiasisi tedavi ettigi bildirilmistir (Girginkardesler ve ark., 2003).
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Tablo 2.2. Dientamoebiasisin tedavisi i¢in Hastalik Kontrol Merkezi tarafindan 6nerilen

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

Ilac secenekleri Ila¢ Rejimi
Yetiskinlerde Cocuklarda
] 650 mg, 20 giin 30-40 mg/kg/glin (max.2 g),
lodoquinol
3 doz x 20 giin

Paromomycin 25-35 mg/kg/giin, 3 doz X7 giin | 25-35 mg/kg/giin, 3 doz X 7 giin

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

x 10 giin
Metronidazole 500-750 mg PO 10 giin 35-50 mg/kg/giin, 3 doz 10 giin

2.13. Koruma ve Kontrol

Dientamobiasisin bulas yolu ile ilgili aydinlatilmasi gereken daha pek ¢ok soru vardir.
Bu nedenle de korunma i¢in kesin uyar1 ve oneriler vermek zordur. Ancak bulas yollari
heniiz kanitlanmamis olmasina ragmen, hijyen kosullarinin ve sanitasyonun yetersiz
olmasi1 veya enfekte bireyler arasi yakin temasin bulundugu durumlarda fekal-oral
gecisin olabilecegi ileri stirtilmistiir. Helmint yumurtalariyla kontaminasyonun olma
ihtimaline yer verildiginde, fekal-oral gegisi engellenmek i¢in yenilen i¢ilen maddelerin
diskiyla bulasi onlenmeli ve toplum kisisel hijyen ve sanitasyon kurallarina dikkat
edilmesi konularinda egitilerek biling kazandirilmalidir. Dientamobiasisin prevelansinin
yiiksek oldugu, akil hastaneleri ve ¢ocuk bakim yuvalari ve cezaevleri gibi bir¢ok
kisinin toplu olarak kaldig: yerlerde epidemileri 6nlemek amaciyla tedbirler alinmalidir
(Millet ve ark., 1983).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Calismada Kullanilan Cihazlar,

Santrifiij (Sigma 1-14K, USA)

LightCycler 48011 (Roche, Mannheim, Germany)
Gii¢ kaynagt; Power Pac Basic cihazi (BioRad, USA)
Otomatik pipetler (Gilson, PIPETMAN Classic, UK)
ChemiDoc MP goériintiileme cihazi (BioRad, USA)

3.1.2. Cahismada Kullanilan Sarf Malzemeler

Steril pastor pipetleri
15 mI’lik steril falcon tiip (CellStar GreinerBio-one, Frickenhausen, Germany)
50 mI’lik steril falcon tiip (CellStar GreinerBio-one, Frickenhausen, Germany)

1,5 ml’lik microsantrifiij tiipti (CellStar GreinerBio-one, Frickenhausen,

Germany)

200 pl PCR tiipii (CellStar Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany)
96’lik qPCR well plate

3.1.3. Calismada Kullanilan Soliisyon ve Kitler

Etanol (Merk Millipor, Germany)

LightCycler 480 Sybr Green | Master Kit (Roche, Germany)

100 bp Ladder; DNA Marker (GeneSTA, Korea)

DNA izolasyon kit-QlAamp Fast Stool Mini Kit (Qiagen, Germany)
Agaroz RA (VWR Amresco, USA)

12



e TAE tamponu
e Taq Polimeraz (GeneAll Biotechnology, Korea)
e dNTP miks (BIORON GmbH, Germany )

3.2. YONTEM
3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Farkli kanser tiplerinin dahil edildigi hasta gruplarinda Dientamoeba fragilis’in PCR
tabanli molekiiler yontemlerle arastirilmasi amaglanmigtir. Calisma kapsamina alinan
hastalardan toplanan ve kontrol grubunu olusturacak olan saglikli goniilliilerden alinan
disk1 ornekleri calisma kapsamindadir. Calismada, toplanan orneklerin total genomik
DNA izolasyonunun ardindan PCR testleri yapilmigs ve Dientamoeba fragilis
bakimindan pozitif oldugu tespit edilen ornekler yontemlerin icinde anlatildigi gibi
hazirlanarak dizi analizi yapilmak {izere hizmet satin alimi yapilan firmaya
gonderilmistir. Elde edilen dizi bilgileri filogenetik ara¢lar kullanilarak analiz edilmistir.
Bunu gore tasarlanan projede izlenen yontemler detaylariyla asagidaki gibidir.

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvarina tetkik icin gelen kanser
hastalarindan 100 ve kontrol grubunu olusturan saglikli géniilliilerden alinan 20 diski
ornegi calisma kapsamindadir. Calisma kapsaminda degerlendirilmis olan bu 6rnekler
icin 2023/560 sayili klinik arastirmalar etik kurulu karari ile izin alinmis ve ¢aligmaya
alman hastalar ‘Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu’ ile yazili-imzali onaylari

alindiktan sonra calismaya dahil edilmistir.
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Tablo 3.1. Deney gruplarinin yas, cinsiyet ve kisi sayilari

Deney gruplari Cinsiyet Kisi Sayis1 | Yas Arah@
Saghikh goniilliiler-Pozitif Kontroller | Kadin 17 22-46
Erkek 3 25-38
Kolon Kanseri Tanihh Hasta Grubu Kadin 1 44
Erkek 9 46-78
Rektum Kanseri Tamili Hasta Grubu | Kadin 2 53-55
Erkek 2 71-75
Losemi Kanseri Tanih Hasta Grubu | Kadin 6 16-75
Erkek 18 3-65
Lenfoma Kanseri Tanih Hasta Grubu | Kadin 6 47-72
Erkek 18 9-69
Diger Kanseri Tanihh Hasta Grubu Kadin 24 3-76
Erkek 14 2-69

3.2.2. Molekiiler Testler

3.2.2.1. Diski Orneklerinden Genomik DNA Ekstraksiyonu

PCR analizlerinde kullanilmak tizere toplanan 6rneklerden DNA izolasyonu yapilmaistir.

-20°C’de saklanmakta olan 180-220 mg diski ornegi tartilarak 1,5 ml’lik santrifiij

tiipline alinmustir. Tiipler ekstraksiyon dncesinde buz iizerine alinip QIAamp Fast Stool

Mini Kit (QIAGEN, Almanya) kullanilarak kit Onerisine gore, asagida belirtilen

basamaklar sirasiyla gerceklestirilmisir;

1.

Buz iizerindeki orneklerin her birinin icerisine 1 ml InhibitEX tamponu eklenmis,
digki 6rnekleri tamamen homojenize olana kadar 1 dk boyunca vortekslenmistir.
Ornekler 70°C’de 5 dk inkiibe edilecek ve inkiibasyon sonrasi her bir érnek 15 sn
vortekslenmistir.

Vortekslenen 6rnekler 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

15 pl Proteinaz K eklenmis 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine, santrifiij edilen
orneklerin iist sivisindan alinarak 200 pl eklenmistir.

Proteinaz K ilaveli ornekten olusan karisimin iizerine 200 pl AL tamponu

eklenerek her bir 6rnek 15 sn vortekslenmistir.
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6. Vorteks sonrasinda tiipler 70°C’de 10 dk inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyon sonrasi orneklerin iizerine 200 pl %96-100’liik etanol eklenerek
vortekslenmistir.

8. Vorteksleme islemi sonrasinda elde edilen karisim spin kolon (kit icerindeki)
aktarilarak, 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

9. QlAamp spin kolon yeni bir toplama tiipiline yerlestirdikten sonra tizerine 500 pl
AWI1 tamponu eklenerek 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

10. QIAamp spin kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirdikten sonra iizerine 500 pl
AW?2 tamponu eklenerek 14000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir.

11. QIAamp spin kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirdikten sonra 1dk 14000
rpm’de bos santrifiij edilmistir.

12. QIAamp spin kolon yeni bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirdikten sonra kolon

icerisindeki membranin direkt olarak iizerine gelecek sekilde 100 pl ATE

tamponu eklenmistir.

13. QIAamp spin kolon oda sicakliginda 3 dk inkiibe edildikten sonra 1 dk 14000

rpm’de santrifiij edilerek eliisyon saglanmistir.
14. Elde edilen DNA’lar kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

PCR ile pozitif olarak tespit edilen Orneklerden elde edilen DNA’lar, sekans
analizlerinin yapilabilmesi i¢in; PCR ile ¢ogaltildiktan sonra asagida belirtilen protokol

takip edilerek klonlanmustir.
3.2.2.2. Pozitif Kontroliin Klonlanmasi

3.2.2.2.1. Dientamoeba fragilis Spesifik Small Subunit rRNA (SSU-rRNA) Gen
Bolgesinin PCR ile Amplifikasyonu

Roser ve arkadaglar tarafindan AY730405 GenBank aksesyon numarasi ile bildirilen
SSU rRNA genine spesifik primerleri ile PCR uygulanmistir. 364 bg’lik bolgeyi
cogaltan DFpn_1f (5’-GCC AAG GAA GCA CAC TAT GG-3’) ve DFpn_364r (5’-
GTA AGT TTC GCG CCT GCT-3’) primerleri kullanilmistir. Reaksiyon bilesenlert;
2,5 uL 10x Buffer (Thermo Scientific, USA), 2 uL MgCI2 (25 mM), 0,5 pL10 mM
dNTP, 1’er uL F 10 ve R primerler (20 pmol/ul), 1 pL Taq DNA polimeraz (5 u/ul), 5
uL gDNA olacak sekilde toplam 25 pl’lik bir karisim hazirlanmistir. Amplikasyon, 15
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dakika 95°C’de ilk denatiirasyondan sonra, 94°C’de 30 saniye, 65°C’de 30 saniye,
72°C’de 30 saniye 35 dongii ve son uzatma 72°C’de 5 dakika olacak sekilde PCR
kosullar1 ayarlanarak PCR tiipleri thermal cycler (SENSEQUEST, Almanya) cihazina
yerlestirilmigtir (Tablo 3.1).

Tablo 3.2. D. fragilis SSU rRNA geni i¢in PCR kosullar1

Reaksiyon sicakligi Siire Dongii sayisi
Pre-denatiirasyon 94°C 15 dk 1
denatiirasyon 94°C 30 sn

Baglanma 65°C 30sn 35
Uzama 72°C 30sn

Son uzam 72°C 5 dk 1
Soguma 4°C o

5 pl etidium bromide ile boyanmis PCR iiriinii %1, 5’luk agaroz jelde, 120V/400 mA’de
45 dk. TAE tamponu (1X) ile elektroforez edilmistir. PCR analizlerinin gegerliligi ve
kontaminasyonun gerceklesip gerceklesmedigini  dogrulanmasi i¢in; referans
Dientamoeba fragilis izolatlari pozitif kontrol olarak, sterilize edilmis deiyonize su ise
negatif kontrol olarak kullanilmigtir. Daha sonra BioRad jel goriintiileme cihazinda
(Carestream, ABD) goriintiilenmistir. Tiim 6rneklere yukarida belirtilen PCR kosullar

uygulanmigtir.

Ayrica ¢alismaya baslanilmadan 6nce tiim deneylerde standart olarak kullanilan pozitif
kontroliin, Dientamoeba fragilis spesifik SSU-rRNA gen bolgesi yukarida belirtilen
PCR protokolii ile amplifiye edildikten sonra asagida belirtilen protokol uygulanarak
plazmite klonlanmistir. Standart PCR ve QPCR yontemlerinde tiim orneklerle beraber

Plazmit DNA’s1 pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
3.2.2.2.2. Klonlanlama ve Plazmid DNA izolasyonu

Sekanslama ve filogenetik analizler yapmak iizere, PCR sonrasi elde edilen D. fragilis
spesifik SSU-rRNA gen bolgesine ait bantlar High Pure PCR Product Purification Kiti
(Roche) ile jelden piirifiye edilmistir. Uriinler, plazmide CloneJET PCR Clonning Kit

(Thermo Scientific, ABD) kiti ile klonlanmistir. Bunun i¢in, ligasyon basamagini
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gerceklestirmek tizere gerekli olan igerik hazirlanmigtir (Tablo 3.2).

Tablo 3.3. Ligasyon i¢in hazirlanan karigim

Icerik Miktar

2X reaksiyon tamponu 10 pl

PCR iiriinii 1-5 pl (~10ng/pl)
Niikleazsiz steril su 2-6 ul

DNA Blunting enzim 1 ul

Toplam 18 ul

Elde edilen karisim vortekslenecek ve sonrasinda santrifiij edilerek 70°C’de su
banyosunda 5 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hemen buz iistiine alinmustir.
Karigimin iizerine 1 pl pJET1.2/blunt Cloning Vector (50 ng/ ul) ve 1 pul T4 DNA Ligaz
eklenmistir ve boylece son hacim 20 pl’ye tamamlanmistir. Elde edilen karigim 25 dk
oda sicakliginda bekletildikten sonra 5 pl’si transformasyon islemi i¢in kullanilmistir.
Klonlama prosediiriiniin transformasyon basamaginda 5 pL ligasyon {iriinii buz tlizerinde
bekletilen E. coli TOPI10 hiicrelerine eklenerek, buz iizerinde 30 dk inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere énce 42°C’de 2 dk 1s1 soku yapilip,
tekrar buz iizerinde 4 dk bekletilmis ve iizerine 250 pL SOC Medium eklenmistir.
Calkalayic1 cihazina yerlestirilen transformasyon karisimi 37°C’de 1 saat inkiibe
edildikten sonra ampisilin iceren LB (Lurie-Bertani) kati besiyerine ekilerek kolonilerin
olusmasi i¢in 37°C°de 1 gece inkiibe edilmistir. LB kati besiyerinde iiretimi ger¢eklesen
kolonilerden izolat basina 2 koloni secilmistir. Koloniler steril kiirdanlar ile alinip
isaretlenmistir. LB kat1 besiyeri ihtiva eden ve bolmelere ayrilmis (4’li veya 6’l)
plaklara yeniden ekilerek 37°C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
besiyerinde lireyen kolonilerin rekombinant plasmidi igerip i¢germediginin tespiti i¢in
ayni kolonilerin bulundugu igaretlenmis bolgelerin her birinden tek bir koloni secilerek
PCR tarama yapilmistir. Vektore spesifik olan pJET1.2 forward ve pJET1.2 reverse
primerler (Thermo Scientific) kullanilarak gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen
bantlar %?2’lik agaroz jelde yiiriitlilmistiir. Gorilintileme cihazinda goriintiilenerek
vektor+insert varligi yoniinden dogrulanmistir. Daha sonra dogrulanan ve ¢ogaltilan

plazmidler, plazmid piirifikasyon kiti ile saflastirilmistir.
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3.2.2.2.3. Plazmitin Saflastirilmasi

Steril 6ze yardimiyla ile alinacak koloniler uygun konsantrasyonda ampicilin igeren 5
ml LB sivi besiyerlerine ekilmistir. Calkalayici iizerinde 37°C’de 1 gece inkiibe
edilmistitr. S1vi besiyerinde iireyen hiicrelerden 2 ml alinip 8000 rpm’de 2 dk santrifiij
edilecek. Santrifiij sonras1 siipernatan atilip hiicrelerin bulundugu pelletten GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) ile plazmid piirifikasyonu yapilmistir. Kit
iceriginde bulunan pellet ¢oziicli soliisyonlar eklenmistir. Daha sonra santrifiij edilen
karigim kit i¢inden ¢ikan kolona aktarilarak plazmidlerin kolona tutunmasi saglanmistir.
Kolona bagli plazmidler yikama soliisyonu ile yikanarak santrifiij edilmistir. Kolona
baglanan ve yikanan plazmidler eliisyon tamponunun eklenmesi ile yeni bir tiipe
aktarilmistir. Saf olarak elde edilen plazmidlere insertlerin varligt yoniinden
dogrulanmak icin vektor spesifik pJET1.2 forward ve pJET1.2 reverse primerleri ile kit
prosediirene gore PCR uygulanmistir. Sekans analizleri hizmet alimi ile
gerceklestirilmistir. Dogrulandiktan ve saflastirdiktan sonra D. fragilis spesifik SSU-
rRNA gen boélgesini igeren igin plazmid DNA’lar pJET1.2 F ve R primerleri ile tek

yonlii olarak sekanslanmak iizere hizmet alim1 yapilmis olan firmaya gonderilmistir.
3.2.2.3. Tiim Orneklerin PCR ve QPCR Analizleri

Tiim orneklerin PCR reaksiyonlari, yukarida bahsedilen ve plazmid elde i¢in kullanilan
D. fragilis spesifik SSU-rRNA gen bolgesinin PCR ile amplifikasyonunda oldugu gibi
gergeklestirilmistir.

QPCR’nin  yiliksek duyarliik ve ozgilliigii sayesinde diisiik yogunluktaki
enfeksiyonlarin giivenilir bicimde tespit edilebilmesi ve elde edilen bulgularin PCR
sonuglart ile karsilagtirmali olarak degerlendirilebilmesi amaciyla yontem calismada

kullanilmistir.

D. fragilis SSU-rRNA  genini  hedefleyen @ QPCR  primerleri  (F:5’-
GGGACTCCCTGCGTCTAAG -3°, R:5’- AAGGACATCACGGACCTGTT -3°) bu
caligmada kullanilmigtir. Hedef gene spesifik primerler ile toplam reaksiyon hacimi 20
ul olacak sekilde; 10ul Syber green master mix (2x), 1’er ul F ve R Primerleri
(20pmol), 5 pl DNA, 3 pl dH>O kullanilarak qPCR reaksiyonunda hazirlanmistir.
Roche LightCycler 480 Il (Roche, Mannheim, Germany) cihazi kullanilarak qPCR

programi kurulmustur (Tablo 3). Cq degerleri ‘second maximum derivate yontemi’ ile
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hesaplanarak karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

Tablo 3.4. QPCR Ddngiileri

RT- PCR Basamaklar1  Sicaklik Siire Dongiiler  Analiz modu
Preinkiibasyon 95°C 5 dakika 1 None
Amplifikasyon 95°C 10 saniye
58-60 °C 10 saniye 45 Quantification
72°C 10 saniye
Melting curve 95°C 5 saniye
65 °C 1 dakika 1 Melting curve
97°C continuous
Cooling: 40 °C 30saniye 1 None

3.2.3. Istatistiksel Analiz; Sekans Ve Filogenetik Analizler

Dientamoeba fragilis SSU-rRNA gen bdlgesinin 5 ucu parsial bolgesinin ¢ogaltildig:
izolatlar tek yonlii olarak sekanslanmistir. DNA dizisi ortaya ¢ikan izolarlara ait
kromotogramlar dikkatlice analiz edilip, Geneious 9.1.3 (Posada, 2008) yazilimi ile
pairwise alignmentlar1 yapilmis. Insert olmus hedef gen bolgesi belirlenerek izolatlara
ait son  dizilimler elde edilmistirr  Elde edilen  sekanslarin  blast

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

GenBank’ta bulunan homolog izolatlara ait ilgili gen sekanslariyla Geneious 9.1.3
(Posada, 2008) yazilimi {iizerinden ¢oklu hizalamalar1 yapilarak interspesifik ve
intraspesifik niikleotid farkliliklar1 belirlenmistir. Neighbour joining metodu ile
filogenetik aga¢ olusturulmustur. Karakterizasyonu saglanan tiim izolatlarin GenBank

kayitlar1 saglanmastir.
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4. BULGULAR

‘Kanser Tanist1 Alan Hastalarda D. fragilis’in Molekiiler Prevalansi ve Molekiiler
Karakterizasyonu’ baslikli bu proje kanser tanisi alan hastalarda (n=100) ve saglikli
goniillillerden olusan kontrol grubunda (n=20) olmak {izere toplam 120 Ornekte,
intestinal yerlesimli patojen protozoon parazit olan D. fragilis pozitifligi aragtirtlmistir.
Daha hassas sonuglar vererek tarama imkani sunmasi nedeniyle bu olgulardan elde
edilen digki 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilarak D. fragilis varligi PCR ve QPCR
yontemleriyle aragtirilmis ve sonuglar karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Pozitif
oldugu tespit edilen 6rneklerin sekans analizi yapilarak onkoloji hastalarinda parazitin

genotiplerinin arasindaki iliski aragtirilmistir.
4.1. PCR ile Molekiiler inceleme sonucu elde edilen bulgular

Kanser tanis1 alan hastalarin ve saglikli gonillilerin digki 6rneklerinden DNA
izolasyonu kit onerisine gore yapilarak, DNA 6rnekleri -80°C’de muhafaza edilmistir.
PCR testlerinde kullanilacak olan D. fragilis SSU-rRNA geni spesifik primerler
sulandirilmis ve PCR islemlerinde kullanima hazir hale getirilerek -20°C’de
saklanmistir. Bu primerler kullanilarak optimizasyon isleminden sonra, pozitif kontrolii
saglamak ilizere DNA bankamizda saklanan genomik DNA’dan PCR iiriinleri elde
edilmistir (Sekil 1). Klonlama igin ligasyon reaksiyonu, CloneJET PCR Kiti (Thermo
Scientific, ABD) ile kit prosediirii uyarlanarak yapilmistir. Piirifiye edilen PCR iiriinii
ve ligasyon sonrasi elde edilen rekombinant plazmidin 1/3 pl’si agoroz jele yiiklenerek

goriintilenmistir (Sekil 1).



364 be

Sekil 4.1. D. fragilis SSU-rRNA gen bolgesinin Pozitif kontrol icin PCR
optimisazyonu; M: Marker, K: kontrol

4.2. Kanser Hasta Gruplarinda PCR Analizleri

Saglikli goniilliilerin katildig1 kontrol grubundan toplanan 6rneklerin DNA izolasyonu
sonras1 i¢-pozitif kontrol ile optimize edilen kosullara goére PCR testi kurulmustur.
Pozitif 6rnekler tekrar amplifiye edilerek saflastirilmis ve sekans analizi yapilmak tizere

hizmet alim1 gergeklestirilmistir (Sekil 4.2, Tablo 4.1).

Sekil 4.2. D. fragilis SSU-rRNA geni (364 bg) spesifik PCR ile elde edilen pozitif
orneklere ait jel goriintiileri; M: Marker, 1-6: Pozitif hastalar, P: Pozitif kontrol, N:
Negatif kontrol
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Tablo 4.1. PCR sonucunda kanser hasta gruplarinda tespit edilen pozitiflikler

Deney gruplari PCR pozitif 6rnek
sayis1
Saghkh goniilliiler-Pozitif Kontroller | Kadin (n=17) 2
(n=20) Erkek (n=3) 1
Kolon Kanseri Tanih Hasta Grubu Kadin (n=1) 0
Erkek (n=9) 0
Rektum Kanseri Tanii Hasta Grubu | Kadin (n=2) 0
Erkek (n=2) 1
Losemi Kanseri Tamihh Hasta Grubu Kadin (n=6) 1
Erkek (n=18) 3
Lenfoma Kanseri tamili Hasta Grubu | Kadin (n=6) 0
Erkek (n=18) 0
Diger Kanseri Tamihh Hasta Grubu Kadin (n=24) .
Erkek (n=14) 0

4.3. QPCR ile Molekiiler inceleme sonucu elde edilen bulgular

QPCR analizi yapilarak ‘second maximum derivate yontemi’ ile pozitiflikler

hesaplanmis ve karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Tiim 6rneklerin Cq degerleri

tabloda verilmistir (Tablo 4.2, Sekil 4.3).
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Tablo 4.2. QPCR sonucunda hasta ve kontrol gruplarinda Cq degerleri

Olgular Cq degerleri
Izolat 1 <40
Izolat 2 <40
Izolat 3 <40
[zolat 4 <40
Izolat 5 <40
Izolat 6 =40
[zolat 7 28,16
Izolat 8 =40
Izolat 9 <40
Izolat 10 <40
Izolat 11 <40
Izolat 12 13,00
Izolat 13 <40
Izolat 14 <40
Izolat 15 <40
Izolat 16 <40
Izolat 17 12,01
Izolat 18 5.00
Izolat 19 <40
Izolat 20 <40
Izolat 21 32,77
Izolat 22 <40
Izolat 23 <40
Izolat 24 <40
Izolat 25 <40
Izolat 26 <40
Izolat 27 <40
Izolat 28 <40
Izolat 29 <40
Izolat 30 <40
Izolat 31 <40
Izolat 32 15,49
Izolat 33 <40
Izolat 34 <40
Izolat 35 <40
Izolat 36 <40
Izolat 37 <40
Izolat 38 <40
Izolat 39 <40




Tablo 4.2. QPCR sonucunda hasta ve kontrol gruplarinda Cq degerleri (Devam)

Izolat 40 <40
Izolat 41 <40
[zolat 42 <40
[zolat 43 <40
Izolat 44 <40
Izolat 45 <40
[zolat 46 <40
Izolat 47 <40
Izolat 48 <40
Izolat 49 <40
Izolat 50 <40
Izolat 51 <40
Izolat 52 <40
Izolat 53 <40
Izolat 54 <40
Izolat 55 <40
Izolat 56 <40
Izolat 57 <40
Izolat 58 <40
Izolat 59 <40
Izolat 60 <40
Izolat 61 <40
Izolat 62 <40
Izolat 63 <40
Izolat 64 <40
Izolat 65 <40
Izolat 66 <40
Izolat 67 <40
Izolat 68 <40
Izolat 69 <40
Izolat 70 <40
Izolat 71 <40
Izolat 72 <40
Izolat 73 <40
Izolat 74 <40
Izolat 75 6,00
Izolat 76 <40
Izolat 77 <40
Izolat 78 <40
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Tablo 4.2. QPCR sonucunda hasta ve kontrol gruplarinda Cq degerleri (Devam)

Izolat 79 <40
Izolat 80 <40
[zolat 81 <40
[zolat 82 <40
Izolat 83 <40
Izolat 84 <40
[zolat 85 <40
Izolat 86 <40
Izolat 87 34,63
Izolat 88 35.74
Izolat 89 <40
Izolat 90 =40
Izolat 91 36.80
Izolat 92 3759
Izolat 93 <40
Izolat 94 <40
Izolat 95 <40
Izolat 96 <40
Izolat 97 <40
Izolat 98 <40
Izolat 99 <40
Izolat 100 <40
Amplification Curves
20.924 “
18.924 p ,;--'.7»
16.924 7
14.924- oz JJ f A
g‘: 12924
% 10.924 / / /,/" ‘.
g 8.924 /
S 6924 ' I,
B 4.924 , ’ / |
e E——SE

20
Cycles

25

Sekil 4.3. D. fragilis SSU-rRNA geni spesifik QPCR ile elde edilen tiim 6rneklere ait

amplifikasyon egrileri
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Tablo 4.3. QPCR sonucunda kanser hasta gruplarinda tespit edilen pozitiflikler

Deney gruplan

PCR pozitif

ornek sayisi

Erkek (n=18)

Diger Kanseri Tanihh Hasta Grubu

Kadin (n=24)

Saghkh goniilliiller-Pozitif Kontroller | Kadin (n=17) 2
(n=20) Erkek (n=3) 1
Kolon Kanseri Tanihi Hasta Grubu Kadin (n=1) 0
Erkek (n=9) 4

Rektum Kanseri Tanili Hasta Grubu Kadin (n=2) 0
Erkek (n=2) 1

Losemi Kanseri Tanih Hasta Grubu Kadin (n=6) 1
Erkek (n=18) 3

Lenfoma Kanseri tamih Hasta Grubu | Kadin (n=6) 0
0

1

0

Erkek (n=14)

26



4.4. Sekans Analizi ve Filogenetik Karakterizasyon

Dientamoeba fragilis spesifik SSU-rRNA primerlerle sekans analizi sonucu kalite
skorlar1 yiiksek kromotogramlar elde edilmis ve DeNovo analizleriyle ilgili izolata ait
final niikleotid dizilimleri saptanmustir (Sekil 4.4).

0

A TGTAAGTTCA IAACIAAACr C AAtA CTCATTAACACACTCATAA1CTACTT AAACAATTTTTTAAAAATTTTAAAT A
% 100 \ 1

TA CA A TAATTCTC k CTAATACAT AAATTTTAATAATCTTAAATTAAATCA ATTATTTTTAATACCTTTTAATA IAATC

CAATC AAT A T ACCTATCA CCA TACT TA TC(TTACCTAA TAA CTATCAC zAAC C TTACC TC TACT C

COOACARGECECCTOAGACATAGCGACTATATCCACGEETAGCAGCAGECECARACTTAC

Sekil 4.4. D. fragilis SSU-rRNA data setindeki izolatlara ait niikleotid sekansi.

DfraCA-1 olarak isimlendirilen izolat PV840020 aksesyon numarasi ile GenBank’a
kaydedilmistir. Izolatin niikleotid sekanslar1 inclendiginde GC oraminin %38,2 AT

oraninin ise % 61,2 oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.4. DfraCA-1 izolatinin niikleotid igerigi.

Bazlar Total say1 %

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 agac1
tizerinde DfraCA-lizolatinin rapor edilmis izolatlarla daha yiliksek identiklik gosterdigi
(Sekil 4.4) ve birlikte kiime olusturduklart ve bu gruplanmanmn filogenetik
¢Oziinlirliigliniin yliksek bootstrap degerleri (1.00) ile desteklendigi tespit edilmistir.
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D.fragilis
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Genotype 1

Sekil 4.5. Dientamoeba fragilis SSU-rRNA data setindeki izolatlarin NJ analizine gore
filogenetik analiz sonuglari. Nodlarin Onilindeki rakamlar bootstrap (1000 tekrar)
gostermektedir.
isimlendirilmistir. Olgek ¢izgisi bolgeye gore niikleotid degisimini gdstermektedir.

destegini

Calismada

elde

edilen

izolat

DfraCA-1 olarak
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Hizalama ve filogenetik analizler i¢in GenBank veri tabaninda mevcut olan D. fragilis’e

ait farkli ¢alismalardan bildirilen insan ve hayvan izolatlar1 ile data seti olusturulmustur.

DfraCA-1 izolatmin nikleotid dizilimlerinin GenBank veri tabaninda mevcut olan

homolog D. fragilis kismi SSU-rRNA sekanslar1 ile ¢oklu hizalamalar1 Sekil 4.6’da

gosterilmistir. SSU-rRNA data setinin analizinde ilgili genin D. fragilis’ in farkli

tilkelerden bildirilmis izolatlar arasinda yiiksek identiklik gosterdigi (ort. % 99,5

identiklik) ve niikleik asit sekanslar1 temelinde olduk¢a korunmus bir gen bdlgesi

oldugu gorillmistiir. Genel olarak D. fragilis’in SSU-rRNA sekanslarinin hizalama
analizlerinde DfraCA-1 izolatinin 118. niikleotidinde A-C ve 189. Niikleotidinde T-C

olmak iizere ana niikleotid degisimi belirlenmistir (Sekil 6).

Identity

1. AY730405
2, DfraCA-1
3.LN811714
4, MN914083

7.U37461

Identity

1. AY730405
2, DfraCA-1
3.LNB11714
4, MN914083
5.PV186784
6. PV186785
7.U37461

Identity

1. AY730405
2. DfraCA-1
3.LN811714
4,MN914083
5.PV186784
6.PV186785
7.U37461

Identity

1. AY730405
2. DfraCA-1
3.LNB11714
4, MN914083
5. PV186784
6. PV186785
7.U37461

Identity

1. AY730405
2, DfraCA-1
3.LN811714
4, MN914083
5. PV186784
6. PV186785
7.U37461

‘

Sekil 4.6. D. fragilis SSU-rRNA data setindeki izolatlara ait niikleotid sekanslarinin
coklu hizalama analiz sonuglart.
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5. TARTISMA VE SONUC

Dientamoeba fragilis, insan viicudunda ¢ekum veya kalin bagirsak liimenine yerleserek
dientamobiasise neden olmaktadir (Girginkardesler ve Kurt, 2007). D. fragilis,
gastrointestinal semptomlar1 olan hastalarda siklikla tespit edilir, ancak patojenitesi
belirsizdir. Bazi calismalar, D. fragilis'li ve D. fragilis'siz hastalar arasinda klinik
belirtilerde 6nemli bir fark bulamamis ve bunun bir patojen olmaktan ¢ok komensal bir
organizma gibi davranabilecegini 6ne siirmiistiir (Bamini ve ark., 2024; Querol ve ark.,
2022). Bu durum baska bir bakis agisiyla incelendiginde, parazitin farkli genotiplerinin
enfekte kisilerde klinik belirtilerin de farkli olmasma sebep olabilecegini
diisindiirmektedir. Bununla beraber dientamoebiazisde en sik goriilen belirtiler karin
agris1 ve ishal iken diger belirtiler bulanti, kusma, istahsizlik, kilo kayb1 ve atestir (Stark
ve ark., 2010b; Noberg ve ark., 2003a). Hastalarin %32’si kronik semptomlara sahiptir.
Ayrica enfekte hastalarda eozinofiliye rastlanmaktadir (Cuffari ve ark., 1998; Stark ve
ark., 2010b). D. fragilis ile iligkili yaygin semptomlar tedavi goren kanser hastalarinin
yasadigi semptomlarla ortlisebilir (Stark ve ark., 2010; Rayan ve ark., 2007). Bu
nedenle, parazitin kanserli hasta gruplari arasindaki yayginliginin hassas yontemlerle
yiiksek dogrulukta ortaya konulmasi énemlidir. Ozellikle kanser hastalarinda 6nemi
artan bu parazitozun molekiiler tiplerinin kanser hastaliklariyla iliskisi hakkinda
verilerin az olmasi ileri incelenmelere ihtiya¢c dogurmustur. Tanida yonlendirici olmasi
acisindan semptomlarin incelenmesi ve semptomlarla parazit genotipleri arasindaki
iliskinin aydinlatilmasi, epidemiyolojik ¢aligmalar1 oldugu kadar tani ¢aligmalarina da
katk1 saglayacaktir. Dolayisiyla “Kanser Tanis1 Alan Hastalarda Dientamoeba fragilis'in
Molekiiler Prevalansi ve Molekiiler Karakterizasyonu™ baslikli calisma ile farkli kanser
tiplerinin dahil edildigi hasta gruplarinda D. fragilis’in PCR tabanli molekiiler
yontemlerle aragtirilarak kanser hastalarinda D. fragilis’in molekiiler prevalansini

belirlemek ve bu parazitin molekiiler karakterinin hastalik ile olan iliskisi hakkinda yeni



veriler saglamak amaglanmistir.

Kanser hastalarinda D. fragilis siklig1 literatiirde kapsamli bir sekilde belgelenmemistir.
Ancak, birka¢ ¢aligsma farkli popiilasyonlarda D. fragilis 'in degisen yayginlik oranlarina
isaret ederek, kanser hastalarin1 da etkileyebilecek gastrointestinal semptomlarla olasi
bir iliski oldugunu 6ne siiriilmiistiir. Literatiir incelendiginde immun supresif hastalarda
parazitlerin molekiiler yontemlerle arastirildig1 bazi ¢calismalar oldugu tespit edilmistir.

Bunlarin arasinda farkli hasta gruplarinda D. fragilis arastirmalara géze ¢arpmaktadir.

Kanser, organ nakli ve primer immiin yetmezlik hastalarinda D. fragilis bagirsak parazit
enfeksiyonunun prevalanst PCR yontemi kullanilarak arastirilmistir (Esteghamati ve

ark., 2018) fakat parazitin genotipleri ve molekiiler karakteri incelenmemistir.

D. fragilis'in enfeksiyon yiizdesini ve genotiplerini belirlemek igin Roma'daki (Orta
Italya) semptomatik hastalardan iki yil siireyle toplanan digki 6rnekleri qPCR yontemi
ile arastirilmistir (Guadano-Procesi ve ark., 2024). Ancak bahsedilen ¢alismalarda ayni

anda kanser hastalarinda D. fragilis parazitinin filogenetik incelemeleri yapilmamistir.
Bizim ¢alisma konumuz bu anlamda farklilik géstermektedir.

Tirkiye’de yapilan bazi galismalar da mevcuttur. D. fragilis'in varhigi, kanser
hastalarinda klinik tabloyu karmasiklastirabilecek ishal gibi daha siddetli
gastrointestinal semptomlarla iliskilendirilmistir (Aykur ve ark., 2019).

Immiinsiipresif hastalardaki intestinal protozoon prevalansmin arastirildigi  bir
calismada direkt tan1 yontemleri ve DFA yontemi kullanilarak protozoonlarin dagilimi

tespit edilmistir (Kaya ve ark., 2021).

Tirkiye’de D. fragilis paraziti ile ilgili yapilan g¢aligmalarda ya genotiplendirme
caligmalar1 bagirsagin kanser dis1 hastaliklari ile yiirtitiilmiistiir ya da hasta gruplarinda

genotiplendirme yapilmadan standart tan1 yontemleri ile parazitin varlig1 arastirilmistir.

[ran’da yapilan bir calismada, gastrointestinal ve gastrointestinal olmayan kanser
hastalarinda (n=158) ve bir kontrol grubunda (n=158) mikroskobik ve molekiiler
yontemler kullanilarak bagirsak protozoan enfeksiyonlarinin yaygmligi arastirilmistir.
Calismada Dientamoeba  fragilis’in  yaygmhgt %1,3 olarak tespit edilmistir.
Kemoterapinin, hematolojik maligniteli hastalarda, Ozellikle lenfoma ve 16semi

hastalarinda intestinal Protozoan enfeksiyonlara karsi duyarliligi artirdigimi ve kanser
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hastalarinda kontrol grubuna gore firsat¢1 enfeksiyonlar da dahil olmak iizere intestinal
Protozoan enfeksiyonlar1 riskinin daha yiiksek oldugunu  gostermislerdir

(Bahadorizadeh ve ark., 2024).

Kanser hastalar1 (n=85), organ nakli alicilar1 (n=25) ve primer immiin yetmezligi (n=
80) olan hastalar dahil olmak iizere farkli hasta gruplarinda bagirsak parazitlerinin
yayginligimin arastirildigr bir bagka ¢alismada, toplam 190 diski 6rneginde nested PCR
ve PCR dizileme ile incelemeler yapilmistir. Kanser hastalarinda baskin bagirsak parazit
enfeksiyonu Blastocystis hominis olup (%22,3), bunu Giardia lamblia (%2,3) ve
Dientamoeba fragilis (%1,1) takip etmistir. Primer immiin yetmezlik hastalarinda ise
intestinal parazit enfeksiyonlarinin prevalansinin Blastocystis hominis 13 (%16,2),
Giardia lamblia 10 (%12,5), Cryptosporidium 1 (%1,2), Chilomastix mesnilii 1 (%1,2),
Dientamoeba fragilis 1 (%1,2) oldugu tespit edilmistir. Blastocystis hominis ile
enfeksiyon oraninin 6zellikle kolorektal kanser hastalarinda ytiksek oldugu, Organ nakli
yapilan hastalarda primer immiin yetmezIlik hastalarina kiyasla parazitik bagirsak
enfeksiyonunun baslica nedeninin Cryptosporidium sp. oldugu tespit edilmistir
(Esteghamiti ve ark., 2019).

Yurdumuzda veya diinyanin farkli bdlgelerinde yapilan bu calismalarda parazitin
genotiplerinin  kanser hastaliklartyla iligkisini gdsteren herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Dolayisiyla, kanserli bireylerde D. fragilis ile gastrointestinal
semptomlarin siddeti arasindaki iliski karmasik ve tartisilan bir konu olmaya devam
etmektedir. Bu nedenle, bu ¢alisma alaninda ilk kez yapilmis 6zgiin bir ¢alismadir. Bu

calismayla, belirlenen amaglar dogrultusunda sekans analizleri ile D. fragilis 'in
genotipik bir analizi yapilmis; farkli kanser hastaliklari ile tani alan olgularda PCR,
gPCR yontemleri ile incelenen D. fragilis’in prevalansi ile yas ve cinsiyet faktorlerinin
iligkisi gosterilmistir. Buna gore, 6 hasta standart PCR ile pozif olarak tespit edilirken
11 hastanin qPCR ile pozif oldugu tespit edilmistir. D. fragilis ile enfekte olgularda
korunmus bir bolge olan SSU-rRNA gen bolgesinde niikleotid temelinde ii¢ farkli
bolgede degisimin oldugu ve bu hastalarda genotip 2’nin varligi saptanmistir. Elde

edilen verilerin gelecekte yapilacak cesitli ¢aligmalara temel teskil ettigi ve literatiire

onemli bir katki sagladig: diistiniilmiistiir.

Sonug olarak, bu caligmada kanser tanisi alan hastalar ile bu parazitin tespit edilen
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genotiplerinin arasinda klinik bulgulan etkileyebilecegi diisiiniilen molekiiler diizeyde
bir iligki olabilecegini gosterilmistir. Parazitin genotiplerinin, ¢alisma kapsamina alinan

olgularda klinik belirtilere etkisine 1s1k tutan bir ¢calismadir.

Ayrica bu ¢alismada Dientamoeba fragilis’in tanisinda kullanilan yéntemler olan PCR
ve qPCR yontemleri ile karsilastirmali olarak yayginligi arastirlmistir. Elde edilen
bulgular gore hasta ve kontrol gruplart karsilastirildiginda anlamli bir farklilik oldugu
istatiksel olarak gozlemlenmistir. PCR yontemiyle yanlis negatiflik verme olasiliginin
olmas1 nedeniyle, qPCR yoOnteminin daha kisa zamanda tani1 koydurucu ve tedaviye
daha erken baslanmasi agisindan kullaniminin daha avantajli oldugu sonucuna
varilmigtir. Ayrica Orneklerin sekans analizine gonderilmesine alt yapi olusturmak ve

qPCR’nin hassasiyetini dogrulamak amaciyla PCR yontemi de kullanilmigtir.

Dientamoeba fragilis ile ilgili yapilacak g¢alismalarda, kanser hastalarinda arasinda
parazitoza ait epidemiyolojik verilerin ortaya konmasi ile bilime katki sagladig: agiktir.
Bu hasta gruplarinda dogru taninin konularak hizli tedavi edilmesi kritik bir 6neme
sahip olabilir ve hastalarin yasam kalitesini etkileyebilir. Ayrica D. fragilis’in hayat
dongiisii igerisinde; bulas ve tasinmasinda bilinmeyenlerin olmasi sebebiyle ileri Ki
calismalarda bulag ve tasinma konusunda arastirmalarin yapilmasinin gerekli oldugu

kanaatindeyiz.
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