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ÖZ

Amaç: Özellikle immun sistemi baskılanmış hastalar ve çocuklarda şiddetli gastrointestinal sistem 
yakınmalarına yol açabilen Blastocystis sp., Cryptosporidium sp. ve Giardia intestinalis’in tanısı 
için yerli hastalardan elde edilen izolatlarla yeni bir Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 
protokolünün geliştirilmesi amaçlanmıştır.
Yöntem: Mikroskobik incelemesinde yoğun miktarlarda Blastocystis sp., Cryptosporidium sp. ve 
Giardia intestinalis saptanan farklı hastalara ait üç dışkı örneğinden ticari bir kit ile DNA 
izolasyonu yapılmıştır. Önce her bir protozoona karşı özel PZR protokolü geliştirilmiştir. Sonrasında 
bu üç protozoonun birlikte tanı konabildiği multipleks PZR protokolü optimize edilmiştir.
Bulgular: DNA izolasyonu sonrası gerçekleştirilen multipleks PZR protokolünde Cryptosporidium sp., 
Blastocystis sp. ve G. intestinalis için sırasıyla 95 bp, 227 bp ve 258 bp’lik bantlar elde edilmiştir.
Sonuç: Geliştirilen özgün protokolle Cryptosporidium sp., Blastocystis sp. ve G. intestinalis’in 
multipleks PZR ile tanısı gerçekleştirilmiştir. Parazitolojik incelemelerde farklı yöntemlerin 
kullanılmasındaki zorluklar nedeniyle, optimize edilen bu protokole halk sağlığı için önemli olan 
diğer protozoonların da eklenmesiyle, çok sayıda parazitin tek bir moleküler yöntemle saptanması 
mümkün hale gelebilecektir. 
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ABSTRACT

Objective: It was aimed to develop a new Multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR) protocol 
with isolates obtained from local patients for the diagnosis of Blastocystis sp., Cryptosporidium 
sp. and Giardia intestinalis, which can cause severe gastrointestinal system complaints especially 
in immunocompromised patients and children.
Method: DNA isolation was performed with a commercial kit from three stool samples of 
different patients whose microscopic examination showed dense amounts of Blastocystis sp., 
Cryptosporidium sp. and Giardia intestinalis. First, a special PCR protocol has been developed for 
each protozoon. Then, the multiplex PCR protocol, in which these three protozoa can be 
diagnosed together, was optimized.
Results: In the multiplex PCR protocol performed after DNA isolation, bands of 95 bp., 227 bp. and 
258 bp. were obtained for Cryptosporidium sp., Blastocystis sp. and G. intestinalis, respectively. 
Conclusion: Blastocystis sp., Cryptosporidium sp. and Giardia intestinalis were diagnosed by 
multiplex PCR with the original protocol developed. Due to the difficulties in using different 
methods in parasitological examination, by adding other protozoa important for public health to 
this optimized protocol, it will be possible to detect a large number of parasites with a single 
molecular method.
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GİRİŞ

Bağırsak parazitlerine bağlı enfeksiyonlar dünyanın 
özellikle geri kalmış ve gelişmekte olan ülkelerinde 
her yıl çok sayıda insanın hastalanmasına veya ölü-
müne neden olabilen, erişkinlerde işgücü kaybına, 
çocuklarda ise büyüme gelişme geriliğine yol açabi-
len önemli bir halk sağlığı sorunudur(1,2). Gelişmekte 
olan ülkelerde her iki-üç kişiden birinde bağırsak 
paraziti olduğu tahmin edilirken, ülkemizde yapılan 
çalışmalarda bağırsak paraziti görülme sıklığının %2.2 
ila %34.1 arasında değiştiği, Doğu ve Güneydoğu 
Anadolu’da bu oranın diğer bölgelerden daha yüksek 
olduğu bildirilmiştir(3-6). Bağırsak parazitlerinin yol 
açtığı enfeksiyonlar sıklıkla ishal, kabızlık, karın ağrısı, 
bulantı, kusma, kaşıntı gibi belirtilerle kendini göste-
rirken, bazen de belirtisiz seyredebilir. Çocuklar için-
se bağırsak parazitlerinin yol açtığı enfeksiyon uzun 
vadede daha ağır sorunlara yol açabilmekte, çocuk-
larda büyüme-gelişme geriliği, sık hastalanma tablo-
su ve okulda öğrenme güçlüğü görülebilmektedir(7,8). 
İmmun sistemi baskılanmış hastalarda parazitlere 
bağlı oluşan ishal bazen hayatı tehdit edecek kadar 
ciddi olabilmektedir(9,10).

Bağırsak parazitlerine neden olan enfeksiyonların 
tanısında mikroskobik inceleme düşük duyarlılığına 
rağmen halen en yaygın kullanılan yöntemdir(11-14). 
Laboratuvara taze ya da fiksatif solüsyon (%10 formol, 
sodyum asetat-asetik asit-formaldehit [SAF] fiksatifi, 
vb.) içinde teslim edilen dışkı örneğinin önce %0.9’luk 
serum fizyolojik ve Lugol ile, daha sonra yoğunlaştırılıp 
Lugol solüsyonu ile ve kalıcı boya preparatları 
(trikrom, demir hematoksilen, Kinyoun asid-fast, vb.) 
ile hazırlanan yaymaların incelenmesi ideal 
mikroskobik inceleme yöntemleridir. Tüm bu 
işlemlerin en az üç ayrı gün alınacak dışkı örnekleriyle 
tekrarlanmasıyla dışkıda var olan parazitlerin 
saptanma olasılıklarının çok yüksek olacağı ifade 
edilmektedir(12-14). 

Son yıllarda moleküler biyolojik yöntemlerle 
parazitolojik hastalıkların tanısı tüm dünyada 
yaygınlaşan bir uygulamadır. Bu yöntemlerden en sık 
kullanılan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yüksek 
özgünlük ve duyarlılık değerleriyle bazı bağırsak 

parazitlerinin tanısı için altın standart 
sayılmaktadır(15,16). PZR yöntemi araştırılan enfeksiyon 
etkeninin tanısına yönelik özgüllüğü ve duyarlılığı 
yüksek olduğu için mikrobiyoloji ve parazitoloji 
laboratuvarlarında, özellikle mikroskopla inceleme 
veya kültür ile kolayca saptanamayan enfeksiyon 
etkenlerinin tanısı için son derece yararlıdır. Bununla 
birlikte, PZR’nin de bazı dezavantajları vardır; bunların 
başında diğer tanı seçeneklerine göre daha pahalı 
olması, özel bir laboratuvar, ekipman ve eğitimli 
personel gerektirmesi sayılabilir. Aynı zamanda, 
araştırılan patojene uygun test koşullarının 
oluşturulma süreci olarak tanımlanan optimizasyonun 
bazen uzun zaman alması, test koşullarındaki ufak 
sapmalar ya da kontaminasyonların testin çalışmasını 
engellemesi de dezavantaj sayılmaktadır(17, 18).

PZR’nin farklı uygulamaları arasında yer alan gerçek 
zamanlı (real time) PZR ve multipleks (çoklu) PZR 
günümüzde parazitolojik enfeksiyonların rutin 
tanısında gitgide daha sık kullanılmaktadır(19,20). İki 
veya daha çok mikroorganizmaya ait PZR 
amplifikasyonunun aynı reaksiyonda eş zamanlı 
olarak gerçekleştirilmesine dayanan multipleks PZR 
yöntemi, optimizasyonu daha da güç olabilse de son 
yıllarda paraziter hastalıklar için daha sık kullanılmakta 
olup bu yönde geliştirilmiş ticari test kitleri ve 
bunlarla yapılan araştırmalar bulunmaktadır(20-22). 
Ülkemizden elde edilecek parazit örnekleriyle 
yapılacak çalışmalar sonucunda geliştirilecek 
multipleks PZR protokolünün duyarlı, özgün ve daha 
düşük maliyetli olacağı için rutin tanıda 
kullanılabileceği ve konvansiyonel yöntemlere göre 
fark yaratabileceği düşünülmektedir. 

Bu çalışmada, Manisa Celal Bayar Üniversitesi Tıp 
Fakültesi, Tıbbi Parazitoloji Anabilim Dalı laboratu-
varlarında mikroskobik inceleme ile Blastocystis sp., 
Cryptosporidium sp. ve Giardia intestinalis içerdiği 
saptanan üç farklı dışkı örneği kullanılarak özgün 
multipleks PZR protokolünün optimizasyonu amaç-
lanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM 

TIP 2010-121 nolu bu proje Manisa Celal Bayar 
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Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri (BAP) 
Koordinasyon Birimi tarafından desteklenmiş, Tıp 
Fakültesi Bilimsel Araştırmalar Etik Kurulu’ndan 
18.08.2011 tarih 275 sayılı izin alınmıştır. Ayrıca 
Manisa Celal Bayar Üniversitesi BAP Koordinasyon 
Birimi’nin 12.06.2013 tarih 7661 sayılı yazısı ile proje 
başlığı değiştirilmesi talebi uygun görülmüştür. 
Araştırmamızda önce bağırsak parazitleri saptanmış, 
sonrasında DNA izolasyonu ve PZR yöntemi 
optimizasyonu aşamaları gerçekleştirilmiştir.

Bağırsak Parazitlerinin Saptanması: Manisa Celal 
Bayar Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Parazitoloji A.D. 
laboratuvarlarında uygulanan direkt bakı (serum 
fizyolojik ve Lugol solüsyonları ile inceleme), 
yoğunlaştırma ve trikrom boyama yöntemleri ile 
Blastocystis sp. ve G. intestinalis içerdiği saptanan iki 
dışkı örneği ile bunlara ek olarak Kinyoun asit-fast 
yöntemiyle boyanan ve Cryptosporidium sp. içerdiği 
saptanan bir olmak üzere toplam üç dışkı örneği proje 
kapsamında kullanılmıştır. Dışkı örnekleri çalışmaların 
yapılacağı tarihe kadar -20°C’de saklanmıştır. 

DNA İzolasyonu: Dışkı örneklerinden DNA izolasyonu 
ticari kit (“QIAamp DNA Stool Mini Kit”, Qiagen, 
Almanya) ile üretici firmanın tavsiye ettiği şekilde 
gerçekleştirilmiştir. Elde edilen DNA örnekleri çalışma 
zamanına kadar -20°C’de saklanmıştır. 

PZR Yöntemlerinin Optimizasyonu: Acıbadem 
Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 
Mikrobiyoloji AD’nın işbirliğiyle özgün bir multipleks 
PZR yöntemi geliştirilebilmesi amacıyla öncelikle her 
bir parazite ait ayrı ayrı PZR protokolleri oluşturulmuş, 
sonrasında ikili ve üçlü PZR optimizasyonu 
gerçekleştirilmiştir. 

Tablo 1. Cryptosporidium sp. PZR protokolünün içeriği.

PZR Tamponu
MgCl2
dNTP karışımı
İleri Primer (FP)
Geri Primer (RP)
“Hot Start Taq polimeraz”
DNA

Stok 
Konsantrasyonu

10X
25 mM
20 mM
20 µM
20 µM
5 U/µl

Reaksiyon 
Konsantrasyonu

1X
1.5 mM
0.2 mM
0.2 µM
0.2 µM
2 U/µl

PZR’ye uygun su (PZR-grade H2O) ile karışım 25 µl’ye tamamlan-
mıştır.

2 µl

Tablo 2. Cryptosporidium sp. için optimize edilen test koşulları.

Cryptosporidium sp. için PZR yönteminin 
optimizasyonu: Cryptosporidium cinsine özgün bir 
gen bölgesi BLAST analizleri ve Gen bankası verileri 
kullanılarak araştırılmış ve “Cryptosporidium oocyst 
wall protein (COWP)” geninin (Acce. no. HQ332161.1) 
korunmuş ve özgün bir bölgesi belirlenmiştir. Buna 
uygun olarak “Primer3” programıyla uygun primerler 
tasarlanmıştır. Daha sonra ise COWP geninin 95 baz 
çiftlik (bp) bir bölgesi çoğaltılmıştır(23) (Tablo 1, 2). 
Cryptosporidium sp. için PZR ile çoğaltılan ürünler 
elektroforez ile ayrıştırılmıştır. Bunun için %1.8’lik 
agaroz jele aktarılan PZR ürünleri 100 volt akımda 
toplam 100 dakika yürütülmüş ve sonrasında etidyum 
bromid ile boyanarak UV ışığında görüntülenmiştir 
(Resim 1).

Giardia sp. için PZR yönteminin optimizasyonu: 
Giardia sp.’nin PZR ile saptanabilmesi için önceki bir 
çalışmamızda geliştirdiğimiz primerler ile protokol 
kullanılmıştır(24). Sert kist duvarı nedeniyle G. intestinalis 
örneklerinin DNA izolasyonunda zorluk çıkabildiğin-
den, izolasyon öncesi dışkı örnekleri kistlerin parça-
lanması amacıyla Roche MagnaLyser® ile muamele 
edilmiştir. Bu amaçla, içinde 1.4 mm çapında seramik 
boncuk bulunan (MagnaLyser® Green Beads) 2 ml’lik 
özel plastik tüplere 500 µl tamponlu bir tuz çözeltisi 
olan soğutulmuş 1 M fosfat tampon solüsyonu (PBS) 
eklenmiştir. Daha sonra bu çözeltinin üzerine de yak-

 Resim 1. Cryptosporidium sp.’nin UV ışığında jel görüntüsü.
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laşık 1.5 mg dışkı örneği eklenmiş ve karışım vorteks 
yardımıyla yüksek hızda 30 sn kadar karıştırılmıştır. 
Son aşamada örneklere MagnaLyser® cihazında 6500 
devirde 1 dk karıştırma işlemi uygulanmış ve işlem 
sonunda tüp içerisindeki süspansiyondan 200 µl alı-
nıp 2 ml’lik mikrosantrifüj tüpüne konulmuştur. DNA 
izolasyon işlemi bu aşamadan itibaren Qiagen® dışkı 
izolasyon kitiyle (QIAmp DNA Stool Mini Kit, Cat. No. 
51504) kitin protokolüne uygun olarak yapılmıştır. 
Elde edilen izolatlar PZR işlemi yapılıncaya kadar 
-20˚C’de saklanmıştır. 

PZR için; G. intestinalis tpi geninin çoğaltılması için 
“Forward” 5′-TGGACTGGCGAGACAAG-3′ ve “Reverse” 
5′-TCCGGCTTGAGGGAAGC-3′ primer seti kullanılmış-
tır. Reaksiyonun son konsantrasyonları ve ısı döngü 
cihazı programı Tablo 3 ve 4’de belirtildiği şekilde 
hazırlanmıştır(25). Giardia sp. için PZR ile çoğaltılmış 
olan ürünler %1’lik agaroz jelde yürütülmüş, etidyum 
bromid ile boyandıktan sonra oluşmuş spesifik bantlar 
UV ışığında görüntülenmiştir (Resim 2).

Blastocystis sp. için PZR yönteminin optimizasyonu: 
Blastocystis’e ait özgün bir gen bölgesi BLAST analiz-
leri ve Gen bankası verileri kullanılarak araştırılmış ve 
“Blastocystis sp. small subunit (SSU) ribosomal RNA” 
(Acce. no. JN587548.1) üzerinde korunmuş özgün bir 
gen bölgesi belirlenmiştir. Daha sonra Primer3 prog-
ramı kullanılarak hazırlanan primerler ile (BLF: 
5′-CGAATGGCTCATTATATCAGTT-3′ ve BLR: 
5′-TCTTCGTTACCCGTTACTGC-3’) rRNA geninin küçük 
alt ünitesinden (SSU) 227 bp’lik bir bölge 
çoğaltılmıştır(26) (Tablo 5, 6). PZR ile çoğaltılan ürünler 
daha sonra elektroforez ile ayrıştırılmıştır. Bunun için 
1xTBE tampon ile hazırlanan %1.5’lik agaroz jele 
aktarılan PZR ürünleri 100 volt akımda toplam 90 

dakika yürütülmüş ve sonrasında etidyum bromid ile 
boyanarak UV ışığında görüntülenmiştir (Resim 3). 

Cryptosporidium sp. ve G. intestinalis’in ikili PZR opti-
mizasyonu: Sonraki aşamada Cryptosporidium sp. ile 

Tablo 3. Giardia intestinalis PZR protokolünün içeriği.

PZR Tamponu (10X)
MgCl2
dNTP karışımı
İleri Primer (FP)
Geri Primer (RP)
“Hot Start Taq polimeraz”
DNA

Reaksiyon Konsantrasyonu

5 µl
2.0 mM
100 mM

1 µl
1 µl

2.5 U/µl
3 µl

PZR’ye uygun su (PZR-grade H2O) ile karışım 50 µl’ye tamamlan-
mıştır.

Tablo 4. Giardia intestinalis için optimize edilen test koşulları.

PZR’ye uygun su (PZR-grade H2O) ile karışım 50 µl’ye tamamlan-
mıştır.

 Resim 2. Giardia intestinalis’in UV ışığında jel görüntüsü.

 Resim 3. Blastocystis sp.’nin UV ışığındaki jel görüntüsü.
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Giardia sp.’nin ikili PZR ile çoğaltılabilmesi için opti-
mizasyon çalışmaları yapılmıştır. Giardia sp. tek başı-
na çoğaltıldığında 258 bp’lik bir bant edilmiş, ancak 
Cryptosporidium sp. ile birlikte çoğaltıldığında aynı 
sonuç alınamamıştır. Bunun üzerine Giardia sp. tpi 
gen bölgesi üzerinden başka bir baz dizisi primer 
olarak kullanılmış ve Giardia sp. için 113 bp’lik bir 
bant elde edildiği tespit edilmiştir. 

Cryptosporidium sp., G. intestinalis ve Blastocystis 
sp.’nin üçlü PZR optimizasyonu: Projenin son aşama-
sında ise, geliştirilmiş olan ikili PZR protokolüne 
Blastocystis sp.’nin eklenmesi için optimizasyon çalış-
maları yapılmıştır. Çalışmalar sonunda, Tablo 7’de 
gösterilen test koşullarında üçlü PZR’nin optimize 
olduğu ve üç protozoona ait DNA’ların bir arada 
başarıyla çoğaltılabildiği saptanmıştır (Tablo 7, 8). 
PZR ile çoğaltılan ürünler elektroforez ile ayrıştırıl-
mış, 1xTBE tampon ile hazırlanan %1.5’lik agaroz jele 
aktarılan PZR ürünleri 100 volt akımda toplam 90 
dakika yürütülmüş ve sonrasında etidyum bromid ile 
boyanarak UV ışığında görüntülenmiştir.

Tablo 5. Blastocystis sp. PZR protokolünün içeriği.

 
Resim 4. Optimize edilen ikili PZR sonrası Cryptosporidium sp. ile 
Giardia intestinalis’in ikili PZR jel görüntüsü.

PZR Tamponu
MgCl2
dNTP karışımı
İleri Primer (FP)
Geri Primer (RP)
“Hot Start Taq polimeraz”
DNA

Stok 
Konsantrasyonu

10X
25 mM
20 µM
20 µM
20 µM
5 U/µl

Reaksiyon 
Konsantrasyonu

1X
1.5 mM
0.2 µM
0.2 µM
0.2 µM
3 U/µl

PZR’ye uygun su (PZR-grade H2O) ile karışım 25 µl’ye tamamlan-
mıştır.

2 µl

Tablo 6. Blastocystis sp. için optimize edilen test koşulları.

Tablo 7. Üçlü PZR için protokol içeriği.

PZR Tamponu
MgCl2
dNTP mix
Blastocystis Forward
Blastocystis Reverse
Cryptosporidium sp. Forward
Cryptosporidium sp. Reverse
Giardia Forward
Giardia Reverse
Hot Start Taq polymerase
DNA

Stok 
Konsantrasyonu

10X
25 mM
20 mM
20 µM
20 µM
20 µM
20 µM
20 µM
20 µM
5 U/µl

Reaksiyon 
Konsantrasyonu

1X
1.5 mM
0.2 mM
0.2 µM
0.2 µM
0.8 µM
1 µM

0.6 µM
0.8 µM
2 U/µl

PZR’ye uygun su (PZR-grade H2O) ile karışım 25 µl’ye tamamlan-
mıştır

2 µl

BULGULAR

Cryptosporidium sp., Blastocystis sp. ve G. intestina-
lis için sırasıyla 95, 227 ve 258 bp’lik bantlar elde 
edilmiş, agaroz jele aktarılan PZR ürünleri UV ışığında 
görüntülenmiştir (Resim 1,2,3).

Cryptosporidium sp. ve G. intestinalis’in ikili PZR 
ürünleri görüntülendiğinde aynı jelde sırasıyla 95 ve 
113 bp’lik bantlar elde edilmiştir (Resim 4).

Tablo 8. Üçlü PZR için optimize edilen test koşulları.
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Projenin son aşamasında Cryptosporidium sp., 
Blastocystis sp. ve G. intestinalis’in bir arada gerçek-
leştirilen multipleks PZR optimizasyonu sonucunda 
aynı jelde sırasıyla oluşan 95, 227 ve 258 bp’lik bant-
lar Resim 5’de gösterilmiştir.

TARTIŞMA 

Bağırsak parazitlerinin tanısında dışkı örneklerinin 
mikroskobik bakısı halen tüm dünyada en yaygın 
yöntemdir. Kısa sürede sonuç verebilmesi, serum 
fizyolojik ile inceleme yapıldığında var olan parazitle-
ri canlı saptayabilmesi ve maliyetinin nispeten düşük 
olması nedeniyle hemen hemen tüm laboratuvarlar-
da tercih edilmektedir(1). Bununla birlikte, bağırsak 
parazitlerinin her gün dışkıyla atılmıyor oldukları 
bilinse de(12) çoğunlukla hastaya ait tek bir dışkı örne-
ği ile tanı konulmaya çalışıldığından yöntemin duyar-
lılığı düşük kalmakta, incelemeyi yapan uzmanın 
tecrübesi de belirleyici olmaktadır. Bağırsak parazit-
lerinin güvenilir mikroskobik tanısında dışkı örnekle-
rine direkt mikroskobi, yoğunlaştırma ve kalıcı boyalı 
yayma yöntemlerinin bir arada ve üç kez farklı gün-
lerde uygulanması gerektiği bilinmektedir(12,27). Ancak 
zaman ve tecrübe gerektiren bu yöntemlerin tümü-
nün dünyada ve ülkemizde üç farklı günde tam olarak 

 Resim 5. Blastocystis sp., Cryptosporidium sp. ve Giardia 
intestinalis’in üçlü PZR jel görüntüsü.

258 bp Giardia intestinalis
227 bp Blastocystis sp.

95 bp Cryptosporidium sp.

uygulanabildiğini söylemek güçtür. Buna bağlı olarak 
dünyada bağırsak parazitlerine ait insidansın gerçek-
te çok daha yüksek olduğu, birçok olgunun tanı süre-
cinde atlandığı tahmin edilmektedir(1,11). Bu neden-
lerle çok sayıda paraziti bir arada saptayabilen hızlı 
ve güvenilir moleküler yöntemlere gereksinim oldu-
ğu düşünülmektedir.

Polimeraz zincir reaksiyonunun bağırsak parazitleri 
için rutin tanıda kullanımı her geçen gün ucuzlamak-
ta ve yaygınlaşmaktadır. Bugün çalışan personelin 
maliyetleri ile kıyaslandığında rutin parazitolojik tanı 
için çok sayıda örneğe PZR ile tanı konulmasının daha 
düşük maliyetli olduğu hesaplanmaktadır(28). Ayrıca, 
bağırsak parazitlerinin tanısında moleküler tanı yön-
temlerinin geleneksel tanı yöntemlerine kıyasla çok 
daha duyarlı ve özgün olduğunu, tek bir dışkı incele-
mesiyle dahi hastaya tanı konulabildiğini gösteren 
çok sayıda çalışma mevcuttur(15,29-33). Son yıllarda 
yapılan bu çalışmalar sonrasında, gerçek zamanlı 
PZR’nin bağırsak parazitlerinin tanısında “altın stan-
dart” olarak alınabileceği ileri sürülmüştür(15,32). 

Multipleks PZR ile tek bir test süresinde daha çok 
hedef bölge amplifikasyonu gerçekleştirildiğinden 
son yıllarda mikrobiyolojinin çoğu alanında yaygın 
kullanılmaya başlanılmıştır(17,22). Testin başarıyla 
sonuçlandırılabilmesi için test içindeki tüm mikroor-
ganizmaların çoğaltılabileceği uygun sıcaklık ve test 
sürelerinin tespit edilebilmesi esastır; bu nedenle de 
optimizasyonu uzun ve zorlu olabilmektedir. Son bir-
kaç yıldır en sık enfeksiyona yol açan Entamoeba 
histolytica, G. intestinalis, Cryptosporidium sp., 
Blastocystis sp. ve Dientamoeba fragilis gibi bağırsak 
parazitlerinden birkaçını saptayabilen multipleks PZR 
panelleri geliştirildiğini bildiren çalışmalar 
yayınlanmaktadır(20,32-34). Ayrıca ishal etkeni patojen-
lerini saptamaya yönelik geliştirilmiş ticari kitler de 
bulunmaktadır; bu kitlerin yüksek maliyetleri göz 
önüne alındığında araştırma laboratuvarlarının yerli 
halkta enfeksiyon yapan etkenleri kullanarak, kendi 
olanaklarıyla yüksek etkinliğe sahip özgün multipleks 
PZR protokolleri oluşturmaları halen cazibesini koru-
maktadır. Biz de bu amaçla, laboratuvar olanakları-
mızı kullanarak hastalarımızda sık enfeksiyona yol 
açtığını önceden bildiğimiz G. intestinalis, Blastocystis 
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sp., ve Cryptosporidium sp. için bir multipleks PZR 
protokolü oluşturmayı hedefledik. Çalışmalar sonu-
cunda üç parazitin aynı anda optimize edilmiş olarak 
saptanabildiği özgün bir multipleks PZR protokolü 
geliştirilmiştir. Bu şekilde tasarlanan primerlerle elde 
edilen amplikonların G. intestinalis için 258 bp, 
Blastocystis sp. için 227 bp ve Cryptosporidium sp. 
için ise 95 bp uzunluğunda olduğu görülmüştür. 
Testin başındaki denemelerde, Giardia sp. tek başına 
çoğaltıldığında 258 bp uzunluğunda bir bant oluştu-
rurken, Cryptosporidium sp. ile ikili çoğaltıldığında 
kullanılan primer dizisiyle değil, tpi geninin farklı bir 
bölgesinden hazırlanan diziyle çoğaltılabilmiş ve bu 
defa 113 bp uzunluğunda bant oluşturabilmiştir. 
Çalışmanın esas hedefi olan üç parazitin bir arada 
çoğaltılabilmesi ise ilk başta kullanılan ve çalışmanın 
“Gereç ve Yöntem” bölümü’nde dizisi verilen primer-
lerle gerçekleştirilmiştir. Bu nedenle, sonradan sen-
tezlettirilen ve sadece Giardia sp. ile Cryptosporidium 
sp.’nin birlikte çoğaltılmasına yarayan primer dizisine 
karışıklığa yol açmamak için yer verilmemiştir. Sonuç 
olarak, çalışmada hedeflendiği şekilde üç parazitin 
optimal koşullarda PZR ile çoğaltılması, “Gereç ve 
Yöntem” bölümünde açıklanan gen bölgeleri ve pri-
mer dizileri ile gerçekleştirilmiştir. 

Bu araştırmanın kısıtlılığı üçlü parazit tanısında mul-
tipleks PZR yönteminin optimizasyonunu hedefleyen 
bir ön çalışma olması nedeniyle sağlıklı ve hasta 
gruplarıyla duyarlılık ve özgüllük hesaplamalarının 
yapılamamış olmasıdır. Takip eden araştırmalarda bu 
durumun dikkate alınarak optimize edilen yeni pro-
tokolün konvansiyonel PZR ve mikroskobiye göre 
duyarlılık ve özgüllüğünün saptanması planlanmak-
tadır.

Bu yöntemin rutin dışkı incelemeleri için kullanıma 
girmesiyle mikroskobik bakıda gözden kaçabilen söz 
konusu parazitlerin saptanabilmesi mümkün olacak 
ve bu sayede hastalara etkin tanı ve tedavi verilmesi 
sağlandığı gibi, toplum sağlığına da katkı sağlanmış 
olacaktır.  Gelecekte bu üç parazite ek olarak 
E. histolytica, D. fragilis ve Cyclospora cayetanensis’in 
de optimize edilip bu protokole dahil edilmesi plan-
lanmaktadır. Bu gerçekleştiğinde, başta immun yet-
mezlikli hastalar olmak üzere gastrointestinal sistem 

yakınmaları olan tüm hastalara özel bir “Bağırsak 
Parazitleri Paneli” geliştirilmiş olacak ve bu sayede 
laboratuvarlarda parazitolojik incelemede dışkı 
örneklerine farklı yöntemlerin kullanılmasındaki zor-
luklar nedeniyle çok sayıda parazitin tek bir molekü-
ler yöntemle saptanması mümkün hale gelebilecek-
tir.
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