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Amag: Ozellikle immun sistemi baskilanmis hastalar ve cocuklarda siddetli gastrointestinal sistem
yakinmalarina yol agabilen Blastocystis sp., Cryptosporidium sp. ve Giardia intestinalis’in tanisi
i¢in yerli hastalardan elde edilen izolatlarla yeni bir Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
protokoliiniin gelistiriimesi amacglanmistir.

Yéntem: Mikroskobik incelemesinde yogun miktarlarda Blastocystis sp., Cryptosporidium sp. ve
Giardia intestinalis saptanan farkli hastalara ait g diski 6rnedinden ticari bir kit ile DNA
izolasyonu yapilmistir. Once her bir protozoona karsi 6zel PZR protokolii gelistirilmistir. Sonrasinda
bu (g protozoonun birlikte tani konabildigi multipleks PZR protokolii optimize edilmistir.
Bulgular: DNA izolasyonu sonrasi gergeklestirilen multipleks PZR protokoliinde Cryptosporidium sp.,
Blastocystis sp. ve G. intestinalis igin sirasiyla 95 bp, 227 bp ve 258 bp’lik bantlar elde edilmistir.
Sonug: Gelistirilen 6zgiin protokolle Cryptosporidium sp., Blastocystis sp. ve G. intestinalis’in
multipleks PZR ile tanisi gergeklestirilmistir. Parazitolojik incelemelerde farkli yéntemlerin
kullanilmasindaki zorluklar nedeniyle, optimize edilen bu protokole halk saghdi igin nemli olan
diger protozoonlarin da eklenmesiyle, cok sayida parazitin tek bir molekiiler yéntemle saptanmasi
miimkiin hale gelebilecektir.

Anahtar kelimeler: Multipleks PZR, Blastocystis, Cryptosporidium, Giardia intestinalis, tani
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.

Keywords: Multiplex PCR, Blastocystis, Cryptosporidium, Giardia intestinalis, diagnosis
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GiRiS

Bagirsak parazitlerine bagh enfeksiyonlar diinyanin
ozellikle geri kalmis ve gelismekte olan Ulkelerinde
her yil ¢cok sayida insanin hastalanmasina veya 6lu-
miine neden olabilen, eriskinlerde isgilici kaybina,
cocuklarda ise biyime gelisme geriligine yol acabi-
len énemli bir halk saghg sorunudur®?, Gelismekte
olan ulkelerde her iki-u¢ kisiden birinde bagirsak
paraziti oldugu tahmin edilirken, Glkemizde yapilan
calismalarda bagirsak paraziti gériilme sikliginin %2.2
ila %34.1 arasinda degistigi, Dogu ve Glneydogu
Anadolu’da bu oranin diger bolgelerden daha yiiksek
oldugu bildirilmistir®®., Bagirsak parazitlerinin yol
actig1 enfeksiyonlar siklikla ishal, kabizlhk, karin agrisi,
bulanti, kusma, kasinti gibi belirtilerle kendini goste-
rirken, bazen de belirtisiz seyredebilir. Cocuklar igin-
se bagirsak parazitlerinin yol agtigl enfeksiyon uzun
vadede daha agir sorunlara yol acabilmekte, cocuk-
larda buyime-gelisme geriligi, sik hastalanma tablo-
su ve okulda 6grenme guicligu gorilebilmektedir?),
immun sistemi baskilanmis hastalarda parazitlere
bagli olusan ishal bazen hayati tehdit edecek kadar
ciddi olabilmektedir®10),

Bagirsak parazitlerine neden olan enfeksiyonlarin
tanisinda mikroskobik inceleme disik duyarhhgina
ragmen halen en yaygin kullanilan yontemdir*4,
Laboratuvara taze ya da fiksatif soltisyon (%10 formol,
sodyum asetat-asetik asit-formaldehit [SAF] fiksatifi,
vb.) icinde teslim edilen diski 6rneginin 6nce %0.9’luk
serum fizyolojik ve Lugolile, daha sonrayogunlastirilip
Lugol solGsyonu ile ve kalici boya preparatlari
(trikrom, demir hematoksilen, Kinyoun asid-fast, vb.)
ile hazirlanan yaymalarin incelenmesi ideal
mikroskobik inceleme yodntemleridir. Tim bu
islemlerin en az (¢ ayri glin alinacak diski 6rnekleriyle
tekrarlanmasiyla diskida var olan parazitlerin
saptanma olasiliklarinin ¢ok yliksek olacagi ifade
edilmektedirt14),

Son vyillarda molekiler biyolojik yontemlerle
parazitolojik hastaliklarin tanisi tim diinyada
yayginlasan bir uygulamadir. Bu yontemlerden en sik
kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ylksek
ozglinlik ve duyarliik degerleriyle bazi bagirsak

parazitlerinin  tanisi  igin  altin  standart
sayllmaktadir®>®, PZR ydntemi arastirilan enfeksiyon
etkeninin tanisina yonelik 6zgullugu ve duyarlihgi
ylksek oldugu icin mikrobiyoloji ve parazitoloji
laboratuvarlarinda, o6zellikle mikroskopla inceleme
veya kiltur ile kolayca saptanamayan enfeksiyon
etkenlerinin tanisi icin son derece yararhidir. Bununla
birlikte, PZR’nin de bazi dezavantajlari vardir; bunlarin
basinda diger tani seceneklerine gére daha pahali
olmasi, 6zel bir laboratuvar, ekipman ve egitimli
personel gerektirmesi sayilabilir. Ayni zamanda,
arastirllan  patojene uygun test kosullarinin
olusturulma sureci olarak tanimlanan optimizasyonun
bazen uzun zaman almasi, test kosullarindaki ufak
sapmalar ya da kontaminasyonlarin testin ¢alismasini
engellemesi de dezavantaj sayllmaktadir®” 18,

PZR’nin farkl uygulamalari arasinda yer alan gergek
zamanl (real time) PZR ve multipleks (¢oklu) PZR
glinimizde parazitolojik enfeksiyonlarin rutin
tanisinda gitgide daha sik kullaniimaktadirt®®2), ki
veya daha c¢ok mikroorganizmaya ait PZR
amplifikasyonunun ayni reaksiyonda es zamanl
olarak gercgeklestiriimesine dayanan multipleks PZR
yontemi, optimizasyonu daha da gli¢ olabilse de son
yillarda paraziter hastaliklar i¢in daha sik kullaniimakta
olup bu yonde gelistirilmis ticari test kitleri ve
bunlarla yapilan arastirmalar bulunmaktadir?®-2?),
Ulkemizden elde edilecek parazit ornekleriyle
yapilacak c¢alismalar sonucunda gelistirilecek
multipleks PZR protokolliniin duyarli, 6zglin ve daha
dusuk maliyetli olacagi igin rutin tanida
kullanilabilecegi ve konvansiyonel yontemlere gore
fark yaratabilecegi dislinilmektedir.

Bu calismada, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiltesi, Tibbi Parazitoloji Anabilim Dal laboratu-
varlarinda mikroskobik inceleme ile Blastocystis sp.,
Cryptosporidium sp. ve Giardia intestinalis igerdigi
saptanan Uc¢ farkh diski 6rnegi kullanilarak 6zgin
multipleks PZR protokolliniin optimizasyonu amag-
lanmistir.

GEREC ve YONTEM

TIP 2010-121 nolu bu proje Manisa Celal Bayar
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Tablo 1. Cryptosporidium sp. PZR protokoliiniin igerigi.
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Tablo 2. Cryptosporidium sp. i¢in optimize edilen test kosullari.

Stok Reaksiyon
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

PZR Tamponu 10X 1X
MgcCl, 25 mM 1.5mM
dNTP karisimi 20 mM 0.2 mM
ileri Primer (FP) 20 uM 0.2 uM
Geri Primer (RP) 20 uM 0.2 uM
“Hot Start Taq polimeraz” 5U/ul 2 U/ul
DNA 2l

PZR’ye uygun su (PZR-grade H,0) ile karisim 25 ul’ye tamamlan-
mistir.

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmis, Tip
Fakiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
18.08.2011 tarih 275 sayili izin alinmistir. Ayrica
Manisa Celal Bayar Universitesi BAP Koordinasyon
Birimi’nin 12.06.2013 tarih 7661 sayil yazisi ile proje
bashgl degistirilmesi talebi uygun gorilmiustir.
Arastirmamizda once bagirsak parazitleri saptanmis,
sonrasinda DNA izolasyonu ve PZR ydntemi
optimizasyonu asamalari gergeklestirilmistir.

Bagirsak Parazitlerinin Saptanmasi: Manisa Celal

Bayar Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Parazitoloji A.D.
laboratuvarlarinda uygulanan direkt baki (serum
fizyolojik ve Lugol sollsyonlari ile inceleme),
yogunlastirma ve trikrom boyama yontemleri ile
Blastocystis sp. ve G. intestinalis icerdigi saptanan iki
diski 6rnegi ile bunlara ek olarak Kinyoun asit-fast
yontemiyle boyanan ve Cryptosporidium sp. icerdigi
saptanan bir olmak lizere toplam (g diski 6rnegi proje
kapsaminda kullanilmistir. Diski 6rnekleri ¢alismalarin
yapilacagi tarihe kadar -20°C’de saklanmistir.

DNA izolasyonu: Diski 8rneklerinden DNA izolasyonu
ticari kit (“QlAamp DNA Stool Mini Kit”, Qiagen,
Almanya) ile Uretici firmanin tavsiye ettigi sekilde
gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri ¢alisma
zamanina kadar -20°C’de saklanmistir.

PZR YOntemlerinin Optimizasyonu: Acibadem
Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji AD’nin isbirligiyle 6zgiin bir multipleks

PZR yontemi gelistirilebilmesi amaciyla dncelikle her
bir parazite ait ayri ayri PZR protokolleri olusturulmus,
sonrasinda ikili ve Ugli PZR optimizasyonu
gerceklestirilmistir.
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Sicaklik (°C) Siire Dongi
95 15 dk 1
95 30 sn
58 30 sn 40
72 30sn
72 7 dk 1

NTC35 37 38 39 40 43 45 48 49 50 84 71 73 P.C.

Resim 1. Cryptosporidium sp.nin UV 1s18inda jel goruntisii.

Cryptosporidium __sp. _icin___PZR ydnteminin

optimizasyonu: Cryptosporidium cinsine 6zgin bir
gen bolgesi BLAST analizleri ve Gen bankasi verileri
kullanilarak arastirilmis ve “Cryptosporidium oocyst
wall protein (COWP)” geninin (Acce. no. HQ332161.1)
korunmus ve 6zgln bir bolgesi belirlenmistir. Buna
uygun olarak “Primer3” programiyla uygun primerler
tasarlanmistir. Daha sonra ise COWP geninin 95 baz
ciftlik (bp) bir bolgesi ¢ogaltilmistir® (Tablo 1, 2).
Cryptosporidium sp. icin PZR ile ¢ogaltilan Grlinler
elektroforez ile ayristirilmistir. Bunun igin %1.8’lik
agaroz jele aktarilan PZR drinleri 100 volt akimda
toplam 100 dakika yiratilmis ve sonrasinda etidyum
bromid ile boyanarak UV isiginda gorintilenmistir
(Resim 1).

Giardia _sp. icin PZR ydnteminin optimizasyonu:

Giardia sp.nin PZR ile saptanabilmesi icin dnceki bir
cahsmamizda gelistirdigimiz primerler ile protokol
kullanilmistir®, Sert kist duvari nedeniyle G. intestinalis
orneklerinin DNA izolasyonunda zorluk g¢ikabildigin-
den, izolasyon oncesi diski 6rnekleri kistlerin parca-
lanmasi amaciyla Roche Magnalyser® ile muamele
edilmistir. Bu amacgla, icinde 1.4 mm capinda seramik
boncuk bulunan (Magnalyser® Green Beads) 2 ml’lik
ozel plastik tiiplere 500 pl tamponlu bir tuz ¢ozeltisi
olan sogutulmus 1 M fosfat tampon sollisyonu (PBS)
eklenmistir. Daha sonra bu ¢ozeltinin lizerine de yak-
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lasik 1.5 mg diski 6rnegi eklenmis ve karisim vorteks
yardimiyla yiksek hizda 30 sn kadar karistirilmistir.
Son asamada 6rneklere Magnalyser’ cihazinda 6500
devirde 1 dk karistirma islemi uygulanmis ve islem
sonunda tlip icerisindeki stispansiyondan 200 ul ali-
nip 2 ml’lik mikrosantrifij tiipline konulmustur. DNA
izolasyon islemi bu asamadan itibaren Qiagen® diski
izolasyon kitiyle (QIAmp DNA Stool Mini Kit, Cat. No.
51504) kitin protokoliine uygun olarak yapilmistir.
Elde edilen izolatlar PZR islemi yapilincaya kadar
-20°C’de saklanmustir.

PZR icin; G. intestinalis tpi geninin ¢ogaltiimasi igin
“Forward” 5'-TGGACTGGCGAGACAAG-3' ve “Reverse”
5'-TCCGGCTTGAGGGAAGC-3' primer seti kullaniimis-
tir. Reaksiyonun son konsantrasyonlari ve isi dongi
cihazi programi Tablo 3 ve 4’de belirtildigi sekilde
hazirlanmistir®). Giardia sp. icin PZR ile cogaltilmis
olan Urinler %1’lik agaroz jelde yuritilmis, etidyum
bromid ile boyandiktan sonra olusmus spesifik bantlar
UV 1siginda gérintilenmistir (Resim 2).

Blastocystis sp. icin PZR yénteminin optimizasyonu:

Blastocystis’e ait 6zgiin bir gen bolgesi BLAST analiz-
leri ve Gen bankasi verileri kullanilarak arastiriimis ve
“Blastocystis sp. small subunit (SSU) ribosomal RNA”
(Acce. no. JN587548.1) Uzerinde korunmus 6zgin bir
gen bolgesi belirlenmistir. Daha sonra Primer3 prog-
rami kullanilarak hazirlanan primerler ile (BLF:
5'-CGAATGGCTCATTATATCAGTT-3' ve BLR:
5'-TCTTCGTTACCCGTTACTGC-3’) rRNA geninin klguk
alt Unitesinden (SSU) 227 bp’lik bir bolge
cogaltilmistir® (Tablo 5, 6). PZR ile ¢ogaltilan Grinler
daha sonra elektroforez ile ayristirilmistir. Bunun icin
1XTBE tampon ile hazirlanan %1.5’'lik agaroz jele
aktarilan PZR drinleri 100 volt akimda toplam 90

Tablo 3. Giardia intestinalis PZR protokoliiniin igerigi.

Reaksiyon Konsantrasyonu

PZR Tamponu (10X) 5l
MgCl, 2.0 mM
dNTP karisimi 100 mM
ileri Primer (FP) 1ul
Geri Primer (RP) 1l
“Hot Start Taq polimeraz” 2.5 U/ul
DNA 3ul

PZR’ye uygun su (PZR-grade H,0) ile karisim 50 ul’ye tamamlan-
mistir.

Resim 2. Giardia intestinalis’in UV 1s18inda jel goriintiisi.

NTC 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59

Resim 3. Blastocystis sp.’nin UV 1sigindaki jel goriintiisii.

dakika yurattlmis ve sonrasinda etidyum bromid ile
boyanarak UV i1siginda goruntilenmistir (Resim 3).

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

Tablo 4. Giardia intestinalis i¢in optimize edilen test kosullari.

Sicaklik (°C) Siire Dongii
95 3dk 1
95 15sn
58 30sn 35
72 30sn
72 3dk 1

PZR’ye uygun su (PZR-grade H,0) ile karisim 50 ul’'ye tamamlan-
mistir.
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Tablo 5. Blastocystis sp. PZR protokoliiniin igerigi.
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Tablo 6. Blastocystis sp. icin optimize edilen test kosullari.

Stok Reaksiyon
Konsantrasyonu  Konsantrasyonu

PZR Tamponu 10X 1X
MgCI2 25 mM 1.5 mM
dNTP karisimi 20 uM 0.2 uM
ileri Primer (FP) 20 uM 0.2 uM
Geri Primer (RP) 20 uM 0.2 uM
“Hot Start Taq polimeraz” 5U/ul 3U/ul
DNA 24l

PZR’ye uygun su (PZR-grade H,O) ile karisim 25 ul’ye tamamlan-

Sicaklik (°C) Siure Dongii
95 5 dk. 1
95 30s
58 30s 40
72 45 s
72 5 dk. 1

Tablo 8. Uglii PZR igin optimize edilen test kosullari.

migtir. Sicaklik (°C) Siire Dongi
95 15 dk. 1
Tablo 7. Uglii PZR igin protokol icerigi. 95 30s
Stok Reaksiyon 58 30s 40
Konsantrasyonu Konsantrasyonu 72 45 s
72 7 dk. 1
PZR Tamponu 10X 1X
MgCl, 25 mM 1.5mM
dNTP mix 20 mM 0.2 mM
Blastocystis Forward 20 uM 0.2 uM
Blastocystis Reverse 20 uM 0.2 uM BULGULAR
Cryptosporidium sp. Forward 20 uM 0.8 uM
Cryptosporidium sp. Reverse 20 pM 1uM
Giardia Forward 20 uM 0.6 pM Cryptosporidium sp., Blastocystis sp. ve G. intestina-
Giardia Reverse 20 uM 0.8 uM P "
Hot Start Taq polymerase 5 U/l 2 U/l lis igin sirasiyla 95, 227 ve 258 bp’lik bantlar elde
DNA 2 ul edilmis, agaroz jele aktarilan PZR rinleri UV isiginda

PZR’ye uygun su (PZR-grade H,0) ile karisim 25 ul’'ye tamamlan-
mistir

Giardia sp.’nin ikili PZR ile ¢ogaltilabilmesi i¢in opti-
mizasyon calismalari yapilmistir. Giardia sp. tek basi-
na ¢ogaltildiginda 258 bp’lik bir bant edilmis, ancak
Cryptosporidium sp. ile birlikte cogaltildiginda ayni
sonu¢ alinamamistir. Bunun Uzerine Giardia sp. tpi
gen bolgesi Uzerinden baska bir baz dizisi primer
olarak kullanilmis ve Giardia sp. igin 113 bp’lik bir
bant elde edildigi tespit edilmistir.

Cryptosporidium sp., G. intestinalis ve Blastocystis

sp./nin Gcld PZR optimizasyonu: Projenin son agsama-

sinda ise, gelistirilmis olan ikili PZR protokoliine
Blastocystis sp.’nin eklenmesi i¢in optimizasyon calis-
malari yapilmistir. Calismalar sonunda, Tablo 7’de
gosterilen test kosullarinda Ugli PZR’nin optimize
oldugu ve (¢ protozoona ait DNA’larin bir arada
basariyla cogaltilabildigi saptanmistir (Tablo 7, 8).
PZR ile ¢ogaltilan Urlinler elektroforez ile ayristiril-
mis, 1XTBE tampon ile hazirlanan %1.5’lik agaroz jele
aktarilan PZR drinleri 100 volt akimda toplam 90
dakika yirattlmis ve sonrasinda etidyum bromid ile
boyanarak UV i1siginda goruntilenmistir.
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gorintilenmistir (Resim 1,2,3).

Cryptosporidium sp. ve G. intestinalis’in ikili PZR
Urlnleri goriintilendiginde ayni jelde sirasiyla 95 ve
113 bp’lik bantlar elde edilmistir (Resim 4).

Plazmid 20 lzmir-
ol ~

3 RS-Cr. lzmir-Cr. Plazmi

GH¥C GHC +

Plaz.C Plaz.G,

Resim 4. Optimize edilen ikili PZR sonrasi Cryptosporidium sp. ile
Giardia intestinalis’in ikili PZR jel goriintisi.
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258 bp Giardia intestinalis
227 bp Blastocystis sp.

95 bp Cryptosporidium sp.

Resim 5. Blastocystis sp., Cryptosporidium sp. ve Giardia
intestinalis’in liglii PZR jel goriintisi.

Projenin son asamasinda Cryptosporidium sp.,
Blastocystis sp. ve G. intestinalis’in bir arada gergek-
lestirilen multipleks PZR optimizasyonu sonucunda
ayni jelde sirasiyla olusan 95, 227 ve 258 bp’lik bant-
lar Resim 5’de gosterilmistir.

TARTISMA

Bagirsak parazitlerinin tanisinda diski 6rneklerinin
mikroskobik bakisi halen tim dinyada en yaygin
yontemdir. Kisa sirede sonug verebilmesi, serum
fizyolojik ile inceleme yapildiginda var olan parazitle-
ri canli saptayabilmesi ve maliyetinin nispeten distk
olmasi nedeniyle hemen hemen tiim laboratuvarlar-
da tercih edilmektedir®. Bununla birlikte, bagirsak
parazitlerinin her gin diskiyla atilmiyor olduklari
bilinse de"*? ¢cogunlukla hastaya ait tek bir digki 6rne-
gi ile tani konulmaya calisildigindan yontemin duyar-
Iiligr disuk kalmakta, incelemeyi yapan uzmanin
tecriibesi de belirleyici olmaktadir. Bagirsak parazit-
lerinin glvenilir mikroskobik tanisinda diski 6rnekle-
rine direkt mikroskobi, yogunlastirma ve kalici boyali
yayma yontemlerinin bir arada ve (g kez farkh giin-
lerde uygulanmasi gerektigi bilinmektedir*>?”, Ancak
zaman ve tecriibe gerektiren bu yontemlerin timu-
nln diinyada ve llkemizde Ug farkli glinde tam olarak

uygulanabildigini soylemek gictir. Buna bagli olarak
diinyada bagirsak parazitlerine ait insidansin gergek-
te ¢ok daha yiiksek oldugu, birgok olgunun tani siire-
cinde atlandigi tahmin edilmektedir*'¥, Bu neden-
lerle ¢cok sayida paraziti bir arada saptayabilen hizh
ve guvenilir molekuler yontemlere gereksinim oldu-
gu disinlilmektedir.

Polimeraz zincir reaksiyonunun bagirsak parazitleri
icin rutin tanida kullanimi her gegen giin ucuzlamak-
ta ve yayginlasmaktadir. Buglin calisan personelin
maliyetleri ile kiyaslandiginda rutin parazitolojik tani
icin cok sayida 6rnege PZR ile tani konulmasinin daha
dusiuk maliyetli oldugu hesaplanmaktadir®®. Ayrica,
bagirsak parazitlerinin tanisinda molekiler tani yon-
temlerinin geleneksel tani yontemlerine kiyasla ¢ok
daha duyarli ve 6zgiin oldugunu, tek bir diski incele-
mesiyle dahi hastaya tani konulabildigini gosteren
cok sayida calisma mevcuttur®?233, Son yillarda
yapilan bu calismalar sonrasinda, gergcek zamanli
PZR’nin bagirsak parazitlerinin tanisinda “altin stan-
dart” olarak alinabilecegi ileri strGlmustir®32),

Multipleks PZR ile tek bir test suresinde daha g¢ok
hedef bolge amplifikasyonu gergeklestirildiginden
son yillarda mikrobiyolojinin ¢ogu alaninda yaygin
kullanilmaya baslanilmistir®”22, Testin basariyla
sonugclandirilabilmesi igin test icindeki tim mikroor-
ganizmalarin ¢ogaltilabilecegi uygun sicaklhk ve test
sirelerinin tespit edilebilmesi esastir; bu nedenle de
optimizasyonu uzun ve zorlu olabilmektedir. Son bir-
ka¢ yildir en sik enfeksiyona yol acan Entamoeba
histolytica, G. intestinalis, Cryptosporidium sp.,
Blastocystis sp. ve Dientamoeba fragilis gibi bagirsak
parazitlerinden birkagini saptayabilen multipleks PZR
bildiren
yayinlanmaktadir?®3234, Ayrica ishal etkeni patojen-

panelleri  gelistirildigini ¢alismalar
lerini saptamaya yonelik gelistirilmis ticari kitler de
bulunmaktadir; bu kitlerin yiksek maliyetleri goéz
online alindiginda arastirma laboratuvarlarinin yerli
halkta enfeksiyon yapan etkenleri kullanarak, kendi
olanaklariyla yliksek etkinlige sahip 6zgiin multipleks
PZR protokolleri olusturmalari halen cazibesini koru-
maktadir. Biz de bu amagla, laboratuvar olanaklari-
mizi kullanarak hastalarimizda sik enfeksiyona yol
actigini dnceden bildigimiz G. intestinalis, Blastocystis
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sp., ve Cryptosporidium sp. icin bir multipleks PZR
protokoll olusturmayi hedefledik. Calismalar sonu-
cunda Ug parazitin ayni anda optimize edilmis olarak
saptanabildigi 6zgin bir multipleks PZR protokoli
gelistirilmistir. Bu sekilde tasarlanan primerlerle elde
edilen amplikonlarin G. intestinalis i¢in 258 bp,
Blastocystis sp. igin 227 bp ve Cryptosporidium sp.
icin ise 95 bp uzunlugunda oldugu gorilmastir.
Testin basindaki denemelerde, Giardia sp. tek basina
cogaltildiginda 258 bp uzunlugunda bir bant olustu-
rurken, Cryptosporidium sp. ile ikili cogaltildiginda
kullanilan primer dizisiyle degil, tpi geninin farkh bir
bolgesinden hazirlanan diziyle cogaltilabilmis ve bu
defa 113 bp uzunlugunda bant olusturabilmistir.
Calismanin esas hedefi olan li¢ parazitin bir arada
cogaltilabilmesi ise ilk basta kullanilan ve galismanin
“Gereg ve Yontem” bolim’nde dizisi verilen primer-
lerle gergeklestirilmistir. Bu nedenle, sonradan sen-
tezlettirilen ve sadece Giardia sp. ile Cryptosporidium
sp.nin birlikte cogaltilmasina yarayan primer dizisine
karisikliga yol agmamak igin yer verilmemistir. Sonug
olarak, calismada hedeflendigi sekilde (¢ parazitin
optimal kosullarda PZR ile cogaltiimasi, “Gereg ve
Yontem” bolimiinde agiklanan gen bolgeleri ve pri-
mer dizileri ile gergeklestirilmistir.

Bu arastirmanin kisithihigi Gglu parazit tanisinda mul-
tipleks PZR yénteminin optimizasyonunu hedefleyen
bir 6n calisma olmasi nedeniyle saglikli ve hasta
gruplariyla duyarhlik ve o6zglllik hesaplamalarinin
yapilamamis olmasidir. Takip eden arastirmalarda bu
durumun dikkate alinarak optimize edilen yeni pro-
tokoliin konvansiyonel PZR ve mikroskobiye gore
duyarhhk ve 6zgullugiinin saptanmasi planlanmak-
tadir.

Bu yontemin rutin diski incelemeleri igin kullanima
girmesiyle mikroskobik bakida gozden kacabilen s6z
konusu parazitlerin saptanabilmesi mimkiin olacak
ve bu sayede hastalara etkin tani ve tedavi verilmesi
saglandig gibi, toplum sagligina da katki saglanmis
olacaktir. Gelecekte bu li¢ parazite ek olarak
E. histolytica, D. fragilis ve Cyclospora cayetanensis’in
de optimize edilip bu protokole dahil edilmesi plan-
lanmaktadir. Bu gergeklestiginde, basta immun yet-
mezlikli hastalar olmak Uizere gastrointestinal sistem
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yakinmalari olan tim hastalara 6zel bir “Bagirsak
Parazitleri Paneli” gelistirilmis olacak ve bu sayede
laboratuvarlarda parazitolojik incelemede diski
orneklerine farkli yontemlerin kullanilmasindaki zor-
luklar nedeniyle ¢ok sayida parazitin tek bir moleku-
ler ydontemle saptanmasi mimkiin hale gelebilecek-
tir.
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