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ÖZET

Amaç: Blastocystis’in farklı alttipleri veya genetik varyasyonlarının farklı klinik semptomlara sebep olduğu veya asemptomatik seyrettiği 
düşünülmektedir. Bu çalışmada Blastocystis’in SSUrDNA gen kısmının klonlanması amaçlanmıştır.
Yöntemler: Çalışmada Blastocystis sp. ile enfekte bir hastanın dışkısından DNA izole edilmiştir. SSUrDNA genomik kısmının çoğaltılması 
için Blastocystis spesifik primerler kullanılmıştır. Çoğaltılan DNA parçası plazmid spesifik primerler kullanılarak bir plazmid içine klonlanarak 
sekanslanmıştır. Elde edilen DNA dizisi BLAST ile analiz edildi ve MEGA yazılımı kullanılarak filogenetik ağaç oluşturulmuştur.
Bulgular: Çalışmamızda elde edilen Blastocystis izolatının subtip 3 olduğu tespit edilmiştir.
Sonuç: Klonlanan ve sekanslanan hedef genomik bölgesinin filogenetik analiz çalışmalarında kullanılabileceği düşünülmektedir.
(Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 13-8)
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ABSTRACT 

Objective: Different sub-types or genetic variations of Blastocystis sp. are thought to play a role in the differential symptoms caused by the 
parasite or asymptomatic cases. In this study, it was aimed to clone a fragment of SSUrDNA gene of Blastocystis from a patient in order to 
define its phylogenetic subtype.
Methods: In this study, DNA isolation from the stool of a Blastocystis infected patient was performed. Blastocystis specific primers were 
used to amplify a SSUrDNA genomic fragment. The amplified DNA fragment was cloned into a plasmid and sequenced using plasmid 
specific primers. The obtained DNA sequence was analyzed using BLAST and a phylogenetic tree was constructed using the software 
MEGA.
Results: It was found that the Blastocystis isolate in our study is subtype 3.
Conclusion: Cloning and sequencing of the target genomic region is suggested for phylogenetic analysis studies.
(Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 13-8)
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GİRİŞ 

Blastocystis, insan ve diğer birçok vertebralı canlının alt gastroin-
testinal sisteminde yerleşebilen anaerobik, tek hücreli, ökaryotik 
bir parazittir. İnsan dışkı örneklerinde mantar dışında en sık rast-
lanan ökaryotik organizmadır (1-4). Tüm dünyada yaygın olarak 
bulunan bu parazitin insan dışkı örneklerindeki prevalansı, geliş-
miş ülkelerde %7-20, gelişmekte olan ülkelerdeki ise %30-60 
oranında değişmektedir (5-9).

Hayat döngüsünde bazı tartışmaların bulunduğu Blastocystis’in 
kesin olmamakla birlikte genel olarak fekal-oral yol ve kontamine 
suların içilmesiyle bulaştığı kabul edilmektedir. Patojen olup 
olmadığı tartışması devam eden Blastocystis’in sebep olduğu 
hastalık blastocystosis olarak isimlendirilmektedir (10). 
Blastocystosis, ishal, karın ağrısı, bulantı, kusma, şişkinlik, kabızlık 
ve ciltte kızarıklık gibi semptomlar göstermesinin yanı sıra tama-
men asemptomatik de olabilmektedir. 

Ayrıca 1996 yılında yapılan gen sekanslarının analizi sonucu 
Stramenofiles grubuna ait olduğu bildirilmiştir (11, 12). Parazitin 
farklı semptomlara sebep olmasının temelinde, genetik varyas-
yonların ve farklı alt tiplerin rol oynadığı düşünülmektedir. Bu 
nedenle semptom ve parazit alt tipleri arasındaki ilişki bir çok 
çalışmada ayrıntılı olarak incelenmiştir (13-19). Günümüze kadar 
insan ve hayvanlardan izole edilen parazitin small-subunit ribozo-
mal DNA (SSU rDNA)’sına göre 14 farklı alt tipe ayrıldığı gösteril-
miştir (20-22). Bu alt tiplerden en yaygını alt tip 3’tür (3).

Günümüzde gen klonlaması çalışmaları; gen izolasyonu, gen 
bankalarının oluşturulması, genlerin güvenlik altına alınarak onla-
rın yapı ve fonksiyonları üzerinde araştırmalar yapılması, klonla-
nan genlerin üzerinde mutasyonlar yapılarak fonksiyonel bölge-
lerin belirlenmesi, DNA dizi analizlerinin kolaylaştırılması, DNA 
aşılarının geliştirilmesi ve rekombinant proteinlerin ekspresyonu 
gibi amaçlarla yapılmaktadır (23).

Bu çalışmada, Kayseri’de bir hastadan elde edilen Blastocystis 
sp.’nin SSUrDNA geninin klonlanması ve klonlanan genom böl-
gesinin sekanslanarak filogenetik analizi amaçlanmıştır.

YÖNTEMLER

Parazit
Çalışma, Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Gevher Nesibe Hastanesi 
Gastroenteroloji bölümüne ishal şikâyetiyle başvuran 70 yaşında bir 
kadın hastadan alınan dışkı örneği ile yapılmıştır. Nativ, lügol yön-
temi ve formol-eter-konsantrasyon tekniği (FEKT) kullanılarak ince-
lenen örnekte Blastocystis sp. tespit edilmiştir (24). Dışkı örneği, 
DNA izolasyonu yapılana kadar -20oC’de saklanmıştır.

DNA İzolasyonu
-20oC’de saklanan dışkı örneği çözünmesi beklenmeden bistüri 
ile kesilerek 200mg olacak şekilde tartıldıktan sonra DNA izolas-
yonu, QIAamp stool kit (QIAGEN, ABD) prosedürüne göre yapıl-
mıştır. Elde edilen DNA örnekleri PZR için -20oC’de saklanmıştır.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu 
Polimeraz Zincir Reaksiyonu’da (PZR), 1800 baz çiftlik SSU-rDNA 
geninin 602 baz çiftlik bölümünü çoğaltan RD5 
(5’-ATCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’) ve BhRDr (5’-GAGCTTTTT- 
AACTGCAACAACG-3’) primerleri kullanılmıştır (14).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu için 5X Master mix (SolisBioDyne 
FIREPol, Estonia), son konsantrasyonu 10 µg/ml Genomik DNA 
ve 0.5 µM RD5 ve BhRDr primerlerinden oluşan toplam 25 µL’lik 
karışım hazırlanmış ve 94oC de 5 dk’lık ön ısıtma ile başlayan 
sırasıyla 94oC denatürasyon, 59oC bağlanma, 72oC uzamadan 
oluşan 35 döngü sonrası 72oC’de 10 dak’lık son uzama ile biten 
PZR programı kullanılmıştır. PZR sonrası ürün, %1.5’luk agaroz 
jelde yürütüldü ve Gel Logic 212 Pro Jel görüntüleme cihazıyla 
(Carestream, ABD) görüntülenmiştir.

Klonlama
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ürününün klonlanmasında CloneJET 
PZR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanılmıştır. Klonlama 
reaksiyonu için; 2X reaksiyon buffer, 1 µL DNA blunting enzim ve 
PZR ürününden son konsantrasyonu 0.15 pmol olacak şekilde 18 
µL’lik karışım hazırlanmıştır. Karışım vortekslenip santrifüj edildik-
ten sonra 70oC’de 5 dk inkübe edilerek buzlu suya konulmuştur. 
Üzerine son konsantrasyonda 150 ng pJET1.2/blunt Cloning 
Vector ve 5’i T4 DNA Ligaz eklenip 20 µL’ye tamamlanmıştır. 
Karışım 5 dk oda sıcaklığında bekletildikten sonra 5 µl’si transfor-
masyon için kullanılmıştır.

5 µL’lik ligasyon ürünü buzlu suda bekletilen 100 µL JM109 E. coli 
kompetan hücrelerine (Promega, ABD) eklendi ve 30 dk inkübe 
edilmiştir. Karışım sırasıyla 42oC’de 1 dk ve buzlu suda 1 dk bek-
letildikten sonra üzerine 250 µL ampisilinli LB besi yeri eklenmiş-
tir. 37oC’de sallayıcı üzerinde 1.5 saat inkübe edilen transformas-
yon karışımı LB katı besiyerine ekilerek bir gece inkübe edilmiştir.

Klonlamanın PZR Tarama ile Doğrulanması
Lurie-Bertani (LB) katı besiyerinde oluşan kolonilerin rekombi-
nant plazmiti içerip içermediğini tespit etmek için PZR tarama 
yapılmıştır. PZR için her biri 5 µL Master mix (SolisBioDyne 
FIREPol, Estonia), birer µL RD5 ve BhRDr (20 pmol) primerleri ve 
katı besiyerinde üreyen kolonilerden steril kürdanla alınan örnek-
ler karışıma bulaştırılarak toplam 25 µL’lik karışımlar hazırlanmıştır. 
Yukarıda belirtilen PZR programı kullanıldıktan sonra PZR ürünü 
%1.5’luk agaroz jelde yürütülüp görüntülenmiştir.

Klonlamanın Miniprep ile Doğrulanması
Rekombinant plazmitin üretilen kompetan hücrelerde varlığını 
doğrulamak için Miniprep yapılmıştır. Miniprep işleminde High 
Pure Plazmid Isolation Kit (Roche Applied Science, Almanya) 
kullanılmıştır. Miniprep yapılmak üzere LB katı besiyerinden, 
Ampisilin’li LB sıvı besiyerlerine ekim yapılarak 37oC’de sallayıcı 
üzerinde bir gece inkübe edilmiştir. Üreme gözlenen sıvı besiye-
rinden alınan 5 mL’lik örnek 6000g’de 1 dk santrifüj edildikten 
sonra üst sıvısı dökülüp plazmit izolasyonu için kit prosedürü 
takip edilmiştir. Elde edilen rekombinant plazmit pJET-
BlSSUrDNA olarak isimlendirilmiş ve 5 µL’si alınarak agaroz jelde 
yürütülmüştür. 

Klonlamanın Restriksiyon Enzim Kesimi ile Doğrulanması
Saflaştırılan rekombinant plazmitler, restriksiyon enzimleri ile 
kesilerek klonlanan genin varlığı araştırılmıştır. Enzim kesimi için 
BgIII ve DraI enzimleri kullanılmıştır.

BgIII (Promega, ABD) ürünü pJET1.2/blunt Klonlama Vektörü’nü 
2 yerden kesmektedir. Ürün bilgilerine uygun olarak 20 µL’lik 
karışım hazırlanarak 37oC’de bir saat inkübe edilmiştir.
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DraI (Fermantas, ABD) ürünü pJET1.2/blunt Klonlama Vektörü’nü 7 
yerden kesmektedir. Ürün bilgilerine uygun olarak 20 µL’lik karışım 
hazırlanarak 37oC’de bir gece inkübe edilmiştir. İnkübe edilen ürün-
ler agaroz jelde yürütülerek klonlanan genin varlığı incelenmiştir.

Klonlamanın DNA Dizi Analizi ile Doğrulanması
DNA dizi analizi için pJET1.2 Forward Sequencing Primer, 
(5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’), pJET1.2 Reverse 
Sequencing Primer, (5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’) 
primerleri ve Bigdye Cycle Sequencing kit v 3.1 (Applied 
Biosystems, ABD) kullanılmıştır. Sonuçlar otomatik DNA dizi ana-
liz cihazı (ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer, ABD)’nda analiz 
edilmiştir. Elde edilen DNA dizisi ve GenBANK’daki Blastocystis 
sp. DNA dizilerinin Biyoteknoloji Bilgi Ulusal Merkezi (NCBI)’nde 
BLAST analizi yapılmıştır. Elde edilen DNA dizisi GENBANK’a 
JX448397 numara ile kayıt edilmiştir.

Filogenetik Analiz
Filogenetik analiz için MEGA 5.0 programı kullanılmıştır (25). Bunun 
için elde edilen DNA dizisi ve GENBANK’ta depolanmış subtipler 

MEGA 5.0 programına girilmiş ve bu programla neighbor-joining 
(NJ) metodu kullanılarak Filogenetik ağaç oluşturulmuştur. 
Filogenetik analizde Blastocystis sp. dışında standart olarak; bir kam-
çılı olan Preteromonas lacertae (GENBANK no. U37108) kullanılmış-
tır. Bootstrap değeri olarak ise 1000 replikasyon kabul edilmiştir.

BULGULAR

Blastocystis sp. tespit edilen 70 yaşındaki kadın hastanın dışkı 
örneğinden Blastocystis sp. DNAsı QIAamp stool kit (QIAGEN, 
ABD) prosedürüne uygun olarak izole edildi. 602 baz çiftlik PZR 
ürünü agaroz jelde yürütülerek görüntülendi (Şekil 1).

Elde edilen 602 bç’lik DNA örneği CloneJET PZR Clonning Kit 
(Thermo Scientific, USA) kullanılarak pJET1.2/blunt Klonlama 
Vektörüne yerleştirildi. Ligasyon ürünü JM109 kompetan hücre-
lere transforme edildi. Bir gece inkübasyon sonrası oluşan kolo-
niler tespit edildi (Şekil 2).

PZR-Tarama ile kolonilerin rekombinant plazmidi içerdiği göste-
rildi (Şekil 3). Rekombinant plazmit varlığı tespit edilen iki koloni-
den miniprep yapılarak rekombinant plazmit saflaştırıldı ve PZR 
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Şekil 1. SSUrDNA PZR ürününün jel elektroforezde görünümü. 
M-100 bp’lik marker (SolisBioDyne), 1- Blastocystis sp. 602 bç’lik 
SSUrDNA 2- Negatif kontrol

Şekil 2. Transformasyon sonrası oluşan koloniler

Şekil 3. Kolonilerin rekombinant plazmit varlığının PZR-Tarama 
ile doğrulanması. M-100 bp’lik marker (SolisBioDyne), 1, 2, 4 ve 
7- PZR-Tarama sonucu negatif örnekler, 3, 5, 6 ve 8- PZR-Tarama 
ürünü 602 bç’lik SSUrDNA’lik pozitif örnekler



ile klonlanan geni içerdiği gösterildi (Şekil 4). Saflaştırılan rekom-
binant plazmitler, BgIII  ve DraI restriksiyon enzimleri ile kesildi ve 
klonlanan genin varlığı doğrulandı (Şekil 5). Ayrıca rekombinant 
plazmit, DNA dizi analizi yapılarak, klonlanan genin DNA dizisi 
ortaya çıkarıldı (Tablo 1). DNA dizi analizi MEGA 5 programına 
girilerek filogenetik ağaç oluşturulan izolatın subtip 3 olduğu 
tespit edildi (Şekil 6). 

TARTIŞMA

Blastocystis sp. ile enfeksiyon etkeni olarak sıkça karşılaşılmakta-
dır (26). Blastocystis sp. tipleri ile vakaların semptomatik ya da 

asemptomatik oluşu arasında ve ayrıca semptomatik vakalardaki 
semptomlarla tipler arasındaki ilişkiler incelenmiştir (27). Ayrıca 
insan ve hayvanlardan elde edilen Blastocystis sp.’lerin incelen-
mesiyle de transmisyon aydınlatılmaya çalışılmıştır (28). Bütün bu 
çalışmalarda Blastocystis sp.’ler tiplendirilerek sorulara cevap 
aranmıştır. Bu nedenle çalışmada elde edilen izolat RD5 ve 
BhRDr primerlerinin çoğalttığı gen ile tiplendirilmiştir. Türkiye’de 
elde edilen Blastocystis sp. izolatları PZR ile moleküler olarak alt 
tiplendirilmiş, ayrıca patolojik ve epidemiyolojik bulgular ortaya 
konmuştur. Bu çalışmalara göre alt tip 3 en yaygın olarak tespit 
edilmiştir. Ayrıca bir çalışmada asemptomatik hastalarla alt tip 2 
arasında ilişki bulunmuş iken diğer bir çalışmada ise semptoma-
tik hastaların tümünde alt tip 1 tespit edilmiştir (29-32).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ürünlerinin DNA dizi analiz çalışma-
larında çoğu zaman primerlerin bağlanma bölgesi ve yakını iste-
nen şekilde okunamamaktadır. Bunun için PZR ürünlerinin klon-
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Şekil 4. Rekombinant plazmit DNA’sı ve PZR sonucu. M-100 
bp’lik marker (SolisBioDyne), 2, 5- miniprep sonucu kolonilerden 
saflaştırılan rekombinant plazmit DNA’ları, 1, 4- saflaştırılan 
rekombinant plazmit kaynaklı 602 bç’lik PZR ürünü, 3- negatif 
kontrol

1 atctggttga tcctgccagt agtcatacgc tcgtctcaaa gattaagcca tgcatgtgta

61 agtataaata gttaactttg aaactgcgaa tggctcatta tatcagttat agtttatttg

121 atgaagaata ctaattggat aaccgtagta attctagagc taatacatgt ataaagtctt

181 gtagactgca tttattagaa tgaaaaccat aggtttcggc ctattcgtga gtaataataa

241 ctaatcatat cgtatgctta tgtaacgatg tgtctttcaa gtttctgccc tatcagcttt

301 cgatggtagt gtattggact accatggcag taacgggtaa cgaagaattt gggttcgatt

361 tcggagaggg agcctgagag atggctacca catccaagga aggcagcagg cgcgtaaatt

421 acccaatcct gacacaggga ggtagtgaca ataaatcaca atgcggaaca atgttttgca

481 attggattga gaacaacgta caaaccttat cgataaacaa ttggagggca agtctggtgc

541 cagcagccgc ggtaattcca gctccaatag cgtatattaa cgttgttgca gttaaaaagc

601 tc

Tablo 1. pJET 1.2 vektörüne klonlanan Blastocystis spp. SSUrDNA’sının DNA dizisi

Şekil 5. Saflaştırılan rekombinant plazmitlerin restriksiyon 
enzimleri ile kesimi. M-100 bp’lik marker (SolisBioDyne), 1- 
kesilmemiş rekombinant plazmit, 2- BgIII restriksiyon enzimi ile 
kesim sonucu, 3- negatif kontrol, 4- DraI restriksiyon enzimi ile 
kesim sonucu



lanma sonrası DNA dizi analizleri plazmit spesifik primerlerle 
yapılmaktadır. Bu çalışmada Blastocystis’in SSUrDNA geni pJET 
1.2 plazmidine klonlanmış ve vektör spesifik primerlerle DNA dizi 
analizi yapılmıştır.

Böylece gen klonlanmasıyla daha kesin bir DNA dizi analiz sonu-
cu elde etmenin yanı sıra plazmit DNA kütüphanesi de oluşturul-
muş olmaktadır. Ayrıca klonlanan ürün sonraki kantitatif çalışma-
larda standart olarak kullanılabilmesi önemli bir avantaj sağla-
maktadır. Yapılan bir çalışmada farklı türlerden izole edilen 
Blastocystis spp. genomik DNA’ları kullanılarak SSUrRNA geni 
PZR ile çoğaltılmış ve her bir PZR ürünü plazmite klonlanarak 
sekanslanmıştır. Elde edilen sekanslar ile filogenetik analiz ger-
çekleştirilmiştir (33). Bu çalışmada da aynı şekilde PZR ile çoğal-
tılan ürün, pJET 1.2 plazmitine klonlanma sekanlanmış ve filoge-
netik analiz yapılmıştır. Ayrıca klonlanan bu sekans, oluşturulacak 
DNA kütüphanesinde saklanarak ülkemizde ve dünyada ileride 
yapılacak çalışmalara kaynak teşkil edebilecektir.

SONUÇ

Bir hastadan elde edilen Blastocystis sp. izolatından PZR ile 
SSUrDNA geni çoğaltılmış ve pJET 1.2 plazmidine Türkiye’de ilk 
kez bu çalışma ile klonlanmıştır. DNA dizi analiz sonucu filogene-
tik analizi yapılarak Blastocystis sp. subtip 3 olduğu tespit edil-
miştir. Bu çalışma sonrasında tiplendirme çalışmaları için kullanı-
lacak PZR ürünlerinin DNA dizi analizlerinde gen spesifik primer-
lerden ziyade genin klonlanarak plazmit spesifik primerlerle DNA 
dizi analizi yapılabileceği gösterilmiştir. 
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