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Blastocystis sp. Subtip 3 Small-subunit Ribozomal Geninin Klonlanmasi
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OZET

Amag: Blastocystis'in farkli alttipleri veya genetik varyasyonlarinin farkli klinik semptomlara sebep oldugu veya asemptomatik seyrettigi
dustintlmektedir. Bu calismada Blastocystis'in SSUrDNA gen kisminin klonlanmasi amaclanmistir.

Yéntemler: Calismada Blastocystis sp. ile enfekte bir hastanin diskisindan DNA izole edilmistir. SSUrDNA genomik kisminin ¢ogaltilmasi
icin Blastocystis spesifik primerler kullanilmigtir. Cogaltilan DNA parcasi plazmid spesifik primerler kullanilarak bir plazmid igine klonlanarak
sekanslanmistir. Elde edilen DNA dizisi BLAST ile analiz edildi ve MEGA yazilimi kullanilarak filogenetik agag olusturulmustur.

Bulgular: Calismamizda elde edilen Blastocystis izolatinin subtip 3 oldugu tespit edilmistir.

Sonug: Klonlanan ve sekanslanan hedef genomik bélgesinin filogenetik analiz calismalarinda kullanilabilecedi distintlmektedir.

(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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GiRiS

Blastocystis, insan ve diger bir¢cok vertebrali canlinin alt gastroin-
testinal sisteminde yerlesebilen anaerobik, tek hiicreli, dkaryotik
bir parazittir. insan digki érneklerinde mantar diginda en sik rast-
lanan &karyotik organizmadir (1-4). Tim dlnyada yaygin olarak
bulunan bu parazitin insan digki érneklerindeki prevalansi, gelis-
mis Ulkelerde %7-20, gelismekte olan Ulkelerdeki ise %30-60
oraninda degismektedir (5-9).

Hayat déngustinde bazi tartismalarnn bulundugu Blastocystis'in
kesin olmamakla birlikte genel olarak fekal-oral yol ve kontamine
sularin icilmesiyle bulastigi kabul edilmektedir. Patojen olup
olmadigi tartismasi devam eden Blastocystis'in sebep oldugu
hastalik blastocystosis olarak isimlendirilmektedir (10).
Blastocystosis, ishal, karin agrisi, bulanti, kusma, siskinlik, kabizlik
ve ciltte kizariklik gibi semptomlar gdstermesinin yani sira tama-
men asemptomatik de olabilmektedir.

Ayrica 1996 yilinda yapilan gen sekanslarinin analizi sonucu
Stramenofiles grubuna ait oldugu bildirilmistir (11, 12). Parazitin
farkli semptomlara sebep olmasinin temelinde, genetik varyas-
yonlarin ve farkl alt tiplerin rol oynadidi duslnilmektedir. Bu
nedenle semptom ve parazit alt tipleri arasindaki iligki bir ¢cok
calismada ayrintili olarak incelenmistir (13-19). GUnUmUze kadar
insan ve hayvanlardan izole edilen parazitin small-subunit ribozo-
mal DNA (SSU rDNA)'sina gore 14 farkli alt tipe aynldigi gosteril-
mistir (20-22). Bu alt tiplerden en yaygini alt tip 3'tir (3).

Gunumizde gen klonlamasi calismalarn; gen izolasyonu, gen
bankalarinin olusturulmasi, genlerin glvenlik altina alinarak onla-
rin yapi ve fonksiyonlari Gzerinde aragtirmalar yapilmasi, klonla-
nan genlerin Uzerinde mutasyonlar yapilarak fonksiyonel bélge-
lerin belirlenmesi, DNA dizi analizlerinin kolaylastirnimasi, DNA
astlarinin gelistirilmesi ve rekombinant proteinlerin ekspresyonu
gibi amaclarla yapilmaktadir (23).

Bu ¢alismada, Kayseri'de bir hastadan elde edilen Blastocystis
sp.’nin SSUrDNA geninin klonlanmasi ve klonlanan genom bdl-
gesinin sekanslanarak filogenetik analizi amaclanmstir.

YONTEMLER

Parazit

Caligma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe Hastanesi
Gastroenteroloji bolimiine ishal sikayetiyle bagvuran 70 yasinda bir
kadin hastadan alinan digki 6rnedi ile yapilmigtir. Nativ, ligol yon-
temi ve formol-eter-konsantrasyon teknigi (FEKT) kullanilarak ince-
lenen drnekte Blastocystis sp. tespit edilmistir (24). Digki rnedi,
DNA izolasyonu yapilana kadar -20°C’'de saklanmustir.

DNA izolasyonu

-20°C'de saklanan digki drnegi ¢éziinmesi beklenmeden bistiri
ile kesilerek 200mg olacak sekilde tartildiktan sonra DNA izolas-
yonu, QlAamp stool kit (QIAGEN, ABD) prosediirline gore yapil-
mistir. Elde edilen DNA &rnekleri PZR icin -20°C'de saklanmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu'da (PZR), 1800 baz ¢iftlik SSU-rDNA
geninin 602 baz ciftlik boélimini c¢ogaltan RD5
(5'-ATCTGGTTGATCCTGCCAGT-3') ve BhRDr (5'-GAGCTTTTT-
AACTGCAACAACG-3') primerleri kullanilmistir (14).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin 5X Master mix (SolisBioDyne
FIREPol, Estonia), son konsantrasyonu 10 ug/ml Genomik DNA
ve 0.5 pM RD5 ve BhRDr primerlerinden olugan toplam 25 uL'lik
kanisim hazirlanmig ve 94°C de 5 dk’lik 6n isitma ile baslayan
sirastyla 94°C denatirasyon, 59°C baglanma, 72°C uzamadan
olusan 35 déngu sonrasi 72°C'de 10 dak’lik son uzama ile biten
PZR programi kullanilmistir. PZR sonrasi Griin, %1.5'luk agaroz
jelde yuratildu ve Gel Logic 212 Pro Jel gorintileme cihaziyla
(Carestream, ABD) goruntilenmistir.

Klonlama

Polimeraz Zincir Reaksiyonu trindnin klonlanmasinda CloneJET
PZR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir. Klonlama
reaksiyonu icin; 2X reaksiyon buffer, 1 uL DNA blunting enzim ve
PZR Griiniinden son konsantrasyonu 0.15 pmol olacak sekilde 18
uL'lik karigim hazirlanmigtir. Karigim vortekslenip santrifij edildik-
ten sonra 70°C'de 5 dk inklbe edilerek buzlu suya konulmustur.
Uzerine son konsantrasyonda 150 ng pJET1.2/blunt Cloning
Vector ve 5'i T4 DNA Ligaz eklenip 20 plye tamamlanmistir.
Karigim 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 5 pl'si transfor-
masyon i¢in kullaniimistir.

5 pllik ligasyon Griind buzlu suda bekletilen 100 pL JM109 E. coli
kompetan hicrelerine (Promega, ABD) eklendi ve 30 dk inkiibe
edilmistir. Karigim sirasiyla 42°C'de 1 dk ve buzlu suda 1 dk bek-
letildikten sonra Gzerine 250 pL ampisilinli LB besi yeri eklenmis-
tir. 37°C'de sallayici lizerinde 1.5 saat inkibe edilen transformas-
yon karigimi LB kati besiyerine ekilerek bir gece inkiibe edilmistir.

Klonlamanin PZR Tarama ile Dogrulanmasi

Lurie-Bertani (LB) kati besiyerinde olusan kolonilerin rekombi-
nant plazmiti icerip icermedigini tespit etmek icin PZR tarama
yapilmistir. PZR i¢in her biri 5 pL Master mix (SolisBioDyne
FIREPol, Estonia), birer uL RD5 ve BhRDr (20 pmol) primerleri ve
kati besiyerinde Ureyen kolonilerden steril kirdanla alinan érnek-
ler karigima bulastirlarak toplam 25 pl'lik karigimlar hazirlanmustir.
Yukarida belirtilen PZR programi kullanildiktan sonra PZR Grind
%1.5'luk agaroz jelde yiritilip gorintilenmistir.

Klonlamanin Miniprep ile Dogrulanmasi

Rekombinant plazmitin Uretilen kompetan hicrelerde varligini
dogrulamak i¢in Miniprep yapilmistir. Miniprep isleminde High
Pure Plazmid Isolation Kit (Roche Applied Science, Almanya)
kullanilmistir. Miniprep yapilmak UGzere LB kati besiyerinden,
Ampisilin’li LB sivi besiyerlerine ekim yapilarak 37°C’'de sallayici
lizerinde bir gece inkiibe edilmistir. Ureme gézlenen sivi besiye-
rinden alinan 5 mLlik 6rnek 6000g’'de 1 dk santriflj edildikten
sonra Ust sivisi dokilip plazmit izolasyonu igin kit prosediri
takip edilmistir. Elde edilen rekombinant plazmit pJET-
BISSUrDNA olarak isimlendirilmis ve 5 pLsi alinarak agaroz jelde
yUrGtdlmstar.

Klonlamanin Restriksiyon Enzim Kesimi ile Dogrulanmasi
Saflagtinlan rekombinant plazmitler, restriksiyon enzimleri ile
kesilerek klonlanan genin varligi arastirlmigtir. Enzim kesimi igin
Bglll ve Dral enzimleri kullanilmistir.

Bglll (Promega, ABD) uriini pJET1.2/blunt Klonlama Vektori'ni
2 yerden kesmektedir. Uriin bilgilerine uygun olarak 20 ul'lik
karigim hazirlanarak 37°C’de bir saat inkibe edilmistir.
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Dral (Fermantas, ABD) Grini pJET1.2/blunt Klonlama Vektori'nt 7
yerden kesmektedir. Uriin bilgilerine uygun olarak 20 ul'lik kangim
hazirlanarak 37°C'de bir gece inkiibe edilmistir. inkiibe edilen riin-
ler agaroz jelde yuritilerek klonlanan genin varligi incelenmistir.

Klonlamanin DNA Dizi Analizi ile Dogrulanmasi

DNA dizi analizi i¢in 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) kullanilmistir. Sonuglar otomatik DNA dizi ana-
liz cihazi (ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer, ABD)'nda analiz
edilmistir. Elde edilen DNA dizisi ve GenBANK'daki Blastocystis
sp. DNA dizilerinin Biyoteknoloji Bilgi Ulusal Merkezi (NCBI)'nde
BLAST analizi yapilmistir. Elde edilen DNA dizisi GENBANK'a
JX448397 numara ile kayit edilmistir.

Filogenetik Analiz
Filogenetik analiz icin MEGA 5.0 programi kullanilmigtir (25). Bunun
icin elde edilen DNA dizisi ve GENBANK'ta depolanmig subtipler
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Sekil 1. SSUrDNA PZR Grintniin jel elektroforezde gérinima.
M-100 bp'lik marker (SolisBioDyne), 1- Blastocystis sp. 602 b¢'lik
SSUrDNA 2- Negatif kontrol

MEGA 5.0 programina girilmis ve bu programla neighbor-joining
(NJ) metodu kullanilarak Filogenetik aga¢ olusturulmustur.
Filogenetik analizde Blastocystis sp. disinda standart olarak; bir kam-
cil olan Preteromonas lacertae (GENBANK no. U37108) kullanilmig-
tir. Bootstrap degeri olarak ise 1000 replikasyon kabul edilmistir.

BULGULAR

Blastocystis sp. tespit edilen 70 yasindaki kadin hastanin digki
ornegdinden Blastocystis sp. DNAsI QlAamp stool kit (QIAGEN,
ABD) prosediriine uygun olarak izole edildi. 602 baz ciftlik PZR
UriinG agaroz jelde yuritilerek gérintilendi (Sekil 1).

Elde edilen 602 b¢'lik DNA érnegi CloneJET PZR Clonning Kit
(Thermo Scientific, USA) kullanilarak pJET1.2/blunt Klonlama
Vektérine yerlestirildi. Ligasyon Grinid JM109 kompetan hicre-
lere transforme edildi. Bir gece inkibasyon sonrasi olusan kolo-
niler tespit edildi (Sekil 2).

PZR-Tarama ile kolonilerin rekombinant plazmidi icerdigi goste-
rildi (Sekil 3). Rekombinant plazmit varligi tespit edilen iki koloni-
den miniprep yapilarak rekombinant plazmit saflastinldi ve PZR

Sekil 3. Kolonilerin rekombinant plazmit varliginin PZR-Tarama
ile dogrulanmasi. M-100 bp'lik marker (SolisBioDyne), 1, 2, 4 ve
7- PZR-Tarama sonucu negatif drnekler, 3, 5, 6 ve 8- PZR-Tarama
ariind 602 b¢'lik SSUrDNA'lk pozitif drnekler
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Tablo 1. pJET 1.2 vektorine klonlanan Blastocystis spp. SSUrDNA'sinin DNA dizisi
1 atctggttga tcctgecagt agtcatacgc tcgtctcaaa gattaagcca tgcatgtgta
61 agtataaata gttaactttg aaactgcgaa tggctcatta tatcagttat agtttatttg
121 atgaagaata ctaattggat aaccgtagta attctagagc taatacatgt ataaagtctt
181 gtagactgca tttattagaa tgaaaaccat aggtttcggce ctattcgtga gtaataataa
241 ctaatcatat cgtatgctta tgtaacgatg tgtctttcaa gtttctgeec 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 agtctggtgce
541 cagcagccgce ggtaattcca gctccaatag cgtatattaa cgttgttgca gttaaaaagc
601 tc

Sekil 4. Rekombinant plazmit DNAsI ve PZR sonucu. M-100
bp'lik marker (SolisBioDyne), 2, 5- miniprep sonucu kolonilerden
saflagtinlan rekombinant plazmit DNA'lar, 1, 4- saflagtinlan
rekombinant plazmit kaynakli 602 b¢'lik PZR Grind, 3- negatif
kontrol

ile klonlanan geni icerdigi gosterildi (Sekil 4). Saflastinlan rekom-
binant plazmitler, Bglll ve Dral restriksiyon enzimleri ile kesildi ve
klonlanan genin varligi dogrulandi (Sekil 5). Ayrica rekombinant
plazmit, DNA dizi analizi yapilarak, klonlanan genin DNA dizisi
ortaya cikanldi (Tablo 1). DNA dizi analizi MEGA 5 programina
girilerek filogenetik ada¢ olusturulan izolatin subtip 3 oldugu
tespit edildi (Sekil 6).

TARTISMA

Blastocystis sp. ile enfeksiyon etkeni olarak sik¢a karsilagiimakta-
dir (26). Blastocystis sp. tipleri ile vakalarin semptomatik ya da

Sekil 5. Saflastinlan rekombinant plazmitlerin restriksiyon
enzimleri ile kesimi. M-100 bp'lik marker (SolisBioDyne), 1-
kesilmemis rekombinant plazmit, 2- Bglll restriksiyon enzimi ile
kesim sonucu, 3- negatif kontrol, 4- Dral restriksiyon enzimi ile
kesim sonucu

asemptomatik olusu arasinda ve ayrica semptomatik vakalardaki
semptomlarla tipler arasindaki iligkiler incelenmistir (27). Ayrica
insan ve hayvanlardan elde edilen Blastocystis sp.’lerin incelen-
mesiyle de transmisyon aydinlatilmaya ¢alisilmistir (28). Bitin bu
calismalarda Blastocystis sp.’ler tiplendirilerek sorulara cevap
aranmisti. Bu nedenle calismada elde edilen izolat RD5 ve
BhRDr primerlerinin ¢cogalttigi gen ile tiplendirilmistir. Turkiye'de
elde edilen Blastocystis sp. izolatlari PZR ile molekiler olarak alt
tiplendirilmis, ayrica patolojik ve epidemiyolojik bulgular ortaya
konmustur. Bu ¢alismalara gére alt tip 3 en yaygin olarak tespit
edilmistir. Ayrica bir ¢calismada asemptomatik hastalarla alt tip 2
arasinda iliski bulunmus iken diger bir calismada ise semptoma-
tik hastalarin timinde alt tip 1 tespit edilmistir (29-32).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu trinlerinin DNA dizi analiz ¢aligma-
larinda ¢ogu zaman primerlerin baglanma bdlgesi ve yakini iste-
nen sekilde okunamamaktadir. Bunun icin PZR Grinlerinin klon-
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& FUB66858 Bir hastadan elde edilen Blastocystis sp. izolatindan PZR ile
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Sekil 6. Referans Blastocystis sp. tipleri ile karsilagtinlarak
olusturulan filogenetik agag. JX448397: Bu calismada insandan
elde edilen izolat. Blastocystis sp. disinda standart: Preteromonas
lacertae (GENBANK no. U37108), Bootstrap degeri: 1000
replikasyon

lanma sonrasi DNA dizi analizleri plazmit spesifik primerlerle
yapilmaktadir. Bu ¢alismada Blastocystis'in SSUrDNA geni pJET
1.2 plazmidine klonlanmig ve vektdr spesifik primerlerle DNA dizi
analizi yapilmistir.

Boylece gen klonlanmasiyla daha kesin bir DNA dizi analiz sonu-
cu elde etmenin yani sira plazmit DNA kitiphanesi de olusturul-
mus olmaktadir. Ayrica klonlanan Griin sonraki kantitatif caligma-
larda standart olarak kullanilabilmesi énemli bir avantaj sagla-
maktadir. Yapilan bir calismada farkli tirlerden izole edilen
Blastocystis spp. genomik DNA'lar kullanilarak SSUrRNA geni
PZR ile ¢ogaltiimis ve her bir PZR Grini plazmite klonlanarak
sekanslanmistir. Elde edilen sekanslar ile filogenetik analiz ger-
ceklestirilmistir (33). Bu calismada da ayni sekilde PZR ile cogal-
tilan Griin, pJET 1.2 plazmitine klonlanma sekanlanmis ve filoge-
netik analiz yapilmistir. Ayrica klonlanan bu sekans, olusturulacak
DNA kutiphanesinde saklanarak tlkemizde ve diinyada ileride
yapilacak calismalara kaynak teskil edebilecektir.
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