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ÖZET: Bu çalışma, hastanelere ishal şikayeti ile başvuran 18 çocuk ve yine ishalli 27 buzağı dışkısı olmak üzere, toplam 45 örnek üze-
rinde yürütülmüştür. Toplanan örneklerin tümü carbol fuchsin boyama ve nested PCR yöntemleri ile Cryptosporidium spp. yönünden 
taranmıştır. Carbol fuchsin ile yapılan incelemelerde buzağı dışkılarının 3’ünde (%11,2), insan dışkılarının ise 1’inde (%5,6) olmak üze-
re, 45 örnekten toplam 4’ünde (%8,9) Cryptosporidium spp. ookistlerine rastlanmıştır. Nested PCR ile ise, buzağı dışkılarının 8’inde 
(%29,7), çocuk dışkılarının 1’inde (%5,6) olmak üzere toplam 9 (%20) örnekte Cryptosporidum spp spesifik amlifikasyonu gösteren 
bantlar elde edilmiştir. Sonuç olarak, nested PCR yöntemi ile karşılaştırmalı olarak değerlendirildiğinde, carbol fuchsin boyama yöntemi, 
her ne kadar tanı açısından özgül (%100) olsa da, duyarlılık açısından (%44) yetersiz kalmıştır. Yapılan çalışma, nested PCR yönteminin 
kuşkulu ishal olgularında, cryptosporidiosis etiyolojisisnin ortaya konması açısından, uygun bir yöntem olduğunu göstermiştir. 
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Detection of Cryptosporidium spp. in Feces with Nested PCR and Carbol Fuchsin Staining Method 
SUMMARY: This study was carried out on 45 stool specimens, consisting of 18 samples from children with diarrhea and 27 samples 
from diarrheic calves. Samples were screened by both carbol fuchsin staining and nested PCR for presence of Cryptosporidium spp. 
Using the carbol fuchsin staining method, we detected a total of 4 (8.9%) positive samples out of 45; of these 3 (%11,2) were from calf 
samples and 1 (5.6%) from a child. Nested PCR detected a total of 9 (20.0% positive samples out of 45 including 8 (29.7%) from calf sam-
ples and 1 (5.6%) from a child. Although the staining method revealed a 100% specificity, it was deficient in sensitivity (44.0%) compared to 
nested PCR. The study showed that nested PCR is an acceptable method for studying the etiology of doubtful diarrheal cases. 
Key Words: Cryptosporidiosis, nested PCR, carbol fuchsin, human, calves 
 

 

GİRİŞ
Cryptosporidiosis, Cryptosporidium soyuna bağlı parazit 
protozoonlarca oluşturulan, zoonotik bir enfeksiyondur. Tüm 
dünyada yaygın olarak gözlenen hastalık, memelileri, kanatlı-
ları, balıkları ve sürüngenleri de içine alan 200’ü aşkın hayvan 
türünde etkili olabilmektedir (2, 16). 
Hastalığa neden olan etkenler, Apikomplexa kökü, Sporozoa 
sınıfında yer alan Cryptosporidium soyuna bağlı protozoon-
lardır (9). Bu soyda, hastalığa neden olduğu düşünülen çeşitli 
sayıda türden söz edilse de, yapılan epidemiyolojik taramalar, 
zoonotik önemi ile dikkat çeken ve memelilerdeki başlıca tür 
olan Cryptosporidium parvum’un dünyada oldukça yaygın 
olduğunu göstermiştir (17).  

Cryptosporidium türleri, monoksen bir biyolojiye sahiptir ve 
bulaşmada fekal-oral yol esastır. Etkenin dışkı ile atılan formu 
ortalama 4-6 μm ebatlarında, yuvarlak-oval, içinde çıplak 4 
sporozoiti bulunan, atıldığı andan itibaren enfektif özellik 
taşıyan ve dış çevre faktörlerine oldukça dirençli olan 
ookistlerdir (17). Hastalıkta, etkilenen organa ve konağın 
immun sistemine bağlı olarak değişik tipte klinik tablo ile 
karşılaşabilmek mümkün olsa da, en yaygın bulgu bol ookist 
atılımı ile karakterize sulu, çoğunlukla mukus içeren, homojen 
fosforumsu sarı renkte ishaldir (2). 

Cryptosporidiosis’in laboratuvar tanısı dışkı muayenesine 
dayanmaktadır (2). Dışkının etken yönünden muayenesi ama-
cıyla boyama yöntemleri, serolojik testler veya PCR gibi mo-
leküler tanı teknikleri kullanılabilmektedir ki, rutin laboratuvar 
tanısında en sık kullanılan teknik, kolay ve kısa zamanda so-
nuç alınabilmesinden dolayı dışkı boyamadır (16). Bununla 
birlikte, Cryptosporidium türlerini klinik olgulardan, dışkı ile 
çok az miktarda ookist atan rezervuar konaklardan ve çevresel 
kaynaklardan izole etmek amacıyla PCR da yaygın olarak 
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kullanılmaya başlanmış (14, 18), hatta teşhiste kalite ve 
kantiteyi arttırmaya yönelik olarak pek çok yeni PCR teknikle-
ri ve bu tekniklerde kullanılmak üzere hazırlanmış primerler 
ortaya konmuştur (6, 11, 18). 

Bu çalışma, cryptosporidiosisin tanısında yaygın bir kullanıma 
sahip olan carbol fuchsin boyama tekniğinin ve belirgin üstün-
lüklere sahip olduğu kaydedilen nested PCR yönteminin, hasta-
lığın tanısındaki yerinin belirlenmesi ve karşılaştırmalı üstünlük-
lerinin kantitatif olarak ortaya konması amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma, hastanelere ishal şikayeti ile başvuran 18 çocuk ve 
yine ishal tablosuna sahip olan 27 buzağı dışkısı olmak üzere 
toplam 45 örnek üzerinde yürütülmüştür. İncelenen örneklerin 
seçilmesinde, cryptosporidiosis’i açısından yüksek risk taşıyan 
yaş grubu ve ishal tipi dikkate alınmış, böylelikle kullanılacak 
teşhis tekniklerini değerlendirmeyi sağlayacak düzeyde pozitif 
sonuçlara ulaşılması hedeflenmiştir. 

Carbol Fuchsin Boyama Yöntemi: Steril plastik kaplara 
alınarak laboratuvara getirilen dışkı örnekleri aynı miktarda 
%2’lik potasyumdikromat (KCr2O7) solüsyonu eklenerek iyice 
süspanse edilmiş ve +4 oC’de işlemler süresince muhafaza 
edilmiştir. Örneklerin tümü, oocyst varlığını ortaya koymak 
amacıyla öncelikle Heine (1982)’ın (5) carbol fuchsin boyama 
yöntemi kullanılarak incelenmiştir. Buna göre, eter-alkol karı-
şımında temizlenerek yağı giderilmiş lam üzerine, iyice karış-
tırılarak homejenize edilen dışkı örneklerinden pipet yardımı 
ile 50 µl alınmış ve aynı miktarda carbol fuchsin eklenerek bir 
lamelin kenarı ile ince bir dışkı frotisi hazırlanmıştır. Hazırla-
nan bu froti havada kurutulduktan hemen sonra küçük bir 
damla immersiyon yağı damlatılıp üzerine lamel kapatılarak 
mikroskop altında X40 büyütmede Cryptosporidium oocystleri 
yönünden taranmıştır. Mikroskopik bakıda, 20 sahada bulunan 
oocystler sayılarak ortalamaları alınmış ve her bir sahada gö-
rülen 20’den fazla oocyst (++++), 6-20 oocyst (+++), 1-5 
oocyst (++), 1’den az oocyst ise (+) olarak değerlendirilmiştir. 

Nested PCR Yöntemi: Bu aşamada, iyice homojenize edilen 
dışkı örneklerinin her birinden 200 μl alınmış ve QIAamp 
DNA Stool mini kit kullanarak DNA ekstraksiyonu gerçekleş-
tirilmiştir. Elde edilen DNA’lar PCR işleminde kullanılmak 
üzere -20oC’de muhafaza altına alınmışlardır. Nested PCR 
işlemi, Xiao ve ark. (20)’nın tarif ettiği yöntem ve primerler 
kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Çalışmada pozitif kontrol ola-
rak, Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Protozooloji 
Laboratuvarı’nda daha önce yapılan taramalarda Cryptosporidium 
yönünden pozitif olduğu ortaya konmuş numunelerden yararla-
nılmıştır. 

PCR’ın ilk aşamasında, Cryptosporidium türlerinin SSU 
rRNA kodlayan DNA bölgesinden 1,325bp uzunluğundaki 
DNA parçasını amplifiye eden CryptoF 5’-
TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’ ve CryptoR 5’-
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’ primerleri kullanılmış-

tır. Her reaksiyon, her primerden 200nM, her dNTP’den 0,2 
mM, 0,025 U Taq DNA polymerase, 6 mM MgCl2, 1x PCR 
buffer ve 1,5 µl örnek DNA’sı içeren 25 µl’lik hacimlerde 
yapılmıştır. Elde edilen reaksiyon ürünlerinin bir kısmı (1 µl) 
Nested PCR işlemine tabi tutulmuştur. 

Nested PCR aşamasında, bir önceki üründen yaklaşık 826-
864bp uzunluğunda parça çoğaltan CryptoNF 5’-
GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’ ve CryptoNR 
5’-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’ baz dizileri kulla-
nılmıştır. Reaksiyon bir önceki aşamada belirtilen şartlarda 
yapılmış, ancak örnek DNA miktarı 1 µl olarak tutulmuştur. 
Nested PCR işlemi sonucunda elde edilen reaksiyon ürünleri-
nin bir kısmı (15µl) sonuçları görüntülemek amacıyla jel 
elektroforezde yürütülmüş ve UVP Jel Dökümantasyon siste-
minde görüntülenmiştir. 

Reaksiyonlar ısıtıcı kapağı olan Biometra TGradient 
(Whatmann Biometra) PCR makinesinde yürütülmüştür. Ge-
rek birinci aşama, gerekse nested PCR, her biri 94 °C’de 45 
saniye, 55 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 1 dk olmak üzere, top-
lam 35 döngü olarak yapılmıştır. Her iki PCR işleminde de 
ilave olarak birinci döngü öncesi 94°C’de 5 dk. denaturasyon, 
son döngüyü takiben de 72 °C’de 10 dk. ekstensiyon aşaması 
uygulanmıştır. 

BULGULAR 

Carbol fuchsin boyama yöntemine göre taranan 27 buzağı 
dışkısından 3’ünde (%11,2), 18 çocuk dışkısının ise 1’inde 
(%5,6) olmak üzere, incelenen 45 numunenin toplam 4’ünde 
(%8,9) Cryptosporidium ookistlerine rastlanmıştır. Yapılan 
taramalarda Cryptosporidium ookistleri belli bir içyapı verme-
yen, parlak küresel yapılar şeklinde görülmüştür (Şekil 1). 
Pozitif çıkan dışkılarda gerçekleştirilen ookist sayımı sonu-
cunda, saha başına ortalama ookist sayısının her dört örnek 
için de 2-5 arasında olduğu görülmüş ve tamamı “++” olarak 
değerlendirilmiştir. 

 
Şekil 1. Carbol fuchsin boyama yönteminde görülen Cryptosporidium 

spp. ookistleri (x40). 

Nested PCR sonucunda, buzağı dışkılarının 8’inde (%29,7) ve 
çocuk dışkılarının ise 1’inde (%5,6) olmak üzere, toplam 9 
(%20) numuneden Cryptosporidum spp spesifik amlifikasyonu 
gösteren bantlar elde edilmiştir (Şekil 2). 



Cryptosporidium’un PCR ve boyama ile tanısı 

 307 

Carbol fuchsin boyamada pozitif çıkan örneklerin tamamı aynı 
zamanda nested PCR ile de pozitif bulunmuştur. Nested PCR 
ile carbol fuchsin boyama sonuçları arasındaki ilişki Tablo 
1’de gösterilmiştir. Sonuç olarak, nested PCR temel alındığın-
da, carbol fuchsin boyama yönteminin duyarlılığının %44 
(4/9) ve özgüllüğünün %100 (36/36) olduğu anlaşılmıştır. 

Tablo 1. Nested PCR ve carbol fuchsin yöntemlerinin ile elde edilen 
sonuçların karşılaştırılması. 

  Nested PCR 

  (+) (-) 
Toplam 

(+) 4 0 4 Carbol 
fuchsin (-) 5 36 41 

Toplam 9 36 45 

TARTIŞMA 

Önemi özellikle son yıllarda anlaşılmış olan cryptospo-
ridiosisi, enfekte insan veya hayvanlarda teşhis etmek amacıy-
la dışkı boyama, PCR, IFAT, ELISA, enfekte dokuların bi-
yopsisi gibi tekniklerden yararlanılabileceği bildirilmiştir (16). 
İlgili yöntemler için değişik materyaller kullanılabiliyor olsa 
da, yapılan çalışmalar hastalığın teşhisinde yararlanılabilecek 
en ideal yöntemin dışkı taraması olduğunu göstermiştir (3). 

Alınan taze dışkıların laboratuvarda direk incelenebildiği gibi, 
uygun koşullarda uzun süre de saklanabileceği, toplanan dışkı-
ların taze olarak veya %2,5’lik K2Cr2O7 gibi koruyucu solüs-
yonlar içerisinde, +4 oC’de uzun süre muhafaza edilebileceği 
ifade edilmiştir (2). Bu şartlarda tutulan ookistlerin 12 aydan 
uzun bir süre DNA ekstraksiyonu amacı ile kullanılabileceği 
ve K2Cr2O7 uygulamasının boyama yöntemlerini etkilemeye-
ceği bildirilmiştir (10, 12). Bu çalışmada, plastik kaplara alı-
nan dışkı örnekleri aynı miktarda %2,5’lik K2Cr2O7 solusyonu 
ile karıştırılarak +4 oC’de muhafaza edilmişlerdir. Özellikle 
pozitif örneklerde yapılan kontroller, ilgili uygulamanın, bildi-
rildiği gibi boyama ve PCR yöntemi açısından herhangi bir 
olumsuz etkiye sahip olmadığını göstermiştir. 

Toplanan dışkı örneklerinin doğrudan taze preparat hazırlaya-
rak X10, X40 objektiflerde incelenebileceği, ancak genel ola-
rak boyasız preparatlarda tanının zor olduğu belirtilmiştir (2). 
Carbol fuchsin boyama ile hazırlanan preparatlarda ise zemin 
kırmızı gözlenirken, ookistler şiddetli ışık kırıcı özellikte, 

düzgün duvarlı ve tam anlamıyla oval bir yapıda görüldükleri, 
elde edilen ortam renk kontrastının hızlı bir taramanın yapıla-
bilmesi için yetersiz kalabildiği ve bu tip negatif boyama tek-
niklerinde, her zaman için ookistlerin sporlar ile karışma riski-
nin söz konusu olduğu da vurgulanmıştır (15). Carbol fuchsin 
ile hazırlamış olduğumuz preparatlarda, Cryptosporidium ookist-
leri kırmızı zemin üzerinde, X10 büyütmede cidarı düzgün, iç 
yapısı seçilemeyen, küçük parlak, kürecikler şeklinde fark edilir-
ken, X40 büyütmede de yine etrafı koyu bir hale ile kuşatılmış 
parlak kürecikler şeklinde görülmüştür. Özellikle X100 büyütme-
de mikrovida ile yapılan oynamalarda ookistlerin içlerinde kırmı-
zı-pembe kontrast veren sporozoit yapıları fark edilmiş, söz konu-
su sporozoit kalıntılarının, carbol fuchsin boyama ile ookistleri, 
hiç bir şekilde iç yapı vermeyen mantar sporlarından ayırmada 
yardımcı olabileceği düşünülmüştür. 

Cryptosporidiosis’in teşhisinde kullanılan pek çok etkili bo-
yama tekniği söz konusu olsa da, ilgili tekniklerin rutin tanı 
laboratuvarlarında kullanımlarının yeterince pratik olmadığı 
bildirilmiştir (3). Bu noktada, kolay, pratik ve kısa sürede 
sonuç alınabilmesi ve belli bir deneyime sahip kişiler tarafın-
dan kolaylıkla tanının konulabilmesi açısından carbol fuchsin 
boyama tekniğinin avantaj sağlayabileceği vurgulanmış, ancak 
genel itibariyle bütün mikroskobik tanı yöntemlerinde geçerli 
olan, dışkı ile belli sayının altında etken atan kimi hastaların 
ve taşıyıcı olguların tespitinde düşük duyarlılığa sahip olabile-
ceği belirtilmiştir (4). Yapılan çalışmada carbol fuchsin boyama 
yapılarak taradığımız 45 dışkı örneğinden 4 (%8,9)’ünde değişik 
yoğunlukta etkene rastlanmıştır. Bu sonuçlar nested PCR ile karşı-
laştırıldığında, kullanılan boyama yönteminin %44 (4/9) oranında 
duyarlı olduğu görülmektedir. Her ne kadar bu oran basit bir bo-
yama tekniği için küçümsenmeyecek bir değer gibi görünse de, 
pozitif olguların tamamının ortaya konması konusunda nested 
PCR’a göre çok yetersiz kalmıştır. Diğer taraftan, nested PCR 
temel alındığında, carbol fuchsin boyamanın özgüllüğünün %100 
olması, bu boyama tekniğinin negatif olguları elimine etmede 
yeterince güvenilir olduğunu göstermektedir. 

Günümüzde, değişik çevresel kaynaklarda, hastalarda ve özel-
liklede diğer teknikler ile tespit edilmesi zor olan az ookist 
atılımı ile karakterize kimi hastalarda ve taşıyıcılarda etkeni 
tespit etmek amacı ile yaygın bir şekilde kullanılmaya başla-
yan PCR’ın, cryptosporidiosisin teşhisinde kullanılabilecek en 
etkili tekniklerden biri olduğu bildirilmiştir. Her ne kadar, 

 
Şekil 2. Nested PCR sonuçlarının gösterildiği jel görüntüsü  

(+K: Pozitif kontrol; -K: negatif Kontrol; 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9: Pozitif buzağı dışkıları; 4: Pozitif çocuk dışkısı; 10: negatif buzağı dışkılarından biri) 
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dışkıda Cryptosporidium türlerinin tespit edilmesinde tekniği 
kısıtlayıcı değişik etmenlerden söz edilmiş olsa da (1), günümüz-
de teknolojinin gelişmesi ve spesifik kitlerin ortaya çıkması sonu-
cunda bu tip olumsuz etkiler çok düşük seviyeye indirilebilmekte-
dir. Bu çalışmada DNA izolasyonu amacı ile özel olarak dışkıdan 
izolasyon için geliştirilmiş ve bu konuda en iyi sonuçları verdiği 
bildirilen QIAamp stool DNA mini kit (13) kullanılmıştır. Bu 
sayede, maksimum miktardaki DNA’nın elde edilmesi ve dışkı-
daki birçok inhibitörün ortadan kaldırılması sağlanmıştır. 

Çeşitli hayvan ve insan dışkı örneklerinde Cryprosporidium türle-
rinin varlığını kolayca göstermek amacı ile birçok PCR yöntemi 
geliştirilmiştir. Bunların çoğu, etkenin ya SSU rRNA’yı (11, 19), 
ya trombosit ile ilgili anonim proteini (TRAP) (11), ya da oocyst 
cidarı proteinini (Cryptosporidium oocyst wall protein, COWP) 
kodlayan gen bölgelerinin ortaya konmasına yönelik yöntemler-
dir. Bu yöntemlerden en duyarlı olanının Cryptosporidium türleri-
nin SS rDNA gen bölgesini ortaya koyan yöntem olduğu bildiril-
miştir (7). Bu çalışmada da, başka çalışmalarda (19, 20) duyarlılı-
ğı ve özgüllüğü kanıtlanmış Cryptosporidium SSU rDNA bölge-
sine yönelik primerlerden yararlanılmıştır. Sonuç olarak, istenme-
yen amplifikasyon ürünleri veya nonspesifik amplifikasyon soru-
nu ile karşılaşılmamıştır. 

Cryptosporidium türlerinin tespitinde PCR tekniğinin, boyama 
ve diğer pek çok tanı yöntemlerine göre çok daha duyarlı ol-
duğu bilinmektedir (8). Kötü koşullarda muhafaza edilmiş 
örneklerde etkenin tespit edilmesi konusunda oldukça önemli 
düzeylerde avantajlar sağlayan PCR tekniğinin (21), ELISA 
yöntemine göre 103-104 kat daha duyarlı olduğu (8) ve bu 
konumun aynı şekilde IFA için de geçerli sayılabileceği belir-
tilmiştir (14). Basit PCR ile amplifiye edilen DNA’ların, or-
tama yeniden eklenen daha spesifik bölgelere yönelik 
primerlerle tekrar amplifiye edilmesi esasına dayanan nested 
PCR tekniğinin, klasik tek aşamalı PCR tekniğine göre 4-5 kat 
daha duyarlı olduğu bildirilmiştir (7). Bu çalışmada, elde edi-
len carbol fuchsin boyama ve nested PCR yöntemleri karşılaş-
tırıldığında, nested PCR’ın olguları ortaya koymada çok daha 
duyarlı olduğu gözlenmiştir. 

Sonuç olarak, yapılan bu çalışma ile cryptosporidiosisin gerek 
çocuk dışkısından gerekse de buzağı dışkısından teşhis edilmesi 
amacıyla pratik olarak carbol fuchsin boyama yönteminden yarar-
lanılabileceği, ancak nested PCR yönteminin çok daha etkili so-
nuçlar verebildiği ve bu yöntemin, rutin laboratuar tanısında kul-
lanılan bazı diğer tekniklerin hastalığın teşhisindeki yetisini belir-
lemek açısından kriter olarak kullanılabileceği anlaşılmıştır. 
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