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OZET: Bu calisma, hastanelere ishal sikayeti ile basvuran 18 gocuk ve yine ishalli 27 buzag: diskis1 olmak iizere, toplam 45 Srnek iize-
rinde ylriitilmiistiir. Toplanan 6rneklerin tiimii carbol fuchsin boyama ve nested PCR yoéntemleri ile Cryptosporidium spp. yoniinden
taranmugtir. Carbol fuchsin ile yapilan incelemelerde buzag: digkilarmnin 3’iinde (%11,2), insan diskilarinin ise 1’inde (%5,6) olmak iize-
re, 45 ornekten toplam 4’tinde (%8,9) Cryptosporidium spp. ookistlerine rastlanmistir. Nested PCR ile ise, buzag: diskilarinin 8’inde
(%29,7), ¢ocuk diskilarmm 1’inde (%5,6) olmak iizere toplam 9 (%20) ornekte Cryptosporidum spp spesifik amlifikasyonu gosteren
bantlar elde edilmistir. Sonug olarak, nested PCR yontemi ile karsilastirmali olarak degerlendirildiginde, carbol fuchsin boyama yontemi,
her ne kadar tan1 agisindan 6zgiil (%100) olsa da, duyarlilik agisindan (%44) yetersiz kalmistir. Yapilan g¢alisma, nested PCR yonteminin
kuskulu ishal olgularinda, cryptosporidiosis etiyolojisisnin ortaya konmasi ag¢isindan, uygun bir yontem oldugunu gostermistir.
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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.
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GIRIS

Cryptosporidiosis, Cryptosporidium soyuna bagli parazit  Cryptosporidium tiirleri, monoksen bir biyolojiye sahiptir ve

protozoonlarca olusturulan, zoonotik bir enfeksiyondur. Tiim
diinyada yaygin olarak gozlenen hastalik, memelileri, kanatli-
lar1, baliklar1 ve siirlingenleri de icine alan 200’1 askin hayvan
tiirtinde etkili olabilmektedir (2, 16).

Hastaliga neden olan etkenler, Apikomplexa kokii, Sporozoa
simifinda yer alan Cryptosporidium soyuna bagli protozoon-
lardir (9). Bu soyda, hastaliga neden oldugu diisiiniilen ¢esitli
saylda tiirden soz edilse de, yapilan epidemiyolojik taramalar,
zoonotik 6nemi ile dikkat ¢eken ve memelilerdeki baslica tiir
olan Cryptosporidium parvum’un diinyada oldukca yaygin
oldugunu gostermistir (17).
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bulagmada fekal-oral yol esastir. Etkenin disk: ile atilan formu
ortalama 4-6 pm ebatlarinda, yuvarlak-oval, icinde ¢iplak 4
sporozoiti bulunan, atildifi andan itibaren enfektif 6zellik
tagiyan ve dis cevre faktorlerine oldukga direngli olan
ookistlerdir (17). Hastalikta, etkilenen organa ve konagin
immun sistemine bagli olarak degisik tipte klinik tablo ile
karsilagabilmek miimkiin olsa da, en yaygin bulgu bol ookist
atilimu ile karakterize sulu, ¢gogunlukla mukus i¢eren, homojen
fosforumsu sar1 renkte ishaldir (2).

Cryptosporidiosis’in laboratuvar tanist disgki muayenesine
dayanmaktadir (2). Disgkinin etken yoniinden muayenesi ama-
cryla boyama yontemleri, serolojik testler veya PCR gibi mo-
lekiiler tan1 teknikleri kullanilabilmektedir ki, rutin laboratuvar
tanisinda en sik kullanilan teknik, kolay ve kisa zamanda so-
nu¢ almabilmesinden dolayr diski boyamadir (16). Bununla
birlikte, Cryptosporidium tiirlerini klinik olgulardan, digki ile
¢ok az miktarda ookist atan rezervuar konaklardan ve gevresel
kaynaklardan izole etmek amaciyla PCR da yaygin olarak
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kullamlmaya baslannus (14, 18), hatta teshiste kalite ve
kantiteyi arttirmaya yonelik olarak pek ¢cok yeni PCR teknikle-
i ve bu tekniklerde kullanilmak iizere hazirlanmis primerler
ortaya konmustur (6, 11, 18).

Bu calisma, cryptosporidiosisin tanisinda yaygin bir kullanima
sahip olan carbol fuchsin boyama tekniginin ve belirgin {istiin-
likklere sahip oldugu kaydedilen nested PCR yonteminin, hasta-
I1gin tamisindaki yerinin belirlenmesi ve karsilastirmali iistiinliik-
lerinin kantitatif olarak ortaya konmasi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma, hastanelere ishal sikayeti ile bagvuran 18 ¢ocuk ve
yine ishal tablosuna sahip olan 27 buzag: digkis1 olmak iizere
toplam 45 drnek iizerinde yiiriitiilmiistiir. Incelenen 6rneklerin
secilmesinde, cryptosporidiosis’i a¢isindan yiiksek risk tasiyan
yas grubu ve ishal tipi dikkate alinmig, boylelikle kullanilacak
teshis tekniklerini degerlendirmeyi saglayacak diizeyde pozitif
sonuglara ulagilmasi hedeflenmistir.

Carbol Fuchsin Boyama Yoéntemi: Steril plastik kaplara
alinarak laboratuvara getirilen disk1 6rnekleri ayni miktarda
%2’lik potasyumdikromat (KCr,05) soliisyonu eklenerek iyice
stispanse edilmis ve +4 °C’de islemler siiresince muhafaza
edilmistir. Orneklerin tiimii, oocyst varligim ortaya koymak
amactyla oncelikle Heine (1982)’1n (5) carbol fuchsin boyama
yontemi kullanilarak incelenmistir. Buna gore, eter-alkol kari-
siminda temizlenerek yag1 giderilmis lam iizerine, iyice karis-
tirilarak homejenize edilen digki 6rneklerinden pipet yardimi
ile 50 pl alinmis ve ayn1 miktarda carbol fuchsin eklenerek bir
lamelin kenari ile ince bir diski frotisi hazirlanmistir. Hazirla-
nan bu froti havada kurutulduktan hemen sonra kiigiik bir
damla immersiyon yag1 damlatilip iizerine lamel kapatilarak
mikroskop altinda X40 biiyiitmede Cryptosporidium oocystleri
yoniinden taranmistir. Mikroskopik bakida, 20 sahada bulunan
oocystler sayilarak ortalamalar1 alinmis ve her bir sahada go-
rillen 20’den fazla oocyst (++++), 6-20 oocyst (+++), 1-5
oocyst (++), 1’den az oocyst ise (+) olarak degerlendirilmistir.

Nested PCR Yoéntemi: Bu asamada, iyice homojenize edilen
diski Orneklerinin her birinden 200 pl alinmis ve QIAamp
DNA Stool mini kit kullanarak DNA ekstraksiyonu gercekles-
tirilmistir. Elde edilen DNA’lar PCR isleminde kullanilmak
tizere -20°C’de muhafaza altina alinmiglardir. Nested PCR
islemi, Xiao ve ark. (20)’nin tarif ettigi yontem ve primerler
kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada pozitif kontrol ola-
rak, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Protozooloji
Laboratuvari’nda daha &nce yapilan taramalarda Cryptosporidium
yoniinden pozitif oldugu ortaya konmus numunelerden yararla-
nilmstir.

PCR’mn ilk asamasinda, Cryptosporidium tiirlerinin SSU
rRNA kodlayan DNA bolgesinden 1,325bp uzunlugundaki
DNA  pargasini amplifiye eden  CryptoF 5’-
TTCTAGAGCTAATACATGCG-3* ve  CryptoR  5’-
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’ primerleri kullanilmis-
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tir. Her reaksiyon, her primerden 200nM, her dNTP’den 0,2
mM, 0,025 U Taq DNA polymerase, 6 mM MgCl,, 1x PCR
buffer ve 1,5 pl 6rnek DNA’s1 igeren 25 ul’lik hacimlerde
yapilmistir. Elde edilen reaksiyon tiriinlerinin bir kismi (1 pl)
Nested PCR islemine tabi tutulmugtur.

Nested PCR agamasinda, bir onceki iiriinden yaklasik 826-
864bp uzunlugunda parca ¢ogaltan CryptoNF 5°-
GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3" ve CryptoNR
5’-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’ baz dizileri kulla-
nilmistir. Reaksiyon bir 6nceki asamada belirtilen sartlarda
yapilmis, ancak 6rnek DNA miktar1 1 pl olarak tutulmustur.
Nested PCR islemi sonucunda elde edilen reaksiyon iirtinleri-
nin bir kismu (15ul) sonuglart goriintiilemek amaciyla jel
elektroforezde yiiriitiilmiis ve UVP Jel Dokiimantasyon siste-
minde goriintiilenmistir.

Reaksiyonlar 1sitict  kapagi olan Biometra TGradient
(Whatmann Biometra) PCR makinesinde yiiriitiilmiistiir. Ge-
rek birinci agama, gerekse nested PCR, her biri 94 °C’de 45
saniye, 55 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 1 dk olmak {izere, top-
lam 35 dongii olarak yapilmistir. Her iki PCR isleminde de
ilave olarak birinci dongii 6ncesi 94°C’de 5 dk. denaturasyon,
son dongiiyii takiben de 72 °C’de 10 dk. ekstensiyon agamasi
uygulanmustir.

BULGULAR

Carbol fuchsin boyama yOntemine gore taranan 27 buzagi
diskisindan 3’iinde (%11,2), 18 ¢ocuk digkisinin ise 1’inde
(%5,6) olmak iizere, incelenen 45 numunenin toplam 4’iinde
(%8.,9) Cryptosporidium ookistlerine rastlanmigtir. Yapilan
taramalarda Cryptosporidium ookistleri belli bir igyap1 verme-
yen, parlak kiiresel yapilar seklinde goriilmiistiir (Sekil 1).
Pozitif ¢ikan diskilarda gergeklestirilen ookist sayimi sonu-
cunda, saha basina ortalama ookist sayisimn her dort 6rnek
igin de 2-5 arasinda oldugu goriilmiis ve tamami “++” olarak
degerlendirilmistir.

Sekil 1. Carbol fuchsin boyama yonteminde goriilen Cryptosporidium
spp. ookistleri (x40).

Nested PCR sonucunda, buzagi diskilarinin 8’inde (%29,7) ve
¢ocuk diskilarmin ise 1’inde (%5,6) olmak iizere, toplam 9
(%20) numuneden Cryptosporidum spp spesifik amlifikasyonu
gosteren bantlar elde edilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Nested PCR sonuglarinin gosterildigi jel goriintiisi
(+K: Pozitif kontrol; -K: negatif Kontrol; 1,2, 3,5, 6, 7, 8, 9: Pozitif buzag: diskilari; 4: Pozitif gocuk diskisi; 10: negatif buzag diskilarindan biri)

Carbol fuchsin boyamada pozitif ¢ikan 6rneklerin tamami ayni
zamanda nested PCR ile de pozitif bulunmustur. Nested PCR
ile carbol fuchsin boyama sonuglar1 arasindaki iliski Tablo
1’de gosterilmistir. Sonug olarak, nested PCR temel alindigin-
da, carbol fuchsin boyama yonteminin duyarlilifinin %44
(4/9) ve dzgilliigiiniin %100 (36/36) oldugu anlasilmustir.

Tablo 1. Nested PCR ve carbol fuchsin yontemlerinin ile elde edilen
sonuglarin karsilagtirilmasi.

Nested PCR
Toplam
) )
Carbol - 4 0 4
fuchsin O 5 36 41
Toplam 9 36 45
TARTISMA

Onemi o&zellikle son yillarda anlasiimis olan cryptospo-
ridiosisi, enfekte insan veya hayvanlarda teshis etmek amacty-
la digki boyama, PCR, IFAT, ELISA, enfekte dokularin bi-
yopsisi gibi tekniklerden yararlanilabilecegi bildirilmistir (16).
Tlgili yontemler igin degisik materyaller kullanilabiliyor olsa
da, yapilan ¢aligmalar hastaligin teshisinde yararlanilabilecek
en ideal yontemin digki taramasi oldugunu gostermistir (3).

Alnan taze diskilarin laboratuvarda direk incelenebildigi gibi,
uygun kosullarda uzun siire de saklanabilecegi, toplanan digki-
larin taze olarak veya %2,5’lik K,Cr,0; gibi koruyucu soliis-
yonlar igerisinde, +4 °C’de uzun siire muhafaza edilebilecegi
ifade edilmistir (2). Bu sartlarda tutulan ookistlerin 12 aydan
uzun bir siire DNA ekstraksiyonu amaci ile kullanilabilecegi
ve K,Cr,0; uygulamasimn boyama yontemlerini etkilemeye-
cegi bildirilmistir (10, 12). Bu ¢aligmada, plastik kaplara ali-
nan digki 6rnekleri ayn1 miktarda %2,5’lik K,Cr,0; solusyonu
ile karistirilarak +4 °C’de muhafaza edilmislerdir. Ozellikle
pozitif 6rneklerde yapilan kontroller, ilgili uygulamanin, bildi-
rildigi gibi boyama ve PCR yontemi agisindan herhangi bir
olumsuz etkiye sahip olmadigini gdstermistir.

Toplanan digk: drneklerinin dogrudan taze preparat hazirlaya-
rak X10, X40 objektiflerde incelenebilecegi, ancak genel ola-
rak boyasiz preparatlarda taninin zor oldugu belirtilmistir (2).
Carbol fuchsin boyama ile hazirlanan preparatlarda ise zemin
kirmizi gozlenirken, ookistler siddetli 151k kirici 6zellikte,

diizgiin duvarl1 ve tam anlamryla oval bir yapida goriildiikleri,
elde edilen ortam renk kontrastinin hizli bir taramanin yapila-
bilmesi i¢in yetersiz kalabildigi ve bu tip negatif boyama tek-
niklerinde, her zaman i¢in ookistlerin sporlar ile karigma riski-
nin s6z konusu oldugu da vurgulanmistir (15). Carbol fuchsin
ile hazirlamig oldugumuz preparatlarda, Cryptosporidium ookist-
leri kirmizi zemin iizerinde, X10 biiyiitmede cidar1 diizgiin, i¢
yapist secilemeyen, kiiglik parlak, kiirecikler seklinde fark edilir-
ken, X40 biiylitmede de yine etrafi koyu bir hale ile kusatilmig
parlak kiirecikler seklinde goriilmiistiir. Ozellikle X100 biiyiitme-
de mikrovida ile yapilan oynamalarda ookistlerin iglerinde kirmi-
z1-pembe kontrast veren sporozoit yapilari fark edilmis, s6z konu-
su sporozoit kalmtilarin, carbol fuchsin boyama ile ookistleri,
hi¢ bir sekilde i¢ yapt vermeyen mantar sporlarindan ayirmada
yardimei olabilecegi diisiintilmiistiir.

Cryptosporidiosis’in teshisinde kullanilan pek ¢ok etkili bo-
yama teknigi s6z konusu olsa da, ilgili tekniklerin rutin tani
laboratuvarlarinda kullanimlarinin yeterince pratik olmadigi
bildirilmistir (3). Bu noktada, kolay, pratik ve kisa siirede
sonu¢ alinabilmesi ve belli bir deneyime sahip kisiler tarafin-
dan kolaylikla taninin konulabilmesi agisindan carbol fuchsin
boyama tekniginin avantaj saglayabilecegi vurgulanmis, ancak
genel itibariyle biitiin mikroskobik tam yontemlerinde gegerli
olan, diski ile belli sayinin altinda etken atan kimi hastalarin
ve tastyict olgularin tespitinde diisiik duyarliliga sahip olabile-
cegi belirtilmistir (4). Yapilan ¢alismada carbol fuchsin boyama
yapilarak taradiginmiz 45 diski drneginden 4 (%8,9)’tinde degisik
yogunlukta etkene rastlanmustir. Bu sonuglar nested PCR ile kargi-
lagtirildiginda, kullamlan boyama yonteminin %44 (4/9) oraninda
duyarli oldugu goriilmektedir. Her ne kadar bu oran basit bir bo-
yama teknigi i¢in kiiglimsenmeyecek bir deger gibi goriinse de,
pozitif olgularin tamaminin ortaya konmast konusunda nested
PCR’a gore ¢ok yetersiz kalmustir. Diger taraftan, nested PCR
temel alindiginda, carbol fuchsin boyamann &zgiilliigiiniin %100
olmasi, bu boyama tekniginin negatif olgulari elimine etmede
yeterince giivenilir oldugunu gostermektedir.

Gilinlimiizde, degisik ¢evresel kaynaklarda, hastalarda ve 6zel-
liklede diger teknikler ile tespit edilmesi zor olan az ookist
atilim ile karakterize kimi hastalarda ve tastyicilarda etkeni
tespit etmek amaci ile yaygin bir sekilde kullanilmaya basla-
yan PCR’1n, cryptosporidiosisin teshisinde kullanilabilecek en
etkili tekniklerden biri oldugu bildirilmistir. Her ne kadar,
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diskida Cryptosporidium tiirlerinin tespit edilmesinde teknigi
kisitlayici degisik etmenlerden s6z edilmis olsa da (1), gliniimiiz-
de teknolojinin gelismesi ve spesifik kitlerin ortaya ¢ikmasi sonu-
cunda bu tip olumsuz etkiler ¢ok diisiik seviyeye indirilebilmekte-
dir. Bu ¢aligmada DNA izolasyonu amaci ile 6zel olarak digkidan
izolasyon igin gelistirilmis ve bu konuda en iyi sonuglar verdigi
bildirilen QIAamp stool DNA mini kit (13) kullanilmistir. Bu
sayede, maksimum miktardaki DNA’nin elde edilmesi ve diski-
daki bir¢ok inhibitoriin ortadan kaldirilmasi saglanmustir.

Cesitli hayvan ve insan diski 6rneklerinde Cryprosporidium tiirle-
rinin varhigini kolayca gostermek amact ile bircok PCR yontemi
gelistirilmistir. Bunlarin ¢ogu, etkenin ya SSU rRNA’y1 (11, 19),
ya trombosit ile ilgili anonim proteini (TRAP) (11), ya da oocyst
cidart proteinini (Cryptosporidium oocyst wall protein, COWP)
kodlayan gen bélgelerinin ortaya konmasina yonelik yontemler-
dir. Bu yontemlerden en duyarli olanimin Cryptosporidium tiirleri-
nin SS rDNA gen bdlgesini ortaya koyan yontem oldugu bildiril-
mistir (7). Bu ¢aligmada da, baska ¢alismalarda (19, 20) duyarlili-
81 ve ozgiilligii kanitlanmus Cryptosporidium SSU rDNA bolge-
sine yonelik primerlerden yararlanilmustir. Sonug olarak, istenme-
yen amplifikasyon {iriinleri veya nonspesifik amplifikasyon soru-
nu ile kargilagilmamustr.

Cryptosporidium tiirlerinin tespitinde PCR tekniginin, boyama
ve diger pek cok tam yontemlerine gore ¢ok daha duyarl ol-
dugu bilinmektedir (8). Kotii kosullarda muhafaza edilmis
orneklerde etkenin tespit edilmesi konusunda olduk¢a 6nemli
diizeylerde avantajlar saglayan PCR tekniginin (21), ELISA
yontemine gore 10°-10* kat daha duyarli oldugu (8) ve bu
konumun ayni sekilde IFA icin de gecerli sayilabilecegi belir-
tilmistir (14). Basit PCR ile amplifiye edilen DNA’larin, or-
tama yeniden eklenen daha spesifik bdlgelere yonelik
primerlerle tekrar amplifiye edilmesi esasina dayanan nested
PCR tekniginin, klasik tek asamali PCR teknigine gére 4-5 kat
daha duyarli oldugu bildirilmistir (7). Bu ¢alismada, elde edi-
len carbol fuchsin boyama ve nested PCR yontemleri karsilag-
tirildiginda, nested PCR’1n olgular1 ortaya koymada ¢ok daha
duyarlt oldugu gozlenmistir.

Sonug olarak, yapilan bu ¢aligma ile cryptosporidiosisin gerek
cocuk diskisindan gerekse de buzagi diskisindan teshis edilmesi
amactyla pratik olarak carbol fuchsin boyama yonteminden yarar-
lanilabilecegi, ancak nested PCR yonteminin ¢ok daha etkili so-
nuglar verebildigi ve bu yoéntemin, rutin laboratuar tanisinda kul-
lanilan baz1 diger tekniklerin hastaligin teshisindeki yetisini belir-
lemek agisindan kriter olarak kullanilabilecegi anlagilmistir.
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