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Demonstration of Cryptosporidium parvam in Immune Suppressed Rats Using Nested PCR
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OZET

Amag: Bu calismada immun sistemi baskilanmig sicanlarin digki ve akciger 6rneklerinde Nested PZR ile Cryptosporidium parvum 18S small-
subunit rRNA geninin gdsterilmesi amaclanmistir. Bu gen bélgesi Cryptosporidium spp. icin 6zgln olup, insanlardaki rutin enfeksiyonun
tanisinda kullanilabilmektedir.

Yéntemler: Bu calismada Ug¢ grup (n=4) Rattus norvegicus tirl sican kullanilmistir. Birinci ve ikinci grup siganlarin immun sistemlerinin
baskilanmasi icin sirasiyla deri altindan ve agizdan 12 hafta boyunca deksametazon uygulanmistir. Kontrol grubuna herhangi bir ilag
uygulanmamistir. Immun sistemi baskilanmig ve kontrol grubu sicanlardan 12. hafta sonunda alinan akciger ve digski érneklerinde Nested
PZR ile C. parvum varligi arastirilmistir.

Bulgular: Agizdan deksametazon uygulanan grubun diski ve akciger éreklerinde C. parvum DNA'sI saptanmistir. Buna karsin deri altindan
deksametazon uygulanan sigan grubunun yalnizca diski érneklerinde C. parvum DNA'si saptanmistir. Kontrol grubu siganlarda herhangi bir
bant paterni saptanmamistir.

Sonug: Bu ¢calisma sicanlarda agizdan deksametazon uygulamasinin, deri altindan uygulamaya gére daha yaygin cryptosporidiosis olusumuna
sebep oldugunu gdstermistir. Ayrica immun sistemi baskilanmis hayvan veya insanlara ait digki ve solunum &rneklerinde 18S small-subunit
rRNA genine 6zgi Nested PZR testinin Cryptosporidium spp. tanisindaki etkinligi gésterilmistir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 165-8)

Anahtar Sézciikler: Cryptosporidium parvum, Nested PZR, tani, akciger, diskioji
Gelig Tarihi: 17.07.2012 Kabul Tarihi: 16.05.2013

ABSTRACT

Objective: In the present study, the aim is to demonstrate Cryptosporidium parvum 18S small-subunit rRNA gene, in lung and stool samples of
immune suppressed rats. This gene region is specific for Cryptosporidium spp. and thus can be used in humans for routine diagnostic procedures.
Methods: Three groups (n=4) of Rattus norvegicus rats were used. The first and second groups were administered dexamethasone,
subcutaneously and orally, respectively, for 12 weeks. Rats in the control group were not immune suppressed. Lung and stool specimens
were obtained from rats at the end of 12" week and examined for the presence of C. parvum DNA using Nested PCR.

Results: C. parvum DNA was demonstrated in lung and stool samples of rats which were immune suppressed by oral dexamethasone. On
the other hand, C. parvum DNA was demonstrated only in stool specimens of the rats which were immune suppressed by subcutaneous
dexamethasone. No band pattern was observed in the specimens of the control group.

Conclusion: The results of the study showed that oral dexamethasone administration was more efficient in generating disseminated cryptosporidiosis
in rats compared to subcutaneous dexamethasone administration. In addition, Nested PCR targeting 18S small-subunit rRNA gene can be used to
detect Cryptosporidium spp. in respiratory and stool specimens of animals and humans. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 165-8)
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GiRiS

Cryptosporidium turleri insanlarda, evcil hayvanlarda ve vahsi
omurgalilarda yaygin olarak saptanan parazitlerdir. Bu protozoo-
nun konak cesitliliginin fazla olmasi sebebiyle cryptosporidiosis
zoonotik bir hastalik olarak kabul edilmektedir (1). Bulag direkt
olarak enfekte kisilerle temas veya kontamine olmus yiyecek ve
iceceklerintlketilmesiyle gerceklesmektedir(2). Cryptosporidiosis
immun sistemi saglam bireylerde hafif diyareye sebep olurken,
immun sistemi baskilanmig hastalarda yasami tehdit eden sid-
detli diyare ve solunum sistemi enfeksiyonuna sebep olabilmek-

tedir (3).

GUnumuzde molekiler tani  tekniklerin  gelismesiyle
Cryptosporidium turlerinin arasindaki farkliliklar belirlenmis ve
bu sayede c¢esitli havyan tlrleri ile insanlar arasinda
Cryptosporidium spp. bulaginin oldugu gosterilmistir (4, 5).
Bugln icin 20'den fazla Cryptosporidium tiri tanimlanmis olup
insanlarda siklikla C. hominis ve C. parvum enfeksiyona neden
olmaktadir (6). C. parvum’un insan disinda birgok hayvan tiriinde
de enfeksiyona yol actigi bilindiginden zoonotik bir tir olarak
kabul edilmektedir (7).

insanlarda Cryptosporidium spp. tanisi diski, balgam ve safra
orneklerinde; mikroskopi, kiltdr, antijen arama, flow sitometri ve
nikleik asit saptama teknikleri kullanilarak konulmaktadir (7).
Genelde dzel boyama ydntemleri iceren mikroskobik tani ydontem-
leri yaygin olarak kullaniimakla beraber, salgin gibi durumlarda
enfeksiyon kaynaginin belirlenmesinde tir aynminin da yapilabil-
mesi icin molekiler yéntemler devreye girmektedir (8-10).
Cryptosporidium turlerinin molekdler tanisinda ve genotiplendir-
me calismalarinda siklikla polimorfik bir gen olan 18S small-subunit
rRNA (18S SS rRNA; 18 S kiiclk alt birim rRNA) bélgesi Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi ile arastinimaktadir (11, 12).

Bu calismada immun sistemi baskilanmig sicanlara ait digki ve
akciger orneklerinde Nested PZR ile C. parvum 18S small-
subunit rRNA geninin bir bdlgesinin gdsterilmesi amaclanmistir.

YONTEMLER

Bu calismada dncelikle kortikosteroid (deksametazon) uygulana-
rak sicanlarin immun sistemi baskilanmig, daha sonra alinan digki
ve akciger dokusu 6rneklerinde Nested PZR ile C. parvum DNA's|
arastinlmistir. Calismada olusturulan hayvan modeli icin Ege
Universitesi Etik Kurul onayi alinmistir (Onay No: 2011-206).

1. Kullanilan hayvanlar ve alinan &rnekler

Bu calismada kullanilan 2-3 aylik, 60-80 gr agirhdindaki Rattus
norvegicus tiiri erkek siganlar Ege Universitesi Deney Hayvanlari
Uretim merkezinden alinmis, ¢alisma boyunca standart sartlarda
bakilip beslenmistir. Bu calismada olusturulan immun sistemi
baskilanmis hayvan modeli daha énceden kullanilimigtir (13-16).
Arastirma sirasinda her biri 4 adet sican igeren 3 grup
olusturulmustur. Birinci gruba haftada iki kez derialtindan 1,5 mg
(3 mg/hafta) deksametazon, ikinci gruba ise agizdan 2 mg/It
deksametazon uygulanarak, sicanlarin  immun  sistemi
baskilanmistir. ikincil enfeksiyonu 6nlemek amaciyla, her iki
calisma grubuna da agizdan 500 mg/It tetrasiklin verilmistir.
Dérdincl haftadan sonra tetrasiklinin dozu 1000 mg/lt'ye
ylkseltilmis, bu uygulama 12 hafta boyunca slrdurilmustir.

Calismaya kontrol grubu olarak dahil edilen Gglinct grup
sicanlara ise herhangi bir ilag uygulanmamistir.

Siganlarin timdne 12. hafta sonunda &tenazi uygulanmis ve steril
sartlarda alinan akciger dokusu ve digki érnekleri etiketlenerek
DNA ekstraksiyonu uygulanan kadar -20°C’'de saklanmistir.

2. DNA ekstraksiyonu ve Nested PZR

Sicanlardan alinan akciger 6rneklerinin DNA  ekstraksiyonlari
QlAamp DNA mini kit, digki 6rneklerinin DNA ekstraksiyonu ise
Zymo Research Fecal DNA kit ile Uretici firmalarin protokoli kul-
lanilarak yapilmistir. Nested PZR ile C. parvum 18S small-subunit
rRNA genine 6zgl Nested PZR tarif edildigi gerceklestirilmistir
(11,12).

C. parvum’a ait 18S small-subunit rRNA geni (GENBANK No:
AB513879.1) 1656 baz ciftinden olugmaktadir. Nested PZR reak-
siyonunda 18S small-subunit rRNA geni icinde birincil Griin ola-
rak 1319 bp buyikliginde DNA parcasl
5'-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3' (forward primer, 21 nt) ve
5'-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3' (reverse primer, 20 nt) pri-
merleri kullanilarak izole edilmistir. kinci reaksiyonda birinci tiriin
icinde bulunan 834 bp buytkliginde DNA parcasi
5-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3' (forward primer, 22 nt)
ve 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3' (reverse primer,
26 nt) primerleri ile codaltilmistir.

Nested PZR reaksiyonunun ilk agsamasinda PZR karigimi (toplam
hacim 100 pl) 10x tampon, 6 mM MgCl, 200 nM dNTP
(Fermentas), her bir primerden 100 nM, 5 U Tag polimeraz
(Fermentas) ve 1 pL kalip DNA icermektedir. ikinci reaksiyon
karigsiminda ilk karisimdan 1 plL kalip DNA alinmis ve 3 mM MgCl,
kullanilmigtir. Calismada pozitif kontrol olarak, daha &énceden
PZR ile C. parvum DNA'sI saptanan drnek, negatif kontrol olarak
da distile su kullanilmigtir.

Nested PZR amplifikasyon reaksiyonu iki farkli PZR cihazinda
gerceklestirilmistir. Her iki basamakta da, 94°C'de 3 dk. denatu-
rasyon, 94°C'de 45 saniye, 55°C'de 45 saniye, 72°C'de 1 dk
olmak Gzere 35 dongl ve 72°C’'de 7 dk. son uzama basamagdi
uygulanmistir. Nested PZR reaksiyonundan elde edilen Grinler,
DNA merdiveni ve kontroller %2 agaroz jele yiklendikten sonra
elektroforez iglemine tabi tutulmustur. Jel elektroforezi sonrasi
agaroz jel, ethidium bromide ile boyanmis ve elde edilen bant
paternleri UV isikta gorintilenmistir.

BULGULAR

Agizdan ve derialtindan kortikosteroid uygulanan iki grup ve
kontrol grubu sicanlardan, 12. hafta sonunda alinan akciger ve
diski drneklerine DNA ekstraksiyonu uygulanmistir. Elde edilen
toplam 24 DNA ekstraksiyonu &rnegdine C. parvum 18S small-
subunit rRNA geni arastirilmasi amaciyla Nested PZR uygulan-
misti. Nested PZR ile derialtindan deksametazon uygulanan
sicanlann sadece diski érneklerinde C. parvum DNA'sI saptanir-
ken, akciger 6rneklerinde C. parvum DNA'sina gézlenmemistir
(Sekil 1, 2).

Nested PZR ile agizdan deksametazon uygulanan sicanlarin hem
digki, hem de akciger dérneklerinin tamaminda C. parvum DNA's)
saptanmistir (Sekil 1, 2). Kontrol grubu siganlarnindan alinan érnek-
lerin hicbirinde C. parvum DNA'sI gozlenmemistir (Sekil 1, 2).



Turkiye Parazitol Derg
2013; 37: 165-8

Can ve ark.
Sicanlarda C. parvum’un PZR ile Gosterilmesi 1 6 7

1 2 3 4

5 6 7 8 9 101 12131415 16

Sekil 1. On ikinci haftanin sonunda alinan diski &rneklerine
uygulanan C. parvum 18S small-subunit rRNA PZR sonucunda elde
edilen 825 bp Urlnler. Sttun (1) DNA merdiveni (Roche); sttunlar
(2-5): deri altindan deksametazon uygulanan grup; sttunlar (6-9):
adizdan deksametazon uygulanan grup; sttunlar (10-13): negatif
kontrol grubu; sttun (15): pozitif kontrol; stitun (16): negatif kontrol

TARTISMA

Cryptosporidium tirlerinin immun sistemi saglam kisilerde hafif
gastrointestinal semptomlara, immun sistemi baskilanmig hastalar-
da ise siddetli diyare ve solunum sistemi cryptosporidiosisine yol
acmasi, etkeni ciddi bir halk saglhgi sorunu getirmektedir (17, 18).

Cryptosporidium tirleri laboratuvar ortaminda in vitro olarak treti-
lebilmektedir fakat kisa yagam sureli olmalarn yaninda tretimin zor
ve maliyetli olmasi nedeniyle sik kullanilmamaktadir. In vivo yon-
temler ise in vitro kogullara gore, enfeksiyonun olugturulmasinin
daha kolay olmasi ve insanlardaki enfeksiyona benzer bir model
olusturulabildiginden dolayi daha sik tercih edilmektedir (19). In
vivo ¢aligmalarda 6ncelikle sicanlar tercih edilmekte ve immun sis-
temleri baskilandiginda, cryptosporidiosis gelismektedir. Bu hay-
van modeli ile parazit konak iliskisi, ila¢ calismalar, antijen Gretimi,
genotiplendirme ve tani calismalar yapilabilmektedir (13, 14, 20).

Bu ¢alismada immun baskilanmanin 12. haftasinda postmortem
olarak alinan akciger ve digki drneklerinde Nested PZR ile
C. parvum 18S small-subunit rRNA geni arastinlmistir. Elde edi-
len sonuclara gére agizdan ve derialtindan deksametazon uygu-
lanan batin sicanlann digki érneklerinde C. parvum DNA's) sap-
tanmis, akciger érneklerinde ise sadece adizdan deksametazon
uygulanan sicanlarda C. parvum DNA'sI gozlenmistir. Kontrol
grubu sigcanlarda ise akciger ve diski drneklerinde C. parvum
DNA'sI saptanmamistir. Bu sonuglara gére adizdan deksameta-
zon uygulamasinin sicanlarda yaygin respiratuvar cryptosporidio-
sis olusturma agisindan daha etkin oldugu saptanmistir.

Uner ve ark. (13) sicanlarin immun sistemlerini deksametazon ile
deri altindan baskilamis, ve 8. hafta sonunda postmortem olarak
bagirsak icerigini mikroskobik olarak incelenmiglerdir. Elde edi-
len sonuglara gére immun sistemi baskilanan sicanlarin %45'inde
Cryptosporidium spp. ookistleri saptamiglardir. Habib ve ark. (21)
sicanlarin immun sistemini baskilamak i¢in 8 hafta boyunca deri
altindan (haftada 2 kez) deksametazon uygulamiglar ve sonrasin-
da Cryptosporidium spp. ookistleri ile enfekte etmiglerdir. Elde
edilen sonuglara gére immun sistemi baskilanmis sigcanlarin
%81,3'Unln digkilarinda boyama ydntemleri ile Cryptosporidium
spp. ookistleri saptamislardir. immun sistemi baskilanmis insanla-
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Sekil 2. On ikinci haftanin sonunda alinan akciger 6rneklerine
uygulanan C. parvum 18S small-subunit rRNA PZR sonucunda elde
edilen 825 bp Urlnler. Sttun (1) DNA merdiveni (Roche); situnlar
(2-5): deri altindan deksametazon uygulanan grup; sttunlar (6-9):
adizdan deksametazon uygulanan grup; sttunlar (10-13): negatif
kontrol grubu; sttun (15): pozitif kontrol; stitun (16): negatif kontrol

rnda solunum yollan &rneklerinde Cryptosporidium tirlerinin
saptandidi cesitli calismalar yayinlanmigti. Meamar ve ark. (22)
tarafindan yapilan ¢alismada AIDS'li bir hastadan alinan digki ve
balgam &rneklerinde Nested PZR teknigi ile 18S small-subunit
rRNA geni arastirilmig, bu hastanin hem digki, hem de balgam
oérmeginde C. parvum bovine genotipi saptanmistir. Bir baska
calismada da HIV pozitif bir hastanin balgam 6rneginde boyama
ve PZR ydntemiyle C. hominis bulunmustur (18).

SONUC

Bu ¢alismada, sicanlarda agizdan deksametazon uygulamasinin,
deri altindan uygulamaya gére daha yaygin cryptosporidiosis
olusumuna sebep oldugunu gosterilmistir. Ayrica immun sistemi
baskilanmig hastalarda cryptosporidiosis tanisinda, digki drnekle-
ri yaninda solunum yolu érneklerinin de C. parvum varligi agisin-
dan incelenilmesi gerektigi ve tani ydntemi olarak da rutin olarak
uygulanan mikroskobik yéntemler yaninda yukardaki ¢alismalar-
da da belirtildigi gibi Nested PZR'nin kullaniimasinin faydali
olacagi sonucuna varilmistir.
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