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Taze ve Formaldehitle Saklanmis Disk1 Orneklerinde
Cryptosporidiosisin Molekiiler Tanis1
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Ulus Salih AKARCA?, M Ziya ALKAN'

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, 'Parazitoloji Anabilim Dali, *Gastroenteroloji Bilim Dali, izmir, Tiirkiye

OZET: insanlarda diyareye neden olabilen cryptosporidiosisin tanisinda genellikle asit-fast boyama teknigi kullanilmaktadir. Ancak bu
yontemle bazi Cryptosporidium spp. ookistleri boyanmayip “hayalet benzeri” yapilar olusturmakta ve degerlendirme deneyimli uzman-
larca yapilabilmektedir. Son yillarda tan1 ve genotiplendirmede yaygin olarak kullanilan PCR teknigi, yiiksek sensitivitesiyle geleneksel
yontemlere alternatif olusturmaktadir. Cryptosporidiosis tanisinda taze ve formaldehitle saklanmis digki 6rneklerinde PCR yonteminin
etkinligini arastirmak amaciyla, Agustos 2001-Agustos 2003 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Parazitoloji
Poliklinigine bagvuran ve digki incelemeleri sonucunda Cryptosporidium spp. ookistleri saptanan 22 hastaya ait toplam 33 disk1 6rnegi
caligmaya alinmustir. 23’ taze, 10 tanesi ise %10 formaldehit iginde saklanmis olan bu digki drneklerine nested-PCR yontemi uygulan-
mustir. Kontrol grubu olarak, 8’i farkli parazitler igeren, 3’ii parazitolojik agidan negatif olan toplam 11 diski rnegi alimmistir. Uygula-
nan nested-PCR yonteminin taze diskilarda sensitivite ve spesifitesi %100, formaldehitli diskilardaki sensitivitesi ise %50 olarak sap-
tanmistir. Calismamizda, cryptosporidiosisin molekiiler tanisinda saptanan yiiksek sensitivite nedeniyle taze digki orneklerinin tercih
edilmesi gerektigi ve ozellikle az sayida ookist iceren digkilarda PCR’1n, asit-fast boyama yontemine alternatif bir tan1 yontemi olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.
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The Molecular Diagnosis of Cryptosporidiosis in Fresh and Formalin Preserved Fecal Samples

SUMMARY: The acid-fast staining method is widely used in the diagnosis of cryptosporidiosis, a disease causing diarrhea in humans.
However in this technique, some of Cryptosporidium spp oocysts can not be stained and seen as formed “ghost-like bodies” and which can
only be evaluated by experienced microscopists. In the recent years, PCR technique which is proven to be also highly sensitive in diagnosis
and genotyping, is used as an alternative method. In our study we aimed to evaluate the efficacy of PCR in diagnosis of cryptosporodiosis.
Thirty-three stool samples, belonging to 22 patients who applied to Ege University Hospital, Parasitology Clinic between August 2001 —
August 2003 and microscopically diagnosed as cryptosporodiosis has been included in the study. Twenty-three of these 33 samples were
processed immediately, while ten samples were stored in 10% formalin. As the control group, 11 stool samples including 8 specimens with
different parasites and 3 negative samples were selected. Nested-PCR is applied to all samples. The sensitivity and specifity of the method
for fresh and formalin preserved samples were found to be 100% and 50%, respectively. As a conclusion, PCR technique is found to be
useful for diagnosis in cryptosporodiosis patients with especially those including few oocysts in their fresh feces.
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GIRIS

Cryptosporidiosis tanisi siklikla diski drneklerinde aside di-
rengli parazitleri saptayan Kinyoun asit-fast veya Ziehl-
Neelsen gibi boyama yontemleriyle 4-6 pm ¢apimdaki
ookistlerin goriilmesiyle konulmaktadir (6). Cryptosporidium
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disinda Isospora ve Cyclospora gibi firsatg1 parazitleri sapta-
yan bu yontem, sadece gelismis laboratuarlarda rutin olarak
kullanilmakta ve degerlendirilmeleri tecriibeli uzmanlarca
yapilabilmektedir. Boya almayan ookistler nedeniyle dzellikle
az sayida ookist iceren digkilarda yanlis negatif sonuglar ali-
nabilmektedir (1). Mikroskobik tanidaki bu sorunlardan dolay1
son yillarda gelistirilen tan1 yontemlerinden biri olan PCR’1n
duyarl bir yontem oldugu ve boyanmada sorun yasanan vaka-
larda alternatif bir teknik olabilecegi bildirilmektedir (3, 6).
Calismamizda, cryptosporidiosis tanisinda taze ve formaldehitle
saklanmug digki 6rneklerinde PCR yonteminin etkinliginin aragti-
rilmas1 amaglanmugtir.
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GEREC VE YONTEM

Agustos 2001-Agustos 2003 tarihleri arasinda Ege Universite-
si Tip Fakiiltesi Hastanesi Parazitoloji Poliklinigine bagvuran
hastalardan, diski incelemeleri sonucunda Cryptosporidium sp.
ookistleri saptanan 22 hastaya ait digski 6rnekleri calisma gru-
buna se¢ilmistir. Yapilan ilk incelemelerinde Cryptosporidium
saptanan olgularin tedavi sonrasi elde edilebilen diskilart ca-
lismaya dahil edilmis ve her hasta i¢in bir numara verilerek,
tedavi sonrasi digkilar1 da A, B, C olarak etiketlenmigtir. PCR
yontemi, 23’{ taze, 10 tanesi ise %10 formaldehit iginde sak-
lanmis olan toplam 33 pozitif diski 6rnegine uygulanmustir.
Kontrol  grubu diskt
Cryptosporidium sp. ookistleri saptanmayan ancak Giardia

olarak, incelemeleri  sonucunda
intestinalis (n: 2), Entamoeba histolytica (n: 2), Blastocystis
hominis kistleri (n: 2), Isospora belli (n: 1) ve Cyclospora sp.
ookistleri (n: 1) saptanan digkilar ve hicbir parazite rastlanma-
yan (n: 3) 6rneklerden olusan toplam 11 digki 6rnegi secilmistir.
Tiim diskilar, nativ-lugol yontemi, modifiye Ritchie ¢oktiirme
yontemiyle elde edilen sedimentten elde edilen 6rnek nativ-
lugol ve Kinyoun asit-fast boyama yontemleri ile incelenmistir
(7). Cryptosporidium sp. ookistleri saptanan diskilardan farkli
hastalara ait olan 10 6rnek %10 formaldehit icinde +4 °C’de
saklanmustir. Diger pozitif diskilar ve kontrol grubu 6rnekleri
ise taze olarak +4 °C’de saklanmis ve 15 giin icinde DNA
ekstraksiyonu uygulanmistir.

Calisma grubundaki digkilarin bir kismi %10 formaldehittte
saklandigindan, ¢alismadaki tiim digkilardan DNA’larin elde
edilmesi ve amplifikasyonunda, Kostrzynska ve arkadaslarinin
formaldehitli digkilarda kullandiklart DNA ekstraksiyonu ve
Nested-PCR yontemi modifiye edilerek uygulanmusgtir (10).
Yontemin duyarliligi, parazitin yogunluguyla karsilastirilarak
degerlendirilmistir.  Parazitin  yogunlugunu belirlemede,
McLauchlin ve arkadaglarinin yontemi modifiye edilerek uy-
gulanmistir (12). Kinyoun Asit-fast boyama yontemi ile boya-
nan Cryptosporidium sp. ookistleri, 20 alanda sayilip alan bagi-
na diisen parazit sayisi hesaplanarak, ornekler ookist sayisina
gore (—) ile 3+ arasinda degisen gruplara ayrilmistir. Sayilan 20
alanda hi¢ ookiste rastlanmayan Orneklerde ise tiim lamdaki
ookistler sayilmistir. Her alanda <1 ookiste karsilik gelen +
grubu da, 20 alanda birden az (+a) ve 20 alanda en az 1 (+b)

olmak tizere iki alt gruba ayrilarak degerlendirilmistir.

Diskidan DNA ekstraksiyonunda genomic DNA purification
kit (Fermentas) kullanilmistir. Kostrzynska ve arkadaglarinin
onerdigi sekilde taze diskilar bir kez, formaldehitli digkilar ise
ti¢ defa %0.1 PBS-Tween 80 ile yikandiktan sonra kit ile iiretici
firmanm Onerdigi sekilde DNA ekstraksiyonu uygulanmustir.

C. parvum’un ookist duvar proteinini kodlayan genin bir par-
casini hedefleyen iki ayr1 primer ¢ifti kullanilarak nested-PCR
yontemi uygulanmustir. Once dis primerlerle (Forward — 5
GCC CAC CTG GAT ATA CAC TTT C3’ ; Reverse — 5’

TCC CCC TCT CTA GTA CCA ACA GGA 3°) hedef
DNA’nin baslangi¢c amplifikasyonu yapilmis ve 358 base pair
(bp)’lik DNA elde edilmistir. Bu ilk PCR {iriniindeki 310
bp’lik pargayr hedefleyen nested primerlerle (Forward 2 — 5°
GAT CCC AAT GCG AGC AAA T 3" ; Reverse 2 — 5" CAA
ACG TAT TGA AGA GC 3") de ikinci amplifikasyon yapil-
mistir. Kurulan her reaksiyonda parazit yogunlugu fazla olan
bir diskidan elde edilen DNA pozitif kontrol, distile su ise
negatif kontrol olarak kullanilmustir. Ilk amplifikasyonda 94
°C’de 1 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, 40 siklus 94 °C’de 15
saniye denatiirasyondan sonra, annealing i¢in 50 °C’de 1 dakika,
uzatma igin 72 °C’de 1 dakika bekletilmistir. Son siklusta uzatma
icin ek olarak 72 °C’de 7 dakika bekletilmistir. Tkinci DNA amp-
lifikasyonu annealing i¢in 45 °C’de 1 dakika bekletilmesi disinda ilk
amplifikasyonla aymi sartlarda uygulanmistir. Tiim amplifikasyon
tirtinleri, ethidium bromide iceren %1,5’luk agaroz jele elek-
troforez uygulanarak, ultraviolet transilluminatérde (312 nm)
gosterilmistir.

BULGULAR

Caligma grubundaki 22 hastaya ait toplam 33 digki 6rneginde
Kinyoun asit-fast boyama yontemi ile Cryptosporidium sp.
ookistleri saptanmustir (Sekil 1).

Sekil 1. Calisma grubundaki hastalarin digkilarinda saptanan
Cryptosporidium sp. ookistleri

Caligma grubundaki hastalardan ikisinin diskisinda, uygulanan
diger mikroskobik yontemlerle Cryptosporidium’a ek olarak
Blastocystis hominis Kkistleri, 1 tanesinde Giardia intestinalis
trofozoitleri goriilmiis, bir hastada ise Entamoeba coli, Giardia
intestinalis ve lodamoeba biitschlii kistleri saptanmugtir.

Calisma grubundaki diskilarin sadece 6 tanesinde parazit yo-
gunlugunun x1000 biiyiitmede her alanda bir ve istii oldugu
goriilmiis, 27 diski 6rneginin 12’sinde en az 20 alanda bir,
15’inde ise 20 alanda birden az oldugu saptanmustir (Sekil 2).

Uygulanan nested-PCR yontemiyle, ¢alisma grubundaki 12
hastaya ait toplam 23 taze diski Orneginin hepsinde
C.parvum‘a spesifik 310 bp’lik bant elde
C.parvum‘un varlig1 gésterilmistir (Sekil 3).
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Sekil 2. Calisma grubundaki diskilarmn parazit yogunluguna gore dagilimi

Calisma grubunda yer alan diger 10 hastaya ait %10 formaldehit
icinde saklanmis olan 10 digkinin 5’inde (13, 14, 16, 19 ve 21.
hastalar) uygulanan nested-PCR yontemiyle C.parvum ‘a spesi-
fik 310 bp’lik bant elde edilirken, diger 5’inde (15, 17, 18, 20
ve 22. hastalar) spesifik bant gézlenmemistir (Sekil 4).
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Sekil 3. Caligsma grubundaki 12 hastaya ait 23 taze disk1
6rneginin nested-PCR sonuglari.

(A; M: markir, 1: su, 2: 1A, 3: 1B, 4: 2A, 5: 2B, 6: 3A,
7:4A, 8:5A,9: 6A,10: 6B, 11: 6C, 12: 6D, 13: 6E ve
B; M: markir, 1: su, 2: 7A, 3: 7B, 4: 8A, 5: 9A, 6: 9B, 7:
9C, 8:9D, 9: 9E, 10: 10A, 11: 11A, 12: 12A, 13: negatif
digkr)
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Kontrol grubundaki 11 diski 6rneginin hicbirinde C.parvum‘a
spesifik 310 bp’lik bant elde edilmemistir (Sekil 5).

Caligma ve kontrol grubundaki tiim digkilarin Kinyoun asit-
fast boyama (mikroskobi) ve nested-PCR sonuglar1 Tablo 1’de
Ozetlenmistir.

Calisma grubundaki digkilarda mikroskobik olarak saptanan
parazit yogunluklar1 ile Nested-PCR sonuglarinin karsilastiril-
masinda formaldehitli gruptaki PCR pozitifligi ile parazit yo-
gunlugu arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir (p>0,05)
(Tablo 2). Uygulanan nested-PCR yonteminin taze diskilarda
sensitivite ve spesifitesi %100, formaldehitli diskilardaki
sensitivitesi ise %50 bulunmustur.

TARTISMA

C.parvum’un immun sistemi saglam veya baskilanmis kisilerde
diyareye neden olmasi ve su kaynakl salginlara yol agmasi, bu
parazitin tanisinda farkli yontemlerin gelistirilmesi i¢in yapilan
caligmalarda hizh bir artisa neden olmustur (4).

n1 1 11

1T Ly

Sekil 4. Calisma grubundaki 10 hastaya ait %10 formaldehit-
te saklanmis 10 diski 6rneginin nested-PCR sonuglari.
(M:markar, 1:su, 2:negatif digki, 3-4:pozitif kontrol,
5:13A, 6:14A, 7:15A, 8:16A, 9:17A, 10:18A,
11:19A, 12:20A, 13:21A, 14:22A)

Sekil 5. Kontrol grubundaki 11 hastaya ait digki 6rneklerinin
nested-PCR sonuglar1. (M:markar: 1:su, 2-3:pozitif kontrol,
4-5-6:negatif diski, 7-8:B.hominis, 9:Cyclospora sp.,
10:Isospora sp., 11-12:E. histolytica, 13-14:G. intestinalis)
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Tablo 1. Calisma ve kontrol grubundaki tiim digkilarin Kinyoun
asit-fast boyama ve nested-PCR sonuglari.

Mikroskobi Nested PCR

alisma grubu
Calsma g Neg Poz Neg Poz

Taze diskilar 0 23 0 23
Formaldehitli diskilar 0 10 5 5
Kontrol grubu 11 0 11 0
Toplam 11 33 16 28

Tablo 2: Caligma grubundaki tiim diskilarin nested-PCR sonuglari ile
parazit yogunluklarinin karsilastirilmast.

Parazit Yogunlugu

+a +b +1 +2

Taze Diskilar
PCR(+) 10 8 5 0
PCR (-) 0 0 0
Formaldehitli diskilar
PCR (+) 2 2 0 1
PCR (-) 3 2 0 0
Toplam 15 12 5 1

Giinlimiizde cryptosporidiosis tanisinda “altin standart” olarak
kabul edilen yontem konsantre edilmis digkilarin Kinyoun asit-
fast boyama yontemiyle degerlendirilmesidir. Ancak parazitolo-
jik tanida rutin olarak kullanilmayan bu spesifik yontemin, za-
man alict oldugu ve mikroskobik degerlendirme icin tecriibeli
kisilere ihtiya¢ duyuldugu vurgulanmustir (3, 6, 11).
Cryptosporidiosisli hastalarda diskidaki ookist sayisinin degis-
ken ve atiliminin aralikli olmast ve cryptosporidial infeksiyonla-
rin iyilesme doéneminde non asid-fast yani “hayalet” ookistlerin
sayisinin artmast nedeniyle yanlis negatif sonuglarin alinabile-
cegi bildirilmistir (1, 2, 5, 16). Bu nedenlerle 6zellikle tedavi
sonrast hastalarda negatif sonug verilmeden 6nce en azindan bes
veya alt1 asit-fast yaymasinin incelenmesi gerekmektedir (8).

Calismamizda bir hastanin, tek bir asit-fast yaymasinin ince-
lenmesiyle negatif olarak degerlendirilen tedavi sonrasi diski
ornegine uygulanan nested-PCR sonucunda C.parvum’a spesi-
fik bant elde edilmis ve tekrar degerlendirilen dort yaymadan
sadece birinde tek bir Cryptosporidium ookisti saptanmustir.
Ozellikle az sayida ookist iceren diskilarda veya tedavi sonrasi
kontrol amaciyla degerlendirilen &rneklerde tek bir asit-fast
yaymasinin incelenmesinin yetersiz olabilecegi ve PCR gibi
daha duyarli bir yontemle sonucun desteklenmesi gerektigi
kanisina varilmustir.

Son yillarda, cryptosporidiosis tanisinda alternatif olarak kul-
lanilan gesitli PCR tekniklerinin, bir ookisti bile saptayabildigi
ve asit-fast, karbol fuksin gibi boyama yontemlerinden daha
yiiksek sensitiviteye sahip, uygulamasi kolay, goreceli olarak
diisiik maliyetli oldugu ve ayni anda birgok 6rnegin degerlen-
dirilmesine olanak sagladig: belirtilmistir (3, 6, 9, 13, 15, 17).

Ancak PCR ydnteminin, niikleik asitler, 61ii mikroorganizma-
lar ve laboratuar kontaminasyonlarina bagli olarak yanlis pozi-
tif sonuglar verme; diskida bulunan hemoglobin yikim {iriinle-
ri, bilirubin, safra asitleri ve mineral iyonlarin DNA amplifi-
kasyonunu inhibe etmesi sonucunda da yanlis negatif sonugla-
ra neden olma gibi bazi sinirlamalarinin bulundugu bildiril-
mistir (6, 10, 17).

Diskida C.parvum tanisinda Ziehl-Neelsen boyama, ELISA ve
PCR yontemlerinin karsilastirildigi 324 hastalik bir ¢alismada
nested-PCR yoOnteminin, sensitivite ve spesifitesinin bu iki
yontemden daha yiiksek bulundugu belirtilmistir (4).

Calismamizda, diskidan DNA ekstraksiyonunda kullanilan
Genomic DNA Purification Kit (Fermentas), taze veya don-
mus insan veya hayvan kani, hiicre kiiltiirleri, gesitli dokular
(memeli veya bitki) ile gram pozitif ve gram negatif bakteri-
lerden cift-iplikli DNA’nin izole edilmesi igin gelistirilmistir.
20-25 dakika gibi kisa bir siirede tamamlanan yontemde, klo-
roformla ekstraksiyon uygulanmaktadir. Calismamizda bu kit,
diskidan DNA ekstraksiyonunda ilk kez kullanilmis olup, ¢ok iyi
sonuglar vermistir. Calisma grubundaki taze digkilarm hepsinden
bu yontemle DNA elde edilmis ancak 10 formaldehitli diskinin 5
tanesinde amplifikasyon sonucunda DNA gosterilirken, diger
5’inde spesifik bant gézlenememistir.

+4 °C’ de saklanan taze insan ve giftlik hayvanlarina ait digki
orneklerinde, farkli genleri hedefleyen primerlerle cesitli PCR
yontemlerinin karsilastirlldigr bir ¢alismada; COWP genini
hedefleyen iki ¢ift primerin (BCOWPEF/BCOWPR ve
Cry9/Cry15) kullanildigi nested-COWP-PCR yonteminin en
sensitif ve spesifik metod oldugu bildirilmistir (14). Baska bir
calismada, +4 °C’de 11 giin-3 ay siireyle taze olarak saklanmig
218 diyareli hastanin diski drneklerine, farkli genlerini hedefle-
yen primerlerle ¢esitli PCR prosediirleri uygulanmis ve bu yon-
temlerin duyarliliklari, modifiye Ziehl-Neelsen ve immuno-
fluoresan boyama teknikleriyle karsilastirilarak belirlenmistir.
Ookist gozlenen 211 diskida 18S rDNA, COWP ve TRAP-C1
genlerini saptayan PCR’larin sensitiviteleri sirastyla, %97, %91
ve % 66 olarak bildirilmistir (12).

Calismamizda, 12 hastaya ait toplam 23 taze diski 6rneginin
hepsinde nested-PCR yontemiyle C.parvum’a spesifik 310
bp’lik bant elde edilmistir. Kullanilan nested-PCR ydnteminin
spesifitesini belirlemek amaciyla, ayn1 yontemin uygulandigi
kontrol grubundaki toplam 11 digk: 6rneginde ise spesifik bant
elde edilmemistir. Daha dnce %10 formalin veya %2,5 potas-
yum dikromatta saklanan digki Orneklerine uygulanan bu
nested-PCR yontemi (9) ¢alismamizda taze diski drneklerinde
cryptosporidiosis tanisinda ilk kez kullanilmus olup, taze digkilar
i¢in sensitivite ve spesifitesinin %100 oldugu saptanmustir. Ay-
rica Kostrzynska ve arkadaslarmnin (10) yaptig1 ¢calismada yon-
temin spesifitesi sadece Cryptosporidium sp. agisindan negatif
olan digkilarla degerlendirilmis, diger parazitlerle ¢apraz reaksi-
yon arastirllmamustir. Calismamizda ilk kez farkli parazitler
iceren 8 diskinin, uygulanan nested-PCR yontemiyle capraz
reaksiyon vermedigi gosterilmistir.
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Diskilarin %10 formaldehitte 6zellikle uzun siire saklanmalari-
nin DNA amplifikasyonunu inhibe ederek PCR’1n sensitivitesini
azalttig1 belirtilmistir (3). Caligmamizda, ¢calisma grubundaki 10
hastaya ait %10 formaldehit i¢cinde saklanmis 10 diskinin 5’inde
C.parvum 'un varligi PCR ile gosterilirken, diger 5’inde spesifik
bant gdzlenememistir. Kullanilan nested-PCR ydnteminin %10
formaldehitte saklanan diskilar igin sensitivitesinin %50 oldugu
saptanmustir. Formaldehitli digkilarm PCR pozitifligi ile parazit
yogunlugu arasinda anlaml bir iliski bulunmams (p>0,05) ve
formaldehitli diskilardaki diisiik sensitivitenin, DNA ekstrak-
siyonu Oncesinde formaldehitin tam olarak uzaklastirilamamasi
sonucunda PCR’m formaldehitle inhibisyonuna bagli oldugu
kanisina varilmustir. Calismamizda kullandigimiz nested-PCR
yonteminin %10 formalin veya %2,5 potasyum dikromatta sak-
lanan digki 6rneklerine uygulandigi ¢alismada da IFA pozitif
ornekler ile nested-PCR sonuglar1 arasindaki uyumun %47,2
oldugu belirtilmistir (10).

Sonug olarak; caligmamizda cryptosporidiosisin molekiiler
tanisinda saptanan yiiksek sensitivite nedeniyle taze diski or-
neklerinin tercih edilmesi gerektigi ve oOzellikle az sayida
ookist igeren diskilarda PCR’1n, asit-fast boyama ydntemine
alternatif bir tan1 yontemi olarak kullanilabilecegi kanisina
vartlmigtir.
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