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Amag: Cryptosporidium spp. ézellikle gida ve su kaynakli ishal nedenleri arasinda
énemli bir parazittir. Bu ¢alismada, diski érneklerinde Cryptosporidium spp.’nin rutin
tanisinda kullanilan molekiiler yéntemin metod verifikasyonunun yapilmasi amaglan-
mistir.

Yontem: Bu amagla Cryptosporidium parvum pozitif buzagi diski érnegi PBS ile diliie
edilmis ve Cryptosporidium/Giardia direkt floresan antikor kiti kullanilarak ookist sayi-
mi yapilmistir. Ayni 6rnege ticari kit ile DNA ekstraksiyonu uygulanmstir. Elde edilen
DNA 6rnegi kullanilarak Cryptosporidium spp., Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica,
Dientamoeba fragilis’in molekiiler yéntemlerle saptanmasi igcin multipleks PCR kiti
kullanilarak PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

Bulgular: PCR’in saptama limiti 8 ookist/reaksiyon olarak belirlenmistir. Daha sonra
yliksek ve diisiik pozitif 6rnekler hazirlanmis, iki farkli analist ile dogruluk ve kesinlik
calismalari yapilarak testin metot verifikasyonu tamamlanmistir.

Sonug: Metod verifikasyon ¢alismalarinin varyasyon katsayilari %15’in altinda oldugu
i¢in testin, rutin hasta érneklerinde Cryptosporidium’un arastirilmasina uygun oldugu-
na karar verilmistir.

Anahtar kelimeler: Cryptosporidium spp., realtime PCR, metod verifikasyon
ABSTRACT

Objective: Cryptosporidium spp. is an important parasite, especially among the causes
of foodborne and waterborne diarrhea. The aim of this study was to verify the
molecular method used for routine diagnosis of Cryptosporidium spp. in stool
samples.

Methods: For this purpose, Cryptosporidium parvum positive calf stool sample was
diluted with PBS and oocysts were counted using Cryptosporidium/Giardia direct
fluorescein antibody assay. DNA extraction from the same sample was carried out
using a commercial kit after determining the number of oocysts in the sample. PCR
amplification was performed using multiplex PCR assay for molecular detection of
Cryptosporidium spp., Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, Dientamoeba
fragilis in the DNA sample retrieved.

Results: The detection limit was determined as 8 oocysts/reaction. Then, high and low
positive samples were prepared, and accuracy and precision studies of the method
were performed by two different analysts to complete verification analysis of the test
method.

Conclusion: Since variation coefficients of method verification studies were below
15%, it was decided that the test was suitable for investigation of Cryptosporidium
spp. in routine patient samples.
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GiRiS

Cryptosporidium apikompleksa cinsi, zorunlu hiicre
ici bir protozoon parazittir. Gastrointestinal sistem
epitel hiicrelerini enfekte eder, akut ve bol sulu isha-
le neden olur®. ishal, immun sistemi saglam birey-
lerde kendi kendini sinirlarken, immun sistemi baski-
lanmis konaklarda kronik ve yasami tehdit edici
olabilir®?, Parazit 6zellikle gida ve su kaynakli ishal
nedenleri arasinda 6nemli bir yer tutmaktadirt>>>,
insan ve hayvan diskilarinda bulunan Cryptosporidium
ookistleri gevreye yayilir ve su kaynaklarina ulasir.
Enfektif dozun dusik olmasi ve ookistlerin gelenek-
sel su aritma yontemlerine dayanikli olmasi insanlar
icin bulas riskini arttirmaktadir®®, Kuyu sulari ve hij-
yenik olmayan icme suyu kaynaklarindan koken alan
Cryptosporidium salginlari bildirilmistir”®. Sehir
sebeke suyu ve siselenmis su tiiketimi ile karsilastirildi-
ginda, artezyen ve kuyu suyu tiketimi olanlarda
Cryptosporidium spp. enfeksiyon oraninin belirgin ola-
rak yiksek oldugu gorilmektedir®. Bunun disinda,
ozellikle yasllar veya ¢ocuklar arasinda, glinlik bakim
merkezlerinde yayilim daha kolay olmaktadir. Bazi mes-
lek gruplarinda (hayvancilikla ugrasanlar, veterinerler,
laboratuvar personeli, kres personeli), endemik bolge-
lere yolculuk edenlerde, hijyenik kosullarin yetersiz
oldugu yerlerde yasayanlarda ve enfekte kisilerle yakin
temas edenlerde daha yiiksek oranda goriilmektedir®.

Bugline kadar 20’den fazla tiirii tanimlanmis ve gesit-
li konaklarda saptanmistir. insanlarda olgularin
coguna Cryptosporidium hominis (C. hominis) ve
Cryptosporidium parvum (C. parvum) neden olmak-
tadir. Bunun disinda, Cryptosporidium meleagridis,
Cryptosporidium felis, Cryptosporidium canis de
bildirilmistir>>&°1_Chominis esas olarak insanlari
enfekte ederken, en yaygin zoonotik tiir olan C. parvum
cok sayida hayvani ve insani enfekte ederek zoonotik
bulasta rol oynamaktadir*®), Cryptosporidium turleri-
nin ve genotiplerinin tanimlanmasi, hayvan veya cev-
resel kaynakli Cryptosporidium ookistlerinin halk sagli-
g1 acisindan 6nemini degerlendirmek ve enfeksiyon
veya kontaminasyon kaynaklarini izlemek igin

énemlidir®6811),

Cryptosporidium spp.nin rutin tanisinin acid-fast
boyama ve DFA gibi mikroskobik yontemlerle rahat-
likla konulmasina ragmen, gesitli nedenlerle morfo-
lojik tanimlamanin giiclestigi ya da o6zellikle salginlar
gibi hizl sonug verilmesi gereken durumlarda mole-
killer yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir. Bu
calismada, ozellikle ishal etiyolojisinin arastirilmasi
amaclyla laboratuvarimiza génderilen digki 6rnekle-
rinde Cryptosporidium spp.nin rutin tanisinda kulla-
nilan molekiler yontemin metod verifikasyonunun
yapilmasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

PCR’In saptama limitinin belirlenmesi igin diski 6rne-
gindeki ookist sayiminin ilk olarak Kinyoun acid-fast
boyama yontemiyle yapilmasi diistinldi. Bu amagla
C. parvum pozitif buzagi diski 6rnegi PBS ile iki kat
sulandirildi. Sulandirim igin beg tupe 1’er ml PBS
dagitildi. ilk tiip igerisine 1 ml sulu diski 6rnegi ekle-
nerek homojenize edildi. Buradan 1 ml alinarak seri
dilisyonlar tamamlandi. Her bir dilisyondan 10 pl
diski alinilp yayma preparat hazirlandi. Preparat
Kinyoun acid-fast boyasi ile boyanarak X1000 biyt-
me ile parazit sayimi yapildi. Ayni érnekler igerisin-
den 10 pl alinip DFA lamina yayildi. Cryptosporidium/
Giardia DFA kiti (Crypto/GiardiaCel Cellabs,
Avustralya) ile Uretici firmanin onerileri dogrultusun-
da direkt floresan antikor yontemi uygulanarak X400
blyitme ile floresan mikroskopta parazit sayimi
yapildi. Ookist sayisi belirlenmis 200 pl digki 6rnegin-
den QiAmp DNA Stool Mini kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak Gretici firmanin 6nerileri dogrultusunda
DNA ekstraksiyonu uygulandi. DNA 6rneginden (200
ul) logl0 tabaninda seri diliisyonlar hazirlandi ve
dilisyonlardan 10 pl DNA, saptama limiti calismasin-
da kullanildi. Easy Plex cihazi (Aus Diagnostics,
Avustralya) ile Cryptosporidium spp., Giardia
intestinalis, Entamoeba histolytica, Dientamoeba
fragilis'ibirlikte saptayan Aus Diagnostics Multiplexed
Diagnostics Gastrointestinal Parasites (5Plex) Kkiti
(Aus Diagnostics, Avustralya) kullanilarak Gretici fir-
manin Onerileri dogrultusunda Rotorgene Q cihazin-
da PCR amplifikasyonu gergeklestirildi. Kullanilan
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multipleks PCR setinin icerisinde Cryptosporidium
icin, Cryptosporidium ookist duvar proteinine yonelik
primerler bulunmaktadir. PCR amplifikasyon kosullari;
95 C’de 10 dakikalik baslangic denatiirasyonunun ardin-
dan 95 C’de 10 dakika, 60°C’de 15 sn. ve 72°C’de 15 sn.
40 siklus olmak Gzere uygulandi. DNA diliisyonlarinin
PCR sonucuna gore pozitif olarak belirlenen son dilus-
yondaki ookist sayisi yontemin saptama limiti olarak
degerlendirildi. Yiksek pozitif olarak saptama limiti dege-
rinden 1log, daha yuksek deger, dlisik pozitif olarak ise
saptama limitinin 1log,  katinin yarisi deger kabul edildi
ve testin metod verifikasyonu igin iki farkh analist ile
dogruluk ve kesinlik calismalari yapildi. Dogruluk calis-
masi igin g ylUksek pozitif, Gg¢ disiik pozitif, Gg negatif
ornek birer kez ¢alisildi. Calismalar arasi kesinlik ¢alis-
masi icin g farkh giinde birer adet yiiksek ve disuk
pozitif 6rnek calisildi. Calisma igi kesinlik galismasi igin
Uic adet yuksek, ¢ adet distk pozitif ornek calisildi.

BULGULAR

PCR’In saptama limitinin belirlenmesi igin Kinyoun acid-
fast boyama yontemiyle diski 6rnegindeki ookist
sayimi yapildi, 10 pl diski icerisinde 281 ookist sayildi
(Sekil 1).

Sekil 1. Kinyoun acid-fast boyama ydntemi ile saptanan
Cryptosporidium spp. ookistleri (X1000 biiyiitme ile).
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Ancak elde edilen PCR saptama limitinin, Kinyoun
acid-fast boyasindaki ookist sayisina gore ¢ok dusuk
belirlendigi gorildi. Bunun lzerine Kinyoun acid-fast
boyasinin diskida bulunan tiim ookistleri belirleye-
medigi dislinllerek ookist sayiminin altin standart
yontem olan DFA yontemiyle yapilmasina karar veril-
di. DFA yontemi ile 10 pl digki igerisindeki ookist
sayisi 1.616 olarak belirlendi (Sekil 2).

Sekil 2. DFA yontemi ile saptanan Cryptosporidium spp. ookistleri
(X400 biiyitme ile).

DFA yontemi ile parazit sayimi yapilan diski 6érnegin-
den (200 pl) ekstraksiyon islemi sonucu elde edilen
DNA orneginden (32.320 ookist/200 pl) saptama
limiti (LOD) tespiti icin log,  seri diliisyonlari hazirlan-
di. Her dilisyondan 10 pl DNA reaksiyona katildigin-
da reaksiyondaki ookist miktarlari Tablo 1’de verildi.

Saptama limitinin, 10 ve 102 dilUsyonlar arasindaki
bir deger oldugu dustinulerek 10 dilisyon % oraninda

Tablo 1. PCR reaksiyonundaki ookist miktarlari.

DNA diliisyonlari Reaksiyondaki ookist Sonug/CT
miktari

100 1.616 Pozitif (19.81)

10* 161 Pozitif (23.02)

10? 16 Pozitif (26.27)

103 1.6 Negatif

*PCR reaksiyonuna 10 ul DNA eklenmistir. 200 ul DNA 32.320
ookist icermektedir.
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yine sulandirilarak, reaksiyonda 8:4:2 ookist iceren
orneklerle PCR yontemi yinelendi. Reaksiyonda 8
ookist iceren 6rnek PCR ile pozitif, diger 6rnek reak-
siyonlari negatif olarak belirlendi. Saptama limiti 8
ookist/reaksiyon olarak belirlendi. Saptama limitinin
1log, kati (80 ookist/reaksiyon) yiksek pozitif, 1log,
katinin yarisi da (40 ookist/reaksiyon) disuk pozitif
olarak hesaplandi. Belirlenen bu &rneklerle testin
metot verifikasyonu icin iki farkli analist ile dogruluk
ve kesinlik calismalari yapildi (Sekil 4, 5).
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Sekil 3. LOD galismasina ait amplifikasyon egrileri.
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Sekil 4. Dogruluk galismasina ait amplifikasyon egrileri.

ikinci analistin dogruluk ve kesinlik calismalarina ait
varyasyon katsayilari Tablo 3’te gosterilmektedir.

Metod verifikasyonu galisma sonuglarinin degerlen-
dirilmesinde Cumitech 31A, 2009 (12) referans alin-
di. Testlerin varyasyon katsayisinin (%CV) %15’in
altinda olmasi yinelenebilirligin yiksek oldugunu
gostermektedir. Her iki analist tarafindan dogruluk

Tablo 2. Birinci analistin metot verifikasyon calisma sonuglari.

Dogruluk Kesinlik Kesinlik
¢alismasi  calismasi ¢alismasi
(Calismaigi) (Caligmalar arasi)

Yiksek pozitif (%CV) 2.09 2.091 5.70
Dusuk pozitif (%CV) 7.09 7.088 6.23
Negatif (%CV) 0.00 - -

Tablo 3. ikinci analistin metot verifikasyon galisma sonuglari.

Dogruluk Kesinlik Kesinlik
g¢alismasi  caligmasi ¢alismasi
(Calismaigi) (Caligmalar arasi)

Yiiksek pozitif (%CV)  2.05 2.052 451
Dusuk pozitif (%CV) 6.89 6.886 5.33
Negatif (%CV) 0.00 - -

ve kesinlik ¢alismalari yapildi ve bu sonuglara gore
testin rutin hasta Orneklerinin ¢alisiimasina uygun
olduguna karar verildi.

TARTISMA

Cryptosporidium’un laboratuvar tanisi genellikle
acid-fast boyama veya floresan antikor yontemleri
kullanilarak diskinin  mikroskobik incelemesiyle
konulmaktadir®, Mikroskopinin uzun zaman almasi,
degerlendiren mikroskopistin deneyimli olmasinin
gerekmesi ve degerlendirmenin subjektif olmasi gibi
dezavantajlari vardir®®, Mikroskopi kullanilarak yapi-
lan saptama limiti ¢alismalari degerlendirildiginde,
103-107 ookist/g diski seklinde, oldukga farkl sonug-
lar alindigi gérulmektedir. Deneyimli bir mikroskopist
acid-fast boyama yontemi ile 50.000-500.000
ookist/g diski saptayabilmektedir®™. Geleneksel sap-
tama yontemlerinin duyarlilik ve ozgullikleri
disiaktar. PCR tabanli yontemler, az sayida
Cryptosporidium’un saptanmasi igin oldukga duyarh
ve 6zglldir, zaman ve maliyet agisindan da etkilidir®®),
Ayrica geleneksel yontemler tur diizeyinde tanimla-
ma yapamadigindan, bu amagla PCR, real-time PCR,
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP),
mikroarray, melting analizi, sekans analizi gibi mole-
kiler yontemler gelistirilmistir®. Gunimuzde bu
nedenlerle molekiler yéntemlerle tani koyan labora-
tuvarlarin sayisi artmaktadir.
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Molekiler yontemlerden realtime PCR’In en 6nemli
avantajlari “kapali tup” sistemiyle kontaminasyon
riskinin en aza indirilmesi ve daha az zaman almasidir.
Amplifikasyonun, reaksiyondan sonra elektroforez
uygulanmadan, floresan kimyasallar kullanilarak ger-
cek zamanl olarak izlenmesini saglar®¢), Multipleks
PCR yOnteminin avantajlari sonug verme siresinin
kisaltilmasi, duyarhlik ve 6zgillugiin artirilmasi, 6rnek
icerisinde tek bir reaksiyonla birden c¢ok parazitin
saptanmasina olanak vermesidir. Realtime PCR tek-
nik personelin deneyiminin az olmasi, asiri is yikda,
morfolojik olarak bozulmus 6rnekler gibi insandan
kaynaklanan hatalari elimine etmektedir. Maliyetinin
yuksek olmasi, floresan dalga boylarinin birbirine ¢ok
yakin olmasi durumunda emisyon spektrumunun
birbiri Gzerine gelmesi ve yanlhs kullanim nedeniyle
ornegin, duyarliiginin azalmasi gibi dezavantajlari
vardirl1316),

GuniUmizde Cryptosporidium’un tespiti icin altin
standart yontem, saptama limiti <10% ookist/g diski
olan PCR yontemi olarak kabul edilmektedir®®. Klinik
numunelerde parazitlerin arastirilmasinda molekiler
yontemlerin kullaniminin giderek yayginlasmasi bu
tekniklerin kullaniminin standardize edilmesi gerekli-
ligini dogurmustur'”. ishal salginlarinin arastiriimasi
amaciyla laboratuvarimiza, énemli bir ishal etkeni
olan Cryptosporidium turlerinin saptanmasi icin diski
ornekleri gonderilmektedir. Tani amaciyla mikrosko-
bik yontemler olan acid-fast boyama yontemi ve DFA
yontemi kullanilmakta, ancak &zellikle ishal salgini
durumunda, ilgili birimlerin organizasyonu ve 6rnek-
lerin toplanarak referans laboratuvara ulastiriimasi
zaman aldigi icin ve 6rneklerin transportu sirasinda
zaman zaman uygun olmayan kosullara maruz kala-
bildikleri igin parazitin morfolojisinin bozuldugu, bu
nedenle mikroskobik taninin glglestigi durumlarda
molekiiler yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Parazite
ait ookistlerin duvar yapisinin uygun bir DNA ekstrak-
siyonu yontemiyle parcalanmasi, ardindan kisa sire-
de ve glvenilir tani konulmasi igin konvansiyonel
yontemler yerine, hem standardizasyonun saglan-
masi hem de hizli uygulanabilmesi agisindan ticari
kitle DNA ekstraksiyonu ve realtime PCR uygulanma-
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s yeglenmistir.

En sik gorilen ishal etkenleri olan E. histolytica,
G. intestinalis ve Cryptosporidium spp.’nin her birinin
tanisi icin bu parazite 6zgu yontemlerin rutin tani
laboratuvarina dahil edilmesi zaman alicidir ve bir
diski incelemesinin maliyetini artirmaktadir. Bu
nedenle her (¢ etkenin belirlenmesi icin multipleks
realtime PCR yontemleri gelistirilmistir®),
Gastrointestinal parazitlerin saptanmasina yonelik
multipleks PCR kitlerinin karsilastirildigi bir calisma-
da, tani performansinin biylk o6lgiide kullanilan
yonteme ve hedeflenen patojen tirlerine bagh ola-
rak degistigi belirlenmistir. Test duyarliligi/6zgullugu,
maliyeti, arastirilan hasta poptlasyonu, laboratuvar
is akisl ve tani algoritmasi gibi faktorler, en uygun
multipleks PCR kitini segerken dikkatle disiinilmesi
gereken konulardir®), PCR’In altin standart yontem
olarak antijen testi ve singlepleks PCR’in birlikte kul-
lanildigi bir calismada, %88 duyarliliga ve %98 6zgilli-
ge sahip oldugu belirlenirken, altin standart yontem
olarak mikroskobik incelemenin kullanildigi bir ¢als-
mada, 6zgllliginin %100 oldugu bildirilmistirt3.
Calismamizda, Cryptosporidium spp./nin yanisira,
onemli ishal etkenleri olan E. histolytica, G. intestinalis
ve nonpatojen kabul edilmekle birlikte, son yillarda
yapilan ¢alismalarda, klinik bulgulara neden oldugu
belirlenen D. fragilis'i birlikte saptayabilen ticari mul-
tipleks realtime PCR kiti kullanilmistir. E. histolytica,
G. intestinalis ve D. fragilis'in tanisi temel olarak
direk mikroskobik inceleme ve trichrome yontemleri
ile konulabilmekte, E. histolytica tanisini destekle-
mek i¢in ELISA yontemi, G. intestinalis tanisini des-
teklemek igin ise DFA yontemi kullanilabilmektedir.
Cryptosporidium spp./nin tanisinda direkt mikroskopi
ve trichrome boyamanin degeri yoktur. Tani temel
olarak modifiye acid-fast boyama ile yapilabilmekte,
DFA ile desteklenmektedir. Ozellikle ishal olgularinda
bu etkenlere kisa silirede ve tek bir yontemle tani
konulmasi istendiginde PCR yontemi yeglenebilmek-
tedir.

Cryptosporidium’un saptanmasinda kullanilan mole-
kiiler yontemler SSUrRNA, Cryptosporidium ookist



S. Uluca ve ark., Cryptosporidium spp. Realtime PCR Metod Verifikasyonu

duvar proteini (COWP), trombospondin ile iliskili
proteinler, 70 kDa 1si sok proteini (HSP70) ve aktin
genleri dahil olmak lGizere genomun farkli bolgelerini
hedef almaktadir®, SSU rRNA genine ydénelik pri-
merlerle realtime PCR ydnteminin kullanildigi ¢alis-
malarda saptama limitinin 2-5 ookist/reaksiyon ara-
sinda degistigi gorilmektedir®1, 18S rRNA geni
hedef olarak kullanildiginda realtime PCR’In saptama
limitinin 10 ookist/reaksiyon olarak belirlendigi
gorilmektedir®. Cryptosporidium ookist duvar pro-
teinine yonelik primerler kullanilarak E. histolytica,
G. intestinalis ve Cryptosporidium spp.nin eszamanli
tespiti icin multiplex realtime PCR yonteminin uygu-
landigi bir calismada saptama limiti 100 ookist/reak-
siyon olarak belirlenmistir®®. Calismamizda, ookist
duvar proteinine yonelik primer kullanarak uyguladi-
gimiz yontemin saptama limiti 8 ookist/reaksiyon
olarak belirlenmistir.

PCR yonteminin saptama limitinin belirlenmesinde
genellikle DFA yontemi® veya acid-fast boyama
yontemi®® gibi mikroskobik yontemlerin kullanildig
calismalarin agirhkli oldugu goérilmektedir. Bunun
yanisira, arastirilan parazitin hedef bolgesinin klon-
lanmasi yonteminin kullanildigi ¢alismalara da
rastlanmaktadir®, Calismamizda, yaptigimiz dene-
meler sonucunda modifiye acid-fast boyama yonte-
minin parazitin saptanmasina olanak vermesine rag-
men, parazit sayimi icin DFA yontemi kadar basarili
olamadigi gorilmistir. Bu nedenle PCR’In saptama
limitini belirlemek igin parazit sayimi DFA yontemiyle
gerceklestirilmistir.

Calismalarda, benzer PCR teknikleri kullanilmasina
ragmen elde edilen saptama limitlerinin farkh olma-
sinin nedenleri ¢alisilan 6rnek matriksi, matriks igin-
deki hedef mikroorganizmayi sayma yontemi, kulla-
nilan DNA ekstraksiyonu yontemi, PCR uygulamala-
rinda kullanilan primerlerin hedef gen bdlgeleri ve
kullanilan reaktiflerin farkh olmasi, testin optimize
edilip edilmemis olmasi, PCR reaksiyonunun gergek-
lestirildigi cihazlarin fakli olmasi gibi bircok faktor rol
oynamaktadir.

Metod verifikasyonu, bir laboratuvarin bir yontemi/
testi degerlendirerek onayladigi ve belirli kullanim-
lar icin 6zel sartlarin yerine getirildigine dair objek-
tif kanitlar saglayan bir islemdir. Yontemin, bir veya
daha fazla matriks igerisindeki bir etkeni, bir veya
daha fazla cihazda veya platformda belirleyip,
tanimlayabildigini géstermeyi saglar®®. Molekiler
yontemlerin uygulanmasinda en iyi amplifikasyon
egrisi veya PCR Urianl bandini veren sonuglarin elde
edilmesi igin optimizasyon c¢alismalari yapilarak
yontemin gelistirilmesi ve standardize edilmesi
gereklidir. Inhouse PCR ydnteminin amplifikasyon
asamasinin optimizasyonunda en cok dikkat edil-
mesi gereken asamalar uygun baglanma isisi, opti-
mal MgCl, ve primer-prob konsantrasyonunun
belirlenmesidir. Ticari kitler, kullanima hazir olmala-
ri ve optimizasyon c¢alismalari yapildiktan sonra
kullanima sunulmalari nedeniyle glinimizde bir¢cok
laboratuvar tarafindan yeglenmektedir. Ancak kul-
lanilan cihazlar ve 6rnek matriksleri farkhliklari gibi
nedenlerden dolayi test sonuglari etkilenmekte, bu
nedenle her laboratuvar tarafindan rutin laboratu-
var ici uygulamalari icin saptama limitinin belirlen-
mesi ve yeniden optimize edilmesi gerekmektedir.

Rutin hizmet veren laboratuvarlarda duyarliligi ve
ozgullugu yiksek, optimize edilmis ticari kitlerin kulla-
niminin, rutin mikroskobik inceleme ile saptanamayan
veya gozden kagirilabilen parazitlerin tanisinda halk
sagligina 6nemli katki saglayacagini dislinmekteyiz.

KAYNAKLAR

1. Vejdanih M, Mansour R, Hamzavi Y, Vejdani S, Nazeri N,
Michaeli A. Immunofluorescence assay and PCR
analysis of Cryptosporidium oocysts and species from
human feacal specimens. Jundishapur J Microbiol.
2014;7(6): e10284.
https://doi.org/10.5812/jjm.10284

2. Rolando RFR, da Silva S, Saramago Peralta RH, et al.
Detection and differentiation of Cryptosporidium by
real-time polymerase chain reaction in stool samples
from patients in Rio de Janeiro, Brazil. Mem Inst
Oswaldo Cruz. 2012;107(4):476-9.
https://doi.org/10.1590/s0074-02762012000400006

3. Limor JR, Lal AA, Xiao L. Detection and differentiation

167



10.

11.

12.

13.

of Cryptosporidium parasites that are pathogenic for
humans by real-time PCR. J Clin
2002;40(7):2335-8.
https://doi.org/10.1128/jcm.40.7.2335-2338.2002
Amar CFL, Dear PH, MclLauchlin J. Detection and
identification by real time PCR/RFLP analyses of
Cryptosporidium species from human faeces. Lett Appl
Microbiol. 2004;38(3):217-22.
https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.2004.01473.x
Adamska M, Leofiska-Duniec A, Maciejewska A,
Sawczuk M, Skotarczak B. PCR and real time PCR for
the detection of Cryptosporidium parvum oocyst DNA.
Folia Biol (Krakow). 2011;59(3-4):115-20.
https://doi.org/ 10.3409/fb59_3-4.115-120

Burnet JB, Ogorzaly L, Tissier A, Penny C, Cauchie HM.
Novel quantitative TagMan real-time PCR assays for
detection of Cryptosporidium at the genus level and
genotyping of major human and cattle-infecting
species. J Appl Microbiol. 2012;114(4):1211-22.
https://doi.org/10.1111/jam.12103

Aksoy U, Akisu C, Sahin S, et al. First reported
waterborne outbreak of cryptosporidiosis with
Cyclospora co-infection in Turkey. Euro Surveill.
2007;12(2):E070215.4.

https://doi.org/ 10.2807/esw.12.07.03142-en

Usluca S, Aksoy U. Detection and genotyping of
Cryptosporidium spp. in diarrheic stools by PCR/RFLP
analyses. Turk J Med Sci. 2011;41(6):1029-36.
https://doi.org/ 10.3906/sag-1003-720

Usluca S, Aksoy U. Su kaynakli bir parazit:
Cryptosporidium. DEU Tip Fak Derg. 2006;20(1):65-74.
Hadfield SJ, Robinson G, Elwin K, Chalmers RM.
Detection and differentiation of Cryptosporidium spp.
in human clinical samples by use of real-time PCR. J
Clin Microbiol. 2011;49(3):918-24.

https://doi.org/ 10.1128/JCM.01733-10

Soliman RH, Othman AA. Evaluation of DNA melting
curve analysis real-time PCR for detection and
differentiation of Cryptosporidium species. Parasitol
United J. 2009;2(1):47-54.

Clark RB. Cumitech 31A: Verification and Validation of
Procedures in the Clinial Microbiology Laboratory.
Coordinating ed., SE Sharp. ASM Press, Washington,
ABD; 2009.

Bian L. Validation of multiplex real-time PCR tests for

Microbiol.

168

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Turk Mikrobiyoloji Cem Derg 2019;49(3):162-168

intestinal parasites. Bolim tezi, Texas Universitesi,
ABD; 2013.

Crannell ZA, Castellanos-Gonzalez A, Irani A, Rohrman B,
White AC, Richards-Kortum R. Nucleic acid test to
diagnose cryptosporidiosis: lab assessment in animal
and patient specimens. Anal Chem. 2014;86(5):2565-
71.

https://doi.org/10.1021/ac403750z

Koken E. Detection and quantification of
Cryptosporidium parvum in natural soil matrices and
leachates using gPCR. MSc Tezi, illinois Universitesi,
Sikago, ABD; 2012.

Tanriverdi S, Tanyeli A, Baslamisli F, et al. Detection and
genotyping of oocysts of Cryptosporidium parvum by
real-time PCR and melting curve analysis. J Clin
Microbiol. 2002;40(9):3237-44.
https://doi.org/10.1128/jcm.40.9.3237-3244.2002
Couto MCM, Sudre AP, Lima MF, Bomfim TCB.
Comparison of techniques for DNA extraction and
agarose gel staining of DNA fragments using samples
of Cryptosporidium. Vet Med-Czech. 2013;58(10):535-
42.

https://doi.org/10.17221/7085-VETMED

Haque R, Roy S, Siddique A, et al. Multiplex real-time
pcr assay for detection of Entamoeba histolytica,
Giardia intestinalis, and Cryptosporidium spp. Am J
Trop Med Hyg. 2007;76(4):713-7.

Paulos S, Saugar JM, de Lucio A, Fuentes |, Mateo M,
Carmena D. Comparative performance evaluation of
four commercial multiplex real-time PCR assays for the
detection of the diarrhoea-causing protozoa
Cryptosporidium hominis/parvum, Giardia duodenalis
and Entamoeba histolytica. PLoS One. 2019;14(4):
€0215068.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0215068
Hawash Y, Ghonaim MM, Al-Hazmi AS. Internal
amplification control for a Cryptosporidium diagnostic
PCR: construction and clinical evaluation. Korean J
Parasitol. 2015;53(2):147-54.

https://doi.org/ 10.3347/kjp.2015.53.2.147
Guidelines for the validation of analytical methods for
the detection of microbial pathogens in foods and
feeds, 2nd Ed., US Food & Drug Administration Office
of Foods and Veterinary Medicine, 2015.



