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OZET

Cryptosporidium Spp. Tiirlerinin Real Time Pzr Yéntemi ile Tanimlanmasi

Cryptosporidium spp. immun sistemi baskilanmis veya saglam bireylerde ve
c¢ocuklarda oldiiriicii diyareye neden olabilen zorunlu hiicre i¢i yerlesim gosteren
bir protozoondur. Kriptosporidiyozun tamisinda genellikle aside direncli boyama
teknigi kullamlmaktadir. Giiniimiizde gelistirilen molekiiler yontemler sayesinde,
epidemiyolojik verilerin elde edilmesine yonelik olarak asemptomatik tasiyicilarda
Cryptosporidium saptanmasi ve tiir diizeyinde tanimlanmasi1 miimkiin olmustur.
Bu calismanin amaci, kiigiik alt iinite (SSU) rRNA genine dayal sekanslama ve
gercek zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (real time PZR) sonrasi erime egrisi
(melting curve) analizi kullanilarak Adana'daki insanlardaki Cryptosporidium
tirlerini saptamaktir. Bunun icin 2011 Nisan ve 2014 Subat aylar1 arasinda
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji bolimiine basvuran ishalli
kisilerden toplam 320 diski ornegi toplanmistir. Bu diski ornekleri, dogrudan
preparat inceleme, yogunlastirma, modifiye asit fast boyama, ELISA (Enzyme
Linked Immunoabsorbent Assay), standart PZR ve SSU rRNA genini temel alan
uygun primer ve hibridizasyon problardan Fluorescence Resonance Energy
Transfer (FRET) kullanilarak real-time PZR yontemleri ile incelenmistir.
Cryptosporidium spp. saptanan pozitif 6rneklere real time PZR yontemi sonrasi
melting curve analizi uygulayarak tiplendirme yapilmistir. Calisma sonucunda,
boyama yontemiyle 22, ELISA ile 26, standart PZR ile 27 ve real-time PZR ile 31
ornekte Cryptosporidium varhg: saptanmistir. Tiir olarak Cryptosporidium hominis
(12), Cryptosporidium parvum (7) Cryptosporidium meleagridis (7) ve
Cryptosporidium andersoni (5) tiirleri tanimlanmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuclar, Adana’daki enfeksiyonlardan Cryptosporidium hominis’in
Cryptosporidium parvum’dan daha yaygin oldugunu ve real time PZR ydnteminin
Cryptosporidium tiirlerinin ayriminda ve tammlanmasinda kolay, hizh ve giivenilir
bir yontem oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Cryptosporidium, Melting Curve Analizi, Real-Time PZR,
SSU rRNA Geni,

xii



ABSTRACT

Identification of Cryptosporidium Species By Real Time Pcr Method

Cryptosporidium spp. are protozoa which only live in a host cell and may
cause an infection that may result in the death of people with immune deficiency,
in healthy individuals and children. Resistant to acid staining technique is often
used in the diagnosis of cryptosporidiosis. Today, thanks to the development of
molecular methods , in order to obtain epidemiological data in asymptomatic
carrier detection and identification of Cryptosporidium species level was possible.
The aim of the present study was to determine Cryptosporidium species/genotypes
in humans in Adana, Turkey using melting curve analysis after real-time PCR and
sequencing based on the small subunit rRNA gene. A total of 320 faecal samples
were collected from humans with diarrhea applying to Parasitology Department of
Medicine Fakulty in Cukurova University between April 2011 and Fabruary 2014.
This stool samples were examined with direct smears, concentration, modified
acid- fast staining, ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay),
conventional Polymerase Chain Reaction (PCR) and based on the SSU rRNA
genes by real time PCR method. Moreover, genomic DNA of each fecal sample was
screened for the presence of Cryptosporidium with real-time PCR using primers
and hibridization probes, Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET),
which was genotyped by analyzing the DNA sequences of small subunit rRNA
(SSU rRNA). In the results of working, 22 positive with staining method, 26
positive with ELISA, 27 positive with standart PCR and 31 positive with real time
PCR were found Cryptosporidium spp. Molecular and genotype characterization
found the following protozoan species; Cryptosporidium hominis (12),
Cryptosporidium parvum (7), Cryptosporidium meleagridis (7) and Cryptodporidium
andersoni (5). The results obtained in this study support previous findings showing
that Cryptosporidium hominis infections are more prevalent than Cryptosporidium
parvum infections in Adana and they demonstrate that real time PCR procedure is
a simple, fast and voluable tool for the detection and differention of
Cryptosporidium species.

Keywords: Cryptosporidium, Melting Curve Analysis, Real-Time PCR, SSU
rRNA Gene,
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1. GIRIS

Paraziter hastaliklar, diinyada 6zellikle gelismekte olan iilkeler icin en Onemli
saglik sorunlarindan biridir. Bu hastaliklar, iilkemizde de 6nemli saglik sorunlari
arasinda yer almaktadir. Paraziter enfeksiyonlar, biiylime cagindaki ¢ocuklar ve immiin
suprese hastalar icin daha ¢ok onemlidir. Bagirsak enfeksiyonlarinda parazitin sayisi,
cinsi, konagin bagisiklik durumu, enfeksiyon siiresi, konak ve parazit arasindaki
etkilesim, beslenme durumu ve etkilenen organa gore farkl siddette degisiklikler ortaya
cikmaktadir!.

Cryptosporidium, insan ve hayvanlarda gastrointestinal sistem ve solunum
yollarinda yerlesen Apicomplexa subesinde yer alan hiicre i¢i protozoon
parazitlerdendir. Neden olduklar1 enfeksiyona kriptosporidiyoz denmektedir. Bu
organizmalar, diger koksidialarla benzerligi ve ookistlerinin i¢inde sporokist olmayisi
nedeni ile Cryptosporidium olarak isimlendirilmistir. Cryptosporidium cinsi, insanlar,
ciftlik hayvanlari, kuslar, siiriingenler ve baliklar gibi en az 79 hayvan tiirlinii enfekte
edebilmektedir?3. Cryptosporidium tiirleri, her yastaki konakta goriilebilmektedir; ancak
genc insan ve hayvanlarin enfeksiyona daha duyarli oldugu bilinmektedir®. Bulasmanin
gerceklesebilmesi igin enfektif ookistlerin yiyecek igeceklerle, hayvan ya da kontamine
ylzeylerle yakin temasla, hava, toprak ve tastyict konaklarla dolayli yollardan alinmasi
gerekmektedir. Cryptosporidium tiirleri en fazla ince bagirsaga, apendikse, daha az
oranda ise mide, akciger, karaciger ve safra kesesine yerlesmektedir. Klinik olarak
hastalarda, sulu ve mukuslu ishal, karinda kramp seklinde agri, bulanti, kusma, diisiik
ates, halsizlik ve kilo kaybi goriilebilmektedir. Klinik bulgular konagin yasi, genel
saglik durumu ve alinan parazit sayisina bagh olarak degisiklik gostermektedir®®”.

Kriptosporidiyoz 6zellikle HIV (Human Immundeficiency Virus) ile enfekte
olan bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde ve immiin sistemi baskilayici ilag kullanan
tiikketicilerde ishal etkeninin en 6nemli nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Gelismis
iilkelerde yetiskin popiilasyonun yaklasik %30’unda ve gelismekte olan iilkedekilerin
%60’inda ishal etkeninin nedeninin ¢alisilan serolojik testler sonucunda bu

organizmanin oldugu saptanmugtir®®,



Cryptosporidium tanis1 i¢in digki, balgam ve safra Orneklerinde parazitin
ookistlerinin veya biyopsi materyalinde degisik gelisim donemlerinden birisi
goriilmelidir. Laboratuvarda tan1 yontemleri olarak nativ liigol, yogunlastirma, boyama,
kiltiir, seroloji ve molekiiler yontemlerden faydalanilmaktadir. 1982 yilina kadar daha
cok bagisiklik  sistemi  baskilanmis  grubun  enfeksiyonu olarak  bilinen
kriptosporidiyozun ozellikle laboratuvar tani yontemlerinin gelismesiyle birlikte
bagisiklik sistemi saglam toplumlarda da salginlara yol a¢tigi ve hayati tehlike
olusturdugu saptanmistir. Her gecen yil salginlardaki artis, kriptosporidiyozun da
onemini arttirmaktadir'®,

Bu c¢aligmada, Cryptosporidium tiirleri i¢in epidemiyolojik kosullarin uygun
oldugunu diisiindiigiimiiz Adana’da, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcal
Hastanesi’ne bagli kliniklerden Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na sebebi
bilinmeyen akut veya kronik ishal sikayeti nedeni ile gonderilen farkli yas grubundaki
hastalarin digk1 6rnekleri dncelikle nativ-lugol ve yogunlastirma yontemleri ile bagirsak
parazitleri yoniinden incelenecek ve sonra modifiye asit fast boyama yapilarak
Cryptosporidium olup olmadigina karar verilecektir. Ayni1 diski 6rnekleri ile serolojik
yontemlerden antijen aramaya yonelik ELISA (Enziyme Linked Immunosorbent Assay)
testi ¢alisilacak ve bu orneklerde Cryptosporidium’a ait antijen arastirilacaktir. Kalan
disk1 ornekleri, molekiiler yontemlerden standart PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
ve real time PZR uygulanana kadar - 20°C’de saklanacaktir. Zamani1 gelince bu diski
orneklerinden DNA (Deoksiribo niikleik asit) izole edilecek ve uygun primerler
kullanilarak o6nce standart PZR calisilacak ve sonucta olusan bantlara gore
Cryptosporidium varhigi tespit edilecektir. Daha sonra ayni primerler ve uygun
hibridizasyon problardan Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)
kullanilarak real time PZR yontemi ile Cryptosporidium’lu drnekler tespit edilecek ve
bu Orneklere melting curve (erime egrisi) analizi uygulanacaktir. Bunun sonucunda
olusan farkli egriler tespit edilerek bu 6rneklerin hangi Cryptosporidium tdrine ait
oldugunu 6grenmek i¢in sekansa gonderilecek ve sonugta tiirler tanimlanacaktir. Bu
Cryptosporidium tiirleri, bulag kaynaginin zoonotik mi yoksa antroponotik mi oldugunu

gostermis olacaktir.



2. GENEL BILGILER

Cryptosporidium turleri insan ve hayvanlarda gastro-intestinal sistemin
mikrovillus kenar kisimlarinda, intra-cellller-extrasitoplazmik olarak bulunan
protozoon parazitlerdir. Cryptosporidium, gelismekte olan iilkelerde, ¢ocuklarda
(0zellikle beslenme yetersizligi olanlarda) ve immun sistemi baskilanmis ya da saglam
olan kisilerde ve hayvanlarda ishal etkeni olarak bilinmektedir ve hayati tehlike

olusturabilmektedir*?*3,

2.1. Tarihge

Cryptosporidium ilk kez 1895 yilinda Clarke tarafindan fark edilerek fare mide
epiteli Gizerinde yer alan spor kiimeleri seklinde tarif edilmis ve bundan yaklasik 12 yil
sonra 1907 yilinda Ernest Edward Teyzzer tarafinfan laboratuvar faresinin gastrik

kriptlerinde tamimlanmustir'*®

. Sonrasinda ise birgok hayvan ve insandan izole
edilmistir. Onceden bilinen koksidian parazitlerin aksine ookistlerinin igindeki
sporozoitleri ¢evreleyen sporokistlerinin olmamasi nedeni ile Cryptosporidium (=gizli
sporokistler) olarak isimlendirilmistir*>6,

Insanda ilk kriptosporidiyoz olgusu 1976 yilinda rapor edilmistir. 1976-1980
yillar1 arasinda bildirilen insan olgulari incelendiginde enfeksiyonu alan kisilerin
bagisiklik sisteminde bir bozukluk yoksa Cryptosporidium’larin ciddi bir hastaliga
neden olmadig1 ve firsat¢1 parazit olarak tanimlandiklar1 goriilmektedir. Ancak bazi
aragtirmacilar, kriptosporidiyozun immiinolojik problemi olmayan kisilerde de siklikla
gastroenterite, kronik bir enfeksiyona hatta Oliime neden olabileceginden
bahsetmektedirler'®!’.  Gelismis iilkelerde retroviriislere karst uygulanan tedavi
sayesinde 1997 ve 2007 yillar1 arasinda kriptosporidiyoz kismen kontrol altina alinmis
gibi goriinlirken, gelismekte olan iilkelerdeki HIV’li hastalarda ve 6zellikle ¢ocuklarda

ciddi komplikasyonlar olusturmaya devam etmistir'®.

2.2. Taksonomi
Cryptosporidium cinsi, Protozoa alemi, Apicomplexa subesi, Sporozoasida
siifi, Coccidiosina altsmifi, Eucoccidiorida takimi, FEimeriorina alttakimi,

Cryptosporidiidae ailesinde yer almaktadir. Cryptosporidium spp.’nin sistematikteki



yeri (taksonomisi) arastirmacilar tarafindan asagidaki ¢zelgel’de detayli bir sekilde

bildirilmektedirt1213.19,

Cizelge 1. Cryptosporidium cinsine ait stniflandirma?®

Smiflandirma | Isim Biyoloik Ozellikleri

Regnum Animalia

Supregnum Protista Okaryotik, tek hiicreli canli

Phylum Apikomplexa Vezikiiler bir ¢ekirdege sahip olup tiim tiirleri
parazittir.

Class Sporozoa Ookist olusumu, seksiiel ve aseksiiel lireme
ozellikleri vadir.

Supclass Coccidia Biyolojileri  merogoni,  gametogoni  ve
sporogoni seklindedir. Seksiiel faz hiicre i¢inde
gerceklesir. Ergin gamontlar kiiciik olup yine
hiicre i¢idir, ¢ogu vertabralilarda parazitlenir.

Ordo Eucoccidia Merogoni ve vertabrali konakta geger.

Supordo Eimeriina Makro ve mikrogamet olusumu farklidir.
Mikrogamonttan ¢ok sayida mikrogamet
gelisir. Her Dbir makrogamonttan ise bir
makrogamet gelisir. Zigot haraketsizdir.

Familya Cryptosporidiidae Momoksen gelisim s6z konusudur ve konak
stireci  hiicrenin ylizey membran1 altinda
gergeklesir. Ookistleri sporokist icermez, ¢iplak
4 sporozoiti vardir. Mikrogametleri flagella
tasimaz.

Genus Cryptosporidium

Tar Cryptosporidium

spp.




2.3. Cryptosporidium Tur ve Genotipleri

Farkli konaklardan izole edilen Cryptosporidium tiirlerinin ookist duvart ve
sporozoit antijenleri karsilagtirmali olarak incelenmis ve tiirler arasindaki farkliliklar
gosterilmistir?®. Cryptosporidium tiirleri; morfolojileri, konak o6zgiilliikleri, konakta
yerlesim yerleri, son yillarda yaygin olarak kullanilan molekiiler yontemler ile
belirlenen molekiiler 6zelliklerine gore isimlendirilmistir. Bugline kadar bu cinse ait
farkli omurgali konaklarda parazitlenen 44 ayri tiir tammlanmistir (Cizelge 2). Bu
tiirlerin 29°u memelilerde, 6’s1 kuslarda, 4’i siirlingenlerde, 4’1 baliklarda ve 1 tanesi
de kurbagalarda tespit edilmistir (Sekil 1). Bu 44 tlrln 19’u insanlarda rapor edilmistir.
Bunlar; Cryptosporidium hominis (C. hominis), C. parvum, C. meleagridis, C. canis, C.
felis, C. ubiquitum, C. cuniculus, C.viatorum, C. muris, C. andersoni, C. erinacei, C.
tyzzeri, C. bovis, C. suis, C. scrofarum, C. occultus, C. xiaoi, C. fayeri ve C. ditrichi’dir.
Insan enfeksiyonlarmin yaklastk %95’inden genellikle C. hominis ve C. parvum
sorumludur, bunlar1 C. meleagridis, C. canis, C. felis, C. ubiquitum ve C. suis takip

etmektedir?12223.24.25



Cizelge 2. Cryptosporidium tiirleri ve yerlestigi konaklar?!

Tiir ada Yerlestigi konak
1.Cryptosporidium hominis Insan
2.Cryptosporidium parvum Gevis getitenler, insan
3.Cryptosporidium felis Kedi, insan
4.Cryptosporidium canis Kopek, insan
5.Cryptosporidium meleagridis Hindi, insan
6.Cryptosporidium baileyi Tavuk

7.Cryptosporidium muris

Kemirgenler, insan

8.Cryptosporidium andersoni

Sig1r, insan

9.Cryptosporidium nasorum

Balik

10.Cryptosporidium saurophilum

Kokarca, kertenkele, yilan

11.Cryptosporidium ducismarci

Siirlingenler, 6zellikle kaplumbaga

12.Cryptosporidium fragile

Kurbaga

13.Cryptosporidium suis

Domuz, insan

14.Cryptosporidium ubiquitum

Si1gir, insan

15.Cryptosporidium bovis

Sig1r, insan

16.Cryptosporidium cuniculus

Tavsan, insan

17.Cryptosporidium abrahamseni Balik
18.Cryptosporidium bollandi Balik
19.Cryptosporidium huwi Balik

20.Cryptosporidium tyzzeri

Tavuk, Kemirgenler, insan

21.Cryptosporidium proventriculi

Kuslar

22.Cryptosporidium occultus

Kemirgenler, insan

23.Cryptosporidium ditrichi

Kemirgenler, insan

24.Cryptosporidium ratti Kemirgenler
25.Cryptosporidium microti Kemirgenler
26.Cryptosporidium alticolis Kemirgenler
27.Cryptosporidium fayeri Keseliler, insan
28.Cryptosporidium ornithophilus Kuslar
29.Cryptosporidium galli Kuslar
30.Cryptosporidium marcopodum Keseliler
31.Cryptosporidium molnari Balik
32.Cryptosporidium ryanae Sigir
33.Cryptosporidium varanii Kertenkele
34.Cryptosporidium viatorum Insan
35.Cryptosporidium scrofarum Domuz, insan
36.Cryptosporidium erinacei Kirpi, at, insan
37.Cryptosporidium homai Kemirgenler
38.Cryptosporidium apodemi Kemirgenler
39.Cryptosporidium proventriculi Kuslar
40.Cryptosporidium prolipferans Kuslar
41.Cryptosporidium rubei Kemirgenler
42.Cryptosporidium wrairi Kemirgenler
43.Cryptosporidium myocastoris Kemirgenler

44. Cryptosporidium serpentis

Yilan ve kertenkele




n=6
C. ornithophilus,
C. proventriculi,
C. avium, C. galli, C. baileyi
C. meleagridis

n=4

<

C. abrahamseni,
C. bollandi, C. huwi,
C. molnari
C. scophthalmi??

& S’ n=4
S, &
C. serpentis, C. varanii, |

' C. testudinis,
", C ducismarei

C. hominis, C. parvum, C. canis, C. felis, C. ubiquitum,
C. viatorum, C. cuniculus, C. muris, C. andersoni,
C. fayeri, C. suis, C. erinacei, C. scrofarum,

C. tyzzeri, C. occultus, C. ditrichi, C. bovis, C. xiaoi,
C. macropodum, C. ryanae, C. ratti, C. microti,
C. alticolis, C. apodemi, C. homai,
C. proliferans, C. rubeyi,
C. wrairi, C. myocastoris

Sekil 1. 2021 yilinda Cryptosporidium cinsinde tanimlanan Cryptosporidium turleri?:

Memelileri enfekte eden Cryptosporidium parvum ookistlerinde bulunan
sporozoitlerin ¢esitli niikleik asit ve enzimlerini ( 18S rRNA, COWP, TRAP, gp60 ve
hsp 70 gibi) kodlayan genlerin molekiiler analizlerine gére konaga adapte olmus 7 farkl
genotipinin bulundugu bildirilmistir?®2"?8, Molekiiler biyoloji calismalar1 sonucunda,
insanda kriptosporidiyozdan sorumlu olan Cryptosporidium parvum’un iki farkl
genotipinin oldugu, bunlardan insan genotipinin (genotip 1; genotip H; anthroponotik
genotip) sadece insanlarda bulundugu, sigir genotipinin (genotip 2; genotip C; zoonotik
genotip) ise si8ir, koyun, geyik, insanlar ve nadiren domuz ve farelerde enfeksiyona yol
acabilecegi saptanmistir. Bu genotipler sonradan Cryptosporidium hominis (genotip 1,
insan genotipi) ve Cryptosporidium parvum (genotip 2, sigir genotipi) adlarinda iki

farkls tiir olarak tanimlanmustir®®.

2.4. Epidemiyoloji

Diisiik sayida ookistin enfeksiyonu olusturma yetenegine sahip olmasi, hizla
cogalma yetenegi, ookistlerin uzun siire dig ortamda canli kalmasi, ookistin ¢apinin
kiiciik olmast ve ¢okme hizinin az olusundan dolay1 su birikintilerinde uzun zaman
yasayabilmesi ve bircok dezenfaktana karsi direngli olmasi, bazi genotipler ig¢in
hayvanlarin rezervuar olmasi ve son olarak konagin bagisiklik sisteminin baskilanmis

olmas kriptosporidiyoz epidemiyolojisini belirleyen faktorlerdir3®3L,



Cryptosporidium paraziti, Antartika diginda, sicak iklime sahip bolgelerde daha
yaygin olmak iizere tim diinyada bulunmaktadir. Enfeksiyonun mevsimsel 6zellik
gosterdigi, sicak ve nemli aylarda daha yaygin goriildiigli bildirilmistir. Enfeksiyonun
Avrupa ve Amerika’da %]1-3, gelismekte olan ilkelerde ise %5-10 arasinda oldugu
bildirilmistir®. Tam1 yontemlerindeki gelismeler daha fazla olguya tan1 konmasini
saglamis ve bu enfeksiyonun ¢ok daha yaygin oldugu saptanmistir. Az gelismis
iilkelerde, 6zellikle 2 yasin altindaki ¢ocuklarda, beslenme bozuklugu olanlarda ve evcil
hayvan besleyenlerde enfeksiyonun daha sik oldugu bildirilmektedir. Enfeksiyona
yakalanma riskinin bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde CD4 sayis1 ile dogru orantilt
oldugu, enfeksiyon riskini cesitli sosyal ve davramigsal faktorlerin de arttirdigi
bildirilmistir. Kriptosporidiyozun homoseksiiellerde, HIV pozitif olgularda ve ilag
bagimhlarinda sik goriildiigii bildirilmistir®®3*%, ABD’deki bir ¢alismada, enfeksiyona
HIV enfeksiyonunu cinsel yolla alanlarda diger yolla alanlara gore daha fazla
rastlanmasi seksiiel davranis ile kriptosporidiyozun yakin iligkisi oldugu anlagilmistir.
Kaynatilmamis kuyu suyu da bulagsmadan sorumlu tutulmustur. Elma sarabr ile iliskili
kriptosporidiyoz, kontamine inek otlaklarinda yere diismiis elmalarin kullanilmasi ile
iliskili oldugu bulunmustur3®-3°,

Su ile ookist bulagsmasi, en énemli bulagsma yolu olarak diisiiniilmektedir ve en
bliyiik salginlar bu yol ile olugsmustur. Su ile bulagsmanin oldugu ilk vakalar 1983’te St.
Petersburg (daha sonra Leningrad), Rusya’ya seyahat eden ishali olan Finlandiyali
kisilerde tanimlanmustir. Ingiltere’deki salgimlar ile ilgili yapilan bir derlemede, 1992-
2003 tarihleri arasinda su kaynakli 89 salginin %69’una Cryptosporidium’un neden
oldugu bildirilmis ve toplam 62 kriptosporidiyoz salgininin 21’inde belediye suyundan,
6’sinda 6zel ambalajli sulardan ve 32’sinin ise yiizme havuzundan kaynaklandigi
saptanmustir®, Kriptosporidiyozun en biiyiik su kaynakli salgini 1993’{in baharinda
Wilwaukee’de 403.000 kisinin Cryptosporidium hominis ile kontamine suyun igilmesi
ile ortaya c¢ikarken, Ingiltere’deki salgmlarda ise Cryptosporidium parvum ile
kontamine igme sularinin salgina neden oldugu bildirilmistir'®=°.

Ulkemizin farkli bolgelerinde, kii¢iik ¢ocuklarda, hemodiyaliz, kronik b&brek
yetmezIligi olanlarda, bobrek transplantasyonlularda, ¢ocuk onkoloji ve kemoterapi
goren ishalli kisilerde de Cryptosporidium arastirilmistir ve farkli sayilarda bulundugu

bildirilmistir*®4!.



Adana’da Cukurova Universitesi Parazitoloji Anabilim Dali laboratuvarinda 1-
85 yas arasindaki ishalli kisilerde yaptigimiz 6nceki arastirmada, ELISA yontemi ile
154 kisinin 37’sinde (%24) Cryptosporidium antijeni saptanmugtir*,

Kriptosporidiyozun prevalans ve surveyansini etkileyen faktorleri bes ana baglik

altinda toplayabiliriz Bunlar:

Epidemiyolojik Indeksler:
-Yas
-Cinsiyet
-Bagisiklik durumu
-Cografi dagilim
-Etnik koken
Insan Aktiviteleri:
-Hijyen ve beslenme uygulamalari
-Kirsal ve kentsel diizenlemeler
-Insan atiklar1 kontaminasyonu
-Hayvancilik sonucu olusan kirlilik
-Su iyilestirme sistemlemleri
-Yemek hazirlama
-Seyahat
-Gog¢
Surveyans:
-Kontamine sular
-Uygunsuz gida igleme
-Salgin kaynakalarin1 yanlig tanimlama
-Protozoon koenfeksiyonu
Cevresel ve sosyal faktorler:
-Cevre kirliligi
-Kitlik ve yetersiz beslenme
-Susuzluk
-Cografya

-Uluslararasi evlat edinme



-Dogal felaketler ve iklim degisimi
-Agaclar1 yok etme
-Mevsimsel yagislar

Klinik ve Tani:
-Zayif belirtiler
-Hafife alinan semptomlar
-Yetersiz tani

-Gelismis molekiiler araglarin yoklugu®?

2.5. Morfoloji ve Evrim

Ookistler 4-6 um ¢apinda, kalin bir duvarla ¢evrilmis igerisinde 4 sporozoit
bulunan yapilardir. Sporokistleri yoktur. Sporozoitler, rhoptri, mikronem ve graniller
iceren, konak hiicreye invazyonu saglayan apikal komplex adi verilen bir organele
sahiptir. Hareketli sporozoitler, ince bagirsak epitel hiicrelerinin yiizey reseptorlerine
parazitlerin bazi baglar1 (gp 900, Cpg 40/15, cp 47 vs) ile baglanmaktadir. Baglanma
sonrast parazitler aktin polimerizasyonuna neden olur ve ince bagirsak epitel hiicre
membraninda bir ¢ikintt meydana gelmektedir. Bu membran sporozoiti sarar ve epitel
hiicresinin mikrovillus tabakasinda parazitofor vakuolii meydana getirmektedir®.

Konak enterositleri iginde bulunan ookistlerin %80°’1 kalin duvarli ve ¢ift cidarh
iken, yaklasik %20’si ince cidarhidir. Ookist duvart bir elektron lucent boslukla
birbirinden ayrilmis elektron yogun tabakadan olusmaktadir. Kalin duvarl ookistlerin
tip 1 ve tip 2 duvar sekillendirici cisimlere sahip oldugu, ince duvarli ookistlerde ise bu
cisimlerin bulunmadigi bildirilmistir. D1 ortama direngsiz, yalnizca tek bir zarla ¢evrili
olan ince cidarli ookistler oto-enfeksiyondan sorumludurlar®.

Cryptosporidium tiirleri, asekstiel (sizogoni, merogoni) ve seksiiel (gametogoni,
sporogoni) dollenme sekillerinin degisimi ile karakterize yasam dongiisiinii tek bir
konakta (monoksen) tamamlamaktadir®.

Yasam dongiisiinde baslica 6 gelisim evresi bulunmaktadir.

Ekskistasyon donemi: Agiz yoluyla alinan kalin duvarli sporlanmis ookistlerin
ceperlerinin ince bagirsakta safra tuzlari ve pankreatik enzimlerin yardimiyla
parcalanmas1 (ekskistasyon) sonucunda sporozoitler serbest kalmakta ve bagirsak

bosluguna dokiillmektedirlert*® (Sekil 2)%.
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Sekil 2. Ookistlerin parcalanmasiyla serbest kalan enfektif sporozoitler®®

Merogoni DoOnemi: Serbest kalan sporozoitler konagin epitel hiicreleri
(enterosit) icine girmektedirler. Bu hucrelerin mikrovillus bdlgesinde parazitofor
vakuoller i¢inde trofozoitlere (tek nukleuslu merontlara) donlismekte ve daha sonra
eseysiz olarak (merogoni) ¢ogalarak Tip 1 merontlar1 olusturmaktadirlar. Bunlardan
meydana gelen merozoitler yeni hiicrelere girerek tekrar eseysiz ¢ogalma ile Tip 1

merontlar1 (Tip 1 meront dongiisii) veya Tip 2 merontlari olusturmaktadirlar'#’,

Gametogoni Donemi: Tip 2 merontlardan meydana gelen merozoitler ise yeni
bir dongli olusturmamakta, ancak konak i¢inde yeni hiicrelere girdiklerinde esey

hiicrelerine yani mikro ve makrogamontlara déniismektedirler™*’.

Dollenme Donemi: Kamgisiz fakat hareketli mikrogamont makrogamontu

doller ve sonucunda zigot meydana gelmektedirl4’.
Ookist Donemi: Zigot duvarinin kalinlasmasiyla parazitin bir konaktan digerine
bulagsmasin1 saglayacak olan, dis c¢evre kosullarina dayanikli ookist meydana

gelmektedirt*’,

Sporogoni Donemi: Ookist icinde sporlanma yoluyla enfektif sporozoitler

meydana gelmektedir484°,
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Sekil 3. Cryptosporidium spp.’nin yasam dongiisii*®

Tip I Meront

“nce Duvarh
. ookist
‘Sporlanms
L-hlu‘uﬁmetler i
N Farkhilasmams AL .,
[Gamet S\ ol |
i
=N ﬁ ' /Tip eront
A ] Merozoitler
: AEe e ) Seksiiel Siklus

Sekil 4. Cryptosporidium’un evrimi ve evrim sekilleri*

Cryptosporidium ookistleri konak hiicreleri icinde iken sporogoni gecirmekte,
bagirsak bosluguna dokiildiiklerinde enfektif hale gelmektedirler. Diger koksidian
parazitlerden Cyclospora, Toxoplasma ve Isospora tiirlerinin ookistleri ise konagi

disginda  dis  ortamda oksijenle temas edene kadar sporlanmamaktadirlar®®,
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Cryptosporidium spp.nin eseyli tiremesiyle kalin ve ince olmak tizere 2 farkli tip ookist
olusumu gozlenir. Kalin duvarli ookistler dis kosullara dayaniklidir ve diskiyla atilarak
diger konaklara enfeksiyonu bulastirirken, ince duvarli olanlar, konak hiicreden
ayrilmalarindan hemen sonra iglerindeki sporozoitler serbest hale gelip, diger
enterositlere girerler ve yeni bir yasam dongiisiinii baglatmaktadirlar. Bu otoinfektif
ookistlerin ve Tip 1 merontlarin az sayida ookistle enfekte olan kisilerde, siddetli
enfeksiyonlarin gelisiminden sorumlu olduklari, bagisiklig1r baskilanmis kisilerde ise
etken disardan yeniden alinmasa da uzun siiren ve hastanin yasamini tehlikeye

diisiirebilen tablolarin ortaya ¢ikmasina neden olabilecekleri diisiiniilmektedir®.

2.6. Hastaligin Bulasmasi Ve Bulas Yollar:

Fecal oral yolla bulasan Cryptosporidium enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasi igin
ookistlerin, enfekte insan, hayvan ya da kontamine yiizeylerle yakin temasla, su ve
yiyeceklerle, olast hava yoluyla, toprak ve tastyici konaklarla, indirekt yolla ve sekstiel
yolla alinmasi gerekmektedir. Parazitin enfeksiyona yol agma giicii oldukga ytksek olup
saglikli kisilerde 30 ookistin enfeksiyona neden olabildigi gdsterilmistir®.

Ozellikle ¢ocuklarda stk goriilen insandan insana  direkt bulas,
kriptosporidiyozun zorunlu zoonotik bir enfeksiyon olmadigimmi gostermektedir.
Kreslerde ve hastanelerde ortaya cikan salginlar insandan insana (anthroponotik) direkt
bulasin gostergesidir™®®?,

Bulas yollar1 gz oniine alindiginda toplu yasanilan yerlerde veya aile iginde
enfekte kisilerle yakin temasta bulunmak, endemik bdlgeye seyahat etmek, mesleki
(ciftgiler, veterinerler, evcil hayvan besleyenler) nedenlerle hayvanlarla yakin temasta
bulunmak; konjenital immun yetmezlik, HIV infeksiyonu, organ nakli, immunosupresif
ila¢ kullanim1 gibi nedenlerle bagisiklik sistemi baskilanmasi, kétii hijyen ve beslenme
kosullari, sularin yetersiz filtrasyonu bu enfeksiyon i¢in risk faktorlerini

olusturmaktadirlar®®°1:52,

2.7. Parazitin Yerlestigi Organlar Ve Konak Parazit iliskisi

Bagisiklik sistemi saglam olan konaklarda Cryptosporidium’un siklikla terminal

jejunum ve ileumda, bagisiklik sistemi baskilanmis olan konaklarda ise akcigerler,
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0zofagus, mide, duodenum, kolon, safra ve pankreatik kanallar, uterus, konjuktiva, orta
kulak ve solunum sisteminde yerleserek enfeksiyona neden olabilecegi bildirilmistir®3>*,

Sporozoitin apikal bélgesinde bulunan parazit organelleri invazyonda rol
oynamaktadirlar. Parazite ait bir protein olan ‘CP47° sporozoit/konak hiicre
tutunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu protein, insan ve hayvan ileal hiicrelerin
ylizeyine Oonemli bir baglanma afinitesi gdstermektedir (Cryptosporidium spp. diger
hiicre i¢i parazitlerden farklt olarak hiicre i¢i ancak sitoplazma disinda

yerlesmektedir®®*®,

2.8. Patojenite

Parazitin enfektivitesi ve konagin immun cevab1 patofizyolojide rol
oynamaktadir. Cryptosporidium yiizeyel epitel hiicrelerde yerlestigi igin minimal
invaziv mukozal patojen olarak kabul edilmektedir. Safra kesesine yerlesirse tikanma,
kolenjit veya kolesistit gelisebilmektedir. Kript ve villoz yapida histolojik bozukluklar
ortaya ¢ikmaktadir. Villoz atrofi, kript hiperplazisi ve genellikle lamina propriada
inflamatuar hucre birikimi goérilmektedir. Cryptosporidium enfeksiyonunda gdrilen

ishale {i¢ ana mekanizmanin neden oldugu bilinmektedir. Bunlar:

1. Direkt sitotoksik etkiyle intestinal yapinin tahribati.
2. Konak immun cevabimnin bir parcast olarak, inflamatuar metabolit ve
hormonlarin salinima.

3. Parazitin enterotoksik 6zellik gostemesi.

Enterotoksin saflastirilmamis olmakla beraber, toksinin absorbsiyon, sekresyon
ve epitelyal permeabilite bozukluguna yol agabildigi ileri siiriilmistiir. Hayvan
modellerinde Cryptosporidium enfeksiyonunun klor sekresyonunda artisa, sodyum ve
glukoz malabsorbsiyonuna yol actig1 gdzlenmistir>®>’,

Proinflamatuar sitokinler (TNF- a, IL1-B) mukozal epitelyal biitiinligii direkt
olarak degistiren, bariyer fonksiyonunu bozan faktorlerdir. Kronik kriptosporidiyozu
olan AIDS’li hastalarin biyopsi orneklerinde proinflamatuar sitokinler gosterilmistir.

Hayvan modellerinde TNF-a’nin diyarenin major mediatorii oldugu gosterilmis ancak

insanlarda semptomlarla tam olarak iliskisi kurulamamistir®.
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Cryptosporidium’un kompleks bir virulans kapasitesi oldugu bilinmektedir.
Epitel hiicrelerine tutunarak, enfekte olmayan komsu hiicrelerde apopitozis yoluyla
epitel hucrelerinin absorbsiyon ve sekresyon 6zelliklerini bozdugu ileri siiriilmektedir.
AIDS’li hastalarda sinerjistik bir patolojik etkinin ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir. HIV-
1 viriisiiyle enfekte T hiicre ve makrofajlardan saliman HIV-1 tat proteininin

Cryptosporidium ile iliskili apopitozisi indiikledigi gdsterilmistir®,

2.9. iImmiinite

Kriptosporidiyoza karst konakta meydana gelen immiin yanit, parazitin
patofizyolojisinin belirlenmesinde rol oynamaktadir. Kriptosporidiyozun gelisimi,
konagin bagisiklik durumuyla yakindan iligkilidir. Son yillarda bir¢cok ¢aligma,
enfeksiyonun akut fazinin kontrolii i¢in sorumlu bagisiklik mekanizmalar1 hakkindaki
bilgimizi gelistirmekte ve dogustan gelen bagisikligin énemini vurgulamaktadir®®.

Cryptosporidium’a karsi olan bagisik yanit hakkinda bilinenlerin ¢ogu, fareler
tizerinde yapilan ¢aligmalarin sonuclaridir. Bu ¢alismalarda enfeksiyonun 6nlenmesinde
veya iyilesmesinde CD4 T lenfositleri ve gamma interferonun (IFN-gamma) énemli bir
rol oynadigi bildirilmistir. (Borad A and Ward H 2010). HIV ile enfekte olan hastalarda
akut sl enfeksiyona sahip olanlarda CDs sayisi>180 hiicre/mm?®, kronik
enfeksiyonda <100 hiicre/mm?, fulminant enfeksiyonlarda ise <50 hiicre/mm?® oldugu
bildirilmistir®®,

Sitokinlerden interlokin 5 (IL-5) ve interlokin 12’nin (IL-12) azalmasinin
enfeksiyonun siddetlenmesine neden oldugu, IL-2 ve IL-4’{in ise enfeksiyonun tizerinde
higbir etkisinin olmadig1 bildirilmistir®.

Kriptosporidiyozda dogal immun cevapta enterositler aktive olur, proinflamatuar
sitokinler ve defensinler gibi antimikrobiyal peptidier olusmaktadir. Dogal immun
cevap, baslangicta parazit sayisim  kisitlasa da enfeksiyonun tam  olarak
temizlenmesinde T hiicre cevabr gerekmektedir. Ozellikle CDs+T lenfositleri,
Ozellesmis hiicre yiizey proteinleri (MHC siif I, CD4o-CD1s4) Cryptosporidium’a karsi
koruyucu immunitede 6nemlidir8%2,

Immun sistemi baskilanmis kisilerde Cryptosporidium’un 27 kDa’luk antijenine

kars1 gliclii bir serolojik cevap oldugunda diyare ve kilo kaybi riskinde azalma
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gbzlenmistir. Su kaynakli bulaglarda az sayida ookist alan kisilerde olusan serolojik
yanit daha giicliidiir®.

HIV(+) olan kisilerde akut kriptosporidiyoz sirasinda IgM (Immunoglobulin M),
kronik enfeksiyonlarda IgG (Immunoglobulin G) tiirii antikorlar olussa da immiinolojik
korunmada 6zgiil antikor cevabinin rolii fazla degildir. Serum ve/veya mukozal IgG,
IgM ve IgA (Immunoglobulin A) antikorlar1 olan AIDS’li hastalarda persistan
kriptosporidiyoz gozlenmistir®*®,

Sonu¢ olarak, akut ve kronik kriptosporidiyoz kontrolinde 06zellikle CD4

lenfositlere bagimli sistemik hiicresel bagisikligin 6nemli oldugu, humoral bagisik

yanitin ise kriptosporidiyozdan korunmada rol oynadig1 bildirilmektedir®.

2.10. Tam

Cryptosporidium, biyoguvenlik dizeyi 2 gerektiren ve Grup D bildirimi zorunlu
enfeksiyon etkenlerinden biridir. Pozitif saptandig1 takdirde ilgili haftalik olarak ilce
Grup Baskanliklar1 veya Il Saghk Miidiirliigii’ne bildirilmesi gerekir. 2004 yilinda
yayinlanan Bulagic1 Hastaliklarin Bildirim Sistemi’ne gore Cryptosporidium tanist igin
gecerli laboratuvar testleri diski, duodenal sivida aside direngli boyama veya direkt
floresan antikor (DFA) yontemi ile ookistlerinin gosterilmesi, duedonal biyopside
Cryptosporidium gosterilmesi veya digskida 6zgiil immiinotanisal yontemlerle antijen
varliginin  saptanmasidir. Saglik Bakanligi’'nin  Bulasict  Hastaliklarin -~ Bildirim
Sistemi’ne gore kriptosporidiyozun kesin tanisi, gecerli laboratuvar testlerinin en az
birinden pozitif sonug alinmas1 halinde konulabilmektedir®’.

Diski1  orneklerinde  Cryptosporidium’un  saptanabilmesi 6rnegin  kalitesi,
laboratuvara  gonderilme kosullar1 ve gonderilme zamani ile dogrudan
iligkilidir.Parazitolojik inceleme i¢in Ornek alinmadan oOnce hastaya herhangi bir
nedenle mineral yag, baryum veya bizmut verilmemis olmalidir. Antibiyotik,
antidiyareik, antiasid, baryum siilfat veya bizmut gibi ilaglar parazitlerin saptanmasini
engelleyebilir. Bu nedenle bu ilaglarin 6rnek alimindan en az bir hafta 6nce birakilmis
olmas1 veya ilaglarin alinmasinin bir hafta sonraya ertelenmesi gerekmektedir®8:6°,

Ornekler laboratuvara gonderilirken temiz, agzi sizdirmaz kapakli kaplara
konulmalar1 gerekmektedir. Laboratuvara gonderilecek 6rnek 30 dakika icinde

incelenmeyecekse iki ayr1 kaba ayrilmalidir. Digki 6rneklerinde bu kaplardan birine
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koruyucu  koymadan, digerine %10’luk  formalin  eklenerek laboratuvara
gonderilmelidir. Transport sirasinda koruyucu icermeyen Ornekler <30 dakika oda
1sisinda bekleyebilirken, sehirlerarasi transportlarda ornegin tli¢lii paketleme ile soguk
zincirde en ge¢ 24 saatte gonderilmesi gerekmektedir. Koruyucu icermeyen ornekler
buzdolabinda 24 saat muhafaza edilebilir. Iimmiinotanisal testlerde kullanilacak 6rnekler
4°C’de saklanabilir. Daha uzun siireli saklamalarda ise 6rnekler -20°C’de muhafaza

edilmelidir®’.

2.10.1. Kriptosporidiyoz Olgularinda Klinik Tam
Kriptosporidiyoz, intestinal, respiratuar, hepatobilier ve pankreatik olmak lizere
4 farkli klinik tablo ile karsimiza ¢ikabilmektedir®.

2.10.1.1. Intestinal Kriptosporidiyoz
Dort farkli klinik tablo goriilebilmektedir. Bunlar:

Asemptomatik Tasiyicilar: Salginlardaki bulastan sorumlu olan bu klinik
tablodaki olgularda higbir klinik belirti gozlenmemektedir. Asemptomatik tastyicilik

orani, HIV pozitif olgularda normal toplumlardan daha yiiksektir':,

Akut Smrh Enfeksiyon: Bagisiklik sistemi saglam kisilerde daha yaygin
gorulen klinik bir tablodur. Kulugka dénemi ortalama 6 gin (2-30 gln) olarak
bilinmektedir. En sik goriilen belirti, bol ve sulu, mukuslu, nadiren kanin da
bulunabildigi ishaldir ve hizli kilo kayb1 ve dehidratasyona da neden olabilmektedir.
Karinda kramp seklinde agri, anoreksia, 1liml ates (<39°C), bulanti, kusma, basagrisi,
halsizlik, orta dereceli malabsorbsiyon en cok gozlenen belirtilerdir. Klinik belirtiler
birkag giin ile birkag¢ hafta arasinda kendiliginden gecebilmektedir. Ayrica enfeksiyonun
uzun donem etkilerinde Ornegin yetersiz beslenme, biiyime ve kavrama eksikligi
tamimlanmustir. CDa say1s1 200/mm?® den fazla olan HIV pozitif olgularda bu klinik sekil

gozlenebilmektedir’®"2,
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Kronik Enfeksiyon: Malnutrisyonlu ¢cocuklarda ve HIV(+) olgular1 basta olmak
tizere, bagisiklik sistemi baskilanmis olgularda goriilen klinik bir tablodur. Direngli
ishal, kilo kayb1 ve malniitrisyon goriilmektedir’.

Fulminant Enfeksiyon: HIV’li hastalarda ve kemoterapi tedavisi ile bagisiklik
sistemi baskilanmis olan kisilerde goriilmektedir. Kolera benzeri klinik tablo
olusturmakta ve ¢ok yiiksek mortalite ile karakterize olmaktadir. Tedavide oncelikle s1vi

elektrolit dengesinin saglanmasi onerilmektedir®.

2.10.1.2. Respiratuar Kriptosporidiyoz

Ozellikle gocuklarda goriilen bir enfeksiyondur ve genellikle olgularin ¢cogunda
ishal goriilmektedir. Ayrica bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde goriilen bu klinik
tablo, solunum sistemini tutarak laringotrakeit, siniizit, nonspesifik belirtiler, siddetli,
direncli okstirtik, krup, wheezing, ses kisikligi, ates, trakeal sekresyon ve solunum
gicliigti ile karakterizedir. Bu bireylerde o6ldiiriici solunum sistemi tablolar

gorilebilmektedir’®2,

2.10.1.3. Hepatobiliyer Kriptosporidiyoz

Genellikle HIV’li ve kronik kriptosporidiyozlu hastalarda gelisen safra kesesi ve
safra yollar1 epitelinin tutulumu, tassiz kolesistit veya sklerozon kolenjit tablosuyla
ortaya ¢ikmaktadir. En sik gozlenen belirtiler ates, sag iist kadranda agr1 ve duyarlilik,

bulanti, kusma, nadiren ishal ve sariliktir’®.

2.10.1.4. Pankreatik Kriptosporidiyoz
Pankreatik kanallarin kolonizasyonuyla gelisen ve genellikle HIV’li hastalar
basta olmak iizere baZisiklik sistemi baskilanmis kisilerde pankreas yollarini tutarak

karin agrisi, asit amilaz yiiksekligi ve pankreasta bilyiimeye neden olabilmektedir.

2.10.2. Kriptosporidiyoz Olgularinda Laboratuvar Tam

Cryptosporidium digki, balgam, duodenum sivisi, safra ve bagirsak biyopsi
orneklerinde ¢esitli yontemlerden faydalanilarak arastirilmaktadir. Bunlar, dogrudan
preparat inceleme, boyama yontemleri, konsantrasyon yontemleri, serolojik tani

yontemleri, kiiltiir, flow sitometri, ve molekiiler tan1 yontemleridir. Materyaller ya taze
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olarak ya da %10 formol, poluviynil alkol veya sodyum asetat-asetik asitformol (SAF)
icinde tespit edildikten sonra incelenmektedir. Tespit sonrast inceleme, laboratuvar

enfeksiyonu riskini azaltmasi nedeni ile genellikle tercih edilmektedir™ .

2.10.2.1. Dogrudan Preparat Inceleme
Lam-lamel arasinda hazirlanmis dogrudan diski preparatlarinda ookistler

mikroskop ile aranabilmektedir; ancak ayirt etmek oldukga zordur’.

2.10.2.2. Modifiye Asit-Fast Boyama Yontemi

Cryptosporidium ookistleri ¢ok kiigiik oldugu i¢in diski yogunlugunda onlari
bulmak oldukc¢a zordur, tecriibe gerektirir. Bu isi kolaylagtirmak ve sorunun listesinden
gelebilmek i¢in farkli boyama yontemleri onerilmektedir. Ookistlerin membraninda
lipid miktarinin ¢ok olmasi onlarin aside direngli boyalarla boyanmasina olanak
saglamaktadir. Modifiye asit-fast boyama yontemi, diisiik maliyeti, kullanim kolayligi,
0zel mikroskoba gerek duyulmamasi ve ayni preparatta Isospora ve Cyclospora gibi
diger patojenlerin arastirilmasina olanak vermesi nedeni ile en sik kullanilan yontemdir.
Sicak ve soguk yontemlerle uygulanabilmektedir. Boyali preparatlarda ookistler, mavi
veya yesil zeminde parlak kirmizi, pembe renkte goriinlirken mayalar mavi veya yesil
renkte gortnmektedirler. Alternatif olarak safran-metilen mavisi boyama teknigi ile
ookistler turuncu renkte boyanmakta ve modifiye asit-fast boyama yerine

kullanilabilmektedir'>7677,

2.10.2.3. Konsantrasyon Yontemleri

Digki yolu ile yayilan Cryptosporidium ookistleri, dis ortamda uzun siire canli
kalabilmekte ve icme suyu kaynaklarinin kontaminasyonuna neden olmaktadir. Diski
konsantrasyon yontemleri, diskida az sayida parazit oldugunda uygulanan yontemlerdir
ve ylizdiirme ve ¢oktiirme olmak tizere iki tlirlii yapilmaktadir. Yiizdiirme yontemleri,
Sheather’in seker soliisyonu, ¢inko siilfat ve doyurulmus tuzlu su ile yapilmaktadir.
Coktiirme yontemleri ise formol ether ve formalin-ethyl acetate teknikleridir’®. Ayrica
coktirme yontemlerinden biri olan Feconomics yontemi, ¢ok yeni olup oldukga pratiktir

ve cok daha kisa silirede parazitin kist, ookist, yumurta ve larva formlarinin
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saptanmasinda kullanilir. Bu yontem ile diger yogunlagtirma yontemlerinden farkli

olarak bazi parazitlerin trofozoit sekillerinin de saptandig1 goriilmiistiir’®.

2.10.2.4. Serolojik Tam1 Yontemleri

Mikroskobik tanit yontemlerinin duyarlilik ve gilivenirligi O6rnegi inceleyen
kisinin bilgi ve tecriibesine baglidir. Bu problemin ¢dziilmesi igin enzimlerin
kullanildig1 serolojik tani yontemleri olan ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), DFA (Direkt Floresan Antikor), IFA (Immunofloresan antikor) ve hizli tani

testleri uygulanmaktadir®®.

2.10.2.4.1. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Antijen antikor reaksiyonlarini gostermek i¢in enzimlerin kullanildigi bir
yontemdir. Digkida Cryptosporidium antijenlerini saptamaya yonelik monoklonal
antikorlarla kapli plaklarm kullanildigi ELISA Kkitleri iiretici firmalarmn talimatlar1 ile
taze, dondurulmus veya fikse edilmis prezerve diski Orneklerinde uygulanabilmesi
acisindan tercih edilebilmektedir. Testin sonucunda, ookist varliginda olusan enzim-

antikor- antijen kompleksine bagli renk olusumu tespit edilmektedir’®.

2.10.2.4.2. DFA (Direkt Floresan Antikor)

Diski orneklerindeki organizmalarin yilizeyindeki antijenlerin immiinolojik
olarak saptanmasinda kullanilan monoklonal antikor temeline dayal1 bir yontemdir. Bu
yontemde, slipheli materyaldeki antijenler lam iizerine yayilarak tespit edilmektedir ve
antijenin lizerine 6zel isaretli antikorlar konulmaktadir. Siipheli antijenlerin isaretli 6zel
antikorlarin olugmasina neden olmus olan antijenler olup olmadig: arastiriimaktadir. Bu
yontemde, konsantre veya konsantre olmayan digki Orneklerinde fluorescein
isothiocyanate (FITC) bagli ‘monoklonal antikorlar’ kullanilarak  ookistler

tanimlanmaktadir?®.

2.10.2.4.3. IFA (indirekt Floresan Antikor)
Bu yontemde tanida en sik kullanilan floresan boyalar, auramine, auramine-
rhodamine ve acridine orange boyalardir. IFA yo6ntemi, Cryptosporidium ookisti

aranmasinda oldukc¢a sik basvurulan ve asit-fat boyama yonteminden daha duyarh ve

20



0zgiil bir tekniktir. Immiinofloresan mikroskobisinde ookistler karanlik zeminde parlak
elma yesili renginde goriiliirler. Ticari IFA kitleri kullanilan monoklonal antikorlarin
hemen hemen tim Cryptosporidium trlerine ait ookistler ile reaksiyon vermesi nedeni

ile tiir diizeyinde tanimlama yapamamaktadir338°,

2.10.2.4.4. Hizh Immunokromatografik Yontem
Bu yontem ile kombine antijen taramasi yapilabilmektedir. Bu yontemin en
bliyiik avantaji, kisa test siiresine sahip olmasi ve ayni reaksiyonda birden fazla parazit

icin sonug vermesidir®,

2.10.2.5. Kultar

Cryptosporidium’un konak hiicre ortamindaki gelisimi ilk olarak 2004 yilinda
tanimlanmistir.  Bu da  Cryptosporidium  arastirmalarinda  birgok  goriisii
kolaylastirabilecek 6nemli bir adim olmustur. Mevcut konak hiicre kiiltiirlerinde
parazitin tim evrim doénemlerini gérmek muimkindur; ancak cok kugcluk boyutlarda
oldugu i¢in yapisinin tanimlanmasi zordur. Kiiltiirler, 37°C’de ve %5°lik karbondioksitli
ortamda inkiibasyona birakilmaktadir ve 48 veya 72 saat sonra alinmaktadir. Cesitli
floresan boyama yoOntemleri islemlerinde 37°C’de 6 giin inkiibe edilmektedir.
Cryptosporidium’un gelisim safhalarinin tamami tavuk embriyosunda izlenmistir ve
kiiltiirde iretildigi bildirilmistir. Baz1 aragtirmacilar paraziti RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute 1640) temelli besiyerinde iiretmisler fakat kiiltiir hiicrelerindeki
Cryptosporidium’un gelisimi sirasinda mikrobiyal kontaminantlarin yiiksek sayida
oldugu goriilmiistir. Bundan dolayr bu teknigin laboratuvarlarda uygulanabilirligi

tartismalidir®:82,

2.10.2.6. Flow Sitometri Yontemi

Akim sitometrisi, siispansiyon halinde olan materyalin igindeki monoklonal
antikorlarla boyanmis ookistlerin lazer 15181 ile aydmlatilmakta olan bir bdlmeden
gecirilirken  canliliklarinin = belirlendigi, sayimlarmmin = yapildigi  ve tedavinin

degerlendirilebildigi dnemli bir yontemdir®®.
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2.10.2.7. Molekuler Tam Yontemleri

Tanida molekiiler yontemlerden polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sik
kullanilmakta olup, parazit genetik materyalinin c¢ok kiiclik miktar1 kullanilarak,
arastirilacak gen bolgesinin ¢ogaltilmasini saglayarak biiyiik ¢apli epidemiyolojik
caligmalarin yapilmasini kolaylastirmistir. PZR yontemi digkidan bagka doku ve safra
orneklerinde de c¢aligilabilmektedir ve tanida duyarliligin artmasiyla birlikte parazitin
tiirlerinin ve genotiplerinin belirlenmesine 6nemli katkida bulunmaktadir. PZR
yonteminde hedef gen bolgeleri olarak ribozomun kiigiik alt birimine ait RNA’y1
kodlayan bolge (18S SSU rRNA) geni, ookist hiicre duvar proteini (COWP),
trombospondin iliskili adezin protenleri 1 ve 2 ve 60 kDa glikoprotein yer
almaktadir'84, Bu bélgelerden en fazla kullamlan1 18S SSU rRNA dizisi olup birgok
Cryptosporidium tiirii i¢in kapsaml1 bir dizi verisine sahip olmasmin yaninda bes kopya
halinde bulunmasi da ¢ok fazla yarar saglamaktadir®.

Kriptosporidiyoz tanisi igin ¢esitli PZR teknikleri uygulanmistir. Bunlar;
molekiiler biyolojide kullanilan niikleik asit tabanli tekniklerden DNA
(Deoksiribonukleikasit)’y1 tespit etmede standart polimeraz zincir reaksiyonu (PZR),
miltipleks PZR, nested PZR, in situ PZR, arbirtrary-primed PZR (AP-PZR), reverse
line blotting (RLB), real time PZR (qPZR), polimeraz zincir reaksiyonu- restriction
fragment lenght polymorphism (PZR-RFLP), Loop-mediated izotermal amplifikasyon
(LAMP) ve southern blotting gibi teknikler kullanilmaktadir. RNA (Ribonukleikasit) ‘y1
tespit etmede ise reverse transkriptaz PZR (RT-PZR) ve northern blotting gibi teknikler
kullanilmaktadir''®, Kriptosporidiyoz tanisinda bizim kullandigimiz PZR yontemleri

sunlarrdir:

2.10.2.7.1. Standart Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, bakteri, virlis, mantar ve parazit gibi hastalik etkenlerine ait hedef niikleik
asit zincirlerinin primer adi verilen spesifik komplementer oligoniikleotidler ve isitya
dayanikli polimeraz enzimleri (Taq) kullanilarak in vitro olarak ¢ogaltilmasini
(amplifikasyonunu) saglayan oldukca ozgiin ve guvenilir molekiler biyolojik bir
tekniktir. Bir PZR dongiisii, DNA’nin tek iplik¢ik haline gelmesi (denatiirasyon),
primerin baglanmasi (annealing) ve uzama (elangasyon) olmak {izere {i¢ asamadan

olusmaktadir. PZR reaksiyonu, arastirilacak ornekteki DNA’nimn ¢ift zincirli yapisi
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yiiksek 1s1 (94-97°C 15-60 sn) yardimiyla birbirinden ayrilirlar (denatlirasyon). Daha
sonra diisiik 1s1larda (50-65°C 30-60 sn) sentetik oligoniikleotid primerler, ayrilmis olan
tek  zincirli DNA  lizerinde kendilerine  0zgiill bolgelere  baglanirlar
(annealing/hibridizasyon). Is1 72°C’ye arttirllarak DNA polimeraz enziminin DNA
zincirini uzatmasi saglanmaktadir (elangasyon/uzama). Sentezlenen DNA iiriiniiniin
saptanmasi, kopyalar1 ¢ikarilan primerler arasinda kalan belli baz ¢ifti biiyiikliiglindeki
bolgenin jel tizerinde veya amplifikasyon yapilan bdlgeye uygun tamamlayici prob ile

hibridizasyon sonras1 belirlenmesi ile gergeklesmektedir®’%8 .

2.10.2.7.2. Gergek Zamanh (Real-Time) PZR (qPZR)

PZR ¢ogaltimin1 goriiniir hale getiren ve moniterize edebilen floresan isaretli
prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir
cogaltma yontemidir. Yontemin biyolojik Orneklerden elde edilen DNA’nin kopya
sayisint  sayisal degerlere donistirme ve mRNA’nin diizeyini sayisal olarak
belirleyebilme, tek nokta mutasyonlarini, patojenleri ve DNA hasarin1 belirleme,
metilasyon tespiti, SNP (single nuUkleotid polymorphism) analizi, kromozom
bozukluklarmin tespiti gibi calismalarda kullanim alanlar1 bulunmaktadir®,

Real time PZR yontemini daha ©nceden gelistirilmis olan standart PZR
yonteminden ayiran iki onemli 6zellik vardir. Birincisi, real-time PZR y6nteminde
termal déngii cihaziyla birlestirilmis bir optik okuma sisteminin kullanilmasidir. Ikincisi
ise, PZR islemi sirasinda amplifikasyonu bilgisayar ekranina yansitacak bir probun veya
problarin bulunmasi geregidir. Bu nedenle 6zellikle uygun prob secimi, real-time PZR
isleminin verimliligini etkileyen en 6nemli basamaklardan biridir. Prob, cihaz igerisinde
gerceklestirilmis olan ¢ogaltma islemini gozle goriiniir hale getirmekle gorevlidir. Prob
kullanilmadan da PZR islemi gerceklesir; ancak sonucun real-time PZR cihazinin
bilgisayarinda goriintiilenmesi miimkiin degildir. Problar, florofor denen ve belirli dalga
boyundaki 1sikla uyarildiginda floresan 1s1ma yayabilme o6zelligine sahip sentetik
oligoniikleotidlerdir. Prob dizileri, PZR tiipii icerisinde ¢ogaltma islemi ger¢eklesirken,
cogaltilmis olan hedef DNA zincirlerine baglanarak floresan 1s1ma olusmasina neden
olurlar. Bu islemin gergeklesebilmesi i¢in problar hedef DNA’nin belirli bir dizisine
komplementer olacak sekilde dizayn edilmelidirler. Spesifik olmayan c¢ift zincirli

DNA’nin ¢ogaltiminda SYBR Green 1 veya etidyum bromid boyalari, DNA parcasinin
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cogaltilmak istenilen bolgesi 6zel bir bolge ise bu bolgenin saptanmasinda floresan
isaretli problar kullanilir. Bu tekniklerin basinda TagMan prob, molecular beacon
(molekuler boncuk) ve fluorescence resonance energy transfer (FRET) gibi floresan

isaretli problar kullanilarak yapilanlar gelmektedir®®9?,

SYBR Green: Cift zincirli DNA’ya 6zgiil olmadan baglanan 6zel boyalardir ve
prob gorevi goriirler. Bu boyalarin ¢ift zincirli DNA arasina girerek baglanmasi
sonucunda 20-100 katlik bir floresan 1s1ma artisi olur ve bu 1s1ma real time PZR cihazi
tarafindan algilanmaktadir. Primerlerin baglanmasini takiben gergeklestirilen uzama
asamasinda hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan SYBR green
miktar1 artar ve buna baglh olarak yayilan floresan miktarinda artis gézlenmektedir.
Yalnizca cift zincirli DNA’ya baglandiginda floresan veren bir boyadir. Ancak floresan
artist her zaman 06zgiil amplifikasyonu gostermeyebilir. Ciinkii ortamda hedef DNA
bulunmadig1 durumlarda SYBR green, primerlerin kendi aralarinda gerceklesebilecek
baglanmalar (primer dimerleri) sonucunda bu yapilara katilarak floresan olusumuna
neden olabilmektedir. Boyle durumlarda elde edilen floresan igimanin istenen hedef
bolgenin amplifikasyonuyla m1 gerceklestigi yoksa primer dimer olusumu ile ortaya
¢cikmis 6zgiil olmayan bir {irlin mii oldugunu anlayabilmek i¢in ¢ melting curve’ (erime

egrisi) analizi yapilir®%9292.93,

Erime Egrisi (Melting Curve) Analizi: Her cift sarmal DNA, kendine 6zgi
‘melting temperature, Tm’ (¢ift sarmal DNA’nin %350’sinin tek sarmal hale ge¢cmesi
icin gerekli sicaklik) degerine sahiptir. PZR dongiileri sirasinda anneling asamasinda
primerlerle beraber problar da baglanir. Bu asamada problar yan yana geldikleri ve
enerji transferi gerceklestiginden dolay1 floresans miktari artar. PZR dongiileri bittikten
sonra erime egrisi analizi yapilarak sonuglar belirlenir. Erime egrisi analizinde, PZR
dongiilerinden sonra sicaklik 0,2°C araliklarla arttirilir. Hibridizasyon problari erime
sicakliklarina (Tm) geldiklerinde bagl olduklar1 DNA dizisinden koparlar. Birbirleri
tizerindeki enerji transferi ortadan kalktig1 i¢in floresans 1s1ma miktar1 azalir. Eger DNA
dizisinde herhangi bir mutasyon varsa prob ve DNA bire bir ortiismedigi i¢in probun

erime sicaklig1 daha diisiik olacaktir. Mutasyon olmayan dizi ile prob bire bir Ortiiserek
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baglandig1 i¢in probun erimesi ve DNA dizisinden ayrilmasi daha zor olacaktir ve erime
sicaklig1 daha yiiksek olacaktir®94%,

Floresan Rezonans Enerji Transferi (FRET) Problari: Ozgil problardan biri
3> ucundan floresan boya ile isaretli dondr boya, digeri 5’ucundan alict boya ile
isaretlidir. Bu tiir problara dual hibridizasyon problar1 adi verilir ve uzunluklar1 30
niikleotide kadar olabilir. FRET problar1 verici florofordan, alici florofora enerji

transferine dayalidir®®.FRET icin temel prensipler:

e Verici ve alict molekiiller yakin olmalidir.
e Alic1 absorbsiyon spekturumu, vericinin yayilim spekturumu ile ortiismelidir.

e Verici ve alict dipol gecisleri hemen hemen paralel olmalidir.

Lineer hibridizasyon problar1 kullanilarak real-time PZR ile amplifikasyonun
saptanmasi, direkt hibridizasyon esasina dayanir. Baglanma sonrasinda ikinci probun 5’
ucundan sentez olmamasi i¢in bu uca bir fosfat baglanmistir. Problar hedef bolge
tizerinde birbirine yakin yere (1-5 niikleotid uzaklikta) baglanmaktadir ve isaretli uglar
yanyana gelmis olmaktadir. iki boyanin yanyana gelmesiyle agiga ¢ikan enerji, ikinci
prob iizerindeki alict boyay: etkileyerek floresan olusumuna neden olmaktadir. Olusan
floresan miktari, ortamdaki hibridizasyonun derecesine (PZR ile olusan {iriin miktarina)
bagli olarak artmaktadir. Her PZR dongiisiiniin diisiik sicaklik basamaklarinda prob
hedef DNA’ya baglanarak 1s1ma saglamakta ve yiiksek sicaklik basamaklarinda
hedeften ayrilmaktadir. Her dongiide problarin baglanabilecegi hedef DNA miktar

artt1i1 i¢in sinyal miktar1 da artmaktadir®94%,

TaqMan Problar (5’ekzoniikleaz aktivitesi): Bu sistemde 5’ ve 3’ ug¢larindan
florokrom maddelerle isaretli TagMan problar1 kullanilmaktadir (‘dual labelled probe”).
Probun 5’ ucunda raportdr florokrom, 3’ ucunda ise baskilayici florokrom bulunur.
Prob, tek sarmal hale getirilen hedef bolge iizerinde primerlerin baglanma bdélgesinin
arasinda kalan yere baglanmaktadir. Prob ile hedef bolge arasindaki hibridizasyon
devam ettigi siirece raportdr florokrom bdolgenin sinyal olusturmasi, 3° ucundaki
baskilayici florokrom madde tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik

asite baglanmasin1 takiben baglatilan primer uzamasi probun baglandigi noktaya

25



geldiginde, sentezin devam edebilmesi igin TagDNA polimeraz enzimi 5°-3’
ekzoniikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ucundan itibaren yikmaya baslamaktadir.
Boylece raportor florokrom serbest hale gecerek sinyal olusturmaktadir. Her dongiide
tiretilen iriin arttitk¢a floresan miktarinda artis gozlenmektedir. Bu yontemde dikkat
edilmesi gereken nokta, 1is1manin probun DNA’ya baglanmasiyla olusmadigi, probun
kirilarak ayrilmasini saglayan 5°-3” ekzoniikleaz aktivitesi ile olustugudur. Bu nedenle
bu tiir problara hidroliz problar1 ad1 verilir®.

Gerek hibridizasyon problar1 kullanildiginda, gerekse hidroliz problari
kullanildiginda, her PZR dongiisiinde olusan floresan 1s1ma miktart artmaktadir. Ancak
floresan sinyali olusumu, hibridizasyon problarinda hedef DNA’ya baglanma
sonucunda olusurken hidroliz problarinda hedef DNA’dan ayrilma sonucunda
olugmaktadir. Hibridizasyon problar1 ozellikle mutasyonlarin saptanmasina yonelik
erime egrisi analizi i¢in uygunken, hidroliz problar1 erime egrisi analizinde

kullanilamazlar®*.

Molekiiler Beacon (Boncuk) (ikaz 1s131, bikin): TagMan problarindan
gelistirilmistir. Bu nedenle kimyasal yapisi, 5° ve 3’ uglarinda raportdr ve baskilayict
florokrom bulunmasi nedeniyle 5’niikleaz aktivitesinde kullanilan problara
benzemektedir. Ancak saptama asamasi, probun kirilmasiyla ig1manin olugsmasi esasina
dayanmaz. Bu yapilar 5° ve 3’ uglart bir firketenin iki ucunu olusturacak sekilde,
biikiilmiis bir yapida dizayn edilmislerdir. Raportdr ve baskilayict molekiillerin
komsulugunda birbirine komplementer diziler vardir. Molekiiler boncuk yapisinin
komplementer oldugu hedef DNA’ya tam olarak baglanabilmesi i¢in bu yapinin
dogrusal olarak agilmasi ve bu sekilde baglanmasi gerekmektedir. Bu agilarak baglanma
sonucunda iki florokrom birbirinden uzaklasir ve baskilayici etki ortadan kalktigi icin

prob floresan sinyali vermeye baslamaktadir®’.

2.11. Tedavi

Kriptosporidiyoz tedavisinde en dnemli sey komponent destekleyici tedavidir.
Oral dehidratasyon tedavisi onerilebilir; fakat ciddi hastalikta parenteral tedaviye ihtiyag
duyulur. Parenteral sivi sodyum, potasyum, bikarbonat ve glikoz igermelidir.

Kriptosporidiyoz laktaz enzimi igeren olgun epitel hiicrelerinin villus kaybi ile
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karekterizedir. Bu nedenle laktozsuz diyet 6nerilmelidir.  Cryptosporidium’a kars1

heniiz etkili bir tedavi bulunmadig: i¢in hastalardaki enfeksiyon siiregenleserek yasami
tehdit edebilmektedir® %,

2.11.1. immun Sistemi Saglam Kisilerde Tedavi

Immun sistemi saglam kisilerde enfeksiyon genellikle agir seyretmez ve 1-2
hafta icerisinde kendiliginden gecer. Dehidratasyon tablosu durumunda sivi ve elektrolit
kaybin1 karsilamak tedavi igin yeterli olabilmektedir. Ayrica Nitazoxanide ve

Spiramycin gibi ilaglar da ishalin gegmesine yardimci olabilen ilaglardandir®1%,

2.11.2. immun Sistemi Baskilanmislarda Tedavi

e Immun sistemi baskilanmis hastalarda daha fazla oranda sivi, elektrolit, kalori,
yag, karbonhidrat ve amino asit replasmin yani sira ila¢ tedavisine de
baslanmalidir.

e Immunsuprese ilag uygulanan hastalarda (kanser, transplantasyon tedavileri) bu
tedavilere ara verilmelidir.

e Ozellikle AIDS’li hastalarda CDa hiicre sayist 200/mm?’{in altina diistiigiinde
Kriptosporidiyoz yasami tehdit edebilmektedir. Bu gibi durumlarda
Kriptosporidiyoz igin tedavi uygulanmadan 6nce antiretroviral tedavilerle CD4

sayisinin yiikseltilmesi gereklidir.

Immunsupresif hasta grubunda temelde kullanilabilecek ilaclar olarak immun
sistemi diizenleyiciler (Interldkin 2, bovin transfer faktdr, hiperimmun kolostrum),
antimikrobikler (paramomisin, spiramisin, nitazoksanid, roksitromisin, letrazuril,
azitromycin, lasalocid, maduramycin, aprinocid) ve antidiyareikler (morfin silfat,
somostain analoglari, difenoksilat) tedavi amagli kullanilabilir®10,

Hicre kdltlrlerinde Uretilen Cryptosporidium’un erken gelisme safhalari
potansiyel ila¢ denemeleri, parazit gelismesi ve farklilasmasi1 ile parazitin
biyokimyasimin incelenmesi igin yapilan arastirma calismalarinda kullanilmaktadir®.

Cryptosporidium’un uzun siire devam ettirebildigi veya parazitin yagsam dongiisiinde yer

alan tiim gelisme safhalarinin etkili bir sekilde ¢ogaltilabildigi hiicreli ve hiicresiz in
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vitro kiiltiirlerin kullanilmasi ile kriptosporidiyoz tedavisi ¢aligmalarinin hizlanacag:

diistiniilmektedir®®.

2.12. Korunma

Insan ve hayvan diskisindaki ookistlerin ¢evreye yayilmasi Onlenmelidir.
Ookistlerin oda sicakliginda 2-6 ay kadar canli kaldiklar1 ve ookistlerin dondurulup
tekrar 65°C’ye yiikseltip bu sicaklikta 30 dakika bekletilmesi Cryptosporidium’un
enfeksiyon 0zelligini kaybettigi bildirilmistir. Her ne kadar -20°C’nin altindaki sularda
30 dakikada ookistlerin o6ldiigii bildirilmigsse de, son bilgiler ookistlerin donmaya
zannedildiginden daha direncli oldugudur'®?,

Cryptosporidium ookistlerinin yaygin olarak kullanilan %3’liik hipoklorid, iyod
bilesikleri, kresilik asit, benzalkonyum klorid dahil dezenfaktanlarin ¢oguna direncli
olduklar1 goriilmistiir. Su kaynakli bir patojen olan Cryptosporidium ookistleri hem tatli
hem de tuzlu suda aylarca enfektif olarak kalabilirler. Igme suyunun rutin klorlanma
veya ozonlanmasimin Cryptosporidium ookistleri Uzerinde 6ldiriicii etkisi ¢ok azdir
veya hi¢c bulunmamaktadir. 2.5um ¢apindaki filtrelerle yapilan aritma islemlerinde bu
filtrelerden ¢ok kolay gegebildikleri saptanmig olup, su kaynakli salginlarin
Onlenebilmesi i¢in suyun aritmasinda 1 pum capindan kiiclik filtreler kullanilmasi
onerilmektedir®?,

Kullanilan etlerin dogru pisirilmesine mutlaka dikkat edilmelidir. Caligsmalarda
sigir, dana, kuzu, domuzlardan hazirlanan kiymalarin 71°C’de, tavukdan hazirlananlarin
74°C’de, balik ve diger deniz iiriinleri ile kugbasi etlerin 63°C’de 15 dakika 1sitilmasi
onerilmektedir. Cig yiyeceklerin, meyve ve sebzelerin iyice yikanmasia dikkat
edilmelidir'®

Hijyen kosullarmin diizeltilmesi, en ¢ok insandan insana bulagmayi, ayni
zamanda hayvandan insana bulasmay:1 azaltmaktadir; ¢linkii ev ic¢i bulasma ikincil
olgularin %50’sinden sorumludur. Veterinerlerin, saglik ve laboratuvar personellerinin
kontamine olmus materyallerle temastan kagmmalar1t gerekmektedir. Yemek
hazirlamadan 6nce, tuvaletten sonra, cocugun tuvalet temizligini yaptiktan sonra, ishalli
kisilerin bakimin1 yapmadan 6nce ve yaptiktan sonra, ishalli hayvanlara dokunduktan
sonra eller sabunlu suyla en az 20 saniye yikanmalidir. Ishalli kisiler herhangi bir

eglence suyuna girmemelidirler. Kontamine olmus sularin  yutulmasindan
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kacinilmalidir. Yiizme havuzlar giivenlik i¢in siirekli kontrol edilmelidir. Uluslararasi
seyahat sirasinda yiyecek ve iceceklerin giivenilirli§ine dikkat edilmelidir. Immun
sistemi baskilanmis kisilerin infeksiyona yakalanma riskini azaltmak i¢in igme sularini

kaynatmalar1 onerilir. Riskli cinsel iliskiden ka¢inilmali veya 6nlem alinmalidir’®041%,
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler

1. Ishalli disk: 6rnekleri
2. Cihazlar:
e Gergek zamanli PCR cihaz1 (Real-Time cihazi) (Rotor Gene 3000)

Thermal cycler (Termal dongii) cihazi

Jel elektroforez tanki

UV goruntileme sistemi

Soguk santrifiij cihazi

Calkalayici

Is1 blogu

Bilgisayar yazilimi
ELISA okuyucu
e ELISA yikayict

3. Kimyasal maddeler:
Sulfirik Asit
Metil Alkol

Etanol

Yikama soliisyonu 1 (Inhibisyon énleyici soliisyon)

¢ Yikama soliisyonu 2
e Proteinaz K
4. Boyalar:
e Karbol fuksin
e Metilen mavisi
e Lugol
5. DNA izolasyon kiti
6. ELISA test kiti
7. Digerleri

e Primerler
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e Problar

e DNA tutan filtre tipler

e Mikrosantrifij tipleri (1.5-2 m1’lik)
e RNA’siz su

e Cam kapiller (20 pl)

e ELISA plag

o Plastik kapakli digki kaplar1

e Fizyolojik tuzlu su

e Kirdan, lam, lamel

3.2. Orneklerin Toplanmasi

Nisan 2011-Subat 2014 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Balcali Hastanesi’ne bagli kliniklerden (Siit cocugu, Biiyiik cocuk, Hematoloji,
Gastroenteroloji ve Enfeksiyon) Parazitoloji Anabilim Dali laboratuvarina nedeni
bilinmeyen akut veya kronik ishal sikayeti ile basvuran hastalarin ishal 6rnekleri

calisma kapsamina alindu.

3.3. Yontemler
Bu ¢alisma, toplam 320 ishalli kisiden alinan diski 6rnekleri iizerinde yapild. .
Bu diski ornekleri, oncelikle nativ-lugol ve yogunlastirma yontemleri ile bagirsak
parazitleri agisindan incelendi ve modifiye asit-fast boyama yapmak igin preparatlar
hazirlandi ve boyama yapildi. Daha sonra kalan digki 6rnekleri ELISA, standart PZR ve
Real-time PZR c¢alisilmasi igin ependorf tiiplerine alindi, tiiplerin {izerine digki
sahiplerinin isimleri ve getirildigi tarih yazildi, -20°C’de saklanmasi igin derin
dondurucuya kaldirild.
Calismadaki gruplarin kadin-erkek oranlari ve yas ortalamalari Cizelge-3’de
verilmistir. Calismada, 1. grup 0-12 yas grubu kizlar ve erkeklerden, 2. grup 13 ve iistii
yas grubu kiz/kadin ve erkeklerden olusturuldu.
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Cizelge 3. Calisma gruplarindaki kadin ve erkek sayilari

Kadin Erkek Genel Toplam
0-12 yas 80 96 176
13 yas ve lsti 62 82 144

3.3.1. Serum Fizyolojik Ve Nativ-Lugol ile Dogrudan Preparat

Hazirlanmasi Ve Incelenmesi

Taze baki preparati, yaklasik 2 mg diski ile bir damla serum fizyoloji ve ayr1
yerde 1 damla lugoliin temiz bir lam veya lamlar iizerinde homojen olarak karigtirilmasi
ile hazirlandi. Preparatlar, x10 ve x40’lik objektiflerle mikroskopta incelendi. Serum
fizyolojik olan preparatta, sivi veya yumusak diski orneklerinde parazitlerin hareketli
trofozoit sekilleri ve helmint larvalari yoniinden incelendi; ayrica kist, yumurta ve
eriskin sekillerinin olup olmadigina bakildi. Lugollii preparatta ise parazitlerin hareketli
sekilleri goriilmedigi i¢in parazitin kist, yumurta, larva ya da eriskin sekilleri yoniinden

incelendi®®,

3.3.2. Formol Etil Asetat Coktlirme Yontemi
Dogrudan yayma preparatlar incelendiginde gézden kacgabilen seyrek miktardaki
helmint yumurta ve larvalarnt ile protozoon kist ve ookistleri digkinin

yogunlastirilmasiyla daha kolay saptanabilmektedir. Bunun igin:

e 1-1.5¢g (veya 5-6 ml) diski 10 ml %10°luk formol ile iyice karistirildi.

e Siispansiyon 2 katli gazli bezden 15 mI’lik temiz bir deney tiipiine siiziildii.

o Uzerine yeteri kadar serum fizyolojik soliisyonu eklendi.

e Soliisyon 400-500xg’de 1-2 dakika santrifiij edildi. Ustteki sivi bulaniksa bu
kisim atild1 ve ¢okelti serum fizyolojik ile sulandirilarak tekrar santrifiij edildi.
Bu iglem iist s1v1 berraklasana kadar tekrarland.

e (Cokeltiye toplam hacim 10 ml olana kadar %10’luk formol eklendi.

e Suspansiyona 3 ml etil asetat eklendi ve 30 saniye iyice ¢alkalandi.

e Sispansiyon 400-500xg’de 2-3 dakika santrifuj edildi. TUpte 4 tabaka goruldu.
a) En dstte etil asetat tabakasi b) Tiiplin duvarlarma yapisan bir diski artig

tabakasi ¢) Formol tabakasi1 d) Cokelti
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e Diskr artigin1 ortadan kaldirmak igin st sivi bir gubuk yardimiyla karistirildi ve
istteki 3 tabaka dokiildii. Kenarlarda kalan sivinin az bir miktar1 tekrar ¢okelti
lizerine akti.

e (Cam pipet kullanarak bu siv1 ¢okelti ile karigtirildi.

e Inceleme igin temiz bir lam iizerinde bir damla ¢okelti ile bir damla lugol
karistirildi ve iizerine lamel kapatilarak 151tk mikroskobunda x10 ve x40’lik

objektiflerde incelendi®.

3.3.3. Feconomics®(Salubris Inc, Boston, USA) Ydntemi

Yeni gelisirilen ve kullanilan yogunlagtirma yontemlerinden biridir. Digkida
parazit yogunlugunun diigiik oldugu durumlarda parazitin trofozoit, kist, ookist,
yumurta ve larva formlarinin saptanmasinda kullanilmaktadir. Diger yogunlastirma
yontemlerinden farkli olarak, kontaminasyon riskinin daha az olmasi, uygulamanin
pratik olmasi, hizli sonu¢ alinabilmesi ve bazi parazitlerin trofozoit sekillerinin de

gorulebilmesidir. Bu yontem su sekilde uygulandi:

Kullanilacak maddeler:
e Igerisinde 10-15 ml kadar SAF (Sodyum asetat-asetik asit formol) bulunan agz
kapakli plastik bardak
e Icerisinde 1-3 mm’lik emici boncuklar bulunan kiigiik naylaon torbalar
e Agzi agik baget
e Lugol

e Lam ve lamel

Yontem:
1. 3 cm?® diski &rnegi, icerisinde SAF olan kaba alindi, kabin kapag: kapatilarak
karigmasi i¢in 10-15 saniye elde sallandi.
2. Kapak tekrar agilarak emici boncuklarin bulundugu poset kabin igerisine
bosaltildi.
3. Kapak kapatildi1 ve tekrar 10-15 sn elde salland.
4. Boncuklar patlamaya basladi ve patlamanin sesi kesildigi an kapak a¢ildi ve kap

egilerek sivi olan kisimdan bir baget yardimiyla 1-2 damla alindu.
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5. Temiz bir lam alind1 ve iizerine 1 damla liigol damlatildi. Bagetten 1 damla siv1
liigoliin tizerine damlatildi ve bunun iizerine lamel kapatilarak 6nce X10 sonra

da X40’lik objektiflerle mikroskopta incelendi’®.

3.3.4. Modifiye Asit- Fast Boyama Yontemi

Kullanilacak maddeler:

1- Kinyoun Karbol fuksin eriyigi:

e Bazik fuksin 49r
e Fenol (kristalize) 8gr
o Alkol (%95) 20 ml
e Damutik su 100 ml

2- Asit Alkol eriyigi:
e Sdlfirik asit 1ml
e Etil alkol 99 ml
3-Metilen Mavisi:

e Metilen mavisi 0.3gr
e Potasyum hidroksit (%0.01°lik) 100 ml)
e Alkol (%95) 30 ml

Kinyoun karbol fuksin yapilisi:
o 4 gr bazik fuksin 20 ml %95’lik etanol icerisinde eritildi (Soliisyon A).
e 8 gr fenol kristali 100 ml damitik suda eritildi (Sollisyon B).
e A ve B soliisyonlar1 karistirildi ve en az 2 giin bekletildi.
e Karisim kullanim oncesi filtre edildi.
%1 asit alkol yapilisi:
¢ 99 ml etanole 1 ml konsantre stlfirik asit ilave edildi.
Metilen mavisi yapihsi:
e 0.3 gr metilen mavisi 30 ml %95°lik etanol i¢inde ¢ozduruldu.

e Bu karigima %0.02°1ik potasyum hidroksitten 100 ml eklendi.
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Boyama Yontemi

1. Yayma yapilan ve havada kurutulan diski preparatlar1 metil alkol ile 3 dakika tespit
edildi. Sonra preparatlarin tizerini kaplayacak sekilde Kinyoun’un Karbol fuksin eriyigi
konuldu. Isitilmaksizin 8-10 dakika boyandi.

2. 3-5 saniye ¢esme suyu ile yikandi.

3. % 1’lik stilfiirik asit ile dekolore edildi. Cesme suyu ile yikand.

4. Metilen mavisi ile 1 dakika boyandi.

5. Cesme suyu ile yikand1 ve kurutuldu.

6. Mikroskopta X40, X100 buydtmeli objektiflerde incelendi.

Mavi zemin (zerinde pembe-kirmizi renkte Cryptosporidium ookistlerinin olup

olmadigina bakildi®,

3.3.5. ELISA Testi

Orneklerin degerlendirilmesinde Cryptosporidium spp. antijenlerini belirlemeye
yonelik DRG Diagnostics, Cryptosporidium Antijen (Diski) (EIA-3467 DRG
Instruments GmbH, Almanya ) kiti kullanildi. ELISA ¢aligmasi, iiretici firmanin

onerdigi bi¢imde aynen uygulandi.

Kullanilacak maddeler:
e ELISA plagi (96°1ik)
e Enzim Konjugat
e Pozitif kontrol
e Negatif kontrol
e Kromojen
e Yikama soliisyonu (20x)
¢ Dillisyon solusyonu
e Stop soliisyonu
e Plak ¢alkalama cihazi

e ELISA okuma cihazi

35



Ornegin Hazirlanmasi: Calisma zamanina kadar -20°C’de saklanan (koruyucu

icermeyen) diski 6rnekleri oda 1sisina getirildi. 0.1 g veya 0.1 ml disk1 6rnegi 0.3 ml

diliisyon soliisyonu ile karistirildi.

Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi: Bir sise (25 ml) konsantre yikama soliisyonu,

425 ml damatik su ile karistir1ldi.(96 testlik i¢in)

Yontem

1- Istenilen sayida kuyucuk hazirland1 (pozitif ve negatif kuyucuklar icin fazladan
iki kuyucuk) ve plaga yerlestirildi.

2- 1. kuyucuga 2 damla (yaklasik 100 pl ) negatif kontrol, 2. kuyucuga 2 damla
pozitif kontrol eklendi.

3- Kontrol kuyucuklart disindaki her test kuyucuguna 50’ser pl diliisyon soliisyonu
eklendi.

4- Diliisyon soliisyonlu her test kuyucuguna 50°ser pl sulandirilmis diski 6rnekleri
eklendi.

5- Oda sicakliginda (15-25°C) 60 dakika inkiibasyona birakildi ve sonra yikama
islemi yapildi (Yikama igslemi 5 kez yapildi).

6- Her kuyucuga 2’ser damla Enzim konjugat eklendi.

7- Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi, sonra yikama yapildi
(Yikama islemi 5 kez yapildi).

8- Her kuyucuga 2’ser damla Kromojen eklendi.

9- Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi.

10- Her kuyucuga 2’ser damla Stop (durdurma) soliisyonu eklendi.

11- 5 dakika igerisinde 450 nm’de ELISA okuyucusunda okuma yapildi.

Absorbans degeri: 0.08< pozitif sonug

0.08> negatif sonug olarak kabul edildi.
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3.3.6. DNA izolasyon Yontemi

Kullamilacak maddeler:

e DNA Izolasyon Kiti (QlAamp DNA stool mini kit) (QIAGEN, Hilden,
Almanya)

e ASL buffer (Hucre parcalama soliisyonu)

e Inhibitex tablet

e Proteinaz K

e AL buffer

e 2 ml’lik spin colum

e AWI] buffer (Yikama soliisyonu 1)

e AW?2 buffer (Yikama soliisyonu 2)

e AE buffer

e 1.5 ve 2 ml’lik ependorf tlpleri

e Etanol

e 70°C’lik sicak su banyosu

e Soguk santrifiij cihazi

e \orteksleyici

Yontem

1. 180-200 mg veya 200 pl digki 6rnegi 2 ml’lik ependorfa alindu.

2. Diskinin tizerine 1.4 ml (1400 pl) ASL buffer eklendi ve 1 dakika kadar

vortekslendi.

3. Karisim 70°C’de (su banyosunda) 30 dakika bekletildi.

4. Su banyosundan c¢ikartilan 6rnek 15 saniye vortekslendi ve yiiksek rpm’de
(14.000xg) 1 dakika santriftyj edildi.
Ustteki stvidan 1.2 ml (1200 ul) alindi ve 2 m1’lik yeni bir ependorfa alindh.
Uzerine 1 tane inhibitex tablet eklendi ve 15 saniye kadar vortekslendi.
Yiiksek rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

O N o »

Ustteki stvinin tamamu 1.5 ml’lik ependorfa alind1 ve yiiksek rpm’de 3 dakika
santrifuj edildi.

9. 1.5 ml’lik yeni bir ependorfa 15 pl proteinaz K eklendi.
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10. Uzerine 8. basamaktaki stvidan 200 pl eklendi.

11. Karigima 200 pl AL buffer eklendi ve vortekslendi.

12. 70°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletildi ve sonra santrifiij edildi.

13. 200 pl etanol (%96-100) eklendi ve vortekslendi.

14. Bu karisim 2 ml’lik spin colum (filtreli) toplama tiipline bosaltild1 ve yiiksek
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

15. Alttaki tiip degistirildi ve 500 ul AW1 buffer eklendi, yiiksek rpm’de 1 dakika
santrifdj edildi.

16. Alttaki tiip degistirildi ve 500 ul AW2 eklendi, yiiksek rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi.

17. Filtreli spin colum 1.5 ml’lik ependorfa yerlestirildi ve 200 ul AE buffer eklendi.
Oda sicakliginda 1 dakika bekledikten sonra yiiksek rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi. Sonugta DNA elde edildi ve uygun primerler ve thermal cycler programi
kullanilarak standart PZR yontemi ile Cryptosporidium’a ait bant (820-864bp)
olup olmadigana bakildi. Daha sonra bant tespit edilen ornekler ve bant

goriilmeyen diger ornekler real time PZR calisana kadar -20°C’de saklandi.

3.3.7. Standart PZR Yontemi
Cryptosporidium spp. 18S rRNA geni hedeflenmis ve Cryptosporidium’a ait
1326 baz ciftinin 834 bp’lik DNA pargasi 5’-
GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’(Forward primer) ve 5’-
AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’(Reverse primer) primerleri (Cizelge 4)
kullanilarak amplifikasyon yapildi.
Kullanilacak maddeler:
e Master mix (Promega, USA)
e GoTaq 5X reaksiyon tamponu
e Distilesu
e 0.2 mI’lik PZR tiipii
e 5 ulkalip DNA
e 5 ul pozitif kontrol
e Primerler

e Thermal cycler cihazi
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Cizelge 4. Cryptosporidium cinsine ait spesifik primer dizilimi

CX2F 5’-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’

CX2R 5’-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3

Yontem
PZR amplifikasyon reaksiyonu, herbir 6rnek icin DNA izolasyon sonrasi elde
edilen 5 pl kalip DNA, 12.5 pl Promege master mix, 1.5 pl forward primer, 1.5 pl
reverse primer ve 4.5 ul RNAaz igermeyen distile su olarak hazirlandi. PZR
amplifikasyon reaksiyonu termal cycler cihazinda, 94°C’de 5 dk baslangi¢ denatiirasyon
sonrast, 1 dk 94°C, 1 dk 57°C ve 1 dk 72°C’lik 45 dongii ve son uzama basamaginda 10
dk 72°C uygulanarak yuratildu (Cizelge 5). Daha sonra PZR Grtnlerini goruntilemek

icin agaroz jel elektroforezi yapildi.

Cizelge 5. CX2F ve CX2R Primerleri igin kullanilan PZR programi

On Denatiirasyon 94°C 5 dakika 1 dongu
Denatirasyon 94 1 dakika

Primer baglanmasi 57 1 dakika 45 dong
Zincir uzamasi 72 1 dakika

Son dongiide zincir uzamasi 72°C 10 dakika 1 dongu

3.3.7.1 Agaroz Jel Elektroforezi

PZR f{irtinlerinin goriintiillenmesi agaroz jel elektroforezi ile gerceklestirildi.
Agaroz jelin konsantrasyonu PZR sirasinda olusan iriiniin biiyiikliigiine bagli olarak
ayarlandi.SSU rRNA geni i¢cinde 820-864 bp’lik DNA parcasinin goriintiilenebilmesi
icin %2’lik agaroz jel hazirlandi. Elde edilen iiriinler ve DNA merdiveni 90-110
voltajda yuratalda.
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Kullanilacak maddeler

0.5M EDTA

50x stok TAE tamponu
1x TAE tamponu
Agaroz

Distile su

Cam beher

Y ikleme tamponu

Giic kaynagi

DNA merdiveni
Etidyum bromdir

Jel yiiriitme sistemi ve taragi
Transilluminator cihazi
PZR Urtnleri

Mikrodalga firin

Yontem

20 ml 50x TAE stok tampon (zerine 980 ml distile su eklenerek 1x TAE
tamponu hazirlandi.

2 gr agaroz ve 100 ml 1x TAE temiz bir cam beher igerisinde karistirildi.
Karisim mikrodalga firinda agaroz jel ¢oziiniinceye kadar 1sitild1.

Karisim oda sicakligina alinip 50°C 1s1ya gelene kadar sogumaya birakildi.

Jel tankina yavasca dokiilen karisima jel yiirlitme sistemine ait tarak
yerlestirilerek donuncaya kadar bekletildi.

Jelin Uzerini 1IXTAE tamponu 1 cm kadar eklenerek tarak, jele zarar vermeyecek
sekilde yavasga ¢ikartildi.

PZR reaksiyonundan elde edilen Urinler (10 pl PZR GrinG + 10 pl yukleme
tamponu) ve DNA merdiveni (3 mg/ ul) deliklere tasirilmadan jele yiiklendi.

Jel havuzu gii¢ kaynagina baglanarak 110 V ‘de 20 dakika ytirtitiildii.
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e Jel elektroforezi sonras1 %2’lik agaroz jel etidyum bromiir ile 5 dk boyanmaya
birakildi ve sonrasinda distile suda 10 dk bekletildi.

e Jel transilluminator araciligi ile bantlarin olup olmadigina bakildi ve jelin

fotografi cekildi.

3.3.8.Gercek Zamanh (Real-Time) PZR Yontemi

Sekil 5. Gergek zamanli (Real time ) PZR test cihazi (Rotor Gene 3000 Corbertt Research cihazi)

Real time PZR yontemi i¢in 36 kuyucugu bulunan (36 Ornek calisilabilir) 6zel
tiiplerle calisilan Rotor Gene 3000 Corbertt Research cihazi kullanildi (Sekil 10).

Calisma, Cryptosporidium’a 6zgii primerler ve problar (hibridizasyon problari)
kullanilarak SSU rRNA gen (820-864 baz cifti) bolgesinin amplifikasyonu elde etmek
ve PZR sonrasi erime egrilerinden faydalanilarak Cryptosporidium tiirlerini tanimlamak
icin yapildi. Sonug, real time PZR’de analiz edildi. Bu amagla HRM PZR Master Mix
(HotStar Taq Plus DNA Polimeraz, EvaGreen boyasi, optimize edilmis Q-sollisyonu,
dNTP’ler ve MgCl2 icermektedir) kiti ve RNA’s1z su kullanild.

Kullanilacak maddeler:
e HRM master mix
e RNAaz icermeyen distile su

e Pozitif kontrol
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e Primerler:
CX2F: 5’-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’
CX2R: 5’-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’
e Problar (2 adet hibridizasyon prob vardir):
Prob 1:5’-CCGTCTAAAGCTGATAGGTCAGAAACTTGAATG-flourescein
3’
Prob 2:5’-LCred705-GTCACATTAATTGTGATCCGTAAAG-3’
Bu primer ve problar belirli miktarlarda karistirilarak calismaya hazir hale

getirildi.(Cizelge 6)

Cizelge 6. Real time PZR testinde kullanilan stok primer ve problardan hazirlanan primer-prob karisimi

Primer, Prob ve su Miktar (ul)
Forward primer 18 pl
Reverse primer 18 ul
Prob 1 4 ul
Prob 2 4 ul
Distile su 56 pl
Toplam 100 pl

Kontrollerin hazirlanmasi

Real time PZR icin iki ¢esit kontrol kullanildi. Bunlar negatif kontrol ve
Cryptosporidium spp. DNA konsantrasyonu 10*-10° reaksiyon olan pozitif kontrollerdir.
Bu pozitif kontroller kit igerisinde bulunabildigi gibi manuel olarak da
hazirlanabilmektedir.

Negatif kontrol 5 pl DNA yerine distile su konularak olusturuldu. Pozitif kontrol
olarak kit icinde bulunan ve reaksiyon basina 10° Cryptosporidium spp. DNA’s1 igeren
bir tane liyolifize standart kontrol kullanildi. Bu standart kontrolden 10 pl alinarak 90 pl
distile su ile karistirildi ve 10* diliisyonunda pozitif kontrol elde edildi. Yine aym
sekilde hazirlanan bu pozitif kontrolden 10 pl alinip 90 pl distile su ile karigtirildiginda
103 diliisyonunda pozitif kontrol elde edildi. Bu islem 10%olana kadar devam edildi ve

boylece bes tane pozitif kontrol elde edilmis oldu.
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Yontem

Reaksiyon karisimi 25 pl toplam hacimde hazirlandi. Bunun igin 12.5 pl 1x
HRM PZR Master Mix, 1.5 ul primer/prob, 6 ul RNA’siz su ve 5 ul DNA olacak
sekilde mix hazirland1 (Cizelge 7). Ger¢ek zamanli PZR igin protokol; initial
denaturasyon 95°C’de 5 dakika; 45 siklus, denaturasyon: 95°C’de 15 saniye, annealing-
extensiyon 60°C’de 60 saniye olacak sekilde programlandi. Reaksiyon sirasinda isler
durumda olan bilgisayar yaziliminda uygun kanal olan FAM kanal1 se¢ildi, erime egrisi
sirasinda gerceklestirilen tek dongiide 40°C’den 85°C’ye 0.5°C/sn hizla sicaklik artisi
sagland1 (Cizelge 8). Calismada, ¢alismanin giivenirligini saglamak i¢in mutlaka pozitif

ve negatif kontroller ¢alisildi.

Cizelge 7. Real time PZR testinde her bir 6rnek i¢in kullanilan reaksiyon karigimi

Malzeme Son hacim Son konsantrasyon
HRM master mix 12,5 ul 1x
Primer/Prob 1,5 ul 1x
Distile su 6 ul
Kalip DNA 5ul
Toplam 25 pl
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Cizelge 8. Real time PZR testinde her bir 6rnek igin uygulanan protokol

Analiz modu Dongli = Basamak Hedef sicakhik Sire Sicakhk = Okuma
sayisi artis hiza = modu
(°C/sn)
Preinkiibasyon
- 1 95°C 5 dk 20 -
Cogaltma

(Amplifikasyon)

Denaturasyon | 95°C 15sn 20 -
Miktar belirleme 45 Annealing 60 60 sn 20 Tek
Extensiyon 60 60 sn 20 Tek
Erime Egrisi
1 Denaturasyon | 95°C 20 sn 20 -
Erime Egrisi 1 Annealing 40°C 20 sn 20 -
(Melting curve)
1 Extensiyon 85°C 0sn 0.5 Surekli
Sogutma
- 1 40°C 30sn 20 -

Ik olarak miktar belirlemeye yonelik cogaltma sonuglarinin ve standart egrinin
degerlendirilmesi yapildi. Reaksiyon sirasinda isler durumda olan bilgisayar
yaziliminda uygun saptama kanallar1 segildi. Bu islemlerin sonucunda pozitif ve negatif
kontroller se¢ildi, sonrasinda otomatik olarak standart egri olusturuldu. Hastalara ait
Cryptosporidium spp. DNA konsantrasyon miktarlari standart egrinin egimi kullanilarak
hesaplandi. Bu agsamada hastaya ait 6rnekte Cryptosporidium spp. DNA’s1 saptandiysa
pozitif kontrollere benzer floresan veren bir amplifikasyon egrisi elde edildi. Bu egrinin
esik floresan degerinin gectigi dongii sayis1 standart egri tablosuna yerlestirildiginde
karsilik gelen logaritmik konsantrasyon degeri, 6rnegin icerdigi Cryptosporidium spp.
DNA miktarint verdi. Daha sonra erime egrisi analiz sonucglarinin degerlendirilmesi
yapildi. Bunun i¢in reaksiyon sirasinda igler durumda olan bilgisayar yaziliminda uygun
saptama kanallar1 secildi, erime egrisi sirasinda gerceklestirilen tek dongiide 40°C’den
85°C’ye 0,5°C/sn hizla sicaklik artisi saglandi. Yapilan islemlerin sonucunda siire
bitiminde Oncelikle pozitif ve negatif kontrollerin ¢alisip ¢alismadigina bakildi. Daha
sonra amplifikasyonu yapilan 6rneklerin melt egrilerine bakilarak vermis olduklari
pikler arasinda ayrim olup olmadigina bakildi. Farkli melt egrilerine sahip 6rneklerden
birer tane segilerek bunlarin hangi Cryptosporidium tiiriine ait olup olmadigini1 anlamak
icin bu 6rnekler sekansa (DNA dizi analizi) gonderildi.
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4. BULGULAR

4.1. Dogrudan Preparat, Formol Etil Asetat ve Feconomics Coktiirme

Yontemlerinin Sonug¢lar:

Bu ¢alismada toplanan diski 6rneklerine sirastyla serum fizyolojik ve nativ-lugol
ile dogrudan preparat hazirlama ve mikroskopta inceleme, Formol etil asetat ve
Feconomics ¢oktiirme yontemleri uygulandiktan sonra ¢okeltiden preparat
hazirlanilarak 1s1k mikroskobunda incelenmesi sonucunda protozoanlardan Giardia
lamblia (38), Blastocystis hominis (30), Entamoeba coli (12), Entamoeba
histolytica/dispar (1), lodamoeba butschlii (1), Isospora spp.(1) ve helmintlerden
Taenia spp. (4), Ascaris lumbricoides (2), Enterobius vermicularis (2), Trichuris
trichiura (1), Strongyloides stercoralis (1), Fasciola hepatica (1) ve Hymenolepis nana
(1) saptand1 (Cizelge 9). Cryptosporidium’larin dogrudan preparat incelemesi ve
¢coktiirme yontemleriyle tanist ¢ok zordur. Cilinkii diskida goriilen diger bakteri, maya
veya mantarlardan ayirt edilemeyebilir. Bundan dolay1 tani i¢in laboratuvarlarda
mutlaka boyama, serolojik yontemler veya molekler yontemlerden herhangi birisinden

veya birilerinden faydalanilir.

Cizelge 9. Dogrudan preparat, formol etil asetat ¢oktiirme ve Feconomics® yodntemleri ile bulunan

bagirsak parazitleri ve toplam sayilar

Protozoa Mikroskobi sonucu
Giardia lamblia 38
Blastocystis hominis 30
Entamoeba coli 12
Entamoeba histolytica/dispar 1
lodamoeba butschlii 1
Isospora spp. 1

Helminth

Ascaris lumbricoides

Trichuris trichiura

Enterobius vermicularis

Strongyloides stercoralis

Fasciola hepatica

Hymenolepis nana

Taenia spp.

A LGS

Toplam
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4.2. Modifiye Asit Fast Boyama Yodntemi Sonucu

Modifiye asit fast boyama yontemi ile boyanmis preparatlarin mikroskopta x100
blyitmede incelenmesi ile Cryptosporidium larin ookistlerinin mavi zemin (stiinde,
kirmizi-pembe renklerde ve bazen de boyanmayip hayalet benzeri yuvarlak, hafif oval
yapilar seklinde goriilmesiyle tanindilar. Ookistin segilemeyen kismi, etkenin yiizeyine
gore daha koyu boyanirken, mantar sporlari, bakteriler, fekal kalintilar ve diger asit fast
ozellik tasimayan yapilar koyu mavi renkte goriildiiler. Calisma grubundaki toplam 22
ornekte Cryptosporidium spp. ookistleri ve 1 tane de Isospora spp. sporokisti saptandi.
(Sekil 6) . Pozitif saptanan bu 22 6rnegin 17°si 0-12 yas grubunda, 5 tanesi ise 13 ve
Uzeri yas grubunda yer almaktadir (Cizelge 10).

Cizelge 10. Modifiye asit fast boyama sonucu

Kadin/Kiz Erkek Genel
0-12 yas 80 (10) 96 (7) 176(17)
13 yas ve st 62 (1) 82 (4) 144(5)

Sekil 6. Cryptosporidium spp.’nin ookistlerinin modifiye asit-fast boyamadaki gortntist (x100) Orjinal.
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4.3. ELISA Test Sonucu

Cryptosporidium spp. antijenlerini belirlemeye yénelik yapilan ELISA test
calismasi sonucunda 26 Ornegin absorbans degerinin 0.08< oldugu ve pozitif sonug
verdigi belirlendi. Bu pozitif 6rneklerin bulundugu kuyucuklarin da sar1 renkte olduklari
gozlendi. Negatif kontroliin bulundugu kuyucuk ise seffaf renkte, yani renksiz olarak
goruldu. Resimde de goralda gibi birinci kuyucuk negatif kontrol, ikinci kuyucuk ise
pozitif kontrol sonuglaridir. Diger ii¢ kuyucuk ise Cryptosporidium spp. antijenlerinin

bulundugu pozitif 6rneklerdendir(Sekil 7).

Sekil 7. ELISA test sonucu

4.4, Standart PZR Yontemi Sonucu

Uygun primerler ve ¢aligma programi kullanilarak yapilan standart PZR yontemi
sonucunda calisma grubundaki toplam 27 Ornekte agaroz jelin UV ile incelenmesi
sonucunda Cryptosporidium spp.’ye spesifik 834 bp’lik bantlar elde edilerek
Cryptosporidium spp.’nin varligi gosterildi (Sekil 8).
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Sekil 8. Standart PZR yontemi ile pozitif bulunan birkag 6rnegin agaroz jel goriintiisii. (1.100 bp’lik
marker (Bio Basic), 2.Negatif kontrol, 3.Pozitif kontrol, 4,5,6 pozitif 6rnekler)

4.5. Real-Time PZR Ydntemi Sonucu

Cryptosporidium spp. icin SSU rRNA gen bolgesini hedef alan spesifik primer
ve problarin (hibridizasyon problar1) kullanildig real time PZR calisilasi sonucunda,
hasta orneklerimizin sonuglarini degerlendirdigimizde 31 6rnegin 15-40 Ct degerler
arasinda yiikselmeye basladiklar1 ve pozitif kontrollere benzer pikler yaptiklart goriildii.
(Sekil 9) Ct degeri ile parazit yogunlugu arasinda ters bir orant1 oldugu bilinmektedir.
Real time PZR sonucu degerlendirilirken Ct degerlerine bakildi ve Ct degeri diisiik olan
pozitif 0rnegin parazit konsantrasyonunun yiiksek oldugu belirtildi. Ancak Ct degeri
yiiksek olan drnekte ise parazit yogunlugunun diisiik oldugu sdylendi.

Modifiye asit fast boyama, ELISA ve standart PZR ydntemleriyle tespit edilen
pozitif ornekler, Real time PZR yontemi ile de pozitif bulundu. Modifiye asit fast
boyama yoOntemi ile tespit edilemeyen 9 6rnek real time PZR ile tespit edilebilmistir.
ELISA ile tespit edilemeyen 5 &rnek real time PZR ile tespit edilebilmistir ve standart

PZR ile tespit edilemeyen 4 6rnek real tme PZR ile tespit edilmistir.
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Sekil 9. Cryptosporidium spp. i¢in pozitif saptanan drneklerin real time PZR’ de es zamanl analizleri

sonucu belirlenen amplifikasyon grafikleri

Real time PZR’yi takiben uygulanan erime egrisi analizi (melting curve analizi)
sonuclarint  degerlendirdigimizde ise pozitif ve negatif kontrollerin egrilerine
bakildiginda, pozitif kontrollerin 6zgiin erime noktasi (Tm: melting point) olan 78°C
civarinda pik yaptigi goriildii; fakat negatif kontrolde ise pik yapmayip diiz ¢izgiye
benzer sekilde bir egri olustu. Bu, bize calismanin giivenirligini gostermis oldu. 31
pozitif Cryptosporidium spp. 6rnegin melting curve analizini degerlendirdigimizde ise 4
farkli derecelerde piklerin olustugu gortildii. (Sekil 10) Bunun sonucu olarak da 4 tane
farkli tiiriin bulundugu belirtildi. Bunlarin Tm dereceleri sirasiyla 71.4°C, 74.1°C,
77.2°C ve 78.°C olarak kaydedildi. (Sekil 11) Bu 6rneklerden en yiuksek pike sahip olan
(parazit sayis1 fazla olan) orneklerin hangi tiir olduklarin1 6grenmek i¢cin DNA sekansi

(Sentromer) ¢alisilmasi i¢in Ankara’ya gonderildi
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Sekil 10. Melting curve analiz sonucu

Sekil 11. Melting curve analiz sonucu farkli pikler yapan ve tiir tayini i¢in sekansa gonderilen drnekler

DNA sekansi sonuglarina gore 12 ornegin Cryptosporidium hominis (Tm:
78.°C), 7 ornegin Cryptosporidium parvum (Tm: 77.2°C), 7 6rnegin Cryptosporidium
meleagridis (Tm: 74.1°C) ve 5 6rnegin de Cryptosporidium andersoni (Tm: 71.4°C)
oldugu tanimland1 (Cizelge 11).
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Cizelge 11. Melting curve ve DNA sekans sonuglarina gore Cryptosporidium tirleri

Tm dereceleri Say1 Cryptosporidium tlrleri | Genbank Aksesion
Numaralari
71.4°C 5 Cryptosporidium andersoni | KF271472
74.1°C 7 Cryptosporidium AY166839
meleagridis
77.2°C 7 Cryptosporidium parvum AF481962
78 °C 12 Cryptosporidium hominis | EU032326

4.6. Duyarlilik-Ozgullik Sonuglari

Calismamizda, real time PZR yontemi altin standart yontem olarak kabul edildi

ve modifiye asit fast boyama yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigi hesaplanip sonuglari

karsilastirildi. Modifiye asit fast yonteminin, real time PZR yontemine gore duyarliligi

%70.96, 6zgiilliigi ise %100 olarak bulundu.

Cizelge 12. Real time PZR ve modifiye asit fast boyama yontemleri sonuglarinin karsilagtiriimasi

gPZR (+) gPZR (-) Toplam
MAF (+) 22 0 22
MAF(-) 9 289 298
Toplam 31 289 320

Duyarlilik: 22/(22+9)x100=70.96
Ozgulluk: 289/(289+0)x100=100

Orneklerin ELISA ve qPZR yéntemleri sonuglart karsilastirildi. ELISA

yonteminin qPZR yontemine gore duyarlihigr %83.87, ozgilligii ise %100 olarak

bulundu.

51




Gizelge 13. ELISA ve real time PZR yontemleri sonuglarmin karsilastiriimasi

gPZR (+) gPZR (-) Toplam
ELISA (+) 26 0 26
ELISA (-) 5 289 294
Toplam 31 289 320

Duyarlilik: 26/(26+5)x100=83.87
Ozguillik: 289/(289+0)x100=100

Orneklerin qPZR ve standart PZR sonuglar1 karsilastirildi. Standart PZR’nin
qPZR’ye gore duyarliligi %87.09, 6zgiilliigii ise %100 olarak bulundu.

Cizelge 14. Real time PZR ve standart PZR yontemleri sonuglarinin karsilagtirilmasi

gPZR(+) gPZR (-) Toplam
PZR (+) 27 0 27
PZR (-) 4 289 293
Toplam 31 289 320

Duyarlilik:27/(27+4)x100=87.09
Ozgulliik:289/(289+0)x100=100

Orneklerin qPZR sonucunda Ct (dR) degerleri de belirlenerek orneklerdeki
parazitemi hakkinda veriler elde edildi. Bununla beraber qPZR’da pozitif belirlenen ve
Ct (dR) degerleri yiiksek olan (>40) dort 6rnegin standart PZR analizleri sonrasi, agaroz
jel tizerinde amplifikasyonu tespit edilemedi. Her iki teknigin de kriptoporidiyozun
teshisinde %100 o6zgiilliige sahip oldugu belirlenmesine karsin 6zellikle parazitemisi
diisiik olan rezervuarlarin ortaya konabilmesinde qPZR tekniginin ¢cok daha duyarli bir

yontem oldugu goriildii.
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.ORIGIN

1 GGAAGGGTTG TATTTATTAG
GTGACTCATA ATAACTTTAC

61 GGATCACAAT TAATGTGACA
TATCAGCTTT AGACGGTAGG

121 GTATTGGCCT ACCGTGGCAA
GGGTTCGATT CCGGAGAGGG

181 AGCCTGAGAA ACGGCTACCA
CGCGCAAATT ACCCAATCCT

241 AATACAGGGA GGTAGTGACA
ITTTGGTTTT GTAATTGGAA

301 TGAGTTAAGT ATAAACCCCT
GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC

361 CGCGGTAATT CCAGCTCCAA
GCAGTTAAAA AGCTCGTAGT

421 TGGATTTCTG TTAATAATTT
TATTTATATA ATATTAACAT

ATAAAGAACC

TATCATTCAA

TGACGGGTAA

CATCTAAGGA

AGAAATAACA

TTACAAGTAT

TAGCGTATAT

ATATAAAATA

481 AATTCATATT  ACTATTTTTI
ACTTTGAGAA AATTAGAGTG

541 CTTAAAGCAG GCATATGCCT
AATATTAAAG ATTTTTATCT

601 TTTTTATTGG TTCTAAGATA
CAGTTGGGGG CATTTGTATT

661 TAACAGTCAG AGGTGAAATT
ACTAATGCGA AAGCATTTGC

ITTTTAGTAT

TGAATACTCC

AGAATAATGA

CTTAGATTTG

721 CAAGGATGTT TTCATTAATC AAGAACGAAA

CGAAGACGAT CAGATACCGT
781 CGTAGTCTTA ACCATAAACT
GTTGTTCCTT ACTCCTT
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ATGCCAACTA

AATATAATTG

GTTTCTGACC

CGGGGAATTA

AGGCAGCAGG

ATACAGGACT

CAATTGGAGG

TAAAGTTGTT

TTTTGATGAA

ATGAAATTTT

AGCATGGAAT

TTAATAGGGA

TTAAAGACAA

GTTAGGGGAT

GAGATTGGAG



LOCUS: AF481962 837 bp DNA

linear INV 13-SEP-2002

DEFINITION Cryptosporidium parvum small subunit ribosomal RNA gene, partial

sequence

ORIGIN

1 AAAAGGGGTT GTATTATTAG
GTGATTCATA ATAACTTTAC

61 GGATCGCATC TCTGATGCGA
CCTATCAGCT TTAGACGGTA

121 GGGTATTGGC CTACCGTGGC
TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG

181 GGAGCCTGAG AAACGGCTAC
GGCGCGCAAA TTACCCAATC

241 CTGACACAGG GAGGTAGTGA
CCTAACGGTC TTGTAATTGG

301 AATGAGTGAA GTATAAACCC
GGGCAAGTCT GGTGCCAGCA

361 GCCGCGGTAA TTCCAGCTCC
TTGCAGTTAA AAAGCTCGTA

421 GTTGGATTTC TGTTGTATAA
ATTATTATAT TATCAACATC

481 CTTCCTATTA TATTCTAAAT
AGAAAATTAG AGTGCTTAAA

541 GCAGGCAACT GCCTTGAATA
TAAGGACTTT TGTCTTTCTT

601 ATTGGTTCTA GGACAAAAGT
GGGGGCATTC GTATTTAACA

661 GCCAGAGGTG AAATTCTTAG
TGCGAAAGCA TTTGCCAAGG

721 ATGTTTTCAT TAATCAAGAA
ACGATCAGAT ACCGTCGTAG
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ATAAAGAACC

CATATCATTC

TATGACGGGT

CACATCTAAG

CAAGAAATAA

CTTTACGAGT

AATAGCGTAT

TTTATAATAT

ATATAGGAAA

CTCCAGCATG

AATGGTTAAT

ATTTGTTAAA

CGAAAGTTAG

AATGAGCTTG

AAGTTTCTGA

AACGGGGAAT

GAAGGCAGCA

CAATACAGGG

ATCAATTGGA

ATTAAAGTTG

TACCAAGGTA

TTTTACTTTG

GAATAATAAG

AGGGACAGTT

GACGAACTAC

GGGATCGAAG



781
TCCTTACTCC TTCAGCACCA
841C

LOCUS: KF271472 841 bp DNA

linear INV 17-JAN-2014

TCTTAACCAT AAACTATGCC GACTAGAGAT TGGAGGTTGT

DEFINITION Cryptosporidium andersoni isolate PD-21 18S ribosomal RNA gene,

partial sequence

ORIGIN

1 GGAAGGGTTG TATTTATTAG
GTGACTCATA ATAACTTTAC

61 GGATCACAAT TTATGTGACA
TATCAGCTTT AGACGGTAGG

121 GTATTGGCCT ACCGTGGCAA
GGGTTCGATT CCGGAGAGGG

181 AGCCTGAGAA ACGGCTACCA
CGCGCAAATT ACCCAATCCT

241 AATACAGGGA GGTAGTGACA
[TTTGGTTTT GTAATTGGAA

301 TGAGTTAAGT ATAAACCCCT
GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC

361 CGCGGTAATT CCAGCTCCAA
GCAGTTAAAA AGCTCGTAGT

421 TGGATTTCTG TTAATAATTT
ATTTATATAA TATTAACATA

481 ATTCATATTA CTAAATTTAT
TGAGAAAATT AGAGTGCTTA

541 AAGCAGGCAT ATGCCTTGAA
TTAAAGATTT TTATCTTTCT

601 TATTGGTTCT AAGATAAAAA
TGGGGGCATT TGTATTTAAC
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ATAAAGAACC

TATCATTCAA

TGACGGGTAA

CATCTAAGGA

AGAAATAACA

TTACAAGTAT

TAGCGTATAT

ATATATAATA

TAGTATATGA

TACTCCAGCA

TAATGATTAA

AATATAATTG

GTTTCTGACC

CGGGGAATTA

AGGCAGCAGG

ATACAGGACT

CAATTGGAGG

TAAAGTTGTT

TTTGATTAAT

AATTTTACTT

TGGAATAATA

TAGGGACAGT



661 AGTCAGAGGT GAAATTCTTA GATTTGTTAA AGACAAACTA
ATGCGAAAGC ATTTGCCAAG

721 GATGTTTTCA TTAATCAAGA ACGAAAGTTA GGGGATCGAA
GACGATCAGA TACCGTCGTA

781 GTCTTAACCA TAAACTATGC CAACTAGAGA TTGGAGGTTG
TTCCTTACTCCTT
I
LOCUS: AY166839 833bp DNA linear INV 25-MAR-2003
DEFINITION Cryptosporidium meleagridis isolate TU1867 small subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ORIGIN
1 GGAAGGGTTG TATTTATTAG ATAAAGAACC AATATAATTG
GTGACTCATA ATAACTTTAC

61 GGATCACAAT TAATGTGACA TATCATTCAA GTTTCTGACC
TATCAGCTTT AGACGGTAGG

121 GTATTGGCCT ACCGTGGCAA TGACGGGTAA CGGGGAATTA
GGGTTCGATT CCGGAGAGGG

181 AGCCTGAGAA ACGGCTACCA CATCTAAGGA AGGCAGCAGG
CGGGCAAATT ACCCAATCCT

241 AATACAGGGA GGTAGTGACA AGAAATAACA ATACAGGACT
[TTTGGTTTT GTAATTGGAA

301 TGAGTTAAGT ATAAACCCCT TTACAAGTAT CAATTGGAGG
GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC

361 CGCGGTAATT CCAGCTCCAA TAGCGTATAT TAAAGTTGTT
GCAGTTAAAA AGCTCGTAGT

421 TGGATTTCTG TTAATAATTT ATATAAAATA TTTTGATGAA
TATTTATATA ATATTAACAT

481  AATTCATATT  ACTATTTTTI ITTTTAGTAT  ATGAAATTTT
ACTTTGAGAA AATTAGAGTG

541 CTTAAAGCAG GCATATGCCT TGAATACTCC AGCATGGAAT
AATATTAAAG ATTTTTATCT
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601 TTTTTATTGG TTCTAAGATA AGAATAATGA TTAATAGGGA
CAGTTGGGGG CATTTGTATT

661 TAACAGTCAG AGGTGAAATT CTTAGATTTG TTAAAGACAA
ACTAATGCGA AAGCATTTGC

721 CAAGGATGTT TTCATTAATC AAGAACGAAA GTTAGGGGAT
CGAAGACGAT CAGATACCGT

781 CGTAGTCTTA ACCATAAACT ATGCCAACTA GAGATTGGAG
GTTGTTCCTT ACTCCTT

LOCUS: EU032326 837 bp DNA linear INV 17-JAN-2009

DEFINITION Cryptosporidium hominis haplotype ND2 small subunit ribosomal RNA

gene, partial sequence.
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5. TARTISMA

Kriptosporidiyoz, ozellikle gelismekte olan iilkeler i¢in en Onemli paraziter
hastaliklarindan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Enfeksiyon diinyada birgok iilkede
oldugu gibi {lilkemizde de 6nemli saglik sorunlar1 arasinda yer almaktadir. S6z konusu
hastalik, biiyiime c¢agindaki cocuklar ve immunsuprese hastalar basta olmak {izere
toplumun her kesiminde goriilmektedir. Hastalikta klinik belirtilerin siddeti ve patolojik
bulgular, parazitin sayisi, cinsi, konagin bagisiklik durumu, enfeksiyon siiresi, beslenme
durumu ve etkilenen organa gore farklilik gostermektedir; ayrica enfeksiyonun
mevsimsel Ozellik gosterebildigi, 6zellikle daha sicak ve nemli aylarda sik gorildigi
ancak insidansin her iilkede farkli donemlerde artabilecegi bildirilmistir!.

Cryptosporidium enfeksiyonlarinda klinik olarak bol sulu ishal belirgindir.
Kriptosporidyoz olgulari akut sulu ishal belirtileri ile diger enfeksiy6z gastroenteritisler
ile karisabilmektedir’®"1%, Insanlarda 1993’te Milwaukee/Wisconsin salgini (yaklasik
403.000 kiside) ile dikkatler bu parazit {izerine yogunlasmis ve son yillarda diinyada
Cryptosporidium’larin  morfoloji, biyoloji ve bulasmasindan molekiiler genetik
yapilarina kadar ¢ok sayida arastirmalar yapilmigtir®,

Kriptosporidiyoz’un teshisinde kullanilan pek ¢ok etkili boyama teknigi soz
konusu olsa da, ilgili tekniklerin rutin tan1 laboratuvarlarinda kullanimlarinin yeterince
pratik olmadigir bildirilmistir. Bu noktada, kolay, pratik ve kisa siirede sonug
alinabilmesi ve belli bir deneyime sahip kisiler tarafindan kolaylikla taninin
konulabilmesi agisindan modifiye asit fast boyama tekniginin avantaj saglayabilecegi
vurgulanmis, ancak genel itibariyle biitiin mikroskobik tani yontemlerinde gegerli olan,
disk: ile belli sayinin altinda etken atan kimi hastalarin ve tasiyici olgularin tespitinde
diisiik duyarliliga sahip olabilecegi ve iyilesme doneminde non asit-fast yani hayalet
ookistlerin ~ sayisimin  artmasit  nedeni ile yanlis sonuglarin  alinabilecegi
bildirilmistir!®1%11! ELISA yontemi ise birden fazla 6rnegi ayn1 anda ¢alisma olanagi
sagladig1 icin ¢ok avantajlidir. Ancak ELISA kitlerin bazilarmin duyarhiliklari,
tastyicilart ve iyilesme donemindeki olgulari tespit edecek diizeyde degildir. Insanda
hastalik olusturan parazitleri saptamaya yonelik hazirlanmis kitler, kullanilan
antikorlarin  6zgiilliiklerinin  yliksek olmas1 nedeniyle hayvanlarda bulunan

Cryptosporidium tiirlerini saptayamamaktadir*2*® Son dénemlerde yiiksek duyarlilik
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ve Ozgiilliige sahip PZR gibi molekiiler teknikler hastaligin tanisinda kendisine 6nemli
bir yer edinmistir. Yapilan arastirmalarda klinik 6rneklerin farkli molekiiler kitler ile
incelenmesi sonucu testlerin duyarliliginin %50-100 arasinda degistigi ve 6zgiilliigiiniin
%100 oraninda oldugu gosterilmistir'*

Onceleri insanlarda gorilen Cryptosporidium parvum olgularinin biiyiik bir
kisminin zoonotik oldugu diisiiniilse de baz1 molekiiler ¢caligsmalar sonucunda bu oranin
cok daha diisiik oldugu bulunmustur. Amerika, ingiltere ve Yeni Zelanda’da yapilan
calismalarda  kirsal  kesimlerde  Cryptosporidium  parvum, schirlerde ise
Cryptosporidium hominis’in daha sik goriildiigii bildirilmistir®®*>11®  Insanlardaki
Cryptosporidium  parvum enfeksiyonlarmin ne kadarinin  zoonotik oldugu
bilinmemektedir. Ciinkii parazitin kaynagi insan ya da sigirlar olabilmektedir!’.
Buzagilarda bulunan Cryptosporidium parvum’un zoonotik genotipleri insanlara
genellikle su ile bulastig1 halde, antroponotik olan Cryptosporidium hominis daha ¢ok
gida ile bulagmaktadir. Salginlarin olusmasinda buzagilarin 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. Insanlarda kriptosporidiyoz olgularinin g¢ogunlugu Cryptosporidium
hominis ve Cryptosporidium parvum’dan ileri gelmektedir. Olgularin  %50’sini
Cryptosporidium  hominis, %45’ini  Cryptosporidium  parvum, %5’ini  ise
Cryptosporidium  meleagridis, Cryptosporidium felis, Cryptosporidium canis,
Cryptosporidium ubiquitum ve Cryptosporidium suis olusturmaktadir®®!8, Bizim
yaptigimiz ¢alismada ise %38.4 oranla Cryptosporidium hominis birinci sirada, % 22,4
oranla Cryptosporidium parvum ikinci sirada, yine aym oranla (%22.4)
Cryptosporidium meleagridis tigiincii sirada, %16 oranla ise Cryptosporidium andersoni
dordiincii sirada yer almaktadir.

Real time PZR, 45 dakika gibi kisa siirede kantitatif sonu¢ verebilmektedir.
Tiipler ag¢ilmadan taniya gidildigi i¢in kontaminasyon riski disiiktiir. Elektroforeze
gerek kalmadan amplifikasyon (¢ogalma) esnasinda sonu¢ alinabilmektedir. Ayrica
floresan veren boyalar kullanilarak hedef niikleik asitteki mutasyonlar
saptanabilmektedirt*®?°. Calismamizda, standart PZR ile real-time PZR sonuglarma
baktigimizda pozitif 6rnek sayimiz real-time PZR ile 31 iken digerinde 27 bulunmustur.
Real-time PZR sonuglarin1 degerlendirirken Ct degeri 40’1n {izerinde olanlar real-time
PZR ile pik yaptiklar1 yani pozitif 6rnek olarak kabul edildikleri halde, standart PZR ile
bu 31 6rnegin 27’sinde 834 bp’lik bant elde edildigi goriilmiistiir. Yani standart PZR
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yontemi ile parazit konsantrasyonu diisilk olan orneklerde Cryptosporidium spp.’yi
kacirmak miimkiin olabilmektedir. Ayrica real time PZR ¢alisma sonrasi melting curve
analizi uygulandiginda pozitif bulunan Cryptosporidium spp. tiirlerinin tanisi
konulabilmektedir. Boylece hastaligin bulas kaynagi da tespit edilmis olmaktadir.

Tanriverdi ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada, bizim ¢aligmamizda oldugu
gibi hibridizasyon problar1 (FRET) kullanilarak real time PZR ¢alisilmis, sonrasindaa
melting curve analizi uygulamislar ve bes farkli tiiriin oldugunu tespit etmislerdir.
Bunlar, C. hominis (64.2 °C), C. parvum (55.6°C), C. meleagridis (59.8°C), C. canis
(54°), C. felis (50.02°) tir'?,

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise real time PZR sonrast uygulanan melting curve
analizi sonucu dort farkl tiirtin oldugunu tespit ettik. Sonug olarak 78°C pike sahip olan
tirdn C. hominis (12 kiside), 77.2°C pike sahip olan tiiriin C. parvum (7 kiside), 74.1°C
pike sahip olan tirtin C. meleagridis (7 kiside) ve son olarak 71.4°C pike sahip olan
tirin C. andersoni (5 kiside) oldugu tespit edildi. Bu sonuglara dayanarak sicak ve
nemli bir sehir olan Adana’daki Kriptosporidiyozun nedeninin daha cok insandan
insana bulasin kaynagi olan C. hominis oldugunu soleyebiliriz.

Na ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismada, multipleks PZR ile real time PZR
karsilastirilmis ve real time PZR’nin duyarhilik ve 6zgiilliigiiniin daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Ayni ¢alismada real time PZR sonrasi melting curve analizi uygulanmis ve
Cryptosporidium hominis (85.5°C) ve Cryptosporidium parvum (80.1°C) tirleri
tammlanmistir?!. Pangasa ve arkadaslarimin yaptiklar1 calismada ise real time PZR
sonrast uygulanan melting curve analizi socucunda C. hominis’in 72.47°C’de, C
parvum’un 72.17°C’de, C. meleagridis’in ise 73.33°C’de pik yaptiklar1 goriilmiistiir?2,

Rolando ve arkadasglarinin Birezilya’da yaptigi bir ¢alismada real-time PZR
sonucuna gore o bolgede Cryptosporidium parvum’un daha yaygm oldugunu
bildirmislerdir'?. Bizim ¢alismamizda ise sonuglara baktigimizda Adana’da C.hominis
say1 olarak fazla iken bunu sirastyla C. parvum, C. meleagridis ve C.andersoni takip
etmektedir.

Cryptosporidium tiirlerinin diinyadaki dagilimi bdlgeler arasinda farklilik
gostermektedir. Avrupa ulkelerinde C.parvum ve C.hominis; Orta Dogu iilkelerinde
C.parvum tiirleri yaygin olarak goriilmekte, diger bolgelerde ise C.hominis’e bagh

enfeksiyonlara daha sik rastlanmaktadirt?+125,
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Vastert ve ark.’larinin yaptiklar1 bir ¢alismada akut ve kronik ishalli digkilarda
Cryptosporidium parvum’un mikroskopi (Kinyoun boyama ile dogrulanmis Auramin
boyama) Crypto-strip test, ELISA ve gercek zamanli PZR yontemleri karsilastirilmis ve
PZR altin standart olarak kabul edildiginde testlerin duyarliliklar1 sirasiyla %37, %78,

126 Bizim yaptigimiz

%71 bulunmustur; ozgilliikleri ise %98’in altina inmemistir
calismada da real time PZR altin standart olarak kabul edildi. Boyama, ELISA ve
standart PZR testlerinin duyarliliklart sirasiyla %70.96, %83. 87, ve %87.09 olarak
bulunmustur; 6zgiilliikleri ise %100 bulunmustur.

Atalik K.’nin yaptig1 ¢alismada 91 6rnekte modifiye ZN boyama ile pozitiflik
saptanmazken, sandvi¢ ELISA (sad ELISA) ve COWP gen bolgesi hedef almarak
yapilan gercek zamanli PZR yontemleriyle Cryptosporidium pozitifligi sirasiyla bir
(%1.1), bir (%1.1) olarak saptanmistir!?’. Bizim yaptigimiz calismada ise boyama ile

22, ELISA ile 26, standar PZR ile 27 ve SSU rRNA gen bolgesi hedef alinarak yapilan
gercek zamanli PZR ile 31 Cryptosporidium spp. pozitifligi saptanmuistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Cryptosporidium spp. daha onceleri sadece bagisiklik sistemi baski altinda olan
canlilarda (insan veya hayvanlarda) goriilen bir parazit oldugu bilinmesine karsin,
glinlimiize kadar yapilan calismalara baktifimizda bagisiklik sistemi saglam olan
canlilarda da siklikla karsilagildigi ve hatta oliime bile neden oldugu bildirilmistir.
Ayrica calismamizin sonucuna baktigimizda tiirler arasinda konagi sadece insan olan
Cryptosporidium hominis’in sayisinin diger tiirlerle kiyasladigimizda fazla oldugu
goriilmektedir. Calisma, bu parazitin sadece zoonotik yolla bulasan bir parazit
olmadigini ve ayn1 zamanda insandan insana bulasin da oldugunu gostermistir.

Saglikli kantitasyon yapmak, kontaminasyonu en aza indirgemek, hizla sonuca
ulagmak, 6zgiilligi yiikseltmek ve ¢ok sayida klinik 6rnegi ¢alisabilmek igin real-time
PCR format1 gelistirilmistir. Real-time PCR yontemi, niikleik asit amplifikasyonu ile es
zamanli olarak artis goOsteren floresan sinyalinin Ol¢iilmesiyle, kantitatif sonug
alinabilen bir PZR yontemidir. Sicaklik dongiileri ve floresan okunmasi ayni cihaz
icinde ve ayni tiip icinde gerceklesmektedir. Boylece hedef bolge, elektroforeze gerek
kalmadan kisa bir siire i¢inde saptanabilmektedir. Ayni cihaz igerisinde hem ¢ogaltma
isleminin, hem de ¢ogaltilan {irlinleri saptama igleminin yapilabilmesi, bu yontemi ¢ok
pratik bir yontem haline getirmistir. Ayrica tlipler agilmadan test tamamlandigl i¢in
kontaminasyon riski de azalmaktadir.

Sonug olarak, hastanelere nedeni bilinmeyen ishal sikayeti ile gelen kisilerin
diski  Ornekleri, hayati Onem tasiyan Cryptosporidium spp. acisindan Dbiitiin
laboratuvarlarda rutin olarak arastirilmali ve bu parazit ile ilgili halka egitim
verilmelidir. Ayrica parazitin kaynaginin bilinmesi agisindan tiir diizeyinde arastirma
yapan hizli ve giivenilir bir yontem olan real time PZR, paraziteminin ortaya konmasi
ve buna bagl tedavi etkinliginin takibine olanak saglamasi gibi iistiin 6zelliklliklere
sahiptir. Bunlardan dolay1 bu yontemin de hastanelerde rutin labaratuvarlarda yer almasi

gerektigi diisiincesindeyiz.
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