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1. GIRIS

Paraziter hastaliklarin diinyadaki yayginligi iilkelerin cografi ozellikleri, iklim
kosullari, toplumun kiiltiirel, ekonomik ve sosyal yapisi ile yakindan ilgilidir.
Gastrointestinal parazit infeksiyonlar1 6zellikle sosyoekonomik seviyesi diisiik iilkelerde
su, besin, vektor ve kirli esya araciligiyla fekal-oral yoldan bulasabilmekte ve enteritlere
neden olmaktadir. Cocuklarda ve g¢esitli sebeplerden dolayr immun yetmezligi olan
hastalarda bagirsak parazitlerine karsi olan duyarlilik artarak, kronik ve agir seyreden
infeksiyonlar meydana gelmektedir.

Gastroenterit etkenlerinden birisi, 6zellikle ¢ocuklarda ve immunitesi yetersiz
hastalarda etkili olan Cryptosporidium cinsi protozoonlardir. Cryptosporidium
enfeksiyonuna c¢ocuklar, beslenme yetersizligi olanlar ve immun sistemi baskilanmis
kisiler daha duyarlidir. Enfeksiyon Cryptosporidium ookistlerini igeren digkiyla kontamine
su ve besinlerin agiz yoluyla alinmasi veya enfekte havuz, gol ve irmak sularinda yiizme
aracilifiyla bulasmaktadir. Cryptosporidium enfeksiyonunun klinik belirtileri konagin
immun sisteminin durumuna bagli olarak degismektedir. Immun sistemi baskilanmis
kisilerde glinde yirmi litreye varabilen kolera benzeri ishale neden olup, yasami tehdit eden
bir tablo olusturabilmektedir (1,2).

1982 yilina kadar daha ¢ok bagisiklik sistemi baskilanmis grubun enfeksiyonu
olarak bilinen cryptosporidiosisin 0zellikle laboratuar tani ydntemlerinin gelismesiyle
bagisiklik sistemi saglam toplumlarda da salginlara yol agtig1 saptanmistir. Her gegen yil
gerek bagisiklik sistemi baskilanmis olgularin sayisindaki artis gerekse bagisiklik sistemi
saglam kisilerde de salginlarin saptanmasi, cryptosporidiosisin dnemini artirmaktadir (3).

Bu calismada, Diyarbakir, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi,
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na; risk grubundaki immunsuprese
hastalardan (Onkoloji ve diyaliz hastalari, malniitrisyonlu ¢ocuklar) ve ishal sikayeti
nedeniyle, farkli yas grubundaki non immunsuprese hastalardan gonderilen diskilarda,
Cryptosporidium sp. antijenleri ELISA yontemiyle arastirilmis ve modifiye asit-fast
boyama yontemiyle Cryptosporidium ookistleri aranmistir. Caligmada hastanemizde,
ozellikle immunsuprese bireylerde basta olmak iizere, cryptosporidiosis ile ilgili verileri
elde etmeyi ayrica tanida ELISA ve asit-fast boyama yontemlerinin duyarlilik ve

Ozgilligiinii degerlendirmeyi amacladik.



2.GENEL BILGILER

2. 1. CRYPTOSPORIDIUM

Cryptosporidium , coccidian bir protozoon olup, 2-6 um capinda, zorunlu hiicre
i¢i parazitidir. Bu protozoon omurgalilarin sindirim ve solunum yolu epitel hiicrelerinin
mikrovillus bolgelerini infekte ederek hastaliga sebep olur (4).

Parazitin; memeli omurgalilardan, kuslardan, siirlingenlerden ve baliklarin degisik
tiirlerinden 20 kadar tiirii izole edilmistir. Son yillarda AIDS’li hastalarda yaygin olarak
tespit edilmesiyle birlikte Cryptosporidium’un insan sagligi acisindan Onemi ortaya
konmaya baslamustir. Insanlardan ve bircok memelilerden izole edilen tiir Cryptosporidium

parvum’dur (5,6).

2.2. TARIHCE

Cryptosporidium ilk kez 1895 yilinda Clarke tarafindan fark edilerek ““ fare mide
epiteli lizerinde yer alan spor kiimeleri” seklinde tarif edilmis ve bundan yaklasik 12 yil
sonra 1907 yilinda Tyzzer tanimlamis ve 1910 yilinda Cryptosporidium muris adi ile hem
cinsi hem de tiriini tarif etmis ve evrimini agiklamistir. 1912°de Cryptosporidium
parvum’u bildirmistir. Onceden bilinen coccidia parazitlerinin aksine ookistlerin i¢indeki
sporozoitleri g¢evreleyen sporokistlerin olmamasi nedeni ile Cryptosporidium (gizli
sporokistler) olarak isimlendirilmistir (3,5,7,8).

1976 yilinda Cryptosporidium ile ilgili ilk insan olgusu bildirilmistir.
gastroenteritli 3 yasindaki bir kizda ve daha sonra da immun sistemi baskilayict ilag
kullanan bir ¢iftgide goriilmiis olup, bu olgu bir ¢iftlikte yasayan hayvanlarda saptanan
infeksiyonla ayni zamanda ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle cryptosporidiosis’in bir zoonoz
olabilecegi diisiiniilmiistiir. 1981-1982 yillarinda ise AIDS’li hastalarda Cryptosporidium
sp. infeksiyonlar1 saptanmis ve siddetli enterite neden oldugu bildirilmistir. Bu kisilerde
goriilen uzun siireli, siklikla bol sulu digki, zayiflama gibi belirtiler infeksiyonun firsatci
patojen olabilecegini diisiindiirmiistiir. Daha sonraki yillarda yayimlanan arastirmalarda
hayvan bakicilarinda, turistlerde ve bagisiklik sistemi saglam kisilerde de salginlara neden

oldugu bildirilmistir (3,5,9-14).



2. 3. TAKSONOMI

Cryptosporidium, Apikomplexa subesinin bir iiyesi olan Cryptosporididae ailesine

aittir. Son zamanlardaki filogenetik ¢alismalar Cryptosporidium’un cocsidiyandan ziyade

gregarinlere daha yakin oldugunu gostermektedir (15). Cryptosporidium, Sporozoa sinifi,

Coccidia alt sinifi, Eucoccidia takimi, Eimerina alt takimi, Cryptosporidiidae ailesi

mensubu bir protozoondur (16). Cryptosporidium

asagida goriilmektedir.

3

un tablo halindeki smiflandirmasi

Tablol. Cryptosporidium cinsine ait siniflandirma ve biyolojik 6zellikleri (17,18).

Smiflandirma |isim Biyolojik ozellikleri

Alem Animalia

Sube Protista Okaryotik, tek hiicreli canli

Alt Sube Apicomplexa Vezikiiler bir c¢ekirdege sahip olup tiim tiirleri
parazittir.

Simif Sporozoa Ookist olusturma, seksiiel ve aseksiiel tiireme
ozellikleri vardir.

Alt simif Coccidia Biyolojileri merogoni, gametogoni ve sporogoni
seklindedir. Seksiiel faz hiicre i¢inde gerceklesir.

Takim Eucoccidia Merogoni vertebrali konakta geger.

Alt takim Eimeriina Makro ve mikro gamet olusumu farkhidir.
Mikrogamonttan ¢ok sayida mikrogamet gelisir. Her
bir makrogamonttan ise bir makrogamet gelisir. Zigot
hareketsiz olup konoid mevcuttur.

Aile Cryptosporididae |Konak siireci hiicrenin yiizey membrani altinda
gergeklesir. Ookistleri sporokist i¢ermez, ¢iplak 4
sporozoiti vardir. Mikrogametleri flajella tagimaz.

Cins Cryptosporidium

Cryptosporidium sporozoa sinifindan olmasina ragmen, farkli birgok 6zelligi géze

carpmaktadir. Bu farkliliklar igerisinde en Onemlisi parazitin spesifik konak ve doku

ozelliginin  bulunmamasidir.

Bu

ozelliklerinden dolayr arastirmacilar arasinda,

Cryptosporidium 'un smiflandirilmasinda ve tiir sayisinda anlagsmazliklar s6z konusu



olmustur. Fakat son yillarda yapilan deneysel ¢aligmalarda, farkli hayvanlarda degisik
Cryptosporidium tiirlerinin varligindan s6z edilmektedir(18,19).

Glinlimiize kadar yapilan calismalarda Cryptosporidium’un 20 farkli tiiriiniin
oldugu anlagilmistir. Tablo 2’ de bu tiirler belirtilmistir (20). Bu tiirler arasinda baliklarda
C. nasorum, kuslarda C. meleagridis ve C. haileyi, reptillerde C. serpentis ve memelilerde

C. parvum ve C. muris en taninmis olanlaridir (21).

Tablo 2. Simdiye kadar saptanan Cryptosoridium tiirleri, yerlestigi konaklar ve arastiricilar

(20).

Tiir Konak Arastiric1 —tarih

C. muris Fare Tyzzer, 1907

C. parvum Fare, Insan Tyzzer, 1912

C. crotali Yilan Triffit, 1925

C. vulpis Fox Wetzel, 1938

C. meleagridis Hindi Slavin, 1955

C. wrairi Domuz Vatterling Jervis, Merrill, Sprinz, 1961
C. tyzzeri Tavuk Levine, 1961

C. lampropeltis Kertenkele Anderson, Dusynski Marguardi, 1968
C. ctenosauris Kertenkele Dusynski, 1969

C. ameivae Kertenkele Peraza ve Bastarda, 1969

C. agni Koyun Barker ve Carbonell, 1974

C. bovis Sigir Barker ve Carbonell, 1974

C. anserinum Kaz Proctor ve Kemp, 1974

C. cuniculus Tavsan Inman, Takeucki, 1979

C. felis Evcil kedi Iseki, 1979

C. garnhami Insan Bird, 1981

C. nasorum Balik Levine, 1981

C. hesi Maymun Levine, 1981

C. serpentis Yilan Levine, 1981

C. baileyi Tavuk Current, Upton ve Haynes, 1986




2.4. MORFOLOJi VE EVRIM

Cryptosporidium' un gelismesi, mide ve bagirsak mukoza epiteli hiicrelerinin firga
kenarlar iginde olur. Yerlesim yeri nedeniyle diger hiicre ici parazitlerden ayrilir. Ciinkii,
onlar hiicrenin sitoplazmas1 i¢inde yerlesirken, Cryptosporidium hiicrenin ekzositoplazmik
alaninda yerlesir ve birbirini izleyen eseyli ve eseysiz liremeyle ¢ogalir. Yasam dongiisiinii
tek bir konakta tamamlar. Parazitin yerlestigi ve konak hiicre orjinli bdlgeye parazitofor
vakiiol denir (3,22).

Cryptosporidium tiirlerinin yapisi, evrim sekillerine gore degismektedir. Bunun
evriminde merogoni, gametogoni, dollenme, ookistli duvar olusumu, sporogoni ve
sporozoitlerin bagirsakta serbest kalmasi (ekskistasyon) gibi alt1 farkli olay vardir (3,5,7).

Bu evreler sekil 1’ de goriilmektedir.

Sekil 1. Cryptosporidium parvum’un biyolojisi (23).

Kisaltmalar: (E) Eksitasyon (kalin duvarlt ookistlerin ¢evreden alinmasi veya
bagirsak boslugundaki ince duvarl ookistlerin i¢indeki sporozoitlerin serbest kalmasi); (G)
Gamogoni; (I) Infektif donem; (M) Merogoni; (ME1) 8 merozoit igeren Tip-I meront;
(ME2) 4 merozoit igeren Tip-II meront; (MA) Makrogamet; (Mi) Mikrogamet; (MiT)
Kamg¢isiz 16 mikrogamet iceren mikrogametosit; (MZ1) Tip-I merozoit; (MZ2) Tip-1I
merozoit; (O0) ookist; (S) Sporogoni; (SZ) Sporozoit.
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Eksitasyon (Kistlerin acilmasi):

Etkenin diski ile disar1 atilan formu, sporlanmig ve enfektivite kazanmis ookist
formlaridir. Digkiyla disar1 atilan bu ookistler, 2-6 um ¢apinda, kalin duvarli yapida olup,
iclerinde dort sporozoit, bir ¢ok kiiciik tanecikler ve zara bagli kiirecikler yer alir. Ookistler
yiyecek, icecek veya bazi diger cevresel etmenler aracilifiyla oral yoldan, konjuktiva
aracilifiyla veya inhale edilerek alinabilmektedirler (17,24).

Sindirim yoluyla konak hiicre tarafindan alinan ookistlerin normal sartlarda ince
bagirsakta acilmasi "eksitasyon" olarak da adlandirilir. Kist acgiliminda rol oynayan
faktorler arasinda pankreatik enzimler, cesitli proteolitik enzimler, safra tuzlari, viicut 1s1s1
ve sindirim sistemindeki degisik indirgeyici etmenler sayilabilirler. Oral yoldan alinan
ookistler uygun konaklarin sindirim yolunda acilir ve sporozoitler serbest hale gecer (25-

27).

Merogoni Donemi:

Serbest kalan sporozoitler konagin epitel hiicreleri (enterosit) i¢cine girmektedirler.
Bu hiicrelerin mikrovillus bélgesinde parazitofor vakuoller icinde trofozoitlere (tek
niikleuslu merontlara) doniismekte ve daha sonra eseysiz olarak (merogoni) ¢ogalarak Tip
1 merontlar1 olusturmaktadirlar. Tip 1 merontlar 6-8 cekirdeklidir ve her birinden 6-8
merozoit olusur. Bu merozoitler yeni hiicrelere girerek tekrar eseysiz ¢ogalama ile Tip 1

merontlar1 veya Tip2 merontlar1 olusturmaktadirlar (3,5,11,16).

Gametogoni:

Sizogoni sonucunda Tip II merontlarin icinde olusan 4 merozoit ve hiicre
parcalaninca serbest hale gegen bu merozoitler yeni bir dongii olusturmazlar. Fakat bu
merozoitler konak icinde yeni hiicrelere girdiklerinde mikro veye makro gametositlere,
daha sonra da makro ve mikrogametlere doniisiir (2). Her bir mikrogamonttan 16 tane
mikrogamet ve her bir makrogamonttan ise yalnizca bir makrogamet meydana gelir

(25,30,31).

Fertilizasyon:
Yasam siklusunun dordiincii evresinde barsak lumeninde serbest olarak bulunan 0.
4-0. 5 um biiyiikliiglinde ve ince yapili mikrogametlerden birisi, 2-6 pm biiyiikliglindeki

makrogameti doller ve zigot olusur (4, 30).
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Ookist duvarmin olusumu:

Zigotun etrafi iki veya {i¢ farkli tabakanin birlesmesinden meydana gelen ookist
duvariyla cevrilir (20). Cryptosporidium’un ookist duvar1 kimyasal ve mekanik etkilere
kars1 direnglidir. Ookistin elektron mikroskobunda fark edilebilen en biiyiik 6zelliklerinden
birisi, ookist duvari iizerinde ookistin yarisini veya ligte birini kusatan serit seklinde bir
yapmin varh@idir. Ince bagirsaklarda sporozoitler bu yapidan disar1 ¢ikar. Ookistin
igerisinde sporokistler bulunmaz, sadece dort sporozoit bulunur (18,32). Duvarin dis
tabakas1 asidik 6zellikte glikoprotein filamentleriyle kaplidir. Orta kisimda mikobakteriyel
lipidler ve balmumu benzeri sert yapili kompleks lipit tabakasi icerir. I¢ tabakasi ise yine
glikoproteinlerden olusmustur. Hiicre duvarinda yiiksek oranda lipid olmasi, karbol fuksin

ile boyandiktan sonra asit-alkol dekolorizasyon isleminden etkilenmemesini saglar (32).

Sporogoni:

Bu dénemde konak hiicrede olgunlasan ookistlerin i¢inde sporlanma ile enfektif
sporozoitler meydana gelir. C. parvum 'un eseyli liremesi sonucunda 2 farkli tip ookist
olusumu gozlenir. Olusan ookistlerin yaklasik %80'1 kalin duvarli, %20'si ise ince duvarl
bir yap1 gosterir (2,17,26). Ince ceperli ookistler i¢inde 4 sporozoit yer alir. Bu ookistler
konak viicudu digina ¢ikmadan, bagirsak bosluguna atilip bagirsak iginde agilirlar.
Iclerinde bulunan sporozoitler serbest kalarak yeni epitel hiicrelerine girerler ve konakta
enfeksiyonun devamindan sorumludurlar. Bu tip bulas sekli yuvarlak solucanlardan
Strongyloides stercoralis'in evriminde goriilen duruma benzetilerek "i¢ oto enfeksiyon"
adin1 almagstir (28,29,33).

Kalin ¢eperli yapiya sahip 2. tip ookistler ise sporlanarak konak diskisi ile disariya
atilirlar ve konaklar arasi bulasmada rol oynarlar. Bu tip ookistler hem dis oto enfeksiyon
yoluyla, hem kisileraras1 direk temasla, hem de bulagh yiyecek igeceklerle agizdan alinirlar
ve bu sekilde parazitoz insanlararasi bulagsma gosterir. Yani bulagsma fekal-oral yolla, ara
konak¢1 olmadan gerceklesmektedir. Bu kistler ¢evre ve iklim kosullarina uzun siire

dayanikli yapidadir (24,34-36).
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Sekil 2: Cryptosporidium’un yasam dongiisii (37).
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Sekil 3. Yasam dongiisiiniin evreleri (28).
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Sekil 4. Crvptosporidium'a ait vasam donelsiinde ookistlerin gelisim (38).

2.5. URETILEBILME OZELLIKLERI:

Cryptosporidium’un tibbi alanda 6neminin artigin paralel olarak, ¢esitli invivo ve
invitro ortamlarda tiretilme ¢alismalarina agirlik verilmistir. Ookist ve sporozoitlerin bazi
incelemeler i¢in kemirgenlerde iiretilmesine ragmen, biiyiik cogunlukla deney hayvanlari,
buzagi ve kuzulardir. Cryptosporidium deneysel olarak tavuk, hindi, domuz yavrulari, fare,
rat, kopek, kuzu, oglak ve buzagilarda iiretilmistir. Genellikle yeni dogmus ve kolostrum
almamis buzagilar; deneysel infeksiyonlar, etken izolasyonu ve bulastirma deneyleri i¢in
en uygun konaktir. Infekte buzagilar, insan infeksiyonlarinda en biiyiik role sahiptir
(18,39). Ookist saflastirma yontemlerinin gelistirilmesi, C. parvum 'un hiicre kiiltiiriinde de
tiretilmesine olanak saglamistir, fakat ¢ok sayida organizma elde edilmemistir (35).

Uretilen hiicreler arasinda domuz ve tavuk bobrek hiicreleri, sigir iireme epitel
hiicreleri, insan fotal akciger hiicreleri yer alir ve bunlar i¢erinde en uygun olani insan f6tal
akciger hiicreleridir. Hiicre kiiltiiriinden izole edilen ookistlerin sayisi, tavuk embriyon
korio-allantoik membranindan ve siit emen farelerin bagirsaklarindan izole edilen
ookistlerden daha az miktardadir. Ookistlerin hiicre kiiltiiriinde daha az lireme gdstermesi,

otoenfektif ookistlerin bu sistemde iy1 gelisememis olmasina baglanmistir (39,40).
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2. 6. EPIDEMIYOLOJI

Cryptosporidium hayvanlardan insana bulasan diinyada yaygin bir hastaliktir.
Enfekte hayvan ve insanlarin diskisiyla atilan direngli ookistlerle bulasma olur. Insana
bulasmada evcil hayvanlarin ve besi hayvanlarinin, 6zellikle buzagilarin diskisinin rolii
biiyiiktiir (28,29,33). Insandan insana da bulasma olmaktadir. Insanlararas1 kontaminasyon
fekal-oral veya anal-oral yolla olabilmektedir. Ozellikle cocuk bakim evlerinde ve
hastanelerde ortaya ¢ikan salgilar insandan insana bulasin énemini kanitlayan en énemli
olaylar arasinda yer alir. Giinlimiizde Cryptosporidium bir turist hastalig1 etkeni olarak da
bilinir (41-47).

Su kaynakli epidemiler de goriilmektedir. Su kaynakli epidemilere neden olarak;
parazitin kaynak sularindaki prevalansinin yiiksek olmasi, klora direngli olmasi, igme suyu
stizgeclerinden gecebilmesi ve ¢ok az sayida parazitin bile infeksiyona neden olabilmesi ile
gosterilmektedir. Sessiz infeksiyonlular ve hastalik bittikten sonra hala ookist saganlar
bulastiricidirlar. Bu parazitoza ¢ocuklarin, eriskinlerden; anne siitii ile beslenmeyenlerin,
anne siitli ile beslenenlerden daha sik yakalandiklari saptanmistir. Ayrica, ookistlerle
kontamine olan ¢ig siit, immun sistemin yetersizligi, yas, meslek, beslenme bozuklugu ve
infekte kisilerle yakin temas, risk faktdrlerini olusturmaktadir. Infeksiyon yaz ve
sonbaharda daha sik goriilmektedir (5,6,7,48).

Eriskinlerde Cryptosporidium goriilme orani, cocuklara gore daha diisiiktiir.
Cocukluk yas grubu igerisinde ise dort yas altindaki ve 6zellikle de iki yas altindaki
cocuklarda daha sik goriiliir (49,50).

Cryptosporidium ookistlerinin 6zellikle nemli hava ve sicaklikla beraber dogada
konsantrasyon artisina paralel olarak, Cryptosporidium enfeksiyonlart da artis
gostermektedir. Ookistlerin yagislarla beraber seferber olabilecegi ve iklim degisikligi
durumlarinda, karada ya da su ¢evrelerinde taginmasi ya da inaktivasyonundaki seyrin
devam edecegi diisiiniilmektedir. Bazi bilim adamlar1 cryptosporidiosis'in 6zellikle 1lik ve
1slak mevsimlerin hastaligi oldugunu belirtmislerdir. Mevsimlerin bol yagis almasi,
parazitin igcme sularina ve diger baz1 gidalara bulagma riskini artirmaktadir. Tiirkiye'de ise
insanlarda cryptosporidiosis'in bahar aylarinda yiikselerek, Eyliil ve Ekim aylarinda en
yiiksek seviyeye ulastig1 bildirilmistir (17,18,40,51,52).

Yiyecek, icecek ve c¢evresel sistemlerde protozoon parazitlerinden olan
Cryptosporidium'un inaktivasyonu igin ¢esitli yontemler kullanilmistir. Sogutma, 1sitma,
filtrasyon, ¢oktiirme, UV 15181, 151nlama, yiiksek basing ve ses dalgalarini i¢eren bu fiziksel

yontemlerin parazitin infektivitesini etkiledigi bildirilmektedir (53). Bulagsmaya yol acan
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ookistler giinlimiizde kullanilan pek ¢ok dezenfektana, soguga, sicaga ve neme direngli
olup, %10’luk formolde veya %50 derisik amonyak gibi kimyasal soliisyonlarda 30 dakika
icinde, ayrica 60°C ve fizerindeki sicakliklarda veya -20°C sicaklikta 30 dakika
bekletmekle inaktive olurlar (54).

Yapilan  ¢alismalar,  Cryptosporidium  ookistlerinin 180 ppm  klor
konsantrasyonunda, 25°C ve pH 7. 0°de iki saat i¢inde 6ldiiglinii gdstermistir. Yine su
dezenfeksiyonu i¢in diger bir popiiler islem olan ozonlamanin, Cryptosporidium ookistleri
lizerine etkisi arastirilmig, infektivitelerinin 1 ppm konsantrasyonda 10 dakika sonra
ortadan kalktig1 gorilmiistiic. Cryptosporidium ookistleri ayni1 kosullarda, Giardia
kistlerine gore ozona 30 kat, klora ise 14 kat daha fazla direngli oldugu saptanmistir (55).
Cryptosporidium ookistlerinin filtrasyondan gecebilme, klor ve diger dezenfektanlara karsi
direncli olma 06zellikleri vardir. Bundan dolayr giiniimiizde kullanilan su aritma
tekniklerinin yetersiz oldugu ve salgin seklindeki cryptosporidiosis vakalarinin igme suyu
ve ylizme havuzu sularindan kaynaklandigi bildirilmistir (25). ABD'de bir kaynak
suyundan 400. 000 kisi enfekte olmustur. Su kaynakli epidemi nedenleri arasinda; parazitin
kaynak sularindaki prevalansinin yiiksek olmasi, igme suyu filtrelerinden gegebilmesi,
klora direngli olmasi ve ¢ok az sayida parazitin dahi enfeksiyona neden olabilmesi
gosterilmektedir. Bu nedenle gliniimiizde kullanilan su aritma tekniklerinin yetersiz oldugu
ve cryptosporidiosis vakalarinin igme suyu ve yiizme havuzu sularindan salgin seklinde
gelistigi bildirilmistir (25, 29).

Cryptosporidium infeksiyonlar, alt1 kita tizerinde 60’tan daha ¢ok iilkede teshis
edilmistir. Yapilan calismalarda prevalansin az gelismis iilkelerde daha yiliksek oldugu
goriilmiistiir. Kuzey Amerika ve Avrupa gibi lilkelerde oran %]1-3 iken, daha az gelismis
Asya’da %S5, Afrika’da ise %10 olarak bildirilmistir (25). Ayrica son yillarda C. parvum'un
organ nakli alicilarinda hastalik sebebi oldugu bildirilmis olup, bunun cevresel sartlardan
kazanilabilecegi distiniilmiistiir (56). Cryptosporidium infeksiyonlari i¢in risk faktorleri su
sekilde siralanabilir: Igme suyunun hijyenik olmamasi, yetersiz kanalizasyon sistemleri
gibi kotli hijyenik kosullar, hayvancilikla ugrasma, veteriner hekimlik ve laboratuvar
faaliyetleri gibi meslege ait faktorler, immun sistem yetmezligi, epidemik bolgelere
yolculuk, infekte kisilerle yakin temas, toplu yasama, yetersiz beslenme, 0-4 yas ve 60 yas

istii olma gibi yas faktorii bu hastalik i¢in risk faktorlerini olusturur (25,49,57).

Farkli cografi bolgelerde yapilan bazi arastirmalar sonucunda prevalansla ilgili

olarak; Finlandiya’da 154 eriskin hastanin %9. 1’inde (58), Ingiltere’de bir egitim
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hastanesinde 2197 hastanin %0. 5’inde parazit bulunmus ve sadece risk gruplarinda
bakilmas: tavsiye edilmistir. Yine ingiltere’de gastrointestinal sistem yakinmasi olan 867
hastanin %5’inde cryptosporidiosis tanis1 konmus, 5 yasin altindaki ¢ocuklarda bu oranin
%7 oldugu bildirilmistir (59).

Brezilya’da semptomatik 117 hastanin %8’inde infeksiyon saptanmistir (60).
Veneziiella’da ise 2 yasin altindaki akut diyareli cocuklarda infeksiyonun %10. 8 oraninda
oldugu saptanmistir (61). Banglades’de yapilan bir arastirmada (62), semptomatik 578
hastanin %#4. 3’iinde infeksiyon etkenleri goriilmiistiir. Hindistan’da akut diyareli 682
vakanin %13. 1’inde infeksiyon saptanmistir (63). Liberya’da 6-9 aylik yas grubundaki
374 ¢ocuk diyarelilerde %8. 4, asemptomatiklerde %5. 9 oranlarinda bulunmus, infeksiyon
orani 2.5 yasin altinda ve biberonla beslenen c¢ocuklarda yiiksek, anne siitii ile
beslenenlerde ise diisiik diizeylerde saptandigi bildirilmektedir (64). AIDS’li hastalarda
parazitin prevalansi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda; ABD’de 9182 AIDS hastasinin %3.
6’sinda cryptosporidiosis tanisi konulmus, AIDS’li 174 ¢ocukta bu oran %5. 1 olarak
bulunmustur (65). Kiiba’da digkilar1 incelenen 67 AIDS’li hastanin %]11. 9’unda,
Zambia’da digkilar1 incelenen 63 AIDS’li hastanin %32’sinde, Zaire’de AIDS’li ve kronik
diyareli 106 hastanin %?21’inde, Brezilya’da AIDS’li 131 hastanin %19. 1’inde (54) ve
Veneziiella’da 29 AIDS’li hastanin %41. 3’{inde (49) cryptosporidiosis saptanmistir.

Tiirkiye’ de yapilan ¢alismlarda degisik oranlar tespit edilmistir. Adana'da ishalli
cocuklarda %S8. 20, normal ¢ocuklarda %4. 08 olarak bulunmustur (5). Mersin'de dort
ilkogretim okulunda, yaslar1 8-12 olan ¢ocuklardan toplanan 72 diski 6rneginin 4'linde
(%5. 5) Cryptosporidium ookistleri goriilmiistiir. Yine Elazig'da yapilan bir ¢calismada, 0-5
yas grubu immiin yetmezligi olmayan 417 ishalli olgu ele alinmis ve 19'unda (%4. 55)
Cryptosporidium ookistleri saptanmistir (18). Konya’da yapilan bir aragtirmada 250 kisiye
ait disk1 6rneginin %1. 6’sinda (66), Sivas’da yapilan bir aragtirmada 110 kisiye ait digki
orneginin %11. 8’inde Cryptosporidium ookistlerine rastlanilmistir (50). izmir’de 0-6 yas
grubu 600 cocuk iizerinde yapilan arastirmada ise, hastalarin sadece %0. 1’inde etken
goriilmiistiir (67). Ankara Onkoloji Hastanesi’nde 106 neoplastik hasta iizerinde yapilan
calismada %16. 9 oraninda ookistlere rastlanmistir (68). Izmir’de Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Hemodiyaliz Unitesinde yapilan bir calismada, bdbrek yetmezligi olan 46
hastanin %30. 4’linde ookist saptanmistir (69). Eskisehir’de 0-6 yas grubu ishalli 607

cocuga ait diski 6rnekleri incelenmis ve %3. 6’sinda pozitif bulunmustur (40).

17



2.7.PATOGENEZ

Cryptosporidium’ un meydana getirdigi cryptosporidios, bir zoonoz hastaliktir.
Parazit bagirsak epitel hiicrelerini tutmakta ve en ¢ok jejunumda yerlesmektedir. Ancak,
bazi hastalarda Cryptosporidium; yutak, mide ve kalin bagirsakta da gosterilmistir.
Otuzdan az sayida ookistin bile saglikli goniilliilerde infeksiyona neden oldugu bulunmus
olup, ortalama infektif doz 132 ookisttir. Kript ve villoz yapida histolojik bozukluklar
ortaya ¢ikar. Villoz atrofi, kriptlerin uzamasi ve lamina propriada tek cekirdekli hiicre
birikimi goriiliir. Solunum sistemini de tutabilmektedir (6,8,70,71). Etkenin ozellikle
immun yetmezligi olan sahislarda hepatobiliyer sistemde, solunum sisteminde ve pankreas
kanalinda da hastalik olusturabilecegi saptanmistir (25). Parazitten enterotoksin
salgilanmasimin etkili olabilecegi diislinlilmiistiir. Zarar goren absorbsiyon ylizeyinin
biiylikliigline bagli olarak Bj, vitamini, yag ve D-xylose malabsorbsiyonu
gelisebilmektedir (72). Cryptosporidium infeksiyonunda mukozal bariyer bozuklugu
olmakta ve bunun sonucunda da makro molekiillerin permabilitesi artmaktadir. Artan
permabiliteye bagli olarak barsak epiteli igerisinde bulunan iyonlar ve su tekrar barsak
lumenine atilmakta ve lumen i¢i sivi miktarinda artis olmaktadir. Baz1 olgularda kolera ve
diger enterotoksijenik mikroorganizmalarda goriilen ishale benzer sekilde bol miktarda

sulu ishal tablosu gelismektedir (20,72,73).

2. 8. IMMUNOLOJIK OZELLIKLER

Cryptosporidium ile infekte kisilerin serumlarinda IgG, IgM ve IgA tipi antikorlar
bulunur. Hem T hiicre anormallikleri hem de gama-globiilin eksikliklerini iceren, c¢esitli
immiin yetmezlikleri olan hastalarda, uzamis ve daha ciddi infeksiyonlar vardir. Ozellikle
AIDS'li hastalarda CD4+ hiicre sayis1 immun sistemin mukoza yiizeyinde Cryptosporidium
infeksiyonunu temizleme yetenegi icin en iyi gostergedir. CD4+ hiicre sayis1 180 hiicre
/mm™ten yiiksek olan kisilerde infeksiyon spontan temizlenebilirken, 180'den az olanlarda
%87 oraninda persistan hastalik olusur. CD4+ hiicre sayisimn 50 hiicre'mm3'iin altinda
oldugu durumlarda Oliim riski vardir (8,70). Yasli hayvanlarin, genclere oranla,
cryptosporidiosa direngli oldugu bilinmekte ve bu durumun Onceden gegirilen
infeksiyonun verdigi bagisiklikla ilgili oldugu, fakat yaslanma sonucu bu direncin de
gelisebildigi bildirilmektedir. Kazanilmis immiinite, reinfeksiyonu onleyebilir ve primer

infeksiyonu sinirlar ama koruma mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir (5,7,70,74).
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Cryptosporidium parvum ile siit emen fare, keme, pamuk kemesi, kobay ve
hamsterlerde agizdan ookist verilince agir enfeksiyon oldugu halde bu hayvanlarin
erigskinlerinde ya infeksiyon yerlesememekte veya hafif bir kriptosporidyoz olmaktadir.
Timiissliz siit emen farelerde, Cryptosporidium parvum infeksiyonu slirgiine neden
olmakta ve dliinceye kadar ookist sagtiklari halde normal kardesleri siirgiine tutulmakta ve
ancak 21-30 giin ookist ¢ikarmaktadirlar. Bu durum insanda da vardir. AIDS olgularinda
infeksiyon siliregen ve Oldiirlicii mide-bagirsak, karaciger ve solunum yolu hastaligina
neden oldugu halde bagisik yanitt normal olanlarda hastalik 1-2 hafta siirmektedir. Ayrica,
normal T lenfositli, fakat hipogamaglobiilinemililerde de oldiiriicii infeksiyon
gelisebilmektedir. Bundan dolayr hastaliktan iyilesmede bagirsakta A ve G
immunoglobulinleri ve hiicre araciligiyla olan bagisikligin ortaklasa etkisi kabul

edilmektedir (7).

2.9. KLINIK BULGULAR VE TANI

Hasta insanlarda en sik rastlanan klinik gdriinim enterik cryptosporidios’ dur.
Ayrica immun sistemi baskilanmig hastalarda Cryptosporidium parvuma'a baglh kolesistit
veya solunum sistemi infeksiyonlar olabilir. Belirtisiz infeksiyon da bildirilmistir (70).
Ookistlerin oral yoldan alinmasiyla hastaliga ait klinik belirtilerin ortaya ¢ikma siiresinin
7-10 giin olabilecegi belirtilmistir. Etkenin her yastaki insanlar1 infekte edebilecegi
saptanmistir. Hastaligin hem immun direnci saglam, hem de immun direnci baskilanmis
hastalarda en 6nemli klinik belirtisinin ishal oldugu gozlenmistir. Digkinin karakteristik
olarak, bol miktarda ¢ikarildigi, sulu nitelikte oldugu, bazen mukus ihtiva ettigi ancak;
diskida kan ve 16kosit goriilmedigi belirtilmistir. Bununla birlikte abdominal agr1, bulanti,
kusma, viicut sicakliginda hafif bir artis, kas agrilari, halsizlik, bas agrisi, istahsizlik ve kilo
kayb1 gibi belirtilerin oldugu goriilmiistiir. Bu semptomlarin siiresi ve klinik seyirin
tamamen konagin bagisiklik durumu ve atilan ookist miktar1 ile paralellik gosterdigi
bildirilmektedir (20,34,75,77).

Cryptosporodiosisli AIDS hastalarinin  %10" unda kolesistit ortaya c¢ikar.
cryptosporodia kolesistiti simdiye kadar sadece AIDS'li hastalarda tanimlanmistir.
Hastalarda ates, sag iist kadran agrisi, ishal ile birlikte veya ishal olmaksizin bulant1 ve
kusma vardir. Solunum sisteminde ise, devamli oksiiriik, nefes darligi, brons ve akciger
yangist olarak kendini belli eder. Solunum sistemi bulgusu, Cryptosporidium parvum'un

ishalli hastalig1 ile dogrudan iliskilendirilememistir (7,70).
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Immiin sistemi saglam hastalarda cryptosporidiosis genellikle iki hafta siiren ve
kendi kendine iyilesen diyare ile karakterizedir. Bununla birlikte goriilen diger
semptomlarin agri, istahsizlik, ates, bulanti ve zayiflama oldugu belirtilmistir (20,75).
Hastalar genellikle hastaneye yatirilma gereksinimi olmadan ayakta tedavi edilebilirler.
Ancak uzun siiren ishal durumunda c¢ocuklarda dehidrasyon c¢ok belirgin olup,
malniitrisyon tablosu da gelisebildiginden hastaneye yatirilma ihtiyact olmaktadir. Ayni
zamanda ¢esitli nedenlerle olusan malniitrisyon, kisilerin direncini zayiflattigindan bu tiir
hastalarin Cryptosporidium infeksiyonlarina daha duyarli oldugu bildirilmektedir. (76).

Cryptosporidium, immun sistemi zayif kisilerde siddetli semptomlarla seyreden
intestinal bir patojen olarak kabul edilir. Hastanin klinigi, sahistaki immun supresyonun
tipi ve derecesi ile yakindan ilgilidir. Ishal orta siddette gelisip kisa siirebildigi gibi,
siddetli belirtilerle aylarca da siirebililir (77). Cryptosporidiosis; AIDS, kizamik gibi bazi
viral hastaliklar, gammaglobulinlerin diistiigii hastaliklar, kemik iligi hastaliklari, insiiline
bagli diyabet hastalari, bobrek yetmezligi olan hastalar, karaciger nakli olan hastalar,
16semi ve diger kanser tedavisi uygulanan hastalarda siddetli semptomlar olusturur. CD,
hiicre sayis1t >180 hiicre/ml AIDS’li kisiler cryptosporidiosis’i nispeten hafif gecirirken,
bu saymnin altinda olanlarda kroniklesme izlendigi ve hastaligin inatg1 bir hal aldig
bildirilmigtir. Boyle sahislarda hastalik agirdir, sulu ishal haftalarca hatta aylarca devam
eder. Siv1 kaybi oldukga fazla olup, giinde 3-6 litre arasinda, hatta bazi hastalarda giinde 17
litreye kadar ¢ikabilir. Bu hastalarda dehidrasyon, kilo kaybi, ates, kramp benzeri karin
agris1 ve bulant1 gibi semptomlarin daha belirgin gortilecegi bildirilmistir (20,25,75).

Immun sistemi baskilanmis hastalarda Cryptosporidium infeksiyonunun safra
yollarini, pankreas kanalini ve solunum sistemini infekte edebilecegi bildirilmistir (25,75).
Solunum sisteminin infekte oldugu durumlarda kisa soluk, hiriltili nefes, ses kisikliligi,
oOkstiriik gibi belirtiler goriiliir. Radyolojik belirtiler spesifik degildir. Bronglarda
infiltrasyon, asit ve pankreatitisin gelisebildigi belirtilmistir. Ayrica alkalan fosfataz, serum
amilaz ve bilirubin degerlerinin yiikseldigi saptanmistir. Etkenin tiikiiriikte, trakea
aspirasyonunda, bronkoalveolar lavaj sivisinda ve akciger biopsisinde teshis edilebilecegi
bildirilmistir (25,78). Safra kesesi infeksiyonu ilk olarak 1981 yilinda AIDS’1i bir hastada
bildirilmis olup, AIDS’li hastalardaki safra kesesi ve safra kanali yangilarinin ¢ogunun

Cryptosporidium’a bagl olarak olustugu ifade edilmistir (20,25).
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2.10. TANI YONTEMLERI
Tani i¢in asagidaki yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir.
1. DIREKT MIKROSKOPI
a. Modifiye Asit-Fast boyama
b. Giemsa boyama
2. SEROLOJIK YONTEMLER
a. IFA:Immuno Floressans Antikor Testi
b. ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay Testi
c. Hizh Immunokromatografik Yontemler
3. MOLEKULER YONTEMLER
a. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR/ PCR)
4. KULTUR YONTEMLERI
5. HISTOPATOLOJIK INCELEME

2. 10. 1. DIREKT MIKROSKOPI:

Cryptosporidium sp. infeksiyonunun tanist ¢ogunlukla diski Orneklerinde
ookistlerin tanimlanmasiyla yapilmaktadir. Ayrica balgam, duodenum sivis1 ve bagirsak
biyopsi Orneklerinde de arastirilmaktadir. Diski taze iken veya %10 formalin veya
polivynil alkol ile tesbit edildikten sonra incelenmelidir. Ookistler, modifiye ¢inko siilfat
santrifiij veya Sheather's seker ylizdliirme yoOntemleriyle yogunlastirilip faz Kkontrast
mikroskobu ile incelenebilmektedir. Boyama yoOntemleri kullanilarak  tanisi
konabilmektedir (6,9,70).

Direkt mikroskobik incelemede Cryptosporidium ookistleri mayalarla benzerlik
gosterdiginden boyasiz preparatlarda tanimak giigtiir. Bu yiizden baz1 boya ydntemlerinin
kullanilmast gerekir. Bu yontemler arasinda modifiye asit fast sicak boyama yontemi,
Kinyoun’un asit fast soguk boyama yoOntemi, Auramin-rhodamine, Acridine orange,

Giemsa ve safranin boyama yontemleri sayilabilir (79) (Tablo 3).
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Tablo 3. Ookistlerin baz1 boyama yontemlerinde goriiniimii (79).

Boyama Yontemi Ookist Maya
Modifiye asit fast sicak parlak kirmizi mavi-yesil
Kinyoun asit fast soguk kirmizi-mor mavi-yesil
Giemsa Eflatun eflatun
Acridine orange yesil-sar1 kirmizi-turuncu
Auramin-Rhodamin portakal rengi goriilmez

Diskinin makroskobik bakis1 hastalikta siiphe uyandirici nitelikte olsa bile
cryptosporidiosis'e spesifik dnemli bir goriiniim s6z konusu degildir. Digkida kan olmasi
hastalik i¢in ¢ok ender bir bulgu olup, bu durumun genellikle parazitle birlikte saptanan bir
baska enteropatojen ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir. irin icin de benzeri seyler
sOylenebilir. Cryptosporidiosis ishallerinde mukusa sik olarak rastlanabilmekte ve
inceleme amacli alinan o6rnegin mukuslu kisimlarindan se¢ilmesinin daha uygun
olabilecegi belirtilmektedir (80,81).

Acridine orange (AO) boyama yontemi digkidaki ookistlerin tanisinda
kullanilabilen duyarli bir metottur. AO ile boyanip pozitif bulunan 6rnekler ayni preparat
tizerinde asit fast boyas1 yapilarak teyit edilebilir. AO boyasiyla mantarlar kirmizi turuncu
boyanirken, ookistler sar1 yesil boyanir. Bir diger boyama yontemi olan auramin-rhodamin
(AR) boyasi hiicre duvarindaki mikolik aside affinite gésteren bir boyadir. Zit boya olarak
potasyum permanganat kullanilir. Bazi sporozoon parazitleri de i¢ine alacak sekilde bircok
aside direngli mikroorganizma AR ile iyi boyanir. Bu yontemde Cryptosporidium
ookistleri kirmiz1 zemin {izerinde parlak sar1 renkte goriiliir ve bu sekilde usuliine uygun
olarak boyanan ve karakteristik rengini alan ookistler maya ve mantarlarla karistirilmazlar
(82,83).

Toplanan digkilar kisa zamanda inceleme imkani1 yoksa, %10'luk formol, %2. 5'lik
potasyum dikromat KCr,O7 sodyum asetoasetik asit-formol (SAF) soliisyonlar1 i¢inde taze
olarak saklanabilmektedir (24). %2. 5'lik KCr,0O7 soliisyonu igerisinde +4 °C'de saklanan
ookistlerin 6nemli bir kismmin 3 aydan uzun bir siire canli kalabildikleri ifade
edilmektedir. Ayrica soliisyonlar i¢inde saklanan ookistlerin, 12 aydan fazla bir sire DNA
ekstrasyonu amaci ile kullanilabilecegi bildirilmistir. Ancak %?2.5'lik  KCr,O;
sollisyonunda saklanan ve daima canliligmi kaybetmeyen ookistlerin enfeksiyon riski

tagimalart sebebiyle, ¢alismalar siiresince dikkatli olunmasi gerekmektedir. Toplanan
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diskilarin - %10 formol soliisyonunda ise +4 °C'de veya -30 °C'de uzun siire
saklanabilmeleri miimkiindiir (24,26,84-86).

Ookistler, hacim ve morfolojik olarak maya hiicreleri, fungal ve kiif sporlar1 ve
yag globiillerine benzer. Bu yapilar1 ookistlerden ayirmak amaciyla giivenilir, spesifik ve
tanisal degeri en yiiksek olan metot asit fast boyalaridir (79,83,87). Bu boyama yontemleri
hem taze diskilara hem de %2. 5 potasyum dikromat veya %10’luk formol eklenerek oda
1sisinda saklanan digkilara uygulanabilir. Asit fast boyalarmin uygulanmasmin kolay
olmasi, saklanmis digkilar1 boyamasi, ucuz olmasi, kirmizi boyanan ookistleri mavi zemin
tizerinde kolay bir sekilde gdstermesi, ookistlerin i¢ yapisini ayrintili gostermesi ve kalici
bir boya olmasi nedeni ile Cryptosporidium ookistlerinin teshisinde kullanilmasi uygun
bulunmustur (87,88).

Modifiye Ziehl Neelsen boyama teknigi ile boyanmis preparatlarda
Cryptosporidium  ookistleri  yesil zemin istiinde, kirmizi-pembe bir renkte
gozlenebilmektedir. Bu boyalarla boyanan preparat incelemelerinde ookistin secilemeyen
kismi, etkenin ylizeyine gore daha koyu boyanirken, mantar sporlari, bakteriler, fekal
kalintilar ve diger asit fast 6zellik tasimayan yapilar mavi renkte goriiliirler (89,90).

Modifiye Asit-Fast Boyama: Ornekler modifiye asit-fast yontemiyle
boyanabilmektedir. Bu boya ile ookistler, kirmizi boyanirken diskidaki mayalar yesil
renkte boyanirlar. Karsit boya olarak metilen mavisi kullanilirsa, Cryptosporidium
ookistleri kirmizi, mayalar mavi renkte boyanir (6,9).

Giemsa Boyama: Cryptosporidium, havada kurutulduktan ve metanolde tesbit
edildikten sonra, giemsa boyasi ile boyanan digski preparatinda da aranabilir. Giemsa
boyama yontemi, uygulama kolayligi olan ve hazirlanan preparatlarin uzun siire
saklanabildigi bir yontemdir. Ancak bu teknikle boyanan preparatlarda renk kontrasti
oldukca zayif oldugundan, ookist yapilarin1 digkida rastlanabilen sporlardan ve diger

mikroorganizmalardan ayirirken zorluklar yaganmaktadir (68).

2.10. 2. SEROLOJIK YONTEMLER

Western-blot, Latex agliitinasyon, Revers Pasif Hemaglutinasyon, IFA ve ELISA
yontemleri Cryptosporidium ookistlerinin teshisinde serolojik tani yontemleri olarak
kullanilabilmektedir (91-92).

IFA yonteminde, ookist yapisinda bulunan antijenik yapilara, floresan boya ile
isaretli monoklonal antikorlarin baglanmasi prensibi baz alinmaktadir (93). Bu yontem

diger protozoon, helmint ve enterik bakterilerle ¢apraz reaksiyon vermemesi ve parazitin
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az sayida ookist iceren diski 6rneklerinde bile teshis edilebilmesi noktasinda 6nemlidir.
Dolayisiyla IFA yontemi hastaligin erken doneminde tan1 konulmasinda ve asemptomatik
tagtyicilarin belirlenmesinde spesifik bir yontemdir. IFA testinin 6zgiilligl yiiksek olup,
asit-fast tekniklerinden daha duyarli 6zelliktedir. Ancak pahali bir teknik olmasi ve
uygulanmasi i¢in floresan mikroskoba gereksinimin olmasi testin dezavantajlar1 arasinda
sayilabilir (17,18,94,95). Floresan boyama teknikleriyle boyanan preparatlarin floresan
mikroskobunda x100 objektif taramasinda, ookistler siyah zemin iizerinde sferik, yuvarlak-
oval yapida ve boyaya gore sarimsi elma yesili veya turuncu renkte kolaylikla fark
edilebilirler. Ancak ookistlerin cogunun yeteri kadar boya almamasi ve yapisinin bozulmus
olmast gibi nedenlerle i¢ yapinin secilememesi ve teknigin kalite kontroliiniin zorlugu
yontemin dezavantajlarindandir (96,97).

ELISA, diski orneklerinde Cryptosporidium ookistlerinin tanimlanmasinda
kullanilmaktadir. ELISA testinin duyarliligi %94, 6zgiilligi ise %100’diir. ELISA, hem
hizli hem de kolay uygulanabilir. Fakat giintimiiz teknolojisini gerektirdiginden ve masrafli
olmasi testin dezavantajlaridir (87).

Serolojik tani yontemi olarak 1980'den sonra kullanilmaya baslanan ELISA
yontemi, bir hemaglutinasyon plagi ¢ukuru iginde olusturulan antijen antikor kompleksi
tizerine, enzim ile igaretli anti insan IgG, IgM ve diger antikorlarin konmas1 ve substratin
eklenmesiyle pozitif olgularda renk olusmasinin gézlenmesi esasina dayanan ve parazit
hastaliklarinin tanisinda giivenilir bir yontemdir. ELISA diger bazi yontemlere nazaran

hem hizli, hem de kolay uygulanabilir bir yontemdir(95,98).

2.10. 3. MOLEKULER YONTEMLER

Molekiiler tan1 yontemlerinden Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizinden de
Cryptosporidium tanisinda faydalanilir. PCR, Cryptosporidium tiirlerinin klinik ve
subklinik olgularda ve ¢evresel kaynaklarda gosterilmesi amaciyla giiniimiizde kullanilan
bir yontemdir. PCR sayesinde numunede bulunan bir ookist bile saptanabilmektedir.

Bunun i¢in immun sistemi baskilanmis hastalar, yiiksek riskli kisiler veya
hayvanlardan ookist ile kontamine olmus diski 6rnekleri secilir. Bu 6rneklerden ookistler
temizlenir ve onlarin DNA' lar1 elde edilir. Bu DNA'lar, PCR analizi ile RNA' nin 18s'lik
gen bolgesindeki Cryptosporidium tirlerini tanimlamak i¢in kullanilir. PCR taniy1
dogrulamak ve tiir ayrimi1 yapilabilmesi i¢in bir basamak olarak son yillarda giderek daha
fazla kullanilan bir yontem olmustur (17,70,99). Genel olarak PCR laboratuarda deneyimli

elemanlara gereksinim duyulan bir yontemdir. Digkidan etkenin teshisinde PCR'1 rutin bir
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sekilde kullanabilmek icin kontaminasyon riskinin ortadan kaldirilmasi ve numuneden

ookistlerin titizlikle izole edilmesi gerekmektedir (36).

2.10. 4. KULTUR YONTEMLERI

Cryptosporidium'un konak hiicre ortamindaki gelisimi ilk olarak 2004 yilinda
tanimlanmistir. Bu da Cryptosporidium aragtirmalarinda bir¢ok goriisli kolaylastirabilecek
onemli bir adim olmustur. Mevcut konak hiicre Kkiiltiirlerinde parazitin tiim evrim
donemlerini gormek mimkiindiir; ancak cok kiiclik boyutlarda oldugu i¢in yapisinin
tanimlanmasi zordur. Kiiltiirler, 37 °C'de ve %5'lik karbondioksitli ortamda inkiibasyona

birakilir ve 48 veya 72 saat sonra alinir (100).

2.10.5. HISTOPATOLOJIK INCELEME

1980 oncesinde kullanilan tek tanit yontemi, bagirsaklardan biyopsi alinarak
mikrovilluslarin kenarinda kiiglik ve yuvarlak ookistlerin gosterilmesiydi. Bu yontemle
biopsi Ornekleri hemotoksilen ve eozin gibi boyalarla boyanarak c¢esitli gelisim
sathasindaki Cryptosporidium’lar gosterilebilirse de identifiksasyon i¢in yeterli degildir
(20,83). Bununla birlikte hem invaziv girisim gerekmesi, hem de alinan parg¢a i¢in hizli
fikzasyona ihtiya¢ duyulmasi, pahali ve yapilmasi i¢in uzun zamana gereksinim duyulmasi

nedeniyle giinlimiizde pek kullanilmamaktadir (20).

2.11. TEDAVI

Bagisiklig1 saglam ve gegici olarak baskilanmig bireylerde enfeksiyon genellikle
agir seyretmemekte ve tedavi uygulanmasina gerek kalmadan 1-2 hafta iginde
kendiliginden ge¢mektedir. Ancak bagisiklig1 baskilanmis hastalarda ve 6zellikle AIDS’te
ilag tedavisine gereksinim duyulacak kadar agir seyredebilmektedir (101). Hastaliga ait
uygun bir kiltliir ortaminin olmamasindan dolay1r parazitin biyokimyasal ve metabolik
ozellikleri lizerinde fazla calisilamamis ve sonugta cryptosporidiosis i¢in hastaligin etkisini
geciren, ookistleri dldiiren giivenilir bir ilag bulunamamistir. immunitesi yeterli bireylerde
diyarenin genelde 20 gilinden az siirmesi, klinik belirtilerin ve ookist atiliminin
kendiliginden ortadan kalkmasi nedeni ile bu tiir hastalarda uygulanabilecek etkili bir
tedavi yolunun bulunmas iizerinde fazla durulmamistir. Bu durumda tedavinin en énemli
kism1 nonspesifik antidiyareiklerle birlikte sivi ve elektrolit destegiyle saglanmaktadir

(25,29).
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Immun sistemi baskilanmis hastalarda daha fazla oranda sivi, elektrolit, kalori,
yag, karbonhidrat ve aminoasit replasmani yani sira ila¢ tedavisine de baslanmalidir.
Immunsuprese ila¢ uygulanan hastalarda (kanser, transplantasyon) bu tedavilere ara
verilmelidir. Ozellikle AIDS'li hastalarda CD4 hiicre sayis1 180/mm™iin altina diistiigiinde
criptosporidiosis yasami tehdit edebilmektedir. Bu gibi durumlarda criptosporidiosis igin
tedavi uygulanmadan Once antiretroviral tedavilerle CD4 sayisinin yiikseltilmesi gereklidir
(102).

Infeksiyonun sagaltiminda giiniimiize dek pek ¢ok ilag denenmistir. Bunlarin
arasinda en ¢ok denenen ilag spiramisindir. Wittenberg ve ark. (103), Cryptosporidium
saptanan bebeklere spiramisin vererek atilan diski hacminin 6nemli Slgiide azaldigini,
ancak yan etkileri nedeniyle ilacin kesilmesiyle ookist atiliminin tekrar arttiginm
bildirmislerdir. Parazitin tedavisinde kulanilan bir diger ilag, aminoglikozid grubu
antibiyotik olan paromomisin'dir. Cryptosporidiosis'e yakalanmis 5 AIDS 'li hastaya
paromomisin verilmesiyle birlikte hastalardaki ishalin ve diger belirtilerin azaldig
belirtilmis ve 3-6 ay sonra hastalardaki belirtilerin tekrar niiksettigi bildirilmistir (104). Bir
baska makrolid grubu antibiyotik olan azitromisin, Cryptosporidium'la enfekte AIDS'li
hastalara glinde 1 gr olarak iki dozda 2-4 hafta boyunca verildiginde hastalarin digkilama
siklig1 ve miktarinda azalmaya sebep oldugu, ayrica hastalarin ookist ¢ikarmaya devam
ettigi belirtilmistir ( 105).

Protozoa, helmint ve bakterilere kars1 etkili olan, genis spektrumlu thiazolid grubu
nitazoksanid (NTZ) cryptotosporodiosis tedavisinde denenmis, {i¢ giin boyunca giinde 2
kez 100 mg nitazoksanid tedavisi ile HIV negatif cocuklarin %56’sinda klinik ve
parazitolojik diizelme saglanirken, HIV pozitif ¢ocuklarda bu ilag etkisiz kalmistir (106).
NTZ’nin baska bir aragtirmada, AIDS li olgularda ookist atilimin1 ve digkilama sayisini
onemli 6l¢iide azalttig1 goriilmiistiir (107).

Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis olgularda yiiksek doz ve uzun siireli
tedavilerde NTZ ile klinik semptomlarin diizeldigi ve diskida ookistlerin kayboldugu ve
parazitolojik diizelmenin hizlandig: bildirlilmistir (108).

C. parvum enfeksiyonunda ishalin siiresi ve siddetinin konagin immunitesi ile
yakindan iligkisi oldugu anlasilinca, cryptosporidiosis'in sagaltimi1 i¢in immunolojik
yontemler denenmeye baslanmistir. Bazi olgularda immun sistemi baskilayan ilacglarin
kesilmesinden bir siire sonra enfeksiyonun tamamen ortadan kalktigi gdzlenmistir. Bu
amagla cryptosporidiosis'li yedi AIDS hastasina C. parvum ile bagisiklanmis buzag: lenf

diigiimii hiicrelerinden hazirlanan 16kosit ekstresi oral olarak verildiginde, hastalarin
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altisinda kilo artis1 ve barsak hareketlerinde azalma saptanmis ve besinde digkiyla ookist
¢ikarimi durmustur (109).

Ozet olarak, ozellikle Immun supresif hasta grubunda temelde kullanilabilecek
ilaglar sunlardir: Immun sistemi diizenleyiciler (interlokin 2, bovin transfer faktor,
hiperimmun kolostrum), antimikrobikler (paramomisin, spiramisin, nitazoksanid,
roksitromisin, letrazuril, azitromycin, lasalocid, maduramycin, aprinocid) ve
antidiyareikler (morfin siilfat, somatostatin analoglari, difenoksilat) tedavi amacgl

kullanilabilir (102).

2.12. KORUNMA

Korunmada, insan ve hayvan digkilarindan ve bunlarla enfekte olan toprak, su ve
yiyeceklerden sakinilmalidir.  Cryptosporidium  enfeksiyonlarinin  kontrol altina
alinmasinda Oncelikle ookistlerin ¢evreye yayilmasinin Onlenmesi gerekir. Parazit
ookistleri uzun siire dis ortamda canliliklarin1 devam ettirirler ve disarida 4°C'de 2-6 ay
canl kalabilirler. Cevre kosullarina ve dezenfeksiyona olduk¢a dayanikli yap1 gosterirler.
Dolayisiyla ookistleri -20°C'de 72 saat dondurma, 45-55°C'de 20 dakika 1sitma iglemleri,
ookistin enfeksiyon yetenegini azaltir veya yok eder. Parazit ookistlerine uygulanan
dezenfeksiyon isleminde, dezenfektan maddenin c¢esidi ile hazirlanan soliisyonun
konsantrasyonu ve ookistlerle temas siiresi dnemlidir. Ookistlerin dezenfeksiyonunda en
cok Onerilen dezenfektan, sodyum hipokloridin % 2. 5'lik soliisyonudur. Ayrica %5'lik
amonyum ve % 10'luk formol soliisyonunda 4°C'de 18 saat tutuldugunda ookistlerin
enfeksiyon yeteneginin kayboldugu gozlenmistir (20,24,25).

Hijyen kosullarimi diizeltilmesi, en ¢ok insandan insana bulagsmayi, ayni zamanda
hayvandan insana bulasmay1 azaltmaktadir; ¢iinkii ev i¢i bulasma ikincil olgularin
%50'sinden sorumludur. Tuvaleti kullandiktan sonra ve ishalli hayvanlara dokunduktan
sonra eller iyice yikanmalidir. Ishalli kisiler herhangi bir eglence suyuna girmemelidir.
Kontamine olmus sularin yutulmasindan kaginilmalidir. Yiizme havuzlar1 giivenlik icin
stirekli kontrol edilmelidir. Uluslararas1 seyahat sirasinda yiyecek ve igeceklerin
giivenilirligine dikkat edilmelidir. Besinler iyi pisirilmeli ve sular klorlandiktan sonra
kullanilmalidir. Immun sistemi baskilanmis kisilerin infeksiyona yakalanma riskini
azaltmak i¢in igme sularini kaynatmalar1 onerilir. Riskli cinsel iliskiden kaginilmali veya

onlem alinmalidir (37,70).
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3. MATERYAL VE METOD

3. 1. MATERYALLER

Calismamizda; onkoloji (n=156), diyaliz (n=98) ve malniitriisyonlu ¢ocuklardan
(n=21) olusan toplam 275 immunsiiprese hasta ve non-immunsuprese ancak gastroenterit
sikayeti ile laboratuarimiza gonderilen gastroenteroloji hastalar1 (n=22) ve pediatri
hastalar1 (n=178) olmak {iizere 200 hastadan alinan digki 6rnekleri ¢alisildi. Ayrica farkl
kliniklerden gonderilen, ishal sikayeti olmayan non-immunsuprese 55 hasta digki 6rnegi
kontrol grubu olarak c¢alismaya dahil edildi. Calisma 6rnekleri 1 Ocak-31 Mayis 2010
tarihleri arasinda topland.

Dort farkli yas grubundan olusan toplam 530 hastadan alinan disk1 6rnekleri
calisildi. Calismada, 1. grup 0-5 yas , 2. grup 6-15 yas ,3. grup 16-40 yas, 4. grup 40 yas
iistii kisilerden olusturuldu.

Hastalar hakkinda gerekli bilgiler (kimlik ve klinik bilgiler) alindiktan sonra diski
ornekleri agz1 kapakli kaplara alindi. Mikrobiyoloji laboratuvarina getirildi. Direkt
mikroskopi ve boyama icin preparatlar hazirlandiktan sonra, kalan digki 6rnekleri ELISA

calisilmasi i¢in ependorf tiiplerinde, -20°C'de saklamaya alind.

3.2.METOD

Bekletilmeden her digk1 6rneginden;

1-Makroskobik inceleme (renk, koku, kivam, kan, mukus)

2- Fizyolojik tuzlu su ve lugol kullanilarak lam lamel aras1 preparat yapilarak
parazitolojik olarak incelendi.

3-Yayma preparat hazirlanarak havada kurutuldu, alev ile tespit edildi, modifiye
asit-fast boyasi ile boyand.

Toplanan 6rneklerin 6nce nativ-lugol preparati hazirlanarak direkt mikroskobik
incelemeleri yapildi. Direkt mikroskobik incelemede protozoon trofozoit ve kistleri ile
helmint yumurtalar1 arastirildi. Her bir digki 6rneginden ikiser preparat hazirlanarak toplam
1060 preparat modifiye asit-fast boyama yontemi ile boyandi ve Cryptosporidium

ookistleri agisindan incelendi.
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Modifiye asit fast sicak boyama yontemi (75,88).
Kullanilan maddeler

Bazik fuksin, %95’lik etil alkol, fenol kristali, konsantre hidroklorik asit, metilen

mavisi.

Soliisyonlarn Hazirlanmasi
1. Karbol fuksin
a. 3. 15 gr bazik fuksin, 100 ml %95°1ik etil alkol i¢inde eritildi.
b. Fenol kristalleri 56°C’lik su banyosunda eritildi. 45 ml erimis fenole
toplam hacim 900 ml olana kadar distile su eklendi.
Fuksin alkol karigsim1 fenol soliisyonuyla karistirilarak 1-2 giin bekletildi. Soliisyon
stiziiliip kullanilmak tizere renkli siselerde saklandi.
2. Renk giderme soliisyonu: 1ml Hidroklorik asit i¢ine dikkatli ve yavas bir sekilde
99 ml Etil alkol ilave edildi(%]1’lik HCI).
3. Karsit boya Loffler’in alkali metilen mavisi: 0,3 gr Metilen mavisi 30 ml etil

alkol i¢inde eritildi. Eritildikten sonra 100 ml distile su ilave edildi.

Disk1 preparatlarmin  Modifiye Asit-Fast sicak boyama yontemi ile
boyanmasi

1. Taze diski Orneginden elde edilen yayma preparatlar hazirlanip havada
kurutulduktan sonra, lamlar alevden yavasca gegirilerek fikse edildi ve
sogumaya birakildi.

2. Uzerine karbol fuksin dokiilerek kaynatilmadan hafif duman ¢ikana kadar 5
dakika 1sitild1.

3. Su ile yikanip fazla boyalar dokiildiikten sonra %1°lik asit-alkol lamlar tizerine
dokiilerek 1 dakika tutuldu renksizlestirme islemi yapildi.

4. Su ile yikandiktan sonra, metilen mavisi dokiilerek 1 dakika bekletildi.

5. Tekrar su ile yikandiktan sonra oda 1si1sinda kurumaya birakild.

Degerlendirme: Her preparat, X100’liikk biiylitme ile tarandi. Mavi zemin
tizerindeki koyu kirmizi renge boyanan, i¢inde birden fazla sayida siyah ve muntazam
olmayan graniiller bulunan ve -6 um capinda yuvarlak-oval yapilar Cryptosporidium
ookisti olarak degerlendirildi. Mavi-yesil boyanan ve ookistlerden daha biiyiik yapilar ise

mantar olarak degerlendirildi.
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ELISA testi

Omneklerin degerlendirilmesinde Cryptosporidium sp. antijenlerini belirlemeye

yonelik Prospect Cryptosporidium ELISA kiti (OXOID, LOT 885970) kullanildi. ELISA

caligmasi Uretici firmanin 6nerdigi bicimde uygulandi.

Ornegin Hazirlanmasi: Calisma zamanina kadar -20°C'de saklanan diski 6rnekleri

oda 1sisina getirildi. Bir ependorf tiipli igerisine yaklasitk 1:4 (lgr veya piring

blyiikliglinde diski 6rnegine 3 ml dilusyon soliisyonu ) oraninda olacak sekilde yeterli

miktarda dilusyon soliisyonu ilave edildi ve vortekslenerek {listte toplanan sivi kisim

ELISA testi i¢in kullanildi.

Yikama Soliisyonunun Hazirlanmas1 (Wash Buffer): 120X10 sulandirilarak

kullanildi. 9 kisim distile suya 1 kisim yikama soliisyonu eklenerek sulandirilmis yikama

soliisyonu elde edildi.

Prospect Cryptosporidium ELISA Kiti calisma prosediirii:

1.

Al

10.
11.
12.
13.

Her tiipe 1ml (1000 pl) numune sulandirma soliisyonundan (SDB) ilave edildi
ve icine bir piring tanesi biiylikliigiinde gaita eklenerek sert bir sekilde
karistirildi.

Birinci kuyucuga 4 damla pozitif kontrol solusyonu eklendi.

Ikinci kuyucuga 4 damla negatif kontrol soliisyonu eklendi.

Diger kuyucuklara diliie edilmis gaita numunelerinden 200 pl ilave edildi.
Platelerin iizeri ortiildii ve 20-25 °C'de 60 dk inkiibe edildi.

Her kuyucuk i¢in 350-400 pl yikama solusyonu kullanilarak 3 kez yikama
yapildi. Kagit havlu iizerine plateletleri vurarak yikama solusyonu
uzaklastirildi.

Her kuyucuga 4 damla enzim konjugat ilave edildi.

Platelerin iizeri tekrar ortiiliip 20-25 °C'de 30 dk inkiibe edildi.

Her kuyucuk i¢in 350-400 pl yikama solusyonu kullanilarak 5 kez yikama
yapildi. Kagit havlu iizerine plateleri vurarak icindeki yikama solusyonu
uzaklastirildi.

Her kuyucuga 4 damla substrate eklendi.

Platelerin tizeri ortiildii, 20-25 °C'de 10 dk inkiibe edildi.

Her kuyucuga 1 damla stop soliisyonu eklendi, hafifce sallandi.

Prospect Cryptosporidium ELISA kiti ¢alisma prosediiriine gore pozitif ve
negatif kontrol kullanilarak c¢alisilan Orneklerin bulundugu plak ELISA
okuyucusunda (TECAN SUNRISE) 450 nm dalga boyunda okutuldu.
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Sonuglarin Yorumlanmasi:
Pozitif Kontrol: Sar1 renkli olmali ve optimal density (O. D) > 0. 300450 nm de)
olmali.

Negatif kontrol: Renksiz olmali ve optimal density(OD) < 0. 100(450nm de)olmali

Pozitif Numune: OD > 0. 050
Negatif Numune: OD < 0. 050

Ayrica ELISA test pozitifligi renk degisimi ile de goriilmekteydi (Resim 1).

Resim 1: ELISA plaginda pozitif ve negatif kuyucuklarin gériiniimii.

istatistiksel Analiz:

Stirekli degiskenlerin tanimlayict istatistik degerleri i¢in ortalama ve standart
sapma kullanildi. Kesikli degigskenler, frekans ve oranlarla verildi. Modifiye asit-fast
boyama ve ELISA yontemlerinin duyarhiliklar, 6zgilliikleri, pozitif ve negatif prediktif
degerleri ve testlerin toplam duyarlilik oranlar istatistiksel degerlendirmede hesaplanarak
gosterildi. Capraz tablo degerlendirmelerinde Yates Diizeltmeli Khi-Kare testi kullanildi.
Hipotez ¢ift yonli olup p< 0. 05oldugunda anlamli farklilik kabul edildi. Istatistiksel
degerlendirmede SPSS 15. 0 for Windows paket program kullanild.
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4.BULGULAR

Calisma gruplarimin  kadm-erkek oranlar1 ve yas ortalamalar1 Tablo 4’te

verilmistir.

Tablo 4: Calisma gruplarindaki yas ortalamalar1 ve kadin - erkek oranlari.

Yas arahg Kadin Erkek Toplam
0-5 81 94 175
6-15 54 65 119
16-40 36 31 67
40 yas st 83 86 169
Toplam 254 276 530

(Calismada yer alan hastalarin yas ortalamasi 39. 97 £ 24. 42 (min:1, max: 76) idi.

530 hastanin 254’1t immiin siiprese, 21’1 malniitrisyonlu olmak iizere 199’u ishalli

pediatrik hasta, 22’si gastroenteroloji hastast ve 55°1 de ishali olmayan, non immunsiiprese

bireylerden olusmaktaydi. Calisma gruplari, sayillar1 ve yas araliklar1 tablo 5’te

gosterilmistir.

Tablo 5: Calisma gruplari, sayilar1 ve yas araliklari.

Grup n Yas aralhiklar:
Onkoloji 156 18-76

Diyaliz 98 20-76
Gastroenteroloji 22 16-76

Pediatri 178 0-15
Malniitriisyonlu ¢ocuk 21 2-15

Kontrol 55 1-70

Toplam 530
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Calismada, toplam 530 diski 6rneginin 17’sinde (%3.2) modifiye asit-fast boyama
yontemi ile Cryptosporidium sp. ookistleri saptandi. Modifiye asit-fast boyama yontemi ile
pozitif saptanan 17 6rnegin hasta gruplarina ve yas araliklarina gore dagilimi Tablo 6’da
goriilmektedir. Buna gore en fazla Cryptosporidium sp. ookistleri immiin siiprese

bireylerde tespit edilmistir(12/17 (%70.5).

Tablo 6: Modifiye asit-fast boyama yontemi ile Cryptosporidum sp. ookisti goriilen

olgularin grup ve yas araligina gore dagilimi.

Modifiye —Asit Fast Boyama (+)

Hasta Grubu Yas aralhigi n (%)
Onkoloji 18-76 8 (1,5)
Diyaliz 20-76 4 (0,7)
Gastroenteroloji 16-76 2(0.3)
Pediatri 0-15 3(0,5)
Malniitriisyonlu ¢ocuk - -
Kontrol - -
Toplam (n=530) 17 (3,2)

Mikroskopta X100’lik biiyiitmeli objektiflerde tespit edilen 17 preparattaki
Cryptosporidium sp. ookistleri mavi zemin iizerinde, kii¢cliik parlak pembe yuvarlak-oval

sekilde ve i¢lerindeki sporozoit yapilari, 6rneklerde cesitli yogunlukta goriildii(Resim 2-3).
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Resim 2: Cryptosporidium sp. ookistlerinin modifiye asit-fast boyamadaki goriiniimii

(nadir ookist goriiniimii).

(Modifiye asit-fast boyama, X100 biiyiitme).

Resim 3: Cryptosporidium sp. ookistlerinin modifiye asit-fast boyamadaki goriiniimii

(yogun ookist gdriiniimii).

(Modifiye asit-fast boyama, X100 biiylitme).
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530 diski 6rneginin ELISA yontemi ile yapilan ¢aligmasinda toplam 31(31/530(%5.8)
hastanin diskisinda Cryptosporidium sp. antijeni tespit edildi.

ELISA pozitif hastalarin, hastalik gruplarina gore incelemesinde onkoloji
grubundaki kanserli hastalarin Cryptosporidium sp. nin en fazla tesbit edildigi hastalik
grubu oldugu goriildii. Tablo 7°de ¢alisma gruplarina gore Cryptosporidium sp. ELISA

pozitif-negatif dagilimi gosterilmistir

Tablo 7: Calisma gruplarina gore Cryptosporidium sp. ELISA Pozitif-negatif dagilimi

Hasta grubu ELIiSA (+) ELISA(-) TOPLAM
n %0 %

Onkoloji 14 2,6 142 26,7 156
Diyaliz 4 0,7 94 17,7 98
Gastroeneroloji 2 0,3 20 3,7 22
Pediatri 8 1,5 170 32,0 178
malniitriisyonlu ¢ocuk 1 0,1 20 3,7 21
Kontrol 2 0,3 53 10 55
Toplam 31 5,8 499 942 530

ELISA yontemi ile Cryptosporidium sp. antijeni saptanan hastalarin yas
gruplarina gore dagilimi tablo 8’de verilmistir. ELISA Pozitif hastalarin 8’1 (%4. 5) 0-5 yas
grubunda,1’1(%0. 8) 6-15 yas grubunda, 10’u (%14. 9) 16-40 yas grubunda, 12’si de(%7.
1) 40 yas lizerinde tespit edildi. Buna gore 40 yas lstiindeki immiin siiprese hastalar, asit-
fast boyama yonteminde oldugu gibi Cryptosporidium sp.’ antijeninin en fazla pozitif
oldugu hasta grubuydu. Modifiye asit-fast boyama yonteminde ookist saptanamayan 2
kontrol grubu, 1 malniitriisyonlu ¢ocuk, 6 onkoloji hastast ve 5 cocuk hastada ELISA

yontemi ile Cryptosporidium sp. antijeni saptandi .

35



Tablo 8: ELISA yontemi ile Cryptosporidium sp. antijen pozitifliginin yas gruplarina gore

dagilima.
Yas arahigi Toplam hasta sayis1 ELISA (+)
0-5 175 8 (%4.5)
6-15 119 1(%0. 8)
16-40 67 10(%14. 9)
40 yas iisti 169 12 (%7. 1)
Toplam 530 31 (%S. 8)

ELISA yontemi baz alinarak Modifiye asit-fast boyama yonteminin duyarlilik ve

Ozgulligi belirlendi (Tablo 9).

Tablo 9: Modifiye asit-fast boyama sonuglari ile ELISA sonuglarinin karsilastirilmasi.

Test edilen

ELISA pozitif(n) | ELISA negatif | TOPLAM

Asit-fast boyama pozitif 17 0 17
Asit-fast boyama negatif 14 499 513
Toplam 31 499 530

Duyarlhilik :54. 83

Ozgiilliik : 100

Pozitif prediktif deger : 100

Negatif prediktif deger :94. 15

Testin Dogruluk Orant :97.35

Modifiye asit-fast boyama yontemi baz alinarak ELISA yonteminin duyarlilik ve

ozgulligi belirlendi (Tablo 10).

Tablo 10: ELISA sonuglarinin Modifiye asit-fast boyama sonuglar ile karsilagtirilmasi.

Test edilen Asit-fast boyama pozitif) | Asit-fast boyama negatif | TOPLAM
n % n %

ELISA pozitif 17 3,2 14 2,6 31

ELISA negatif 0 0 499 94,2 499

Toplam 17 3,2 513 96,8 530
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ELISA testinin duyarliligt : 17/(17+0) x 100: 100

ELISA testinin 6zgillgii  : 499/(14+499) : 100

Pozitif Prediktif Degeri :54.83

Negatif Prediktif Degeri  : 100. 00

Testin Dogruluk Orant : 97. 36 olarak hesap edilmistir.

Kontrol grubu ile diger gruplarin ELISA sonuglar1 Yates Diizeltmeli Khi-Kare testi
kullanilarak karsilastirildi. Hipotez ¢ift yonlii olup p< 0. 05 oldugunda anlamh farklilik

kabul edildi. Tablo 11°de goriildiigii gibi gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi.

Tablo 11: Kontrol grubu ile diger gruplardaki ELISA (+) hastalarin istatistiksel

karsilastirilmasi
Kontrol ELISA testi X2 p
Kontrol (n=55) 2 (%3. 6) 0.979 0.322
ONKOLOIJI (n=156) 14 (%9. 0)
KONTROL (n=55) 2 (%3. 6) 0.00 1. 000
DIYALIZ (n=98) 4 (%4. 1)
KONTROL (n=55) 2 (%3. 6) 0.16 0. 685
GASTRO (n=22) 2 (%9. 1)
KONTROL (n=55) 2 (%3. 6) 0. 00 1. 000
PEDIATRI (n=178) 8 (%4.5)
KONTROL/(n=55) 2 (%3. 6) 0. 000 1. 000
MAL. COCUK (n=21) 1(%4.5)

530 hastanin digki Orneklerinin nativ-lugol 1ile yapilan incelemelerinde
saptadigimiz diger parazitlerin ve Cryptosporidium sp.’nin hasta gruplarina gore dagilimi

Tablo 12°de gosterilmistir.
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Tablo 12: Cryptosporidium sp. ve diger parazitlerin dagilima.

Parazit Pediatri Immun supresse | Gastroenteroloji | Toplam
Cryptosporidium sp. 3 12 2 17
Giardia intestinalis 14 3 1 18
Entamoeba 11 - - 11
histolytica /dispar

Blastocystis hominis 8 3 3 14
Hymenolepis nana 2 - 1 3
Entamoeba - - 1 1
hartmanni

Toplam 38 18 8 64

Ayrica 5 hastada da birden fazla parazite rastlanmistir. Bu hastalarin 4’ pediatrik

hastalardi. Birden fazla parazit saptanmis hasta gruplart ve etkenler Tablo 13’te

gosterilmistir.

Tablo 13: Birden fazla parazitin saptandigi hasta grubu ve parazitler

Parazit Pediatri immun Diger Toplam
supresse hastalar

Cryptosporidium sp. +Giardia 1 - - 1

intestinalis

Cryptosporidium sp. +Entamoeba 1 - - 1

histolytica/dispar

Hymenolepis nana +Giardia 2 - 1 3

intestinalis

Toplam 4 - 1 5

Taranan digki 6rneklerinin 25 tanesinde nativ incelemede ve boyamalarda bol

oranda Candida sp. ’ye rastlandi. Ozellikle immiin siiprese hastalarin 17’sinin ve pediatri

grubunun 8’inin digki 6rneklerinde Candida sp. floraya hakim diizeyde idi.

Modifiye asit-fast boyamada ookist saptanan tiim hastalarin ELISA testlerinin

pozitif oldugu goriildii. ELISA testinin pozitif oldugu 31 hastanin demografik 6zellikleri,

klinik ve laboratuar bilgileri Tablo 14’ te verilmistir..
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Tablo 14: Cryptosporidium sp. saptanan hastalara ait,demografik 6zellikler, klinik ve laboratuar bulgulari.

x g g L 2 s ’-g’ © .5 g = I
o = slgeg | ¥2% 2 s a B | g s |58 Selelz®
g = %g “‘Em 29895% %o [} e ~ 5 8% gz © WEE El G| %
ol & |0 | 8 S SE |83 | eXZE2085 T 3 & T | He © 3 w > sl 2| &5|E8|8 |58
Z > |or | & o Lo |<o QAEZJLDTa I ey 0 ur < gl afd LI | |2l | @n|X
i
1 28 |K kulp hastaliklari(kontrol) | + - yari kati sari - sebeke - - - 1-. 2 - - - - - - -
yumusak
2 2 E Sason Cocuk + - kivamli,yesil - kuyu - malnatrisyon - 2,.3 + [+ |+ |+ |- |- +
I¢
3 35 |E Diyarbakir | hastaliklari(kontrol) | + - Kati - sebeke - - - 2,3 - - - - - - -
sulu,beyaz
4 22 |E Diyarbakir | Onkoloji ++ + mukuslu bol I6kosit | - sebeke - - - 4,5 + [+ |+ |+ |- |- +
yesil,y. kati,yag
5 2 K Siirt Cocuk +++ + damlaciklan G.int. | - kuyu - MSUD+Pn&moni 3,4 + |+ |+ [+ |- - +
sari,kati,bol mukus
kesecigi,yagd )
6 59 |K Diyarbakir | Onkoloji ++ + damlaciklan Inek petsise |- meme ca KT +RT [ 1,2 - - - + |- - +
sari,yari kati,bol
kandida,epitel
7 60 K Urfa Onkoloji ++ + hlcreleri - sebeke - Kolon ca KT +RT | 1,2 - - - + |- - +
8 18 E Batman Onkoloji + - sari,kati kegi sebeke - PNET KT 1.00 - - - + |- - +
9 66 |E Batman Onkoloji + + sari,yari katt, - sebeke - Prostat ca KT 1,2 - - |- + |- |- +
Sinovyal
10 |30 K Mardin Onkoloji + - sari,yari katl hindi,kdpek | sebeke - Sarkom KT 1,2 - - - + |- - +
sari yari kati,camci
11 61 E Batman Onkoloji + + macunu koyun,kegi | kuyu - Mide ca KT 1.00 - - - + |- - +
yesil y.
12 |60 |E Sirnak Onkoloji + - kati,mukuslu - sebeke - Beyin tm(GBM) | RT 0,1 - - |- + |- |- +
yesil,yar )
13 |52 |E Hani Onkoloji + - kati(sekilsiz) Inek sebeke - Mide ca KT 1,2 - - |- + |- |- +
yesil,ykati,bol
kandida,epitel
14 (38 |K Bingdl Onkoloji + - hucreleri koyun, sebeke - Kolon ca KT 1,2 - - |- + |- |- +
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15 |48 Diyarbakir | Onkoloji + - sari,sulu, sebeke - Akciger ca KT 2,3 - + +
16 |40 Diyarbakir | Onkoloji + sari yari kati, sebeke Akciger ca KT
17 |76 Diyarbakir | Diyaliz + ,kahverengi,ykati sebeke KBY Diyaliz
18 |48 Diyarbakir | Diyaliz + kahverengi,ykati sebeke KBY Diyaliz
19 |73 Diyarbakir | Diyaliz + kahverengi kati sebeke KBY Diyaliz
(>
20 |22 Sirnak hastaliklari(Gastro) | ++ kahverengi y. kati sebeke
kahverengi kati Malign
21 149 Diyarbakir | Onkoloji ++ GK(+) sebeke mezenkimal tm | RT,KT
ic kahverngi yumugak
22 |38 Diyarbakir | hastaliklari(Gastro) | ++ ,yag damlack sebeke
23 |3 Diyarbakir | Bebek Servisi +++ kahverengi sulu kuyu
kahverengi ykati
24 14 Diyarbakir | Cocuk + bol kandida sebeke
25 |2 Diyarbakir | Bebek Servisi + sari sulu sebeke
26 |1 Diyarbakir | Acil polk + AcIK sari sekilsiz sebeke
4 Diyarbakir | Cocuk + Kahverengi sekilsiz sebeke
28 |12 Diyarbakir | Acil polk + Sulu sari,E.his/dis sebeke
saril-yesil mukuslu,
sulu, bol nisasta
29 |1 Sirnak Cocuk ++ kandida kuyu
sari-yesil sulu, bol
30 |40 Batman Onkoloji +++ kandida sebeke meme ca KT
31 |60 Bitlis Diyaliz ++ Kahverengi sulu sebeke DM




5. TARTISMA

Son yillarda kanserli olgu sayilarindaki artis, immunsiipresyon, immunstipresif
ilaglarin artan kullanimi, popiilasyonun yaslanmasi ve malniitriisyon sonucunda paraziter
enfeksiyonlara duyarlilik artmistir. Cryptosporodiosis de diinyanin bir¢ok bolgesinde
giderek yaygin hale gelen, immiin yetmezligi bulunan ve bulunmayan bireylerde saglik
problemi olusturan bir hastalik olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Ayrica nosokomiyol
ishallerde ii¢lincii en sik patojen (%7. 2) olarak yer almas1 dnemini daha da arttirmaktadir
(110-112).

Insandan—insana, hayvandan insana ve i¢me sulariyla  bulasabilen
Cryptosporidium enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasi ookistlerin direkt veya indirekt olarak
sindirim yoluyla alinmasi sonucu gelisir. Ookistlerin dis kosulllara dayanikli olmasi, az
sayida ookistlerin enfeksiyon olusturabilmeleri, ookistlerin 2. 5 pm capindaki filtrelerden
gecebilmesi ve klora daha direngli olmalari, ayrica dogada genis bir yelpazede
bulunabilmeleri  cryptosporidiosis’in ~ epidemiyolojisini  belirlemekte  yayilimim
kolaylagtirmaktadir. Son zamanlarda tan1 yOntemlerinin  gelismesiyle birlikte
Cryptosporidium ile ilgili yapilan ¢alismalar ve Cryptosporidium goriilme oranlarinda artis
goriilmistiir. Enfeksiyon insidanst 1997°de ( 113) Avrupa ve Amerika’da %]1-3,
gelismekte olan tilkelerde %5-10 olarak bildirilirken; 2005°te (114) Avrupa ve Amerikada
% 25-35, Venezuella ve Peruda % 65 oraninda seropozitiflik bildirilmektedir. Ulkemizde
farkli gruplarda yapilan ¢alismalarda Cryptosporidium goriilme oram1 %. 0.13 ila %35. 5
arasinda bildirilmektedir (17,110,115,116, 117). Calismamizda toplam 530 bireyin 31’inde
(% 5. 85) Cryptosporidium sp. antijeni saptandi.

Cryptosporidiosis ile ilgili ¢caligmalarda birinci siray1 HIV pozitif grup alirken
ikinci sirayr immunsuprese bireyler ve diger gruplarda yapilan ¢aligmalar olusturmustur.
Yapilan calisma sonuclarinda farkliliklar bulunmakta ve bu farkliliklar da; cografik
yerlesime, laboratuvar yontemlerine, secilen gruplarin farkliliina ve hastaligin farkl
sathalarina baglanmaktadir. HIV pozitif grup icin 2002 yilinda (118) ortalama %32’lik
oran bildirilmistir. Batero ve arkadaslar1 (119) akut lenfositik 16semi, kronik lenfositik
16semi, anti-HIV pozitif ve diger immun yetmezligi olan 111 olguda en sik rastlanan
parazitin Cryptosporidium sp. oldugunu bildirmislerdir. Ulgay ve arkadaslari, 2008 de
yaptiklar1 bir ¢alismada ishalli immunsuprese 36 olgunun 3’iinde (%S8. 6) Cryptosporidium
saptamiglardir (120). Tanytiksel ve arkadaslar1 116 gesitli kanserli hastalarin 18’de (%17.
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0) Cryptosporidium sp. rapor etmislerdir (121). Ulkemizde yapilmis ¢alisma Ornekleri
Tablo 15°da verilmistir.

Tablo 15: Tirkiye'de ¢esitli yorelerden saptanan Cryptosporidiosis prevalansi (68).

Sehir Calisma grubu (%) |Arastiricilar
Ankara |Ishalli 106 kanserli olgu 16. 9 |Tanyiiksel ve ark. (1995)

Ishalli olmayan 60 kanserlii 0 |(Ziehl-Nielsen ve Giemsa boyama
olgu yontemi)

[zmir Ishalli 31 kanserli olgu (1-| 35.5 |Ok ve ark. (1995)

18 yas) ishalli olmayan 28| 14.0 |(Sicak modifiye  asit-fast boyama
olgu yontemi)

I[zmir Hemodiyalizli 46 olgu (16-| 30.4 |Ok ve ark. (1996) (Sicak modifiye asit-

69 yas) fast boyama yontemi)

Elazig  |Hemodiyalizli 41 olgu (14-| 7.1 |Yiicel ve ark. (2000) (Kinyonun asit fast
67 yas) Ishalli 194 olgu (0-| 1. 54 |boyama ydntemi)

60 yas)
Eskisehir |Ishalli 607 olgu (0-6) yas 3.6 |Dogan ve Akgiin (1998)

(Modifiye kinyonun asit fast boyama
yontemi)

Bursa Ishalli 173 ¢ocuk 2.9 [Mistik ve ark. (1992) (Kinyonun

modifiye asit fast boyama yontemi)

Adana |ishalli 110 olgu (4-6 yas)| 11.8 |Ozcan ve ark. (1987) (Kinyonun

Ishalsiz 58 olgu (4-6 yas) 4.1 |modifiye asit fast boyama yontemi)
Sivas Ishalli 110 olgu (0-80 yas) | 11.8 |Ozgelik ve ark. (1996) (Ziehl Nielsen

boyama yontemi)

Hindistandan bildirilen kanserli 560 hastadan ookist saptanan 7 hastanin (%]1. 3)
5’inin hematolojik kanserli vakalar olduguna vurgu yapilmistir (122). Refik Saydam
Hifzisithha merkezinde diyaresi olan solid tiimorlii 72 olguda Cryptosporidium sp.
arastirtlmis ve kontrol grubu olarakda 50 saglikli birey calismaya alinmistir. Hasta
grubundaki 72 ornegin %8.3’linde Cryptosporidium ookistleri goriiliirken kontrol
grubundaki hi¢bir drnekte Cryptosporidium ookistleri saptanmamistir (123). Calismamizda

immunsuprese olarak kabul edilen 98 hemodiyaliz,156 onkoloji, toplam 254 hastanin
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18’inde (%7. 08) Cryptosporidium sp. antijeni saptandi. Cryptosporidium sp. saptanan 18
vakanin 14’{inii kanserli hastalar, 4’iinii hemodiyaliz hastalar1 olusturmaktaydi. Kontrol
grubu olarak calistigimiz 55 saglikli bireyin 2’de (%3. 6) Cryptosporidium sp. antijenleri
saptandi. Sar1 ve arkadaslar1 2003°’de hemodiyaliz tedavisi goren 47 kronik bobrek
yetmezlikli hasta ve 36 saglikli bireyin alindig1 ¢alismalarinda; Cryptosporidium sp. 'nin
hasta grubunda %6.4, kontrol grubunda %?2.1 oraninda tespit edildigini bildirmislerdir.
Calismalarinda Kinyoun asit- fast boyama yontemini kullanmiglar (124). Calismamizda 98
hemodiyalizli hastanin %4.08’de kontrol grubunun %3.6’de Cryptosporidium sp. pozitif
bulundu.Calismada diyaliz hastalar1 hem boyama hemde ELISA yonteminde pozitif idi..

Kontrol grubunda buldugumuz seropozitiflik orani (%3.6) calistigimiz diger
gruplarin yiizdelerine yakin bir orandir. Bunu kontrol grubumuzun sayisinin az olmasina
ve yine tesadiifen belirtili yada belirtisiz cryptosporidiosis enfeksiyonunun devam ettigi
bireylerin bu grup iginde yer almis olmasma baglayabiliriz. Ornegin Coloroda’da
randomize yapilan bir ¢alismada %30 bireyin Cryptosporidium ookistleri attiklari ve
bunlarin ancak 3 tanesinde semptomatik hastaligin bulundugu bildirilmektedir(125).
Giilhane Tip Akademisi ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Gastroenteroloji
kliniginde bagka sebeplerle endoskopi uygulanan ancak cryptosporodoisis agisindan
asemptomatik 100 olgunun 3°(%3) iinde Cryptosporidium ookistleri saptandig
bildirilmektedir(117).

Immun yetmezlik durumunun parazitik enfeksiyonlarma etkisi tam olarak
aydinlatilamamigtir. Immun yetmezIlikli hastalarin parazitlerin tiim tipleriyle enfekte
olabilecegini bildiren ¢aligmalar mevcuttur (126). Cryptosporidium sp. enfeksiyonlarinda
da immun yanit tam olarak bilinmemektedir. Bagisik yanit hakkindaki bilgilerin ¢ogu
hayvan modelleriyle yapilan ¢aligmalardan &grenilmistir. Bu modellerde yapilan
caligmalarda enfeksiyonun onlenmesinde ve/veya iyilesmesinde CD4 T lenfositleri ve
gamma interferonun 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir (125,127). HIV ile enfekte
hastalarda akut sinirli enfeksiyona sahip olanlarda CD4 sayist >180 hiicre/ mm®, iken
fulminant infeksiyonlularda CD4 sayismin <50 hiicre/ mm?>,oldugu bildirilmistir. (114).
Ayrica sitokinlerden IL-5 ve IL-12’nin azalmasiin Cryptosporidium enfeksiyonun
siddetlenmesinde etkili oldugu kanaatine varilmistir (128). 1998°’de Theodos akut ve
kronik cryptosporodiosis kontroliinde CD4 lenfositlere bagimli sistemik hiicresel
bagisikligin 6nemli olduguna, Mc Donald ve Boreroft’da, hiimoral bagisik yanitin
cryptosporidiosis ‘ten korunmada rol oynadigina vurgu yapmuslardir (129). Boylece

ozellikle HIV pozitif olanlar ile diger immunsuprese bireylerde cryptosporidiosis’in farkl
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klinik tablolar olusturabilecegi yorumlanmistir. Calismamizda Cryptosporidium pozitifligi
en ¢ok kanser hastalar1 olmak iizere, immiissiipresif hastalarda ve daha ¢ok 40 yas {istii
yaslarda goriilmiistiir. Immiinsiiprese hastalarda Cryptosporidium gériilme oran1 bu grupta
18 hasta ile(onkoloji+diyaliz) % 7. 6 olarak en yiiksek oranda tespit edildi, ancak bu
hastalarda CD4 T lenfositleri bakilamadi ayrica bir hastanin disinda ciddi enterit bulgusu
yoktu.

Calismamizda gastroenterit sikayeti ile gelen 178 cocugun 8’de (%4. 49)
Cryptosporidium sp. saptanmistir. Yine malniitrisyon tanis1 almis 21 ¢ocugun 1’inde
Cryptosporidium  seropozitifligi  saptanmistir.  Malniitrisyonlu  ¢ocuklar arasinda
cryptosporodiosisin daha yaygin oldugu ve daha ciddi seyrettigi bildirilmektedir (122).
Israilde yapilan bir calismada 221 malniitrisyonlu g¢ocugun %13.5°de (n=30)
Cryptosporidium saptandigi, Hindistan’da diyareli 100 ¢ocuktan 13’de Cryptosporidium
saptandigr ve bu cocuklardan 6’sinin malniitrisyonlu ¢ocuklar oldugu bildirilmektedir.
2000 yilinda yapilan bir ¢galismada 71 malniitrisyonlu ¢ocugun 7’sinde, malniitrisyonsuz 61
cocugun 3’linde  Cryptosporidium  ookistleri  saptanmig ve  malniitrisyonun
cryptosporodiosis i¢in risk tasimadig1 sonucuna varilmistir (130). Cryptosporidium antijeni
saptadigimiz malniitrisyonlu ¢ocugun ishal ve karin agris1 sikayetleri bulunmaktaydi.

Cocuklarda bir¢ok paraziter etkenin prevalansi gibi Cryptosporidium prevalansi
diger yas gruplarina gore daha yiiksektir. Bu yas grubundaki bireyler arasinda fekal oral
bulagsmanin daha kolay olmasi, temizlik kurallarina yeterli 6zenin gosterilmemesi ve
immunitenin tam gelismemis olmasi bunun baslica nedenleri olarak gosterilmektedir.
Ingilterede 867 gastrointestinal sikayeti olan 5 yas alti ¢ocuklarda Cryptosporidium
goriilme oran1 %7 olarak bildirilmektedir (59). Van’da yapilmis bir ¢alismada 0-3 yas
grubunda ishalli 202 ¢ocugun 6’sinda (%2. 9) boyama yontemiyle Cryptosporidium
ookistleri saptanmustir (18). Avusturalya da ishal nedeniyle hastaneye yatirilan 884
cocugun %4. 1°de yeni Zelanda’da ishali 36 cocugun %?22’de, Hindistanda 15 yasindan
kiiciik ishalli 682 cocugun %13. 1’de Cryptosporidium sp saptanmistir (20). Eskisehirde 0-
6 yas grubunda ishalli 607 ¢ocugun %3. 6’sinda (40), Elazig’da da 0-5 yas grubu ishalli
417 cocugun %4. 55’de boyama yontemiyle Cryptosporidium ookistleri saptanmistir (18).
Calismamizda gastroenterit sikayeti ile gelen c¢ogunlugunu 5 yas alti g¢ocuklarin
olusturdugu 178 cocugun 8’de (%4. 49) Cryptosporidium saptanmistir.

Calismamizda diger bir grup gastroenterit sikayeti lizerine gastroenterolojiye
bagvuran bagisik sistemi yeterli eriskin hastalardir. Bu grupta yer alan hastalarda yapilan

PR

calismalarda Cryptosporidium sikliginin %0.4 ile %13.5 arasinda degistigi bildirilmektedir
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(131). Calistigimiz 22 diyareli hastanin  2°(%9)inde Cryptosporidium ookistleri
saptanmustir. Inceboz ve arkadaslar1 (132) aym gruptaki 225 hastanin %0. 4’de sadece
kinyonun asit-fast boyama yontemiyle Cryptosporidium sp. ookistleri saptarken,
Malatyada yapilan diger bir ¢alismada bu oran %1. 6’dir (133). Ankara’da cesitli boyama
yontemleriyle 345 diyareli hastanin higbirinde Cryprosporidium saptanmazken, ayni
orneklerin 159’unda ELISA yontemiyle %3.8 (n=6) oraninda pozitiflik saptanmistir (131).
Calisma sonuglarma bakildiginda yontem olarak ELISA’nin kullanildigr caligmalarda
Cryptosporidium goriilme orani1 daha yliksek bulunmustur. Bu grupta saptadigimiz iki
pozitif vakanin hem ELISA hemde boyama yontemleri sonucu pozitif idi.

Cryptosporidium enfeksiyonunun tiim diinyada goriilebildigi ve saglikli bireylerde
de salginlara yol agabildigi ortaya konmustur (134, 135). Daha c¢ok su kaynakli bir patojen
olan Cryptosporidium ookistleri hem tatli hemde tuzlu sularda aylarca enfekte olarak
kalabilir (136). Rutin klorlama ve ozonlamanin ookistler {izerine etkisi ¢ok az veya hig
bulunmamaktadir (137). Su kaynakli Cryptosporidiosis salginlarimin  bliyik bir
cogunlugunun kontamine i¢me suyuna bagli olarak gelistigi bildirilmektedir (138).
Ingilterede salginlar ile ilgili yapilan bir derlemede 1992-2003 tarihleri arasinda su
kaynakli 80 salginin %69’una Cryptosporidiumun neden oldugu bildirilmistir. Toplam 62
salginin 21°den belediye suyu 6’sindan 6zel ambalajli sular ve 32’sinden yiizme havuzlar
sorumlu tutulmustur (134). Yine son yillarda Avrupa ve Avusturalya, Kanada ve
Ingilterede su yoluyla Cryptosporidium salginlar1 bidirilmistir (139). Calismamizda
Cryptosporidium goriilen hastalarin 5’inin igme suyunu kuyu suyundan sagladiklar1 ve bu
hastalardan 4’nii gastroenterit sikayeti olan cocuklarin olusturdugu saptanmistir. Diger
bireylerden bir tanesi hari¢ hepsi sebeke suyunu kullanan hastalardir. Ulkemizde
Cryptosporidiumu igeren salginlarla ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Ancak Mersin
bolgesinde Otag ve arkadaslarmin yaptigi calismada illerindeki ¢esitli semtlerde igme
suyu, kullanma suyu ve atik su ile deniz suyunda Crytosporodium arastirmislardir. Igme
suyunda %11. 36, deniz suyunda %?2. 85, atik su Orneklerinde %21 oranlarinda
Cryptosporidium saptadiklarini, ve bu bdlgelerde su ve kanalizasyon sisteminin yetersiz
oldugunu vurgulamiglardir (117).

Cryptosporidium un tan1 ve tlirlerini tespit etmek amaciyla doku biopsisi, diski
boyama, IFAT, DFA, ELISA, PCR gibi teknikler kullanilabilmektedir.
Cryptosporodiosis’te teshis icin en kolay teknigin boyama ile digki taramasi oldugu
bildirilmektedir. Toplanan digki Orneklerinin direkt taze preparat hazirlayarak x10, x40

objektiflerde incelenebilecegi ancak, genel olarak boyasiz preparatlarda tanida zorluklar
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yasandig1 belirtilmistir. Tan1 da c¢esitli digki boyama ydntemlerinden yararlaniimaktadir.
Ookistlerin bolca lipit ihtiva etmesi Cryptosporodium’un aside direngli boyama
yontemleriyle boyanmasina olanak saglamistir. Modifiye asit-fast boyama yonteminin en
iyl yontemlerden biri oldugu bildirilmektedir. Kirmizi-pembe boyanan ookistlerin mavi
zemin lzerinde kolay bir sekilde ayird edilebilmesi, ookistlerin i¢ yapisint ayrintili
goriilebilmesi ve kalict bir boya olmasi nedeni ile Cryptosporidium ookistlerinin teshisinde
kullanilmast uygun bulunmustur (26,80,87-89). Diskida Cryposporodium ookist izolasyon
sansin1 artirmak i¢in modifiye ¢inko siilfat flotasyon teknigi veya Sheatler’in seker
flotasyon metodu Onerilmektedir. Sar1 ve arkadaslar1 kronik bobrek yetmezligi olan ancak
gastrointestinal gikayeti olmayan 47 hastada, hem direkt hem de ¢oktiirme yontemi ile
hazirladilar1 preparatlar incelemisler. Hastalarin 3’de ookist saptamislardir. U¢ hastanin
ikisinde ¢oktiirme ve direkt boyamada, birinde sadece ¢oktiirme yodteminde ookistleri
gordiiklerini bildirmislerdir (124). Yapilan calismalarda immun yetmezligi olan ve ishalli
hastalardan elde edilen diski orneklerinden konsantrasyona gerek kalmadan ookistlerin
goriilebildigi bildirilmektedir (111). Coktiirme islemi uygulamadan, ancak izolasyon
sansimizi arttirmak i¢in her Ornekten ikiser hazirladigimiz preparatlarin %3.2’inde
modifiye asit- fast boyama yontemi ile Cryptosporidium ookistleri saptandi. Prospektif ve
epidemiyolojik calismalarda Cryptosporidium enfeksiyonlarinin saptanmasi ve izlenmesi
icin ELISA Kkitlerinin kullanimast Onerilmektedir (140). Jayalakshmi ve arkadaslar
Hindistan'da yaptiklar1 bir ¢aligmada, ishali olan 89 HIV'li hastanin digski 6rneklerini
ELISA ve modifiye asit-fast boyama yontemleriyle incelemisler ve 11 (%12. 4) ornekte
pozitif sonug elde etmislerdir. ELISA testinin duyarliligini %99. 9 ve 6zgiilliglinii %98. 7
olarak bulmuslardir. Cryptosporidiosis iizerine yapilan genis ¢apli ¢aligmalarda, basit, hizli
ve glivenilir sonuglar veren ELISA'nin rutin ¢aligmalarda kullanilmasinin faydali olacaginm
bildirmislerdir (141). Calisgmamizda, boyama yontemini baz alarak degerlendirdigimizde,
ELISA yonteminin duyarlihlk ve 0Ozgiilliigiiniin %100 oldugu saptandi. Bu sonuglar
Jayalakshmi ve arkadslarinin ¢aligmasina yakin degerlerdeydi. Onlarin caligmalarinda
HIV’li hastalar 6n planda iken, bizim calijmamizda da immiinsiiprese hastalar 6n
plandaydi.

Kehl ve arkadaglar1t ABD'de yaptiklar bir calismada, iki ELISA yontemi, DFA ve
asit-fast boyama yontemlerini Cryptosporidium saptamak amaciyla kullanmiglardir. 129
digkt Ornegi incelenerek 55 Ornekte pozitif sonug, 74 Ornekte negatif sonug elde
etmislerdir. ELISA yonteminin duyarliligmin %94.5, asit-fast boyama ve DFA birlikte
kullanildiginda ise duyarliligin %96. 4 oldugunu saptamislardir (87). Bizim ¢alismamizda
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modifiye asit-fast yontemi ile 530 hastanin 17’sinde (%3.2) Cryptosporidium ookistleri
pozitif olarak tespit edilirken, 14’tinde ookist saptanamamistir. Modifiye asit-fast
yonteminin duyarliligi %54. 83, 6zgiilliigli ise %100 olarak tespit edilmistir.

Baveja ve arkadaslar1 Delhi Hastanesinde yaptig1 calismada, 216 diski 6rneginde
Cryptosporidium'u saptamak amaciyla modifiye asit-fast ve ELISA yoOntemlerini
kullanmistir. Cryptosporidium sp. 'yi saptamak icin ELISA'min duyarliligmin %100,
ozgilliiglinitin ise %99. 7 oldugunu bildirmistir (142). El Shazly ve arkadaslarinin Misir'da
yaptiklar1 ¢alismalarinda ishalli 1050 ¢cocugun 90'inda modifiye asit-fast boyama ile ookist
saptarken, ELISA ile bu say1 100'i bulmustur (143). Adana’da yapilan bir ¢alismada ise
Elgiin ve ark. ELISA testinde duyarliligin %100, ozgiilliigiin de %80. 1 oldugunu
saptamistir (5). Direkel ve arkadaslari, yaptiklar1 calismalarinda Malatya Huzurevi
sakinleri ile Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi'ne basvuran ishalli toplam 92
kisiden aldiklar1 digki Orneklerinde, ELISA yontemi ile Cryptosporidium parvum
koproantijenlerini ve modifiye asit-fast boyama yontemi ile ookistlerini arastirmislardir.
Toplam 5 Ornekte hem ELISA hem de boyama yontemi ile pozitiflik saptamiglardir.
ELISA yonteminin duyarliligini ve 6zgiilliigiinii bu ¢calismada %100 olarak saptamiglardir
(144). Yilmaz ve arkadaslari, Van'da yaptiklar1 ¢alismalarinda yaslar1 0-15 arasinda olan,
870'1 kiz, 1130'u erkek olan ishalli toplam 2000 ¢ocuktan digki1 6rnekleri temin etmisler ve
ayni yaslarda rastgele secilen 100 ¢ocugu da kontrol grubu olarak kullanmislardir. Bunlari
modifiye asit-fast boyama ve ELISA yontemiyle incelemisler. Sonugta ELISA ile 2000
cocugun 97'sinde (%4.9), boyama ile sadece 39'unda (%1. 95) ookistleri saptamiglardir.
Kontrol grubunda her iki yontemle de parazit saptanmadigini bildirmisledir (145). Bu
calismanin sonuglar1 bizim elde ettigimiz sonuglara oldukc¢a yakinlik gostermektedir.

Cryptosporidium sp. antijeni saptanan hastalarin ¢ogunda ELISA (1+) olup,
bunlarin digkilar1 kati, yar1 kati kivaminda idi. Eriskin ELISA (1+) hastalarin ¢ogunda
immunsupresyon disinda klinik bulgu yoktu. ELISA 2+ ve 3+ hastalarda klinik bulgular
daha agir ve digki 6rnekleri daha sulu ve daha bol miktarda idi. Bu olgularin bazilarinin
diskilarida mukus ihtiva etmekteydi. ELISA (2+) hastalarimizin 2 tanesi Gastroenteroloji
boliimii hastast olup, bunlarin bagvuru sikayeti ishal degil karin agrisi idi. Bunlarin da
diskilar1 yumusak kivamda idi. ELISA pozitif buldugumuz pediatrik hastalarda ise bagvuru
sikayetleri arasinda; ishal, ates, karin agrisi, istahsizlik, bulanti kusma, kilo kayb1 gibi
sikayetlerinden birka¢i ayni anda bulunmakta idi ve pediatrik hastalarda ishal ve karin
agrist daha on planda idi. Higbir sikayeti olmayan hastalardan olusan kontrol grubu

hastalarinin ikisinde de, ELISA (1+) pozitif bulundu. Bu durumlar klinik seyirin degisik
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varyasyonlarda olabilecegi , sessiz enfeksiyonlarinda olabilecegi ve hastalik bittikten sonra
hala ookist atiliminin devam edebilecegi yada ookist atilimi olmasa da organizmada
antijenik iirlinlerin olabilecegi seklinde agiklanmaktadir (141).

Cryptosporodiosisin  goriilme sikligt mevsimlere ve cografi bolgelere gore
degismektedir. Bu enfeksiyonun Kuveyt’te yapilan bir arastirmada Ocak-Nisan aylarinda,
Guatemala’da yapilan bir c¢alismada nemli ve yagmurlu mevsimlerde, Amerika’da
Hastaliklar1 Onleme ve Kontrol Merkezinin (CDC) 4 yillik bir siireyi ve 47 eyaleti
kapsayan bir ¢alismasinda, yaz mevsiminin son aylarinda daha sik goriildiigii bildirilmistir
(146-148). Dogan ve ark. larinin caligmalarinda, pozitif olgularin mevsimsel dagilimi
incelendiginde Temmuz-Ekim aylarinda belirgin bir artisin oldugu goriilmiistiir (40).
Cryptosporidium ookistlerinin 6zellikle nemli hava ve sicaklikla beraber dogada
konsantrasyon artisina paralel olarak, Cryprosporidium enfeksiyonlar1 da artis
gostermektedir. Bilim adamlar1 arastirmalar1 sonucunda cryptosporidiosis'in 6zellikle 1lik
ve yagishh mevsimlerin hastalii oldugu konusunda fikir birligine varmiglardir. Bu
mevsimlerde, yagisin fazla olmasi nedeniyle parazitin icme sularina ve diger baz1 gidalara
bulagma riskinin artirdigi, Tirkiye'de ise insanlarda cryptosporidiosis'in bahar aylarinda
yiikseldigi, Eyliil ve Ekim aylarinda ise en yiiksek artisin1 gosterdigi bildirilmistir (40-51).
Bizim g¢alisgmamizda 6rnek toplama zamani 6zellikle Ocak-Mayis donemini kapsamistir.
Ornek toplama siiremiz biitiin bir yi1l boyunca siirmediginden mevsimler arasindaki
farklilik konusunda bir yorum yapamamaktay1z.

Calismamizda nativ preparasyon ve boyama ile degerlendirdigimiz Orneklerin
toplam 25’inde bol oranda Candida sp. goriildii. Immunsuprese grubun 17’sinde (%6.7)
pediatri grubunun 8’inde (%4) Candida sp. her alanda bol oranda bulunmaktaydi. Candida
sp. normal flora elemani olarak bulunmaktadir. Ancak 6zellikle immunsuprese bireylerde
flora hakimiyeti kazanip firsat¢1 enfeksiyonlar yaptiklari da bilinmektedir (149). Nativ-
lugol preparasyon yontemiyle orneklerin 61’inde (%11,5) cesitli protozoon kistleri ve
3’tinde de (%0.5) Hymenolepis nana yumurtalar1 goriildii. En fazla parazit saptanan grup
pediatri grubu idi. Halk saglig1 acisindan 6nemli bir problem olan ve basit yontemlerle
Onlenebilecek olan parazit hastaliklari, maalesef ¢ocukluk yas grubunda Gnemini hala

korumaktadir.
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6. SONUC

Calismamizda modifiye asit-fast boyama yontemi ile Cryptosporidium pozitif
bulunan biitiin 6rnekler ELISA yontemiylede pozitif bulunmustur. ELISA yontemi ile
pozitif tespit ettigimiz 14 olguyu modifiye asit-fast boyama yontemi ile tespit edemedik.
Diskida 6zgiil antijen arayan ELISA yonteminin boyama yOntemine goére maliyetinin
yiikksek olmasina ragmen tanit yontemlerindeki zorluklara yardimci olacagi kanaatine
varilmstir.

Calismamiz, ozellikle immiin sistemi baskilanmis kisilerde, yaslilarda, ¢ocuk
populasyonunda ishale ve karin agrisina neden olan etkenler arasinda Cryptosporidium sp.
ookistlerinin saptanma olasilifin1 gostermistir ve Cryptosporidium 'un mutlaka hatirda
tutulmas1 gerektigini ortaya koymustur. Sonu¢ olarak hem immun siiprese hastalarda hem
de gastroenterit sikayeti ile gelen normal hastalarda Cryptosporidiumun da arastirilmasi ve
boyama yonteminin negatif oldugu durumlarda ELISA gibi ikinci bir yontemin rutinde
kullanilmasinin uygun olacagi kanaatine varilmistir.

Tez ¢alismamizdan sonra digkida Cryptosporidium sp. antijen arama ve boyama

yontemleri calisilmaya baglanmistir.
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7. OZET

FARKLI GRUPLARDAKI IMMUN-SUPRESE BiREYLERDE
CRYPTOSPORIDIUM’UN ELISA VE MODIFIiYE ASIiT-FAST BOYAMA
YONTEMI iLE ARASTIRILMASI

GIRIS VE AMAC: Gastroenterit etkenlerinden birisi de, 6zellikle cocuklarda ve
immunitesi yetersiz hastalarda etkili olan Cryptosporidium cinsi protozoonlardir. Klora
direngli olmasi, igme suyu silizgeglerinden gegebilmesi dolayisiyla parazitin kaynak
sularindaki prevalansinin yliksek olmasi ve ¢cok az sayida parazitin bile enfeksiyona neden
olabilmesi su kaynakli epidemilerin nedenleri olarak gosterilmektedir.

Bu calismada, Diyarbakir, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali1 Laboratuvari’na; risk grubundaki immunsuprese hastalardan
(Onkoloji ve diyaliz hastalari, malniitrisyonlu ¢ocuklar) ve ishal sikdyeti nedeniyle, farkli
yas grubundaki non immunsuprese hastalardan gonderilen diskilarda, Cryptosporidium sp.
antijenleri ELISA yoOntemiyle arastirilmis ve modifiye asit-fast boyama yontemiyle

Cryptosporidium ookistleri aranmustir.

MATERYAL VE METOD: Calismada; onkoloji (n=156), diyaliz (n=98) ve
malniitriisyonlu ¢ocuklardan (n=21) olusan toplam 275 immunsiiprese hasta ve non-
immunsuprese ancak gastroenterit sikayeti ile laboratuarimiza goénderilen gastroenteroloji
hastalar1 (n=22) ve pediatri hastalar1 (n=178) olmak {iizere 200 hastadan alman diski
ornekleri c¢alisildi. Ayrica farkli kliniklerden gonderilen, ishal sikayeti olmayan non-
immunsuprese 55 hasta digki 6rnegi kontrol grubu olarak caligmaya dahil edildi. Dort
farkli yas grubundan olusan toplam 530 hastadan alinan diski ornekleri calisildi.
Calismada, 1. grup 0-5 yas , 2. grup 6-15 yas ,3. grup 16-40 yas, 4. grup 40 yas iisti
kisilerden olusturuldu. Makroskobik olarakta incelenen her digki 6rnegine lam-lamel arasi
preparasyon, modifiye asit-fast boyasi ile boyama yapilarak Cryptosporodium ve diger
barsak parazitleri agisindan incelendi. Ayrica digki 6rneklerinde Prospect Cryptosporidium

ELISA kiti (OXOID) ile Cryptosporidium sp. antijenleri arandi.
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BULGULAR VE SONUC: Calismada, toplam 530 digki 6rneginin 17’sinde %(3.
2) modifiye asit-fast boyama yontemi ile Cryprosporidium ookistleri saptandi.
Cryptosporidium ookistleri en fazla immiin siiprese bireylerde tespit edildi (%70. 5). 530
diski1 6rneginin ELISA yontemi ile yapilan caligmasinda toplam 31(%5. 8) hastanin
diskisinda Cryptosporidium sp. antijeni tespit edildi. ELISA yontemi ile, 40 yas istii
immiin siiprese hastalar, asit-fast boyama yonteminde oldugu gibi Cryptosporidium > un en
fazla pozitif oldugu hastalardi. Modifiye asit-fast boyama yonteminin duyarliligi %54. 83,
Ozgiilliigii %100; ELISA yénteminin duyarlihig %100, Ozgiilliigii de %100 olarak
bulundu. Nativ- lugol preparasyon yontemiyle orneklerin 61’inde (% 11,5) ¢esitli
protozoon kistleri ve 3’iinde de (%0. 5) Hymenolepis nana yumurtalar1 goriildii. En fazla
parazit saptanan grup pediatri grubu idi. Sonug¢ olarak hem immun siiprese hastalarda hem
de gastroenterit sikayeti ile gelen normal hastalarda Cryptosporidiumun da arastirilmasi ve
boyama yonteminin negatif oldugu durumlarda ELISA gibi ikinci bir yontemin rutinde

kullanilmasinin uygun olacagi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Crptosporodium ,jmmunsuprese,Modifiye asit-fast boyama,ELISA
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8. SUMMARY

TO INVESTIGATE THE CRYPTOSPORIDIUM IN IMMUNE SUPPRESSED
SUBJECTS OF DIFFERENT GROUP BY USING MODIFIED ACID-FAST
PAINTING AND ELISA METHODS

INTRODUCTION AND OBJECTIVE: One factor of gastroenteritis 1is
Cryptosporidium protozoa genus which are effective in patients with inadequate immunity
and particularly in children. It is shown as the causes of water-borne epidemics, because it
is resistant to chlorine, can pass interference from drinking water filters, have a high
prevalence of parasite in source waters and very small number of parasite can cause
infection.

In this study, Cryptosporidium sp. antigens were investigated by ELISA method
and modified acid-fast staining of Cryptosporidium oocysts were sought in the feaches
send to the Medical Microbiology Laboratory of Dicle University Medical Faculty
Hospital Diyarbakir from immunocompromised patients at risk group (oncology and
dialysis patients, malnourished children) and non-immunocompromised patients in the
different age groups have diarrhea. The aim of the study is to make a determination about
the situation of cryptosporidiosis, furthermore to compare the methods of ELISA and acid-

fast staining and to evaluate the applicability of them.

MATERIAL AND METHODS: In this study, fecal samples of oncology (n =
156), dialysis (n=98) and children with malnutrition (n = 21) of the total of 275 patients,
immunocompromised and non-immunocompromised patients sent to our laboratory with
complaints of gastroenteritis gastroenterology patients (n = 22) and pediatric patients (n =
178) of the total of 200 patients were studied. Stool samples of non-immunocompromised
55 patients have not suffering from diarrhea were send from different clinics was enrolled
as a control group in the study. Stool samples of 530 patients of four different age groups
were studied. In the study, 1. group 0-5 age, 2. group 6-15 years, 3. group 16-40 age, 4.
group people over the age of 40 was created. Stool samples from each studied as
macroscopic solid-lamella preparation, modified acid-fast stain and were examined for

intestinal parasites and other Cryptosporodium dyeing. In addition, Prospect
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Cryptosporidium stool samples by ELISA kit (OXOID) and Cryptosporidium sp. antigens

were searched.

RESULTS AND CONCLUSION: In this study, 17% (3. 2) with modified acid-
fast staining of Cryptosporidium sp. oocysts in a total of 530 stool samples were detected.
Cryptosporidium sp. Oocysts were found at most immune suppressed individuals (70. 5%).
In the stool of 31 (5. 8%) patients was detected Cryptosporidium sp. antigen in a total of
530 stool samples by using ELISA method. Most of the positive patients as acid-fast
staining method of Cryptosporidium sp. detected by ELISA were immune-suppressed
patients over 40 years. The sensitivity of modified acid-fast staining method was 54. 83%,
specificity was 100%; both sensitivity and specificity of the ELISA method was found
100%. 61 (11. 5%) of samples include variety of protozoan cysts and in 3 (0. 5%) were
seen Hymenolepis nana eggs by using Native-Lugol preparation method. Most parasites
group was detected in pediatric group. As a result, ELISA method would be suitable for
routine use to investigate Cryptosporidiumun in immune suppressed patients and also in
normal patients suffering from gastroenteritis and in the cases of staining methods have

been found negative.

Key Words: Crptosporodium , Immunocompromised, modified acid-fast staining,

ELISA
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