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OZET

Altiparmak S. HIV Pozitif Bireylerin Diskilarinda Cyclospora cayetanensis
Varhiginm Cesitli Yontemlerle Gosterilmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji AD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. (2013).

Cyclospora cayetanensis koksidian bir parazit olup taksonomik olarak
Apicomplexa subesi i¢cinde yer alir. C. cayetanensis hem bagisiklik sistemi normal hem
de bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde hastalik tablolarina yol agmaktadir.

Insanlarda C. cayetanensis’e bagl hastalik gelistigi ilk kez 1979 yilinda Ashford
tarafindan ii¢ olguyla bildirilmistir. Ulkemizden ilk olgu ise 1998 yilinda AIDS’li bir
hastada bildirilmistir. Calismamizin amaci tilkemizde HIV pozitif ve gerek semptomatik
gerekse asemptomatik bireylerde C. cayetanensis varligini konvansiyonel mikroskobik
yontemler ve molekiiler yontemler ile gostermektir. Calismamizda C. cayetanensis
acisindan lilkemizde en az incelenmis olan HIV pozitif bireylerde C. cayetanensis’in
arastirilmasi amaglanmustir.

HIV pozitif goniilli kisilerden toplam 91 disk1 6rnegi C. cayetanensis agisindan
Real-Time PCR ve Modifiye Ziehl-Neelsen boyama yontemleriyle arastirilmistir.
Real-Time PCR ile incelenme sonucunda iki hastada, modifiye Ziehl-Neelsen boyama
yapilan preparatlarda ise bir hastada pozitif olguya rastlanilmistir.

Ulkemiz cyclosporiasis i¢in endemik bir iilke sayildigindan, klinik vakalarda
ozellikle bagisikligi baskilanmig ve uzun sureli ishali bulunan hastalarda mutlaka akla
gelmelidir. Sadece bagisikligi baskilanmis degil ayni zamanda bagisikligi saglikli
kisilerde, cocuklarda, yurt dis1 hikayesi bulunan hastalarda tekrarlayan veya uzun siireli
ishali ve karin agrist1 sikayetlerinin mevcudiyetinde cyclosporiasis agisindan
laboratuvardan istek yapilmasi uygun olacaktir. Laboratuvarda PCR metodunun
kullanilmas1 C. cayetanensis tanis1 i¢in daha hizli, etkili ve duyarli oldugunun
calismamizda ve literatiirlerde goriilmesi, mikroskobik yontemlere gore tercih sebebi
olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Cyclospora cayetanensis, Diyare, Diski, Real-Time PCR, HIV.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 22451
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ABSTRACT

Altiparmak S. Investigation of the presence of Cyclospora cayetanensis in fecal
samples of HIV positive patients by different methods. Istanbul University, Institute of
Health Science, Medical Microbiology. Istanbul. 2013.

Cyclospora cayetanensis 1s a coccidian protozoan parasite and placed in phylum
Apicomplexa. C. cayentanensis leads to the clinical symptoms in both healthy and
immunocompromised individuals.

C. cayentanensis due to the infection in human, and that was first reported by
Ashford in three patients in 1979. In Turkey, the first case has been reported in a patient
with AIDS in 1998. The aim of this study was to demonstrate the existence of C.
cayentanensis in both symptomatic and asymptomatic HIV-positive individuals in our
country with conventional microscopic techniques and molecular methods. In our
country, HIV-positive individuals were minimally examined in terms of C.
cayentanensis, and one of the other aim of this study was to investigate the C.
cayentanensis in HIV-positive individuals.

A total of 91 stool samples of HIV-positive volunteers were investigated in
terms of C. cayentanensis with Real-Time PCR and Modified Ziehl-Neelsen staining
methods. Two patients were found as a positive in Real-Time PCR, and one patient was
found positive in modified Ziehl-Neelsen staining.

As cyclosporiasis is an endemic disease in our country, C. cayentanensis should
be considered in clinical cases, especially in immunocompromised and have long-term
diarrhea patients. In terms of cyclosporiasis, laboratory request would be appropriate in
not only immunocompromised patients but also have a healthy immunity individuals,
childrens, patients with a history of overseas trips to endemic areas, patients with a
history of recurrent or long-term diarrhea and abdominal pain complaints. The use of
PCR method for the laboratory diagnosis of C. cayentanensis seems fast, efficient and
sensitive according to microscopic methods in our study and the other literatures.

Key Words: Cyclospora cayetanensis, Diarrhea, Stool, Real-Time PCR, HIV.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No.22451



1. GIRIS VE AMAC

Cyclospora cayetanensis koksidian bir parazit olup taksonomik olarak
Apicomplexa subesi i¢inde yer alir (1,2). Yaklasik 8-10 um boyutunda kiiresel
ookistlere sahiptir (3). Diger koksidian tiirler gibi zorunlu hiicre i¢i bir parazittir. Ayrica

otofloresans 6zellige sahiptir (4).

C. cayetanensis hem bagisiklik sistemi Normal hem de bagisiklik sistemi
baskilanmis kisilerde hastalik tablolarina yol agmaktadir (5). Yapilan baz1 ¢aligmalarda
insanlarda asemptomik olarak bulundugu da bildirilmistir (6). Hastalik tablolar1
genellikle halsizlik, istahsizlik, abdominal kramplar, uzamis ve sik sik tekrarlayan

ishallerden olusmaktadir (7).

Ik olarak 1870 yilinda Eimer tarafindan ortaya ¢ikarilan Cyclospora cinsi 1881
yilinda Schneider tarafindan isimlendirilmis ve 1902 yilinda ise Schaudinn tarafindan
tanimlanmistir (8). Bugilin bilinen 19 tiirii bulunan Cyclospora cinsinden insanlarda

hastalik yapan tek tiir C. cayetanensis tir (9).

Insanlarda C. cayetanensis’e bagl hastalik gelistigi ilk kez 1979 yilinda Ashford
tarafindan 3 olguyla bildirilmistir (10). 1994-1999 yillar1 arasinda Amerika kitasinda
salginlara neden olmustur. Ulkemizden ilk olgu ise 1998 yilinda Kog¢ ve ark. (11)
edinilmis immun yetmezlik sendromu (AIDS = acquired immune deficiency

syndrome)’li bir hastada bildirilmistir.

C. cayetanensis simdiye degin llkemizden vakalar halinde bildirilmistir.
Ulkemizde bagisikhik sistemi baskilanmis kisilerde heniiz kapsamli bir ¢alismaya
rastlanilmamistir.  Ayrica C. cayetanensis rutin  digkt incelemelerinde godzden
kacabilmektedir. Oysa uzamis ve sik tekrarlayan ishallerde mutlaka g6z Oniinde

bulundurulmalidir.

Calismamizin amaci lilkemizde insan bagisiklik yetmezlik virusu (HIV=Human
immunodeficiency virus) pozitif ve gerek semptomatik gerekse asemptomatik
bireylerde C. cayetanensis varligini konvansiyonel yontemler ve gercek zamanli

polimeraz zincir reaksiyonu yontemi (Real-Time PCR) ile gostermektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Cyclospora cinsi ilk olarak 1870 yilinda Eimer tarafindan bir kostebegin
barsaginda  gosterilmistir. 1881  yilinda Schneider tarafindan ilk olarak
Cyclospora glomerica isimlendirilmis ve 1902 yilinda ise Schaudinn tarafindan hayat

dongiisii gosterilerek tanimlanmistir (8).

Cyclospora tiirleri daha 6nce de bilinmesine ragmen, 1979 yilinda Ashford

tarafindan insanda ilk C. cayetanensis vakasmin bildirilmesiyle 6nem kazanmistir (1).

1980’11 yillarda ise insanlarin digkilarinda bu tiir organizmalara sik rastlanilmaya
baslanmistir. 1983 yilinda Haiti’de AIDS’li bir hastada yapist Cryptosporidium’a
benzedigi fakat daha biiylikk oldugu i¢in ‘Big Cryptosporidium’ (Biiylk
Cryptosporidium) olarak belirtilmistir. 1985 yilinda Peru da ki calismada ise
Cryptosporidium muris’e benzerliginden dolayr ‘Cryptosporidium muris-like object’
(Cryptosporidium muris benzeri cisim) olarak tanimlanmistir (1,12,13). 80’li yillarda
yapilan calismalarda, C. cayetanensis’in koksidian bir parazit tiirii oldugu bulunmusg
ancak donemin meshur paraziti olan Cryptosporidium cinslerinden biri oldugu
disiiniilmiistiir. 1986 yilinda ilk seyahate bagli diyare olgusu bildirilmistir. Haiti ve
Meksika’dan Amerika Birlesik Devletleri’ne donen dort turistte daha tanimi tam olarak

yapilamamis sporlanmamis ookist yapilar1 olan organizmalar bildirilmistir (13).

C. cayetanensis; Ashford tarafindan bildirilmesinin {izerinden on y1l gectikten
sonra sporadik vakalarin yam sira artik biiyiik salginlar yapmaya baglamistir. 1989
yilinda Nepal de 55 kiside goriilmiistiir (14). Ilk salgm ise Huang tarafindan 1990
yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nin (ABD) Chicago sehrindeki bir hastanede su
pompasinin bozuk olmasi sebebiyle camurlu suyun i¢ilmesi sonucu gelismis ve diyareli
21 hastada C. cayetanensis varlig1r gosterilmistir (1). Bu yaym C. cayetanensis’in su
yoluyla bulasabilecegi ve salgmlar yapabileceginin de ilk habercisi olarak dikkati

¢cekmektedir.

1990’1 yillar C. cayetanensis’in 6neminin ve potansiyelinin anlisilmasi i¢in en
onemli donem olmustur (15). 1994 yilinda Ortega ve ark. C. cayetanensis’i

siniflandirmis ve isimlendirmislerdir (16). Fakat bu doneme kadar C. cayetanensis



cesitli adlarla adlandirilmistir. Bunlar:  Biiyiik Cryptosporidium (Big or Large
Cryptosoporidium), Cryptosporidium muris benzeri bi¢cim (Cryptosporidium muris-like
object), bir kamgili (a flagellated), sporlanmamis bir koksidian (an unsporulated
coccidian), bir mavi-yesil alg (a blue-green alga) ve koksidian benzeri

organizma’(coccidian-like body)dir (1,12,13).

1994 yilinda artik ismi konulan C. cayetanensis igin tedavi ¢aligmalar1 baglamis
ve trimethoprim-sulfametaksazol’iin (TMP-SMX) tedavideki etkinligi gosterilmistir
(17). ABD’nin Florida ve New York kentlerinde 1995 yilinda 70 kiside goriilmiistiir.
C. cayetanensis’in goriilmesindeki siklik yillar i¢inde giderek artmistir. Herwaldt ve
ark. 90’1 yillardaki ~ C. cayetanensis’in besin kaynakli salginlarinda yaklasik 3500
kisiyi etkiledigini bildirmislerdir (15). Yapilan calismalarda C.cayetanensis salgminmn
nedeninin ithal edilen taze bogiirtlenler oldugu bulunmustur(18). Hatta bu dénemde
ABD ve Kanada yetkililer1 Guetamala’dan taze sebze ve meyve ithalini yasaklamistir.

Bu yasak 1999 yilina kadar devam etmistir.

1999 yilinda Eberhard ve ark. ii¢ yeni Cyclospora tiiriinii bildirmislerdir. Bunlar:
C. cercopitheci, C. colobi ve C. papionis’tir (19).

2000 yilinda ise Doller ve ark. Almanya’da salata yiyen 40 kisiden 34 iinde
(85%) C. cayetanensis varhigim gostermislerdir (20). Ardindan seyahate bagh
C. cayetanensis vakalar1 avrupa kitasimndan da bildirilmeye baslanmistir. Ulkemizdeki
vakalar ise ilk kez 1998 yilinda Kog¢ ve ark. (11) tarafindan ishal olan AIDS’li bir

hastada gosterilmesiyle baslamistir.

2.2. Siniflandirma

Cyclospora cinsi i¢ginde 19 tiir bulunmaktadir. Bunlar; C. glomericola (Schneider
1881), C. caryolytica (Schaudinn 1902), C. viperae (Phisalix 1923), C. babaulti
(Phisalix 1924b), C. scinci (Phisalix 1924c), C .tropidonoti (Phisalix 1924e¢), C. zamenis
(Phisalix 1924e), Cyclospora sp. (Yamamota 1933), C. niniae (Lainson 1965),
C. cercopitheci (Eberhard et al.1999a), C. talpae (Pellerdy & Tanyi 1968), C.
megacephali (Ford & Duszynski 1988), C. ashtabulensis (Ford & Duszynski 1989), C.
parascalopi (Ford & Duszynski 1989), C. angimurinensis (Ford et. al. 1990), C.
cayetanensis (Ortega et. al. 1994), C. colobi (Eberhard et. al. 1999a), C. papionis
(Eberhard et al. 1999a), C. schneideri n.sp. (8).



C. cayetanensis i¢in Ortega ve ark. (3) tarafindan 1994 yilinda Peru’daki
(Universidad Peruana Cayetano Heredia) Cayetano iiniversitesindeki calismalardan

dolay1 ‘cayetanensis’ tiir ismi olarak onerilmistir.

Cyclospora cayetanensis in taksonomik siiflandirilmasi;

Alan » Eukaryota
Alem » Chromalveolata
Stiperfilum » Alveolata
Filum » Myzozoa
AltFilum » Apicomplexa
Smif » Conoidasida
Altsmif » Coccidiasina
Takim » Eucoccidiorida
Alttakim » Eimeriorina
Aile » Eimeriidae
Cins » Cyclospora
Tiir » Cyclospora cayetanensis

Cyclospora cinsine ait tiirler arasinda yapilan molekiiler ¢caligmalar sonucunda
bulunan degisiklikler disinda ayrica morfolojik olarak da farkliliklar bulunmaktadir.
C. cayetanensis’in ookistleri yaklasik olarak 8.6 x 8.6 um iken C. glomericola ookisti
25-36 x 9-10 um, C. niniae 14.6 x 13.3 um, C. colobi 8-9 x 8-9 um boyutlarindadir
(8,13).

Cyclospora cinsine ait tiirler farkli konaklarda bulunurlar. Bunlar; Reptilia
(Stirtingenler), Mammalia (Memeliler), Insectivora (Eklem bacaklilar)’dir (8,12,21).
Yapilan caligmalarda ise C. cayetanensis’in sadece insanda bulundugu bildirilmistir.
Onceleri ozellikle primatlarda yapilan bazi calismalarda, bazi arastirmacilar

C. cayetanensis’e benzer ookistler oldugunu bildirmis olmasma ragmen, sonralari



yapilan molekiiler ¢calismalar sonucu bunlarin bazilarinin yeni tiir oldugu bildirilmistir
(19).

C. cayetanensis igin taksonomik ve filogenetik c¢aligmalar ookistlerin
morfolojisine ve molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalara gore sekillendirilir. Ancak
Koksidia smifi yillar igerisindeki karmasik ve hatali gbzlemler sonucu uzun zaman
karmasa halinde kalmis ve karmasa uzun yillar siirmiistiir (22). Molekiiler ¢aligmalarin
hiz kazanmasiyla C. cayetanensis’in ribozomal riboniikleik asit (rRNA) kiiciik alt birimi
(SSU-rRNA) ile yapilan ¢alismalar sonucunda C. cayetanensis in Eimeria sp. ile yakin
akraba olduklar1 belirlenmistir. Eimeria tirleri i¢cinde ozellikle mammalia Eimeria

icindeki tiirlerle biiylik oranda homoloji gosterdigi (19).

C. cayetanensis coccidia sinifi iginde insanda patojen olan bes koksidian parazit
ile ayni smnifta yer alr. Diger dort parazit ise; Cryptosporidium, Toxoplasma,

Cystoisospora (Isospora), Sarcocystis’dir (10).

2.3. Morfolojisi

C. cayetanensis polimorfik hiicre i¢i zorunlu bir koksidian parazit olup yasam
dongiisiinde goriilen morfolojik sekilleri: Ookist, sporokist, sporozoit, trofozoit,
merozoit, mikrogametosit ve makrogametositticr (1-3,6,12). C. cayetanensis’in

ookist,sporokist ve sporozoit sekilleri sekil 2.1°de gosterilmistir.

Sekil 2.1. C. cayetanensis’in morfolojik sekilleri (23).

Cyclospora cayetanensis ookisti sporlanmamig enfektif olmayan hali. Bir ookist ve icerisinde
iki sporokistin goriintiisii (A). Mekanik olarak bir ookisti patlatmis olan iki olgunlagsmamis
sporokist goriintiisii (B). Bir bos sporokist ve iki sporozoit, parazitin infektif hali gosterilmistir.
(O). [Credit: CDC/DPDM].



2.3.1. Ookist

Ookist, C. cayetanensis’in ¢evreye direncli kist yapisi olarak adlandirilabilir (6).
Ookistler insandan sporlanmamais olarak atilirlar ve enfektif olabilmek i¢in dig ortamda
sporlanmaya gereksinim duyarlar (1). Ookistlerin laboratuvar kosullarinda 7-13 giin ve
22-32 °C’de sporlandiklar1 gosterilmistir (1,8). Bu siire dis ortamda bazen haftalari
bulabilmektedir.

Olgunlagsmamis ookistler yaklasik olarak 8-10 pm boyutundadirlar (13).
Ookistler ¢ift katmanli bir hiicre duvarma sahiptir. i¢ katman diiz 50 nm kalinlhiginda
iken dis katman 63 nm kalinliginda ve pirtiiklidiir (6-8). Olgun ookistler ayni
sporlanmamis ookistler gibi fibriler ceket ve hiicre zarina sahiptirler (8). C. cayetanensis
ookistleri faz kontrast mikroskobunda yesilimsi, morular bir i¢ yapiya sahip olarak
gortiliir. Sporlanmamis ookistler graniiler sitoplazmaya sahip olabilir. Bu yapiya sahip
olanlar 6-9 ciltli globiilleri ile dut benzeri bir goriniim alirlar (2,8). Bu yuvarlak
cisimler membrana bagli, rozet formunda, 1-2 pm ¢apinda dis duvari olmayan yapilar
olup otofloresan verirler. Bazi ookistler de bu yapilar toplanarak hilalimsi formu
(crescentic form) olustururlar. Antoni’nin iyot soliisyonu ile boyanabilirler. Ookistlerin
graniiler yapilar1 sadece serum fizyolojik ile korunur, diger kimyasallarin etkisiyle
birka¢ giinde birleserek diizensiz kenarli cisimler haline gelirler (6,8). Ookistler suda
uygun konsantrasyonlarda ozon ile muamele edilirlerse inaktif olurlar. Standart
klorlamada ise hayatta kalirlar. Diisiik nem ve yiiksek 1s1ya karsi hassastirlar ve hayatta

kalamazlar (6).

2.3.2. Sporokist

Ookistin dig ortamda sporlanmasiyla igerisinde 6.3 pm boyutunda ve 4.0 pm
eninde 2 adet sporokist gelisir. Sporokistler sferik ve oval yapida olup 62 nm
kalinhiginda bir zarla ¢evrilidirler (6,8). Bu iki sporokist 1994 yilinda Ortega ve ark.
(16) tarafindan Stieda ve Substeidea cisimleri olarak adlandirilmiglardir. Ookistin
icerisindeki sporokist yapisi ve sayist C. cayetanensis’i diger koksidian tiirlerden
morfolojik olarak ayrimimi saglamaktadwr. Ayrica sporokistlerin i¢inde refraktil
globiiller bulunur. Bunlarin bazilar1 birka¢ giin i¢inde kaybolur. Digerleri ise

sporokistlerin merkezinde toplanirlar.



2.3.3. Sporozoit

Olgun ookistler tripsin ve safra tuzlartyla ekskistasyona birakilinca
sporokistlerin iginde sporozoitler meydana gelir (22). Bir ookist yapisinda iki sporokist
ve her sporokistte iki adet sporozoit gelisir. Sporozoitler 9 pm boyunda ve 1.2 pm
genisliginde ve ince, hilal ve ig seklinde hareketli ve infektiftir (7). Sporozoitlerin
grafiksel sekilleri sekil 2.2°de gosterilmistir. C. cayetanensis sporozoitleri kutup halkas,
konoid, rhoptri kanallarin birlesiminden olusan bir apikal komplekse, bir nukleus ve
icerisinde bliyiik bir nukleolus ile mikronem igeren tipik koksidian sporozoit yapilarina
sahiptirler. Mikronemler kiigiik ve cok sayida olup sporozoitlerin apikal bolgesinden
parazitin konak hiicreye girisini kolaylastiran proteolitik enzimler igcermektedir.
Rhoptriler mikronemlere gore daha azdir fakat daha biiytiktiirler. Comak seklinde olup
iceriklerini merkezlerinde bir kanaldan birakirlar ve konoidin spiral seklindeki hareketi

ile parazitin konak hiicreye invazyonunu saglarlar (1,6,8).
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Sekil 2.2. C. cayetanensis ookistlerinin sporlanmasi (24).

Sporlanmamis ve sporlanmigs C. cayetanensis ookistleri grafiksel olarak seklin iist
kisminda, ookistlerin morfolojik &zelliklerini vurgulayan Diferansiyel Interferans Kontrast

Mikroskobu (DIC Mikroskobu) goriintiileri ise seklin alt kismnda gosterilmistir.



2.3.4. Trofozoit
Trofozitler oval, yaklasik 4 um boyunda ve 2 pm enindedir. Hareket acisindan

olduk¢a yeteneksizdir (6).

2.3.5. Merozoit

Iki adet meront vardir. ilki meront I olarak adlandirilir ve 8-12 merozoite
sahiptir. Ikincisi ise meront II olarak adlandirilir ve 4 merozoite sahiptir. Merontlar
yaklagik 3-4 pm uzunlugunda ve 0.5 um genisligindedir. Merozoitler muz seklindedirler

(6,8).

2.3.6. Mikrosizont

Meront II formu erkek sizont mikrogametosit veya mikrosizont olarak bilinir

(6).
2.3.7. Makrosizont

Cogunlukla Meront II formu disi sizont makrosizont veya makrogametosit

olarak bilinir. Mikrosizonttan daha biiyiiktiirler (6).

2.4. Yasam Dongiisii

C. cayetanensis ara konaga gereksinim duymadan seksiiel ve aseksiiel yasam
evrelerini ayni konak {izerinde geciren monoksen bir parazittir (10-25). Yasam dongiisii
karmasiktir ve tam olarak aciklanamamustir. insandan sporlanmamis olarak yani
enfektif olmayan halde atilan ookistler dis ortamda uygun kosullarda ve siirede
sporulasyon gegirerek enfektif hale gecerler (1,2). Bazi kaynaklarda bu doneme eksojen
(digsal) donem, ookistlerin insan viicudu i¢inde geg¢irdigi doneme ise endojen (igsel)
donem denmektedir. Sporlanma sonucunda olusan ookistlerin insana nasil gectigi tam
olarak gosterilmemistir (6). Yapilan caligmalarda elde edilen bulgular sporlanmis
ookistlerin insana, kontamine su ve yiyeceklerle agiz yolu ile gectigini
disiindiirmektedir (22). Ookistlerin sporlanma siireleri ve sporlanma esnasinda

meydana gelen morfolojik sekilleri sekil 2.3’de gosterilmistir.



Sekil 2.3. C. cayetanensis ookistinin laboratuvar kosullarinda sporlanmasi (26).

DIC mikroskobunda Cyclospora cayetanensis boliimleri gosterilmistir: Taze diskida
sporlanmamis ookist (Giin 0); bes giin i¢inde sporlanan ookist (Giin 5) ve 10 (Giin 10), patlamis
bir ookist ve iki sporokist. Sporokistin biri ookistin igerisinde diger sporokist heniiz ookistten

disariya ¢ikmis. Sporokist igerisindeki sporozoitler zorda olsa goriilebilmektedir.

Agiz yoluyla aliman enfektif haldeki ookistler i¢cinde bulunan sporozoitler
gastrointestinal sistemde anaerobik ortam, safra tuzlari ve enzimlerden dolay1 ookist ve
sporokist yapilarindan kurtularak serbest hale gegerler (22). Bu sporozoitler ince barsak
epitelial hiicrelere girip, ¢ogunlukla jejunal, daha az siklikta da distal duodenal epitel
hiicrelerini istila ederler (10,13,27). Sonraki asamalarda sporozoitler limenin sonundaki
hiicrelerde etrafi parazitofor (parasitophorous) vakuoller tarafindan ¢evrilirler. Enterosit
hiicrelerinde bulunan trofozoitler merogonik, sizogoni veya aseksiiel donemde
merozoitlere doniisiirler. Merozoitler de bu hiicrelerde gelisir ve biiyiirler. Bu donem
konak hiicrelerine yayilisin oldugu donemdir. Bu donemde morfoloji kisminda
belirtildigi gibi iki tip meront olusur. Meront I, 8-12 merozoit ve meront II, 4 merozoite
sahiptir. Merontlar konak hiicrelerinin i¢inde aseksiiel donemde olusurlar. Meront 1I’de
gelisen ve biiyiiyen merozoitler meront II’den ¢ikarak yeni konak hiicrelerine girerler ve
yeni hiicrede seksiiel veya gametogonik doneme gegerek farklilasarak mikrogametosit

veya makrogametositlere doniisiirler (6,10,22,27).

Mikrogametositler makrogametositleri dolleyerek zigotu olusturular ve zigotun
etrafi hemen koruyucu bir duvarla Ortiiliir. Zigot icerisinde sporlanmamis ookist
meydana gelir (6,10,27). C. cayetanenis’in yagam dongiisii sematik olarak sekil 2.4’te

gosterilmistir.



10

&
’;l/g////g syt

@o

http:/Avww.dpd.cdc.gov/dpdx
Kontamine

besinlerle vircuda

e i
&> 8

(4] Ookistlerin besin ve suya bulast

© Ookistlerin sporlanmast

\

e Cevreye bulagma
Sporlanmarnig

ookistler

A- Infektif safha Sporlanmarnig ookistler
A Tanumlanma safhast digkiylaatili

Sporlanmamis  Egeyli Eseysiz g
@ LY T A = S e m—" aa——— ®®
@ ARSI - ’@ -
\-/ B Eksistasyon

oelo P =® e
Meront  Meront o
" '

Sekil 2.4. C. cayetanensis 'in hayat dongiisii (28).

1-Diskiyla atilan sporlanmamis ookistler. 2-Cevreye bulasma. 3-Ookistlerlerin dis ortamda
sporlanmasi. 4-Sporlanmig ookistlerin besin zincirine girmesi. 5-Kontamine olan besin ve su
yoluyla insan tarafindan alinmasi. 6-Ookistlerin eksistasyona ugramasi. 7-Seksiiel ve aseksiiel

donemlerden sonra sporlanmamis ookist yeniden digki ile atilmasi.

2.5. Epidemiyolojisi

C. cayetanensis’in sebep oldugu salgimlar bazi arastiricilar tarafindan salginlarin
nasil yayildigini bulmak amaciyla su kaynakli ve besin kaynakli olarak ayrilmistir (5).
Fakat yapilan ¢alismalarda hem igilen kontamine su ile su kaynakli, hem de kontamine
besinlerin yenmesi sonucu besin kaynakli salginlar oldugu goriilmiistiir. Su kaynakl
salgimlar genellikle belli bir topluluk, alan ve sinirli bir bolgede goriilmiis iken, besin
kaynakli salginlar ticareti yapilan besinlerin gonderildigi ilkeler arasinda ve hatta

kitalararasinda goriilmiistiir.

Bilinen ilk salgmn 1990 yilinda Chicago’da goriilmiistiir. Yirmi bir kisiyi
etkileyen bu salgmin bozulan su pompasi nedeniyle su kaynakli veya diizenlenen bir
parti sebebiyle besin kaynakli olabilecegi disiiniilmiis ancak kesin kaynak

belirlenememistir (1). 1995 yilinda bildirilen iki salginda New York’ta 32, Florida’da
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38 kisi olasilikla kontamine ahududu yedikleri kuskusuyla hastalanmiglardir. Bu iki
salgindan hemen sonra yaklasik ii¢ yili kapsayacak sekilde gelisen C. cayetanensis

kaynakli salginlarda yaklasik 2000 kisi etkilenmistir (15).

Amerika ve Kanada’da 1996 yilinda toplam 1465 kisi salgindan etkilenmistir
(15). Kuvvetle muhtemel olarak salginin nedeni Guetemala’dan  ithal edilmis
ahududular oldugu belirtilmistir. 1996 yilinda O.M. Amin (29) Kuzey Amerika
kitasindaki gastroenterit salgmlarini arastirmis ve 5250 kisiden 225’inde (%4.3)
C. cayetanensis tespit etmistir. Aylar a¢isindan en yiiksek pozitiflik %6 ile Eyliil aymda
saptanmis, en diisiik yiizde ise %1.4 ile Subat ayinda bulunmustur. Mevsimlerde ise en

yiiksek pozitiflik oranina sonbaharda rastlanilmistir.

Kuzey Amerika kitasinda salgmlar bir¢ok yerde goriilirken 1997 yilinda
Nisan — Mayis aylar1 arasinda Amerika ve Kanada’da toplam 1012 kisi ahududu yeme
siiphesiyle, Haziran ayinda Washington’da taze feslegenin tiiketilmesiyle 341 kisi, Eyliil
aymda Virginia’da 21 kisi meyveden, Aralik ayinda ise Florida’da 12 kisi fransiz
“mesclun” denilen bir bitkiyi yemesi sonucunda hastalanarak hastanelere bagvurmustur

(30-32).

Kanada’ni Ontario bdlgesinde 1998 yilinin mayis aymda 315 kisi muhtemelen
ahududu kaynakli, ayni donemlerde Georgia’da 17 kisi taze salata kaynakli
C. cayetanensis enteriti gecirmisler.Yine Ontario’da bir yil sonra 104 kiside ahududu
kaynakli salgin goriilmistiir. Florida’da 1999 yilinin mayis aymda 94 kisi tam
bilinmeyen besinlerin yenmesi sonucunda, haziran ayinda ise Missiuride 64 kisi
feslegen tiiketilmesi sonucunda hastalanmiglar ve bunlara C. cayetanensis’ in neden

oldugu bildirilmistir (21, 32).

Ortaya ¢ikan salginlarla beraber arastiricilar epidemiyolojik ¢aligsmalara agirhk
vermistir. Bagisiklik sistemi saglam ¢ocuklarda yapilan calismalarda; Meksika’da
Bernal Redondo ve ark. (21) 1998 yilinda yapilan bir calismada 541 ¢ocugun 18’inde
(%3.3) pozitiflik bildirilirken, Peru’da 2006 yilinda Cordova ve ark. (21) 489 cocugun
64’tinde (%13), Venezuela’da 2001 yilinda Chacin-Bonilla ve ark. (33) 132 cocugun
yedisinde (%35.3), Nepal’de 2005 yilinda Easow ve ark. (34) 1790 ¢ocugun 18’inde
(%1) ve 1995 yilinda ki ¢alismada Hoge ve ark. (35) 124 c¢ocugun altisinda (%5),
Misir’da 1998 yilinda Nassef ve ark. (21) 80 ¢ocugun yedisinde (%9), Suudi
Arabistan’da 2003 yilinda Al-Braiken ve ark. (36) 63 ¢ocugun yedisinde (%11.1),
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Kiiba’da 2003 yilinda Nunez ve ark. (37) 113 ¢ocugun besinde (%4.4) ve 2002 yilinda
Martinez Silva ve ark. (38) 7956 ¢cocugun 20’sinde (%0.2) pozitiflik saptamislardir.

Afrika kitasindaki cocuklarda yapilan C.cayetanensis caligmalarinda ise
Uganda’da 650°de bir ¢cocuk pozitif bulunurken, Kenyada 4899, Tanzanya’da 76 ve
Mozambikte 529 ¢ocuktan higbirinde pozitif olguya rastlaniimamistir (39-42).

Diinya’da tiim yas gruplarindan, farkli 6zellikteki hasta gruplariyla yapilan

calismalarla C. cayetanensis epidemiyolojisi belirlenmeye calisilmistir. Farkl iilke ve

arastirmacilarin yapmis oldugu ¢aligmalar Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Diinya’da Yapilan Epidemiyolojik Caligsmalar

.. Hasta
Yil Ulke Arastirmaci Hasta Bilgisi Kaynak

Sayisi
2001 Guetamala Pratdesaba HIV 6/157 47
1997 Honduras Kaminsky HIV 9/133 48
2007 Honduras Kaminsky AIDS 2/56 49
2006 Venezuela Chacin-Bonilla ve ark. HIV 6/103 50
2003 Kiiba Capo de Paz HIV 6/170 51
2009 Endonezya Kurniawan ve ark. HIV/AIDS 14/318 52
1999 Guetamala Bern ve ark. immunkompetant 126/5552 43
2002 Honduras Kaminsky ve ark. immunkompetant 96/4698 21
2005 Peru BS.Alva = - & 337/3259 44
2002 Cin Wang ve ark. immunkompetant 10/178 45
2003 Nijerya Alakpa ve ark. HIV/immunkompetant  11/1109 46
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Bagisiklik sistemi saglam tiim yas gruplarinda yapilan epidemiyolojik
calismalarda Guetamala’da 1999 yilinda Bern ve ark. (43) 5552 kisinin 126’sinda,
Honduras’ta 2002 yilinda Kaminsky (10) 4698 kisinin 96’sinda, Peru’da 2005 yilinda
B. Alva (44) 3259 kisiden 337’sinde, Cin’de 2002 yilinda Wang ve ark. (45) 178
kisinin 10’unda, Nijerya’da 2003 yilinda Alakpa ve ark. (46) 1109 kisinin 11’inde C.

cayetanensis pozitifligi bildirmislerdir.

C. cayetanensis bagisiklik sistemi normal ¢ocuklar ve tiim yas gruplarinda
%0-%]11 oraninda goriilirken bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda %0-%40
arasinda degismektedir. Bagisiklik sistemi baskilanmis ve HIV pozitif hastalarda
yapilan caliymalarda ise Guetamala’da 2001 yilinda Pratdesaba ve ark. (47) HIV pozitif
157 kisinin altisinda, Honduras’ta 1997 yilinda Kaminsky (48) HIV pozitif 133 kisinin
dokuzunda ve on y1l sonra yine Honduras’ta Kaminsky ve ark. (49) AIDS’li 56 kisinin
ikisinde, Venezuela’da 2006 yilinda Chacin-Bonilla ve ark. (50) HIV pozitif 103
kisiden altisinda, Kiiba’da 2003 yilinda Capo de Paz ve ark. (51) HIV pozitif 170
kisiden altisinda, Endonezya’da 318 HIV/AIDS 1i kisinin 14’linde Kurniawan ve ark.

(52) C. cayetanensis varligmi gostermiglerdir.

C. cayetanensis ik zamanlar turist diyaresi olarak tanimlandigindan 6nemli
goriinmese de yaptig1 salgmlarla tiim yas gruplarinda, bagisiklik sistemi saglikli veya
baskilanmis kisilerde gida ve su yoluyla bulasan hastalik tablolar1 olusturmaya

baslamastyla dnemli bir patojen haline gelmistir.

Diinyada bazi1 bolgelerde ise endemik olarak goriilmektedir. Bunlar: Banglades,
Brezilya, Sili, Kiiba, Misir, Haiti, Endonezya, Meksika, Nijerya, Nepal, Peru, Tayland
ve Venezuela’dir. Son yillarda bu listeye Tirkiye de eklenmistir (21,53).

C. cayetanensis Avrupa kitasinda ise daha ¢ok endemik bdlgelere yapilan

yolculuklara bagl olarak gosterilmistir (21).

Ulkemizden yapilan yaymlar daha yogun olarak olgu sunumlar1 seklinde

bulunmaktadir. Ulkemizden yapilan yaymlarin bazilar1 Tablo 2.2 de gsterilmektedir



14

Tablo 2.2. Tiirkiye’de Yapilan Epidemiyolojik Calismalar.

Yil Sehir Arastirmaci Hasta Bilgisi Hasta Sayis1  Kaynak

2002 istanbul Biiget ve ark. Miyoloblaastik losemi 1 54

2004 Ankara Tiirk ve ark. immunkompetant 1 56

2009 Ankara Koru veark. immunkompetant 1 58

2006 Ankara Sancak ve ark. immunkompetant 5 60

2005 izmir Degirmenci =00 - * 7513925 62

2008 Kayseri Yazar ve ark. immunkompetant 3 64

2010 Eskisehir Dogan ve ark. Hamile 1 66

2011 Diyarbakir Cicek ve ark. immunkompetant 2 68

2011 Malatya Karamanveark. @~ -———- * 129/2281 70

2012 izmir Turgayveark. = -———- * 187/1138 72

*Bilim dallarinda yapilan genel parazitolojik degerlendirmelerle tespit edilen istatistiki

bilgilerdir.
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Ulkemizdeki ilk C. cayetanensis olgusu Kog ve ark. (11) tarafindan 1998 yilinda
AIDS’1i bir hastada bildirilmistir. Ancak 1993 yilinda Lebbard ve Linder Tiirkiyeden
donen bir hastada ve 1995 yilinda C. cayetanensis ispanya’da Tiirkiye’den seyahatten

donen bir kiside C. cayetanensis varhigini bildirmislerdir (12,21).

Biiget ve ark. (54) 2000 yilinda akut miyeloblastik l6semi tanis1t konmus yedi
yasindaki erkek bir ¢cocukta C. cayetanensis varligini bildirmislerdir. Yazar ve ark. (55)
2002 yilinda sirozlu bir hastada, Tiirk ve ark. (56) 2004 yilinda bagisiklik sistemi

saglikli bir hastada C. cayetanensis olgusu bildirmislerdir.

Fransa’da 2004 yilinda Tirkiye’den tatilden donen iki kiside ve 2005 yilinda

Tiirkiye’den donen bes kiside C. cayetanensis varligini bildirmislerdir (12).

Kilbas ve ark. (57) 2009 yilinda bobrek nakli ge¢irmis bir hastada, Koru ve ark.
(58) ise 2006 yilinda bagisiklik sistemi normal bir bireyde cyclosporiasis olgusu
bildirmislerdir. Turgay ve ark. (59) 2006 yilinda izmir’de tekne gezisi yaptiktan sonra
ishal olan bir kiside, ayn1 yil Sancak ve ark. (60) ise bagisiklik sistemi saglikli yaslari
27-67 aras1 degisen bes kiside cyclosporiasis olgusu bildirmislerdir.

Ulkemizde ilk yillarda olgu sunumlariyla gériilen C. cayetanensis 2007 yilinda
ilk su kaynakli cyclosporiasis salgimnina neden olmustur. Aksoy ve Tuncay (61) 2007
yilinda Izmir’de 554 ishalli kiside barsak koksidiyalarmi incelemis ve iki hastada
C. cayetanensis varhgin1 gostermislerdir. Izmir’de 2007 yilinda yapilan baska bir
calismada Degirmenci ve ark. (62) 2005 yilinda 3925 kiside saptanan barsak
parazitlerini incelemis ve 75 kiside C. cayetanensis olgusu bildirmislerdir. Yapilan

calismada C. cayetanensis en ¢ok rastlanilan ikinci parazit olarak belirtilmistir.

Arslan ve ark. (63) 2008 yilinda Kars’ta gastrointestinal yakinmalarla ¢ocuk
bakimevi hastanesine basvuran 2-6 yas araliginda 138 cocukta bir C. cayetanensis

olgusu bildirilmistir.

Yazar ve ark. (64) 2008 yilinda Kayseri’de bagisiklik sistemi saglikli ishal
sikayeti ile bagvuran 3 kiside C. cayetanensis olgusu bildirmislerdir. Tagbakan ve ark.
(65) Izmir’de 2010 yilinda ishal sikayeti ile basvuran AIDS’li bir kiside cyclosporiasis
vakas1 bildirmiglerdir. Dogan ve ark. (66) 2010 yilinda yine bir hamilede cyclosporiasis

olgusu bildirmiglerdir.
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Ozdamar ve ark. (67) 2010 yilinda istanbul’da 2007-2008-2009 yillarinda 1876
disk1 6rnegini incelemis ve 2007 yilinda iki, 2008 yilinda 17, 2009 yilinda bir kiside
C. cayetanensis olgusu saptamiglardir. Cicek ve ark. (68) 2011 yilinda Diyarbakir ilinde
ishalli bagisiklik sistemi saglikli iki kiside C. cayetanensis olgusuna rastlamislardir.
Cengiz ve ark. (69) 2011 yilinda Van da 2008 yilinda 5985 kisinin digki 6rnegini
incelenmisler ve yedi kiside cyclosporiasis olgusuna rastlanilmigtir. Karaman ve ark.
(70) 2011 yilinda Malatya bolgesinde yapilan calismada 2281 digki 6rnegi incelenmis
ve 129 (%5.7) kiside C. cayetanensis olgusu tespit etmiglerdir. Dagc1 ve ark. (71) 2011
yilinda yaymladiklar1 bir yayinda izmir ve cevresinde semptomik ve asemptomatik
cyclosporiasis  vakalarin1  arastrmis ve inceledikleri 873 kisinin  %3’{inde

C. cayetanensis olgusu bildirmislerdir.

Turgay ve ark. (72) 2012 yilinda Mayis 2009-Nisan 2010 donemleri arasinda
incelenen digski materyallerinden 187 (%16.43) kiside C. cayetanensis olgusuna
rastlanilmistir. Cigek ve ark. (73) 2012 yilinda Diyarbakir’da 75 ishalli kisiden 13

(%17.3) ilinde cyclosporiasis olgusu bildirmislerdir.

2.6. Tam

C. cayetanensis ookistleri insandan digkiyla atildiginda sporlanmamis haldedir
(1). Bu sathada yapilan mikroskobik incelemelerde goriilen ookistler i¢in yalnizca boyut
ve sekline bakilarak tani konulabilmektedir. Ancak bu kesin tan1 i¢in yeterli olmamakta
ve yardimct bir tam1 yOntemiyle C.cayetanensis ookistlerinin dogrulanmasi

gerekmektedir

C. cayetanensis ookistleri Cryptosporidium spp. ookistlerinin boyutlarma yakin
oldugundan karistirilip yanlhs sonucglara sebebiyet verebilmektedir. Ayrica rutin
arastirmalarda kisilerde diskiyla az sayida atilan ookistler artefakt sanilabilir veya
gozden kagabilir (14,68). C. cayetanensis’in diskiyla atilmasindan sonra sporlanmasini
saglayarak sporokist ve sporozoitlerinin goriilmesiyle de tan1 konulabilmektedir. Ayrica
floresan mikroskobuyla otofloresan verme Ozelligi arastirilabilir. Bunun yam sira
polimeraz zincir reaksiyon yontemini (PCR) kullanarak parazit DNA’sm1 gostermek

suretiyle tan1 konulmas1 miimkiindiir (1, 21).
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2.6.1. Mikroskobik tani

Tim paraziter hastaliklarda mikroskobik tan1 6nemlidir. Duyarlilik mikroskobik
incelemeden Once ve inceleme esnasinda kullanilan yOntemlere gore degiskenlik
gosterir. Mikroskobik tanida ¢esitli boyama, c¢oklastirma, c¢oktiirme, ylizdiirme gibi

yontemler kullanilarak mikroskobi yonteminin duyarlilig: arttirilabilir.

Mikroskobik tanida parazitlerin kist, trofozoit, yumurta, larva, ookist vb.
sekilleri incelenir. Paraziter hastaliklarin cogunda 151k mikroskobu kullanilirken ayrica
floresan mikroskobu ve hiicrelerin i¢ yapilarini daha iyi incelemeyi saglayan faz

kontrast mikroskobu ve ¢esitli modellerde elektron mikroskoplar1 da kullanilir (74).

2.6.1.1. Rutin mikroskobik tani

Rutin mikroskobik incelemede &nemli olan iyi bir mikroskobisttir. Iyi bir
mikroskobist digkidaki yabancit maddeler ile parazitleri ayiracak bilgi ve birikime sahip

olmalidir.

Digkinin toplanmast ve incelenmeye hazir oluncaya kadar yapilan islemler
acisindan ilk yapilacak is diskinin dogru ve yeterli miktarda toplanmasimi saglamaktir..
Digk1 ornekleri etrafa bulastirilmadan tercihen fiksatifli veya fiksatif icermeyen temiz
plastik kaplara konulmalidir. Genellikle her digkilamada ayni miktarda yumurta kist ve
ookist bulunmayabilir. Bundan dolay1 diskilarin ii¢ giin arka arkaya toplanmasi
parazitlerin saptama olasiliim1 arttirir. Digkilar tuvaletten veya klozet iginden

alinmamalidir.

Digkilamadan sonra gecen siirede diski parazitleri acisindan 6zellikle trofozoit

formlarmin goriilmesi agisindan 6nemlidir.

Ikinci islem diskinin dogru sekilde hazirlanmasini olusturur. Bu asamada
incelenecek parazitler agisindan degisiklik gosterir. Kan ve doku parazitleri ile
gastrointestinal sistem parazitleri agisindan 6rnekler ayni1 kosullarda hazirlanmazlar.
Gastrointestinal sistem parazitleri Oncelikli olarak direkt baki ve konsantrasyon
islemleriyle incelenir. Direkt baki i¢in dogrudan taze diskidan ve serum fizyolojik
kullanarak hazirlanir. Ayrica direkt bakida ligol ve metilen mavisi gibi ¢esitli boyalar
da kullanilabilir. Gegici boyamalarla parazitlerin i¢ yapilarmin daha iyi goriilmesi
amaclanmaktadir. Direkt baki eger diskida az sayida parazit varsa diisiik bir duyarlilik

gosterir. Bunun i¢in konsantrasyon islemleri uygulanmaktadir. Konsantrasyon islemleri
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formol-eter ¢oktiirme, ¢inko siilfat yiizdiirme yontemleri ve ¢esitli hazir ticari kitlerle

yapilabilir.

Ticari olan konsantrasyon kit igeriklerinde fiksatif olarak formol kullanilabilir
veya kit igerisindeki mevcut fiksatifin kullanilmasi istenebilir. Bu kitler genelde biri
fiksatif iceren digeri bos iki boliim ve arasinda siizge¢ igeren vidali bir mekanizmadan
olusan bir sisteme sahiptirler. Ancak konsantrasyon islemleri preparatlarin ¢ok yogun
olmasina neden olabileceginden parazitlerin incelenmesi esnasinda zorluk ¢ikarabilir

(74).

Konsantrasyon islemleri sonrasinda yapilan boyama islemlerinin daha iyi
sonug verdigi bildirilmistir. Boyamalar parazit tiiriine gore degisirken, C. cayetanensis
icin kullanilan boyama yontemleri olarak genellikle Modifiye Ziehl-Neelsen (sicak
metod), Kinyoun (soguk metod) ve Safranin boyama yOontemleri en ¢ok tercih edilen

yontemleridir (74).

2.6.1.2. Floresans mikroskobu ile tani

C. cayetanensis’in diger koksidian parazitlerden ayrimi yapilirken kullanilan
diger bir yontem floresan mikroskobu ile incelemedir. C. cayetanensis otofloresans
Ozellige sahip bir parazittir. Bu 6zelligi sebebiyle mikroskobik bulgularimizi floresan

mikroskobunda teyit etme sansimiz olabilmektedir.

C. cayetanensis ookistleri floresan incelemede 330-380 nm’de agik mavi renk

veya 450-490 nm de ise yesil renkli olarak goriilmektedir (1-3,5).

2.6.2. Serolojik tam

Serolojik tan1 daha tam anlamiyla kullanilabilir bir sathada degildir. Ancak
serolojik immun yanit kullanilarak immunfloresan antikor (IFA) i¢in ¢aligmalar
yapilmaktadir (12). Wang ve ark. (45) 2007 yilinda cyclosporiasisli hastalarin hiicresel
ve humoral bagisik yanita gore gelistirdikleri tiriinii kullanmiglardir. Ancak bu iiriin
bir¢ok arastirmaci tarafindan da denenmis ve daha kullanish hale getirilmesi gerektigi
bildirilmistir.

Ortega ve Sanchez (12) 2010 yilinda Western Blot testi i¢in calismalarda
bulunduklarmi, ciddi yol aldiklarmi ancak deneyin kullanilabilir olmasi i¢in hala

yapilmas1 gerekenler oldugunu bildirmislerdir.
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2.6.3. Molekiiler tanmi

C.cayetanensis’in mikroskobik tanisindan kaynaklanan zorluklar nedeniyle
molekiiler yontemler gelistirilmeye baslanmistir (75). Hem sporadik vakalarin
tespitinde hem de salgmlar durumunda ¢evresel faktorlerin ve insan kaynakli 6rneklerin
incelenmesi agisindan molekiiler tan1 6nemlidir. Ayrica polimeraz zincir reaksiyonu
gibi hizli, yiiksek duyarlilik gosteren tekniklerin gelistirilmesi tanida avantajlar
saglayabilmektedir (1). Bu amacla cesitli ¢alismalarla yeni ve daha duyarli yontemler
arastirilmaktadir.

C. cayetanensis’ten DNA izolasyonu, digki 6rneginde bulunan ¢ok sayida inhibe
edici madde dolayisiyla zorlukla gerceklestirilir (75).

Relman ve ark. (76) 1996 yilinda Nested-PCR ile rRNA’nin kiigiik altbirim
(SSU-rRNA) geninin 294-bp’lik bdlgesini amplifiye ettikten sonra elde edilen {iriinlere
RFLP yontemi uygulanarak Cyclospora tiirleri arasmda ayrim yapabilmeyi
amaglamislar, ancak basarili olamamislardir. C. cayetanensis tanisinda Real-Time PCR
yonteminin kullanilmasi kantitatif sonu¢ vermesi, tiir ayrimi yapabilmesi ve duyarliligi
nedeniyle 6nemli yer tutmaya baslamistir. Varma ve ark. (77) 2003 yilinda Real-Time
PCR yontemiyle az miktarda (~1 ookiste kadar) C. cayetanensis DNA’sm1 dahi
saptamay1 bagarmiglardir.

Eberhard ve ark. (19) 1999 yilinda molekiiler yontemlerle ii¢ yeni Cyclosprora
tiirltinii tespit etmislerdir. Bu {i¢ tiirtin Cyclospora cercopitheci sp.n., Cyclospora colobi
sp.n. ve Cyclospora papioonis sp.n’dir ve simdiye kadar insanda patojen olarak
bildirilmemelerine ragmen birbirleriyle ve C. cayetanensis ile mikroskobik ayrimi
zordur. Bu tiirlerin molekiiler olarak ayrimi ise olduk¢a kolaydir. Ayrica SSU-rRNA ile
yapilan sekans c¢alismalariyla bu ii¢ tliriin C. cayetanensis ile sirasiyla %98.4, %98.7,
%98.6 oranlarinda homoloji gosterdigi bildirilmistir.

Adam ve ark. (78) tarafindan molekiiler tan1 markir1 iizerinde ribozomal RNA
genleri arasinda ITS (intervening transcribed spacer) bolgesi bildirilmistir. Bu bolgenin
Cyclospora tiirleri agisindan tiplendirmede yararli olacagi diistiniilmektedir.

Mundaca. ve ark. (79) 2008 yilinda, bir salgin varliginda, PCR ydnteminin
tanida verimliligi lizerine caligsmislardir. PCR yOnteminin tanida boyali preparatlarin

mikroskobisinden 2.2 kat daha verimli oldugunu bildirmisglerdir.
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2.7. Histopatoloji

Rutin histolojik incelemeler 151k mikroskobu ile yapilmaktadir. Ancak bazi
durumlarda elektron mikroskobu da kullanilmaktadir. Ust ince barsak duvarmnin
enterositleri igerisinde bulunan ve bir hiicre i¢i paraziti olan C. cayetanensis, distal
duedonum ve jejunumdan alman doku Orneklerinde incelenmektedir (80). Bu
incelemelerde elde edilen bilgilerle C. cayetanensis’in yasam dongiisii belirlenmeye
baslamustir.

Ortega ve ark. (12) C. cayetanensis ile enfekte hastalarda 1996 yilinda yaptiklan
farkli ¢alismalarda parazitin aseksiiel doneminin insan barsaginda gerceklestigini ve
parazitin merozoit seklini barsak biyopsi Orneklerinde histopatolojik olarak
gosterilmistir.

Histolojik caligmalar oncelikle C. cayetanensis’in yasam donglisli iizerinde
yogunlagmis ancak ardindan diger hastaliklarla olan ilgisi de bildirilmeye baglanmistir
(27). Zar ve ark. (81) 2001 yilinda yaptiklar1 bir calismada C. cayetanensis’in tagsiz
kolesistit olusturacagini histolojik preparatlarla ortaya koymuslardir. Caligmalarinda
HIV pozitif 35 yasindaki bir erkek hastada sag {ist kadranda palpasyonda agr1 saptanmig
ve yapilan rutin histolojik incelemede akut ve kronik kolesistit tanis1 konmustur. Bu
sirada barsak epitelinde karakteristik olan c¢ok sayida intrasitoplazmik parazitofor
vakuolleri i¢inde C. cayetanensis trofozoit, merozoit ve sizontlar1 safra kesesi epitelinde
tespit edilmistir (4).

Ortega ve ark. (82) ise 1997 yilinda C. cayetanensis varligini tespit ettikleri
diyareli 17 hastada, ayni konak iizerinde hem eseyli hem de eseysiz liremenin
gerceklestigini  gostermistirler. C. cayetanensis’in eseysiz doneminde iki meront
oldugunu ; Tip 1 meront da 0.5 x 3-4 um boyutlarinda 8-12 merozoit , Tip 2 merontta
ise 0.7-0.8 x 12-15 pum boyutlarinda 4 merozoit oldugunu bildirmislerdir.
C. cayetanensis in merozoit, meront ve makrogametosit goriintiileri taramali elektron
mikroskobu ile alinmistir. Merozoitlerin Koksidia smifinin tipik 6zelliklerini icerdigi

Rhoptiri, mikronem ve nukleusa sahip oldugu sekil 2.5°de gosterilmistir.
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Sekil 2.5. C. cayetanensis’in histopatolojik gorintiileri (82).

Mikronem (M), Rhoptriler (R), Nukleus (N).

C. cayetanensis ile enfekte hastalarda patolojik olarak hiperemi, nadiren
eozinofili, yiilksek oranda epitel lenfositik infiltrasyon, villuslarda atrofi, kript
hiperplazisi goriilebilmektedir (12,80, 82).

Connor ve ark. (83) 1999 yilinda cyclosporiasisli ii¢ hastada elektron
mikroskobu ile yaptiklar1 incelemede ise miyelin benzeri materyali (Myelin-like
material=MLM) enterositlerin yaninda olduklarini gormiislerdir. Enfektif olduktan
sonra olusan bu yogun MLM artis1 devam eden infiltrasyon veya immulojik siireg

olabilecegini bildirmislerdir.

2.8. Klinik

Cyclosporiasis’in  neden oldugu klinik tablo tam olarak belli degildir.
Enfeksiyon asemptomatik veya semptomik olabildigi gibi endemik bolgelerde
yasayanlarda ve bu bolgelere seyahat ederek enfekte olmus kisilerde farkli belirtiler

gosterilebilir.

Klinik belirtiler genellikle cryptosporidiosis, isosporiosis, microsporidiosis ve

giardiasis ile benzerdir. Belirtiler genellikle aniden ortaya ¢ikmakla beraber yavas yavas
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da goriilebilmektedir. Genel olarak konagin yasi, bagisiklik sistemi ve enfeksiyon

dozuna gore belirtiler farklilik gosterebilir (17).

Hastaligin inkiibasyon siiresinin ookistler alindiktan ortalama 1 hafta oldugu
belirtilmistir. Ancak bazen bu inkiibasyon siiresinin 12 saat-11gilin arasinda da

degisebilecegi belirtilmistir.

Ortega ve ark. (82) ise 1997 yilinda cyclosporidiosisli 17 hastanin tamaminda
ishal, 16’sinda sigkinlik ve gaz, 13’iinde kilo kaybi, 12’sinde bulant1 ve abdominal
agrilar, 11’inde idrar tutamama, 10’unda agiz kokusu, 9’unda ates, 8’inde gegirme,
4’iinde kusma ve kabizlik oldugunu belirtmislerdir. 2004 yilinda Koumans ve ark. (84)
Florida’da yasanan salgin sonrasi yapilan bir ¢alismada klinik olarak cyclosporidiosisli
24 hastanin 22’sinde gevsek veya sulu diskilama, 20’sinde istahsizlik ve kramplar,
17’sinde 1shal, 16’sinda yorgunluk ve gaz, 15’inde kilo kaybi, 14’iinde bulanti, 10’unda
bas agrisi, dokuzunda ates, sekizinde siskinlik ve titreme, yedisinde kusma, besinde ise
eklem agrilari, kabizlik ve kas agrist oldugu bildirilmistir. 2006 yilinda Peru’nun
baskenti Lima’da ortaya c¢ikan 77 kisilik bir cyclosporiasis salgminda
Torres-Slimming ve ark. (85) 77 kisinin tamaminda ishal, 50’sinde bulanti, 46’sinda
huzursuzluk, 44’iinde titreme, 40’inda ates, 36’sinda abdominal agri, 26’sinda bas

agrisi, 24’tinde kusma klinik belirtileri bildirmislerdir.

2.9. Tedavi

C. cayetanensis’e bagl gelisen hastalik cyclosporiasis olarak adlandirilir.
Cyclosporiasis genel olarak bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda uzun siiren
ishallere neden olmaktadir. Ozellikle giinde 3-8 ishal ataklarina neden olan
cyclosporiasis olgularinda ayrica donemsel olarak ishal ataklar1 aylarca siirebilir. Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) bir aydan fazla siiren ishal vakalarmi kronik ishaller olarak
adlandirmistir. Cyclosporiasis olgularin dahastalifin bir ay ile 24 ay arasinda degisen
stirelerde seyrettigi bildirilmistir (17).

Shlim ve ark. (14) 34 cyclosporiasisli hastada ¢esitli antibiyotik (norfloksasin,
tinidazol, nalidiksik asit ve diloksanit furoat) tedavilerini denemisler ancak yeterli sonug
alamamiglardir.

Pape ve ark. (86) ise 1994 yilinda cyclosporiasis oldugu laboratuvar sonuglarima
gore kanitlanmis 43 AIDS hastasinda yaptiklar1 ¢alismada on giin boyunca TMP-SMX
(160 mg- 800 mg) ile tedavi ettikleri hastalarda 2-5 giin icinde ishal ve karin agrisi
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sikayetlerinin gectigi 1 hafta sonunda ise hastaligin tamamen gegtigini bildirmislerdir.
Ancak tedavi edilen 43 hastalarin 28’inde (%44) 1-3 ay i¢inde semptomlarin
tekrarladig: bildirilmistir.

Cyclosporiasisli hastalarda Verdier ve ark. (87) 2000 yilindaki TMP-SMX ve
siprofloksasinin etkinligini géstermek icin yapiklar1 ¢alismada bir hafta sonunda TMP-
SMX kullanan hastalarin tamamen iyilestigini siprofloksasin kullanilan hastalarda ise
C. cayetanensis’in %70 oraninda eradike edildigini bildirmislerdir.

Diaz ve ark. (88) 2003 yilinda yas araligi 2-14 olan 272 meksikali ¢ocuk ile
yaptiklar1 bir calismada, ¢ocuklardan 121’1 parazitlik acisindan pozitif bulunmus ve
%3’tinde C. cayetanensis saptanmistir. Bu ¢ocuklar etken maddesi nitazoksanit olan
protozoonlar ve helmintlerin neden oldugu hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan bir
ilagla tedavi edilmisler ve sonugta cyclosporiasis olgularinin %71-87 oraninda tedavi
edildigi bildirilmistir Son yillarda yapilan klinik calismalarda cyclosporiasis olgularinda
genellikle TMP-SMX  birlikte kullanilmistir.Dozu giinde iki kez oral olarak en az 7 giin
yetigkinlerde 160 mg TMP — 800 mg SMX ve cocuklarda cocugun kilosuna gore
Smg/kg TMP- 25/kg SMX seklindedir. Bagisiklik sistemi baskilanmis olan hastalarda
ise doz miktar1 sabit tutulur fakat giinde dort kere en az yedi giin siireyle kullanilmasi
onerilir. Ayrica cocuklarda kullanilirken anemi yiiksek duyarlilik gibi yan etkilerin
olabilecegi bildirilmistir (17).

Tedavide Zar ve ark. (81) TMP-SMX alerjisi bulunan HIV pozitif
cyclosporiasisli 35 yasinda bir erkek hastayr giinde 500 mg olmak kosulu ile ii¢ hafta
boyunca levofloksasin ile tedavi etmislerdir. Tedavi sonucunda parazit agisindan

yapilan digk1 incelemesinde negatif sonug almiglardir.

Ulkemizde bildirilen cyclosporiasis olgularmin da tedavisinde genellikle

TMP/SMX (160mg/800mg) kullanilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Diski Orneklerinin Toplanmasi ve Calisma Grubunun Olusturulmasi

Hasta grubumuz literatiire gore cyclosporiasis’in en sik goriildiigli ve tilkemizde

daha az calisilmis olan HIV pozitif kisilerden olusturulmustur.

T.C. Saglik Bakanligi Okmeydan1 Egitim ve Arastrma Hastanesi Enfeksiyon
Hastaliklar1 Boliimiine kayithh HIV pozitif 100 kisinin goniillii olmalar1 kosuluyla
31.03.2011 — 29.12.2011 tarihleri arasinda toplanmis diskilar caligmaya alinmistir. Bu
digkilarin icinden cesitli nedenlerle uygun olmadigi tespit edilen dokuz adet digki
calismadan ¢ikarilmistir. 91 hastanin digski 6rnekleri sekilleri sulu, gevsek, yumusak ve
sekilli olarak ayrilmis ve HIV pozitif bireylerin orneklerin alindigi tarihteki yas,
cinsiyet, CD4 ve HIV-RNA sayilari, ek hastaliginin olup olmadigi, tan1 ve tedavi
stireleri kaydedilmistir (2).

Her bir digki 6rnegi ikiye ayrilmis, bir kismi Real-Time PCR calisilmasi
amaciyla DNA izolasyonu i¢in -20°C’de ki derin dondurucuda saklanmig, diger kisim
ise coklastirma ydntemi ve sonucunda Modifiye Ziehl-Neelsen boyama yapmak

amaciyla kullanilmistir (74,75).

3.2. Baz1 muayene materyallerinin ¢caliyma grubundan ¢ikarilmasi

‘HIV pozitif bireylerin diskilarinda C. cayetanensis varligmin gesitli yontemlerle
gosterilmesi’ adli ¢galismaya alimmak i¢in goniillii olan 100 HIV pozitif kisiden dokuz
tanesinin (33,76,78,82,83,84,98,99,100) disk1 6rnegi cesitli sebeplerden dolayr uygun
olmadig1 i¢in ¢aligma grubuna alinmamistir. Red sebepleri arasinda; diski miktarinda
yetersizlik, tasima ve saklanma kosullarinda olumsuzluk, idrar ve benzeri sivilariyla

karismis olmasi yer almaktadir.

3.3. Modifiye Ziehl-Neelsen Boyama Yontemi (Sicak Metod)

Modifiye Ziehl-Neelsen boyama yontemi Cryptosporidium spp. ve
Cystoisospora spp. gibi diger parazitlerin de goriilmesini sagladigindan dolay1 ve ayrica

rutin laboratuvar kosullarinda uygulanabilirliginin de yiiksek olmasi sebebiyle
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secilmistir. Amacimiz rutin tanmida ileri tetkiklerden dnce mutlaka bir boyama yontemi
ile hastanin digk1 materyalinin boyanmasi yoniindedir (74).
Calismamizda Modifiye Ziehl-Neelsen boyama yonteminde ticari bir kit (Giil

Boya Laboratuvari-Istanbul-Tiirkiye) kullanilmistir.

3.3.1. Kitin aciklamasi
Kitin i¢eriginde; kullanim siiresi 24 ay, saklama sicakligi 15 °C ile 25 °C arasi
olarak belirtilmistir. Kit i¢erisinde karbol-fuksin, metilen mavisi ve ait alkol ¢6zeltileri

bulunmaktadir.

3.3.2. Boyama metodunun uygulanmasi

1) Preparati “A-Karbol Fuksin Cozeltisi ZN” ile ortlilmiistiir.

2) Alttan 5 dakikadan az olmak sartiyla isitilmistir.

3) Distile suyla 15 saniye yikanmustir.

4) Preparat1 “B-Asit Alkol” ¢cozeltisi ile yikadik. 15 saniye sonra lamu silkeleyerek
ayiraci uzaklastirilmistir.

5) Distile suyla 15 sn yikanmistur.

6) Preparat1 “C-Metilen Mavisi Cozeltisi” ile orttiik. 30 saniye sonra lami
silkeleyerek ayiraci uzaklagtirilmastir.

7) Distile suyla 15 saniye yikanmistir.

8) Havada tercihen 1siticili tabla iizerinde kurutulmustur.

9) Lamin altinda kalan boya kalintilari bir pecete ile silinmistir.

10) Isik mikroskobunda 6nce 40x biiyiitmeli objektifte daha sonra 100x lik

immersiyon objektifinde sedir yagi damlatarak incelenmistir.

Boyamay1 yapmadan 6nce dikkat edilmesi gereken 6nemli iki nokta; yapilan

yaymanin ince olmasi ve dncesinde ¢oklastima metodunun uygulanmasidir (74).
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3.4. Molekiiler Tan1 Uygulamasi
3.4.1. DNA Ekstraksiyonu

3.4.1.1. Kit icerigi

DNA izolasyon islemi i¢in iki asamal1 bir sistem kullanilmasi tercih edilmistir
ve once manuel klasik izolasyon metoduyla baslanmistir. InhibitEX tablet kullanilip
inhibe edici maddeler uzaklastirildiktan sonra 6rnekler QIAcube cihazina yiiklenmistir.
DNA izolasyonu i¢in QIAcube i¢in de uygunluk gosteren QIAGEN QIAamp DNA
Stool Mini Kit (50 adet Kat. No:51504) kullanilmstir.

Kit igeriginde bulunan bazi kimyasal maddelerin saghga zararli oldugundan,
calisma esnasinda tek kullanimlik eldiven, onliikk ve sigramalardan korunmak igin
gozliik kullanilmistir. Buffer AW1 ve AL hidroklorit icerdiginden, Proteinaz K’ nin da
duyarlastiric1 ve irritan 6zellikte olmasi nedeniyle bu kimyasallar kullanilirken dikkat
edilmistir. Calismamiz esnasinda QIAcube cihazinin kullanilmas1 nedeniyle
kullandigimizdan dolay1 Buffer AW1, AL ve Proteinaz K ile temas sadece kimyasallar1

cthaza koyarken olmustur.

Kit icerigi disinda kullanilan kimyasallar ve ekipmanlar;
e Etanol (%96-100)
e 1,5 ml ve 2 ml lik ependorflar
e Pipet uclar (Filtreli)
e Mikrosantrifiij cihazi
e 70 °C’lik sicak su banyosu
e Vorteks
e Spatula

e Buz
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Tablo 3.1. DNA Ekstraksiyonu Kit Igerigi.

KiT iCERIGI 50 ORNEK
QIAamp Mini Spin Columns 50
Toplayici Tiipler (2ml) 200
InhibitEX tabletleri 50
Tampon ASL 140 ml
Tampon AL 33 ml
Tampon AW1 (Konsantre halde) 19 ml
Tampon AW2 (Konsantre halde) 13 ml
Tampon AE 12 ml
Proteinaz K 1,4 ml

Kit taze veya donmus diski Ornekleriyle calisilabilmektedir. Diskiyr lizise
ugratmak icin Tampon ASL, saf olarak DNA’nin kalmasmi saglamak i¢in ortamdaki
kirleticileri kendine ¢eken InhibitEX ve DNA’y1 saflastirma icinde QIAamp Mini spin
columns ve digki miktar1 olarak 200-250 mg disk1 6rnegi kullanilmastir.

Ik asama olarak Tampon ASL kullanilarak lizis yapilmistir. Patojen
mikroorganizmalarm lizisi i¢in diski1 70 °C de homojenize edilmistir. Ancak bazi
mikroorganizmalarin hiicre duvar yapilar1 nedeniyle 70 °C olan bu sicaklik 95 °C ye
kadar c¢ikarilabilmektedir. Lizis asamasindan sonra InhibitEX kapsiil ile ortamdaki
kirleticiler ortamdan uzaklastirilmis ve son asamada DNA saflastima islemi yapilmastir.
Elde edilen DNA agirliklar1 saklanma kosullarina gore 5-100 pg olmalidir. Calisilan
tim Ornekler en yiiksek 14.000 rpm de ve oda sicakhiginda (15-25 °C) mikrosantifiij
cthazi ile santrifiij edilmistir. Ayrica hangi basamakta vorteks cihazi kullanilacaksa

vortekleme hiz1 o basamaktaki yapilacak isleme gore ayarlanmastir.

3.4.1.2. DNA Ekstraksiyon Prosediirii

1) -20 °C ‘de derin dondurucuda saklanan digki orneklerinden 2 ml‘lik

mikrosantrifiij tiiplerine yaklasik 200-250 mg kadar konulmustur. Bu sirada
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diskilarin  erimemesi i¢in tiipler buz tanklarinin {istiinde tutulmustur.
Erimesini  istenmemesindeki ama¢ DNA’nin  degrede olmasinin

engellenmesidir.

2) Igerisinde diski bulunan numaralar1 yazilmis mikrosantrifiij tiiplerinin her
birine 1.4 ml (1400ul) tampon ASL eklenmis ve iyice vortekslemistir. Bu
asamada onemli olan iki noktadan ilki tampon ASL koymadan orneklerin
erimemis olmasi, digeri ise tampon ASL eklendikten sonra drneklerin iyice
vortekslenmesi geregidir. Bu asamada yapilan vorteksleme daha yogun ve
homojenize halde bir DNA konsantrasyonu elde edilmesini saglamaktadir.
Bu sebeple vorteksleme islemi bu basamakta azami olarak 1-2 dakika

yapilmistir.

3) 2 ml’lik mikrosantrifiij tipleri vortekslendikten sonra 70 °C ‘lik sicak su

tankina konulmus ve tiipleri 5 dk boyunca sicak su tankinda bekletilmistir.

4) Sicak su tankindan alman Ornekler yine 15-30 saniye boyunca

vortekslenmistir.

5) Vortekslenen tiiplerin i¢inden siipernatant kismmdan 1.2 ml (1200 pl) alinip
yeni 2 ml’lik tliplere eklenmistir. Bu esnada sedimentten almamaya dikkat
edilmistir.

6) 2 ml’lik yeni mikrosantrifiij tiiplerimize bir adet InhibitEX Tablet eklenmis
ve 1 dakika boyunca vortekslenmistir. Vorteksleme isleminden sonra
InhibitEX Tabletin inhibitorleri absorbe etmesi i¢in 1 dk oda sicakliginda

inkiibasyona birakilmistir.

7) Inkiibasyondan sonra mikrosantrifij tiiplerimizi 3 dk boyunca

14.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

8) Santrifiij isleminden sonra Orneklerinin siipernatantlar1 1.5 ml’lik

mikrosantrifiij tliplerine alimmus ve tekrar 3 dk santrifiij edilmistir.

Ik 8 basama el ile klasik olarak ¢alisilmistir. Geriye kalan basamaklar hem
standardizasyonu saglamak hem de kontaminasyonu oOnlemek amaciyla QIAcube

cithaziyla kapal1 ortamda otomatize sistemle ¢aligilmistir.
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3.4.1.3. QIAcube

QIAcube kapali bir ortamda otomatize olarak DNA, RNA, protein saflagtirmasi
yapan bir cihazdir. Bir santrifiij, 1siticili karistirici, pipetleme sistemi ve robotik bir kola
sahiptir. Santrifiij islemi en yiiksek 12.000 g de 45° lik a¢1 ile yapilmaktadir.
Karistiricis1 100-2000 rpm, pipetleme sistemi ise 1 ml ve 5-9 pl arasindadir. Cihaz
kapali alanlarda 10-70% nem oraninda ve 2000 m asagisindaki rakimlarda

kullanilabilmektedir.

Cihazda bir seferde en az 2, en ¢ok 12 ornek calisilabilmektedir. Protokolleri
ornek ve calisma sekline gore www.qiagen.com/MyQIAcube adresinden kolaylikla
indirilip cihaza ytiklenebilmektedir. Cihaz agildiktan sonra gerekli kimyasallar ve sarf
malzemeler eklenir ve sonra dokunmatik LED ekranindan uygulanacak material
cesidine gore ekstraksiyon programi secilir. Cihaz tiim ekstraksiyon kitlerine uygunluk
gostersede QIAGEN Manuel Kit kullanilmasi onerilmektedir. Prosediirlerin siiresi

yaklasik olarak 2 saat siirmektedir.
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Sekil 3.1. QIAcube dis goriiniisii ve pargalari.
1) Dokunmatik ekran — 2) Dis kapak kismi — 3) USB giris — 4) Sadece yetkili
servisin kullanabilecegi bir port girisi — 5) A¢ma kapama tusu — 6) Atik toplama

kutusu
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Sekil 3.2. QIAcube i¢ goriiniisii ve pargalari.

1) Santrifiij kapagi - 2) Santrifiij -3) Karistirici - 4) Kimyasallarin bulundugu kuyucuk
5) Pipet uglar algilayicist - 6) Mikrosantrifiij tiipleri alan1 — 7) Pipet uglarmin konuldugu
alan - 8) Kirli pipet uglar1 ve tiiplerin atildig1 alan — 9) Robot kolu

3.4.2. Real-Time PCR Uygulamasi

Real-Time PCR uygulamasi ‘Genesig Primer Desing Ltd Quantification of
Cyclospora cayetanensis Heat shock protein 70 (HSP70) gene’ kiti (ingiltere) Qiagen
Rotor Q Real-Time PCR cihazinda yapilmistir.

Sekil 3.3. Qiagen Rotor Gene Q Real-Time PCR cihazi.
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3.4.2.1. Kit icerigi.

C.cayetanensis specific primer/probe
C. cayetanensis positive kontrol
Internal ekstraksiyon kontrol DNA

Internal ekstraksiyon kontrol primer/probe karigimi

RNAse/DNAse free water

Sekil 3.4. Primer Design C. cayetanensis Real-Time PCR Tani kiti.

3.4.2.2. Kitin saklanmasi

Kit -20 °C de saklanmustir.

3.4.2.3. Deney esnasinda kullanilan kimyasallar ve ekipmanlar

Real-Time PCR Cihazi

DNA ekstraksiyon kiti

Mastermiks veya Mastermiks igerikleri
Pipet ve pipet uclari

Vorteks ve mikrosantrifiij cihazi

Ince duvarli 1.5 ml PCR reaksiyon tiipleri
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3.4.3. Real-Time PCR c¢calisma prensipleri

Real-Time PCR niikleik asit cogalmasiyla es zamanli olarak artis gdsteren
floresans sinyalin Ol¢iilmesiyle, kisa siirede kantitatif sonug¢ verebilen bir PCR
yontemidir. Tagman sisteminde, 5’ve 3’uclarindan florokrom (floresans veren)
maddelerle isaretli prob kullanilmaktadir. Probun  5’ucunda raportor florokrom
(6-carboxyfluorescein= 6-FAM), 3’ucunda ise baskilayict (quencher) florokrom

(6-carboxy-tetramethyl-rhodamine=TAMRA) bulunmaktadir (89).

Prob, tek sarmal hale getirilen hedef molekiil lizerinde, primerlerin baglanma
bdlgesinin arasinda kalan yere baglanir. Probla hedef molekiil arasindaki hibridizasyon
devam ettigi siirece raportdor florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’ugtaki
baskilayic1 florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik asite
baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi probun baglandigi noktaya kadar
geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in Taq DNA polimeraz enzimi 5’—3’niikleaz
aktivitesini kullanarak probu 5’uctan yikmaya baglar. Boylece raportdr florokrom
serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her siklusta tiretilen amplikon miktarina paralel

olarak sinyal siddeti de artmaktadir (90).

Rotor Gene Q optik sistemi 1simay1 Olgerek aninda sonug¢ verebilmektedir.
Tipler acilmadan taniya gidildigi icin kontaminasyon riski diisiiktiir. Elektroforeze

gerek kalmadan ¢ogalma esnasinda sonug alinabilmektedir (91).

3.4.3.1. Real-Time PCR Calismasi

1) Ilk olarak kit igeriginden mastirmiks hazirlanmistir. Bir 6rnek i¢in 15 pl
Mastirmiks hazirlanmistir. Mastirmiksin - hazirlanmast i¢in  kullanilan

malzemeler Tablo 3.3’de gosterilmistir.

2) 0,2 ml’lik PCR tiiplerinin herbirine 15 pl hazirladigimiz  6rnekten
dagitilmistir.

3) Mastirmiksleri dagittiktan sonra her kuyucuga diskilardan elde ettigimiz
DNA izolatlarindan 5 pl eklenmistir.

4) Negatif kontrol i¢in 15 pl mastermiks tizerine 5 pl RNAse/DNAse free water

eklenmistir.
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Tablo 3.2. Mastirmiksin Hazirlanmasi.

MASTIRMIKSIN iCERIiGi MIKTAR
2x Precision MasterMix 10 pl
C. cayetanensis Primer/Probe miks 1ul
Internal ekstraksiyon kontrol primer/probe miks 1pl
RNAse/DNAse free water 3ul
Toplam miktar 15 nl

5) Standartlar icin pozitif kontrolden seri diliisyonlar ile bes standart elde

edilmistir. Standartlarin hazirlanisi,

Pozitif
kontrol

100l 100l 100pul 100 ul 100 pl
— —> > > —

(A A A
glziEl=]ls

Std1 Std2 Std3 Std4  Std5 Std6

a)
b)

2-6 arast tiiplere 900 ul RNAse/DNAse free water koyulmustur.

Bir numaral tiip olan pozitif kontrolden 100 pul ikinci tiipe oradan

100 pl ekliyoruz ve ardindan vortekslenmistir.

Iki numaral tiipten ii¢ numaral tiipe gecerken pipet ucunu
degistirilmis ve 100 pl alarak {ic numarali tiipe eklenmis ve

yeniden vortekslenmistir.

d) Altinct tiipe kadar ayni islemleri tekrarlanmis ve diliisyon
islemimiz ~ sonra  ermistir.  Diliisyon isleminden sonra
standartlarimiz icerisinde olusan kopya DNA sayilar1 Tablo3.4’de

gosterilmistir.



34

Tablo 3.3. Standartlarin Hazirlanis1.

STANDARTLAR KOPYA SAYISI
Tiip 1 Pozitif Kontrol 2 x 100000 per pl
Tiip 2 2 x 10000 per ul
Tiip 3 2 x 1000 per pl
Tiip 4 2 x 100 per ul
Tiip 5 2 x 10 per pl
Tiip 6 2 x 1 per pnl

6) 15 pl mastirmiks tizerine 5 pl standartlardan koyulmustur. Sonugta her tiipte

toplam 20 pl mastirmiks-izolat karisimi koyulmustur.

Amplifikasyon protokolii kit icerigindeki bilgilere goére PCR cihazi

ayarlanmistir. Cihazin izleyecigi adimlar Tablo 3.5’de gosterilmistir.

Tablo 3.4. Amplifikasyon Adimlari.

ADIMLAR ZAMAN SICAKLIK

Enzim aktivasyonu 10 dakika 95 °C

Denaturasyon 10 saniye 95 °C
50 Dongii

Bilgilerin toplanmasi 60 saniye 60 °C

Flourojenik bilgilerin toplanmasi i¢in FAM ve VIC kanallar1 agild1 ve bilgilerin

bu kanallarla toplanmasi1 saglanmustir.
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Negatif Orneklerin Degerlendirilmesi:

Calisma sonrasinda, hasta Orneklerinin degerlendirilmesinde kullanilan 6l¢tim
kanali (Orn: Green kanali) grafigindeki bir 6rnegi negatif olarak degerlendirebilmek
icin, PCR egrisinin, Threshold ¢izgisini kesmemis olmas1 bir baska deyisle, pozitiflik
smirinin  altinda kalmis olmasi gerekmektedir. Ancak bir 6rnegin PCR egrisinin,
Threshold ¢izgini kesmemis olmasi, o Ornegin gercekten negatif olarak
degerlendirilmesi i¢in yeterli degildir.

Olas1 bir inhibisyon, kimyasal reaksiyon, tiip kirlilikleri, pipetleme hatalar1 gibi
aksakliklardan kaynaklanabilen yanlis negatifliklerin oniine gecebilmek ve dogru sonug
vermek i¢in, bu gibi durumlarda internal kontrol kanalindaki (Orn: Yellow) PCR
egrisinin Threshold ¢izgisini gegmis olmasi, bir bagka deyisle internal kontroliin pozitif
olmas1 gerekmektedir. Bu gibi bir durumda, 6rnegin herhangi bir inhibisyona maruz

kalmadig1 ve ger¢ek negatif olarak sonuglandig1 yorumlanabilir.

Pozitif Orneklerin Degerlendirilmesi:

Calisma sonrasinda, hasta Orneklerinin degerlendirilmesinde kullanilan 6l¢tim
kanali (Orn: Green kanali) grafigindeki bir 6rnedi pozitif olarak degerlendirebilmek
icin, PCR egrisinin, Threshold c¢izgisini kesmis olmasi, bir baska deyisle, pozitiflik
sinirmin izerine ¢ikmis olmasi gerekmektedir.

Bir 6rnegin pozitifligi (barindirdigi kopya sayisi) ne kadar fazla ise, internal
kontrol’iin baskilanmas1 o derece fazlalasir. Bir baska deyisle; 6rnegin PCR egrisi ile, o

ornegin internal kontrol’liniin egrisi ters orantilidir.
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HIV pozitif olan goniillii kisilerden toplam 91 digki 6rnegi C. cayetanensis

acisindan Real-Time PCR ve Modifiye Ziehl-Neelsen boyama yontemleriyle

arastirilmistir.

sayilar1, diski sekilleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Hastalara ait bilgiler.

Calisma grubuna ait klinik bilgileri yas, cinsiyet, ek hastalik, CD4, HIV-RNA

=) - ‘2 —_ o

E g s é = % = g % 5 E E o =2 E

O - 2 515 5 s rN = A5 z =

21517589 = 28 gz |72

= = & = = | O

1| E |49 11 11 Yok <20 620 Gevsek

2 | E |33 1 Yok Yok 157000 580 Gevsek

3| E |30 1 5 Ay Yok <20 267 Sekilli
E |41 1 3 Ay Yok 241 312 Sekilli

5| E |26 1 Yok Yok <20 560 Yumusak

6  E |38, 6AY | Yok Yok 563 725 Yumusak

7| E |35 5 3yl Yok <20 500 Yumusak

8 | E |30 3 3Yl Yok <20 20 Sulu

9 | E |54 1 1Yl Yok 47 440 Gevsek

10 | E | 46 2 Yok Yok <20 631 Yumusak

11| E | 46 1 Yok Sifiliz 8290 260 Sulu

12 | K |25 1 Yok | Anal Fistiil ve 59 490 Sekilli

Kolit

13| E |41 1 1Yl Yok 560 375 Gevsek

14 | E |27 1 Yok Yok <20 450 Yumusak

15| E |28 1.5 Yok Yok <20 246 Yumusak




37

% g s é = % ) g % 5 E E N 5
2S)ET R 8 |ER S >
16 | K | 26 1 Yok Yok <20 520 Yumusak
17 | K |51 11 10 Yok <20 544 Gevsek
18| E | 37 10 4 Anti-HAV <20 1016 Gevsek
19| E |42 4 4 Seboraid 350 358 Gevsek
dermatit
20| E |48 10 9 AIDS 4327 28 Gevsek
21| E |28 2 1 Yok <20 207 Gevsek
22| K |39 11 7 Yok <20 1000 Gevsek
23 | E |44 11 7 Yok <20 2562 Gevsek
24 | E |10 10 7 TBC 3540 190 Gevsek
25| E | 44 4 4 Sifiliz, AIDS <20 360 Gevsek
26 | K |30 6 5 Yok <20 692 Gevsek
27| E |56 2 1 Yok <20 421 Gevsek
28 | E |58 8 3 Yok 868 1078 Gevsek
29 | E |30 1 1 Yok 56452 439 Gevsek
30| E |41 2 - Yok <20 520 Gevsek
31| E |37 3 2 Yok <20 237 Gevsek
32| E |46 5 3 Yok <20 470 Gevsek
34| E |50 3 3 Sifiliz <20 315 Sulu
35| E |45 13 13 Yok 200 784 Sulu
36 | K |41 11 11 Yok 851 249 Sulu
37| E | 54 5 5 Yok <20 887 Sulu
38| E |36 8 7 TBC <20 785 Sulu
39| E |38 10 8 Yok 5240 89 Gevsek
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o - .;J' M — o

o | w 2 2 = < = 7z =
212 2 5 =12 4 2 Z % % S - z 2
2|12 %= 3 s S =8 3 z 2
CHE ST I - I H =28 5|2° |z
= = S = o | O

40 | K |41 10 5 HCV(+) 408000 24 Gevsek
41 | K |33 3 1 TBC 107170 403 Gevsek
42 | E |28 1 1 Yok 6371 845 Sekilli
43 | E | 44 3 3 TBC 115 287 Gevsek
44 | E |56 4 3 Yok <20 636 Gevsek
45 | E | 82 5 4 Yok <20 350 Gevsek
46 | E |61 3 3 Sifiliz <20 669 Gevsek
47 | E | 37 6 1 HBV(+) 872 470 Gevsek
48 | E | 45 1 - Yok <20 614 Gevsek
49 28 1 - Toxoplazmoz, <20 422 Gevsek

EBV(+), CMV(+)

50 | K |47 1 1 AIDS <20 275 Gevsek
51| K|35 7 2 Yok <20 456 Gevsek
52| E |34 7 7 Yok 129959 65 Gevsek
53| K |33 10 9 HBV(+) <20 472 Gevsek
54| E |45 10 10 HBV(+) <20 1932 Gevsek
55| E | 36 4 2 EBV(+) 25250 401 Gevsek
56| E |75 12 12 Yok <20 275 Gevsek
57| E | 47 1 1 Toxoplazmoz <20 128 Gevsek
58| K |32 1 1 Yok <20 285 Gevsek
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59| E |44 1 - Yok <20 286 Gevsek
60 | E | 46 3 2 Yok 199 363 Gevsek
61 | K |47 13 8 TBC <20 736 Sulu
62 | E |41 2 2 Yok <20 609 Sulu
63| E |74 9 8 Yok 20 332 Sulu
64| E |68 5 4 Yok 85 1065 Sulu
65| E |45 9 7 AIDS <20 259 Sulu
66 | E |34 7 3 Yok 47 359 Sulu
67 | K |36 5 - Yok <20 1146 Sulu
68 | K |61 13 13 Yok <20 390 Sulu
69| E |38 1 - Yok 748 400 Sulu
70 | E |23 1 1 Yok <20 444 Yumusak
71 | E |30 6 6 HBV(+) 20065 289 Yumusak
72 | K | 48 2 2 Yok <20 280 Yumusak
73| E |43 3 -—- Yok 907 326 Yumusak
74 | E |22 1 1 TBC 66715 297 Gevsek
75| E |31 2 - Yok 19900 522 Yumusak
77| E |25 1 1 Yok 3102 748 Gevsek
79 | K |57 2 1 Yok <20 396 Yumusak
80 | E |59 1 1 SifilizHBV(+) <20 737 Yumusak
81| K |45 1 - Yok <20 268 Sulu
85 30 9 6 Yok 23298 256 Sekilli
8 | E |27 2 1 Yok 7596 626 Sekilli
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87 | E |24 3 3 Yok <20 645 Gevsek
88 | E |47 3 3 Yok <20 254 Gevsek
89 | E |42 5 5 Yok 20 286 Yumusak
90 | K |32 5 4 Yok <20 178 Gevsek
91 | E |35 1 - Yok <20 620 Yumusak
92| E |50 10 5 Yok <20 992 Yumusak
93 | E |37| 10 3 Yok <20 580 Yumusak
94 | E |31 5 4 Yok <20 610 Yumusak
95 | E |45 2 2 Sifiliz 430000 692 Sulu

9% | K |60 12 2 Yok <20 183 Gevsek
97 | E |32 6 2 Yok 40 648 Yumusak

Calisamaya dahil edilen 91 HIV pozitif bireyin 70’ini (%76,9) erkek, 21’ini
(%23,1) kadin bireyler olusturmaktadir. Calisma grubunun yas araligi 10 ile 82,
ortalamasi ise yaklasik olarak 41°dir.

Tablo 4.2. Cinsiyete gore yas dagilimu.

10-30 yas aras1

31-50 yas aras1

51-82 yas arasi

Erkek (70)

16 (%17,6)

43 (%47,3)

11 (%12,1)

Kadin (21)

4 (%4,4)

13 (%14,3)

4 (%44)

Calisma grubumuzda ayrica alt1 hastada sifiliz, dort hastada AIDS, alt1 hastada
tiiberkiiloz, bes hastada HBV, iki hastada toxoplazmoz, iki hastada EBV, bir hastada
HCV, bir hastada Anti-HAYV, bir hastada Anal fistiil ve kolit ve bir hastada Seboraid
dermatid ek hastalik olarak belirtilmistir. Erkek hastalarin 20’sinde (%28,6) bir veya
birden fazla ek hastalik varken, kadin hastalarin altisinda (%28,6) ek hastalik oldugu

belirtilmistir.
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Toplanan 91 digki 6rneginin makroskobisinde sulu diski 18 (%19,8) , gevsek
disk1 47 (%51,6), yumusak digskt 20 (%22) ve sekilli digki alt1 (%6,6) olarak kayit

edilmistir.
Tablo 4.3. Cinsiyete gore diski sekilleri.
Sulu Gevsek Yumusak Sekilli
Erkek (70) 13 (%14,3) 36 (%39,6) 17 (%18,7) 4 (%4,4)
Kadin (21) 5 (%5.5) 11 (%12,1) 3 (%3.,3) 2 (%2,2)

CD4 sayilar1 20 ile 2562 arasinda degismekte ve ortalamasi yaklasik 499 olarak

belirlenmistir.

Tablo 4.4. CD4 sayilar1 ve digki sekillerine gore cinsiyet bilgileri.

<200 200-349 350-499 >500

€)) (24) (21) 37
E(6) / KQ3) E(18)/K@6) | E(15)/K@®) | E@31)/K(6)
SIGlY[Ss|S|[G[Y[S|S|[G|[Y[S[S|G|Y

ERKEK |1 5|00 |4 |8 |4 |2|2|11|2|0/|6 12112
KADIN (0 (30|02 /211131123110

Real-Time PCR metoduyla pozitif tespit edilen iki hastamizda erkek bireyden
olusmaktadir. Yaslar1 33 ve 44 ortalamasi ise 38,5°tir. iki hastamizdan sadece 43
numarali hastada ek hastalik olarak tiiberkiiloz bulunmaktaydi. Pozitif bulunan
hastalarimizin CD4 sayilar1 287 ve 65 ortalamalar1 ise 176°dir. Real-Time PCR ile
pozitiflik saptadigimiz hastalarinin digkilar1 makroskobik olarak gevsek olarak

bulunmustur.



42

4.1.1. Mikroskobi sonu¢larimiz

Disk1 6rneklerinden hazirlanan preparatlar Modifiye Ziehl-Neelsen ile boyanmig
ve oda 1sisinda muhafaza edilerek 151k mikroskobunda 100x’lik immersiyon objektifte
incelenmis ve mikrometrelik lamlarla boyutu olgiilerek C. cayetanensis ookistleri

olduklar1 tespit edilmistir.

C. cayetanensis mikroskobik inceleme ile sadece 52 numarali hastanin gevsek

disk1 6rneginde tespit edilmistir. Tespit edilen C. cayetanensis ookistleri Canon marka

dijital fotograf makinesi yardimiyla goriintiillenmistir.

Sekil 4.1. 52 numaral1 hastanin digkisinda tespit edilen C. cayetanensis ookistleri.
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4.1.2. Real-Time PCR Sonuglarn

Real-Time PCR ile pozitif, negatif ve standartlarimizin ¢alismasini gosteren

kantitatif raporumuz.

Sekil 4.2. A.Green Dongiisii i¢in Standartlarimizin Kantitatif Sonuglari.

05
04 -
a
=
LI__. I:I|3 ]
E Pozitif
= 02 Kontro
0,1
Threshald| _{/
IR ——"= . - . g—

5 10 15 20 25 30 35 40 45 SiII
Cycle

Cogalmanin olmadig1 veya goriintiilenemeyecek kadar az oldugu boliim Taban
deger (Baseline) olarak adlandirilir. Genellikle 0-18 siklus olmakla beraber
arastirmacinin yaptig1 calismaya gére manuel olarak da ayarlanilabilir.

Eksponansiyel faz logaritmik ¢ogalmanin gozlendigi kisimdir. Bu boliimde tiire
0zgii spesifik primer-probe eslesmeleriyle cogalma ve okuma olmaktadir. Reaksiyonda
iirlinler yavas yavas kullanilmaya buna bagli olarak,ortamdave reaksiyon yavaslamaya
baglar. Reaksiyon i¢in gerekli tiriinlerin bittigi faz ise plato faz1 oalrak isimlendirilir.

Floresans okuma siirekli oldugundan egrilerin diiz sekilde olmasini
beklemekteyiz. Bazen bu egrilerde kirilmalar, yiikselme alcalma gibi dalgalanmalarin
olmas1 kontaminasyon ve/veya tiire 6zgii olmayan primer probe baglanmasi yada primer
dimer olusumu olabilecegi diistiniilmelidir.

Calismaya baslamadan dnce yapilan standartlarin, pozitif ve negatif kontroliin

egrileri yukaridaki gibidir.
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Sekil 4.3. Standartlar Egrisi.

32 -
30 -
2 -
o -

24
22
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18

Concentration

Standartlar egrisi kullanicinin olusturdugu standart sayis1 oraninda hesaplanir.
Bir tane olabilecegi gibi calismayr yapanm tercihine gore birden fazla da
olabilmektedir. Standartlarin diizgiin ¢alisip calismamasi yapilan ¢aligmanin kalitesini
gostermektedir. Real-Time PCR isleminden sonra standartlarin oranlar1 yiizde olarak

verilmektedir.

Tablo 4.5. Sonucglarin Kantitatif Degerlendirilmesi.

No. |Renk |isim Tipi Ct Hesaplanmis Hesaplanan
Kons. (copies/ul) |Kons. (copies/ul)

1 stl Standard 17,30 {200.000 193.715

2 st2 Standard 20,93 |20.000 18.544

3 st3 Standard 2427 |2.000 2.140

4 st4 Standard 27,59 200 249

3 st5 Standard 31,76 |20 17

6 | ] |Pozitif kontrol |Positive Control [17,03 231.073

7 B Negatif kontrol [Negative Control

Tabloda verilen Ct degeri iiriiniin ¢ogalmaya basladigi ve esik degeri gectigi
dongii sayisim ifade etmektedir. Real-Time PCR ile yapilan ¢alismada elde edilen
veriler igerisinde bize Onemli olan diger bir fayda da kopya sayilarini gorebiliyor
olmamizdir. Bu sayede Ornekteki parazit yiikiinii tespit etmis olmaktayiz. Ozellikle

Olimcil seyreden paraziter hastaliklarda ve/veya tedavi sonucunda ilaca yanit alinip
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almamadigim tespiti i¢cin parazitemi yiikli klinisyenler agisindan olduk¢a degerli bir
veridir.

Sekil 4.4. C. cayetanensis saptanan Real-Time PCR Calismas1 Siklus Egrileri.

06

05

Marm . Fluoro.

5 10 15 20 25 a0 35 40 45 S0
Cycle

Sekilde goriilen 52 ve 43 numarali hastalara ait egriler pozitif hasta olarak

degerlendirilmektedir.

Sekil 4.5. C.cayetanensis saptanan ¢aligmanin standart egrileri.

"
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52 ve 43 numaral hastalara ait kirmizi ile isaretlenmis yerler standartlar egrisi

tablosunda standart egri ¢izgisinin lizerinde bulunmaktadirlar.



Tablo 4.6. C. cayetanensis saptanan ¢alismanin kantitatif sonuglar.
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No. |[Renk |Isim Tip Ct Hesaplanmis Hesaplanan
Kons. (copies/ul) |Kons. (copies/ul)

11 | Il |43 Sample 32,86 37

13 52 Sample 32,00 63

17 | B |st2 Standard 22,20 20.000 24.297

18 st3 Standard 26,65 [2.000 1.626

19 st4 Standard 30,26 |200 180

20 | M |sts Standard 33,80 |20 21

21 | BB |st6 Standard 37,56 |2 2

22 | B8 |Pozitif kontrol |Positive Control |19,81 103.633

23 | B |Negatif kontrol|Negative Control

Tabloda ¢alisilan ve pozitif olarak tespit ettigimiz ornekler ile standart ve pozitif

ile negatif kontrollerimizin kantitatif raporu bulunmaktadir. 43 numarali 6rnekte 37 ve

52 numarali 6rnekte 63 kopya tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

C. cayetanensis’in insanda hastalik yaptig1 1979 yilinda Ashford tarafindan
ortaya cikarilmistir. Doksanli yillarin ortasinda Kuzey Amerika kitasinda salgmlar
yapmaya baslamasiyla 6nemli bir paraziter hastalik olmustur.

Bu arada kalan yillarda C. cayetanensis iyi taninmiyor olmasi, donemin popiiler
paraziti Cryptosporidium spp. ile ayni boyalarla boyanmasi, morfolojik ag¢idan
biiytikliikleri ve olusturduklar1 hastalik tablolar1 nedeniyle Cryptosporidium spp. ile
karistirilmasina veya rutin incelemelerde atlanmasina neden oldugu diisiiniilebilir. Bu
donemde bulunan parazitler i¢in bazi arastirmacilar bunlarin Cryptosporidum spp.
olmadigin1 yeni bir parazit oldugunu bildirmislerdir. Hoge ve ark. (92) 1993 yilinda 964
hastadan 108’in de, Bendall ve ark. (93) da ayni y1l koksidan benzeri organizmalarin
uzun siiren, siddetli diyarelere sebep oldugunu bildirmislerdir.

Cyclosporiasis tanisi i¢in genellikle Modifiye Ziehl-Neelsen veya Kinyoun aside
direnc¢li boyama yontemlerinden biri kullanilmaktadir (70). Her iki boyama yontemiyle
de ookistlerin yapis1 pembe, kirmizi veya renksiz olarak goriilebilmektedir. Ayrica
Safranin boyama yontemi de kullanilabilir. Galvan-Diaz ve ark. (94) tarafindan yapilan
arastirmada Safranin boyama ile modifiye aside diren¢li Ziehl-Neelsen boyama
yontemleri karsilastirilmigtir. Safranin boyamada duyarlilik %98, 6zgiilliik ise %100
iken, Modifiye Ziehl-Neelsen boyama yonteminde duyarlilik %98, 6zgiillik ise %90
olarak tespit edilmistir. Eberhard ve ark (95) ise her iki boyamanin da
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Ozgiilliik agisindan safranin boyamanin avantaj
saglamasina ragmen literatiirlerde aside direncli bir boyama yonteminin (Kinyoun veya
Ziehl-Neelsen) tercih edildigi goriilmektedir.

Jones ve ark. (96) 2004 yilinda yaptiklar1 bir arastrmada Amerika Birlesik
Devletlerinde 39 laboratuvarda 492650 diski incelendigini bunlardan 35544 tanesinin
C. cayetanensis slipheli oldugunu, yine bunlardan 29 tanesinin pozitif olarak
bulundugunu bildirmislerdir. Ayn1 arastirmacilar FoodNet adli bir laboratuar izleme
sisteminden aldiklar1 verilerde rapor edilen 142 C. cayetanensis olgusunun %69 unun
aside direncli boyama (Kinyoun veya Ziehl-Neelsen) ile, %15.5’inin lugolli,
%9.9’unun direkt preparatlarda, %7 sinin floresan mikroskobuyla, %2.1’inin Safranin

boyama ile tespit edildigini bildirmislerdir.
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Ulkemiz son yillarda cyclosporiasis i¢in endemik iilkeler arasinda gosterilmesine
ragmen tespit edilen C. cayetanensis sayisi diisiiktiir. Mundaca ve ark. (79) 2008 yilinda
PCR metodu ile direkt mikroskobi sonucglarini karsilastirmis ve PCR metodunun 2.2 kat
daha iy1 oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. Ayn1 zamanda kullanigh ve yararl bir teknik
oldugunu da belirtmislerdir. Lalonde ve Gajadhar (97) ise mikroskobik ¢aligmalarin
floresan mikroskobu ve modifiye aside direncli boya uygulamalarinda C. cayetanensis
icin deneyimli mikroskobistlere ihtiya¢ oldugunu belirtmislerdir. Ozellikle kontamine
olmus besinlerde mikroskobinin tiir tayini i¢in sporlanmay1 beklemek zorunda olmasi
PCR metodunun ise derhal hizli ve gilivenilir sonuglar vermesi nedeniyle
C. cayetanensis tanisi i¢cin daha uygundur.

Ayrica salgmlarda bulas sebebinin C. cayetanensis olabilecegi ve
cyclosporiasisin bulas yollarinin bulunmasi agisindan PCR metodu sik kullanilmistir.
Pieniazek ve ark. (98) ise molekiiler tekniklerin sporadik ve kiimelesen cyclosporiasis
olgularinda kullanilabilecegini belirtmislerdir. Shield ve Olson (99) 2003 yilinda
cevresel orneklerden C. cayetanensis’t PCR metodu ile gostermislerdir. Sturbaum ve
ark. (100) mikroskobi ve PCR metodu ile ilk kez C. cayetanenisis’in kontamine
sulardan insana gegebilecegini gdstermislerdir.

Hove ve ark. (101) seyahat sonrasi diyareye yakalanan hastalarda yaptiklari
molekiiler arastirmalarla intestinal parazitlerin arastirmasini yapmislar ve Real-Time
PCR yonteminin parazitler i¢in yiiksek duyarliblk ve Ozgiillige sahip oldugunu
belirtmislerdir.

Blans ve ark. (58) da Endonezya’da yasanan bir salginda Real-Time PCR
metodunu kullanarak C. cayetanensis tanisisnda 0.5 ookiste kadar tan1 koyabildiklerini
aciklamiglardir. Real-Time PCR ile pozitif olarak bulduklari hastalarin bir ¢ogunda
mikroskobik olarak negative sonu¢ aldiklarini bildirmiglerdir. Varma ve ark. (77) da
Real-Time PCR sonuclarinin mikroskobik sonuglara gore daha giivenilir oldugunu
belirtmislerdir.

Steele ve ark. (102) 2003 yilinda hastalig1 tespit etmek kadar ne ile ve nasil
bulasgtigimmin gosterilmesi i¢in hazirladiklar1 bir calisma diizeneginde literatiirlerde
salgin sebebi olarak gosterilen ahududu, feslegen ve mesclun cinsi marul 6rneklerini
PCR metodu ile incelemislerdir. Calisma sonucunda feslegende en az 10, ahudududa 40
ve mesclun cinsi marulda ise 400 ookiste kadar C. cayetanensis tespit edilebilecegini

gostermislerdir.
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Tiim diinyada diyarelere neden olan C. cayetanensis i¢in daha ¢ok cocuk
hastalarda, endemik bolgelere seyahat edenlerde ve HIV/AIDS hastalarinda goriildiigi
bildirilmektedir. Calismamizda bu gruplar i¢inde iilkemizde en az incelenmis olan HIV
pozitif bireylerde C. cayetanensis’in arastirilmasi amaglanmustir.

Pape ve ark. (86) 1994 yilinda 804 HIV pozitif diyareli hasta incelemisler ve
%I11’inde C. cayetanensis bulmuslardir. Kaminsky ve ark. 2007 (49) yilinda
Honduras’da 56 AIDS hastasinda iki C. cayetanensis olgusu tespit etmislerdir.

Chacin-Bonilla ve ark. 2006 yilinda (50) 103 HIV pozitif hastay: 76’s1 diyareli
ve 29 tanesi diyaresi bulunmayan olmak iizere iki gruba aywrmislar ve digkilarindan
hazirladiklar1 preparatlar1 Ziehl-Neelsen boyama yontemiyle boyamislardir. Diyaresi
bulunanlarda bes, bulunmayanlarda ise bir kiside C. cayetanensis tespit etmisler.

Saksinisampant ve ark. (103) 2009 yilinda Tayland’ta 90 HIV/AIDS kiside
C. cayetanensis tespit etmislerdir. Escobedo ve Nunez (104) 1999 yilinda yaptiklar1 bir
calismada 67 AIDS ve 136 HIV negatif iki grupta Ziehl-Neelsen boyama metodu ile
koproparasitolojik bir arastirma yapmislardir. Arastirma sonucunda AIDS olan iki (%3)
hastada C. cayetanensis tespit edilmistir. HIV negatif olan grupta ise C. cayetanensis’e
rastlanmamuistir.

Chacin-Bonilla ve ark. (33) 2001 yilinda diyareli 71 AIDS ve 132 cocuk hastada
Ziehl-Neelsen boyama metodu ile yaptiklar1 calismada ise AIDS hastalarinda yedi
(%9.8), cocuk hastalarda yedi (%5.3) C. cayetanensis saptamiglardir.

Brandonisio ve ark. (105) HIV pozitif 154 hastada 1999 yilinda Italya’da
yapilan bir ¢alismada C.cayetanensis varligina rastlanmamistir. Masucci ve ark. (106)
2008 yilinda immunsistemi saglikli bir kadinda hem Ziehl-Neelsen boyama ile
mikroskobik hem de PCR metodunu kullanarak ilk kez cyclosporiasis vakasini
bildirmislerdir. Yine Masucci ve ark. (107) 2012 yilinda Mayis 2006-Aralik 2008 yillar1
arasinda 5351 hastanmn digkisinda 594 parazite rastlamiglar. 594 parazit icinden yedi
tanesini de C. cayetanensis olusturmaktadir. Clarke ve ark. (108) 1996 yilinda
Ingiltere’de (UK) Ziehl-Neelsen boyama metodu ile 5374 hastadan dort tanesinde
(%0.07) cyclosporiasis olgusu bildirmislerdir.

Almanya’da 2002 yilinda bir lokantada belli bir zaman araliginda 26 klinik vaka
ortaya ¢ikmig ve bunlardan sekiz tanesi laboratuvarda cyclosporiasis tanisit almistir.
Bunun bir salgim oldugu hemen ortaya ¢ikarilmis ve yapilan caligmada Ddller ve ark.

(20) salginin salatadan kaynaklandigi bildirmislerdir.
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Ulkemizdeki vakalar 2000°li yillarin basinda artmustir. Yazar ve ark. (109) 2004
yilinda Tiirkiye’den toplam alt1 olgunun bulundugunu bildirmislerdir. Ulkemizde
taninmaya baslanmasiyla rutin c¢alismalarda da cyclosporiasis olgular1 artmaya
baslamistir. Degirmenci ve ark. (62) Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Parazitoloji laboratuvarinda 2007 yilinda inceledikleri 3925 digkinin 75 (%1,91) tane
cyclosporiasis vakasi tespit etmislerdir. Aksoy ve Tuncay (61) 2007 yilinda Dokuz
Eyliil Universitesinde koksidianlar iizerine ishalli 554 hastanm diskilarmi Kinyoun
boyama yoOntemiyle incelemis ve sadece iki hastada C. cayetanensis varligini
bildirmislerdir. 2008 yilinda Arslan ve ark. (63) Kars’ta 2-6 yas aras1 138 cocukta bir
cyclosporiasis vakasi bildirmislerdir. Cyclosporiasis olgularina ait epidemiyolojik
verilerin ililkemizde ve Avrupa’da artmasiyla C. cayetanensis taninmaya baslanmis ve
sayisinda artiglar ortaya c¢cikmustir. Buna ragmen teshisindeki zorluklar nedeniyle, bu
parazit siklikla g6zden kagabilmektedir (68).

Go6zden kagmasinin bir sebebi de C. cayetanensis immunsupresse hastalarda
oldugu kadar immunkompetant hastalarda da goriilmesidir (110,111). Ulkemizde
Sancak ve ark. (60) Ankara’da bes hastada, Cigek ve ark. (68) Diyarbakir’da diyareli iki
hastada, 2010 yilinda Eskisehir de (66) bir hamilede ve 2012 yilinda Avni ve ark. (112)
Van’da iki hastada cyclosporiasis olgusu tespit etmislerdir.

Cyclosporiasiste mevsimsel 0zellikler dikkat ¢ekicidir (5). Calismamizda Real-
Time PCR ile pozitif tespit ettigimiz iki hastanin 6rnekleri de Agustos ayinda alinmistir.
Omar M.A. (29) 1998 yilinda yaptig1 bir ¢alismada Kuzey Amerika’da tespit edilen
vakalarin en yiiksek Eyliil ayinda, Turgay ve ark. (72) Izmir ve cevresinde yaz ve
sonbahar mevsimlerinde, Ozdamar ve ark. (67) Istanbul’da 2006-2009 yillar1 arasinda
kurak ve sicak yaz aylarinda oldugunu géstermislerdir.

Zhou ve ark. (113) Cin’de yaptiklar1 ¢alismada cyclosporiasis vakalarinin en
yiiksek Temmuz, Kasim ve Agustos aylarinda, Bern ve ark. (114) Guetamala’da
yaptiklar1 calismada ise Mayis, Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda tespit edildigini
gostermiglerdir. Ancak literatiirlerde yalnizca Turgay ve ark. (72) 2012 yilinda
yaptiklar1 caligmalarinda en yiiksek pozitifliklerinin ki ve ilkbaharda ortaya ¢iktigimi
belirtmislerdir. C. cayetanensis sporlanma ihtiyaci olan bir parazittir ve bunun i¢in en
uygun mevsimler ilkbahar sonu yaz ve sonbahar baslaridir. Ancak ticareti yapilan
besinlerin 6zellikle seralarda kontamine su ile sulanmasi ve ortamlarinin sporulasyona

uygun olmasi sebepleriyle C. cayetanensis her mevsim goriilebilmektedir.
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Yaptigimiz calismada, aynm1 zamanda cinsiyet olarak anlamli bir fark olup
olmadigint da incelenmistir. Pozitif olarak tespit ettigimiz hastalardan ikiside erkekti.
Erdogan ve ark. (115) Izmir bolgesinde yaptiklar1 cyclosporiasis arastirmasimda
kadinlarda 19, erkeklerde ise 13 cyclosporiasis vakasi tespit etmislerdir. Koumans ve
ark. (84) tespit ettikleri 24 cyclosporiasis vakasindan 13l kadin, dokuzu erkektir.
Massoud ve ark. (116) 2012 yilinda Misir’da tespit ettikleri 12 diyareli, altist
asemptomatik olan 18 kisinin cinsiyetleri 13’1 erkek besi kadin olarak bildirilmistir.
Hastalik cinsiyet agisindan kadin erkek arasinda anlamli bir farka sahip degildir.

Calismamizdaki pozitif hastalarin yaslar1 34 ve 44’tiir. Venezuela’da yapilan
calismada tespit edilen cyclosporiasis vakalariin daha ¢ok 15 ve altinda etkili oldugu
bildirilmistir (33). Yetiskin HIV pozitiflerde 71 hastadan yedisin de g¢ocuklarda ise
132’sinden yedisinde C. cayetanensis tespit etmislerdir. Alakpa ve ark. (46) tespit
ettikleri 11 cyclosporiasis vakasinin yaslarinin 21-50 arasinda degistigini bunlarin yedi
tanesinin de HIV pozitif hastalar oldugunu gostermislerdir. Goriildiigii gibi hastalik yas
gruplar1 arasinda da anlamli bir farka sahip degildir.

Fransa’da 2007 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) HIV’in smiflandirilmasi ile
ilgili agiklamada bulunmustur. HIV ile iligkili belirtiler asemptomatik, hafif
semptomlar, gelismis (ileri) semptomlar ve siddetli semptomlar olmak iizere dorde
ayrilmistir. DSO’niin bu agiklamasma gére HIV pozitif bireyler %CD4+ miktarlarma
gore 11 ayliktan kiiclik, 12-35 aylik, 35-59 aylik ve bes yasindan biiyiik olmak iizere
dort siifa ayrilmistir (117).

Bizim hastalarimizin CD4+ sayilar1 287 ve 65°tir. Bu smiflandirmaya gore
hastalarimiz siddetli ve ileri semptomlar i¢eren grupta yer almaktadir.

Gupta ve ark. (118) 2008 yilinda Hindistan’da yaptiklar1 bir ¢alismada 113 HIV
pozitif kisiyi 34’1 diyareli ve 79’u diyaresi bulunmayan olarak iki gruba ayrilmis, 113
HIV negatif kisi de kontrol grubu olarak ¢alisma grubuna alinmistir. Koksidian tespit
edilen HIV pozitif hastalarda CD4 ortalamas1 186,3 olarak bildirilmistir. Kulkarni ve
ark. (119) yine Hindistanda 2009 yilinda tespit ettikleri cyclosporiasisli bir HIV pozitif
hastada CD4 sayisimi <200 olarak bildirmislerdir. Velasquez ve ark. (120) Arjantin’de
HIV pozitif cyclosporiasisli kronik ishali bulunan hastalarda CD4 sayisin1 yaklasik
olarak 100 oldugunu tespit etmislerdir. Kurniawan ve ark. (52) tespit ettikleri 12
cyclosporiasisli hastanin 10 tanesinin CD4 sayilarinin 200 den diisiik oldugunu

gostermiglerdir. Tania ve ark. (121) ise 1997 yilinda tespit ettikleri asemptomatik
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cyclosporiasisli bir hastada, CD4 sayisin1 414 olarak bulmuglardir. Assefa ve ark. (122)
HIV/AIDS hastalarinda yaptiklar CD4 sayilarinin degerlendirilmesinde CD4 sayisinin
200 ve altinda olan hastalarda parazitlerin bulunmasinin CD4 sayisina degil, diyare
olusturmasiyla ilgili oldugu belirtilmistir. Nitekim diyaresi bulunmayan HIV pozitif
hastalar parazit rastlanma orani daha fazla bulunmustur. Bu sebeple HIV/AIDS
hastalarinda, diyareli olan ve olmayanlarin da rutin olarak C. cayetanensis agismdan
arastirilmasinin, hastaligin klinik tablo olusturmadan O6nce tespiti ve tedavisine yarar
saglamaktadir.

Diski sekillerine gore inceleme yaptigimizda, her iki pozitif hastamizinda gevsek
diskis1 oldugu tespit edilmistir. CD4 sayismin diismesi firsat¢1 patojenlerden biri olan
C cayetanensis’in ¢ogalmasi icin 6nemlidir. Gongalves ve ark. (123) tespit ettikleri HIV
pozitif 17 cyclosporiasis vakasnda CD4 sayismin 73-295 arasinda oldugunu
bildirmiglerdir. C. cayetanensis buldugumuz hastalarin gerek CD4 sayilarinin
diistikliigii gerekse diyarelerinin bulunmasi nedeniyle yukaridaki kriterlere uymaktadir.
Bu calismada buldunan cyclosporiasis vakalarmin da benzer araliklara oldugu dikkat
cekicidir. HIV pozitif veya bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde CD4 sayisinda
disiikliigii ve diyarenin varlig1 cyclosporiasis’in erken belirtisi olabilecegi gz oniinde
bulundurulmalidir.

R.V. Tauxe (124) 1998 yilinda C. cayetanensis’in besinsel salgmlara neden
olabilecek patojen mikroorganizmalar arasmnda yer vermistir. Ulkemizde ilk
cyclosporiasis vakast 1998 yilinda HIV pozitif bir hastada ortaya ¢ikmustir (11). 2007
yilina kadar sporadik olarak gériilen cyclosporiasis, 2007 yilinda Izmir’de su kaynakli
bir salgina neden olmus ve Aksoy ve ark. (125) 191 hastada 15 cryptosporidiosis, yedi
hastada ise cyclosporiasis olgusu bildirmislerdir. Diinyada 2007 yilina kadar kadar
ortaya ¢ikan su kaynakli cyclosporiasis salginlari toplam alt1 tanedir (126).

Calismamiz smirli sayida bireyle yapilmis oldugundan dolayr pozitiflik
ylizdelerimiz diisiik oldugu disiiniilmektedir. Hastalardan {i¢ kez st iiste diski
almamamis olmasi, poliklinige kayithh hasta sayismin sinirli olmasi, ve kisith maddi
kaynaga sahip olunmasit sebebiyle pozitiflik oranlarimizin  disik oldugu
disiiniilmektedir. Ancak iilkemizde cyclosporiasis i¢in HIV pozitif bireylerde hem
mikroskobik konvansiyonel yontemlerin hem de Real-Time PCR metodunun

kullanilmasi acisindan ilk kez bir ¢galigma yapilmis olmasi nedeniyle kiymetlidir.
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Sonug olarak; C. cayetanensis su ile kontamine olmus besinlerle insanlara
bulasabilmektedir. Bundan dolay1 tanida hizli, gilivenilir bir yontem kullanilmasi
onemlidir. Klinik Orneklerde morfolojik benzerliklerden, ¢evresel Orneklerde ise
ookistlerin izolasyon sansmin az olmasindan dolayr molekiiler teknikler oOzellikle
Ozgiilliigiin ve duyarliligin artmasiyla tanida daha ¢ok tercih edilen bir yontem olarak
tercih edilebilmektedir.

Sanitasyon kosullarinin iyilestirilmesi, gida kontroliiniin artmasi ve 6zellikle ¢ig
yenen besinlerde hijyenin saglanmasi cyclosporiasis salginlarmin ortaya ¢ikmasmin
oniine gececektir.

Ulkemiz cyclosporiasis icin endemik bir iilke sayildigindan, klinik vakalarda
ozellikle bagisiklig1 baskilanmis ve uzun stireli ishali bulunan hastalarda mutlaka akla
gelmelidir. Sadece bagisikligi baskilanmis degil ayn1 zamanda bagisikligr saglikl
kisilerde, cocuklarda, yurt dis1 hikayesi bulunan hastalarda tekrarlayan veya uzun siireli
diyare ve karm agris1 sikayetlerinin mevcudiyetinde cyclosporiasis agisindan
laboratuvardan istek yapilmasi uygun olacaktir. Ulkemizde hem bagisiklik sistemi
saglikli hem de bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda cyclosporiasis agisindan
yapilacak biiylik Olcekli epidemiyolojik c¢alismalar desteklenmelidir. Laboratuvarda
C. cayetanensis tanis1 i¢in; daha hizli, etkili ve duyarli oldugu calismamizda ve
literatiirlerde goriilen PCR metodunun, mikroskobik yontemler ile birlikte tercih

edilmesi uygun olacaktir.
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FORMLAR

Tarih:
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU (BGOF)

Bu Sekillildigimiz ¢alisma bilimsel bir arastirma olup, aragtirmanin adi ““HIV (+)
Bireylerin Diski  Orneklerinde Cyclospora cayetanensis Varhgimn Cesitli Yontemlerle
Arastirilmast”dir.

Bu aragtirmanin amaci, HIV (+) bireylerde firsatgi patojen olarak hastalik yapan ve
ishale neden olan Cyclospora cayetanensis’in iilkemizdeki HIV (+) hastalardaki durumunu
ortaya koymaktir. Bu konuda iilkemize ait yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bunun igin ¢esitli
yontemler kullanarak etkenin varligini saptamayr amagladik. Bu c¢aligmayla sadece
konvansiyonel degil ayn1 zamanda molekiiler yontemlerle Cyclospora cayetanensis tanisimin
konulmas1 ve tanida kullanilan yontemler arasinda karsilastirma yapmaktir. Bu arastirmada
sizden sadece digk1 6rnekleri alinacaktir. Arastirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 100 olarak
planlanmustir.

Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk s6z konusu degildir.

Arastirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu durum
size derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in 0537 522 73 98 no.lu
telefondan ya da 32308 dahili no.dan Bio. Semih ALTIPARMAK ’a bagvurabilirsiniz.

Bu aragtirmada yer almaniz nedeniyle size higbir 6deme yapilmayacaktir; ayrica, bu
aragtirma kapsaminda yapilacak testler i¢cin sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik
kurulusundan higbir {icret istenmeyecektir. Bu arastirma Istanbul Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmektedir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglidir. Arastirmada yer almay1
reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi
bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir.

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile
kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik
kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulagabilir.

Calismaya Sekillilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan Once goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari arastirictya sordum, yazili
ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Calismaya
Sekillilmay isteyip istemedigime karar vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar
altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden gegirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda
arastirma yiriitiiclisiine yetki veriyor ve s6z konusu arastirmaya iliskin bana yapilan Sekillilim
davetini hi¢bir zorlama ve baski olmaksizin bilyiik bir goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

Bu formun imzali bir kopyasi1 bana verilecektir.

Goniilliiniin,
Adi-Soyadi:
Adresi:
Tel.-Faks:
Tarih ve Imza:

Aciklamalari yapan arastirmacinin,
Adi-Soyadi:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:
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