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1. GIRIS VE AMAC

Cryptosporidiosis etkeni Cryptosporidium tibbi ve veteriner 6neme sahip
protozoon bir parazit olup insaninda dahil oldugu c¢ok sayida omurgalida
gastrointestinal sikayetlere neden olmaktadir. Yirmi tiir ve atmistan fazla genotipe
sahip oldugu belirtilmis genus icerisinde Cryptosporidium muris (C. muris) ilk olarak
1910 yilinda Tyzzer tarafindan farelerde tanimlanmis ve iki y1l sonrada C. parvum tarif
edilmistir. Ancak, 1970 yilina kadar insanlarda gastointestinal hastaliklarla iligkisinin
oldugu saptanamamistir (1, 2). Sonraki yillarda yapilan c¢alismalarda ise
cryptosporidiosisin, saglikli  bireylerde genellikle kendiliginden gecebilen
gastrointestinal semptomlara, immun sistemi baskilanmis hastalarda da yasami tehdit
eden siddetli diyareler yaninda solunum sistemi enfeksiyonlarina neden olabildigi
goriilmiistiir (3).

Genus Cryptosporidium; Plasmodium, Toxoplasma, Isospora, Sarcocystis,
Cyclospora ve Babesia gibi insan i¢in énemli parazit protozoonlarin bulundugu bir
filum olan Apicomplexa (Sporozoa)’nin bir iiyesidir. Bu filuma ait diger iiyeler gibi
Cryptosporidium’da seksliel ve aseksiiel evreleri iceren kompleks bir yasam
dongiisiine sahiptir ve bulasici evreleri filum isminin tiirevlendigi karakteristik apikal
komplekse sahiptir (2).

Crytosporidium tlrlerinin memelileri, kuslari, siirtingenleri, kurbagalar1 ve
baliklar1 enfekte ettigi gosterilmistir (4). Insanlar1 en fazla enfekte eden iki tiir C.
hominis ve C. parvum’dur. Bu iki tiir arasinda C. hominis yalnizca insanlarda
goriiliirken C. parvum insanlar yaninda birgok hayvanda da saptanmistir (2). Bu iki
tiire ek olarak C. meleagridis, C. cuniculus, C. felis, ve C. canis gibi tiirlerde
insanlardan izole edilmistir (5).

Insanlarda, cryptosporidiosis jejenum ve ileum bélgelerinin enfeksiyonu ile
seyretmekte olup bu durum iki hafta siiresince devam eden sulu ishallere neden
olmaktadir (6). Kendiliginden iyilesmenin kural oldugu ve etkili spesifik bir terapotik
ajanin bulunmadig belirtilmistir (7). Bunun yaninda bir yas iistii cocuklarda ve immiin
sistemi  baskilanmis olanlarda cryptosporidiosis  tedavisinde nitazoxanide
Onerilmektedir (5).

Enfeksiyon, insandan insana, hayvandan insana, yiyecek ve suyoluyla ookistlerin

alinmasiyla bulasmaktadir. Cryptosporidium ookistleri morfolojik olarak diizgiin,



kalin duvarli ve renksizdir bunun disinda sporiile oldugunda igerisinde ¢iplak dort
sporozoit iceren yuvarlak veya oval bir goriintiisii vardir. Biiyliklik olarak
bakildiginda ise tiirler arasinda degiskenlik goriilmekle birlikte 6rnek olarak, C.
parvum'un ookistleri 4.5 x 5.0 pm’dir (2).

Cryptosporidiosis son zamanlarda bir¢ok iilkede su kaynakli hastaliklarin baginda
gosterilmekte ve bulas yolu olarak igme sular1 ve ylizme havuzlart sorumlu
tutulmaktadir. Igme suyu ile Cryptosporidium arasindaki iliskinin ortaya ¢ikarilmasi
sonucunda Ingiltere’de ve Amerika’da bilim insanlar1 immiin sistemi baskilanmis
olanlara igme sularin1 kaynatip i¢gmelerini tavsiye etmeye baslamiglardir (7).

Diger taraftan Cryptosporidium’un diinya ¢apindaki insidansi iyi bilinmemekle
birlikte diistik gelirli tilkelerde bes yas alt1 ¢ocuklarda siddetli ishallere neden olan
major etken olarak tanimlanmaktadir (8). Gastroenteritli hastalarda, Avrupa ve Kuzey
Amerika’da %1-%4, Afrika, Asya, Avusturalya, Giiney ve Merkez Amerika ise %3-
%20 arasinda goriildiigii belirtilmistir. HIV pozitif hastalarda Cryptosporidum
prevalansina bakildiginda da Avrupa ve Amerika’da %3-%4, Brezilya’da 9%3.5-
%22.4, Afrika’da ~%50 ve Asya’da%3.6- %4.3 arasindadir (5). Tiirkiye’de yapilan
caligmalara baktigimizda da ¢esitli hasta gruplar1 arasinda Cryptosporidium spp siklig
%0 ile yaklasik olarak %35 arasinda degismektedir.

Insanlarda Cryptosporidium spp. tanist i¢in halen altin standart olarak kabul
edilen bir tam1 yontemi bulunmamaktadir. Bu sebeple rutin tanida birden fazla yontem
kullanilarak en dogru sonuca ulagilmaktadir. Cryptosporidiosis tanisi i¢in rutin olarak
diski, balgam ve safra Orneklerinde; mikroskopik, diski kiiltiirii, antijen saptama,
flowsitometri ya da DNA saflagtirma yontemleri kullanilmaktadir. Genelde 6zel
boyalar ile yapilan boyama teknikleri iceren mikroskobi baki ile tanimlama yontemleri
ve antijen arama yaygin olarak tek yada birlikte kullanilmakla, salginlarin oldugu
durumlarda enfeksiyon sebebinin saptanmasinda ve tlir ayriminin yapilmasinda
molekiiler yontemler devreye girmektedir (3).

Bir¢ok calismadan elde edilmis prevalans degerleri kullanilan tan1 yontemine,
calismaya dahil edilen hasta sayisina, hasta grubuna ve cografik bolgelere gore
degisiklik gostermektedir. Ayrica Tiirkiye’de yapilan caligmalardan elde edilen
prevalans degerleri sonucglarinin da tek bir digk1 6rnegi incelemesi ile genellikle bir,

daha az siklikla iki yontemin kullanilmasiyla ortaya ¢iktigi goriilmiistiir. Bu durum



saptanan prevalans degerlerinin dogrulugunda sapmalara neden olmaktadir. Bu
gerekgelerle tez calismamizda her bir ishalli hastadan tani i¢in alinan digki 6rneginin
Cryptosporidium spp varligmin iki tan1 yonteminin (modifiye kinyoun asit-fast
boyama ve ELISA) bir arada kullanilmasi arastirilmistir. Bu sayede; ishalli hastalarda
cryptosporidiosis siklig1 dogru bir sekilde ortaya ¢ikarilabilecek, her bir yontem ile
saptanan pozitiflik degerleri karsilastirilarak kullanilan yontemlerin birbirlerine gore
uistiinltikleri saptanacaktir. Sonug¢ olarak cryptosporidiosis tanisi i¢in izlenilecek bir

yol haritas1 6nerilecektir.



2. GENEL BILGILER

Cryptosporidium spp, insanlar1 ve bliylik bir omurgali ailesinin solunum ve
sindirim sistemindeki epitellerin mikrovilliislerine intraseliiler ve ekstrastoplazmik
yerlesim gosteren, zoonotik dneme sahip protozoonlardir (3). Cryptosporidium spp.
ookistleri, 4-6 mikrometre (um) capinda koksidian bir protozoon olup zorunlu hiicre
i¢ci parazitidir. Cryptosporidium spp. , hem immiinkompetan kisilerde hem de
immiinsupresif olan kisilerde enfeksiyon olusturmaktadirlar. Saglikli bireylerde
asemptomatik enfeksiyon veya kendiliginden iyilesen ishallere neden olurken,
immiinsupresif kisilerde agir seyirli ve kronik ishallere, safra, pankreas ve solunum

yolu enfeksiyonlarina sebep olabilmekte ve hastalik 6liimlede sonug¢lana bilmektedir

).

2.1. Tarihce

Cryptosporidium spp. ilk kez 1895 yilinda Clarke tarafindan fark edilerek “ fare
midesinin epitelleri lizerindeki spor kiimeleri” olaraktan Tyzzer tarafindan 1907
yilinda tanimlamistir ve 1910 yilinda ise Cryptosporidium muris olarak ism, cins ve
de tir olarak tarif edelmis ve evrimini acgiklanmigtir. 1912 yilinda ise
Cryptosporidium parvum kesfedilmisdir. Oncedende bilinen coccidia parazitlerinin
tersine ookistlerinin i¢inde bulunan sporozoitler ve bunlar1 saran sporokistlerinde
olmayis1 sebebiyle Cryptosporidium lar (gizli sporokist) olarak adlandirilmistir (3, 9).
1976 yilinda Cryptosporidium ile ilgili ilk insan olgusu bildirilmistir. Ishal sikayeti
olan 3 yasindaki kiz ¢ocugunda ve sonra da immunsiipresyon olusturan ilaglar
kullanmus bir ¢iftcide goriilmiistiir ve tespit edilen ilk olgu bir ¢iftlikteki hayvanlardan
ortaya cikan  enfeksiyonla es zamanli olarak tespite dilmistir. Bu sebeple
cryptosporidiosisin zoonotik bir hastalik olabilecegide diisiiniilmiistiir. 1981 ve 1982
yillarinda’da AIDS’li hastalarda Cryptosporidium spp. enfeksiyonlari tespit edilmis ve
siddetli gastroenterite sebep oldugu bildirilmistir. Bu bireylerde ortaya ¢ikan uzun
siiren, zayiflama, sikliklada bol sulu ishal, gibi belirtilerin oldugu enfeksiyonun firsatg1
bir patojen olarak degerlendirilmesi gerektigi de diislinliilmiistiir. Sonraki yillardaki
yapilan caligmalarda ise turistlerde, hayvan bakicilarinda ve bagisiklik sistemi saglam

bireylerde bile salginlarin sebebi oldugu bildirilmistir (3, 10-12).



2.2. Taksonomi

Cryptosporidium, Apikomplexa subesinin bir iiyesi olan Cryptosporididae
ailesine aittir. Son zamanlardaki filogenetik ¢alismalar Cryptosporidium’un
cocsidiyandan ziyade gregarinlere daha yakin oldugunu gostermektedir.
Cryptosporidium, Sporozoa sinifi, Coccidia alt sinifi, Eucoccidia takimi, Eimerina alt
takimi, Cryptosporidiidae ailesi mensubu bir protozoondur (12). Cryptosporidium’un
arastirmalar sonucunda belirlenmis smiflandirilmast Tablo 1’de ayrintili olarak
verilmistir (13).

Farkli konaklardan izole edilen Cryptosporidium tiirlerinin sporozoit antijenleri ve
ookist duvan karsilastirilarak incelenmis ve tiirler arasinda tespit edilen farkliliklar
gosterilmistir (13).

Cryptosporidium tiirleri; morfolojileri, konak O6zgiilliikleri, konakta yerlesim
yerleri ve son yillarda yaygin olarak kullanilan molekiiler yontemler ile belirlenen
molekiiler 6zelliklerine gore isimlendirilmistir. Bugiline kadar bu cinse ait farkli
omurgali konaklarda parazitlenen 16 ayr1 tiir tanimlanmustir (14).

Cryptosporidium tiirlerinin aralarinda bulunan iligkinin ortaya ¢ikarilmasi ancak
molekiiler biyoloji alaninda ortaya ¢ikan yenilikler ve bu alandaki uygulamalar
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), western-blot, random amplified polymorphic
DNA (RABD) gibi tetkikler ile mimkiin olmustur. Heatschock protein 70kDa
(HSP70), small subunit ribosomal RNA (ssTRNA) ve aktini kodlayan genlerin biitiin
elde edilen Cryptosporidium tiirlerindeki varlig1 tespit edilmis olup ilgili genlerdeki
genomda 400-500 baz ciftindeki bir bolgede yerlestikleri anlagilmigtir(15). Memelileri
enfekte eden C. parvum tiiriiniin ookistlerinde bulunan sporozoitlerin ¢esitli niikleik
asit ve enzimlerini (18 ssrRNA ve HSP70 gibi)kodlayan genlerin molekiiler
analizlerine gore konakta adapte olmus yedi farkli genotipinin bulundugu

bildirilmistir(16).



Tablo 1. Cryptosporidium spp. siniflandirilmasi (13).

Siniflandirma | isim Biyolojik ozellikleri

Alem Animalia

Sube Protista Tek hiicreli canli, 6karyotik

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

Stmif Sporozoa Seksiiel ve aseksiiel iireme, Ookist olusturma,
hiicreye giren parazitin kayma kontraksiyon
seklinde hareketi gibi 6zellikleri vardir.

Alt simif Coccidia Biyolojik yollar1 merogoni, gametogoni ve
sporogoni olarak seklilenir. Hiicre icinde Seksiiell
faz gergeklesir.

Takim Eucoccidia Merogoni evresi vertebrali konakta olur.

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

Aile Cryptosporidiidac Konak stireci hiicrenin ylizey membraninda
monoksen gelisimi s6z konusudur. Ookistler
sporokistleri icermezler, ¢iplak dort sporozoit
icerir. Mikrogametlerde flejella bulunmaz.

Cins Cryptosporidium




Molekiiler ¢alismalarin son zamanlarda hiz kazanmasi, Cryptosporidium spp.

taksonomisi ve tiirlerin ayiriminda yararli olmustur(10, 17).Ozellikle PZR-RFLP ve

sekans analizi gibi yontemlerle tiir ayrimi yapilabilmektedir(18, 19). Spesifik gen

bolgelerinin PZR ile ¢ogaltilmasi ile parazitin bulas yolu ve biyolojik ozellikleri

hakkinda daha fazla bilgi edinilmistir (20, 21). Bu molekiiler yontemlerden elde edilen

veriler kullanilarak Cryptosporidium tiirleri yeniden degerlendirilmis ve su an i¢in 26

farkli tiirtin oldugu anlasilmistir(22). Bu tiirlerden altis1 insan cryptosporidiosis

olgularinin en yaygin etkenleridir. Bu tiirler sirasiyla; C. hominis, C. parvum bunlar

C. meleagridis izler, bazen de C. cuniculus, C. felis ve C. canis goriiliir.

Tablo 2. Tanimlanan Cryptosporidium tiirleri(9).

Cryptosporidium tiirleri Konak Yerlesim yeri
Cryptosporidium andersoni Okiiz, Inek Mide
Cryptosporidium baileyi Hindi Kloak, bursa

Cryptosporidium canis

Kopek, Insan

Ince bagirsak

Cryptosporidium felis Kedi, Insan Ince bagirsak
Cryptosporidium galli Kuslar Proventrikiiliis
Cryptosporidium hominis Insan Ince bagirsak
Cryptosporidium meleagridis Kanatlilar, Insan Bagirsak
Cryptosporidium molnari Balik Mide
Cryptosporidium muris Kemirgenler, Insan Mide
Cryptosporidium parvum Gevis getirenler, Insan Bagirsak

Cryptosporidium saurophilum

Kertenkele, Yilan

Intestinal ve kloak
mukoza

Cryptosporidium serpentis

Yilan, Kertenkele

Mide

Cryptosporidium suis

Domuz, Insan

Ince bagirsak

Cryptosporidium wrairi

Kobaylar

Ince bagirsak

Cryptosporidium bovis

Gevis getirenler

Ince bagirsak

Cryptosporidium scophithalmi

Balik

Bagirsak




2.3. Morfoloji ve Evrimi

Cryptosporidium spp’nin gelisimi midede ve bagirsakta epitelyum hiicreleri
firca kenarlar1 i¢cinde olur. Hiicredeki gelisim yerinden dolayr hiicre i¢i yerlesim
gosteren baska parazitler den ayrilirlar. Diger parazitler hiicrelerin sitoplazmasinda
yerleserek Cryptosporidium tiirleri hiicrelerin ekstrastoplazmik alanina yerleserek
sirastyla eseyli ve eseysiz tirerler. Yasam siklusunu tek bir konakta tamamlar(23, 24).
Cryptosporidium spp. ookistleri 4-6 um ¢apinda, kalin bir duvarla ¢evrilmis, sferik ve
icerisinde dort sporozoit bulunan yapilardir ve sporokistleri bulunmamaktadir.
Sporozoitler rhoptri, mikronem ve yogun graniiller igeren, konak hiicreye invazyonu
saglayan apikal kompleks ad1 verilen bir organele sahiptir. Hareketli sporozoitler ince
bagirsak epitelyum hiicrelerinin ylizey reseptorlerine parazitlerin bazi baglari (gp900,
CP47, Cpg40/15 gibi) ile baglanirlar. Baglanma sonrasi parazitler aktin
polimerizasyonuna neden olur ve ince bagirsak epitel hiicre membraninda bir ¢ikinti
olusur. Bu membran sporozoiti sarar ve epitel hiicresinin mikrovillus tabakasinda
parazitofor vakuolii meydana getirir (25, 26).

Yasam dongiisii memelilerde enfeksiyona neden olan Eimeria ve Isospora gibi
diger koksidian parazitlerin yasam dongiilerine benzerlik gostermektedir.
Cryptosporidium tlrleri, aseksiiel (sizogoni, merogoni) ve seksiiel (gametogoni,
sporogoni) dollenme sekillerinin degisimi ile karekterize yasam dongiisiinii tek bir
konakta (monoksen) tamamlar. Yasam dongiisii memelilerde enfeksiyona neden olan
Eimeria ve Isospora gibi diger koksidian parazleritlerin yasam dongiilerine
benzerlikler gostermektedir. Buna gore baslica alti gelisim evresi bulunmaktadir:

Ekskistasyon, merogoni, gametogoni, dollenme, ookist ve sporogoni donemi (24, 27).



. Sneiisi(24).
Sekil 1. Cryptosporidium spp.’nin yasam dongiisti(24)
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Sekil 2.Cryptosporidiumun yasam dongiislinde ookistlerin gelisim evreleri(28).
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2.3.1. Ekskistasyon Donemi

Cryptosporidium spp.’nin digki ile atilan sekli, enfektivite kazanmis ve
sporlanmis ookist formlaridir. Ookistlerin enfekte olmus konaktan atilmasi, sindirim
yoluyla konak hiicreye alinmasi ve normal sartlar altinda ince bagirsakta acilmasi ©’
ekskistasyon’’ evresi olarak adlandirilir (23). Diskiyla atilan ookistler, kalin duvarls,
2-6 um capinda olup, ookistlerin i¢cinde dort sporozoit, zara bagl kiirecikler ve bir cok
kiiciik tanecikler igerirler. Cryptosporidium ookistleri yiyecekler, igecekler veya bazi
farkli  ¢evresel etkenler ile agiz yoluyla, konjuktiva ile veya inhalasyon ile
alinabilmektedir (29).

Kistin acilmasinda rol oynayan faktorler arasinda cesitli proteolitik enzimler,
pankreatik enzimler, viicut 1s1s1, safra tuzlari, ve sindirim sisteminde bulunan degisik
indirgeyici etkenler sayilabilir. Oral yolla alinan ookistlerin uygun konaklardaki

sindirim yolunda agilirlar ve sporozoitler ookistlerden disariya salinirlar (23, 30).

2.3.2. Merogoni Donemi

Konak hiicre yiizeyine tutunan sporozoit ilk once apikal kompleksi araciligi ile
ozellikle de mikronem kaynakli olarak membran eritici faktorii salgilar. Boylece konak
mikrovilluslarin ve membrani ile kendisini sararak koruma alani olusturan vakuolii
olusturur. Etkene intraseliiler fakat ekstrasitoplazmik bir konum kazandiran bu yap1
“parazitik vakuol’’olarak adlandirilir (29, 31). Vakuol igerisinde yuvarlaklasip
trofozoit halini alan protozoon eseysiz olarak (merogoni=sizogoni) ¢ogalarak tip I
merontlar1 olusturmaktadir. Sizogoni sirasinda trofozoitin ¢ekirdegi ard arda iki veya
tic kez boliinerek 6-8 cekirdekli sizontu olusturur. Takip eden dénemde her bir
cekirdek, sizont duvarinda farkli kisimlardan disa dogru evagine olur. Boylece kendi
plazmasina kavusur ki sonugta merozoitler sekillenmis olur (32). Sekillenen
merozoitler konak hiicreyi parcalayarak barsak liimenine dokiiliirler ve civardaki
tahrip olmamis saglam hiicrelere tutunurlar (31). Merozoitler burada yeni bir sizogoni
asamasina girerek ya tip I ya da tip II sizontlar1 olustururlar. Her iki sizontun da
olusumu ayni tarzda gerceklesir. Ancak, tip I sizonttan alti ila sekiz merozoit
sekillenirken tip II sizonttan sadece dort merozoit olusur. Bu noktadan itibaren, Tip I
sizontlardan olusan merozoitler konaktaki yeni hiicreleri enfekte eder ve tekrar bir

merogoni baglatirlar. Cryptosporidiosiste, 6zellikle de immunstipresif hastalarda, Tip 1



12

sizont olusumunun siirekli tekrart s6z konusu olabilmektedir ki persistensligin

temelinde yatan ana etkenin de bu oldugu bildirilmektedir (29).

2.3.3. Gametogoni Donemi

Sizogoni doneminde tip-II Merontlarin igerisinde bulunan doért merozoit,
hiicrenin parcalanmasiyla serbest kalarak yeni konak hiicrelerine yerleserek eseyli
ireme fazi olan gametogoniyi bagslatmaktadirlar. Gametogoni ile birlikte bu
merozoitler, mikro veya makro gametositlere, daha sonra da mikro ve makrogametlere
dontigmektedirler (9). Her bir mikrogamonttan kamg¢isi bulunmayan onalti
mikrogamet ve her bir makrogamonttan da sadece bir makrogamet meydana

gelmektedir (33).

2.3.4. Fertilizasyon Donemi
Yasam dongiisiindeki dordiincii evrede, bagirsak liimeninde serbest halde
bulunan ve ince yapi, kamgisiz ve 0.4-0.5 pum biiyiikliigiinde mikrogametlerden

birisinin, 4-6 um biiyiikliiglindeki makrogameti dollemesi ile zigot olugsmaktadir (34).

2.3.5. Ookist Donemi

Bu donemde zigot ookist duvariyla ¢evrilir , bu duvar iki veya ti¢ farkli tabakanin
birlesmesiyle olusur (35). Cryptosporidium'un ookist duvari kimyasal ve mekanik
etkilere kars1 direnglidir. Ookistin elektron mikroskobu ile fark edilebilen en biiyiik
ozelliklerden biri, ookistin duvarinda bulunan ve ookistlerin yaris1 veya iicte birlik
kismini ¢evreleyen ince bant seklindeki bir yapinin varligidir. ince bagirsaklarda
sporozoitler bu yapidan disar1 ¢ikar. Ookistin igerisinde sporokistler bulunmaz, sadece
dort sporozoit bulunur (23, 36). Duvarin dis tabakasi asidik 6zellikli glikoproteinlerin
filamentleriyle kaplidir. Orta kisimdaki ise mikobakteriyel lipidleri ve balmumuna
benzer sert kompleks lipitler iceren tabaka mevcuttur. icteki tabakada ise
glikoproteinlerden olugsmustur. Hiicre duvarida yiiksek oranlarda lipid igermesi, karbol
fuksinle boyandiktan sonra asit alkol dekolorizasyonundan etkilenmeme 6zelligi

kazandirir (23).
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Resim 1. Cryptosporidium spp’nin Ookisti (100X, modifiye asit-fast boyama)

-‘h

2.3.6. Sporogoni Donemi

Ookistlerin igindeki sporlanmayla dort enfektif sporozoit (4.9x1.2um
boyutlarinda, ¢ekirdeklerinin tigte birlik arka boliimiindedir ve hiicrenin geperi ise 50
nm kalinliga sahip, renksiz ve diizgiindiir) meydana gelir (9, 37). Cryptosporidium
spp’nin eseyli iiremesi ile elde edilen iki farkli ookist olusumu gozlenir. Olusan
ookistlerin yaklasik%?20’si ise ince duvarli, %80’1 kalin duvarlibir yap1 gosterir.
Ceperleri ince ookistlerin igerisinde dort adet sporozoit bulunur. Bu ookistlerin
konagin bagirsak bosluguna atilmalar1 ile bagirsagin igerisinde agilirlar. Bagirsakta
serbest hale gelen sporozoidler ise yeni epitel hiicrelerinin i¢ine yerlesirler ve konakta
meydana gelmis olan enfeksiyonun devam etmesinden sorumludurlar (32). Kalin
ceperli 2. tip ookist yapilari ise sporlanirlar sonrasinda konagin digskilamasiyla disari
atilmisolurlar ve boylece konaktan konaga bulasma meydana gelir. Bu ookistler hem
dis oto enfeksiyon ile hem kisiler arasi direkt temas ile hem de yiyecek ve igeceklerle
oral yoldan almirlar ve bu sekilde parazit insanlar arasinda bulagma gosterir. Sonug
olarak bulas fekal-oral yol ile ara konaga gerek kalmadan gerg¢eklesmektedir. Bu

ookistler iklim ve ¢evre sartlarina uzun siire dayanabilirler (38, 39).
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2.4. Epidemiyolojisi

Cryptosporidiosis zoonotik bir enfeksiyon olarak , diinya genelinde bir dagilim
gosterir. Insana bulasmasinda besi hayvanlarin ve evcil hayvanlarinm, 6zellikle de
buzagi diskisinin rolii biiyiliktiir. Enfekte insan ve hayvanlarin diskilart ile atilan,
direncli ookistler ile Cryptosporidium spp. bulasi gerceklesir (40, 41). Insandan insana
bulas da olmaktadir. Insanla arasindaki kontaminasyon fekal-oral veya anal-oral
olabilmektedir. Ozellikle hastanelerde ve gocuk bakim evlerinde ortaya ¢ikmis olan
salginlar insandan insana bulagin 6nemini gosteren énemli olaylardandir. Giliniimiizde
Cryptosporiosis bir turist hastalig1 etkeni olarak da bilinmektedir (42, 43).

Cryptosporidium ookistlerinin sicakta ve 6zellikle nemli hava ile beraber dogada
yogunlugunun artis1 ile birlikte, Cryptosporidium enfeksiyonlar1 da artig
gostermektedir. Ookistlerin yagislar ile ve iklim degisikligi durumunda, karada ve
suda bulunmasi ya da inaktive olmasindaki siirecin ilerleyecegi diisiiniilmektedir.
Bir¢ok bilim adamlarinca Cryptosporidiosisin 1slak ve 1lik mevsimlerde goriilen bir
hastalik oldugunu belirtmiglerdir. Mevsimlere gore yagisin bol olmasi,
cryptosporidiosisin igme sularinda ve diger gidalarda bulas riski artirmaktadir.
Ulkemizde ise insanlardaki Cryptosporidiosis sikliginin baharda artarak, Eyliil ve
Ekimde en yliksek goriilme sikligina ulastig1 bildirilmistir (44-46).

Yiyecekler de , igceceklerde ve gevresel etmenlerde protozon olarak adlandirilan
parazit grubundan olan Cryptosporidium spp.’nin inaktivasyonun da cesitli
yontemler kullanilmistir. Filtrasyon ,isitma, sogutma, 1sinlama, ¢oktiirme, UV 1s1g1,
ses dalgalar1 ve yiiksek basingi igeren bu fizik kuvvetlerinin parazitlerin yer
degistirmesini veya hayatta kalmalar1 iizerinde etkili oldugu bildirilmektedir (47).
Bulagma sebebi olan ookistlerin gliniimiizdeki dezenfektanlara, sicak, nem ve soguga
direng gosterirler. Birgok arastirma bu ookistlerin %50 derisik amonyak veya %10’ luk
formol gibi kimyasal ¢ozeltilerde 30 dakikada, ayrica 60 °C’da ve iizeri sicakliklar da
yada -20 °C sicaklik ve 30 dakikada inaktive olduklar1 belirtilmistir (9).
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Sekil 3. Cryptosporidium ookistlerinin bulagima kaynaklari(27, 48).

CRYPTOSPORIDIUM OOKISTLERININ BULASMA YOLLARI

.
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Arastirma ve yontemlerdeki farkliliklar nedeni ile sonuglarin karsilastirilmasi zor
olsa da diyarelilerde, az gelismis iilkelerde, 6zellikle 2 yasin altindaki ¢ocuklarda,
beslenme bozuklugu olanlarda, evcil hayvan besleyenlerde, sicak ve nemli
mevsimlerde enfeksiyonun daha sik oldugu bildirilmektedir. Enfeksiyona yakalanma
riskinin bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde CD4 sayis1 ile dogru orantilt oldugu,
enfeksiyon riskini ¢esitli sosyal ve davranigsal faktorlerin de arttirdigi bildirilmistir.
Avrupa’da  yapilan ¢ok merkezli bir arastirmada, cryptosporidiosisin
homoseksiiellerde ilag bagimlilarina gére daha sik goriilmesi; ABD’deki benzer bir
caligmada ise, enfeksiyona HIV enfeksiyonunu cinsel yolla alanlarda diger yollarla
alanlara gore daha fazla rastlanmasi seksiiel davranis ile cryptosporidiosisin yakin
iliski i¢inde oldugunu diistindiirmiistiir. Diger bir ¢alismada ise kdpek sahibi olmanin
HIV olgularinda enfeksiyon riskini arttirdig1 gozlenmistir (9).

ABD'de 400. 000 kisi bir kaynak suyundan enfekte olmustur. Su kaynakli
meydana gelen epidemi sebepleri arasinda; parazitin igme suyu filtrelerinden

gecebilmesi, kaynak sularindaki prevalansinin yiiksek olmasi, klorlamaya direng
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gostermeleri ve Parazitin ¢ok az sayida olmasi bile enfeksiyon sebebi olabildigi
gosterilmistir. Bu sebeple giiniimlizde hala su aritmada teknik yetersizlikler ve
cryptosporidiosisli olgularin igme suyundan ve yiizme havuzu sularindan salginlarin
gelistigi bildirilmistir (41, 49).

Cryptosporidium infeksiyonlari, alti iizerinde atmistan cok {ilkede teshis
edilmistir. Yapilan ¢alismalarda az gelismis {ilkelerdeki prevalansin daha yiiksek
oldugu bildirilmistir. Kuzey Amerika ve Avrupa gibi iilkelerde oran %1-3 iken, daha
az gelismis Asya“da %5, Afrika“da ise %10 olarak bildirilmistir(49). Ayrica son
yillarda organ nakli alicilarinda C. parvum'un hastalik nedeni oldugu bildirilmis olup,
bunun cevresel sartlardan kazanilabilecegi diisliniilmiistiir (50). Cryptosporidium
infeksiyonlar1 igin risk faktorleri su sekilde siralanabilir: Igme suyunun yeterince
aritilmis ve hijyenik olmamasi, yeterli olmayan kanalizasyon sistemleri gibi kot
hijyenik kosullar, veteriner hekimlik, hayvancilikla ugrasma ve laboratuvar
faaliyetleri gibi mesleki faktdrler, immun sistem yetmezligi, epidemik bdlgelere
yolculuk, infekte kisilerle yakin temas, toplu yasama, yetersiz beslenme, 0-4 yas arasi
veya atmig yas uistli olmak bu hastalik i¢in risk faktorlerini olusturur (49, 51, 52).
AIDS’li hastalarda parazitin prevalansi ile ilgili yapilan calismalarda; ABD’de
AIDS’li 9182 hastanin %3.6” sinda cryptosporidiosis tanist almig, 174 AIDS’li
cocugun ise %5. 1’1 cryptosporidiosisli olarak tespit edilmistir (53). Kiiba’da yapilmis
bir caligmada diski 6rnekleri incelenmis ve AIDS’li 67 hastanin %]11.9’unda,
Zambia’da diskilar1 incelenmis olan 63 AIDS’1i hastanin %32’sinde, Zaire’de ise 106
kronik ishalli AIDS hastasinin %21’inde, Brezilya’da AIDS’li 131 hastaninda
%19.1’inde ve Veneziiella’da AIDS’1i 29 hastaninda %41.3’linde cryptosporidiosis
saptanmustir (9, 51).

Tiirkiye’de yapilan g¢alismalarda degisik oranlar tespit edilmistir. Adana'da
diyaresi olan c¢ocuklarda %8.20, saglikli c¢ocuklarda ise 9%4.08 olarak
bulunmustur(11). Mersin'de 4 ilkdgretim okulunda, 8-12 yaslarindaki ¢ocuklardan
toplanmis 72 diski numunesinin 4'tinde (%35) cryptosporidiosis tanis1 konmustur.
Elazi1g'daki bir arastirmada ise, 0-5 yas grubu immiinsiipresif olmayan ishalli 417 olgu
ele alinmis ve 19'unda (%4) Cryptosporidium spp. ookistleri goriilmiistiir (11, 36, 54).
Konya’da yapilmis olan bir calismada 250 bireyin diski o6rneklerinin %1.6’s1

cryptosporidiosis tanisi almistir (55), Sivas’da yapilmis olan bir ¢alismada 110 bireyin
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disk1 numunesinin %11.8’ide cryptosporidiosis tanis1 almistir (56). izmir’de 600 0-6
yas aralifindaki cocuk hasta ile yapilan calismada ise, cocuklarin %0.1’inde
Cryptosporidium ookistleri goriilmiistiir (57). Ankara’da Onkoloji hastanesi’nde 106
neoplastik hastayla yapilan arastirmada %16.9’unda Cryptosporidium ookistlerine
rastlanmistir (58). izmir’de Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hemodiyaliz Unitesinde
yapilmis bir arastirmada, 46 bobrek yetmezlik hastasinda %30. 4 oraninda
Cryptosporidium ookisti saptanmistir (59). Eskisehir’de 0-6 yas grubu diyareli 607

cocugun diski 6rnekleri incelenmis ve %3.6’sinda pozitif bulunmustur (45).

2. 5. Patogenezi

Cryptosporidium tirleri, sindirim kanalindaki tiim dokulara yerlesebilmekte,
fakat en agir enfeksiyon, etkenin jejenum bolgesine yerlesmesi sonucunda ortaya
cikmaktadir (35, 60). Cryptosporidium spp.’nin neden oldugu enfeksiyonda, patolojik
bulgular ile ilgili yapilmis bir ¢ok caligma bulunmakla beraber parazitin hastalik
olusturma mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamistir (19). Etkenin bagirsak
epitelinde fonksiyon degisikligine neden oldugu ve ayni derecede bagirsaga ait ayni
yapiylr ve sinir sistemini de etkiledigi, fazla sayidaki parazit invazyonunun
mikrovilliislarda  fonksiyon  bozukluguna yol actigt  bilinmektedir (61).
Cryptosporidiosis de diyarenin nedenleri arasinda ince bagirsaklardaki enterositlerin
agir hasar1 veya oliimii, villiis atrofisi ve lamina propriadaki hiicresel enflamasyon rol
oynamaktadir. Enfekte epitelyum hiicrelerinden sitokinler (TNF-a, IL1, ILS)
salgilanarak enflamatuar ve bagisik sistem hiicreleri bu bolgede toplanmaktadir. Epitel
hiicrelerinden prostoglandinler (PGE2), enflamasyon hiicrelerinden P maddesi gibi
noropeptidler salinir. Bunun sonucu olarak Na+ emiliminde azalma, epitelyal
permeabilitesinde ve Cl- sekresyonunda artis nedeniyle ishal ortaya ¢ikmaktadir(34,
62).Prostoglandinler Na+ azalmasina aracilik ederken Cl- sekresyonunu, TNF-a ise
prostoglandinlerin iiretimini uyarirlar (63). Bununla iliskili olarak cryptosporidiosisli
AIDS olgularinda serum sitokin diizeyleri ile semptomlar arasinda bir korelasyon
bulunmazken, prostoglandin inhibitdrlerinin cryptosporidiosis semptonlarimi ortadan
kaldirmada etkili olmadig: bildirilmistir (64). Robinson ve ark.’lar1 C. parvum ile
enfekte goniilliilerde diyarenin siddeti ve durumu ile néropeptid P maddesi arasindaki

korelasyonu gostermistir (9, 64).
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C. parvum’un patolojik degisiklikler olusturabilme yetenegi ile ilgili hiicre
kiiltiiriinde yapilan arastirmalarda, parazitin niikleer kondansasyona ve DNA
fragmantasyonu ile karakterize apoptozise neden oldugu ortaya konmus ve
enfeksiyonun birinci giiniinde gozlenen bu apoptik degisikliklerin bir proteaz olan

caspase aracilifi ile gelistigi tespit edilmistir (61, 65).

2. 6. Iimmunolojik ve Antijenik Yapisi

Cryptosporidium spp. sebep oldugu enfeksiyonlardan korunmada hem humoral,
hem de hiicresel immunitenin rol aldig1 belinmektedir. Cryptosporidium ookistleri ile
enfekte olmus bireylerin serumlarinda IgM, IgG ve IgA tipi antikorlar bulunmaktadir.
Immiinsiipresif olan hastalarda ise uzamis ve daha agir enfeksiyonlar vardir.

Cryptosporidiosis enfeksiyonuna kars1 gelisen ilk immun yanit, T-lenfositlerin
artmasi sonucu olusan barsak inflamasyonudur. Ayrica interlokin-8, interlokin-12 (IL-
12), TNF-a ve IFN-y gibi sitokinler de artis da goriilmektedir (66, 67). IFN-y’nin
barsaklardaki salinimi, ookistlerin disar1 atilmalarinin  kontrol edilmesinde yer
almaktadir. IFN-y tedavisi ile barsak epitel hiicreleri aktive edilerek ve enfeksiyonu
kismende olsa temizleyerek etki ettigi bildirilmektedir. Ayrica IL-12 ise IFN-y’y1
barsak epitelinden salinimini uyararak ¢ok onemli bir etken oldugu ve inaktive
edildiginde ise kronik enfeksiyona sebep oldugu bildirilmektedir (60, 68, 69).

CD4 T lenfositleri (Sitotoksik T hiicreler) ve IFN-y cryptosporidiosisin

lyilesmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Cryptosporidiosisin kontroliinde, CD4 sayis1
onemlidir. Ciinkii CD4 sayis1 180 hiicre/mm3°den daha yiiksek oldugunda AIDS
hastalarinda enfeksiyon kendi kendini sinirlarken, 100 hiicre/mm?®’iin altinda
oldugunda enfeksiyonun kroniklestigi, 50 hiicre/mm®’iin altinda ise fulminan
enfeksiyon tablosunun gelistigi bildirilmektedir (66, 68-70).
Cryptosporidium enfeksiyonlarinda olusacak reenfeksiyondan korunmada spesifik
antikorlari baglica rol oynadig diisiiniilmektedir. Cryptosporidium ile enfekte olmus
insanlarda parazite karsi antikorlar iiretilmektedir. Enfeksiyonda ilk dnce IgM,
ardindan IgG antikor yanit1 olugsmakta, IgG seviyesi ise birka¢ ay i¢inde azalip daha
sonra yillarca pozitif kalabilmektedir. Ayrica IgA ve IgE antikorlarinda da artig
olmaktadir (19, 60, 66).
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2.7. Klinik

Cryptosporidium tiirlerinin insanlarda enfeksiyon olusturabilmesi i¢in gerekli
ookist sayisinin 10°dan az oldugu bildirilmistir (71). Enfeksiyonun kulucka siiresi 2-
21 giin arasinda degismektedir (72). Insanlarda enfeksiyon siddetini belirleyen en
onemli faktor hastanm immunitesidir. immiinsupresif ve immiinkompetan bireylerde
en onemli belirti ishaldir. Digskinin sulu gériiniimiinde oldugu, mukuslu olabildigi fakat
kan ve lokosit icermedigi bildirilmektedir. Daha az siklikla goriilen belirtiler ise
bulanti, kusma, karin agrisi, halsizlik, istahsizlik ve bas agrisidir (37, 70, 73, 74).
Immiinkompetan kisilerde cryptosporidiosis genellikle iki hafta kadar siirmekte ve
sonrasinda ishal sikayetinin kendiliginden iyilestigi goriilmektedir. ishalin yaninda
istahsizlik, kilo kaybi, karin agrisi, bulanti-kusma, halsizlik ve hafif derece ates
gozlenebilir (20, 60, 72, 75).

Immiinsupresifkisilerde enfeksiyon bir iki haftalik ishalden, kroniklesen ve hasta
yagamini tehdit eden koleraya benzer bir klinige kadar degisebilmektedir.
Cryptosporidiosis; AIDS, kizamik gibi bazi viral hastaliklar, gamma globiilinlerin
diistligii hastaliklar, kemik iligi hastaliklari, bobrek yetmezligi olan hastalar, karaciger
nakli olan hastalar, insiiline bagiml1 diyabet hastalar1, 16semi ve diger kanser tedavisi
uygulanan kisilerde siddetli semptomlar olusturur. Bu tiir hastalarda diyare iki aydan
daha uzun siirebilmekte, enfeksiyonun devam ettigi siirece siddetli dehidratasyon,
diskiyla ookistlerin atilmasi, malniitrisyon ve kilo kayb1 goriilmektedir (28, 37, 60).
CD4 hiicre sayist >180 hiicre/ml oldugu AIDS’li kisiler cryptosporidiosis’i kismi hafif
gecirirken, 100 hiicre/mm3’iin altinda enfeksiyonun kroniklestigi ve hastaligin inatci
bir durum aldig1 bildirilmektedir (10, 72, 76). Bu tiir hastalarda bagisiklig1 baskilayan
nedenlerin ortadan kaldirilmast durumunda tedavide basar1 saglanabildigi
bildirilmistir (32). Hastalarda sivi kaybi ¢ok asir1 olup, giinlik 3 ila 6 litreyi
bulmaktadir, hatta bazi hastalarda ise giinliik 17 litrelik bir siv1 kayb1 olabilmektedir.
Cryptospordium genellikle barsaklara yerlesmesine ragmen, immiinsupresif hastalarda
barsak disinda (mide, pankreas, safra kanallari, bobrek, solumum sistemi) farkl

organlarda da goriilmektedir (21, 31, 77).
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2.8. Laboratuvar Tam

Cryptosporidium tlrlerinin tamis1 digki, balgam ve safra orneklerinde ¢esitli
yontemler kullanilarak yapilmaktadir. Cryptosporidiosis tanisi ig¢in ilk baslarda
bagirsak biyopsinde C. parvum’un gelismesi evreler halindegosterilerek konulmus ve
parazitin intraselliiler ve ekstrasitoplazmik yerlesim gosterdigi ortaya ¢ikmustir (24,
78).

Cryptosporidium ookistlerinin saptanmasinda kullanilan baglica yontemler;
direkt mikroskopi yontemi, serolojik yontemler, molekiiler yontemler, histopatolojik

yontemler ve kiiltiir yontemleridir.

2.8.1 Direk mikroskopi yontemi

Cryptosporidium spp.’nin sebep oldugu enfeksiyonlarda, klinik olarak kullanim
kolaylig1 ve kesin sonuglarin elde edilmesi goz Oniine alindiginda, diski ile disari
atilan ookistin tespit edilmesi oldugu gosterilmektedir (79).

Enfekte konaklarim digkilarinda etkeni Ornekte yogunlastirmak amaciyla
gelistirilmis yontemler arasinda; Sheather’in yiizdiirme yontemi, formol-etil asetat ve
formol-etil sedimantasyon yontemleri, Percoll-sukroz yontemi, doymus sodyum
kloriir ylizdiirme ve doymus ¢inko siilfat teknikleri, Diyaliz ile prufikasyon, Demir I11
siilfat flotasyonu, Immunomagnetik separasyon (IMS) yontemi ve cam ¢ubuk siitun
prufikasyonu sayilabilir. formol-etil asetat ve formol-etil ¢oktiirme yontemleri ile
Sheather’in yiizdiirme teknigi en sik kullanilan konsantrasyon teknikleri arasindadir.
Coktiirme teknikleri uygulanirken baska parazitleri ¢oktiirmekte kullanilabilen
santrifiij hizlar, Cryptosporidium spp’nin kiiclik yapidaki ookistler i¢in yeterince hizl
olmayacagindan, Cryptosporidium’un ookistleri tespit edilmek istendiginde 1000-
1500 rpm’de iki dakika siiresince santrifiijii yapilmalidir (78, 80, 81).

Toplanmis digki oOrnekleri, serum fizyolojik(SF) damlatilmig lam {izerinde
kanstirilarak direkt taze baki preparati olusturulur ve x10 ve x40 objektifler ile
incelenmektedir. Taze digki veya yiizdiirme teknigi ile ¢oklastirilmis disk1 6rnekleri
differensiyel interferens kontrast veya faz kontrast ile nativ olarak incelendiginde
ookistlerin tespit edilmesi miimkiin olmaktadir. Cryptosporidium’un ookistlerinin
mikroskobik olarak incelenmesi esnasinda mayalarla benzer yapilar gostermesi

nedeniyle, hazirlanan boyasiz preparatlar parazitin taninmasini zorlastirmaktadir.
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Bundan dolay1 hazirlanan preparatlarinin boyama yontemiyle incelenmesi tanimlama
yapilmasini kolaylastirmaktadir. Bu boyama yontemleri arasinda modifiye asit-fast
sicak boyama yontemi, kinyoun asit fast boyama yontemi, Akridin orange (AO),
Floresan boyama (Auramin-rhodamine (AR), Auramin-fenol floresans, Auramin-
karbol fuksin), safranin-metilen mavisi ve Giemsa, karbolfuksin, nigrosin boyama
yontemleri sayilabilir (29, 31, 32, 82, 83).

Modifiye ziehl neelsen boyama yontemi ile boyanmis olan preparatlarda
Cryptosporidium spp. ookisti yesil zeminde, kirmizi-pembe bir renk ile
gozlenebilmektedir. Bakteriler, mantar sporlari, fekal kalintilar ve diger asit fast
0zelligi olmayan yapilar mavi renkli goriiliirler. Karsit boya olarak metilen mavisi
kullanilmissa, Cryptosporidium spp. ookistleri kirmizi, mayalar mavi renkte boyanir
(79, 84).

Safranin-metilen mavisi ile boyanan preparatlarda Cryptosporidium spp.
ookistlerin rengi kirmizi-turuncu, seffaf bir hale ile ¢evrili olarak fark edilirken, fekal
kalintilar ise mavi renkte gozlenir. Dolayisiyla safranin-metilen mavisi yontemiyle
boyanan preparatlarda Cryptosporidium spp. ookistlerin tanisin1  oldukga
kolaylagtirmaktadir. Bu yontemin dezavantaji ise ookistin i¢ yapisinin iyl
secilememesi ve boyanmanin etkenin tiimiinii kapsamayabilmesidir (39).

Karbol fuksin boyama yonteminde Cryptosporidium spp. ookistleri diizgiin
duvarl ,siddetli 1s1k kiric1 6zellikte olan ve oval bir objektif ile gozlenirken, zemini
kirmizi renkte boyar. Karbol fuksin boyamada x40 objektifle bakilarak mikrometrelik
oynamalar sonucunda, Cryptosporidium spp. ookistlerin i¢inde kirmizi renkte kalintil
halinde sporozoitler fark edilmektedir (85, 86).

Negatif boyama yontemlerinden nigrosin boyama, bakteriler ile zemin yesil renge
boyanirlarken, Cryptosporidium spp. ookistleri ile mantar sporlar1 boya almamaktadir.
Bundan dolay1 bu boyama yonteminde ookistler ile mantar sporlar1 ayirt edilebilmesi
deneyim gerektiren bir istir. Benzer sekilde karbol fuksin ve metilen mavisi-eozin
boyama yontemlerinde de, nigrosin boyamaya benzer bir durum vardir ve ortamda
bulunan renk kontrastinda bir yetersizlik vardir ve buda ookistlerin taramasinin
yapilabilmesini zorlastirmaktadir (39).

Giemsa boyama yontemi, kolay uygulanan ve hazirlanmis olan preparatlarin uzun

siire saklanabildigi bir boyama yontemidir. Fakat giemsa boyama teknigi ile hazirlanan
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preparatlarin renk kontrastinin ¢ok zayif olmasindan dolay1r Cryptosporidium spp.
ookistlerini digskidaki bulunabilen diger sporlardan ve mikroorganizmalardan ayirt

etmede zorluklar goriilmektedir (58).

2.8.2 Serolojik yontemler

Cryptosporidium spp. ookistlerinin tanimlanmasinda serolojik yontemler olarak
direkt immunfloresan antikor (DFA), indirekt immuntfloresan antikor (IFAT), ELISA
ve hizli tani kistleri ticari olarak kullanima sunulmustur (77, 87).

Cryptosporidium spp.’nin ylizey antijenlerini saptayabilen DFA yoOntemi ,
modifiye asit-fast boyama yontemine gore daha yiiksek duyarlilik (%99) ve 6zgiilliige
(%100) sahip olmasi sebebiyle en sik tercih edilen referans yontemidir . Bu tam
yonteminde taranacak materyal lam iizerine yayma yapilarak fiske edilir ve fluorescein
isothiocyanate (FITC) ile isaretli monoklonal antikorlar kullanilir.

Stipheli antijenlerin bu isaretlenmis monoklonal antikorlarin olusmasina sebep
olmus olan antijjenler olup olmadig1 arastirilir. Floresan mikroskopuyla
Cryptosporidium spp. ookistlerin varliginin arastirildigr bu teknikte hem konsantre
edilmis hem de konsantre edilmemis digski Orneklerine uygulanabilmektedir. Bu
testlerin kullanilis1 kolaydir ve tecriibeli teknisyen gerektirmezler ve zaman kaybina
yol agmazlar. Bireysel laboratuvarlarda da kullanilabilirler (88, 89).

IFA yonteminde, ookistlerin yapilarinda bulundurduklari antijenik yapilarin ,
floresan boya ile isaretlenmis monoklonal antikorlarla baglanmasi temeline dayanir.
Bu teknik diger protozoonlar, helmintler ve enterikbakteriler ile capraz reaksiyona
sebep olmayisiyla ve ¢ok az parazit ookistler igeren diski orneklerinde bile
uygulanabilmesi ¢ok 6nemli bir avantajidir (90). Bundan dolay1 IFA teknigi hastaligin
erken donemlerinde tanimlanmasinda ve asemptomatik olan tasiyicilar belirlemede de
spesifik bir yontemdir. [IFA yonteminin 6zgilligii oldukga yiiksek ve asit fast boyama
yontemlerinden daha duyarli 6zelliktedir. Fakat bu yontemin pahali olmasi ve de
uygulanmada floresan mikroskobu gerekmesi bu yontemin dezavantajlaridir (78, 91).
Floresan boyalar ile boyanmis preparatlar floresan mikroskobu kullanilarak x100
objektif taramasinda, ookistlerin siyah zeminde yuvarlak-oval, sferik yapida ve
boyanin yapisina gore sari-turuncu ve elma yesili rengi ile kolay bir sekilde fark

edilebilirler. Fakat ookistlerin bir ¢ogunun yeterli derecede iglerine boyay1
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alamamalar1 ve yapilarinin bozulmus olmasi gibi nedenler ile ookistlerin i¢ yapilarinin
yeterince  gorilememesi ve yontemin kalite kontrol zorlugu teknigin
dezavantajlarindandir (92, 93).

ELISA yontemi tan1 amagli ilk 1980 yilindan sonra kullanilmaya baslamistir, bir
hemaglutinasyon plaginin ¢ukurunda olusturulmus antijen-antikor kompleksinin
lizerine, enzimle igsaretlenmis anti-insan IgM, IgG ve diger antikorlarin konulmasi ve
substratta eklenmesi ile pozitif orneklerde renk olusumunun goriilmesi temeline
dayanan ve paraziter enfeksiyonlarin tanimlanmasinda kullanilan  giivenli bir
yontemdir. ELISA yontemi bagka bazi yontemlere goére hem kolay, hem de hizl
uygulanabilir bir yontemdir (9, 91). ELISA testinin duyarliligi %94, 6zgilligi ise
%100°diir. ELISA, hem kolay hem de hizli1 uygulanabilir. Fakat glinlimiiz teknolojisini
gerektirdiginden ve pahali olmas testin dezavantajlaridir (91).

Cryptosporidium spp, G. Intestinalis, Entamoeba histolyticave E. histolytica’nin
ayr1 ayr1 veya beraber EIA teknigi ile 15 dakika icinde degerlendirilebildigi hizli tan1
testleri de vardir. Bu tani testlerinin en onemli 6zellikleri kisa siirede, kolay
uygulanabilmeleri ve yine kisa silire iginde sonucu verebilmeleridir. Bu testlerin
uygulanmalarinda herhangi bir araca veya ekipmanlara gereksinim yoktur ve oda

s1sinda 1.5-2 yil saklanabilirler (77).

2.8.3 Molekiiler yontemler

Molekiiler yontemlerden Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR), Cryptosporidium
spp.’nin klinik ve subklinik tiim olgularda ve c¢evresel kaynaklardan tespit edilmesi
amaciyla giinlimiizde sik kullanilan bir tanimlama yontemdir. PZR ile 6rnegimizdeki
tek bir ookisti bile belirlenebilmekte iken, bu sayr mikroskopla preparatlarin
taramasinda 1 gram (gr.) materyalde 10.000 - 500.000 etkene ihtiya¢ vardir. PZR ile
yapilan identifikasyonda, oOrnekte bulunabilen birgok tiir taranabilmektedir ve
kullanilan diger yontemlerinde duyarliligimin kontrol edilebilmesi miimkiin
olabilmektedir(31, 83).

PZR i¢in immunsiipresif hastalar, yiliksek risk tagiyan bireyler veya hayvanlardan
Cryptosporidium ookistiyle kontamine hale gelmis diski Ornekleri secilir. Bu
numunelerden ookistler ayristirilarak alinarak ookistlerin DNA' lar1 elde edilir. Elde

edilen DNA'lar, PZR yontemi ile RNA'nin 18s'lik gen bolgesinde bulunan
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Cryptosporidium un tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilir. PZR yontemi ookistlerin
tanimlanmasi, yapilmis tanimlamayr dogrulama ve tiir diizeyinde ayrimini
yapilabilmek i¢in bir basamak olarak son yillarda giderek daha sik kullanilan bir
yontem halini almistir. Genellikle PZR analizi laboratuvarlarda deneyim sahibi
personellerin gerekli oldugu bir yontemdir. Diski numunesinde etkenin teshis
edilmesinde PZR analizinin rutin olarak kullanabilmesi i¢in olusabilecek
kontaminasyonun riskini ortadan kaldirmak ve 6rnekten ookistlerin saf bir sekilde
0zenle izole edilmesi gerekmektedir (39).

PZR yontemi salginlara sebep olan parazitin tiirlinii saptanabilmesi i¢in de iyi bir
alternatif olmaktadir. S1ivi numunelerdeki ookistlerin tanimlanmasi konusunda ELISA
yontemine gore 103-104 kat daha duyarl bir yontem olan PZR, artik baska tanimlama
yontemleri karsisinda yerini almis en degerli alternatiftir ve Ozelliklede etkenin
hibridizasyonu sonucu olusan iiriinlerin hedef alindig1 PZR yontemleri, IFA teknigine
kiyasla ¢cok daha etkili olmaktadir. PZR teknigi kotii kosullar altinda muhafaza
edilmis, donmus veya i¢inde ¢ok az etkenin bulundugu 6rneklerin tanimlanmasinda

dahi kolay kullanilanilabilen en uygun teknik durumundadir (94-96).

2.8.4 Histopatolojik yontemler

Histopatoloji yontemler 6zellikle 1980°den once siklikla Cryptosporidium “un
tanimlanmasinda kullanilabilen tek yontemdi. Barsaklardan alinan biyopsiler ile
mikrovilluslarin kenarlarina yapigmis kiigiik ve yuvarlak ookistleri aranir. Bu teknikte
eozin ve hemotoksilen gibi boyalarla boyanarak c¢esitli donemlerindeki
Cryptosporidium spp.’lerin teshisi yapilabiliyorsa da, bu yontemin tiir identifikasyonu
i¢cin yeterli sonuglar alinamamistir. Bunun yani sira hem invaziv girisim gereksinim
olmast hem de alinan biyopsi parcasi i¢in hizli fiksasyona ihtiya¢ duyulmasi, pahali
olmasi ve uygulanmasi i¢in fazla zaman gerektirmesi gibi nedenlerle giiniimiizde de

artik ¢cok kullanilmamaktadir (35).

2.8.5 Kiiltiir yontemleri
Cryptosporidium spp.’nin konak hiicredeki gelisimi ilk olarak 2004’te
tanimlanmistir. Bu da Cryptosporidium tanimlamasi i¢in arastirmalarda bircok

gorlsiin kolay bir sekilde arastirilabilecek 6nemli bir adim olmustur. Mevcut yapilan
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konak hiicre kiiltiirlerinde Cryptosporidium’un gelisim evrelerini tespit etmek
miimkiindiir; fakat ¢ok kiigiik boyutlarda gercgeklestigi icin yapisinin tam olarak
tanimlanabilmesi zordur. Kiiltiirler, 37 °C sicaklikta ve %5°1ik karbondioksitli ortamda
48-72 saat inkiibasyona birakilir ve sonrada c¢ikarilir. Cesitli floresan boyama
teknikleri islemlerinde ise 37°C sicaklikta 6 giin inkiibasyon yapilir (97).

C. muris i¢in en ideal kiiltliriin dogal enfeksiyon karakterlerine de uygun olarak insan
mide adenokarsinom hiicre kiiltiiri oldugu ve bu kiiltiirde C. parvum’u da

iretebilmenin miimkiin oldugu ifade edilmistir (98).

2.9 Tedavi

Cryptosporidiosisli hastalarin  tedavisinde destek tedavi uygulamalarindan,
kemoterapoétiklerden , antiviral tedaviden ve immunoterapiden faydalanilabilmektedir.
Cryptosporidiosis karst pek cok farkli tedavi yaklasimi s6z konusu olsa da heniiz
spesifik belli bir tedavi bulunmamaktadir (31).

Cryptosporidiosisli hastalarin tedavisinde destek tedavi sodyum, potasyum,
bikarbonat ve glukoz iceren siv1 ve elektrolit replasmani icermelidir. Nisasta bazli oral
rehidratasyon soliisyonlar1 glukoz bazli soliisyonlardan daha diisiik osmolariteli
kaloriler saglar ve ¢ogu vakada tercih edilir. Cryptosporidiosis nitrusyonel durumu
kotiilestirdigi i¢in malnutrisyon ortaya ¢ikar ve boylece cryptosporidiosisi daha da
agirlagir (99, 100). Malnutrisyon immun sistemi de bozar ve enfeksiyona ¢ok duyarl
bireyler ortaya ¢ikarir. Diger taraftan yeterli hidrasyon, ishalden dolay1 azalmis veya
kaybolmus 6nemli elementlerin replesman1 mukozal fonksiyonu tamire yardim eder,
immun cevabi arttirir ve mukozal hasari takiben intestinal mukozal bariyeri onarmaya
yardim eder. Bu nedenle nutrisyonel destek ishal tedavisinin 6nemli bir parcgasidir.
Infantlar genellikle anne siitii ile beslenmeye devam etmelidir. Yetiskinlerde laktozsuz
diyet semptomlar1 iyilestirebilir, matiir epitelyal hiicreler boyunca villus ug¢larinda
iretilen laktaz hastalik seyri sirasinda kaybolabilir. Son bilgiler intestinal epitel
hiicreler i¢in 6nemli bir enerji kaynagi olarak glutamini isaret etmektedir. Ciinkii
glutamin bagirsakta hizli bir sekilde azalir, alanyl-glutamin gibi formulasyonlar
glutaminin daha saglikli bir kaynagini temin eder. Caligmalar sivi absorbsiyonunun

genellikle alanyl-glutamin formlarinda glutamin destegi ile arttirilabildigini gosterir

(101).
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Cryptosporidiosis tedavisinde giiniimiize dek pek ¢ok ilag denenmistir. Bunlarin
icinde en ¢ok denenen ilag spiramisindir (102). Cryptosporidium spp. bulunan
bebeklerde spiramisin verilerek diskilama miktarinin 6nemli derecede azaldigini, fakat
olusan ila¢ yan etkileri sebebiyle ilag kesilmesi ile birlikte ookistlerin atilimi tekrardan
arttigin1 bildirmislerdir. Cryptosporidium spp. tedavisi i¢in kulanilabilen bir bagka
ilag, aminoglikozid grubundan olan antibiyotik paromomisin'dir. Cryptosporidium
spp. ile enfekte olmus bes AIDS hastasina paromomisin verilmesi ile beraber hasta
bireylerdeki ishal ve diger olusmus belirtilerinde azaldigi bildirilmis ve ¢ ila alt1 ay
sonra hastalarda tekrardan bu belirtilerin olustugu bildirilmistir (103). Bir diger
antibiyotik azitromisin (makrolid grubu), Cryptosporidium spp. ile enfekte olmus
AIDS hastalarina giinde 1000 mg olacak sekilde iki doz iki ila dort hafta siireyle
verildiginde de hastalarda diski miktar1 ve sikliginda azalma oldugu, fakat bu
hastalarinda ookistleri ¢ikarmaya devam ettikleri belirtilmistir (104).

Nitazoksanid (NTZ, genis spektrumlu thiazolid grubu) cryptotosporodiosis
tedavisinde denenmis, ii¢ giin boyunca giinde iki kez 100 mg nitazoksanid tedavisi ile
HIV negatif ¢ocuklarin %56“sinda klinik ve parazitolojik diizelme saglanirken, HIV
pozitif ¢ocuklarda bu ilag etkisiz kalmistir (106). NTZ’nin baska bir arastirmada,
AIDS’li olgularda ookist atilimini ve digkilama sayisin1 6nemli dlgiide azalttig
gorilmistir (105).

Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmus olgularda yiiksek doz ve uzun siireli
tedavilerde NTZ ile klinik semptomlarin diizeldigi ve diskida ookistlerin kayboldugu
ve parazitolojik diizelmenin hizlandig: bildirilmistir (106).

Cryptotosporodiosis  enfeksiyonunlarinda ishalin siddeti ve siiresi konagin
immunitesiyle yakindan iligkili oldugu anlasilinca, immunolojik yontemlerde
tanimlama amacli denenmeye baslanmistir. Bazi olgularda immunsiipresyon olusturan
ilaclarin kullaniminin kesilmesi ile enfeksiyonun tamamen iyilestigi gézlemlenmistir.
Bu nedenle cryptosporidiosisli 7 HIV(+) hastada C. parvum ile kullanilarak bagisik
saglanmis buzagilarin lenf diigiimiindeki hiicrelerden elde edilen l6kosit ekstresi agiz
yolu ile verildiginde, hastalarin altisinda kilo almis ve barsak hareketleri de azalmistir
ve besinde ise digki ile ookist atilimi durmustur (107).

Immun yetmezligi olan hasta grubunda temelde kullanilabilen ilaglar; immun

sistemi diizenleyicilerden ( Interldkin 2, hiperimmiin kolostrum, bovin transfer faktor),
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antimikrobiklerden  (spiramisin, paramomisin, nitazoksanid, azitromycin,
roksitromisin, letrazuril, maduramycin, lasalocid, aprinocid) ve antidiyareiklerden
(maduramycin, morfin siilfat, maduramycin, difenoksilat) tedavi amaciyla

kullanilabilmektedir(108).

2.10 Korunma

Cryptosporidium enfeksiyonlarini kontrol altina almak i¢in de ¢evrede bulunan
bu ookistlerin yayilliminin 6nlenmesi 6nemlidir. Cryptosporidium ookistleri dis
ortamda uzun siire canli kalabilirler. Ookistler ¢evre kosullarina ve dezenfeksiyon
islemine dayaniklidir. -20 °C’de 72 saat dondurmak veya 45 °C-55 °C’de 20 dakika
1sitma islemi ookistlerin enfektivitelerini azaltir veya yok eder (37).

Ellerin uygun sekilde yikanmali, havuz sularimin yutulmamasina 6zen
gosterilmeli, insan ve hayvan kaynakli digkilar ile direkt temasin kesilmeli, igme
suyunun giivenli olmasi icin gereken tedbirler alinmalidir (21, 60). Laboratuvarlar,
hastaneler, giindiiz bakim evleri gibi toplu yasam alanlarinda genel hijyenik kurallara
dikkat edilmesinin 6nemli oldugu bildirilmektedir. Enfekte bireylerle temasin
azaltilmasi, enfekte atiklarin uygun sekilde imha edilmesi, siipheli kontamine sularin
kullanilmadan 6nce kaynatilmasi gibi tedbirler faydalidir (70, 109).

Enfeksiyonun 6nlenmesinde igme suyunun aritilmasi en énemli tedbirlerdendir.
Enfekte olmus hayvanlarin digkilari, yagmur ve kar sulariyla nehirlere kadar ulasir su
kaynakli bulaslara sebep olmaktadir. Evlerde kuyu suyu kullanimi veya yagislarin
etkisiyle yiizey sular1 kontamine oldugunda , sularin filtrasyonu olduk¢a 6nem kazanir
(20, 110). Cryptosporidium ookistleri ¢ok sayida kimyasal dezenfektana direngli
oldugundan enfeksiyon kontrolii i¢in dezanfektanlarin kullanimi sinirlidir (68, 70,
109). En cok tavsiye edilen dezenfektan %2.5 sodyum hipoklorit ¢ozeltisidir. %10
formalin ve %35 amonyum soliisyonunda 4°C’de 18 saat bekletmeyle ookistlerin
enfektivite 0zelliginin ortadan kaldirdig1 bildirilmektedir (111). Suyun 72 °C’de 1
dakika kadar 1sitilmasi veya suyun kaynatilmasi ookistlerin inaktive olmasi igin

yeterlidir (110).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik kurul ve proje sestek onay bilgileri

Bu tez caligmas1 27.09.2018 tarihinde 106 karar numarast ile izmir Katip Celebi
Universitesi Tip Fakiiltesi (IKCUTF) Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu Bagkanlig1 tarafindan degerlendirmeye alinarak yazili olarak
onayland1, 2018-TDU-TIPF-0055 proje numarasi ile IKCUTF Bilimsel Arastirma
Proje Koordinatorliigli tarafindan desteklenmesi uygun bulundu. Calisma Helsinki

Bildirgesi ilkelerine uygun olarak tamamlandi (112).

3.2. Hasta grubunun sec¢imi

Calismaya, Izmir Katip Celebi Universitesi Tip Fakiiltesi (IKCUTF) Atatiirk
Egitim ve Aragtirma Hastanesinin onkoloji boliimiinde 1.02.2019-31.07.2019 tarihleri
arasinda takip ve tedavileri yapilan kemoterapi alan malign solid tiimdr tanili, bes
giinden uzun siiren ishal sikayeti olan toplam 94 hasta ¢alismaya dahil edildi. Her
goniilliiden ‘bilgilendirilmis olur formu’ alind1. Hasta grubu i¢in hastaneye gelis tarihi,
hastanin yasi, cinsiyeti, dogum yeri ve yasadigr yer, klinik tanisi, ishalinin ka¢ giin

stirdligli sorgulandi.

3.3. Diski 6rneklerinin saklanmasi

Calismaya alinan digki 6rneklerine ilk dnce parazitolojik inceleme yapildiktan
sonra ayni1 giin kinyoun asit-fast boyama islemi uygulandi. Kalan digk1 6rnekleri hi¢gbir
koruyucu madde eklenmeden ikiye ayrilarak 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere aktarildi.
ELISA caligsmasi yapilacak o6rnekler -80 °C’ de saklandi.

3.4. Direkt mikroskobik inceleme

Digki tasima kaplarinda laboratuvara getirilen ishalli diski  6rnekleri
bekletilmeden ilk 6nce makroskobik inceleme yapildi. Daha sonra serum fizyolojik ve
liigol kullanilarak lam lamel arasi1 preparat yapilarak x 10 ve x40 objektif de (protozoon

trofozoit ve kistleri ile helmint yumurtalar1 ) parazitolojik yonden incelendi.
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3. 5. Formol- etil asetat ¢oktiirme yontemi

1. 10 ml %10’luk formol ¢o6zeltisi i¢inde en az 30 dakika muhafaza edilen diski1 6rnegi
tahta bir ¢ubuk yardimi ile homojen bir s1vi olusuncaya kadar karistirildi.

2. Siispansiyon plastik siizgec ile siiziildii, buradan da 15 ml’lik konik santrifijj tiipiine
(falcon tiipii) aktarildi.

3. Siispansiyona iki ml etil asetat eklendi. Tiipiin agz1 kapatilarak 30 saniye kuvvetlice
calkalandi.

4. Tiip icindeki siispansiyon 2500 rpm’de bes dakika santrifiij edildi.

5. Tiip santrifiij cihazindan ¢ikarildiginda, olugan karisimin dort faza ayrildig goriildii.
Bunlar;

a. En Ustte etil asetat tabakasi

b.Tiipiin duvarlarina yapismis bir digki artig1 tabakasi

¢. Formol igeren tabaka

d. Cokelti tabakasi

Resim 2. Digki1 6rneginini formol- etil asetat ile ¢otiirme
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6. Ustteki disk1 art1f1 tabakasi bir gaita cubugu vasitasiyla gevsetildikten sonra tiip
hizlica egilerek ¢okelti haricindeki diger boliimler (iistteki ti¢ tabaka) dokiildii. Bundan
sonra kenarlarda kalan s1vinin az bir miktar1 tekrar ¢okelti iizerine akti.

7. Tiipiin kenarlarinda kalan sivinin ¢okelti igine akan kismi ¢okelti ile karistirildi.
Cokelti hala piht1 ise birka¢c damla fizyolojik serum eklenerek vorteks karigtirict ile
karistirildi.

8. Cokeltiden pastor pipeti yardimiyla bir miktar alinarak lam {izerine yayildi ve

hazirlanan preparat oda 1sisinda kurumaya birakildi.

Resim 3. Formol- etil asetat ile ¢otiirme sonrasi lam {izerine yayilan 6rnek

3. 6. Kinyoun asit-fast boyama yontemi

Calismada AFB Kinyoun Kit Cold Method ( Polysciences, Inc) kiti kullanildi ve

caligma, tiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda gergeklestirildi.

1. Taze diski 6rneginden formol- etil asetat ¢Oktlirme islemi sonrasi yaymalar
hazirlandi.

2. Yaymalar havada kurutuldu ve lamlar alevden yavasca gecirilerek fikse edildi ve
sogumaya birakild:.

3. Lamlar boyama cubuklarinin iizerine yere tam paralel sekilde yerlestirildi ve
iizerlerine lamlar1 tam kaplayacak sekilde karbol-fuksin ( kinyoun) boyas1 dokiildii.
4. 2-3 dakika bekletildikten sonra fazla boya dokiiliip distile su ile lamlar yikandi.

5. Daha sonra lamlar asid-alkol ile muamele edilerek rengi giderildi ve distile su ile
yikandi.

6. Lamlarin {izeri metilen mavisi ile kaplanarak 1-2 dakika bekletildi sonra fazla boya
dokiilerek distile su ile yikanip kurumaya birakildi.

7. Daha sonra kuruyan lamlara immersiyon yagi damlatilarak, x100 biiyiitme ile 151k

mikroskobu ile degerlendirildi.
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8. Mavi renge boyanmis zeminin iizerinde kirmizi-pembe renk ile boyanmis, i¢inde
birden fazla siyah ve diizensiz olan graniiller bulunan ve 4-6 um c¢apinda oval-yuvarlak
yapilar goriildii ve bunlar Cryptosporidium ookistleri olduklar tespit edildi. Mavi-
yesil renge boyanmis ve ookistlerden daha biiyiikk yapilar ise mantar olarak
degerlendirildi. Kinyoun asit fast ile boyali tiim alanlar iki kez tarandiktan sonra

Cryptosporidium ookistleri goriilmediyse negatif sonug bildirildi.

Resim 4. Kinyoun asit-fast boyama yonteminden elde edilen goriintii

3.7. ELISA Yontemi

Hastalardan toplanip bir kismi eppendorf tiiplerine konularak —80 °C’de saklanan
diski orneklerinde ELISA yontemiyle C. parvum ve C. hominis antijenleri arandi.
Calismada Cryptosporidium (RIDASCREENR, C 1201 r-biopharm) kiti kullanildi ve

caligma tiretici firmanin onerileri dogrultusunda gerceklestirildi.

Resim 5. ELISA kiti
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3.7. 1. Yikama soliisyonu ve érneklerin hazirlanmasi

Kullanilmadan 6nce tiim reaktifler ve mikrokuyucuklu pleyt ile caligma zamanina
kadar eppendorf tiiplerinde -80°C’de saklanan disk1 6rnekleri oda 1sisia (20-25 °C)
getirildi. Bir kisim konsantre wash buffer ile dokuz kisim deiyonize su karistirilarak
yikama soliisyonu hazirlandi. Her hasta i¢in numaralandirilmis eppendorf tiipline bir
ml 6rnek diliisyon soliisyonu konuldu. Sivi olan test edilecek digki 6rneklerinden
pastor pipeti ile yaklagik 100 pl alind1 ve bu diski, i¢cinde 6rnek diliisyon soliisyonu
bulunan eppendorf tiiplerinde siispanse edildi. Kat1 olan digkilar ise bir tahta ¢gubuk
yardimiyla esit miktarlarda (~50-100 mg) alinip bunlar da i¢inde Ornek diliisyon
soliisyonu bulunan eppendorf tiiplerinde siispanse edildi. Vorteks karistiricida diski
siispansiyonlart homojenize edildi. Homojenize olan bu diski siispansiyonlarinin

siipernatanti1 direkt olarak testte kullanildi.

3. 7. 2. Testin Calisiimasi

1. Pleytteki birinci kuyucuga (pozitif kontrol kuyucugu) pozitif kontrol sivisindan iki
damla (100ul), ikinci kuyucuga (negatif kontrol kuyucugu) oOrnek diliisyon
solisyonundan iki damla (100 pl) ve hastalara ayrilan test kuyucuklarinin her birine,
hazirlanan digki 6rneklerinin siipernatantindan 100 pl yerlestirildi.

2. Pleytteki tiim kuyucuklara 100 pl konjugat-1 eklenip yavasg¢a sallanarak karigtirildi
ve oda 1s1sinda 30 dakika inkiibe edildi.

3. Kuyucuklarda inkiibe edilmis igerik hipoklorid i¢eren bir atik kabina bosaltildi.
Ardindan pleytteki kuyucuklar her seferinde 300 pl yikama soliisyonu kullanilarak 5
kez yikand.

4. Her kuyucuga 100 ul konjugat-2 eklenip yavasca sallanarak karistirildi ve oda
1s1sinda 15 dakika inkiibe edildi.

5. Kuyucuklarda inkiibe edilmis igerik hipoklorid iceren bir atik kabina bosaltildi.
Ardindan pleytteki kuyucuklar her seferinde 300 pl yikama soliisyonu kullanilarak 5
kez yikandi.

6. Her kuyucuga 100 pl substrat eklenip karanlikta oda 1sisinda 15 dakika inkiibe
edildi.
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7. Her kuyucuga 1 damla (50 pl) stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve
pleytin kenarina hafifce tiklatilip dikkatlice karistirildi.

8. Pleytteki her bir kuyucukta olusan renk degisimi 450 nm (nanometre) dalga boyunda
fotometrik olarak bir ELISA okuyucu cihazinda 6l¢iildii. Sonuglar iiretici firmanin

onerileri dogrultusunda degerlendirildi.

Sonuglarin Yorumlanmasi:

Pozitif Kontrol: Sar1 renkli olmali ve optik dansite (OD) > 0. 800 (450 nm de) olmali.
Negatif kontrol: Renksiz olmali ve optik dansite (OD) < 0. 200 (450nm de)olmali
Cut off = Negatif kontrol + 0.15 =0.068 + 0.15 = 0.218

Pozitif Numune: OD > 0.218

Negatif Numune: OD <0.218

Ayrica ELISA test pozitifligi renk degisimi ile de goriilmekteydi.

Resim 6. ELISA plaginda pozitif ve negatif kuyucuklarin goriiniimii.
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Calismadan elde edilen verilerin analizinde SPSS 22 (Statistical Package for Social
Sciences) paket programi kullanilmistir. Tanimlayici istatistikler olarak ortalama,
standart sapma ve ylizde dagilimlar1 verilmistir. Demografik verilerin kullanilan
yontemlerle karsilastirilmasi i¢in Yates Diizeltmeli Khi-Kare testi uygulanmis olup
elde edilen sonuglar %95 anlamlilik diizeyinde (p<0.05) degerlendirilmistir.
4. BULGULAR

Bu ¢alismada Izmir Katip Celebi Universitesi Tip Fakiiltesi Atatiirk Egitim ve
Arastirma Hastanesine bagvuran, kemoterapi alan malign solid tiimorlii ishal sikayeti
bulunan yaslar1 19 ile 85 arasinda degisen toplam 94 (60’1 erkek, 34’ii kadin) hastanin
disk1 6rnekleri incelendi. Yas ortalamalar1 64,11 + 1.58 olarak saptandi. Tiim 6rnekler
mikroskobik ve serolojik yonden incelenmistir. 94 diski 6rneginin ikisinde (%2.1)
kinyoun asit-fast boyama yontemi ile Cryptosporidium spp.'ye ait oldugu diisiiniilen
ookistler goriildii. Mikroskopta incelenen bu ookistler yogunluk olarak degiskenlik
gosterdi. ELISA yontemi ile 94 hasta 6rneginin besinde (% 5.3) pozitiflik saptanmustir.
Cryptosporidium spp. agisindan kinyoun asit-fast boyama ile pozitif tespit edilen iki

hastada, ELISA ile de pozitif sonug verdi.

Tablo 3. Diski 6rneklerinde mikroskobik baki sonucunda tespit edilen diger parazitler

Gorilen Tiirler Sayi Yizde (%)
Giardia intestinalis 1 1.1
Blastocystis hominis 7 7.4
Entamoeba coli 4 4.3

Tablo 4. Kinyoun asit -fast boyama yontemi ile ELISA yonteminin karsilagtirilmasi.

Yontem Pozitif (%) Negatif (%) Toplam

Kinyoun asit-fast 2 (%2.1) 92 (%97.9) 94

ELISA 5(%5.3) 89(%94.7) 94
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Tablo 5. ELISA yontemi baz alinarak Kinyoun asit-fast boyama yonteminin duyarlilik

ve Ozgilligi belirlenmesi

Kinyoun Kinyoun

asit —fast asit —fast

Negatif Pozitif Toplam X2 P
ELISA 89 (100) 0 (0) 89 (100)
Negatif
ELISA 36.374 0,000
Pozitif 3 (60) 2 (40) 5 (100)

Kinyoun asit -fast boyama yontemi ile ELISA ydnteminden elde edilen

sonuglar arasinda fark olup olmadigini belirlemek i¢in yapilan analiz sonucunda Tablo

4°de goriilen degerler elde edilmistir. Buna gore kinyoun asit -fast boyama yontemi ile

pozitif olarak saptanan iki hastanin ikisinde de (% 100) ELISA yontemiyle de

Cryptosporidium pozitif olarak tespit edilmistir. ELISA yontemi ile negatif olarak

tespit edilen 89 hastadan higbiri Kinyoun asit -fast boyama yontemiyle pozitif olarak

saptanmamustir. ELISA testi baz alinarak kinyoun asit -fast boyama yonteminin

duyarlilig1 %40, 6zgiilliigii de %100, pozitif prediktif deger: %100, negatif prediktif

deger: %96.7 ve Testin dogruluk orani: %96.8 olarak tespit edilmistir.

Tablo 6. Kinyoun asit -fast boyama yontemi baz alinarak ELISA yonteminin

duyarhilik ve 6zgiilliigli belirlenmesi

ELISA ELISA

Negatif Pozitif Toplam X2 P
Kinyoun asit —
fast 89 (96.7) |3(3.3) 92 (100)
Negatif
Kinyoun asit -
fast 36.374 0,000
Pozitif 0(0) 2 (100) 2 (100)

Kinyoun asit -fast boyama yontemi baz alinarak yapilan karsilagtirma neticesinde

ile ELISA ydntemiyle negatif olarak tespit edilen 89 hastanin hepsi kinyoun boyama

yontemiyle negatif olarak bulundu. ELISA yontemiyle pozitif olarak tespit edilen 5

hastadan 2’si (% 40) kinyoun asit -fast boyama yontemiyle de pozitif olarak tespit
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edilmigstir. ELISA yontemi ile pozitif, yine kinyoun asit -fast boyama yontemi ile
pozitif bulunan hastalardan tamami ELISA yontemiyle de pozitif bulunmustur. Elde
edilen bu sonuglar gostermektedir ki ELISA yontemi kinyoun asit -fast boyama
yontemine oranla daha etkili bir yontemdir. ELISA ydnteminin duyarliligi %100
ozgulligi de % 96.7, pozitif prediktif degeri : %66.67, negatif prediktif degeri %100

olarak saptanmistir.

Tablo 7. Cryptosporidium spp. pozitif saptanan hastalarin 6zellikleri

YAS CINSIYET | TANI Kinyoun | ELISA
asid fast
boyama
HASTA 1|71 K Duodenum kanseri | Negatif Pozitif
HASTA 2 | 54 E Oligodendriogliom | Pozitif Pozitif
HASTA3 | 74 K Kolon kanseri Pozitif Pozitif
HASTA 4 | 73 E Kolon kanseri Negatif Pozitif
HASTA S | 47 K Kolon kanseri Negatif Pozitif
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5. TARTISMA

Kanser sayisindaki artis, immiin yetmezlik , immun yetmezlik yapan ilaglarin
kullaniminin artmasi, malniitrisyon ve toplumun yaslanmasi sonucunda parazit
kaynakli enfeksiyonlara yatkinlik artmistir. Cryptosporodiosis de diinya da birgok
yerde olduk¢a yaygin hale gelmistir. Bunun yanisira nosokomiyol ishallerde ii¢iincii
en sik patojen (%7. 2) olarak yer almas1 6nemini daha da arttirmaktadir (113, 114).

Cryptosporidium enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasi ookistlerin direkt veya indirekt
olarak sindirim yoluyla alinmasi sonucu gelisir. Ookistlerin dig kosulllara dayanikli
olmasi, az sayida ookistlerin enfeksiyon olusturabilmeleri, ookistlerin 2. 5 pm
capindaki filtrelerden gecebilmesi ve klora daha direngli olmalari, ayrica dogada genis
bir yelpazede bulunabilmeleri cryptosporidiosisin epidemiyolojisini belirlemekte ve
yayilimini kolaylastirmaktadir (39, 61).

Cryptosporidiosisin en sik goriildiigii gruplar HIV pozitif hastalar ve
immunsuprese bireylerdir. Nadir olarak saglikli bireylerde de goriilmektedir. Farkli
sonuglarin ¢iktig1 ¢alismalar da bulunmaktadir ve bu farkliliklarin sebebi; laboratuvar
yontemlerine, secilen gruplarin farklilifina, cografik yerlesime ve hastaligin farkl
evrelerine baglanmaktadir. 2002 de HIV (+) bireylerde ortalama %32’lik oran
bildirilmistir (7). Batero ve ark.’lar1 akut lenfosittik l6semili, kronik lenfositik
16semili, HIV(+) ve diger immiinsiipresif olan 111 vakada en ¢ok goriilen parazitin
Cryptosporidium spp. oldugu bildirmisdir (115). Ulgay ve ark.’lar1 (116) 2008 yilinda
yaptiklar1 bir arastirmada ishali olan immunsuprese 36 vakanin {giinde (%8.6)
Cryptosporidium tespit edilmistir. Tanyliksel ve ark.’lar1 ¢esitli kanser tiirline sahip
116 hastanin 18’inde (%17.0) Cryptosporidium spp rapor etmislerdir (117). Refik
Saydam hifzissihha merkezinde ishal sikayeti olan 72 solid tiimdrlii hastada
Cryptosporidium spp. aragtirlmistir. Hasta grubundaki 72 0&rnegin %38.3’linde
Cryptosporidium ookistleri saptanmistir (118). Calismamizda immunsuprese olarak
kabul edilen 94 kemoterapi alan malign solid timoérlii hastanin besinde (%5. 32)
Cryptosporidium spp. antijeni saptandi. Sar1 ve ark.’lar1 2003 yilinda hemodiyaliz
tinitesinde tedavi goren 47 kronik bobrek yetmezligi olan hastada ve 36 saglikli kisinin
dahil edildigi arastirmalarinda; Cryptosporidium spp.’nin hasta grubunda %6.4,
kontrol grubunda %?2.1 oraninda tespit edildigini bildirmislerdir (119). Calismamizda
94 malign solid tiimorlii hastanin ELISA yontemiyle besinde Cryptosporidium
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antijeni pozitif bulunmugken bu 6rneklerden 2 tanesi hem ELISA hem de kinyoun asit
-fast boyama yontemiyle pozitif bulundu.

Immunsupresyon durumunun parazitik enfeksiyonlarina etkisi tam olarak
aydinlatilamamigtir. Immunsuprese hastalarin her parazit tiiriiyle enfekte olabilecegini
bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir (120). Cryptosporidium spp. enfeksiyonlarinda da
immunite tam olarak bilinmemektedir. Immun yanit olusumuyla ilgili elde edilen
bilgilerin ¢ogunlugu hayvan iizerinde yapilan calismalardan Ggrenilmistir. Bu
caligmalarda enfeksiyonlarmm Onlenmesinde ve/veya iyilestirilmesinde gamma
interferonun ve CD4 T lenfositleri 6nemli rol oynadig: bildirilmektedir (121, 122).
HIV(+) hastalarda akut simirli enfeksiyonu olanlarda CD4 sayis1t >180 hiicre/mm3,
iken fulminant infeksiyonlularda CD4 sayisinin <50 hiicre/mm3, oldugu bildirilmistir
(123). Ayrica IL-5 ve IL-12 gibi sitokinlerin azalmasinin da Cryptosporidium spp.
enfeksiyonun siddetlenmesinde etkili oldugu kanaatine varilmistir (124). 1998 yilinda
Theodos akut ve kronik cryptosporodiosis kontroliinde CD4 T lenfositlere bagimli
sistemik hiicresel bagisikligin 6nemli olduguna, Mc Donald ve Boreroft’da, hiimoral
bagisik yanitin cryptosporidiosisten korunmada rol oynadigina vurgu yapmislardir
(125). Boylece ozellikle HIV pozitif olanlar ile diger immunsuprese bireylerde
cryptosporidiosisin farkli klinik tablolar olusturabilecegi yorumlanmistir. Bizim
calismamizda 94 immiinsiipresif kanser hastasinin besinde (%5. 32) Cryptosporidium
pozitifligi saptanmistir. Ancak bizim calismamizda CD4 T lenfositleri sayilarina
bakilmadigindan ¢alismamiz i¢in etkisini belirlenememektedir.

Cryptosporidium spp. enfeksiyonunun tiim diinyada goriilebildigi ve saglikli
kisilerde de salgilara yol agabildigi ortaya konmustur (126, 127). Daha ¢ok su
kaynakl1 enfeksiyonlara sebep olan Cryptosporidium spp. ookistleri hem tatlisular da
hem de tuzlu sularda aylarca enfekte olarak kalabilir (127). Rutin klor ve ozonlama
isleminin ookistleri etkisiz hale getirmede ya ¢ok az yada hi¢ etkisi olmamaktadir
(128). Su kaynakl cryptosporidiosis salginlar1 biiyiik oranda kontamine olmus icme
suyu kullanimma bagli oldugu belirtilmistir (21). Ingiltere de salginlarla iliskili
yapilmis bir ¢calismada 1992-2003 yillar1 arasindaki su kaynakli 80 salginin %69 ’una
Cryptosporidium 'un sebep oldugu bildirilmistir. Toplam 62 salginin 21°den belediye
suyu 6’sindan 6zel ambalajli sular ve 32’sinden yiizme havuzlari sorumlu tutulmustur

(126). Yine son yillarda Avrupa ve Avusturalya, Kanada ve Ingiltere de su yoluyla
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Cryptosporidium salgmlar1 bidirilmistir (129). Calismamizda Cryptosporidium
ookistleri saptanan hastalarin tamami hijyenlerine 6nem gosterilen ve igme suyu
olarakta sebeke suyu kullanmadiklar1 bilinen takipli onkoloji hastalaridir. Bu sebepten
dolay1 bulas kaynagi tespit edilememekle beraber hastalarin kontrolleri disinda
kontamine olmus su ile temaslar1 oldugu diisiiniilmektedir. Ulkemizde
Cryptosporidiumu igeren salginlarla ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Ancak
Mersin bolgesinde Otag ve ark.’larinin yaptig1 ¢alismada illerindeki ¢esitli semtlerde
icme suyu, kullanma suyu ve atik su ile deniz suyunda Crytosporodium
arastirmuglardir. Igme suyunda %11. 36, deniz suyunda %2. 85, atik su &rneklerinde
%?21 oranlarinda Cryptosporidium saptadiklarini, ve bu bolgelerde su ve kanalizasyon
sisteminin yetersiz oldugunu vurgulamislardir (130).

Cryptosporidiosisin tanisi ve Cryptosporidium un tiirlerini saptamak i¢in doku
biopsisi, diski boyama, DFA, ELISA, IFAT, PZR gibi yontemler kullanilabilmektedir.
Cryptosporodiosiste tanis1 i¢in en kolay yontem boyama yontemi ile digkinin
boyanarak mikroskopta ookistlerin taranmasidir. Toplanan diski 6rneklerinin direkt
taze preparat hazirlayarak x10, x40 objektiflerde incelenebilecegi ancak genel olarak
boyasiz preparatlarda tanida zorluklar yasandigi belirtilmistir. Tan1 da ¢esitli diski
boyama yontemlerinden yararlanilmaktadir. Ookistlerin  bol lipit igermesi
Cryptosporodium’un aside direngli boyama yontemleriyle boyanarak tanimlanmasina
olanak saglamistir. Modifiye asit-fast boyama tekniginin en iyi yontemlerden biri
oldugu bildirilmektedir. Mavi zemin {izerinde ookistlerin kirmizi-pembe renkte
boyanarak kolay bir sekilde ayird edilebilmesi, ookist i¢i yapilarin ayrintili olarak
goriilebilmesi ve kalicit bir boya olmasi nedeni ile Cryptosporidium ookistlerinin
teshisinde kullanilmasi uygun bulunmustur (31, 32, 79, 81, 91).

Diskida Cryposporodium ookist izolasyon sansini artirmak i¢in modifiye ¢inko
stilfat flotasyon teknigi veya Sheatler’in seker flotasyon metodu onerilmektedir. Sar
ve ark.’lar1 kronik bobrek yetmezligi olan ancak gastrointestinal sikayeti olmayan 47
hastada, hem direkt hem de c¢oktiirme yontemi ile hazirladilar1 preparatlar
incelemisler. Hastalarin 3’de ookist saptamislardir. Ug hastanin ikisinde ¢oktiirme ve
direkt boyamada, birinde sadece ¢oOktiirme yoteminde ookistleri gordiiklerini
bildirmiglerdir (119). Yapilan caligmalarda immun yetmezligi olan ve ishalli

hastalardan elde edilen diski Orneklerinden konsantrasyona gerek kalmadan
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ookistlerin goriilebildigi bildirilmektedir (131). Calismamizda Cryptosporidium
ookistlerini daha saglikli tespit edebilmek i¢in formol etil asetat ¢coktiirme yontemi
kullanildi, ¢oktlirme yontemi uygulamadan hazirladigimiz preparatlarda ise diski
yogunlugunun fazla olmasi ve lam iizerine istenilen incelikte yayilamamast digki
Orneginin gerektigi gibi boyanmasini engellediginden ookistleri tespitte saglikli
inceleme yapilamamaistir.

Prospektif ve epidemiyolojik calismalarda Cryptosporidium enfeksiyonlarinin
saptanmasinda ve izlenmesinde ELISA kitlerinin kullanimasi 6nerilmektedir (132).
Jayalakshmi ve ark.” larinin Hindistan'da yaptiklar1 bir arastirmada, ishalli 89 HIV(+)
hastanin digki 6rnekleri modifiye asit-fast boyama yontemi ve ELISA ile incelemis ve
11 (%12.4) hasta numunesinde pozitif sonug elde edilmistir. ELISA testinin duyarlilig
%99.9 ve ozgilligli %98.7 olarak tespit edilmistir. Cryptosporidiosis hakkinda
yapilmis genis kapsamli arastirmalarda, basit, hizli ve giivenilir sonuglar veren ELISA
yonteminin rutin ¢caligmalarda kullanilmasinin faydali olacagini bildirmislerdir (133).
Bizim ¢alismamizda ise boyama yontemini baz alarak degerlendirdigimizde, ELISA
yonteminin duyarliligi %100 6zgiilliigii de % 96.7 olarak saptanda.

Sonmez ve ark.’lari, 16semi ve lenfoma tanisi almis ve ishali olan 89 ¢ocukta
cryptosporidiosis prevalansini kinyoun asit-fast boyama ve ELISA yontemleri ile
arastirmiglar; ELISA ile 89 hastanin 11 (%12.3)’i, boyama ile 7 (%7.8)’si
cryptosporidiosis tanist almistir. Boyama ile pozitif olan 7 hastanin tamaminin ELISA
yontemi ile de pozitif oldugu belirtilmistir (134). Bizim ¢alismamizda ise ELISA ile
94 hastanin besinde (%5.3), kinyoun asit-fast boyama ile ikisi (%2.1)
Cryposporodium  ookisti  goOriilmiistir. ~ ELISA  yOntemini baz  alarak
degerlendirdigimizde, kinyoun asit-fast boyama yonteminin duyarlihig %40
ozgiilliigi de % 100 olarak saptandi. Literatiirde kinyoun asist fast boyama yontemi
altin standart olsa da bu ¢alismada ookist goriilme sikliginin az olma nedeni hastalarin
diskilarinda ookist miktarinin az olmasi ve her hastadan tek diski 6rneginde arastirma
yapilmasi olabilir.

El Shazly ve ark:’lar1 tarafindan Misir'da yapilan bir ¢calismalarin da ishal sikayeti
olan 1050 cocuk modifiye asit-fast boyama yontemi ile incelenmis ve 90 ¢ocukta
Cryptosporidium ookisti saptanmisken, ELISA yontemiyle bu say1r 100 olmustur

(135). Direkel ve ark.’larinin yaptiklar1 ¢caligmada Malatya Huzurevi sakinleri ile
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In6nii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi'ne bagvuran ve ishal sikayeti olan 92
hastanin digki 6rneklerinde, ELISA yontemi ile C. parvum koproantijenlerini ve
modifiye asit-fast boyama yontemi ile ookistlerini arastirmislardir. Toplam bes
ornekte hem ELISA hem de modifiye asit-fast boyama yontemi ile pozitiflik
saptamiglardir. ELISA yonteminin duyarliligini ve 6zgiilliiglinii bu ¢aligmada %100
olarak saptamislardir (136). Baveja ve ark.’larmin Delhi hastanesinde yaptigi
arastirmada, 216 diski numunesinde Cryptosporidium'u saptamak amaciyla modifiye
asit-fast ve ELISA yontemlerini kullanmistir. Cryptosporidium spp.'yi saptamak i¢in
ELISA'nin duyarliliginin %100, 6zgiilliigliniin ise %99. 7 oldugunu bildirmistir (137).

Cryptosporodiosisin goriilme sikligi mevsimlere ve cografi bdlgelere gore
degismektedir. Dogan ve ark. larinin caligmalarinda, pozitif olgularin mevsimsel
dagilimi incelendiginde Temmuz - Ekim aylarinda belirgin bir artisin oldugu
goriilmiistiir (45). Amerika’da Hastaliklar1 Onleme ve Kontrol Merkezinin (CDC)
dort yillik bir siireyi ve 47 eyaleti kapsayan bir ¢aligmasinda, yaz mevsiminin son
aylarinda daha sik goriildiigi bildirilmistir (138, 139). Cryptosporidium ookistlerinin
ozellikle sicak ve nemli hava ile birlikte dogada konsantrasyonun artisiyla beraber,
Cryptosporidium spp. enfeksiyonlarinda da benzer sekilde artis goriilmektedir. Bilim
adamlarmin yaptiklar caligmalar sonucunda cryptosporidiosisin 6zellikle de 1lik ve
yagisli mevsimlerde daha ¢ok hastalifa sebep oldugu konusunda fikir birligine
varmiglardir. Bu mevsimlerde, yagisin fazla olmasi sebebiyle parazitinde igme sularina
ve diger bazi gidalara bulasma riskinin artirdigi, Tiirkiye'de ise insanlarda
cryptosporidiosisin bahar aylarinda yiikseldigi, Eyliil ve Ekim aylarinda ise en ytiksek
artisim1 gosterdigi bildirilmistir (44, 45). Bizim ¢alismamizda 6rnek toplama zamani
ozellikle Subat-Temmuz dénemini kapsamistir. Ornek toplama siiremiz biitiin bir y1l
boyunca siirmediginden mevsimler arasindaki farklilik konusunda bir yorum
yapamamaktay1z.

Bizim calismamizda nativ-lugol ve boyama ile degerlendirdigimiz orneklerin
toplam 14’iinde bol oranda Candida spp. goriildii. Candida spp. normal flora elemani
olarak bulunmaktadir. Ancak o6zellikle immunsuprese bireylerde flora hakimiyeti
kazanip firsatgr enfeksiyonlar yaptiklar1 da bilinmektedir(140). Nativ- lugol
preparasyon yontemiyle Orneklerin bir tanesinde Giardia intestinalis (%]1,1),

yedisinde (%4.3) Blastocystis hominis ve dordiinde Entamoeba coli (%7.4) goriildii.
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6. SONUC

Bu ¢alismada kemoterapi alan malign solid tiimorlii hastalarda Cryptosporidum
spp. ELISA yontemiyle % 5.3, kinyoun asist fast boyama yontemiyle % 2.1 oraninda
saptanmistir. Kinyoun asist fast boyama yontemi Cryptosporidum spp tanisinda altin
standart yontem olsa da, ookist atilimin az oldugu, tek diski 6rnegi ile inceleme
durumlarinda ve tanida dezavantaj saglayabilir. ELISA yontemi ise maliyeti yiiksek
olup Orneklerin biriktirilerek c¢alisilmasint gerektiren bir test olmakla birlikte
degerlendirilmesi icin uzmana ihtiyac olmayan, kolay bir ydntemdir. Ozellikle
onkoloji linitesinde takip edilen, immunsupresif tedavi alan veya herhangi bir immun
yetmezlik tanisi olan hastalarda Cryptosporidium spp. i¢in tanida kinyoun asist fast
boyama yontemi ve ELISA ydnteminin birlikte kullanilmast hastalarin mortalite ve

morbiditesini azaltacag1 kanaatindeyiz.
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7. OZET

KEMOTERAPI ALAN MALIGN SOLiD TUMORLU HASTALARDA
CRYPTOSPORIDIiUM SPP’NIN MIKROSKOBIK VE SEROLOJIK
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

GIRIS VE AMAC: : Cryptosporidium spp. gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
gastroenterite sebep olan parazitler arasinda ¢cok 6nemli bir yere sahiptir. Klora direngli
olmasi, igme suyu aritma siizgeclerinden gecebilmesi ve ¢ok az sayidaki parazitin
enfeksiyona sebep olabilmesi 6zellikle immun sistemi baskilanmis kisilerde hayati
tehdit eden ishallere sebep olabilmekte ve su kaynakli salgimlarin 6nemli sebebi
olabilmektedir. Bu ¢alismada, IKCU Tip Fakiiltesi Atatiirk Egitim ve Arastirma
Hastanesi, T1ibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na; kemoterapi alan malign solid tiimdrlii
ve ishal sikdyeti nedeniyle gonderilen diskilarda, Cryptosporidium ookistleri kinyoun
asit-fast boyama yontemiyle aranmis ve Cryptosporidium spp.’nin. antijenleri ELISA
yontemiyle arastirilmistir.

MATERYAL VE METOD: Bu ¢alisma, IKCU Tip Fakiiltesi Atatiirk Egitim ve
Arastirma Hastanesinde takip ve tedavileri yapilan 94 hastanin diski 6rnekleri ile
gerceklestirilmistir. Digki 6rneklerinin bir kismi1 eppendorflara alinarak -40 °C’de
ELISA testleri i¢in saklanmig, diger kismi ise bekletilmeden makroskobik ve
mikroskobik incelemeleri yapilmistir. Formol-etil asetat ¢Oktlirme yontemi
kullanilarak ¢oklastirilan ve AFB Kinyoun Kit (Cold Method) ile boyanan 6rneklerde
x100 objektifte ookistler aranmistir. —80 °C’de saklanan diski Orneklerinde
Cryptosporidium (RIDASCREENR, C 1201 r-biopharm) ELISA kiti kullanilarak
C.parvum ve C.hominis antijenleri aranmistir.

BULGULAR VE SONUC: Calismamizda, yaslar1 19 ile 85 arasinda 94 (60’1 erkek,
34’1 kadin) hastanin diskilart incelenmistir. Yas ortalamalar1 64,11 + 1,58 olarak
saptanmistir. 94 fekal 6rnegin 2'sinde kinyoun asit-fast boyama yontemi ile pozitiflik
saptanmigtir. Serolojik yontemlerden ELISA yontemi ile 94 6rneginin 5'inde (%5.3)
pozitiflik saptanmistir. Kinyoun asit-fast boyama ile Cryptosporidium spp. pozitif
tespit edilen 2 hastada (% 2.1) ELISA yontemi ile de pozitif sonug¢ alinmistir. Kinyoun
asit -fast boyama yonteminin duyarliligi %40, 6zgiilligii de %100; ELISA yonteminin
duyarliligt %100 o6zgiilliigii de %96,7 olarak tespit edilmistir. ELISA testlerinin
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maliyetinin yliksek olmasina ragmen tanimlamadaki zorluklara yardimci olacagi ve

cryptosporidiosis tanisinda duyarlilig1 arttiracagi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Crptosporodium, solid organ tiimorii, ishal, kinyoun asit-fast

boyama, ELISA
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7. ABSTRACT
Investigation of Cryptosporidium spp. by Microscopic and Serological Methods in
Malignant Solid Tumor Patients Receiving Chemotherapy

Introduction and Aim: Cryptosporidium spp. has a very important place among
parasites that cause gastroenteritis in developed and developing countries.
Cryptosporidium spp. can be a major cause of water-borne outbreaks and life-
threatening diarrhea (especially in immunocompromised people) with its chlorine-
resistant, the ability to pass through drinking water treatment filters and causing
infections even with a small amount of parasites. In this study, stool specimens from
patients with malignant solid tumors and diarrhea who received chemotherapy that
sends to IKCU Faculty of Medical Atatiitk Education And Research Hospital Medical
Microbiology Laboratory; were investigated for Cryptosporidium oocysts by kinyoun
acid-fast staining method and Cryptosporidium spp. antigens by ELISA methods.
Material and Methods: This study was carried out with stool samples of 94 patients
who were monitoring and treated in Izmir Katip Celebi University, Faculty of
Medicine Atatiirk Training and Research Hospital. Some of the stool samples were
taken to eppendorf and stored at -40 ° C for further analysis, while the other part was
macroscopically and microscopically examined. Oocysts were searched on x100 lens
in samples which were multiplied using formol-ethyl acetate precipitation method and
stained with AFB Kinyoun Kit (Cold Method). C.parvum and C.hominis antigens were
searched for stool samples that stored at —80 ° C using Cryptosporidium
(RIDASCREENR, C 1201 r-biopharm) ELISA kit.

Results and Conclusion: In this study, feces of 94 patients (60 male, 34 female) aged
19 to 85 years were examined. The mean age was calculated as 64.11 + 1.58. Two of
94 (2.1 %) fecal samples were detected as positive by Kinyoun acid-fast staining
method. According to staining results; 33 (97.1 %) of 34 female patients were detected
as negative, 1 (2.9%) was positive and 59 (98.3 %) of 60 male patients were detected
as negative and 1 (1.7 %) was positive. Serological examinations revealed positivity
in 5 out of 94 samples (5.3 %) by ELISA method. The sensitivity and specificity of
the kinyoun acid fast staining method were 40 % and 100 %, respectively. On the other
hand, the sensitivity of ELISA method was 100% and the specificity was 96.7 %.
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Although the cost of ELISA tests is high, it is believed that it will help to identify
difficulties and increase sensitivity in the diagnosis of cryptosporidiosis. Since
Cryptosporidium spp. is associated with life-threatening diarrhea, hygiene of food and
drinking waters of risk groups for cryptosporidiosis should be considered. In addition,
cryptosporidiosis should not be ignored when the risk groups present to the clinic with

long-term diarrhea.

Keywords: Cryptosporidium, solid tumor patients, diarrhea, kinyoun acid-fast

staining, ELISA
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