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OZET

SANLIURFA YORESINDE IMMUNSUPRESE HASTALARDA
CRYPTOSPORIDIUM SPP SIKLIGININ KINYOUN ASIiT-FAST BOYAMA VE
ELISA YONTEMLERI iLE ARASTIRILMASI

Cryptosporidium spp. ozellikle bagisikligi baskilanmis hastalarda uzun siiren agir
ishallere neden olmaktadir.

Bu c¢alismada Cryptosporidium spp’nin  Sanliurfa yoéresinde goriilme sikligini
arastirmayi, cryptosporidiosisin  gastrointestinal sikayetleri olan immunsuprese ve
immunkompetan hastalarda olusturdugu klinik semptomlar arasindaki farklilig1 belirlemeyi ve
bu parazite yonelik her iki gruptaki hastalara ait digki numunelerine uygulanan Kinyoun asit-
fast boyama yontemi ile ELISA yontemi sonuglarini karsilastirmay1 amacladik.

Calismada Sanlurfa yoresinde gastrointestinal sikayetleri bulunan 100 immunsuprese
ve 80 immunkompetan hastaya ait digki numunelerinin bir miktarina Kinyoun asit-fast
boyama yontemi uygulandi. Digki numunelerinin bir miktarina da daha sonra bu 6rneklerde
ELISA yontemi ile Cryptosporidium parvum koproantijenleri arastirilmak amaciyla ependorf
tiplerine alinarak higbir koruyucu madde eklenmeden — 20 °C’de saklandi. Her iki
yontemden en az biri ile pozitif sonug alinan digki 6rnekleri DFA ydntemi ile de calisilmak
amaciyla %10 formolde oda 1sisinda saklandi.

Immunsuprese grupta bulunan 100 hastanm 4’ii (%4) ELISA ile, 3’ii (%3) Kinyoun
asit-fast boyama ile cryptosporidiosis tanisi aldi. Kontrol grubunda ise her iki yontemle de
Cryptosporidium saptanamadi. Kinyoun asit-fast boyama ile Cryptosporidium ookistleri
saptanan 3 digki numunesi ELISA yontemi ile de pozitif sonu¢ verdi. ELISA ile pozitif
saptanan digki numuneleri, DFA yontemiyle de dogrulandi. Cryptosporidiosisli 4 hastanin

ikisi 6ldii, diger ikisinde klinik ve parazitolojik diizelme saglandi.
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Bu c¢alismada konak faktorlerinin ve immunitenin Cryptosporidium enfeksiyonunun
prognozunu belirledigi goriilmiistiir. Sirastyla %100 ve %99 sensitivite ve spesifiteye sahip
kolay, giivenilir ve daha az subjektif olan ELISA yontemi, rutin tanida ve kisa siirede ¢ok
sayida Ornegin taranmasinda 6zellikle biiyiik 6l¢ekli epidemiyolojik surveyansda ¢ok faydali
olabilir. Bununla birlikte immunsuprese hastalarda ishale neden olan Isospora ve Cyclospora
gibi diger patojenlerin olup olmadiginin da saptanmasina imkan verdigi i¢in asit-fast boyama
yonteminin de faydasinin kiiciimsenmemesi gerektigi kanaatindeyiz. Gastrointestinal sikayeti
olan her immunsuprese hastanin ve sulu ishali olan her hastanin cryptosporidiosis agisindan
asit-fast boyama yoOntemiyle incelenmesinin ve boyama yontemiyle ookist saptanamayan
diski  numunelerinde ELISA  yontemiyle Cryptosporidium antijeni aranmasinin

cryptosporidiosis tanisinda duyarlilig: arttiracagi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sanlurfa, Cryptosporidium spp, immunsuprese hasta, Kinyoun
asit-fast boyama, ELISA



ABSTRACT

INVESTIGATING THE FREQUENCY OF CRYPTOSPORIDIUM SPP AMONG
IMMUNOSUPPRESSED PATIENTS IN SANLIURFA PROVINCE USING THE
KINYOUN ACID-FAST STAIN AND ELISA METHODS

Cryptosporidium  spp. causes long-lasting severe diarrhea especially in
immunosuppressed patients.

In this study, we aimed to investigate the frequency of Cryptosporidium spp. in
Sanliurfa province, to determine the difference of clinical symptoms of immunosuppressed
and immunocompetents patients with gastrointestinal complaints that caused by
cryptosporidiosis and also to compare the results of stool samples of both groups which
studied by Kinyoun acid-fast stain and ELISA methods.

In this study, the Kinyoun acid-fast staining method was applied to a number of the
fecal samples taken from 100 immunosuppressed and 80 immunocompetent patients with
gastrointestinal complaints in Sanlurfa province. A number of the fecal samples were stored
at —20 °C after being transferred to eppendorf tubes without the addition of any preservatives
towards the aim of probing for Cryptosporidium parvum coproantigens in these samples using
the ELISA method. The fecal samples for which positive results had been obtained with at
least one of the two methods were stored at room temperature at 10% formaldehyde so that
they could be examined using the DFA method.

Four (4%) out of of 100 patients in the immunosuppressed group were diagnosed with
cryptosporidiosis as a result of ELISA method and 3 (3%) received this diagnosis as a result
of Kinyoun acid-fast stain method. In the control group, Cryptosporidium spp. could not be
detected with either method. Three fecal samples in which Cryptosporidium oocysts were

detected using Kinyoun acid-fast stain provided positive results as a result of the ELISA

xi



method, as well. The fecal samples detected to be positive using the ELISA method were also
confirmed to be positive using DFA method. Two out of 4 patients with cryptosporidiosis
passed away; clinical and parasitological improvements were achieved in the other two
patients..

This study suggested that the host factors and immunity determined the prognosis of
Cryptosporidium infection. The ELISA method, which has 100% sensitivity and 99%
specificity and which is easy, reliable and less subjective, can be very beneficial in routine
diagnosis and in screening several samples in a short period of time, especially in large scale
epidemiological surveillance. On the other hand, we hold the opinion that the benefit of acid-
fast stain method should not be underestimated, either; because it enables us to determine
whether other pathogens causing diarrhea in immunosuppressed patients such as Isospora and
Cyclospora are available. It has been concluded that examining every immunosuppressed
patients with gastrointestinal complaints and every patients with watery diarrhea for
cryptosporidiosis using acid-fast stain method and using the ELISA method to search for
Cryptosporidium in the fecal samples in which no oocysts were detected with stain method

will raise sensitivity in cryptosporidiosis diagnosis.

Keywords: Sanliurfa, Cryptosporidium spp, immunosuppressed patient, Kinyoun
acid-fast stain, ELISA
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1. GIRIS

Cryptosporidiosis; Cryptosporidium cinsi parazitlerin ookist formu ile olusan
enfeksiyona verilen addir. Her gegen giin gerek bagisiklik sistemi baskilanmis olgularin
sayisindaki artis gerekse bagisiklik sistemi saglam kisilerde de biiyiik salginlarin saptanmast,
cryptosporidiosisin  6nemini arttirmaktadir.  Cryptosporidium enfeksiyonlart yalnizca
cocuklarda degil ayn1 zamanda yash kisiler ve immun yetmezligi olan hastalarda da ishalin bir
nedeni olarak gittikce taninmaktadir (1-3). Primer immun yetmezligi olan hastalar arasinda
Cryptosporidium enfeksiyonuna olan duyarlilik; CD40 ligand (CD40L) eksikliginin oldugu
X’e bagl hiper immunglobulin M sendromu tip 1 (XHIM)’i ve CD40 yetmezliginin
goriildiigl hiper IgM sendromu tip 3 (HIGM3)’1i olan ve yine primer CD40 lenfopenisi, agir
kombine immun yetmezlik sendromu ve interferon gama (IFN-y) eksikligi olan ¢ocuklarda
gdzlenmektedir (4-6). Insan immum yetmezlik virus (Human Immunodeficiency Virus, HIV)
enfeksiyonu ve akut 16semi gibi sekonder immun yetmezlik durumlarinda da enfeksiyon

riskinde artma oldugu belirlenmistir (7).

Parazit genellikle ince bagirsagin epitelyal hiicrelerini infekte eder ancak
immunkompromize kisilerde Cryptosporidium tiim gastrointestinal sistem boyunca, solunum
yollarinda ve safra kesesinde bulunabilir (8). Gerek bagisiklig1 saglam, gerekse bagisikligi
baskilanmis bireylerde cryptosporidiosisin tipik klinik belirtisi ishaldir. Non inflamatuar
ozellikteki ishal karakteristik olarak bol ve sulu olup; mukus icerebilmekte ancak digkida kan
ve 16kosit nadiren bulunmaktadir. Bu tabloya siklikla kilo kaybi1 da eslik etmektedir. Daha az
siklikla rastlanan diger klinik belirtiler karin agrisi, bulanti, kusma ve 39 °C altinda ates,
bazen halsizlik, bas agris1 gibi 6zgilil olmayan belirtiler de gozlenebilmektedir (9-12).
Belirtilerin siddeti kisiden kisiye degisebilmekte ve siklikla atilan ookist miktar ile paralellik

gostermektedir. Klinik semptomlarin siddeti ve siiresi konagin yas ve bagisiklik sisteminin



durumuna bagli olarak degismektedir. Kazanilmis immun yetmezlik sendromu (Acquired
Immune Defeciency Syndrome, AIDS) hastalarinda daha sik olarak uzun siiren ve yasami
tehdit eden enfeksiyon, bagisikligi saglam bireylerde kisa siirmekte ve kendiliginden tamamen
iyilesme ile sonuglanmaktadir (10,12). Immunkompromize kisiler infeksiyonla basetmede
yetersiz olduklarindan ishal daha uzun devam etmektedir. Ornegin, hastalarda zamanla
malabsorbsiyon, steatore ve ekstraintestinal belirtiler gelisir (13). Kronik karaciger
inflamasyonu veya karaciger sirozuna ilerleyebilen ekstraintestinal enfeksiyonlarin en yaygin

oldugu bolge safra yollaridir (6,14).

Bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde ishal etkeni olarak birgok patojen
saptanabilirken, yapilan caligmalarda Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde bu olgularin
%16’sinda, gelismekte olan diinya iilkelerinde ise yaklasik %50’sinde ishalden

Cryptosporidium tiirlerinin sorumlu oldugu rapor edilmistir (15-17).

Cryptosporidiosisde klinik bulgular 6zgiil olmadigindan tani yalnizca laboratuvar
incelemesi ile konur. Ozellikle salginlarin saptanmasi ve zamaninda kontrol dnlemlerinin
alinabilmesi i¢in cryptosporidiosisin siirveyansi onemlidir. Bu parazitlerin hizli ve duyarh
yontemlerle saptanabilmesi halen teknik bir problemdir. Antijen-antikor temeline dayali
testler cesitli organizmalarla ¢apraz reaksiyon olusturabilmekte ve patojen olmayan tiirleri de
saptayabilmektedir (18, 19). Mikroskopta direkt arama yontemlerinin duyarliligi diisiik
olabildigi gibi, mikroskopi yapan kisinin tecriibesine gore degisebilen ve uzun zaman
gerektiren yontemlerdir. Bu nedenle laboratuvarda Cryptosporidium spp’nin tanimlanabilmesi
hastaligin epidemiyolojik verilerinin sekillenmesine yardimer olabilecegi gibi gercek etken

olarak ishallerin tan1 ve tedavisine 151k tutacaktir.

Bu tez calismasindaki amacimiz Cryptosporidium spp’nin Sanliurfa yoresinde
goriilme sikligin1 arastirmak, cryptosporidiosisin immunkompetan ve immunkompromize
hastalarda olusturdugu klinik semptomlar arasindaki farkliligi belirlemek ve yine
Cryptosporidium spp.’nin tespitine yonelik uygulanan testlerin etkinligini karsilastirmaktir.
Gastrointestinal ~ sikayeti olan immunkompetan veya immunsuprese bireylerde
cryptosporidiosisin sikliginin belirlemenin epidemiyolojik ve ¢evresel calismalar: yiirlitmeye
yonelik katki saglayacagi kanisindayiz. Bu yoredeki arastirmanin cryptosporidiosisin halk

saglhigindaki Oneminin degerlendirilmesine katkida bulunacagi ve paraziti bulastirma



dinamiklerinin daha iyi anlasilmasi, rezervuar konaklarin ve risk faktorlerinin tanimlanmasi
ile koruyucu Onlemlere katkida bulunmasi agisindan arastirmacilara imkan verecegi

inancindayiz.



2. GENEL BILGILER

Cryptosporidium spp. ookistleri, 4-6 mikrometre (um) ¢apinda koksidian bir
protozoon olup zorunlu hiicre i¢i parazitidir. Cesitli omurgalilarin solunum epitelinde ve
mide-bagirsak epitel mikrovilluslarinda yerleserek insanlarda enterokolit, ishal ve
kolanjiopatiye neden olur (20, 21). Cryptosporidiosisli bagisiklik sistemi gelismis ¢cocuk ve
eriskinlerde genellikle sulu ishal, emilim bozuklugu ve kilo kaybinin oldugu kisa siiren bir
hastalik goriiliir. Bagisiklik sistemi baskilanmis kimselerde ise enfeksiyon, hayati tehdit eden

ve uzun siiren bir hastalik olusturabilir (7).

2.1. Tarihce

Cryptosporidium spp. ilk kez 1895 yilinda Clarke tarafindan fark edilerek * fare mide
epiteli lizerinde yer alan spor kiimeleri ” seklinde tarif edilmis ve bundan yaklasik 12 y1l sonra
1907 yilinda Tyzzer tanimlamis, 1910 yilinda Cryptosporidium muris adi ile hem cinsi hem
de tlrind tarif etmis ve evrimini agiklamustir. Yine 1912°de Cryptosporidium parvum’u
bildirmistir. Onceden bilinen koksidian parazitlerin aksine ookistlerin igindeki sporozoitleri
cevreleyen sporokistlerin olmamasi nedeniyle Cryptosporidium (gizli sporokistler) olarak
isimlendirilmistir (22, 23, 24, 25).

[lk insan olgular1 1976 yilinda gastroenteritli 3 yasindaki bir kizda ve daha sonra da
bagisiklik sistemini baskilayici ilag kullanan bir ¢iftgide goriilmiis olup bu olgu bir ¢iftlikte

yasayan hayvanlarda saptanan enfeksiyonla ayni zamanda ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle



cryptosporidiosisin bir zoonoz olabilecegi diistiniilmiistiir. 1981-1982 yillarinda ise AIDS’li
hastalarda Cryptosporidium enfeksiyonlar1 saptanmis ve siddetli enterite neden oldugu
bildirilmistir. Bu kisilerde goriilen uzun siireli siklikla bol sulu diski, zayiflama gibi belirtiler
parazitin firsatg1 patojen olabilecegini diisindiirmiistiir. Daha sonraki yillarda yayimlanan
aragtirmalarda hayvan bakicilarinda, turistlerde ve bagisikligi saglam kisilerde de salginlara

neden oldugu bildirilmistir (22, 24, 26- 29).

2. 2. Taksonomi

Cryptosporidium cinsi Apicomplexa boliimii, Sporozoasida sinifi, Coccidiasina alt
siifi, Eucoccidiorida takimi, Eimeriorina alt takimi, Cryptosporidiidae ailesi i¢inde yer alan
bir protozoondur (30). Bu tiiriin aragtirmacilar tarafindan belirlenmis siniflandirilmasi Tablo

1’de ayrintili bir sekilde verilmistir (31).

Farkli konaklardan izole edilen Cryptosporidium tiirlerinin ookist duvari ve sporozoit
antijenleri karsilagtirmali olarak incelenmis ve tiirler arasindaki farkliliklar gosterilmistir (32).
Cryptosporidium tiirleri; morfolojileri, konak o6zgiilliikkleri, konakta yerlesim yerleri ve son
yillarda yaygin olarak kullanilan molekiiler yontemler ile belirlenen molekiiler 6zelliklerine
gore isimlendirilmistir. Bugiine kadar bu cinse ait farkli omurgali konaklarda parazitlenen 16

ayr1 tiir tanimlanmistir (33).

Cryptosporidium tiirleri arasindaki iliskinin anlasilmasi ancak molekiiler biyoloji
alanindaki yenilikler ve bu alanda uygulanan Western-blot, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), Random Amplified Polymorphic DNA (RABD) gibi tetkikler sayesinde miimkiin
olmustur. Heatschock protein 70kDa (HSP70), small subunit ribosomal RNA (ssrRNA) ve
aktin kodlayan genlerin varlig1 izole edilen tiim Cryptosporidium tiirlerinde ortaya konmus
olup ilgili genlerin genomda 400-500 baz ¢iftinden olusan bir bolgede yerlesim gosterdikleri
anlasilmistir (34).Memelileri enfekte eden Cryptosporidium parvum tiiriiniin ookistlerinde

bulunan sporozoitlerin c¢esitli niikleik asit ve enzimlerini (18 sstRNA ve HSP70 gibi)



kodlayan genlerin molekiiler analizlerine gore konakta adapte olmus 7 farkli genotipinin

bulundugu bildirilmistir (35).

Tablo 1. Cryptosporidium cinsine ait siniflandirma (31)

Siniflandirma

Isim

Biyolojik ozellikleri

Regnum

Animalia

Subregnum

Protista

Okaryotik, tek hiicreli canli

Phylum

Apicomplexa

Polar halka, rhoptriler, mikronemler, conoid ve
subpellicular mikrotiibiillerden olusan apikal
vardir.  Vezikiiler bir

kompleks  yapilar

cekirdege sahip olup tlim tiirleri parazittir.

Class

Sporozoa

Ookist olusturma, scksiiel ve aseksiiel tireme,
hiicreye giren parazitin kayma kontraksiyon

seklinde hareketi gibi 6zellikleri vardir.

Supclass

Coccidia

Biyolojileri merogoni, gametogoni ve sporogoni

seklindedir.  Sekstiel faz  hiicre iginde

gerceklesir. Ergin gamontlar kiiciik olup yine

hiicre i¢idir, cogu vertebralilarda parazitlenir.

Ordo

Eucoccidia

Merogoni vertebrali konakta gecer.

Supordo

Eimeriina

Makro ve mikro gamet olusumu farklidir.
Mikrogamonttan ¢ok sayida mikrogamet gelisir.
Her bir makrogamonttan ise bir makrogamet

gelisir. Zigot hareketsiz olup konoid mevcuttur.

Familya

Cryptosporidiidae

Monoksen gelisim s6z konusudur ve konak

siireci hilicrenin ylizey membrant altinda
gerceklesir. Ookistleri sporokist icermez, ¢iplak
4 sporozoiti vardir. Mikrogametleri flejella

tasimaz.

Genus

Cryptosporidium

Son yillarda belirli genetik bolgeleri ¢ogaltmak amaci ile restriction fragment lenght

polymorphism (RFLP) gibi molekiiler yontemlerin yaygin kullanilmasiyla Cryptosporidium




tiirlerinin  biyolojik Ozellikleri ve bulasinin daha iyi anlasildigi bildirilmistir (36). Bu
molekiiler biyoloji ¢alismalar1 sonucunda, insanda cryptosporidiosisten sorumlu olan
Cryptosporidium parvum’un iki farkli genotipinin oldugu, bunlardan insan genotipinin
(genotip 1; genotip H; anthroponotik genotip) sadece insanlarda bulundugu, sigir genotipinin
(genotip 2; genotip C; zoonotik genotip) ise sigir, koyun, geyik, insanlar ve nadiren domuz ve
farelerde enfeksiyona yol acabilecegi saptanmstir (37). Insan enfeksiyonlariin ¢ogunlugunu
genotip 2’nin olusturdugu ve ozellikle bahar mevsiminde daha ¢ok goriildiigli bildirilmistir
(38). Bu genotipler sonradan Cryptosporidium hominis (genotip 1, insan genotipi),
Cryptosporidium parvum (genotip 2, sigir genotipi) olarak farkli iki tiir olarak tanimlanmustir
(37).

Zoonotik karakterdeki Cryptosporidium parvum ile anthroponotik karakterdeki
Cryptosporidium hominis insandaki cryptosporidiosisten en sik sorumlu olan etkenler
olmasina karsin Cryptosporidium canis, Cryptosporidium felis, Cryptosporidium meleagridis,
Cryptosporidium muris ve Cryptosporidium suis’in de insanda enfeksiyon olusturdugu
bildirilmistir (Tablo 2) (33, 38).

2 3. Morfolojisi ve Evrimi

Cryptosporidium spp. ookistleri 4-6 um ¢apinda, kalin bir duvarla ¢evrilmis, sferik ve
icerisinde 4 sporozoit bulunan yapilardir ve sporokistleri bulunmamaktadir. Sporozoitler
rhoptri, mikronem ve yogun graniiller iceren, konak hiicreye invazyonu saglayan apikal
kompleks adi1 verilen bir organele sahiptir. Hareketli sporozoitler ince bagirsak epitelyum
hiicrelerinin ylizey reseptorlerine parazitlerin bazi baglar1 (gp900, CP47, Cpg40/15 gibi) ile
baglanirlar. Baglanma sonrasi parazitler aktin polimerizasyonuna neden olur ve ince bagirsak
epitel hiicre membraninda bir ¢ikint1 olusur. Bu membran sporozoiti sarar ve epitel hiicresinin

mikrovillus tabakasinda parazitofor vakuolii meydana getirir (39, 40).



Tablo 2. Tanimlanan Cryptosporidium tiirleri (22)

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

Konak enterositleri i¢inde bulunan ookistlerin %80°1 kalin duvarh ve ¢ift cidarli iken
yaklagik %20’s1 ince cidarhidir. Ookist duvari ile elektron lucent boslukla birbirinden ayrilmis
elektron yogun tabakadan olugmaktadir (41). Kalin duvarli ookistlerin tipl ve tip2 duvar
sekillendirici cisimlere sahip oldugu, ince duvarli ookistlerde ise bu cisimlerin bulunmadigi
bildirilmistir (20). D1s ortama direngsiz yalnizca tek bir zarla ¢evrili olan ince cidarli ookistler

oto enfeksiyondan sorumludurlar.

Cryptosporidium tiirleri, aseksiiel (sizogoni, merogoni) ve seksiiel (gametogoni,
sporogoni) dollenme sekillerinin degisimi ile karekterize yasam dongiisiinii tek bir konakta
(monoksen) tamamlar. Yasam dongilisi memelilerde enfeksiyona neden olan Eimeria ve
Isospora gibi diger koksidian parazleritlerin yasam dongiilerine benzerlikler gostermektedir.

Buna gore baslica 6 gelisim evresi bulunmaktadir: Ekskistasyon, merogoni, gametogoni,

dollenme, ookist ve sporogoni dénemi (20, 42) (Sekil 1, Sekil 2).
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Sekil 1. Cryptosporidium’a ait yasam dongiisii (42).
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Sekil 2. Cryptosporidium’a ait yasam dongiisiinde ookistlerin gelisim evreleri (58).
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2. 3. 1. Ekskistasyon Donemi

Etkenin diski ile disar1 atilan formu sporlanmis ve enfektivite kazanmis ookist
formlaridir. Diski ile disar1 atilan bu ookistler kalin duvarlt yapida olup, i¢lerinde 4 sporozoit,
birgok kiigiik tanecikler ve zara baglh kiirecikler yer alir. Ookist yiyecek, icecek veya bazi
diger cevresel etmenler araciligi ile oral yoldan, konjuktiva yoluyla veya inhale edilerek
alinabilmektedirler (43). Sindirim yoluyla konak hiicre tarafindan alinan ookistlerin normal
sartlarda ince bagirsakta acilmasi “ekskistasyon” olarak da adlandirilir. Kist a¢iliminda rol
oynayan faktorler arasinda pankreatik enzimler, ¢esitli proteolitik enzimler,safra tuzlari, viicut
1s1s1 ve sindirim sistemindeki degisik indirgeyici etmenler sayilabilir. Agiz araciligi ile alinan

ookistler uygun konaklarin sindirim yolunda acilir ve sporozoitler serbest hale gecer (44, 45).

2. 3. 2. Merogoni Déonemi

Konagin sindirim yolunda serbest kalan sporozoitler konagin bagirsak epitel hiicreleri
(enterositler) icine girerek epitel hiicrelerin mikrovillus bdlgesinde trofozoit (tek niikleuslu
meront) formuna doniisiirler. Bununla beraber sporozoitler bagirsaga ek olarak pankreatik
kanallari, safra kanalin1 ve solunum sistemini de tutabilirler. Sporozoitler 4.9x 1.2 um ¢apinda
olup ¢ekirdekleri 1/3 arka kismindadir, duvari ise 50 nm kalinliginda diiz ve renksiz yapidadir
(23, 42, 46-48). Sporozoitlerden olusan trofozoitler ise 2-2.5 um ¢apinda , yuvarlak veya oval
yapilar olup ribozomal endoplazmik retikuluma gereksinim duyarlar. Apikal kompleks tam
olarak farklilagsmamis halde olup trofozoitler olgunlasinca kaybolur ve ribozomal
endoplazmik retikulum meydana gelir. Konak hiicre icerisinde beslenen ve biiyiiyen trofozoit
eseysiz olarak sizogoni ile cogalarak 6-8 merozoit meydana getirir. Merozoitleri tagiyan
hiicreye meront I (sizont) adi verilmektedir. Meront I’lerin pargalanmasiyla serbest hale gecen
merozoitler diger hiicrelere girerek yeni bir sizogoniyi baglatirlar ve meront I veya meront

II’ye doniisiirler. Sizogoni sonrasinda meront II icerisinde 4 merozoit meydana gelir. Meront
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Il’lerden olusan merozoitler yeni hiicreleri enfekte eder ve gametogoninin olusmasinda rol

oynarlar (42, 49).

2. 3. 3. Gametogoni Donemi

Sizogoni sonucunda tip II merontlarin i¢inde olusan 4 merozoit hiicre pargalaninca
serbest hale geger ve bu merozoitler yeni bir dongii olusturmazlar. Fakat bu merozoitler konak
icinde yeni hiicrelere girdiklerinde mikro ve makro gametositlere, daha sonra da makro ve
mikrogametlere doniisiir (42, 46, 50). Her bir mikrogamonttan 16 tane mikrogamet ve her bir

makrogamonttan ise yalnizca bir makrogamet meydana gelir (44, 51, 52).

2. 3. 4. Dollenme (Fertilizasyon) Donemi

Yagam siklusunun 4. evresinde barsak limeninde serbest olarak bulunan 0.4-0.5 um
bliyiikliiglinde ve ince yapili kamgisiz mikrogametlerden birisinin 4-6 pm biiyiikliigiindeki

makrogameti dollemesi sonucunda zigot olusur (52-54).

2. 3. 5. Ookist Donemi

Bu dénemde zigotun etrafi iki veya ti¢ farkli tabakanin birlesmesinden olusan ookist
duvari ile ¢evrili haldedir. Zigotun etrafindaki duvarin kalinlagmasi, parazitin bir konaktan
digerine bulagsmasini saglayacak olan ookistleri olusturmak ig¢indir (46). Cryptosporidium
spp.’nin duvari kimyasal ve mekanik etkilere kars1 direngli bir yap1 arz eder. Ookistin elektron

mikroskobunda gozlenilebilen en 6nemli 6zelliklerinden birisi; ookist duvari {izerinde
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ookistin yarisin1 veya li¢te birini saran serit seklinde bir yapinin mevcut olmasidir. Ookist
duvarmin disg tabakasinda asidik oOzellikte glikoprotein flamentleri bulunmaktadir. Orta
kisminda mikobakteriyel lipidler ve balmumu benzeri sert yapili kompleks lipit tabakasi yer
alir. I¢ tabakasi ise yine glikoproteinleri icerir. Hiice duvarmda bol miktarda lipid bulunmast,
karbol fuksin ile boyamadan sonra ookistin asit alkol ile dekolarizasyon isleminden

etkilenmemesini saglar (45, 53).

2. 3. 6. Sporogoni Donemi:

Bu donemde konak hiicrede olgunlasan ookistlerin i¢inde sporlanma ile enfektif
sporozoitler meydana gelir. Cryptosporidium spp’nin eseyli tiremesi sonucunda 2 farkli tip
ookist olusumu gozlenir. Olusan ookistlerin yaklasik %80°1 kalin duvarli, %20’si ise ince
duvarli bir yap1 gdsterir (46, 48). Ince ¢eperli ookistler i¢inde 4 sporozoit yer alir. Bu ookistler
konak viicudu disina ¢ikmadan bagirsak bosluguna atilip bagirsak icinde acilirlar. I¢lerinde
bulunan sporozoitler serbest kalarak yeni epitel hiicrelerine girerler ve konakta enfeksiyonun
devamindan sorumludurlar. Bu tip bulas sekli yuvarlak solucanlardan Strongyloides
stercoralis’in evriminde goriilen duruma benzetilerek “i¢ oto enfeksiyon adini almistir” (42,
50). Kalin ¢eperli yapiya sahip 2. tip ookistler ise sporlanarak konak diskisi ile disartya
atilirlar ve konaklar arasi bulagsmada rol oynarlar (23, 43, 48). Bu tip ookistler hem dis oto
enfeksiyon yoluyla hem kisiler arasi direkt temasla hem de bulash yiyecek i¢eceklerle agizdan
alinirlar ve bu sekilde parazit insanlararas1 bulagsma gosterir. Yani bulagsma fekal-oral yolla,
ara konak¢r olmadan gerceklesmektedir. Bu kistler cevre ve iklim kosullarina uzun siire

dayanikli yapidadir (42, 55-57).
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2. 4. Epidemiyolojisi

Diisiik sayida ookistin enfeksiyonu olusturma yetenegine sahip olmasi, ookistlerin
uzun siire dis ortamda canli kalmasi ve bir¢ok dezenfektana karsi direnc¢li olmasi, konaktan
atildiginda ookistlerin enfektif 6zellikte olmasi, baz1 genotipler i¢in hayvanlarin rezervuar
olmasi ve son olarak konagin bagisiklik sisteminin baskilanmis olmasi cryptosporidiosis

epidemiyolojisini belirleyen faktorlerdir (59).

Birgok ¢aligmada, HIV pozitif olgularda cryptosporidiosis insidansi ve epidemiyolojisi
arastirilmistir. Bu calismalarin sonuglart ¢ok biiyiik farkliliklar gostermekte; bu durumun,
caligmalarin planlanmasina, cografik yerlesime, laboratuvar yontemlerinin duyarliligina,
secilen ¢alisma grubundaki farkliliklara ve hastalifin safhasina bagli olabilecegi

diisiiniilmektedir. Bununla beraber ortalama %32’lik oran bildirilmistir (7).

Arastirma ve yontemlerdeki farkliliklar nedeni ile sonuglarin karsilastirilmasi zor olsa
da diyarelilerde, az gelismis iilkelerde, Ozellikle 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 sayisi ile dogru orantili oldugu, enfeksiyon riskini ¢esitli sosyal ve
davranmigsal faktorlerin de arttirdigi bildirilmistir. Avrupa’da yapilan cok merkezli bir
arastirmada, cryptosporidiosisin homoseksiiellerde ila¢ bagimlilarina gére daha sik goriilmesi;
ABD’deki benzer bir ¢calismada ise, enfeksiyona HIV enfeksiyonunu cinsel yolla alanlarda
diger yollarla alanlara gore daha fazla rastlanmasi seksiiel davranis ile cryptosporidiosisin
yakin iligki i¢inde oldugunu diislindiirmiistiir. Diger bir ¢caligmada ise kdpek sahibi olmanin

HIV olgularinda enfeksiyon riskini arttirdigi gézlenmistir (22).

Ulkemizde cryptosporidiosisle ilgili ilk calisma Ozcan ve arkadaslari tarafindan
yapilmis ve ishalli ¢ocuklarda %8.2, ishali olmayan c¢ocuklarda %4.1 olarak saptanmuistir.
Istanbul’da 5 yasin altindaki diyareli 73 ¢ocugun yalnizca birinde, Ankara’da ise 50 cocugun
7’sinde (%3.5) Cryptosporidium ookistleri saptanirken, Sivas’ta ishalli olgularda yapilan iki
ayr1 calismada %19.8 ve %11.8, Antalya’da diyareli cocuklarda %0.97, Eskisehir’de diyareli
cocuklarda %3.6, Ankara’da Parazitoloji laboratuvarina bagvuran 32.582 kisinin 45’inde
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(%0.13), diger bir calisgmada da kronik ishallilerin %20’sinde Cryptosporidium ookistleri
saptanmistir. Ulkemizde bagisiklig1 baskilanmis hasta gruplarinda yapilan arastirmalarda su
sonuglar almmustir: Kemoterapi goren ishalli olgularda %17, hemodiyaliz, bobrek
transplantasyonu ve ¢ocuk onkoloji olgularinda sirasiyla %30.4, %18.8 ve %35.5, kronik
bobrek yetmezliklilerde %19.1 oraninda cryptosporidiosis saptanmistir. Bagisiklik sistemi
baskilanmis 18 olgunun 7’sinde (%38.8) Cryptosporidium ookistlerinin saptandigi bir
aragtirmada, bu grup icerisinde yer alan 7 AIDS olgusunun tamami cryptosporidiosis tanisi

almistir (22).

Cryptosporidium paraziti Antartika disinda, sicak iklime sahip bolgelerde daha yaygin
olmak iizere tiim diinyada bulunmaktadir. Enfeksiyonun mevsimsel ozellik gosterebildigi,
sicak ve nemli aylarda daha yaygin gorildiigi bildirilmistir. Farkli iilkelerde, diskida
ookistlerin goriilmesiyle belirlenen enfeksiyon insidansinin, Avrupa ve Amerika’da %1-3,

gelismekte olan iilkelerde ise %5-10 oraninda degistigi bildirilmistir (60).

Finlandiya’da erigkinlerin %9.1’inde, 5 yasin {izerindeki olgularin %2.6’sinda
Cryptosporidium enfeksiyonuna rastlanmistir. ABD’de yapilan arastirmalarda, Massachusetts,
Ohio, New York ve Oregon eyaletlerinde incelenen digki drneklerinde %0.3 ile %?2.8 arasi
degisen oranlarda Cryptosporidium ookistleri saptanmigtir. Basta diyare olmak iizere
semptomatik hastalar arastirildiginda Ingiltere’de %5.0, Brezilya’da %8.0, Hindistan’da
%13.1, Gana’da %12.9, Bangledes’te farkli iki calismada %4.3 ve %3.0, Kosta Rika’da %4.3,
Nepal’de diyareli turistlerde %35.0, Zaire’de %30.0 aninda cryptosporidiosis saptandigi
bildirilmistir (22).

Fekal- oral yolla bulasan Cryptosporidium enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasi igin,
ookistlerin enfekte insan, hayvan ya da kontamine yiizeylerle yakin temasla veya su ve

yiyecekler araciligryla alinmasi gerekmektedir (57).

Deneysel ve epidemiyolojik verilere dayanarak, insanlarin 10-100 ookist ile enfekte
olabilecegi ve primer enfeksiyondan kisa bir siire sonra 100-1000 ookistle reenfeksiyonun

gelisebilecegi gosterilmistir (61).

Cryptosporidium tiirlerinin insana bulasmada evcil hayvanlarin ve besi hayvanlarinin,

ozellikle buzagilarin digkisinin rolii biyiiktir (42, 50, 55). Sigirlarin insan Cyptosporidium
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enfeksiyonlar1 i¢in rezervuar olabilecegi diisiiniilerek bir ¢alisma yapilmis ve enfekte sigir
diskisi ile temasi olan immun direnci saglam 12 kiside enfeksiyon gelistigi agiklanmistir (62).
Fare ve siganlarin agiz yoluyla, insan veya sigir kaynakli ookistlerle enfekte edilebilmesi bu
durumu gii¢lendirir hale gelmistir (63). Yapilan farkli ¢aligmalarda insanlardan elde edilen
ookistlerin kuzular i¢gin patojen oldugu, kedi ve kopek gibi ev hayvanlarinin da parazitin

neden oldugu enfeksiyona yatkin olduklar1 bildirilmistir (62-64).

Insanlar aras1 kontaminasyon fekal-oral veya anal-oral yolla olabilmektedir (55).
Ozellikle ¢ocuk bakimevlerinde ve hastanelerde ortaya cikan salginlar insandan insana
bulagin O6nemini kanitlayan en Onemli olaylar arasinda yer alir (65-68). Gilinlimiizde

Cryptosporidium bir turist hastalig1 etkeni olarak da bilinir (69-71).

Cocukluk donemi diyarelerinde 6nemli bir etken olan Cryptosporidium insidansinin 1-
5 yas arasinda pik yaptigi, gelismis lilkelerde diyareli ¢ocuklarda %1-3, gelismekte olan

o

tilkelerde ise %4-17 arasinda degistigi belirtilmektedir (72).

Epidemiyolojik ¢alismalarda, ishalin endemik oldugu yerlerde su siklikla
Cryptosporidium bulagmasinin en biiyiik yolu olarak tarif edilmektedir. Cogu tropikal
tilkelerde cocuklardaki Cryptosporidium enfeksiyonlar1 genellikle yagisli mevsimlerde pik
yapar. Bu bolgelerde cryptosporidiosisin olugmasinda en biiyiik yolun su kaynakli bulagsma
oldugu disiinilir. Endistrilesmis tilkelerdeki insan Cryptosporidium enfeksiyonunun
insidansindaki mevsimsel degisiklikler de su kaynakli bulagmay1 isaret etmektedir. ABD’de
HIV pozitif kimseler arasinda cyptosporidiosisin sayisinda bir yilda meydana gelen iki pik
vardir. Bunun biri baharda, digeri de yaz mevsiminin sonundadir. Genel toplumda da yaz ay1
sonunda cryptosporidiosisin sporadik olgularinda yillik bir pik goriiliir. Yazin sonunda
goriilen cryptosporidiosis olgularinin pik yapmasinin yiizme ve su sporlari gibi eglence
faaliyetlerine bagli oldugu kabul edilir. Bu da cryptosporidiosis epidemiyolojisinde su

kaynakli bulasmanin 6nemli olabilecegini gosterir (73).

Bulagmaya neden olan ookistler giinlimiizde kullanilan pek ¢ok dezenfektana, soguga,
sicaga ve neme direngli yap1 gosterirler. Yapilan ¢alismalar bu ookistlerin %10’luk formolde
veya %50 derisik amonyak gibi kimyasal soliisyonlarda 30 dakika i¢inde, ayrica 60 °C ve
tizerindeki sicakliklarda veya -20 °C sicaklikta 30 dakika bekletmekle inaktive olduklari
bildirilmistir (74).
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ABD’de bir kaynak suyundan 400.000 kisi enfekte olmustur. Su kaynakli epidemi
nedenleri arasinda; parazitin kaynak sularindaki prevalansinin yiiksek olmasi, igme suyu
filtrelerinden gegebilmesi, klora direngli olmas1 ve ¢ok az sayida parazitin dahi enfeksiyona
neden olabilmesi gosterilmektedir. Bu nedenle gilinlimiizde kullanilan su aritma tekniklerinin
yetersiz oldugu ve cryptosporidiosis vakalarinin igme suyu ve yiizme havuzu sularindan
salgin seklinde gelistigi bildirilmistir. Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda Cryptosporidium
ookistlerinin 180 ppm klor konsantrasyonunda, 25 °C ve pH 7.0’de 2 saat i¢inde 6ldiigi
kanitlanmistir. Su dezenfeksiyonunda kullanilan diger bir yontem olan ozonlama isleminin
Cryptosporidium  ookistleri  {izerine etkisi arastirillmis, enfektivitelerinin 1 ppm
konsantrasyonda 10 dakika sonra ortadan kalktig1 gézlenmistir. Cryptosporidium ookistlerinin
ayni sartlarda, Giardia kistlerine gére ozona 30 kat, klora ise 14 kat daha fazla direngli oldugu
tespit edilmistir. Dezenfektanlarla yapilan caligmalar sonucunda, sulardaki parazitlerin
inaktivasyonunda ozonun klor ya da klordioksitten daha etkili bir dezenfektan oldugu

bildirilmistir (75).

2. 5. Patogenezi

Bagisiklik sistemi saglam olan konaklarda Cryptosporidium parvum’un siklikla
terminal jejunum ve ileumda, bagisiklik sistemi baskilanmig kisilerde ise mide, duodenum,
kolon, bilier ve pankreatik kanallar ve solunum sisteminde yerleserek enfeksiyona neden

olabilecegi bildirilmistir (36, 76).

Cryptosporidiosisin klinik belirtileri anatomik yerlesimiyle paralellik gostermektedir.
Cryptosporidium parvum primer olarak intestinal sisteme yerlestiginden, en sik rastlanan
belirti diyaredir. Cryptosporidium enfeksiyonunun neden oldugu diyarenin fizyopatolojik
mekanizmalari tam olarak agikliga kavugmamistir. Cryptosporidium parvum ile enfekte edilen
sigirlarla yapilan bir arastirmanin sonuglari, diyarenin ince bagirsaklardaki emilim bozuklugu
ve sindirim bozuklugunun yam1 sira kalin bagirsaktaki malabsorbsiyon oldugunu
distindiirmistiir. Bagisiklig1 baskilanmis kisilerde sik goriilen ve kolera benzeri olarak

tanimlanan diyare, bagirsakta toksinlerin yol actig1 bir asir1 salgilanmay1 diisiindiirse de boyle
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bir toksin bulunamamistir. Domuzlarin enfekte edilmesi ile yapilan bir calismada, en siddetli
morfolojik degisikliklerin inokiilasyonun {i¢iincli giinlinde ileumda goriilen villoz atrofi, kript
hiperplazisi ve hiicresel infiltrasyon oldugu, ortaya c¢ikan malabsorbsiyon tablosunun
morfolojik yikimla iligkisi bulundugu ve viral enfeksiyonlardaki tabloya benzedigi
bildirilmistir. Kalin bagirsak epitel hiicreleri ile yapilan bir in vitro ¢alismada, epitelyum
hiicre bariyer biitiinliigiinin bozulmasinin, yalnizca iyon akisi ile sonuglanan hiicrelerarasi
kanallarin agilmasma yol agmadigi, ayn1 zamanda Cryptosporidium parvum ookistlerinin

bagisak epiteli lizerindeki etkilerden sorumlu oldugunu ortaya ¢ikarmis bulunmaktadir (22).

Cryptosporidium enfeksiyonunda goriillen diyarenin nedenleri arasinda ince
bagirsaklardaki enterositlerin agir hasar1 veya oliimii, villus atrofisi ve lamina propiadaki
hiicresel enflamasyon rol oynamaktadir. Enfekte epitel hiicrelerinden sitokinler; Timor
Nekrozis Faktor- alfa (TNF-a), Interlokin 1 (IL1) ve Interlokin 8 (IL8) salgilanarak
enflamatuar ve bagisiklik sistem hiicreleri bu bolgede toplanmaktadir. Epitel hiicrelerinden
prostoglandin E2 (PGE2), enflamasyon hiicrelerinden substance P gibi ndropeptidler salinir.
Sonu¢ olarak sodyum (Na) emiliminde azalma, epitelyal permeabilitesinde ve klor (Cl)

sekresyonunda artis nedeniyle diyare ortaya ¢ikmaktadir (59).

Prostoglandinler Na azalmasma aracilik ederken Cl sekresyonunu, TNF-o ise
prostoglandinlerin iiretimini uyarirlar. Bununla beraber kronik cryptosporidiosisli AIDS
olgularinda serum sitokin diizeyleri ile semptomlar arasinda bir korelasyon saptanmazken,
prostoglandin inhibitorlerinin cryptosporidiosis semptomlarini ortadan kaldirmada etkili
olamadig1 bildirilmistir. Robinson ve arkadaslar1 kronik cryptosporidiosisli AIDS olgularinda
ve Cryptosporidium parvum ile enfekte goniillilerde diyarenin siddeti ve durumu ile
noropeptid substance P arasindaki korelasyonu gostermislerdir (77). Benzer sekilde farelerde,
noropeptid substance P inhibitorlerinin Cryptosporidium parvum’a bagli bagirsaktaki yangiya
kars1 koruyucu oldugu bildirilmistir (78). Ornegin néropeptid substance P antagonisti olan

octreotid, kronik cryptosporidiosiste daireyi kismen azaltir.

Cryptosporidium parvum’la iliskili apopitotik epitelyal hiicre oliimii, intestinal
epitelyal hiicre kiiltiirlerinde saptanmis olup bazi klinik bulgularla desteklenmistir.
Cryptosporidium parvum’un kompleks bir virulans kapasitesi oldugu bilinmektedir. Epitel

hiicrelerine tutunarak, infekte olmayan komsu hiicrelerde apopitozis yoluyla epitel
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hiicrelerinin absorbsiyon ve sekresyon ozelliklerini bozdugu ileri siiriilmektedir. AIDS’li
hastalarda sinerjistik bir patolojik etkinin ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. HIV-1 virusuyla
infekte T hiicre ve makrofajlardan salinan “HIV-1 tat proteini”nin Cryptosporidium ile iligkili

apopitozisi indiikledigi gosterilmistir (79).

Insan iliogekal ve kolonik adenokarsinom hiicre kiiltiirlerinde goriilen ve 24. saatte en
iist seviyeye ulasan apopitozis Cryptosporidium parvum tarafindan sinirlandirilabilmektedir.
Parazit bu eylemi ile enfeksiyonun erken doneminde kendi biiylime ve olgunlagmasi igin
gerekli olan konak hiicrenin siiregenligini saglamay1 hedeflemektedir. Kaldi ki apopitozis,
enfekte hiicrenin kendini 6liime tasiyarak enfeksiyonun ilerlemesi durumundan ve olas1 bazi

diger komplikasyonlardan viicudu koruma ¢abasindan bagka bir sey degildir (80).

Cryptosporidium ookistlerinin gastrik epitel, 6zofagus ve appendiks gibi organlara
yerlesim gostererek atipik gastrointestinal enfeksiyona yol actigi gosterilmistir. AIDS
olgularinda cryptosporidiosis komplikasyonu olarak nadiren pneumatosis cystoides
intestinalis ad1 verilen yapilar ortaya ¢ikabilmektedir. Bunlar ince bagirsak duvarina yerlesen
gaz iceren ince cidarli bir duvara sahip olusumlardir; yirtildiklarinda pneumoretroperitonit

veya pneumomediastenium tablolar gelisebilmektedir (22).

2. 6. immunolojik ve Antijenik Yapisi

2. 6. 1. immun Sistemi Saglam Konaklarda Hiimoral ve Hiicresel Immun Yamt

Cryptosporidium parvum, hiicre igi yerlestigi i¢in immunitede antikorlarin roli
tartismalidir. Antikorlar luminal olarak konak hiicreyle Cryptosporidium parvum’un iliskisini
bloke edebilirler. Tutunma ve / veya invazyonu onleyerek bu blokaj1 yapabilirler. Bu etki;
kompleman aktivasyonu, lizis veya opsonofagositoz, Fc (Fragment crystallizable)
reseptorlerine baglanma, antikora bagli hiicresel sitotoksisite gibi efektdor mekanizmalarla

kolaylasabilmektedir. Cryptosporidium parvum’a karsi olusan antikorlar, kismen hiicre i¢i de
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etkili olabilirler. Ozellikle salgisal immunglobulin A (IgA)nin transepitelyal transportu
sirasinda patojenin nétralize olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Cryptosporidium parvum’un
biyokimyasal kompozisyonu komplekstir. Hiimoral cevapta karbonhidrat, lipid, glikoprotein
ve diger glikokonjugatlar tanmir. Bunlarin bir kismi ndtralizan antikorlar i¢in Onemli
hedeflerdir. Cryptosporidium parvum’a karsi antikorlar enfekte konagin kolostrum ve kaninda
saptanabilmistir. Ookist atilimindaki azalmanin 23-27 kilodalton (kDa) ve 15-17 kDa’luk
antijenlere kars1 olusan antikorlarla iligkili oldugu ileri siirilmektedir. 27 kDa’luk antijenin
serum immunglobulin G (IgG), 15 kDa’luk antijenin ise tiikriikteki IgA antikorlariyla giiclii
reaksiyon verdigi saptanmustir. Immun sistemi saglam kisilerde daha énce Cryptosporidium
parvum’la karsilagmis olmak tam koruyuculuk saglamamaktadir. Ancak hastalik siddetini ve

atilan ookist sayisini azaltabilecegi ileri stiriilmiistiir (25).

Cryptosporidiosisde dogal immun cevapta enterositler aktive olur, proinflamatuar
sitokinler ve defensinler gibi antimikrobiyal peptitler olusur. Ornegin TNF-o, enterositlerde
Cryptosporidium parvum’un konak hiicreye invazyonunu onleyici etki gosterebilmektedir
(81, 82).

Dogal immun cevap, baslangigta parazit sayisini kisitlasa da infeksiyonun tam olarak
temizlenmesinde T hiicre cevabi gerekmektedir. Ozellikle CD4 T lenfositleri, dzellesmis
hiicre yiizey proteinleri (MHC smuf II, CD40-CD154) Cryptosporidium parvum’a karsi
koruyucu immunitede 6nemlidir. CD8 T hiicrelerinin rolii ise kisithidir. Cryptosporidium
parvum’un parazitofor vakuoldeki yerlesimi, sporozoit antijenlerinin MHC siuf I yoluna
girmesini engeller. Primer enfeksiyon sirasinda major T hiicre popiilasyonlar1 villuslarda
artar, enfeksiyondan sonra normal seviyelerine doner. Luminal parazit antijenleri M
hiicrelerince alinarak Peyer plaklar1 ve intestinal yolun lenfoid follikiillerinde lokalize olan
CDA4 T hiicrelere sunulurlar. Aktive olan T hiicreleri lamina propria veya intestinal epitelyuma
go¢ ederler. Cryptosporidium parvum enfeksiyonunu takiben intestinal dokuda sitokin profili
degisir. Bulgulara gore Cryptosporidium parvum’a karsi intestinal immun cevapta g¢oklu

sitokinlerin sirali ekspresyonu séz konusudur. Temel sitokinler IFN-y ve IL-12"dir (83, 84).

Aktive T hiicrelerinin eksprese ettigi CD154 (CD40L) ve antijen sunucu hiicrelerin

eksprese ettigi CD40 iliskisi, Cryptosporidium parvum’a karsi koruyucu immunitenin
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gelismesinde temel immunoregiilatér rol oynar. Ornegin CD40 sinyali, IL-12 ve IFN-y

yapimini stimiile eder, T hiicre cevabini uyarir, infekte hiicrelerin apoptozisini tetikler.

IFN-y, T hiicre yoluyla Cryptosporidium parvum’un eliminasyonunda kritik rol
oynayan bir stokindir. Parazitin konak hiicreye invazyonunu inhibe edebilir. Intestinal
epitelyum ve lamina propriadaki makrofaj ve lenfositleri aktive eder. Bu hiicreler parazitin
temizlenmesinde efektér fonksiyon gosterirler. IFN-y, dogal 6ldiiriicli hiice (NK) cevabi igin

de Onemlidir.

yd T hiicre reseptorii (TCR) tasiyan T hiicreleri Cryptosporidium parvum
enfeksiyonunda erken primer cevapta rol alarak, minor koruyucu rol oynarlar. Primer
enfeksiyon sirasinda yo TCR tasiyan T hiicre cevabir hizli ve gegicidir. Bu hiicreler deri ve
bagirsakta dokularin girisinde yerlesirler. aff TCR tasiyan T hiicreleri ise enfeksiyonun

temizlenmesinde 6nemlidirler. Bu T hiicreleri (o TCR) IFN-y’nin kaynagidirlar (25).

Cryptosporidiosis enfeksiyonu sirasinda hem Thl hem Th2 cevabi olusabildigi
gbzlenmistir. Sadece Th2 hiicrelerin  sitokinlerinin ~ Cryptosporidium  parvum’un

temizlenmesinde etkili olmadig1 saptanmistir (85).

Th, sitokinlerinden IL-4, IFN 1y ile sinerjistik etki gostererek Cryptosporidium parvum
iiremesini inhibe eder. IL-4 ayrica salgisal IgA yapimini da stimiile edebilir. IL-12, Thl
cevabini ydnlendiren anahtar regiilatdr sitokindir. immunitede temel rol oynar. Infeksiyonun
ge¢ donemlerinde (21. gilin) iyilesme sirasinda IL-10 yapiminda artig saptanmig ancak rolii

tam agikliga kavusmamaistir (25).

Immun sistemi saglam eriskilerde Cryptosporidium parvum infeksiyonunun
rezoliisyonu IL-15 yapimu ile de iligkili bulunmustur. IL-15 eksprese eden goniilliilerin daha
az ookist cikarttiklar1 gozlenmistir. IL-15 antijen sunucu hiicrelerce sitokin ekspresyonunun
ve intestinal epitelyal hiicrelerce kemokin yapiminin regiilasyonunda rol alir. IL15’e baglhh NK
hiicre aktivasyonu, insanlarda cryptosporidiosisin iyilegsmesinde kritik rol oynar. Ayrica CD8
T hiicrelerin sitotoksik aktivitesi de IL-15 ile artabilmektedir (86). Epitelyal hiicrelerin
olusturdugu IL-18 koruyucu Thl cevabinda 6nemli rol oynar. IL-18 pro inflamatuar etkisinin
yani sira (IL-1B ve TNF-o yapimmindaki artis) konak parazit iligkisinin erken déneminde

onemlidir. IL-18’e bagl olarak bazi epitelyal bakterisidal ajanlarda artis olabilir. Bu artig
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konak immunitesinde énemlidir. IL-18’in IFN-y yapimin1 indiikleyici etkisi de s6z konusudur

(87).

2. 6. 2. immun Sistemi Baskilanmis Konaklarda Humoral ve Hiicresel immun

Yanit

Immun sistemi baskilanmis kisilerde Cryptosporidium parvum’un 27 kDa’luk
antijenine karsi giiclii bir serolojik cevap oldugunda diyare ve kilo kaybi riskinde azalma
gozlenmistir. Su kaynakli bulaslarda az sayida ookist alan kisilerde olusan serolojik yanit
daha giicliidiir. HIV pozitif hastalarda yas ilerledikce olusabilecek immunite nedeniyle

infeksiyon riskinin azalacagi ileri siiriilmektedir (88).

HIV pozitiflerde cryptosporidiosis sirasinda immunglobulin M (IgM), kronik
infeksiyonlarda IgG tiirii antikorlar olugsa da immunolojik korumada 6zgiil antikor cevabinin
rolii fazla degildir (89, 90). Serum ve / veya mukozal IgG, IgM ve IgA antikorlar1 olan
AIDS’li hastalarda persistan cryptosporidiosis gozlenmistir. Fekal IgA cevabi esas olarak
IgA1l alt grubundandir. Polipeptit ve glikoproteinlere karst olusur. HIV seropozitif ve
cryptosporidiosisi  temizlenmis kisilerde 0Ozgiil salgisal IgA, AIDS ve kronik
cryptosporidiosisi olan kisilere gore daha yiiksak bulunmustur (25).

Ozellikle AIDS’li hastalarda CD4 hiicre sayist immun sistemin mukozal yiizeyde
Cryptosporidium infeksiyonunu temizleme yetenegi igin en iyi gostergedir. CD4 hiicre sayisi
180 hiicre/milimetre kiip (mm?®)’ten yiiksek olan kisilerde infeksiyon spontan olarak
temizlenebilirken 180 hiicre/mm?*’ten az olanlarda %87 oraninda persistan hastalik olusur.

CD4 hiicre sayisinin 50 hiicre/mm?’iin altinda oldugu durumlarda 6liim riski vardir (14, 76).

AIDS’te antiretroviral tedavi ile CD4 hiicre sayisi diizeldiginde inflamasyonun potent
mediatorii olan bazi kemokinlerin yapiminda (CXCL-10 gibi) azalma goriiliir. Bu durumda

intestinal mukozada inflamatuar cevap azalir, kronik diyarede diizelme gozlenebilir (91).
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AIDS’te kolonik cryptosporidiosiste lamina propria T hiicreleri sitotoksik
mekanizmada yer alirlar. CD8 T hiicreleri granzim B eksprese ederek apoptozisi indiiklerler.
Immun sistemi baskilanmis kisilerdeki cryptosporidiosiste IFN-y ve anti inflamatuar
sitokinlerden IL-10’daki paralel artis bu iki sitokin arasinda bir denge olduguna isaret eder

(25).

2. 7. Cryptosporidiosisin Klinik Sekilleri ve Klinik Belirtileri

Cryptosporidium spp.’nin bagisiklik sistemi saglam bireylerde siklikla terminal
jejunum ve ileuma, bagisiklik sistemi baskilanmis grupta akcigerlere, 6zofagus, mide,
karaciger, pankreas, safra kesesi, apendiks, diiodenum, kolon, rektum, orta kulak ve
konjonktivada da bulunabilecegi ve klinik belirtilerin yerlestigi organlara gore ortaya ¢iktigi

bildirilmistir (14, 20, 76).

Cryptosporidiosis, intestinal, respiratuar, hepatobilier ve pankreatik cryptosporidiosis

olmak tizere dort farkl klinik tablo ile karsimiza ¢ikabilir (61):

2.7. 1. Intestinal Cryptosporidiosis

Dort farkli klinik tablo goriilebilmektedir.

Asemptomatik tastyicilar: 6zellikle salginlarda bulastan sorumlu oldugu diisiiniilen bu
klinik tablodaki olgularda hi¢bir klinik belirti gézlenmez. Asemptomatik tasiyicilik oran1t HIV
pozitif olgularda normal toplumdan daha yiiksektir. Akut sinirli enfeksiyon: Bagisik sistemi
saglam olan kisilerde daha yaygin goriilen bu klinik tablonun, kulugka dénemi ortalama 6 (2-
30 giin) giin olarak belirtilmektedir. En sik goriilen semptom bol ve sulu, mukuslu olabilen,
cok nadiren kan veya lokositlerin de bulunabildigi diyaredir. Bagirsak hareketlerinde artis,

hizli kilo kaybi1 ve dehidratasyona neden olabilmektedir. Karin agrisi, anoreksia, hafif ates (39
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°C’nin altinda), bulanti, kusma, basagrisi, halsizlik, orta dereceli malabsorbsiyon en g¢ok
gozlenen belirtilerdir. Klinik belirtiler birkag giin ile birka¢ hafta arasinda kendiliginden
gegebilmektedir. CD4 sayist 200 hiicre/mm?*’ten fazla olan HIV pozitif olgularda bu klinik
sekil gozlenebilmektedir. Kronik enfeksiyon: Daha ¢ok malniitrisyonlu ¢ocuklarda ve AIDS
olgularinda basta olmak tizere bagisiklik sistemi baskilanmis grupta goriilen klinik tablodur.
Olgularin %85’inde direngli diyare, %100’linde kilo kayb1 ve malniitrisyon gézlenmektedir.
Fulminant enfeksiyon: AIDS hastalarinda ve kemoterapi ile bagisiklik sistemi baskilanmig
kisilerde goriilmektedir. En belirgin 6zelligi kolera benzeri klinik tablo olusturmakta ve ¢ok
yiiksek mortalite ile karakterize olmaktadir. Hipovolemi ve soka neden olabilmekte, bu

nedenle tedavide oncelikle s1v1 elektrolit dengesinin saglanmasi 6nerilmektedir.

2.7. 2. Respiratuar Cryptosporidiosis:

Normal toplumda 6zellikle cocuk yas grubunda goriilen gecici bir enfeksiyon olup

olgularin ¢cogunda diyare bulunmaktadir.

Bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde yaygin olarak goriilen bu klinik tablo siddetli-
direncli oksiiriik, krup, wheezing, ses kisikligi, ates, trakeal sekresyon ve solunum giicliigii ile
karekterizedir. Ozellikle AIDS olgular1 basta olmak iizere malign lenfoma ve kemik iligi
transplant olgular1 gibi bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde 6ldiiriicii solunum sistemi

tablolar1 daha ¢ok goriilmektedir.

2.7. 3. Hepatobiliyer Cryptosporidiosis:

Genellikle AIDS’li ve kronik cryptosporidiosis’li hastalarda gelisen safra kesesi ve
safra yollart epitelinin tutulumu, tassiz kolesistit veya sklerozan kolanjit tablosuyla ortaya

cikmaktadir. En sik gozlenen belirtiler ates, sag iist kadranda agr1 ve duyarlilik, bulanti,
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kusma, nadiren diyare ve sariliktir. AIDS olgularinda intestinal enfeksiyonlarin tekrari
(direngli cryptosporidiosis) veya paramomisin gibi intraluminal ajanlarla sagiltim biliyer

enfeksiyon i¢in risk olusturmaktadir.

2.7. 4. Pankreatik Cryptosporidiosis:

Pankreatik kanallarin kolonizasyonu ile gelisen ve genellikle AIDS’li hastalar basta
olmak tlizere bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde gozlenen bu klinik tablo siklikla

hepatobiliyer cryptosporidiosise eslik eder (22).

Gerek bagisikligi saglam, gerekse bagisikligi baskilanmig bireylerde cryptosporidiosis
diyare ile kendini gosteren bir enfeksiyondur. Non inflamatuar 6zellikteki diyare karekteristik
olarak bol ve sulu olup mukus icerebilmekte ancak diskida kan ve 16kosit nadiren
bulunmaktadir. Bu tabloya siklikla kilo kayb1 da eslik etmektedir. Daha az siklikla rastlanan
diger klinik belirtiler karin agrisi, bulanti, kusma ve 39 °C altinda ates, bazen halsizlik, bas

agris1 gibi 6zgiil olmayan belirtilerdir (9, 10, 11, 12).

Belirtilerin siddeti kisiden kisiye degisebilmekte ve siklikla atilan ookist miktar: ile
paralellik gostermektedir. Klinik semptomlarin siddeti ve siiresi konagin yas ve bagisiklik
sisteminin durumuna bagli olarak degisiklik gostermektedir. AIDS hastalarinda daha sik
olarak uzun siiren ve yasami tehdit eden enfeksiyon, bagisikligi saglam bireylerde kisa

stirmekte ve kendiliginden tamamen iyilesme ile sonu¢lanmaktadir (10, 12).

Insanlarda Cryptosporidium enfeksiyonunun kulugka dénemi 2 ile 14 giin arasinda
degismektedir. Bagisikligi saglam bireylerde bildirilen ilk cryptosporidiosis olgularinda ve
son zamanlarda saptanan ¢ok sayida olguda en sik belirtiler bol ve sulu, koleraya benzeyen
diyare, karin agrisi, bulanti, kusma, hafif ates ve bas agrisidir. Normal bireylerde diyare
genellikle 3-12 giin arasinda kendiliginden gecerken, malniitrisyonlu c¢ocuklarda asir1 sivi
kayb1 sonucunda ii¢ haftadan daha uzun siireli oral ve parenteral rehidratasyona gereksinim

olabilmektedir (22).
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Gelismekte olan tilkelerde en sik rastlanilan cryptosporidiosis klinigi, cocukluk cagi
ishalleridir. Asya, Afrika ve Latin Amerika’da yapilan calismalar diyareli g¢ocuklarda
cryptosporidiosis sikliginin %5-10 arasinda degistigini ortaya koymustur. Akut hastalik, sulu
diyare, abdominal agr1 ve kramp ile karakterizedir. Hastalarin ¢ogunlugu hizli bir sekilde
iyilesirken az bir kisminda hastalik 14 giine kadar uzamaktadir. Cryptosporidium spp. ,
gelismekte olan iilkelerdeki ©nemli kronik ishal nedenlerindendir. Gelismekte olan
tilkelerdeki ¢ocukluk cagi ishallerinde yapilan ¢alismalarda malniitrisyon ile cryptosporidiosis
iligkili bulunmustur. Cryptosporidiosis malniitrisyonlu ¢ocuklarda ¢ok ciddi seyretmektedir.

Oliimlerin ¢ogu malniitrisyonlu ¢ocuklarda goriilmektedir (42, 92).

Bagirsak cryptosporidiosisinin direnci, siddeti ve prognozu hastanin bagisiklik durumu
ile yakin iligki gostermektedir. AIDS gibi bagisikligin en fazla baskilandigi durumlarda
Cryptosporidium enfeksiyonuna bagli diyare zamanla agirlasarak 6liime yol acan en 6nemli
unsur haline gelebilmektedir. Bagisik direncin asir1  distiigii durumlarda zamanla
gastrointestinal mukozanin biiylik bir boliimiiniin parazitlerle kaplandigi, buna bagl olarak
malabsorbsiyon gelistigi, sivi kaybiin bir eriskinde giinde 10 litreye, 14 aylik bir ¢ocukta 5
litreye kadar yiikselebildigi bildirilmistir.

Bagisikligi baskilanmis olan kisilerde hastaligin siliresi ve siddeti hastanin
bagisikliginin normale donme yetenegine bagli olabilmektedir. Burada s6z konusu olan
hastalar 6zellikle kanser ve transplantasyon nedeniyle bagisiklig1 baskilayan ilag¢ kullananlar,
ozellikle ¢ocuklarda beslenme bozuklugu olanlar, kizamik veya cytomegalovirus enfeksiyonu

gibi viral enfeksiyonu bulunan kisilerdir.

Bagisikligi baskilanmis hastalarda Cryptosporidium enfeksiyonlar1 gastrointestinal
sistemle sinirli kalmayabilmekte, safra kesesi ve safra yollarini tutarak ates, bulanti kusma,
sag ust kadranda agriya, pankreas kanallarini tutarak karin agrisi, asit, amilaz yiiksekligi ve
pankreasta biiyiikliige, solunum sistemini tutarak laringotrakeit, siniizit, nonspesifik belirtilere

ve eklemleri tutarak agri1 yakinmalarina da neden olabilmektedir (22).
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2. 8. Tanis1

Baslangigta cryptosporidiosis tanis1  bagirsak biyopsilerinde  Cryptosporidium
parvum’un gelisim evrelerinin gosterilmesiyle konulmus ve parazitlerin intraselliiler-
ekstrastoplazmik olarak yerlestigi agiga ¢ikmistir. Fakat digki, balgam ve safra 6rneklerinde
Cryptopsoridium parvum ookistlerini saptamaya yonelik daha gelismis yontemlerin ortaya
cikisiyla, invaziv, pahali ve uzun siirede sonug¢ alinan biyopsi yontemleri tanida tercih sebebi
olmaktan ¢cikmustir (12, 14, 50, 94). Ayrica teshis amaciyla kullanilan ince bagirsak aspirati,
bronkoalveolar lavaj ve slipheli dokularin biyopsisi gibi yontemlerin duyarlilig1 arastirmacilar

arasinda tartisma sebebi olmustur (47, 93).

Enfekte konaktan etkenin tespitinde diski boyama, immun floresan antikor (IFA),
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), PCR ve flow sitometri gibi tekniklerden
yararlanilabilse de rutin klinik laboratuarlarinda hastaligin tanisinda diski taramasi ve etkenin

mikroskopta goriilmesi esastir (47, 95).

2. 8. 1. Direkt Yontemler

Cryptosporidiosiste teshis i¢in en uygun ve kolay teknigin, giiniimiiz itibariyle ve

ozellikle de klinik kullanim alan1 dikkate alindiginda digki taramasi oldugu bildirilmistir (96).

Hastalikta ookist atilimi ¢ogunlukla intermittan bir 6zellik tasidigindan teshis icin
farkli zamanlarda, ¢ok sayida digki almak gerekebilir (47). Ayrica etken atiminin bol oldugu
sulu digkilarda ookistlerin ¢ogu mukus i¢inde sakli kalabilmekte sekilli ve az mukuslu
diskilarda ise etken atimi diizensiz veya yetersiz olmaktadir (52). Genel tani kurallar

acisindan alinan materyalin taze olmasi gerekir (47).

Digkinin  makroskobik bakist hastalik i¢in sliphe uyandirict olabilir ancak

cryptosporidiosise spesifik onemli bir goriiniim s6z konusu degildir. Diskida kan olmasi
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hastalik i¢in ¢ok ender bir bulgu olup genellikle birlikte seyreden baska bir enteropatojen ile
baglantihdir. Irin icin de benzer seyleri sdyleyebilmek miimkiindiir (47). Ancak
cryptosporidiosisli bireylerin digki taramasinda %75 oraninda lokosite rastlandigi da
bildirilmistir (97). Cryptosporidiosis ishallerinde mukusa sik olarak rastlanabilmekte ve
incelemek iizere aliman 6rnegin mukuslu kisimlardan seg¢ilmesinin daha uygun olabilecegi

ifade edilmektedir (98).

Alinan taze diskilar laboratuarda direkt incelenebilecegi gibi uygun kosullarda uzun
siire de saklanabilir (48). Yapilan incelemelerde ookistlerin canliligini koruyabilmeleri
acisindan en uygun 1st1 araligmin sulu ortamda 4-23 °C oldugu goriilmiistiir. Bu 1sinin

yiikselmesi durumunda artiga paralel olarak protozoonun canlilik orani da diismektedir (99).

Toplanan digkilar taze olarak pH’s1 7,2 olan 0,15 M phosphate buffered saline (PBS)
soliisyonu i¢inde (100), %2,5’lik potasyum dikromat (K,Cr,07), %10’luk formalin, sodyum
asetoasetik asit-formalin (SAF) veya merkiirik klorit soliisyonlar1 igerisinde muhafaza
edilebilir (43). %2,5’lik K,Cr,07 soliisyonu igerisinde +4 °C’de muhafaza edilen ookistlerin
onemli bir kismi 3 aydan uzun bir siire canliliklarin1 korurken kimi etkenlerin 12 ay kadar da
enfektivitelerini devam ettirebildikleri goriilmiistiir (48). Ayn1 zamanda bu tip ortamlarda
tutulan ookistlerin 12 aydan fazla bir siire deoksiribo niikleik asit (DNA) ekstraksiyonu
maksadi ile kullanilabilecegi de ifade edilmistir (101). Ancak %2,5’1lik K,Cr,O5 soliisyonunda
saklanan ve daima canliligin1 kaybetmeyen ookistlerin enfeksiyon riski tagimalar1 sebebiyle
calismalar siiresince dikkatli olunmasi gerekmektedir. Toplanan diskilarin %10 formol
soliisyonunda ise +4 °C’de veya -30 °C’de uzun siire saklanabilmeleri miimkiindiir. Ancak
standart %10 formol fiksasyonunun uzun siireli olmasi etkenin PCR yontemiyle tanisini
olumsuz yonde etkilemektedir. Ookist iceren diskilarin saklanmasinda penicillin,
streptomycin, fungizone, mycostatin gibi antimikrobiyal ajan igceren Hank’s dengeli tuz

soliisyonu gibi koruyucularin kullanimi 6nerilmektedir (48).

Enfekte konaklarin digkilar ile ¢ogu kez teshis i¢in yeterli olabilecek miktarda ookist
atilmakta olup genelde konsantrasyon tekniklerine gerek duyulmamaktadir. Bununla birlikte
etkenin diisiik yogunlukta atildig1 asemptomatik konaklar, epidemiyolojik taramalar ve su ve
bunun gibi ¢evresel kaynaklardan etken izolasyonu i¢in 6n bir etken yogunlastirma islemine

ihtiyag  duyulabilmektedir. Incelenen materyalde bulunan PCR antagonistlerinin
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uzaklagtirilmasi ¢esitli konsantrasyon teknikleri sayesinde az ya da c¢ok miimkiin
olabilmektedir (47, 99). Ornekten etken konsantre etmek amaciyla gelistirilen ydntemler
arasinda; formaol-eter ve formol etil asetat sedimantasyon yontemleri, Sheather’in yilizdiirme
yontemi, Percoll-sukroz yontemi, doymus ¢inko siilfat ve doymus sodyum kloriir yiizdiirme
teknikleri, demir III siilfat flotasyonu, dializ ile prufikasyon, cam ¢ubuk-siitun prufikasyonu
ve immunomagnetik separasyon yoOntemi sayilabilir. Formol-eter ve formol-etil asetat
sedimantasyon teknikleri ile Sheather’in yiizdiirme yontemi en ¢ok kullanilan konsantrasyon
yontemleri arasindadir. Coktlirme yontemi yapilirken diger parazitler i¢in kullanilan santrifiij
hizi, Cryptosporidium’un kiigiik yapili ookistleri igin yeterli olmayabileceginden
Cryptosporidium aranacagi zaman 1000-1500 ) rpm (revolutions per minute)’de 5 dakika
santrifiij yapilmasi gerekmektedir (43, 47, 94, 99, 102, 103).

Toplanan digk1 6rnekleri, serum fizyolojik ile karistirihip direkt taze preparat halinde
x10, x40 objektiflerde incelenebilmektedir. Taze veya yiizdiirme yontemi ile zenginlestirilmis
disk1 6rnekleri faz kontrast veya differensiyel interferens kontrast ile nativ olarak tarandiginda
ookistlerin tespiti miimkiin olmaktadir. Tespit esnasinda amaca ve teknige gore 1s1, alkol veya
diger teknikler de kullanilabilmektedir. Genel olarak parazitin ookistlerinin mikroskobik
inceleme esnasinda mayalarla benzerlik gostermesi sebebiyle, hazirlanan boyasiz
preparatlarda taninin yapilmasi zorlagmaktadir. Dolayisi ile tan1 preparatlarinin boyama
yapilarak incelenmesi taninin yapilmasini kolaylastirici rol oynamaktadir. Diger pek cok
parazitin boyanmasinda kullanilan hematoksilen, trikrom demir hematoksilen, polivinil alkol
gibi boyama teknikleri Cryptosporidium tanisinda kullanilmamaktadir. Kimi arastiricilar iodin
ile yapilan boyamanin basit, kolay olmasi agisindan bir on teshis yontemi olarak
kullanilabilecegini belirtmis olsalar da genel olarak liigol ile boyanan preparatlarda ookistlerin
iyi bir sekilde tespit edilemeyecegi bildirilmektedir. Bundan dolay1 tespit i¢in ayirt edici bazi
boya yontemlerinin kullanilmasi gerekmektedir. Bu yontemler arasinda Kinyoun asit-fast
boyama yontemi, modifiye asit-fast sicak boyama yontemi, floresan boyama (auramin-
rhodamine (AR), acridine orange (AQO), auramin-fenol floresans, auramin-karbol fuksin),
giemsa ve safranin-metilen mavisi, nigrosin ve karbol fuksin boyama yontemleri sayilabilir

(43, 47, 48, 104-108).

Ookistler, hacim yapilar1 ve morfolojik 6zellikleri acisindan maya hiicreleri, fungal

sporlar ve yag globiilleri ile benzerlik gosterirler. Bu yapilart ookistlerden ayirmak amaciyla
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glinlimiizde en sik kullanilan giivenilir, spesifik ve tanisal degeri en yliksek olan metod asit-
fast boyama metodudur (94, 105, 106, 109). Bu boyama yontemi hem taze diskilara hem de
%2,5’lik  K,Cr,0O7 veya %10’luk formol eklenerek oda 1sisinda saklanan digkilara
uygulanabilir 6zelliktedir. Dolayist ile asit-fast boyalarimin kullantminin kolay olmasi,
saklanmig diskilar1 boyamasi, ucuz olmasi, kirmizi boyanan ookistleri mavi zemin iizerinde
kolay bir sekilde gostermesi, okistlerin i¢ yapisini ayrintili gostermesi ve kalicit bir boya
olmasi nedeniyle Cryptosporidium ookistlerinin teshisinde bu boyama ydnteminin
kullanilmast uygun bulunmustur (103, 109). Bu teknikler her ne kadar sik kullanim diizeyine
sahip olsalar da sensitivite ve spesifiteleri diisiiktlir (14). Asit-fast ile boyanan preparatlarda
Cryptosporidium ve Cyclospora ookistlerini (8-10 um) birbirinden ayirmak gerekir. Bu
noktada etkenlerin biiylikliik ve sekil farkliliklarindan yararlanilabilmektedir (47). Yine tespit
islemlerine bagli olarak kiigiilen Hymenolepis diminuta da kirmizi renk aldigindan dolay1
ookistlerle karigtirilabilir (110).

Modifiye Ziehl Neelsen teknigi ile boyanmis preparatlarda Cryptosporidium okistleri
yesil zemin iizerinde kirmizi-pembe bir renkte goriiniir. Ookistin secilemeyen i¢ kismi,
etkenin ylizeyine gore daha koyu boyanir. Mantar sporlari, bakteriler, diski kalintilar1 ve diger
asit-fast Ozellik tasimayan yapilar mavi renkte goriiliir. Ancak bazi bakteri sporlar1 ve kimi
diger organizmalar ookistlerle karisabilmektedir. Ayrica boyama isleminin 6zellikle karbol
fuksin fazina bagli olarak kimi etkenler yeteri kadar boya almamakta veya yapilar
bozulabilmektedir. Cryptosporidiosisin tanisinda modifiye Ziehl Neelsen tekniginin uygun bir
yontem oldugu ve boyama sirasinda iyi bir dekolorizasyon isleminin sart oldugu
vurgulanmistir. Kinyoun asit-fast boyamada, ookistler kolay taninabilecek sekilde koyu
kirmizi-pembe bir renkte boyanirken maya ve diger doku artiklar1 boya almazlar. Soguk
kinyoun boyamada da yine benzer bir tablo s6z konusudur ve ookistleri mavi zemin tizerinde

parlak kirmizi, heterojen boyanmis olarak gérmek miimkiindiir (96, 111-115) (Sekil 3).

Safranin-metilen mavisi ile boyanan preparatlarda ookistler turuncu-kirmizi renkte,
seffaf bir hale ile ¢evrili olarak fark edilirken fekal kalintilar mavi renkte gozlenir. Dolayisi ile
bu boyama yontemi ile boyanan preparatlarda ookistlerin tanisi olduk¢a kolay olmaktadir.
Ookistin igyapisinin se¢ilememesi ve boyanmanin etkenin tiimiinii kapsamayabilmesi teknigin

olumsuz yonlerindendir (21).
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Karbol fuksin boyamada ookistler siddetli 151k kiric1 6zellikte, diizgiin duvarli ve tam
oval bir yapida gozlenirken zemin kirmizi renkte boyanir. Mikroskop altinda x40 objektifte
eger mikrometre ile oynanir ise ookistlerin igerisinde kirmizi kalintilar seklinde sporozoitler
fark edilebilir. Karbol fuksin dimetilsiilfooksit ile kombine edilerek uygulandiginda ayirt
edilebilir bir zemin {izerinde kirmiziya boyanmis ookistler rahatlikla fark edilebilmektedirler

(57,98, 116, 117).
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Negatif boyama tekniklerinden olan Nigrosin boyamada ise zemin ve bakteriler yesil
renkte boyanirken ookistler ve mantar sporlarinin boya almadiklar1 bilinmektedir. Dolayisi ile
bu boyama yonteminde ookistlerle mantar sporlarmin ayirt edilmeleri belli bir deneyim
gerektirir. Ayn1 sekilde metilen mavisi-eozin ve karbol fuksin boyama tekniklerinde de,
nigrosine benzer bir durum s6z konusudur ve ortamdaki renk kontrastr hizli bir taramanin

yapilmasi i¢in yetersiz kalmaktadir (57).
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Giemsa boyamada uygulama olduk¢a kolay olup hazirlanan preparatlar uzun siire
saklanabilmektedir. Ancak bu teknik ile boyanan preparatlarda renk kontrasti oldukga zayiftir.
Diskida hemen daima rastlanabilen sporlardan ve kimi diger mikroorganizmalardan ookistleri
ayirmak zordur. Gram boyamada ise ookistler soluk gri renkte boyanirken c¢evresinde
boyanmamis belirgin bir bosluk kalir, maya ve benzer diger yapilar ise mor renkte boyanir

(111, 113).

Floresan boyama teknikleri ile boyanan preparatlarin floresan mikroskobunda x100
objektif taramasinda ookistler siyah zemin iizerinde sferik, yuvarlak-oval yapida ve boyaya
gbre sarims1 elma yesili veya turuncu renkte kolaylikla fark edilebilirler. Ancak ookistlerin
cogunun yeteri kadar boya almamasi ve yapisinin bozulmus olmas1 gibi nedenlerle igyapinin
secilememesi ve teknigin kalite kontroliinlin zorlugu yontemin dezavantajlarindandir (105,

112).

AO boyama yontemi de diskidaki ookistlerin tanisinda kullanilabilen duyarh
yontemler arasindadir. AO ile boyanip pozitif bulunan 6rneklerin ayni preparat iizerinde asit-
fast boyasi yapilarak dogrulanabilmesi testin avantajlarindandir. AO boyasi ile mantarlar

kirmizi-turuncu boyanirken ookistler sari-yesil renkte boyanmaktadir (94).

AR boyama; hiicre duvarindaki mikolik aside affinite gosteren bir boya olarak
bilinmektedir. Boyamada zit boya olarak potasyum permanganat kullanilir. Bazi protozoon
parazitleri de kapsayan bir¢ok aside direncgli mikroorganizma AR ile iyi boyanir. Bu
yontemde Cryptosporidium ookistleri kirmizi zemin iizerinde parlak sari renkte goriiliir.
Dolayist ile usuliine uygun bir sekilde boyanan ve karekteristik rengini alan ookistlerin maya

ve mantarlarla karistirilmas1 miimkiin degildir (49, 94).

2. 8. 2. Serolojik Yontemler

Laboratuvarda mikroskobi ile Cryptosporidium spp. tanisi koymak oldukg¢a tecriibe
gerektiren bir islemdir. Ozellikle diskida az sayida ookist oldugunda tan1 koymak zordur.

Orneklerin aside direngli boyama ve/veya konsantrasyon yontemleri sonrasinda &zel
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mikroskoplarla incelenmesi gerekmektedir. Konsantrasyon yontemi zaman alicidir ve yogun
1§ gliciine gereksinim duyarken, boyama esnasinda kullanilan maddelerin bazilar1 da oldukca

toksik ve tehlikelidir (18, 118).

Antijen saptama yontemlerinin hizli sonug verebildigi ve degerlendirmede deneyimli
uzmana her zaman gereksinim duyulmadigi goz oniinde bulundurulacak olursa bu yontemler
is yiikii yogun laboratuvarlarda giivenle kullanilabilirler. Cryptosporidium spp.’nin digkida
immunolojik olarak arastirilmasinda kullanilan direkt immunfloresan antikor (DFA), indirekt
immunfloresan antikor (IFAT), ELISA ve dipstick ticari kitleri bulunmaktadir.
Cryptosporidium spp.’nin ylizey antijenlerini saptayan DFA, modifiye asit-fast boyama
teknigine gore daha yiiksek hassasiyet (%99) ve 6zgiilliige (%100) sahip olmas1 nedeniyle en
tercih edilen referans yontemidir (18). Bu yontemde siipheli materyal lam {izerine yayilarak
fiske edilir ve fluorescein isothiocyanate (FITC) isaretli monoklonal antikorlar kullanilir.
Siipheli antijenlerin bu isaretli 6zel antikorlarin olusmasina neden olmus olan antijenler olup
olmadigr arastirilir. Floresan mikroskop ile ookistlerin varliginin arastirildigi bu yontem hem
konsantre hem de konsantre edilmemis digski 6rneklerine uygulanabilmektedir (18, 119). Bu
testlerin kullanilisi kolaydir ve tecriibeli teknisyen gerektirmezler ve zaman kaybina yol

acmazlar. Bireysel laboratuvarlarda da kullanilabilirler (18).

Cryptosporidium antijenlerini saptama amaciyla kullanilan ELISA Kkitleri taze,
donmus, formolde ya da sodyum acetate-acetic acid-formalin (SAF) ile fiske edilmis diskilara
da uygulanabilmesi nedeniyle avantajlidir. Ancak bu yontem konsantre edilmis ve polyvinyl

alcohol (PVA)’de saklanmis diskilara uygulanamamaktadir.

ELISA tekniginde digski Ornegi, Ornek sulandirim sivist ile emiilsifiye edilir.
Sulandirilmis gaita drnegi ve Cryptosporidium ookist antijenine spesifik monoklonal antikor
iceren konjugat, mikropleytlerin Cryptosporidium ookist antijenine baglanan poliklonal
antikorlar yapistirllmig kuyucuklarina aktarilir. Sayet hasta 6rneginde ookist varsa inkiibasyon
sirasinda kuyucuklardaki poliklonal antikorlara ve konjugatta bulunan ookist spesifik
monoklonal antikorlara baglanir. Olusan spesifik olmayan baglanmalar yikama sirasinda
ortamdan uzaklastirilir. Substratin ilavesiyle ookist varliginda olusan enzim-antikor-antijen

kompleksine bagli renk olusumu tespit edilir (18). Cryptosporidium ELISA kitlerinin
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sensitivite ve spesifitesi %93 ile %100 arasinda degismektedir ve uygulayan laboratuarlarin

yalanc1 pozitif sonuglar konusunda hassas olmasi gerekmektedir (18, 19).

ELISA kitleri mikroskobiye (genellikle asit-fast boyamasi) karsi tstiindiir ve DFA
testi ile iyi korelasyon gosterirler. Cok spesifik olan ELISA teknigi, asit-fast boyamadan 20
kat daha fazla duyarlidir. IFAT, boyama yontemine gore pahali olmasina karsin, ¢apraz
reaksiyon gostermemesi ve digkinin konsantrasyonuna gerek duyulmamasi nedeniyle tercih

nedenidir (118).

Cryptosporidiosisde immunokromotografik tanmi testlerinin duyarliligi %67,6-%97,6
arasinda degismekle birlikte hizli tan1 saglamalar1 nedeniyle kullanilmaktadir. Bu yontemler
kombine antijen taramasi yapabilirler. Immunokromotografik tam1 kitleri, teknik
gereksinimlerinin  az, hizli ve goreceli olarak wucuz olmasi yan1 sira kolay
degerlendirilebilmesi nedeniyle ozellikle 6rnek kapasitesi diisiik bazi laboratuvarlarda ve
salgin siiphesinde tercih edilmektedir. Su kaynakli salginlar i¢in potansiyel risk olusturduklari
icin Giardia/Cryptosporidium birlikte taranabildigi immunokromotografik yontemler oldukg¢a

yaygindir (120).

Ookistleri saptamada bir serolojik yontem olan floresan antikor yontemi ile flow-
sitometri kombinasyonunun duyarliligi immunfloresan testlerinden daha yiiksektir. Flow-

sitometri 10000 organizma /ml belirleyebilir (92).

2. 8. 3. Molekiiler Yontemler

Ozellikle PCR ve PCR temeline dayali molekiiler teknikler gelistirilmistir. Bu
teknikler, yillardir Cryptosporidium tiirlerinin saptanmasi ve farklilagtirilmasinda
kullanilmaktadir. Baslangicta kullanilan PCR yontemleri, tiir tayini ve genotiplendirme
yapamadiklari i¢in yalnizca Ornekte Cryptosporidium olup olmadiginin saptanmasinda
kullanilabilmistir. Bu teknikler yapisal ya da housekeeping genlerden ziyade Cryptosporidium
parvum sigir izolatlarindan elde edilen c¢ogunlukla polimorfik olmaya egilimli ve

tanimlanmamig genomik dizilerin kullanimi temeline dayanmaktadir. Bu nedenle
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tamimlanmamis Cryptosporidium parvum genomik dizilerini hedefleyen PCR yontemleri
Cryptosporidium parvum’dan uzak olan Cryptosporidium muris, Cryptosporidium canis,
Cryptosporidium felis ve Cryptosporidium suis gibi Cryptosporidium spp’nin DNA’sin1 etkili
bir sekilde ¢ogaltamazlar. Tiir diizeyinde Cryptosporidium’un saptanmasi ve farklilastiriimasi
amaciyla birkag PCR-RFLP temeline dayali genotiplendirme yontemleri gelistirilmistir. Bu

tekniklerin ¢gogunun esasi small subunit rRNA geninin kullanilmasina dayandirilmistir (73).

PCR, Cryptosporidium tiirlerinin klinik ve subklinik olgularda ve ¢evresel kaynaklarda
gosterilmesi amaciyla giiniimiizde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. PCR sayesinde
numunede bulunan bir ookist bile saptanabilmekte iken bu say1 mikroskopta yapilan preparat
taramalarinda 1 gram (gr) materyalde 10000-500000 etkendir. Bu test sayesinde kullanilan
diger tekniklerin de duyarliligim1 kontrol etmek miimkiin olabilirken tek uygulamada,
materyalde bulunan birden fazla tiir taranabilmektedir. PCR, salginlarda etkili olan parazit
tiirliniin tanimlanabilmesi agisindan da iyi bir alternatif olusturmaktadir. Sivi 6rneklerden
ookist izolasyonu konusunda ELISA teknigine gore 10°~10* kat daha duyarli olan PCR, artik
onemli bir tan1 teknigi konumundadir. Ozellikle etkenin hibridizasyon iiriinlerini hedefleyen
PCR teknikleri IFAT yoOntemine gore de cok etkili bulunmaktadir. PCR, koétii kosullarda
muhafaza edilmis veya igerisinde ¢ok az etken bulunan numunelerde tanm1 amaci ile

kullanilabilecek mevcut en uygun yontem konumundadir (14, 47, 95, 108, 121-123).

PCR; olduk¢a hizli, yiliksek diizeyde duyarli ve dogru sonuglar cikaran bir test
olmasina karsin yontemi smirlayici pek ¢ok faktdr de soz konusudur. Ornegin, ¢iplak niikleik
asit tespiti sirasinda gozden kacmis diger mikroorganizmalardan ve laboratuar
kontaminasyonlarindan kaynaklanan yanlis pozitif sonuclar elde edilebilmektedir. Bazi
cevresel kontaminantlar, Ol¢lim sirasinda kalitatif veya kantitatif degerlendirmeye dahil
olabilmektedir. Genel olarak PCR zaman alici, pahali ve deneyimli elemanlara gereksinim
duyan bir yontemdir. Digkidan etken teshis etmek amaciyla PCR’1 rutin bir sekilde
kullanabilmek i¢in kontaminasyon riskinin ortadan kaldirilmasi ve orneklerden ookistlerin
titizlikle izole edilmesi sarttir. Yine uygun bir ekstraksiyon yontemi bularak isleme sokmak
ve en ideal primerleri se¢ip kullanmak gerekmektedir. Rutinde yaygin olarak kullanilan fenol-
kloroform ekstraksiyonu, digkida yer alan kompleks polisakkaritler, safra tuzlari, bilirubin ve
bazi diger komponentler PCR i¢in inhibe edici Ozellik tasimaktadirlar. Diskida bulunan

inhibitorik faktorlerin eliminasyonu, zaman alict ve zahmetli bir prosediir ile miimkiin
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olabilmektedir. Yine su gibi ¢evresel materyallerde de fenolik bilesikler, humik asit ve agir
metaller gibi inhibitorlere rastlanabilmektedir. Ayrica numunede bulunan bakteriyel
komponentler, hedeflenmis DNA parcalar1 ve kontaminantlar islem sirasinda spesifik
amplifikasyonu bozabilmektedir. Gerek diskida gerekse suda bulunan inhibitdrlerin asil
olumsuz etkisi, test sirasinda gerceklesen DNA-DNA polimeraz etkilesimini, ¢esitli kimyasal
veya fiziksel faktorler araciligi ile bozmak tarzinda gergeklesmektedir. Epidemiyolojik
taramalar icin kullanilabilecek en iyi yontemlerden biri olan PCR, fazla zahmetli olmasindan

dolay1 rutin tan1 laboratuarlari i¢in pek uygun bir yontem degildir (14, 57, 99, 124).

Giiniimiizde, teshiste kullanilmak {izere segilebilecek hedef molekiiller konusunda
ayrmtili bilgilere ulasilmstir. Izole edilen etkenin tiiriiniin, canliliginin ve enfektivitesinin
tayini amaci ile gelistirilmis degisik PCR teknikleri bulunmaktadir. Bunlara rRNA veya
mRNA bazli RT-PCR, PCR ile iiretilen uzun bir genom parcasini uygun enzimlerle
parcaladiktan sonra ayrilan kisimlarin jelde yiiriitilerek hangi gen bolgesinin daha uzun
oldugunu ortaya koyan dolayist ile de etkenin ayrintili genetik analizinin yapilabilmesini
saglayan PCR-RFLP, 6nce PCR ile uzun bir baz bolgesinin iiretilip takiben o bolge icindeki
kiigiik belli alanlara yonelik primerler eklenerek tekrar PCR ile o kisimlarin tretildigi, klasik
PCR’a gore 4-5 kat daha etkili olan nested PCR, iiretilen hedef DNA miktarin1 dolayisi ile
ortamdaki etken miktarin1 ortaya koyabilen, 6zel isaretli hibridizasyon problar1 kullanilarak
yapilan Real-Time PCR, 6zel TagMan problarin kullanildig1 ve esas itibariyle Real-Time
PCR’a benzeyen TagMan PCR, o&zellikle izolatlarin ayrimini yapmada kullanilan arbitrary
primed PCR (AP-PCR) 6rnek olarak gosterilebilir (99, 101, 122, 123, 125, 126).

Cryptosporidiosisin PCR ile teshisi i¢in HSP 70 mRNA geni, 18s SSU rRNA geni, 3
tubulin kodlayan mRNA geni, amyloglikosidaz enzimini kodlayan mRNA geni, methionin
aminopeptidaz, T-kompleks protein 1 delta (TCP-1) iceren chaperonin kodlayan genler,
Cryptosporidium ookist duvar proteini (COWP), trombospondin releated adhesive proteins
Cryptosporidium -1 (TRAP-C1), TRAP-C2 genleri sik kullanilan molekiillerdendir.
Duyarlilik agisindan en yaygin gen bdlgelerinin, nested PCR tekniginde kullanilan ve
genomda tek kopyasi bulunan dihidrofolat rediiktaz enzimini kodlayan gen ile genomda 5

kopyast bulunan 18 S rDNA geni oldugu bildirilmistir (122, 123, 127).
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2. 8. 4. Histopatolojik Yontemler

Ozellikle 1980 oncesinde Cryptosporidium igin kullamilan tek tam ydntemi,
bagirsaklardan biyopsi alinarak mikrovilluslarin kenarinda kiiciik ve yuvarlak ookistlerin
gosterilmesi seklindeydi. Bu yontemde hemotoksilen ve eozin gibi boyalarla boyanarak g¢esitli
gelisim sathasindaki Cryptosporidium’larin teshisi yapilabilse de yontem identifikasyon igin
yeterli olmamistir. Bunun yaninda hem invaziv girisim gerektirmesi hem de alinan parga i¢in
hizli fiksasyona gerek duyulmasi, pahali olmasi ve yapilmasi i¢in fazla zamana gereksinim

duyulmasi gibi sebeplerle giiniimiizde pek kullanilmamaktadir (10, 94).

2. 9. Hiicre Kiiltiirii

Canlilik tayini amactyla degisik hiicre kiiltiirlerinden yogun bir sekilde
faydalanilmakta olup giliniimiizde 25’ten fazla kiitliir ¢esidi bulunmaktadir. Bunlardan
baslicalar1 Coca-2 (insan kolon karsinoma hiicre kiiltiirii), sigir fallopian tiipli epitelyumi
hiicre kiitiirii, Mardin Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre kiiltiiri, HCT-8 (insan iliogekal

karsinoma hiicre kiiltiirii), insan mide adenokarsinom hiicre kiilttirleridir.

Calismalarda kullanilabilecek en uygun kiiltlirtin HCT-8 oldugu bildirilmistir. Ekimi
takiben 24.-72. saatlerde Kkiiltlir taranir ise etkenin degisik tlireme formlarnn fark
edilebilmektedir. HCT-8’de, 2-3 giin ara ile yapilan pasajlar sayesinde kiiltiiri 2 giin kadar
uzatabilmek miimkiindiir. Bu uzun siire sayesinde ilgili donemde yapilabilecek caligsmalar
rahatlikla yiritilebilmektedir. Cryptosporidium muris i¢in, dogal enfeksiyon karekterine de
uygun olarak, en ideal kiiltiiriin insan mide adenokarsinom hiicre kiiltiirii oldugu, bu kiiltiirde

Cyptosporidium parvum’u da tiretebilmenin miimkiin oldugu ifade edilmistir.

Hiicre kiiltiiriinlin en biiyiik dezavantaji, heniiz siiregen olarak devam ettirilebilen bir
kiiltiiriin ortaya konamamis olmasi ve dogal etken biyolojik siklusunda otoenfeksiyonu

saglayan ince duvarli ookistlerin in vitro ortamda olusmamasidir ki bu durum, kiiltiirde
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saglanabilecek yogun bir enfeksiyon tablosunun olusumunu da engellemektedir. Bu tip
ookistlerin kiiltiirde olusabildigi ifade edilse de ilgili etkenlerin agildigina dair bir kanit ortaya
konamamustir. Yine hiicre kiiltiirlerinde {iretilebilen etken diizeyinin, ¢cogu kez ekilenden daha

az oldugu da ifade edilmistir.

Cryptosporidium tiirlerinin hiicre kiiltiirinde tiremesini etkileyen birgok faktorden
bahsedilmistir. Bunlardan baslicalar1 ookistin genotipi ve s6z konusu genotip ile ekimi
yapilan hiicrenin koken uygunlugu, ookistlerin kiiltliir ortaminda ekskiste olma dereceleri ve
yaslar1 (3 aydan daha geng ookistler daha uygundur), inokulumun miktar1 (fazla sayida ookist
hiicrelerin yaygin 6liimiine neden olurken az sayida ookist oran olarak daha fazla say1 ve
cesitte etken formunun gelisimini saglar), ekim yapilan hiicrelerin tlirii ve yasi, besiyeri

miktar1 ve 6zellikleri, inkiibasyon ortaminin 1s1s1 ve gaz igerigidir (128).

Etkenin kiiltiirdeki tiremesini saptamak amaciyla degisik teknikler kullanilmaktadir.
Omegin enfeksiyonun 48. saatinde etken bulunan hiicre kiiltiirii FITC ile isaretlenmis
poliklonal sporozoit spesifik antikorlar1 iceren serum ile muamele edildikten sonra etkene

tutunmus antikorlar floresan mikroskobunda taranabilmektedir (99).

Hiicre kiiltiirleri etkene karsi ilag denemelerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak etkenin gerek ekskistasyonu gerek tireme yetisi gerekse de ilag duyarliligi inokulum
hazirlama tekniklerine, inkiibasyonun siiresine, sartlarina, etkenin orijinine ve benzer bir
takim faktorlere bagimlilik gosterir. Calismalarda ilgili konular1 daima gbéz Oniinde

bulundurmak gerekir (95).

2. 10. Tedavisi

Cryptosporidiosisin siddeti, konagin immun durumu ile degisir. HIV/AIDS hastalari;
antimotilite ilaclar, siv1 ve elektrolitler, antiretroviral tedavi ve ¢gogunlukla antiparazitik ilaglar
ile dikkatli tedavi gerektiren siddetli cryptosporidiosis gelistirebilir. Hastalik, ¢ocuklarda
kotiilesen nitrusyonel durumlarla iligkili olabilmesine ve uzayabilmesine ragmen

immunkompetan bireylerde genellikle kendiliginden iyilesir. Destekleyici tedavi sodyum,
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potasyum, bikarbonat ve glukoz i¢eren sivi ve elektrolit replasmani igermelidir. Bu replasman
genellikle oral olarak basarili olabilir. Nisasta bazli oral rehidratasyon soliisyonlar1 glukoz
bazli soliisyonlardan daha diisiik osmolariteli kaloriler saglar ve ¢ogu vakada tercih
edilebilmelidir. Cryptosporidiosis nitrusyonel durumu kotiilestirir bunun sonucu gelisen
malnutrisyon cryptosporidiosisi kotiilestirir (129, 130). Her ikisi (cryptosporidiosis ve
malnutrisyon), intestinal malabsorbsiyon, artmis metabolik ihtiyaclar ve intestinal mukoza
hasarina bagli bozulmus besin alimi ve transportundan dolayi besin kullanimini azaltir.
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 onemli bir parcasidir. Infantlar genellikle anne siitii ile beslenmeye devam
etmelidir. Yetiskinlerde laktozsuz diyet semptomlar: iyilestirebilir, matiir epitelyal hiicreler
boyunca villus uglarinda iiretilen 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 siv1 absorbsiyonunun genellikle

alanyl-glutamin formlarinda glutamin destegi ile arttirilabildigini gosterir (131).

Antimotilite ilaclari, immunkompromize konaklarda cryptosporidiosisin yonetiminde
anahtar bir rol oynarlar. Sivilarin, elektrolitlerin ve ilaglarin emiliminin azalmasina neden
olabilen ishal boyunca antimotilite ajanlar1 artmis bagirsak gegisine hitap edebilir. Loperamid
ve difenoksilat ve atropin kombinasyonlar1 hafif vakalarda semptomlar: iyilestirebilir. Daha
potent opiyatlar loperamidin basarisiz oldugu vakalarda etkili olabilir. AIDS hastalarnda ishal
tedavisinde oktreotid kullanilmistir. Ancak bu ila¢ daha az pahali olan oral antidiareal
ajanlardan daha etkili degildi. Tek bir ¢alisma enkafalinaz inhibitérii asetorfan’in AIDS

iligkili ishalde somatostatinden daha etkili oldugunu gosterdi (132).

Bugiine kadar cryptosporidiosis sagiltiminda bir¢ok ilag kullanilmasina ragmen tam
anlamiyla etkin bir anticryptosporidial ajan bulunamamistir. Bunun nedeni olarak ise parazitin
intraselliiler, ekstrastoplazmik yerlesim gostermesine bagli, sagiltimda kullanilan bu ilaglarin
parazite ulasamadigi disiiniilmektedir. Yine parazite ait uygun bir kiiltiir ortaminin

olmamasindan dolay1r parazitin biyokimyasal ve metabolik oOzellikleri tiizerinde fazla

39



calisilamamis ve sonugta cryptosporidiosis i¢in hastaligin etkisini gegiren, ookistleri 6ldiiren

giivenilir bir ila¢ bulunamamustir.

Spiramisin, azitromisin, roksitromisin ve klaritromisin gibi makrolid grubu
antibiyotikler  cryptosporidiosis  sagiltiminda  kullanilmaktadir. Genis  spektrumlu
antibakteriyel etkiye sahip olan spiramisin 1980’li yillarda cryptosporidiosis sagiltiminda
baslangigta umut vermis, ancak sonradan kontrollii c¢aligmalarda Onemli bir etki

saptanamamistir.

Son zamanlarda cryptosporidiosisli bagisikligi baskilanmig olgularda en ¢ok kullanilan
ilaglardan biri azitromisindir. Uzun siireli diisik doz azitromisinin AIDS ve kronik
cryptosporidiosisli olgularda 6nemli klinik ve parazitolojik diizelme sagladigi bildirilmistir.
Azitromisin tek basina kullanilmasinin yaninda bazi olgularda paromomisin ile birlikte
kullanilmig ve bu kombinasyonun ookist atilimini 6nemli Slgiide, klinik belirtileri kismen
azalttig1 goriilmiistiir (22). Azitromisin, erigkinlerde 1. giin 50 miligram (mg)/tek doz, takiben
9 giin 250 mg/tek doz verilir. Cocuklarda ise 1. giin 10 mg/kilogram (kg), sonraki 9 giin 1-5
mg/kg/giin verilebilir (133).

Parazitin tedavisinde kullanilan bir diger ilag, aminoglikozit grubu antibiyotik olan
paromomisindir. Cryptosporidiosise yakalanmig 5 AIDS’li hastaya paromomisin verilmesi ile
birlikte hastalardaki ishalin ve diger belirtilerin azaldig belirtilmis ve 3-6 ay sonra
hastalardaki belirtilerin tekrar niiksettigi bildirilmistir. Paromomisinle ilgili yapilan diger bir
calismada 10 hastaya 14 giin boyunca 25/35 mg/kg dozda paromomisin verilmis ve hastalarda

diskilamanin azaldig1 ancak ookist ¢ikariminin devam ettigi bildirilmistir (75).

HIV’e sahip olmayan hastalarda cryptosporidiosis ve giardiasis tedavisinde FDA’1n
onayladig1 nitazoksanid bir nitrotiazolil-salikyamid derivesidir. Ozellikle metronidazole
direngli Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis suslar1 tizerine de etkili oldugu
bildirilmistir. Cocuklarda cryptosporidiosisde etkinligi kanitlanmis tek antiparazitik ilag
nitazoksaniddir. Antiprotozoal aktivitesinin, anaerobik enerji metabolizmasi i¢in esas olan
piruvat ferrodoksin oksidoreduktaz enzimine bagimli elektron transfer reaksiyonunda yaptigi
karigikliklara bagl oldugu diistintilmektedir. 3 giin yemeklerle birlikte giinde 2 kez verilir.
Doz 500 mg (>12 yas), 200 mg (4-11 yas) veya 100 mg (1-3 yas) olabilir (132, 134). Klinik

denemeler nitazoksanidin parazit yiikiinii azalttigin1 ve klinik hastalik siiresini kisaltabildigini
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gostermektedir. Bununla birlikte bu ilag, immun sistemi ileri derecede baskilanmis olmayan
hastalarda kismen etkili oldugu goriilse bile henliz immun sistem yetmezligi olan

kimselerdeki Cryptosporidium enfeksiyonunun tedavisinde kullanilmak i¢in onaylanmamustir.

Endiistrilesmis iilkelerde AIDS hastalarindaki cryptosporidiosis i¢in en etkili tedavi ve
proflaksi yiiksek derecede aktif antiviral tedavi (HAART) uygulanmasidir. Enfeksiyonun yok
edilmesi ve Onlenmesi indinavir, nelfinavir ve ritonavir gibi in vitro ve laboratuvar
hayvanlarinda anticryptosporidial aktivitesi gosterilmis olan ve HAART ta kullanilan bazi
proteaz inhibitorleri (PIs) olmasina ragmen bu ilaclarin antiparazitik aktivitelerinden ziyade
direkt olarak tedavi edilen kimsenin CD4 hiicrelerinin geri yerine konulmasi ile iligkilidir
(73). Bu nedenle HIV/AIDS hastalarinda kombine antiretroviral tedavi baslatilmali veya
optimize edilmelidir. Miimkiinse tedavi nitazoksanid ile sinerji yapabilen, anticryptosporidial
aktiviteye sahip olabilen HIV PIs’leri gibi kuvvetli bir PIs i¢ermelidir. Nitazoksanidin
standart dozu HIV/AIDS hastalarinda tipik olarak yeterli degildir, daha yiiksek dozlar
kullanilmali ve tedavi siiresi daha uzun olmalidir. Yetiskin HIV hastalar1 ¢ogunlukla klinik
semptomlar ortadan kalkincaya, ookistler gaitadan elimine edilinceye ve CD4 T hiicre sayisi
100 hiicre/mm”ten daha fazla miktarlara ulasincaya kadar giinde 2 kez 500-1000 mg
nitazoksanid ile tedavi edilmelidir. Paromomisin ve azitromisin kombinasyonu nitazoksanide
alternatif olarak kullanilabilir ancak etkili antiretroviral tedavi ile de kombine edilmelidir

(132).

Sagiltimda cok etkili bir ilacin bulunmayist ve konagin bagisiklik durumu ile
enfeksiyonun gidisi arasinda siki bir iligki bulunmasi nedeniyle immunolojik sagiltim
yontemlerine yonelim olmustur. Bazi olgularda bagisikligr baskilayan ilaglarin kesilmesi ile
bir siire sonra enfeksiyonun tamamen ortadan kalktigi gozlenmistir. AIDS’li  ve
cryptosporidiosisli 7 olguya Cryptosporidium parvum ile bagisiklanmis buzagi lenf diigiimii
hiicrelerinden hazirlanan 6zgiil si8ir 16kosit ekstresi verilmis, 6 olguda kilo artis1 ve bagirsak
peristaltizminde azalma saptanirken 5 olgunun diskisinda ookistler ortadan kalkmustir.
Cryptosporidiosiste pasif antikorlarla immunoterapinin, son yillarda laboratuar ve hayvanlar
ile insanlarda erken evre klinik calismalar1 seklinde aktif olarak uygulandigi bildirilmistir

(22).
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2.11. Korunma

Cryptosporidium ookistleri uzun siire dis ortamda canliliklarini devam ettirirler ve
disarida 4 °C’de 2-6 ay canl kalabilirler. Cevre kosullarina ve dezenfeksiyona oldukca
dayanikli yap1 gosterirler. Dolayist ile ookistleri -20 °C’de 72 saat dondurma, 45-55 °C’de 20
dakika 1sitma islemleri ookistin enfeksiyon yetenegini azaltir veya yok eder. Parazit
ookistlerine uygulanan dezenfeksiyon isleminde, dezenfektan maddenin ¢esidi ile hazirlanan
soliisyonun konsantrasyonu ve ookistlerle temas siliresi Onemlidir.  Ookistlerin
dezenfeksiyonunda en ¢ok Onerilen dezenfektan sodyum hipokloridin %2.5’lik soliisyonudur.
Ayrica %5’lik amonyum ve %10’luk formol soliisyonunda 4 °C’de 18 saat tutuldugunda

ookistlerin enfeksiyon yeteneginin kayboldugu gézlenmistir (75).

Fekal-oral yol ile bulagan herhangibir patojende oldugu gibi iyi uygulanan kisisel
temizlik Cryptosporidium enfeksiyonunun olusmasinin énlenmesinde de anahtardir. Immun
sistemi baskilanmis kimselerde cryptosporidiosis olusumunun engellenmesi i¢in gerekli
onlemler alinmalidir. Tuvalete gidildikten, ¢ocuk bezi degistirildikten, evcil hayvanlar ve
toprakla (bahge isleri dahil) temas ettikten sonra eller yikanmalidir. G6l ve nehirlerden su
icilmesinden, su ile yapilan eglenceler sirasinda su yutulmasindan, pastorize olmayan siit, siit
irtinleri, meyve sularinin i¢ilmesinden kacinilmalidir. Oral-anal temastan kacinilan giivenli
cinsel iligki bir bagka 6nlemdir. Cryptosporidiosis salgini sirasinda veya suyun kaynatilmasi
onerildiginde bireyler paraziti 6ldiirmek i¢in suyu 1 dakika kaynatmali ya da 1 um c¢apindan
daha kiiciik pargaciklar1 tutabilen musluk suyu filtreleri kullanilmalidir. Immun sistemi
baskilanmis kimseler, ¢ig ve kabuklu deniz hayvanlar1 yemekten kaginmali ve tropikal iilkeler
gibi cryptosporidiosisin endemik oldugu yerlere seyahat ettikleri zaman pisirilmemis sebze

salatas1 ve kabugu soyulmamig meyveleri yememelidirler (73).
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3. GEREC ve YONTEMLER

Bu tez ¢alismasi, 19.06.2009 onay tarihli ve 11 numarali Harran Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu’nun onayindan sonra Agustos 2009 ile Nisan 2010 tarihleri arasinda

Sanliurfa ilinde yapildu.

Calisma grubu, Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
(HUTF) nin cesitli boliimleri (Cocuk Hematoloji Bilim Dali, Enfeksiyon Hastaliklar1 ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal1) ile Sanliurfa Egitim ve Arastirma Hastanesi (SEAH) nin
cesitli boliimlerinde (Diyaliz Unitesi, Kemoterapi Unitesi ve Onkoloji Servisi) takip ve
tedavileri yapilan gastrointestinal sikayetli toplam 100 immunsiiprese goniillii hastadan
olusturuldu. Kontrol grubu ise HUTF’nin ve Sanlhurfa Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Hastanesi (SCSH)’nin farkli boéliimlerinden her iki hastanenin kendi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gaita tetkiki amaciyla gonderilen gastrointestinal sikayetli toplam 80

immunkompetan goniillii hastadan olusturuldu.

Gastrointestinal sikayetleri olan hastalar; karin agrisi, bulanti-kusma, ishal ve karinda
distansiyon yakinmalarindan en az birine sahip hastalardi. Laksatif kullanimi olmaksizin

giinde li¢ defadan daha sik, sekilsiz digkilayan hastalar ishalli hasta olarak degerlendirildi.

Calismaya goniillii olarak katilan tiim hastalar, Harran Universitesi Etik Kurulu’nun
“Hasta Bilgilendirilmis Olur Formu” nu doldurup imzalamas: ile ¢alismaya dahil edildiler.
Calisma Sanlurfa Valiligi 11 Saglik Miidiirliigii’niin resmi onay, izin ve bilgisi dahilinde

gergeklestirildi.
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Calismaya dahil edilen her hastaya adi, soyadi, yasi, cinsiyeti, meslegi, ikamet ettigi
yeri, kullanmis oldugu suyun islenmis olup olmadigi, hayvanlarla temasi, kalabalik bir
ortamda yasayip yasamadigi, son giinlerde seyahat Oykiisiiniin olup olmadigi gibi hastanin
sosyo-demografik 6zelliklerini yansitan sorular soruldu. Yine hastanin yakinmalarini yansitan
ates, karmn agrisi, bulanti-kusma, ishal, karinda siskinlik gibi belirtilerin olup olmadigi
arastirildi. Ayrica bu yakinma ve belirtilerin ne zaman bagladigi, bu donemde parazitlere karsi
ilag kullanip kullanmadigi, hastanin immun sistemini zayiflatan bir hastaliginin veya
uygulamanin olup olmadigi, boyle bir durum varsa bu hastaligin ve uygulamanin ne zamandir
devam ettigi ve bu nedenle hangi ilaglar1 kullandigini belirleyen sorular soruldu. Gerek sosyo-
demografik 6zellikleri gerekse hastanin yakinmalar1 ve hastalik durumunu sorgulayan sorular

“Hasta Takip Formu” adi altinda bir form halinde diizenlendi.

Gastrointestinal sikayeti olan, gerek calisma grubuna gerekse kontrol grubuna dahil
edilen hastalardan gaita elde etmek i¢in hastalara temiz ve agzi kapali gaita kaplar1 verilmek
suretiyle diski numuneleri toplandi. Elde edilen digki Ornekleri, gaita kivami agisindan,
gaitada kan ve mukus olup olmadigi yoniinden ve gaitada sestod halkalar1 ve nematod
erigkinleri olup olmadig1 bakimindan makroskobik olarak incelendi. Toplanan her bir digki
orneginin bir kismi hem direkt taze baki hem de ¢oklastirma islemi amaciyla %10 formolde
muhafaza edildi. 1-1.5 gr taze diski 10 ml %10’luk formol i¢inde ezildi. Eger diski 6rnegi
sulu veya ¢ok yumusak ise mateyalden 5-6 ml kullanildi. % 10 formolde muhafaza edilen
gaita numunelerine ayni giin i¢inde formol-etil asetat coklastirma ydntemi uygulandi.
Toplanan digki O6rneklerinin bir kismi ise daha sonra bu o6rneklerde ELISA yontemiyle
Cryptosporidium parvum koproantijenleri arastirilmak amaciyla ependorf tiiplerine alinarak
hicbir koruyucu madde eklenmeden -20 °C’de saklandi. Coktiirme yontemi ile konsantre olan
tiim gaita orneklerinin direkt mikroskobik incelemesi yapildi. Bu inceleme ile tespit edilen
tiim bagirsak parazitleri kaydedildi. Ayrica ¢oktiirme yontemi uygulanan tiim gaita 6rnekleri
Kinyoun asit-fast boyama yontemi ile boyanarak Cryptosporidium ookistleri yoniinden 1s1k
mikroskobunda incelendi. Boyama ile Cryptosporidium ookisti tespit edilen ve/veya ELISA
ile Cryptosporidium antijeni saptanan Orneklerin DFA yontemi ile de taranmasi amaciyla

konsantre gaita numunesinin geri kalan kism1 %10 formol i¢inde oda 1sisinda saklandi.
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3. 1. Formol- Etil Asetat Coktiirme Yontemi (103)

3. 1. 1. Kullanilan Maddeler

e %10 Formol

e Etil asetat

e Falcon tiipii (15 mI’lik)

e Pastor pipeti (Tek kullanimlik)

e Qaita kab1 (Tek kullanimlik)

e Tahta ¢ubuk (Tek kullanimlik)

e Plastik slizge¢ (Tek kullanimlik)
e [am

e Santrifiij cihazi

e Vorteks karistirict

3.1.2. Yapihs1

1. 10 ml %10’luk formol ¢bzeltisi i¢inde en az 30 dakika muhafaza edilen diski 6rnegi

tahta bir ¢ubuk yardimi ile homojen bir sivi olusuncaya kadar karistirildi.

2. Siispansiyon plastik siizge¢ ile siiziildii, buradan da 15 ml’lik konik santrifiij tiipiine

(falcon tiipii) aktarildu.

3. Siispansiyona 2 ml etil asetat eklendi. Tiiplin agz1 kapatilarak 30 saniye kuvvetlice

calkalanda.

4. Tip icindeki slispansiyon 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
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5. Tip santrifiij cihazindan ¢ikarildiginda, i¢indeki karisimin 4 tabakaya ayrildigi

goriildi. Bunlar;

a. En ustte etil asetat tabakasi

b.Tiiplin duvarlarina yapisan bir digk: art1g1 tabakasi

¢. Formol tabakasi

d. Cokelti tabakasi

6. Diski artig1 tabakasi bir ¢ubuk yardimiyla gevsetildikten sonra tiip hizlica egilerek
cokelti haricindeki diger boliimler (listteki 3 tabaka) dokiildii. Bundan sonra kenarlarda kalan

stvinin az bir miktar1 tekrar ¢okelti tizerine akti.

7. Tipiin kenarlarinda kalan sivinin ¢okelti icine akan kismi ¢okelti ile karistirildi.
Cokelti hala piht1 ise birkag damla fizyolojik serum eklenerek vorteks karistirict ile

karistirildi.

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

preparat oda 1sisinda kurumaya birakildi.

w

. 2. Kinyoun Asit-Fast Boyama Yontemi (103)

3. 2. 1. Kullanilan Maddeler

e Bazik fuksin
e %95 Etil alkol
e Fenol kristalleri

e Konsantre sulfuirik asit
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e Metilen mavisi

e Potasyum hidroksit (KOH)
e Saf metanol

e Distile su

e Saleler

e Benmari (su banyosu)

e Kurutma kagidi

3. 2. 2. Hazirlanan Soliisyonlar

Kinyoun karbol fuksin boyasi

4 gr bazik fuksin, 20 ml %95 etil alkol i¢inde eritildi. Fenol kristalleri 56 °C’lik su
banyosunda eritildi. 8 ml erimis fenol ile fuksin-alkol soliisyonu 100 ml distile suya ilave

edilip 2 giin bekletildi. Soliisyon siiziiliip kullanilincaya kadar saklanda.

o %1 lik Akoz siilfiirik asit (dekolarizasyon soliisyonu)

1 ml silfiiriik asit dikkatli ve yavas bir sekilde 99 ml distile suya eklendi. Soliisyon

gereksinim duyana dek saklandi.

e Loeffler’in alkali metilen mavisi (karsit boya)

0.3 gr metilen mavisi 30 ml etil alkol i¢inde eritildi. 100 ml %0.01 KOH soliisyonu

eklendi. Soliisyon gereksinim duyulana dek saklandi.
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3. 2. 3. Yapihis1

1. Gaitalarin konsantrasyon sonrasi elde edilen sedimentinden her hasta i¢in ayri bir

numara vererek hazirladigimiz yayma preparatlar havada kurutuldu.
2. Yaymalar saf metanol i¢inde 1 dakika tutularak fiske edildi ve kurumaya birakildi.
3. Lamlar Kinyoun karbol fuksin igeren salede 5 dakika tutularak boyandi.

4. Kinyoun karbol fuksin iceren saleden cikarilan lamlar %50 etil alkole batirilip

calkalandi ve hemen ardindan musluk suyunda yikandi.

5. Daha sonra lamlar dekolorizasyon islemi i¢in %]1°lik siilfiirik asit igeren salede 2

dakika bekletildi ve ardindan musluk suyu ile yikandx.

6. Lamlar Loeffler’in alkali metilen mavisini i¢eren salede 1 dakika bekletildikten

sonra su ile yikanip kurumaya birakildu.

3. 2. 4. Degerlendirme

Boyanan lamlar 151k mikroskobunda x100 biiyiitmede immersiyon yagi ile lamel
kullanilmadan incelendi. Mavi zemin {lizerinde parlak pembe- kirmizi renkte heterojen
boyanan ve c¢ogunun i¢inde siyah, muntazam olmayan graniiller bulunan, 4-6 um caph
yuvarlak yapilar Cryptosporidium ookistleri olarak degerlendirildi. Mantarlar asit-fast

boyanmadiklari i¢in mavi-yesil boyandi.
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3. 3. ELISA Yontemi ile Antijen Arama

Hastalardan toplanip bir kismi1 ependorf tiiplerine konularak —20 °C’de saklanan gaita
numunelerinde ELISA yontemiyle Cryptosporidium parvum antijenleri arandi. Calismada
RIDASCREEN® Cryptosporidium (C 1201), (r-biopharm) kiti kullanildi ve ¢alisma, iiretici

firmanin onerileri dogrultusunda gercgeklestirildi.

3. 3. 1. Kit icinde Bulunan Reaktifler

1. Her birinde 8 kuyucuk bulunan 12 adet bdliinebilen mikrokuyucuk sitribine sahip
toplam 96 kuyucuklu pleyt. Pleytteki her bir kuyucugun yiizeyi Cryptosporidium parvum’a

kars1 olusturulmus fare kokenli monoklonal antikorlarla kaplanmistir.
2. Ornek diliisyon soliisyonu (100 ml, %0.1 Kathon i¢eren kullanima hazir soliisyon)
3. Wash buffer (100 ml, 10 kat konsantre, pH 7.2, %0.1 Thimerosal icerir)

4. Pozitif kontrol (1.8 ml, gaitadan elde edilen inaktive Cryptosporidium antijeni,

%0.01 Thimerosal igerir, kullanima hazir)

5. Konjugat (10 ml, peroxidase ile konjuge edilmis Cryptosporidium antijenine karsi

olusturulmus antikor, %0.1 Kathon igerir, kullanima hazir)

6. Substrat- kromojen soliisyonu (10 ml, Ure peroxide-tetrametiylbenzidine (TMB),

kullanima hazir)

7. Stop soliisyonu (6 ml, 1 N siilfiirik asit, kullanima hazir)
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3. 3. 2 ilave Gerekli Reaktifler ve Gerekli Malzemeler

¢ Distile veya deiyonize su

e Test tiipleri (ependorf tiipleri)

e Pastor pipeti (Tek kullanimlik)

e Vortex karistirict

e 50-100 pl (mikrolitre) ve 1 ml hacimli mikropipetler
e Mikropipetlere uygun pipet ucu

e Meziir (1000 ml)

e Cok kanall pipetler (300 pl) veya mikrotitrasyon pipetleri i¢in yikama {initesi
e Mikrokuyucuk pleytleri i¢in fotometre

o Filtre kagidi

e %0.5 hipoklorid soliisyonu igeren atik kabi

3. 3. 3. Yikama Soliisyonu ve Orneklerin Hazirlanmasi

Kullanilmadan 6nce tiim reaktifler ve mikrokuyucuklu pleyt ile ¢alisma zamanina
kadar ependorf tiiplerinde -20°C’de saklanan gaita 6rnekleri oda 1sisina (20-25 °C) getirildi. 1
kisim konsantre wash buffer ile 9 kisim deiyonize su karistirilarak yikama solusyonu
hazirlandi. Her hasta i¢cin numaralandirilmis ependorf tlipiine 1 ml 6rnek diliisyon soliisyonu
konuldu. Siv1 olan test edilecek gaita numunelerinden pastor pipeti ile yaklagik 100 ul alindi
ve bu gaita, icinde ornek dillisyon soliisyonu bulunan ependorf tiiplerinde siispanse edildi.
Kat1 olan gaitalar ise bir tahta ¢ubuk yardimiyla esit miktarlarda (yaklasik 50-100 mg) alinip
bunlar da i¢inde Ornek diliisyon soliisyonu bulunan ependorf tiiplerinde siispanse edildi.
Vorteks karistiricida gaita siispansiyonlart homojenize edildi. Homojenize olan bu gaita

siispansiyonlarinin siipernatanti direkt olarak testte kullanildi.
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3. 3. 4. Testin Cahsilmasi

1. Pleytteki birinci kuyucuga (negatif kontrol kuyucugu) ornek diliisyon
sollisyonundan 100 pl, ikinci kuyucuga (pozitif kontrol kuyucugu) pozitif kontrol sivisindan 2
damla (100 pl) ve hastalara ayrilan test kuyucuklarimin her birine, hazirlanan gaita

orneklerinin siipernatantindan 100 pl yerlestirildi.

2. Pleytteki tiim kuyucuklara 2 damla enzim bagh antikor (konjugat) eklenip yavasca
sallanarak karistirild1 ve oda 1sisinda 60 dakika inkiibe edildi.

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

4. Her kuyucuga 2 damla substrat-kromojen soliisyonu eklenerek 15 dakika oda

1s1sinda ve karanlikta ikinci kez inkiibe edildi.

5. Her kuyucuga 1 damla (50 pl) stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve

pleytin kenarina hafifge tiklatilip dikkatlice karigtirildi.

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

Onerileri dogrultusunda degerlendirildi.

3. 4. Pozitif Orneklerin DFA Yontemi ile Test Edilmesi

Coklastirma isleminden sonra %10 formolde oda 1sisinda saklanan diski

numunelerinden, Kinyoun asit-fast boyama ve ELISA yontemlerinin en az biri ile
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Cryptosporidium spp. yoniinden pozitif saptananlar, DFA yontemiyle de c¢alisildilar.
Calismada CRYPTO/GIARDIA CEL (CeLLabs) kiti kullanildi ve ¢alisma iiretici firmanin

Onerileri dogrultusunda gerceklestirildi.

3. 4. 1. Testin Calisilmasi ve Degerlendirilmesi

Yaklasik 6-8 mm ¢apli kuyucuklari bulunana mikroskop laminin 4 kuyucuguna
boyama ve/veya ELISA yontemi ile Cryptosporidium spp. pozitif 4 hastanin ¢oklastirma
isleminden sonra %10 formolde oda i1sisinda saklanmis digki numunelerinin 50 pl’si
yerlestirildi. Bu lamlar oda 1sisinda kurumaya birakildi. Kuruyan 6rnek lami asetonda tespit
edildi. Sonra lamdaki her bir kuyucuga 25 ul Crypto/Giardia Cel reaktifi (Giardia kist
ve/veya Cryptosporidium ookistlerine spesifik FITC isaretli fare monoklonal antikoru)
eklendi. Lam 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan PBS’de 1 dakika yikandi ve
lamdaki artik nem uzaklastirildi. 1 damla mounting sivisindan lamdaki kuyucuklara eklendi
ve lamelle lam iizeri kapandi. Lam floresan mikroskopta x40 ve x100 biiyiitmede incelendi.
Yesil veya kirmizimsi kahverengi boyanan zemine karsi Cryptosporidium ookistleri ve

Giardia kistleri tipik morfolojileri ile floresan parlak elma yesili bir goriintii verdi.

3. 5. Istatistiksel Analizler

Elde ettigimiz veriler, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 11.5 paket
pragrami kullanilarak degerlendirildi. Istatistiksel analizlerde ki-kare testi kullamldi. P degeri
sinir diizeyinin (0.05) altinda ise degiskenler arasinda tesadiife bagli olmayan gercek bir

farkin oldugu kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda immunsuprese olan ve gastrointestinal sikayetleri bulunan yaslar 2 ile
79 arasinda degisen toplam 100 (52°si erkek, 48’1 kadin) hastanin gaita numuneleri incelendi.
Yas ortalamalar1 36.9 + 23.7 olarak saptandi. Kontrol grubu hastalar ise immun sistemi
saglam olan ve gastrointestinal sikayetleri bulunan, yaglar1 1 ile 84 arasinda degisen toplam
80 (36’s1 erkek, 44’1 kadin) hastadan olusturuldu. Yas ortalamalar ise 21.7 £+ 23.4 olarak
saptandi. Immunsuprese gruba ait toplam 100 disk1 6rneginin 3 (%3)’iinde Kinyoun asit-fast
boyama yontemi ile Cryptosporidium spp. ookistleri saptandi. Bu ii¢ hastadan ikisinin
gaitasinda direkt taze baki yontemiyle Cryptosporidium spp. ile birlikte Giardia intestinalis

kistlerine de rastlandu.

Kinyoun asit-fast boyama yontemi kullanarak hazirlamis oldugumuz preparatlarda
Cryptosporidium ookistleri x100 biiyiitmede immersiyon yagi kullanilarak incelendi. Sferik
yapidaki ookistlerin mavi zemin lizerinde acik pembeden kirmiziya calan renkte boyandigi
goriildii. Yine bu ookistlerin birgogunun i¢inde birden fazla sayida, siyah, muntazam olmayan

sporozoit yapilar fark edildi (Fotograf 1).

ELISA yontemi ile immunsuprese 100 hastanin 4 (%4)’tinde Cryptosporidium parvum
koproantijeni saptandi. Cryptosporidium spp. agisindan Kinyoun asit-fast boyama ile pozitif
tespit edilen 3 hasta, ELISA ile de pozitif sonu¢ verdi. Immun sistemi saglam olup
gastrointestinal sikayeti olan kontrol grubundaki 80 hastada ise her iki yontemle de

Cryptosporidium parazitine saptanmadi (Tablo 3).

ELISA yonteminin Kinyoun asit-fast boyama yontemine gore duyarliligmin ve
ozgilliigliniin sirasiyla; %100 ve %99 oldugu tespit edildi. Testin pozitif prediktif degeri
%75, negatif prediktif degeri ise %100 olarak bulundu.
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- .. P -
Fotograf 1. Non Hodgkin Lenfoma hastasinin (2 nolu hasta) gaita numunesinde Kinyoun-asit
fast boyama ile Cryptosporidium spp ookistleri (x100).

Tablo 3. Kinyoun asit -fast boyama yontemi ile ELISA yonteminin karsilagtirilmasi.

Immunsuprese hastalar Immunkompetan hastalar
Yontem | Pozitif (%) Negatif (%) Toplam | Pozitif (%) Negatif (%) Toplam
Kinyoun | 3 (%3) 97 (%97) 100 0 80 (%100) 80
asit-fast
ELISA 4 (%4) 96 (%96) 100 0 80 (%100) 80

Cryptosporidium parvum koproantijenleri yoniinden ELISA yontemiyle diski
numuneleri aragtirtlan immunsuprese ve immunkompetan hastalarin ELISA pleytindeki

goriinlimleri Fotograf 2 ve Fotograf 3’de goriilmektedir.
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29} 04 82010)
Fotograf 3. Son 86 hastanin ELISA sonuglar1
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Gaita numunelerinde Kinyoun asit-fast boyama yontemi ile Cryptosporidium
ookistleri saptanan ve/veya ELISA yontemiyle Cryptosporidium parvum koproantijenleri

tespit edilen toplam 4 immunsuprese hastanin diski numunelerinde DFA yontemi ile de

Cryptosporidium ookistlerine rastlandi (Fotograf 4).

1 nolu hasta (x100) 2 nolu hasta (x100)

3 nolu hasta (x100) 4 nolu hasta (x100)
Fotograf 4. Cryptosporidiosisli 4 vakada DFA yontemi ile floresan mikroskopta gézlenen
Cryptosporidium parvum ookistleri. (4 nolu vakada Giardia intestinalis kistleri de
goriilmektedir).

Immun yetmezligi olan hastalarin %39’u solid organ tiimérlii hastalardan olusurken
%30’u ise hematolojik malignensili hastalardan olustu. Bu grupta yer alan hastalarda immun
yetmezlige yol acan diger bozukluklar ve hangi oranda bulunduklar1 Sekil 4’de
goriilmektedir. Gerek immunsuprese hastalarda gerekse immun sistemi saglam hastalarda en

yaygin goriilen gastrointestinal yakinma karin agris1 idi (Tablo 4).
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Diger (% 3,0)

HIV (% 2,0)

Organ Nakli (% 2,0)

KBY (Hemodiyoliz) (% 24.0) Solid Organ Tiimérii (% 39,0)

Hematolojik Malignensi (% 30,0)

Sekil 4. Immunsuprese grupta immun yetmezlige neden olan durumlar. Sekildeki “diger” ile
belirtilen bozukluklar; crohn hastaligi nedeniyle azotioprin tedavisi alan 1 hasta, idiyopatik
trombositopenik purpura nedeniyle kortikosteroid tedavisi alan 1 hasta ve dogustan kalitsal
metabolik hastalig1 ve IgG3 eksikligi olan 1 hastadan olugmaktadir.

Tablo 4. Her iki grubun hastalarinda tespit edilen sikayetler.

Hastalardaki Sikayetler Immunsuprese Hastalar Immunkompetan Hastalar
Say1 (%) Saytr (%)

Karin agris1 85 (%85) 61 (%76.25)

Bulanti-kusma 56 (%56) 49 (%61.25)

Distansiyon 47  (%A47) 18  (%22.50)

Ishal 36 (%36) 31 (%38.75)

Ates 20 (%20) 22 (%27.50)

Calismada, hem immunsuprese grupta hem de immunkompetan grupta test edilen
parazitlerin tiimii, Cryptosporidium spp. ve Entamoeba histolytica hari¢ direkt taze baki ile
saptand1. Entamoeba histolytica ise trikrom boyama ile birlikte bu protozoona spesifik ELISA

yontemiyle tespit edildi (Tablo 5).
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Tablo 5. Immunsuprese hastalar ile immunkompetan hastalarin gaita 6rneklerinde saptanan
parazitlerin karsilastirilmasi.

Saptanan Parazit Immunsuprese  hastalarda Immunkompetan hastalarda

saptanan parazitler. n = 100 saptanan parazitler. n= 80

Giardia intestinalis 14 (%14) 8 (%10)
Blastocystis hominis 7 (%7) 2 (%2.50)
Chilomastix mesnili 5 (%5) 1 (%1.25)
Cryptosporidium parvum 2 (%2) -
Entamoeba histolytica 1 (%]1) 2 (%2.50)
Ascaris lumbricoides 1 (%]1) 1 (%1.25)
Hymenolepis nana 2 (%2) 4 (%S5.)
Taenia spp. 1 (%]1) 1 (%1.25)
Trichuris trichiura -- 2 (%2.50)
Cryptosporidium parvum + 2 (%2) --

Giardia intestinalis

Giardia intestinalis +

- (V]
Hymenolepis nana 2 (%2.50)

(Calismada tespit edilen 4 cryptosporidiosisli hasta Sanliurfa yoresinin farkli yerlesim

yerlerinde yastyorlardi ve herbirinin immunsupresyona neden olan farkli patolojileri vardi

(Tablo 6).
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Tablo 6. Cryptosporidiosisli 4 hastanin sosyo-demografik 6zellikleri ve Cryptosporidium
acisindan digki numunelerine uygulanan testlerin sonuglari.

1. Hasta 2. Hasta 3. Hasta 4. Hasta
Yas (y1l) 6 47 2 48
Cinsiyet Erkek Erkek Kadin Kadin
Ikamet ettigi yer | Ulukdy- Yumurtalik Sanliurfa- Virangehir-

Sanliurfa koyii-Surug Merkez Merkez
Kullandig1 su Islenmis Islenmemis Islenmis Islenmis

(Kuyu suyu)
Hayvan temasi Var (S181r) Yok Yok Yok
Aile niifusu Kalabalik Tenha Tenha Tenha
Seyahat 6ykiisii | Yok Yok Yok Yok
Immunsupresyon | Akut  Myeloid | Non ~ Hodgkin | Kalitsal Kolon Miisindz
nedeni Losemi (AML) | Lenfoma (NHL) | Metabolik Adenokarsinomu
Hastalik (KMH)
+ IgG3 eksikligi

Direkt taze baki | Yok Cryptosporidium | Cryptosporidium | Cryptosporidium
sonucu goriilen spp. + Giardia | spp. spp. + Giardia
parazitler intestinalis intestinalis
Kinyoun asit fast
boyama sonucu
Cryptosporidium Negatif Pozitif Pozitif Pozitif
ookistleri
ELISA ile
Cryptosporidium
parvum Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
koproantijeni
DFA  yontemi | Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
sonucu

Sanlurfa ve gevresi (36° 40’ ve 38° 02’ kuzey enlemi, 37° 50’

ve 40° 12’ dogu

boylamalar1 arasinda, ortalama yiikseklik 518 m) yaklasik 1500000 niifusu ile Tirkiye’nin
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Gilineydogu Anadolu Bolgesinde yer alir. Sanliurfa kontinental iklim 6zelligi gosterir. Yazlari
cok kurak ve sicak, kislar1 bol yagish nispeten iliman gegmektedir. Gece ile giindiiz ve yaz ile
kis ortalama sicakliklar1 arasinda biiylik farklar vardir. Calisma siiresi boyunca Sanliurfa
yoresinde Sanlurfa Bolgesi Meteoroloji Miidiirliigli tarafindan tespit edilen meteorolojik
veriler Tablo7’de gosterilmektedir. Cryptosporidiosisli 4 hastanin gaita numunelerinde

saptanan Cryptosporidium tiirlerinin tespit edildigi tarihler ise Tablo 8’de goriilmektedir.

Tablo 7. Calisma siiresi boyunca tespit edilen aylik meteorolojik parametreler.

Aylar Aylik ortalama | Ortalama nisbi | Yagis  toplami | Yagish giin
sicaklik (°C) nem (%) (kg/m?) say1sl
Agustos 2009 30.6 29.8 - --
Eylil 2009 25.1 38.9 6.9 2
Ekim 2009 22.0 40.1 76.6 7
Kasim 2009 12.2 62.6 35.5 10
Aralik 2009 10.1 73.4 121.2 14
Ocak 2010 8.4 68.8 95.7 15
Subat 2010 9.1 67.4 23.5 10
Mart 2010 13.8 55.7 42.7 6
Nisan 2010 17.4 46.7 26.2 7

Tablo 8. Cryptosporidium parvum’larin tespit edildigi tarihler.

Hasta No Cryptosporidium parvum’larin tespit edildigi tarih
1. Nisan 2010
2 Aralik 2009
3. Nisan 2010
4 Kasim 2009

I, 2 ve 4 nolu hastalar notropenik ve lenfopenik iken 3 nolu hastanin lenfosit ve
ndtrofil sayilari normaldi. Sonradan IgM, IgA ile totol IgG ve IgG subtipleri incelenen 3.
hastanin IgG3 diizeyleri normal degerlerin altinda saptandi. Cryptosporidiosisli 1 nolu
hastanin, Kinyoun asit-fast boyama sonucu negatif oldugundan ve ELISA sonucu sonradan

calisildigindan dolayr hastanin tedavisi semptomatik yapildi. 2. nolu hastanin tedavisi
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klaritromisin ile, 3 nolu hastanin tedavisi azitromisin ile yapilirken 4 nolu hasta, gaita

numunesinde Cryptosporidium ookistleri tespit edildigi giin 61dii (Tablo 9).

Tablo 9. Cryptosporidiosisli hastalarda gozlenen klinik belirtiler, baz1 biyokimyasal test
sonuglar1 ve hastalik seyri.

1. Hasta 2. Hasta 3. Hasta 4. Hasta
Semptomlar Karin agrisi, | Karin agrisi, | Karin agrisi, | Karin agrisi,
bulanti-kusma, | bulanti-kusma, ishal, ates | bulanti-kusma,
ishal, ates, | ishal, ates, | istahsizlik. ishal, istahsizlik
istahsizlik istahsizlik kilo kayb1
Digkilama sayis1 | 8/giin, sulu 15/gilin, siddetli | 8/giin, sulu 10/giin, sulu
ve ishal paterni ve sulu
Takip ve tedavi | HUTF-Cocuk SEAH-GOgiis SCSH-Pediatrik | SEAH-Onkoloji
edildigi kurum hematoloji hastaliklar noroloji servisi | servisi
servisi servisi
Lokosit  sayist 164 900 9000 590
(/mm?)
Lenfosit (/mm?) 94 125 5800 430
Notrofil (/mm?) 56 685 3100 130
Na (mmol/L) 136 99 131 131
K (mmol/L) 3.2 3.2 3.5 3.7
CI (mmol/L) 103 76 99 100
Hastalara  ishal | Ishalin ilk giinii | Stvi  elektrolit | Oral Sivi-elektrolit
nedeniyle tedavi | stvi  elektrolit | replasmani, rehidratasyon replasmant,
yaklagimi ve | replasmani, 8. | Ciprofloksasin + | soliisyonu, potent  opiyat
hastaligin seyri giin klinik | Klaritromisin Azitromisin 10 | kullanima,
diizelme. flakon, yaklagik | giin oral, 5. giin | hastaneye

2 ay sonra Sliim.

klinik,  10.giin
parazitolojik

diizelme.

yatistan 1 giin

sonra Olum.
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5. TARTISMA

Cryptosporidiosis prevalansinin az gelismis iilkelerde, immun sistemi baskilanmig
hastalarda, ishalli vakalarda, malniitrisyonlu ve gastroenteritli cocuklarda, huzurevi ve gocuk
yuvast gibi toplu ve kalabalik yasanan yerlerde, hayvanlarla yakin temasi olanlarda, sicak ve
nemli mevsimlerde yiiksek oldugu bildirilmektedir (135, 136).

Cryptosporidiosis Ozellikle HIV ile enfekte olan bagisiklik sistemi baskilanmis
kisilerde onemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Gelismis iilkelerde AIDS klinigi
gelismis bireylerin %60’1inda ishal bildirilirken gelismekte olan iilkelerde bu oran %95’lere
ulagmaktadir. Bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde ishal etkeni olarak bir¢ok patojen
saptanabilirken yapilan ¢aligsmalarda ABD’de bu olgularin %16’sinda, gelismekte olan diinya
tilkelerinde ise yaklasik %50’sinde ishalden Cryptosporidium tiirlerinin sorumlu oldugu rapor
edilmistir (15-17). Bununla birlikte yiiksek derecede aktif antiretroviral tedavi (HAART)’de
PIs’nin kullanima girmesi ile AIDS hastalarinda cryptosporidiosis insidansi bati lilkelerinde
biiyiik 6l¢iide diigmiistiir (137).

Primer immun yetmezligi olan hastalar arasinda Cryptosporidium enfeksiyonuna olan
duyarlilik; CD40L eksikliginin oldugu XHIM’i ve CD40 yetmezliginin gorildigi HIGM3 i
olan ve yine primer CD40 lenfopenisi, agir kombine immun yetmezlik sendromu ve IFN-y
eksikligi olan ¢ocuklarda gozlenmektedir (4-6). Akut I6semi gibi sekonder immun yetmezlik
durumlarinda da enfeksiyon riskinde artma oldugu belirlenmistir (7).

1982 yilina kadar daha ¢ok bagisiklik sistemi baskilanmig grubun enfeksiyonu olarak
bilinen cryptosporidiosisin 6zellikle laboratuvar tani yontemlerinin gelismesiyle bagisiklik
sistemi saglam toplumlarda da salginlara yol actig1 saptanmustir (22).

Ulkemizde cryptosporidiosis ile ilgili ilk ¢alisma 1987 yilinda Ozcan ve arkadaslari
tarafindan Adana’da yapilmis ve ishalli cocuklarda %8.2, ishali olmayan ¢ocuklarda %4.10
olarak saptanmustir. Sonraki yillarda gerek bagisiklik sistemi baskilanmis olgularda artis,

gerekse yeni laboratuvar tan1 yontemlerinin uygulanmaya baslanmasi ile bu enfeksiyona
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yonelik ¢alismalarda artis oldugu gériilmiistiir. Ulkemizde degisik hasta gruplarinda
Cryptosporidium ookistleri arastiritlmis ve farkli sonuglar bildirilmistir (22).

Over’in Istanbul’da ishalli 480 yetiskin ve c¢ocufgu kapsayan calismasinda
Cryptosporidium prevalanst %2.50 olarak saptanmasina ragmen bu oranin 3 yasin altindaki
cocuklarda %9.50’e yiikseldigi ve yetigskin populasyona gore anlamli derecede yiiksek oldugu
bildirilmistir (115). Miilazimoglu ve arkadaslarmin Istanbul’da 5 yasin altindaki ishalli 73
¢ocuga ait gaita numunelerinde yaptig1 calismada sadece 1 ¢ocuga ait gaita numunesinde
(%1.36) Cryptosporidium ookisti saptanmustir (138).

Uner ve arkadaslarinin izmir’de yaptiklar1 ¢alismada 0-6 yas grubundaki 427 tane
cocuktan ancak bir tanesinde (%0.16) Cryptosporidium ookistlerine rastlanmistir (139).
Izmir’de Turgay ve arkadaslar1 Ekim 2003-Ekim 2004 tarihleri arasinda hem cyclosporiasisin
insidansinin incelenmesi hem de mevsimsel faktorler ve hasta faktorleri ile cyclosporiasis
arasindaki iligkiyi aragtirmak amaciyla gastrointestinal semptomlari olan 4660 hasta ve atopik
dermatit, lirtiker veya kasint1 gibi alerjik semptomlar1 bulunan 326 hastanin diski numuneleri
Kinyoun modifiye asit-fast boyasi ile incelenmis, bu boyama yontemiyle 4986 hastanin 23
(%0.46)’tiinde Cyclospora cayatenensis ookistlerine rastlanirken 27 (%0.54)’sinde ise
Cryptosporidium spp ookistlerine rastlanmistir (140). Yine Tiirk ve arkadaslarmin izmir’de
yaptig1 c¢alismada mikrobiyoloji laboratuvarina gelen 4322 diski Orneginde bagirsak
parazitleri aragtirtlmig Cryptosporidium spp. siklig1 %0.42 olarak bulunmustur (141).

Yazar ve arkadaslar1 bir ¢aligmada, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali’na bagvuran 34883 hastanin digki1 numunelerine dnce nativ-liigol ve flotasyon /
sedimantasyon yontemlerini uygulamislar ve x20 ve x40 biiyiitmede incelemislerdir. Bu
sirada Cryptosporidium ookistleri yoniinden siipheli goriilen digki numunelerini de asit-fast
boyama yontemi ile boyamislar ve yalmiz 1 hastada (%0.003) Cryptosporidium spp.
saptamiglardir (142). Yine Sivas’ta ishalli olgularda yapilan iki ayri1 ¢alismada %19.8 ve
%11.8 oraninda Cryptosporidium ookistlerine rastlanmistir (22)

Doganci ve arkadaslarinin Ankara’da yaptig1 calismada rastgele segilen 50 cocukta
cesitli yontemlerle (direkt mikroskopi, modifiye asit-fast boyama, Kinyoun asit-fast boyama
ve korbol-fuksin boyama) Cryptosporidium spp. arastirilmis 2 (%4) gaita numunesinde pozitif
sonu¢ elde edilmistir (143). Sener ve arkadaslarinin bir caligmasinda, 1980-1996 yillar
arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji laboratuvari’na gelen 32582 diski

Orneginin arastirilmast sonucu 45 (%0.13) gaita numunesinde Cryptosporidium spp.
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ookistlerine rastlanmistir. Malatya’da ishalli hastalarda yapilan benzer bir ¢calismada 500 diski
ornegi Kinyoun asit-fast boyama yontemi ile incelenmis ve incelenen 6rneklerin %1.6’sinda
Cryptosporidium tiirlerine rastlanmistir. Yine Antalya’da Ogiing ve arkadaslarmin yiiriittiigii
bir caligsmada ishalli ¢ocuklarda %0.97, Dogan ve arkadaslarinin Eskisehir’de gergeklestirdigi
calismada ishalli ¢ocuklarda %3.6 siklikta Cryptosporidium spp. ookistleri tespit edilmistir
(22).

Diinyadaki diger bazi iilkelerde yapilan caligmalarda farkli sonuglar elde edilmistir.
Banglades’de yapilan bir arasgtirmada gastrointestinal sikayetli 578 hastanin %#4.3’iinde
Cryptosporidium spp. saptanmis, bu parazitin meydana getirdigi enfeksiyon oraninda yilin
sicak ve nemli ay1 olan Mart ayinda artis gézlendigi bildirilmistir (144). Kosta Rika’da ishalli
278 hastanin 12 (%4.3)’sinde Giemsa boyama yontemi ile Cryptosporidium enfeksiyonu
goriilmiis, yilin sicak, yagmurlu ve nemli aylarinda olgu sayisinin giderek artis gosterdigi
bildirilmistir (145). Fransa’da ishal nedeniyle hastaneye bagvuran 190 ¢ocugun %2.1’inde,
ABD’de ishal yakinmasi olan 1703 hastanin %2.8’indeYeni Zelanda’da ishalli olan 36
cocugun %?22’sinde, Avustralya’da ishal nedeniyle hastaneye yatirilan 884 ¢ocugun
%4.1’inde parazite ait ookistlerin oldugu tespit edilmistir. Yine Kanada’da 621 ishalli
hastanin %1.2’sinde, Ispanya’da gastrointestinal sikayeti olan 339 hastanin %0.9’unda,
Brezilya’da semptomatik 117 hastanin %8’inde Cryptosporidium ookistlerinin saptandigi
bildirilmistir (75).

Yukarida gerek {tlkemizdeki cesitli illerde gerekse diinyadaki farkli iilkelerde
Cryptosporidium spp.’nin goriilme sikligini gosteren ¢alismalardaki farkli sonuglara; ¢aligilan
populasyon sayilarinin degiskenligi, calisma yapilan bdlgenin cografik konumu ve segilen
calisma grubundaki farkliliklar neden olabilir. Ayn1 zamanda Ornekleri ¢alisan personelin
deneyimi de sonuclarin farkli olmasinda 6nemli bir etkendir. Zira mikroskobik ¢alismalar
egitilmis personele ihtiya¢ gdsteren ve kigisel deneyim gerektiren ¢alismalardir.

Timer ve arkadaslarinin yiriittigii Sanlurfa yoresinde Cryptosporidium spp’ye
yonelik ilk kez yapilan retrospektif bir ¢alismada, Agustos 2006- Agustos 2009 tarihleri
arasinda  HUTF Parazitoloji Laboratuvari’'na diskinin  parazitolojik incelenmesi igin
gonderilen toplam 16050 gaita numunesinin 18 (%0.46)’inde Kinyoun asit -fast boyama
yontemi ile Cryptosporidium spp. ookistlerinin goriildiigii bildirilmistir (146).

Calismamizda gastrointestinal sikayeti olan 80 immun sistemi saglam kontrol

hastasinin diski1 numunelerinde Kinyoun asit-fast boyama ve ELISA yontemlerinin her
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ikisiyle de Cryptosporidium spp. tespit edilemedi. Bu grupta ¢alisilan hasta sayisinin diisiik
olmasi, sehir merkezinde yasayan hasta sayisinin (%81) fazla olmasi, hayvanlarla temas eden
hasta sayisinin (%16) az olmasi, sehre islenmis i¢me suyu saglayan su aritma tesislerinde
konvansiyonel aritma islemlerinin uygulandigi suyu ve sise suyu kullanan hasta sayisinin
(%88) fazla olmast ve en Onemlisi ishalli hasta sayisinin (%38) diisiik olmas1 bizim parazite
rastlayamama nedenimizi aciklayabilir. Ayrica hastalardan toplanan gaita Orneklerinin
cogunlugunun (%62) Sanlwurfa yoresinin en soguk oldugu Ocak-Mart aylari arasinda
toplanmis olmasi, yine bu grupta 0-2 yas arasinda bulunan toplam 19 hasta ¢ocugun 15
(%78)’inin anne siitii ile besleniyor olmasi da parazitin saptanamamis olma sebepleri arasinda
gosterilebilir.

Calismada, immunsuprese olan grupta diski numunesinde Cryptosporidium parvum
antijeni tespit edilen 1 nolu hasta, 6 yasindaydi ve yaklasik 1 aydir AML tanis1 almisti.
Kanser tanisi aldiktan sonra koylerinde kullanilan kuyu suyu yerine sise suyu kullanmaya
baslayan hasta, igme disindaki su ile ilgili tiim faaliyetlerini yine kdydeki su ile yapiyordu.
Hasta, en son kemoterapi tedavi kiirlinii 8 Nisan 2010 tarihinde ald1 ve taburcu edildi. Ancak
11 Nisan’da alt ve st ekstremitelerinde ekimoz, g6z i¢inde kanama ve gastrointestinal
yakinmalarmin olmasi nedeniyle HUTF Cocuk Hematoloji Servisine yatirildi. Sanliurfa’ya
bagli merkez kdyde oturan ve kalabalik bir niifusa sahip ailenin mensubu olan, oturdugu evin
bahgesinde sigirlarin yasadigi hastanin gaita numunesi Salmonella, Shigella, Rotavirus,
Adenovirus ve bagirsak parazitleri agisindan incelendi. Hastada bu incelemeler sonucu
herhangibir patojen saptanamadi. Kinyoun asit-fast boyama yontemi ile de Cryptosporidium
spp. ookistlerine rastlanmamasi {izerine hastanin ishaline yonelik semptomatik tedavi
baslandi. Yaklasik 2 hafta sonra hastanin -20° C’de saklanmis diski numunesine uygulanan
ELISA yontemiyle hastanin digki numunesinde Cryptosporidium parvum’a ait antijenler
tespit edildi.

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) da bulunan NHL’li 2 nolu hastanin
muhtemelen asir1 dehidratasyondan dolayr Na ve Cl seviyeleri ¢ok diisliktii. Hasta koyde
yasiyordu ve kuyu suyu kullantyordu. Hastanin digki numunesinin direkt taze bakisinda
Giardia intestinalis kistlerine rastlandi. Hem Kinyoun asit-fast boyama hem de ELISA
yontemleri ile Cryptosporidium enfeksiyonu saptanan hastaya kisa siire once KOAH
alevlenmesi nedeniyle intravendz klaritromisin ve ciprofloksasin baglanmisti. Hasta yaklasik

2 ay sonra 6ldii.
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Kanserli hastalarda Cryptosporidium enfeksiyonunun epidemiyolojisi ve prognozunu
aragtiran farkli calismalar olmustur. Sreedharan ve arkadaslar1 Hindistan’da kanserli ve ishalli
560 hastanin 7 (%]1.3)’sinde Cryptosporidium spp ookistleri bulmus, bu 7 hastanin 5’inin
hematolojik malignensili hastalar oldugu bildirilmistir (147). Nahrevanian ve arkadaslari
Iran’da immunsuprese 214 hastanin gaita numunelerinde, asit-fast boyama, auromin floresan
boyama ve direkt floresan antikor yontemleri ile Cryptosporidium spp arastirmislar ve 43
hematolojik malignensili hastadan sadece 1 (%2.3)’inde (AML hastasi) bu parazite
rastlandigin1 bildirmislerdir. infekte olmus bu AML hastasinda ishal 18 giin boyunca devam
etmis ve kombine immunsupresif tedavinin kesilmesinden sonra durmustur (148).

Avustralya’da Burgner ve arkadaslarmin yiirlittiigli bir ¢alismada, ishalli ve
hematolojik sistem malignitesi olan 63 hastanin gaita numunelerinde Modifiye Zeihl-Neelsen
boyama ile Cryptosporidium ookistleri incelenmis, 63 hastanin 15 (%23.8)’inde
Cryptosporidium ookistleri goriilmiistiir (149).

Lewis ve arkadaglart ALL’li bir c¢ocukta immunsupresif tedavi boyunca
cryptosporidiosisin rekiirrensini tanimladilar. Enfeksiyon, enfekte bir kedi yavrusuyla
kontaktan sonra meydana gelmis ve enfeksiyon umuldugundan daha az siddetli bir seyir
izlemigtir. Hasta, enfeksiyondan immunsupresif tedavinin birakilmasindan sonra kurtulmustur
(150). Stine ve arkadaslart ALL’li bir ¢ocukta kendiliginden diizelen cryptosporidiosisin
neden oldugu siddetli ishali tanimladilar(151). Yine Foot ve arkadaslar1 Bristol’de lenfomali
(1 hasta) ve 16semili (5 hasta) 6 cryptosporidiosise sahip ¢ocuk vakalarini tanimladilar. Bu
hastalardan 2’si persistan enfeksiyonun kanit1 olarak oldiiler. Diger 4 hastada kemoterapi
rejimlerinin degistirilmesinin, patojenin basarili bir sekilde eradikasyonu ile iliskili oldugunu
belirttiler (152).

Soénmez Tamer ve arkadaglarinin yiiriittiigli calismada 16semi ve lenfoma hastast olan
ve ishali bulunan 89 cocuktan 11 (%12.3)’inin cryptosporidiosis tanist aldig1 bildirilmistir
(153). Bununla birlikte Adana’da Tasova ve arkadaslarmin yiiriittiigii, hematolojik
malignensili hastalarda Blastocystis hominis’in sikliginin ve klinik 6neminin arastirildigi
calismada ayni zamanda hastalarin digki numunelerine Cryptosporidium spp agisindan
modifiye Ziehl -Neelsen ve Shather’s flotation metotlar1 da uygulanmistir. Caligmaya dabhil
edilen ve kemoterapi alan hematolojik malignensili 206 erigkin hasta, tedavilerinin nétropenik
siirecinde karin agrisi, ishal, siskinlik ve gaz gibi gastrointestinal sikayetleri olan hastalardi.

Kontrol grubunu ise gastrointestinal sikayetleri olan ve hematolojik malignitesi olmayan 200
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hasta olusturdu. Calismada her iki grupta da Cryptosporidium ookistleri tespit edilemedi
(154).

Bizim calismamizda ise 30 hematolojik kanserli hastanin 2 (%6.6)’sinde
Cryptosporidium parvum’a rastlandi. 1 nolu hastada cryptosporidiosis klinigi hasta ndtropenik
donemde olmasina ragmen intravendz sivi-elektrolit replasman ile 8. giin diizeldi. 2 nolu
hastada ise hastalik kronikti ve hayati tehdit eden ishalle iliskili idi.

Cryptosporidium ookistlerini arastirmak amaciyla mikroskopta direkt arama
yontemlerinin duyarliligi diisiik olabildigi gibi, mikroskobi yapan kisinin tecriibesine gore
degisebilen ve uzun zaman gerektiren yontemlerdir. Coklagtirilmig digk1 6rnekleri kullanilarak
hazirlanan digki siirtintiilerinin boyandiktan sonra mikroskopta Cryptosporidium ookistlerinin
saptanmast sik kullanilan bir uygulamadir. Modifiye asit-fast boyama, Kinyoun asit-fast
boyama ve Ziehl-Neelsen asit-fast boyama yontemleri, Cryptosporidium ookistlerinin
saptanmasinda yaygin olarak kullanilan boyama ydntemleridir. Caligmada kullandigimiz
Kinyoun asit-fast boyama yontemi; diisiik maliyet, kullanim kolaylig1, 6zel mikroskoba gerek
duyulmamasi ve ayni anda Ornekte Isospora ve Cyclospora gibi diger patojenlerin olup
olmadiginin da saptanmasina imkan verdigi i¢in gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Cryptosporidiosis  diski  orneklerinden immunolojik testlerle Cryptosporidium
antijenlerinin saptanmasi ile de teshis edilebilir. Antijen saptamaya dayali ELISA’lar
1990’dan bu yana Cryptosporidium tanisinda kullanilmaktadir. Boyama yontemleri ile ELISA
yonteminin cryptosporidiosis tanisinda birbirlerine olan iistiinliiklerini tespit etmek i¢in birgok
calisma yapilmistir.

Silva ve arkadaslarinin Brezilya’da 52 HIV/AIDS hastasinda safranin, metilen mavisi
ve modifiye trichrome boyama ve ELISA yontemleri kullanarak gaitada Cryptosporidium
spp. aradiklar1 c¢aligmada, kontrol grubu olarak da 38 saglikli kisi se¢ilmistir. Boyama
yontemi ile 52 hastanin 3 (%5.8)’1li pozitif tespit edilirken ELISA ile 52 hastanin 4 (%7.7)’u
pozitif tespit edilmistir. 3 hasta hem boyama hem de ELISA yontemiyle pozitif bulunurken
kontrol grubundaki kisilerin hi¢birinde parazit tespit edilmemistir (107).

Jayalakshmi ve arkadaglarinin ishalli ve HIV seropozitif hastalardan toplanan toplam
89 gaita 6rnegine Cryptosporidium spp.’ye yonelik modifiye asit-fast boyama ve ELISA
yontemlerini uygulamislar, 89 gaita 6rneginin 11 (%12.4)’1 mikroskobi ile pozititken ELISA
ile yalnizca 10 (%11.2)’u pozitif tespit edilmistir. ELISA ile pozitif sonu¢ veren 10 gaita
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ornegi mikroskobi ile de pozitif sonu¢ vermistir. ELISA ile pozitif saptanamayan 1 gaita
orneginin, 0.01 ml’sinde 5 ookistten daha az ookist ihtiva etmis olabilecegi ve ELISA’nin bu

durumda tespit etmede basarisiz kalmasinin muhtemel olacagini bildirmislerdir (155).

El Shazly ve arkadaslar1 Misir’da yaptiklart bir ¢aligmada ishalli 1050 ¢ocugun digki
numunesinin 90 (%8.5)’1nda modifiye asit-fast boyama ile ookist saptarken ELISA yontemi
ile ise 100 (%9.5)’tinde Cryptosporidium antijeni tespit edildi (156).

Direkel ve arkadaglar1 Malatya’da 92 diski Orneginde ELISA yontemiyle
Cryptosporidium parvum koproantijenlerini ve modifiye Ehrlich Ziehl-Neelsen boyama
yontemiyle ookistleri arastirmig ve 5 diski 6rneginde hem ELISA hem de boyama yontemiyle
pozitif sonug elde etmislerdir (157).

Yilmaz ve arkadaglar1 Van’da yaptiklar1 ¢alismalarinda yaglari 0-15 arasinda olan
ishalli 2000 ¢ocuktan digki 6rnekleri almislar ve bunlari modifiye asit-fast boyama ve ELISA
yontemiyle incelemisler, ELISA ile 2000 ¢ocugun 97 (%4.9)’sinde Cryptosporidium antijeni
saptanirken boyama ile sadece 39 (%1.9)’'unda Cryptosporidium ookistleri gormislerdir
(158).

Sonmez Tamer ve arkadaslari, 16semi ve lenfoma tanis1 almig ve ishali olan 89 ¢ocukta
cryptosporidiosis prevalansini Kinyoun asit-fast boyama ve ELISA yontemleri ile
aragtirmislar; ELISA ile 89 hastanin 11 (%12.3)’1, boyama ile 7 (%7.8)’si cryptosporidiosis
tanis1 almigtir. Boyama ile pozitif olan 7 hastanin tamaminin ELISA yontemi ile de pozitif
oldugu belirtilmistir (153).

Bizim ¢alismamizda ise immunsuprese olan ve gastrointestinal sikayetleri bulunan 100
hastanin digsk1 ornekleri Cryptosporidium spp. agisindan Kinyoun asit-fast boyama ve
Cryptosporidium parvum koproantijenleri agisindan ELISA yontemleri ile incelendi. 4 diski
numunesi ELISA ile pozitifken bu dort diski numunesinden 3’ boyama ile de pozitifti.
Cryptosporidium parvum antijenleri yoniinden ELISA yontemiyle pozitif saptanan 4 numune
DFA yontemi ile de pozitif sonug verdi. 1 nolu hastanin boyama yontemi ile Cryptosporidium
spp. ookistleri yoniinden negatif olmasini diski numunesinde yetersiz sayida ookist
bulunmasina, aralikli olarak atilan veya degisken olarak boyanabilen kiigiik boyutlu
ookistlerin varligina baglamaktayiz. Yine asit-fast boyalar ile preparattaki tim ookistlerin
boyanmamasi da 1 nolu hastaya boyama ile cryptosporidiosis tanis1t koyamamis olmamizin bir

baska sebebi olabilir. Diger taraftan ELISA’nin 1 nolu hastada cryptosporidiosisi tanimlayan
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sonucu, bu ELISA yonteminin parazitin ekstraselliiler yasam siklusunun bir béliimiindeki
serbest antijenleri bulmaya dair yeterliligini ifade ettigi diisiincesindeyiz. Enfekte olmus bir
kiside parazitin farkli yasam siklusu evrelerinde farkli antijenler olabileceginden diskida
saglam organizmalarin varlifina dayanmayan bu ELISA yoOntemi, ornek toplama sirasinda
ookistleri aktif olarak atilmayan kisilerin tanimlanmasinda 6nemli olabilir.

Cryptosporidium spp. enfekte insan ve hayvan digskisindan ¢evreye yayilmakta,
insandan insana ya da hayvandan insana bulasabilmekte, bu siklus i¢inde direkt ya da indirekt
yollarla gida maddeleri veya yeralti sular1 bu mikroorganizma ile kontamine olabilmektedir.

Bulagma yollarinin anlagilmasinda en &nemli zorluk Cryptosporidium tiirlerini
birbirinden ayirt etmeyi saglayacak morfolojik farkliliklarin bulunmayisidir. Baska bir
problem de taksonomideki belirsizliklerdir. Bu durum insanlarda hastalik yapan tiirlerin tam
olarak sayisinin saptanamamasina neden olmakta ve salgin veya sporadik bir olgudan sorumlu
tiiri ayirt edebilecek ozelliklerdeki farkliliklarin tespit edilmesini zorlagtirmaktadir.

Cogu Avrupa iilkesinde kontamine igme sularinin dagitimi yasalarla engellenmis
olmakla beraber parazitin varligma yénelik diizenli arastirmalar, Ingiltere disinda
yapilamamaktadir. Su ile iliskili salginlarda Cryptosporidium hominis ve Cryptosporidium
parvum tip II, hem i¢gme sularinda hem de mineralli su kaynaklarinda PCR yontemi (nested
PCR) ile saptanmistir (61).

Almanya’da kum ile filtre edilmis kullanim sularinin %90’1inda ve 9 yiizey suyunun
7’sinde Cryptosporidium saptanmistir (159). Giiney Almanya, Isvicre ve Avusturya’da
yapilmus tek bir ¢alismada igme sularmin iigte birinde Cryptosporidium saptanmistir. iskogya
salgiinda filtrelenmis ve klorlanmis suyun dagitiminda rekontaminasyon oldugu
saptanmigtir. Bir basing deposunun yillarca dnce miihiirlendigi, fakat acik unutulan bir boru
oldugu saptanmistir. Bu borunun yakin c¢evresinde bulunan toprakta, Cryptosporidium
ookistleri igeren sigir giibresi saptanmis, bu suyu kullananlardan 27 kiside ookist saptanmis,
bunlardan 21’1 destek tedavisi almistir (160).

ABD’de bilinen en 6nemli su kaynakli salginin 1993°de Milwaukee’de yasandigi
bildirilmektedir. Bu sehirde yasayan AIDS’li kisilerin yarisinin bu parazitle enfekte oldugu ve
68’inin 6 ay icinde yasamlarini yitirdigi ifade edilmektedir. Milwaukee salgini, 403000
kisinin etkilendigi ABD’de kaydedilen en biiyiik salgindir. Milwaukee bolgesinde 1993 Nisan
ayinda saglik otoriteleri tarafindan gastrointestinal sikayetlerde ani bir artis saptanmis, ancak

bolgedeki laboratuvarlar tarafindan belirli bir enterik patojen sikliginda artis bildirilmemistir.
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Bolgenin igme suyunun, her ikisi de Michigan goéliinden beslenen 2 adet su deposundan
saglandig1 belirlenmis, giineydeki depoda Cryptosporidium ookistleri tespit edilmistir (161,
162).

Yurt disindan bildirilen su kaynakli Cryptosporidium salginlarinin yani sira,
tilkemizde de benzer salginlarin var olabilecegi ancak bu konuda daha fazla bildirime ihtiyag
duyuldugu diisiiniilmektedir. Mevcut bilgilere gore Tiirkiye’de bildirilen ilk su kaynakli
cryptosporidiosis salgininin bildirildigi, Sahin ve arkadaslarmin Izmir’in Buca ilgesine baglh
bir kdyde yasayan ve ishali olan 191 koyliiye ait digki 6rneklerinin Kinyoun asit-fast boyama
yontemiyle degerlendirildigi ¢alismada; 191 hastanin 15 (%7.9)’inde Cryptosporidium spp. ,
biri Cryptosporidium spp. ile birlikte olmak tizere 9 Cyclospora cayatenensis tespit edilmistir.
Yogun yagis ile birlikte ortaya ¢ikan bu salginda, olasi siipheli kaynagin kdye su saglayan
kontamine sebeke suyu deposu oldugu diisiiniilmiistiir (163).

Ulkemizde sularda yapilan ilk parazitolojik ¢alisma ise 1997-1999 yillar1 arasinda
Istanbul’da Kagithane, Biiyiikcekmece, Omerli ve Elmali barajlarinda yapilmistir. Bu
barajlardan temin edilen 40 ham su 6rnegi Cryptosporidium spp. ve Giardia intestinalis
yoniinden incelenmis ve 6rneklerin higbirinde Giardia kisti ve Cryptosporidium ookistinin
tespit edilmedigi bildirilmistir (164).

Ceber ve arkadaglar1 Mersin il merkezi ve ¢evresinde igme (44 6rnek), kuyu (2 6rnek),
atik (19 6rnek) ve deniz (35 6rnek) sularindan alinan toplam 100 &rnegi Cryptosporidium
ookisti agisindan Kinyoun asit-fast boyama ve auramin-O ile boyamislar; igme sularinda 5,
kuyu sularinda 1, deniz suyu Orneklerinde 1, atik sularda ise 4 ornekte Cryptosporidium
ookisti saptamislardir (165).

Calismamizda evlerinin bahgesinde sigir beslenen 1 nolu hastada Cryptosporidium
parvum’un muhtemel bulasinin hayvan kaynakli oldugunu diisiinmekteyiz. Parazit ya direkt
hayvan diskisina temas ile alinmis veya dolayli olarak hayvan diskisiyla kontamine olmus
besinler ya da kullanim suyu ile alinmis olabilir. Kdyde kuyu suyu kullanan 2 nolu hastada ise
muhtemel bulasin su kaynakli bir bulas oldugu kanisindayiz.

Kalitsal metabolik hastaligi olan 3 nolu hasta 2 yasinda idi. Hasta 3 hafta once
SCSH’de pnoémoni ve solunum yetmezligi nedeniyle yaklasik 10 giin tedavi gormiistii.
Taburcu olduktan sonra gastrointestinal sikayetleri olan hastanin incelenen diski numunesinin
ELISA ve Kinyoun asit-fast boyama sonucuna gore hastaya cryptosporidiosis teshisi konuldu.

Hastanin kusmasinin olmamasi, oral beslenebilmesi ve hastanin yakinlarinin istegiyle de hasta
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ayaktan tedavi aldi. Birlikte yasadig1 ailesi ve akrabalarindan alinan diski numunelerinin
hi¢birinde Cryptosporidium spp’ye rastlanmadi. Hastanin yapilan Ig testleri sonucunda IgG3
seviyelerinde yetmezlik tespit edildi.

Koturoglu ve arkadaslarmin izmir’de 118 akut ishalli cocukta modifiye asit-fast
boyama yontemi kullanarak yaptigi calismada Cryptosporidium spp. orani %13.5 olarak
bulunmustur. Cryptosporidium spp. tespit edilmis hastalarin birinde hipogamaglobulinemi,
birinde de IgG3 eksikligi saptanmistir (166).

Cryptosporidium parvum’a karsi antikorlar enfekte konagin kolostrum ve kaninda
saptanabilmistir. Ookist atilimindaki azalmanin 23-27 kDa ve 15-17 kDa’luk antijenlere kars1
olusan antikorlarla iligkili oldugu ileri siiriilmektedir. Toyoguchi ve arkadaslar1 27 kDa’luk
antijenin serum IgG, 15 kDa’luk antijenin ise tiikriikteki IgA antikorlariyla giiclii reaksiyon
verdigini saptamiglardir (167).

Primer immun yetmezlikli hastalarda bakteriyel ve firsat¢1 enfeksiyonlar yasamin ilk
yillarinda baslar. Ozellikle XHIM’i ve HIGM3’ii olan hastalarda Cryptosporidium
enfeksiyonlar1 agir safra yolu hastaliklarina veya karaciger kanserine yol acabilir. XHIM’in
olasi ve kuvvetle olasi tani kriterleri icerisinde Cryptosporidium ile iliskili ishal de yer
almaktadir. Yine MHC klas II eksikliginin goriildiigii hastalarda Cryptosporidium’a baglh
uzamis ishal goriiliir (168).

Kusnierz ve arkadaglari, Warsaw’da se¢ilmis primer immun yetmezligi olan hastalarda
Cryptosporidium enfeksiyonunun uzun dénem inceleme sonuglarini sunmus ve enfekte olan
cocuklarda cryptosporidiosisin kompleks durumunu belirlemislerdir. 1980-2006 yillari
arasinda primer immun yetmezlikli 987 hastadan 5 XHIM ve 1 CD4 lenfopenili hasta
incelenmistir. Hem modifiye Ziehl-Neelsen boyama teknigi ve DFA hem de PCR ile gaita
ve/veya safra ornekleri incelenen 6 hastanin 4’tinde Cryptosporidium tiirleri tespit edilmistir.
Calismadaki bu 4 infekte vaka arasinda PCR ile ii¢ farkli parazit tiiri; Cryptosporidium
meleagridis, Cryptosporidium hominis ve Cryptosporidium parvum’un identifiye edildigi, bu
calismada 2 ¢ocukta goriilen enfeksiyonun sklerozan kolanjitin klinik gidisatiyla korele
oldugu, 6 hastanin 2’sinde 6liimiin gergeklestigi, diger 4 cocugun primer sorunun ¢éziimii i¢in
uygun bir vericiden hematopoetik kok hiicre transplantasyonunun gerceklestirilmesini

bekliyor olduklari bildirilmistir (169).
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Calismada KMH’si olan 3 nolu hastanin diisiik IgG3 diizeylerinin tespit edilmesi
durumu, bizde Cryptosporidium spp. saptanan olgularda immun sistem analizinin yapilmasi
ile immun bozukluklarin saptanabilecegi diisiincesini uyandirdi.

Cryptosporidium spp’nin  bulagmasinda yiyecegin rolii pek agik degildir.
Cryptosporidium ookistleri birka¢ gida maddesinden izole edilmistir. Bunlar esas olarak
sebze, meyve ve kabuklu deniz {iriinleridir. Endiistrilesmis tilkelerde yiyecegin direkt olarak
hayvanlar veya yiyecek hazirlayan kimselerden kaynaklanan diski materyali ile kirletilmesi
nedeniyle, birkag yiyecek kaynakli cryptosporidiosis salgmi goriilmiistiir. Insan enfeksiyonlar
genellikle kirletilmis taze iiriin ve pastorize edilmemis elma suyu veya siit tikketilmesine bagl
bulunmustur. Az sayidaki olgu kontrol calismalari tarafindan, hastalifin endemik oldugu
bolgelerde Cryptosporidium enfeksiyonlarinin kazanilmasinda kirletilmis yiyecegin bir risk
faktorii olarak potansiyel rolii incelenmistir. Brezilya’daki ¢ocuklarda yapilan bir ¢calismada,
Cryptosporidium enfeksiyonu ile yiyecek temizligi ya da diyet tipi arasinda herhangibir iliski
gosterilemezken ABD’de Cryptosporidium enfeksiyonlarinin %10 kadarinin yiyecek kaynakli
oldugu tahmin edilmektedir (73).

Stockholm’de 19 Eyliil 2008°de Bulasici Hastaliklar Kontrol ve Onleme Merkezi 5
Eylil’de bir otel restaurantinda diiglin yemeginde bulunan miisteriler arasinda bir
gastroenterit salgimi ile ilgili uyarida bulunmustur. Insulander ve arkadaslar1 ise salginin
kaynagin1 belirleyebilmek icin bir retrospektif kohort caligmasi baslatmistir. 5 Eyliil’de
Stockholm’de restauranttaki evlilik merasiminde bulunan 15 miisteri ve 6 calisanda 9 ile 14
Eyliil tarihleri arsinda gastrointestinal semptomlar gelismis, miisterilerin 12’sinde ¢alisanlarin
ise 4’tnde Cryptosporidium ookistleri tespit edilmistir. Calismada salginin muhtemel
kaynaginin bearnaise sosunda bulunan taze maydanos oldugu belirtilmistir. Maydanosun
plastik torbalarda Italya’dan ithal edildigi ve kullanilmadan once suda yikanmadigi
bildirilmistir. Yine maydanos bearnaise sosu 1sitildiktan sonra eklenmistir. Bu vakalara ait
diski numunelerine Cryptosporidium agisindan PCR-RFLP ile tiir tayini yapilmis ve bu
vakalarin tiimiiniin Cryptosporidium parvum oldugu ortaya ¢ikmustir (170).

Ponka ve arkadaslari Kasim 2008’de meydana gelen, Finlandiya’da ilk kez
Cryptosporidium parvum’un neden oldugu besin kaynakli salgini bildirmislerdir. Salginin
aym kantinde yemek yiyen bayindirlik isleri boliimii personeli arasinda meydana geldigi ve
72 kisinin gastrointestinal semptomlarinin oldugu, hastalardan alinan diski numunelerinde

Cryptosporidium parvum’a rastlandig: belirtilmistir. 18 Kasim’da Besin Kontrol Unitesi

72



tarafindan gergeklestirilen retrospektif kohort calismasinin analizi hastalar ile servis edilen
yiyeceklerin herhangibiri arasinda énemli bir iliski gostermezken 19 Aralik’ta gerceklestirilen
farkli bir vaka-kontrol ¢alismasi salata karisiminin tiiketimine dair olasilik oranini 22.5 olarak
bulmus ve salginin kaynaginin karisik bir salata oldugunu bildirmistir (171).

Bizim ¢alismada 4 nolu hasta yaklasik 3 haftadir gastrointestinal sikayetlere sahipti.
Hastada karin agrisi, bulanti-kusma, ishal, istahsizlik ve son bir ayda énemli derecede kilo
kayb1 mevuttu. Bu donem igerisinde hastanin kemoterapi tedavisine devam edildi. Hastanin
kolon kanserine bagl karin i¢i metastazlarinin olmasi nedeniyle klinisyen tarafindan karin
agrisina yonelik potent opiyatlar kullanildi. Bu arada hastanin ishal sikayetlerinde kismen
diizelme oldu. Bu sirada gastrointestinal sikayetleri agisindan hastadan digki numunesi alindi.
Ayni zamanda 3. hat kemoterapi olan hastanin kemoterapi sonras1 genel durumu kétiilesti ve
hasta 6ldii. Hastanin yapilan diski incelemesinde Cryptosporidium spp ookistlerine ve
Giardia intestinalis kistlerine rastlandi. Hasta, igme suyu olarak sise suyu kullaniyordu ve
hayvanlarla temas ve il dis1 seyahat dykiisii de yoktu. Bu bilgiler 1s18inda 4 nolu hastaya ait
Cryptosporidium parvum’un muhtemel bulas kaynagi kesin bir sekilde séylenemez. Gerek 4
nolu hastanin gerekse diger 3 cryptosporidiosisli hastanin bulag kaynaginin tespitinin ayrintili
ve daha ileri ¢aligmalara gereksinimi oldugu diislincesindeyiz. Ayrica hayati tehdit eden
hastalikla iliskili olmasi nedeniyle klinisyenlerin gastrointestinal sikayetleri bulunan her
immunsuprese  hastadan digki numunesi istemeleri ve laboratuvarda  &zellikle
Cryptosporidium spp’ye yonelik uygulanan rutin testlerin istemini yapmalar1 gerektigi
kanisinday1z.

Cryptosporidium spp. sikligmmin en fazla oldugu hasta grubu olan HIV/AIDS
hastalarinda yapilan ¢alismalarda Cryptosporidium spp. sikliginin %3-39.8 arasinda degistigi
goriilmektedir. Araligin bu kadar genis olmas iilkeler arasindaki HIV/AIDS goriilme oranlari
farkliligina, su kaynaklarinin kontaminasyon derecelerine ve sosyo-ekonomik diizeylerinin
farkliligina bagli oldugu gibi kullanilan yontemle de ilgili olabilir.

Tayland’da 156 akut ishalli HIV ile enfekte hastada yapilan ¢alismada %12.8 oraninda
Cryptosporidium spp. tespit edilmistir (172).

Malezya’da Lim ve arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada 66 HIV ile enfekte hastanin gaita

orneginde %3 oraninda Cryptosporidium spp.’ye rastlanmistir (173).
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Adjei ve arkadaslariin Gana’da 21 HIV/AIDS hastas1 ve 27 HIV seronegatif kisiyi
dahil ettikleri caligmalarinda da HIV/AIDS hastalarinda %28.6 oraninda Cryptosporidium
spp. tespit edilmistir (174).

Tuli ve arkadaslar1 tarafindan Hindistan’da ishalli 336 HIV pozitif hastanin ve ishalli
200 HIV seronegatif hastanin gaita numuneleri enterik protozoonlar yoniinden incelenmis,
200 HIV seronegatif kontrol hastasi HIV pozitif hastalarin aile bireylerinden secilmistir. Gaita
numuneleri modifiye asit-fast, modifiye safranin ve calcoflour white boyama teknikleri ile
boyanmig, HIV pozitif hastalarda en sik Cryptosporidium spp. (%39.8) ardindan da
Microsporidia spp (%26.7)’ye rastlanmistir. HIV pozitif hastalarin  %17.5’inde ise
Cryptosporidium spp. , Cyclospora spp. ve Mikrosporidia spp. miks enfeksiyonlar
goriilmiistiir. CD4 seviyeleri ishalin stirekliligi ile ters orantili iken kronik ishalli hastalarin
akut ishalli hastalardan daha diisiik CD4 miktarlarina sahip oldugu da belirtilmistir.
Maksimum parazitik izolasyonun CD4 sayis1 200 hiicre/pl’nin altinda olan hasta grubunda
goriildiigii, Cryptosporidium spp’nin kronik ishale neden olan en sik goriilen protozoon
oldugu ve izolasyon oranlarinin CD4 hiicre sayisinda yiikselme ile diistiigii tespit edilmistir.
Yine bu calismada HAART’nin klinik olarak olumlu cevabinin goriildiigii 134 hastanin
immunitesinin normale dondiigii ve antiprotozoal ilaglarin etkinliginin HAART ile arttig1 da
bildirilmistir (175).

Bizim ¢aligmamizda immunsuprese grupta gastrointestinal sikayetli 2 HIV pozitif
hasta vardi. Bu iki hasta kari-koca idi. iki hastanin diski érneklerinde direkt taze baki ile
hi¢bir parazite rastlanmazken Kinyoun asit-fast boyama ve Cryptosporidium parvum’a
yonelik ELISA yontemiyle de Cryptosporidium tespit edilememistir. 38 yasindaki erkek
hastaya yaklasik 7 ay Once efavirenz, tenofovir ve emtrisitabin antiretroviral kombinasyon
tedavisi ile Pneumocystis jirovecii proflaksisi i¢in kotrimoksazol, Mycobacterium avium
kompleks proflaksisi i¢in ise klaritromisin tedavisi baglanmigti. Hastanin CD4 sayis1 47
hiicre/mm? idi.

25 yasinda olan bayan hastada AIDS klinigi yoktu ve CD4 sayis1 925 hiicre/mm? idi
ve ayrica herhangibir tedavi de almiyordu.

HIV pozitif erkek hastanin CD4 sayis1 200 hiicre/mm?®’den daha az olmasina ragmen
gastrointestinal ~ sikayetlerinin oldu§u doénemde gaitasinda herhangibir protozoona
rastlanamamasini asil olarak hastanin antiretroviral tedavi aliyor olmasina ve kotrimoksazol

ve klaritromisin ile firsat¢1 enfeksiyonlara karsi proflaksi tedavisi baslanmis olmasina
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baglayabiliriz, zira kotrimoksazol Cyclospora cayatenensis, Isospora belli, Blastocystis
hominis ve Microsporidia spp. gibi protozoon parazitlere karst etkili bir ajandir.
Klaritromisinin ise Holmberg ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada, HIV ile enfekte
immunsuprese kisilerde cryptosporidiosisin gelisimine kars1 yiiksek koruyuculuga sahip
oldugu bildirilmistir (176).

Noureldin ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢calismada, 100 immun sistemi baskilanmis (53
nefrotik sendromlu, 14 protein-kalori malniitrisyonlu, 8 marasmuslu, 34 lenfomali hasta) ve
ev kontrolii bulunan ¢ocukta T hiicre alt kiimeleri, CD4 ve CD8’e kars1 olusan monoklonal
antikorlar igaretlenerek sayilmistir. Nefrotik sendromlu ve lenfomali hastalarda Th oraninda
anlaml bir azalma, siipresor-T hiicrelerde de anlamli oranda artis gozlendigi ifade edilmistir.
Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, Cryptosporidium parvum ve Blastocystis
hominis’in bu hasta gruplarinda kontrollerden daha sik goriildiigii de bildirilmistir (177).

Calismamizda immunsuprese hastalarin Cryptosporidium enfeksiyonuna yakalanma
oran1 ile immunkompetan hastalarin Cryptosporidium enfeksiyonuna yakalanma orani
arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (p> 0.05). Bu durumda immunsupresyonun
cryptosporidiosise yakalanma agisindan immunsuprese grupta immunkompetan gruba gore bir
risk olusturmadigi sonucuna varilmigtir. Bununla birlikte immunsupresif hastalarda
cryptosporidiosisin hayat1 tehdit eden kronik ishallere neden oldugu gergegi de goz ardi
edilemez. Buradan yola ¢ikarak konak faktorleri ve immunitenin Cryptosporidium
enfeksiyonunun prognozunu belirledigi gercegi ¢calismamizda da goriilmustiir.

Bu ¢alismada diski 6rneklerine Microsporidium tiirlerine yonelik modifiye trikrom
boyama veya calcoflour white ile uvitex 2B gibi ¢esitli kemofloresan boyama tekniklerinin
uygulanmamig olmasi bu protozoonun ¢alisma gruplarindaki gozlenen sikligini
belirleyemememize neden olmustur. Buna ragmen Noureldin ve arkadaglarimin yaptig
calismada oldugu gibi bizim calismada da immunsuprese grupta kontrol grubuna gore
protozoonlara anlamli derecede sik rastlandig1 goriilmiistiir (p< 0.05).

Calismamizda Cyclospora cayatenensis ve Isospora belli  protozoonlarini
saptayamamis olmamizi; iilkemizde antidiareal ajanlarin serbest bir sekilde regetesiz olarak
aliabiliyor olmasina ve gastrointestinal sikayetleri olan ¢ogu hastanin ampirik antidiareal ilag
kullanmasina baglayabiliriz. Ayrica ¢alismamizin énemli bir kisminin ge¢ sonbahar, kis ve
erken ilkbahar aylarinda yapildigi goéz Oniinde bulundurulursa diski ile atilan immatur

Cyclospora cayatenensis ookistlerinin sporulasyonu veya matiirasyonu i¢in gerekli sicakligin
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olmamasi da calismada bu parazite rastlayamamis olmamizin en Onemli nedeni olarak
goriilebilir. Yine de Sanliurfa y6resinin bu parazit i¢cin endemik bolge olup olmadig karar
daha spesifik, ayrintili ve ileri ¢calismalara gereksinim duyacagi kanisindayiz.

Cogu parazitler standart incelemeler ile taninirken birg¢ok intestinal parazitlerden farkli
olarak Cryptosporidium spp. teshisi 6zel testler gerektirir. Ishalli hastalardan Cryptosporidium
icin nadir test yapilmasi immunkompetan hastalar arasinda bu enfeksiyonun insidansi ve
siddeti hakkinda yanls kamdan kaynaklaniyor olabilir. ingiltere’de akut infeksiydz ishalli
hastalara ait biiyiik ve ¢ok merkezli laboratuvar temelli g¢alisma Cryptosporidium
enfeksiyonunun hemen hemen Salmonella enfeksiyonu kadar yaygin oldugunu ve neredeyse
Shigella enfeksiyonundan 3 kat daha sik gorildigini ortaya ¢ikarmistir (178).
Immunkompetan kisilerde enfeksiyonun kendini sinirladigi ve etkili tedavisinin olmadig
durumunu g6z 6niine alan klinisyenler testin degerini sorgulasalar da; test hastalarin egitimine
olanak verecek, bir salgimin tanmmmasmi kolaylastiracak ve enfeksiyonun yayilmasini
Oonlemede tedbirlerin olusturmasina yol agacaktir. Tiirkiye’de dnceki pozitif vakalarin seyrek
bildirimleri; laboratuvarlarda deneyimli mikroskopist yoklugu ve gerekli tarama metotlarinin
uygulama eksikligine ilaveten klinisyenlerin ihmaline baglanmistir. Kontaminasyonun kesin
kaynaginin belirlenmesi i¢in daha fazla incelemelere ilaveten g¢alisma, bu patojenin tipik
semptomlari, teshise yonelik metodlar1 ve tibbi tedavisinden haberdar olmak i¢in klinisyenlere

yonelik egitim saglama gereksinimini de vurgulamstir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizin  sonucunda Sanlurfa yoresinde gastrointestinal —sikayeti olan
immunsuprese hastalarda cryptosporidiosis sikligint %4 olarak bulduk. Sanlurfa yoéresinin
iklim sartlar1 ve il merkezine dagilimi yapilan islenmis suyun kalitesinin belli bir diizeyde
devamliliginin olmas1 Cryptosporidium spp.’nin bu yorede daha sik goriilmesine menfi yonde
etki ediyor olabilir. Bununla birlikte farkli hasta gruplar1 ve DFA ve PCR gibi farkli tani
metodlart ile ileri ¢aligmalar Sanliurfa yoresinde Cryptosporidium spp.’nin goriilme sikligi ve
bulas kaynaklar1 konusunda bize daha ayrintili bilgiler sunacaktir.

Klinisyen ve laboratuvar ¢alisanlarin sulu ishali olan kisilerde Cryptosporidium igin
rutin gaita testleri yapmay:1 dikkate almalar1 Ozellikle gastrointestinal sikayeti olan
immunsuprese hastalarda cryptosporidiosisi goz ard1 etmemeleri gerektigi kanisindayiz.

Yaptigimiz bu ¢aligmada, gastrointestinal sikayeti olan her immunsuprese hastanin ve
uzun siiren sulu ishali olan her hastanin gaita numunelerinin Cryptosporidium spp. agisindan
asit-fast boyama yontemiyle incelenmesinin ve boyama yontemiyle ookist saptanamayan
diski  numunelerinde ELISA  yontemiyle Cryptosporidium antijeni aranmasinin
cryptosporidiosis tanisinda duyarlilig: arttiracagi sonucuna varilmistir.

Cryptosporidium spp.’nin hayat1 tehdit eden ishalle iliskili olmasi nedeniyle
cryptosporidiosis ag¢isindan risk gruplarini olusturan c¢ocuklar, yaslilar ve immunsuprese
kisiler ve ozellikle de HIV ile enfekte hastalar tarafindan sularin kaynatilmis veya siselenmis
halde kullanilmasi, sebzelerin iyice yikandiktan sonra pisirilerek tiiketilmesi, taze meyve suyu
yerine pastorize edilmis olanlarin tercih edilmesi, yine bu kisilerin enfekte kisilerle, ¢iftlik
veya ev hayvanlari ile temasinin engellenmesi, uzun siireli ishal, karin agrisi, bulanti-kusma,
kilo kayb1 gibi durumlarda hemen kliniklere basvurulmasi gibi Onlemlerin alinmasi
gerekmektedir.

Cryptosporidiosis epidemiyolojisinde su kaynakli bulasmanin o6nemli oldugu

goriisiinden yola ¢ikarak Sanliurfa yoresine islenmis su dagitimi yapan su aritma tesislerinde
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islenmis suyun siirekli monitdrize edilmesi gerekliligine inanmaktayiz. Islenmis suyun
kalitesinin belli bir diizeyde devami ig¢in tesis diizeni ve su isleme prosediirlerinin
tyilestirilmesi gerektigi kanaatindeyiz (Ornegin, islenmis suyun bulaniklik hedefi 0.1
Nefelometrik Turbidity Unit’den kiiciik veya esit olmalil). Su ve saglk yetkilileri su
kaynaklarinda bulunan Cryptosporidium’un klinik onemini incelemek igin kapsamli bir
strateji  gelistirmelidirler. Ilce ve kdylerde yasiyanlar dahil tiim halk igin igme suyu
giivenligini garantiye almak ve bu patojenin neden oldugu gelecekteki su kaynakli salginlar
onlemek i¢in ydremizde i¢gme suyu temini ve diizeninin gerekli olacagi, bunun da yogun
cabalar ve tip cemiyeti ile su ve saglik yetkilileri arasindaki isbirligi vasitastyla gerceklesecegi

kanaatindeyiz.
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