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OZET

Ishalli Immiinsupresif ve Immiinkompetan Olgularda Mikroskobik, Serolojik ve
Molekiiler Yontemlerle Cryptosporidium spp.’nin Arastirilmasi
Giris ve Amac: Bu arastirmada, ishal sikayeti bulunan Immiinsupresif
hastalardan ve ishal sikayeti bulunan farkli yas grubunda yer alan immiinkompetan
hastalardan gonderilen digki 6rneklerinde, boyali mikroskobi, serolojik yontemler ve
molekiiler yontemler kullanilarak Cryptosporidum ookistlerinin varligini gostermeyi,

ayrica tanida kullanilan yontemlerin birbiriyle karsilastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Ocak — Temmuz 2014 tarihleri arasinda Erzurum Yakutiye
Arastirma Hastanesinde farkli kliniklerden yaslar1 0-94 arasinda degisen, ishali olan 80
immiinstipresif ve 92 immiinkompetan hastaya ait toplam 172 diski 6rnegi calisma
kapsamina alindi. Hasta grubu 0-14 yas 49 kisi, 15 yas ve iistii 123 kisiden; ayrica igme
suyu olarak 141 kisi sebeke suyu, 41 kisi de kuyu suyu kullanan hastalardan olusmakta
idi. Cryptosporidium spp. pozitifligi bulmak amaciyla hasta 6rneklerine Modifiye asit-
fast boyama, ELISA, DFA teknikleri uygulandi. yontemlerinden biriyle pozitif bulunan

olgular ayrica polimeraz zincir reaksiyonu ile arastirilmistir.

Bulgular: Calismamizda bu hastalara ait 172 fekal 6rnegin 10'unda ELISA
yontemi ile, 7'sinde DFA yontemiyle, 6'sinda Modifiye asit fast boyama yontemiyle
pozitiflik bulundu. Molekiiler yontemlerle bu pozitiflikler arastirilmig, 2 Ornekte
Cryptosporidium tiirlerine ait DNA'lar gdsterilebilmistir. Immiinsiipresif hasta grubunda
(%6.3) immiinkompetan hasta grubunda (%5.4) pozitiflik bulundu. 0-14 yas araliginda
(%10.2), 15 yas ve lizeri grupta ise (%4.1) oraninda pozitiflik bulundu. Sebeke suyu
veya hazir su kullananlarda (%4.3), kuyu suyu kullananlarda ise (%12.9) oranin da
pozitiflik saptandi.

Sonuc¢: Arastirmamiz, Ozellikle bagisikligr baskilanmis bireylerde, ¢ocukluk
cagindaki bireylerde ve igme suyu olarak kuyu suyu kullanan bireylerde ishal etkeni
olarak Cryptosporidium ookisterinin de arastirilmasinin yararl olacagini gostermistir.
Ayrica ELISA yonteminin yiliksek duyarliliga sahip olmast ve c¢aligma kolaylig

acisindan tanida diger yontemlere tercih edilebilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium, DFA, ELISA, Immiinkompetan,

Immiinsupresif, modifiye asit fast boyama, PCR.



ABSTRACT

Investigation of Cryptosporidium spp in Immunosuppressive and
Immunocompetent Cases with Diarrhea by Microscobic, Serological and
Moleculer Methods

Aim: In this study, our aim was to compare the diagnostic methods with each
other and show the presence of Cryptosporidium oocysts by using molecular,
serological and microscopical methods in stool samples which were collected from

immunosuppressive and immunocompetent patients with diarrhea.

Material and Method: Total 172 stool samples were collected from 80
immunosuppressive and 92 immunocompetent patients (between 0-94 years) with
diarrhea who were referred to different clinics of Ataturk University, Yakutiye Research
Hospital between January 2014 and July 2014. Patient group composed of 49 persons
between 0-14 years and 123 persons between 15-94 years. On the other hand, 141
patients were using tap water while 41 of them were using well water. Modified acid-
fast staining, ELISA and DFA techniques were applied to detect the Cryptosporidium
spp. positivity. Polymerase chain reaction method was performed to the samples which
were detected positive with one of the above methods.

Results: The positivity was detected in 10, 7 and 6 patients by ELISA, DFA
technique and Modified acid-fast staining method respectively. Cryptosporidium DNA
was detected in only 2 samples by molecular methods. The rates of positivity were 6.3%
and 5.4% in immunosuppressive and immunocompetent patients respectively. The
positivity was detected in 10.2% and 4.1% in 0-14 years and 15-94 years patients. On
the other hand, 4.3% and 12.9% positivity rates were detected in tap water and well

water users respectively.

Conclusion: Our study pointed out that the investigation of Cryptosporidium
oocysts as diarrhea agents in especially immunosuppressive patients, individuals in
childhood and well water users may be useful. Additionally, we think that ELISA
methods may be replaced with other methods because of its’ high sensitivity and the

ease of application.

Keywords: Cryptosporidium, DFA, ELISA, immunosuppressive,

immunocompetent, modified acid-fast staining, PCR



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

bp :Baz ¢ifti

DFA :Direkt fluorosan antijen deneyi

DNA :Deoksiriboniikleik asit

ELISA :Enzim bagli immiinosorbent deneyi
HIV :Insan immun yetmezlik viriisii

1gA :Immunglobulin A

1gG :immunglobulin G

IgM :immunglobulin M

IFAT :Indirekt immiinflorasan antikor deneyi
MAF :Modifiye asit-fast boyama

mg :Miligram

nL :Mikrolitre

PCR :Polimeraz zincir reaksiyonu

RNA :Riboniikleik asit

RFLP ‘Restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi

sad-ELISA :Sandovi¢ Antijen Belirleme Enzim bagli immiinosorbent deneyi
SSU rRNA  :rRNA'nin kiigiik alt tinitesi
TAE :Tris astet etilen diamin tetra asetik asit

uv :Ultraviaole
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1. GIRIS

Insanlarda hastalik etkeni olarak bir¢ok etken tanimlanmis ve bunlarin birgogu
bilim adamlarinca yillarca incelenmis ve hastalik patogenezleri aydinlatilmaya
calisilmistir. Hastaliklar i¢cinde 6zellikle bakteri kokenler tizerinde hem tedavi hem de
tan1 metotlar1 alaninda biiyiik gelismeler kaydedilmistir. Klinik anlamda her ne kadar
ist solunum yollar1 etken ve klinik tablolar1 iyi bilinse de son zamanlarda insanlarda
0lim nedeni olabilecek enfeksiyon hastaliklar1 arasinda eskiden hi¢ Gnemsenmeyen
ishal olgular1 incelenmeye baslanmustir. Ozellikle cocuk yas gruplarinda gozlenen bu
Olimler bir iilkenin gelismislik 6l¢iitlerinin arasina girmis ve bu konuda ¢ok ileri diizey
laboratuvarlar kurulmus ve hizli tan1 yontemleri gelistirilmistir. Bu ¢aligmalar esnasinda
ozellikle cagimiz bazi hastaliklarinin artmasi, kanser hastalarinin ¢ogalmasi insanlarda
artik her yasta gozlenen immun sistem problemlerini ortaya ¢ikarmistir. Bu hasta
gruplar1 basta olmak {iizere insanlarda tedavileri direngli ve tan1 metotlarinda gozden
kagabilen bir¢ok etkenler gbézlemlenmeye baslamistir. Bu etkenlerden biri de daha
onceleri veterinerlik hekimligi camiasinda oldukga iyi taninan ve dzellikle yeni dogan
buzagilarda oliimciil ishallerle ciddi ekonomik kayiplara neden olan ancak artik
insanlarda da oliimciil tablolara yol agabilen Cryptosporidium spp. olarak bilinen bir
cins parazittir. Cryptosporidium insanlar1 ve hayvanlari en sik enfekte edebilen enterik
protozoan parazitlerden biridir.* Cryptosporidium tiirleri diinyada oldukca yaygmdir ve
yalniz insanda degil, ¢ok sayida hayvan tiiriinde de enfeksiyon yapabilmektedir.

Dolayisiyla insana bulas birgok farkli yoldan olabilmektedir.?®

Cryptosporidium spp. tiirlerinin olusturdugu enfeksiyonlarin siddeti ve siiresi,
konagin immun sistemine ve yasina bagli olarak degisiklik gostermektedir.

Enfeksiyonlarin bazilar1 kendi kendini sinirlayan ve akut tipte iken, bazilar1 ise kronik

12



tiptedir. Immiinsupresif konaklarda hastalik daha siddetli seyreder ve 6liimle

sonuglanabilir.*®

Farkli yas gruplarinda ishal sikayeti bulunan Immiinsupresif ve immiinkompetan
hastalardan hastanemiz laboratuvarina gaitada parazit aranmasi amaci ile gonderilen
digk1 6rneklerinde, boyali mikroskobi, serolojik yontemler ve molekiiler yontemler
kullanilarak Cryptosporidum spp. ookistlerinin varliginin saptanmasi ve parazit tanisi

i¢in kullanilan bu yontemlerin birbiriyle iistiinliiklerinin kargilastirilmas1 amaglanmastir.

13



2. GENEL BILGILER

Amerika Birlesik Devletleri'nin Milwaukee kentinde 1993 yilinda, yaklasik
403.000 kisiyi etkileyen salgin sonrasi arastirmacilarin dikkati bu protozoon {iizerine
cekilmis ve son 20 yildir diinyada Cryptosporidium tiirlerinin morfolojisi, biyolojisi,
bulagsmas1 ve molekiiler genetik yapilar ile ilgili cok sayida arastirma yapllmlstlr.l’ !

2.1. Cryptosporidium spp. :

Cryptosporidium tiirleri, insanlar1 da igine alan ¢ok genis bir omurgali grubunun
sindirim ve solunum sistemi epitelinin mikrovilliislerine intraseliiler, ekstrastoplazmik

olarak yerlesim gosteren, zoonotik 6neme sahip protozoonlardir.”®
2.1.1. Cryptosporidium Cinsi Parazitlerin Genel Ozellikleri
2.1.1.1. Tarihgesi:

Cryptosporidium ilk olarak 1895 yilinda J.J. Clarke tarafindan fark edilerek’’
fare mide epiteli lizerinde yer alan spor kiimeleri’’ bi¢ciminde tarif edilmistir.” 1907
yilinda laboratuvar faresinin mide epitelini enfekte eden bu paraziti, E.E. Tyzer
tanimlamig, Onceden bilinen koksidian parazitlerin aksine ookistlerin i¢indeki
sporozoitleri gevreleyen sporokistlerinin  bulunmasiyla Cryptosporidium (=gizli

sporokistler) olarak isimlendirmistir.®*?

Tyzer 1910 yilinda Cryptosporidium muris’i
(C. muris), 1912 yilinda ise C. muris’den daha kii¢iik olan Cryptosporidium parvum’u
(C. parvum) yeni bir tiir olarak bildirmistir.” * ** ** Slavin 1955°te hindilerde siddetli
ishal ve oOlime neden olan Cryptosporidium meleagridis’i (C. meleagridis)

tanimlamistir.” *° Giiniimiize kadar tamimlanan tiirler molekiiler veriler kullamlarak

gdzden gegirilmis ve 26 farkli Cryptosporidium tiiriin varligi kabul edilmistir.'®
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Cryptosporidium ile ilgili ilk insan enfeksiyonu 1976 yilinda, gastroenteritli 3
yasinda bir kizda ve daha sonra da immun sistemi baskilayici ilag kullanan bir ¢iftgide
goriilmiis olup bu olgu bir giftlikte yasayan hayvanlarda saptanan enfeksiyonla ayni
zaman ortaya c¢ikmistir. Bu sebeple Kriptosporodyoz’un bir zoonoz olabilecegi
diistiniilmiistiir. 1981-1982 yillarinda ise AIDS’li hastalarda Cryptosporidium spp.
enfeksiyonlar1 saptanmis ve siddetli enterite neden oldugu bildirilmistir. Bu kisilerde
goriilen, uzun siireli, bol sulu diski, zayiflama gibi belirtiler enfeksiyonun firsat¢i
patojen olabilecegini diisiindiirmiistiir. Daha sonraki yillarda yayimlanan arastirmalarda
hayvan bakicilarinda, turistlerde ve bagisik sistemi saglam kisilerde de salginlara neden

oldugu bildirilmistir.’® *+ 718

2.1.1.2. Simiflandirma

Tablo 2.1. Cryptosporidium cinsine ait simiflandirma®®

Smiflandirma  Isim Biyolojik Ozellikleri

Alem Animalia

Sube Protista Okaryotik, tek hiicreli canli.

Altsube Apicomplexa Vezikiiler bir ¢ekirdege sahip olup tiim tiirleri parazittir.

Simif Sporozoa Okist olusumu, seksiiel ve aseksiiel tireme oOzellikleri
vardir.

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

Takim Eucoccidia Merogoni vertabrali konakta geger.

Alt takim Eimeriina Makro ve mikrogamet olusumu farkli, Mikrogamonttan
cok sayida mikrogamet gelisir. Her bir makrogamonttan
ise bir makrogamet gelisir. Zigot hareketsizdir.

Aile Cryptospori- Konak siireci hiicrenin yilizey membram1 altinda

diidae gerceklesir.  Okistleri  sporokist icermez, ¢iplak 4
sporozoiti vardir. Mikrogametleri flajella tagimaz.

Cins Cryptosporidium

15



Tablo 2.2. Molekiiler bilgiler 1513ida tanimlanan tiirler ve yerlestigi baglica konaklar *°

Tiir Arastiricl - Tarih Bashca Konak
C. muris Tyzzer (1907, 1910) Kemirgen
C. wrairi Wetterling ve ark. (1971) Kobay
C. felis Iseki (1979) Kedi
C. serpentis Levine (1980) Yilan ve Kertenkele
C. meleagridis  Slavin (1955) Kuslar ve Insan
C. parvum [k Tanimlama: Tyzzer (1912) Gevis getirenler
Yeniden tanmimlama: Upton ve Current
(1985)
C. baileyi Current ve ark. (1986) Kuslar
C. varanii Pavlasek ve ark. (1995) Kertenkele
C. andersoni Lindsay ve ark. (2000) Sigir
C. canis Fayer ve ark. (2001) Kopek
C. molnari Alvarez- Pellitero ve Sitja-Bobadilla Balik
(2002)
C. hominis Morgan-Ryan ve ark. (2002) Insan
C. galli [Ik Tanimlama: Pavlasek (1999) Kuslar
Yeniden tanimlama: Ryan ve ark. (2003)
C. suis Ryan ve ark. (2004) Domuz
C. bovis Fayer ve ark. (2005) Sigir
C. fayeri Ryan ve ark. (2008) Keseliler
C. fragile Jirku ve ark. (2008) Karakurbagasi
C. macropodum Power ve Ryan (2008) Keseliler
C. ryanae Fayer ve ark. (2008) Sigir
C. xiaoi Fayer ve ark. (2010) Koyun ve Kegi
C. ubiquitum Fayer ve ark. (2010) Primat, Kemirgen,
Gevis getirenler
C. cuniculus Ilk Tanimlama: Inmac ve Takeuchi(1979) Tavsan
Yeniden tamimlama: Robinson ve ark.
(2010)
C. tyzzeri Ren ve ark. (2012) Kemirgen
C. viatorum Elwin ve ark. (2012) Insan
C. scrofarum Kvac ve ark. (2013) Domuz
C. erinacei Kvac ve ark. (2014) Kirpi ve At

Molekiiler g¢alismalarin son zamanlarda hiz kazanmasi, Cryptosporidium’un
taksonomisi ve tiirlerin ayirmunda yararli olmustur.” 2 Ozellikle PCR-RFLP ve sekans
analizi gibi yontemlerle tiir ayrimi yapilabilmektedir.?? 2 Spesifik gen bolgelerinin PCR
ile cogaltilmas: ile parazitin biyolojik 6zellikleri ve bulas yolu hakkinda daha fazla bilgi

edinilmistir.** %

Bu molekiiler yontemlerden elde edilen wveriler kullanilarak
Cryptosporidium tiirleri yeniden degerlendirilmis ve su an i¢in 26 farkli tiiriin oldugu
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anlagilmistir.’® Bu tiirlerden 6's1 insan cryptosporidiosis olgulariin en yaygin
etkenleridir. Bu tiirler sirasiyla; C.hominis, C.parvum bunlar1 C. meleagridis izler,

bazen de C. cuniculus, C. felis ve C. canis gortiliir.
2.1.1.3. Morfolojisi

Cryptosporidium spp’nin gelisimi mide ve bagirsak epitelyum hiicrelerinin fir¢a
kenarlar1 i¢inde olur. Hiicredeki yerlesim yeri nedeniyle diger hiicre i¢i parazitlerden
ayrilir. Diger parazitler hiicrenin sitoplazmasi igine yerlesirken, Cryptosporidium tiirleri
hiicrenin ekstrastoplazmik alanina yerlesir ve birbirini izleyen eseyli ve eseysiz
iiremeyle cogalir. Yasam dongiisiinii tek bir konakta tamamlar. Parazitin yerlestigi ve

20.26 Diski ile disart atilan ookistler

konak hiicre orjinli bolgeye parazitofor vakuol denir.
2-6 um c¢apinda, kalin duvarli yapida olup, i¢lerinde dort sporozoit bulunmaktadir.
Diger koksidian parazitlerden farkli olarak ookistlerin i¢indeki sporozoitleri ¢evreleyen

sporokistleri yoktur.™ #’

2.1.1.4. Yasam Dongiisii

Cryptosporidium tiirleri, aseksiiel ve seksiiel dollenme sekillerinin degisimi ile
karekterize yasam dongiisiinii tek bir konakta tamamlar.'® % Konak disinda gecirdigi tek
evre ookist evresidir.’® ° Enfekte olmus konakta bashica alti gelisim evresi

bulunmaktadir.
2.1.1.4.1. Ekskistasyon Donemi

Ookistlerin enfekte olmus konaktan atilmasi, sindirim yoluyla konak hiicre
tarafindan alinmasi ve normal sartlar altinda ince bagirsakta agilmas1 ¢’ ekskistasyon’’
olarak da adlandirilir. Kist a¢ilimmin nedenleri arasinda pankreatik enzimler, gesitli

proteolitik enzimler, safra tuzlari, viicut 1sis1 ve sindirim sistemindeki degisik
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indirgeyici etmenler sayilabilir. Agiz yoluyla alinan ookistler uygun konaklarin sindirim

yolunda agilir ve sporozoitler serbest hale geger.?% %

2.1.1.4.2. Meregoni Donemi

Konagin sindirim yolunda serbest kalan sporozoitler konagin epitelyum
hiicreleri  (enterosit) igine girmektedirler. Bu hiicrelerin mikrovilliis bdlgesinde
parazitofor vakuoller i¢inde trofozoitlere (tek niikleuslu merontlara) doniismekte ve
daha sonra eseysiz olarak (merogoni) ¢ogalarak Tip 1 merontlar1 olusturmaktadirlar. Tip
1 merontlar 6-8 ¢ekirdeklidir ve her birinden 6-8 merozit olusur. Bu merozitler yeni
hiicrelere girerek tekrar eseysiz ¢ogalma ile Tip 1 merontlar1 (Tip 1 meront dongiisii)

veya Tip 2 merontlar1 olusturmaktadirlar.'® 2% %

2.1.1.4.3. Gametogoni Donemi

Sizogoni sonrast Tip II merontlarin iginde olusan 4 merozoit ve hiicre
parcalaninca serbest hale gegcen bu merozoitler yeni bir dongii olusturmazlar. Fakat bu
merozoitler konak i¢inde yeni hiicrelere girdiklerinde mikro veya makrogametositlere,
daha sonra da makro ve mikrogametlere déniisiir.*!

2.1.1.4.4. Fertilizasyon

Kamgisiz, fakat haraketli mikrogamet, makrogameti doéller ve sonucunda zigot
meydana gelmektedir.*

2.1.1.4.5. Ookist duvarmin olusumu

Bu donemde zigot iki veya ti¢ farkli tabakanin birlesmesinden meydana gelen
ookist duvariyla cevrilir.? Cryptosporidium'un ookist duvari kimyasal ve mekanik
etkilere kars1 direnglidir. Ookistin elektron mikroskobunda fark edilebilen en biiyiik

ozelliklerinden birisi, ookist duvari lizerinde ookistin yarisin1 veya tligte birini kusatan

serit seklinde bir yapinin varligidir. Ince bagirsaklarda sporozoitler bu yapidan disari
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cikar. Ookistin igerisinde sporokistler bulunmaz, sadece dort sporozoit bulunur.?® 3

Duvarin dis tabakasi asidik 6zellikte glikoprotein filamentleriyle kaplidir. Orta kisimda
mikobakteriyel lipidler ve balmumu benzeri sert yapili kompleks lipit tabakas igerir. I¢
tabakasi ise yine glikoproteinlerden olusmustur. Hiicre duvarinda yiiksek oranda lipid
olmasi, karbol fuksin ile boyandiktan sonra asit-alkol dekolorizasyon isleminden
etkilenmemesini satglar.20

2.1.1.4.6. Sporogoni Donemi

Konak hiicrede olgunlasan ookistlerin i¢inde sporlanma ile enfektif sporozoitler
meydana gelir. C.parvum 'un eseyli tiremesiyle 2 farkli tip ookist olusumu gozlenir.
Olusan ookistlerin yaklasik olarak %80'i kalin duvarli, %20'si ise ince duvarlt bir yap1

3134 nce ceperli ookistler i¢inde 4 sporozoit yer alir. Bu ookistler konak

gosterir.
viicudu disina ¢ikmadan, bagirsak bosluguna atilip bagirsak icinde agilirlar. Iglerinde
bulunan sporozoitler serbest kalarak yeni epitel hiicrelerine girerler ve konakta
enfeksiyonun devamindan yani otoenfeksiyondan sorumludurlar.? %

Kalin ¢eperli yapida olan 2. tip ookistler ise sporlanarak konak diskisi ile
disartya atilirlar ve konaklar arasi bulasmada rol oynarlar. Bu tip ookistler hem dis oto
enfeksiyon yoluyla, hem kisiler aras1 direk temasla, hem de bulasgh yiyecek iceceklerle
agizdan alinirlar ve bu sekilde parazitoz insanlar arasi bulagma gosterir. Yani bulagma
fekal-oral yolla, ara konak¢ir olmadan ger¢eklesmektedir. Bu kistler ¢evre ve iklim

kosullarina uzun siire dayanikli yapidadir.*® *Cryptosporidium'a ait ookistlerin yasam

dongiisii ve gelisim evreleri sekil 2.1 de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Cryptosporidium'a ait yasam déngiisiinde ookistlerin gelisim evreleri?®

2.1.2. Epidemiyoloji

Cryptosporidium enfeksiyonu ilk olarak 1976 yilinda immiin sistemi
baskilanmig  iki  insanda gérﬁlmﬁstﬁr.37 Bugiin  yapilan  arastirmalarda
Cryptosporidium’un Antartika disinda tiim diinyada goriildiigii bildirilmistir™
Cryptosporidiosisin epidemiyolojisini etkileyen bir¢ok faktor vardir. Soyle ki az
sayida ookistin enfeksiyonu olusturma yetenegine sahip olmasi, ookistlerin uzun siire
dis ortamda canli kalmasi ve birgok dezenfaktana karsi direngli olmasi, konaktan
atildiginda enfektif ozellik gostermesi, bazi genotipler i¢in hayvanlarin rezervuar
olmast ve ayrica Immiinsupresif olma gibi nedenler cryptosporidiosis

epidemiyolojisini etkileyen faktorlerdir.™ %
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Deneysel ve epidemiyolojik bilgilere dayanarak, 10-100 ookistle insanlarin
enfekte olabilecegi ve primer enfeksiyondan bir siire sonra 100-1000 ookist ile

reenfeksiyonun gelisebilecegi bildirilmistir.®

Cryptosporidium enfeksiyonlar: igin risk faktorleri veteriner hekimlik, evcil
hayvan besleme, hayvancilik ile ugragma, laboratuvarda caligma gibi nedenler ve
kanalizasyon sistemleri bozuk, igme sular1 hijyenik olmayan yerlere seyahat etmek,

18, 25, 39

enfekte kisilerle yakin temas, toplu yasama durumu ve immun sistemin

baskilandigi durumlar sayilabilir."> & 2% %7

Erigkinlerde Cryptosporidium goriilme
orani ¢ocuklara gore daha disiiktiir. Cocukluk yas grubu igerisinde ise dort yas
altindaki 6zellikle de iki yas altindaki ¢ocuklarda daha sik goriilir.*” ** HIV pozitif
hastalarda CD4 sayisinin diisiik olmast durumunda cryptosporidiosis goriillme
sikhiginin daha fazla oldugu bildirilmektedir.** Giiniimiizde giivenli olmayan i¢gme

sularinin  kitlesel yok edici etkisinin anlagilmasiyla C. parvum CDC tarafindan

biyoterdrizm ajanlari listesine konulmustur.®

Cryptosporidium enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasi i¢in, fekal-oral yolla bulasan
ookistlerin enfekte insan, hayvan ya da kontamine yiizeylerle yakin temasla veya su
ve yiyecekler araciligiyla alinmasi gerekir.*’Cryptosporidiosisin, insandan insana
direkt yolla, su ve besin yoluyla, hayvanlara temasla, olasi hava yoluyla, toprak ve
tastyict konaklarla (kuslar, arthropotlar) indirekt yolla ve seksiiel yolla bulaginin
gerceklesebilecegi bildirilmistir.3’ 10 Cocukluk c¢aginda sik goriilen insandan insana
direkt bulas, cryptosporidiosisin zorunlu zoonotik bir enfeksiyon olmadigim
gostermektedir.* Kreslerde ve hastanelerde ortaya ¢ikan salgmlar insandan insana
(anthroponotik) direkt bulasin gdstergesidir.'® Ayrica besin kaynaklhi salginlar
bildirilmektedir. Turist ishaline de neden oldugu rapor edilmis.” New York’ta taze

elma suyu, Ingiltere’de uygun sekilde pastorize edilmemis siit, tavuk salatasi, ¢ig yesil
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sogan, taze meyve ve sebzelerle hazirlanan enfekte yiyeceklerle olusan salgimnlar

bildirilmistir.*®

Su kaynakl1 bir patojen olan Cryptosporidium ookistleri hem tatli hem de tuzlu
suda aylarca enfektif olarak kalabilirler.*® i¢gme suyunun rutin klorlama ve
ozonlamasinin Cryptosporidium ookistleri iizerinde 6ldiiriicii etkisi ¢ok azdir veya hig

bulunmamaktadir.® 4

Bugiine kadar bildirilmis su kaynakli cryptosporidiosis
salgilarmin ¢ogunlugunun kontamine igme suyuna bagli olarak gelistigi, ancak bir
kisminin da ylizme gibi faaliyetlerde kontamine olmus suyla temas sonucu olustugu
bildirilmistir.* Cryptosporidium ookistlerinin klora direngli olmalarmin yaninda, 2.5
um capindaki filtrelerle yapilan aritma islemlerinde bu filtrelerden ¢ok kolay
gegebildikleri goriilmiistiir. Bu nedenle su kaynakli salginlarin dnlenebilmesi i¢in su
arttmasinda 1 pm capindan kiiclik filtrelerin kullanilmasi onerilmektedir.® Gida,
icecek ve cevresel sistemlerde protozon parazitlerden olan Cryptosporidium’un
inaktivasyonu i¢in birgok yontem kullanilmistir. Isitma, sogutma, filtrasyon,
coktiirme, UV 15181, 1simmlama yiiksek basing ve ses dalgalarimi igeren bu fiziksel
yontemlerin parazitin infektivitesini etkiledigi bildirilmektedir.*® Bulasmadan sorumlu
ookistler giintimiizde bilinen pek ¢ok dezenfaktana, soguga, sicaga, ve neme direngli
olup %10’luk formol de veya %50 derisik amonyak soliisyonunda 30 dakika i¢inde,
ayrica 60°C ve tlizeri sicakliklarda veya -20°C sicaklikta 30 dakika bekletmekle
inaktive olur.?® Cryptosporidium ookistlerinin 180 rpm klor konsantrasyonunda, 25°C
ve pH 7.0°de iki saat i¢inde 6ldiigii bildirilmekte, ayrica su dezenfeksiyon isleminde

kullanilan ozonlamanin, Cryptosporidium ookistlerinin infektivitesini 1 ppm

konsantrasyonda 10 dakika siire ile ortadan kaldirdig: bildirilmistir.*°

Cryptosporidium ookistlerinin bulasim kaynaklar1 ve bulasma yollar ile ilgili

ayrintili bilgi sekil 2.3 te verilmistir.
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CRYPTOSPORIDIUM OOKISTLERININ BULASMA YOLLARI
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Sekil 2.3. Cryptosporidium ookistlerinin bulagim kaynaklari® *°

Cyptosporidium ookistlerinin ozellikle nemli hava ve sicaklikla beraber
yogunlugundaki artisa bagli olarak, Cryptosporidium enfeksiyonlart da artis
gostermektedir. Bazi1 bilim adamlari cryptosporidiosisin bilhassa 1lik ve 1slak
mevsimlerin hastalig1 olduguna dikkat ¢ekmislerdir. Mevsimlerin bol yagis almasi,
parazitin i¢gme sularma ve bazi gidalara bulagma riskini artirmaktadir. Tiirkiye’de ise
insanlarda cryptosporidiosis olgularmin bahar aylarinda yiikselerek, Eyliil ve Ekim

aylarinda pik yaptig1 bildirilmistir.'* *>3

Cryptosporidiosis’in epidemiyolojisi ve insidansi ile ilgili, HIV pozitif olgularda
pek c¢ok arastirma yapilmistir. Bu c¢alismalarin sonuglart biiyiik farkliliklar
gostermektedir. Bu durumun, ¢aligmalarin planlanmasina, laboratuar yontemlerinin
duyarliligina, cografik yerlesime, segilen c¢aligma grubundaki farkliliklara ve

hastaligin farkli safhalarina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Diinyada farkl iilkelerde, diskida ookistlerin goriilmesiyle belirlenen enfeksiyon
insidansinin, Avrupa ve Amerika’da %]1-3, gelismekte olan iilkelerde ise %5-10
arasinda degistigi bildirilmistir.>* Tan1 ve teshis yontemlerindeki gelismeler daha fazla
olguya tan1 konmasini saglamis seroprevalans c¢alismalariyla bu enfeksiyonun ¢ok
daha yaygin oldugu belirlenmistir. Avrupa ve Amerika’da %25-35, Venezuela ve
Peru’da ise seropozitiflik %65 olarak bildirilmistir.> Diyare oncelikli olmak {izere
semptomatik hastalar arastinldiginda Cin'de®® %13.49, Ingiltere’de® %2.0, Suudi
Arabistan'da® %11.6, Zaire’de %30 oraminda cryptosporidiosis  saptandigi
bildirilmektedir.® Parazitin prevelansi ile AIDS ‘li hastalarda yapilan ¢alismalarda;
Giiney Afrika'da® %28, Kenya'da® 9%34.0, Etiyopya'da®™ %26.9, Hindistan'da®

%17.2 Brezilya’da®® %8.6, oraninda Cryptosporidium ookistleri saptanmustur.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda, cryptosporidiosisin insanlarda prevelansinin
%0-35.5 arasinda oldugu bildirilmistir.** Ulkemizde cryptosporidiosis ile ilgili ilk
calisma Ozcan ve ark.” tarafindan yapilmis ishalli cocuklarda %8.2, ishali olmayan
cocuklarda %4.1 olarak saptanmistir. Izmir'de Usluca® tarafindan yapilan aragtirmada
21 orekte (%12.96), Elgin™ tarafindan Adana'da yapilan ¢alismada 37 &rnekte
(%24.02), istanbul’da®® 5 yasin altindaki diyareli 73 cocugun, yalmizca birinde
(%1.37), Ankara’da® ise 50 cocugun 7’sinde (%3.5) Cryptosporidium ookistleri
saptanirken, Sivas’ta® yapilan calismada %19.8, Eskisehir’de® diyareli ¢ocuklarda
%3.6, Ankara’da®® parazitoloji laboratuarina bagvuran 32.582 kisinin 45’inde (%0.13),
Konya’da™ ise 250 kisinin katildigi arastirmada %]1.6 oraninda, Cryptosporidium

ookistleri saptanmustir.

Ulkemizde Immiinsupresif hasta gruplarinda yapilan arastirmalarda ise su
sonucglar alinmistir. Ankara Onkoloji Hastanesi’nde* 106 neoplastik hasta {izerinde

yapilan bir ¢aligmada %16.9, oraninda ookistlere rastlanmus, Izmir Ege Universitesi
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Tip fakiiltesi hemodiyaliz boliimiinde yapilan bir ¢alismada, bobrek yetmezligi olan

46 hastanin %30.4’iin de ookist bulunmustur.”
2.1.3. Patojenite

Cryptosporidium  tiirleri, sindirim kanalinin hemen her bdlgesinde
yerlesebilmekte, fakat en agir enfeksiyon, etkenin jejenum bolgesine yerlesmesi
durumunda goriilmektedir.*> ** Cryptosporidium spp.’nin neden oldugu enfeksiyonda,
patolojik bulgular ile ilgili yapilmis bir ¢ok c¢alisma bulunmakla beraber parazitin
hastalik olusturma mekanizmasi heniiz tam olarak anlasllamamlstlr.22 Etkenin bagirsak
epitelinde fonksiyon degisikligine neden oldugu ve aymi derecede bagirsaga ait ayni
yaptyt ve sinir sistemini de etkiledigi, fazla sayidaki parazit invazyonunun

mikrovilliislarda fonksiyon bozukluguna yol actig1 bilinmektedir.®

Cryptosporidiosis de diyarenin nedenleri arasinda ince bagirsaklardaki
enterositlerin agir hasar1 veya oliimi, villiis atrofisi ve lamina propriadaki hiicresel
enflamasyon rol oynamaktadir. Enfekte epitelyum hiicrelerinden sitokinler (TNF-a, IL1,
IL8) salgilanarak enflamatuar ve bagisik sistem hiicreleri bu bolgede toplanmaktadir.
Epitel hiicrelerinden prostoglandinler (PGE;), enflamasyon hiicrelerinden P maddesi
gibi noropeptidler salmir. Bunun sonucu olarak Na* emiliminde azalma, epitelyal
permeabilitesinde ve CI sekresyonunda artis nedeniyle ishal ortaya ¢ikmaktadir.*® >
Prostoglandinler Na® azalmasma aracilik ederken CI° sekresyonunu, TNF-o ise
prostoglandinlerin iiretimini uyarlrlar.72 Bununla iliskili olarak cryptosporidiosisli AIDS
olgularinda serum sitokin diizeyleri ile semptomlar arasinda bir korelasyon

bulunmazken, prostoglandin inhibitérlerinin cryptosporidiosis semptonlarini ortadan

kaldirmada etkili olmadigi bildirilmistir.”* Robinson ve arkadaslar1 C.parvum ile enfekte
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gontllilerde diyarenin siddeti ve durumu ile ndropeptid P maddesi arasindaki

korelasyonu géstermistir.'® ™

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

caspase araciligi ile gelistigi tespit edilmistir.® ™

2.1.4. immunite

Bugiin Cryptosporidium da bagisik yanit hakkinda bildiklerimizin ¢ogu farelerde
yapilmis caligmalara dayanmak‘tadlr.10

2.1.4.1. Hiicresel Immunite

Sitotoksik T hiicreleri (CD4 T lenfositler) ve IFN-y cryptosporidiosisin
tyilesmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Cryptosporidiosisin kontroliinde, CD4 sayisi
onemlidir. Ciinkli CD4 say1s1 180 hiicre/mm® den yiiksek oldugunda AIDS hastalarinda
enfeksiyon kendini sinirlarken, 100 hiicre/mm®iin altinda enfeksiyonun kroniklestigi,
50  hiicre/mm®in  altinda ise  fulminan enfeksiyon tablosunun  gelistigi
bildirilmektedir.% % 777

Cryptosporidiosis enfeksiyona karst olusan ilk immun yanit, T-lenfosit artisi
sonucu olusan barsak enflamasyonudur. Ayrica interlokin-12 (IL-12), interlokin-8,

TNF-a ve IFN-y gibi sitokinler de artis da goriilmektedir.””

IFN-y’nin barsaklardan
salimimi, ookist atiliminin kontroliinde rol oynamaktadir. IFN-y tedavisinin barsak
epitelyum hiicrelerini aktive ettigi ve enfeksiyonun kismi temizlenmesini sagladigi
bildirilmektedir.*> % " Ayrica IL-12’nin IFN-y iiretimini uyaran énemli bir faktor

oldugu ve inaktivasyonunun kronik enfeksiyona neden oldugu bildirilmektedir.? % "
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2.1.4.2. Humoral immunite
Cryptosporidium ile enfekte olmus insanlarda parazite karst antikorlar
iiretilmektedir.® Cryptosporidium'da olusacak re-enfeksiyondan korunmada spesifik

22 Enfeksiyonda ilk &nce

antikorlarin baslica rol oynadigi diisiiniilmektedir."
immunglobin M (IgM), ardindan immunglobin G (IgG) antikor yaniti olusmakta, IgG
diizeyi ise birka¢ ay i¢inde azalip daha sonra yillarca pozitif kalabilmektedir. Ayrica

immunglobin A (IgA) ve immunglobin E (IgE) antikorlarinda da artis olmaktadir.”’

2.1.5. Klinik

Cryptosporidium enfeksiyonunun insanlarda olmasi i¢in gerekli ookist sayisinin
10’dan az oldugu bildirilmistir.% Enfeksiyonun kulucka siiresi 2-21 giin arasinda
degisrnektedir.81 Insanlarda enfeksiyon siddetini belitleyen en énemli faktdr hastanin

132339 immiinsupresif ve immiinkompetan bireylerde en énemli belirti

immunitesidir.
ishaldir. Digkinin sulu goriiniimiinde oldugu, mukuslu olabildigi fakat kan ve lokosit
icermedigi bildirilmektedir. Daha az siklikla goriilen belirtiler ise bulanti, kusma, karin

agrisi, halsizlik, istahsizlik ve bas angSIdlr.lZ’ 14,39

2.1.5.1. Immiin Sistemi Saglam Bireylerde Klinik

Immiinkompetan bireylerde cryptosporidiosis genellikle iki hafta kadar siirmekte

215,81 8 fohalin

ve sonrasinda ishal sikayetinin kendiliginden iyilestigi goriilmektedir.
yaninda istahsizlik, karin agrisi, kilo kaybi, bulanti, halsizlik, kusma ve hafif derecede

ates de gé')zlenebilir.23
2.1.5.2. immiin Sistemi Baskilanmis Bireylerde Klinik

Immiinsupresif bireylerde enfeksiyon bir- iki haftalik ishalden, kronik, yasami
tehdit tehdit eden kolera benzeri tabloya kadar degisebilmektedir. Cryptosporidiosis;

AIDS, kizamik gibi bazi viral hastaliklar, gammaglobulinlerin diistiigli hastaliklar,
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kemik iligi hastaliklari, bobrek yetmezligi olan hastalar, karaciger nakli olan hastalar,
insiiline bagimli diyabet hastalar1, 16semi ve diger kanser tedavisi uygulanan hastalarda
siddetli semptomlar olusturur. Bu tiir hastalarda ishal iki aydan uzun slirmekte,
enfeksiyon siiresince digki ile ookist atilimi, siddetli dehidratasyon, kilo kaybi ve
malniitrisyon gérﬁlmektedir.g’ 12.15 CD4 hiicre sayis1 >180 hiicre/ml oldugu AIDS’li
kisiler cryptosporidiosis’i kismi hafif gecirirken, bu saymin altinda olanlarda
kroniklesme izlendigi ve hastaligin inat¢t bir durum aldig: bildirilmektedir.? 7 *° 8. 8
Bu tiir hastalarda bagisikli§i baskilayan nedenlerin ortadan kaldirilmasi durumunda
tedavide basari saglanabildigi bildirilmistir.* Hastalarda sivi kaybi1 oldukca fazla olup,
giinde 3-6 litre arasinda, hatta bazi hastalarda giinde 17 litreye kadar ¢ikabilir® 2% 3% 83,
Cryptospordium genellikle barsaklara yerlesmesine ragmen,? immiinsupresif hastalarda
barsak disinda (mide, pankreas, safra kanallari, bobrek, solumum sistemi) farkli

organlarda da goriilmektedir.2* 27 8 8

2.1.6 Laboratuvar Tan1

Cryptosporidiosis’in rutin tanisi temelde digki taramasi ve etkenin goriilmesi
prensibine dayanir.?” Endoskopi, mukozal biopsi taramalar1,® ® etkilenen dokularin
radyografisi, bronsialveolar lavaj,8 ince barsak aspirati, endoskobik pankreas kanallart
grafisi®’ gibi tekniklerden de teshis amaci ile yararlamlmaktadir. Fakat bu tekniklerin

tek bagma kullanimlar, hastalhikla ilgili kesin ve yeterli bilgiye ulasmada yetersizdir.®®

Hastaligin tan1 ve teshisi, serum analizi ve etkene spesifik antikorun tayini ile de
yapllabilmektedir.8 Cryptosporidiosiste, ookist ve sporozoit antijenlerine kars1 IgG, IgA
ve IgM’ler olusur.®” Olusan antikorlarm tespiti amaci ile IFAT ( indirek immiinfloresan
antikor testi), ELISA ve Western blot yontemlerinden yararlanilabilmektedir. IFAT

tekniginde ookist veya hem ookist hem de sporozoit antijenleri kullanilabilmektedir. Bu
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yontemle hastaligi gegiren kisilerde 1/40-1/640 titre de pozitif sonuglar bulunmakta ve

bu durum yaklagik bir yil kadar siirmektedir.®

1. Direkt tan1 yontemleri
A. Mikroskobik yontemler
a. Boyasiz preparatlar
b. Boyali preparatlar
B. Molekiiler tan1 yontemleri
2. Serolojik yontemler
A. Serumda antikor aranmasinda kullanilan yontemler
B. Diskida Cryptosporidial antijen aranmasinda kullanilan yontemler
a. ELISA (Enzim Linked Immiinassay) teknigi
b. DFA ( Direkt Immiinfloresans) teknigi
€. Hizli immiinkromatografik yontemler
3. Histopatolojik tan1 yontemleri

4. Kiiltiir yontemleri

2.1.6.1 Direkt tam yontemleri
2.1.6.1.1 Mikroskobik yontemler
Boyasiz preparatlar

Boyasiz mikroskobik incelemelerde Cryptosporidium ookistlerinin igyapilar ve
yapisal 6zellikleri goriillememekte ve morfolojik olarak da mayalarla karisabilmektedir.
Boyasiz preparatlarin hazirlanmasi i¢in yiizdiirme ve ¢oktiirme tekniklerinden
yararlanilmaktadir. Yogunlastirma igin ¢inko siilfat (%33), sodyum Kkloriir (%36)
Sheather’in seker ¢ozeltisi, kullanilmaktadir. Yanlhiz Cryptosporidium ookistleri

aranacaksa en az 500 rpm ve 10 dakika siire ile santrifiij edilmelidir.® ® Diski
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orneklerini, serum fizyolojik ile karistirip direk taze preparat hazirlayarak X10, X40
objektiflerde incelenebilir.!® Boyasiz preparatlarda genellikle tani zordur ancak on bir

tarama alternatifi olarak kullanilabilir.® 3*
Boyali Preparat

Cryptosporidium tanisinda diger protozoonlarin tanisinda kullanilan boyama
yontemleri kullanilmaz.>* 3 Ookistlerin gosterilmesinde Kinyouns acid-fast, modifiye
acid-fast sicak boyama, giemsa, nigrosin, safranin-metilen mavisi (SMB), karbol fuksin
boyama yontemlerinden yararlanilmaktadir.?” 8 * Qokistleri mantarlardan ayirt etmede
en sik kullanilan, spesifik, giivenilir, ve tan1 degeri yiiksek yontem acid-fast boyama
yontemidir.*' Modifiye asit-fast yonteminde ookistler pembe veya kirmizi renkte,
mayalar ve disk1 artiklari ise yesil veya mavi renkte boyanirlar.®® ' Karbol fuksin boya
yonteminde ise ookistler 1g1k kirict 6zellikte, duvari diizgiin ve oval yapilar seklinde
gortiliirken, zemin kirmizi renkte gé’)rl'ih'ir.92

2.1.6.1.2. Molekiiler Tam1 Yontemleri

Molekiiler arastirmalar Cryptosporidium’un taksonomisi ve tiirlerin ayirimina
onemli kazanimlar saglarnlstur.z1 Klinik o6rnekler ve c¢evresel kaynaklardan
Cryptosporidium tiirlerini saptamak i¢in, PCR yaygim bir sekilde kullaniimaktadir.?’
Donmus, kotii kosullarda muhafaza edilmis veya igerisinde ¢ok az etken bulunan

numunelerde tan1 amaci ile PCR'm giivenle kullanilabilecegi bildirilmektedir.”

PCR, hizli ve duyarliligi yiiksek bir yontem olmasina ragmen, yontemi
kisitlayict pek ¢ok faktorde vardir. S6yle ki DNA izolasyonu esnasinda gézden kagmis
diger mikroorganizmalardan ve Ozellikle laboratuar kaynakli kontaminasyona bagli
olarak yanlis pozitif sonuglar olusabilmektedir, bu nedenle ookistlerin 6rneklerden

dikkatlice izole edilmesi gerekmektedir. Genel olarak da PCR pahali, zaman alic1 ve
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deneyimli personele ihtiyac duyan bir tekniktir.® ¥ Etkene yonelik uygun bir DNA
ekstraksiyon yontemi bulmak ve en ideal primerleri se¢ip kullanmak gerekmektedir.2
Yaygin olarak kullanilan fenol-kloroform ekstraksiyonu,” diskida bulunan kompleks
polisakkaritler, bilurubin, safra tuzlari, ve bazi1 diger bilesenler PCR yontemini inhibe

edebilmektedir.?

Son zamanlarda tanmida kullanilmak tizere segilebilecek hedef molekiiller
konusunda detayl bilgilere ulasilmustir. izole edilen etkenin tiiriiniin, canliliginin ve
enfektivitesinin tespiti amaci ile gelistirilmis pek ok PCR teknigi mevcuttur.*® ilk énce
PCR ile uzun bir baz bélgesinin {iretilip daha sonra o bolge i¢indeki kiigiik belli alanlara
yonelik primerler koyularak tekrar PCR ile 0 boliimlerin iiretildigi, klasik PCR’a gore 4-
5 kat daha etkili olan nested-PCR, iiretilen hedef DNA miktarini dolayisiyla ortamda
bulunan etken miktarini ortaya koyabilen, 6zel isaretli hibridizasyon problar1 kullanarak
yapilan Real-Time PCR,” 6zel TagMan problarin kullanildigi ve genel olarak Real-
Time PCR’a benzeyen Taq Man PCR,*® izolatlarin ayrimiminda kullanilan AP-PCR

(arbitrary primed PCR) érnek olarak verilebilir.®

PCR'la cryptosporidiosisin tespiti i¢in siklikla 185 SSU rRNA geni*®(ribozomun

kiigiik alt birimine ait RNA’y1 kodlayan bolge), hsp 70 mRNA geni'® (70-kDa 1s1 sok

proteini), B tubulin kodlayan mRNA geni,**

amyloglikosidoz enzimini kodlayan
mRNA geni®, methionin aminopeptidaz, T-kompleksprotein 1 delta (TCP-1) igeren
chaperonin kodlayan genler,® *COWP, TRAP-C1 (trombo spondin releated adhesive
proteins Cryptosporidium-1), TRAP-C2 genleri kullanilan molekiillerdendir. Duyarlilik
yoniinden en yaygin gen bolgelerinin, nested PCR tekniginde kullanilan ve genomda tek

kopyasi bulunan dihidrofolat rediiktaz enzimini kodlayan gen ile genomda 5 kopyasi

bulunan 18s rRNA geni oldugu bildirilmektedir.***
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2.1.6.2. Serolojik Yontemler
2.1.6.2.1 Serumda Antikor Aranmasinda Kullanilan Yontemler

Bu yontemler kullanilarak Cryptosporidium ookistlerine duyarli antikorlarin
varligi incelenmektedir.’® ELISA, IFAT ve Western blot (WB) bahsedilen yontemler

45,80, 106
arasinda bulunmaktadir.

Serumda Cryptosporidium spp.’ye spesifik antikorlarin tespitinde kullanilan
IFAT in diskida ookist saptama yontemleri ile birlikte kullanilmas: durumunda
cryptosporodiosis prevalansinin daha dogru olarak tespit edilecegi bildirilmektedir."
Incelenecek materyalin formalin ile tespit edildigi veya stoklama uygunsuz yapildiginda
ELISA, IFAT gibi gibi testler 6nemli bir teshis alternatifidirler.®® Fakat, genel anlamda
antijen-antikor ~ olusumunu  ortaya  koyma  prensibiyle  c¢alisan  testler,

mikroorganizmalarla gapraz reaksiyon verme riski, belli bir oranda tasimaktadir.®’

2.1.6.2.2. Diskida Cryptosporidial Antijen Aranmasinda Kullamlan

Yontemler

Monoklonal antikor temeline dayali DFA yontemi digkida bulunan
organizmalarin yiizeyindeki antijenlerin immiinolojik olarak tespitinde kullanilan
degerli bir yontemdir.™*

Serolojide tanm yontemi olarak 1980°den beri kullanilmaya baslanan ELISA
yontemi, bir hemaglutinasyon plagi ¢ukuru iginde olusan antijen antikor kompleksi
tizerine, enzimle isaretli anti insan 1gG, IgM ve diger antikorlarin eklenmesi ve substrat
ilavesiyle pozitif olgularda renk olusmasinin tespitine dayanan ve parazit hastaliklarinin

tanisinda giivenilir bir yéntemdir.m’ 107
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Immunokromatografik yontemler ile kombine antijen taramas: yapabilirler. Bu
teknigin en bliyiik avantaji, test siiresinin kisa olmasi ve aym reaksiyonda birden fazla
11
sonu¢ alinmasidir.

2.1.6.3. Histopatolojik Tam Yontemleri

1980 yilina kadar insanlardaki enfeksiyon tanisi, genellikle ince bagirsaktan,
bazen de rektumdan alinan materyallerde, mukoza epitel hiicrelerinin firgamsi
kenarlarinda tek tek kiimeler halinde bulunan Cryptosporidium cinsine ait parazitlerin
gelisim donemlerinin gdsterilmesiyle yapilabilmistir.® ® 8 Histolojik incelemelerde

Cryptosporidium’lar1 bazofilik boyayan Hematoksilen eosin boyalar1 kullamimakta® ®

ve Hematoksilen eosin ile Cryptosporidium mor renkte goziikmektedir.™ *®

2.1.6.4. Kiiltiir Yontemleri

Cryptosporidium’un konak hiicre ortamindaki gelisimi ilk 2004 yilinda
gosterilmistir. Bu da Cryptosporidium'un anlasilmasini kolaylastirabilecek 6nemli bir
adim olmustur. Parazitin tim evrim asamalarim1 hiicre kiiltiirlerinde gérmek
miimkiindiir, fakat ookist ¢ok kiiciik boyutlarda oldugu i¢in yapisinin anlagilmasi
zordur. Kiiltiirler, 37 °C’de ve %5’lik CO; ortamda inkiibasyona birakilir 48 veya 72
saat sonra alinir.'%

2.1.7. Tedavi

Rehidratasyon ve nutrisyonel destegi kapsayan nonspesifik destek tedavi

cryptosporidiosisin kinik semptomlarinin kontroliiniin saglanmasinda énemlidir.* 2% 3%

81
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2.1.7.1. Iimmiin Sistemi Yeterli Kislerde Tedavi

Immiin sistemi saglam kisilerde Cryptosporidium enfeksiyonlar1 gogunlukla
kendiliginden iyilesir, ishal yaklasik iki haftada sonlanir. Immiinkompetan bu bireylerde

nadiren oral veya intravendz sivi destegine ihtiyag duyulur.109
2.1.7.2. immiin Sistemi Baskilanmus Kislerde Tedavi

Immiinsupresif bireylerde yasami tehdit edici uzun siiren enfeksiyona neden
oldugu icin etkili bir kemoterapik ile tedaviye gereksinim vardir.® Cok sayida kimyasal
ve immiinoterapdtik ajan ile in vivo, in vitro, hayvan deneyleri ve klinik caligmalar
yapilmis fakat halen spesifik veya koruyucu tedavi bulunamamustir.® > # Bir
aminoglikozid olan paramomisin en fazla kullanilan ajandlr.22 Kronik ve siddetli ishali
olan tiim hastalara Nitazoksanid dnerilmektedir.”® Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda

spiramisin, azitromisin, ve klaitromisin’inde enfeksiyon {izerine etkili oldugu

belirtilmektedir.?®

Immiinsupresif bireylerde yapilan antiretrovidal tedavi ile viral yiikiin azalmast,
CD4 sayisinin artmasi ve klinik belirtilerde hizli diizelmeyle beraber ookist atiliminda

22, 24

azalma gortilmektedir. Ayrica probiyotik kullanimi ookistin sayisini azaltmakta ve

atilm  siresini  kisaltmaktadir.  Heniiz ~ Cryptosporidium'a  yonelik  asi

gelistirilememistir.13’ 1

2.1.8. Korunma

Cryptosporidium ookistleri dis ortamda uzun siire canli kalabilirler.
Cryptosporidium enfeksiyonlarini kontrol altina almak i¢in de ¢evrede bulunan bu

ookistlerin yayiliminin o6nlenmesi 6nemlidir. Ookistler c¢evre kosullarima ve

34



dezenfeksiyon islemine dayaniklidir. -20 °C’de 72 saat dondurmak veya 45 °C-55 °C’de

20 dakika 1s1tma islemi ookistlerin enfektivitelerini azaltir veya yok eder.™

24
havuz sularinin

Korunmada, ellerin uygun sekilde yikanmasi,™
yutulmamasina 6zen gosterilmesi, insan ve hayvan kaynakli diskilar ile direkt temasin
kesilmesi, igme suyunun giivenli olmasi i¢in gereken tedbirler alinmalidir.?* Bilhassa,
laboratuarlar, hastaneler, giindiiz bakim evleri gibi toplu yasam alanlarinda genel
hijyenik kurallara dikkat edilmesinin 6nemli oldugu bildirilmektedir. Enfekte bireylerle
temasin azaltilmasi, enfekte atiklarin uygun sekilde yok edilmesi, siipheli kontamine

sularin kullanilmadan 6nce kaynatilmasi gibi tedbirler faydahd1r.25’ »

Enfekte olmus hayvanlarin digkilari, yagmur ve kar sulartyla nehirlere ulasarak
su kaynakli bulasa sebep olmaktadir.”® Evlerde kuyu suyu kullanimi veya yagislarin
etkisiyle yiizey sulari kontamine olursa, sularmn filtrasyonu olduk¢a oénemlidir.?®
enfeksiyonun Snlenmesinde igme suyunun aritilmasi en énemli tedbirlerdendir.®® 1
um’den daha kiigiik por biyiikliigii olan filtreler ve revers ozmoz filtrelerle suyunun
filtrasyonu genellikle yeterlidir.*> *® Cryptosporidium ookistleri ¢ok sayida kimyasal
dezenfektana direncli oldugundan enfeksiyon kontrolii i¢in dezanfektanlarin kullanimi

» % 39 En ¢ok tavsiye edilen dezenfektan %2.5 sodyum hipoklorit

stirhdir.
soliisyonudur. %5 amonyum ve %10 formalin soliisyonunda 4°C’de 18 saat bekletmekle
ookistlerin enfektivitesini ortadan kaldirdig: bildirilmektedir.®® Yiiksek derecede etkili
ve toksik ozellikteki dezenfektanlardan (etilen oksit, amonyak, metil bromid ve ozon)
kullanimi en fazla olan ozondur.” Yiiksek konsantrasyonda Klorin sudaki ookistler

{izerine az etkili veya etkisizken,"® *® UV oldukga etkilidir.** % Suyun 72 °C’de 1 dakika

1sitilmasi veya suyun kaynatilmasi ookistlerin inaktive olmasi i¢in yeterlidir.18
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirmada Kullanilan Ornekler

Ocak-Temmuz 2014 tarihleri arasinda Erzurum Yakutiye Arastirma ve
Uygulama Hastanesinde; intaniye, hematoloji, nefroloji, medikal onkoloji, cocuk, ¢ocuk
hematoloji, organ nakli, obstetrik, dahiliye gastroenteroloji, nefroloji kliniklerinden
yaslart 0-94 arasinda degisen 80 immiinsupresif ve 92 immiinkompetan hastanin ishal
ornekleri ¢caligsma kapsamina alindt.

Olgularin tiimiine gonilli bilgilendirme formunu igeren bir anket formu
uygulandi.

Calisma igin gerekli etik onay Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve
Laboratuar Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan alindi (Onay tarihi:26.12.2013 karar no:18).

3.2. Arastirmada Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

- ELISA yikama cihaz1

- Isik mikroskobu

- Florasan mikroskobu

- Thermal Cycler

- Calkalayict

- Vorteks

- Microplate Reader

- Acilir rotoru olan ve 13000 rpm de donebilen santrifiij
- ELISA test kiti

- DFA test kiti

- DNA stool ekstraksiyon Kiti

- DNA Loading Dye
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- DNA ladder

- Tris Borik Asit

- Master Mix

- TE buffer

- 0,2 mI’'lik PCR tiipti ve 1,5 ve 2,0 ml'lik ependorf tiip
- Karbol fuksin

- Metilen mavisi

- Lugol

- Sulfirik asit

- Metil Alkol

- Aseton Alkol

- Plastik disk1 kaplari

- Lam, lamel

- Jel Elektroforez tanki

- UV goriintiileme sistemi
3.3. Diski Orneklerinin Saklanmasi

Calisma kapsamina alinan diski orneklerine ilk Once parazitolojik inceleme
yapildiktan sonra ayni giin Modifiye ait-fast (MAF) boyama islemi uygulandi. Kalan
digkr 6rnekleri hi¢bir koruyucu madde eklenmeden ikiye ayrilarak 1.5 ml’lik ependorf
tiplere aktarildi. ELISA ve DFA c¢alismas1 yapilacak Ornekler -20 °C’ de saklandi.

DNA izolasyonu yapilacak ornekler ise caligma zamanina kadar -80 °C’ de saklandi.
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3.4. Yontemler

Calismaya alinan ishalli digk1 6rnekleri ilk olarak nativ- lugol yontemi ile barsak
helmintleri ve protozoonlari agisindan degerlendirildi. Daha sonra ornekler MAF

boyama yontemi kullanilarak Cryptosporidium spp. ookistleri yoniinden arastirildi.

-20 °C’ de saklanan orneklerde ELISA yontemi uygulanarak Cryptosporidium spp.
ookistine yonelik antijen arastirildi. Yine aymi Orneklere bu kez DFA yontemi

uygulanarak bu parazite ait antijen yapilari arastirildi.

Kullanilan ti¢ yontemin herhangi birinde pozitif saptanan 6rneklere ayrica PCR
yontemi uygulandi. PCR ‘da pozitif bulunan iirlinler agaroz jelde goriintiilendi ve

olusan bantlar markerla kiyaslandi.
3.4.1. Parazitolojik Inceleme Yontemi

Sizdirmaz kaplarda laboratuvara getirilen ishalli digk1 6rnekleri bekletilmeden
ilk 6nce makroskobik muayene yapildi. Daha sonra serum fizyolojik ve ligol
kullanilarak lam lamel arasi preparat yapilarak X10 ve X40 objektif de parazitolojik

yonden incelendi.
3.4.2. Modifiye Asit-Fast Yontemi

1. Ishalli gaita Orneklerinden lam {izerinde kalin olmayan yayma preparat

hazirland1 ve kurumasi saglandi.

2. %96-100’lik metanol'de {li¢ dakika tutularak veya alevden ii¢ kez gecirilerek

tespit edildi.
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3. Preparata Kinyoun's karbol fuksin boyasi dokiildii ve yaklasik 5 dakika
bekletildi bu esnada preparat alttan kaynamayacak sekilde 1sitildi. Boyali preparat

yikandi. Yikama islemine yikama suyunun rengi renksiz oluncaya kadar devam edildi.
4. Preparat %50 aseton alkolde 3-5 saniye tutulup musluk suyunda yikandi.

5. Preparat iizerine %1°lik H,SO,4 dokiildii 2-3 dakika beklendi. Musluk suyunda

yikandi.

6. Preparat tlizerine metilen mavisi dokiildii 1 dakika beklendi. Musluk suyu ile

yikandi.

7. Preparat havada kurutulduktan sonra immersiyon yag: dokiilerek dnce X40'lik

objektifde daha sonra X100 objektifde 151k mikroskobunda degerlendirildi.*> **°
3.4.3. ELISA Yoéntemi

Hasta orneklerinde Cryptosporidium spp. antijenlerini belirlemeye yonelik
olarak Cryptosporidium 2" Nesil ELISA kit (DIAGNOSTIC AUTOMATION LOT:

DALN1082) kullanildi.
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Sekil 3.1. Calismada kullandigimiz ELISA Kiti ve ELISA plate okuyucu

3.4.3.1. Ornegin Hazirlanmasi ve Calisma Prosediirii

1. -20 °C’de saklanan digki ornekleri ve +4 °C’de saklanan reaktifler oda

sicakligina getirildi.

2. Test iiretici firmanin Onerisi dogrultusunda tiip diliisyon prosediiriine gore

hasta 6rneklerine uygulandi.

3 Gerektigi kadar tiip hazirland1 ve holder’e yerlestirildi. Kontroller i¢inde ilave

tiipler konuldu.

4. Bir tip igerisine 0.7 ml Dilisyon Buffer (yikama soliisyonu) ve 0.1 gr
blytikliglinde digski1 6rnegi kullanilarak 6rnek diliisyonu hazirlandi ve kullanilmadan

once iyice karigtirildu.

5. Bir mikropipet kullanilarak 1. kuyucuga 100 ul negatif kontrol eklendi.
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6. Baska bir mikropipet kullanilarak 2. kuyucuga 100 pl pozitif kontrol eklendi.
7. Daha sonra diger kuyucuklara diliisyon yapilmis 6rneklerden 100 pul eklendi.

8. Oda sicakliginda (15-25 °C) 60 dakika inkiibasyon yapildi. Daha sonra

yikandi. Yikama islemi 5 kez yapildu.
9. Her kuyucuga 2 damla enzim konjugat eklendi.

10. Oda sicakliginda (15-25 °C) 30 dakika inkiibasyon yapildi. Daha sonra

yikandu.
11. Her bir kuyucuga 2 damla kromojen ilave edildi.
12. Oda sicakliginda (15-25 °C) 10 dakika inkiibasyona birakildi.

13. Daha sonra her bir kuyucuga 2 damla stop soliisyonu eklendi. Iyice
karigsmasi saglandi. Stop soliisyonu eklendikten sonra 5 dakika iginde reaksiyon

sonuclar1 okundu.

14. Orneklerin bulundugu plak bir ELISA okuyucusu kullamlarak sonuglar

okundu.
3.4.3.2. Sonug¢larin Yorumlanmasi
Havaya kars1 biitlin kuyucuklar 450 nm dalga boyunda okundu

Pozitif sonu¢: Herhangi bir kuyu negatif kontrolden daha sar1 goriiliiyorsa veya
ELISA okuyucusunda absorbans degeri 0.15 OD (optimal density) degeri veya daha

fazlasini gosterirse sonug pozitif olarak kabul edildi.
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Negatif sonu¢: Herhangi bir kuyu negatif kontrolden daha sar1 goriilmiiyorsa
veya ELISA okuyucusunda absorbans degeri 0.15 OD (optimal density) degerinden

daha diisiik ise sonug negatif olarak kabul edildi.
3.4.4. DFA Yontemi
3.4.4.1. Reaktif Hazirlanmasi

Calismada MERIFLOUR Cryptosporidium/Giardia (Made in USA) Kiti

kullanilmistir.
1. Kit kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi.

2. Ihtiyag duyuldugu kadar wash buffer hazirlandi. Ornegin; 2.5 mL 20X wash
buffer + 47.5 mL distile veya deiyonize su kullanildi. Hazirlanan soliisyon kullanilana

kadar oda 1s1sinda bekletildi.
3.4.4.2. Test Prosediirii

1. Oda 1sisina getirilmis gaita 6rneginden transfer loop kullanilarak bir damla
fekal ornek slayt kuyusuna aktarildi. Biitiin kuyucuk boyunca 6rnek yayildi. Slaytin

yiizeyinin ¢izilmemesine 6zen gosterildi.

2. Yeni bir transfer loop kullanilarak bir damla Pozitif Kontrol farkli bir slayt
kuyusuna aktarildi. Biitlin kuyucuk boyunca Ornek yayildi. Slaytin yilizeyinin

cizilmemesine 6zen gosterildi.

3. Yeni bir transfer loop kullanilarak bir damla Negatif kontrol farkli bir slayt

kuyusuna aktarildi.

4. Slaytlarin oda sicakliginda tamamen kurumasi i¢in beklenildi. Yaklasik 30
dakika kadar.
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5. Daha sonra her bir kuyuya bir damla Detection Reagent eklendi.
6. Her bir kuyucuga bir damla Counterstain soliisyonu eklendi.

7. Bir stick yardimiyla reaktifler karistirildi ve biitiin kuyucugun yiizeyine

yayildi. Slaytin yiizeyini ¢izmemeye 6zen gosterildi.

8. Slaytlar oda sicakliginda nemli ve giines 1sinlarii gegirmeyen bir kutu i¢inde

30 dakika inkiibe edildi.

9. Detection Reagent ve Counterstain’in fazlasi uzaklastirilincaya kadar 1X
Wash Buffer’in yumusak akisi ile bir yikama sisesi kullanilarak slaytlar durulandi.
Orneklerin birbirine karismamasina ve ¢apraz kontaminasyon olusmamasi igin dikkat

edildi.

10. Slaytin uzun kenart ile temiz bir kagit havluya dokunarak buffer solusyonun

fazlas1 uzaklastirildi. Slaytlarin kurumamasina dikkat edildi.

11. Her bir kuyucuga bir damla Mounting Medium eklendi ve bir lamelle

kapatildi.

12. 100-200X biiyiitme kullanilarak her bir kuyucuk biitiiniiyle tarandi. Isima

gozlenen slaytlar daha yiiksek biiylitmede dogrulandi.
3.4.4.3. Sonuglarin Yorumlanmasi:
Kontrol Sonugclar:

1. Cryptosporidium ookistleri yuvarlaktan hafifce oval sekle dogru 2-6 pum
capinda sekillerdir. Ookist duvarlari elma yesili parlakliginda boyanacak ve bu yap1

goriilecek.
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2. Mikroskopta arka plan materyali karsit boya olarak mat kirmizi alanlar olmali.

3. Negatif kontrol drnekleri elma yesili florasan veren karakteristik kist veya

ookist morfolojisi sergilememelidir.

4. Slayt hazirlama esnasinda artefaktlara bagli olarak arka planda floresan veren
sekiller olabilir. Bu arka plan floresan 1simalarinin parlak olmayisi, elma yesili rengi

veya kist morfolojisinde olmayisi ile kolaylikla fark edilebilmektedir.

Hasta Ornekleri

Hazirlanan diski numunelerinde bir veya daha fazla yesil elma renginde ve
karakteristik kist morfolojisinde goriilen 6rnekler Cryptosporidium spp.’nin bulunmasi

acisindan pozitif olarak degerlendirildi.

Kalite Kontrol

Pozitif ve Negatif Kontroller her ¢alismada hasta drnekleri ile birlikte uygulandi.
Kontrol 6rneklerinde beklenen reaksiyonlar, sekiller goriilmemisse ¢alisma basarisiz

kabul edildi ve ¢alisma tekrar edildi.
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan DFA kiti ve kullanilan IFA florasan mikroskobu

3.4.5. Diski Orneklerinin Cryptosporidium spp. A¢isindan Molekiiler
Yontemlerle Degerlendirilmesi

3.4.5.1. Cryptosporidium I¢in Primerler ve Restriksiyon Enzimlerinin Secimi
Daha onceki galigsmalarda basarili sonuglar alindigi bildirilen Cryptosporidium’un SSU
rRNA'sina yonelik primer ¢ifti kullanildi.

3.4.5.2. Diski Orneklerinden Cryptosporidium DNA’smnin izolasyonu

Herhangi bir koruyucu madde eklenmeden -80 °C’de dondurularak saklanmig
diski Orneklerinden i-genomic stool, DNA Extraction Mini Kit (lot no:14210146)
(Intron Biotechnology, Inc. South Korea) ile iiretici firmanin Onerdigi prosediir
dogrultusunda DNA elde edildi. Cryptosporidium spp. SSU rRNA proteinine yonelik
rRNA F ve rRNA R primerleri kullanildi. Elde edilen DNA iiriinii %1'lik agaroz jelde

goriintiilendi.
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3.4.5.3. DNA izolasyonu Basamaklari

(Miktarlar tek diski 6rnegi i¢indir)

1. Disk1 6rnekleri (80°C’de saklanan) oda sicakligina getirildi.

2. 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiibline 180-220 mg diski 6rnegi koyuldu.

3. Diski 6rnegine 200 pl SPL tamponu eklenerek karistirildiktan sonra
kuvvetlice vorteksleyerek iyice karigsmasi saglandi.

4. Karigim 1s1 blogunda 70 °C’de 5 dakika bekletildi.

5. Yeni bir 1,5 ml'lik tiip hazirland1 i¢ine IR Spin Kolon yerlestirildi. Bir 6nceki
basamakta karisimdan elde edilen siipernatant hazirlanan IR Spin Kolon'a dokiildii.

6. 13,000 rpm de 1 dakika santrifuj edildi, Gistteki IR Spin Kolon atildu.

7. Karigtma 200 pl SL tamponu, 20ul Proteinase K, 5 ul RNase A eklendi
kuvvetlice vortekslenerek iyice karigsmasi saglandi.

8. Karisim 1s1 blogunda 65 °C’de 15 dakika bekletildi. Bu siire i¢inde her 2-3
dakikada tiip ters diiz edilerek iyice karigsmasi saglandi.

9. Karigima 200 pl, SB tamponu eklendi, pipetleme yaparak iyice karigmasi
saglandi.

10. Karigima 250 pl etanol (% 80) eklendi, pipetleme yaparak iyice karigmasi
saglandi.

11. 2,0 ml'lik yeni bir toplama tiipli hazirlandi, i¢cine Spin Kolon yerlestirildi. Bir
onceki basamakta elde edilen karisimdan 750 pl bu yeni hazirlanan tiipe eklendi.

12. Karigim 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Siiziilen karigim atildu.

13. Ustteki Spin Kolon yeni bir 2.0 ml'lik tiibe aktarildi. Spin Kolon'a 700 ul
SWA tamponu eklendi. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Stiziilen karigim atildi.

14. Spin Kolon yeni bir 2,0 ml'lik tiipe aktarildi. Spin Kolon'a 700 ul SWB

tamponu eklendi. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Siiziilen karisim atildi.
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15. Spin Kolon steril 1.5 pl’lik reaksiyon tiipiine aktarildi. Uzerine direkt Spin
Kolon'un membranmin {izerine gelecek sekilde 50 pl SE tamponu eklendi. Oda
sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Spin Kolon
atild.

15. Elde edilen 50 ul DNA PCR igin kullanimina kadar -20°C’de saklandh.

3.4.5.4. Cryptosporidium DNA’simin PCR ile Gosterilmesi

PCR

Cryptosporidium spp. i¢in 0,2 umol HPLC Purifiye (41 baz) rRNA F ve rRNA R
birinci basamak, (48 baz) nest rRNA F ve nest rRNA R ikinci basamak primerleri
(Invitrogen, Germany) kullanilda.

Liyofilize haldeki primerler prospektiislerinde belirtilen miktarda TE buffer ile
sulandirildu.

TE Bufferin Hazirlanmasi:

10 mM Tris-HCI

1 mM EDTA ( pH=8,0).

* Her bir primerden 100 pmol’liik soliisyon hazirlandi. Coziindiikten sonra vortekslendi.
* 10 pmol konsantrasyonu i¢in 180ul apirojen sut+ 20 pl stok primer olacak sekilde
tekrar sulandirildi.

* 50 ul’lik 4 ependorfa ayrilarak -20 °C’de saklandi.

PCR Miksinin Hazirlanmasi:

Birinci basamak PCR icin

PCR'de hazir Master Mix (2X) (Thermo Scientific USA) kullanilmistir

1- Her bir 6rnek i¢in 1.5 ml ependorf tiipe, toplam hacim 50 pl olacak sekilde

asagidaki malzemeler koyuldu;
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* PCR Master Mix (2X)

* rRNA F (10 pmol/ul) primer
* RNA R (10 pmol/ul) primer
* dH,0

» Template DNA

2- Is1 dongli programi

25ul
1wl
1wl
18 ul

Sul

Ependorflar 1s1 déngii aygitina (termal cycler) (Mj Mini, BIO-RAD, USA)

yerlestirilerek asagidaki sicakliklarda 35 dongii gerceklestirildi.

94°C*de 5 dk 6n denatiirasyon

94°C*de 50 sn 35 déngii
55 °C’de 30 saniye 35 dongii
72°C*de 50 sn 35 déngii

72 °C*de 10 dakika son uzatma

Ikinci basamak PCR i¢in

1- Her bir 6rnek i¢in 1.5 ml ependorf tiipe, toplam hacim 50 pl olacak sekilde

asagidaki malzemeler koyuldu;

* PCR Master Mix (2X)

* nest rRNA F (10 pmol/ul) primer

* nest rRNA R (10 pmol/ul) primer

° deO

« Birinci basamak PCR {irtinii DNA

2- Is1 dongii programi

25ul
1l
1wl
18 ul

Sul

Ependorflar 1s1 dongli aygitina (termal cycler) yerlestirilerek asagidaki

sicakliklarda 35 dongii gerceklestirildi.
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94°C*de 5 dakika 6n denatiirasyon
94 °C*de 50 sn 35 dongii
55 °C’de 30 saniye 35 dongii
72 °C*de 50 sn 35 dongii
72 °C‘de 10 dakika son uzatma
Is1 dongii aygiti ile amplifikasyon gergeklestirildi.'** Her PCR ¢alismasinda bir
pozitif, bir negatif kontrol 6rnegi kullanildi. Elde edilen PCR f{iriini goriintiileme
yontemi uygulanincaya kadar +4°C’de saklandi.

Tablo 3.1 Cryptosporidium spp.’nin PCR’inda kullanilan primerler.

2 =
S = = 2 x
O g N X~ = &
Y = = =) Q >
3 5 o T £ &
o S < 4
I 5
SSUIrRNA rRNAF 5-TTC TAG AGC TAATAC ATG CG-3
SSUrRNA rRNAR 5-CCC TAATCC TTC GAA ACA GGA-3' 1325
55 =
SSU rRNA  nestrRNAF 5-GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG-3' §
SSU rRNA  nestrRNAR 5'-AAG GAG TAA GGA ACAACCTCCA-3 826

3.4.5.5. Jel Elektroforez ve Goriintiileme

Elde edilen iriiniin goriintiillenmesi i¢in yatay elektroforez cihazi kullanildi.
Elektroforez islemi ve Cryptosporidium spp. tiirlerine ait DNA bantlarmin
goriintliilenmesi asagida belirtilen siraya gore yapilmistir.

1. Amplifikasyon iiriinlerinin molekiiler agirliklarina gore ayristirilmas: ve
gorlintiillenmesi amaciyla, 0,5X'lik Tris Acetate Ethylene Diamine Tetra Acetic acid
[Tris-asetat-EDTA (TAE)] tamponu i¢inde %]1'lik agaroz (Prona, EU) 1s1 yardimiyla

eritilerek homojen hale getirilmesi saglandi.
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2. Homojenizasyonun saglanmasini takiben ¢ozelti yaklasik 50-55 °C'ye kadar
sogutuldu, daha sonra iizerine ethidium bromide (10ug/ml, Sigma, ABD) konuldu ve
yavasca karigmasi saglandi.

3. Elde edilen bu karisim jel tasiyicisina (NYX Technik,USA) dokiilerek
yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar tasiyici lizerine yerlestirildi,

4. Yaklasik 30 dakika sonra sofuyan agarozdaki taraklar cikarilip, tasiyici
elektroforez islemi i¢in 6rneklerin elektriksel alanda yiiriitiilecegi tanka yerlestirildi ve
tankin icerisi TAE tamponu ile dolduruldu.

5. PCR iirilinleri yiikleme boyas: (6x Loading Dye, Vivantis, Malezya) ile 1
kisim boya 5 kisitm PCR iiriinii olacak sekilde karistirilarak taraklarin ¢ikarilmasiyla
olusan kuyucuklara dikkatlice yiliklendi. Amplikonlarin {riin  biytkliiklerinin
belirlenebilmesi i¢in 100 bp'lik marker (Omega, biotech. USA) soliisyondan ( 1 kisim
stok marker+ 1 kisim ylikleme boyasi+ 4 kisim su) ilk ve son kuyucuga 2 pl ytiklendi.

6. Uriinlerin ve DNA markerin kuyucuklara yiiklenmesinin ardindan elektrik
akimina (8 volt/cm) yaklasik 20 dakika tabi tutularak cihaz durduruldu. Daha sonra
PCR iiriinleri igeren jel tank igerisinden ¢ikarilarak jel goriintiileme sistemi (TFX 20M
Vilber Lourmat, Fransa) kullanildi ve PCR islemi sonucu olusan DNA bantlari
goriintlilendi, bant biiyiikliikleri marker ile karsilastirildi ve sonuglar kaydedildi.

3.5. Istatiksel Analiz

Istatiksel analizler hasta gruplari, cinsiyet, yas gruplari, kullanilan igme suyu
kaynagi, yerlesim yeri gibi degiskenler arasi iliskiyi belirlemek amaciyla yapilmistir.
Analizlerde SPSS yazilimi (siirim 17.0, SPSS Inc) kullanilmis; Pearson'un ki-kare testi

sonuglaria gore p<0.05 degerleri 6nemli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Yapmis oldugumuz arastirmamiz, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
ve Uygulama Hastanesine ishal sikayeti ile basgvuran 80 immiinsupresif 92
immiinkompetan toplam 172 hasta {izerinde yiiriitilmistir. Tim Ornekler
mikroskobik ve serolojik incelemeye tabi tutulmus, bu inceleme sonucunda herhangi
biriyle pozitiflik belirlenen Ornekler molekiiler yontemlerle de arastirilmstir.
Calismamizda bu hastalara ait 172 fekal 6rnegin 6'sinda Modifiye asit fast boyama
yontemi ile Cryptosporidium spp.'ve ait oldugu disiiniilen ookistler goriildi.
Mikroskopta incelenen bu ookistler yogunluk olarak degiskenlik gosterdi. Serolojik
yontemlerden ELISA yonteminin kullanilmasiyla 172 hasta 6rneginin 10'unda
pozitiflik, DFA yo6nteminin kullanilmasiyla da 7 Ornekte pozitiflik saptanmistir.
Molekiiler yontemler kullanilarak bu pozitiflikler arastirilmis ve 2 Ornekte
Cryptosporidium tiirlerine ait DNA'lar gosterilebilmistir.

Calisma kapsamina alinan hastalarin 84'i kadin 88'1i erkek idi. Yaglar1 en az ve
en fazla 0-94 yas arasinda degisen hastalarin ortalamasi: 34.8605, Standart sapmast:

24.63828 idi. Yine bu 172 hastanin 49'u 0-14 yas arasi, 123" 15 yas ve lizerindeydi.

Calisma kapsamina alinan hastalarin 99'u (%57.6) sehirde, 73" (%42.4) ilge ve
koylerde oturmakta idi. Olgularin igme suyu kullanma durumlar: degerlendirildiginde

sebeke suyu ve hazir su kullananlarin sayist 141 (%82), kuyu suyu kullananlarin sayisi

ise 31 (%18) idi.
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Tablo 4.1. Caligmada yas gruplariin cinsiyete gore dagilimi

Yas Arahgi Kadin % Erkek % Toplam
0-14 20 %40.8 29 59.2 49

15 yas ve iistii 64 %52.0 59 48.7 123
Toplam 84 %48.8 88 51.2 172

Tablo 4.2. Caligmaya alinan hastalarin kliniklere gére dagilimi ve oranlari

Klinikler Sayilar(n) Oran %
Intaniye 54 31.4
Medikal Onkoloji 14 8.1
Hematoloji 17 9.9
Organ Nakli 6 3.5
Nefroloji 5 2.9
Cocuk 39 22.7
Cocuk Hematoloji 2 1.2
Radyasyon Onkoloji 3 1.7
Obstetrik 4 2.3
Dahiliye 28 16.3
Toplam 172 100

MAF boyama yontemi kullanilarak hazirlamis oldugumuz preparatlarda
Cryptosporidium ookistleri mavi zemin {izerinde x40 biiyiitmede etrafi koyu bir hale
ile kusatilmis parlak yuvarlak sekiller olarak goriilmiistiir. Daha sonra bu preparatlar
x100 biiyiitmede immersiyon kullanilarak yapilan incelemelerde sporozoit yapilari
fark edilmistir.
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MAF boyama yontemi kullanarak yaptigimiz c¢alismada immiinsiipresif hasta
grubunda 3 kisi de (%3.8), immiinkompetan hasta grubunda ise 3 kisi (%3.3) pozitif
olarak degerlendirilmistir. Immiinsupresif hasta grubunda, immiinkompetan hastalara
gore daha yliksek oranda goriilmesine ragmen istatistiki olarak bu yiikseklik anlamli

degildi (tablo 4.3).

Tablo 4.3. MAF boyama yontemi ile saptanan Cryptosporidium spp. ooKist
pozitifliginin hasta gruplarina gore dagilimi

Hasta Grubu Modifiye asit fast boyama Toplam X? P

Negatif Pozitif degeri degeri

Immiinsupresif 77 %96.2 3 %3.8 80 %100

immiinkompetan 89 %967 3  %3.3 92 %100 030 591

Toplam 166 %965 6 %3.5 172 %100

Boyama sonucu elde ettigimiz sonuglar1 yas gruplarina gore inceledigimizde 0-
14 yas grubunda (%8.2), 15 yas ve iistii grupta (%1.6) pozitiflik saptand. Istatistiki
olarak sonuglar karsilastirdigimizda 0-14 yas grubunda sinirda anlamli kabul edilecek

diizeyde yiiksek oranda pozitiflik bulundugunu sdyleyebiliriz (tablo 4.4).

Tablo 4.4. MAF boyama yontemi ile saptanan Cryptosporidium spp. ooKist
pozitifliginin yas gruplarina gore dagilim1

Yas Grubu Modifiye asit fast boyama  Toplam X? P
Negatif Pozitif
0-14 45 %918 4 %8.2 49 %100

15yag ve isti 121 %984 2 %16 123 %100 4448 0.056

Toplam 166 %96.5 6 %35 172 %100
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Boyama sonucu elde edilen verileri cinsiyete gore karsilastirdigimizda cinsiyete
gore Cryptosporidium spp. ookisti bulunma durumu istatistiki anlamda herhangi bir

farklilik gostermemistir (tablo4.5).

Tablo 4.5. MAF boyama yontemi ile saptanan Cryptosporidium spp. ookist
pozitifliginin cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet Modifiye asit fast boyama Toplam X? P
Negatif Pozitif

Erkek 85 296.6 3 %3.4 88 %100

Kadin 81 %96.4 3 %3.6 84 %100 003 637

Toplam 166 %96.5 6 %3.5 172 %100

Sekil 4.1. MAF boyamada Cryptosporidium ookistlerinin goriiniimii (X100)
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172 hastaya ait digki o6rnekleri nativ-lugol ile yontemiyle incelendi ve bulunan

parazitlerin say1 ve yiizdesi tablo 4.6. da gosterilmistir

Tablo 4.6. Diski 6rneklerinde mikroskobik muayene sonucu bulunan parazitler

Goriilen Tiirler Say1 Yiizde (%)
Giardia intestinalis 4 2.3
Hymenolepis nana 1 0.6
Ascaris lumbricoides 1 0.6
Blastocystis hominis 1 0.6
Cyclospora sp. 1 0.6
Endolimax nana 1 0.6

ELISA yontemi kullanilarak 172 fekal 6rnek incelendi. Bu 6rneklerin 10' unda
Cryptosporidium spp.'ye ait antijen tespit edildi. ELISA test kiti prosediiriine gore kor
(blank) negatif kontrol 1, negatif kontrol 2, pozitif kontrol 1 ve pozitif kontrol 2
kullanilarak uygulanan yontem ile ¢alisilan Orneklerin bulundugu plak ELISA
okuyucusunda 450 -630 nm'de okutuldu. Bu cihazda 0.15 OD ve bu degerin {istii

pozitif olarak degerlendirildi.

A .", U 80 A 0 o 1L

Sekil 4.2. Calismamizdaki ELISA plaginda kor, negatif kontrol (NK) 1, NK 2, pozitif
kontrol (PK)1, PK 2; pozitif ve negatif kuyularin gériiniimii (81hasta sonucu)
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Sekil 4.3. Calismamizdaki ELISA plaginda blank, negatif kontrol (NK) 1, NK 2,
pozitif kontrol (PK)1, PK 2; pozitif ve negatif kuyularin goriiniimii (91 hasta sonucu)

Pozitif olgularin hasta gruplarina gére dagilimma bakildiginda Immiinsupresif
hasta grubunda 5 kisi de (%6.3) immiinkompetan kontrol grubunda ise yine 5 bireyde

(%5.4) ELISA yontemiyle sonug pozitif idi (tablo 4.7).

Tablo 4.7. ELISA yontemi ile Cryptosporidium antijen pozitifliginin hasta gruplarina
gore dagilimi

Hasta Grubu ELISA Toplam X? P
Negatif Pozitif

Immiinsupresif 75 %93.7 5 %6.3 80 %100

immiinkompetan 87 %94.6 5 %54 92 %100 052 536

Toplam 162  %94.2 10 %5.8 172 %100
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Pozitif olgularin yas gruplarina goére dagilimimi inceledigimizde 0-14 yas
araliginda 5 hasta (%10.2), 15 yas ve tizeri grupta ise yine 5 kisi (%4.1) pozitif olarak

degerlendirildi (tablo 4.8).

Tablo 4.8. ELISA yontemi ile Cryptosporidium antijen pozitifliginin yas gruplarina
gore dagilimi

Yas Arahg ELISA Toplam X? P
Negatif Pozitif

0-14 44 %89.8 5 %10.2 49 %100

15yasveiisti 118 %959 5 %41 123 %lo0 2412 119

Toplam 162 %942 10 %58 172 %100

Hastalarin  kullanmis olduklar1 igme suyu kaynagima gore sonuglarini
karsilastirdigimizda sebeke suyu veya hazir su kullananlarda (%4.3), kuyu suyu
kullananlarda ise (%12.9) oranin da pozitiflik saptandi. Kuyu suyu kullananlarda

yiiksek pozitiflik sinirda anlamli oldugu gozlendi (tablo 4.9).

Tablo 4.9. Hastalarin kullandiklart su kaynagma gore ELISA ile Cryptosporidium
bulunma say1 ve oranlari

Kullamlan Su ELISA Toplam X> P
Kaynagi Negatif Pozitif

Sebeke suyu+hazir su 135 %957 6  %4.3 141 %100.0

Kuyu Suyu 27 %871 4 %129 31 %1000 3471 ,083
Toplam 162 %94.2 10 %58 172 97100.0

Hastalarda ELISA ile cinsiyete gore Cryptosporidium spp. ookisti bulunma
durumu incelenmis erkeklerde (%35.7), kadinlarda (%6.0) bulunmustur. Cinsiyet ile

Cryptosporidium pozitifligi arasinda herhangi bir fark bulunmamustir (tablo 4.10).
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Tablo 4.10. ELISA yontemi ile saptanan Cryptosporidium spp. ookist antijen
pozitifliginin cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet ELISA Toplam X? P
Negatif Pozitif

Erkek 83 %94.3 5 %5.7 88 %100

Kadm 79 %94.0 5 %6.0 84 %100 006 997

Toplam 162 %94.2 10 %5.8 172 %100

Hastalarin ikamet ettikleri yerlerini géz oniinde bulundurarak ELISA antijeni
saptanma durumunu inceledigimizde sehirde oturanlarda (%2.0), ilge ve koyler de
oturanlarda ise (%11.0) pozitiflik bulunmustur. flge ve kdylerde oturanlarda yiiksek

Cryptosporidium antijen pozitifligi goriilmesi anlamli bulunmustur (tablo 4.11).

Tablo 4.11. ELISA yontemi ile saptanan Cryptosporidium spp. ookist antijen
pozitifliginin yerlesim yerine gore dagilimi

Yerlesim ELISA Toplam X? P
Yeri Negatif Pozitif

Sehir 97 %98.0 2 %20 99 %100

flge+Koy 65 %89.0 8 %110 73 %100 6131 016
Toplam 162 %942 10 %58 172 %100

DFA sonuglarina gore 172 diyare sikayeti olan hastalardan 7 tanesi pozitif olarak
degerlendirildi. Bu pozitif sonuglarin immiinsiipresif ve immiinkompetan hastalara
gore dagilimini inceledigimizde immiinsiipresif grup da yer alan bireylerde (%5.0),

immiinkompetan bireylerde ise (%3.3) olarak bulundu (tablo 4.12).

58



Tablo 4.12. DFA yo6ntemi ile Cryptosporidium antijen pozitifliginin hasta gruplarina
gore dagilimi

Hasta Grubu DFA Toplam X? P
Negatif Pozitif

Immiinsupresif 76 %950 4 %5.0 80 %100

immiinkompetan 89 %967 3 %33 92 %100 332 423

Toplam 165 %959 7 %4.1 172 %100

DFA yontemi kullanarak yaptigimiz ¢alismada, yas gruplarina gore pozitifligi
ayr1 ayr1 inceledigimizde 0-14 yas araliginda (%8.2) pozitiflik, 15 yas ve Ustii grupta

(%2.4) oraninda pozitiflik bulunmustur (tablo 4.13).

Tablo 4.13. DFA yontemi ile Cryptosporidium antijen pozitifliginin yas gruplarina
gore dagilimi

Yas Aralig DFA Toplam X? P
Negatif Pozitif

0-14 45 %91.8 4 %8.2 49 %100

15 yas ve iistii 120 %97.6 3 %24 123 %100 2941 103

Toplam 165 %959 7 %41 172 %100
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Sekil 4.4. DFA ile Cryptosporidium spp. ookisti saptanan drneklerden biri (X40)

DFA yontemi kullanarak inceleme yaptigimiz 172 diski 6rneginin 8'inde

Giardia'ya ait kistler saptand (sekil 4.5).

Sekil.4.5. DFA ile Giardia saptanan 6rneklerden birinin resmi(X40)
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PCR c¢alismalart i¢in -80C' de saklanan Orneklerden mikroskop ve serolojik

yontemlerden pozitif kabul edilen diski 6rnekleri ¢alismaya alinmis olup bunlardan 2

tanesinde Cryptosporidium spp.'ye 6zgii bantlara rastlanmstir.

Sekil 4.6. Calismada kullanilan UV goriintiileme cihazi

Sekil 4.7. PCR ¢alismalarinda kullanilan jel elektroforez tanki ve thermal cycler
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PCR yontemiyle pozitif olarak degerlendirilen hastalarin  dagilimina
baktigimizda immiinsiipresif grupta (%0), immiinkompetan grupta ise (%2.2) idi

(tablo 4.14).

Tablo 4.14. PCR ile farkli hasta gruplarinda Cryptosporidium arastirilmasi

Hasta grup PCR Toplam X? P
Negatif Pozitif

Immiinsupresive 80 %100 0 %0.0 80 %100

immiinkompetan 90 %97.8 2 %22 92 %100 1,760 285

Toplam 170 %98.8 2 %12 172 %100

PCR sonuclarin1 yas gruplarina gore degerlendirdigimizde 0-14 yas grubunda

(%4.1), 15 yas ve tizeri grupta (%0.0) olarak bulundu (tablo 4.15).

Tablo 4.15. PCR ile farkli yas gruplarinda Cryptosporidium arastirilmasi

Yas Grup PCR Toplam X? P
Negatif Pozitif

0-14 A7 %959 2 %41 49 %100

15 yas ve iistii 123 %1000 O %0.0 123 %100 1400 329

Toplam 170 %988 2 %12 172 %100

Calismamizda PCR ile Cryptosporidium tiirleri yoniinden pozitif bulunan
orneklerin %1'lik agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucu olusan pozitif bant goriintiilerinin

UV sistemi altindaki goriintiisii sekil 4.8'de gosterilmistir.
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1000 bp
826 bp

500 bp

Sekil 4.8. Cryptosporidium spp. saptanan olgularin agaroz jelde yiiriitiillmesi sonucu
UV 1sik altindaki PCR goriintiisii. M: Marker (100bp ladder) 1,2:Cryptosporidium
pozitif hasta sonucu, 3: Cryptosporidium negatif kontrol, 4: pozitif kontrol (826 bp).

DFA yontemi baz alinarak ELISA yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigli belirlendi

(tablo 4.16).

Tablo 4.16. ELISA sonuglari ile DFA sonuglarinin karsilastiriimasi

Test edilen DFA pozitif DFA negatif Toplam
ELISA pozitif 7 3 10
ELISA negatif 0 162 162
Toplam 7 165 172

Duyarlilik: 100.0

Ozgiilliik: 98.18

Pozitif kestirim degeri: 70.0
Negatif kestirim deger: 100.0

Testin dogruluk orani: 98.26
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DFA boyama yontemi baz alinarak MAF boyama yonteminin duyarlilik ve

ozgiilliigi belirlendi (tablo 4.17).

Tablo 4.17. MAF boyama yontemi ile elde edilen sonuglarin DFA sonuglari ile
karsilastirilmast

Test edilen DFA pozitif DFA negatif Toplam
MAF pozitif 6 0 6

MAF negatif 1 165 166
Toplam 7 165 172

Duyarlilik: 85.71

Ozgiilliik: 100.0

Pozitif kestirim degeri: 100.0
Negatif kestirim degeri: 99.4
Testin dogruluk orani: 99.42

PCR ile elde edilen sonuglarin DFA boyama sonuglari ile karsilastirilmasi (tablo

4.18).

Tablo 4.18. PCR sonuglar1 ile DFA sonuglarinin karsilagtirilmasi

Test edilen DFA pozitif DFA negatif Toplam
PCR pozitif 2 0 2

PCR negatif 5 165 170
Toplam 7 165 172

Duyarlilik: 28.57

Ozgiilliik: 100

Pozitif kestirim degeri: 100
Negatif kestirim degeri: 97.06

Testin dogruluk orani: 97.09
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ELISA yontemi baz alinarak DFA yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigii belirlendi

(tablo 4.19).

Tablo 4.19. DFA yontemi sonuglari ile ELISA sonuglarinin karsilastirilmasi

Test edilen ELISA pozitif ELISA negatif Toplam
DFA pozitif 7 0 7

DFA negatif 3 162 165
Toplam 10 162 172

Duyarlilik: 70.0

Ozgiilliik: 100

Pozitif kestirim degeri: 100
Negatif kestirim degeri: 98.18

Testin dogruluk orani: 98.26

Tablo 4.20. Cryptosporidium saptanan hastalara ait demografik 6zellikler klinik ve

laboratuvar bulgulari

= =
2 g 2u s T
g % z 5€ 5 o w2 x3 £ 2
g < £ 6 S%a 58 EF Z: 3%
17  Intaniye 65 K + + o+ - kuyu  Idsemi +
28 Medikal 80 K - + - - sebeke Mide malign +
onkoloji neoplazm
62 Organnakli 45 E + + + - sebeke - +
67 Radyasyon 41 K - + + - sebeke meme ca -
onkoloji
76 Hematoloji 3 E + + + - kuyu lenfosarkom  +
117  Intaniye 43 E - + - - kuyu - +
119  Cocuk 2 K + + + - kuyu - -
120 Cocuk 1 E - + - - sebeke - -
128  Cocuk 1 E + + + o+ kuyu - -
161  Cocuk 10 K + + + + sebeke - +
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5. TARTISMA

Kanserli olgu sayilarinda son yillarda gozlenen artis, immiinsupresyon,
immiinsupresif ilaglarin artan kullanimi, niifusun yaslanmasi ve malniitriisyon
sonucunda paraziter enfeksiyonlara duyarhlik artmistir. Cryptosporidiyosis de diinyanin
birgok bolgesinde giderek yaygin hale gelen, hem immiin yetmezligi bulunanlarda hem
de immiin sistemi saglam bireylerde saglik problemi olusturan bir hastalik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle nosokomiyel ishallerde iigiincii en sik patojen (%7.2)
olarak yer almasi Cryptosporidium’un énemini daha da arttirmaktadir.?® 1% 113

Ishalli hastalarla yapilan calismalarda Cryptosporidium Avrupa ve Kuzey
Amerika’da 9%1-4, Afrika, Asya, Avustralya, Giiney ve Orta Amerika’da %3-20

oranlarinda oldugu bildirilmis, tilkemizde farkli hasta gruplarinda yapilan ¢alismalarda

ise goriilme sikhiginin %0-35.5 oldugu bildirilmistir."**

Gelismekte olan {ilkelerdeki ishallerin de %12’sinden, gelismis {ilkelerdeki
ishallerin ~ ise  %7’sinden,  Cryptosporidium  tiirlerinin ~ sorumlu  oldugu

diisiiniilmektedir. ™

Hastaligin bulasmasinin genel olarak fekal-oral yol ile oldugu, direkt veya
indirekt temas, kontamine olmus kaynak veya igme sulari, yine kontamine olmus
gidalar ve ihtimalle havanin bulagmaya neden olabilecegi bildirilmis, kurumaya olduk¢a

duyarl olan parazit agisindan sularin 6zel 6neme sahip olduguna dikkat cekilmistir.® %

Enfeksiyonun goriilmesinde cinsiyetin  etkisinin arastirildigi  caligmalar
incelendiginde cinsiyet farki ile enfeksiyon goriilme arasinda iliski bulunmadigi

bildirilmigtir.*> 17

Bizim ¢alismamizda az sayida diski Ornegi incelenmis olmasina ragmen
enfeksiyonunun goriilmesinde cinsiyetin etkisinin olmadig1 gorilmustiir.
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Gelismis iilkelerin bir¢ogunda cryptosporidiosis olgular1 1-4 yaslar arasinda
daha fazla gt')rl'ilmektedir.116'118 Bu yas grubunda hijyen eksikligine bagli bulagin daha
kolay olmasi ve bagisiklik sistemin yeterince gelismemesi bu yastaki prevalansi
etkilemektedir.® Bu nedenle Cryptosporidium’un ¢ocukluk dénemindeki ishalli
hastaliklarda onemli bir etyolojik etken oldugu ve ishalli diskilarin rutin parazitolojik

degerlendirilmesinin gerektigi diistiniilmistir.**°

Fathy ve ark.'®

Misir'da 250 g¢ocugu kapsayan caligmalarinda 56 ¢ocukta
(%22,4) oraninda PCR ile pozitiflik bulunurken, Hindistan da Shah ve ark.*?* yaptiklari
calismada 175 ishal sikayeti bulunan ¢ocuklardan 7'sinde (%4) Kinyoun's asit fast
boyama ile, ELISA yontemi ile 48 gocukta (%27,4) pozitiflik bulunmustur. Brezilyada

122
k.

Saredi ve ar yaptig1 baska bir ¢alismada ise 553 ¢ocugun 21'inde (%3.8) modifiye

Kinyoun's boya metoduyla pozitiflik bulunmustur.

Yilmaz ve ark.*®® Van'da 2000 cocugu kapsayan c¢alismalarinda ELISA ile
97'sinde (%4.9), boyama ile 39'unda (%1.95) Cryptosporidium ookisti bulmuslardir.
Akyon ve ark.®” Ankara'da 12 yasin altinda 200 ishalli ve 50 saglikli cocukta IFA, DFA,
Giemsa boyama, ve MAF boyama yontemleriyle inceleme yapmislar ve 7 cocukta
(%3.5) Cryptosporidium ookisti saptamislar. Eskisehir'de Dogan ve ark.”® 0-6 yas
grubunda ishalli 607 c¢ocugun 22’sinde (%3.6), Elazig'da Cigek tarafindan yapilan
arastirmada 0-5 yas grubu 417 ¢ocugun 19’unda (%4.55) boyama yontemi ile
Cryptosporidium ookistleri bulunmustur.®® Yine Diyarbakir'da 2011 de ishal sikayeti

olan 5 yas alt1 178 ¢ocugun 8'inde(%4.49) ELISA ile pozitiflik bulunmustur.”

Calismamizda 0-14 yas arasinda 49 c¢ocukta ELISA yontemi ile S'inde
Cryptosporidium pozitifligi bulunmustur. Enfeksiyon, ¢ocukluk c¢aginda (%10.2), 15

yas ve lzeri yas grubundan (%4.1) daha yiiksek oranda goriilmiistiir. Cocuklarda
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goriilen bu yiiksekligin bu yas doneminde immiin sistemin yeterince gelismemis olmasi

ve hijyen eksikligi ile iligkili oldugunu diisiinmekteyiz.

Hastalarin bagisiklik sisteminin durumunun Cryptosporidium spp.'nin goriilmesi
tizerine etkisi degerlendirildiginde, bagisiklik sistemi bir sekilde baskilanmig hastalarda
enfeksiyonun daha fazla goriildiigi bildirilmektedir.™ 2* > Ayrica immiin yetmezligin
enfeksiyona karsi konak duyarliligim degistirdigi diisiiniilmektedir.*** Antiretrovidal
tedavi alan HIV pozitif hastalarda Cryptosporidium spp'nin goriilme sikligi anti

retrovidal tedavi almayanlara gore azaldig: bildirilmistir.* *%°

HIV pozitif hastalarda yapilan ¢alismalarda Cryptosporidium pozitiflik oran1 %3

-%74.2 arasinda bulunmugtur,>® % 12712

Enfeksiyon oranlarmin birbirinden oldukca
farkli olmasinin nedeninin ilkeler arasindaki HIV pozitiflik oranlarinin farkliligina, su

kaynaklarinin kontaminasyon derecesine, sosyoekonomik farkliliga ve tanida kullanilan

yontemlerle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bagisiklik  sistemin baskilandigi malign hastaliklarla cryptosporidiosisin
iligkisinin arastirildigr bir¢cok arastirma bulunmaktadir. Cesitli maligniteleri olan
hastalarda Cryptosporidium spp.'nin goriilme oraninin %1.3 ile %17 arasinda degistigi
bildirilmistir.l30’ 131 Enfeksiyonun bagisiklik sistemi baskilanmig kisilerin yaninda

bagisiklik sistemi normal kisilerde de goriildiigii bildirilmektedir.'?* %2

Batero ve ark.®® akut lenfosetik losemi, kronik lenfosetik losemi, anti-HIV
pozitif ve diger immiin yetmezligi olan 111 olguda en sik rastlanan parazitin

k.1* Hindistan'da

Cryptosporidium oldugunu bildirmislerdir. Jayalakshmi ve ar
yaptiklari bir ¢alismada, ishali olan 89 HIV'li hastanin disk1 6rneklerini ELISA ve MAF
boyama yontemiyle arastirmislar ve 11 (%12.4) pozitif sonug elde etmislerdir. Nwodo

ve ark.®® Giiney Afrika'da ishali olan ve HIV pozitif 35 hastamin diski 6rnekleri
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tizerinde yiriittiikleri caligmada sad-ELISA yontemi ile 26 (%74.3) pozitiflik

bulmuslardir.

Ulcay ve ark.’®® 2008'de yaptiklari bir calismada ishalli immiinsiiprese 36
olgunun 3'iinde (%8.6) Cryptosporidium saptamuslardir. Tanyiiksel ve ark.*® 116 farkli
kanserli hastalarm 18'inde (%17.0) Eren ve ark.”® 2011'de 254 immiin sistemi
baskilanmig bireylerde, 55 immiin sistemi normal kontrol grubunda; immiinsiipresif
bireylerin yer aldig1 grupta 18 kiside (%7.08), 55 saglikli bireyin 2'sinde (%3.6) ELISA
ile pozitiflik bulmuslardir. Yine Sar1 ve ark.*®” 2003'de hemodiyaliz tedavisi goren 47
kronik bobrek yetmezlikli ve 36 saglikli bireyin bulundugu ¢alismada Cryptosporidium

spp'min hasta grubunda %6.4, kontrol grubunda %2.1 oraninda pozitiflik bildirmislerdir.

Arastirmamizda Cryptosporidium spp. saptanan olgularin 5'inin (%6.3) immiin
sistemi baskilayan bir hastalifi ve buna yonelik ila¢ tedavisi uygulamasi oldugu
saptanmistir. Bu nedenle immiin sistemi baskilanmis bireylerde ishal etkeni olarak
Cryptosporidium spp.'nin atlanmamasi gerektigi diistiniilmiistiir. Fakat ¢alismaya alinan
olgularin immiin sistemi baskilanmis olanlar ile immiin sistemi saglam olanlar arasinda
Cryptosporidium goriilme arasinda anlamli bir iligki saptanmamigtir. Buna karsin ¢ocuk

yas grubunda daha yiiksek oranlarda goriilmiistiir.

Cryptosporidium'un su kaynaklarinda tespit edilmesi halinde tiir ayriminin
yapilmasi 6nemlidir.*®® McLauchlin ve ark.™® bildirdigine gore Ingiltere'deki su
kaynakli 8 cryptosporidiosis salginindan 5'inin C.hominis ile 3'iniin C.parvum ile
oldugu bildirilmistir. C. parvum'un bildirildigi {i¢ salginda su kaynaklarinin koyun
diskisi ile kontamine oldugu, salginlarin ilkbahar aylarinda goriildiigli ve zoonotik bulas
sonucu oldugu diistiniilmiistiir. Bu durumdan farkli olarak C.hominis'in saptandigi bes

salginin, tiim y1l boyunca, kanalizasyon sulariyla kontaminasyon sonucu ortaya ¢iktigi
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139 Aragtirmamizda kirsal alanda yasayanlarda, sehirde yasayanlara gore

anlasilmistir.
anlamli kabul edilecek diizeyde Cryptosporidium pozitifligi tespit edildi. Bu duruma,
kirsal alanlarda yasayan vakalarda yagislar ve kar erimeleri nedeniyle hayvan veya

insan digkilarinin igme ve kullanma sularina daha fazla karismasi sonucu oldugu

distiniilmektedir.

fcme suyu kaynag ile enfeksiyon goriilmesi arasindaki iliski incelendiginde,
kaynatilmamis ¢esme suyu kullanimi ile enfeksiyon arasinda iliski oldugunu ileri siiren
calismalar oldugu gibi140 ¢esme suyu kullaniminin enfeksiyonun temel bulas yolu

18 141 Calismamizda

olmadigin1  bildiren arastirmalara da rastlanmaktadir.™
Cryptosporidium saptanan vakalarda kuyu suyu kullananlarda, sebeke suyu veya hazir
su kullananlara gore pozitiflik sonuglarin degerlendirilmesinde kuyu suyu kullaniminin
Cryptosporidium pozitifligi agisindan sinirda anlamli diizeyde ¢iktigini soyleyebiliriz.
Bu duruma yine koy, kasaba, ilge gibi kiiclik yerlesim alanlarinda igme suyu

kaynaklarii insan ve hayvan kaynakli fekal atiklarin kirletimine daha ac¢ik olmasinin

yol act1g1 diislintilmektedir.

Cryptosporidium agisindan digski  6rneklerinin incelenmesinde mikroskobik
degerlendirme en sik kullanilan yé')ntemdir.142 Mikroskobik incelemede en sik kullanilan
modifiye Kinyoun asit fast boya yontemi kolay uygulanmasi, preparatlarin
degerlendirme Oncesi bekletilebilmesi, maliyetinin az olmasi, ookistlerin i¢yapisini
ayrmtili olarak gosterebilmesi ve kalici olmasi gibi nedenlerle yararli goriilmustiir.
Fakat bu boya yonteminin ekonomik bir ydntem oldugu bildirilmesine ragmen,
mikroskobik degerlendirmenin zaman alici islemler gerektirmesi, tecriibeli bir uzman
tarafindan degerlendirilmesine gereksinim duyulmasi gibi nedenlerle alternatif bir tani

yontemin kullanimina gerek oldugu kanisindayiz.

70



Epidemiyolojik ve prospektif arastirmalarda Cryptosporidium enfeksiyonunun
saptanmasi1 ve izlenmesi i¢in ELISA Kkitlerinin kullanilmasi nerilmektedir.*® Yine
Cryptosporidiosis lizerine yapilan kapsamli c¢alismalarda basit, hizli ve gilivenilir
sonuglar veren ELISA'nin rutin c¢alismalarda kullanilmasinin faydali olacagi
bildirilmistir.*®* Ozellikle incelenecek materyalin formalin ile tespit edildigi veya
stoklamanin uygunsuz yapildig1 kosullarda ELISA, IFAT gibi testler 6nemli bir teshis
alternatifi konumundadir.”® Fakat genel anlamda antijen-antikor olusumunu ortaya
koyma prensibi ile ¢alisan testler, belli bir oranda diger mikroorganizmalarla ¢apraz
reaksiyon verme riski tasirlar.®’ IFAT'tan daha duyarli oldugu bildirilen testin,
etkinliginin kitlere gore degisebilmesi, giivenilirligi agisindan incelenen materyalin her
ml'sinde 10%-10%ten daha ¢ok ookistin bulunmasi gerekmesi, ELISA yénteminin bir
diger olumsuzlugudur.*** Yine de ELISA yontemi boyama ydntemlerine gore, oldukga

duyarl1 bir yontem olup sensivite ve spesifite %94'in iizerindedir.® 1%

IFAT testinin % 100'e yakin bir sensitivite ile ¢alistigi 1 ml sivida bulunan 100
ookist bile tespit edebildigi bildirilmistir.> Fakat, testin ookist konsantrasyon
tekniklerinden, disk: iceriginden etkilenebilme,*** pahali ve zahmetli olma, alg, mantar
sporu gibi materyalde bulunabilecek yapilarla da capraz etkilesim gostererek yanlis

pozitifliklere neden olma gibi dezavantajlari da bulunmaktadir.”

Morfolojik  Ozelliklerine gore mikroorganizmalarin tanimlanmasi hatali
sonuglara neden olabilmektedir. Ancak son yillarda gelistirilen molekiiler yontemlerden
mikroorganizmalarin genomlarini esas alan niikleik asit analizleri sayesinde etkene hizl
ve giivenilir tan1 konulmasi, uygun smiflandirmanin yapilmasi ve etkili tedavi

seceneklerinin olusturulmasi miimkiin olacaktir.
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PCR''n  ELISA ve IFAT yontemlerine alternatif olarak  diskida
Cryptosporidium'un  saptanmasinda duyarli ve segici bir yontem oldugu
bildirilmektedir.>” ** Bu yontemin mikroskobik degerlendirme yonteminden daha
avantajli oldugu bildirilmistir. PCR yonteminin duyarliligi, hedef gene bagli olarak 1 ml
diski 6rneginde 20 ookist kadar olabilmektedir. Bu ydntem ¢ok sayida Ornegin
degerlendirilmesinde daha kolay uygulanabilen, maliyeti goreceli olarak daha ekonomik
olan ve ayn1 zamanda ookistlerin genotiplendirmesinin yapilabilmesine imkan veren bir
yt')ntemdir.146 PCR ayn1 zamanda sekans analizi, RFLP gibi yontemlerle birlikte tiir tiir
ayrimi yapilmasina olanak vermektedir. Fakat; hizli, glivenilir ve duyarli bir yontem
olmasma karsin bazi kisithliklar1 vardir. Canli olmayan mikroorganizmalarin
saptanmast ve laboratuvar kontaminasyonu gibi nedenlerle yalanci pozitif sonuglar
verebilmektedir.®” Digki ornegi icerisinde ¢ok az sayida ookist olmasi ve ookistlerin
diskinin her yerine homojen sekilde dagilmamis olmasi nedeniyle PCR ydnteminin
mikroskobik degerlendirmeden daha az sayida pozitif sonuca neden olabilecegi
bildirilmektedir.’> " ¥ Digkida bulunan bilurubin, safra tuzlari, polisakkarid
kompleksleri gibi diskida bulunan bazi maddeler, ¢ok kiiclik miktarlarda bulunmalari
halinde bile PCR'i inhibe edebilmektedir.”®> Yine DNA ekstraksiyonundan énce bazi
ookistler hasar gormiis olabilecegi ign PCR sonucu ile mikroskobik degerlendirme
arasinda farkliliklar olabilmektedir.**” ¥ Ookistler sicaklik degisikliklerinden hasar
gormektedir. Koruyucu olarak potasyum dikromat igerisinde saklanan ookistlerin + 4
°C'de hasar gormeden korunabildigi, bu sekilde 1 yildan daha uzun siire saklanan
diskilarda yapilan molekiiler calismalarin olumlu sonug¢ verebildigi bildirilmektedir.
Ancak diskinin uzun siireli saklanmasinda kullanilan potasyum dikromat ve
formaldehitin ¢ok giiclii PCR inhibitorleri oldugu, DNA ekstraksiyonu dncesinde bu

maddelerin uzaklastirilmasi gerektigi bildirilmektedir.'*® PCR yonteminin rutin tanida

72



kullanilmasi i¢in bu sorunlarin ortadan kaldirilmasi ve yontemin standardize edilmesi

gerekir.™> 147

Calismamizda MAF boya yontemi ile 6, ELISA ile 10, DFA ydntemiyle 7 ookist
saptanmigken PCR ile bunlardan 2'sinin genomik DNA'st gosterilebilmistir.
Cryptosporidium saptanan olgularin genelinde az miktarda ookist igerdigi goriilmiistiir.
Diskida ookistlerin ¢ok az sayida bulunmasinin ve literatiirde belirtildigi gibi homojen
dagilim gostermemesinin bu sonuca yol agtig1 diisiiniilmiistiir. PCR'da daha diisiik
pozitif sonuglar elde etme nedenlerimizden biri olarak da DNA ekstraksiyonundan 6nce

ookistlerin hasar gérmiis olabilme durumunun olabilecegini de diisiinmekteyiz.

Crptosporidium'un genotiplendirilmesinde genellikle COWP ve 18S rRNA
genleri kullanilmaktadir.™®® Yu ve ark.*'! farkl primer c¢iftlerini karsilastirdiklar1 bir
calismada 18S rRNA geni ile oldukca spesifik sonuclar alindigi bildirilmektedir ve
kullanilan primerler SSU rRNA genine yoneliktir, duyarliligi ve seciciligi oldukca

yiiksektir.

ingiltere'de  McLauchlin ve ark.'*® yaptiklari calismada Cryptosporidium
ookistleri saptanan digki 6rneklerinde PCR ve mikroskobi yontemlerinin karsilagtirildigt
bir ¢caligmada mikroskobi ile %96.8'inde saptandig bildirilmistir. PCR yontemi ile 18S
rRNA, COWP ve TRAP-C1 genlerine yonelik primerlerin karsilastirilmasit sonucu
duyarhiliklar 18S rRNA i¢in %97, COWP icin %91, TRAP-CI icin %66 olarak
belirlenmistir. Her ii¢ PCR prosediiriiniin duyarliliginin, mikroskobide gézlenen ookist
sayisi artigt ile paralellik gosterdigi bildirilmistir. Bu PCR prosediirii ile negatif sonug
alinma nedeninin DNA'nin uygunsuz saklanma kosullar1 ve PCR inhibitorleri ile hasar
gormesi, cryptosporidial DNA'min olmamasi ya da ¢ok az miktarda olmasi, ookistlere

benzer yapidaki diger organizmalarin olmasi ve bunlarin monoklonal antikor olarak
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reaksiyon gostermis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Alternatif olarak yiiksek kopya sayisi
veya nested PCR prosediirii ile yontemin duyarliligiin artirilabilecegi bildirilmistir.™
10 Bizim calismamizda da hassasiyeti artirmak i¢cim nested PCR yapilmis fakat
yukarida bahsedilen nedenlerden bir veya birkagindan dolay1 diger yontemlere gore

daha diisiik PCR pozitifligi buldugumuzu diisiinmekteyiz.

Sirrisena ve ark.™12 yas alti 138 kisiyi kapsayan cahismalarinda MZN
(Modifiye Ziehl Nielsen) boyama ile 8 pozitiflik bulmusken bunlardan yanliz birini
PCR ile dogrulayabilmislerdir. Bizim yaptigimiz 172 kisiyi kapsayan ¢aligmamizda da
MAF boyama ile 6 kisi de pozitiflik sonu¢ bulmusken bunlarin 2'sinde PCR ile

pozitifligi gosterebildik 4 drnekte PCR negatif idi.

PCR yontemi ile mikroskobi yontemini karsilastirdigimizda PCR'in mikroskobik
incelemeden daha fazla zamana gereksinim duydugu ve baslangigta daha fazla maliyete
sahip oldugu goriilmektedir. Az sayida O6rnegin incelenmesinde oldukca pahali bir
yontem olmasina karsin PCR'in ¢ok sayidaki 6rnege ayni anda uygulanabilir olmasiyla
maliyeti disiirebilmektedir. Acit-fast boya yonteminin uygulanmasi PCR yontemine
gore daha kisa stirmektedir. Ancak preparatin degerlendirilmesi i¢in deneyimli uzmana
ithtiya¢ varken, PCR'in degerlendirilmesi spesifik bandin olup olmamasina bakilarak
kolayca karar verilebilmektedir. PCR'nin diger bir avantajida yiiksek duyarlilik ve
secicilige sahip olmasi ¢ok sayida 6rnege ayni anda uygulanabilmesi ve tiir ayirimi
yapilabilmesidir. Bu nedenlerle epidemiyolojik aragtirmalarda oOzellikle salginin

kaynaginin arastirilmasinda gelecek vadeden bir yontem olma éizelligindedir.142

Calismamizda DFA yontemi altin standart kabul edildiginde ELISA yonteminin

duyarliligi %100, seciciligi %98.18, MAF boyama yonteminin duyarliligi %85.71
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seciciligi %100.0 PCR yonteminin duyarliligi %28.57 segiciligi %100 olarak

hesaplanmustir.

Enfeksiyona neden olan Cryptosporidium tiirlerinin iilkelere gore farkliliklar
gosterdigi goriilmektedir. Slovenya'da Soba ve ark.™ yaptiklar1 bir ¢alismada ishalli
hastalarda, hayvanlarda goriildigii bilinen Cryptsporidium tiirlerinin saptandigi
bildirilmistir (26 hastada C.parvum, iki hastada C.hominis, bir hastada Cryptosporidium
cervine genotipi). Bu sebeple Slovenya'da enfeksiyonun temelde zoonotik orjinli oldugu
diistinilmiistir. Fakat genellikle hayvanlarda goriilen tiirlerin insanlarda goériilmesinin
nedeninin enfeksiyonun insana adapte olmus C. parvum alt tiirleri ile olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Kenya'da Wagneci ve ark."'’ yaptiklar1 bir ¢alismada PCR ydntemi ile
tiir ayirimi sonucu olgularin %87'sinin C. hominis, %9'unun C. parvum geri kalan
%4'Uintiin de C. felis, C. canis, C. muris ve C. meleagridis tiirlerine ait oldugu
saptanmistir. Elde edilen sonuglar Kenya'da bulasin ¢ogunlukla antroponotik
Cryptosporidium tiirleriyle oldugunu gostermistir. Brezilya'da Araujo ve ark.'>
yaptiklar1 bir ¢calismada hem HIV ile enfekte hemde immiin sistemi saglam ¢ocuklarin
digki o6rneklerine PCR-RFLP yontemi uygulanmis olgularin %34.8'inde C. hominis,
%17,3 iinde C. parvum, %8.7'sinde C. meleagridis bulunmustur. Isvicre'de Glaser ve
ark.™ yaptiklar1 bagka bir ¢alismada ishal yakinmasi olan immiin sistemi saglam
cocuklarda %5.5 oraninda Cryptosporidium spp. saptandigini bildirmisler ve olgularin

%81.8'inin C. hominis olmasi nedeniyle bu bolgedeki enfeksiyonun antroponotik bulas

gosterdigi sonucuna varilmistir.

Aragtirmamizda PCR ile pozitif bulunan 6rneklere RFLP yontemi veya sekans
analizi yapilmadigindan etkenin hangi tiir oldugu ortaya konamamis ve etkenin
zoonotik mi yoksa antroponotik gecisten sorumlu tiirler mi oldugu konusunda yorum

yapilamamustir.
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Ulkemizde  Cryptosporidium'un  tamisina  yonelik  calismalar  gdzden
gecirildiginde, bu alanda yapilan ¢aligmalarin ¢ogunlukla boya yontemlerine dayandigi,
bu nedenle enfeksiyonun bulas yollari, risk faktorlerine ait bilgilerin yetersiz oldugu

goriilmektedir.

Ishalli disk1 6rneklerinin Kinyoun asit-fast boyama yontemi ile degerlendirilmesi
sonucunda Barekei ve ark.’™ %3.1, Findik ve ark.”” %1.6, Ozgelik ve ark.®*%11.8,
Inceboz ve ark.’® %0.4, Celiksoz ve ark.?® %19.8, Atambay ve ark.™®” %1.6, Doganci
ve ark.™® %4, oraninda Cryptosporidium ookistleri saptandigint bildirmislerdir. Elgiin®*
154 ishalli disk1 6rnegini ELISA ve MAF boyama ile inceleme yapmis ELISA ile
(%24), MAF boyama ile (%5.2) oraninda pozitiflik bulmustur. Tiirkiye de yapilmis bazi

calisma ornekleri tablo 5.1 de verilmistir.

Tablo 5.1. Tirkiye'de farkli yorelerden saptanan cryptosporidiosis prevalansi

Calisma Grubu % Kullanilan Arastiricilar Sehir
Yontem
ishalli 92 kisi 593 ELISA ve EZN Direkel ve ark.™ Mersin 2008
Boyama
ishalli 154 kisi 5.2  Modifiye asit-fast ~ Elgiin® Adana
24.0  ELISA yo6ntemi (2007)
ishalli ve ishalsiz 250 kisi 4.0  Kinyoun asit-fast ~ Hazer™1 Afyon 2007)
[shalsiz 361 kisi 11.8  Kinyoun asit-fast ~ Borekei ve ark.”™  Mersin 2005

Ishalli 106 kanserli olgu 16.9  Ziehl-Nielsen ve Tanyiiksel ve ark.””  Ankara 1995

Ishalsizl 60 kanserli olgu Giemsa

Ishalli 31 kanserli olgu 35,5  Sicak Modifiye Ok ve ark.* Izmir 1995

Ishalsiz 28 olgu 14.0  asit-fast boyama

Ishalli 607 olgu (0-6) yas 3.6 Modifiye asit-fast Dogan ve ark.” Eskisehir
1998

ABD'de Kehl ve ark.*’ yaptiklar bir ¢alismada, iki ELISA yéntemi, DFA, asit

fast boyama yontemlerini Cryptosporidium ookistlerini saptamak amaciyla
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kullanmislardir. 129 hasta 6rneginden 55 6rnekte pozitiflik bulunmustur. Rosenblatt ve
ark.’®® ABD'de mayo klinigine bagvuran hastalarin 296 érnegin 100'iinde ELISA ve IFA
ile pozitiflik bulmuslardir. Yurt disinda Cryptosporidium prevalansi {izerine yapilmis

calisma Ornekleri tablo 5.2 de gosterilmistir.

Tablo 5.2. Farkli iilkelerde cryptosporidiosis prevalansi ile ilgili yapilan bazi ¢alismalar

Calisma %  Kullanilan Arastiricilar Ulke ve Y1l
Grubu Yontem

[shalli 250 22,4 PCR Fathy ve ark.”®  Musir 2014
cocuk

Ishalli HIV+ 89 12.4 ELISA Jayalakshmi  ve Hindistan 2008
kisi ark.***

[shalli 105 kisi 55.2 ELISA Weitz ve ark.”™™  ABD 1995
ishalsiz 129 42.6 ELISA Kehl ve ark.*”’ ABD 1995

kisi

[shalli 138 5.8 Modifiye asit-fast  Sirisena ve ark.”™  Srilanka 2014
cocuk 0.7 PCR

Cryptosporidiosisin goriilme sikligi mevsimlere ve cografi bolgelere gore
degismektedir. Kuveyt'te yapilan bir ¢alismada enfeksiyonun Ocak-Nisan aylarinda,
Guetemala'da yapilan bir ¢alisjmada nemli ve yagmurlu mevsimlerde, Amerika'da
Hastaliklart Onleme ve Kontrol Merkezinin (CDC) 4 yillik bir siireyi ve 47 eyaleti
kapsayan bir c¢alismasinda, yaz mevsiminin son aylarinda daha sik gorildigi
bildirilmistir.? % 1% Ulkemizde Dogan ve ark.'® arastirmalarinda, pozitif olgularin
mevsimsel dagilimi incelendiginde Temmuz-Ekim aylarinda belirgin bir artisin oldugu
gorilmistiir. Bizim yaptifimiz ¢alismada ise Ornek toplama zamani Ocak-Temmuz
donemini igerisinde yapilmistir. Ornek toplama islemi yil boyunca siirmedigi igin

mevsimler arasinda enfeksiyonunun goriilme farklilig1 hakkinda yorum yapilamamastir.
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6. SONUC VE ONERILER

Arastirmamizda ishalli bireylerde Cryptosporidium spp.'nin Immiinsupresif veya
immiinkompetan bireylerde goriilme oranlar1 farkli olsa da istatistiki olarak anlamli
diizeyde farkli bulunmamistir. Buna karsin ¢ocuk yas grubun da ve igme suyu olarak
kuyu suyu kullananlarda dikkat ¢ekici oranda pozitiflik yiiksek bulundu. Yine kirsal
alanlarda yasayanlarda sehirde yasayanlara gore yiiksek orandaki cryptosporidium

pozitifligi anlamli kabul edilecek diizeyde idi.

Arastirmamiz, bilhassa bagisikligi baskilanmis bireylerde, cocukluk ¢agindaki
bireylerde, igme suyu olarak kuyu suyu kullanan bireylerde ve kirsal alanda yasayan
bireylerde ishal etkeni olarak Cryptosporidium ookisterinin de arastirilmasinin yararlt

olacagini gostermistir.

Cryptosporidium ookistlerini arastirmak i¢in kullandigimiz yontemlerinin
herbirinin kendine gore avantaj ve dezavantajlart bulunmaktadir. ELISA yontemi,
yiiksek duyarliliga sahip olmasi, ¢ok sayida 6rnegi bir arada ¢alisma imkani saglamasi,
hizli bir sekilde sonug¢ alinmasi, ¢alisma kolayligi gibi nedenlerle diger yontemlere

tercih edilebilir.

Tez galismam sonunda hastanemiz parazitoloji laboratuvarinda Cryptosporidium

spp. immiinokromotografik yontemle ¢alisilmaya baslanmstir.

78



KAYNAKLAR

. Thompson RC, Olson ME, Zhu G, Enomoto S, Abrahamsen MS, Hijjawi NS.
Cryptosporidium and cryptosporidiosis. Advances in Parasitology, 2005, 59: 77-
158.

. Clark DP. New insights into human cryptosporidiosis. Clinical Microbiological
Reviews, 1999, 12: 554-563.

. Griffiths JK. Human cryptosporidiosis: epidemiology, transmission, clinical
disease, treatment, and diagnosis. Advances in Parasitology, 1998, 40: 37-85.

. Alves M, Xiao L, Antunes F, Matos O. Distribution of Cryptosporidium subtypes
in humans and domestic and wild ruminants in Portugal. Parasitology Research,
2006, 99: 287-292.

Fayer R. Taxonomy and species delimitation in Cryptosporidium. Experimental
Parasitology, 2010, 124: 90-97.

. Ekinci Al. Kars Yoresinde Sigirlarda Cryptosporidium Tiirlerinin Dagilimi ve
Molekiiler Karekterizasyonu. Saglik Bilimleri Enstitiisli, Parazitoloji Anabilim
Dali. Doktora Tezi, Kars: Kafkas Universitesi, 2012.

. Xiao L, Fayer R, Ryan U, Upton SJ. Cryptosporidium taxonomy: recent advances
and implications for public health. Clinical Microbiological Reviews, 2004, 17:
72-97.

. Kar S. Cryptosporidium parvum'un Hiicre Kiiltiiriinde Uretilmesi ve Uremenin
Farkli Yontemlerle Belirlenmesi. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Parazitoloji Anabilim
Dali. Doktora Tezi, Ankara: Ankara Universitesi, 2007.

. Current WL, Garcia LS. Cryptosporidiosis. Clinics in Laboratory Medicine, 1991,

11: 873-897.

79



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

M.A. O, Ozbel Y, Ak M. Ozcel'in Tibbi Parazit Hastaliklar:. Bask1. Izmir, T1ibbi
Parazitoloji Dernegi Yayin No:22, 2007: 363-376.

Elgiin G. Ishalli Diski Orneklerinde Cryptosporidium Sp. Antijenin ELISA
Yontemi ile Arastirilmasi. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Parazitoloji Anabilim Dali.
Yiiksek Lisans, Adana: Cukurova Universitesi, 2009.

Unat EK, Yiicel A, Atlas K, Samasti M. Unat'in Tip Parazitolojisi. Baski. Istanbul,
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Yayilari, 1995: 595-600.

Fayer R. Cryptosporidium: a water-borne zoonotic parasite. Veterinary
Parasitology, 2004, 126: 37-56.

Marshall MM, Naumovitz D, Ortega Y, Sterling CR. Waterborne protozoan
pathogens. Clinical Microbiological Reviews, 1997, 10: 67-85.

Usluca S. Ishalli Digkilarda Microsporidium Spp. ve Cryptosporidium Spp.'nin
Saptanmast PCR Yontemi ile Tiir Tayininin Yapilmasi. Saglik Bilimleri
Enstitiitiisii, Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali. Doktora Tezi, Izmir: Dokuz Eyliil
Universitesi, 2009.

Galvan AL, Magnet A, lzquierdo F, Fernandez Vadillo C, Peralta RH, Angulo S,
Fenoy S, del Aguila C. A year-long study of Cryptosporidium species and
subtypes in recreational, drinking and wastewater from the central area of Spain.
Science of the Total Environment, 2014, 468-469: 368-375.

Doskaya M, Dayanga¢ N, Kuman HA. Cryptosporidium parvum. Tiirkiye
Parazitoloji Dergisi, 2003, 27: 64-70.

Dillingham RA, Lima AA, Guerrant RL. Cryptosporidiosis: epidemiology and

impact. Microbes and Infection, 2002, 4: 1059-1066.

80



19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Hazer Y. Afyonkarahisar Bolgesindeki Risk Gruplarinda Cryptosporidium parvum
Arastirilmasi. Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji Anabilim Dali. Yiiksek
Lisans, Afyon: Afyon Kocatepe Universitesi, 2007.

Eren C. Farkli Gruplardaki Immiin-Siiprese Bireylerde Cryptosporidium'un ELISA
ve Modifiye Asit-Fast Boyama Yontemi ile Arastirilmasi. Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali. Uzmanlik Tezi, Diyarbakir: Dicle Universitesi,
2011.

Xiao L, Sulaiman IM, Ryan UM, Zhou L, Atwill ER, Tischler ML, Zhang X,
Fayer R, Lal AA. Host adaptation and host-parasite co-evolution in
Cryptosporidium: implications for taxonomy and public health. International
Journal for Parasitology, 2002, 32: 1773-1785.

Tzipori S, Ward H. Cryptosporidiosis: biology, pathogenesis and disease.
Microbes and Infection, 2002, 4: 1047-1058.

Ramirez NE, Ward LA, Sreevatsan S. A review of the biology and epidemiology
of cryptosporidiosis in humans and animals. Microbes and Infection,2004, 6: 773-
785.

Leav BA, Mackay M, Ward HD. Cryptosporidium species: new insights and old
challenges. Clinical Infectious Diseases, 2003, 36: 903-908.

Joachim A. Human cryptosporidiosis: an update with special emphasis on the
situation in Europe. Journal of veterinary medicine. B, Infectious diseases and
veterinary public health, 2004, 51: 251-259.

Saygi G. Temel Tibbi Parazitoloji. Baski. Cumhuriyet Universitesi Yaynlari,

Sivas, 1998: 94-96.

81



217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Sears CL, Kirckpatrick BD. Cryptosporidiosis and Isosporidiosis. Principles and
Practice of Clinical Parasitology. Baski. John Wiley & Sons Ltd. Pres., 2001:
139-164.

Fayer R, Speer A, Dubey JP. The General Biology of Cryptosporidium in:
Cryptosporidium and Cryptosporidiosis. Baski. Boca Raton, CRC Press, 1997: 1-
41.

Harris JR, Petry F. Cryptosporidium parvum: structural components of the oocyst
wall. Journal of Parasitology, 1999, 85: 839-849.

Altintas K. Tibbi Parazitoloji. Baski. Ankara, Nobel Tip Kitapevleri Yayinlari,
2002: 170-172.

Ok ZU, Uner A, Korkmaz A. Cryptosporidiosis. Immiin Yetmezliklerde Onemi
Artan Hastaliklar, Ozcel MA(ed) Yayin No:12. Baski. izmir, Tiirkiye Parazitoloji
Dernegi, 1995: 23-42.

Fayer R, Ungar BL. Cryptosporidium spp. and cryptosporidiosis. Microbiological
Reviews, 1986, 50: 458-483.

Cicek M. 0-15 Yas Grubu Ishalli Cocuklarda Cryptosporidium sp. ve Diger
Bagirsak Parazitlerinin Goriilme Sikligi. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Parazitoloji
Anabim Dal1. Yiiksek Lisans, Van: Yiiziincii Y1l Universitesi, 2002.

Dubey JP SC, Fayer R. Cryptosporidiosis of Man and Animals. Baski. Portland,
USA, CRC Pres, 1990: 1-199.

Topcu A, Soyletir G, Doganay M. Enfeksiyon Hastaliklart ve Mikrobiyolojisi. 2
Baski. Nobel Tip Kitapevi, 2002: 1919-1920.

Terzi G. Gida kaynakli protozon enfeksiyonlarinin insan saglig1 agisindan 6nemi.

Yiiziincii Yil Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2005, 16: 47-55.

82



37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45.

Fayer R, Morgan U, Upton SJ. Epidemiology of Cryptosporidium: transmission,
detection and identification. International Journal for Parasitology, 2000, 30:
1305-1322.

Mandel GL, Bennett JE, Doli R. Cryptosporidiosis In: Principles and Practise of
Infectious Diseases. Baski. Philadelphia, Churchill Livingsstone Inc., 2005: 3215-
3228.

Chen XM, LaRusso NF. Human intestinal and biliary cryptosporidiosis. World
Journal of Gastroenterology, 1999, 5: 424-429.

Tanytliksel M, Haznedaroglu T, Gilin H. Neoplastik hastalarda Cryptosporidium
spp. arastiritlmasi. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi, 1995, 19: 56-63.

Casemore DP. ACP Broadsheet 128: June 1991. Laboratory methods for
diagnosing cryptosporidiosis. Journal of Clinical Pathology, 1991, 44: 445-451.
Inungu JN, Morse AA, Gordon C. Risk factors, seasonality, and trends of
cryptosporidiosis among patients infected with human immunodeficiency virus.
The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 2000, 62: 384-387.
Ceber K, Aslan G, Otag F, Delialioglu N, Ozturk C, Babur C, Emekdas G.
[Investigation of Cryptosporidium spp. oocysts in tap water, well water, sewage
water and sea water in Mersin, Turkey.]. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi, 2005, 29:
224-228.

Casemore DP, Wright SE, Copp RL. Cryptosporidiosis Human and Animal
Epidemiology. In: Cryptosporidium and Cryptosporidiosis. Baski. USA, CRC
Pres, 1997: 66-92.

Gilles H. Cryptosporidiosis, In: Protozoal Diseases. Baski. New York, Oxford

University Press, 1999: 592-606.

83



46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Fayer R, Trout JM, Jenkins MC. Infectivity of Cryptosporidium parvum oocysts
stored in water at environmental temperatures. Journal of Parasitology, 1998, 84:
1165-11609.

Soave R, Weikel CS. Cryptosporidium and Other Protozoa Incliding Isospora,
Sarcocystis, Balantidium coli and Blastocystis. Principles and Practice of
Infectious Diseases. 3 Baski. New York, Churchill Livingstone Inc., 1990: 2122-
2130.

Erickson MC, Ortega YR. Inactivation of protozoan parasites in food, water, and
environmental systems. Journal of Food Protection, 2006, 69: 2786-2808.

Over U. Ishalle Seyreden Hastaliklarda Cryptosporidium'un Rolii ve Saglikli
Populasyonda Seroprevalansi. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali. Doktora Tezi, Istanbul: Marmara Universitesi, 1996.

Fayer R. General Biology, In: Cryptosporidium and Cryptosporidiosis. Baski.
Boca Raton, FL, CRC press, 2008: 1-43.

Dogan N. ishalli olgularda Cryptosporidium ookistlerinin arastirilmasi. Tiirkiye
Parazitoloji Dergisi, 1998, 22: 243-246.

Harp JA, Goff JP. Strategies for the control of Cryptosporidium parvum infection
in calves. Journal of Dairy Science, 1998, 81: 289-294.

King BJ, Monis PT. Critical processes affecting Cryptosporidium oocyst survival
in the environment. Parasitology, 2007, 134: 309-323.

Guerrant RL. Cryptosporidiosis: an emerging, highly infectious threat. Emerging
Infectious Diseases journal, 1997, 3: 51-57.

White AC. Cryptosporidiosis /n:Principles and Practice of Infectious Diseases.

Baski. New York, Churchill Livingstone Inc., 2005: 3215-3228.

84



56.

S7.

58.

59.

60.

61.

Liu H, Shen Y, Yin J, Yuan Z, Jiang Y, Xu Y, Pan W, Hu Y, Cao J. Prevalence
and genetic characterization of Cryptosporidium, Enterocytozoon, Giardia and
Cyclospora in diarrheal outpatients in China. BMC Infectious Diseases, 2014, 14:
25.

Amar CF, East CL, Gray J, lturriza-Gomara M, Maclure EA, McLauchlin J.
Detection by PCR of eight groups of enteric pathogens in 4,627 faecal samples: re-
examination of the English case-control Infectious Intestinal Disease Study (1993-
1996). European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Dieases, 2007,
26: 311-323.

Hawash Y, Dorgham L, Al-Hazmi AS, Al-Ghamdi MS. Prevalence of
Cryptosporidium-associated diarrhea in a high altitude-community of Saudi Arabia
detected by conventional and molecular methods. Korean Journal of Parasitology,
2014, 52: 479-485.

Samie A, Makuwa S, Mtshali S, Potgieter N, Thekisoe O, Mbati P, Bessong PO.
Parasitic infection among HIV/AIDS patients at Bela-Bela clinic, Limpopo
province, South Africa with special reference to Cryptosporidium. The Southeast
Asian Journal of Tropical Medicine and Public Health, 2014, 45: 783-795.
Wanyiri JW, Kanyi H, Maina S, Wang DE, Steen A, Ngugi P, Kamau T, Waithera
T, O'Connor R, Gachuhi K, Wamae CN, Mwamburi M, Ward HD.
Cryptosporidiosis in HIV/AIDS patients in Kenya: clinical features, epidemiology,
molecular characterization and antibody responses. The American Journal of
Tropical Medicine and Hygiene, 2014, 91: 319-328.

Adamu H, Petros B, Zhang G, Kassa H, Amer S, Ye J, Feng Y, Xiao L.

Distribution and clinical manifestations of Cryptosporidium species and subtypes

85



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

in HIV/AIDS patients in Ethiopia. PLoS Neglected Tropical Diseases, 2014, 8:
e2831.

Parghi E, Dash L, Shastri J. Evaluation of different modifications of acid-fast
staining techniques and stool enzyme-linked immunosorbent assay in detecting
fecal Cryptosporidium in diarrheic HIV seropositive and seronegative patients.
Tropical Parasitology, 2014, 4: 99-104.

de Oliveira-Silva MB, de Oliveira LR, Resende JC, Peghini BC, Ramirez LE,
Lages-Silva E, Correia D. Seasonal profile and level of CD4+ lymphocytes in the
occurrence of cryptosporidiosis and cystoisosporidiosis in HIV/AIDS patients in
the Triangulo Mineiro region, Brazil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, 2007, 40: 512-515.

Simsir H. Cryptosporidium parvum Genotiplerinin Ishalli Cocuklarda Cesitli
Yontemlerle Tanimlanmasi. Biyoloji Anabilim Dali. Yiiksek Lisans, Ankara:
Hacettepe Universitesi, 2006.

Ozcan K, Koksal F, Aksaray N, Yigit S. Cocuk ishallerinde Cryptosporidium'un
rolii. Tiirkiye Klinikleri Tip Bilimleri Dergisi, 1987, 5: 329-332.

Miilazimoglu L, Vahapoglu H, Gérgiin O, Yildirim I, Semerci I, Taser B. Bes yas
alti cocuklarda Cryptosporidium siklig1. Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi,
1993, 23: 113-115.

Akyon Y, Erguven S, Arikan S, Yurdakok K, Gunalp A. Cryptosporidium parvum
prevalence in a group of Turkish children. The Turkish Journal of Pediatrics ,
1999, 41: 189-196.

Celikséz A, Celik S. Cumhuriyet Universitesi Hastanesinde gastroenteritli ve
malniitrusyonlu hastalarda Cryptosporidium spp. arastirilmasi. Tiirkiye Parazitoloji

Dergisi, 2003, 27: 85-88.

86



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Sener B, Ergiiven S, Ercis S. 1980-1996 yillarinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi parazitoloji laboratuvarinda diskinin parazitolojik inceleme sonuglari.
Tiirkiye Parazitoloji Dergisi, 1998, 22: 37-40.

Findik D, Karabayraktar A. Gaita Orneklerinde Cryptosporidium ookistlerinin
arastirilmasi. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi, 1994, 18: 415-419.

Ok UZ, Korkmaz A, Ok GS, Ozkan AT, Unsal A, Ozcel MA. Kronik bobrek
yetmezliginde Cryptosporidiosis ve Blastocystosis. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi,
1996, 20: 41-49.

Kandil HM, Berschneider HM, Argenzio RA. Tumour necrosis factor alpha
changes porcine intestinal ion transport through a paracrine mechanism involving
prostaglandins. Gut, 1994, 35: 934-40.

Robinson P, Okhuysen PC, Chappell CL, Lewis DE, Shahab I, Janecki A, White
AC, Jr. Expression of tumor necrosis factor alpha and interleukin 1 beta in jejuna
of volunteers after experimental challenge with Cryptosporidium parvum
correlates with exposure but not with symptoms. Infection and Immunity, 2001, 69:
1172-1174.

Robinson P, Okhuysen PC, Chappell CL, Weinstock JV, Lewis DE, Actor JK,
White AC, Jr. Substance P expression correlates with severity of diarrhea in
cryptosporidiosis. The Journal of Infectious Diseases, 2003, 188: 290-296.

Ojcius DM, Perfettini JL, Bonnin A, Laurent F. Caspase-dependent apoptosis
during infection with Cryptosporidium parvum. Microbes and Infection, 1999, 1:
1163-1168.

Laurent F, McCole D, Eckmann L, Kagnoff MF. Pathogenesis of Cryptosporidium

parvum infection. Microbes and Infection, 1999, 1: 141-148.

87



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

McDonald V. Host cell-mediated responses to infection with Cryptosporidium.
Parasite Immunology, 2000, 22: 597-604.

Chai JY, Guk SM, Han HK, Yun CK. Role of intraepithelial lymphocytes in
mucosal immune responses of mice experimentally infected with Cryptosporidium
parvum. Journal of Parasitology, 1999, 85: 234-2309.

Sasahara T, Maruyama H, Aoki M, Kikuno R, Sekiguchi T, Takahashi A, Satoh Y,
Kitasato H, Takayama Y, Inoue M. Apoptosis of intestinal crypt epithelium after
Cryptosporidium parvum infection. Journal of Infection and Chemotherapy, 2003,
9: 278-281.

Laberge 1, Griffiths MW, Griffiths MW. Prevalence, detection and control of
Cryptosporidium parvum in food. International Journal of Food Microbiology,
1996, 32: 1-26.

Markel EK, Voge M, John DT. Medical Parasitology. Baski. Philedelphia, WB
Saunders Company, 1992: 85-88.

Cox FE. History of human parasitology. Clinical Microbiological Reviews, 2002,
15: 595-612.

Ungar BLP. Infectious Diseases and Their Etiologic Ajents. In Principle and
Practise of fnfectious Diseases In: Mandel GL, Bennet JE, Dolin R (eds). Baski.
New York, Churchill Livingstone, 1995: 2500-2510.

Garcia LA, Bruckner DA. Diagnostic Medical Parasitology, Parasitic Infections
in The Compromised Host. Baski. Washington DC, ASM press, 1997: 355-374.
Greenberg PD, Koch J, Cello JP. Diagnosis of Cryptosporidium parvum in patients
with severe diarrhea and AIDS. Digestive Diseases and Sciences, 1996, 41: 2286-

2290.

88



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Starling CR, Arrowood MJ. Cryptosporidia, In: Parazitic Protozoa. Baska.
Academic Press, 1993: 159-224.

Riggs MW. Recent advances in cryptosporidiosis: the immune response. Microbes
and Infection, 2002, 4: 1067-1080.

Priest JW, Kwon JP, Moss DM, Roberts JM, Arrowood MJ, Dworkin MS, Juranek
DD, Lammie PJ. Detection by enzyme immunoassay of serum immunoglobulin G
antibodies that recognize specific Cryptosporidium parvum antigens. Journal of
Clinical Microbiology, 1999, 37: 1385-1392.

Aksehirli SG. Kayseri'de 0-5 Grubu Ishalli Cocuklarda Cryptosporidium'un
Aragtirilmasi. Saglik Bilimleri Enstitiisti, Mikrobiyoloji Anabilim Dali. Doktora
Tezi, Kayseri: Erciyes Universitesi, 1995.

MacPherson DW, McQueen R. Cryptosporidiosis: multiattribute evaluation of six
diagnostic methods. Journal of Clinical Microbiology, 1993, 31: 198-202.

Gilles H. Cryptosporidiosis, In: Hart CA (eds).Protozoal Diseases. Baski.
Newyork, Oxford University Press, 1999: 592-606.

Weber R, Bryan RT, Juranek DD. Improved stool concentration procedure for
detection of Cryptosporidium oocysts in fecal specimens. Journal of Clinical
Microbiology, 1992, 30: 2869-2873.

Gasser RB, O'Donoghue P. Isolation, propagation and characterisation of
Cryptosporidium. International Journal for Parasitology, 1999, 29: 1379-1413.
Xiao L, Alderisio K, Limor J, Royer M, Lal AA. Identification of species and
sources of Cryptosporidium oocysts in storm waters with a small-subunit rRNA-
based diagnostic and genotyping tool. Applied and Environmental Microbiology,

2000, 66: 5492-5498.

89



95.

96.

97.

98.

99.

Jenkins MC, Trout J, Abrahamsen MS, Lancto CA, Higgins J, Fayer R. Estimating
viability of Cryptosporidium parvum oocysts using reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR) directed at mRNA encoding
amyloglucosidase. Journal of Microbiological Methods, 2000, 43: 97-106.
Balatbat AB, Jordan GW, Tang YJ, Silva J, Jr. Detection of Cryptosporidium
parvum DNA in human feces by nested PCR. Journal of Clinical Microbiology,
1996, 34: 1769-1772.

Limor JR, Lal AA, Xiao L. Detection and differentiation of Cryptosporidium
parasites that are pathogenic for humans by real-time PCR. Journal of Clinical
Microbiology, 2002, 40: 2335-2338.

Carey CM, Lee H, Trevors JT. Biology, persistence and detection of
Cryptosporidium parvum and Cryptosporidium hominis oocyst. Water Research,
2004, 38: 818-862.

Awad-El-Kariem FM, Robinson HA, Petry F, McDonald V, Evans D, Casemore
D. Differentiation between human and animal isolates of Cryptosporidium parvum
using molecular and biological markers. Parasitology Research, 1998, 84:

297-301.

100. Xiao L, Escalante L, Yang C, Sulaiman I, Escalante AA, Montali RJ, Fayer R,

Lal AA. Phylogenetic analysis of Cryptosporidium parasites based on the small-
subunit rRNA gene locus. Applied and Environmental Microbiology, 1999, 65:

1578-1583.

101. Di Giovanni GD, Hashemi FH, Shaw NJ, Abrams FA, LeChevallier MW,

Abbaszadegan M. Detection of infectious Cryptosporidium parvum oocysts in

surface and filter backwash water samples by immunomagnetic separation and

90



integrated cell culture-PCR. Applied and Environmental Microbiology, 1999, 65:
3427-3432.

102. Widmer G, Orbacz EA, Tzipori S. beta-tubulin mRNA as a marker of
Cryptosporidium  parvum oocyst viability. Applied and Environmental
Microbiology, 1999, 65: 1584-1588.

103. Wu Z, Nagano I, Boonmars T, Takahashi Y. Further evidence that genotype |
and genotype Il of Cryptosporidium parvum are distict. Tropical Medicine and
International Health, 2004, 32: 5-14.

104. Pedraza-Diaz S, Amar C, Nichols GL, McLauchlin J. Nested polymerase chain
reaction for amplification of the Cryptosporidium oocyst wall protein gene.
Emerging Infectious Diseases Journal, 2001, 7: 49-56.

105. Fichtenbaum CJ, Ritchie DJ, Powderly WG. Use of paromomycin for treatment
of cryptosporidiosis in patients with AIDS. Clinical Infectious Diseases, 1993, 16:
298-300.

106. Garcia LS, Shimizu RY. Evaluation of nine immunoassay Kits (enzyme
immunoassay and direct fluorescence) for detection of Giardia lamblia and
Cryptosporidium parvum in human fecal specimens. Journal of Clinical
Microbiology, 1997, 35: 1526-1529.

107. Kehl KS, Cicirello H, Havens PL. Comparison of four different methods for
detection of Cryptosporidium species. Journal of Clinical Microbiology, 1995, 33:
416-418.

108. Boxell A, Hijjawi N, Monis P, Ryan U. Comparison of various staining methods
for the detection of Cryptosporidium in cell-free culture. Experimental

Parasitology, 2008, 120: 67-72.

91



109. McDonald V, Stables R, Warhurst DC, Barer MR, Blewett DA, Chapman HD,
Connolly GM, Chiodini PL, McAdam KP. In vitro cultivation of Cryptosporidium
parvum and screening for anticryptosporidial drugs. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 1990, 34: 1498-1500.

110. Garcia LS, Bruckner DA, Brewer TC, Shimizu RY. Techniques for the recovery
and identification of Cryptosporidium oocysts from stool specimens. Journal of
Clinical Microbiology, 1983, 18: 185-190.

111. Yu JR, Lee SU, Park WY. Comparative sensitivity of PCR primer sets for
detection of Cryptosporidium parvum. Korean Journal of Parasitology, 2009, 47:
293-297.

112. Ramratnam B, Flanigan TP. Cryptosporidiosis in persons with HIV infection.
Postgraduate Medical Journal, 1997, 73: 713-716.

113. Koturoglu G, Bayram S, Kurugél Z, Turgay N, Mutlubas F. Akut ishalli
cocuklarda Cryptosporidium siklig1 ve risk faktorleri. Tuirkiye Klinikleri Pediatrik
Bilimler Dergisi, 2004, 13: 1-19.

114. Borekei G, Otag F, Emekdas G. Mersin'de bir gecekondu mahellesinde yasayan
ailelerde Cryptosporidium prevelansi. Infeksiyon Dergisi, 2005, 19: 39-46.

115. Alabdeen AZ. Ishalli Hastalarda Cryptosporidiums spp'nin Modifiye Ehrlich-
Ziehl-Neelsen Boyama Yontemi ve Immiinkromatografik Yontem ile
Arastirilmast. Saglik Bilimleri enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali.
Yiiksek Lisans, Gaziantep: Gaziantep Universitesi, 2014.

116. Pereira MD, Atwill ER, Barbosa AP, Silva SA, Garcia-Zapata MT. Intra-familial
and extra-familial risk factors associated with Cryptosporidium parvum infection
among children hospitalized for diarrhea in Goiania, Goias, Brazil. The American

Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 2002, 66: 787-793.

92



117. Gatei W, Wamae CN, Mbae C, Waruru A, Mulinge E, Waithera T, Gatika SM,
Kamwati SK, Revathi G, Hart CA. Cryptosporidiosis: prevalence, genotype
analysis, and symptoms associated with infections in children in Kenya. The
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 2006, 75: 78-82.

118. Xiao L, Bern C, Limor J, Sulaiman I, Roberts J, Checkley W, Cabrera L, Gilman
RH, Lal AA. Identification of 5 types of Cryptosporidium parasites in children in
Lima, Peru. The Journal of Infectious Diseases, 2001, 183: 492-497.

119. Current WL, Bick PH. Immunobiology of Cryptosporidium spp. Pathology
Immunopathology Research, 1989, 8: 141-160.

120. Fathy MM, Abdelrazek NM, Hassan FA, EIl-Badry AA. Molecular copro-
prevalence of Cryptosporidium in Egyptian children and evaluation of three
diagnostic methods. Indian Pediatrics, 2014, 51: 727-729.

121. Bera P, Das S, Saha R, Ramachandran VG, Shah D. Cryptosporidium in children
with diarrhea: a hospital-based Study. Indian Pediatrics, 2014, 51: 906-908.

122. Saredi N, Bava J. Cryptosporidiosis in pediatric patients. Revista do Instituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo, 1998, 40: 197-200.

123. Yilmaz H, Tas-Cengiz Z, Cicek M. Investigation of cryptosporidiosis by
enzyme-linked immunosorbent assay and microscopy in children with diarrhea.
Saudi Medical Journal, 2008, 29: 526-529.

124. Hunter PR, Nichols G. Epidemiology and clinical features of Cryptosporidium
infection in immunocompromised patients. Clinical Microbiological Reviews,
2002, 15: 145-154.

125. Wang KX, Li CP, Wang J, Pan BR. Epidemiological survey of cryptosporidiosis

in Anhui Province China. World Journal of Gastroenterology, 2002, 8: 371-374.

93



126. Silva CV, Ferreira MS, Borges AS, Costa-Cruz JM. Intestinal parasitic
infections in HIV/AIDS patients: experience at a teaching hospital in central
Brazil. Scand The Journal of Infectious Diseases, 2005, 37: 211-215.

127. Lim YA, Rohela M, Sim BL, Jamaiah |, Nurbayah M. Prevalence of
cryptosporidiosis in HIV-infected patients in Kajang Hospital, Selangor. The
Southeast Asian Journal of Tropical Medicine and Public Health, 2005, 36 Suppl
4: 30-33.

128. Samie A, Bessong PO, Obi CL, Sevilleja JE, Stroup S, Houpt E, Guerrant RL.
Cryptosporidium species: preliminary descriptions of the prevalence and genotype
distribution among school children and hospital patients in the Venda region,
Limpopo Province, South Africa. Experimental Parasitology, 2006, 114: 314-322.

129. Coupe S, Sarfati C, Hamane S, Derouin F. Detection of cryptosporidium and
identification to the species level by nested PCR and restriction fragment length
polymorphism. Journal of Clinical Microbiology, 2005, 43: 1017-1023.

130. Sreedharan A, Jayshree RS, Sridhar H. Cryptosporidiosis among cancer patients:
an observation. Journal of Diarrhoeal Diseases Research, 1996, 14: 211-213.

131. Tanyuksel M, Gun H, Doganci L. Prevalence of Cryptosporidium sp. in patients
with neoplasia and diarrhea. Scand The Journal of Infectious Diseases, 1995, 27:
69-70.

132. Bajer A, Bednarska M, Caccio SM, Wolska-Kusnierz B, Heropolitanska-Pliszka
E, Bernatowska E, Wielopolska M, Paziewska A, Welc-faleciak R, Sinski E.
Genotyping of Cryptosporidium isolates from human clinical cases in Poland.
Parasitology Research, 2008, 103: 37-42.

133. Botero JH, Castano A, Montoya MN, Ocampo NE, Hurtado MI, Lopera MM. A

preliminary study of the prevalence of intestinal parasites in immunocompromised

94



patients with and without gastrointestinal manifestations. Revista do Instituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo, 2003, 45: 197-200.

134. Jayalakshmi J, Appalaraju B, Mahadevan K. Evaluation of an enzyme-linked
immunoassay for the detection of Cryptosporidium antigen in fecal specimens of
HIV/AIDS patients. Indian Journal of Pathology and Microbiology, 2008, 51.:
137-138.

135. Omoruyi BE, Nwodo UU, Udem CS, Okonkwo FO. Comparative diagnostic
techniques for cryptosporidium infection. Molecules, 2014, 19: 2674-2683.

136. Ulcay A, Gorenek L, Coskun O, Araz E, Acar A, Eyigun CP. [Diagnosis of
intestinal-protozoa in patients with immune deficiency]. Tirkiye Parazitoloji
Dergisi, 2008, 32: 328-333.

137. Sann C, Sann K, Ertug S. Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda
Cryptosporidium spp. ve Blastocystis hominis sikliginin arastirilmasi. Tiirkiye
Parazitoloji Dergisi, 2003, 27: 187-190.

138. Jiang J, Alderisio KA, Xiao L. Distribution of cryptosporidium genotypes in
storm event water samples from three watersheds in New York. Applied and
Environmental Microbiology, 2005, 71: 4446-4454.

139. McLauchlin J, Amar C, Pedraza-Diaz S, Nichols GL. Molecular epidemiological
analysis of Cryptosporidium spp. in the United Kingdom: results of genotyping
Cryptosporidium spp. in 1,705 fecal samples from humans and 105 fecal samples
from livestock animals. Journal of Clinical Microbiology, 2000, 38: 3984-3990.

140. Baumgartner A, Marder HP, Munzinger J, Siegrist HH. Frequency of
Cryptosporidium spp. as cause of human gastrointestinal disease in Switzerland
and possible sources of infection. Schweizerische medizinische Wochenschrift,

2000, 130: 1252-1258.

95



141. Hunter PR, Hughes S, Woodhouse S, Syed Q, Verlander NQ, Chalmers RM,
Morgan K, Nichols G, Beeching N, Osborn K. Sporadic cryptosporidiosis case-
control study with genotyping. Emerging Infectious Diseases journal, 2004, 10:
1241-1249.

142. Morgan UM, Pallant L, Dwyer BW, Forbes DA, Rich G, Thompson RC.
Comparison of PCR and microscopy for detection of Cryptosporidium parvum in
human fecal specimens: clinical trial. Journal of Clinical Microbiology, 1998, 36:
995-998.

143. Moss DM, Bennett SN, Arrowood MJ, Wahlquist SP, Lammie PJ. Enzyme-
linked immunoelectrotransfer blot analysis of a cryptosporidiosis outbreak on a
United States Coast Guard cutter. The American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene, 1998, 58: 110-118.

144. Leng X, Mosier DA, Oberst RD. Simplified method for recovery and PCR
detection of Cryptosporidium DNA from bovine feces. Applied and Environmental
Microbiology,1996, 62: 643-647.

145. Verweij JJ, Blange RA, Templeton K, Schinkel J, Brienen EA, van Rooyen MA,
van Lieshout L, Polderman AM. Simultaneous detection of Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia, and Cryptosporidium parvum in fecal samples by using multiplex
real-time PCR. Journal of Clinical Microbiology, 2004, 42: 1220-1223.

146. Lindergard G, Nydam DV, Wade SE, Schaaf SL, Mohammed HO. A novel
multiplex polymerase chain reaction approach for detection of four human
infective Cryptosporidium isolates: Cryptosporidium parvum, types H and C,
Cryptosporidium canis, and Cryptosporidium felis in fecal and soil samples. The

Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, 2003, 15: 262-267.

96



147. Magi B, Canocchi V, Tordini G, Cellesi C, Barberi A. Cryptosporidium
infection: diagnostic techniques. Parasitology Research, 2006, 98: 150-152.

148. Amar CF, Dear PH, McLauchlin J. Detection and identification by real time
PCR/RFLP analyses of Cryptosporidium species from human faeces. Letters in
Applied Microbiology, 2004, 38: 217-222.

149. Jongwutiwes S, Tiangtip R, Yentakarm S, Chantachum N. Simple method for
long-term copro-preservation of Cryptosporidium oocysts for morphometric and
molecular analysis. Tropical Medicine and International Health, 2002, 7: 257-264.

150. McLauchlin J, Pedraza-Diaz S, Amar-Hoetzeneder C, Nichols GL. Genetic
characterization of Cryptosporidium strains from 218 patients with diarrhea
diagnosed as having sporadic cryptosporidiosis. Journal of Clinical Microbiology,
1999, 37: 3153-3158.

151. Sirisena UM, Iddawela WM, Noordeen F, Wickramasinghe S. Prevalence and
identification of Cryptosporidium species in paediatric patients with diarrhoea.
Ceylon Medical Journal, 2014, 59: 75-78.

152. Soba B, Petrovec M, Mioc V, Logar J. Molecular characterisation of
Cryptosporidium isolates from humans in Slovenia. Clin Microbiol Infect, 2006,
12: 918-921.

153. Araujo AJ, Kanamura HY, Almeida ME, Gomes AH, Pinto TH, Da Silva AJ.
Genotypic identification of Cryptosporidium spp. isolated from HIV-infected
patients and immunocompetent children of Sao Paulo, Brazil. Revista do Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo, 2008, 50: 139-143.

154. Glaeser C, Grimm F, Mathis A, Weber R, Nadal D, Deplazes P. Detection and
molecular characterization of Cryptosporidium spp. isolated from diarrheic

children in Switzerland. Pediatric Infectious Diseases Journal, 2004, 23: 359-361.

97



155. Ozgelik S, Dékmetas S, Siimer Z, Icagasioglu D, Dokmetas I. Gastroenteritlerde
Cryptosporidium goriilme siklig1. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi, 1996, 20: 333-337.

156. inceboz T, Sart B, Orhan V. Gastrointestinal sikayetleri olan olgularda
Cryptosporidium arastirilmasi. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi, 2002, 26.

157. Atambay M, Daldal N, Celik T. Malatya'da ishalli diskilarda Cryptosporidium
spp. aarastirilmasi. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi, 2003, 27: 12-14.

158. Doganci T, Araz E, Ensari A, Tanyuksel M, Doganci L. Detection of
Cryptosporidium parvum infection in childhood using various techniques. Medical
Science Monitor, 2002, 8: MT223-226.

159. Direkel S, Ozerol iH, Durmaz R. ishalli hastalarda Cryptosporidium parvum'un
ELISA ve modifiye Ehrlich- Ziehl- Neelsen boyama yontemleriyle arastirilmasi.
Mersin Universitesi Saghk Bilimleri Dergisi, 2008, 1: 20-25.

160. Rosenblatt JE, Sloan LM. Evaluation of an enzyme-linked immunosorbent assay
for detection of Cryptosporidium spp. in stool specimens. Journal of Clinical
Microbiology, 1993, 31: 1468-1471.

161. Weitz JC. [Detection of fecal Cryptosporidium parvum antigens using an ELISA
technique]. Revista medica de Chile, 1995, 123: 330-333.

162. Bern C, Hernandez B, Lopez MB, Arrowood MJ, De Merida AM, Klein RE.
The contrasting epidemiology of Cyclospora and Cryptosporidium among
outpatients in Guatemala. The American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene, 2000, 63: 231-235.

163. Dietz VJ, Roberts JM. National surveillance for infection with Cryptosporidium
parvum, 1995-1998: what have we learned? Public Health Reports, 2000, 115:

358-363.

98



EK-1. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi Soyadi: Ahmet YILMAZ
Dogum tarihi: 31.10.1976
Dogum yeri: Erzurum
Medeni hali: Evli, 2 ¢ocuk
Uyrugu: T.C.
Adres: Erzurum Bolge Egitim ve Arastirma Hastanesi Kan transfiizyon

Merkezi
Tel: 0442 232 51 41

Faks: 0449 236 00 00
E-mail: aymet25@hotmail.com

Egitim

Lise: Kiitahya Saglik Meslek Lisesi (1994)
Lisans: Atatiirk Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi (1996-2001)
Yiiksek lisans : Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali (2004-2009)
Doktora: Atatiirk.Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji.
Anabilim Dal1 (2011-2015)

Yabana Dil Bilgisi

Ingilizce : Orta derecede (KPDS 68.00, Kasim 2006)

AlMANCA: ..

Rusca: ...coovviiii

Uye Olunan Mesleki Kuruluslar

99



.

»

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

RIATIOTIE
10U
MILH

ETIK KURULUN ADI

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu

ACIK ADRESI: Atatirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1
TELEFON +90 442 234 65 11
FAKS +90 442 236 09 68
E-POSTA

atatipetikkurul@gmail.com

RATIOTIE NANASYE

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Immiinsiiprese ve normal hasta bireylerde ishal etkeni
olarak Cryptosporidium spp.’nin prevalansinin
mikroskobik ve serolojik yontemler ile aragtirilmasi
pozitif sonuglarin molekiiler ydntemlerle tiir tayininin
yapilmasi '

ARASTIRMA PROTOKOL
KODU

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI
UNVANVADI/SOYADI

Dr.Ahmet YILMAZ

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

ALANI
KOOE&T;%%RA%%I}&MLU Atattirk Universitesi Tip Fakitltesi Dekanlii Tibbi
BULUNDUGU MERKEZ Mikrobiyoloji Anabilim Dalx
DESTEKLEYICI BAP Projesi

DESTEKLEYICININ YASAL
TEMSILCISI

Atatiirk Universitesi

ARASTIRMANIN FAZI VE
TURD

FAZ 1

FAZ 2

FAZ 3

FAZ 4

Gozlemsel galismast

Ooojoia|o

ilag dis1 klinik arastirma

Diger ise belirtiniz Girisimsel olmayan Caligma

ARASTIRMAYA KATILAN
- MERKEZLER

TEK MERKEZ GOK MERKEZLI ULUSAL | ULUSLARARASI
= O O -0

100



