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OZET

IMMUNSUPRESIF HASTALARDA CRYPTOSPORIDIUM SPP. SIKLIGININ
CESITLI TANI YONTEMLERI iLE ARASTIRILMASI

DR. DUYGU BEDER
TIPTA UZMANLIK TEZi

KONYA 2023

Amag¢: Bu calismada ishal sikayeti ile bagvuran immiinsupresif hastalarda Cryptosporidium spp. sikligmin
mikroskobik, serolojik ve molekiler yontemlerle arastirilmasi ve kullanilan yontemlerin karsilagtrmali olarak

degerlendirilmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Immiinsupresif ishalli hastalardan Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarma gonderilen 90 digki 6rnegi ¢aligmaya alimmugtir. Cryptosporidium spp.
tespiti amaciyla digki 6rneklerine modifiye asit fast boyama, PZR, ELISA testi uygulanmustir. Pozitif 6rneklerin de
dahil oldugu 51 6rnekte DFA yontemiyle Cryptosporidium spp. arastirilmigtir. Bu yontemlerden herhangi biriyle

pozitif saptanan drneklerde ayrica immiinokromatografik kart test caligtimigtir.

Bulgular: Calismaya alinan 90 6rnegin 44 (%48,8)’i1 erkek, 46 (%51,2)’s1 kadin hastalara aittir. Hastalarin yaslari 0 ile
81 yas arahiginda olup, yas ortalamasi 37,8 (standart sapma: £27,5) olarak bulunmustur. Calismada gocuk hastalara ait 31
(%34,4) numune bulunmaktadir ve bu hastalarn yas ortalamalar1 5,3 (standart sapma: +4,34) olarak tespit edilmistir.
Kullanilan ydntemlerin higbirinde hastalarin pozitiflik durumu ile yas arasinda ve pozitiflik durumu ile

cinsiyet arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir.

Calisilan diski 6rneklerinde modifiye asit fast yontemiyle 5 (%5,6), PZR ile 2 (%2,2), ELISA yontemiyle 1
(%1,1) drnekte pozitiflik tespit edilmistir. DFA yontemi ile ¢alisilan 6rneklerin 6’s1 pozitif bulunmustur. Bu
yontemlerden herhangi biri ile pozitif bulunan 7 6rnek immiinokromatografik kart test ile aragtirilmis ve 4

ornekte Cryptosporidium spp. pozitif saptanmistir.

Sonug: Calisma immunsupresif ishalli hastalarda Cryptosporidium spp.’nin énemli bir etken oldugunu ortaya
koymaktadir. DFA yontemi altin standart yontem olarak baz alindiginda modifiye asit fast yontemi yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliikle, rutin tanida kullanilabilecek bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica yogun is
akisi olan laboratuvarlarda immiinokromatografik tani testlerinin, pratik kullanimi ve hizli sonug¢ alinmasi

nedeniyle faydali olacag diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium, immiinsupresif, DFA, ishal



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE FREQUENCY OF CRYPTOSPORIDIUM SPP IN
IMMUNSUPRESSIVE PATIENTS BY VARIOUS DIAGNOSTIC METHODS

DR.DUYGU BEDER
THESIS OF MEDICAL SPECIALTY

KONYA 2023

Obijective: In this study, it was aimed to investigate the frequency of Cryptosporidium spp. in
immunosuppressive patients with diarrhea by microscopic, serological and molecular methods and to
evaluate the methods used comparatively.

Materials and Methods: Ninety stool samples sent to Necmettin Erbakan University Meram Medical
Faculty Hospital Microbiology Laboratory from immunosuppressive patients with diarrhea were included in
the study. For the detection of Cryptosporidium spp., modified acid fast staining, PCR and ELISA test was
applied to stool samples. Cryptosporidium spp was investigated by DFA method in 51 samples including
positive samples. Immunochromatographic card test was also studied in cases that were found to be positive
by any of these methods.

Results: Of the 90 samples included in the study, 44 (48,8%) were male and 46 (51,2%) were female
patients. The ages of the patients ranged from 0 to 81 years, with a mean age of 37,8 (standard deviation:
+27,5). There were 31 (34,4%) samples of pediatric patients in the study, and the mean age of these patients
was 5.3 (standard deviation: +4.34). No statistically significant difference was found between the positivity
status of the patients and their age, and between the positivity status and gender in any of the methods used.
In the stool samples studied, positivity was detected in 5 (5,6%) samples with the modified acid fast method,
in 2 (2,2%) samples with PCR, and in 1 (1,1%) sample with the ELISA method. Positive results were found
in 6 of the samples studied with the DFA method. 7 samples that were found positive by any of these
methods were investigated with the immunochromatographic card test and Cryptosporidium spp. was
positive in 4 samples.

Conclusion: The study reveals that Cryptosporidium spp. is an important agent in patients with
immunosuppressive diarrhea. Based on the DFA method as the gold standard method, the modified acid fast
method stands out as a method that can be used in routine diagnosis with its high sensitivity and specificity..
In addition, it is thought that immunochromatographic diagnostic tests will be useful in laboratories with

intensive workflow due to their practical use and rapid results.

Keywords: Cryptosporidium, Immunosuppressive, DFA, Diarrhea
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1. GIRIS VE AMAC

Bakteri, mantar, parazit ya da kimyasal kontaminasyon ile meydana gelen gida
kaynakli enfeksiyonlarin insan saghgi {izerindeki etkisi hayati Oneme sahiptir

(Organization 2015).

Parazit enfeksiyonlar1 ozellikle gelismekte olan {ilkelerde daha sik tespit
edilmektedir. Enfeksiyon hastaliklarinin diinya genelindeki dagilimi, iilkelerin cografik
ozellikleri ve iklim kosullari, toplumlarin kiiltiirel ve sosyoekonomik yasam 6zellikleri ile

dogrudan iliskilidir (Chalmers and Davies 2010).

Cryptosporidiosise sebep olan Cryptosporidium spp; zorunlu, hicre ici
(intraselltiler) ve ekstrasitoplazmik bir protozoondur (Caccio and Putignani 2014). Insanlar
dahil birgok omurgali konakta hastaliga neden olan enterik bir patojendir (Xiao ve ark.
2004). Parazit sindirim ve solunum yollarinda mikrovilluslere yerleserek enfeksiyona yol
agmaktadir (Can ve ark. 2013). Enfeksiyon kozmopolit bir yayilis géstermekle birlikte az
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde daha da sik tespit edilmektedir (Dillingham, Lima
and Guerrant 2002). Cocuklar ve immin sistemi baskilanmis bireyler arasinda ciddi saglik

sorunlarina yol a¢an etkenler arasinda gosterilmektedir (Chalmers and Davies 2010).

Bulas fekal-oral yolla insan ve hayvan diskilarinda bulunan ookistlerin alinmasi ile
ger¢eklesmektedir. Gida, su ve ylizme havuzlari ile alman bu ookistler su kaynakli biiyiik
salginlara da yol agabilmektedir (Beyhan and Yilmaz 2020). Cryptosporidium ookistleri
morfolojik agidan diizgilin, kalin duvarli ve renksiz Ozelliktedir. Ayrica sporulasyon
oldugunda dort sporozoitli yuvarlak veya oval bir goriiniime doniismektedir (Leitch and He
2011). Disk1 ile gevreye yayilan ookistler soguk ve nemli hava sartlarinda uzun siire
canliligin1 koruyabilmektedir. Ookistler suda 4 °C’de 6-9 ay, -15 °C’de 8-24 saat canlilik
ve enfektivite 6zelliklerini stirdiirebilmektedirler. Ancak, ookistlerin 64,2 °C ve lzerindeki
sicakliklarda 2 dk’dan, 18-28 °C sicaklikta ise 4 saatten daha uzun siire kaldiklarinda bu
ozelliklerini yitirdikleri bildirilmistir (Sahin, Agaoglu and Alemdar 2018).

Bugiine kadar bu cinse ait 27 farkl tiir; memeliler, kuslar, siirlingenler ve balik
tirlerinde tespit edilmistir (Caccid and Putignani 2014). Insanlarda tespit edilen
Cryptosporidium etkenleri; C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C.
cuniculus, C. ubiquitum, C. viatorum, C. muris, C. suis, C. fayeri, C. andersoni, C. bovis,
C. scrofarum, C. tyzzeri, C. erinacei ve C. horse’dur (Ryan, Fayer and Xiao 2014). Insan

enfeksiyonlarmin ¢ogundan iki Cryptosporidium tiri (C. hominis ve C. parvum) sorumlu
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tutulmaktadir. Bu iki tiir arasinda C. hominis yalnizca insanlarda tespit edilirken C. parvum
insanlarin yani sira sigir basta olmak tizere birgok hayvanda da goriilmiistiir (Leitch and He
2011). C. Hominis Peru, Brezilya, Banglades ve Hindistan’da g¢ocukluk ddneminde
saptanan ishallerin en Onemli nedeni olarak raporlanmistir. C.hominis’in  geng
popiilasyonda daha sik tespit edildigi, Ingiltere’de yaz sonu ve sonbaharda pik yaptig
bildirilmistir. C.parvum ise ilkbahar aylarinda kirsal kesimde tespit edilen bir tiirdiir.
(Miman and Saygi 2018). Bu iki tire ek olarak C. meleagridis, C. cuniculus, C. felis ve C.
canis gibi tiirlerde insanlarda raporlanmustir (Chalmers and Katzer 2013).

Cryptosporidium spp. tdrlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin siddeti ve siiresi;
konagin tipi, immiinitesi ve yasina bagl olarak degismektedir (Chalmers and Davies
2010). Cryptosporidiosis, hastalarda jejenum ve ileum tutulumu ile kendini gosterir. Bu
nedenle enfeksiyonun en tipik klinik bulgusu ishaldir (Current and Garcia 1991). Daha az
siklikla tespit edilen diger klinik bulgular karmn agrisi, bulanti ve kusmadir. Klinik
semptomlar kisiden kisiye degisiklik gostermekle birlikte siklikla atilan ookist miktari,
konagm bagisiklik durumu ve yasi ile yakindan iliskilidir. Saglikli kisilerde genellikle
asemptomatik seyir gosteren veya 1-2 haftadan sonra tedaviye gerek duyulmaksizin
kendiliginden 1iyilesen enfeksiyon, Ozellikle ¢ocuklar, oral alim vyetersizligi olanlar,
bagisiklig1 baskilanmis ve yash kisilerde daha agir klinik semptomlara yol agmaktadir
(Caccio and Putignani 2014, Adal, Sterling and Guerrant 1995, Korkmaz and Ok 2011,
Ozcel, Ozbel and Ak 2007). Uzun siire devam eden inatg1 ishaller dehidratasyona, sivi-
elektrolit imbalansmma ve malniitrisyona yol agarak ya da diger organ sistemlerini

etkileyerek 6lim ile sonuclanabilmektedir (Chalmers and Katzer 2013).

Immiinsupresif hastalarda bagirsak parazitlerinin neden oldugu enfeksiyonlar sik
goriilmektedir. Paraziter etkenler siddeti degiskenlik gosteren ve mortalite ile
sonuclanabilen ishallere yol acabilmektedir (Dwivedi ve ark. 2007). HIV pozitif kisilerde
6lim nedenlerinde C. parvum'un ikinci sirada yer aldigi raporlanmistir (Sarikaya 2004).
Gelismekte olan iilkelerde ise immiinsupresif hasta popiilasyonunda paraziter etkenlere
bagli ishal sikligmnin  %90’in  {izerinde oldugu goriilmiistiir. Bu ishallerde
Cryptosporidium’un en sik tespit edilen patojenlerden biri oldugu rapor edilmistir
(Zorbozan ve ark. 2018).

Cryptosporidium enfeksiyonuna ait bulgularin diger gastroenterit etkenlerinin
bulgulariyla benzerlik gostermesi, ishalli tim diski orneklerinde Cryptosporidium spp.

varliginin test edilmemesi ve pek ¢ok ishalli drnekte etkeni saptama adina gelismis bir tan
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yonteminin tercih edilmemesi gibi sebepler, bu parazite ait vakalarin belirlenememesine
sebep olmaktadir. Bu sebeple cryptosporidiosis gozden kagan klinik durumlardan
olabilmektedir (Khalil ve ark. 2016).

Bu calismada, Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na risk grubundaki immiinsuprese hastalardan
gonderilen digki 6rneklerinde, Cryptosporidium spp. antijenleri ELISA ( Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay), DFA (Direkt Floresan Antikor) ve immunokromatografik kart
test ile arastirilmig, parazitin DNA’sin1 saptamaya yonelik PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) teknigi kullanilmis ve modifiye Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama
yontemiyle Cryptosporidium ookistleri aranmistir. Boylece her bir yontem ile
Cryptosporidium pozitiflikleri arastirilmis ve  kullanilan yontemlerin 6zgillik ve

duyarlhliklar1 belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Tarihge

Cryptosporidium ilk olarak Ernest Edward Tyzzer tarafindan 1907 tarihinde fare
mide epitel hiicresinde tespit edilmis ve Cryptosporidium muris olarak isimlendirilmistir
(Tyzzer 1907, Tyzzer 1910). ikinci tiir olarak farelerin ince bagirsaklarinda yasayan ve C.
muris’ten daha kiigiik ookist boyutuna sahip olan C. parvum tespit edilmistir (Tyzzer
1912). Daha sonra hindilerde 1955 yilinda Cryptosporidium kaynakli (C. meleagridis) ilk
olim rapor edilmistir (Slavin 1955). Sigirlarda goriilen ishallerin  kaynaginin
Cryptosporidium oldugu ise ilk olarak 1971°de bildirilmistir. Insanlarda ilk kez,
cryptosporidiosis imminsupresif hasta grubunda 1976'da raporlanmistir. 1982°de ise ABD
Hastalik Kontrol Merkezlerinden, 21 AIDS pozitif hastada Cryptosporidium tespitinden
sonra cryptosporidiosis tiim diinyada biiyiik yanki1 uyandirmustir (Fayer 2004).

2.2. Taksonomi

Cryptosporidium tirleri; Apicomplexa grubu, Sporozoasida sinifi, Coccidiasina alt

smifi, Eucoccidiorida takimi, Eimeriorina alt takimi ve Crptosporidiidae ailesinde yer

almaktadir (Fayer 2010).

Cryptosporidium’un  siniflandirilmast  Tablo 2.1°de  ayrmtili  bir  sekilde
gosterilmistir (Elgun and Koltas 2011).

Cryptosporidium spp. Coccidia protista olarak siniflandirilmaktadir. Yasam
dongiisii olarak smiftaki diger {iyelerle benzerdir ancak bazi yonleri ile birtakim farkliliklar
gOstermektedir (Divers 2008). Bunlar ekstrasitoplazmik intraselliiler yerlesim gostermesi,
parazitofor vakuol bulundurmasi, kalin ve ince duvarli ookistleri olmasi ve anti-koksidial

ajanlara direngli olmasidir (Carreno, Matrin and Barta 1999, Fayer 2010).

Cryptosporidium cinsindeki tiim patojenler hiicre i¢i 6karyotiktir. DN A'larinin ¢ogu
cift zarl olup ¢ekirdekte bulunmaktadir (Xiao and Feng 2008). Cryptosporidium cinsinde
27 tiir rapor edilmistir. Bu 27 tiirtin 3’1 (C. baileyi, C. meleagridis, C. galli) kuslarda; 19’u
(C. muris, C. parvum, C. wrairi, C. felis, C. andersoni, C. canis, C. suis, C.bovis, C. fayeri,
C. macropodum, C. ryanae, C. xiaoi, C. ubiquitum, C. cuniculus, C. tyzzeri, C. viatorum,
C. scrofarum ve C. erinacei) memelilerde; 1’1 (C. fragile) amfibilerde; 2’si (C. serpentis ve

C. varanii) reptillerde ve 2’si ise (C. molnari ve C. huwi) baliklarda tespit edilmistir (Ryan



ve ark. 2014, Ryan ve ark. 2015). insan ve hayvanlarda bulunan énemli Cryptosporidium

turleri ve 6zellikleri Tablo 2.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1.Cryptosporidium spp. siniflandirilmasi (Elgun and Koltas 2011).

Simflandirma Isim Biyolojik 6zellikleri
Alem Animalia
Sube Protista Tek hiicreli canli olup 6karyotiktir
. Mikrotiibiillerin meydana getirdigi apikal kompleks yapilart mevcuttur.
Alt Sube Apicomplexa Vezikiler gekirdekleri mevcuttur.
Sekslel ve aseksiiel gogalma, Ookist meydana getirme, hiicreye
Simf Sporozoa fagosite olan parazitin kayma kontraksiyon seklinde hareketi gibi
ozellikleri bulunmaktadir.
Alt stmf Coccidia B1"y010J.11§ gel1s1m1_merogon1, gametogoni ve sporogoni olarak ilerler.
Hicre icinde Sekstel evre meydana gelir.
Takim Eucoccidia Merogoni fazi vertebrali konakta gergeklesir.
Alt takim Eimeriina Mikrogamonttan gok s_aylda mikrogamet olugsmaktadir. H@:r bir
makrogamonttan ise bir makrogamet meydana gelmektedir.
Aile Cryptosporidiidae Monoksen gelisim goriilmektedir. Ookistler sporokistleri

bulundurmayip ¢iplak dort sporozoit bulundurmaktadir.

Cins

Cryptosporidium

Tablo 2.2. insan ve hayvanlarda bulunan énemli Cryptosporidium trleri ve 6zellikleri

(Fayer, Santin and Trout 2008)

Tir Konak Yerlesim Yeri Kist Boyutu
C.canis Kopek Incebargirsak 3.7x5.9um
C.parvum Ciftlik hayvanlari, insan Incebargirsak 4.5x5.5um
C.suis Domuz Incebargirsak 4.4x5.1um
C.felis Kedi Incebargirsak 4.5x5um
C.muris Rodentler Mide 5.5x7.4pm
C.andersoni Sigir Mide 5.6x7.4pm
C.wreiri Kobay Incebargirsak 4.0x5.6um
C.bovis Sigir Incebargirsak 4.2x5.6um
C.baileyi Klimeshayvanlari Trakea, Bursa Fabricius, Kloaka 4.6x6.2um
C. gali Tavuk, Ispinoz Proventrikulus 6.2x8.5um
C.ryanae Sigir ? 3.7x3.2um

2.3. Yasam Dongiisii

Cryptosporidium spp.’nin eseyli (seksiiel) ve eseysiz (aseksiiel) lireme donemleri

alt1 fazdan olugmaktadir. Bunlar; ekskistasyon (enfektif sporozoitlerin salinimi), merogoni
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(konak hiicre i¢cinde aseksiiel ¢ogalma), gametogoni (mikro ve makrogametositlerin
olusmasi), fertilizasyon (déllenme), ookist duvart olusumu (bir konaktan diger konaga
bulasmada g¢evre sartlarma direngli ookist duvart) ve sporogonidir (enfektif sporozoitlerin
olusumu) (Constable 2014, Miman and Saygi 2018). Yasam dongiileri tek bir konakta
tamamlanmaktadir. Bu patojenin konak digindaki tek evresi ise ookist evresidir (Sahin ve

ark. 2018). Ookistler > 4,5 um boyutunda oval veya kiiresel goriiniimdedir.

Bu evrede kistin, kimyasal ve mekanik etkilere, cevresel sartlara karsi direnci
artran 49 nm kalinhiginda ti¢ katmanli bir ¢eper yapist vardir. Bu c¢eper yapisi yeni
enfeksiyonlarm odagi olacak sporozoitleri ¢cevrelemektedir (Fayer and Xiao 2007, Harris
and Petry 1999). Ceperin en distaki katmaninin kalmligi 10 nm olup degiskenlik
gosterebilmektedir. Orta katmanin kalnligi 2,5 nm’dir. I¢ katman ise kendi icinde ikKi
katmana ayrilmakta ve katmanlarin kalmliklar1 11,6 ve 25,8 nm olarak oOl¢iilmektedir.
Rezidiiel cisimcigin boyutu 2,4 pum x 2,5 pm’dir. Bir¢ok graniille kusatilmistir.
Sporozoitlerin boyutlar1 4,9 um x 1,2 um seklindedir ve rezidiiel cisimcigin yaninda
yerlesirler (Weber ve ark. 1991). Sporozoitlerin konak hiicreye giriste gorevli apikal
kompleks olarak isimlendirilen bir organeli vardir. Bu organelde rhoptri, mikronem ve
graniiller mevcuttur. Hareket 6zelligi olan bu sporozoitler ince bagirsak mukozasinin
yiizey reseptorlerine birtakim molekillerle (gp900, CP47, Cpg40/15 gibi) tutunurlar.
Tutunma sonrasi protozoonlar aktin polimerizasyonu ile ince bagirsak mukozasinda ¢ikinti
meydana getirirler. Bagirsak mukozasi sporozoiti ¢evreler ve mikrovillus katmaninda
parazitofor vakuol olusumu gozlenir (Elliott ve ark. 2001, Langer and Riggs 1999). Bu
vakuol paraziti konak bagirsak immiinitesinden korur. Ayrica enerji ve beslenme ihtiyaci

vakuol sayesinde konaktan karsilanir (Miman and Saygi 2018).
2.3.1. Ekskistasyon Donemi

Cryptosporidium spp.’nin enfektif 6zelligi olan sporlu ookist formlar1 digki ile
cevreye sacilmaktadir. Ookistlerin enfektif konak¢idan ¢evreye sacilmasi, fekal-oral bulas
ile konak hiicreye alinmasi ve konak¢1 bagirsaginda acilmas: ekskistasyon evresi olarak

isimlendirilir (Karabey ve ark 2021).

Hayat dongiistiniin ilk faz1 olan bu ekskistasyon evresinde, konaga giris yapan
ookistin ince bagirsaklarda acilmasi sonucu dort tane enfektif sporozoit olusmaktadir

(Chalmers and Davies 2010). Kistin agilmasinda etkili unsurlar karbondioksit, viicut 1sisi,



pankreatik enzimler ve safra tuzlaridir (Miman and Saygi1 2018). Bu sporozoitler bagirsak

mukozasina giris yapmaktadir (Chalmers and Davies 2010).

Bagirsak mikrovilluslar1 protozoonu membran kesesi meydana getirerek
sarmaktadir. Boylece, parazit konagin bagirsak epitellerinde intraselliiler-ekstrasitoplazmik

bir yerlesim gostermektedir (Chalmers and Davies 2010).
2.3.2. Merogoni Dénemi

Hayat dongiisiiniin ikinci fazinda, sporozoitler 6nce trofozoitlere, ardindan eseysiz
tireme ile Tip 1 merontlara doniisiim gosterir. Tip 1 merontlardan 6- 8 merozoit meydana
gelmektedir. Olusan merozoitler yeni hiicrelere giris yaparak tekrar eseysiz lireme ile ya
Tip 1 ya da Tip 2 merontlara (4 merozoit) doniiserek eseyli ilireme dongiisiinii

baglatmaktadir (Hijjawi ve ark. 2004).
2.3.3. Gametogoni Donemi

Cryptosporidium spp.’nin hayat siklusunun {iglincii fazi ise gametogonidir.
Merogoni sonucunda Tip 2 merontu i¢inde olusan bu 4 merozoit hiicre parcalaninca yeni

epitel hiicrelerine girip gametogoniyi baslatir. Boylece mikro ve makrogamet olusur.

(Hijjawi ve ark. 2004).
2.3.4. Fertilizasyon Donemi

Hayat  siklusunun  dordiinci  fazinda  (fertilizasyon)  mikrogametlerin
makrogametlerle birlesmesi sonucunda ookist (zigot) meydana gelmektedir (Sahin ve ark.
2018). Zigot 2 aseksiel sporogonik dongi gecirir ve 4 sporozoitli ookist meydana gelir.
Digki ile atilan bu ookist enfektif 6zelliktedir (Miman and Saygi 2018).

2.3.5. Ookist Duvar Olusum Donemi

Hayat siklusunun besinci fazinda Cryptosporidum’un eseyli iremesi sonucu ince ve
kalin ¢eperli ookistler meydana gelmektedir (Miman and Saygi1 2018). Ookistlerin yaklagik
%80’inde iki seritli ookist duvar1 meydana gelirken, %20’sinde ince duvarli bir yapi

gorulmektedir (Hijjawi ve ark. 2004).



2.3.6. Sporogoni Dénemi

Hayat siklusunun altinci fazi olan sporogoni evresi paraziter vakuolde meydana
gelmektedir. Mayoz boliinme sonrasi ince duvarli ookistlerde dort tane sporozoit
olugsmaktadir. Olusan bu kistler konak bagirsak liimenine gecis yapip agilmaktadir (Sahin
ve ark. 2018). Bu tip bulasma, yuvarlak solucanlardan Strongyloides stercoralis’in yasam
dongiisiinde oldugu gibi i¢ otoenfeksiyon olarak adlandirilmistir. Kalin ¢eperli ookistler ise
sporlanarak konak diskisi ile ¢cevreye sagilmaktadir. Sacilan bu ookistler dis otoenfeksiyon,
kisiden kisiye direkt temas, yada kontamine yiyecekler ile yeni konaklara girig yaparak

yeni bir hayat dongiisli baslatmaktadir (Sahin ve ark. 2018, Miman and Sayg1 2018).
2.4. Epidemiyoloji

Parazitin kimyasal ve fiziksel inaktivasyona duyarli olmamasi, az sayida ookistin
enfeksiyona yol acabilmesi ve tiremenin hizli gergeklesmesi parazitin yayilimmi ve
taginmasini kolaylagtiran unsurlardir (Dillingham ve ark. 2002). Ayrica bu etkenin
saptandig1r tasiyict hasta popiilasyonunda devamli kist yayilimi goriilmektedir

(Bayramoglu, Pekmezci and Basar1 2013).

Iklim kosullarnmm elverisli oldugu durumlarda (nemli ve 20°C’nin iizerindeki
sicaklikta), bu patojen 6 ay kadar canliligni koruyabilmekte, sonrasinda hizli bir sekilde
patojenitesini yitirmektedir. Ookist boyutunun kiigiik ve ¢6kme hizinin az olusu, su
birikintilerinde uzun siire canliligmin devam etmesine neden olmaktadir (Dillingham ve

ark. 2002).

Bulas yiyeceklerle de gerceklesebilmektedir. Immiin sistemi baskilanmis insanlar
icin hayvanlar, Cryptosporidium enfeksiyonu icin odak olabilmektedir. Sinekler ise

mekanik vektdr gorevi gormektedir (Usluca and Aksoy 2006).

Klora karsi direng: Havuzlardaki klor konsantrasyonunun (2 ppm) ookistleri iki
glinde etkisiz hale getirebildigi fareler lizerinde yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmustur.
Ancak havuz suyuna digki bulas1 durumunda ise ookistlerin enfeksiyona neden olabilecegi
tespit edilmistir. Organik maddelerin (sag, kil, ter, losyon, idrar, mantar vs), ookistleri

klorun inaktivasyonundan korudugu tahmin edilmektedir (Carpenter ve ark. 1999).

Asidik direng: Parazitin ph’1 diisiik yiyeceklerde 6zellikle meyve sularinda, 6rnegin

elma suyunda saptandigi rapor edilmistir.



Ookist boyutu: Filtrasyon sistemi G.intestinalis ve E.histolytica kistlerinin gegisine
izin vermese de bu kisterin 1/3’l kadar bir hacime sahip olan Cryptosporidium ookistleri

icin yetersizdir (Usluca and Aksoy 2006).

Zoonotik 6zellik: C. parvum tiiriinde konak tiir segiciligi tespit edilmemistir. 152
memeli tdriinin C. parvum veya benzeri bir parazit ile enfekte olabilecegi rapor edilmistir
(Fayer, Morgan and Upton 2000).

Enfektif dozun disiikliigii: Sadece bir buzagi, 6-8 ginde 10 ookist sagilimina
neden olabilmektedir. Baz1 arastirmacilar bir insanda enfeksiyon meydana gelmesi icin 30
ookistin gerekli oldugunu rapor ederken, bazi arastrmacilar sadece bir ookistin bile

enfeksiyona yol agabildigini tespit etmislerdir (Pereira ve ark. 2002).

Cryptosporidium ookistleri, ubiquiter 6zelliktedir bu sebeple tiim diinyada yaygin
enfeksiyon etkenidir. Ancak, gelismekte olan iilkelerde enfeksiyonun goriilme sikligir daha
fazladir (Caccio and Putignani 2014, Chalmers and Caccio 2016). Epidemiyolojik
aragtirmalar ~ Cryptosporidium spp.’nin diinya genelinde dagiliminin  degiskenlik
gosterdigini raporlamaktadir. Arastirmalar C. parvum ve C. hominis’in cryptosporidiosis

pozitif vakalarin %90’indan sorumlu oldugunu gostermektedir (Sahin ve ark. 2018).

C. hominis Kuzey ve Giiney Amerika, Avustralya, Cin, Japonya ve Afrika’da
yaygin olarak saptanirken, C. parvum oncelikli olarak Ingiltere’de goriilmekte bunu
Avrupa ve Yeni Zelanda takip etmektedir (Shrivastava ve ark. 2017). Ortadogu iilkelerinde
ise C. parvum daha sik saptanmaktadir (Xiao 2010).

Bu parazit dinya genelinde gorilebilmekte ve temel semptomu ishal olan
hastaliklarin altinda yatan neden olabilmektedir (Sarikaya 2004). Prematiire dlumleri ve
cocukluk donemindeki biiyiime gelisme geriligi ile iliskili bulunan Cryptosporidium,
1990’11 yillarda ABD Milwaukee’de 400.000 kiside goriilen su kaynakli bir epidemiye
sebep olmustur. Giliniimiizde Antartika diginda hemen her yerde goriilebilmektedir.
Cryptosporidium gelismis tilkelerdeki immiinkompetan kisilerde %1 oraninda saptanirken,
sosyoekonomik seviyesi diisiik iilkelerde %5-10 goriilmektedir. Ishal sikayeti ile bagvuran
cocuklarda ise bu oran %10 ila 25 arasinda degiskenlik gostermektedir (Miman and Sayg1
2018).

Cryptosporidiosis ~ goriilme  sikliginin  yiiksek oldugu yerlerde hastanin
immiinitesinin normal ya da baskilanmis olmasinin hastalik seyrinde dnemli bir unsur

oldugu belirlenmistir. HIV pozitif popiilasyonda Cryptosporidium enfeksiyon sikliginin
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gelismis iilkelerde %14, gelismekte olan iilkelerde ise %24 oldugu raporlanmistir
(Dillingham ve ark. 2002). Tirkiye’de immunsupresif hastalarda yapilan arastirmalarda
Cryptosporidium prevalansmin % 0-35.5 arasinda degistigi belirtilmistir (Ok ve ark. 1995,
Tanyiiksel, Haznedaroglu and Giin 1995). Ulkemizdeki baska bir c¢alismada 106
immunsupresif hasta popiilasyonunda pozitiflik oran1 %16,9 bulunmustur (Tanytksel ve
ark. 1995).

2.5. Patogenez

Cryptosporidium, sindirim kanalinin herhangi bir bolgesine yerlesebilmekte, ancak
en agwr klinkk semptomlar etkenin jejenum bolgesine invaze olmasi neticesinde
gorulmektedir (Fayer and Ungar 1986, Usluca 2009). Cryptosporidium spp.’nin yol actigi
klinik tabloda patojenin enfeksiyona yol agma mekanizmasi tam olarak aydmlatilamamistir

(Tzipori and Ward 2002).

Enfeksiyonun meydana gelisinde siki baglant1 proteinlerinin ve hiicre iskeletinin
dejenerasyonu ile sindirim sistemi epitelinde apopitozise neden olan sistein proteaz ve
serin gibi mediyatorlerin 6nemli bir yeri vardir. Cryptosporidium proteinazinin konakta
mide-bagirsak proteinazla aktive olan reseptor 1 (PAR-1)'i aktive ettigi tahmin
edilmektedir. Proteinazla aktive olan reseptér 1 (PAR-1) apopitozisi dizenlemekte ve
sindirim sistemi epitel hiicre gegirgenligini arttrmaktadir. C. parvum'un yol agtig1 ishalin
ortaya c¢ikmasi ile iliskili olarak, bagirsak emilimini ve sindirimini bozan mikrovilliis
dejenerasyonu, Cryptosporidium’un salgiladigi enterotoksin, konaga baglanmay1 saglayan
TRAP-C1 (thrombospondin-related adhesive protein of Cryptosporidium-1) ve CSL
(Cryptosporidium parvum apical complex glycoprotein) gibi tutunma unsurlarin1 kapsayan

birtakim mekanizmalarin etkili olabilecegi tahmin edilmektedir (Rota and Fidan 2007).

Sindirim sistemindeki villus atrofisi sonucunda vyitirilen hicrelerin yeniden
kazanilmasi amaciyla kript hiperplazisi meydana gelmektedir (Foster and Smith 2009). Bu
sebeple PGE2 ve CI salgisinda artig goriilmiistiir. Ayrica lamina propriada inflamatuar

hiicrelerde aktivasyon tespit edilmistir (Clark 1999).

Cryptosporidium’un bagirsak villuslarina yerlesmesiyle sindirim sistemi epitel
hiicrelerinin islevleri ve enzim aktiviteleri sekteye ugramaktadir. Besin ve elektrolit
emiliminin bozuldugu tespit edilmistir (Gookin, Nordone and Argenzio 2002, Tzipori and
Ward 2002, O'Handley and Olson 2006). Sonugta sekretuar ve malabsorptif diare
gorilmektedir (Fahey 2003).
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2.6. Klinik Bulgular

Cryptosporidiosis, su kaynakli onemli enfeksiyonlar arasinda gosterilmektedir
(Usluca and Aksoy 2006). Bu enfeksiyonda inkiibasyon siresi ortalama 7 gin (1-14
giin)’diir. Ancak konagm immiinitesine gore semptomlarin goriilme sekli degismektedir

(Chalmers and Davies 2010, Hunter ve ark. 2007).

Cryptoporidiosis kliniginde diare, kusma, bulanti, karin agrisi, istahsizlik, kilo
kayb1 ve kramp goriilmektedir. Immiinitesi giiclii olan hastalarda enfeksiyonun, en fazla iki
hafta siiren ishal ile daha sonrasinda kendini smirladigi tespit edilmistir (Caccio and
Putignani 2014).

Glinlimiizde kanserli vaka sayilarindaki artis, immiin yetmezlik, immiin sistemi
baskilayici ilaglarin kullaniminin artmasi ve malniitrisyonlar sonucunda Cryptosporidium
enfeksiyonu ciddi bir saglik sorunu olarak kabul goérmektedir (Tasar, Giines and Vezir
2019). Immiinsupresif hastalarda klinik tablo agir seyretmektedir. Bu hasta grubunda iki
aydan daha uzun siliren ishal ve buna bagl siddetli dehidratasyon ve kilo kaybi
gorulmektedir (Farthing 2000). Gunde 20 litreyi bulan kolera benzeri bu ishal tablosunda
disk1 drneklerinde kan ve I6kosit bulunmamaktadir (Inceboz, Sar1 and Orhan 2002, Dirim
Erdogan, Turgay and Alkan 2003). Uzun siire hastanede yatis ve mortaliteye neden
olabilmektedir (Farthing 2000). AIDS gibi imminsupresif hasta grubunda kolesistit,
pankreatit, kolanjit gibi ekstraintestinal sistem tutulumu da izlenebilir (Chalmers and
Davies 2010).

Cocuklarda genellikle respiratuvar cryptosporidiosis gortilmekte, bu durum genelde
asemptomatik olmakla beraber pulmoner infiltrasyon ve respiratuvar distres
saptanabilmektedir (Miman and Saygi 2018). Akciger veya trakea tutulumu oldugunda
baglica semptom Oksiiriik olarak bildirilmistir (Chalmers and Davies 2010). Ayrica
cocukluk doneminde uzun siire devam eden cryptosporidiosis, biiyiime ve gelisme

geriligine neden olabilmektedir (Mglbak ve ark. 1997).

Ayrica asemptomatik enfeksiyonlar da rapor edilmistir (Caccio and Putignani
2014). Asemptomatik vakalarda anoreksi, depresyon, myalji, bas agris1 ve halsizlik
raporlanmigtir. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde hafif ya da asemptomatik
enfeksiyonun, tani alan hastalardan daha yaygin oldugu tahmin edilmektedir (Robinson ve
ark. 2001, Dann ve ark. 2005, Huang and White 2006).
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2.7. immiinolojik ve Antijenik Yapi

Cryptosporidiosise karsi immiinolojik cevap dogal ve kazanilmis bagigiklik sistemi
uzerinden gergeklesmektedir. Arastirmalar dogal bagisiklik sisteminin etkene ydnelik
savunmada Onem teskil ettigini raporlamaktadir. Toll-like reseptorler, antimikrobial
peptidler, mannoz-baglayici lektin, kemokin, sitokin ve prostaglandinler dogal bagisiklik

sisteminin yapi taslari olarak gosterilmektedir (Robinson and Dorothy 2008).

Cryptosporidiosise karsi savunmada hiicresel bagisikligin da 6nemli oldugu
vurgulanmaktadir (Theodos 1998, Riggs 2002). IFN-y ve CD4+ T lenfositler
Cryptosporidium enfeksiyonunun kontrol altina alinmasinda biiyilk 6neme sahiptirler
(Sallon ve ark. 1991). Cryptosporidium’a kars1 meydana gelen bagisiklik sisteminde IFN- y
ve 70 T hiicreleri enfeksiyonun baglangicindan itibaren rol almaktadir. Salgilanan IL-4, IL-
5 ve IL-10 o6nemli ajanlar olarak gosterilmektedir (Theodos 1998, Riggs 2002).
Bagirsaklardan sekrete edilen IFN-y’nin GIS epitel hiicrelerinin aktivasyonu ile ookistlerin
disar1 atilmasinda gorev aldig1 bdylece enfeksiyonun eliminasyonuna yardimci oldugu
gosterilmistir. Diger bir sitokin olan IL-12 ise IFN-y’nin salgilanmasini uyarir ve
eksikliginde enfeksiyonun kroniklestigi bildirilmistir (Usluca 2009, Laurent ve ark. 1999).
Enfeksiyonun progresyonunun engellenmesinde CD4 sayis1 biiyiik 6nem tasimaktadir.

% f{izerinde iken imminsupresif

Yapilan aragtrmalar CD4 sayisi’'nin 180 hiicre/mm
bireylerde enfeksiyonun kendi kendini smirladigini, 100 hiicre/mm®’iin altinda oldugunda
ise enfeksiyonun kronik bir hal aldigin1 gdstermistir. CD4 say1s1 50 hiicre/mm®’{in altinda
oldugunda fulminan enfeksiyon gelistigi raporlanmistir (Mandel, Bennett and Doli 2005,

Laurent ve ark. 1999, Chen and LaRusso 1999).

Humoral bagisiklik sisteminin cryptosporidiosis enfeksiyonundaki mekanizmasi
tam anlamiyla aydinlatilamamasina ragmen Cryptosporidium ile enfekte hastalarin
serumlarmda Ig G, Ig M ve Ig A tipi antikorlarmn bulundugu tespit edilmistir (Elgiin and IS
2009). Ozellikle salg1 seklindeki Ig A’nim, klinik semptomlarin kontrol altna alinmasinda
biiyiilk rol oynadigi ve yeterli diizeyde olmadiginda enfeksiyonun kroniklestigi
raporlanmstir (K6reng 2011).

2.8. Laboratuvar Tam

Cryptosporidium enfeksiyonlarmin tanisinda diski, balgam ve safra numunelerinde

birtakim teknikler uygulanmaktadir (Karabey ve ark. 2021). Bu enfeksiyonun tanisi i¢in
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mikroskobi, serolojik yontemler (ELISA, DFA, Immiinokromatografik Kkart test),
histopatolojik yontemler ve kiltur yontemi kullanilmaktadir (Ryan, Hijjawi and Xiao 2018,
Robertson 2014).

Cryptosporidium  tanist  saglayan ticari {irtinler (DFA, ELISA ve

Immiinokromatografik kart test) piyasada bulunmaktadir.
2.8.1. Mikroskobik Inceleme

Hastalarda bagirsak parazitlerinin tanis1 oncelikle digki, daha nadiren duedonal sivi
ya da biyopsi numunelerinde parazitin degisik formlarmin tespit edilmesiyle gergeklesir.
Bu sebeple direkt ya da boyali diski Orneklerinin mikroskobik incelemelerinin
Cryptosporidium tanisinda 6nemli bir yeri vardir (Kappus, Juranek and Roberts 1991,
Parija and Srinivasa 1999). Diskida mikroskobik inceleme 6zellikle numune dogru bir
sekilde hazirlandiginda ve yeterli miktarda numune tarandiginda yiliksek duyarlhiliga
sahiptir. Isik mikroskobunun ve lam lamel gibi ekonomik ara¢ gereclerin temin edildigi
herhangi bir laboratuvarda uygulanabilir. Ancak deneyimli ve iyi yetismis personele
ihtiya¢ duyulmasi ve elde edilen sonuglarin subjektif olabilmesi bu yontemin géz ardi

edilmemesi gereken dezavantajlaridir (Parija and Srinivasa 1999).

Bagirsak parazitlerinin belli periyotlarla digsar1 sagilimi sebebiyle en az ii¢ digki

numunesinin mikroskobik olarak incelenmesi daha dogru bir yaklasimdir (Vidal and

Catapani 2005).

Ozelikle diskidaki ookist diisiik miktarda ise mikroskobik inceleme ile
Cryptosporidium spp. tanist koymak son derece giigtiir. Tan1 konurken digki numunelerine
asit fast boyama ile bakilmasi zorunlu olup boyama i¢in kullanilacak materyaller sakincali
ve toksik Ozelliktedir. Konsantrasyon uygulamalari ise zaman alicidir ve yogun is yiikii

olusturmaktadir (Control and Prevention 2004, Rosenblatt and Sloan 1993).

Crytosporidium tanis1 amaciyla en ¢ok tercih edilen boyama yontemleri
karbolfuksin boyama (Heine 1982) modifiye Ziehl-Neelsen boyama (Casemore 1991,
Henriksen and Pohlenz 1981) ve modifiye Kinyoun (Ma and Soave 1983) boyama olarak
gosterilebilir. Bu sayilanlara ek olarak metanolde fiksasyonu yapilmig giemsa boyama
(Pohlenz, HW and WJ 1978) metilen mavisi ile safranin boyama (Baxby and Blundell
1983) diger boyama yontemleridir.
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2.8.2. Serolojik Yontemler

Gunimuizde ylksek hassasiyet ve yuksek spesifite Ozellikleri sebebiyle antijen
tarama testleri en ¢ok kullanilan tani1 yontemleri olarak gosterilmektedir. Bunlar DFA,
ELISA ve immunokromatografik yéntemlerdir (Uyar 2009, Ozcel ve ark. 2007, Garcia ve
ark. 2003).

Bu parazitin yuzey antijenlerini tespit eden DFA yontemi, mikroskobik
incelemelere kiyasla daha duyarli (%99) ve 6zgiil (%100) olup referans yontem olarak
kabul gormektedir (Control and Prevention 2004). Bu yontemde etkenin arandigi diski
ornegi lam tlizerine yayilarak fiksasyon saglanir ve FITC isaretli monoklonal antikorlar
kullanilir. Floresans mikroskopunun kullanildigi inceleme ile ookistlerin tespiti saglanir.
Bu incelemede konsantre edilmis veya edilmemis digki numuneleri kullanilabilmektedir
(Control and Prevention 2004, Yavuz and Ozkan 2009). Ayrica DFA ydntemi, ELISA
kitleri gibi capraz reaksiyon gdstermemektedir (Rosenblatt and Sloan 1993). Bu sebeple
avantajlidir. Cryptosporidium ve Giardia kistlerinin beraber tespit edildigi DFA kitleri

piyasada mevcuttur.

Cryptosporidium antijenlerinin tespitini saglayan bir baska tan1 yontemi de ELISA
yontemidir. SAF ya da formolde bekletilmis, dondurulmus veya hemen alinan diski
orneklerine uygulanabilmektedir. Ancak PV A’da getirilen disk1 6rneklerinde bu yontem ile
tan1 konulamamaktadir. Bu yontemde diski Orneginin, numune dillisyon sivisi ile
emulsifiye edilmesi saglanir. Sulandirilmis diski numunesi ve parazit antijenine 6zel olan
monoklonal antikora sahip konjugat, mikropleytlerin kuyucuklarina konur. Bu
kuyucuklarda Cryptosporidium ookist antijenine baglanacak olan poliklonal antikorlar
mevcuttur. Eger diski numunesinde ookist mevcutsa mikropleytlerdeki poliklonal
antikorlar ve konjugatta yer alan ookiste 6zel monoklonal antikorlar ile birlesir. Ozgiil
olmayan birlesmeler yikama ile uzaklastirilir. Substrat eklenince enzim-antikor-antijen

kompleksine bagli renk olusumu meydana gelir (Control and Prevention 2004).

Immiinokromatografik ~ kart testlerinin  &zgiilliigii =~ %67,6-97,6  arasinda
degismektedir Hizli tam1 saglamalar1 nedeniyle is yilikii fazla olan laboratuvarlarda
kullanilmaktadir (Garcia and Shimizu 2000, Johnston ve ark. 2003). Cryptosporidium spp,
G. intestinalis ve Entamoeba histolytica’nin ayr1 ya da birlikte ¢ok kisa siirede sonug veren

hizli tani testleri mevcuttur (Karabey ve ark. 2021).
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Ayrica IgG antikor tespitini temel alan baska serolojik tani testleri de
gelistirilmistir. Cryptosporidium Cp23’e kars1 gelisen antikorlar enfeksiyonun uzun zaman
once gecirildigini, Cpl7’ye kars1 gelisen antikorlar enfeksiyonun yakin zamanda
gecirildigini, P2’ye karsi gelisen antikorlar ise tekrarlayan enfeksiyonu ifade etmektedir
(Miman and Sayg1 2018).

2.8.3. Molekiiler yontemler

Giiniimiizde molekiiler tekniklerin uygulamalarinin artis1 ile Cryptosporidium
spp.’nin gidalarda tespit edilme olasiliginin yiikseldigi, bu teknigin duyarhligmin ve
spesifitesinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Checkley ve ark. 2015). Molekiler yontemler

hassas ve hizlidir ancak kisitlayici birtakim unsurlar bulunmaktadir.

Genetik materyalin ekstraksiyonu gerekli olup diskidaki safra tuzlari, polisakkarit
bilesikleri ve diger materyaller inhibitor 6zellik tegkil edebilmektedir. Bu sebeple diski
numunesi kullanilan molekiiler ¢aligmalarda, kontaminasyonun minimum seviyeye
indirilmesi ve ornekten ookistlerin itina ile ayrilmasi gerekir (Fayer ve ark. 2000).
Kullanilan yOntemin gilivenirligi ve duyarlilifit uygun primer se¢imine baghdir.
Gilintimiizde PZR teknolojisinin gelismesiyle ve genetik materyal ekstraksiyon kitlerinin

kullanimi ile inhibit6r 6zellikli materyallerin etkisi azaltilmustir (Xiao ve ark. 2000).

Tiir ayriminin yapilmasida ve genotipin ortaya konulmasinda PZR 6énemli bir yere
sahiptir. Bu yontemler epidemiyolojik calismalarda ve konak tespitinde son derece
yararlidir (Usluca and Aksoy 2006). Enfeksiyonun kontrol altina alinmasinda molekiler

yontemlerin 6nemi blyuktlr (Sarikaya 2004).

Multiplex sindirim sistemi parazit panellerinde Cryptosporidium spp, E.histolytica,

G.intestinalis, D.fragilis beraber arastirilabilmektedir (Miman and Saygi 2018).
2.8.4. Histopatolojik Incelemeler

Cryptosporidium spp.’nin tanisinda 1980°1i yillardan 6nce bu yontem uygulanmusti.
Bagirsak biyopsilerinde eozin ve hemotoksilen boyalari kullanilarak mikrovilluslarda
kiigiik ve yuvarlak parazit ookistleri aranmakta ancak tiir ayrimi1 yapilamamaktadir. invaziv
bir yontem olmasi ve alman biyopsilerin hizli tespite gereksinim duymasi, ekonomik
olmamasi, uygulama i¢in fazla siire gerekmesi gibi sebeplerle giiniimiizde ¢ok tercih

edilmemektedir (Fayer and Ungar 1986).

15



2.8.5. Kultir Yontemleri

Cryptosporidium  spp. paraziti, kolon kanser hiicrelerinde ve iliogekal
adenokarsinom hiicrelerinde saptanmaktadir. Kiiltiir uygulamalarinda su numunelerindeki
inhibitorlerin etkisine direngli infektif ookistlerin tespiti miimkiindiir. Bulgularin farelerde
yapilan uygulamalarla korele oldugu gorilmistiir. Hiicre kiiltiir yontemlerinin ayrica
Cryptosporidium spp.ookistlerinin konsantrasyonunu saptadigi da rapor edilmistir. Bu
pozitif yonlerinin yani swra kiiltiir amaciyla cesitli materyallere gereksinim duyulmasi,
ookist morfolojisinin izlenmesi i¢in 1-3 giin gibi bir zamana gereksinim duyulmasi gibi

negatif yonleri de bulunmaktadir (Persing ve ark. 2006).
2.9. Tedavi

Temel biyolojisi tam anlamiyla kavranamadigi i¢cin Cryptosporidium’a karsi heniiz
etkin bir tedavi yaklagimi olusturulamamistir. Bu sebeple enfeksiyon kroniklesip hayati
tehdit edici boyutlara ulasabilmektedir (Uner ve ark. 2009, Koreng 2011, Cook ve ark.
2015).

Biyokimyasal ve metabolik yolaklar hakkindaki bilgi eksikligi tedavi kisitliliginin
temelini  olusturmaktadir. Yapilan c¢alismalar  Cryptosporidium’un islevsel bir
mitokondrisinin olmadigin1 ve aktif krebs dongiisiinden yoksun oldugunu gostermekte
ancak tim glikolitik enzimleri kodladigimi ifade etmektedir. Parazit enerji
metabolizmasinda oncelikle glikozun anaerobik oksidasyonunu kullandigindan, glikolitik
yolakta yer alan enzimler ve rol alan diger iiriinler anticryptosporidial ilaglar igin
potansiyel hedefler olabilirler. Apikompleksan parazitler ile yapilan baska c¢alismalar ise
glikoliz inhibisyonu ile antiparaziter tedavi olusturulabilecegini gostermistir (Uner ve ark.

2009, Cook ve ark. 2015).

ATPazlar, iyon ve aminofosfolipitleri membran boyunca aktif olarak tasiyan bir
protein ailesidir. Yapilan ¢alismalar, Cryptosporidium’un hiicre i¢i ve dis1 ortamlardan
gecisi sirasinda homeostazi devam ettirmek amaciyla bir P-ATPaz ailesine gereksinim
duydugunu belirtmektedir. Ayrica bu etkenin yeni bir P-ATPaz1 (CpATPase3) karakterize
edilmistir. Bu yolaklarin ila¢ gelistirme amaciyla kullanabilecegi diistiniilmektedir.
(LaGier, Keithly and Zhu 2002).

Birtakim arastirmalar ucucu yaglarin C. parvum’a karsi etkili olabilecegini

diistindiirmektedir. Karvakrol, linalool, timol ve &jenol gibi ugucu yag molekiillerinin
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antimikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir fakat antiprotozoal aktiviteleri konusunda

ayrintili bir ¢alisma yapilmamistir (Dominguez-Uscanga ve ark. 2021).

Immiinkompetan hasta grubunda su ve elektrolit replesman tedavisi genellikle
yeterlidir (Miman and Saygi 2018). Immun sistemi baskilanmis hasta grubunda hayati
tehdit eden klinik semptomlara neden oldugu icin etkili bir kemoterapotik ajana gereksinim
duyulmaktadir (Koreng 2011). Bu hastalarda paramomisin, rifaksimin, rifabutin, HIV
proteaz inhibitorleri, makrolidler ve nitozoxanide tedavi i¢in kullanilan ajanlardir. (Miman
and Saygi 2018; Xiao ve ark. 2004). Enfeksiyonun tedavisinde Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) onay verdigi tek ajan nitozoxanide’tir (Checkley ve ark. 2015; Sparks ve
ark. 2015). Yapilan bir arastirmada bu ajanin ii¢ giinlik kullanimmda gastroenterit
semptomlarmin dramatik azaldig: tespit edilmistir (Rossignol ve ark. 2006). Yapilan bir
baska ¢alismada ise malnutre ¢ocuklarda mortaliteyi 6nemli 6l¢lide azalttigi, ishali %56
oraninda ortadan kaldirdigi raporlanmistir (Miman and Saygi 2018). Ayrica diclazuril,
eflornithine ve hiper immune bovine colostrum’un arastrmalarda faydali olduklar1 rapor
edilmistir (Altintas 1997). Halofuginon ve Toltrazuril ise tedavi edici Ozelligi

degerlendirilen ajanlar arasindadir (Bliget ve ark. 2000)

Kullanilan bu ilaglarm etkenin olgunlasmasi ve ookist sagilimi doneminde ¢ok
etkili olamamasi, bobreklere toksik etkisi ve sitotoksisite gibi 6zellikleri nedeniyle bu
enfeksiyonun tedavisinde yeni ajanlara gereksinim duyulmaktadir (Gaafar 2012; Inomata
ve ark. 2015; Shahiduzzaman and Daugschies 2012).

Yapilan bir caligmada heparin siilfatin bu etkene kars1 etkili oldugu tespit edilmistir.
Bu parazitin yayiliminda gorevli C. parvum elongation factor la proteini (CpEFla),
heparinle etkilesime girdiginde Cryptosporidium’un etkisinin inhibe edildigi fark
edilmistir. Bu sebeple Cryptosporidium tedavisinde heparin siilfatin umut verici bir ajan

olabilecegi diisiiniilmektedir (Inomata ve ark. 2015).

Ishali olan hastalarda dehidratasyon bulgular1 gériiliirse oral veya intravendz sivi
tedavisine ihtiya¢ duyulabilir. Bagwsak pasaji azaltildiginda hastalarda iyilesme
gbzlemlendiginden hastalar hekimlerine beslenme sekilleri agisindan danmigmalidirlar

(Sarikaya 2004).

HIV i¢in yapilan yeni arastirmalar sonucu bulunan ajanlar ile enfeksiyona baglh
semptomlarin geriledigi tespit edilmis, yiiksek aktiviteli antiretroviral tedavi (HAART) ile
bagirsakta Cryptosporium spp.’nin azaldig1 gorilmiistiir (Clark 1999).
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2.10. Korunma

Cryptosporidium ookistleri dis geperi ile dis ortamda canliligini uzun bir siire
koruyabilmektedir. Cevreye sagilan bu ookistler infektif &zellikte olup konaga

yerlesebilmektedirler (Fayer and Xiao 2007).

Besinlerin iiretimi, taginmasit ve satiginda gorevli kisilerdeki asemptomatik
tastyicilik toplum sagligi agisindan biiyiik risk olusturmaktadir (Kurtoglu ve ark. 2007). Bu
hastaliga yol acan ookistin enfektif dozu diisiik oldugundan asemptomatik tasiyicilarin
tespit edilmesi hastaligin kontrol altina alinmasinda son derece 6nemlidir (Putignani and
Menichella 2010, Almeida, Pozio and Caccio 2010). Bu sebeple gida sektorii isgilerinin 6
ayda bir fekal oral bulas etkenleri agisindan taranmasi gerekmektedir (Almeida ve ark.
2010).

Geligmis iilkelerde, ciftlik ve yaban hayvanlarinin yetistirilmesi, toprak ve su
dekontaminasyonu, giibre ve atik kontrolii, biyogiivenlik onlemleri, personel saglig1 gibi
konular1 baz alan bir protokol uygulanmaktadir (Ryan ve ark. 2018). Besinlerin ookist ile
temasinin Oniine gecilmesi gida kaynakli cryptosporidiosis vaka sayisinda diisiis ile
sonuglanir. Besinlerin islenmesi esnasinda kullanilan hijyen uygulamalar1 ile ookist

eliminasyonu saglanir (Cetinkaya 2004).

Ozellikle pisirilmeden yenen besinlerin diski ile bulasmnin 6nlenmesi, bulasin
ger¢eklesmis oldugu besinlerin iyice yikanmasi, beslenme oncesi el hijyeni ve yiyeceklerin
titizlikle pisirilmesi korunmadaki baslica unsurlardir (Thompson ve ark. 2005; Ozcel ve
ark. 2007).

Bu parazitin kontrol altna alinmasi i¢in filtreleme ve dezenfekte etme islemleri
beraber uygulanmalidir. Ookist eliminasyonu i¢in klorlama teknigi tek bagsmna
kullanildiginda direng goriilmiistiir. Ookist filtrelemesi yapildiktan sonra atiklarin

dekontaminasyonunu saglayan geri yikama islemi yapilmalidir (Fayer and Xiao 2007).

Yapilan bir ¢alismada 2 ppm klor 120 dak.’da C. parvum ookistlerinin (2x104
ookist/ml) %49,04’iinii; 5 ppm klorin dioksit 90 dak.’da ookistlerin %90,56’sin1, 0,24 mg/I
ozon ise %100’tini inaktive etmistir (Pereira ve ark. 2008). Ayrica UV isinlarma sudaki
ookistlerin duyarli oldugu rapor edilmistir. Bagka bir arastirma UV isinlarmin (250-275
nm) C. parvum’un ookistlerinde yaklasik 2 log’luk diisiise neden oldugunu raporlamistir
(Linden, Shin and Sobsey 2001).
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Sehir sularina dezenfeksiyon ve filtreleme isleminin uygulanmasi, yiizme havuz
sularmin ookist ile kontamine olmasinin engellenmesi, besinlere yiiksek 1s1 verilmesi,
pastorizasyonun yapilmasi ve temizlik kurallarma uyulmasi bu parazitin yayilmasmin

onune gecilmesinde dnemli unsurlardir (Sahin ve ark. 2018).

Bu sebeple diski temasi sonrasi (tuvalet, bebek bezi degisimi vs) ellerin sabunlu su
ile yikanmasi, sigir gibi hayvanlara temas edilirken eldiven kullanilmasi, onay verilmis sise
sularmnin tercih edilmesi, eger cesme suyu icilecekse en az 1 dk kaynatilmasi bulasi en aza

indirir. Cesme suyu i¢ilecekse koagulant yada filtre kullanilmalidir (Sarikaya 2004).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Etik Kurul ve Proje Destegi Bilgileri

Hazirlanan bu tez 15.04.2022 tarihinde 2022/37555 karar numarasi ile Necmettin
Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Ilag ve Tibbi Cihaz Dis1 Arastirmalar Etik
Kurulu Bagkanliginca degerlendirilip onaylandi. Proje numarast 221518022 olan bu
calisma Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastrma Proje Koordinatdrliigii

tarafindan desteklendi.
3.2. Hasta Populasyonunun Belirlenmesi

Calismaya Necmettin  Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde
transplantasyon sonrasi immiinsupresif tedavi goren, malign solid timoéri olan yada
hematolojik malignitesi nedeniyle kemoterapi alan, hematolojik malignitesi nedeniyle
bagisiklig1 baskilanan, kortikosteroid tedavisi géren yada immiin yetmezlik tanili olup ayni
zamanda ishal sikayeti tarifleyen 90 hasta alindi. Calismaya alinan hastalar hematoloji,
onkoloji, imminoloji, organ ve doku nakli merkezi, cocuk hematoloji-onkoloji ve
gastroenteroloji kliniklerinde takip edilmekteydi. Bu hastalara ait klinik ve demografik

verilerin elde edilmesinde laboratuvar bilgi sisteminden faydalanildi.

Arastirmaya 2021-2022 yillar1 arasinda 31’ ¢ocuk olan toplam 90 hasta dahil
edildi. Immiinsupresif 90 ishalli hastada Cryptosporidium spp. siklig1 arastirildi. Ayrica
direkt mikroskobik baki ya da boyali (modifiye aside diren¢li boyama) mikroskobik bak1

sirasinda tespit edilen paraziter etkenler not edildi.
3.3. Laboratuvar Calisma Basamaklari

Laboratuvarimiza ulastirilan diski Ornekleri oncelikle makroskobik ve direkt
mikroskobik inceleme ile arastirildi. Orneklere diski konsantrasyonu amactyla basit
coktlirme teknigi uygulandi. Konsantrasyon sonrasi boyali mikroskobik inceleme amaciyla
diski Orneklerinden yayma preparat hazirlanarak modifiye aside direngli Ziehl-Neelsen
boyama yapildi. Kalan 6rnekler herhangi bir koruyucu soliisyon ilave edilmeden ELISA,
DFA ve molekiiler caligmalar icin {ige ayrilarak 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerine
paylastirildi. Calisilacak 6rnekler -80 °C’de saklanmak {izere buzdolabina kaldirild1.
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3.4. Mikroskobik inceleme

Diski transfer kaplarinda laboratuvara ulastirilan 6rnekler makroskobik olarak
degerlendirmeye alindi. Digkinin sekli, kan ve mukus igerigi not edildi. Daha sonra serum
fizyolojik damlatilarak lam-lamel arasi1 preparat hazirlandi ve x10 daha sonra x40 objektif
ile incelendi. Boyali mikroskobik inceleme Oncesi, digki konsantrasyonu amaciyla basit
coktiirme teknigi uygulandi. Digki numunesine bir damla serum fizyolojik eklenerek
homojenizasyon saglandi. Ardindan numuneye bir miktar daha serum fizyolojik ilave
edildi ve yarim saat bekletildi. Bekleyen numunenin iizerindeki sivi dokiildii yine serum
fizyolojik ilave edildi ve diski haricindeki materyallerden ayirmak amaciyla ¢ift katli gazhi
bez kullanilarak yeni bir kaba aktarildi. Aktarilan bu humune santrifij tlpine konuldu ve
2000 devirde 1-2 dakika santrifiij edildi. Daha sonra tistteki berrak kisim uzaklastirilip
cokeltiden lam-lamel arasi preparat hazirlanarak incelendi. Taze diski numunesinden ve
konsantrasyon sonrasi olusan Ornekten hazirlanan yaymalara modifiye aside direngli

Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama islemi uygulandi.
Modifiye Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama islemi

1) Konsantrasyon sonrasi digk1 drnegi lam tizerine yayildi ve kurutuldu. Kuruyan
ornek 3-4 kez alevden gecirilerek fikse edildi. Hazirlanan preparatlar karbolfuksin iceren

sale icerisine alinip 5 dakika bekletildi.

2) Lamlar 5 dakika boyunca alev yardimiyla alttan isitildi. Kaynamasma izin

verilmedi.
3) Boyanin fazlas1 dokiiliip ¢esme suyu ile yikandi.

4) Daha sonra % 5’lik siilfirik asit ile 30-60 saniye dekolarizasyon yapilip ¢cesme
suyu ile yikand.

5) Preparatlar loefflerin metilen mavisi ile dolu sale igerisine aktarilip 1 dk boyunca

karsit boyama ile boyand1 ve ¢esme suyu ile yikandiktan sonra kurutuldu.

6) Mikroskobik inceleme sirasinda bir damla immersiyon yagi damlatilarak
x100’luk biiylitmede inceleme gerceklestirildi. Pozitif orneklerin  Cryptosporidium
ookistleri 4-6 pm boyutlarinda mavi bir zemin iizerinde pembe veya kirmizi olarak
goruldi. Mikrovida hareketi ile bu Kistlerin iginde kucik siyah graniller tespit edildi.
Boyutu 8-10 pum olan yuvarlak kirmizi ya da pembe goriiniimler Cyclospora ookistleri

seklinde tanimlandi. Mavi- yesil renkte ve ookistlerden daha biiyiik goriiniimler ise mantar
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olarak raporlandi. Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyali tiim saha iki kez tarandi ve

Cryptosporidium ookistleri tespit edilemediyse negatif olarak degerlendirildi.
3.5. ELISA Yontemi

Ishal sikayeti olan immiinsupresif hastalardan alinan —80°C’de saklanan disk1
orneklerinde ELISA yontemiyle C. parvum ve C.hominis antijenleri arandi. Bu tez
caligmasinda Cryptosporidium (RIDASCREENR, C 1201 r-biopharm) kiti iiretici firmanin

onerileri dikkate alinarak kullanilmistir.

Sekil 3.1. ELISA kiti

3.5.1. Kit iceriginde Bulunan Reaktifler

1. Her birinde 8 kuyucugun yer aldigi 12 adet mikropleyt strip (her bir kuyucugun
yuzeyinde Cryptosporidium parvum/hominis’e karsi gelistirilmis poliklonal antikorlar

bulunmaktadir.
2. Diluent (100 ml, %0.1 Kathon bulunur)
3. Wash buffer (100 ml, 10 kat konsantre, pH 7.2, %0.1 Thimerosal bulunur)

4. Pozitif kontrol (1.8 ml, diskidan hazirlanan inaktive Cryptosporidium antijeni,

%0.01 Thimerosal bulunur)
5. Negatif kontrol (2 ml)

6. Konjugat-1 (10 ml, biotin ile konjuge Cryptosporidium antijenine Kkarsi
hazirlanan antikor, %0.1 Kathon bulunur)
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7. Konjugat-2 (10 ml, Streptavidin poli-peroksidaz ile konjuge Cryptosporidium

antijenine kars1 hazirlanan antikor, %0.1 Kathon bulunur)
8. Substrat (10 ml, Ure peroxide-tetrametiylbenzidine (TMB))

9. Stop solusyonu (6 ml, 1 N stlfirik asit)
3.5.2. Numunelerin Hazirlanmasi

Reaktiflerin, pleytin ve -80°C’de saklanan disk1 6rneklerinin oda sicakligina (25 °C)
getirilmesi saglandi. Wash buffer ile deiyonize su 1\9 oraninda karistirildi ve yikama
soliisyonu olusturuldu. Her bir 6rnek i¢in numara verilmis eppendorf tiiplerine 1ml diluent
konuldu. Bu tiiplere ¢alisilacak diski ndrneklerinden 100 pl eklendi. Vorteks ile diski
orneklerinin ve diluentin bulundugu tiipler homojenize edildi. Biiyiik disk: partikiillerinin
cokmesi icin slspansiyon kisa bir siire bekletildi ve berraklasan siipernatant dogrudan
testte kullanildi. Siipernatantin partikiil icermemesine dikkat edildi. Partiikiil goriilen disk1
ornekleri 2500 devirde 5 dakika santriftj edildi.

3.5.3. Testin Cahisiimasi

1. Pleytin ilk kuyucuguna (pozitif kontrol kuyucugu) pozitif kontrol solusyonundan
100 pl, ikinci kuyucuguna (negatif kontrol kuyucugu) negatif kontrol soliisyonundan 100
ul ve hasta numunelerine ait kuyucuklarm her birine, hazirlanan diski numunelerinin

stipernatantindan 100 ul konuldu.

2. Pleytin biitiin kuyucuklarma 100 pl, biotinle konjuge antikor (konjugat-1) ilave
edilip homojenize edildi ve 25 °C ‘de 30 dk bekletildi.

3. Bu igerik hipoklorid bulunan atik kabma dokiildii. Daha sonra, kalan nemi
cikarmak icin plaka, emici kagit iizerine vuruldu. Ardindan kuyucuklar 300 pl yikama

soliisyonu ile 5 kez yikandi.

4. Pleytin biitiin kuyucuklarma 100 pl, streptavidin poli-peroksidaz ile konjuge
antikor (konjugat-2) ilave edilip homojenize edildi ve 25 °C‘de 15 dk inkiibe edildi.

5. Bu igerik hipoklorid bulunan atik kabima dokiildii. Daha sonra, kalan nemi
cikarmak i¢in plaka, emici kagit lizerine vuruldu. Ardindan kuyucuklar 300 pl yikama

soliisyonu ile 5 kez yikandi.
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6. Tim kuyucuklara 100 pl substrat ilave edildi 25 °C karanlik ortamda ve 15

dakika olmak Uzere Gglinci kez inkibe edildi.

7. Daha sonra tim kuyucuklara 50 pl stop solisyonu ilave edilerek reaksiyon

durduruldu.

8. Kuyucuklarda meydana gelen renk degisimi 450 nm (nanometre) dalga boyunda
fotometrik yaklagimla Gl¢lim yapan cihazda degerlendirildi. Firmanin Onerileri dikkate

alinarak sonuglar raporlandu.
3.5.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi
Pozitif Kontrol: Sar1 renk icermeli. Optik dansitesi i¢in (OD) > 0. 800 (450 nm de)

gereklidir.

Negatif kontrol: Renk icermez ve optik dansitesi i¢in (OD) < 0. 200 (450nm de)
gereklidir.

Cut off = Negatif kontrol + 0.15

Numunenin pozitifliginde renk degisimi tespit edilmistir.

REDMI NOTE 9
-~ Al QUAD CAMERA

Sekil 3.2. Calismada kullandigimiz ELISA plate okuyucu ve otomatik yikama cihazi
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3.6. Direkt Floresan Antikor (DFA) Yontemi

Bu arastrmada Merifluor Cryptosporidium/Giardia (Amerika) kiti kullanildi,

aragtirma firmanin Onerileri dikkate alinarak degerlendirildi.
3.6.1. Test Hazirhik Asamasi

Kullanilacak reaktifler ve diski 6rnekleri 25 °C oda sicakligina getirildi. Konsantre
wash buffer yikama soliisyonunun %5’ini olusturacak sekilde soliisyon hazirligi yapildi.
Calismamizda 2.5 mL konsantre wash buffer ve 47.5 mL deiyonize su kullanildi.

Hazirlanan bu soliisyon kullanim zamanina kadar oda sicakliginda bekletildi.
3.6.2. Test Prosedurt

1. Oda 1sisma getirilmis digki numunelerinden transfer loop kullanilarak 1 damla
diski numunesi mikroskop lamimin kuyucuklarina damlatildi. Tiim kuyucuk boyunca
numune yayildi. Slayt ylizeyinin ¢izilmemesine dikkat edildi. Yayma oda sicakliginda

kurutuldu.

2. Hem negatif hem pozitif kontrol ayn1 sekilde kuyucuklara damlatildi ve 30 dk

kurumaya birakild.

3. Daha sonra her bir kuyucuga 1 damla Detection Reagent (Giardia kist ve/veya

Cryptosporidium ookistlerine 6zgli FITC konuldu.

4. Her kuyucuga 1 damla Counterstain (Eriochrome solisyonu) ilave edildi ve

homojenize edildi.

5. Tahta bir ¢ubuk yardimiyla reaktifler karistirildi ve tiim kuyucugun yiizeyine

yayilmas1 sagland1.

6. Slayt nemli ve giines 1smlari gegirmeyen bir kutu i¢inde oda sicaklifinda otuz

dakika bekletildi.

7. Lam hazirlanan yikama soliisyonu ile dekolorize olana kadar yikandi. Durulama
sirasinda firma Onerilerince lam yikama soliisyonuna batirilmadi. Numunenin dejenere
olmamasi ve kontaminasyona yol agilmamasi amaciyla durulama islemi dikkatle

tamamlandi.

8. Slayt nemi alan bir pegete iizerinde kurumaya birakildi.
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9. Slaytta yer alan kuyucuklara 1-2 damla mounting medium eklenip Gzerine lamel
kapatild1.

10. Lam floresan mikroskopta x40 ve x100 biiyiitme yapilarak tarandi. Koyu
renkteki arka plan Gzerinde Cryptosporidium ookistleri /Giardia kistleri parlak ve yesil
renkte fluoresan 1g1ma yapan yapilar seklinde tespit edildi. Bu goriiniimler pozitif olarak

raporlandi.

Sekil 3.3. Calismada kullanilan DFA kiti ve kullanilan IFA mikroskobu

3.7. Molekiiler Tam1 Uygulamasi

Diski numunelerinin DNA ekstraksiyonu amaciyla QIAamp DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden, Almanya) kullanild1 ve iiretici firma 6nerileri dikkate alinarak
calisma gergeklestirildi. Daha sonra ekstraksiyonu saglanan 6rneklerden in-house gergek
zamanli PZR calismast Roche gercek zamanli PZR (Roche, Isvigre 2004) cihazinda
yapild1.
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3.7.1 DNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon kit icerigi

* QIAamp DNA mini Stool column
* InhibitEX Buffer

* Proteinaz K

* Buffer AL

* Buffer AW1

* Buffer AW2

» Buffer ATE

Sekil 3.4. Q1Aamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Almanya)

Ekstraksiyon Prosediri

1. 180-220 mg diski O6rnekleri 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine konuldu. Sivi

formda olan digk1 6rneklerinden ise 200 pl konuldu.

2. Her bir digk1 6rnegine 1 ml InhibitEX Buffer eklendi. Bir dakika boyunca ya da

digk1 6rnegi iyice homojenize olana kadar vorteks uygulandi.
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3. Olusan siispansiyon 70°C’de 5 dakika isitildi. Parcalanmast zor olan diski

numuneleri i¢in sicaklik 95°C’ye yiikseltildi.
4. Istticidan alinan 6rnekler 15 saniye vortekslendi ve bir dakika santrifiij edildi.
5. Yeni bir 2 ml mikrosantriftj tupiine 15 pl Proteinaz K pipetlendi.

6. Santriflij edilen 6rneklerden 200 pl siipernatant alinarak 2 ml’lik Proteinaz K

iceren santrifij tlplerine eklendi.
7. Bu tuplerin icine 200 ul Buffer AL eklendi ve 15 saniye vortekslendi.
8. 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
9. 70°C’den alinan tiiplere 200 ul etanol (%96-100) ilave edildi ve vortekslendi.

10. 600 pl’lik lizat, membran igeren QIAamp spin columna aktarildi. Spin column

kapaklar1 kapatilarak bir dakika santrifiij edildi.

11. Daha sonra filtrat iceren tiipler atildi ve QIAamp spin column, 2ml’lik yeni

toplama tiiplerine yerlestirildi.

12. QIAamp spin column dikkatle agild1 ve 500’er pul Tampon AW1 eklendi ve spin
column kapaklar1 kapatilarak bir dakika santrifiij edildi.

13. Daha sonra filtrat iceren tiipler atildi ve QIAamp spin column, 2ml’lik yeni

toplama tiiplerine yerlestirildi.

14. QIAamp spin column dikkatle agildi ve 500°er ul Tampon AW?2 eklendi ve spin
column kapaklar1 kapatilarak ii¢ dakika santrifiij edildi.

15. Santrifiij sonrasi spin column yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi. Ug

dakika santrifiij edildi.

16. Spin column yeni 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu ve 200’er nul Tampon

ATE eklendi.

17. Oda sicakliginda bir dakika inkiibe edildi. Daha sonra bir dakika santrifiij
edildi. Elde edilen izolatlar -20°C’de sakland:.
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Sekil 3.5. Santrifiij cihaz

Sekil 3.6. Termo Calkalayict
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3.7.2. Cryptosporidium icin In House Ger¢ek Zamanh PZR Uygulamasi

Cryptosporidium i¢in Hadfield ve ark. 2011’in PZR ¢aligmasinda tanimlanan prob

ve primer dizileri kullanilmistir. Bu diziler asagida gosterilmektedir.
Forward > GAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGG -3’
Reverse 5'-CTGCTTTAAGCACTCTAATTTTCTCAAAG -3’
Probe 5’ TACGAGCTTTTTAACTGCAACAA-3’

Gergek zamanli PZR ¢aligmasinda ilk adimda mix hazirlandi. Mix igeriginin toplam
hacmi 20 ul olacak sekilde ayarlandi. Mix igeriginde 0.5 ul F-primer, 0.5 pl R-primer, 0.5
pl prob, 10 pl Master, 3.5 pl ddH20 ( RNAase/DNAase free) ve 5 ul Template DNA
bulunmaktadir. Ardindan izole edilen drnekler Roche ger¢ek zamanli PZR (Roche, Isvigre
2004) cihazma konuldu. Ger¢ek zamanli PZR cihazinda 94°C’de 15 dakikada on
denatiirasyon fazi1 sonrasinda 50 dongii seklinde 95°C’de 10 saniye, 60°C’de 60 saniye,
72°C’de 10 saniye seklinde ayarlanarak amplifikasyon gergeklestirildi.

[#rencovaion

B

- |
B

Sekil 3.7. Gercek zamanli PZR cihazi1 (Roche, Isvicre 2004)
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3.7.3. PZR Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Saglikli bir PZR degerlendirmesi i¢in birtakim kriterler bulunmaktadir. Pozitif
kontrolliin green kanalda threshold ¢izgisini kesmesi ve sigmoid bir egriye sahip olmasi
gerekmektedir. Pozitif 6rneklerin green kanaldaki grafiginin threshold ¢izgisini kesmesi ve
pozitif kontrol egrisiyle paralellik gostermesi gerekmektedir. Kontaminasyonun
olmadigindan emin olmak icin ise negatif kontroliin PZR egrisinin, green kanalda
threshold c¢izgisini kesmemis olmas1 (pozitiflik sinirinin altinda kalmasi) gerekmektedir.
Ayrica internal kontroliin egrisinin pozitif olmasi1 (yellow kanalda yer alan grafigin

threshold ¢izgisini kesmesi) gerekmektedir.
3.8. Verilerin Analizi

Calisma kapsaminda istatistik analizler i¢cin IBM SPSS Statistics (Versiyon 22.0.
Armonk, NY: IBM Corp.) kullanilmistir. Kategorik veriler, say1 ve yiizde olarak ifade
edilmistir. ~ Katilimcilarm  cinsiyetlerine  ve  yaslarma gbére tan1 testlerinin
degerlendirmelerinin karsilastirmasinda ki-kare testinden yararlanilmistir. Arastirmada

istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine basvuran
immansupresif 90 hasta ilizerinde yapilmistir. Gelen tiim digki ornekleri mikroskobi,
ELISA ve PZR ile incelemeye alinmistir. Bu ¢alismalarda pozitif bulunan 6rneklerin yer
aldig1 51 hasta DFA testi ile arastirilmistir. Tiim bu degerlendirmeler sonucunda herhangi
biriyle pozitif saptanan 6rnekler immiinokromatografik kart test ile degerlendirilmistir.
Aragtirmamizda 90 digk1 6rneginin 5’inde modifiye aside direncli Ehrlich-Ziehl-Neelsen
(EZN) boyama yontemi ile Cryptosporidium spp. ookistleri gorulmiistiir. Serolojik tani
tekniklerinden ELISA yontemi ile 90 diski 6rneginde 1, PZR teknigi ile ise 2 Ornekte
pozitiflik tespit edilmistir. DFA tan1 yontemi ile bu pozitif 6rneklerin yer aldig1 51 hasta
ornegi degerlendirmeye alinmis ve 6 Ornekte pozitiflik saptanmistir. Yapilan tim bu
calismalar sonucunda herhangi bir tam1 testinde pozitif saptanan 7 Ornege
immuinokromatografik kart test uygulanmis ve 4 0Ornek pozitif bulunmustur. Ayrica

mikroskobik degerlendirmede goriilen diger paraziter etkenler kaydedilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Diski1 numunelerinde mikroskobik inceleme ile saptanan diger parazitler

Saptanan Diger Paraziter Etkenler Say1 YUzde (%)
Giardia intestinalis 2 2.2
Blastocystis hominis 26 28.8
Cyclospora cayetanensis 1 1.1

Aside direncli modifiye Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama ile yapilan
mikroskobik incelemede 5 numunede Crytosporidium spp. ookistleri, 1 numunede
C.cayetanensis ookistleri saptanmustir. Ayrica 2 numunede G.intestinalis trofozoitleri

gorilmiistir.

32



Sekil 4.1. Modifiye aside direncli Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama ile yapilan incelemede
Crytosporidium spp. ookistleri

Sekil 4.2. Modifiye aside direncli Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama ile yapilan incelemede Cyclospora
cayetanensis ookisti.
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ELISA yontemi ile 1 numunede Cryptosporidium pozitifligi saptanmuistir.

: S & .
Sekil 4.3. ELISA mikropleytlerindeki pozitif ve negatif kuyucuklarin ve pozitif drnege ait kuyucugun
goriiniimil. (Calisma 3 fazda gerceklestirilmistir)

Sekil 4.4. DFA ile pozitif kontrolde gérilen Cryptosporidium spp. ookisti ve G.intestinalis Kistleri

DFA yontemi ile 6 numunede Cryptosporidium pozitifligi, 3 numunede

intestinalis pozitifligi saptanmustir.

G.
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Sekil 4.5. DFA ile yapilan incelemede Cryptosporidium spp. ookisti

PZR yontemi ile 2 numunede Cryptosporidium pozitifligi saptanmustir.

Sekil 4.6. In house gergek zamanli PZR’da Crytosporidium spp. pozitif érnegin amplifikasyon egrisi.

Caligmaya alinan 90 6rnegin 44 (%48,8) 1 erkek, 46 (%51,2)’s1 kadm hastalara aittir.
Hastalarin yaglar1 O ile 81 yas araliginda olup, yas ortalamas1 37,8 (standart sapma: +27,5)
olarak bulundu. Hastalarm 31 (%34,4)’ini ¢ocuk hastalar olusturdu. Cocuk hastalarin 18
(%58)1 erkek, 13 (%42)’0 kizdir. Cocuk hastalarin yas ortalamasi 5,3 (standart sapma:
+4,34)’diir. Caligmadaki 59 yetiskin hastanin 26 (%44)’s1 erkek, 33 (%56)’ii kadindir.
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Tablo 4.2. Hastalarin cinsiyet-yas karsilastirmasi

CINSIYET
Erkek Kiz Toplam
N 18 13 31
Gocuk % 58,1% 41,9%  100,0%
,, N 26 33 59
Yas Yetiskin 44.1% 559%  100,0%
N 44 46 90
Toplam
% 48,9% 51,1%  100,0%

Arastirmaya katilan hastalarin %54,4’i malign solid tiimoér %14,4’i lenfoma,

%]11,1’1 primer immiin yetmezlik, % 8,8’si multipl myelom %7,7°s1 10semi tanisina

sahiptir.
Tablo 4.3. Hastalarmn tanilarina gére dagilimi ve oranlari

TANI f %
Malign Solid Tamor 49 54,4
Lenfoma 13 14,4
Primer Immiin Yetmezlik 10 11,1
Multipl Myelom 8 8,8
Losemi 7 7,7
Immiin Trombositopenik Purpura 1 1,1
Aplastik Anemi 1 1,1
Organ nakli 1 1,1
Total 90 100,0

Calisma kapsaminda degerlendirmeye alinan 90 hastanin tedavi gérdiigii klinikler
Tablo 4.4’de sunulmaktadir. Elde edilen sonuglara gore; hastalarn %30’u ¢ocuk
hematoloji-onkoloji haricindeki diger ¢ocuk saglhgi ve hastaliklar1 klinikleri, %18,9u tibbi
onkoloji, %13,3’ii hematoloji, %12,2’si gastroenteroloji, %7,7°si ¢ocuk hemotoloji-

onkoloji kliniginde tedavi gérmektedir.
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Tablo 4.4. Hastalarmn kliniklere gore dagilimi ve oranlari

f %
Cocuk 27 30,0
Tibbi Onkoloji 17 18,9
Hematoloji 12 13,3
Gastroenteroloji 11 12,2
Gocuk Hematoloji-Onkoloji 7 7,7
Genel Dahiliye 4 4.4
Immiinoloji ve Alerji Hastaliklar1 4 4,4
Radyasyon Onkolojisi 3 3,3
Kemik Iligi Transplantasyon Unitesi 2 2,2
Nefroloji 1 1,1
Organ ve Doku Nakli Merkezi 1 1,1
Gogiis Hastaliklar1 1 1,1
Total 90 100,0

Mikroskobik inceleme ile elde edilen pozitif sonuglar yasa gore incelendiginde; 18

yas alt1 grupta (¢ocuk) %9,7 oraninda pozitiflik saptanirken, 18 yas lizeri grupta (yetiskin)

%?3,4 oraninda pozitiflik saptanmistir. Yapilan istatistiki test sonucuna gore; katilimcilarin

yaslarina gore digki Ornekleri arasinda mikroskobik tani yontemine dayali tani testi

sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Tablo 4.5. Mikroskobik tan1 yontemi ile Cryptosporidium pozitifliginin yas gruplarina

gore karsilastirilmasi

Mikroskopi
Negatif ~ Pozitif ~ Toplam X2 p
28 3 31
Cocuk
% %90,3 %9,7  %100,0
%57 2 59
Yas Yetiskin 1,531 0,236
% %96,6 %3,4  %100,0
85 5 90
Toplam
% %94,4 %5,6  %100,0

Mikroskobik tan1 ydntemi sonucu elde edilen sonuclar

cinsiyete gore

incelendiginde; erkek hastalarda %6,8 oraninda pozitiflik saptanirken, kadin hastalarda

%4,3 oraninda pozitiflik saptanmistir. Yapilan istatistiki test sonucuna gore; katilimcilarin
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cinsiyetlerine gore disk1 6rnekleri arasinda mikroskopi yontemine dayali tani testi sonuglari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Tablo 4.6. Mikroskobik tan1 yontemi ile Cryptosporidium pozitifliginin cinsiyete gore

karsilastirilmast
Mikroskopi 5
- — Toplam X p
Negatif  Pozitif
41 3 44
Erkek
% %93,2 %6,8  %100,0
Cinsiyet Kad " 4 2 40 0,262 0,609
nsiye : :
sy Ay, %957 %43  %100,0
85 5 90
Toplam
% %94,4 %5,6 %100,0

PZR yontemi sonucu elde edilen pozitif sonuclar yasa gore incelendiginde; 18 yas
alt1 grupta hi¢ pozitiflik tespit edilmezken, 18 yas {izeri grupta (yetiskin) %3,4 oraninda
pozitiflik saptanmistir. Yapilan istatistiki test sonucuna gore; katilimcilarin yaslarina gore
disk1 ornekleri arasinda PZR yontemine dayali tan1 testi sonuglar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Tablo 4.7. PZR yontemi ile Cryptosporidium pozitifliginin yas gruplarina gore

karsilastirilmasi
PZR )
: — Toplam X P
Negatif  Pozitif
31 0 31
Cocuk
% %100,0 %0,0 %100,0
Y Yetiski " > 2 > 1,071 0,300
» U oy %96,6 %34 %1000 |
88 2 90
Toplam
% %97,8 %2,2  %100,0

PZR yontemi sonucu elde edilen sonuglar cinsiyete gore incelendiginde; erkek
hastalarda %4,5 oraninda pozitiflik saptanirken, kadin hastalarda hi¢ pozitiflik

saptanmamugtir. Yapilan istatistiki test sonucuna gore; katilimcilarin cinsiyetlerine gore
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digk1 ornekleri arasinda PZR ydntemine dayali tani testi sonuglar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Tablo 4.8. PZR yontemi ile Cryptosporidium pozitifliginin cinsiyete gore karsilagtiriimasi

PZR
: — Toplam X2 p
Negatif  Pozitif

42 2 44
Erkek

% %95,5 %4,5  %2100,0

I n 46 0 46

Cinsiyet Kadmn 2,138 0,144

% %100,0 %0,0  %2100,0

88 2 90
Toplam

% %97,8 %2,2  %100,0

ELISA yontemi sonucu elde edilen sonuglar yasa gore incelendiginde; 18 yas alt1
grupta hi¢ pozitiflik tespit edilmezken, 18 yas lizeri grupta (yetiskin) %1,7 oraninda
pozitiflik saptanmistir. Yapilan istatistiki test sonucuna gore; katilimcilarin yaslarma gore
disk1 ornekleri arasinda ELISA yontemine dayali tani testi sonuglar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Tablo 4.9. ELISA yontemi ile Cryptosporidium pozitifliginin yas gruplarina gore

karsilastirilmasi
ELISA Toplam X2
Negatif  Pozitif P P
31 0 31
Cocuk
% %100,0 %0,0 %100,0
... N 58 1 59
Yas Yetiskin 0,531 0,466
% %98,3 %1,7 %100,0
89 1 90
Toplam
% %98,9 %1,1 %100,0

ELISA yontemi sonucu elde edilen sonuglar cinsiyete gore incelendiginde; erkek
hastalarda %2,3 oraninda pozitiflik saptanirken, kadm hastalarda hi¢ pozitiflik
saptanmamugtir. Yapilan istatistiki test sonucuna gore; katilimcilarin cinsiyetlerine gore
digk1 ornekleri arasinda ELISA yontemine dayali tani testi sonuglar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).
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Tablo 4.10. ELISA yontemi ile Cryptosporidium pozitifliginin cinsiyete gore

karsilastirilmast
ELISA
: — Toplam X2 p
Negatif  Pozitif
43 1 44
Erkek
% %97,7 %2,3 %100,0
. n 46 0 46
Cinsiyet Kadin 1,057 0,304
% %100,0 %0,0 %100,0
89 1 90
Toplam
% %98,9 %1,1 %100,0

DFA dogrulama yontemi ile 51 hastanin diski 6rnegi yeniden incelenmistir. DFA
testi sonucu elde edilen sonuglar yasa gore incelendiginde; 18 yas alti grupta (cocuk)
%16,7 oraninda pozitiflik saptanirken, 18 yas tizeri grupta (yetiskin) %9,1 oraninda
pozitiflik saptanmistir. Yapilan istatistiki test sonucuna gore; katilimcilarin yaglarina gore
disk1 ornekleri arasinda DFA yOntemine dayali tani testi sonuglar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Tablo 4.11. DFA yontemi ile Cryptosporidium pozitifliginin yas gruplarina gore

karsilastirilmasi
DFA
_ — Toplam X p
Negatif Pozitif
n 15 3 18
Cocuk
% %83,3 %16,7 %100,0
Yas 0,644 0,422
n 30 3 33
Yetiskin
% %90,9 %9,1 %2100,0
Toplam n 45 6 51
% %88,2 %11,8 %100

DFA dogrulama ydntemi sonucu elde edilen sonuglar cinsiyete gore incelendiginde;
erkek hastalarda %20 oraninda pozitiflik saptanirken, kadin hastalarda %6,5 oraninda

pozitiflik saptanmistir. Yapilan istatistiki test sonucuna gore; katilimeilari cinsiyetlerine
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gore disk1 ornekleri arasinda DFA dogrulama yontemine dayali tani testi sonuclari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Tablo 4.12. DFA yontemi ile Cryptosporidium pozitifliginin cinsiyete gore

karsilastirilmast
DFA Toplam 2
X
Negatif  Pozitif P P
16 4 20
Erkek
% %80,0 %20,0  %100,0
Cinsiyet Kad " 29 2 31 2,150 0,143
insiye : :
y Ay %935 %65  %100,0
45 6 51
Toplam
% %88,2 %11,8  %100,0

DFA yontemi baz alinarak mikroskobik tani yonteminin duyarlilik ve 6zgilligi

belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore;
Duyarlilik : %83,33
Ozgulluk : %100,0
Pozitif prediktif degeri  : %100,0
Negatif prediktif degeri : %97,82

Testin dogruluk orani : 098,03

Tablo 4.13. DFA yontemi ile elde edilen sonuglarin mikroskobik bak1 sonuglari ile

karsilastirilmasi
Mikroskopi
) — Toplam
Negatif Pozitif
Negatif 45 0 45
DFA Pozitif 1 5 6
46 5 51

DFA yontemi baz alimarak PZR ydnteminin duyarlilik ve 6zgiilliigii belirlenmistir.
Duyarlilik 1 0033,3

Ozgiilluk : %100
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Pozitif prediktif degeri  : %100
Negatif prediktif degeri : %91,83

Testin dogruluk orani : %92,15

Tablo 4.14. DFA yontemi ile elde edilen sonuglarin PZR sonuglari ile karsilastiriimasi

PZR
Negatif Pozitif Toplam
Negatif 45 0 45
DFA Pozitif 4 2 6
49 2 51

DFA yontemi baz alinarak ELISA yonteminin duyarlilk ve ozgilligi

belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore;
Duyarlilik : %0
Ozgilluk : %97,77
Pozitif prediktif degeri  : %0
Negatif prediktif degeri  : %88,0

Testin dogruluk orani : 086,27

Tablo 4.15. DFA yontemi ile elde edilen sonuglarin ELISA sonuglari ile karsilastirilmasi

ELISA
) — Toplam
Negatif Pozitif
Negatif 44 1 45
DFA Pozitif 6 0 6
50 1 51

Immiinokromatografik kart test ile diger tani testlerinden herhangi biriyle pozitif
saptanan 7 hastanin diski testi yeniden incelenmistir. Bu yontem sonucu 4 6rnek pozitif

saptanmuistir.
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Tablo 4.16. Cryptosporidium pozitifligi saptanan hastalarin 6zellikleri

YAS CINSIYET  TANI  Mikroskopi PZR DFA  ELISA ﬁ;‘;tt
0 E Lenfoma Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif
0 K ALL Pozitif ~ Negatif Pozitif Negatif Pozitif
7 E Solid TUmaor Pozitif Negatif Pozitif Negatif Negatif
54 E Solid TUmaor Negatif ~ Negatif Negatif Pozitif Negatif
61 E Lenfoma Pozitif Pozitif Pozitif Negatif Negatif
67 K Solid TUmaor Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif

Primer
77 E Immiin Negatif Pozitif Pozitif Negatif Pozitif
Yetmezlik
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5. TARTISMA

Cryptosporidium spp. apikomplexa subesinde coccidia grubunda yer alan ve
glinimizde insan patojeni olarak bilinen bir protozoondur. Enfeksiydz diareye yol agan
etkenler arasinda yer alan Cryptosporidium spp. en sik jejenum, daha az siklikta ise
akciger, safra kesesi ve karaciger gibi organlara yerleserek c¢ogunlukla ileri yastaki
kisilerde yada ¢ocuklarda, immiinsupresif hasta grubunda ve malnutrisyonu olan kisilerde
mortalite ile seyredebilen firsatc1 bir ajandir (Akahn 2018). Once immiinsupresif
hastalarda sulu ishale sebep olmasi ile dikkat ¢ekmistir. Daha sonra immiinkompetan
bireylerde daha selim seyirli gastroenterit tablosuna neden oldugu goriilmiistiir (Gilay and
Seng6z 2006). Cryptosporidium nazokomiyal ishale neden olan patojenler icinde guncu
(%7,2) sirada rapor edilmistir (Koturoglu ve ark. 2004).

Cryptosporidiasise ait semptomlarin diger gastroenterit semptomlarina benzerlik
gOstermesi, ishal sikayetiyle basvuran hastalarin diski1 Orneklerinin Cryptosporidium
acisindan rutin degerlendirmeye alinmamasi ve bir ¢ok olguda gelismis tan1 tekniklerinin
uygulanmamasi gibi sebepler neticesinde bu etkene ait olgular yeterli dizeyde tespit
edilememektedir (Akalin 2018; Khalil ve ark. 2016).

Enfeksiyonun temel bulas sekli fekal-oral yoldur. Yapilan caligmalar bulasta
kontamine besinler, kaynak sular1 ve Ozellikle igme sularinin 6nemli bir yere sahip
oldugunu vurgulamaktadir (Kar 2007). Cryptosporidium spp. ookistlerinin diger
patojenlere gore klora daha direngli olmasi ve igcme suyu filtrelerinden gecebilmesi,
enfektif dozunun diisiik olmasi, parazitin kaynak sularindaki prevalansinin yiiksek olmasi,
cryptosporidiosisin yayilimmi kolaylastirmakta ve kontamine i¢cme suyu kullanimi su
kaynakli epidemilere neden olmaktadir (Hazer 2007, Leav ve ark. 2003). Su kaynakli
salginlarin arastirildigr bir ¢alismada 1992-2003 tarihleri arasinda yasanan 89 salginin
%69’una Cryptosporidium’un neden oldugu raporlanmistir. Bu protozoonun goriildiigii 62
salginin  %33,8’ine sehir sebeke suyunun, %9,6’sina ambalajli igme sularmin ve
%51,6’sina yiizme havuzlarinin yol agtigi belirtilmistir (Smith ve ark. 2006). Yakin
gecmiste Ingiltere basta olmak iizere Kanada, Avusturalya ve Avrupa’da da su kaynakli 39
Cryptosporidium salgmi rapor edilmistir (Jex ve ark. 2008). Bizim g¢alismamizda ise
hastalarin igme suyu olarak sehir sebeke suyu kullanip kullanmadiklar1 ve genel hijyen

kurallarma uyumlar1 sorgulanamamustir.
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Cryptosporidiosis insidanst iklim sartlarma ve cografik konuma gore farklilik
gostermektedir. Bu etkenin daha c¢ok iliman iklim 6zelliklerinin goriildigii donemlerde
klinik semptomlara yol actigi bildirilmistir. Bu donemlerde yagis nedeniyle patojenin
kaynak ve igme sularina gegme olasiliginin arttigi, bazi besinleri daha ¢ok kontamine ettigi
bildirilmis, tilkemizdeki g¢alisma verilerine gore cryptosporidiosisin Eylil ve Ekim
aylarinda pik yaptigi rapor edilmistir (Harp and Goff 1998; Dogan ve ark. 2010)
Cryptosporidiasisin (Bern ve ark. 2000) yaptigi arastirmada iliman iklim sartlarmin
yasandig1 mevsimlerde, (Dietz and Roberts 2000) yaptig1 ¢calismada ise Temmuz-Agustos
aylarinda daha sik goriildiigii raporlanmistir. Yaptigimiz arastirmada Mart—Agustos aylari
arasinda toplanan digki Ornekleri kullanilmistir. Numune toplama bir tam yil boyunca
devam etmediginden mevsimler arasinda kiyaslama yapilamamistir. Bu sebeple iklim
sartlarinin cryptosporidiasis goriilme siklig1 {lizerine etkisi konusunda bir yorumda

bulunulamamastir.

Literatirde yer alan ¢aligmalar incelendiginde cinsiyet farki ile Cryptosporidium
insidans1 arasinda iliski olmadig1 goriilmiistir (Kar 2007). Yaptigimiz bu ¢alismada da
Cryptosporidium saptanmasinda cinsiyetin herhangi bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir.
Cryptosporodium ¢ocukluk yas grubu ishallerinin 6nemli sebeblerinden biri olarak
bilinmektedir ve parazitin c¢ocuk hastalarda daha c¢ok semptomatik seyrettigi
bildirilmektedir (Miman ve Saygi 2018). Bu calismada ¢ocuk hastalarda erigskin yas
grubuna gore pozitiflik oran1 daha yliksek bulunmustur ancak aradaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir.

Parazitin sikligina dair hasta popiilasyonu, iklim sartlar1 gibi bir¢ok degiskene bagli
olarak farkl veriler sunulmaktadir. Yapilan caligmalarda ishalli digk1 6rneklerine modifiye
asit fast boyama yontemi uygulanmis, Mersin’de (Atambay ve ark. 2003) 500 oOrnekte
%1,6, Van yoresinde (Cicek and Yilmaz 2011) 450 Ornekte %2,2 oraninda
Cryptosporidium spp. pozitifligi bildirmislerdir. Bagisiklig1 baskilanmis hastalarda bu
patojene daha sik rastlanildigi icin epidemiyolojik caligmalar daha ¢ok ishali olan
immiinsupresif hastalar {izerinde yapilmistir (Beyhan and Yilmaz 2020). Bu ¢alismalar
neticesinde birbiri ile biiylik farkliliklar gosteren veriler elde edilmistir. Bu farkliligin,
enfeksiyonun evresine, arastirilan hasta popiilasyonunun 6zelliklerine ve sayisma, tani
tekniklerinin  duyarlilifma ve yerlesim yerinin iklim sartlarina bagli oldugu

diistiniilmektedir (Basustaoglu 2009; Brooks ve ark. 2014).
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Yapilan bir arastrmada immiinsupresif bireylerde Cryptosporidium spp.
insidansinin %1,3 ila %17 arasinda degiskenlik gosterdigi rapor edilmistir (Sreedharan,
Jayshree and Sridhar 1996; Tanyuksel, Gin and Doganci 1995).

Yapilan bir caligmada (Abaza ve ark. 1995) 427 bagisikligr baskilanmis ishalli
hastanin %6,31i, baska bir arastirmada ise (Sulzyc-Bielicka ve ark. 2012) kolorektal
malignitesi bulunan ishalli 87 hastanin %12,6’s1 Cryptosporidium spp. pozitif
bulunmustur. Sane ve ark. (Sane, Thakar and Mehendale 2009) diare gorulen 137 HIV
hastasmin %12’sini Cryptosporidium spp. agisindan pozitif raporlamislardir. Jayalakshmi
ve ark. (Jayalakshmi, Appalaraju and Mahadevan 2008) 84 ishalli imminsupresif hasta

iizerinde yaptiklar1 ¢calismada %12,4 oraninda pozitiflik bildirmislerdir.

Ulkemizde bagisiklign baskilanmis hasta popiilasyonunda Cryptsporidium spp.
sikliginin arastirildignr ¢alismalarda; Tanyiliksel ve ark. (Tanylksel ve ark. 1995a)
malignitesi olan 106 hastanin %16,9’unda, Sar1 ve ark. (Sari, Sar1 and Ertug 2003) yine
kronik bobrek yetmezligi tanili 47 hastanin %6,4’tinde Cryptosporidium spp.pozitifligi
raporlamiglardir. Karabey ve ark. (Karabey ve ark. 2021) kemoterapi alan malign solid
timorli 5 gunden uzun sure ishal sikayeti olan 94 immiinsupresif hastada %5,3 oraninda,
Yildiz ve ark. (Yildiz ve ark. 2001) ise yine ishalli immulnsupresif hastaya ait 72 diski
orneginde %38,3 oraninda Cryptosporidium spp. pozitifligi tespit etmislerdir. Bizim
arastrmamizda immiinsupresif ishal sikayeti tarifleyen 90 hastanin 7 (%7,8)’sinde

kullanilan yontemlerden en az biri ile Cryptosporidium spp. tespit edilmistir.

Cryptosporidiosisin tanis1  histolojik ve molekiiler yontemler, mikroskobik
inceleme, DFA ve ELISA gibi serolojik teknikler ile konabilmektedir (Sears and
Kirkpatrick 2001). En sik tercih edilen yontem ise mikroskobik incelemedir (Morgan ve
ark. 1998). Ancak direkt mikroskobik bakilarda Cryptosporidium ookistlerinin boyutsal
olarak kiiciik olmalar1 ve mayalara ¢ok benzemeleri nedeniyle degerlendirilmesi zordur.
Aside direngli boyama sonrasinda mikroskobik baki tanida asgari yontem olarak kabul
edilmektedir. Bu tan1 yontemi ucuz olmasi, ookistlerin i¢ yapisininin degerlendirilmesine
imkan vermesi ve kalict boyama sayesinde preparatlarmm uzun siire saklanabilmesi
sebebiyle kiymetlidir. Fakat degerlendirme i¢in uzun bir zaman ve tecriibe gerekmesi,
tekrarlanabilirliginin diisiik olmas1 gibi dezavantajlar1 sebebiyle farkli tan1 yontemlerine
gereksinim duyulmaktadir. Ote yandan preparatlarin ciddi teknik tecriibeye sahip kisilerce
incelenmesi ile bir¢ok etken mikroorganizma i¢in altin standart olarak kabul gordiigii

bilinmektedir (Usluca, Babur and Kilic 2020).
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DFA yontemi, modifiye aside direngli boyama yontemine gore Cryptosporidium
tanisinda daha yuksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugundan giniimuzde altin standart
olarak kabul edilmektedir. ABD ve Avrupa’nin referans laboratuvarlarinda da altin
standart test olarak kullanilmaktadir (Miman ve Saygi 2018). Digki 6rneginin 1 ml’inde
100 ookistin bulunmast DFA tani testi i¢in yeterlidir. Ciinkii yontemin duyarlilig1 birgok
caligmada yaklasik %100 olarak raporlanmistir (Clark 1999). Yapilan bir arastirmada
ishalli 100 diski numunesinde Cryptosporidium spp. aside direncli boyama ile %1
oraninda, DFA tan1 yontemi ile ise %4 oraninda pozitif bulunmustur (Ozcelik, Degerli and
Yildirim 2014). Dezavantaj olarak DFA yogunlagtirma yontemlerinden ve digkidaki diger
materyallerden etkilenebilir (Leng ve ark. 1996). Ayrica maliyeti fazla ve testin ¢aligilmas1
zahmetlidir. (Carey, Lee and Trevors 2004). Bu verilere dayanarak ¢alismamizda DFA

altin standart olarak kabul edilmis ve diger testler DFA baz alinarak karsilastirilmistir.

Bu calismada DFA baz alindiginda modifiye aside direncli EZN boyama
yonteminin duyarliligit %83,33, 6zgilliigli %100 olarak bulunmustur. DFA testlerinin
maliyetlerinin yiiksek olmasi rutin laboratuvarlarda kullanimini smirlayan en 6nemli
sorundur. Yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olan modifiye EZN boyama, daha maliyet
etkin bir yéntem olarak, deneyimli laboratuvarlarda 6zellikle imminsupresif ve ¢ocuk

hastalar gibi hassas gruplarda kullanilabilir.

Formalin ile fiksasyon saglanan yada stoklama kosullarina dikkat edilmeyen
numunelerde DFA ve ELISA gibi tan1 yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir (Gasser and
O'Donoghue 1999). Fakat ELISA yonteminde etkinlik ticari kite gore degiskenlik
gostermektedir. Yapilan bir calismada PZR’m ELISA ydntemine kiyasla 103-10* kat daha
duyarli oldugu tespit edilmistir (Leng, Mosier and Oberst 1996). Ayrica basta
apikompleksan parazitler olmak tzere bircok patojende bulunan ortak antijenlere karsi
olusan ¢apraz etkilesimler neticesinde yalanci pozitif sonuglar goriilebilmektedir (Beyhan
and Yilmaz 2020). Bu yontemin bir baska dezavantaji ise pahali bir tan1 yontemi olup
numunelerin  biriktirilerek  ¢alisilmas1  gerekmektedir (Karabey ve ark. 2021).
Caliymamizda ELISA ile yalnizca bir hastada pozitiflik saptanmis ve bu pozitiflik diger

tan1 yontemleriyle dogrulanamamustur.

Tamer ve ark’lar1 sindirim sistemi yakinmalari ile bagvuran 80 digki 6rnegini
degerlendirmisler ve asit fast boyama yontemi ile li¢ 6rnekte (%3,75), ELISA serolojik
testi ile ise bes ornekte (%6,25) Cryptosporidium spp. pozitifligi tespit etmislerdir. Asit

fast boyama ile pozitif saptanan iic numune ELISA teknigi ile de pozitif bulunmustur
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(Tamer and Gilleng 2008). Yine ayn1 yakinmalarla basvuran hasta popiilasyonunda yapilan
bagka bir ¢calismada ELISA yontemi ile 723 diski 6rneginin %2,8’inde Cryptosporidium
spp. pozitif saptanmistir (Beyhan and Yilmaz 2020).

Molekiler yontemler niikleik asit analizini baz alarak genotiplendirme yapabilmesi,
hizli tan1 ve birgok numuneyi kolaylikla degerlendirme imkani sunmasi, tedavi asamasinda
yol gosterici olmasi gibi sebeplerle son yillarda sik tercih edilen yontemlerdir (Yilmaz
2016). Disk1 numunesinde ¢ok az sayida ookist bulundugunda ve bu ookistlerin digkinin
tamamina homojen dagilmadig1 durumlarda molekiiler tekniklerin mikroskobik incelemeye
gore daha az sayida pozitif numuneyi saptadigi raporlanmistir (Usluca 2009; Magi ve ark.
2006; Amar, Dear and McLauchlin 2004). Diskida yer alan polisakkaritler, safra tuzlari
yada biluriibinler PZR ¢aligmasini inhibe edebilmektedir (Usluca 2009). DNA izolasyonu
oncesinde ookist hasar1 meydana geldiyse PZR, Cryptosporidium etkenini saptayamayacak
ve mikroskobik inceleme verileri ile PZR arasinda uyumsuzluk goriilecektir (Magi ve ark.
2006; Amar ve ark. 2004). Molekiiler tekniklerin rutin tanida yer almasinin ancak bu
problemlerin ¢ozilmesi ve belli bir standardizasyonun saglanmasi ile miimkiin olacagi
bildirilmistir (Usluca 2009; Magi ve ark. 2006).

Molekiiler tekniklerin mikroskobik degerlendirmelere gore az sayida numune ile
yapilan ¢alismalarda ¢ok daha fazla maliyete yol actig1 bilinmektedir. Ancak ¢ok sayida
numuneye ayni anda uygulanmasi ile maliyet azaltilabilmektedir. Aside direngli
boyamanin yapilmasi PZR’a gore daha az zaman gerektirmektedir. Fakat yaymanin
degerlendirilmesi tecriibeli bir uzman gerektirirken, PZR’da grafikler kolayca
degerlendirilebilmektedir. PZR yiiksek spesifivite ve sensitiviteye sahiptir. Ayrica genotip
tayini ile tlir ayirimu yapabilir. Bu sebeple epidemiyolojik ¢alismalar adina Umit verici bir

tan1 metodudur (Morgan ve ark. 1998).

Calismamizda yalnizca iki hasta PZR ile pozitif olarak bulunmus ve DFA testi baz
alindiginda duyarlilik %33,3, 6zgiillik %100 olarak hesaplanmistir. PZR calismasinda
digk1 Ornegindeki inhibitorler yalanci negatifliklere sebep olabilecegi gibi, ¢alismada
primer prob kullanilmasindan dolay1 optimizasyon ile ilgili sorunlarin olusmus olabilecegi
diistiniilmektedir. Literatiirde de PZR’nin mikroskobik degerlendirmeye gore diisiik

duyarlilikta kaldig1 caligmalar bulunmaktadir.

48



Ulkemizde diare goriilen 36 immiinsupresif hasta {izerinde yapilan bir ¢alismada
modifiye aside direncli boyama ile mikroskobik inceleme, molekuler teknikler ve direkt
floresan antikor testi ile Cryptosporidium etkeni arastirilmistir. Elde edilen verilere gore
aside direngli boyama ile 1, DFA yontemi ile 3 Ornek pozitif bulunmustur. Kullanilan
molekiiler teknik ile ise pozitif numune tespit edilememistir (Ulgay ve ark. 2008). Yapilan
baska bir ¢alismanin 80 kisilik diare goriilen immiinsupresif hasta grubunda, mikroskobik
inceleme ile 3, ELISA tan1 yontemi ile 5, DFA ile ise 4 pozitif numune bulunmusken PZR

ile pozitiflik saptanilamamistir (Y1lmaz 2016).

Calismamizda 90 immiinsupresif hastanin digk1 6rneklerinde mikroskobik inceleme
ile 5, ELISA yontemi ile 1, PZR ile 2 pozitiflik tespit edilmistir. ELISA ile tespit edilen
pozitif numune disindaki diger pozitif numuneler DFA ile de pozitif olarak bulunmus,
toplamda c¢aligilan 51 6rnegin 6 ‘sinda DFA pozitifligi tespit edilmistir. Yontemlerden
herhangi biri ile pozitif bulunan 7 6rnekte immiinokromatografik hizli tani testi ¢alisilmis
ve 4 ornek hizli tani testi ile de pozitif olarak saptanmistir. Hizli tani testlerinin 6rnek akisi
yogun laboratuvarlarda 6zellikle kronik ishali olan hassas gruplarda hizli tanmida faydah
olacagi disiiniilmektedir. Calismada ayrica bir hastada firsat¢1 bir diger patojen olan
Cyclospora cayetanensis ookistleri ve 3 hastada 6nemli bir ishal etkeni olan Giardia

intestinalis trofozoitleri saptanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmada ishali olan 90 immiinsupresif hastanin digk1 6rnegi Cryptosporidium
spp. tespiti amaciyla farkli tan1 yontemleri ile incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda
modifiye aside direncli boyama ile %5,5; PZR ile %2,2 ve ELISA ile %1,1 oraninda
Cryptosporidium spp. pozitif bulunmustur. DFA ile 51 hastanin 6’sinda pozitiflik

saptanmistir.

Calismamiz Ozellikle ishalli immiinsupresif hastalardan gelen diski 6rneklerinde
Cryptosporidium spp. bulunma ihtimalinin g6z ardi edilemeyecegini gostermistir.
Immiinsupresif hasta sayismm giiniimiizde her gecen giin arttigi da goéz Oniinde
bulunduruldugunda, laboratuvarlarin rutin caligmalarinda 6zellikle immiinsupresif hasta
grubu i¢in bu etkenin hizli ve giivenilir tespiti son derece Onemlidir. Bu sebeple
immunsupresif hasta takibi fazla olan 2. ve 3. basamak hastanelerde, Cryptosporidium spp.

tanisina yonelik tan1 algoritmalar1 olusturulmalidir.

Cryptosporidium ookistlerinin tespiti amaciyla uygulanan tan1 yodntemlerinin
birbirlerine {stiinliikleri oldugu gibi her birinin kendi i¢inde dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Referans yontem olan DFA baz alindiginda modifiye aside direncli
boyamanin duyarliigi ve o6zgilligli yiiksektir ancak 15 giici ve teknik deneyim
gerektirmektedir. Ornek akisi yogun laboratuvarlarda gelen tiim diski orneklerinde
modifiye asit fast boyama yapmak ve degerlendirmek miimkiin olmayabilir. Ancak riskli
hasta gruplarinda asgari tam1 olarak modifiye aside fast boya ile 6rneklerin
degerlendirilmesi Cryptosporidium tanisi igin faydali olacaktir. Ayrica yine yogun is akisi
olan laboratuvarlarda immiinokromatografik tani testlerinin, pratik kullanimi ve hizli sonug

alinmasi nedeniyle faydali olacag diisiiniilmektedir.
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