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ONSOz

Cryptosporidiosis, Cryptosporidium soyuna bagli protozoonlarca olusturulan, tim
dinyada ve Turkiye’de yaygin olarak gorilen zoonotik bir hastaliktir. Genel olarak immun
sistemi normal yetiskinlerde belli bir 6nem tasimaz. Ancak, immunsupresif (immin sistemi
baskilanmisg) eriskinlerde, ¢ocuklarda, bazi hayvan yavrularinda sulu sari ishal ile birlikte

siddetli hastalik tablosu olusturarak 6liim ile sonlanan klinik tablolar olusturur.

Zoonoz bir hastalik olmasi ile birlikte cryptosporidiosisin tedavisinin gi¢ olmas: bu
hastaligin 6nemini artirir. Monoksen bir biyolojiye sahip olan Cryptosporidium tirleri,
genellikle sindirim sistemine yerlesmekte (bazi durumlar disinda) ve dig ortama diski ile

birlikte 4-6 pm capl ookist formuyla atilmaktadir.

Bulasma ise temel olarak, bu ookistlerin su basta olmak (izere ookistle bulasik
gidalarin alinmasiyla gergeklesmektedir. Parazit kiguk oldugu igin cogu filtreden kolaylikla
gecebilir. Ayrica aritmada kullanilan ¢cogu kimyasala direngli olmasiyla birlikte dis ortama

atilan ookist formunun enfektif olmasindan dolay: hastalik 6zel bir konuma gelmistir.

Bu calismada Adnan Menderes Universitesi Arastrma ve Uygulama Hastanesi
Parazitoloji Anabilim Dali laboratuvarina gelen farkli yas grubundaki hastalarin diski
orneklerinde Cryptosporidium parvum’un Kinyonun asit-fast ile boyanmis preparatlarin
mikroskobik bakisi ve Cryptosporidium parvum antijenlerinin  ELISA yodntemiyle

arastirilmasi iki yontemin sonuglarin karsilastirilmas: amaglanmistir.



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY
ONSOZz
ICINDEKILER
SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi
CIZELGELER DIZiNi
RESIMLER DIZINi
SEKILLER DiziNi

1. GIRIS

1.1. Tarihge

1.2. Taksonomi

1.3. Morfoloji

1.4. Yasam Dongusu

1.4.1. Ekskistasyon (Kist Formunun Kaybolmasi) Dénemi

1.4.2. Merogoni Donemi

1.4.3. Gametogoni Donemi

1.4.4. Dollenme Donemi

1.4.5. Ookist Dénemi

1.4.6. Sporogoni Dénemi

1.5. Bulas ve Epidemiyolojisi

1.6. Cryptosporidiosis

1.7. Patojonite

1.8. Klinik Tablo

1.8.1. intestinal Cryptosporidiosis
1.8.1.1. Asemptomatik Tasiyicilar
1.8.1.2. Akut Sinirli Enfeksiyon
1.8.1.3. Kronik Enfeksiyon

1.8.1.4. Fulminant Enfeksiyon
1.8.2. Respiratuar Cryptosporidiosis
1.8.3. Hepatobiliyer Cryptosporidiosis
1.8.4. Pankreatik Cryptosporidiosis

SAYFA



1.9. Tam

1.9.1. Direkt Mikroskopi Yontemi

1.9.1.1. Boyasiz Direkt Mikroskopi Y 0ntemi
1.9.1.2. Boyali Direkt Mikoskopi Y ontemi
1.9.2. Serolojik Yontemler

1.9.2.1. DFA (Direkt Immunfloresans Teknigi)

1.9.2.2. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

1.9.2.3. IFA (indirekt Floresan Antikor Testi)
1.9.2.4. Hizh Immunokromatografik Yontemler
1.9.3. Molekdler Ydntemler

1.9.4. Histopatolojik Inceleme

1.9.5. Kiltdr Yontemleri

1.10. Tedavi

1.11. Korunma

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Insan digkis1

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

2.1.3. Kullanilan Laboratuvar Malzemeleri
2.1.4. Kullanilan Cozelti ve Kimyasallar

2.2. YOntem

2.2.1. Orneklerin Toplanmas: ve Hazirlanmasi
2.2.2. Kinyonun Asit-Fast Boyama Y ontemi
2.2.2.1. Kinyonun Carbol-Fuchsine Hazirlanmasi
2.2.2.2. Loefferin Metilen Mavisi Hazirlanmasi
2.2.3. ELISA Yontemi

2.2.3.1. Ornegin Hazirlanmasi

2.2.3.2. Yikama Soltsyonunun Hazirlanmasi
2.2.3.3. Konjugat Solisyonun Hazirlanmasi

3. BULGULAR

4. TARTISMA

5. SONUC
OZET

20
21
21
21
22
22
22
23
24
25
27
28
29
32
36
36
36
36
36
37
37
37
37
38
38
39
39

39
40

42
47
50
o1



SUMMARY
KAYNAKLAR
OZGECMIS
TESEKKUR

52
53
64
65



mg
ml

nm

uv
PH

AIDS
AFLP

COWP
dH,0
DNA
EIA
ELISA
GP60
HACCP

HIV
HFL
HSP70
IgG
IgM
IFA
ITS
KCr,0O7
KOH
MRNA
PBS
PCR
PFGE

SIMGELER VE KISALTMALAR

Gram

Miligram

Mililitre

Nanometre

Mikrometre

Ultra viyole

Hidrojenin Glcu (Power of Hidrojen)

Edinilmis bagisiklik eksigi sedromu (Acquired Immun Deficiency Syndrome)
Cogaltilmig Parga Uzunluk Polimorfizmi (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism)

Cryptosporidium ookisti duvar proteini(Cryptosporidium Oocyst Wall Protein)
Distile su

Deoksiribonikleik asit

Enzyme Immun Assay

Enzime-Bagli-immiin Analiz (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

60 kDa glikoprotein

Kritik Kontrol Noktalarinda Tehlike Analizi (Hazard Analysis and Critical
Control Point)

AIDS’e neden olan virus (Human Immunodeficiency Virus)

Human Fetal Lung

(70 kDa Heat Shock Protein)

Vcutta Uretilen antikorlar (immdinglobin G)

Vcutta Uretilen antikorlar (immdinglobin M)

Immiino Floresan Antikor Yéntemi (Immunofluorescence Assay)

Internal Transcribed Spacer

Potasyum Dikromat

Potasyum Hidroksit

mesajci RNA

Tampon ¢ozelti (Phosphate Buffered Saline)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

Darbeli alan jel elektroforezi (Pulsed Field Gel Elektrophoresis)

vi



RADP
rDNA
RFLP

rRNA

RT-PCR

SNP

SSCP

SSUrkRNA

18S rRNA

Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA(Random Amplified Polymorphic DNA)
Ribosomal DNA

Rekstriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

Ribozomal RNA

Reverse transcription polymerase chain reaction

Tek Nikleotit Polimorfizmi (Single Nucleotid Polymorphism)

Tek Zincir Konformasyonel Polimorfizmi (Single Strand Conformation
Polymorphism)

Kicuk Ribizomal RNA alt tnitesini kodlayan bolge (Small Subunit Ribosomal
RNA)

18 S ribozomal RNA

Vil



Cizelge 1.1.
Cizelge 1.2
Cizelge 1.3.
Cizelge 1.4.
Cizelge 1.5.

Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.

Cizelge 3.3.

CIZELGELER DiZiNi

Turkiye’de Cryptosporidium’un insanlardaki prevalansi
Cryptosporidium’un siiflandiriimas:

Turler ve yerlestigi konaklar

Cryptosporidium cinsinin simiflandirmadaki yeri

Ulkemizde ve bazi llkelerde yapilan ¢calismalarda Cryptosporidium
spp. gorulme sikligt

Modifiye asit-fast boyama yontemi ile Cryptosporidium spp.
ELISA Yontemi ile tespit edilen Cryptosporidium parvum'lu
hastalarin yaslara gére dagilimi

Cryptosporidium parvum’ lu stipheli hastalara ait bilgiler ve
mikroskobi-ELISA sonuglar

SAYFA

42
44

46

viii



Resim 2.1.

Resim 2.2.

Resim 2.3.

Resim 2.4.

Resim 3.1.
Resim 3.2.

Resim 3.3.

RESIMLER DIiZiNi

Kinyonun asit-fast boyasi ile Cryptosporidium ookistlerin x100
mikroskop gorintusu

IDEXX Cryptosporidium parvum ELISA Kiti

ELISA yonteminin yapilig asamasi

ELISA reader ile optik dansite 450 nm’de ELISA okuyucusunda
okutulmasi

Kinyonun asit-fast boyamasi ile Cryptosporidium ookistleri

ELISA plaginda pozitif ve negatif kuyularin gérinumi (ilk 92
hasta)

ELISA plaginda pozitif ve negatif kuyularin ¢iplak gézle gérunuma

SAYFA

38

39

41

41

43
44

45



SEKILLER DiZINi

SAYFA
Sekil 1.1. Cryptosporidium spp’e ait yasam donglsinde ookist gelisim 14

evreleri



1.GIRIS

Cryptosporidiosis, Cryptosporidium cinsine bagl, protozoonlarin neden oldugu, tim
dinyada oldukca yaygin olarak bulunan ve 100’den fazla canl: ttriinde gortilen zoonoz bir
hastaliktir (Miller ve ark 2003a).

Cryptosporidium cinsi organizmalar; memeli, surlingen, kus ve baliklar gibi bir¢cok
konakta hastaliga neden olan coccidian protozoonlardir (Current ve Bick 1989). Bu parazitin
100’un Gzerinde farkl: tar rapor edilmis olup diinyada yaygin olan patojen protozoondur
(Spano ve Crisanti 2000). Cryptosporidium tdrleri insanlarda ve hayvanlarda ishal ve
gastroenteritin 0nemli bir sebebi olarak bilinmektedir. Yedi Cryptosporidium turinin
(C.parvum, C.hominis, C.meleagridis, C.felis, C.canis, C.suis ve C.muris) insanlarda hastaliga
sebep oldugu, fakat salginlarin ve vakalarin cogunda C.parvum ve C.hominis saptandigi
bildirilmistir(Caccio ve ark 2005). Son yillarda bu parazitin suyla gecerek salginlar yapmasi
ve Ozellikle immun yetmezligi olan sahislarda inat¢i ishallere neden olmasindan dolayi
dikkatleri Uzerine c¢ekmistir. Glnumuzde ise bu protozoon ile ilgili bircok calismalar
yapilmistir (Current ve Bick 1989, Spano ve Crisanti 2000).

Hastaliga neden olan Cryptosporidium tirleri, insan dahil pek cok konagin sindirim ve
solunum sistemi epitellerindeki mikrovilluslarda intraseliler, ekstrasitoplazmik olarak
yerlesmektedir (Xiao ve ark 2000, Riggs 2002). Bu yerlesim nedeniyle diger hiicre ici
parazitlerinden ayrilirlar. Clnku diger hicre ici yerlesim gosteren parazit tirleri hicrenin
sitoplazmasina yerlesirken, Cryptosporidium tirleri hiicrenin ekstrasitoplazmik alaninda
yerlesirler. Cryptosporidum tirlerinin olgun ookistleri 4-5 pm c¢apinda, yuvarlak olup

iclerinde ¢iplak halde dort sporozoit bulundurmaktadir (Unat ve ark 1995).

Cryptosporidium cinsi parazitler, hem bagisikligi saglam kisilerde hem de immun
yetmezligi olan kisilerde enfeksiyon olusturmaktadirlar. Saglikli kisilerde asemptomatik
enfeksiyon veya kendiliginden gecen ishallere neden olurken, immun yetmezligi olan
kisilerde agir seyirli ve kronik ishallere, pankreas, safra ve solunum yolu enfeksiyonlarina
neden olabilmekte ve hastalik 6limlede sonlanabilmektedir (Gin 1996, DoOskaya ve ark
2003). Cocuklarda cryptosporidiosis prevalansinin yetiskinlere gore daha yiksek oldugu ve
semptomlarin ¢ok daha siddetli seyrettigi belirtilmektedir (Fayer ve Urgan 1986, Ungar
1995). Cocukluk caginda prevalansin yiksek cikmasinin en Onemli nedenleri, bu yas

grubunda fekal-oral bulasmanin daha kolay olmasi, temizlik kurallarina yeterli 6zenin
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goOsterilmemesi ve immun sistemlerinin tam gelismemis olmasidir (Current ve Bick 1989).
Ingiltere'de incelenen semptomatik 867 hastada %5 oraninda, bes yasin altindaki ¢ocuklarda
ise %7 oraninda cryptosporidiosis tanist kondugu bildirilmistir (Al-Braiken ve ark 2003).
Yapilan bir ¢alismada okul 6ncesi kreslerdeki bes yas alti semptomatik ve asemptomatik
cocuklarda cryptosporidiosis prevalansi sirasiyla % 3.2 ve % 4.7 olarak belirtilirken (Miller
ve ark. 2003b), gunduz bakim merkezlerindeki ¢ocuklarda cryptosporidiosis prevalansini
%8.9 olarak bildirmiglerdir. Yapilan bu ¢alismada, cryptosporidiosis orani 0-3 yas grubundaki
cocuklarda %2.97, 4-10 yas grubundaki cocuklarda %21.17 ve 11-15 yas grubundaki
cocuklarda %2.6 olarak bulunmustur.

Dinya genelinde endemik ve epidemik ishal olgularindan sorumlu olan
cryptosporidiosis, AIDS’li hastalarda ishale neden olmaktadir (Fahey 2003). 1993’te Amerika
Birlesik Devletleri’nin Guney Milwaukee bdlgesinde igme suyu kaynakli olarak ortaya ¢ikan
ve 400.000°den fazla kisiyi etkileyen salginla birlikte olgu epidemik karakter tasiyyan énemli
hastaliklar grubuna dahil edilmistir (Sears ve Kirkpatrick 2001, Dillingham ve ark 2002,
Fahey 2003).

1982 yilina kadar daha ¢ok bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerin enfeksiyonu olarak
bilinen cryptosporidiosis’ in 6zellikle laboratuvar tan1 yontemlerinin gelismesiyle, bagisiklik
sistemi saglam kisilerde de hastaliga yol actigi saptanmistir (Mackenzie ve ark 1994).

Turkiye’de cryptosporidiosis ile ilgili yapilan c¢alismalarda, insanlarda hastaligin
prevalansinin % 0-35,5 oldugu bildirilmistir (Al-Qubaji 2005, Tanyiksel ve ark. 1995).
Turkiye’de insanlardaki cryptosporidiosis prevalansi Cizelge 1.1.’de g0Osterilmistir. Hayvanlar
ve gidalar tzerine yapilan arastirmalar cogunlukla insan agirliklidir. Bu ¢alismalarin gogu tani
temellidir. 1980-1996 yillar1 arasinda Hacettepe Universitesi Hastanesi Parazitoloji
Laboratuarinda yapilan bir ¢alismada toplam 122400 diski Orneginde, incelenen diskilarin
45’inde (% 0,04) Cryptosporidium ookistlerine rastlanmistir (Sener ve ark. 1997). Ocak
1995-May1s 1997 tarihleri arasinda Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi pediatri
polikliniginden mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen ishalli 540 ¢ocuga ait diski 6rnegi ile
0-6 yas grubu yetistirme yurdunda yasayan ishalli 67 cocuktan alinan digski1 Ornekleri
incelenmis olup, 607 6rnegin 22’sinde (%3,6) Cryptosporidium ookistlerine rastlanmastir.
Yine Ankara Onkoloji Hastanesinin degisik kliniklerinde yatan 106 gastroenteritli kanser
hastas1 Mart-Temmuz 1992 tarihleri arasinda c¢alisma grubu olarak incelenmis, hastalarin

18’inde (%16,9) Cryptosporidium ookistlerine rastlanmistir (Gin ve ark. 1994).



Cizelge 1.1. Turkiye’de Cryptosporidium’un insanlardaki prevalans: (Kar 2007).

Sehir Calisma grubu (%) Arastiricilar

Ankara Ishalli 106 kanserli olgu 16,9 Tanylksel ve ark. 1995
Ishalli olmayan 60 kanserli olgu 0

Izmir Ishalli 31 kanserli olgu (1-18yas)  35.5 Ok ve ark. 1995
Ishalli olmayan 28 olgu 14.0

Izmir Hemodiyalizli 46 olgu (16-69 yas) 30.4 Ok ve ark. 1996

Elazig Hemodiyalizli 41 olgu (14-67 yas) 7.1 Yucel ve ark. 2000
Ishalli 194 olgu (0-60 yas) 1.54

Eskisehir  Ishalli 607 olgu (0-6yas) 3.6 Dogan ve Akgiin, 1998

Bursa Ishalli 173 gocuk 2.9 Mistik ve ark. 1992

Istanbul  Ishalli 73 cocuk (0-5 yas) 1.36 Milazimoglu ve ark. 1993

Adana Ishalli 110 olgu (4-6 yas) 11.8 Ozcan ve ark. 1987
Ishalsiz 58 olgu (4-6 yas) 4.1

Sivas Ishalli 110 olgu (0-80 yas) 11.8 Ozgelik ve ark. 1996

Her gecen yil, gerek bagisiklik sistemi baskilanmis olgularin sayisindaki artis, gerekse
bagisiklik sistemi saglam Kkisilerde salginlara neden olmasi cryptosporidiosisin énemini
arttrmistir (Ulgen ve Balcioglu 2007).

Bu cahsma Adnan Menderes Universitesi Arastrma ve Uygulama Hastanesi
Parazitoloji Anabilim Dali laboratuvarina gelen farkli yas grubundaki hastalarin diski
orneklerinde Cryptosporidium parvum antijenlerinin ELISA yoOntemiyle arastirilmas: ve
modifiye asit-fast ile boyanmis preparatlarin mikroskobi sonuglarmin ELISA sonuglariyla
karsilastirilmas: amaglanmstur.

Gunumiz kosullarinda tek basina mikroskobik baki tani i¢in yetersiz kalmakta, ikinci
bir dogrulama testi olarak ELISA yonteminin rutinde kullaniimasinin daha uygun olacag:
kanisina varilmistir ve bdlgemizde fazla Ornek sayisi ile daha kapsamli ¢alisma yapilmasi

gerektigi Onerilmektedir.
1.1. Tarihge

Cryptosporidium cinsi ilk kez 1895°de Clarke tarafindan fark edilmis olup ‘fare mide
epiteli Gzerinde yer alan spor kiimeleri’ seklinde tarif edilmistir. Tyzzer tarafindan 1907°de
tanimlanmistir (Current ve Garcia 1991). Onceden bilinen coccidian parazitlerin aksine

ookistlerinin icindeki sporozoitleri cevreleyen sporokistlerinin  olmamasi nedeniyle
3



Cryptosporidium (=gizli sporokistler) olarak isimlendirilmistir. Tyzzer farenin mide bez
epitelinde yerlesen etkeni Cryptosporidium muris, sadece ince bagirsaginda gelisen ve
Cryptosporidium muris’den daha kucik ookistlere sahip olan tirt ise Cryptosporidium
parvum olarak tanimlamistir (Tyzzer 1912). Takip eden yillarda yapilan ¢alismalarda memeli,
kanatl: ve reptillerde bulunan diger tirler saptanmistir (Starling ve Arrowood 1993, Sears ve
Kirkpatrick 2001).

Onceleri hastaligin 6énemi cok iyi anlasilamamis olsa da 1970’lerde buzag: ve
insanlarda cryptosporidiosis’in ortaya konulmas: ile birlikte etkene olan ilgi de artmistir
(Tzipori ve Ward 2002).

Ik insan olgular: 1976 yilinda, 3 yasindaki gastroenteritli bir kizda ve daha sonra da
immun sistemi baskilayici ilag kullanan bir c¢iftcide gorilmis olup, bu olgu bir ciftlikte
yasayan hayvanlarda saptanan enfeksiyonla ayn zamanda ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle
cryptosporidiosis’in zoonoz bir hastalik olabilecegi distntlmistir. 1981-1982 yillarinda ise
AIDS’li hastalarda Cryptosporidium enfeksiyonlar: saptanmis ve siddetli ishale neden oldugu
bildirilmistir. Bu Kisilerde gorilen uzun sireli, siklikla bol sulu digski1 ve zayiflama gibi
belirtiler enfeksiyonun firsat¢i patojen olabilecegini disundirmusttr. Daha sonraki yillarda
yayimlanan arastirmalarda hayvan bakicilarinda, turistlerde ve bagisikligi saglam kisilerde de
salginlara neden oldugu bildirilmistir (Doskaya ve ark 2003, Cetinkaya 2004, Berger 2006,
Ozcel ve ark. 2007).

Yogunlasan c¢alismalar, etkenin immdin sistemi normal hayvan ve insanlarda da
hastalik yapabildigini gostermistir. Hayvan bakicilarinda (Current 1983), veteriner
hekimlerde, turistlerde (Jokipii ve ark 1985) ve bagisikligi saglam Kisilerde de (Wolfson ve
ark 1985) bu enfeksiyona rastlandig: bildirilmistir. Enfeksiyonun klinik ve epidemiyolojisine
iligkin bilgilerin cogu 1985-1995 yillar1 arasinda elde edilmistir (Fayer ve Ungar 1986, Soave
ve Weikel 1990, Current ve Garcia 1991). Gunumizde cryptosporidiosis enfeksiyonu tiim
dinyada gorulmekte olup bagisiklik sistemi saglam bireylerde de salginlara yol agmaktadir
(Smith ve ark 2006).

1.2.Taksonomi

Diinya Saghk Orgitiince Cryptosporidium’un siniflandiriimas: s6yledir (Mehlhorn ve
Piekarski 2002).



Cizelge 1.2. Cryptosporidium’un smiflandiriimas: (Mehlhorn ve Piekarski 2002)

Alem Protista

Altalem Protozoa

Sube Apicomplexa
Smif Sporozoa
Altsinif Coccidia

Takim Eucoccidia
Alttakim Eimeriorina

Aile Cryptosporidiidae
Cins Cryptosporidium

Mevcut bilgiler 1s1ginda saptanan tirler ve yerlestigi konaklar su sekildedir (Fayer ve
Ungar 1986).



Cizelge 1.3. Tirler ve yerlestigi konaklar (Fayer ve Ungar 1986).

Tar Konak

C. muris Fare, insan

C. parvum Memeli
C.meleagridis Kuslarda, insan
C. wrairi Domuz

C. tyzzeri Tavuk

C. agni Koyun

C. bovis Sigir

C. cuniculus Tavsan

C. felis Evcil kedi, insan
C. nasorum Balik

C. hesi Maymun

C. serpentis Yilan

C. baileyi Tavuk

C. hominis Insan

C. canis Kdpek, insan




Cryptosporidium cinsi protozoonlar omurgalilarin sindirim ve solunum yollarini
kaplayan epitel hicrelerinin mikrovillus bolgesinde yerlesen parazitler olarak bilinmektedir
(Fayer ve Ungar 1986, Current ve Garcia 1991).

Cryptosporidium tirlerinin smiflandirmadaki yeri ilk olarak 1911’de Leger tarafindan
belirlenmistir (Dubey ve ark 1990). Cryptosporidium tirleri, Apicomplexa subesinde,
Coccidia altsinifinda, Eucoccidia takimi ve Eimeriina alt takiminda, Cryptosporidiidae
ailesinde yer almaktadir. (O’Donoghue 1995).

Bulasma vyollarinin anlagilmasinda en 0Onemli sorun Cryptosporidium tirlerini
birbirinden ayirt etmeyi saglayacak morfolojik 6zelliklerin bulunmayisidir. Baska bir problem
de taksonomideki belirsizliklerdir. Bu durum, insanlarda hastalik yapan turlerin sayisinin tam
olarak saptanamamasina neden olmakta ve salgin veya sporodik bir olgudan sorumlu tirt

ayirt edebilecek ve tespit edilmesini zorlastirmaktadir (Morgan-Ryan ve ark 2002).



Cizelge 1.4. Cryptosporidium cinsinin smiflandirmadaki yeri(Levine 1985, Mehlhorn ve Piekarski 2002)

Smiflandirma | isim Biyolojik Ozellikleri
Alem Animalia Okaryotik, tek hiicreli canli Polar halka, rhoptriler,
_ mikronemler, conoid ve subpellicula

Alem Alt Protista rmikrotubullerden  olusmus  apikal  kompleks

Kok Apicomplexa yapilari vardir. Vezikiler bir gekirdege sahiptirler.

Sinif Sporozoa Eseyli ve eseysiz (reme, ookist tegkili,
trofozoitlerde kayma kontraksiyon ile hareket
oOzellikleri vardir.

Sinif Altt Coccidia Biyolojilerinde merogoni, gametogoni ve sporogoni
asamalar1 gordlur. Eseyli faz hiicre iginde
gerceklesir. Ergin gamontlar kiiguik olup yine hicre
icidir. Cogu omurgalilarda parazitlenir.

Takim Eucoccidia Merogoni omurgali konakta gecer.

Takim alti Eimeriina Makro ve mikrogamet olusumu ayri izler,
Mikrogamonttan ¢ok sayida mikrogamet gelisir.
Her bir makrogamonttan ise bir makrogamet
gelisir. Zigot hareketsizdir, 6n kisitmda conoid
bulunur.

Aile Cryptosporidiidae | Monoksen olan gelisimde konak sireci hicrenin
yuzey membram altinda gergeklesir. Ookistleri
sporokist icermez, ciplak 4 sporozoiti vardir.
Mikrogametleri filagella tasimaz.

Soy Cryptosporidium




Tyzzer farelerde yaptigi calismalar sonucunda ilk olarak Cryptosporidium muris ve
Cryptosporidium parvum olmak Uzere iki tur tanimlamistir. Cryptosporidium muris mide
paraziti olup biylk, oval ookist yapisina sahip iken C. parvum ince barsaklarda
parazitlenmektedir ve kucik, yuvarlak ookistlere sahiptir (Tyzzer 1910). C. parvum’un
memeli hayvanlarda en sik rastlanan etken olduguna dikkat cekilirken, C. muris’in ise daha
cok kronik enfekte hastalardan izole edildigi bildirilmistir. Benzer biyolojik ve morfolojik
farkhiliklar kanathlarda etkili olan C. meleagridis ve C. baileyi ile reptilleri enfekte eden C.
serpentis ve C. saurophilum arasinda da ortaya konmustur (Xiao ve ark 2000).

Cryptosporidium tdrleri insanlarda ve hayvanlarda ishale ve gastroenteritin dnemli
sebeplerinden Dbiri olarak taninmaktadir. Yedi Cryptosporidium turinin (C.parvum,
C.hominis, C.meleagridis, C.felis, C.canis, C.suis ve C.muris) insanlarda hastaliga sebep
oldugu, fakat salginlarin ve vakalarin ¢ogunda C.parvum ve C.hominis saptandigi
bildirilmistir (Caccio ve ark. 2005).

Onceleri Cryptosopidium cinsindeki tiir smiflandiriimas: ookist morfolojisi, konak
seciciligi gibi fenotipik 6zelliklere dayandirilmis olup 1984 Teksas, 1987 Carrolton ve 1993
Milwaukee salginlarinda tir ayrimi yapilamamistir (Butler ve Mayfield 1996). Son
zamanlarda tir ayriminda PCR-RFLP ve sekans analizleri gibi givenilir teknikler
uygulanmaya baslanmistir. Ribozomal RNA’ nin kiicuk alt biriminin, C.parvum’ un 6nceden
keyfi olarak siniflandirilmis insan, sigir, kedi, fare, képek, maymun, domuz, yaban gelincigi
gibi C.parvum tlrlnln farkl genotipleri oldugunu gostermistir (Xiao ve ark 1999b). Daha
sonraki analizler insan, sigir, kedi ve kopek turlerinin farkli tirler oldugunu gostermistir.
Diger genotiplerin tek bir tire ait olup olmadiklari tartismahdir. Bu konunun
degerlendirilmesi morfolojik, biyolojik ve genetik arastirmalarin destegiyle yapilacaktir.
Ornegin 18s rRNA ve HSP70 geni uizerindeki arastirmalar Cryptosporidium’un iki ana grup
olusturdugunu gostermektedir. C. muris ve C.serpentis bir grupta C.hominis, C.parvum,

C.baileyi, C.felis, C.canis ve C.meleagridis diger grupta yer almaktadir (Xiao ve ark 2000).
1.3. Morfoloji

Cryptosporidium cinsi Coccidian protozoonlar iginde en kiglk ookiste sahiptir.
Ookistler oval ya da yuvarlak olabilir. Cryptosporidium turleri yap: sekillerine gore
morfolojik olarak birbirlerinden farklilik géstermektedir. Sporlanmis ookistlerin her biri dort

sporozoitin yaninda ¢esitli kucik tanecikler ve zara bagli yuvarlak ya da oval sekilli
9



kirecikler icerirler. Arastirmacilar ookistlerde sporokist olmadigmni rapor etmislerdir (Fayer
ve Ungar 1986, Yucel 1989, Unat ve ark 1995).

Sporozoitlerin on uglar1 sivri, arka uclari yuvarlak yarimay bicimindedir. On
uclarindan ookistin kutbuna bitisik olan bu sporozoitler, ookist iginde doniik olacak sekilde
birbirlerine paralel uzanmislardir. Cryptosporidium muris’in sporozoitleri 1.0-1.1 mikrometre,
C. parvum 1.2-4.9 pum buyudklugiindedir. Her bir sporozoit arkada kalan 1/3 bolimunde
belirgin bir ¢ekirdek bulunmaktadir. Trofozoitler 2.0-2.5 um c¢apinda, yuvarlak ya da oval
sekildedir ve intraselltler yerlesim gosterirler. Trofozoitler 1.0-1.3 um capinda blyuk bir
nukleoluslarinin olmasi, sporozoit ve merozoitlerde bulunan apikal kompleksinin olmamasi,
sporozoitlerin ve tip | merozoitlerin merontlara gecis donemleri olarak kabul edilir.
Nukleusun bolinmesi ile tek nikleuslu trofozitler ¢ok niikleuslu (6-8 niikleus) meront (sizont)
durumuna gecerler. Fiziksel olarak farkli olan 2 tip meront yaklasik olarak 4-5 pm ¢apindadir.
Tip | merontlar 6-8 merozoit olustururlar. Tip | merontlardan gelisen Tip Il merozoitler 4
merozoit olustururlar ve Tip | meronttaki merozoitlere benzerler. Tip | ve Tip Il merozoitler
yap1 olarak birbirine benzerler. Bu merozoitler yaklasik olarak 1-5 um boyutlarinda, 6n ve
arka uclar1 yuvarlak yarimay gorunimundedir. Bunlar tek bir vesikiler niikleus, endoplazmik
retikulum ve cesitli tanimlanmamis granuller icerirler. Mikrogamontlar erkektirler ve nadir
olarak bulunurlar. ic yapis: incelendiginde mikrogamontlarin erken donemde bircok yogun
nikleus parcalari, ribozom, endoplasmik retikulum, membrana bagli vakuoller igerdikleri
gorulmektedir. Yogun ve sferik nlkleus tanecikli sitoplazma Kkitlesinin merkezden uzak
bolimde yer almistir. Bir mikrogametositten 4-5 pm boyutlarinda olabilen 14-16 adet
mikrogamet gelisir. Olgun mikrogametler siskin duran apikal uclar nedeniyle takoz
gorunumindedir ve cift katli bir dis membran: ile kusatilmistir. Yogun olan nukleus
mikrogametin buyik bir bolimunu isgal etmekte ve nikleus yaninda bir mitokondri
bulunmaktadir. Mikrogamontlarin ¢cok gen¢ formlar: trofozoitlerden ayirt edilemez.
Makrogamontlar hemen hemen kureseldir. Genis tek bir nikleus ve endoplazmik retikulum
icerirler ve etraflar1 “pelikula” olarak adlandirilan ¢ift katli bir membranla kusatilmastir.
Olgun makrogamontlar 3.2-5.0 um c¢apinda olup, bunlar da gesitli grantller yardimiyla ayirt
edilmektedir. Ayrica makrogamontlarin olgunlasmasiyla birlikte hiicrede polisakkaritlerin ve

yogun gorinumli taneciklerin sayisi da artar (Fayer ve Ungar 1986).
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Konak enterositleri icinde bulunan ookistlerin %80’i kalin duvarl, yaklasik %20’si
ince cidarlidir. Dig ortama gecen direngsiz ince cidarli ookistler otoenfeksiyondan
sorumludurlar (Ulgen ve Balcioglu 2007).

1.4.Yasam Dongusu

Cryptosporidium tirleri asekslel (sizogoni, merogoni) ve seksuel (gametogoni,
sporogoni) olarak iki farkli cogalma donemini konak iginde gerceklestiren bir yasam
dongusune sahiptirler. (Fayer ve ark 1997).

Cryptosporidium spp. monoksen bir parazittir. Ara konaksiz bir yasam doéngisiine
sahip olup, konagin barsaklarinda stiren donguler sonucu enfeksiyon olusur. Cyptosporidium
spp. ookistlerinin alim1 genellikle enfekte hayvan ve kisilerden veya digki ile enfekte olmus
gida ve su ile olmaktadir. Yasam dongust memelilerde enfeksiyona neden olan Eimeria ve
Isospora gibi diger koksidian parazitlerin yasam dongiilerine benzerlik gostermektedir. Buna
gore baslica alt1 gelisim evresi bulunmaktadir (Ulgen ve Balcioglu 2007).

1.4.1. Ekskistasyon (Kist Formunun Kaybolmasi) Dénemi

Diskiyla atilan ookistlerin agiz yoluyla alinmasiyla hayat dongusiti baslar. Ookistler
cevre kosullarina cok direnglidir. Her ookist dort adet sporozoit igerir. Diger koksidiyanlardan
farkli olarak sporokist icermezler. Enfekte olmus hayvanin oniki parmak barsag: icinde safra
tuzlarmin ve tripsin gibi sindirim enzimlerinin etkisiyle ookistler parcalanir (ekskistasyon)
Ancak bu tip karakteristik etmenler olmaksizin da ekskistasyon gerceklesebilmektedir.
Ornegin 1lik, mukozal siv1 igerisinde ookistler acilabilmektedir ki bu durum konjunktival
enfeksiyonu, solunum sistemi enfeksiyonunu ve oto enfeksiyonunu destekler (Dubley ve ark
1990). Konakta sekillenen ekskistasyona benzer Kist acilimi bazi sartlar altinda dis ortamda da
gerceklestirilebilmektedir. Ornegin, 37 °C’deki musluk suyunda bulunan veya bir sekilde 37
°C’ ye maruz birakilan ookistler, hemen sonra derisik camasir suyuna ahndiginda ekskiste
edilebilmistir. Bu iki durumda da Kistlerin agilmasina etki eden asil faktor olasilikla osmotik
strestir. Yine safra tuzlarinin tek basina kistlerin agilimimni uyardigs, total safra salgisinin da
ozellikle ookistin zayif hipoklorit solusyonu gibi oksidatif ajanlara maruz kalmasindan sonra
ekskistasyonu sagladig: yapilan deneysel ¢aligmalar sonucunda anlasilmistir. Ayrica yapilan
bir diger arastirmada, 4-23 °C*lik bir ortamda bir gece tutulan ookistlerin 37°C deki fosfat-

buffer tuz solusyonunda saatlerce bekletildikten sonra acildig: g6zlenmistir. Bilim adamlari,
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genel olarak ookistlerin agilabilmesi ve agilan ookistlerden ¢ikan sporozoitlerin etkinligi igin
en uygun ph’nin 6,8-7,4 oldugunu ifade etmislerdir (Starling ve Arrowood 1993).

Ookistin acilmasi ookist duvar: Gizerinden baslar ve acilan araliktan aktif hareketli 4
sporozoit serbest hale gecer. Sporozoitler muz seklindedir. Bas kisimlart baglayici protein
icerir. Baz1 kaynaklarda bu birlestirici proteine feeder organeller denilmektedir. Serbest hale
gecen sporozoitler barsagin apikal yiizeyindeki hicrelere ylzlek sekilde tutunurlar (Sears ve
Kirkpatrick 2001).

1.4.2. Merogoni Donemi

Konak hicre yuzeyine tutunan sporozoit ilk once apikal kompleksi araciligi ile
Ozellikle de mikronem kaynakli olarak membran eritici faktori salgilar. Boylece konak
mikrovilluslarin ve membran: ile kendisini sararak koruma alani olusturan vakuolii olusturur.
Etkene intraseliler fakat ekstrasitoplazmik bir konum kazandiran bu yapi “parazitik
vakuol’’olarak adlandirilir (Starling ve Arrowood 1993, Sears ve Kirkpatrick 2001). Vakuol
icerisinde yuvarlaklasip trofozoit halini alan protozoon eseysiz olarak (merogoni=sizogoni)
cogalarak tip 1 merontlari olusturmaktadir. Sizogoni sirasinda trofozoitin ¢ekirdegi ard arda
iki veya Uc¢ kez boliunerek 6-8 cekirdekli sizontu olusturur. Takip eden dénemde her bir
cekirdek, sizont duvarinda farkli kisimlardan disa dogru evagine olur. Boylece kendi
plazmasina kavusur ki sonugta merozoitler sekillenmis olur (Dubey ve ark 1990). Sekillenen
merozoitler konak hiicreyi parcalayarak barsak limenine dokulirler ve civardaki tahrip
olmamis saglam hucrelere tutunurlar (Sears ve Kirkpatrick 2001). Merozoitler burada yeni bir
sizogoni asamasina girerek ya tip | ya da tip Il sizontlar1 olustururlar. Her iki sizontun da
olusumu ayni tarzda gerceklesir. Ancak, tip | sizonttan 6-8 merozoit sekillenirken tip 11
sizonttan sadece 4 merozoit olusur. Bu noktadan itibaren, Tip | sizontlardan kdken alan
merozoitler konakta yeni hucreleri enfekte ederek tekrar bir merogoni baslatirlar.
Cryptosporidiosiste, 6zellikle de immunstpresif hastalarda, Tip | sizont olusumunun surekli
tekrar1 s0z konusu olabilmektedir ki persistensligin temelinde yatan ana etkenin de bu oldugu
bildirilmektedir (Starling ve Arrowood 1993).

1.4.3. Gametogoni Dénemi

Tip Il sizontlardan (merontlar) meydana gelen merozoitler ise yeni bir dongu

olusturmamakta ancak konak icinde yeni hucrelere girdiklerinde eseyli Ureme fazi olan
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gametogoniyi  baslamaktadirlar. Gametogoni ile birlikte merozoitler makro ve
mikrogamontlara donusirler. Bu donusimin blydk bir kismi makrogamont yoninde

gerceklesir (Starling ve Arrowood 1993).
1.4.4. Dollenme Donemi

Mikrogamontlardan kuguk, kamcgisiz fakat hareketli mikrogametler olusur. Olusan
mermi benzeri mikrogametlerden biri makrogameti doller ve sonucunda zigot meydana gelir
(Altintas 1997, Ozcel ve ark 2007).

1.4.5. Ookist Donemi

Zigot duvarmmin kalinlasmas: ile parazitin bir konaktan digerine bulasmasini
saglayacak olan, dis ¢evre kosullarina dayanikli ookist meydana gelmektedir (Ash ve Orihel
1990, Berger 2006, Ozcel ve ark 2007).

1.4.6. Sporogoni Dénemi

Sporlanma diger coccidianlardan farkl: olarak konak iginde gergeklesir. Ookist iginde
sporlanma ile enfektif sporozoitler olusmaktadir (Soave ve Weikel 1990, Current ve Garcia
1991).
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Sekil 1.1. Cryptosporidium spp’e ait yasam donglistinde ookist gelisim evreleri (Goldoft ve Todd 2008).

Cryptosporidium ookistleri konak hiicreleri icinde iken sporogoni gegirmekte, barsak
Iimenine dokildiklerinde enfektif hale gelmektedirler. Oysa diger coccidian parazitlerden
Cyclospora, Toxoplasma ve Isospora tirlerinin ookistleri, konaklar1 disinda dis ortamda
oksijenle temas edene kadar sporlanmamaktadirlar (Plorde 1990, Current ve Garcia 1991).
Ookistlerin % 80’i dis kosullara dayanikli kalin bir duvar ile gevrilip digkiyla atilarak diger
konaklara enfeksiyonu bulastirmaktadir. Yaklagik % 20’si ince ¢eperli olup, konak hiicrede
iclerindeki sporozoitlerin serbestlesmesiyle diger enterositlere girerler ve yeni bir yasam
donglsl baslatarak otoenfeksiyona sebep olurlar. Bu otoenfektif ookistler, az sayida ookistle
enfekte olan kisilerde bile siddetli enfeksiyonlarin gelisiminden sorumludurlar. Bagisiklig:
baskilanmis Kisilerde ise etken disaridan yeniden alinmasa da uzun siren ve hastanin
yasammi tehlikeye dustrebilen tablolarin  ortaya c¢ikmasina neden olabilecekleri
distnulmektedir (Fayer ve ark 1997).
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1.5. Bulas ve Epidemiyolojisi

Enfekte hayvan ve insanlarin digkisiyla atilan, dis faktorlere karsi direncli ookistler
cevreyi (su, toprak, bitkisel besinler vb.) kontamine eder. Cevredeki ookistlerin oral yolla
alinmasiyla hastalik bulasir. Cryptosporidiosis zoonoz bir enfeksiyon olup, dunya ¢apinda bir
dagilim g0sterir (Saygi 1997, Kokturk 2002).

Insandan insana bulasma fekal-oral veya anal-oral yolla olabilmektedir. Ozellikle
cocuk bakimevlerinde ve hastanelerde ortaya ¢ikan salginlar insandan insana bulasin 6nemini
kanitlayan en 6nemli olaylar arasinda yer alir (Albert ve ark 1986, Martino ve ark 1998,
Kokturk 2002, Sarikaya 2004). Eriskin kisilerde cryptosporidiosis goriilme orani gocuklara
gore daha dusiik seviyededir. Cocukluk doneminde ise dort yas ve Ozellikle de iki yas
altindaki cocuklarda parazitin gorilme sikhigi artar. Bunun yaninda anne sitd ile
beslenmeyenlerin anne situ ile beslenenlerden daha sik hastahiga yakalandiklar: tespit
edilmistir (Bonilla ve ark 1992, Ozcelik ve ark 1996, Sayg: 1997).

Hastalik gelismekte olan tlkelerde gelismis Ulkelere oranla daha fazla gorulmektedir
(Casemore 1991). Ishalli ve mide-barsak sikayetleri olan, hastanede yatan ve diskis
laboratuvara gonderilen yetiskin ve ¢ocuklarin diski 6rneklerinden yapilan arastirmalara gore
cryptosporodiosis oranmin Avrupa’da %1-2, Kuzey Amerika’da 0.6-4.3, Asya, Avustralya,
Afrika, Orta ve Gliney Amerika’da ise % 3-4’den baslayip %10-20’ye kadar cikabildigi
bildirilmistir (Fayer ve Ungar 1986).

Cryptosporidium ookistlerini tasiyan hayvan gibrelerinin yaygin bir bicimde topraga
birakilmasi sonucu aerosol yayilmayla veya su kaynaklarmin kontaminasyonuyla enfeksiyon
olusabilmektedir. Cryptosporidium parvum’un dogada yaygin olarak bulunmasi, ookistlerin
her zaman enfektif olmas: ve oldukca kiglk olmalar1 (3.5-6.0 um), dusiik sedimentasyon
oranina (0.5um/s) sahip olmalar1 ile enfeksiyonun yayilmasmi kolaylastirmaktadir.
Islenmemis atik sularda, filtre edilerek islenen atik sularda, kanalizasyonda, yeralt: sularinda,
yeryuzu sularinda ve islenmis igcme sularindan ookistlerin tespit edilmesi digkiyla

kontaminasyon olabilecegini gostermektedir (Fayer ve ark 2000).

Amerika Birlesik Devleti’nde bir kaynak suyundan 400.000 kisi enfekte olmustur. Su
kaynakli epidemi nedenleri arasinda parazitin kaynak sularindaki prevalansmin yuksek

olmasi, icme suyu filtrelerinden gecebilmesi, klora direncli olmasi ve ¢ok az sayida parazitin
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dahi enfeksiyona neden olabilmesi gosterilmektedir. Bu nedenle ginimuzde kullanilan su
aritma tekniklerinin yetersiz oldugu ve cryptosporidiosis vakalarinin igme suyu ve yizme
havuzu sularindan salgin seklinde oldugu bildirilmistir (Ungar 1995, Topgu ve ark 2002).
Ayrica yapilan cahsmalar sonucunda Cryptosporidium ookistlerinin 180 ppm klor
konsantrasyonunda, 25°C ve pH 7.0°de iki saat icinde &ldugl kanitlanmigtir. Su
dezenfeksiyonunda kullanilan diger bir yontem olan ozonlama isleminin Cryptosporidium
ookistleri Uzerine etkisi arastirilmis ve enfektivitesinin 1 ppm konsantrasyonda 10 dakika
sonra ortadan kalktigi gozlenmistir. Ayni sartlarda Cryptosporidium ookistlerinin, Giardia
kistlerine gore ozona 30 kat, klora ise 14 kat daha fazla direncli oldugu tespit edilmistir.
Dezenfektanlarla yapilan calismalar sonucunda, sulardaki parazitlerin inaktivasyonunda
ozonun, Klor ya da klordioksitten daha etkili bir dezenfaktan oldugu bildirilmistir (Over 1996,

Erickson ve Ortega 2006).

Cizelgel.5. Ulkemizde ve bazi lkelerde yapilan calismalarda Cryptosporidium spp. gérilme sikhig: (Direkel ve
ark. 2011).

CALISMACI YAPILDIGI YER | YILI GRUP SAYl | GORULME SIKILIGI %
Borekgi ve ark. Mersin 2004 ishalsiz kisiler 361 3.1
Koturoglu ve ark. | {zmir 2001 ishalli cocuklar 118 135
Otag ve ark Mersin 2006 ilkolkul &grenciler | 72 55
Doganci ve ark Ankara 2001 ishalsiz ¢ocuklar 50 6
Tumwine ve ark Uganda 2001 ishalli cocuklar 1779 25
Tumwine ve ark Uganda 2001 ishalsiz cocuklar | 667 85
Yu ve ark Kore 2002 ishalsiz Kisiler 5262 3.3
Pereira ve ark Brezilya 1999 ishalsiz ¢ocuklar 445 14.4
Nagamani ve ark | Hindistan 2000 ishalli kisiler 1002 11.7
Igbal ve ark Pakistan 1996 ishalli cocuklar 10.3
Garcia ve ark ABD Kanada | 2002 gocuklar 401 21.2
Lee ve ark Kore 2004 ishalli Kisiler 942 1
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Icme suyunun hijyenik olmamasi, yetersiz kanalizasyon sistemleri gibi kot hijyen
kosullari, hayvancilikla ugrasma, evcil hayvan besleme, veteriner hekimlik, epidemik
bolgelere yolculuk, immun sistem yetmezligi, 0-4 yas ve 60 yas Ustl olma gibi yas faktord,
enfekte Kisilerle yakin temas, toplu yasama, yetersiz beslenme Cryptosporidium
enfeksiyonlar: icin risk faktorleri olarak bilinmektedir (Bonilla ve ark 1992, Spano ve Crisanti
2000, Altintas 2002).

1.6. Cryptosporidiosis

Bagisiklik sistemi saglam olan konaklarda Cryptosporidium spp sikhkla terminal
jejenum ve ileumda gorilip daha hafif seyrederken, bagisiklik sistemi baskilanmig Kisilerde
mide, duodenum, kolon, bilier, pankreatik kanallar ve solunum sisteminde yerleserek cok agir

enfeksiyona neden olabilecegi bildirilmistir (Kdsek ve ark 2001, Leav ve ark 2003).

Hastalikta belli bir cinsiyet veya irk yatkinligi ortaya konamamistir ancak insidensin
kadinlara kiyasla homosekstellerde daha fazla oldugu bildirilmistir (Fahey 2003). Cocuklarda
Ozellikle 1-5 yas grubunun 6nemli oldugu belirtilmistir (Sears ve Kirkpatrick 2001).
Hastaligin 6zellikle HIV-pozitif bireylerde 6nem tasimas: epidemiyolojik verilerin de yine bu
insanlar Uzerinde yogunlagmasina neden olmustur. AIDS’li bireylerde yapilan taramalarda
insidens Amerika’da %15-16, gelismekte olan ulkelerdeki hastalarda ise %30-50 diizeyinde
bulunmustur (Fahey 2003).

1.7. Patojenite

Cryptosporidiosis ile ilgili patolojik bilgiler, canlilarda biyopsi ve 6lenlerde otopsi
bulgulart seklindedir. Yapilan histopatolojik caligmalar etkenin gastrointestinal sistemde
Ozefagustan rektuma kadar olan bdlgenin herhangi bir yerinde yerlesebilecegini ancak en agir
enfeksiyonun jejenum bdlgesinde olabilecegini ortaya koymustur. Cahsmalarda enfekte
bagirsak epitel hucrelerinde absorbsiyon islevinin sekteye ugradig: ve sekresyon saliniminin
arttigi gozlenmistir. Etkenin 6zellikle immun yetmezligi olan sahislarda solunum sisteminde,
hepatobiliyer sistemde ve pankreas kanalinda da hastaliga neden olabilecegi tespit edilmistir
(Fayer ve Ungar 1986, Ungar 1995, Topcu ve ark 2002).

Hastalik bagirsaklarda ishal, akcigerlerde ise solunum sistemi bozukluklari halinde

sekillenir. Agir enfeksiyona tutulan hastalarin ince bagirsak villuslarinda atrofi ve korlesme,
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kriptlerin boyunda uzama gozlenirken, plazma hucrelerinin ve lenfositlerin lamina propriada

infiltrasyonu s6z konusudur (Clayton ve ark 1994, Graaf ve ark 1999).

Cryptosporidium enfeksiyonlarinda hastalhigin olusum mekanizmasi tam anlamiyla
aciklanabilmis degildir. Hastalikta ishalin ortaya cikisina mukozal yizeyin azalmas: ve
batunlignin  bozulmas: temel neden olarak gOsterilirken parazitten enterotoksin
salgilanmasinin da etkili olabilecegi g6z oniinde tutulmustur. Zarar goren absorbsiyon
yuzeyinin bltunligine bagh olarak B12 vitamini, yag ve D-xylose malabsorbsiyonunun
gelisebildigi belirtilmistir. Mevcut bilgiler 1s1ginda Cryptosporidium enfeksiyonunda mukozal
bariyer bozuklugu olusmakta ve bunun sonucunda da makromolekullerin permabilitesi
artmaktadir. Bu artisa bagh olarak bagirsak epiteli icerisinde bulunan iyonlar ve su tekrar
barsak lumenine atilmakta ve limen ici sivi miktarinda artis yasanmaktadir. Bazi
cryptosporidiosis vakalarinda bol miktarda sulu ishal tablosu gozlenmektedir (Clayton ve ark
1994, Yetkin 1998).

1.8. Klinik Tablo

Cryptosporidiosisde  intestinal,  respiratuar,  hepatobiliyer ~ ve  pankreatik

cryptosporidiosis olmak uzere dort farkl klinik tablo goralir (Griffiths ve ark1998).
1.8.1. intestinal Cryptosporidiosis
1.8.1.1. Asemptomatik Tasiyicilar

Hicbir klinik belirti gérilmez. Asemptomatik tasiyicilik oran1 HIV pozitif olgularda
saglikli bireylerden daha yuksektir. ABD“de yapilan bir ¢calismada normal toplumun % 6,4’
unde, HIV pozitif olgularin ise % 22’sinde hicgbir klinik belirti gozlenmezken diskilarinda

Cryptosporidium ookistleri saptanmistir (Pettoello-Mantovani ve ark 1995).
1.8.1.2. Akut Smmirh Enfeksiyon

Bagisiklik sistemi saglam kisilerde daha yaygin gorilen bu klinik tablodur. En sik
gorulen semptom bol ve sulu, mukuslu, ¢ok nadir kanli ishaldir. Barsak hareketlerinde artis,
hizli kilo kayb1 ve dehidratasyona neden olabilmektedir. Karin agrisi, anoreksia, ates (<39
°C), bulanti kusma, basagris1 gozlenen belirtilerdir. Bu Kklinik belirtiler birkac gtn ile birkag

hafta arasinda kendiliginden gecebilmektedir (Ulgen ve Balcioglu 2007).
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1.8.1.3. Kronik Enfeksiyon

Daha ¢ok malnitrisyonlu cocuklarda ve AIDS olgularinda basta olmak (zere
bagisiklik sistemi baskilanmis grupta gortlen klinik tablodur. Olgularin %85’inde direncli
ishal, %100’tnde kilo kaybi ve malnditrisyon gozlenmektedir (Moolasart ve ark 1995).

1.8.1.4. Fulminant Enfeksiyon

AIDS hastalarinda ve kemoterapi ile bagisiklik sistemi baskilanmig Kisilerde
gorulmektedir. En belirgin 6zelligi kolera benzeri klinik tablo olusturmas: ve ¢ok yiksek
mortalite ile karakterize olmasidir. Hipovolemi ve soka neden olabilmekte bu nedenle
tedavide oncelikle siv1 elektrolit dengesinin saglanmas: 6nerilmektedir (Ulgen ve Balcioglu
2007).

1.8.2. Respiratuar Cryptosporidiosis

Bagisiklik sistemi baskilanmis Kisilerde yaygin olarak gortlen bu klinik tablo siddetli,
direncli oksuruk, ses kisikhigi, ates, trakeal sekresyon ve solunum guclugt ile karakterizedir.
AIDS olgulart basta olmak Uzere malign lenfoma ve kemik iligi transplant olgular: gibi
bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde o6ldurtct solunum sistemi tablosu daha cok

gorilmektedir (Dupont ve ark 1996).
1.8.3. Hepatobiliyer Cryptosporidiosis

Genellikle AIDS‘li ve kronik cryptosporidiosisli hastalarda gelisen safra kesesi ve
safra yollar1 epitelinin tutulumu ve tassiz Kkolesistit tablosuyla ortaya ¢ikmaktadir. AIDS
olgularinda intestinal enfeksiyonlarin tekrari (direncgli cryptosporidiosis) veya paramomisin
gibi intraluminal ajanlarla sagaltim biliyer enfeksiyon icin risk olusturmaktadir (Ulgen ve
Balcioglu 2007).

1.8.4. Pankreatik Cryptosporidiosis

Pankreatik kanallarin kolonizasyonuyla gelisen ve genellikle AIDS’li hastalar basta
olmak Uzere bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde gézlenen bu klinik tablo hepatobiliyer

cryptosporidiosise eslik eder (Arrowood 1997).
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1.9. Tam

Cryptosporidiosis tanis1 dnceleri barsak biyopsilerinde C. parvum’un cesitli gelisim
evrelerinin gosterilmesiyle konmus ve parazitlerin hicre igi, sitoplazma dis1 olarak yerlestigi
ortaya ¢cikmistir (Topgu ve ark 2002).

Cryptosporidium enfeksiyonunun tanisi genellikle diski Orneklerinde ookistlerin
gorulmesiyle yapilmaktadir. Diski disinda balgam, duodenum sivisi ve barsak biyopsi
orneklerinden de etkenin tanist yapilmaktadir. Cryptosporidium’larin tanisi igin digski ve
balgam ya da safra 6rnekleri gibi vicut sivi Ornekleri taze olarak incelendigi gibi %10
formalin ya da sodyum asetat-asetik asit-formalin icinde tespit edildikten sonra da
incelenebilmektedir (Guerrant 1995).

Crptosporidium spp.’nin tespitinde en kolay ve kesin tan1 digkiyla atilan ookistlerin
gorulmesiyle konmaktadir. Bu yuzden bazi boyama yontemlerinin kullanilmas: gerekir. Bu
yontemler arasinda Asit fast, Auramin-rhodamine ve Acridine orange gibi boyama yontemleri
sayilabilir. Ookistler, hacim ve morfolojik olarak maya hicreleri, fungal ve yag globullerine
benzer. Bu yapilart ookistlerden ayirmak amaciyla guvenilir, spesifik ve tanisal degeri en
yuksek olan metot asit fast boyalaridir (Cicek ve Yilmaz 2011).

Hastahkta ookist atilimi gogunlukla intermitant bir 6zellik tasidigindan teshis igin
farkli zamanlarda ¢ok sayida digki 6rnegi almak gerekebilir (Sears ve Kirkpatrick 2001).
Ayrica etken atiminin bol oldugu sulu diskilarda ookistlerin ¢ogu mukus icinde sakl
kalabilmekte, sekilli ve az mukuslu digkilarda ise etken atimi dizensiz veya yetersiz
olmaktadir. Genel tani kurallar1 agisindan alinan materyalin taze olmasi gerekir (Sears ve
Kirkpatrick 2001).

Cryptosporidium ookistlerinin saptanmasinda kullanilan baslica yontemler; direkt
mikroskopi yontemi, serolojik yontemler, molekiler yontemler, histopatolojik yontemler ve

kaltar yontemleridir.
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1.9.1. Direkt Mikroskopi Yontemi

1.9.1.1. Boyasiz Direkt Mikroskopi Yontemi

Cryptosporidium ooksitlerinin yapisal Ozellikleri ve i¢ yapilart gorilmemekte ve
ayrica morfolojik yonden mayalarla karisabilmektedirler. Boyasiz preparatlarin hazirlanmasi
icin ¢cokturme ve yuzdirme tekniklerinden yararlanilir. Yogunlastirma i¢in Sheather’in seker
cozeltisi, cinko silfat (%33) ve sodyum klorir (%36) kullaniimaktadir. Eger sadece
Cryptosporidium ookistleri arastirilacaksa en az 500 rpm’de ve 10 dakika sure ile santrifj
edilmesi gerekmektedir (Current ve Garcia 1991, Garcia 1992, Baron ve ark 1994).

1.9.1.2. Boyah Direkt Mikroskopi Yontemi

Cryptosporidium ookistlerinin aside direncli boyama ve konsantrasyon yontemleri
sonrasinda 6zel mikroskoplarda incelenmesi gerekmektedir. Konsantrasyon yontemi zaman
alicidir ve yogun is guciine gereksinim duyulur. Ayrica boyama esnasinda kullanilan
maddelerin bazilar1 da oldukga toksik ve tehlikelidir. Boyali direkt mikroskobik incelemede
kullanilan boyama yontemleri s6yledir; Modifiye Kinyoun’un asit-fast, ziehl-neelsen, giemsa,
acridine-orange, auramine-rhodamine safranin, dimethyl-sulfoksid ve karbol fuksin
sayilabilir.

Modifiye kinyoun’un asit-fast boyama yontemi rutin laboratuvarlarda preparatlarin
istenilen zamanda degerlendirilebilmesi, ucuz olmasi, ookistlerin igyapismi diger
yontemlerden daha ayrintili gosterebilmesi ve kirmizi boyanan ookistlerin mavi zeminde
kolay ayirt edilmesi nedenlerinden dolay: diger boyama yontemlerine gore daha yararh
bulunmustur. Bu ybntemin en buyuk dezavantaji ise Ozellikle isitma islemi sirasinda
buharlasan kimyasal maddelerin ortamda irritan etki yapabilmesidir. Bu nedenle
havalandirma sisteminin yeterli olmadig: laboratuvarlarda modifiye aside direncli boyama
yerine Kinyounun aside direncli yontemi tavsiye edilmektedir (Current ve Garcia 1991, Unat
1995, Ok ve Yereli 1996).
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1.9.2. Serolojik Yontemler

Serolojik yontemler c¢ok sayida ornegin kisa strede calisilabilmesine olanak
saglamaktadir. Degerlendirmede deneyim gerektirmemesi, is ylkl ¢ok olan laboratuarlarda
tercih edilmesine neden olur. Cryptosporidium tirlerinin diskida immunolojik olarak

arastirtlmasinda DFA, IFA, ELISA ve hizli tani kistleri ticari olarak kullanima sunulmustur.

1.9.2.1. DFA (Direkt Immiinfloresan Teknigi)

Digk1 orneklerindeki organizmalarin yizeyindeki antijenlerin immunolojik olarak
saptanmasinda  kullanilan  monoklonal antikor temeline dayali DFA  ybntemi
cryptosporoidosisin tanisinda ginumuzde seckin bir yontemdir ve modifiye asit-fast boyama
teknigine gore daha yuksek duyarliliga sahiptir. Bu yontemde slipheli materyaldeki antijenler
lam Uzerine yayilarak fikse edilir ve antijenin (izerine 0zel isaretli antikorlar konulur. Sipheli
antijenlerin isaretli 6zel antikorlarin olusmasina neden olmus olan antijenler olup olmadig:
arastirilir (Ozcel ve Altintas 1997). Bu yontemde konsantre veya konsantre olmayan diski
orneklerinde fluorescein isothiocyanate (FITC) bagli “monoklonal antikorlar” kullanilarak
“ookistler” tanimlanmaktadir. Bu testlerin kullanilist kolaydir ve tecrlbeli teknisyen
gerektirmezler ve zaman kaybina yol agmazlar. Bireysel laboratuarlarda da kullanilabilirler.
Baz1 arastiricilar cryptosporoidosis‘in tanisinda en duyarl: (sensitivite: %99) ve 6zgin
(spesifite: %100) yontem olarak DFA’y1 bildirilmislerdir (Uyar ve Ozkan 2009).

1.9.2.2. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Antikor veya antijen aranmasinda kullanilan serolojik testlerden biri olan ELISA
yontemi antijen-antikor baglanmasini1 gostermek amaciyla enzimle isaretli konjugant ve enzim
substrati kullanilarak renk olusumu esasina dayanan bir testtir. Elimizde neye 6zgil oldugunu
bildigimiz antijen ile 6rneklerdeki antikoru, tipini ve miktarmni veya elimizde antikor var ise
de buna 6zgu antijeni ve miktarini1 saptayabiliriz.

Farkli ELISA yontemleri mevcuttur:

-Kompetetif ve nonkompetetif ELISA

-Indirek ELISA

-Sandwich ELISA

-Makro ve mikro-ELISA
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-Avidin ve biyotin ekli ELISA

Serumda antikor aramak icin yapilan indirek mikro ELISA testinin basamaklarz:

1-Kat1 faz olarak kullanilan 96 cukurlu polistren plaklar (zerine bilinen bir antijen
baglanir.

2-Antijen baglh cukurlara serum ornekleri eklenerek oda isisinda veya 37°C’de belirli
bir sure inkibe edilir. Bu stirenin sonunda gukurlar tamponlanmis sivi ile yikanir. Serumda
antikor varsa kat1 fazdaki antijene baglanarak yikama islemi ile ortamdan uzaklagsmaz. Eger
serumda antikor yok ise antijene baglanmaz ve yikama islemi sonunda tamamen temizlenmis
olur.

3-Kat1 fazdaki antijene baglanmis olan 1gG yapisindaki antikoru saptamak igin
cukurlara konjugant olarak tanimlanan Fc kism: enzim ile isaretli anti-lIgG antikoru eklenir.
Konjugant yapisinda bulunan enzim genellikle peroksidazdir. Bunun disinda kullanilan
enzimler; alkalen fosfataz, glukoz oksidaz, B-D-galaktosidazdir. Cukurlara konjugant
eklendikten sonra belirli bir stre inkibe edilir. Bu surenin sonunda tamponlanmis su ile ikinci
bir kez yikanir. Kati1 fazdaki antijene baglanmis olan antikora baglanan konjugat ikinci
yikama islemi ile gukurdan uzaklastirilamaz.

4-Ortamda bagli kalan konjugatin gosterilmesi igin ortama konjuganttaki enzime
uygun substrat ve reaksiyonun gorinir hale gelmesi icin kromojen igeren karisim eklenir.
Cukurlara eklenmis renksiz enzim substrati belli bir sonra enzimin etkisi ile renklenir. Enzim
aktivitesini durdurmak icin ortama asit (H.SO,4) eklenir ve olusan rengin koyulugu (optik
dansite) ELISA okuyucusunda okutulur. Cukurlarda olusan rengin koyulugu serumdaki
antikorun miktar1 ile dogru orantilidir. Plaktaki bazi cukurlara miktarini bildigimiz antikor
eklenirse, bu cukurlarda olusan optik dansite egrisi ile serumdaki antikor miktar: saptanabilir
(Okay 2006).

ELISA hastaliklarin tanisinda kullanilan gtvenilir bir testtir. Klinik arastirmalar
sonucunda elisa immunassay (EIA) Kkitlerinin duyarliligi ve 6zgullig %93-100 arasinda
bildirilmistir. Fakat bu testlerin ¢apraz reaksiyon gostererek yalanci pozitif sonuglar vermesi

en buyik dezavantajidir.

1.9.2.3. IFA (indirekt Floresan Antikor Testi)

Indirekt Floresan Antikor Testi (IFA) ookist yapisinda bulunan antijenik yapilara

floresan boya ile isaretli monoklonal antikorlarin baglanmas: prensibi esasina dayanir (Carey
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ve ark 2004). Bu yontem diger protozoon, helmint ve enterik bakterilerle ¢apraz reaksiyon
vermemesi ve parazitin az sayida ookist iceren diski1 6rneklerinde bile teshis edilebilmesinden
dolay: dnemlidir. IFA testi hastaligin erken doneminde tani konulmasinda ve asemptomatik
tasiyicilarin belirlenmesinde oldukca spesifik bir yontemdir. IFA testinin 6zgulligi oldukca
yuksek olup asit-fast tekniklerinden daha duyarl Ozelliktedir. Ancak IFA testi capraz
reaksiyon vermemesi ve digkmin yogunlastirmasina gerek duyulmadan uygulanmasi
acisindan yarar saglamakla birlikte aside direngli boyama ydntemlerinden daha pahalidir
(Korkmaz 2011). Ayrica; pahal: bir teknik olmas: ve uygulanmasi i¢in floresan mikroskoba
gereksinimin olmas: testin dezavantajlari arasinda sayilabilir (Casemore 1991). Testin
sonunda floresan boyama teknikleriyle boyanan preparatlarin floresan mikroskobunda x1000
objektif taramasinda ookistler siyah zemin Uzerinde yuvarlak-oval yapida ve boyaya gore
sarims1 elma yesili veya turuncu renkte kolaylikla fark edilebilirler. Ancak ookistlerin
cogunun yeteri kadar boya almamas: ve yapisimin bozulmus olmasi gibi nedenlerle ic
yapisinin  secilememesi  ve teknigin kalite kontroliinin  zorlugu yontemin diger

dezavantajlarindandir (Mtombo ve ark 1992, MacPherson ve McQueen 1993).

1.9.2.4. Hizh Iimmiinokromatografik Yéntemler

Entamoeba histolytica, Cryptosporidium spp, G. intestinalis ve E. histolytica’nin ayri
ayr1 ya da birlikte EIA yontemi ile 15 dakikada degerlendirilebildigi hizli tan: testleri de
vardir. Bu testlerin en 6nemli Ozellikleri kisa stirede, kolayca uygulanmalari ve yine kisa
strede sonu¢ vermeleridir. Bu testlerin uygulanmasinda herhangi bir ara¢ ya da ekipmana
ihtiyag yoktur ve oda 1sisinda 1.5-2 yil saklanabilirler (Garcia ve ark 2000).

Serolojik yontemler arasinda en ¢ok uygulanan IFA ve ELISA testleridir. Ozellikle
immun sistemi saglam Kisilerde enfeksiyondan 2 hafta sonra ELISA ile %100’e varan oranda
IgG ve IgM antikorlar1 saptanmistir. Bazi epidemiyolojik taramalarda, enfekte olmadigi
dustnulen kisilerin %50°sinde spesifik anti- cryptosporidia 1gG antikorlart bulunmustur. Bu
sonuclar bu Kisilerin hayatlarmin bir doneminde bu enfeksiyonu gecirmis olabilecegini
gostermektedir (Yucel 1989). Serolojik testler arasinda sayilan monoklonal antikorlarla
yapilan IFA testinin sensitivitesi %100 olup, boyama tekniklerinden yaklasik 20 kez daha
duyarhdir (Gin 1996). Serolojik olarak spesifik 1gG ve IgM antikorlarinin ve sporozoit
antijenlerinin gosterilmesi ile de tan1 konulabilir (Lechevallier ve ark 1991, Laberge ve
Griffiths 1996).
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Heterolog antikorlar ile ELISA kitinin reaksiyon vermesi sonucu yanhs pozitif
sonuclar olusabilecegi bildirilmektedir (Krause ve ark 1995). Son zamanlarda rutin tan
yontemleri arasina giren ELISA testlerinde C. parvum ve diger Cryptosporodium tirleri
arasinda capraz reaksiyonlar olabilecegi bildirilmistir. Bu capraz reaksiyonlarin klinik
ornekler icin Onemi olmamasina Kkarsilik c¢evre ornekleriyle calisildiginda sikinti

yaratabilecegi bildirilmektedir (Doung ve ark 1995).

1.9.3. Molekiiler Yontemler

Gunumizde etkenin arastirilmasinda ve genetik 6zelliklerinin - belirlenmesinde
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi basta olmak Uzere birgok molekiler metodlar
kullaniimaktadir (MUlazimoglu 1993, Oktun ve Yice 1995). PCR yontemi sayesinde farkl
tirleri birbirinden ayirmak ve aralarindaki epidemiyolojik iliskileri belirlemek muimkin
olmaktadir. PCR yonteminin kullanilmasi, su kaynaklarinda bulunan Cryptosporodium
turlerinin tespit edilmesinde avantaj saglamaktadir (Saygi 1997). Ancak bu yontemin heniiz
tam olarak standardize edilmemis olmasi, ekonomik yuki ve 6zel donanim gerektirmesi

baslica dezavantajlarini olusturmaktadir (Doung ve ark 1995, Saygi 1997).

Avustralya’da yapilan bir calismada C. parvum tespitinde farkli olarak PCR ile
mikroskopi Kkarsilastirilmis, PCR analizi ile 36 pozitif sonu¢ bulunurken modifiye Ziehl-
Neelsen yapilan mikroskopik incelemede 29 pozitiflik bulunmustur (Morgan ve Thompson
1998). 1996 yilinda yapilan baska bir ¢alismada, PCR ve DNA hibridizasyon yontemlerinin
kombine olarak kullaniimasiyla hizli ve ¢ok hassas sonuglarin alindig: belirtilmistir (Janoff ve
Reler 1987).

Insanlar1 ve diger memelileri enfekte eden Cryptosporidium tirlerinin genetik
farkliligmi ortaya ¢ikarmak igin bircok calisma yapilmaktadir (Spano ve ark 1998, Xiao ve
ark 1999b). Hali hazirda C. parvum™ un genom projesi tamamlanmasa da, elde edilen veriler
1s1ginda bircok arastirici tarafindan bu parazitin genetik gizemleri (virulans ve ilag duyarlilik
genlerinin belirlenmesi vs.) ¢ozulmeye calisiimaktadir (Abrahamsen ve ark 2004). Avrupa’da
Ozellikle C.parvum (zerinde cesitli molekller c¢alismalar yapilmistir.  Mevcut
Cryptosporidium tdrlerinin tamimlanmas: igin gelistirilen bircok teknik vardir. Bunlar soyle

siralanabilir;
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1.Plasmid DNA analizi

2.Genomik DNA restriksiyon analizi

3. Prob hibridizasyon teknikleri

4. PFGE (Pulsed field gel elektrophoresis)

5. Gen sekans analizleri

6. PCR'a dayali tiplendirmeler (PCRRFLP, PCR-RAPD, PCRAFLP vb.)
7. Ribotiplendirme

Gunumuzde teshiste kullanilmak (izere secilebilecek hedef molekiller konusunda
ayrintili bilgilere ulasilmistir. izole edilen etkenin tiriinin, canhihiginin ve enfektivitesinin
tayini amaci ile gelistirilmis degisik PCR teknikleri bulunmaktadir. Bunlara rRNA veya
MRNA bazli Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) 6rnek gosterilebilir (Jenkins ve ark 2000).
Restriction Fragment Lenghth Polymorphism teknigi (PCR-RFLP PCR), PCR ile Uretilen
uzun bir genom parcasmi uygun enzimlerle parcaladiktan sonra, ayrilan kisimlarin jelde
yurutulerek hangi gen bdlgesinin daha uzun oldugunu ortaya koyan dolayisiyla da etkenin
ayrintili genetik analizinin yapilabilmesini saglanmaktadir (Wu ve ark 2004). PCR-RFLP
yonteminden daha etkin olan nested-PCR ise 6nce PCR ile uzun bir baz bolgesinin dretilip
bunu takiben o bélge icindeki kicuk belli alanlara yonelik primerler eklenerek tekrar PCR ile
o kistmlarin dretildigi, klasik PCR’a gore 4-5 kat daha etkili olan bir yontemdir. Uretilen
hedef DNA miktarint dolayisiyla ortamdaki etken miktarin1 ortaya koyabilen, 0zel isaretli
hibrisizasyon problar1 kullanilarak yapilan Real-Time PCR (Limor ve ark 2002) ve o6zel
TagMan PCR (Carey ve ark 2004) 6rnek olarak gosterilebilir (Awad EI Kariem ve ark 1998).

Cryptosporidiosisin PCR ile teshisi i¢cin hsp 70 mRNA geni (Di Giovanni ve ark
1999), 18s SSU rRNA geni (Xiao ve ark 1999a), B tubulin kodlayan mRNA geni (Widmer ve
ark 1999), amyloglikosidoz enzimini kodlayan mRNA geni (Jenkins ve ark 2000), methionin
aminopeptidaz, T-kompleks protein 1 delta (TCP-1) iceren chaperonin kodlayan genler (Wu
ve ark 2004), COWP, TRAP-C1 (trombospondireleated adhesive proteins Cryptosporidium-
1), TRAP-C2 (Pedraza-Diaz ve ark 2001) genleri sik kullanilan gen bdolgeleridir. Bu
bolgelerden en fazla 18S rRNA dizisi kullaniimaktadir. Bu gen dizisinin Cryptosporidium
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turleri icin kapsaml: bir dizi verisine sahip olmasinin yaninda bes kopya halinde bulunmas: da
yarar saglamaktadir. Gergek zamanli PCR (Real-Time PCR) yonteminin kullaniimasi ise test
stiresini kisaltmasi ve klinik 6rneklerden parazit tanimlanmasinin hizli tanisi i¢in buyuk yarar

saglamaktadir (Jiang ve Xiao 2003).

COWP (Cryptosporidium oocyt wall protein) geninin cesitli Cryptosporidium turleri
(C. wrairi, C. felis, C. meleagridis, C.baileyi, C. andersoni, C. muris ve C. serpentis) ve C.
parvum’un insan, sigir, maymun, dag gelincigi, fare domuz ve kopek genotiplerindeki
nikleotid dizilerinde primer ve hedef bdlgelerinde belirgin farkliliklar gdzlenmistir. Bu
sonuclar, Cryptosporidium tirleri ve genotiplerinin  COWP’ye dayali molekiler
farklilasmasinin ortaya konmasi icin faydali bilgiler saglamaktadir (Xiao ve ark 2000).

Son c¢ahismalarda ribozomun kigik alt birimine ait RNA’y1 kodlayan bolge (18S
rRNA) taksonomik smiflandirmalarda kullanilmaya baslamistir. Yakin zamanlarda yapilan
caligmalar sonucunda inek ve insanlardan izole edilen C. parvum’un iki genotipinin oldugu
bulunmustur. Bu iki genotip 18S rRNA kodlayan bolgeleri bakimindan oldukga birbirlerinden
farkhdirlar. Cryptosporidium genotip | yalmzca insanlara bulasir ve insanda enfeksiyon
olusturur. Fakat hayvansal olan genotip Il hem insanlara hem de inek, koyun, sigir, at vb.
ciftlik hayvanlarina bulasmaktadir. Ayrica baska hayvanlarda (domuz, fare, kedi ve koala)
bulunan yeni Cryptosporidium genotipleri de 18S rRNA’y1 kodlayan bélgenin sekans: yoluyla

tanimlanmistir (Norman ve ark 1985).
1.9.4. Histopatolojik inceleme

Histopatoloji 0Ozellikle 1980 oOncesinde Cryptosporidium icin kullanilan tek tani
yontemidir. Barsaklardan biyopsi 0Ornegi alinarak mikrovilluslarin kenarinda kugik ve
yuvarlak ookistleri aranir. Bu yontemde hemotoksilen ve eozin gibi boyalarla boyanarak
cesitli gelisim donemlerindeki Cryptosporidium'larin teshisi yapilabilse de, yontem tar
identifikasyonu icin yeterli olmamistir. Bunun yaninda hem invaziv girisim gerektirmesi hem
de alinan parca icin hizli fiksasyona ihtiya¢ duyulmasi, pahali olmasi ve yapilmasi igin fazla
zamana gereksinim duyulmas: gibi sebeplerle glinimuzde pek kullanilmamaktadir (Fayer ve
ark 1986, Casemore 1991).
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1.9.5. Kiltdr Yontemleri

1983 yilinda Cryptosporidium spp. ’nin in vitro olarak ilk kez aseksuel ddngusi
gerceklestirilmistir. 1984 yilinda, insan fotal akciger hicrelerinde (HFL: Human fetal lung),
primer tavuk bobrek (PCK: Primer chicken kidney) hiicrelerinde ve domuz bobrek (PK-10:
porcine kidney) hicrelerinde  Cryptosporidium spp.’un tim yasam dongusuni
gerceklestirmisler ve en basarili olarak HFL’y1 bildirmiglerdir. Daha sonra degisik hicre
serilerinde MDBK (Mardin-Darby bovine kidney cells) HCT-8 (Human colonic tumor),
Mause L929 fibroblast hicrelerinde ve diger pek cok hucre serilerinde de denenmistir
(Korkmaz 2011).

Cryptosporidium muris icin en ideal kiltirin dogal enfeksiyon karakterlerine de
uygun olarak insan mide adenokarsinom htcre kalttrd oldugu ve bu kilttrde C. parvum’u da

uretebilmenin mimkin oldugu ifade edilmistir (Choi ve ark 2004).

Kisaca digkidan elde edilen ookistler %2,5 Kr,Cr,07 (potasyum dikromat) eklenerek 4
‘C’de bekletilmis ve Sheather in flotasyon yontemi uygulanmstir. PBS ile yikanip antibiyotik
karistminda (penicilin, streptomisin, amfoterisin bekletilerek mikrobial flora baskilandiktam
sonra 37C de PBS %0,75 sodyum taurokolat ve %0,25 tripsin iceren ortamda 30-60
dakikada ekskistasyon yapilarak elde edilen sporozoit, ookist ve ookist duvarmni igeren
karisim PBS ile yikama 6nerilmektedir. Daha sonra 1cm? ye 1x10* sporozoit olacak sekilde
hicre kaltirinde kullanilan besiyeri idame besiyeri olup 96 saat sonra tip 1 merontlarin

gOzlemlendigi bildirilmektedir (Arrowood 2002).

Hicre kultirinin en blylk dezavantaji, etkenin dogal biyolojik siklusunda oto-
enfeksiyona yol acan ince duvarlt ookistlerin in vitro ortamda olusmamasidir. Bu durum,
kilturde yogun bir enfeksiyon tablosunun olusumunu engellemektedir (Gasser ve
O’Danoghue 1999).

Huicre kalturleri etkene karsi ilag denemelerinde de yaygin olarak kullaniimaktadir.
Ancak, etkenin gerek ekskistasyonu, gerek treme yetisi ve ila¢ duyarliligi inokulum
hazirlama teknigine, inklbasyon siresi ve sartlarina, etkenin orijinine ve benzer bir takim

faktorlere bagimlilik gosterir (Gasser ve O’Danoghue 1999).
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1.10. Tedavi

Cryptosporidiosis’te tedavi amaci ile sivi sagaltimi ve diger destek tedavi
uygulamalarindan, kemoterapotik uygulamalarindan, antiviral tedaviden ve immunoterapiden
faydalanilabilmektedir. Hastaliga karsi1 pek cok farkl tedavi yaklasimi s6z konusu olsa da
henliz cryptosporidiosise spesifik belli bir tedavi ortaya konamamistir (Sears ve Kirkpatrik
2001).

Ishal tedavilerinde genel klinik yaklasim olan oral veya parenteral sivi sagaltimi
cryptosporidiosis’ te de dnemli bir yere sahiptir (Fahey 2003). Sagaltim amaci ile yapilan
etkili bir rehidrasyon uygulamasindan basarili sonuclar alinabilmektedir. Basar1 6zellikle
normal imminiteye sahip hastalarda daha da yuksektir. Rehidratasyon amaci ile gelistirilmis
cryptosporidiosise  spesifik bir preparat yoktur. Fakat sagaltimda elektrolitlerden
yararlanilabilmektedir.

Cryptosporidiosis’te farkli farmakokinetik 6zelliklere sahip ¢ok sayida kimyasal ajan
tedavi amact ile kullanilmaktadir. Ancak kesin ¢0zum olarak bir kematerapddik henliz ortaya
konamamistir. Bunun nedeni olarak Cryptosporidium tdrlerinin antimikrobiyal ajanlara karsi
direncligi gosterilebilir. Cryptosporidium tdrlerinin diger akrabalarindan farkli olan bir
Ozelligi ise konak hiicre membraninda kendine farkli bir kompartman olusturmasidir.
Denenen bazi kemoterap6tikler; Spiramisin, lasalocid, halofuginone lactate, decoquinate ve
paromomycine kismen etkili olan ilaglardandir Bu ilaglar enfeksiyonu hemen ortadan
kaldiramazlar ancak atilan ookist sayisinda ve ishalin siddetinde azalmay: saglayarak,
immunitenin de gelismesi durumunda hastaligin seyrini iyiye ¢evirmektedirler. Bu ilaglarin
maliyeti ve temini bircok Ulkede problem teskil etmektedir. Ilag denemeleri halen devam
etmektedir (Lindsay ve ark 2000).

Nitozoksanid arastirilmas: gunimizde C.parvum ve C.hominis enfeksiyonlarinda,
“Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA)” (United States Food & Drug Administration)
tarafindan kabul gérmis ve umut vaat eden tek ilagtir (Rossignol 2010).

Immun sistemi saglam Kisilerde enfeksiyon genellikle agir seyretmez ve 1-2 hafta
icerisinde kendiliginden gecer. Dehidratasyon tablosu durumunda sivi ve elektrolit kaybini
karsilamak tedavi icin yeterlidir. Bu gibi olgularin cogunda baska bir tedaviye gerek yoktur
(Akist ve Korkmaz 2005).

Immun sistemi baskilanmis hastalarda daha fazla oranda sivi, elektrolit, kalori, yag,
karbonhidrat ve amino asit replasmin yan sira ila¢ tedavisine de baslanmalidir. Ancak

Immunsuprese ila¢ uygulanan hastalarda (kanser, transplantasyon tedavileri) bu tedavilere ara
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verilmelidir. Ozellikle AIDS’li hastalarda CD4 hiicre sayis1 200/mm3’iin altina diistigiinde
cryptosporidiosis yasami tehdit edebilmektedir. Bu gibi durumlarda cryptosporidiosis igin
tedavi uygulanmadan 6nce antiretroviral tedavilerle CD4 sayisinin yikseltilmesi gereklidir
(Akist ve Korkmaz 2005).

Enfeksiyonun tedavisinde gintimuze dek pek ¢ok ila¢ denenmis olup bunlar arasinda
uzerinde en sik ¢ahsilan ilag spiramisin’dir. Wittenberg ve ark. (Wittenberg 1989) tarafindan
Cryptosporidium ookistli bebeklere spiramisin verildiginde atilan diski hacminin 6nemli
Olclide azaldigin1 ancak yan etkileri nedeniyle ilacin kesilmesiyle ookist atiliminin tekrar
arttig1 belirtilmistir. Yapilan diger bir calismada cryptosporidiosise bagl ishali olan ¢ocuklara
bes gun boyunca iki doza bolinerek 75 mg/kg dozda spiramisin verilmesi halinde ilacin ishal
siresini kisalttigi ancak ookist atilimini 6nleyemedigi bildirilmistir (Saes-Liorens 1989).

Naciri ve ark (1993)’un buzagilar tzerinde yaptigi calismada halofuginone lactate’in
120mg/kg dozda verilmesi durumunda parazite yol actigi klinik bulgularin azaldigs, ilacin
kesilmesinden sonra ise hayvanlarin ookist atimmin devam ettigini bildirmislerdir (Naciri ve
ark 1993).

Parazitin tedavisinde kullanilan bir diger ilag aminoglikozit grubu bir antibiyotik olan
paromomisin’dir. Paramomisin oral alinan ve absorbe olmayan bir ilactir. C. parvum
parazitine karsi zayif aktivite gosterir. HIV ile ,enfekte hastalarla yapilan klinik ¢alismalarda

paramomisin kdratif olamamistir (Merson ve Piot 2005).

Bir bagka antibiyotik olan nitazoxanide genis antiparaziter etkinlige sahip olan bir
kimyasaldir. Kimyasahn hastalik zerine ilimh etkileri oldugu gdzlemlenmistir (Tzipori ve
Ward 2002).

Kronik cryptosporidiosisli AIDS hastalarinda efektiv antiretroviral tedavi ishalde
dramatik bir dizelme saglayabilir. Antiretroviral tedavi kombinasyonunda reverse
transkriptaz inhibitorleri ve bir ya da daha fazla proteaz inhibitorl icermelidir. HIV proteaz
inhibitorleri invitro antikriptosporidyal etkinlige sahiptir ve hayvan modellerinde infeksiyonu
%90 azaltmistir (Merson ve Piot 2005).

Cryptosporidiosiste tedavi ve korunma amact ile degisik pasif veya aktif immunoterapi
alternatiflerden yararlanilabilmektedir. Bu noktada monoklonal veya poliklonal antikorlardan

yararlanildig: ve hastaligi baskilayabilecekleri ifade edilmektedir (Mead 2002).

30



Pasif immunoterapi amaci ile en yaygin olarak denenen uygulamalardan biri immunize
edilmis hayvanlardan elde edilen kolostrumun kullaniimasidir. Immun kolostrum elde etmek
icin, kas i¢i yag adjuvant ve takibinde tuz solisyonlarinda muamele edilmis ookistler kas ici
olarak verilebilmekte, hayvanlar oral olarak enfekte edilebilmekte veya meme derisine DNA
asis1 tarzinda etken uygulamalarindan yararlanilabilmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda,
Escherichia coli ve rotaviriise karsi dogumdan belli bir sire 6nce asilanmig ineklerin
kolostrumlarinin ilgili etkenlere karsi buzag: ve fare yavrularinda koruyucu etkinlige sahip
oldugu ortaya konmustur. Cryptosporidiosiste de benzer sekilde yapilan ¢alismalardan sonug
alinmig fakat basari etkenin eleminasyonundan ¢ok ookist atiliminda ve ishal siddetinde
azalma seklinde gergeklesmistir. Ancak spesifik antikor iceren kolostrum ile dogar dogmaz
beslenen buzagilarin etkenden %100 korunmasa da Klinik boyutta bir hastalik tablosuna
yakalanmayacag: ve gizli seyreden hafif bir reaksiyonunda bir noktada immuniteyi
saglayabilecegi ifade edilmektedir (Riggs 2002, Harp ve Goff 1998)

Aktif immunizasyon saglayabilmek igin liyofilizasyon ile inaktive edilen ookistler tuz
solusyonu ile karistirihip oral olarak verilebilmektedir. Bu sekilde hazirlanan ookistlerin kuru

olarak oda 1s1sinda (18-30 °C) aylarca saklanabilecegi bildirilmistir (Harp ve Goff 1998).

Cryptosporidiosis ile micadele amaci ile E. coli K99 asilarina benzer sekilde
hazirlanmis rekombinant protein asilart da denenmektedir (Nydam 2003). Ayrica
karbonhidrat bagl bir bitkisel protein olan ve hucreler aras: baglantilarda gorev alan lektin‘in
konak-parazit aras: etkilesimde de rol alabilecegi ortaya konmus, sporozoit spesifik etkenin
konak hucrelere baglanmasini saglayan lektin aderens faktorl saptanmistir. Sporozoitlerin
galaktosil-n-asetilgalaktozamin ve sigir masinine maruz birakildiginda hiicrelere tutunma
yetilerinin %70 azaldigi anlasilmistir.  Ayni sekilde lektin spesifik galaktosil-n-
asetilgalaktozamin veya oligosakkaritlerden bu molekilin ortaya ¢ikmasmi saglayan
glikosidaz kullanilinca etkenin tutunma giicti % 80 oraninda azaltilabilmistir (Carey ve ark
2004).

Bu patojenin genom yapisi, gen ekspresyonu ve regulasyonu, konakgi spesifitesi ve
viriilans mekanizmasi tam anlamiyla anlasilmadigindan yeni tedavi yontemleri de (as1 ve yeni
kemoterapiler) etkili olmamstir. insanlarda hastaliga neden olan C. parvum tip 2 nin genom
dizisi tamamlanirken tip 1 in heniiz bir kismi tamamlanmistir. Bu iki genomun kiyaslanmasi
mumkin oldugunda konakg: spesifitesinin ve virtilans mekanizmasinin da anlasiimasmin

kolay olacag: dusuinulmektedir (Widmer ve ark 2002).
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1.11. Korunma

Cryptosporidiosis’in bulasinda 6nem tasimasindan dolay: enfekte hayvan veya insan
diskisi ile kontamine olmus veya olma ihtimali ylksek olan gidalarin tiiketiminden ve yakin
temasindan kaginmak, enfekte olma olasiligi yuksek olan havuz ve su kaynaklarina
girmemek, diizenli el yikamak ve genel hijyen kurallarina uymak hastaliktan korunma adina
alinabilecek baslica dnlemlerdir.

Enfeksiyonun kontrolii yaygin olarak kullanilan amonyak, sodyum hipoklorid ve
formalin gibi dezenfektanlara karsi ookistlerin direngli olmas: nedeniyle Kisithdir.
Cryptosporidium ookistleri canliliklarini uzun sure dis ortamlarda devam ettirirler. Bu nedenle
Cryptosporidium enfeksiyonlarmi kontrol altina almak igin cevreden ookistlerin elimine
edilmesi gerekmektedir. Ookistler cevre kosullarina ve dezenfeksiyona oldukga direnglidir.
Ookistleri -20°C de 72 saat dondurmak, 45°C- 55°C de 20 dakika 1sitmak enfektivitelerini
azaltir veya yok eder (Unat ve ark. 1995).

Parazit ookistlerine uygulanan dezenfeksiyon isleminde, dezenfektan maddenin gesidi
ile hazirlanan soliisyonun konsantrasyonu ve ookistlerle temas suresi énemlidir. Ookistlerin
dezenfeksiyonunda en ¢ok Onerilen dezenfektan, sodyum hipokloridin = %2.5’luk
solusyonudur. Ayrica %5’lik amonyum ve %10’luk formol solisyonunda 4°C’de 18 saat
tutuldugunda ookistlerin enfeksiyon yeteneginin kayboldugu gozlenmistir (Ungar 1995, Unat
ve ark.1995). Kimyasallar 1 °C ve 20 °C ‘de ayr1 ayri1 uygulandiklarinda ise etkilerinin ylksek
isilarda daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu nedenle su isisinin disik oldugu yerlerde
dezenfeksiyon amaci ile kombine uygulamalarin tercih edilmesinin daha dogru olacag:
bildirilmistir. Ancak dustk 1sida bile etki edebilen, ylksek oksidadif Ozellikteki ozon da
normal kullanim konsantrasyonunda etkisiz olup suda bromit var ise etkilesime girip
kanserojen nitelikteki bromata donustirebilmektedir (Carey ve ark 2004).

Su aritiminda etkili olan ve herhangi bir olumsuz yonu bulunmayan filtre uygulamas,
cryptosporidiosis ile micadelede 6nerilen bir diger yontemdir. Bir mikrometre ve daha kugtk
genislikte gozenekleri bulunan filtreler su aritiminda uygundurlar. Yapilan arastirmalar
salginlar sirasinda kullanilan ev tipi filtrelerin bile belli oranda etkili olabildigini gostermistir
(Carey ve ark 2004).

Cryptosporidiosis’den korunmada en 6nemli faktoér immunitedir. immun annelerin
kolostrumu ile beslenen yeni doganlar enfeksiyondan korunabilmektedirler. Cryptospor

idiosis’in en iyi kontroll yeni doganlarin dogumdan hemen sonra yeterince kolostrum almasi
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ile saglanabilir. Hastaliga maruz kalanlar yeterli bagisikliga sahip degilse 6lim ihtimali
fazladir. Yeni doganlar kanlarinda antikor olmadan dogduklart igin kendi immun sistemleri
gelisinceye kadar agizdan yeterli miktarda kolostral antikor almalari gereklidir. Buzagilarda
yapilan bir aragtirma kolostrum almayan buzagilarin kolostral antikor alan buzagilara gore 2-4
kat daha fazla 6lim ve hastalik riski tasidigini géstermistir. Dogumdan sonra gegen sirenin
uzamasiyla yavrunun antikorlari absorbe etme yetenegi de azalmaktadir. Kolostrum almak
icin uzun sure beklemek daha az antikor emilimi ile sonuglanir. Yine buzagilarda yapilan bir
caligmada dogumdan 6 saat sonra alinan kolostrumun yalnizca % 65'inin absorbe edildigi
gosterilmistir. Bunun yant sira dogumdan sonra gecen sire ile birlikte annenin
kolostrumundaki antikor konsantrasyonu da azalmaktadir. Calismalar dogumdan kisa sire
sonra annenin antikorlar: reabsorbe ettigini gostermektedir. Kolostrumun memede uzun slre
kalmasi daha az konsantrasyonda kolostral antikor ihtiva etmesi anlamina gelmektedir.
Dogumdan 16 saat sonra annenin kolostrumundaki antikor konsantrasyonu, dogumda hemen
sonra mevcut olan antikor konsantrasyonunun %210'undan daha azdir. Bu sebeplerden dolay:
yeni doganlarin dogumdan hemen sonra mimkiin oldugu kadar kisa surede (ilk 12-24 saat)

kolostrum almasi gereklidir (Anderson 1982).

Cryptosporidiosis’e yakalanmaktan kaginmak icin dikkat edilmesi gereken hususlar
asagida bildirilmistir (Rennecher ve ark 2000, Robertson ve ark 2000).

1- icme sularina kanalizasyon sularinin karismas: engellenmelidir.
2- Ciftlik hayvanlar1 icme suyu kaynaklarindan uzak tutulmalidir.

3- Sularin dezenfeksiyonu yapilirken dezenfektanlar kombinasyon seklinde

kullanilmalidair.

4- Tuvaletten sonra, cocuk bezi degistirdikten sonra veya diski materyali ile her ne

sekilde olursa olsun eller kirlendiginde ellerin ¢ok iyi yikanmasi gerekir.
5- Agiz ve ellerin diskiyla temasindan kaginilmalidir.

6- Eger ciftlik hayvanlariyla ¢calismak zorunlulugu varsa eldiven kullanilmali veya is

bitince eller iyice yikanmalidur.
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7- Temizliginden kesin olarak emin olunmayan, evsel atiklarin atildigi nehir ve

gollerde yuzulmemelidir.
8- Tum sebze ve meyveler yenmeden dnce iyice yikanmalidir.
9- Pastorize edilmemis icecekler ve yiyecekler tiketilmemelidir.
10- Gidalarin pastorizasyonunda 1s1 ve zaman parametrelerine dikkat edilmelidir.

11- Seyahat sirasinda islenmemis ya da tam olarak filtre edilmemis ylzey sulari

icilmemelidir.

12- Damitilmamis veya pastOrize edilmemis sise sulart kullanilmamalidir. Sise

sularinin saglik kuruluslarinca onaylanmis olanlar: tercih edilmelidir.

13- Igme sularmni aritmak igin polikarbon filtre kullanilmalidar. Filtrenin tikanmamasi

icin belli periyotlarla bakim1 yaptiriimalidir.
14- Kaynak sularmin dezenfaktan: i¢cin UV ve gamma isin1 uygulanmalidir.

15- Cesme suyunda dezenfeksiyon isleminde Kklor yerine ondan daha etkili ozon gibi
dezenfektanlar kullaniimalidir.

16- Gida sektorunde ¢alisanlar diizenli saglik kontroltinden ge¢melidir.

17- Hastane, kres, yurt gibi bulasma riskinin oldugu yerlerde gerekli hijyen kurallarina

mutlaka uyulmalidir.

ABD’de bir kaynak suyundan 400.000 kisi enfekte olmustur. Su kaynakl: epidemi
nedenleri arasinda parazitin kaynak sularindaki prevalansinin yiksek olmasi, igcme suyu
filtrelerinden gegebilmesi, klora direncli olmas: ve ¢ok az sayida parazitin dahi enfeksiyona
neden olabilmesi gosterilmektedir. Bu nedenle glniimizde kullanilan su aritma tekniklerinin
yetersiz oldugu ve cryptosporidiosis vakalarmin igme suyu ve yizme havuzu sularindan

salgin seklinde gelistigi bildirilmistir (Ungar 1995, Topgu ve ark 2002).

Yapilan c¢alismalar sonucunda Cryptosporidium ookistlerinin 180 ppm klor
konsantrasyonunda, 25°C ve pH 7.0°de iki saat icinde oldigl kanitlanmistir. Su
dezenfeksiyonunda kullanilan diger bir yontem olan ozonlama isleminin Cryptosporidium

34



ookistleri Gizerine etkisi arastirilmis, enfektivitelerinin 1ppm konsantrasyonda 10 dakika sonra
ortadan kalktigi g6zlenmistir. Cryptosporidium ookistlerinin ayn: sartlarda Giardia Kistlerine
gore ozona 30 kat, klora ise 14 kat daha fazla direngli oldugu tespit edilmistir.
Dezenfektanlarla yapilan calismalar sonucunda, sulardaki parazitlerin inaktivasyonunda
ozonun, klor ya da klordioksitten daha etkili bir dezenfaktan oldugu bildirilmistir (Erickson ve
Ortega 2006).

Enfeksiyondan korunmada ciftlikteki uygun bir isletim ve hijyen durumu da
onemlidir. Dogum ortami ve barinak temiz ve kuru olmali, hayvanlar hava akimmin olmadigi
ancak yeterli havalandirmanin oldugu bir yerde barindirilmali, kullanilan malzemeler sik sik
temizlenmelidir. Hastalar 1lik bir ortamda muhafaza edilmeli, bulasmay: dnlemek igin diger
hayvanlardan ayr1 bir yerde barindirilmahidir. Semptomatik tedavi uygulanan hasta hayvanlar
eger 10 gun icinde 6lmezse genellikle iyilesmekte, ancak enfeksiyon kaynagi olmaya devam
etmektedirler (Seving 2004).
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2. GEREC-YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. insan diskisi
Adnan Menderes Universitesi Arastrma ve Uygulama Hastanesi Parazitoloji

laboratuvarina gelen genellikle ishalli 184 disk1 6rnekleri toplanmastir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Dondurucu (Bosh) Toplanan diski 6rneklerinin preparatlari hazirlandiktan sonra -

20 °C de saklandh.

Mikroskop (Olympus CH40)

Buzdolab: (Vestel BZP-L1303 W)

37°C su banyosu (Memmert)

Calkalayici

Vorteks (Dragon lab MX-S)

Santriftj (Hettich rotina 38R)

Elisa reader (Ivymen optic system 2100-C)

2.1.3. Kullanmilan Laboratuvar Malzemeleri

Plastik disk1 kaplar
Lam-lamel

Rodajli lam

Falkon tupu

Otomatik pipetler
Multipipet

Pastor pipeti

Sar1 ve mavi pipet ucu
Eldiven

Gazl bez

Plastik Slizgeg

Elisa kiti (IDEXX Cryptosporidium parvum Elisa Kiti)
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e Cam boncuk
e Bos kivet
e Kurutma kagitlar

o Saleler

2.1.4. Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar

e Fenol Kristal (Merck)

e Karbol Fuksin (Merck)

e Metilen mavisi (Merck)

e dH20

e Etanol:%70 lik (Sigma Aldrich)
e Metanol (Sigma Aldrich)

o Siilfirik asit (H2SO,) (Fluka)

e KOH (Merck)

e Immersiyon yag: (Merck)

2.2.Yontem

2.2.1. Orneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan 6rnekler Eylul 2012-Eylal 2013 tarihleri arasinda Adnan
Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Parazitoloji Anabilim Dalindan
temin edilmistir. Hastaneye gelen ishalli diski 6rnekleri agz1 kapal, tek kullanimlik digki
kaplarina alinmistir. Diski 6rnekleri 0-90 yas araligindaki kadin ve erkek hastalardan elde
edildi. Ornekler Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
Dalina getirilerek laboratuvarda makroskobik inceleme yapildi. Digkilarin  mikroskobik
incelemesi yayma preparat hazirlanarak metil alkol 1ile tespit edildi ve

Kinyonun asit-fast boyasi ile boyandiktan sonra mikroskopta incelendi.

2.2.2. Kinyonun Asit-Fast Boyama Yontemi

Cryptosporidium ookistlerini gorebilmek icin hazirlanan 6zel bir boyama yontemidir.
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2.2.2.1. Kinyonun Carbol-Fuchsine Hazirlanmasi

Kinyonun carbol-fuchsine hazirlanmasi i¢in 4 g Fuchsin 20 ml (%95) etil alkolde
karistirildi. Fenol kristallerinin 56 °C’de sicak su banyosunda erimesi saglandi. 8 ml Fenol ile
alkol-fuchsin karisim: 100 ml distile su ile tamamlayip glnes almayan ortamda 1-2 gln

bekletildi. Solusyon suzildi ve ihtiyaca gore saklandi.

2.2.2.2. Loeffer in Metilen Mavisi Hazirlanmasi

Loeffer in metilen mavisi hazirlanmas: i¢in 0.3 g metilen mavisini 30 ml etil alkolde
eritildi. 200 ml (%0.01)’lik KOH soliisyonu bu karisima eklendi. Hazirlanan soliisyon ihtiyag
duyulana dek sakland:.

Laboratuvara getirilen taze digki 6rneklerinden yaymalar hazirlanip kurutultuktan sonra
hazirlanan yayma preparatlar, saf metanol igerisinde ldakika sureyle fiske edildi. Lamlar
Kinyonun Karbol-fuksin iceren selalede 3 dakika bekletilerek boyandi. Boyanan lamlar %70
etanol igine batirilip musluk suyunda yikandi. Lamlar %1 lik sulfirik asit (H.SO,) iceren
selalede 3 dakika bekletildi. Sonrasinda tekrar musluk suyunda yikandi. Loeffer’in metilen
mavisinde 5 dakika bekletilip musluk suyunda yikand: ve kurutuldu. Kuruyan preparatlara
immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta (x40, x100 buytitmeli objektiflerde) incelendi.

Cryptosporidium ookistleri mavi zemin izerinde pembe-kirmizi renkte géralda.

'I"‘W

Resim 2.1. Kinyonun asit-fast boyasi ile Cryptosporidium ookistlerin x100 mikroskop gorintist

38



2.2.3. ELISA Yontemi

Orneklerin degerlendirilmesinde Cryptosporidium parvum antijenlerini belirlemeye
yonelik IDEXX Cryptosporidium ELISA kiti kullanildi. ELISA uygulamas: dretici firmanin
Onerdigi sekilde yapildi.

Resim 2.2. IDEXX Cryptosporidium parvum ELISA Kiti

2.2.3.1. Ornegin Hazirlanmasi

ELISA yontemi igin -20°C’de muafaza edilen diski 6rnekleri oda isisina getirildi.
Yontemde belirtildigi sekilde 1’er gram (veya bezelye buyuklugiinde diski 6rnegi) diski
ornekleri (184 6rnek icin) ayrildi. Sonrasinda 1 gram biyuklugundeki diski 6rneklerine 1:4 (3
ml dilusyon solusyonu) oraninda dilusyon solusyonu eklendi. Sulandirilmig Ornekler
vortekslenerek Ustte toplanan sivi kisim alindi ve ELISA testinde kullanilmak tizere falkon

tuplere aktarildi.
2.2.3.2. Yikama Solliisyonunun Hazirlanmasi

20 ml konsantre yikama soliisyonu, 380 ml deiyonize su bulunan siseye eklendi.
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2.2.3.3. Konjugat Solisyonun Hazirlanmasi

1050 pl konjugat (10X), 9450 pl konjugat dilisyon buffer N.8 Uzerine eklendi ve
icinde partikul kalmayacak sekilde calkalandi.

Tum belirtecler kullanilmadan 6nce 18-26 °C ye getirildi ve vortekslendi. Kaplanmis
plak gozlemlendi. Istenilen sayida kuyucuk hazirland: (pozitif ve negatif kuyucuklar igin
fazladan iki kuyucuk) ve plaga yerlestirildi. birinci kuyucuga 100 ul pozitif kontrol, 2.
kuyucuga 100 pl negatif kontrol eklendi. Her test kuyucuguna 100 pl hazirlanan diski
orneginden eklendikten sonra mikroplate calkalayiciyla tim kuyucuklar homojenize edilip
mikroplak kaplandi. 18-26°C*de 30 dakika inklibasyona birakild: ve sonra kuyucuklardaki
stvi bosaltildi. Her kuyucuk 300 pl yikama solusyonu ile yikandi. Yikama islemi 3 defa
tekrarlandi. Son yikamadan sonra kalan sivi tamamen uzaklastirildi. Sonrasinda her kuyucuga
100 pl konjugat solusyonu (1/10 sulandirilmis konjugat) konuldu ve mikroplak ile kaplanip
tekrar 18-26°C de 30 dakika inklbasyona birakildiktan sonra yikama islemi 3 defa
tekrarlandi. Her kuyucuga 100 pl TMB substrat eklendi. 18-26°C de karanlik ortamda 10
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda ciplak g6zle okuma yapild: ve sonuclar
kaydedildi. Her bir kuyucuga 100 ul stop (durdurma) soliisyonu eklendi. Mikroplak hafifce
calkalandi. Havaya kars1 optik dansite 450 nm’de ELISA okuyucusunda okundu ve sonuglar

hesapland:.
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Resim 2.3. ELISA ydnteminin yapilis asamasi

Resim 2.4. ELISA reader ile optik dansite 450 nm’de ELISA okuyucusunda okutulmasi
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3. BULGULAR

Toplam 184 diski 6rneginin birinde (%0.54) modifiye asit-fast boyama yontemi ile
Cryptosporidium ookistleri, 10’unda (%5.43) ise ELISA yontemi ile Cryptosporidium parvum
antijenleri tespit edildi. Calismamizda modifiye asit-fast boyama yontemi ile tespit edilen
Cryptosporidium ookistleri 0-15 yas arasinda bir cocuga aittir. Cizelge 3.1.’te gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Modifiye asit-fast boyama yontemi ile Cryptosporidium spp.

Mikroskop yas arahgi pozitif sonug %

inceleme

Modifiye 0-15 1 0.54

Asit-Fast

Boyama (+) 16-35 0 0
36-90 0 0
TOPLAM 1 0.54
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Resim 3.1. Kinyonun asit-fast boyamasi ile Cryptosporidium ookistleri

ELISA yontemi ile toplam 184 diski Orneginin 10’unda (%5.43) Cryptosporidium
parvum antijeni tespit edildi. ELISA test kiti prosedlriine gore pozitif ve negatif kontrol
kullanilarak uygulanan yontem ile ¢alisilan drneklerin bulundugu plak ELISA okuyucusunda
havaya kars1 450 nm’de okunduktan sonra elde edilen degerlerden 0.500 OD ve bu degerin
ustt pozitif olarak degerlendirildi. Bu pozitif olgularin 6’s1 0-15 yas grubunda, 1’i 16-35 yas
grubunda ve 3’0 de 36 yas ustindeki grupta oldugu tespit edildi. Cryptosporidium parvum
antijenlerinin dagilimi yas gruplarina gore sirasiyla %.3.26, %0.54 ve %1.63 olarak belirlendi
(Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.2. ELISA Yontemi ile tespit edilen Cryptosporidium parvum’lu hastalarin yaslara gore dagilimu

ELISA yontemi yas aralig: pozitif sonug %

IDEXX 0-15 6 3.26

Cryptosporidium

ELISA Kiti 16-35 1 0.54
36-90 3 1.63
TOPLAM 10 5.43

Resim 3.2. ELISA plaginda pozitif ve negatif kuyularin gériinuma (ilk 92 hasta)

Mikroskobik inceleme ile ELISA yontemi Karsilastirildiginda ELISA ydnteminin
duyarhiligmin daha yiksek oldugunu gostermektedir.

ELISA yonteminde c¢iplak gozle okuma yapildiginda plaktaki pozitif kontrollere

dayanarak drneklerinde mavi renklenmesini bekleriz. Negatif kontrol ise ya renksiz ya da agik
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mavi seklinde olmahdir. Resim 3.3’de ELISA plagindaki pozitif ve negatif kuyular ve diski
orneklerinin ¢iplak gozle gérinimi gosterilmistir.

Resim 3.3. ELISA plaginda pozitif ve negatif kuyularin ¢iplak gozle gériinimii

Ciplak gozle degerlendirilen sonuglar ELISA READER ile okutuldu ve
PCX >0.500 OD pozitif sonug olarak tespit edildi.

Hesaplamalar

PCX : Pozitif kontrol ortalamasi

NCAss0 :Negatif kontrol

S/P :Orneklerin hesaplanmas:
PCl4s0- PC2450 PCX

PCX= --- — - >5

2 NCAus0

Ornek-NC

S/P= *100
PCX-NCiso

ELISA READER’da okutulan her bir drnek igin yukaridaki hesaplama ile sonuglar
tespit edildi. S/P degeri %20 den kiglk veya esitse sonu¢ negatif, blyuk ise pozitif olarak
degerlendirildi.
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HASTA YAS CINSIYET MIKRROSKOP ELISA

1.HASTA 7 ERKEK NEGATIF POZITIF
2.HASTA 68 ERKEK NEGATIF POZITIF
3.HASTA 80 KADIN NEGATIF POZITIF
4. HASTA 11 KADIN POZITIF POZITIF
5.HASTA 6 ERKEK NEGATIF NEGATIF
6.HASTA 14 KADIN NEGATIF POZITIF
7.HASTA 5 ERKEK NEGATIF POZITIF
8.HASTA 22 ERKEK NEGATIF POZITIF
9.HASTA 37 ERKEK NEGATIF POZITIF
10.HASTA 13 ERKEK NEGATIF POZITIF
11.HASTA 10 ERKEK NEGATIF POZITIF
12.HASTA 24 KADIN NEGATIF NEGATIF

Cizelge 3.3. Cryptosporidium parvum’ lu suipheli hastalara ait bilgiler ve mikroskobi-ELISA sonuglari
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4. TARTISMA

Gunumuzde paraziter enfeksiyonlarin artmasi kalitsal veya AIDS, organ nakli, kanser
gibi sonradan kazanilan hastahiklar ve diger bazi sistemik hastaliklara bagli olarak ilag
kullanim1 sonunda immun yetmezlikten dolay: konagin paraziter enfeksiyonlara yakalanma

ihtimali artmaktadur.

Ulkelerin gelismislik duzeyleri, immun sistem, kalabalikk ortamlarda yasam,
hayvanlarla yakin temas, sicak ve nemli iklim gibi faktorler Cryptosporidium spp.
prevalansini etkilemektedir (Hunter ve Nichols 2002).

Calismamizda yapilan mikroskobik ve serolojik inceleme sonucunda cocuklarda
cryptosporidiosis oraninin daha ylksek oldugu (%3.26) tespit edilmistir. Daha 0nce yapilan
caligmalarda cocuklarda cryptosporidiosis prevalansmin yetiskinlere gore yiksek oldugu ve
semptomlarin daha siddetli seyrettigi belirtilmektedir (Fayer 1986, Ungar 1995). Cocukluk
caginda prevalansin yuksek ¢ikmasina, bu yas grubunda fekal-oral bulasmanin daha kolay
olmasi, temizlik kurallarina yeterli 6zenin gosterilmemesi ve immun sistemlerinin tam

gelismemis olmasi en 6nemli nedenler olarak gosterilmistir (Current ve Bick 1989).

Turkiye’nin degisik bolgelerinde insanlar Uzerinde yapilan arastirmalarda farkl:
sonugclara rastlanmaktadir. izmir’de 0-6 yas grubunda 600 ¢ocuga ait disk1 6rnekleri Modifiye
Ritchie yontemi ile hazirlanarak Auramine ve Ziehl-Neelsen yontemleriyle boyanmis ve
cocuklarin %0,1’inde ookist saptandigi bildirilmistir (Uner ve ark. 1991). Ankara’da
neoplastik 106 hastaya ait diski 0rnekleri Ziehl-Neelsen ve Giemsa ile boyanmis ve hastalarin
%16,9’unda Cryptosporidium ookistleri goraldigi belirtilmistir (Tanylksel ve ark. 1995).
Eskisehir’de 0-6 yas grubu ishalli 607 ¢ocuga ait digki 6rnegi nativ inceleme, gram, giemsa,
Ziehl-Nelsen, modifiye kinyon yontemleri kullanilarak incelendignde cocuklarin %3,6’sinda
Cryptosporidum ookistleri teshis edildigi bildirilmistir (Dogan ve Akgun 1998). Elazig’da 0-5
yas grubu ishalli 417 ¢ocuga ait digski Ornekleri modifiye Ziehl-Neelsen yontemiyle (sicak
metod) boyanarak hastalarin %4,55° inde Cryptosporidium sp. ookistlerinin saptandigi
bildirilmistir (Godekmerdan ve ark. 1999). Bizim yaptigimiz ¢alismada da mikroskobik baki

ile bulunan pozitiflik onbir yasindaki bir cocuga aittir.

Van belediye mezbahasinda 2008 yilinda yapilan bir diger calismada ise 87 mezbaha

iscisinde modifiye asit fast yontemi ve quick Cryptosporidium parvum strip testi
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(RIDA®RBiopharm, Almanya) kullanilarak Cryptosporidium spp. ookistleri arastirilmastir.
Iscilerin %1,14’inde Crptosporidium spp. ookisti tespit edilmistir. Calismalarda boyama
yontemi olarak Crytosporidium igin spesifik olan modifiye Ziehl-Neelsen kullanilmistir.
Cikan sonuclar dogrultusunda cryptosporidiosis’in, bir meslek hastaligi olarak veteriner
hekimlerde, Veteriner Fakiltesi Ogrencilerinde, ciftcilerde tekrarlayan hafif veya
asemptomatik enfeksiyonlar seklinde gorulebilecegi bildirilmistir (Cicek ve ark. 2008).
Yiizinct Yl Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Parazitoloji Laboratuvari’nda
2011 yiinda yapilan ¢alismada, yaslari 0-15 arasinda olan ishalli 450 hastaya ait digki
ornekleri modifiye asit fast boyama yontemi ile parazitolojik yonden incelenmis. Digk1 Ornegi
incelenen 450 ¢ocugun 10 (%2,2)’unda Cryptosporidium spp. ookistleri saptanmistir. Ayrica
bu calismada diski1 6rneklerine sirasiyla nativ-lugol, formol-etil asetat ile sedimantasyon
yontemleri ve trichrome boyama yontemi uygulanmis ve c¢ocuklarin 154 (%34,2)’inde bir
veya daha fazla, 34 (%7,5)’tnde ise birden fazla parazit turtine rastlandig: belirtilmistir (Cigek
ve Yilmaz 2011).

Kiitahya’da Dumlupinar Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi’ne karin agrisi, mide
bulantis;, kusma ve ishal gibi cesitli gastrointestinal sistem sikayetlerle miracaat eden
hastalarda cryptosporidiosis arastirilmistir. Arastirma slresince evlerden ve sehirdeki
cesmelerden ahinan su ornekleri Cryptosporidium spp. ookistleri yoninden incelenmistir.
Cryptosporidiosis mikroskobik yontemle %2.7, spesifik antijen aranmasiyla %3.4 oraninda
saptanmustir. Arastiricilarin bildirdiklerine paralel olarak ELISA testinin duyarliliginin yuksek
olmasi bir olgunun fark edilmesini saglamistir (Akdemir 2012). Yaptigimiz bu ¢alismamizda
mikroskobik bakida 184 hastadan alinan digki 6rneklerinde boyamada bir pozitif saptanirken,
ELISA ile yapilan analizler sonucunda 10 pozitif bulunmustur. Dolayisiyla Cryptosporidium

ookistlerinin saptanmasinda ELISA testinin daha duyarli oldugu gorilmstr.

Daha once yapilan calismalarda karasal iklim 6zelliklerinin etkenin canliligini
strdurebilecek sartlar1 kisitladigi ve yayilimi azaltan bir bariyer olusturdugu gorilmustur.
Sehir sebekesinden alinan drneklerde ookist tespit edilmemis ancak halkin kullanimina agik
cesmelerden temin edilen 6rneklerin bir tanesinde (%10) ookist saptanmis olmasinin alt yap1
imkanlarinin nispeten iyi oldugunu, hastahgin epidemiyolojisinde sehir merkezindeki
mubhtelif yerlerde bulunan halk gesmelerinin rolu olabilecegi ve igme suyu disinda baska
faktorlerin de olabilecegini disundurmustur. Calismada erkek ve kadin diskilarinin

cryptosporidium ookistleri bulundurma oranlar1 arasinda bir fark olup olmadigini belirlemek
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icin Kki-kare analizi yapilmistir. Elde edilen bulgular arastiricilarin bildirdiklerine benzer
degerlendirilmis, olgulardaki yas ve cinsiyet farkhiliklart anlamli bulunmamistir (p>0.05).
Mikroskobik incelemede etkenlerin gbzden kacabilme ihtimaline Kkarsin, laboratuvar
imkanlarmin elverdigi Olcude cryptosporidiosis’i distndiren vakalarda digskinin serolojik
yontemle incelenmesinin uygun olacag: ve il genelinde butiin su kaynak/atiklarinda, tiketilen
yas sebze/meyvelerin yikama sularinda molekuler tabanli tani yontemleriyle ookist
saptayacak calismalarin planlanmasi gerektigi dusunilmektedir (Akdemir 2012). Yapmis
oldugumuz bu calismada ise 184 digskida yapilan incelemelerde cinsiyet farkliligi anlamli
bulunmamistir (p>0.05).

Ankara’da yapilan baska bir caligmada ise 345 ishalli hastada cesitli yontemler
(modifiye asit-fast, kinyoun asit-fast, asit-fast trichrome) kullanilarak Cryptosporidium spp.
ookistlerinin arandig:1 fakat hicbir ornekte ilgili etkene rastlanmadig: tespit edilmistir.
Toplanan digki Orneklerinden etkeni bulundurma ihtimali yliksek olan 159 tanesi secilip
ELISA yontemi ile Cryptosporidium spp. antijenlerinin varligi arastirilmis ve 6 tanesinde
(%3.8) pozitif olarak bulunmustur. ELISA yonteminin 0zel egitim gormus personele ihtiyac
gOstermemesi, kolay ve hizli uygulanabilmesi ile mikroskobik yontemlere gére daha duyarl:
ve spesifik oldugunu gorilmis olup mikroskobik yontemlere iyi bir alternatif oldugu
distnulmustur (Okay 2006). Benzer sekilde de bizim cailigmamizda 184 diski Grnegine
ELISA yontemi uygulanmig ve sonug¢ olarak 10 (%5.43)*unda Cryptosporidium parvum

varlig: tespit edilmistir.
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5. SONUC

Sonug olarak Adnan Menderes Universitesi Parazitoloji Anabilim Dalina diskis1 gelen
hastalarin bu bolgede Cryptosporidium parvum arastirilmas: amaciyla yaptigimiz bu
caligmada 184 Kkisiye ait diski 6rneginden mikroskobik baki sonucunda onbir yasindaki
cocuga ait bir tane pozitif sonug tespit edildi. Daha duyarli olan Serolojik yontem olarak
ELISA testi yapildi. Hastalarin 10 ‘unda C. parvum turl saptanmis olup, elde ettigimiz
Cryptosporidium ookist oran: %18.4 olarak bulunmustur. Elde edilen bu oran, yéremizdeki
parazitoz sorununu bir kez daha gdstermektedir. Bu ¢alisma, ¢ocuklarda ve diger risk gruplari
icin, ishalle seyreden hastaliklarda Cryptosporidium spp.’nin enterik patojen olarak

Onemsenmesi ve ayirt edici taniya gidilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Diskida 6zgul antijen arayan ELISA ydnteminin maliyeti yiksek olmasina ragmen
etkensel tani yontemlerindeki zorluklara yardimci olacagi sonucu c¢alismamizda elde
edilmistir. Gunumiz kosullarinda tek basina mikroskobik baki tan: icin yetersiz kalmakta,
ikinci bir dogrulama testi olarak ELISA yonteminin rutinde kullaniimasinin daha uygun
olacag: kanmsina varilmistir ve bolgemizde fazla 6rnek sayisi ile daha kapsamli ¢alisma

yapilmasi gerektigi 6nerilmektedir.
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OZET

ADNAN MENDERES UNIVERSITESI UYGULAMA VE ARASTIRMA
HASTANESI’NE GELEN HASTALARDAN ALINAN DISKI ORNEKLERINDE
CRYPTOSPORIDIUM SPP. VARLIGININ MiKROSKOBIK BAKI VE ELISA iLE
ARASTIRILMASI

Bu cahsmada Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastrma Hastanesi
Parazitoloji Ana Bilim Dali’na gelen diskilarda Cryptosporidium ookistleri arastirilmasi
amaclanmistir. Calisma Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastrma Hastanesi

Parazitoloji Laboratuari’nda Eylul 2012 - Eylul 2013 tarihleri arasinda yapilmistir.

Calismada, ADU Parazitoloji Laboratuar’’na hastanenin farkli birimlerinden gelen
ishalli disk1 6rneklerinden 184 adet diski agz1 kapah tek kullanimlik digki kaplarina alindu.
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’na getirilen
diskilarin laboratuvarda parazitolojik incelemesi yapildi. Daha sonra Cryptosporidium
ookistlerinin teshisi icin, Kinyonun asit-fast boyasi ile boyandi ve mikroskopta incelendi.
Ornekler mikroskopta incelendikten sonra ELISA yéntemi ile Cryptosporidium parvum
antijeni tespit edildi. ELISA yontemiyle incelenen diski Orneklerinin 10’unda (%5.43) C.
parvum ookistleri tespit edilmistir.

Sonug olarak, C. parvum semptomatik ishal olgularinda 6nemli bir etkendir. Bu
yuzden risk gruplart bu parazit yoninden dikkatle incelenmelidir. Asit-fast boyama tani icin
yeterli olmayabilir. Calismalar egitimli personelle dikkatle yapilmalidir. Bunun yaninda
ELISA yontemi kolay ve hizli uygulanabilmesi ile mikroskobik yontemlere gore daha duyarl:
ve spesifik oldugu gortlmis olup, mikroskobik yontemlere iyi bir alternatif oldugu

dustnilmektedir.

Anahtar kelimeler; C. parvum,Elisa, Cryptosporidiosis
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SUMMARY

RESEARCHING THE PRESENCE OF CRYPTOSPORIDIUM SPP BY
MICROCOPICAL INSPECTION AND ELISA AT THE FAECES SAMPLES
GOTTON FROM THE PATIENTS AT ADNAN MENDERES UNIVERSITY

APPLICATION AND RESEARCH HOSPITAL

In this study, investigation of Cryptosporidium oocysts at the patients came to Adnan
Menderes University Application and Research Hospital was aimed. Study has been achieved
at Parasitology Laboratory of Adnan Menderes University Application and Research Hospital
between September 2012-September 2013.

In this study 184 of all faeces samples with diarrhea came from different units of
hospital to ADU Parasitology laboratory were put in disposable faeces cups. These samples
belong to 0-90 ages of male and female patients. The parasitological investigation of the
samples brought to laboratory of Department of Parasitology in ADU Veterinary Medicine
School has beeen done at the parasitology laboratory. Then to diagnose the cryptosporidium
oocyts stained with Kinyoun acid-fast stain and examined by microscope. After microscople
examining Cryptosporidium parvum antigens were determined with ELISA method. C.
parvum examinasion oocyts werw found at 10 of the samples (18.4%).

As the result, C. parvum is an important factor at the symptomatic diarrhea cases. For
this reason the risk groups must be examined with regards to parasite conscientiously. Acid-
fast paint may be obviation for diagnosis. Exercises may carry out conscientiously with
trained staff. Beside this its shown that ELISA method is more sensitive and spesific then
microscopic methods with easy and fast application and had been thought that its an

alternative to microscopic methods.

Keywords; C. parvum,ELISA, Cryptosporidiosis
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