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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

HIV  :Insan Bagisiklik Yetmezlik Viriisii

AIDS : Kazanilmig Bagisiklik Yetmezligi Sendromu
SEM : Scanning Elektron Mikroskobu

TEM : Transmisyon Elekron Mikroskobu

UV  : Ultraviyole

CSL : Circumsporozoite Benzeri Protein

Ig : Immiinglobulin

MHC : Major Histokompatibilite Kompleks

IFN  : Interferon

IL : Interldkin

TNF : Timor Nekroz Faktor

CXCL : CXC Chemokine Ligand

DFA : Direkt Floresan Antikor

IFA  : Immiin Floresan Antikor
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OZET

Atalik K. HIV pozitif bireylerin digski orneklerinde Cryptosporidium spmin cesitli
yontemlerle arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi

Mikrobiyoloji AD. Doktora Tezi. Istanbul. 2015.

Cryptosporidium, bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde ciddi seyreden tablolara
neden olabilmesi sebebiyle 6nem kazanmis bir firsat¢1 protozoondur. Cryptosporidium
gibi firsat¢1 enfeksiyon etkenleri, HIV/AIDS hastalarinda 6nemli morbidite ve mortalite
nedenidir.

Bu calisma izlemli HIV-1 pozitif hastalarda Cryptosporidium, Cyclospora ve
Microsporidium gibi firsatg1 parazitlerin arastirildigit kombine bir c¢aligmanin
Cryptosporidium insidansinin arastirildigs kismimi olusturmaktadir. Izlemli HIV-1
pozitif hastalarda Cryptosporidium insidansini aragtirmak ve bu hastalarda izlemin
onemini vurgulamak amaciyla yapilan bu ¢alismada, T.C. Saglik Bakanligi Okmeydani
Egitim ve Aragtirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklart Bolimii’nde izlemi yapilan 91
HIV-1 pozitif hastanin digki ornekleri 31.03.2011-29.12.2011 tarihleri arasinda
toplanmistir. Caligmamizda sekillerine gore sulu, gevsek, yumusak ve sekilli olmak
izere dort gruba ayrilmis digki 6rneklerinde Modifiye Ziehl-Neelsen boyama, ELISA ve
Gergek zamanli PZR yontemleri ile Cryptosporidium ookistleri arastirilmistir. HIV-1
pozitif bireylerin Ornegin alindig1 tarihteki yasi, cinsiyeti, CD4+ ve HIV-RNA
diizeyleri, ek bir hastaliklarinin olup olmadigi, tani siireleri kaydedilmistir.

Doksan bir HIV-1 pozitif izlemli hastada Modifiye Ziehl-Neelsen boyama, ELISA ve
Ger¢ek zamanli PZR ile Cryptosporidium arastirilmasi sonucunda mikroskopi ile hig
pozitiflik saptanmazken ELISA ve Gergek zamanli PZR yontemleri ile sadece bir
(%1,1) drnekte pozitiflik saptanmustir.

HIV/AIDS tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Her ne
kadar hasta izlemi zahmetli ve uzun soluklu bir yol olsa da HIV/AIDS’li hastalarda
izlem, yasam siiresinin uzatilmasi1 ve yasam kalitesinin iyilestirilmesi agisindan hayati
onem tasimaktadir. Izlemli HIV-1 pozitif hastalarda yaptigimiz bu ¢alisma sonunda gok
diisik oranda Cryptosporidium gorilmiis olmasinin hastalarin izlemli olmasindan
kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium, HIV, izlem, mikroskopi, ELISA, Ger¢ek zamanl
PZR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 16121
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ABSTRACT

Atalik K. Detection of Cryptosporidium in the HIV-positive individuals' stool samples
by various methods. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Medical Microbiology. PhD Thesis. Istanbul. 2015.

Cryptosporidium is an opportunistic protozoan which became important due to causing
serious progression tables in individuals whose immune system is suppressed.
Opportunistic infection factors such as Cryptosporidium are an important cause of
morbidity and mortality in HIV/AIDS patients.

This study constitutes a part, in which Cryptosporidium incidence is examined, of a
combined study examining the opportunistic parasites such as Cryptosporidium,
Cyclospora and Microsporidium in followed-up HIV-1 positive patients. In this study,
which was conducted in order to examine the incidence of Cryptosporidium in
followed-up HIV-1 positive patients and to emphasize the importance of the follow-up
in these patients, stool samples of 91 HIV-1 positive patients which were followed up in
TR Ministry of Health Okmeydan1 Training and Research Hospital Department of
Infectious Diseases were collected between March 31, 2011 and December 29, 2011. In
our study, Cryptosporidium oocysts were examined using Modified Ziehl-Neelsen
staining, ELISA and Real-time PCR methods in the samples divided into four groups
according to the shapes as watery, loose, soft and shaped. Information such as age of the
HIV positive individuals when the sample was taken, sex, CD4+ and HIV-RNA
numbers, existence of an additional disease if any, diagnosis durations were recorded.

While no positivity was detected with microscopy as a result of examination of
Cryptosporidium in ninety-one followed-up HIV-1 positive patients using Modified
Ziehl-Neelsen staining, ELISA and Real-time PCR, positivity was detected in one
(1.1%) sample using ELISA and Real-time PCR methods.

HIV/AIDS continues to be an important health problem around the world. Although
follow-up of patients is a difficult and long road, follow-up in HIV/AIDS patients is of
vital importance in terms of prolonging the life and improving the quality of life. We
are of the opinion that observation of Cryptosporidium at a very low rate at the end of
this study that we conducted in followed-up HIV-1 positive patients was due to the fact
that the patients were followed up.
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1. GIRIS VE AMAC

Cryptosporidium, bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde ciddi seyreden tablolara
neden olabilmesi sebebiyle onem kazanmis hiicre i¢i bir firsatgr protozoondur.
HIV/AIDS tiim diinyada Onemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir.
Cryptosporidium gibi firsat¢1 enfeksiyon etkenleri ise HIV/AIDS hastalarinda 6nemli

morbidite ve mortalite nedenidir'*.

Bu c¢alisma izlemli HIV pozitif hastalarda Cryptosporidium, Cyclospora cayetanensis
ve Microsporidium gibi firsatg1 parazitlerin arastirildigt kombine bir c¢alismanin
Cryptosporidium insidansi arastirilan béliimiidiir’. Bu kombine, kesitsel ve tanimlayici
calisma icin T.C. Saglik Bakanlhigi Okmeydant Egitim ve Arastirma Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 Boliimii’'nde izlenen 91 HIV-1 pozitif hastandan 31.03.2011 -
29.12.2011 tarihleri arasinda digski ornekleri toplanmistir. Caligmada kullanilan digki
ornekleri sekillerine gore sulu, gevsek, yumusak ve sekilli olmak iizere dort gruba
ayrilmigtir ve bu Orneklerde Modifiye Ziehl-Neelsen boyama, ELISA ve Gergek
zamanli PZR yontemleri ile Cryptosporidium ookistleri aragtirilmistir. Klinik 6rnegin
alindig1 tarihteki HIV pozitif bireylerin yasi, cinsiyeti, CD4+ ve HIV-RNA sayilari, ek

bir hastaliklarinin olup olmadigi, tani siireleri ve tedavi alip almadiklar1 kaydedilmistir.

Hasta izlemi, her ne kadar zahmetli ve uzun soluklu bir yol olsa da HIV/AIDS ile
yasayan hastalarda yasam siiresinin uzatilmas: ve yasam kalitesinin iyilestirilmesi
acisindan hayati onem tasimaktadir. Bu calismada izlemli hastalarda Cryptosporidium
insidansint mikroskopi, ELISA ve Ger¢ek zamanli PZR yontemlerini kullanarak
belirlemeyi ve HIV/AIDS ile yasayan hastalarda izlemin énemi ile bu hastalarin rutin

kontrollerinde intestinal parazitlerin unutulmamasi gerekliligini vurgulamay1 amagcladik.



2. GENEL BIiLGILER

Cryptosporidium, enfekte hayvan veya insan digkisiyla kontamine olmus besinlerin
yenmesi veya kontamine sularin icilmesi ile bulagarak salgin hastaliklara yol acabilen
hiicre i¢i bir parazittir. Bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde ciddi seyreden ve uzun
stiren enfeksiyonlara neden olurken, saglikli insanlarda kendiliginden gecen orta
siddette gastroenterite ve ishale sebep olmaktadir™’. insan bagisiklik yetmezlik viriisii
(HIV) ile enfekte ve CD4+ sayist <200 hiicre/mm’ olan bireylerde yiiksek oranda
goriilmektedir®’. Daha &nceleri sadece bagisiklik sistemi baskilanmus kisilerde
gorlilmesiyle 6nem kazanmisken simdilerde ¢ocukluk ¢agi ishallerine sebep olan 6nemli
patojenler arasinda oldugu bilinmektedir. Bu patojenin 6zellikle iki yasindan kiiclik
cocuklarin biiyiime ve gelismesini olumsuz etkileyecegi diisliniilirse 6nemi daha iyi

anlasilacaktir®”.

2.1. TARIHCE

Yaklagik bir asir once, 1907 yilinda, Ernest Edward Tyzzer adinda bir
parazitolog Cryptosporidium cinsini kesfetmistir (Sekil 2-1)".

Sekil 2-1: Ernest Edward Tyzzer'’

Tyzzer ookist igindeki sporokistlerin goriinmiiyor ya da fark edilmiyor

olmasindan dolay1r bu parazite gizli spor anlamma gelen Cryptosporidium adini



vermistir''.  Cryptosporidium’un kesfinden sonraki 70 yil iginde, dort omurgali
grubundan yaklagtk 20 hayvan tiriiniin mide-bagirsak sisteminde sik sik
Cryptosporidium’a rastlanmistir'>. ilk insan olgusu ise 1976 yilinda ii¢ yasindaki bir
¢ocukta gérillmiistiir'>. Cryptosporidium’un 1907 yilinda kesfedilmesine ragmen klinik
onemi ve yaygmligi 1980’lerin basina kadar fark edilememistir. 1980'lerin basinda
HIV/AIDS’li bireylerde, kronik ve hayati tehdit eden kriptosporidiyaz olgularinin

ortaya ¢ikist dnemli bir doniim noktast olmustur'.

2.2. TAKSONOMI

Cryptosporidium, Apikompleksa subesinin Cryptosporidiidae ailesinde yer
almaktadir. Uzun zamandir yasam dongiisiindeki benzerlikler nedeniyle bu ailenin
Eimeriidae takimi, Coccidea sinifina ait oldugu diisiiniilmiisse de son zamanlarda
taksonomisi tartigmalidir. Tartigmalarin sebebi diger Eimeriidae takimi {iyeleriyle
(Cyclospora, Cystoisospora ve Eimeria) Kkarsilastirildiginda yasam dongiisiinde,
filogenetiginde ve biyolojisinde farkhiliklarmn  olmasidir'®.  Yapilan filogenetik
aragtirmalar, Ulireme sathalarindaki benzerlik dolayist ile Cryptosporidium’larn,
Gregarinlere Coccidia’lardan daha yakin oldugunu gostermistir. Bu nedenle

Cryptosporidium’un Coccidea smifina ait oldugu sdylenememektedir'™"".

Morfolojik olarak ayrilamayan Cryptosporidium tlrleri baslangicta genotip
olarak tanimlanmig daha sonra tiir isimleri almistir. Su anda gegerli ismi olan toplam 30

Cryptosporidium tiirii bulunmaktadir'®. Bunlar Tablo 2-1°de gdsterilmistir'*'*%.

Tablo 2-1: Gegerli ismi olan Cryptosporidium tiirleri ve konaklar'*'***

C. andersoni 7,4%x5,5 Sigirlar

C. agni* Memeliler

C. baileyi 6,2 x 4,6 Tavuklar, diger kuglar




C. bovis 49x4,6 Sigirlar

C. canis 5,0x4,7 Kopekler

C. cuniculus 5,6x5,4 Tavsanlar, insanlar
C. erinacei 49x44 Memeliler

C. fayeri 49x43 Keseli hayvanlar
C. felis 4,6 x4,0 Kediler

C. fragile 6,2x5,5 Kurbagalar

C. galli 8,3x6,3 Tavuklar

C. hominis 49x5,2 Insanlar

C. huwi 46x44 Baliklar

C. macropodum 5,4x4,9 Kangurular

C. meleagridis 5,2x4,6 Kuslar, memeliler
C. molnari 4,7x 4,5 Karag6z baligi

C. muris 7,0x 5,0 Kemirgenler

C. nasoris 44x3,3 Baliklar

C. parvum 5,0x4,5 Insan, memeliler
C. ryanae 3,7x3,2 Sigirlar

C. scophthalmi 44x39 Kalkan

C. scrofarum 5,2x4,8 Domuzlar

C. serpentis 6,2x5,3 Stiriingenler




C. suis 46x42 Domuzlar
C. tyzzeri 4,6x4,2 Fareler

C. ubiquitum 5,0x4,7 Memeliler
C. viatorum 5.4x4,7 Insanlar

C. varanii 48 x4,7 Stiriingenler
C. wrairi 5,4x4,6 Domuzlar
C. xiaoi 39x3,4 Koyunlar

*: Boyutu ile ilgili net bir veriye rastlanmamustir. C. wrairi ile morfolojik olarak benzerlikleri oldugu bildirilmistir.

2.3. MORFOLOJi

Cryptosporidium’un tiim formlar1 (trofozoit / tip 1 meront, tip 2 meront,
mikrogamont ve makrogamont / ookist) ya kiire ya da koni seklindedir ve konak
sindirim sistemi boyunca devam eden epiteliyal hiicrelerin i¢ine yerlesir. Ookistleri 4-5
um c¢apinda olan hiicre i¢i bir parazittir. Trofozoitler 1-2,5 um ¢apindadir. Tip 1
merontlar 1,5-2,5 um, tip 2 merontlar 3,5 um, mikrogametositler 2 um,
makrogametositler 4x5 wm c¢apinda, olgun ookistler ise 5x7 um ¢apindadir. Merozoitler
0,4x1 um capindadir. Mikrogametler mermi ya da ¢omak seklinde ve 1-2 um arasinda
degisen uzunluktadir. Ayrica i¢inde bulunduklari subenin diger iiyelerinden farkli

olarak Cryptosporidium’larin mikrogametlerinde flagellum yoktur®.

Ookistleri kiire seklinde, kalin bir duvarla cevrili yapilardir ve iclerinde dort
sporozoit bulunan, sporokistleri bulunmayan yapilardir. Sporozoitleri ise iclerinde
rhoptri, mikronem ve konak hiicreye invazyonu saglayan apikal kompleks denilen bir
organele sahiptir. Hareketli sporozoitler ince bagirsak epitel hiicrelerinin yiizey
reseptorlerine baglanarak aktin polimerizasyonuna neden olurlar. Bdylece ince bagirsak
epitel hiicre membraninda bir ¢ikinti olusur, membran sporozoiti sarar ve epitel

hiicresinin mikrovillus tabakasinda parazitofor vakuol olusur™*.



2.4. YASAM DONGUSU

Cryptosporidium insan ve ¢iftlik hayvanlar1 basta olmak iizere pek ¢cok memeli
tiiriinii enfekte edebilmektedir. Tiim diinyada hemen hemen her ¢evrede goriilebilen bir
parazittir. Insanlara bulasmasi, kontamine besinlerin yenmesi ve kontamine sularin

icilmesi ile olabildigi gibi inhalasyonla da olabilmektedir**’.

Cryptosporidium, eseyli ve eseysiz iliremenin beraber goriildigli bir yasam
dongiisiine sahiptir ve bu dongii tek bir konakta tamamlanir. Enfektif ookistin viicuda
girmesinden viicuttaki tiim safthalarin tamamlanmasina kadar gecen siire, konaga ve
enfeksiyon dozuna bagli olarak degisebilmekteyse de genellikle 4-14 giin arasindadir®.
Cryptosporidium’un yagam dongiisti, baslica alti donemden olugmaktadir. Bunlar
ekskistasyon, merogoni, gametogoni, ddllenme, ookist ve sporogoni déonemleridir (Sekil

2-2)%.
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Sekil 2-2: Cryptosporidium’un yasam dongiisii*®

2.4.1. Ekskistasyon donemi:
Agizdan alman kalin duvarl ookistler (Sekil 2-3), ince bagirsakta safra tuzlari

ve pankreatik enzimlerin yardimiyla parcalanir; boylece ookist i¢indeki sporozoitler



serbest kalir. Bu olaya ekskistasyon denir. Ekskistasyon sonucu ookistten dort sporozoit

serbest kalir (Sekil 2-4)**.
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Sekil 2-3: Su icinde asih halde yiizen Cryptosporidium parvum oositleri (x500) *

Sekil 2-4: Transmisyon elektron mikroskobu ile (TEM) dért sporozoitin iigii
goriilmektedir. Ookist hala parazitofor kaynakli konak hiicre icindedir®

Cubuk: 500 nm

2.4.2. Merogoni donemi:
Ookist icinden ¢ikan sporozoitler ig seklindedir. Sporozoitlerin apikal
kompleksi, hedef hiicreye erisimde, hiicreye baglanmada ve parazitofor vakuoliiniin

kurulmasinda énemli rol oynar *’. Yaklasik 47 kDa’luk CP47 denilen bir protein, insan



ve hayvan ileal hiicrelerinin yiizeyine baglanma afinitesi gostermekte ve sporozoit-
konak hiicre tutunmasinda 6nemli rol oynamaktadir*”*®. Sporozoitler, epitel hiicrelerini
istila eder ve apikal bir vakuoliin i¢inde (parazitofor) (Sekil 2-5) hiicre membran
tarafindan korunup geliserek trofozoitlere (tek niikleuslu merontlara) doniisiir (Sekil 2-

6)4’29.

Trofozoitler, 1,5-2,5 um ¢apindadir ve merogoni denilen eseysiz bir ¢ogalma
gegirerek tip 1 merontlara doniismektedir”’. Tip 1 merontlardan meydana gelen
merozoitler (Sekil 2-7), ya yeni hiicreleri enfekte ederek trofozoitlere doniismekte ve
tekrar tip 1 merontlar1 olusturmakta ya da tip 2 merontlara (Sekil 2-8) doniiserek eseyli
¢ogalmay1 baslatmaktadir™®. Tip 1 merontlarin, az sayida ookistle enfekte olmus
bireylerde siddetli enfeksiyonlara sebep oldugu; bagisikligi baskilanmis kisilerde ise

uzun siiren ve yasamu tehlikeye sokan tablolardan sorumlu olduklar: diisiiniilmektedir®*.

Sekil 2-5: Transmisyon elektron mikroskobunda (TEM, x 5120) goriinen epitel hiicrelerin
mikrovilluslar1 arasindaki tek niikleuslu trofozoit ve ok ile gosterilen bir
parazitofor vakuolii*

Sekil 2-6: Scanning elektron mikroskobunda (SEM, x 3500) epitel hiicrelerinin yiizeyinde
goriinen Cryptosporidium’lar, ok ile gosterilen trofozoitler ve ok basi ile gosterilen
bozulmus bir parazitoforus kilifi*®



Sekil 2-7: Scanning elektron mikroskobunda (SEM, x 18000) tip 1 meronttan ¢ikan
merozoitler goriilmektedir™

Sekil 2-8: Transmisyon elektron mikroskobunda (TEM, x 5720) dort merozoit iceren bir
tip 2 meront goriilmektedir®

2.4.3. Gametogoni donemi:
Tip 2 merontlardan meydana gelen merozoitler yeni bir dongiiye girmez ve
makrogamont (Sekil 2-9) ve mikrogamonta doniisiir. Bunlar da makrogamet (Sekil 2-

10) ve mikrogamete (Sekil 2-11) doniismektedir***%.

Sekil 2-9: Transmisyon elektron mikroskobunda (TEM, x 5720) niikleusu ve koyu renkli
govdesiyle bir makrogamont goriilmektedir™
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Sekil 2-10: Transmisyon elektron mikroskobunda (TEM, x 25250) konak hiicreye
baglanmis, déllenmis bir makrogamet ve parazitofor vakuolii*®

Sekil 2-11: Transmisyon elektron mikroskobunda (TEM, x 24000) bir mikrogamont icinde
bes mikrogamet goriilmektedir .

2.4.4. Dollenme donemi:
Gametogoni sonunda olusan mikrogamet kamgisiz fakat hareketli bir yapiya

sahiptir. Daha sonra mikrogametin makrogameti dllemesiyle zigot olusur®**%.

2.4.5. Ookist donemi:
Zigot duvarinin kalinlagsmasi ile parazitin bir konaktan digerine bulagsmasini

saglayacak olan, dis ¢evre kosullarina dayanakli ookist meydana gelir™*.
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2.4.6. Sporogoni donemi:

Ookist iginde sporlanma ile dort sporozoit olusur. Bu sporozoitleri igeren
olgunlagmamis olan ookistlerin %20’si ince duvarlidir ve konagin sindirim sisteminde
acilarak yeni hiicrelerin enfeksiyonuna yola agabilir, bu duruma otoenfeksiyon denilir.
Bu durumun bagisiklik yetmezlikli hastalarda goriilen kronik ishalden sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Ookistlerin geri kalan %801 ise kalin duvarl olup ¢evre kosullarina
dayanakli ve bulastan sorumlu oookistlerdir. Viicuttan atilan bu ookistler enfektif

ozelliktedir ve baska bir konakta enfeksiyon baslatabilirler**

. Kalin duvarli ookistlerde
tip 1 ve tip 2 duvar sekillendirici cisimlerin bulundugu, ince g¢eperli ookistlerde ise

bunlardan bulunmadig: bildirilmistir™*.

2.5. BULAS YOLLARI VE KORUNMA

Cryptosporidium tim diinyada goriilen ve hemen hemen her ¢evrede
karsilagilabilecek bir hiicre i¢i parazittir. En 6nemli gida kaynakli zoonotik patojenlerin
arasinda sayilmaktadir. Bulag1 fekal-oral yolla olmaktadir. Enfekte insanlar, hayvanlar
veya kontamine yiizeylerle yakin temas sonucu, hava, toprak ve tastyicit konaklar
(arthropodlar, kuslar) araciligiyla bulasabildigi bilinmektedir™. Cryptosporidium
ookistleri su depolari, su borulari, ylizme ve yiizey sulart ile umumi tuvaletler
aracilifiyla, escinsel faaliyetler yoluyla, ishalli kisilerle temas sonucu insandan insana
(antroponotik) gecebilmektedir. Yiiksek riskli gidalarin (¢i§ meyve ve sebze tiiketimi,
sokak saticilarindan alinan yiyecekler) tiikketilmesi ve zoonotik bulas yollar (¢iftlik ve

evcil hayvanlarm varligr) ise digeri risk faktorleridir**~°,

Bazi meslek gruplarinda (hayvancilikla ugrasanlar, veterinerler, laboratuvar
personeli, gida isiyle ugrasanlar, kres personeli), cocuklar ve yaslilar, endemik bolgelere
yolculuk edenlerde, hijyenik kosullarin yetersiz oldugu yerlerde yasayanlarda ve
enfekte kisilerle yakin temas edenlerde enfeksiyon yiizdesi yiiksektir. Ozellikle

yasllarda, cocuklarda ve bakim merkezlerinde yayilim kolay olmaktadir®.

Ookistler, nem oranmi yliksek ve 20°C’nin {izerindeki sicakliklarda alt1 ay canli
kalabilmektedir. Ookistin ¢apinin kiigiik olusu ve ¢0kme hizinin az olusu, su

birikintilerinde uzun zaman yasayabilmesini saglarken dondurma ve 50°C’ye kadar
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1stmanin patojeni tam olarak dldiiremedigi bilinmektedir. Ookistler klorlamaya ve aside
direnclidir. Bu durum ookistlerin klorlu sularda, havuz sularinda, asitli mevye sularinda

varligma devam ederek salginlara yol agmasina neden olabilmektedir®”.

Cryptosporidium’un dezenfeksiyonu zordur. Standart klorlama, iodinleme,
filtrasyon gibi mekanik yontemler Cryptosporidium’un dezenfeksiyonunda yetersiz
kalmaktadir. Ancak klordioksit (ClO;), ozon (O;) ve kaynatmayla dezenfekte
edilebilmekte ve ultraviyole (UV) 151n ile dezenfeksiyonun da son derece etkili oldugu
bilinmektedir. 2 log-iinitelik, 25 L/cm’ dozda UV 1simmm 3 log-iinitelik ookist
inaktivasyonuna yol agtig1 bildirilmistir’'.

Risk altindaki insanlarin, kullanacaklari suyu kaynatarak icmeleri ve hayvan

diskistyla kontaminasyondan kaginmalar1 6nerilir®®?

. Besin kaynakli bulas1 dnlemek
icin kiymalar (sigir, dana, kuzu, domuz) 71°C’de, tavuk kiymalar1 74°C’de, balik ve
diger deniz triinleri ile kusbasi etler 63°C’de, tavuk gdgiis eti 77°C’de ve biitlin tavuk
82°C’de 15 dakika 1sitilmalidir. Dondurulmus hazir yiyecekler en az 74°C’de ani 1sitma
gerektirir. Cig yiyeceklerin ve hazir gidalarin kontaminasyondan korunmasi, sebze ve

meyvelerin iyice yikanarak tiiketilmesi onerilmektedir™.

2.6. PATOJENITE

Cryptosporidium, bagisikligr saglam kisilerde genellikle terminal jejenum ve
ileumda; bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde ise mide, duedonum, kolon, biliyer ve
pankreatik kanallara, solunum sistemine yerlesebilmektedir. En sik intestinal sisteme

2

yerlestigi icin en sik goriilen belirti ishaldir **. Cryptosporidium’da gériilen ishalin

patofizyolojisi tam olarak agiklanamamakla birlikte i¢ mekanizmanin etkili olabilecegi

diistintilmektedir:
- sitotoksik etkiyle intestinal yapinin tahrip edilmesi,

- konak bagisiklik sistemi tarafindan inflamatuar metabolit ve hormonlarin

salinmasi,

- parazitin enterotoksik 6zellik gostermesi®.
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Ince bagirsaktaki enterositlerin agir hasar1 veya 6liimii, vilus atrofisi ve lamina
propiyadaki hiicresel enflamasyon sonucu sitotoksik etkiyle intestinal yapi tahrip
olmaktadir. Enfekte epitel hiicrelerden sitokinler salinmasi ile enflamatuar ve bagisiklik
sisteminin hiicreleri burada toplanir. Prostoglandinler (PGE,), epitel hiicrelerden ve
substance P gibi ndroproteinler ise enflamasyon hiicrelerinden salinir. Ve bdylece Na*
emiliminde azalma, epitelyal permeabilitede ve CI sekresyonunda artis sonucu ishal

goriilebilmektedir®,

Cryptosporidium, yiizeyel epitel hiicrelerine yerlestigi i¢in “minimal invaziv
mukozal patojen” olarak kabul edilmektedir®. Cryptosporidium’un invazyonu ve
baglanmasinda rolii oldugu diisliniilen yiizeyel ve apikal kompleks proteinleri arasinda
circumsporozoite-like protein (CSL), gp900, p23/27, TRAP Cl1, diger TRAP’ler,
gp40/45, cp47, gpl5/ cpl7, Cp2, Cpa 135, Muc4 ve Muc5 bulunmaktadir®. Parazitin
hem sporozoitlerinde hem de merozoitlerinde bulunan ve 23 kDA’luk bir antijen olan
Cp23’in, Cryptosporidium enfeksiyonunda sivisal bagistk yamiti  uyardig

bilinmektedir’*.

2.7. IMMUNITE

Akut ve kronik kriptosporidiyazda CD4" T lenfositlere bagimli sistemik hiicresel
bagisikligin 6nemli oldugu ve sivisal bagisik yanitin ise korunmada rol oynadigi

diistiniilmektedir®.

Sivisal bagisik yanita bakildiginda Cryptosporidium’un hiicre i¢i bir parazit
oldugu icin antikorlarin parazite olan etkisinin tartigmali oldugu sdylenebilir. Ancak
kismen de olsa antikorlar hiicre i¢i etkili olabilmektedir. Bu etki 6zellikle salgisal
immunglobulin (Ig) A’nin transepiteliyal transportu sirasinda gergeklesebilmektedir™.
Insanda onceden kazamlmis antikorlarin enfeksiyona karst olmasa da ishal
semptomlarina karst koruyucu oldugu bildirilmistir. Cryptosporidium parvum’da
bulunan bir rekombinant antijenle immiinize edilmis sigirlardan elde edilen antikorca
zengin kolostrumla beslenmis buzagilarin kriptosporidiyal ishale karsi korundugu,
ancak bunun enfeksiyonu Onleyemedigi bildirilmistir. Buzagilarda IgA antikorlar

inokulumdan 5-6 giin sonra goriilmiis, inokulumdan yedi giin sonra ishal goriildiiglinde
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IgM ve IgG1’lerin pik yaptig1 ve ishal kaybolduktan sonra da IgG2’de pik oldugu

gérﬁlmﬁstﬁr35.

HIV pozitif bireylerde enfeksiyon sirasinda IgM, kronik enfeksiyonda IgG
antikorlarin olugmasina ragmen immiinolojik korunmada antikor yanitinin korunmaya
pek bir faydasi bulunmamaktadir. Ancak bu bireylerde yas ilerledik¢e olusabilecek
bagisiklik nedeniyle enfeksiyon riskinin azalabilecegi ileri siiriilmiistiir”>. Bazi
caligmalarda ise HIV pozitif ve HIV negatif hastalarda Cryptosporidium antijenlerine

kars: farkli antikor yanitlari olustugu bildirilmistir*®.

Hiicresel yanita bakildiginda, CD4" T lenfositleri ve 6zellesmis hiicre yiizey
proteinlerinin (MHC sinif II, CD40-CD154) immiin yanitta 6énemli yere sahip oldugu
soylenebilmektedir®. Cryptosporidium koenfeksiyonu olan HIV pozitif hastalarda
CD4" T lenfosit seviyesinin diisiik oldugu bildirilmistir’’. CD8+ T lenfositlerin roli,
parazitin eradikasyonunda ve korunmada ¢ok net degildir”. Parazitin parazitofor
vakuoldeki yerlesimi nedeniyle sporozoit antijenler MHC smif 1 yoluna
girememektedir®. Yapilan bir ¢alismada, MHC smif II eksikligi bulunan farelerin
Cryptosporidium enfeksiyonuna, kontrol grubundaki farelerden daha duyarli oldugu
bildirilmistir™®.

Kriptosporidiyazin immiinolojisinde one ¢ikan Thl sitokinler bir taraftan hiicre
fonksiyonlar1 ve intestinal yapinin bozulmasina neden olan yangiya aracilik ederken
diger taraftan enfeksiyonun eliminasyonu i¢in gereklidir. Th2 ise koruyucu rol oynarken
eliminasyona etkisi yoktur’. Primer enfeksiyon sirasinda major T hiicre sayismin
villuslarda arttig1; luminal parazit hiicrelerinin lenfoid folikiillerinde yerlesmis olan
CD4" T lenfositlerine sunuldugu bilinmektedir. Aktive T hiicreleri lamina propria veya
intestinal epitelyuma go¢ eder ve aktive T hiicrelerinin eksprese ettigi CD154 ve antijen
sunucu hiicrelerin eksprese ettigi CD40 iliskisi koruyucu bagisikligin gelismesinde
temel immiinoregiilator rol oynar*. AIDS’te antiretroviral tedavi ile CD4+ sayisinda
diizelme saglandiginda bazi kemokinlerin yapiminda da azalma goriiliir ve bu durumda
intestinal mukozada inflamatuar yanit azalmasi ile ishal semptomlarinda da diizelme

gozlenebilmektedir®,

Interferon (IFN) geni inaktive edilmis farelerle yapilan bir calismada, siddetli
enfeksiyon gelistigi ve enfeksiyondan sonra 6liim gortilebildigi bildirilmistir. Bu durum

IFN-y’nin  enfeksiyon siirecinde Onem tasiyan faktorlerden biri  oldugunu
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gostermektedir®’. Yapilan bazi calismalarda interlokin (IL)-4’tin  ekspresyonunun
semptomlarla iliskili olmadig1 bildirilmigtir. IFN-y degil ancak IL-8, timor nekroz
faktor (TNF)-o, IL-13 ve IL-4 diizeylerinin kriptosporidiyaz olgularmin diski
orneklerinde yiiksek bulundugu bildirilmistir. Ayrica AIDS hastalarinin ince bagirsak
biyopsilerinde CXC Kemokin Ligand (CXCL)-10 seviyesinin kontrol grubundakilere

gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

2.8. EPIDEMIiYOLOJi

Cryptosporidium tim diinyada memelilerde, kuslarda, siirlingenlerde ve baliklarda
goriilebilen bir parazittir. Siklikla sicak iklime sahip bolgelerde goriilmektedir.
Enfeksiyonun zaman zaman mevsimsel 6zellik gdsterdigi, nemli ve sicak aylarda daha

yaygin goriildiigii bildirilmistir'“***!,

Cryptosporidium’un C. parvum, C. muris, C. meleagridis, C. baileyi, C.
serpentis, C. nasorum, C. felis, C. wrairi, C. andersoni, C. saurophilum gibi ¢ok sayida
tiirli bulunsa da insanlarda en sik goriilen tiirler C. parvum ve C. hominis’dir. Ayrica C.
meleagridis, C. canis, C. felis, C. muris ve C. suis’in de yine insanlarda goriilen tiirler

oldugu bildirilmistir******,

Az sayida ookistin enfeksiyon olusturma yetenegine sahip olmast, ookistlerin dig
ortam sartlarina olan direnci, birgok dezenfektana karsi olan direnci, konaktan atilan
ookistlerin enfekte 6zellikte olmasi, bazi genotiplerin hayvan rezervuarlari olmasi ve
konagin bagisiklik sisteminin baskilanmis olmasi1 Cryptosporidium’un epidemiyolojisini

etkileyen faktorlerdir®,

Cogu tropikal iilkedeki cocuklarda goriilen Cryptosporidium enfeksiyonu
(kriptosporidiyaz) yagisli mevsimlerde pik yapar. Bu bdlgelerde kriptosporidiyazin
olusmasinda su kaynakli bulasin  biiyik roli oldugu disinilmektedir*'.

Cryptosporidium seyahat edenlerde en sik goriilen ikinci protozoal parazittir®.

Cesitli sosyal ve davranigsal faktorler enfeksiyona yakalanma riskini
artirmaktadir. Avrupa’da yapilan ¢ok merkezli bir calismada homoseksiiel erkeklere
kiyasla intravendz ilag kullananlarda kriptosporidiyaz riskinin daha diisiik oldugu

bildirilmistir*.
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Kriptosporidiyaz i¢in bir ihmal hastaligi ve yoksulluk gostergesi
denilebilmektedir. Bu hastaliktan en ¢ok etkilenen kesim, hastaligin yayilmasi icin
elverigli olan iicra yerlerde, kirsal alanlarda, kentsel gecekondularda, ¢catigma ve afet
bolgelerinde yasayan yoksul niifustur. Gelismekte olan iilkelerde ishalli enfeksiyonlarin
biiyiik kisminda etken saptanamamaktadir. Bunun nedeni kullanilan tan1 yontemlerinin
sadece mikroskopi ve kiiltir gibi diisiik duyarliliga sahip yontemler olmasidir®.
Enfeksiyonun tanisinda gelismis yontemlerin kullanilmasi, daha fazla olguya tam

konulabilmesini saglamaktadir™*.

Kriptosporidiyazin prevalans ve surveyansini etkileyen faktorleri bes ana baglik

altinda toplayabiliriz. Bunlar:
Epidemiyolojik indeksler:

-yas

-cinsiyet

-bagisiklik durumu

-cografi dagilim

-etnik koken

Insan aktiviteleri:

-hijyen ve beslenme uygulamalar1
-kirsal ve kentsel diizenlemeler
-insan atiklar1 kontaminasyonu
-hayvancilik sonucu olusan kirlilik
-su iyilestirme sistemleri

-yemek hazirlama

-seyahat

-80¢

Siirveyans:

-kontamine sular
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-uygunsuz gida isleme

-salgin kaynaklarini yanlig tanimlama
-protozoon koenfeksiyonu
Cevresel ve sosyal faktorler:
-cevre kirliligi

-kitlik ve yetersiz beslenme
-susuzluk

-cografya

-uluslararasi evlat edinme

-dogal felaketler ve iklim degisimi
-agaclar1 yok etme

-mevsimsel yagislar

Klinik ve Tani:

-zayif belirtiler

-hafife alinan semptomlar
-yetersiz tani

-gelismis molekiiler araglarin yoklugu.*’

Cryptosporidium, zellikle HIV/AIDS’de oldugu gibi CD4" T lenfositlerin
azaldig1 durumlarda biyiik risk teskil eder®®. HIV pozitif bireylerde Cryptosporidium
prevalansi ve epidemiyolojisiyle ilgili ¢ok sayida aragtirma yapilmistir. Sonuglar %0-
100 arasinda degismektedir. Sonuglarin bu kadar genis bir aralikta degisiyor olmasi
hastaligin safhasi, laboratuvar yontemlerinin hassasiyeti, populasyon grubu, cografi

konum gibi degiskenlerle agiklanabilir'.
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2.8.1. Ulkemizdeki Dagihsi

Ulkemizde Cryptosporidium daha ¢ok ishalli cocuklar ve bagisiklik sistemi
baskilanmis bireyler gibi risk gruplarinda bulunan hastalarda arastirilmistir. Yapilan
arastirmalarda farkli sehirlerde farkli sonuglar elde edilmisse de ishalli ¢ocuklardaki
Cryptosporidium pozitifligi tilkemizde genellikle %0,97-13,5 arasinda degismektedir*”
> Bagisiklig baskilanmis hasta gruplarinda yapilan ¢alismalarda ise genellikle bu oran

%2,1-20,27 arasinda degismektedir54'58.

2.8.2. Diinyadaki Dagihs1

Insanda ilk Cryptosporidium olgusu 1976 yilinda, icme suyu ile
iligkilendirilmis ilk vaka ise 1984 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD)
bildirilmistir. O zamandan bu zamana pek c¢ok iilkede biiytikli kiiciiklii salginlar
goriilmiistir’’. Giircistan’da 1987’de ¢ikan biiyiik salgin bunlardan biridir, yaklasik
13.000 kisi bundan etkilenmistir®.

Cografik acidan, Cryptosporidium salginlan 6zellikle Ingiltere ve irlanda'da, ,
Kanada, Avustralya ve Avrupa'da yogun olarak goriilmektedir. Bu salginlarda
yetiskinler kadar gocuklar da etkilenmistir*'. Salginlar su kaynakli, besin kaynakli, HIV
iliskili, seyahat veya toplum hastalig1 seklinde kendini gosterebilmektedir. Her ne kadar
tiim diinyadaki enfeksiyon dagilimi1 degerlendirmek igin cografik pek ¢ok boslugun
doldurulmas1 gerekiyorsa da Sekil 2-12’de verilen haritada 1998-2008 yillar1 arasinda
insanlarda goriilen kriptosporidiyaz salginlar1 ve sporadik vakalariin bulas sekillerine
gore cografik dagilimi goriilebilmektedir®'. 2002-2012 yillari arasinda farkl: iilkelerde
goriilen Cryptosporidium salgmlar1 ve tiir diizeyinde etkenleri ise Tablo 2-2’de

goriilebilmektedir**"77,

Amerika’da su kaynakli kriptosporidiyazin yaklasik %90°1 eglence parklari,
yiizme havuzlar1 ve spalar gibi su kaynaklarindan bulagmaktadir. Gelismekte olan
Afrika iilkelerinde ise atik suyun hijyenik olmayan, diizensiz bertarafi ve ylizey
sularmin igme suyu olarak kullanilmasi sebebiyle yetiskinlerde ve bagisiklig

baskilanmus bireylerde ¢ok yaygin goriilmektedir™®.



Tablo 2-2: 2002-2012 yillar: arasi farkh iilkelerde goriilen Cryptosporidium salginlari ve

o

kaynaklar
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Toplum
ABD 31 6grenci Gengler Buzagilarla temas C. parvum 2002 61
kaynakh
Pastorize C. parvum
o Cocuk ve edilmemis elma Altgenotip
Gida kaynakh ABD 144 kisi o 2002 62
yetiskin sarabindan ITaA15G2R1,
kontaminasyon 1TaA17G2R1
Cryptosporidium
. Cocuk ve Kontamine hotel
Su kaynakh Ispanya 179 gezgin o Spp. 2003 63
yetiskin havuz suyu
o ) C. parvum
Toplum . . ) Cocuk ve Ciftlik merkezi,
Ingiltere 36 ziyaretgi o - C. hominis 2003 64
kaynaklh yetiskin okul gezisi
C. meleagridis
273 park Cocuk ve Kontamine su C. parvum
Su kaynakh ABD . . 2004 65
ziyaretcisi yetiskin parki (Genotip Ilc)
Cocuk ve Kontamine su
Su kaynakh Tiirkiye 191 ev sakini L C. parvum 2005 66
yetiskin tanki
Toplum . Cocuk ve Vahsi hayat
Iskogya 62 kisi . C. parvum 2005 67
kaynakh yetiskin merkezi
) C. parvum
Seyahat o Hayvan digkist ile )
ABD 29 kisi Yash ) (Altgenotip 2006 68
kaynakh kontamine gevre
1IaA16G1R1b)
) . C. hominis
21 havuz partisi Cocuk ve Kontamine havuz )
Su kaynakh ABD o (Altgenotip 2006 69
katilimeist yetiskin suyu
IbaA10G2)
. 57 havuz Cocuk ve Kontamine havuz C. parvum
Su kaynakh Ingiltere . . o 2007 70
ziyaretgcisi yetiskin suyu C. hominis
. C. parvum
Toplum . 6 veteriner Geng . . .
Iskogya . o Hijyen eksikligi (Altgenotip 2007 71
Kaynakh ogrenci yetiskin
TaA19G2R1)
Kiyilmis taze
. 21 kisi- diigiin Yetiskin )
Gida kaynakh Isveg ) maydanoz iceren C. parvum 2008 72
misafir ve ¢alisani
s0S
. Yetiskin Taze otlardan C. parvum,
Gida kaynakh Isveg 31 kisi . 2010 73
stiphelenilmis C. hominis, C. felis
12 eglence parki Cocuk ve Kontamine Cryptosporidium
Su kaynakh Kanada . o o 2010 74
ziyaretgcisi yetiskin eglence su parki spp
Toplum . 24 kres gocugu ve Cocuk ve Cryptosporidium
Ispanya Bilinmiyor 2011 75
Kaynakh 2 bakict yetiskin spp
Kontamine
o Cocuk ve Cryptosporidium
Su kaynakh Kore 124 kisi L apartman su 2012 76
yetiskin ) spp
tesisati
Toplum
Norveg 40 6grenci Cocuk Ciftlik hayvanlar C. parvum 2012 77

Kaynakh
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@ Sukaynakl hastalik
& Besin kaynakl: hastalik

@ HIV iliskili hastalik
@ Seyahat hastalig:

@ Toplum hastalig:

Sekil 2-12: 1998-2008 yillarinda insanlarda goriilen kriptosporidiyaz salgin ve sporadik
olgularn bulas sekillerine gore cografik dagilimi®

2.9. KLINIK

Cryptosporidium, Ozellikle bagisiklik yetmezlikli hastalarda ve kiiglik
cocuklarda, ve hatta bagisiklik sistemi yeterli kisilerde de goriilebilen onemli bir
gastroenterit etkenidir’. Kriptosporidiyaz intestinal, respiratuar, hepatobilier ve
pankreatik olmak iizere dort farkli klinik tabloya sebep olabilmektedir. Bunlardan
intestinal kriptosporidiyaza bakildiginda dort farkli tablo goriilmektedir:

* herhangi bir semptomun goriilmedigi asemptomatik tablo,

* kulucka donemi ortalama alt1 giin (2-30 giin) siiren ve siklikla bol, sulu,

mukuslu olabilen ishalin eslik ettigi akut sinirh tablo,

* daha ¢ok malniitrisyonlu cocuklar ve bagisiklik sistemi baskilanmig

bireylerde goriilen kronik tablo,

* bagisiklig1 baskilanmig bireylerde goriilen kolera benzeri ve ¢ok yiiksek

mortalite ile karakterize olan fulminant tablo**.
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Solunumsal kriptosporidiyaz, bagisiklik sistemi baskilanmig bireylerde goriilen
siddetli oksiiriik, hapsirma, ses kisikligi, ates, trakeal sekresyon ve solunum gii¢liigii ile
karakterizedir. Hepatobilier kriptosporidiyazda safra kesesi ve safra yollar1 epitelinin
tutulumu, tassiz kolesistit veya sklerozan kolanjit tablosu goriilmektedir. Siklikla
bagisikligr baskilanmig bireylerde goriilmektedir. Pankreatik kriptosporidiyaz ise
pankreatik kanallarin kolonize olmasiyla gelisir ve bu da siklikla bagisiklig1 baskilanmis

bireylerde goriilmektedir®.

Cryptosporidium enfeksiyonu AIDS’li hastalar1 da kapsayan bagisiklik
yetmezlikli konaklarda, ¢ogunlukla kronik ve agir seyretmektedir. Hastalarda goriilen
ishal, iki aydan uzun siirebilmekte, siddetli dehidratasyon, kilo kaybi ve malnutrisyona

yol agabilmektedir. Uzun siireli hospitalizasyon ve mortaliteye yol agabilmektedir®’,

Kriptosporidiyaz, bagisiklik sistemi normal bireylerde kronik seyredebilir ve
¢ogu kez asemptomatik olabilir’®. Saglikli kisilerde tipik olarak 9-15 giin siireyle
seyreden, kendini smirlayan ve tam iyilesme ile sonlanan bir tabloya neden
olmaktadir®’. Abdominal kramplar, istahsizlik, hafif ates, bulanti-kusma ve sulu ishal ile
karakterize bir hastaliktir. Cryptosporidium parvum, sulu ishallerin en énemli paraziter
nedenleri arasinda sayilmaktadir’™. AIDS olgularinda Cryptosporidium’a bagl olarak

goriilen ishal dort klinik tablo ile ortaya ¢ikabilir:

1. Kolera benzeri hastalik (%33)

2. Kronik ishal (%36)

3. Intermitan ishal (%15)

4. Gegici ishal (%15)%.

Cocuklarda ve yetiskinlerde kriptosporidiyazin klinik tablosu benzerdir. Ancak

cocuklukta uzun siire seyreden kriptosporidiyaz, biliylime ve gelisme iizerinde kalici
etkiler birakabilmektedir. Ozellikle gocukluk yas grubundaki gastroenteritlerde, lenfoma

ve losemi gibi malign hastaliklarda, AIDS gibi bagisiklik sisteminin baskilandig:

durumlarda mutlaka Cryptosporidium arastirimalidir®.

Bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde, 6zellikle HIV pozitif hastalarda,
CD4+ sayist 180 hiicre/mm’ten yiiksek oldugunda enfeksiyonun spontan

temizlenebildigi, 180 hiicre/mm’’ten az oldugunda %87 oraminda persistan hastalik
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olustugu, CD4+ sayismin 50 hiicre/mm’ altna diistiigii durumlarda ise Slim riski

bulundugu bilinmektedir?.

2.10. TANI

Cryptosporidium’un kesin tanisi, tiir ve genotip tiplendirimi, hastaligin

bulasmasi ve yayilmasim kontrol eden stratejiler bakimindan 6nem arz eder™.

Cryptosporidium, biyogiivenlik diizeyi 2 gerektiren ve Grup D bildirimi zorunlu
enfeksiyon etkenlerinden biridir. Pozitif saptandigi takdirde ilgili saghik kurumunca
haftalik olarak Ilge Grup Bagkanliklari veya Il Saghk Miidiirliigii'ne bildirilmesi
gerekir’®. 2004 yilinda yaymnlanan Bulasict Hastaliklarm Bildirim Sistemi’ne gore
Cryptosporidium tanist i¢in gecerli laboratuvar testleri digki, duodenal sivida aside
direncli boyama veya direkt floresan antikor (DFA) yontemi ile ookistlerinin
gosterilmesi, duedonal biyopside Cryptosporidium gosterilmesi veya diskida 6zgiil
immiinotanisal yontemlerle antijen varligmin saptanmasidir. Saglik Bakanligi’nin
Bulagic1 Hastaliklarin Bildirim Sistemi’ne gore kriptosporidiyazin kesin tanisi, gecerli
laboratuvar  testlerinin en az birinden pozitif sonu¢ alinmasi halinde

konulabilmektedir’®,

Cryptosporidium’un diskida tespit edilecegi durumlarda ise 2 - 3 gr’lik bir 6rnek
yeterli olabilmektedir. Su Orneklerinde tarama yapilmasi gerektigi durumlarda ise
ookistlerin suda az bulunmasi sebebiyle en az 10 (ham) - 100 (islenmis) It su 6rneginin

filtre edilmesi gerekmektedir*’®.

Diski1 orneklerinde Cryptosporidium’un  saptanabilmesi Ornegin kalitesi,
laboratuvara gonderilme kosullari ve gonderilme zamam ile dogrudan iliskilidir’.
Parazitolojik inceleme i¢in 6rnek alinmadan once hastaya herhangi bir nedenle mineral
yag, baryum veya bizmut verilmemis olmalidir’®. Antibiyotik, antidiyareik, antiasid,
baryum siilfat veya bizmut gibi ilaglar parazitlerin saptanmasini engelleyebilir. Bu
nedenle bu ilaglarin 6rnek alimindan en az bir hafta once birakilmis olmasi veya

ilaglarin alinmasinin bir hafta sonraya ertelenmesi gerekmektedir®.

Kriptosporidiyaz tanisinda hastanin 10 giin icerisinde ii¢ kez (tercihen giin asir1)

disk1 6rnegi (2-3 gr) vermesi ve hastaya diskiya idrar kacirmamasina dikkat etmesi
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soylenmelidir™. Cryptosporidium enfeksiyonlarinda, enfeksiyon kanit1 olan ookistlerin
duodenumda daha yogun bulunmasi nedeniyle diski 6rnegi ile tan1 konulamayabilir. Bu
durumda duodenum aspirasyonu veya Entero-Test adli ipli bilye iceren bir kapsiiliin
yutulmast ile elde edilen safra materyali kullanilabilmektedir. Duedonal aspirasyon
stvist (2-3 ml) ve biyopsi 6rnekleri (5-6 doku parcasi) etkenin Cryptosporidium oldugu
diistiniilmesine ragmen diskida goriillemedigi durumlarda tercih edilmektedir’®™.

Gilinlimiizde yeni yontemlerin gelismis olmasi ile birlikte invaziv, pahali ve uzun zaman

alan biyopsi gibi dezavantajli yontemlere gerek kalmamigtir®'.

Orneklerin laboratuvara gonderilirken temiz, agz1 sizdirmaz kapakli bir kaba
konulmasi1 gerekmektedir. Laboratuvara gonderilecek o6rnek 30 dakika icinde
incelenmeyecekse iki ayr1 kaba ayrilmalidir. Digki 6rneklerinde bu kaplardan birine
koruyucu koymadan, digerine %10’luk  formalin eklenerek laboratuvara
gonderilmelidir. Ornek, ince bagirsak aspirasyon sivisi veya biyopsi érnegi oldugunda
steril iki ayr tiibe ayrilir ve birinin i¢ine %10’luk formalin eklenerek, digerine 1 ml

salin (kurumay: 6nlemek amaciyla) eklenerek tiipler laboratuvara gonderilir’®.

Transport sirasinda koruyucu igermeyen oOrnekler <30 dakika oda 1sisinda
bekleyebilirken, sehirlerarasi transportlarda 6rnegin ti¢lii paketleme ile soguk zincirde
en gec 24 saatte goOnderilmesi gerekmektedir. Koruyucu igermeyen Ornekler
buzdolabinda 24 saat muhafaza edilebilir. Immiinotanisal testlerde kullanilacak 6rnekler
4°C’de saklanabilir. Daha uzun siireli saklamalarda ise ornekler -20°C’de muhafaza

edilmelidir’®,

Kriptosporidiyaz tanisinda siklikla kullanilan yontemler arasinda, aside direngli
boyama, IFA, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), immiinkromatografi,
floresan in situ hibridizasyon (FISH), Nested PZR, PZR-Restriksiyon Par¢ca Uzunlugu
Polimorfizmi (PZR-RFLP), Gergek zamanli PZR, mikrosatellit analiz, niikleik asit

sekans bazli amplifikasyon (NASBA) ve flow sitometri sayilabilir®>*’.

PZR temelli yontemler, mikroskopi ve immiin testler gibi geleneksel yontemlere
gore daha duyarli ve daha 0zgilil olmalari, ¢ok sayida Ornegin ayni zamanda
calisilmasina olanak saglamalari, tlir ve genotip tayini yapabilmeleri, 6rnek i¢indeki
patojenin miktarin1 saptayabilmeleri gibi avantajlar1 dolayisi ile giiniimiizde daha ¢ok

tercih edilir olmustur*™.
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Kesin tan1 i¢in mikroskopi, ELISA, PZR gibi yontemlerden en az iki yontemle
pozitif sonug alinmasi gerektigi bildirilmistir®™. Pek ¢ok ticari firma kolay uygulanabilen

hizli  tam1  testleri  gelistirmistir:  lateral-flow immunoassay, DFA testleri,

immiinokromatografik test bunlar arasinda sayilabilir. Bu testler daha az zaman alir ve
kolayca  uygulanabilir.  ColorPAC  kombinasyon  hizli  kati-faz  kalitatif
immiinokromatografik test ve Triage parazit panel de insan digkisinda C. parvum
antijenlerinin saptanmasi i¢in kullamlan yontemlerden bazilaridir®. Triage parazit
panelin duyarlilig1 ve 6zgiilliigii sirasiyla %98,3 ve %99,7 olarak bildirilmistir**. FISH
yontemi, direkt klinik Orneklerden veya Kkiiltlirlerdeki tiremelerden aile, cins ve tiir
diizeyinde mikroorganizmalarin hizli tanisinda ve mikroorganizmalarin filogenetik
analizlerinde kullamlmaktadir®®. Cryptosporidium’un tamsinda kullanilan yontemler
karsilagtirildiginda her birinin ayr1 ayr1 avantaj ve dezavantajlari mevcuttur. Bunlar

Tablo 2-3’de 6zetlenmistir®>®’.

Tablo 2-3: Tan1 yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar:

Aside direncli -Kolay .
) i -Ozgiil degil
boyama -Baska parazitler de goriilebilir
IFA -Ozgiilliigii yiiksek -Canlilik belirlenemez
-Morfolojik dogrulama miimkiin | -Floresan mikroskop gerektirir
-Hizli ve 6zgiil -Morfolojik dogrulama miimkiin
ELISA -Tiim gelisim evrelerinin degil
antijenleri belirlenebilir -ELISA okuyucu cihaz gerektirir
. -Kalite kontrol ve kalite glivence
Immiinokromatografi | -Hizli
konusunda sorunlu
-Kontaminasyon riski yliksek
-Yiiksek duyarlilik
Nested PZR . -Gergek zamanli PZR’ye gore
-Ozgiil
daha uzun zaman alir
-Gergek zamanli PZR’ye gore
PZR-RFLP -Tiir ve genotip ayrimi yapabilir
daha uzun zaman alir
-Hizl, yiiksek duyarlilik ve
Gergek zamanli PZR -Yiiksek maliyet
ozgiillik
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-Rutinde kullanilabilir

-Tiir ayriminda kullanilabilir

-Sadece RNA o6rneklerinden -Is1 dongii cihaz1 gerektirmez
NASBA amplifikasyonla ookist canliligr | -Tani1 araci olarak kullanimi i¢in
belirlenebilir ileri calismalara gereksinim var

2.10.1. Mikroskopik inceleme

Diski ornekleri ve ¢evresel orneklerde bulunan mayalar, kiif mantarlari, alg ve
bitkisel artiklar gibi yapisal olarak benzer partikiiller Cryptosporidium’un ayirt
edilmesini giiclestirir. Bu nedenle Cryptosporidium’un 151k mikroskobunda tanisi

zordur*.

Cryptosporidium’un  tanimlanmasinda kullanilan c¢esitli boyama yontemleri
bulunmaktadir: Ziehl Neelsen (10% H,SO,4 kullanarak), Kinyoun’un aside direngli
boyama (soguk boyama), Safranin metilen mavisi ve Giemsa boyama. Metenamin
giimiis ve nigrosin ile de negatif boyama yapilarak Cryptosporidium ookistleri

gosterilebilir®*™

. Nigrosinle boyamada zemin, bakteri ve mayalar yesil boyanirken,
ookistler boya almamaktadir®™. Ziehl Neelsen ve Kinyoun’un aside direngli
boyamalarinda ookistler, mavi zemin iizerinde pembe-kirmizi renkte hafif oval-yuvarlak

goriiniimleriyle tanmirlar®>®

. Safranin boyamada ookistler, yesil zeminde kirmizi-
turuncu renkte goriiniirler. Kinyoun boyamada yesil zeminde pembe-parlak kirmizi
renkte goriiniirler”. Ayrica auramin/auramin rhodamin, kalkoflor beyazi ve Uvitex 2B
gibi floresan boyalarla da ookistler boyanabilmektedir®>. Auramine-rhodamine boyali
preparatlar 480-520 nm filtreyle incelendiginde 4-6 pum’lik sarimsi yuvarlak yapilar

Cryptosporidium 6n tamst alir®.

Doku 6rneklerinde tani i¢in yapilan hematoksilen&eozin (H&E) gibi boyamalar
cesitli gelisim safhalarindaki Cryptosporidium’lart gosterebilse de parazitler kolayca

gézden kagabilmesi nedeniyle tani i¢in yeterli bir yontem degildir™.

Mikroskopik muayenede ookistleri yogunlagtirmak i¢in bazi yoOntemler

kullanilmaktadir. Bunlardan en sik kullanilan yontemler formol - eter veya formol-etil

82,91

asetat ¢coktlirme yontemleridir™” . Coktiirme yontemlerinde ookistlerin kiigiik oldugu

gbz oniine almarak en az 500 g’de 10 dakika santrifuj edilmesi onerilmektedir™.
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Yogunlagtirma sonrasi elde edilen ¢okeltiden 10 ul lam {izerine yayilarak kurumasi
beklenir. Kuruyan preparat, iizerine immersiyon yagi eklenerek x400 biiylitmede
incelenir®>’'. Sheather’in sekerli yiizdiirme yontemi sonrasi faz-kontrast mikroskopisi,
taze veya formolle korunmus 6rneklerde Cryptosporidium ookistlerinin aragtirilmasinda

80
yararlidir™.

Boyali preparat incelemesi sirasinda 10 farkli sahada goriilen ookist sayisina
gore enfeksiyon siddeti tanimlanabilmektedir. 10 ookiste kadar hafif siddetli, 11-25
arast ookist icin orta siddetli ve 25’den fazla ookist icin ise siddetli enfeksiyon

tanimlamas: yapilabilir®.

Cryptosporidium tanisinda kullanilan mikroskopinin avantajlart oldugu gibi
dezavantajlart da mevcuttur. Hizli ve ucuz bir yontem olan mikroskopi yontemi i¢in
deneyimli eleman gerekmesi, yontemin tekrarlanabilir, izlenebilir olmamasi1 yontemin
dezavantajlaridir. Bunun disinda bagirsak parazitlerinin aralikli atimi sebebiyle her

zaman tek bir disk1 6rnegi etkeni saptayabilmek igin yeterli olmayabilir®’.

Diskidaki Cryptosporidium ookist sayisinin degisken olmasi, viicuttan atiliminin
aralikli olmasi ve enfeksiyonun iyilesme doneminde non asit-fast yani “hayalet”
ookistlerin sayisinin artmasi nedeniyle yanlis negatif sonucglarin alinabile- cegi
bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligmada tek bir yayma ile negatif oldugu diisiiniilen bir
ornegin nested PZR ile pozitif sonu¢ verdigi goriildiiglinde tekrar yapilan dort aside

direngli yaymanin sadece birinde tek bir ookist oldugu goriilmiistiir’.

Dezantajlar1 bulunmasi nedeniyle son yillarda mikroskopiye ihtiya¢ duyulmayan

DFA, ELISA, PZR gibi alternatif yontemlere yonelinmistir®’.

2.10.2. Antijen-Antikor Arama Testleri

Antijen saptayan Kkitler, genellikle bir mikroorganizma saptamasina ragmen bazi
kaset kitlerde birden fazla mikroorganizma saptanabilmektedir. Giardia ve
Cryptosporidium antijenlerinin beraber arandigi bir ¢aligmada antijen tarama testinin
(RIDA Quick Cryptosporidium/Giardia Combicasette antijen testinin (R-Biopharm AG,
Germany), modifiye aside direncli boyama teknigine goére hem duyarliligit hem de
ozgiilliigii %100 bulunmustur”. Koproantijen ELISA ile yapilan bir ¢alismada
ELISA’nin duyarhilik ve 6zgiilliigli %100 bulunurken bir baska calismada sirasiyla



27

%100 ve %80,1 bulunmustur’®. Cryptosporidium antijenlerini tanimaya yonelik
monoklonal antikorlarla kapli kuyucuklarin kullanildigi ELISA kitleri, protozoonun
ylizey antijenlerini tantyan floresan isaretli monoklonal antikor igeren DFA testleri, IFA
testleri gibi ticari immiinotest kitleri is yilikii fazla olan laboratuvarlarda tercih

edilmektedir**®2.

Antikor saptama testlerinde siklikla kullanilan iki antijen vardir; bunlar Cp23 ve
Cpl7 antijenleridir. Cp23, 27 kDA’luk ve Cpl7, 17 kDa’luk birer antijendir. Bu
antijenlerin konak hiicreye invazyondan sorumlu olabilecegi diigiiniilmektedir. Bunlar
serolojik belirte¢ olarak gdrev yaparak enfekte konakta antikor yanitina yol agarlar. Bu
nedenle antikor tarama testlerinde siklikla kullanilirlar ve saflagtirilmamis ookist
antijenlerinin  kullanildig1 yontemlerden daha yiiksek duyarlilik ve Ozgiilliige

sahiptir’®”’.

ELISA testleri hizli, kullanimi kolay, uzmanlik istemeyen ve mikroskopi
yontemine gore daha duyarl: testlerdir. IFA testi ise duyarlilik ve 6zgiilliigii ELISA’dan

yiiksek olan bir testtir*>**

. Modifiye asid-fast (MAF) yontemiyle karsilastirildiginda
IFA’nin MAF’a gore duyarliligi %100 ve 6zgiilligi %97 bulunmustur. Ayrica IFA’nin
MAF’a gére daha az zaman alan, ancak pahali bir yontem oldugu bildirilmistir**. Ticari
IFA kitlerinde kullanilan monoklonal antikorlar hemen hemen tim Cryptosporidium
tiirlerine ait ookistlerle reaksiyon vermektedir. Bu nedenle IFA tiir diizeyinde saptama

yapamamaktadir®.

Yapilan bir ¢aligmada IFA’nin Ziehl-Neelsen MAF boyamadan daha duyarli ve
ozgiil oldugu, diger enterik organizmalar ile apraz reaksiyon vermedigi bildirilmistir’.

IFA’nin duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin sirastyla %92,6 ve %85,8 oldugu bildirilmistir”.

Antijen saptama yontemi, Cryptosporidium tanisinda boyama yontemlerine gore
daha duyarli bir yontem olmasina ragmen yanlis pozitiflik verebilmektedir'®. Ancak
antijen tarama testinin hizli sonu¢ vermesi, kolay degerlendirilebilmesi, zaman ve is
giicliniin az olmasi, deneyimli bir personele ihtiya¢ duyulmamasi gibi nedenlerle

kriptosporidiyaz tanisinda yararli olacag: diistiniilmiistiir”.
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2.10.3. Molekiiler Yontemler

Her ne kadar boya yontemleri kolay ve ucuz olmasi dolayisi ile avantajli da olsa
ozellikle az sayida ookist iceren diskilarda veya tedavi sonrasit kontrol amaciyla
degerlendirilen oOrneklerde tek bir asit-fast yaymasmin incelenmesi yetersiz
kalabilmekte ve daha duyarli baska bir yontemle (PZR gibi) sonucun desteklenmesine
ihtiyag duyulmaktadir’. Ticari tam kitleri ile karsilastirildiginda PZR, hizli ve kolay
kullanimi nedeniyle tercih edilebilmektedir. Ancak PZR sadece tan1 degil
tiir/genotip/altgenotip ayrmi igin de kullamlabilmektedir®. Cryprosporidium’un
varligint saptamak her ne kadar birden fazla tani1 yonteminden elde edilen pozitif
sonugla miimkiin olabilse de tiir ve genotip agisindan tanisin1 koymak sadece molekiiler
yontemlerle miimkiin olabilmektedir*?. Bunlar disinda, antijen tarama testleri
Cryptosporidium’un en 6nemli bulas yolu olan su kaynaklarinda parazit aramak igin
uygun degildir. Bu sebeple su kaynaklarinda yapilan calismalarda da PZR ydntemi

kullanilmaktadir'®.

Polimeraz zincir reaksiyonu yonteminde materyal olarak digki, doku ve safra
ornekleri kullanilabilmektedir®. Tani yontemlerinin en duyarhilarmdan biri olmasima
ragmen DNA’nin amplifikasyonu sirasinda 6rnek icinde bulunan bazi inhibitorler
(biluribin, safra tuzlar1 gibi) amplifikasyonu azaltabilmektedir. Bu nedenle DNA
ekstraksiyonundan once ookistleri ornekten izole etmek i¢in ¢esitli konsantrasyon
yontemleri gelistirilmistir. Bu yoOntemler ile Ornekteki inhibitorlerin interferansi
azaltilabilmektedir. Konsantrasyon islemi fekal 6rneklerde bir seri filtrasyon ve santrifiij
basamaklarini igerir. Kabaca bahsetmek gerekirse; telden siizdiiriildiikten ya da diisiik
hizda santrifiijle digkidaki kaba partikiiller uzaklastirildiktan sonra tuzlu suda yilizdiirme
(flotasyon) veya aralikli olarak siikroz veya sezyum dansite gradient santrifiijleme
yapilir*?. Ayrica formaldehitli diskilarda Cryptosporidium aranmasi sonucunda goriilen
diistiik duyarliligin DNA ekstraksiyonu dncesinde PZR’nin formaldehitle inhibisyonuna

bagli oldugu diistiniilmektedir’.

Cryptosporidium’un saptanmasinda ¢esitli PZR yontemleri kullanilabilmektedir.
Bunlar arasinda konvansiyonel PZR, Ger¢ek zamanli PZR, nested PZR, multipleks
PZR, PZR-RFLP bulunmaktadir*. Kriptosporidiyaz tamsinda kullanilan PZR
yontemlerinde daha ¢ok 18S rRNA, 70 kDa Is1 sok protein 70 (HSP70) ve ookist duvar
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proteini (COWP), trombospondin iliskili adezin proteinleri 1 ve 2, hedef bdlgeler olarak

kullanilmaktadir**$>1°!,

Gergek zamanli PZR’de, PZR sonucu olusan niikleik asit iiriinlerinin ¢ift zincirli
DNA arasina giren floresan bir boya ya da floresan ile isaretli problar araciligiyla
reaksiyon sirasinda izlenebilmektedir. PZR iiriinii ile floresan yogunlugu arasinda
korelasyon vardir. Ger¢ek zamanli PZR’de, dongiilerin hizli uygulanmasi ve floresan
Ol¢limii yardimiyla saptamanin ayn1 zamanda yapilabilmesi nedeniyle toplam test siiresi
kisaltilmigtir. PZR sonrasi baska bir isleme (agaroz jelde yiiriitme gibi) gerek yoktur.
Cogaltma ve saptamanin ayni tiip i¢cinde gergeklesmesi nedeniyle kontaminasyon riski
azaltilmistir. Termal dongii cihazi ve florimetre ayni cihaz i¢inde bulunur. Manuel islem
gerektiren az sayida ekipman icermesi nedeniyle konvansiyonel PZR yoOntemleriyle
karsilagtirildiginda gergek zamanli PZR’yi uygulamak daha kolaydir. Ger¢ek zamanl
PZR amplifikasyonu kapali bir sistem i¢inde gerceklesiyor oldugundan konvansiyonel
PZR’deki gibi hava kontrollii odalara ihtiya¢ yoktur ve kontaminasyon gergek zamanl
PZR’de ¢ok daha azdir. Ger¢ek zamanli PZR’de SYBR Green boyasi, 0zgiil
hibridizasyon problart veya Taqman problart kullanilarak PZR {iriinleri

saptanmaktadr'®’.

Polimeraz zincir reaksiyonu temelli yontemler disinda Western blot, floresan in
situ hibridizasyon, izoenzim analizi ve NASBA gibi molekiiler yontemler de PZR’ye
alternatif olarak bulunmaktadir*?. NASBA yaklasik bes ookiste kadar olan sayilarda

dahi saptama yapabilmektedir. Ancak canli olmayan ookistleri saptayamamaktadir'**,

2.10.4. Hiicre Kiiltiirii

Cryptosporidium, insan kolon kanseri hiicreleri (Caco-2) ve insan iliogekal
adenokarsinom hiicreleri (HCT-8) gibi epitel hiicrelerinde ¢ogaltilabilmektedir. Hiicre
kiiltiirii ile ilgili yapilan ¢alismalarda, su 6rneklerindeki inhibitorlerden etkilenmeyen,
sadece enfekte ookistlerin saptanabildigi, sonuclarin fare infektivite deneyleriyle
paralellik gdsterdigi ve ookist konsantrasyonu ile ilgili tahmin yapilabilen hiicre kiiltiir
teknikleri gelistirilmistir. Tiim bu avantajlarina ragmen kiiltiir i¢in gerekli arag-
gereclere ihtiyag duyulmasi, hiicreler arasi sekillerin gelisimi igin 24-72 saat gibi bir

siireye ihtiya¢ duyulmasi gibi dezavantajlart da bulunmaktadir*,
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Kullanilan ekskistasyon protokolii, konak hiicre tipi ve olgunlugu, pH ve
besiyeri icerigi gibi kiiltiir sartlar1 Cryptosporidium’un kiiltiirde iiretilmesini etkileyen
onemli faktorlerdir. Kiiltiir protokollerinde goriilen farklhiliklar in vitro kiiltiir

sonuglarmi ciddi sekilde etkileyebilmektedir'®.

2.11. TEDAVI

Bagisiklik sistemi normal kisilerde tedavi gerekli olmamakla birlikte
dehidratasyon durumunda sivi ve elektrolit kaybini karsilamak {izere oral veya

intravendz replasman tedavisi uygulanmaktadir™'**

. Bagisiklik sistemini baskilayan
ilaglar kullanan (kanser, transplantasyon tedavileri sirasinda) kisilere bu ilaclar
kullanmay1 birakmalar1 Onerilmektedir. AIDS veya konjenital bagisiklik yetmezligi
olanlarda sadece destekleyici tedavi miimkiindiir’. Bagisiklik sistemi baskilanmis
kisilerde ise daha fazla siv1, elektrolit, kalori, yag, karbonhidrat ve aminoasit replasmani

ile ilag tedavisi baslanmalidir'®*.

Ozellikle AIDS’li hastalarda CD4+ hiicre sayis1 200’iin altina diismektedir. Bu
durumda kriptosporidiyaz tedavisine baslamadan Once antiretroviral tedavi ile CD4+

sayisinin yiikseltilmesi gerekmektedir'**,

Cryptosporidium siklikla su kaynakli salginlara yol agabildigi i¢in bagisiklig
baskilanmis hastalara igme sularin1 kaynatarak i¢gmeleri tavsiye edilir. Kriptosporidiyaz,

antiretroviral kombinasyon tedavisine genellikle cevap verir.

Tedavide paramomisin, nitazoksanit ve son zamanlarda makrolidler
kullanilmaktadir. AIDS tedavisindeki gelismeler sayesinde hastaliga bagli semptomlar
giderek azalmaktadir®. Paramomisinle tedavide, tedaviye yanitin %67 oraninda oldugu,
tekrarlamanin yaygin goriildiigli ve uzun siireli basarinin sadece %33’iinde goriildiigii
bildirilmistir’.

Kriptosporidiyaz tedavisi i¢in nitazoksanit kullaniminda %52 oraninda klinik
tabloda azalma goriiliirken, parazitolojik tabloda 9%38’lik bir azalma goriildiigii
bildirilmistir. Ayrica nitazoksanit ve spiramisin birlikte kullaniminda mortalitede %76

diisiis oldugu bildirilmistir'®.
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Ayrica nitazoksanit, A.B.D. Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan 1-11 yas
arasindaki ¢ocuklarda kriptosporidiyaz tedavisinde kullanilmak iizere onaylanmistir.
Ayrica daha biiyiik ¢cocuklarda ve yetiskinlerde de kullanilabilmektedir. 1-4 yas arasi
cocuklarda ii¢ glin, 100 mg; 4-11 yas c¢ocuklarda ii¢ giin, 200 mg ve yetigkinlerde {i¢
giin, giinde iki kez 500 mg kullanilmasi 6nerilir. HIV ile enfekte kisilerde CD4+ sayisi
50’nin tizerinde olanlarda 14 giin boyunca giinde iki kez 500-1000 mg nitazoksanit

2,106

onerilir™'*. Tedavi uygulanan hastalarda 3-4 hafta sonra kontrol 6nerilmektedir®.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu ve Orneklerin Toplanmasi

Bu calisma izlemli HIV-1 pozitif hastalarda Cryptosporidium sp., Cyclospora
cayetanensis ve Microsporidium sp. gibi firsat¢1 parazitlerin arastirildigi kombine bir
¢alismanin Cryptosporidium kismini olusturdu’. Bu kombine, kesitsel ve tanimlayict
amagh calisma icin T.C. Saglik Bakanligi Okmeydan1 Egitim ve Arastirma Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 Bolimii’nde izlenen 100 HIV-1 ile enfekte goniillii bireyden
31.03.2011 - 29.12.2011 tarihleri arasinda diski 6rnekleri randomize olarak toplandi.

Toplanan 6rnekler, ti¢ farkli parazit arastirmasi igin ii¢ tez 6grencisi arasinda paylasildi.

Ornekleri toplanan 100 HIV-1 pozitif bireyden dokuzu (olgu no: 33, 76, 78, 82,
83, 84, 98, 99, 100) digki miktarlarinin yetersizligi, 6rnegin tasima ve saklanma
kosullarindaki olumsuzluk, 6rnegin idrar ve benzeri sivilarla karigmis olmasi gibi

nedenlerle calisma dis1 birakildu.

Kombine ve tanimlayici amach ¢alismanin Cryptosporidium kisminda izlemli
HIV-1 pozitif hastalarda Cryptosporidium insidansini arastirmak ve bu hastalarda
izlemin 6nemini vurgulamak amaglandi. Calismanin etik kurul onay1 (14.01.2011 tarih
ve 151 sayil) Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu tarafindan verildi.

Calismaya aldigimiz olgularin altisinda sifiliz, altisinda tiiberkiiloz, besinde
HBYV, ikisinde toksoplazmoz, ikisinde EBV, birinde HCV, birinde Anti-HAV, birinde
anal fistiil ve kolit ve birinde de seboreik dermatit ek hastalik olarak bildirildi. Erkek
hastalarin 20 (%28,6)’sinde bir veya birden fazla, kadin hastalarin ise altisinda (%28,6)
ek hastalik vardi.

HIV-1 pozitif hastalarin disk1 6rnekleri sekillerine gore sulu, gevsek, yumusak
ve sekilli olmak iizere dort grupta incelendi. HIV-1 pozitif bireylerin 6rnegin alindig
tarihteki yasi, cinsiyeti, CD4+ ve HIV-RNA sayilari, ek bir hastaliklarinin olup

olmadigi, tan1 ve tedavi siireleri kaydedildi.

Her bir diski 6rnegi iice ayrildi; bir kismi formol eter ¢oktiirme ydntemi

uygulanarak Modifiye Ziehl-Neelsen boyama yapmak i¢in, bir kismi1 ELISA testi i¢in,
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bir kismi ise ger¢cek zamanl PZR yoOntemi igin ¢alisma giiniine kadar -20°C’de derin

dondurucuda saklandi.

3.2. Olgu Gruplarinda Cryptosporidium Arastirilmasinda Kullanilan Test ve

Yontemleri

3.2.1. Modifiye Ziehl-Neelsen Boyama Yontemi

Modifiye Ziehl-Neelsen boyama yontemi, Cryptosporidium’un yani sira
Cyclospora, Microsporidia, Isospora gibi diger firsat¢1 protozoonlarin da goriilmesini
sagladigindan ve ayrica rutin laboratuvar kosullarinda uygulanabilirliginin yliksek

olmast sebebiyle segildi®*.

Calismamizda Modifiye Ziehl-Neelsen boyama yonteminde ticari bir boya kiti

(Giil Boya Laboratuvari-Istanbul-Tiirkiye) kullanilds.

Kit icerigi
Kit igerisinde karbol-fuksin, metilen mavisi ve asit alkol c¢ozeltileri

bulunmaktadir.

Boyama metodunun uygulanmasi
1. Formol eter ¢oktiirme yontemiyle hazirlanmis digki 6rneginin ince olarak
yayildig1 ve kurutuldugu lamin 6rnek bulunan yiizeyi, “karbol fuksin ¢dzeltisi”

ile tamamen kaplandi.
2. Preparat, bes dakikadan az bir siire alttan 1sitild1.
3. Lam iizerindeki boya distile suyla 15 saniye yikanarak giderildi.

4. Preparat 15 saniye “asit alkol ¢ozeltisi” ile yikandiktan sonra silkelenerek ayirag

uzaklagtirildu.

5. Preparat tekrar distile su ile 15 saniye yikandi.
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6. Preparatin iistii “metilen mavisi ¢ozeltisi” ile Ortiildi ve 30 saniye sonra

silkelenerek bu ayira¢ da uzaklastirildi.
7. Preparat distile suyla tekrar 15 saniye yikandi ve havada kurumaya birakilmdi.
8. Lamin altinda kalan boya kalintilar1 bir pegete ile silindi.

9. Kurumus olan boyali preparat, 151k mikroskobunda x100’lik immersiyon

objektifinde immersiyon yagi damlatilarak incelendi.

3.2.2. ELISA Yontemi

Cryptosporidium antijen testi, Cryptosporidium Fekal ELISA kiti (Diagnostic
Automation, Inc., Calabasas, CA) ile antikor kapli platelerde sandvi¢ ELISA ydntemi
ile yapildi.

Kit icerigi
* Anti- Cryptosporidium poliklonal antikor i¢eren kuyucuklar

Enzim konjugat

* Kromojen

Yikama Soliisyonu (x20)

Diliisyon tampon

Pozitif ve negatif kontrol

Stop soliisyon

Testin uygulanmasi
1. Tum kit icerigi kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirildi ve kullanilacak olan her
reaktif, vorteks ile karistirildi.

2. -20°C’de saklanan digk1 6rnekleri oda 1sisina getirildi.

3. Ornek diliisyon tiipleri igine konan 0,7 ml diliisyon tampon ve bezelye
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biiyiikligiindeki (yaklasik 0,1 gr) diski 6rnegi once bir gubuk yardimi ile daha
sonra vorteksle iyice karistirild.

4. Numaralandirilmig ELISA kuyucuklarina, sulandirilmis 6rnekler, pozitif ve
negatif kontroliin her biri 100’er ul olacak sekilde konuldu.

5. Ornekleri ve kontrolleri iceren kuyucuklar 60 dakika oda 1sisinda (15-25°C)
inkiibe edildi.

6. Kuyucuklar inkiibasyon sonrasinda bes kez diliie edilmis yikama soliisyonu ile
yikandi.

7. Yikama sonrasi her kuyucuga iki damla enzim konjugat konuldu ve oda 1sisinda
30 dakika inkiibe edildi.

8. Ikinci inkiibasyon sonrasi tekrar bes kez yikanan kuyucuklarin her birine iki

damla kromojen eklendi ve 10 dakika inkiibe edildi.

9. Inkiibasyon sonrasi iki damla stop soliisyon ile reaksiyon durduruldu ve bes

dakika i¢inde ELISA okuyucu ile 450 nm’de sonuglar okutuldu.

Sonuclarin degerlendirilmesi

Uretici firmanin talimat1 dogrultusunda ELISA okuyucuda 450 nm’de okunarak
absorbans degerleri 0,08 OD ve iizerinde bulunan 6rnekler, Cryptosporidium antijeni
yoniinden pozitif, 0,08 OD’nin altinda bulunan sonuglar ise negatif olarak

degerlendirildi.

3.2.3. PZR Yintemi

Calismamizda RT-PZR yontemi ile Cryptosporidium aranmasi sirasinda
ekstraksiyon i¢in QIAGEN QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden,
Almanya), amplifikasyon i¢in “Primerdesign™ Genesig® Kit for Cryptosporidium
(Crypto) genomes” gercek zamanli PZR kiti (Primerdesign Ltd, Southampton, Birlesik
Krallik) ve mastermix olarak 2x QuantiTech Probe PZR Mastermix (QIAGEN GmbH,
Hilden, Almanya) kullanildi. PZR c¢alismasit QIAGEN Rotor Q ger¢ek zamanli PZR
(QIAGEN GmbH, Hilden, Almanya) cihazinda yapildi.
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Tagman prob bazli gergek zamanli PZR uygulamasinda kullanilan problar,

Cryptosporidium ookist duvar proteini (COWP) gen boélgelerini hedef alan 6zgiil

bolgeleri amplifiye etmekteydi.

3.2.3.1. DNA ekstraksiyonu

Her 6rnegin DNA izolasyonunda QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN

GmbH, Hilden, Almanya) kullanild1 ve asagida verilen protokol uygulandi. Calismanin

kontrolii i¢cin PZR asamasinda kullanilacak olan ve “Primerdesign™ Genesig® Kit for

Cryptosporidium (Crypto) Genomes” PZR kiti i¢inde bulunan internal kontrol,

ekstraksiyon asamasinda eklendi. Kullanilacak olan internal ekstraksiyon kontrol

primer/probe karisim, DNAase/RNAase free su eklenerek 165 pl hacme tamamlandi.

Calismada HIV-1 pozitif hastalardan toplanan ve c¢aligma giiniine kadar -20°C’de

saklanan digki 6rnekleri kullanildi.

Ekstraksiyon kit icerigi

QIAamp DNA mini Stool column
Toplama tiipleri (2 ml)

InhibitEX Tablet

Tampon ASL

Tampon AL

Tampon AW1

Tampon AW?2

Proteinaz K
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Ekstraksiyon prosediirii

1.

10.

11.

12.

150-200 mg digk: 6rneklerinden 2 ml’lik santrifiij tiiplere konuldu. S1v1 formda
olan digki 6rneklerinden ise 200 pl konuldu.

Orneklere 1,4 ml Buffer ASL eklendi. Bir dakika vorteks ile karistirildi ve
37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi.

37°C’deki inkiibasyon sonunda ornekler vortekslendi ve 70°C’de 5 dakika
1s1tildi.

Isiticidan alinan 6rnekler 15 saniye vortekslendi ve bir dakika 14.000 rpm’de
santrifiij edildi.

Santrifiij edilen 6rneklerden 1,2 ml siipernatant alinarak 2 ml’lik santrifiij
tiiplerine aktarild1 ve bu o6rnek tiipleri igine birer adet inhibitEX tablet atildi.
InhibitEX tablet iceren 6rnek tiipleri bir dakika boyunca vortekslendi ve
sonrasinda bir dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

Ornek tiipleri {i¢ dakika boyunca 14.000 rpm’de santrifiij edildi.

Ornek tiipleri igindeki siipernatantlar, 1,5 ml’lik yeni tiiplere aktarildi ve bu
tiipler ti¢ dakika boyunca 14.000 rpm’de santrifiij edildi.

1,5 mI’lik bos santrifijj tliplerine 15’er ul proteinaz K koyuldu; ardindan tiiplere
strastyla 200 pl siipernatant, 200 pl Buffer AL ve 4 pl internal ekstraksiyon
kontrol primer/probe karisim eklendi.

Tiipler 15 saniye vortekslendi ve 10 dakika boyunca 70°C’de 1s1tild1.
70°C’den alinan tiiplere 200 pl etanol (%96-100) eklendi ve vorteksle
karistirildi.

2 ml’lik toplama tiipleri i¢ine bir QIAamp spin column konuldu ve igine etanol
de eklenmis olan 6rnek karigimlari, membran i¢eren spin column’a aktarildi.
Spin column kapagi kapatilarak bir dakika siireyle 14.000 rpm’de santrifiij

edildi.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

Santrifiij sonrasi altta kalan tiipler atildi ve spin column bagka toplama tiipleri
icine yerlestirildi.

Dikkatlice agilan QIAamp spin column’lar i¢cine 500°er pl Tampon AW1
eklendi ve spin column kapaklar1 kapatilarak tekrar bir dakika siireyle 14.000
rpm’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi altta kalan tiipler atildi ve spin column’lar bagka toplama
tiipleri icine yerlestirilerek tistiine 500’er ul Tampon AW2 eklendi.

Kapagi kapatilan spin column’lar ii¢ dakika siireyle 14.000 rpm’de santrifiij
edildi.

Santrifiij sonrasi spin column’lar bos 2 ml’lik toplama tiipleri igine
yerlestirilerek bir kez de iistiine herhangi bir soliisyon konulmadan santrifiij
edildi. Bu basamak spin columnlar i¢indeki membranlarda Tampon AW?2
kalmasi olasiligini elimine etmek i¢indir.

Son olarak spin column yeni 1,5 ml’lik santrifiij tiipleri igine yerlestirildi ve
membranlar iizerine 100’er ul Tampon AE konuldu. Spin columnlarin kapag:
kapatilarak ii¢ dakika oda 1si1sinda inkiibe edildikten sonra bir dakika siireyle

14.000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen izolatlar -20°C’de saklandi.

3.2.3.2. Gergek zamanli PZR uygulanmasi

Gercek zamanh PZR Kkit icerigi

Crypto 6zgiil primer/probe mix
Crypto positive kontrol template
RNAase/DNAase free su

2x QuantiTech Probe PZR Mastermix

38
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Gerg¢ek zamanh PZR prosediirii
1. Calisma Oncesi gerekli reaktifler RNAase/DNAase free su ile sulandirilarak son
hacme getirildi. Pozitif kontrol sulandirilarak standart diliisyon serisi

olusturuldu. Standartlar asagidaki sekilde hazirlandi (Tablo 3-1):

a. Her biri 900 pl RNAase/DNAase free su iceren diliisyon tiipleri

hazirlandi ve 1’den 5’e kadar numaralandirildi.
b. 1 numaral tiipe 100 pl pozitif kontrol konuldu ve vorteksle karigtirildu.

c. Pipet degistirilerek 1 numaral tiipten 100 pl, 2 numaral tiipe eklendi ve
bu uygulama 5 numarali tiipe kadar devam etti. En son 5 numarali tiipten

alinan 100 pl ¢ope atildi. Boylece 5 standart diliisyon hazirlanmis oldu.

2. Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda bir reaksiyon karisimi hazirland: ve
her 6rnek icin numaralanmis test tiiplerine dagitildi. Reaksiyon karigiminin

icerigi Tablo 3-2’de verilmistir.

3. Her hasta icin reaksiyon karisimi igeren test tiiptine 5’er pl 6rnek DNA izolatlari
konuldu, negatif kontrol tiipiine 5 ul RNAase/DNAase free su eklendi, standart
tilplerine ise standart konsantrasyonlarindan 5’er ul eklendi. Her tiipte son hacim

20 pl idi.
4. PZR test tlipleri, ger¢cek zamanli PZR cihazina yiiklendi.

5. PZR cihazindaki amplifikasyon protokolii, kit icerigindeki bilgilere gore
ayarlandi. Amplifikasyon protokolii, Tablo 3-3’de verilen kosullarda ve FAM ve

VIC (green ve yellow) kanallar1 kullanilarak tamamlandi.



Tablo 3-1: Standart diliisyon serisi

Standart 1 (Pozitif Kontrol) 2x10°/ul
Standart 2 2x10°/ul
Standart 3 2x10°/ul
Standart 4 2x 107 /ul
Standart 5 2x10/pnl

Tablo 3-2: Her 6rnek i¢in kullanilan reaksiyon karisiminin icerigi

2x QuantiTech Probe PZR Mastermix 10 pl
Crypto 6zgiil Primer/Probe mix 1wl
RNAase/DNAase free su 4 ul
Final Konsantrasyon 15 pl

Tablo 3-3: Amplifikasyon protokolii

Enzim aktivasyonu 15 dakika 95°C

Denatiirasyon 10 sn 95°C

Bilgilerin toplanmasi 60 sn 60°C
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PZR sonug¢larinin degerlendirilmesi

Bir 6rnegin Green kanali grafigindeki PZR egrisinin, threshold ¢izgisini kesmis
olmasi, yani pozitiflik smirinin {izerine ¢ikmis olmasi, Ornegin pozitif oldugunu
gostermektedir. Ornegin pozitifligi (icerdigi kopya sayis1) ne kadar yiiksekse, internal
kontroliin baskilanmasi (Yellow kanalinda) o derece fazlalagir. Yani 6rnegin PZR egrisi

ile o 6rnegin internal kontroliiniin egrisi ters orantilidir.

Bir 6rnegin negatif olarak degerlendirilebilmesi i¢in PZR egrisinin, threshold
cizgisini kesmemis olmasi yani pozitiflik sinirinin altinda kalmis olmas1 gerekmektedir.
Negatif kontroliin dogrulugundan emin olmak i¢in internal kontrol kanalindaki (Yellow
kanal1) PZR egrisinin threshold ¢izgisini ge¢mis olmasi, yani internal kontroliin pozitif

olmas1 gerekmektedir.

3.3. Diger Testler ve Yontemler

3.3.1. Diger Immiinolojik Testler

Calisma grubunu olusturan HIV-1 ile enfekte bireylerin CD4+ Olgiimleri
Okmeydan1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarinda flow
sitometri yontemi ile yapildi. Flow sitometrik inceleme, Becton Dickinson
FACSCalibur cihaz1 (Becton Dickinson, San Jose, CA) ve BD Simultest IMK Plus kiti
icindeki CD4+/ CD8+ monoklonal antikorlar (Becton Dickinson, USA) kullanilarak
gerceklestirildi.

3.3.2. Diger Virolojik Testler

Calisma grubunu olusturan HIV-1 ile enfekte bireylerin HIV-RNA dl¢iimleri
Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
COBAS TagMan 48 (Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim, Almanya)
cihazi ve  COBAS AmpliPrep/COBAS Tagman HIV-1 Test, v2.0 kiti (Roche
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Diagnostics, Almanya) ile kantitatif PZR yontemi ile ¢aligildi. Testin saptama araligi 20
— 10" kopya/ml idi.

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizda NCSS-PASS 2000 istatistik paket programi kullanilmis olup
verilere iliskin tanimlayici istatistikler frekans ve ylizde olarak verildi. Gruplar
arasindaki karsilastirmalar Ki-kare testi ile degerlendirildi ve p degeri p < 0,05 ve iki

yonlii olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Doksanbir HIV-1 pozitif goniillii hastanin diskt 6rnegi, Cryptosporidium varlig
acisindan modifiye Ziehl-Neelsen boyama, ELISA ve ger¢ek zamanli PZR
yontemleriyle incelendi. Caligma grubuna ait demografik, klinik ve virolojik bilgiler
(yas, cinsiyet, ek hastalik, CD4+ sayisi, HIV-RNA diizeyi, disk1 sekli) Tablo 4-1’de
gosterildi.

Tablo 4-1: Hastalarin demografik, klinik ve virolojik bilgileri

1| E |49 11 11 Yok <20 620 Gevsek
2 | E |33 1 Yok Yok 157000 580 Gevsek
3| E |30 1 5 Ay Yok <20 267 Sekilli

4 | E |41 1 3 Ay Yok 241 312 Sekilli
5| E|26 1 Yok Yok <20 560 Yumusak
6 | E|38] 6Ay Yok Yok 563 725 Yumusak
7| E |35 5 3yl Yok <20 500 Yumusak
8| E |30 3 3Yll Yok <20 20 Sulu

9| E |54 1 1Yl Yok 47 440 Gevsek
10| E | 46 2 Yok Yok <20 631 Yumusak
11| E | 46 1 Yok Sifiliz 8290 260 Sulu
12| K | 25 1 Yok Anal Fistiil ve 59 490 Sekilli

Kolit

13| E | 41 1 1Yl Yok 560 375 Gevsek
14| E | 27 1 Yok Yok <20 450 Yumusak
15| E | 28 1,5 Yok Yok <20 246 Yumusak




44

16 | K | 26 1 Yok Yok <20 520 Yumusak
17| K | 51 11 10 Yok <20 544 Gevsek
18| E | 37 10 4 Anti-HAV <20 1016 Gevsek
19| E | 42 4 4 Seboraid 350 358 Gevsek
20| E | 48 10 9 AIDS 4327 28 Gevsek
21| E | 28 2 1 Yok <20 207 Gevsek
22| K |39 11 7 Yok <20 1000 Gevsek
23| E | 44 11 7 Yok <20 2562 Gevsek
24| E |10 10 7 TBC 3540 190 Gevsek
25| E | 44 4 4 Sifiliz, AIDS <20 360 Gevsek
26 K |30 6 5 Yok <20 692 Gevsek
27 E | 56 2 1 Yok <20 421 Gevsek
28] E | 58 8 3 Yok 868 1078 Gevsek
29 E |30 1 1 Yok 56452 439 Gevsek
30| E |41 2 -—- Yok <20 520 Gevsek
31| E |37 3 2 Yok <20 237 Gevsek
32| E | 46 5 3 Yok <20 470 Gevsek
34| E |50 3 3 Sifiliz <20 315 Sulu
351 E | 45 13 13 Yok 200 784 Sulu
36 | K |41 11 11 Yok 851 249 Sulu
371 E | 54 5 5 Yok <20 887 Sulu
38| E | 36 8 7 TBC <20 785 Sulu
391 E |38 10 8 Yok 5240 89 Gevsek
40 | K | 41 10 5 HCV(+) 408000 24 Gevsek
41| K | 33 3 1 TBC 107170 403 Gevsek
42| E | 28 1 1 Yok 6371 845 Sekilli
43| E | 44 3 3 TBC 115 287 Gevsek
44 1 E | 56 4 3 Yok <20 636 Gevsek
451 E | 82 5 4 Yok <20 350 Gevsek
46 | E | 61 3 3 Sifiliz <20 669 Gevsek
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47 37 6 1 HBV(+) 872 470 Gevsek
48 45 1 - Yok <20 614 Gevsek
49 28 1 - Toxoplazmoz, <20 422 Gevsek
EBV(+),
CMV(+)

50| K | 47 1 1 AIDS <20 275 Gevsek
51| K|35 7 2 Yok <20 456 Gevsek
52| E | 34 7 7 Yok 129959 65 Gevsek
531 K |33 10 9 HBV(+) <20 472 Gevsek
54| E | 45 10 10 HBV(+) <20 1932 Gevsek
551 E | 36 4 2 EBV(+) 25250 401 Gevsek
56 | E | 75 12 12 Yok <20 275 Gevsek
57| E | 47 1 1 Toxoplazmoz <20 128 Gevsek
58| K | 32 1 1 Yok <20 285 Gevsek
59| E |4 1 -—- Yok <20 286 Gevsek
60 | E | 46 3 2 Yok 199 363 Gevsek
61 | K | 47 13 8 TBC <20 736 Sulu
62| E | 41 2 2 Yok <20 609 Sulu
63| E | 74 9 8 Yok 20 332 Sulu
64| E | 68 5 4 Yok 85 1065 Sulu
65| E | 45 9 7 AIDS <20 259 Sulu
66 | E | 34 7 3 Yok 47 359 Sulu
67 ] K | 36 5 --- Yok <20 1146 Sulu

68 | K | 61 13 13 Yok <20 390 Sulu
69| E | 38 1 --- Yok 748 400 Sulu
70| E |23 1 1 Yok >20 444 Yumusak
71| E | 30 6 6 HBV(+) 20065 289 Yumusak
72 | K | 48 2 2 Yok <20 280 Yumusak
73| E | 43 3 --- Yok 907 326 Yumusak
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74| E | 22 1 1 TBC 66715 297 Gevsek
75| E | 31 2 -—- Yok 19900 522 Yumusak
771 E | 25 1 1 Yok 3102 748 Gevsek
79| K |57 2 1 Yok <20 396 Yumusak
80| E |59 1 1 Sifilizz HBV (+) <20 737 Yumusak
81| K | 45 1 - Yok <20 268 Sulu
8] K |30 9 6 Yok 23298 256 Sekilli
8 | E |27 2 1 Yok 7596 626 Sekilli
87| E | 24 3 3 Yok <20 645 Gevsek
88 E | 47 3 3 Yok <20 254 Gevsek
89| E | 42 5 5 Yok 20 286 Yumusak
90 | K |32 5 4 Yok <20 178 Gevsek
91| E | 35 1 - Yok <20 620 Yumusak
92| E|50| 10 5 Yok <20 992 | Yumusak
93| E |37| 10 3 Yok <20 580 | Yumusak
94 | E |31 5 4 Yok <20 620 | Yumusak
95| E | 45 2 2 Sifiliz 430000 692 Sulu
96 | K | 60 12 2 Yok <20 183 Gevsek
97| E | 32 6 2 Yok 40 648 Yumusak

E: Erkek; K: Kadin; AIDS: Kazamilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu; Anti-HAV: Anti Hepatit A Virus
Antikoru; TBC: Tiiberkiiloz; HCV: Hepatit C Virusu; HBV: Hepatit B Virusu; EBV: Ebstein-Barr Virusu; CMV:

Sitomegalovirus

Calismaya dahil edilen 91 HIV-1 pozitif hastanin 70 (%76,9)’ini erkek, 21

(%23,1)’ini kadin hastalar olusturmustur. Cinsiyete gore yas dagilimi yapildiginda
erkek hastalarin 16’sinin (%17,6) 10-30 yas grubunda, 43’iiniin (%47,3) 31-50 yas

grubunda, 11’inin 51-82 yas grubunda oldugu goriilmiistiir. Kadin hastalardan dort
hasta (%4,4) 10-30 yas, 13 hasta (%14,3) 31-50 yas grubunda ve dort hasta (%4,4) ise

51-82 yas grubundadir (Sekil 4-1). Hastalarin tan1 zamani, 6rneklerin toplanmasindan

alt1 ay Oncesi ile 13 sene Oncesi arasinda degismektedir. HIV-RNA diizeyi (kopya/ml)

<20-430.000 arasinda degismektedir. Yas araligr 10 ile 82, ortalamasi ise yaklasik




47

olarak 41°dir. HIV-1 pozitif hastalarin demografik verilerinin karsilagtirllmasinda

istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 gériilmiistiir (X*=1,31; p=0,72).

HIV pozitif hasta say1st

Erkek Kadin

®10-30 yas 16 4

®31-50 yas 43 13
51-82 yas 11 4

Sekil 4-1: Hastalarin cinsiyete gore yas dagilimlari

Toplanan 91 digki 6rneginin makroskopisinde 13’1 erkeklerde, besi kadinlarda
olmak tiizere toplam 18 (%19,8) sulu diski; 36’s1 erkeklerde ve 11°1 kadinlarda olmak
iizere toplam 47 (%51,6) gevsek digkr; 17°si erkeklerde ve tigii kadinlarda olmak {izere
toplam 20 (%22) yumusak diski; dordii erkeklerde ve ikisi kadinlarda olmak {izere
toplam alt1 (%6,6) sekilli digki saptanmistir. Cinsiyete gore diski sekillerinin dagilimi
degerlendirilmis, ancak cinsiyetler arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (X*=1,31,

p=0,72) (Sekil 4-2).

Hastalar CD4+ sayilarma gore gruplandildiginda <200 hiicre/mm’ CD4+
sayisina sahip dokuz hastanin altisinin erkek, ii¢linlin kadin oldugu, 200-349 hiicre/
mm’ CD4+ sayisina sahip 24 hastamin 18’inin erkek, altisimin kadin oldugu, 350-499
hiicre/ mm®, CD4+ sayisina sahip 21 hastanin 15’inin erkek, altismimn kadm oldugu ve
>500 hiicre/mm’® CD4+ sayisina sahip 37 hastanin 31’inin erkek, altisinin kadin oldugu
goriilmiistiir. Hastalarin CD4+ T lenfosit sayilar1 20 ile 2562 arasinda degismektedir ve

ortalamasi yaklasik 499 olarak belirlenmistir (Tablo 4-2).
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B Sulu 13 5
B Gevsek 36 11
B Yumusak 17 3
B Sekilli 4

Sekil 4-2: Calismaya alinan érneklerde cinsiyete gore diski sekli dagilimlari

Tablo 4-2: CD4+ sayilar1 ve diski sekillerine gore cinsiyet dagilimi

Diski SIGlY|SISIG|Y]S|IS|IG]JY]|SISIG]lY]|S
Sekilleri

E 1 S1o0jof4f8fj4122)j1112p0¢()6)j12111]2

K O1310fjoO0f2f2]11]1 1 3 1 1 2] 3 110

S: Sulu, G: Gevsek, Y: Yumusak, S: Sekilli, E: Erkek, K: Kadin

4.1. Mikroskopi sonuglar:

Orneklerin  hicbirinde modifiye Ziehl-Neelsen boyama ydntemi ile

Cryptosporidium ookistine rastlanmadi.



4.2. ELISA sonug¢lan

49

Diski 6rneklerinde Cryptosporidium antijeni sandvi¢ ELISA yontemi ile arandi

ve absorbans degerleri >0,08 OD olan 6rnekler pozitif, <0,08 OD olan 6rnekler ise

negatif olarak degerlendirildi. Sonucta bir pozitiflik (46 numarali hasta) saptandi.

Pozitif 6rnegin OD degeri: 0,150°dir.

4.3. PZR Sonuclari

Gergek zamanli PZR caligmasi sonunda 91 drnekten sadece birinde (46 numarali

hasta) pozitiflik saptandi (Sekil 4-3, Tablo 4-3). PZR ile pozitif bulunmus olan bu

ornegin ELISA test sonucu da pozitif idi.

Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1)
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Sekil 4-3: Ger¢ek zamanh PZR sonucunda pozitif saptanan érnek ve standartlarin grafik

egrileri
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Tablo 4-3: Gercek zamanh PZR sonucunda pozitif saptanan érnek ve standartlarin
degerleri

46. ornek Ornek 26,65 16.436
St 1 Standart 22,35 200.000 193.106
St 2 Standart 26,25 20.000 20.784
] St3 Standart 30,15 2.000 2,057
B St 4 Standart 34,35 200 193
_I St5 Standart 36,07 20 17

Kullanilan yontemlere, hastalarin CD4+ sayilarina, tedaviye alip almamasina,

hastalarin tan1 alma zamanina gore sirasiyla istatistiksel olarak degerlendirildi ve

anlamli fark bulunmadi (X*=1, p=0,60; X*=1,47, p=0,68; X°=0,23, p=0,88; X*=0,54,

$=0,90) (Tablo 4-4/7).

Pozitif bulunan 6rnegin sahibi olan hasta, digkisi gevsek, iic yil dnce HIV-1

tanis1 almis ve HIV tedavisine baslanmis, ek hastalik olarak sifilizi olan, HIV-RNA

diizeyi <20 olan, CD4+ sayis1 669 olan 61 yasinda bir erkekti.

Tablo 4-4: Cryptosporidium varhginin ii¢ yonteme gore dagilhimi

Mikroskopi 0 91 91
ELISA 1 90 91
PZR 1 90 91

(X?=1, p=0,60)



Tablo 4-5 : Cryptosporidium varh@imin CD4+ sayilarina gore dagilim

Pozitif 0 0 0 1
Negatif 9 24 21 36
Toplam 9 24 21 37

(X?=1,47, p=0,68)

Tablo 4-6 : Cryptosporidium varhgimin HIV tedavisi bakimindan degerlendirilmesi

80

10

90

Toplam

81

10

(X?=0,23, p=0,88)

Tablo 4-7 : HIV-1 ile enfekte olgularda Cryptosporidium varhgmin tam alma siirelerine
gore dagilimi

+ 1 0 0
_ 58 21 10
Toplam 59 21 10

(X?=0,54, p=0,90)
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5. TARTISMA

Cryptosporidium bagisiklik sistemi normal bireylerde kendiliginden gegen orta
siddette gastroenterit ve ishale sebep olurken bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde,
ozellikle son yillarda ciddi seyreden ve uzun siireli enfeksiyonlara neden olmasi ve hatta

Sliimlere yol agmasi nedeni ile dnem kazanmistir*”.

Bagisiklik sistemi baskilanmis 06zellikle de HIV ile enfekte hastalarda
kriptosporidiyaz insidanst ve epidemiyolojisi hakkinda pek ¢ok arastirma yapilmistir.
Bu arastirmalarin sonuglar1 birbirinden ¢ok biiyiik farkliliklar gosterebilmektedir. Bu
durumun sebebi cografik yerlesime, laboratuvar yontemlerinin duyarliligina, secilen
¢alisma grubundaki farkhiliklara ve sayiya, hastaligin safhasina bagl olabilmektedir™”.

HIV/AIDS hastalarinda izlem, hayati 6nem tasimaktadir'®’.

Yurdumuzda Ulgay ve ark. 10 giinden uzun siireli ishali olan 36 bagisiklik
yetmezlikli hasta ile yaptiklar1 ¢calismada modifiye aside direngli (MAF), direkt floresan
antikor (DFA) ve PZR ile Cryptosporidium arastirmiglardir. Calisma sonunda sadece bir
hastada MAF ve DFA ile pozitiflik saptanirken, PZR ile hicbir pozitiflik
saptanamamustir' . Karadag ve ark.’nm 62 diyaliz hastasinda yaptiklari ¢alismalarinda
ise Cryptosporidium pozitifligi ELISA ile %2,1 oraminda bulunmustur'”. Aydin’da
hemodiyaliz tedavisi goren 47 kronik bobrek yetmezlikli hasta ve 36 saglikli bireyin
dahil edildigi bir calismada, kronik bobrek yetmezligi olan hastalarin %6,4’iinde,
saglikli grubun ise %2,1’inde Cryptosporidium tespit edildigi bildirilmistir''’. Ishali
olan solid timorlii 72 hasta ve 50 bagisiklik sistemi yeterli hastanin dahil edildigi bir
calismada 72 hastanin %8,3’linde Cryptosporidium ookistlerine rastlanirken, bagisiklik
yeterli grupta Cryptosporidium ookisti saptanmamistir'''. Eren ve ark.’nin ¢alismasinda
275’1 bagisiklik sistemi baskilanmis, 178’1 pediatri hastasi, 22°si bagisiklik sistemi
normal ancak gastroenterit sikayeti olan ve 55’1 de kontrol grubu olan toplam 530
hastada diski Ornekleri incelenmistir. Inceleme sonunda MAF boyama ile %3,2
oraninda pozitiflik bulunurken, ELISA yontemi ile orneklerin %5,8’inde pozitiflik
saptanmustir' ', Kolombiya’da yapilms bir calismada bagisiklig1 baskilanmus 111 kiside
modifiye Ziehl Neelsen boyama ile Cryptosporidium pozitifligi %3,6 olarak

saptanmustir' . Sreedharan ve ark.’lari ishali olan 560 kanser hastasinda MAF
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yontemiyle Cryptosporidium insidansina bakmis ve hastalarin yedisinde (1,3%)

pozitiflik saptamuslardir''*.

HIV ile enfekte hasta gruplarina bakildiginda Cryptosporidium goriilme
oranlarinin degiskenlik gosterdigi bilinmektedir. Bu durum hastalarin izlemli olup
olmamasina, antiretroviral tedavi alip almamasina, 6zellikle hastalarin CD4+ sayilarina,
sosyoekonomik durumlarimin farkligina ve arastirmada kullanilan tani yontemlerine
gore degisebilmektedir. Yurdumuzda Okay’in yaptig1 bir ¢aligmada yaridan fazlasi 30-
40 yas grubunda bulunan 29 HIV ile enfekte hasta, Cryptosporidium agisindan ELISA
yontemi ile incelenmis; ancak, hastalarin hicbirinde Cryptosporidium  tespit
edilememistir' . Brezilya’da yapilan bir calismada HIV/AIDS pozitif hastalarda enterik
parazitler arastirilmis ve modifiye Ziehl-Neelsen yontemi ile 500 hastadan sadece ishali
olmayan bir hastada (%0,2) Cryptosporidium saptanmistir' '°. Silva ve ark., Brezilya’da
52 HIV/AIDS hastasinda safranin/metilen mavisi, modifiye trikrom boyama ve ELISA
yontemlerini kullanarak Cryptosporidium varligini arastirmigtir. Boyama yontemi ile ii¢
hastada (%35,8), ELISA yontemi ile dort (%7,7) hastada pozitiflik tespit edilmistir.
Hastalarin iigiinde her iki yontemle de pozitiflik saptanmustir''’. Bizim galismamizda ise
boyama yontemi ile pozitiflik saptanmazken, ELISA ve PZR yoOntemleri ile bir

pozitiflik saptanmustir.

Malezya’da Lim ve ark.’nin yaptig1 calismada, 66 HIV ile enfekte hastanin digk1
ornegi modifiye Ziehl-Neelsen metodu ile incelenip, immiinfloresan boyama ile
karsilastirlmis ve sonucta Cryptosporidium siklig1 %3 olarak tespit edilmistir''*. Cin’de
302 HIV pozitif ve 303 HIV negatif bireyin dahil ediligi bir calismada MAF boyama ile
Cryptosporidium prevalanst %5,6 bulunmustur. HIV pozitif hastalarda prevalans %8,3
bulunmusken HIV negatif bireylerde bu oran %3 olarak saptanmistir''®. Tayland’da 156
akut ishalli HIV ile enfekte hastada yapilan ¢alismada digki 6rnekleri modifiye Ziehl-
Neelsen yontemi ile boyanmis ve %12,8 oraninda Cryptosporidium tespit edilmistir'*’.
Cranendonk ve ark. 121 ishalli ve 122 ishalsiz HIV pozitif hastanin dahil edildigi
caligmalarinda HIV pozitif ishalli hastalardaki pozitiflik oranmni ishalsizlere gore
anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. Cryptosporidium oranini, ishalli HIV pozitif
hastalarda %11 (13 hasta), ishalsi olmayan hastalarda ise %3 (ii¢ hasta) olarak
saptamuslardir'®'. Bizim ¢alismanizda ise Cryptosporidium, gevsek formda diskisi olan

hastada saptanmustir.
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Hindistan’da Jayalakshmi ve ark. 89 HIV/AIDS hastasinin digki 6rnekleri ile
yaptiklar1 calismada ELISA ile Cryptosporidium antijen prevelansini %12,4 (11/89)
olarak bulmuslardir'”. Hindistan’da direkt mikroskopi, modifiye safranin boyama,
Kinyoun asit-fast ve ELISA ile antijen arama yOntemlerinin kullanilarak
Cryptosporidium pozitifliginin arastirildig: baska bir ¢aligmada ise 450 HIV ile enfekte
hastada %36,22 oraninda pozitiflik saptanmistsir. Ayn1 ¢alismada HIV negatif oldugu
bilinen 200 kisilik grupta ise pozitiflik %21 olarak bulunmustur®. Yine Hindistan’da
34’1 kronik ishalli ve 79’u ishal hikayesi bulunmayan toplamda 113 HIV pozitif hasta
ile 113 HIV negatif hastada MAF boyama teknigi ile Cryptosporidium arastirilan bir
caligmada ise kronik ishalli hastalarin %20,6’sinda, ishali olmayan hastalarda %2,5
oraninda pozitiflik saptamislardir. HIV negatif hastalarda ise Cryptosporidium’a
rastlanmanustir' >, Etiyopya’da 2007 yilinda 268 HIV ile enfekte kiside formol-eter
sonrast modifiye Ziehl-Neelsen yontemi ile Cryptosporidium aranmis ve %?34,3’linde
pozitiflik saptanmistir'>*. Tuli ve ark.’nin ¢alismasinda Cryptosporidium pozitifligi,
HIV pozitif ishalli hastalarda %39,8; HIV negatif ishalli hastalarda ise %21 oraninda

1% Wumba ve ark.’min 242 HIV pozitif hastayla yaptiklari ¢alismalarinda

bulunmustur
13 (%5,4) hasta Ziehl Neelsen boyama ve ger¢ek zamanli PZR yontemiyle
Cryptosporidium agisindan pozitif saptanmustir®. Peru’da %66’simn erkek, ortalama
yasin 31 ve ortalama CD4+ sayisinin 131 hiicre/um oldugu 2490 HIV ile enfekte kisinin
230’unda (%9,2) modifiye asit fast boyama ile Cryptosporidium saptanmistir'*°. Bizim
calisgmamizda ise hasta grubumuzun %76,9’u erkek, ortalama yas yaklagik 41 ve

ortalama CD4+ T lenfosit say1s1 499 hiicre/um idi.

Literatiirde molekiiler yontemlerin kullanildig1 c¢aligmalara bakildiginda,
Cryptosporidium’larin daha ¢ok tiir ve genotip diizeyinde incelendigi ya da birden fazla
parazitin birlikte arandigir goriilmektedir. Dolayis1 ile pek cok calismada multipleks
PZR, nested PZR veya PZR-RFLP yontemleri kullanilmaktadir. Caligmamizda hem
kullanim kolayligi hem de mikroskopi ve ELISA gibi tiir tayini yapilamayan
yontemlerle karsilastirabilmek agisindan cins diizeyinde saptama yapabilecegimiz bir

gercek zamanli PZR yontemi kullanilmistir.

Hollanda’da yapilan bir calismada gastrointestinal sikayetleri olan 397 hastanin
disk1 ornekleri toplanarak mikroskopi yontemi ile iki (%0,5) ve ger¢ek zamanli PZR

yontemi ile ii¢ (%0,8) pozitiflik saptanmistir'>’. Brezilya’da yapilan bir calismada ise
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10°u HIV pozitif ve 38’1 ¢ocuklardan olusan 48 kisilik bir Cryptosporidium pozitif hasta
grubunda Tagman 18S rRNA ger¢ek zamanli PZR yontemiyle 37 C. hominis ve bes C.
parvum saptanmistir. Bunlardan HIV ile enfekte hastalarda dokuz C. hominis ve bir C.
parvum tespit edilmistir' >, Beauty ve ark. Giiney Afrika’da 35 ishalli HIV pozitif, 125
ishalli HIV negatif hasta ve 20 saglikli birey ile yaptiklar1 ¢alismalarinda Ziehl Neelsen
(ZN) boyama, sandvic ELISA (sad-ELISA) ve direkt PZR yontemleri ile
Cryptosporidium aramis ve HIV pozitif ishalli hasta grubunda ZN boyama ile 13
(%37,1), ELISA ile 26 (%74.3) ve direkt PZR ile 23 (%65,7) pozitiflik saptamislardir.
HIV negatif ishalli grupta ise sirasiyla 34 (%27,2), 96 (%76,8) ve 89 (%71,2) pozitiflik
saptanmigtir. HIV pozitif ve HIV negatif hastalarda testlerin duyarhliklar ile
ozgilliikleri sirastyla ZN’de %46,2, %32,3, sad-ELISA’da %92,3, %96,9, PZR’de ise
%75, %96,9 olarak saptanmustir'”. Calismamizda 91 érnekte modifiye ZN boyama ile
pozitiflik saptanmazken, sandvi¢ ELISA (sad-ELISA) ve COWP gen bolgesi hedef
alinarak yapilan gergek zamanli PZR yontemleriyle Cryptosporidium pozitifligi
strastyla bir (%]1,1), bir (%1,1) olarak saptanmistir.

Hollanda’da yapilan bir c¢alismada 542 yolcunun tropikal kusaga seyahati
sonrasinda dordiinde (%1) multipleks gercek zamanli PZR ile Cryptosporidium
saptanmistir. PZR pozitif bulunan doért 6rnekten sadece iicli (%75) mikroskopi (karbol
fuksin boyama) ile pozitif saptanabilmistir'*’. Nazeer ve ark.’nm yaptig1 bir ¢alismada
mikroskopi ve multipleks ger¢ek zamanli PZR ile Giardia intestinalis, Cryptosporidium
spp., ve Entamoeba histolytica arastirilmast sonucunda 396 ishalli hastanin mikroskopi
ile %1’inde, gercek zamanli PZR ile %3 linde Cryptosporidium saptanmistir. Caligmada
mikroskopinin ¢ok sayida yanlis pozitif ve yanlis negatif sonu¢ verdigi saptanmistir.
Cryptosporidium i¢in duyarhilik ve Ozgiillik ise sirasiyla %33,3 ve %100 olarak
saptanmistir®'.  Avustralya’da  yapilan  bir calismada diski  Grneklerinde
Cryptosporidium spp., Dientamoeba fragilis, Entamoeba histolytica ve Giardia
intestinalis arastirllmis 472 6rnegin dokuzunda hem gercek zamanli PZR ile hem de
Multiplex Tandem ger¢ek zamanli PZR (MT RT-PZR) ile, 5’inde ise mikroskopi ile
Cryptosporidium pozitif saptanmistir. Ger¢ek zamanli PZR, MT RT-PZR ve mikroskopi
yontemlerinin duyarlilik ve 6zgilliikleri sirasiyla %100,%100; %100,%100 ve %38-56,
%97-100 olarak saptanmustir'®”. Vastert ve ark.’nin yaptiklar bir ¢alismada akut ve
kronik ishalli diskilarda Cryptosporidium parvum’un tespitinde mikroskopi (Kinyoun

boyama ile dogrulanmig Auramin boyama), Crypto-strip test, ELISA ve ger¢cek zamanl
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PZR yontemleri karsilastirilmis ve PZR, altin standart olarak kabul edildiginde testlerin
duyarliliklart sirasiyla %37, %78, %71 bulunmustur; 6zgiillikleri ise %98’in altina
133

inmemigtir . Hadfield ve ark.’nin gercek zamanli PZR ile yaptiklar1 bir ¢aligmada

Cryptosporidium cuniculus oldugu bilinen 41 izolat gercek zamanli PZR yontemiyle

incelenmis ve ger¢ek zamanli PZR ile tiim izolatlar pozitif olarak saptanmustir'>*.

Fransa’da 2006-2009 yillar1 arasinda 38 farkli laboratuvardan toplanan
Cryptosporidium pozitif 6rneklerin elde edildigi hastalarin yasi, bagisiklik durumu ve
izolatlarin genotipi degerlendirilmistir. Toplanan 364 Cryptosporidium pozitif 6rnegin
%18,2’sinin (n=74) ¢ocuk, %38,6’sinin (n=157) HIV ile enfekte ve %28’isinin (n=114)
ise immiin yeterli oldugu goriilmistiir. Calismada en yiiksek pozitiflik dort yas alti
cocuklarda (n=74, %18,2) ve 35-49 yas grubundaki bireylerde (n=125, %30,7)
goriilmiistir™®.  Venezuela’da HIV  pozitif hastalarda yapilan bir ¢alismada
Cryptosporidium pozitif oldugu bilinen 59 hasta yas gruplarina gore incelendiginde 35
yas usti grupta (%71,4), 35 yas alt1 gruba (%28,6) gore daha yiiksek oranda pozitiflik
goriildagi bildirilmistir'>. Bizim calismamizda ise pozitiflik saptadigimiz tek hasta 61

yasindaydi.

Literatiire bakildiginda Cryptosporidium’un erkeklerde kadinlardan daha yiiksek
oranda goriildiigiinii gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Tian ve ark. 302 HIV pozitif ve
303 HIV negatif bireyin dahil oldugu caligmalarinda, Cryptosporidium pozitifliginin
erkeklerde (%12,6) kadinlardan (%4,4) daha yaygin goriildiigini bildirmislerdir'".
Ribeiro ve ark.’nin yaptig1 bir calismada 75 HIV ile enfekte hastada Safranine O
metilen mavisi boyama yontemi ile Cryptosporidium aranmis ve %9,33 oraninda
pozitiflik bulunmustur. Calismada erkek ve 20-50 yas arast gruplarda bulunan
hastalarda pozitifligin yiiksek oldugu goriilmiistiir'*°. Bu arastirmalar ile uyumlu olarak

bizim c¢alismamizda da pozitif ¢cikan 6rnek erkek bir hastaya aittir.

Bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde enfeksiyona yakalanma riskinin CD4+
say1st ile iliskili oldugunu bildiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir®. Ozellikle CD4+
sayist <200 hiicre/mm’ olan bireylerde yiiksek oranda Cryptosporidium
goriilmektedir®’. Fransa’da 38 farkli laboratuvardan toplanan Cryptosporidium pozitif
ornekler ile yapilan ¢aligmada HIV pozitif hastalar arasinda CD4+ sayis1 <200
hiicre/um olanlarda pozitiflik oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmistir*. Yine benzer

olarak Tuli ve ark.’nin ¢alismasinda HIV pozitif ishalli hastalarda Cryptosporidium
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pozitiflik orani, CD4+ sayis1 <200 hiicre/ul olan grupta daha yiiksek bulunmustur'®’,
Certad ve ark. Venezuela’da 397 HIV ile enfekte hastada Cryptosporidium taramasi
sonunda %15 pozitiflik saptamiglar ve enfeksiyonun ishal, kilo kaybi ve <100

hiicre/mm’ olan CD4+ sayist ile iligkili oldugunu bildirmislerdir'*.

Etiyopya’da yapilan bir ¢caligmada ise 378 kiside (214 HIV pozitif ve 164 HIV
negatif) MAF yontemi ile bagirsak parazitleri taramasi yapilmistir. Calismada HIV
varligi, ishal varligi ve CD4+ sayisinin enfeksiyon ile baglantist aragtirilmistir. HIV
negatif hastalarda Cryptosporidium saptanamazken, HIV pozitif hastalarda prevalansin
%20,1 (43 kisi) oldugu goriilmiistiir. Cryptosporidium pozitifligi saptanan HIV pozitif
bireylerin CD4+ sayis1 dagilimlarinin su sekilde oldugu goriilmiistiir: <200 hiicre/um’de
%50,8 (31 kisi), 200-349 hiicre/um’de %12,1 (yedi kisi), 350-499 hiicre/um’de %38,7
(dort kisi), >500 hiicre/um’de %2 (bir kisi)"”’. Pam ve ark.’nin yaptiklar1 benzer bir
calisgmada CD4+ sayisi bilinen 280 HIV/AIDS’li hastanin 66 (%23,6)’sinda
Cryptosporidium pozitifligi saptanmistir. Bu 280 HIV/AIDS’li hastay1, <100 hiicre/um,
101-200 hiicre/pm, 201-300 hiicre/pm, 301-400 hiicre/um, 401-500 hiicre/um, 501-600
hiicre/um ve >600 hiicre/um olacak sekilde CD4+ sayilarina gore grupladiklarinda,
Cryptosporidium prevalansinin sirastyla %54,8, %32,7, %9,3, %23,3, %12,2, %40, %20
oldugunu bildirmiglerdir. CD4+ sayist bilinen 66 HIV/AIDS’li ve Cryptosporidium
pozitif hastadan sadece ikisi >600 hiicre/um’dir'*®. Taherkhani ve ark. ise hem HIV
hem de Cryptosporidium pozitif oldugu bilinen 20 hastanin yedisinde CD4+ sayisinin
<200 hiicre/um, altisinin 200-350 hiicre/um, altisinin 350-500 hiicre/um ve birinin de
>500 hiicre/um oldugunu saptamuslardir'®®. Calismamuzda da Cryptosporidium pozitif
saptanan hastanin CD4+ sayis1 669 hiicre/um’dir. Calisma grubunda, CD4+ sayisi
diisiikk olan ¢ok az sayida hasta (9/91) bulunmaktaydi. Bu durumun caligmamizdaki
Cryptosporidium pozitiflik oranini etkiledigini ve CD4+ sayis1 diisiik olan daha ¢ok
hasta ile yapilacak ¢aligmalarda daha yiiksek oranda Cryptosporidium saptanabilecegini

diistinmekteyiz.

Kriptosporidiyaz basta AIDS’liler olmak iizere bagisiklik sistemi baskilanmig
olgularda, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde en sik rastlanan enfeksiyonlardan biridir.
Tim diinyada 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam eden HIV/AIDS’in izlemi
zahmetli ve uzun soluklu bir yol olsa da HIV/AIDS’li hastalarda izlem, yasam siiresinin

uzatilmast ve yasam kalitesinin iyilestirilmesi a¢isindan hayati onem tagimaktadir.
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HIV/AIDS hastalarinda ishal ve kilo kaybi yakinmalar gelistiginde Cryptosporidium

gibi etkenler akla gelmelidir'*.

Amerika Birlesik Devletleri’'nde 13 yil siiren bir ¢alismada 24 yasina, izlemi
birakana veya Olene kadar izlenen 3,553 HIV/AIDS’li ¢ocuk hastalardan hayatini
kaybetmis olan 298 cocuk incelenmistir. Bu hastalarin 6liim sebeplerine bakildiginda
Cryptosporidium sebebiyle olen hastalarin sayisinda c¢alismanin ilerleyen yillarinda
belirgin bir diislis oldugu goriilmiistiir. Bunlardan Cryptosporidium nedeniyle olen
izlemli hastalarin oran1 1994-1996 yilinda %2,6 iken 1997-2000 yillar1 arasindaki oran
%1,5’dir ve 2001-2006 yillar1 arasinda ise Cryptosporidium nedeniyle 6len hicbir hasta

olmadig1 bildirilmistir'*'.

Izlemli HIV pozitif hastalarda yaptigimiz bu calisma sonunda ¢ok diisiik oranda
Cryptosporidium saptanmis olmasinin hastalarin izlemli olmasindan kaynaklandigini
diistinmekteyiz. Yaptigimiz calismada ¢ok az sayida Cryptosporidium varlig1 saptanmig
olsa da HIV pozitif hasta izleminin mortaliteyi belirgin oranda azaltacagi
diisiincesindeyiz. Sonug olarak; HIV/AIDS’li hastalarda, hasta izleminin hayat kurtarici
oldugu ve intestinal parazitlerin rutin kontroliiniin ihmal edilmemesi gerektigi
unutulmamalidir. Cryptosporidium gibi intestinal parazitlerin HIV pozitif olgularin
prognozundaki klinik 6nemin ortaya koyulmasi i¢in yeni, genis serili ¢aligmalara ihtiyag

oldugunu diisiinmekteyiz.
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I.U. Kardiyoloji A.D. (Bsk. I Okmeydani Egit.ve Ars. Hgf/I¢ Hast 1 Daniliye Kiinigi

-

Prof.Dr. Ahmet GUL Prof.Dr. Unal KYzG
I.0. i¢ Hastaliklari A. D. Sisli Etfal Egitim ve

Prof.Dr. Oguzha COBA | Prof.Dr. Ahmet O. ARAMAN (T.Katiimad)
I.U. Néroloji A. 1% I.U. Eczacilik Fakultesi Dekan:
Prof.Dr. Pinar SAIP7 Prof.Dr. Demir FiIRYAR
1.U. Onkoloji Ensfitiist Biyofizik (E w

/ L -
Prof.Dr. Rukiye Eker OMEROGLU Av. Dilek TEMiZ OZBEK (izinli)

I.U. Cocuk Sag. ve Hast. A. D. CN&“"}”;) Istanbul Universitesi

/)
Uzm.Dr. Ahmet Riza URAS/,,;;(/‘;'/ &= M. Kerim AKMAN
Haydarpasa Numune Egit. ve Ara§ﬂ‘a‘st,8i/y6kimya [IBF iktisat Bolumyi (Ozel)

Dog. Dr. H. Hanzade DOGAN (T, ok )
I.U. Cerrahpasa T F. Deontoloji
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adr Kevser Soyadi Atalik
Dog.Yeri |Istanbul Dog.Tar. 08.10.1983
Uyrugu T.C. TC Kim No |21289951388
Email kevserkaraman@yahoo.com Tel 5058191152
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora Istanbul Univ. Istanbul T1p Fak. Tibbi Mikrobiyoloji AD
Yiik.Lis. Istanbul Univ. Istanbul T1p Fak. Tibbi Mikrobiyoloji AD 2008
Lisans Istanbul Universitesi Biyoloji 2005
Lise Beyoglu Findikl1 Lisesi (Yabanct Dil Agirlikli) 2001

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. Kalite Kontrol Uzmani RTA Laboratuvarlari 2008-2010
2. Bilimsel Dergi Uzmani Nobel ilag, Nobel Medicus 2011-2015
3. -
Yabanci  |Okudugunu . . KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konugma® | Yazma Puani Puam
ingilizce |Orta Orta Orta

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puani
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri

Ozel Tlgi Alanlar1 (Hobileri): Resim






