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CRYPTOSPORIDIUM PARVUM’ UN MOLEKULER
YONTEM ILE SAPTANMASI
Yiiksek Lisans Tezi
Bahar KAVUZKOZ

OZET

Kriptosporidiyoz, Cryptosporidium genusunda yer alan apikompleksan protozoonlar
tarafindan olusturulan paraziter bir hastaliktir. Molekiiler ¢alismalarda belirlenmis en az 15
farkli tiirii insanlarda hastaliga neden olmaktadir. Insanda en sik karsilasilan tiirler
Cryptosporidium hominis ve insanlar disinda pek ¢ok memeli tiiriinii de enfekte edebilen

Cryptosporidium parvum’ dur.

Kriptosporidiyoz 06zellikle cocuklar1 etkileyen bir hastaliktir. Uzun siiren ve
malniitrisyona yol agan diyareye neden olur. Saglikli yetiskinlerde diyare kendini sinirlayan
ozelliktedir. Ancak, kazanilmig immiin yetmezligi (AIDS), solid organ veya kemik iligi
transplantasyonu ya da kemoterapi/immiin terapiye bagl immiin yetmezligi olan kisilerde

ishal kroniklesir ve agir seyreder.

Cryptosporidium spp. ayrica su kaynakli ve daha az siklikta olmak {izere gida kaynakli

salginlara neden olabilir.

Cryptosporidium tiirleri insanlarin yani sira memeli, kus, silirlingen gibi pek ¢ok
hayvan tiiriinii de enfekte etmektedir. insan enfeksiyonlarinda parazit, gastrointestinal sistem

epitel hiicrelerinin i¢inde ¢ogalir.

Tiim yasam dongiisiinii tek bir konakta tamamlayabilmesine karsin bazi tiirleri farkl

konak tiirleri arasinda yayilabilmektedir.

Cryptosporidium tiirleri, enfekte kisilerin diskisiyla kontamine olmus gida-su yoluyla
fekal-oral yolla bulasir. Protozoon, ayrica yiizme sirasinda yutulan su ve hayvanlarla temas

yoluyla da bulasabilir.

Cesme veya havuz suyunun kontaminasyonu ile su kaynakli salginlar bildirilmistir.

Cryptosporidium tiirleri klorlamaya ve ¢evre kosullarina dayaniklidir.

Calismanin amaci, Cryptosporidium parvum' un laboratuvar tanisinda kullanilan

molekiiler yontemi (real-time PCR) ‘¢oktiirme ile konsantrasyon + mikroskobik inceleme' ile



karsilastirmak ve molekiiler yontemin analitik duyarliligini belirleyerek rutin kullanima

uygunlugunu degerlendirmektir.

Ocak 2021-Eyliil 2021 tarihleri arasinda gesitli kliniklerden Kahramanmaras Siitgii
Imam Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’ na

rutin parazit arastirmasi i¢in gonderilen 110 diski 6rnegi calismaya dahil edildi.

Gaita ornekleri Cryptosporidium ookisti varligi agisindan Kinyoun aside direngli

boyama yontemiyle mikroskopik olarak incelenmistir.

Molekiiler inceleme Gergek zamanli PCR yontemi ile ticari test Kiti (Nzytech, kat. No:
MDO00831, Lizbon, Portekiz) kullanilarak yapilmastir.

Konsantre edilmis gaita 6rneklerinde yapilan mikroskopik incelemede 17 6rnekte

Cryptosporidium ookisti goriilmiistiir.

Mikroskobik incelemede ookist saptanan drneklerden ikisinde molekiiler yontemle test
sonucu pozitif alindi. Ayrica mikroskobik incelemede negatif bulunan 3 6rnekte de pozitif

sonug elde edilmistir.

PCR referans alinarak yapilan istatistiksel analizde, mikroskopinin duyarliligi %40;

ozgilligi %85,7 hesaplanmistir.

Mikroskopik inceleme kriptosporidyoz tanisinda ucuz ve kolay uygulanabilen bir

yontem olmasina ragmen duyarliligi ve 6zgiilliigii diisiik bir testtir.

Bu nedenle kriptosporidyoz tanisinda mikroskopi yerine ozgilligii ve duyarlilig

yiiksek PCR gibi diger testlerin kullanilmasinin faydali olacag diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler : Cryptosporidium parvum, Kriptosporidiyoz, Mikroskopi, PCR
Sayfa Sayisi . 47
Danisman : Prof. Dr. Kezban Tiilay YALCIKAYA



DETECTION OF CRYPTOSPORIDIUM PARVUM
BY MOLECULAR METHOD

Master Thesis
Bahar KAVUZKOZ

ABSTRACT

Cryptosporidiosis is a parasitic disease caused by apicomplexan protozoones in the genus
Cryptosporidium. At least 15 different species identified in molecular studies cause disease in
humans. The most common species in humans are Cryptosporidium hominis and

Cryptosporidium parvum, which can infect many mammalian species besides humans.

Cryptosporidiosis is a disease that especially affects children. It causes chronic
diarrhea and malnutrition. Diarrhea is self-limiting in healthy adults. However, diarrhea
becomes chronic and severe in people with immunodeficiency due to AIDS, solid organ or

bone marrow transplantation, and chemotherapy/immunotherapy.

Cryptosporidium species can also cause waterborne and less frequently, foodborne

outbreaks.

Cryptosporidium spp. infect many animal species such as mammals, birds and reptiles
as well as humans. The parasite multiplies inside the epithelial cells of the gastrointestinal
tract in human infections. Although it can complete its entire life cycle in a single host, some

species can spread between different host species.

Cryptosporidium species are transmitted by fecal-oral route through contaminated
food-water from the feces of infected people. The protozoan can also be transmitted through
contact with animals or swallowed water during swimming. Waterborne outbreaks have been
reported with contamination of tap or pool water. Cryptosporidium spp. are resistant to

chlorination and environmental conditions.

The aim of the study is to compare the “concentration by precipitation + microscopic
examination” used in laboratory diagnosis of Cryptosporidium parvum infection with the new
and more sensitive-specific molecular method (real-time PCR) and to evaluate the analiytical

sensitivity and suitability of the molecular method for routine use.



110 stool samples sent from the clinics to Kahramanmaras Siit¢ii Imam University
Health Practice and Research Hospital Microbiology Laboratory between January 2021 and
September 2021 for routine parasite investigation were included in the study.

Submitted stool samples were microscopically examined for the presence of
Cryptosporidium oocyst using the Kinyoun acid-fast staining method. A commercial test Kit
(Nzytech, cat. No: MD00831, Lisbon, Portugal) was used for real-time PCR.

In the microscopic examination of concentrated stool samples, Cryptosporidium
oocysts were observed in 17 samples. Two of the 17 samples with oocysts were also positive
with real-time PCR. In addition, three samples without oocysts were positive by PCR. In
PCR-referenced statistical analysis, the sensitivity of microscopy was 40% and the specificity
was 85.7%.

Although microscopy is an inexpensive and easily applicable method in the diagnosis
of cryptosporidiosis, it has low-sensitivity and low-specificity. For this reason, it is thought
that it would be beneficial to use other tests with high specificity and sensitivity, such as PCR,
instead of microscopy in the diagnosis of cryptosporidiosis.

Key words : Cryptosporidiosis, Cryptosporidium parvum, Microscopy, PCR
Page Number : 47
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1. GIRIS VE AMAC

Kriptosprodiyoz; sitoplazma disi, apikomleks, hiicre igi Okaryotik protozoonlar olan
kriptosporidyum tiirlerinin neden oldugu bir enfeksiyon hastaligidir. Parazit insanlar da dahil
genis yelpazede omurgali konak¢ida gastrointestinal sistemin mikrovillus epitelini enfekte
ederek doku erozyonuna ve sonug¢ olarak ishale neden olur (1,2). Sporadik enfeksiyon ve
salginlara neden olan parazitin AIDS salgininin baslamasiyla birlikte immiin yetmezligi olan

kisilerde yasami tehdit edecek ciddiyette hastaliga yol agabildigi gozlenmistir (3).

Cryptosporidium tiirleri ile enfekte bir hayvanin 1 gram digkisinda milyonlarca ookist
bulunabilmekte ve bu ookist sagilimi enfeksiyon yayilim hizini artirmaktadir (4-6).
Ookistlerin yiliksek oranda karbonhidrat igeren kalin bir duvara sahip olmasi cevresel
etmenlere karsi direngli olmasini saglar ve enfeksiyon yayilim hizinin artmasina neden olur.
Direngli ve kalin duvar yapisi1 normal ¢evre sartlarinda uzun siire canli kalabilmesini saglar,
yalnizca 65°C’nin lizerinde ve -18°C’nin alt1 gibi u¢ cevre sartlarinda bu direngli yapist
bozulmaktadir (7, 8). Parazitin ookistleri klora kars1 da direnglidir, dolayisiyla igme suyu
kaynakli bulasma vakalar1 da goriilebilmektedir (9-10). Parazit ookistlerinin kiigiik boyutlari
nedeniyle uygun filtrasyon kullanilmadigi takdirde parazitin elimine edilemeyecegi

belirtilmektedir (11).

C. parvum su kaynakli enfeksiyonlara neden olur, genis konak¢r agina sahiptir.
Ookistler dezenfektanlara dayaniklidir. Dogrudan fekal-oral yolla (insandan-insana,
hayvandan-insana) bulasabilir. Enfeksiyon dozu 10-100 ookistdir. Immiin sistem yetersizligi
olan hastalarda daha diisiik sayida ookistin enfektif oldugunu tespit edilmistir. Insanlar
Cryptosporidium parazitinin ookistlerini sindirim yoluyla aldiklar1 zaman enfekte olur. Parazit
gerekli elementlerini konakgi hiicreden alir ve ara konakgist yoktur. Biitiin gelisme

asamalarini tek bir konaker1 icerisinde gegirir (12).

Immiinitesi normal kisilerde Cryptosporidium enfeksiyonu ¢ogunlukla kendiliginden
iyilesir ve ortalama iki haftada ishal sonlanir, nadiren siv1 destegine gerek duyulur. Beslenme
yetersizligi olan ¢ocuklarda nitazoksanid ile tedavi hastalik siiresi ile mortalite oranin1 6nemli
Olgiide azaltmaktadir. Yapilan caligmalarda yetiskinlerde de nitazoksanid tedavisi etkin
bulunmustur. Ancak, AIDS’e bagli kriptosporidiyoz gelisen kisilerde yapilan ¢alismalarda

antiparaziter ilaglarin sadece kismen etkili bulunmasi hayal kiriklig1 yaratmistir. Hicbir



antiparazitik ilacin, bagisikligi baskilanmis hastalarda kriptosprodiyozu giivenilir bir sekilde

iyilestirdigi kanitlanamamustir (13-15).

Kriptosporidiyoza ézgii klinik belirti bulunmamaktadir. Ozellikle kiigiik cocuklarda ve
¢ giinden fazla siiren akut gastroenterit olgularinda Cryptosporidium akla gelmelidir.
Ookistlerin ¢ok kiigiik olmasi ve maya ile karistirilabilmesi nedeniyle rutin parazitolojik
inceleme ile parazitin tanimlanmasi son derece giigtiir ve parazite spesifik tan1 yontemlerinin
uygulanmasi gerekmektedir. Aside direngli boyama ile yapilan mikroskopik incelemede
ookist yapilarina gore tiir ayirimi miimkiin degildir. Tiir ayirimi i¢in molekiiler yontemlere
gereksinim duyulmaktadir. Gaita incelemesinde altin standart yontem ookist duvar
antijenlerine kars1t monoklonal antikorlarin kullanildigi immiinfloresan yontemidir. Y&ntemin
dezavantaji c¢ok sayida Ornekle calismaya uygun olmamasi, deneyimli teknisyen ve
immiinfloresan mikroskop gerektirmesidir. ELISA ile antijen aranmasi daha fazla sayida
ornegin test edilmesine imkan vermektedir. ELISA nin duyarlilik ve 6zgiilliigii ticari kite gore
degiskenlik gostermektedir. Yapilan bir calismaya gére ELISA ve immiin floresan yonteminin
duyarliligit %90’1n iizerinde bulunurken modifiye Ziehl-Neelsen boyama ile incelemenin
duyarliligt %75 bulunmustur. Son yillarda farkli kriptosporidyum tiirleri ile birlikte diger
patojenleri de saptayan PCR tabanli testler gelistirilmistir. Pahali olmalarmma karsin

duyarliliklar yiiksek olan bu testler heniiz yaygin kullanimda degildir (15,17).

Calismada farkli yas grubundaki hastalardan hastanemiz laboratuvarina rutin parazit
incelenmesi icin gonderilen gaita Orneklerinde, yogunlastirma isleminden sonra Kinyoun
aside direngli boyama ile mikroskopi ve molekiiler yontem (gergek zamanli PCR) kullanarak
Cryptosporidium parvum ookist varliginin saptanmasi ve iki yontemin karsilagtiritlmasi ile

molekiiler yontemin analitik duyarliliginin belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

Ernest Edward Tyzzer tarafindan ilk tanimlanan kriptosporidyum tiirti Cryptosporidium muris
1907 yilinda fare mide bezlerinde saptanmistir (18,19). C. parvum ise 1912 yilinda yine
Ernest Edward Tyzzer tarafindan fare ileum mukozasinda C. muris’den daha kiiciik olan
ookistleriyle ayirt edilerek tanimlanmis ve ookistlerin atiliminin digki yoluyla oldugu ortaya

konmustur (20).

Insanlarda en ¢ok enfeksiyona neden olan iki tiir, C. hominis ile C. parvum dur (15).
C. hominis sadece insanlarda enfeksiyona neden olurken C. parvum biiyiik 6l¢iide zoonotik

vakalardan sorumludur (21,22).

Cryptosporidium tiirleri baslangigta konaga gore adlandirilmistir. 20. Yiizyilin sonuna
dek insan izolatlarinin sadece tek bir tiir; C. parvum oldugu diisliniilmekte idi. Daha sonra
yapilan molekiiler ¢alismalarla C. parvum ‘un c¢ok sayida genotip icerdigi anlasilmustir.
Gilinlimiizde konak 6zgiilliigli, morfoloji ve molekiiler ¢caligmalarla tanimlanmis 35°ten fazla
Cryptosporidium tiirii tanimlanmistir. Ayrica C. parvum’ un Ilc subtipi diger C. parvum
izolatlarindan daha ¢ok C. hominis’le genetik benzerlik gostermektedir. Molekiiler biyoloji
caligmalar1  insanlarin  Cryptosporidium  meleagridis, Cryptosporidium  cuniculus,
Cryptosporidium  ubiquitum,  Cryptosporidium  viatorum, Cryptosporidium  canis,
Cryptosporidium felis, Cryptosporidium muris ve digerleriyle de enfekte olabilecegini

gostermistir (22,23).

Kriptosporidiyoz elektrolit ve asirt sivi azalmasina ve devaminda negatif enerji

dengesi, metabolik asidoz, 6liimlere neden olabilmektedir (22).



Tablo 1. Cryptosporidium tiirleri, arastirici-tarih ve yerlestigi konaklar (24)

TUR

ARASTIRMACI-TARIH

KONAK

Cryptosporidium muris

Tyzzer (1907-1910)

Kemirgen

Cryptosporidium parvum

Tyzzer 1907 ilk tanimlama
Upton ve Current (1985 yeniden
tanimlama

Gevis getirenler

Cryptosporidium meleagridis

Slavin (1955)

Kuslar ve Insanlar

Cryptosporidium wrari Wetterling ve ark. (1971) Kobay
Cryptosporidium felis Iseki (1979) Kedi
Cryptosporidium serpentis Levine (1980) Yilan ve Kertenkele

Inmac ve Takeuchi 1979 ilk
tanimlama

Cryptosporidium cuniculus Robinson ve ark. 2010 yeniden Tavsan
tanimlama
Cryptosporidium baileyi Current ve ark. (1986) Kuslar
Cryptosporidium varanii Pavlasek ve ark. (1995) Kertenkele
Cryptosporidium andersoni Lindsay ve ark. (2000) Sigir
Cryptosporidium canis Fayer ve ark. (2001) Kopek
- : Alvarez-Pellitero ve Sitja-
Cryptosporidium molnari Bobadilla (2002) ] Balik
Cryptosporidium hominis Morgan-Ryan ve ark. (2002) Insan
Pavlasek 1999 ilk tanimlama
Cryptosporidium galli Ryan ve ark. Yeniden tanimlama | Kuslar
(2003)
Cryptosporidium suis Ryan ve ark. (2004) Domuz
Cryptosporidium bovis Fayer ve ark. (2005) Sigir
Cryptosporidium fayeri Ryan ve ark. (2008) Keseliler
Cryptosporidium fragile Jirku ve ark. (2008) Karakurbagasi
Cryptosporidium Power ve Ryan. (2008) Keseliler
macropodum
Cryptosporidium ryanae Fayer ve ark. (2008) Sigir
Cryptosporidium xiaoi Fayer ve ark. (2010) Koyun ve Kegi

Cryptosporidium ubiquitum

Fayer ve ark. (2010)

Primat, Kemirgen,
Gevis getirenler

Cryptosporidium tyzzeri Ren ve ark. (2012) Kemirgen
Cryptosporidium viatorum Elwin ve ark. (2012) Insan
Cryptosporidium scrofarum Kvac ve ark. (2013) Domuz
Cryptosporidium erinaceli Kvac ve ark. (2014) Kirpi ve At




Tablo 2. Cryptosporidium cinsinin taksonomideki yeri (25,26)

Simiflandirma Isim Biyolojik Ozellikleri

Alem Animalia alemi i¢inde Okaryotik tek hiicreli
Prostista alt alemi

Sube Apicomplexa Apikompleks yapilart olup

mikrotiibiillerden olusur, ¢ekirdegi
vezikiillerdir ve tiim tiirleri parazittir

Simif Sporozoa sinifi iginde Seksiiel ve aseksiiel iireme, ookist
Coccidia alt sinifi olusturma, hiicreye giren parazitin
kayma kontraksiyon seklinde hareketi
vardir, yasam dongiileri merogoni,
sporogoni, gametogoni seklindedir.

Takim Eucocccidia takimi iginde Merogoni evresi omurgali konakta
Eimerrina gergeklesir, Mikrogamet ve
makrogametleri farlilik gosterir. Zigot
hareketsizdir ve konoid mevcuttur.

Aile Cryptosporidiidae Konak siireci ylizey membrani altinda
gerceklesir monoksen gelisim goriiliir.
Ookistleri sporokist icermez dort
sporozoiti vardir.

Cins Cryptosporidium

2.1. C. parvum Ookistlerinin Duvar Yapisi

C. parvum ookisti ii¢ katl bir duvar yapisina sahiptir. En distaki katmani1 yogun bir elektron
yapisiyla diizensiz bir kalinliga sahip olup ortalama 10 nm’dir. Orta katman 2,5 nm
kalinliginda yarisaydam yapidadir ve mikobakteriyel lipidler ve balmumu benzeri sert yapili
kompleks lipid tabakasi yer alir. I¢ katman ise kendi iginde iki katmanli olup sirastyla 11,6 ve
25,8 nm kalinlhiginda siitlir yapidan olusur ve glikoproteinleri igerir. Dis bilayer tabakay1
cevreleyen asidik Ozellikte glikokaliks tabaka bulunmaktadir. C. parvum’un ookist duvari
ookist ¢apimnin yarisi veya iigte birini olusturmaktadir. Ookist duvari yapisi mekanik ve
kimyasal etkilere karsi direnglidir. Bol miktarda lipid bulunmasi ookist duvarinin karbol
fuksin boyama isleminde sonra asit-alkol ile dekolorizasyondan etkilenmemesini saglar.
Duvar yapisindaki orta ve uzun yag asitleri, alifatik hidrokarbonlar ve karbonhidrat bilesenleri

biyokimyasal analizlerle ortaya konmustur (27,28).

Saflagtirilan duvar % 7,5 proteinden olusur ve SDS-PAGE jel elektroforez
goriintiisiinde 5 bant icerir. Hidrofobik molekiiller igerir. Bu kimyasal yapi, duvara gegirgen
olmayan ve direncli olmasini saglayan Ozellik verir. Duvarin esnekligi ve giicii i¢

tabakasindaki glikoproteine baglidir. Ookist duvarinin sicakliga bagl olarak gegirgenliginin



degismesinin orta katmandaki mumsu hidrokarbonlara bagh oldugu diisiiniilmektedir.
Coccidia parazitlerinin ookistleri iginde sporozoitleri sarmalayan sporokistler bulunur. Bu

yapinin bulunmamasi nedeniyle parazit ‘gizli sporokistler’ anlaminda Cryptosporidium olarak
adlandirilmistir (27-29).

Glikokaliks Yuzey
(8 nm)

—= Lipid Hidrokarbon
(T4 nm)

- Protein (—13 nm)

Yapisal
Polisakkarit
(—25-40 Nnm)

Sekil 1. C. parvum ookist duvar yapisi i¢in 6nerilen model (27)

2.2. C. parvum’ un Yasam Dongiisii

Parazitin yasam dongiisii sporogoni, ookist duvar olusumu, gametogoni, fertilizasyon ve
merogoni, eksitasyon olmak tizere 6 ana evreden olusur (30). Bulas parazitin ookistleri ile
kontamine olan sularin ve gidalarin konakg¢i tarafindan agiz yolu alinmasi ile gergeklesir;
boylelikle endojen satha baglar. Mide ortamindaki asidik etki, safra tuzlar1 ve pankreatik
enzimler ile ookist duvar1 bir kutuptan ayrilmaya baslar ve 4 sporozoit serbest kalir. Oval

veya kiiresel yapida olan ookistlerin bityiikliigi > 4,5 um’dir (1).

Parazitin tek bilinen ekzojen safhasi ise enfekte konagin diskisi ile ¢evreye atilan
sporlu ookist formudur. Parazitin bu formunda yeni enfeksiyonlarin kaynagi olacak
sporozoitleri ¢evreleyerek mekanik ve kimyasal bozulmalara, gevresel sartlara Kkarsi

dayanikliligini artiran yaklasik 49 nm kalinliginda ii¢ katli bir duvar yapist mevcuttur (31).
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Sekil 2. C. parvum’ un yasam siklusu (1)

2.2.1. Eksitasyon (Kistlerin acilmasi)

Konagm sindirim yoluyla aldigi ookistlerin normal kosullarda ince bagirsakta agilmasina
“eksitasyon” denir ve sporozoitler serbest hale gecer. Kist agilimini etkileyen faktorler
arasinda ¢esitli proteolitik enzimler, pankreatik enzimler, safra tuzlari, viicut 1sis1 ve sindirim
sistemindeki degisik indirgeyici etmenler sayilabilir (32,33). Ookistlerden serbest kalan
sporozoitler hareketli ve piirtizlii dis yiizeye sahiptir. Sporozoitler konakg1 hiicrenin apikaline
yerleserek hiicreyi istila eder (34,35). Sporozoitler yapisal olarak baslangicta ince ve hilal
seklinde iken kiiresel veya oval yapiya doniisiir. Paraziti ¢evreleyen bir parazitofor vakuol
olusumuyla bir araya gelerek kiimelenir. Bu alan konak hiicre membrani ile birleserek parazit-
konak¢1 arayiizii olusturur. Sporozoitler konakg¢i hiicre sitoplazmasi ile dogrudan temas

halinde degildir, ekstrasitoplazmik yerlesimlidir ve parazitofor vakuolii i¢indedir (34,36,37).

2.2.2. Merogoni (aseksiiel cogalma)

C. parvum’un bagirsakta asil tutunma yeri ileum ve jejenumdur. Konagin bagirsak epitel

hiicreleri igine giren sporozoitler, mikrovilliislerde trofozoit (tek niikleuslu merontlar)



formuna doniisiir. Bununla beraber sporozoitler sindirim kanalina ek olarak safra kanallari,
pankreatik kanal ve solunum sistemini de tutabilmektedir. Sporozoitler 4,9x1,2 um ebadinda
olup ¢ekirdekleri 1/3 arka kismindadir, duvari ise yaklasik 49 nm kalinliginda, renksiz ve diiz
yapidadir (38-41). Trofozoitler ise 2-2,5 um capinda, yuvarlak veya oval yapiya sahiptir. Tam
gelismemis olan apikal kompleks, trofozoitler olgunlasinca kaybolur ve ribozomal
endoplazmik retikulum meydana gelir. Trofozoit form konak hiicre igerisinde eseysiz olarak
sizogoni ile ¢ogalarak 6-8 merozoit olusur. Merozoitleri tasiyan hiicreye meront I (sizont)
denir. Meront I’lerin parcalanmasi ile serbest kalan merozoitler diger hiicrelere girerek yeni
bir sizogoniyi baslatirlar ve meront I veya meront II’ye farklilagirlar. Meront II igerisinde
sizogoni sonrast 4 merozoit olusur. Meront II’lerden olusan merozoitler yeni hiicreleri enfekte

eder ve gametogoninin olugmasinda rol oynar (42,43).

2.2.3. Gametogoni

Meront II icinde olusan 4 merozoit hiicre parcalaninca serbest kalir yeni bir dongi
olusturmazlar ancak bu merozoitler konakta yeni hiicrelere girerek mikro veya makro
gametositlere, devaminda ise makro ve mikrogametlere dontsiirler (42,44,45). Her bir
mikrogametosit 16 tane mikrogamet ve her bir makrogametosit hiicreden yalnizca bir

makrogamet meydana gelir (46-48).

2.2.4. Fertilizasyon

Konak iginde bagirsak liimeninde serbest bulunan ince yapili kamgisiz ve 0,4- 0,5 um
biiyiikliigiinde mikrogametlerden birisinin, 4-6 um biiyiikliigiindeki makrogameti dollemesi
ile zigot olusur (48,49). Dollenme sonucu olusan zigot, dort sporozoiti olan kalin ve ince

duvarl ookist olusumu igin iki aseksiiel sporogoni dongiisii sonunda iiretilir (50).

2.2.5. Ookist duvar olusumu

Dollenme igin konakgi hiicre zarma baglanan mikrogamet, makrogametositin sitoplazmasi
icindeki ¢ekirdegine girer veya niikleer igerigini membranindan gegirir. Mikrogametlerin
makrogametositleri nasil tespit ettigi tiimiiyle acgiklanamamistir. Varsayima gore yalnizca
déllenmis makrogametositleri ookist yapiya dontismektedir. Zigotun etrafi {i¢ farkli tabakanin

birlesmesinden olusan ookist duvariyla ¢evrili haldedir (1, 40).



2.2.6. Sporogoni

Enfektif sporozoitler konak hiicrede olgunlasan ookistler i¢inde sporlanma sonucu olusur.
Eseyli tireme sonucunda parazitte iki farkli tipte ookist olusur ve yaklasik %80’1 kalin duvarls,
%20’si ise ince duvarhidir. Duvar yapisi ince olan ookistler iginde 4 sporozoit bulunur.
Ookistler bagirsak boslugunda agilirlar ve sporozoitler serbest kalir. Serbest kalan sporozoitler
yeni epitel hiicresi igine girer ve konakta enfeksiyonun devamindan sorumludur. Bu bulas
sekline “oto enfeksiyon” denir (51-53). Kalin yapidaki 2. tip ookistler ise sporlanarak konak
digkisti ile digartya atilir ve konaklar aras1 bulagsmada rol oynar (38,54,55).

Ookistler, kontamine yiyecek iceceklerle, fekal-oral yolla agizdan, yakin temasla veya
nadiren aerosol ile alinirlar. Yani bulasma ara konak¢1 olmadan gergeklesmektedir. Ookistler

iklim ve gevre sartlarina uzun siire dayanikli yapiya sahiptir (51,52,56,57).
2.3. Patogenez

Cryptosporidium enfeksiyonlarinin patogenezi konak hiicrenin epitel hiicre mikrovilluslarina
yapisarak bagirsak mukoza yapisini tahrip etmesiyle baslamaktadir (58). Parazitin sebep
oldugu patofizyolojik degisimler, gelisim evrelerine gore agiklanmaktadir. Bagirsagin
fonksiyonel bozuklugu sonucu mukoza yiizey alani azalir ve ¢ok sayida mikrovillus kaybina
yol acar bu durum mikrovillus atrofisi ile sonuglanir. Boylelikle 6nemli sindirim enzimleri
kaybiyla protein ve sekerlerin pargalanmasi yetersiz kalarak malabsorbsiyon olusur (59).
Bagirsak limenindeki oligosakkaritler ve aktif disakkarit suyu baglayarak ozmotik ishal
gelismesine neden olur (60). Immiin sistemi baskilanmamis konaklarda parazit siklikla
ileumda ve terminal jejenumda yerleserek enfeksiyona neden olurken immiin sistemi
baskilanmis konaklarda ise mide, kolon, bilier kanal, duodenum, solunum sistemi ve
pankreatik kanala yerleserek enfeksiyona sebep olabilecegi agiklanmistir (61,62). Parazit-
konakg¢1 etkilesimi parazit ligandi, konagin reseptorii, parazitofor vakuol olusumu ve invazyon
ile gergeklesir. Cryptosporidium parvum ‘un iiremesi ve gelisimini tamamlamasi i¢in konakg1
enflamatuvar yanitini azalttigini, epitel hiicrelerin apoptozunu engelledigi ve bu durumun

patogenezde pay1 oldugu diistiniilmektedir (63,64).
2.4. Klinik

Kriptosporidiyozda enfektif ookist dozunun insanlarda oldukga az sayida oldugu, bazi tiirlerde

10’dan daha az ookistin yeterli oldugu bildirilmistir (15,65). Ookist atilim1 yogunluguna bagl



olarak konak¢ida meydana gelen semptomlarin siddeti ve siiresi degismektedir (66).
Semptomlarin siddetini etkileyen etkenlerden biri enfeksiyonun yerlesim yeridir. Ince
bagirsagin iist bolgesine tutunmasi ile daha siddetli ve sulu ishal goriiliir. Kalin bagirsak ve
distal ileuma lokalize ise hafif seyirli ishal olabilir ya da klinik belirti vermez (67).
Konak¢min immiin yanit1 hastaligin siddetini etkileyen en énemli etkendir. Immiin sistemi
baskilanmamis konakeilarda c¢ogunlukla asemptomatik olarak seyreder. Semptomatik
enfeksiyonda 7-10 giin siireyle mukus igeren sulu ishal, nadiren 16kositli ve kanli diski
goriilmektedir. Hastalarin %90’indan fazlasinda kulugka periyodundan sonra iki hafta mide
bulantisi, kusma, krampa benzer abdominal agri ve akut ishal; %36’sinda bu belirtilere ek
olarak ates gibi semptomlar da goriiliir. Devaminda tam iyilesme ile sonuglanabilir (68).
AIDS tablosu gelisen HIV pozitif hastalarda CD4+ T lenfosit seviyesinin asir1 diismesine
bagl ishale eslik eden solunum sistemi veya diger sistemlerde farkli klinik tablolar gelisir,
oliimle sonuclanabilir (69). Ozellikle kusma goriilen hastalarda tablonun altta yatan sebebi

hepatobilier sistem ve mide enfeksiyonlaridir (70,71).
2.5. Epidemiyoloji-Bulagsma

Diinya genelinde yaygin olan su kaynakli kriptosporidyoz salginlarinda en sik karsilasilan
etken C. parvum’dur. C. parvum kaynakli enfeksiyon nedeniyle her yil yaklagik 3,4 milyon
insan yasamin1 kaybetmektedir (72). Parazit ishal etkeni olarak rotaviriis enfeksiyonlarindan

sonra ¢ocuklarda ikinci sirada olup ishal kaynakli 6liimlerin %10,5’inden sorumludur (73).

Insanlarda Cryptosporidium parvum enfeksiyonu icin risk faktorleri; yetersiz
beslenme, epidemik alanlara seyahat, enfekte kisilerle yakin temas, immiin sistemin
baskilandigi durumlar, 0-4 yas arasit ve 60 yas {stii olma, besi-evcil hayvanlar ve ozellikle
buzag: diskisi ile temas, bozuk kanalizasyon ve uygun sekilde aritilmamis igme sulari olarak
bilinmektedir (46,74,75).

ABD’de i¢me suyu kaynakli 400.000 kisi C. parvum ile enfekte olmustur. Bu parazitin
su kaynakli epidemi sebepleri arasinda; igme suyu filtrelerinden gegebilmesi, prevalansinin
yiiksek olmasi, klora direngli olmasi ve ¢ok diisiik sayida ookistin enfeksiyon yapabilmesi
gosterilmektedir. Gilinlimiizde kullanilan su artima yontemleri bu nedenlerle yetersiz

kalmaktadir ve ylizme havuzu ve igme suyu kaynakli kriptosporidiyoz salginlar bildirilmistir
(22,53).

10



CIG ETLE KONTAMINA SYON
GG STRZE VE MEYWELER

ICtyptosporidium parvum

GIoA IsLEvicihuesd

t
HASTANE wuwu\ Al.t KRE S / \

ENFEKSIYONLARI O BAAS TR AR

= W e
_%ﬁ\%&‘t h‘%'(

e 2 |
/[T‘fm \r I TUK ZvARE TUERS =2 ef at

Z A\

CF TLIK MAYVANLARY

PiS ATIK SULAR ‘b ﬁ 'h % 'fib‘

i i 8
. S~ 14

“" G YERALTIVE L BCNGRS CEVRE VE NEHIRLERIN
. YUZEY SULARI - uouuﬂusvouu

Sekil 3. C. Parvum’ un bulagma yollar1 ve epidemiyolojisinde rol alan faktorler (76)

Bulas enfekte insan ve hayvanlarin diskisiyla atilan ve g¢evreye yayilan direngli
ookistler ile gerceklesir. Diskida ookistlerin tespiti ile saptanan enfeksiyon prevalansinin,
ABD ve Avrupa’da %1-3, gelismekte olan iilkelerde ise %5-10 arasinda oldugu bildirilmistir.
Tiirkiye’de ise yapilan ¢alismalarla insanlarda kriptosporidiyoz insidansinin %0-35,5 arasinda

degistigi ve olgularin bahar aylarinda yiikselerek, Eylil-EKim aylarinda pik yaptigi
bildirilmistir (77).

Nemli hava ve sicaklikla birlikte ookist yogunlugundaki artisa bagli Cryptosporidium
enfeksiyonlarinda artis goriilmektedir. Bilim adamlar1 kriptosporidiyozun 6zellikle nemli ve
ilik mevsimlerin hastaligi oldugunu bildirmistir. Bol yagis parazitin igme sularina ve gidalara

bulasma riskini artirmaktadir (78-80).
2.6. Tedavi-Koruma

C. parvum ile enfekte konaklarda bir¢ok ila¢ tedavisi uygulanmasina ragmen tam bir
parazitolojik iyilesme saglanamamistir. Kriptosporidiyoz olgularinda uygulanan tedavi

enfeksiyonu kalic1 olarak tedavi etmede yetersizdir. Sadece bazi ilaglar ookist atilimini
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azaltabilmistir. Bu nedenle Oncelikle hijyenik kosullarin iyilestirilmesi ile bulasin

engellenmesi O6nerilmektedir (80,81).

Kriptosporidiyozun insan vakalarinda tedavi i¢in Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA) onayli tek ilag nitazoksaniddir (82,83). 1980’lerde yapisal olarak metronidazole
benzeyen tiyazol halkasinin benzamidin ile birlestirilmesiyle sentezlenmistir. Calismalar
sonucunda nitazoksanidin genis spektrumlu antihelmintik, antiviral ve antiprotozoer giiglii
etkisi oldugu bildirilmistir. Misir’in Delta bdlgesinde yapilan plasebo kontrollii calismada
immiin sistemi baskilanmamis 12 yas Ustii hastalarda Cryptosporidium tiirlerinin enterit ve

ishal tedavisinde {i¢ glinliik nitazoksanid kullanimi etkili oldugu gésterilmistir (84).

Icme sularinin rutin olarak klorlanmas1 bu parazitten kaynakli enfeksiyonlarin
onlemek i¢in yeterli degildir. % 5,25 sodyum hipoklorit igeren ¢amasir suyunda 30 dakikada
oliirler ancak bes kat seyreltmis ¢amasir suyunda 12 dakikaya dek canliligini korumaktadir

(38).

Klorlama ookistler iizerine sinirl etki gosterdiginden sularin arindirilmasinda klorlama
ile birlikte flokiilasyon ve filtrasyon da uygulanmalidir. Filtre porlari ookist ¢apindan daha dar
(£ 1 pm) olmalidir. Ultraviyole 1s51n ve ozon dezenfeksiyonda etkilidir ancak nadiren
kullanilmaktadir. Ookistler suyun kaynama sicakligina getirilmesi ile de enfektivitilerini

yitirmektedir (22).

C. parvum ookistleri 64,2°C’de 2 dakika iginde canliligini yitirir. 4°C’de aylarca,
25°C’de 2 hafta, 35°C’de 1 hafta canh kalabilir. 0°C’nin altindaki soguk protozoonu
etkilemez, ancak hizla donduruldugunda enfektivitesi 6nemli 6lglide diiser. Atik sularda pH 7-
10 arasinda canli kaldig1 gosterilmistir (85). Cevre kosullarina dayanikli olmasi nedeniyle
ylizme havuzlari, eglence amacgh su tesisleri enfeksiyona kaynak olabilir. Herhangi bir
kontaminasyon olusmasi durumunda havuzun gecici siire kapatilmasi gibi acil 6nlemler

alimmalidir (22).
2.7. Tam

Klinik laboratuvarlarda enfeksiyonun tanist i¢in digkida mikroskopik inceleme ile ookist
aranmasi en temel yontemdir (33). Ancak mukozal biyopsi taramalari, bronkoalveolar lavaj,
endoskopli, ince bagirsak aspirati, endoskopik pankreas kanallar1 grafisi ookistlerin saptanmasi
amaciyla kullanilmaktadir (33,86).
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C. parvum enfeksiyonun tespitinde kullanilan temel yontemler;
1. Direkt Mikroskopik yontemler

o Flotasyon teknigi
o Sedimentasyon teknigi

o Boyama teknigi
2. Immunolojik ve serolojik yontemler

o Antikor teknigi

o Antijen teknigi
3. Akim Sitometrisi
4. Histopatolojik incelemeler

5. Molekiiler Yontemler

2.7.1. Mikroskopik yvontemler

Diskinin makroskobik bakist enfeksiyon siiphesi uyandirsa bile kriptosporidiyozise spesifik
bir bulgu bulunmamaktadir. Digkida kan goriilmesi C. parvum enfeksiyonu i¢in ender bir

bulgudur ve bu durum parazitle birlikte tespit edilen bagka bir enteropatojen ait olabilir (87).

Parazitin neden oldugu ishallerde mukus sik goriiliir ve incelemeye alinan 6rnegin
mukuslu kisimlarindan segilmesi gerektigi bildirilmistir (33,88). Yapilan arastirmalarda hasta
bireylerin diski taramasinda %75 oraninda lokosit de goriildiigi belirtilmistir (3). Enfekte
konakc¢ida parazitin saptanmasinda diski boyama, Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), akim sitometrisi, immiin floresans antikor (IFA), PCR gibi yontemler kullanilsa da
rutin klinik laboratuvarlarda en sik uygulanan yontem digkinin mikroskopik incelemesinde
ookist goriilmesidir (33,89). Ancak parazitozun tanisinda diski kullanildig: gibi, tiikiiriik, safra
ve diger viicut sivisi ornekler de %10 formalin veya sodyum asetat-asetik, asit-formalin ile
fikse edilerek ya da taze olarak kullanilabilir. Fikse edilmis 6rnek kullanimi daha giivenlidir
(66).

Mikroskopik diski incelemesinde, direkt yayma ile hazirlanan boyali preparatlarda
goriilme sansini artirmak amaciyla ookistler konsantrasyon teknikleri ile yogunlastilir.
Ookistlerin su kaynaklarinda ve klinik Orneklerde tespiti icin kullanilan konsantrasyon

yontemleri; formalin-etil ve formalin-eter asetat sedimentasyon yontemleri, Percoll-siikroz
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yontemi, Sheather’in sekerli ylizdiirme yontemi, doymus sodyum kloriir yontemi ve doymus
cinko siilfat yiizdiirme yontemleri, demir III siilfat yilizdiirme yontemi ve cam boncuklarla
ayrigtirma teknikleridir. Sheather sekerli yiizdiirme yontemi, Formalin-etil ve formalin-eter
asetat sedimentasyonu sik tercih edilen yontemlerdir (33,46,90-92). Cryptosporidium
ookistlerinin ¢oktiirme yonteminde 1.000-1.500 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilmas1 yeterlidir
(66,33,91,92).

Cryptosporidium parvum ookistleri direkt mikroskopide mayalarla benzerlik
gosterdiginden boyasiz preparatlarda tanimlamak zordur. Bu nedenle preparatlarda boyama
tekniklerinin kullanilmasi gerekir. Bu teknikler arasinda auramin-rodamin, akridin oranj,
modifiye Ehrlich-Ziehl-Neelsen aside direngli boyama yontemi, Kinyoun aside direngli

boyama yontemi, Giemsa ve safranin boyama yontemleri sayilabilir (93) (Tablo 3)

Tablo 3. Parazit ookistlerin farkli boyama yontemlerinde mikroskopi goriiniimii (93)

Boyama Yontemi Maya Ookist
Giemsa Eflatun Eflatun
Akridin oranj Kirmizi-turuncu Yesil-sari
Kinyoun aside direngli Mavi-yesil Kirmizi-mor
Auramin-Rodamin Gorlinmez Portakal rengi
Modifiye EZN aside direngli Mavi-yesil Parlak kirmizi

Giemsa boyama teknigi kolay olup hazirlanan preparatlar uzun siire muhafaza
edilebilir. Ancak Giemsa boyali preparatlarda parazit ookistlerini diger mikroorganizmalardan

ve sporlardan ayirt etmek giigtiir (94).

Cryptosporidium ookistlerinin tespitinde akridin-oranj, auramin-rodamin gibi floresan
boyalar da kullanilmaktadir (33,91,93). Boyanan preparatlar x100 objektifte floresan
mikroskobunda incelendiginde yuvarlak-oval sekilli ookistler, boyaya gore siyah zemin
lizerinde sari-yesil veya turuncu renkte ayirt edilebilir. Ancak, ookistlerin yeteri kadar boya

almamasindan dolayi i¢yapisi segilemez, teknigin kalite kontrolii de zordur (93-95).

Ziehl-Neelsen aside direngli boyama yontemi, minér modifikasyonlarla sicak veya
soguk uygulanabilir. Sicak boyamada karbol fuksin eklendikten sonra lam alttan 1sitilirken
soguk boyamada isitilmaz. Sicak teknigin dezavantaji 1sitma islemi sirasinda tahris edici
maddelerin buharlasmas1 ve tehlikeli buhari uzaklastirmak ig¢in havalandirma sistemi

gerektirmesidir (22,66,96).
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Kinyoun aside diren¢li boyama yonteminde lama tespit metanolle yapilir ve boyanin alttan
1isitilmasi gerekmez (96). Parazitin ookistleri morfolojik agidan maya hiicreleri, kiif sporlari,
yag globiillerine benzerlik gosterebilir. Ookistleri ayrit etmek i¢in en sik kullanilan yontemdir
ve Cryptosporidium ve Cysclospora ookistleri biiyiikliik ve sekil bakimdan farklilik gosterir.
Ancak tespit islemlerine bagl olarak kiigilen Hymenolepis diminuta yumurtas: da kirmizi
goriiniime sahip olacagindan ookistlerle karistirilabilir (33,92,93,97-99). Bu teknik sik
kullanilsa da 6zgiillik ve duyarliligi distiktiir (68).

Maliyeti ucuz ve hizli yontem olan mikroskopik yontemlerin tekrarlanabilir, izlenebilir
yontem olmamasi, deneyimli eleman gereksinimi, parazit ookistlerin aralikli atilim1 nedeni ile
her zaman tek bir digki Orneginin etkeni tespit etmek igin yeterli olmamasi yontemin diger

dezavantajlaridir (100).

2.7.2. immiinolojik yontemler

Boyama yontemlerine gore daha hassas ve 6zgiil olan indirekt floresan antikor testi (IFA),
direkt immiinfloresans testi (DFA), Enzyme Linked Immunosorbest Assay (ELISA) ve hizli

tan1 kitleri diskida ookist varliginin arastirilmasi igin gelistirilmistir (101).

Floresan antikor testinde floresan boya ile isaretli monoklonal antikorlar kullanilir ve
hassasiyeti yiiksektir. Monoklonal antikorlar ookistlerin antijenik yapisina baglanir ve
floresan boya ile goriiniir hale getirir. Baglanma sonrasi ookistler yesil, zemin ise siyah
goriinmektedir. Diskida az sayida ookistin saptanmasina olanak saglar. Boyama yontemine
gore degismekle birlikte yiiksek 6zgiilliktedir, ancak pahalidir ve deneyimli elemana ihtiyag
duyulmaktadir. Bu teknik ile ookist yogunlugu 1 gram digskida 5x10°’e ulastiginda
saptanabilmektedir (16,102). Altin standart yontem kabul edilmektedir (15).

Kriptosporidiyoz tanisinda kullanilan direkt floresan antikor testinde gaita 6rnegi lam
tizerine yayilarak tespit edilir ve tizerine dogrudan floresanla isaretli ookiste 6zgiil antikorlar
konur (103).

Diger bir teknik olan ELISA’da, gaitadaki ookist antijenleri enzimle igaretli antikorlar
araciligi ile saptanir (104). Floresan antikor testine gore daha fazla 6rnegin ayni anda test
edilmesini saglayan ELISA testinin duyarlilig1 ticari kite gore degismektedir ve genellikle

%90’1n lizerindedir (15).

Antikor tarama yontemlerinde en sik tercih edilen iki antijen; Cpl7 ve Cp23

antijenleridir. Sirastyla 17 ve 27 kDa biyiikligiindeki bu proteinlerin konak doku
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invazyonunda kullanildig1 diisiilmektedir ve serolojik belirteg olarak antikor yanitina yol
acarlar. Bu antijenlerin kullanildig1i antikor saptama yontemleri yiiksek duyarlilik ve
ozgillige sahiptir (105,106). Daha ¢ok seroprevalansin belirlendigi epidemiyolojik
caligmalarda tercih edilir (15).

Ancak, antijen-antikor temeline dayali olan bu yontemler, diger mikroorganizmalarla
belli oranda capraz reaksiyon yapabilme riski tasimaktadir ve yanlis pozitiflige neden
olmaktadir, Ookist canliligi ve enfektif dozun tespit edilememesi bu tekniklerin
dezavantajlaridir (56,107).

2.7.3. Histopatolojik yontemler

Cryptosporidium parvum konak hiicrenin bagirsak epitel hiicre mikrovillus yiizeyine yerlesim
gosterir bu bolgeden biyopsi ile alinan siipheli 6rnegin mikroskopik incelenmesi parazit
ookistinin saptanmasi i¢in dnemlidir. Bu teknikler dokuda var olan parazit ookistinin tanisina
olanak saglar ancak ornegin alindigi bolgede ookist yoksa yalanci negatif sonuglar ortaya

cikabilmektedir (108).
2.7.4. Kiiltiir

Cryptosporidium tiirleri canli hiicre besiyerlerinde in vitro ¢ogaltilabilmektedir. HCT-8 gibi
hiicre dizileri kullanilarak yapilan hiicre kiiltiirlerinde yasam dongiileri tanimlanabilmektedir.
[lk canl1 hiicre icermeyen besiyeri 2004 yilinda tanimlanmustir. Bu besiyerlerinin dezavantaji;
parazitin ¢ok kiiglik olmasi ve besiyerinde kiimeler halinde bulunmasi nedeniyle parazitin
yasam evrelerinin tanimlanma giigliigiidiir (109). Hiicre kiiltlirlinin bir diger giicligi de
parazitin ince duvarli ookistleri in vitro ortamda olusmamasi nedeniyle devamliligin
saglanamamasidir. In vitro kiiltirdeki zorluklara ragmen, simdiye dek tanimlanmis
yontemlerle ilag etkinligi ve ookist dezenfeksiyon yontemlerinin denenmesi, gen ekspresyonu

ve biyolojik 6zelliklerinin arastirilmasi miimkiin olmaktadir (110, 111).

2.7.5. Molekiiler vontemler

Cryptosporidium tiirlerini ¢esitli klinik materyallerden, gevresel kaynaklardan saptamak ve
taksonomisini  belirlemek amaciyla PCR (Polymerase Chain Reaction) yontemi
kullanilmaktadir (16). Hedef etkenin genetik materyalini saptama temeline dayanir ve bu
yontem igerisinde ¢ok az etken bulunan, donmus-kotii sartlarda saklanmis 6rnekler igin de

uygun bir yontemdir. Molekiiler yontemler salginlarda tiirlerin belirlenmesine olanak
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saglamaktadir (33). Konvansiyonel yontemlerle elde edilen pozitifliklerin genotip ve tiir
diizeyinde identifikasyonuna olanak saglamamaktadir (112). Bu amacla kriptosporidiyozis
olgularinda kantitasyona da olanak saglayan gercek zamanli/real-time PCR, ¢esitli spesifik
gen bolgelerini hedef alan nested-PCR gibi pek ¢ok molekiiler yontem, etkenin tiir diizeyinde

belirlenmesinde kullanilmaya baslanmistir (113,114).

Real-time PCR; duyarlilik ve ozgiilligliniin yiiksek olmasi, hizli sonug¢ vermesi,
kantitatif olarak hedef patojenin gen bdlgesinin belirlenmesi, kontaminasyon riskinin ¢ok
daha diisiik olmasi, mutasyon analizlerinin belirlenmesi gibi ¢esitli ozellikleri ile
konvansiyonel PCR, nested PCR ve antijen-antikor tabanli tekniklere gore iistiin ve 6ne ¢ikan
yontemdir (114,115).

Cryptosporidium tiirlerinin PCR ile saptanmasi i¢in; ribozomun kiigiik alt birimine ait
RNA’y1 kodlayan 18s SSUrRNA gen bolgesi, B tubulin kodlayan mRNA geni, 70-kDa 1s1
sok protein kodlayan hsp 70 mRNA gen bolgesi, aminoglikozidaz enzimi kodlayan mRNA
geni, T-kompleks protein 1 delta TCP-1-chaperonin gen bélgesi, methionin aminopeptidaz
geni,  Cryptosporidium 1 genin Thrombospondin-related adhesive protein TRAP-CI1,
Cryptosporidium 2 genin  Thrombospondin-related adhesive protein  TRAP-C2,
Cryptosporidium ookist duvar proteini (COWP), telomeraz kodlayan gen bolgeleri
kullanilmaktadir (116,117).

COWP (Cryptosporidium oocyt wall protein) geninin hedeflendigi PCR ve ardindan
RFLP ya da niikleotid dizi analizi ile Cryptosporidium tiirlerinin ayrimi miimkiin olmaktadir
(118).

Cok sayida gastrointestinal etkeni ayni anda saptayabilen ticari multipleks/sendromik
testler gelistirilmistir. Genel olarak hepsinin 6zgiillik ve duyarliliklar yiiksektir. Ancak

maliyetleri yiiksektir ve klinik ile uyum gostermeyen sonug verebilir (22).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Calismada Kullanilan Ornekler

Calismanin amaci Cryptosporidium parvum enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda kullanilan
‘coktiirerek yogunlagtirma + mikroskopik inceleme’ ile yeni ve daha duyarli olan molekiiler
yontemin (PCR) karsilastirilmast ve molekiiler yontemin rutin kullanima uygunlugunun

degerlendirilmesidir.

Calismada Ocak 2021- Eylil 2021 tarihleri arasinda kliniklerden Kahramanmarag
Siitgii  Imam Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji

Laboratuvari'na rutin parazit arastirmasi icin gonderilen 110 digski 6rnegi caligmaya dahil

edildi.

Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen gaita numuneleri Cryptosporidium parvum
ookisti varligi agisindan, %10 formaldehit-etil asetat ¢ozeltisi ile ¢oktiirerek yogunlastirma
isleminin ardindan lam {izerinde yayma preparati hazirlanarak Kinyoun aside direngli boyama

yontemiyle mikroskopik olarak incelenmistir.

Gergek zamanli PCR 0Oncesi, gaita 6rneklerinden DNA izolasyonu spin-kolon yontemi
ile yapilmistir. Saflastirilan 6rnekler PCR testine kadar -80°C’de saklanmistir. Gergek
zamanli PCR, ticari test Kiti (Nzytech Cryptosporidium parvum Real-Time PCR Kit, Katalog
No: MDO00831, Lizbon, Portekiz) ile yapilmistir.

3.1.1. Mikroskopik inceleme

Kullanilan Malzeme:

— Immersiyon yag1

— Parazit kist/yumurta ¢oktiirme kiti (Apacor Midi Parasep SF Faecal Parasite
Concentrator, Katalog No: 149900, Berkshire, ingiltere)

— Triton X-100 (Sigma, Katalog No: T8787, St. Louis, ABD)

— Santrifiij, 15 ml tiip i¢in (Heraeus Labofuge 400 Function Line, Hanau, Almanya)

— Isik mikroskobu (Olympus CX41, Nagano, Japonya)

— Plastik gaita karistirma ¢ubugu

— Lam ve Lamel
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— Kinyoun aside direngli boyama seti (RTA.K.K.109) (Kinyoun karbol fuksin ¢ozeltisi,

Kinyoun metilen mavisi ¢6zeltisi, asit-alkol ¢ozeltisi)

3.1.2. Coktiirme ile konsantrasyondan islemi

Yogunlagtirmak amaciyla gaita Orneklerini %10 formalin igeren Parazit kist/yumurta
coktiirme kiti (Katalog No: 149900, Apacor Midi Parasep SF Faecal Parasite Concentrator,

Berkshire, Ingiltere) kullanild1. Ureticinin dnerileri dogrultusunda;

— Parazit kist/'yumurta ¢oktiirme kiti iceriginde bulunan 8 ml %10 formalin igeren tiipe
stirfaktan olarak 20 mikrolitre Triton X-100 eklendi.

— Tiipe yaklasik 0,5 gram (bezelye tanesi kadar) gaita eklenerek vorteks ile iyice
karigsmasi saglandi.

— 3.000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendi.

— Siipernatant dokiildii.

— Dipteki ¢okeltiden 1 damla, dnceden hazirlanmis temiz lama aktarildi ve kurumasi igin
birakildi. Kuruyan preparatlar Kinyoun aside direncli boyasit ile boyanarak

mikroskopta incelendi.

3.1.3. Direkt mikroskopik inceleme

Gonderilen digkilar Cryptosporidium parvum ookisti varligi agisindan Kinyoun aside direngli
boyama yontemi ile boyanarak mikroskopta incelendi. Bu amagla ¢oktiirme ile konsantrasyon
sonrasi hazirlanan ve kurumaya birakilan lam yayma preparatlarina Kinyoun aside direngli

boyama islemi tiretici 6nerileri dogrultusunda yapilds;

— Yayma tizerine Kinyoun karbol fuksin ¢6zeltisi eklenerek 2-3 dakika bekletildi.

— Suile yikandu.

— Preparat asit-alkol ¢ozeltisi ile renksiz s1vi akincaya kadar yikandi.

— Su ile yikandi. Fazla su silkeleyerek uzaklastirildi.

— Preparata Kinyoun metilen mavisi ¢ozeltisi eklenerek bu sekilde 20-30 saniye
bekletildi.

— Su ile yikandi. Fazla su silkelenerek uzaklastirildi.

— Havada kuruduktan sonra 1 damla immersiyon yag1 damlatilarak x100 objektifle

mikroskopik olarak incelendi.
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3.2. Ger¢ek Zamanh PCR

Kontaminasyonu engellemek amaciyla PCR isleminin ii¢ asamasi (PCR karigiminin
hazirlanmas1 (PCR 6ncesi), fekal DNA izolasyonu ve PCR karigimina saf DNA’nin eklenmesi
(PCR), cihaza yiikkleme ve goriintileme (PCR sonrasi) ayri tahsis edilmis odalarda

gergeklestirildi.

3.2.1. Fekal DNA izolasyonu

Kullanilan Malzeme:

— Fekal DNA izolasyon Kiti (Zymo Research Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep
Kit, Katalog No: D6010, Irvine, ABD)

— Vidal kapakli, steril, RNaz-DNaz i¢cermeyen 2 ml tiip (Medpoint, Katalog No: MP-
002-CT, Cin)

— Vorteks (Dragon Lab MX-S)

— Mekanik Parcalama Cihazi (Analytikjena SpeedMill P12)

— Mikrosantrifiij

— Plastik gaita kasig1

— Spektrofotometre (Thermo Nanodrop 2000 Spectrophotometer)

Gaita O6rneklerinden fekal DNA izolasyonu/ekstraksiyonu i¢in kitin kullanim prosediirii

birebir uygulandu:

( )) Homogenize sam ple with ZR
( ). BashingBead™ Lysis Tube

,@;

Filter Lysate with

Zymo-SpinT HI-F
Bind., Wash. Elute DNA
with Zymo-Spin™ IHCR

Polyphenolic Remowval with
Zymo-Spin T IHI-HRC

s =

PCR Ready. Ultra-pure DNA

Sekil 4. Fekal DNAnin spin-kolon yontemi ile saflastirilmasi (kit kullanim kilavuzundan)
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10.
11.
12.
13.

14.

15.

16.

Mikroskopik incelemeden sonra izolasyon islemine dek eksi 80°C’de saklanan gaita
ornekleri oda sicakliginda ¢oziindiiriildi.

Oda sicakligina ulasan gaita 6rneklerinden gaita kasigi yardimi ile <150 mg (silme
gaita kasig) BashingBead™ Lysis tlipline aktarildi ve tizerine 750 pl
BashingBead™ Buffer eklendi.

Mekanik parcalama cihazinda 8 dakika tutularak iri partikiiller parcaland1 ve
homojenize edildi.

BashingBead™ Lysis tiipii mekanik parcalamadan ¢ikarilarak 10.000xg’de 1 dakika
santrifij edildi.

Santrifiij sonunda tiip i¢erisinden 400 pl siipernatan kismi alinarak Zymo-Spin™ III-
F filtresine aktarildi ve Collection tiip iginde 8000 x g'de 1 dakika santrifiij edildi.
Collection tiipline gegen filtrattin tizerine 1.200 ml Genomic Lysis Buffer eklendi ve
vortekslenerek iyice karigmasi saglandi.

Karistm  Zymo-Spin™ IICR kolonuna aktarilarak 10.000xg’de 1 dakika
santrifiijlendi.

Collection tiip degistirilerek Zymo-Spin™ IICR kolonun tizerine 200 ul DNA Pre-
Wash Buffer eklendi.

10.000xg’de 1 dakika santrifiijlendi.

Collection tiip degistirilerek Zymo-Spin™ IICR kolonun iizerine 500 ul DNA Wash
Buffer eklendi.

10.000xg’de 1 dakika santrifiijlendi.

Zymo-Spin™ IICR kolonu 2 ml tiipe yerlestirildi.

Uzerine 100 ul DNA Elution Buffer eklenerek 10.000xg’de 30 saniye santrifiijlendi.
Zymo-Spin™ IICR kolondan eliisyonu yapilan sivi hazirlanmis Zymo-Spin™ I1I-
HRC filtresine aktarildi ve 16.000xg'de 3 dakika santrifiij edildi.

Ekstrakta bulunan DNA’nin safligi spektrometrede degerlendirildi, 260/280 nm
absorbans oran1 1,8-2,2 araliginda 6l¢iilen filtratlar artik/proteinden arindirilmis kabul
edildi. Aralik dis1 6lgiim veren orneklerde DNA izolasyon islemi bastan itibaren
tekrarlandi.

Saflastirilmis DNA PCR’da kullanildi.

21



3.2.2. Gercek zamanhh PCR

Kullanilan Malzeme:

— Gergek zamanli PCR/Real-time qPCR karisimi (Nzytech Cryptosporidium parvum

Real-Time PCR Kit, RUO ZPT gene, Katalog no:MDO00831, Lizbon, Portekiz)

— Is1 dongii cihazi (BioRad CFX96 TOUCH Real-Time PCR Detection, Katalog No:

1855196, ABD)

Ger¢ek zamanli PCR testi, gercek zamanli PCR/Real-Time qPCR karisimi Kkiti

iireticisinin Onerileri dogrultusunda calisildi.

Prosediir:

1. PCR oncesi temiz odada soguk blok {izerinde; 6rnek sayisi, negatif kontrol (DNaz-

RNaz igermeyen su), pozitif kontrol ve pipetaj kaybi (+1 reaksiyon) goz Oniinde

bulundurularak Tablo 4’e gore reaksiyon karisimi hazirlandu.

Is1 dongii cihazina uygun PCR strip tiiplerine 15 pl dagitildi.

Tablo 4. PCR karisiminin hazirlanmasi

Reagen (mikrolitre)

1 Reaksiyon i¢in miktar (uL)

RNaz-DNaz i¢cermeyen su 4
C. parvum primer/kalip karisimi 1
Lyo NYZSupreme gPCR master mix (2x) 10
Toplam 15

2. Karisim dagitilmig PCR strip tiipleri soguk blok iizerinde PCR odasina tasinarak

burada tizerlerine 5 pl saflastiriimis DNA eklendi.

3. Tipler, sicaklik-okuma profili Tablo 5’e¢ gore ayarlanan 1s1 dongii cihazina

yerlestirildi.

Tablo 5. Is1 dongii cihazi sicaklik ve okuma profili

Dongii Sayisi

Sicaklik ve Siire

1

95°C’de 2 dakika

95°C’de 5 saniye

50

60°C’de 30 saniye [OKUMA]
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4. Cihaz ¢alismasini tamamladiktan sonra sonuglar degerlendirildi. Sigmoidal goériinen
her egri pozitif sinyal olarak degerlendirildi. Hedef tiipte negatif veren ornekler
internal ekstraksiyon kontrol kanalinda pozitif sinyal varliginda negatif olarak

degerlendirildi.

3.2.3. istatistiksel analiz

Verilerin degerlendirmesinde degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov
testi ile incelenmistir. PCR testinin laboratuvar kosullarinda alt saptama limitini belirlemek
icin Probit regresyon analizi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul

edilmistir. Veriler IBM SPSS versiyon 22 ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismada rutin parazitolojik inceleme i¢in gonderilen 110 gaita Grnegi incelenmistir.

Incelenen 6rneklerin alindigi hastalarin 52°si kadin, 581 erkek idi; yas ortalamas1 38,3 yil (yas

araligt; 0-85) idi. Hastalarin demografik 6zellikleri Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Calisma grubunun demografik 6zellikleri

Cinsiyet Say1 (%) Yas Araligi Ortalama Yas
Kadin 52 (47,3) 5-85 41,3
Erkek 58 (52,7) 0-77 37,3
Toplam 110 (100) 0-85 38,3

4.1. Mikroskopik Inceleme

Coktiirme ile konsantrasyon isleminden Sonra Mikroskopik incelemede; %10 formol asetat

ile yapilan ¢oktiirme islemi ve ardindan Kinyoun aside direngli yontemi ile boyanarak yapilan

mikroskopik incelemelerde 17 (%15,5) 6rnekte Cryptosporidium parvum ookisti saptandi
(Resim 1).

Resim 1. Coktirme ile konsantrasyondan isleminden sonra Cryptosporidium parvurﬁ
ookistleri

4.2. Ger¢cek Zamanh PCR (rt-PCR)

Gergek zamanli PCR testi ile 5 (%4,5) ornekte Cryptosporidium parvum DNA’s1 saptanmistir
(Resim 2). Real-Time PCR test sonucu pozitif bulunan 6rneklerin mikroskopi sonuglart ve

hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri ile Tablo 7°de gosterilmistir.
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Resim 2. Pozitif sonug veren 6rnekte gercek zamanli PCR cihazi ekran goriintiisii

Tablo 7. PCR testi ve mikroskopi sonuglari ile hastalarin demografik 6zellikleri ve klinigi

Sir Mjkroskopik o o
a Inceleme PCR Sonucu | Yas Cinsiyet | Klinik Bulgu
Sonucu
1 Pozitif Pozitif 5 Erkek Karn agrisi, bulanti-kusma, vitamin eksikligi
2 Pozitif Pozitif 56 Kadin Ulseratif kolit, gastrodzefajeal reflii
3 Negatif Pozitif 27 Kadm Fasiyoliyazis, parazitoz
4 Negatif Pozitif 36 Erkek Bobrek transplantasyonu
5 Negatif Pozitif 19 Kadin Diabetes mellitus, kronik ilseratif kolit
6 Pozitif Negatif 12 Erkek Solid timor
7 Pozitif Negatif 26 Erkek Gastroozefajeal reflii
8 Pozitif Negatif 33 Erkek Kolit
9 Pozitif Negatif 35 Erkek Ulseratif kolit
10 Pozitif Negatif 39 Erkek Peptik tilser
11 Pozitif Negatif 41 Erkek Kolit, reflii
12 Pozitif Negatif 42 Erkek reflii, vitaminoz, kolit
13 Pozitif Negatif 60 Erkek HIV enfeksiyonu
14 Pozitif Negatif 62 Erkek Reflii, konstipasyon
15 Pozitif Negatif 20 Kadm Reflii, vitaminoz
16 Pozitif Negatif 21 Kadm Chrohn hastaligi
17 Pozitif Negatif 30 Kadm Yok (Gebe)
18 Pozitif Negatif 37 Kadmn Kolit, reflii
19 Pozitif Negatif 48 Kadmn Reflii, kolit
20 Pozitif Negatif 62 Kadmn Reflii, kolit

25




Konsantre edilmis gaita Orneklerinde yapilan mikroskopik incelemede Cryptosporidium
parvum ookisti goriilen 2 6rnegin rt-PCR testi de pozitif sonu¢ vermistir. PCR testinde ek
olarak mikroskopisi negatif sonu¢ veren 3 drnekte daha PCR ile pozitif sonu¢ alinmustir. iki

yontemin karsilagtirmali sonuglar1 Tablo 8’de gdsterilmistir.

Tablo 8. Mikroskopi ve PCR sonuglarinin karsilastirilmasi

PCR Toplam

Pozitif Negatif P

. .| Pozitif 2 15 17
Mikroskopt "o atif 3 90 93
Toplam (n=110) 5 105 110

PCR referans test alinarak hesaplanan duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif tahmini degerler:

Duyarlilik: 2/5= %40,0

Ozgiilliik: 90 /105=%85,7

Pozitif Tahmini Deger: 2/17=%11,7
Negatif Tahmini Deger: 90/93=%96,8
Dogruluk: 92/110=%83,6

Gaita orneginde PCR negatif, mikroskopi pozitif sonu¢ veren 15 hastanin kayitlar
incelendiginde; bir hastada HIV enfeksiyonu, bir hastada solid organ kanseri bulundugu,
digerlerinin immiin yetmezlik ile iliskilendirilemeyecek klinigi bulunan eriskin oldugu

gozlenmistir (Tablo 7).
4.3. Probit Analizi

Pozitif kontroliin seri sulandirimi yapilarak her sulandirim 3 kez olmak iizere kantitatif rt-

PCR ile galigilmistir. Sulandirim oranlari ve PCR sonuglart Tablo 9’ da gosterilmektedir.

Tablo 9. Probit analizi 6ncesi diliisyon oranlari, kist sayisi ve rt-PCR sonuglari

Diliisyon 1 1/10 1/100 1/1.000 1/100.000 1/1.000.000
Sonug¢
(Kopya/ L) _ _ _
1. Cahisma (E?;"H) Fa);';')f P(zezs')“f Negatif Negatif Negatif
2. Calisma ggé’i;ié) (Iz%z(litéf) P(%Z’g)if P(%Zl;t)if Negatif Negatif
3. Calisma (Eg;’lgé) Izgilg)f F(’é)’zglél)f é%%gg; Negatif Negatif
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Probit analiz ile testin laboratuvar kosullarinda analitik duyarlilig1 %95 giiven aralifinda 7,4
kopya/uL olarak belirlenmistir (Sekil 5).

1,00—
Log 10 Base= -0.019434~ 0,956 (%95

0 B0 Dilution Rate= 0.044
oy
F 0,60~
]
-]
)
o

0,40

0,20

0.00— | | I

-, 25 -.20 - 15 - 10 - 05 .00 05

Diluent Rate (Log 10 Base)

Sekil 5. Probit Analizi Grafigi
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5. TARTISMA

Kriptosporidiyoz, Cryptosporidium tiirlerinin etken oldugu bir protozoon enfeksiyonudur.
Insanlarda en sik enfeksiyona neden olan tiirleri, sadece insanlarin konak oldugu C. hominis

ile pek ¢ok memeli tiirlinti de enfekte edebilen C. parvum’dur (15).

Enfeksiyon en ¢ok ¢ocuklar1 etkilemektedir. Bagisiklik sistemi normal yetiskinlerde
cogu kez kendini smirlayan diyareye neden olur. Ozellikle kiigiik ¢ocuklarda ise ishal
persistan hale gelebilir, hatta malniitrisyonla sonlanabilir. AIDS, solid organ veya kemik iligi
transplantasyonu ya da kemo/immiinoterapi nedeniyle immiin yetmezligi olan kisilerde

kronik, agir seyirli diyareye neden olabilir (15).

Parazitin enfektif ookistlerini, kontamine gida ve su kaynaklarindan, ¢esitli klinik
orneklerden veya diskidan izole etmek ve tanimlamak amaciyla gelistirilmis bir¢gok yontem
bulunmaktadir. Boyama, serolojik teknikler ve molekiiler tabanli PCR gibi teknikler bunlarin
basinda gelmektedir. Bu tekniklerin her biri dezavantaj ve avantajlara sahiptir (33,89). Real-
time PCR; duyarhlik ve 6zgiilliigiiniin yiiksek olmasi, hizli sonug vermesi, kantitatif olarak
hedef patojenin gen bdlgesinin belirlenmesi, kontaminasyon riskinin ¢ok daha diistik olmasi,
mutasyon analizlerinin belirlenmesi gibi ¢esitli 6zellikleri ile konvansiyonel PCR, nested PCR

ve antijen-antikor tabanl tekniklere gore iistiin ve 6ne ¢ikan yontemdir (114,115).

Geligmis iilkelerde ishal vakalarinin %7’sinden, gelismekte olan tilkelerde %12’sinden
Cryptosporidium parazitlerinin sorumlu oldugu disiiniilmektedir (119). Kriptospridiyoz
olgular1 geligmis tilkelerde 1-4 yas cocuklarda daha fazla goriilmektedir. Hijyen eksikligine
bagli daha kolay bulagin olmasi ve immiin sistemin yeterince gelismemesi bu yas grubunda

prevalansi artirmaktadir (49).

2014 yilinda Misir'da yapilan bir ¢alismada 250 ¢ocugun diski 6rnegi incelenmeye
alinmistir ve 56 drnekte (%22,4) oraninda PCR pozitifligi saptanmistir (120).

2014 yilinda Hindistan’da yapilan bagka bir c¢alismada, ishal sikdyeti olan 175
cocugun diski 6rnegi incelendiginde 7'sinde (%4) Kinyoun boyama; 48’inde (%27,4) ELISA
yontemi ile pozitiflik bulunmustur (121).

Tirkiye’de 1998-2011 yillarinda Mersin, Malatya, Afyon ve Van’da mikroskopi

yontemi kullanilarak yapilan ¢alismalarda Cryptosporidium sikligi %2,2-%7,1 bulunmustur
(25,77, 78,26,121).
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2002 yilinda Istanbul’da yapilan calismada 0-3 yas grubu ishalli ¢ocuklarda
mikroskopi ile hi¢ parazit goriilmezken antijen testi ile %15,3 oraninda C. parvum

saptanmustir (122).

Tamer ve ark.’nin 2008 yilinda malignitesi ve eslik eden diyaresi olan ¢ocuklara ait
gaita Ornekleri ile yaptiklart calismada Kinyoun boyama ve ELISA yoOntemleri
karsilastirilmistir. ELISA ile calismaya alinan 89 hastanin 11°1 (%12,35), Kinyoun boyama ile
7’si (%7,86) kriptosporidiyoz tanist almistir. Malignitesi olan ¢ocuklarin kriptosporidiyoz
yoniinden degerlendirilmesinde aside direngli boyama teknikleri yaninda oOzgilligi ve
duyarliligi yiikksek ELISA testinin kullanilmasinin gerekli oldugu kanisina varildigi
belirtilmistir (123).

Sungur ve ark.’nin 2008°de 45 Ornekte yaptiklari ¢alismada karbol fuksin boyama ile
%8,9; nested PCR ile %20 pozitiflik saptanmistir. Nested PCR yontemi ile karsilastirmali
olarak degerlendirildiginde, karbol fuksin boyama yonteminin 06zgilligi %100, ancak

duyarliligr %44 bulunmustur (101).

2009 yilinda Kinyoun boyama ve konvansiyonel PCR ile yapilan c¢aligmada, 162
diyaresi olan ¢ocuga ait gaita 6rneginin 18’inde Cryptosporidium ookisti goriilmiistiir. Ookist
goriilen Orneklerin 15’inde ve mikroskopinin negatif oldugu 6 6rnekte PCR ile pozitiflik

saptanmustir (63).

2014 yilinda immiinstipresif pediatrik ve erigskin grubunda yapilan ¢alismada modifiye
EZN boyama ile %6,4 ve ELISA yontemiyle %7,4 Cryptosporidium spp. pozitifligi
saptanmistir (108).

Intestinal parazitlerin tanisinda yontemlerin karsilastirildigs 2017°de Adana’da yapilan
bir calismada, gercek zamanli PCR yonteminin ELISA ve mikroskopiye gore daha duyarh
oldugu belirtilmistir. Cryptosporidium spp. modifiye aside direngli boyamada %35,1; gercek
zamanli PCR ile %10,3 oraninda pozitif bulunmustur (124).

2021 yilinda solid tiimorlii hastalarda yapilan bir ¢aligmada kriptosporidiyoz tanisinda
Ziehl-Neelsen, ELISA ve gercek zamanli PCR yontemi karsilastirilmistir. Yazarlar kanser
hastalarinda Kriptosporidiyoz tanisinin riskli oldugu, dogru ve giivenilir tani i¢in en az iki

yontemin birlikte kullanilmasi gerektigi sonucuna varmistir (125).

Calismamiz kapsaminda parazitolojik inceleme icin laboratuvarimiza génderilen 110

digsk1 6rneginde mikroskopik ile incelemede 17 (%15,5) pozitif, ger¢ek zamanli PCR yontemi
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ile 5 (%4,5) ornekte pozitif sonug saptanmistir. Mikroskopi ile Cryptosporidium ookisti
goriilen 17 6rnegin ikisi PCR ile pozitif sonug¢ vermistir. Mikroskopisi negatif 3 6rnekte PCR
ile pozitif sonug¢ alinmistir. PCR referans alinarak yapilan istatistiksel analizde, mikroskopinin
duyarliligr %40, 6zgilliigii 85,7 olarak hesaplanmistir. Pozitif ve negatif tahmini degerleri
sirastyla %11,7 ve %96,8 bulunmustur. Caligmada, mikroskopi ile alinan yiiksek yalanci
pozitif sonucun deneyimsizlik nedeniyle yanlis degerlendirme ve C. parvum disinda gaitada
bulunabilecek diger Cryptosporidium tiirlerinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Gaita
orneginde PCR negatif, mikroskopi pozitif sonu¢ veren 15 hastanin kayitlar1 incelendiginde;
bir hastada HIV enfeksiyonu, bir hastada solid organ kanseri bulundugu, digerlerinin immiin

yetmezlik ile iligkilendirilemeyecek klinigi bulunan erigkin oldugu gozlenmistir (Tablo 4.2).

Calismamizda kullandigimiz C. parvum saptamaya yonelik ticari kantitatif gercek
zamanli PCR yonteminin alt saptama limiti Probit analizi ile 7,4 kopya /uL saptanmistir. Test

kitinin kullanim kilavuzunda analitik duyarlilik <100 kopya olarak belirtilmistir.

Kriptosporidiyoz tanisinda mikroskopi ucuz ve kolay uygulanabilir yontem olmasina
karsin diisiik duyarliliga ve diisiik 6zgiilliige sahip bir testtir. Bu nedenle mikroskopi yerine
duyarliigi ve oOzgilligi yiksek PCR gibi diger testlerin tercih edilmesi gerektigi

diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kriptosporidiyoz 6zellikle cocuklar1 etkileyerek kronik ve malniitrisyona neden olan bir
hastaliktir. Kalitsal veya edinsel immiin yetmezligi olan kisilerde de ishal ciddi seyretmekte

ve kroniklesmektedir.

Kriptosporidiyoz tanisinda duyarliligi ve ozgiilligli diisiik olmasina karsin ucuz ve
kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilmakta olan Kinyoun gibi aside
diren¢li boyama ydntemleri ile boyanan gaita ookist varligi agisindan mikroskopik olarak

incelenmektedir.

Calismada Cryptosporidium parvum enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda kullanilan
‘coktiirerek yogunlastirma + mikroskopik inceleme’ ile yeni ve daha duyarli-6zgiil olan
molekiiler yontemin (gergek zamanli PCR) karsilastirilmas: ve molekiiler yontemin rutin

kullanima uygunlugu degerlendirilmistir.

Konsantre edilmis gaita Orneklerinde yapilan Mikroskopik incelemede 17 6rnekte
Cryptosporidium parvum ookisti goriilmiistiir. Ger¢ek zamanli PCR ile ookist goriilen
orneklerin ikisinde pozitif sonu¢ alimmistir. PCR ile ayrica ookist goriilmeyen ii¢ 6rnekte
pozitif sonu¢ alinmistir. PCR referans alinarak yapilan karsilastirmada mikroskopinin diistik

ozgiilliige ve duyarliliga sahip oldugu gortilmiistiir.

Kriptosporidiyoz tanisinda mikroskopi ucuz ve kolay uygulanabilir yontem olmasina
karsin diisiik duyarliliga ve diisiik 6zgiilliige sahip bir testtir. Bu nedenle Cryptosporidium
tiirlerinin saptanmasinda duyarlilik ve ozgiilliigli yliksek alternatif testlerin kullanilmasinin

faydali1 olacagi diistiniilmektedir.
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