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Immiin Sistemi Saglam Bir Cocukta
Cryptosporidium parvum Enfeksiyonu

Cryptosporidium parvum Infection in
an Immunocompetent Child: Case Report

OZET Cryptosporidium cinsi, memeliler, kuslar, siiriingenler ve baliklar gibi bir¢cok konag: en-
fekte eden koksidian parazittir. Insan1 enfekte eden tiirleri antroponotik gecis gostermekle bir-
likte, baz tiirleri zoonotik enfeksiyona da neden olabilmektedir. Bu makalede dispepsi yakinmasi
etiyolojisi arastirilan, Cryptosporidium parvunr'a bagl ishali olan bir olgu sunulmaktadir. Olgu,
immun sistemi saglam kisilerde goriilen cryptosporidiosis kliniginin, immun yetmezlikli hasta-
lardaki tabloyu taklit edebildigine dikkat cekebilmek i¢in rapor edildi. Sekiz yasindaki kiz ¢ocu-
gu, kronik karin agrisi nedeniyle Dokuz Eyliil Universitesi Cocuk Hastaliklar1 poliklinigine
bagvurdu. Son iki ay i¢inde 3 kilogram kilo kayb1 &ykiisii olan hastanin 23 kilogram oldugu tes-
pit edildi. Hastanin o sirada 5 giindiir devam eden ishal yakinmasi olmas: nedeniyle digkinin mik-
robiyolojik ve parazitolojik incelenmesi istendi. Parazitolojik inceleme sonucunda Kinyoun
acid-fast boya yontemi ile ¢ok sayida Cryptosporidium spp. ookisti saptandi. Hastanin digk: 6r-
negine uygulanan PCR-RFLP yéntemi ile, Cryptosporidium parvum’a spesifik bantlar olan 34,
106, 413 bg bantlar gozlendi. Parazitin sadece boya yontemi ile saptanmasinin yeterli olmadigy,
PCR yo6ntemi ile dogrulanmasi ve tiir ayrimi yapilarak ile muhtemel bulas kaynaginin belirlen-
mesi ile enfeksiyondan etkin bir sekilde korunmanin miimkiin olabilecegi diisiintilmektedir. Pa-
razitin epidemiyolojisinin ortaya konulmasi, uygun tedavi protokoliiniin olusturulmas: ve
iilkemizde mevcut tiirlerin belirlenmesi i¢in bu alanda yapilacak ¢aligmalara agirlik verilmesi ge-
rektigi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Kriptosporidyum parvum; polimeraz zincir reaksiyonu;
polimorfizm, kesilmis par¢a uzunlugu

ABSTRACT Cryptosporidium species are coccidian parasites infecting mammals, birds, reptiles
and fish. Those that infect humans show an antroponotic transmission, but certain types may ca-
use zoonotic infections. This report presents a case, whose etiology of dyspepsia has been studi-
ed and who has diarrhea caused by Cryptosporidium parvum. Case was reported to notify that
symptoms of cryptosporidiosis in immunocompetent patients may resemble that of immuno-
compromised patients. An eight-year-old girl applied to the Department of Pediatrics of the of Do-
kuz Eylul University due to a chronic colic. It has been observed that the patient weighs 23 kg and
has lost 3 kg in the last two months. Microbiological and parasitological examination of the pati-
ent’s stool was requested as the she had had the diarrhea for five days then. As a result of the pa-
rasitological examination using Kinyoun acid-fast dye method, a lot of Cryptosporidium spp.
oocyst was found. Using the PCR-RPLP method on the stool sample of the patient, Cryptospori-
dium-specific bands 34, 106, 413 bp were seen. It has been concluded that determining the para-
site using dye method only is not enough and that PCR method should be used. It is thought that
discriminating the type will help the possible causes of the infection to be discovered and thus ma-
king effective protection from the infection possible. Further investigations are needed to obtain
correct data about the epidemiology, species in our country and management protocols of the pa-
rasite.

Key Words: Cryptosporidium parvum; polymerase chain reaction;
polymorphism, restriction fragment length
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ryptosporidium cinsi, memeliler, kuslar,
C stirtingenler ve baliklar gibi bircok konag:

enfekte eden koksidian parazittir. Cryptos-
poridium spp.’nin insanda barsak enfeksiyonu ya-
pan en azindan 6 tird bilinmektedir. Bunlar
Cryptosporidium hominis (C. hominis), Cryptos-
poridium parvum (C. parvum), Cryptosporidium
felis, Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidi-
um canis, Cryptosporidium muris’dir. En sik gorii-
len iki tiirden biri olan C. hominis antroponotik
gecis gosterirken, C. parvum ise zoonotik gecis gos-
terir.! Enfeksiyon ishal, kusma, karin agrisi ve ates
ile karakterize olup saglikl kisilerde tedavi edil-
meksizin kendiliginden iyilesir.?

Immun sistemi baskilanmis kisilerde enfeksi-
yonun seyri, kisa stireli ve hizli iyilesme gosteren
ishalden, kronik, yasami tehdit eden kolera ben-
zeri tabloya kadar degisebilmektedir. Ozellikle
AIDS, kizamik gibi viral hastaliklarda, 16semi, ga-
maglobulinemiler, instiline bagimlh diyabet, bob-
rek yetmezligi, karaciger transplantasyonu ve
kanser tedavisi goren hastalarda semptomlar sid-
detlidir. Bu hastalarda ishal 2 aydan uzun stirer,
tim enfeksiyon siiresince digki ile ookist atilimi,
siddetli dehidratasyon, kilo kayb1 ve malnutrisyon
gortliir. AIDS hastalarinda CD4 sayis1 180 hiic-
re/mm? tizerinde ise enfeksiyonun daha hafif sey-
rettigi, bu sayinin altinda olmasi durumunda
enfeksiyonun daha siddetli oldugu ve siiresinin
uzadig bildirilmektedir. Giinliik s1v1 kaybi ortala-
ma 3-6 litre olmakla birlikte bazen 17 litreye kadar
cikabilmektedir. Cryptosporidium’un baglica yer-
lestigi yer barsaklar olmasina karsin, immun siste-
mi baskilanmig hastalarda barsak dis1 (safra
kanallari, pankreas, mide, solunum sistemi, bob-
rek) tutulum da goriiliir. Bu hastalarda barsak ka-
nalindan hematojen yolla yayilimin gerceklestigi
diisiintilmektedir.?

Cryptosporidiosis tanis1 genellikle digki, da-
ha az siklikla da safra ve balgamdaki ookistlerin
cesitli boyalarla boyandiktan sonra 151k mikrosko-
bunda incelenmesi ile konur.* Cryptosporidium
spp.’nin saptanmasi ve tiir ayriminda PCR ve
RFLP giderek daha ¢ok kullanilan yontemler ol-
mustur.’
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8 yasindaki kiz ¢ocugu, kronik karin agrisi nede-
niyle Dokuz Eyliil Universitesi'ne bagvurdu. Son iki
ay icinde 3 kilogram kilo kaybi 6ykiisii olan hasta-
nin 23 kilogram oldugu tespit edildi. Hastaya dis-
pepsi sikayeti nedeniyle endoskopi uygulandi.
Endoskopi sonucu 6zofagus ve korpus mukozasinin
normal, antrumun hafif hiperemik (bu bolgeden
biyopsi alind1) oldugu rapor edildi. Hizl iireaz tes-
ti negatifti. Hastanin hastanemize ilk kez bagvur-
mas1 nedeniyle Onceki laboratuvar bilgilerine
ulagilamad.

Hastanemizde yapilan hematolojik analiz so-
nugclari; hemoglobin, beyaz kiire (WBC), notrofil,
lenfosit ve elektrolit degerleri (Na, K, Cl) normal
olarak belirlendi. Sedimantasyon 25 mm/sa (refe-
rans aralig1 0-20 mm/sa) idi. Trombosit 394 UL (re-
ferans aralig1 156-373 UL) idi. Karaciger fonksiyon
testlerinden ALT normal degerlerde iken, AST 43
U/L (referans aralig: 1-32 U/L), ALP 383 U/L (refe-
rans aralig1 34-240 U/L) idi. LDH, GGT, total prote-
in, albiimin, total bilirubin, direkt bilirubin,
kalsiyum, fosfor degerleri normal olarak tespit
edildi. Bobrek fonksiyon testlerinden kreatinin 0.70
mg/dl (referans araligi 0.8-1.4 mg/dl), BUN normal
olarak degerlendirildi. Idrar analizi sonuglari; idrar
dansitesi 1.020 (referans aralig: 1.010-1.030), idrar
pH 5.5 (referans aralig1 5.0-7.5), 16kosit 500 Leu/UL
(referans aralig1 0-25 UL), nitrit, protein, bilirubin,
hemoglobin negatif, glukoz, tirobilinojen normal,
keton 4 mmol/L (referans araligi 0-1 mmol/L) olarak
belirlendi. Cocuk Hastaliklar1 poliklinigine bagvu-
ran hastanin o sirada 5 glindiir devam eden ishal ya-
kinmas: olmasi nedeniyle digkinin mikrobiyolojik
ve parazitolojik incelenmesi istendi. Hastanin aile-
sinden alinan ayrintili 6ykiisiinde 4-5 aydir zaman
zaman ishal yakinmalarinin oldugu, ancak herhan-
gi bir tetkik ve tedavi uygulanmadan kendiliginden
diizeldigi, hastanin istahsizlik problemi de oldugu
icin ancak kilo kaybinin belirgin olmasi iizerine
hastaneye bagvurduklar1 6grenildi. Parazitoloji la-
boratuarinda ishal yakinmasi olan hastalarin disk:
orneklerine rutin olarak uygulanan Kinyoun acid-
fast boya yontemi ile ¢ok sayida Cryptosporidium
spp. ookisti saptand1. Boyali preparattaki parazit yo-
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gunlugu, McLauchlin ve ark.nin gelistirdigi yontem
ile belirlendi.® Buna gore, her alanda 11-100 parazit
saptandi1 ve parazit yogunlugu +2 olarak degerlen-
dirildi (Resim 1). Mikrobiyolojik inceleme sonucu
negatif geldi.

Hastanin ishal yakinmasinin devam etmesi du-
rumunda kontrol amaciyla aralikli olarak digk:
incelemesi onerildi. 14 giin boyunca yapilan taki-
binde ookist atiliminin azalarak sonlandig goril-
dii. Hastanin diger aile bireylerinin digk: incele-
meleri negatif olarak degerlendirildi.

Ailenin sebeke suyu kullandiklari, hastanin
giinde 4-5 kez digkilamayla karakterize ishalinin
oldugu ancak (digkisinin) kan ve mukus icermedi-
gi 6grenildi. Ayrica karin agrisi, bulanti, kusma,
ates, gaz sikayetlerinin de tabloya eslik ettigi rapor
edildi. Ailenin hayvan beslemedigi, ancak hayvan-
cilikla ugrasan yakinlarinin bulundugu Mardin’e
seyahat oykiilerinin oldugu dikkati cekti.

Calisma icin gerekli etik onay Dokuz Eylil
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar
Aragtirmalar1 Etik Kurulu'ndan alindi (Onay tarihi
03.05.05). Hastadan “aydinlatilmig onam” alinda.

Olguya ait materyale boyali preparat inceleme
sonras1 PCR-RFLP yontemleri uygulandi. Direkt
olarak -80 °C’de dondurularak saklanmig digk: 6r-
neklerinden QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIA-
GEN Ltd., Crawley, West Sussex, UK) iretici
firmanin 6nerdigi prosediir dogrultusunda DNA el-
de edildi. Spano ve ark.nin 6nerdigi Cryptospori-

RESIM 1: Kinyoun acid-fast boya yontemi ile Cryptosporidium spp.
ookistleri.
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dium spp. duvar proteinine y6nelik Cry9 ve Cry15
primerleri kullanildi’. Miks oranlar1 10x buffer’dan
5 ul, dNTP’den 1 pl, Cry9 ve Cry 15 primerlerinin
herbirinden 3’er pl, Taq polimeraz’dan (Roche) 0.5
pl, DNA ekstraktindan 10 pl olmak iizere total
hacim 50 pl olacak sekilde hesaplandi. Amplifikas-
yon, 94 °C’de 5 dakikalik 6n denatiirasyonun ardin-
dan 35 siklus 94 °«C’de 1 dakika, 55 °C’de 30 saniye,
72 °C’de 1 dakika ve final ekstansiyon basamagi i¢in
72 °C’de 10 dakika olacak sekilde diizenlendi. Elde
edilen DNA, DNA piirifikasyon kiti (GeneMARK,
Technology Co., Ltd, Tayvan) kullanilarak tiretici
firmanin 6nerdigi prosediir dogrultusunda piirifi-
ye edildi. 30 pl total voliim icinde 2 pl Rsal kesici
enzimi (Fermentas), 10 pl PCR iiriinii, 2 pl 10x Buf-
fer tango olacak sekilde RFLP yontemi uygulanda.
%1.5 agaroz jelde goriintilendi. Cryptosporidium
parvum’a spesifik bantlar olan 34, 106, 413 b¢ bant-
lar gozlendi (Resim 2).

Insan ve hayvan digkilarindan elde edilen giib-
relerin, sulamada kullanilan kontamine sularin,
ciftlik calisanlarinin toprakla bulagmis ellerinin,
sebzelerin paketlendigi, depolandigi, satildig1 veya
hazirlandig: yerlerdeki kontamine yiizeylerin bu
parazitin bulaginda rol alabilecegi belirtilmistir.®
Olgumuzda muhtemel bulasin, C. parvum’un bu-
lag yollarini iceren benzer yollardan biri ile gercek-
lestigini distinmekteyiz.

Kinyoun acid-fast boya yontemi ile tani i¢in
diskida parcalanmamis ookistlerin varlig: gerekir.
PCR yontemi ise muhtemel bulas kaynagini ve bu-
nun insan sagligi i¢in olusturdugu riski belirleme-
de yardima olur.’ Caligmamizda digkida ookist
yogunlugunun fazla olmasi nedeniyle Kinyoun bo-
ya ve PCR yo6ntemleri arasinda bir fark gériileme-
mis, her iki yontem de paraziti saptamada bagarili
bulunmustur.

Giineydogu Anadolu Bolgesi ve Israil’de sigir-
larda C. parvum’un genotiplendirilmesi ile ilgili bir
calismada, her iki toplumun parazit popiilasyonun-
da sigirlarin etkileri karsilastirilmigtir. Sigirdan sig1-
ra gegcisi kolaylastiran klasik ahirlarin C. parvum™un
toplumdaki dagilimini kolaylastirdig: diisiiniilmiis-
tiir.' Calismamizda enfeksiyon kaynaginin hayvan-
lar ile iligkili olabilecegi dusiintilmis, ancak
hayvanlar tizerinde arastirma yapilamamigtir.

Turkiye Klinikleri ] Pediatr 2011;20(2)
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RESIM 2: %1.5 agaroz jelde PCR-RFLP gérintiisti. 1. siitun: 100 bp DNA
ladder. 2. siitun: Cryptosporidium spp. saptanan hasta 6rnegi. 3. siitun:
Cryptosporidium spp. pozitif kontrol. 4. siitun: Negatif kontrol. 5. stitun: 25
bp DNA ladder. 6. siitun: Hasta dreginin RFLP (iriind. 7. stitun: C. parvum
pozitif kontrol. 8. siitun: Negatif kontrol.

Son yillarda ilkemizde Cryptosporidium
spp.’nin molekiiler yontemlerle saptanmasina ilig-
kin ¢aligmalarin sayis1 giderek artmaktadir. Dirim
ve ark.nin ¢aligmasinda ishal sikayeti ile bagvuran
bir hastada Kinyoun acid-fast boya yontemi ile
Cryptosporidium spp. ookistleri saptandigi, PCR
yontemi ile C. parvum’a spesifik bant elde edildigi
bildirilmigtir."" Olgumuza tan1 koymak i¢in mik-
roskobi ve PCR birlikte kullanildi ve bu yontemle-
rin hastanin ookist atiliminin takibinde oldukga yol
gosterici oldugu kanisina varildi. Hastanin takibin-
de1.,3.,5, 8,12, 14. ginlerde olmak tizere 6 kez
mikroskobi ve PCR incelemesi yapildi. Tiimiinde
mikroskobi ve PCR ile ayn1 sonug elde edildi.

Tanriverdi ve ark.nin gastrointestinal sikayeti
olan insanlarin digk: 6rneklerinde cesitli real-time
PCR prosediirleri ile C. parvum’un saptanmasi ve
genotiplendirmesi ile ilgili caligmalarinda, C.homi-
nis (genotip 1), C.parvum (genotip 2)’un basari ile
saptandig bildirilmistir."? Caligmamizda konvansi-
yonel PCR prosediirii uygulanmais, olguda C. par-
vuin saptanmigtir.

Ulgay ve ark.nin ¢alismasinda ishal yakinmasi
olan immun sistemi saglam ve immun sistemi bas-
kilanmig hastalarin digkilar: farkli yontemlerle pa-
razitolojik agidan degerlendirilmis, ishal yakinmasi

Turkiye Klinikleri J Pediatr 2011;20(2)

Selma USLUCA ve ark.

olanlardan immun sistemi baskilanmis 1 olguda
modifiye acid-fast boya yontemi ile, 3 olguda DFA
yontemi ile Cryptosporidium spp. saptandigi, PCR
yontemi ile Cryptosporidium spp. tespit edilmedigi
bildirilmistir.'3

Tamer ve ark.nin ¢alismasinda okul ¢ocukla-
rinin digki 6rnekleri modifiye acid-fast boya yonte-
mi ve PCR-RFLP yontemi ile degerlendirilmis, 4
olguda Cryptosporidium parvum saptandig bildi-
rilmigtir.!*

Erdogan ve ark.nin ¢aligmasinda taze ve for-
maldehitle saklanan digk: 6rnekleri modifiye acid-
fast boya yontemi ve nested PCR yontemi ile
Cryptosporidium spp. acgisindan degerlendirilmis,
taze diskilarda nested PCR yonteminin sensitivite-
sinin %100, formaldehitle saklanan digk: 6rnekle-
rinde ise %50 oldugu bildirilmigtir."

Bu olgu sunumunda, Cryptosporidium spp.’nin
ishale yol agan enfeksiyoz etkenler arasinda mutla-
ka diistiniilmesi gerektigi vurgulanmigtir. Cryptos-
poridosisin yalnizca immun yetmezligi olan
hastalarda degil, immun sistemi saglam olanlarda
da goriilebildigi akla gelmelidir. Ishale bagli sivi-
elektrolit dengesizligi sonucu agir klinik tablolarin
olusabildigi g6z oniine alindiginda, ¢ocukluk yas
grubunda ishal yapan etkenlerin aragtirilmas: 6n-
celikli 6nem tagimaktadar.

Cryptosporidium spp. tanisinda sadece boya
yontemi ile saptanmasinin yeterli olmadigi, digki-
nin rutin parazitolojik incelemesinde molekiiler
yontemlerin kullanimi ile parazite yonelik primer
bulas kaynaklarinin ortaya konulmasi gerektigini
diisinmekteyiz. Olgumuzda zoonotik gecis goste-
ren Cryptosporidium parvum saptanmistir. Bulag
kaynag kesin olarak ortaya konulamasa bile, soz
konusu tiiriin hayvancilikla ilgilenenlerde ve onla-
rin yakin ¢evrelerinde goriildiigi bilinmektedir.

Insan yagamini tehdit edebilen bu parazitin
epidemiyolojisinin ortaya konulmasi, uygun teda-
vi protokoliiniin olusturulmasi ve iilkemizde mev-
cut tiirlerin belirlenmesi i¢in bu alanda yapilacak
caligmalara agirlik verilmesi gerektigi kanisinda-

yiz.
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