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Bagisiklik Sistemi Baskilanmig Bireylerde
Cryptosporidiumun ELISA ve
Modifiye Aside Direncli Boyama Yontemi
ile Arastirilmasi

Investigation of the Cryptosporidium in

Immune Suppressed Individuals by Using
Modified Acid-Fast Stainnig and ELISA Methods

OZET Amag: Cryptosporidium cinsi protozoon gastroenterit etkenlerinden birisidir. Klora direngli olmas ve igme suyu
stizgeglerinden gegebilmesi nedeniyle parazitin kaynak sularindaki prevalansinin yiiksek olmas: ve ¢ok az sayida parazi-
tin bile enfeksiyona neden olabilmesi, su kaynakl epidemilerin nedenleri olarak gosterilmektedir. Bu ¢alismada, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina risk grubundaki immiin sistemi baskilanmis hastalardan ve ishal sikayeti ne-
deniyle, farkli yag grubundaki immiin sistemi normal bireylerden gonderilen diskilarda Cryptosporidium antijenlerinin
arastirilmasi amaglanmugtir. ELISA yontemiyle Cryptosporidium tiirleri antijenleri arastirilmig ve modifiye aside direncli
boyama y6ntemiyle Cryptosporidium ookistleri aranmigtir. Caligmada kullanilan yontemlerin duyarhilik ve ozgiilliikleri
degerlendirilmistir. Gereg ve Yontemler: Calismada; onkoloji (n=156), diyaliz (n=98) ve malniitriisyonlu gocuklardan
(n=21) olusan toplam 275 immiin sistemi baskilanmis hasta ve immiin sistemi normal ancak gastroenterit sikayeti ile la-
boratuvarimiza génderilen gastroenteroloji hastalari (n=22) ve pediatri hastalar1 (n=178) olmak tizere 200 hastadan alinan
diski 6rnekleri calisildi. Ayrica farkl kliniklerden génderilen, ishal sikayeti olmayan immiin sistemi normal 55 bireyin digk1
6rnegi kontrol grubu olarak ¢aligmaya dahil edildi. Makroskobik olarak da incelenen her digk: 6rnegine lam-lamel aras
preparasyon, modifiye aside direngli boyama yapilarak Cryptosporidium ve diger bagirsak parazitleri agisindan incelendi.
Ayrica diski 6rneklerinde “Prospect Cryptosporidium ELISA kiti” (OXOID) ile Cryptosporidium tiirleri antijenleri aranda.
Bulgular: Calismada, toplam 530 diski 6rneginin 17 (%3,2)’sinde modifiye aside direngli boyama yontemi ile Cryptospo-
ridium tiirleri ookisti saptanirken, ELISA yontemi ile 31 [31/530 (%5,8)] hastanin diskisinda Cryptosporidium tiirleri an-
tijeni tespit edildi. ELISA y6ntemi ile, 40 yas {istii immiin sistemi baskilanmis hastalar, aside direncli boyama yonteminde
oldugu gibi Cryptosporidium'un en fazla pozitif oldugu hastalardi. Modifiye aside direncli boyama yonteminin duyarh-
1181 %54, 83, 6zgiilliigii %100; ELISA yonteminin duyarliligi %100, 6zgilligii de %100 olarak bulundu. Nativ-lugol pre-
parasyon yontemiyle 6rneklerin 61 (%11,5)'inde gesitli protozoon kistleri ve 3 (%0,5)'tinde de Hymenolepis nana
yumurtalar1 goriildi. Sonug: Sonug olarak hem immiin sistemi baskilanmus hastalarda hem de gastroenterit sikayeti ile
gelen normal hastalarda Cryptosporidium arastirilmasi, ayrica bélgemizde Cryptosporidium’un arastirilmasinda, boyama
yontemi ile birlikte immiin tanisal bir yontemin de kullanilmas: gerektigi sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium; immiinyetmezlik; immiinoenzimatik yontem; boyama ve isaretleme

ABSTRACT Objective: Cryptosporidium sp. is a protozoon and one of the causes of gastroenteritis. Since it is resistant to
chlorine and passes through the filters of the drinking water, it has a high prevalence in the water sources and it may
cause water-borne epidemics due to its ability to cause infection even with only a few numbers of parasites. In this study,
in Medical Microbiology Department Laboratory it was aimed to investigate Cryptosporidium antigens in the stools of im-
munocompromised patients who were in the risk group and in the stools of immunocompetent patients who were in dif-
ferent age groups and had diarrhea. In this study, Cryptosporidium sp. antigens were investigated by ELISA method and
Cryptosporidium oocysts were searched for with modified acid-fast staining. The sensitivity and specificity of the meth-
ods used in the study were investigated. Material and Methods: In this study, fecal samples of 275 immunocompromised
patients from oncology (n=156) and dialysis (n=98) departments as well as children with malnutrition (n=21) and fecal sam-
ples of 200 immunocompetent patients with the complaints of gastroenteritis from gastroenterology (n=22) and pedi-
atrics departments (n=178) were studied. Stool samples of 55 immunocompetent patients without diarrhea from different
clinics were enrolled as the control group in the study. Stool samples of each patient was prepared for macroscopic solid-
lamella preparation and stained with modified acid-fast stain and examined for Cryptosporidium and other intestinal par-
asites. In addition, Cryptosporidium sp. antigens were investigated with Prospect Cryptosporidium stool ELISA kit
(OXOID). Results: In this study, Cryptosporidium sp. oocysts were detected using modified acid-fast staining in 17 (3.2%)
and Cryptosporidium sp. antigen was detected in stools of 31 (5.8%) patients by using ELISA method among 530 stool sam-
ples. Most of the patients in whom Cryptosporidium sp. detected were immunosuppressed and older than 40 years. The
sensitivity of modified acid-fast staining method was 54.83% and its specificity was 100% while both sensitivity and speci-
ficity of the ELISA method were detected as 100%. A variety of protozoan cysts were detected in 61 (11.5%) and Hy-
menolepis nana eggs were detected in 3 (0.5%) of the samples by using Native-Lugol preparation. Conclusion: ELISA
method together with modified acid fast staining would be suitable for routine use to investigate Cryptosporidium in im-
munosuppressed patients and also in normal patients suffering from gastroenteritis.

Key Words: Cryptosporidium; immunocompromised; enzyme-linked immunosorbent assay; staining and labeling
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araziter hastaliklarin diinyadaki yayginlig
Pﬁlkelerin cografi 6zellikleri, iklim kosullari,

toplumun kiiltiirel, ekonomik ve sosyal ya-
pis1 ile yakindan ilgilidir. Gastrointestinal parazit
etkenlerinden birisi, 6zellikle ¢cocuklarda ve im-
munitesi yetersiz hastalarda etkili olan Cryptospo-
ridium cinsi protozoondur. Cryptosporidium
enfeksiyonu, ookistleri iceren digkiyla kontamine
su ve besinlerin agiz yoluyla alinmasi veya ookist-
lerle kirlenmis havuz, goél ve irmak sularinda
ylizme araciligiyla bulasmaktadir. Cryptosporidium
enfeksiyonunun klinik belirtileri konagin immiin
sisteminin durumuna bagli olarak degismektedir.
Immiin sistemi baskilanmis kisilerde giinde Gas-
trointestinal parazit etkenlerinden birisi, 6zellikle
cocuklarda ve immunitesi yetersiz hastalarda etkili
olan Cryptosporidium cinsi protozoondur. Cryptos-
poridium enfeksiyonu, ookistleri igeren digkiyla
kontamine su ve besinlerin agiz yoluyla alinmasi
veya ookistlerle kirlenmis havuz, gol ve irmak su-
larinda ylizme araciligiyla bulagsmaktadir. Cryptos-
poridium  enfeksiyonunun klinik belirtileri
konagin immiin sisteminin durumuna bagh olarak
degismektedir. Immiin sistemi baskilanmis kisi-
lerde giinde Gastrointestinal parazit etkenlerinden
birisi, 6zellikle ¢ocuklarda ve immunitesi yetersiz
hastalarda etkili olan Cryptosporidium cinsi proto-
zoondur. Cryptosporidium enfeksiyonu, ookistleri
iceren digkiyla kontamine su ve besinlerin agiz yo-
luyla alinmasi veya ookistlerle kirlenmis havuz, gol
ve irmak sularinda yiizme araciligiyla bulagmakta-
dir. Cryptosporidium enfeksiyonunun klinik be-
lirtileri konagin immdin sisteminin durumuna bagh
olarak degismektedir. Immiin sistemi baskilanmis
kisilerde glinde Gastrointestinal parazit etkenle-
rinden birisi, 6zellikle ¢cocuklarda ve immunitesi
yetersiz hastalarda etkili olan Cryptosporidium
cinsi protozoondur. Cryptosporidium enfeksiyonu,
ookistleri iceren digkiyla kontamine su ve besinle-
rin ag1z yoluyla alinmasi veya ookistlerle kirlenmis
havuz, gol ve irmak sularinda ytizme araciligiyla
bulagsmaktadir. Cryptosporidium enfeksiyonunun
klinik belirtileri konagin immdiin sisteminin duru-
muna bagh olarak degismektedir. Immiin sistemi
baskilanmug kisilerde giinde.?
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1982 yilina kadar daha ¢ok bagisiklik sistemi
baskilanmis grubun enfeksiyonu olarak bilinen
kriptosporidiyozisin 6zellikle laboratuvar tani yon-
temlerinin gelismesiyle bagisiklik sistemi saglam
toplumlarda da salginlara yol agtig1 saptanmistur.
Her gecen y1l gerek bagisiklik sistemi baskilanmig
olgularin sayisindaki artis gerekse bagisiklik sistemi
saglam kisilerde de salginlarin saptanmasi, kriptos-
poridiyozisin 6nemini artirmaktadir.?

Galismada, Diyarbakir Dicle Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarinda; risk grubundaki
immin sistemi baskilanmis hastalardan (onkoloji
ve diyaliz hastalar1, malniitrisyonlu ¢ocuklar) ali-
nan ve ishal sikdyeti nedeniyle, farkli yas grubun-
daki immun sitemi normal hastalardan génderilen
diskilarda, Cryptosporidium tiirleri antijenleri
ELISA yontemiyle arastirilmis ve modifiye aside di-
rengli boyama yontemiyle Cryptosporidium oo-
kistleri
ozellikle immiin sistemi baskilanmis bireylerde

aranmigtir. Caligmada hastanemizde,
basta olmak tizere, kriptosporidiyozisin yayginli-
gin1 aragtirmak ayrica tanida ELISA ve aside diren-
¢li  boyama

yontemlerinin  duyarlilik  ve

ozgiilliiglini degerlendirmeyi amagladik.

I GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda; onkoloji (n=156) ve diyaliz (n=98)
hastalar ile malniitriisyonlu ¢ocuklardan (n=21)
olusan toplam 275 immiin sistemi baskilanmig
hasta ve immiin sistemi normal ancak gastroenterit
sikayeti ile laboratuvarimiza gonderilen gastroente-
roloji hastalar1 (n=22) ve pediatri hastalar1 (n=178)
olmak tizere 200 hastadan alinan digki 6rnekleri ¢a-
hisildi. Ayrica farkh kliniklerden toplanan, ishal si-
kayeti olmayan immiin sistemi normal 55 bireyin
disk: 6rnegi kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil
edildi. Yag ortalamas1 39,97+24,42 (medyan 42,
min: 1, max: 76) olan toplam 530 hastadan alinan
digk: 6rnekleri ¢alisildi. Caligma 6rnekleri 1 Ocak-
31 Mayzis 2010 tarihleri arasinda toplanda.

Hastalar hakkinda gerekli bilgiler (kimlik ve
klinik bilgiler) alindiktan sonra digk: 6rnekleri agz
kapakl kaplara alindi. Mikrobiyoloji laboratuva-
rina getirildi. Direkt mikroskopi ve boyama i¢in

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(6)
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preparatlar hazirlandiktan sonra, kalan digk: 6r-
nekleri ELISA ¢alisilmas: i¢in ependorf tiiplerinde,
-20°C’de saklamaya alind.

Bekletilmeden her digk: 6rneginden;

= Makroskobik inceleme (renk, koku, kivam,
kan, mukus) ve lam lamel aras1 preparasyonlar

= Hazirlanarak, protozoon trofozoit ve kistleri
ile helmint yumurtalar: aragtirild1.

® Yayma preparat hazirlanarak havada kuru-
tuldu, alevde tespit edildi. Her bir digk: 6rneginden
ikigser preparat hazirlanarak toplam 1060 preparat
modifiye aside direngli boyama yontemi ile boyandi
ve Cryptosporidium ookistleri agisindan incelendi.

DISKI PREPARATLARININ MODIFiYE ASIDE DIRENCLI
SICAK BOYAMA YONTEMi iLE BOYANMASI*

1. Tespit edilip sogutulan preparatlar izerine
karbol fuksin dokiilerek kaynatilmadan hafif
duman ¢ikana kadar 5 dakika 1sitildz.

2. Nazikge su ile yikanip fazla boyalar dokiil-
diikten sonra %1’lik asit-alkol lamlar tizerine do-
kiilerek 1 dakika tutuldu renksizlestirme islemi
yapild1.

3. Su ile y1ikandiktan sonra, metilen mavisi d6-
kiilerek 1 dakika bekletildi.

4. Tekrar su ile yikandiktan sonra oda 1s1s1nda
kurumaya birakildi.

Degerlendirmede her preparat, x 100’lik
biiytitme ile tarandi. Mavi zemin tizerinde kir-
mizi-pembe renge boyanan, i¢inde birden fazla
saylda siyah ve muntazam olmayan graniiller bu-
lunan ve 4-6 pm ¢apinda yuvarlak-oval yapilar
Cryptosporidium ookisti olarak degerlendirildi.
Mavi-yesil boyanan ve ookistlerden daha biiyiik
yapilar ise mantar olarak degerlendirildi. Ornek-
lerin degerlendirilmesinde Cryptosporidium tiir-
leri antijenlerini belirlemeye y6nelik “Prospect
Cryptosporidium ELISA kiti” (OXOID, LOT
885970) kullanildi. ELISA ¢aligmasi tiretici firma-
nin 6nerdigi bigimde uygulandi. Kit ¢alisma pro-
sedlriine gore pozitif ve negatif kontrol
kullanilarak ¢alisilan 6rneklerin bulundugu plak-
lar ELISA okuyucusunda (TECAN SUNRISE) 450
nm dalga boyunda okutuldu. Sonuglar tretici fir-
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manin 6nerisi dogrultusunda asagidaki sekilde de-
gerlendirildi. Ayrica ELISA test pozitifligi sar1
renk olusumu ile de goriilmekteydi

Pozitif Kontrol: Sar1 renkli olmali ve “optimal
dansite “(OD) =0,300 (450 nm’de) olmali.

Negatif kontrol: Renksiz olmali ve “optimal
dansite”(OD) <0,100 (450 nm’de)olmal:.

Pozitif numune: OD >0,050; negatif numune:
OD <0,050.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Siirekli degiskenlerin tanimlayici istatistik deger-
leri i¢in ortalama ve standart sapma kullanildi. Ke-
sikli degiskenler, frekans ve oranlarla verildi.
Modifiye aside direncli boyama ve ELISA yontem-
lerinin duyarhiliklari, 6zgiilliikleri, pozitif ve nega-
tif prediktif degerleri ve testlerin toplam duyarlilik
oranlar1 istatistiksel degerlendirmede hesaplanarak
gosterildi. Capraz tablo degerlendirmelerinde Yates
diizeltmeli ki-kare testi kullanildi. Hipotez cift
yonlii olup p < 0,05 olmas1 durumunda, istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi. Tani testlerinin per-
formansinin diizeyi McNemar testi ile analiz edildi.
Istatistiksel degerlendirmede SPSS 15,0 for Win-
dows paket program kullanild:.

I BULGULAR

Caligmada yer alan hastalarin yas ortalamasi
39,97+24,42 (min: 1, maks: 76) idi. 530 hastanin
254’ti immiin sistemi baskilanmis, 21’1 malntitris-
yonlu olmak tizere 199’u ishalli pediatrik hasta,
22’si gastroenteroloji hastas1 ve 55’i de ishali olma-
yan, immiin sistemi normal bireylerden olusmak-
taydi. Calisma gruplari, sayilari ve yags araliklan
Tablo 1’de gosterilmigtir (Tablo 1).

Caligmada, toplam 530 digski 6rneginin 17
(9%3,2)’sinde modifiye aside direncli boyama yo6n-
temi ile Cryptosporidium tiirleri ookistleri sapta-
nirken, ELISA yontemi ile 31 [31/530 (%5,8)]
hastanin digkisinda Cryptosporidium tiirleri anti-
jeni tespit edildi.

Modifiye aside direngli boyama ve ELISA yon-
temi ile Cryptosporidum tiirleri saptanan olgularin
gruplara gore dagilimi Tablo 2’de goriilmektedir.
Iki yéntemde de Cryptosporidium tiirleri en fazla
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TABLO 1: Calisma gruplari, sayilari ve yas araliklari.

Grup Sayi Yas araliklari
Onkoloji 156 18-76
Diyaliz 98 20-76
Gastroenteroloji 22 16-76
Pediatri 178 0-15
Maln{trisyonlu cocuk 21 2-15
Kontrol 55 1-70
Toplam 530

TABLO 2: Modifiye aside direncli boyama ve
ELISA yéntemi ile Cryptosporidium tiirleri
saptanan olgularin gruplara gére dagilimi.

Hasta grubu Modifiye aside direncli boyama (+)  ELISA (+)
n (%) n (%)
Onkoloji 8(1,5) 14 {2,6)
Diyaliz 4(0,7) 4(0,7)
Gastroenteroloji 2{0.3) 2{0,3)
Pediatri 3(0,5) 8(1,5)
Malnitrisyonlu gocuk - 1(0,1)
Kontrol - 2(0,3)
Toplam {n=530) 17 (3,2) 31(5,8)

onkoloji ve diyaliz hastalari olan immiin sistemi
baskilanmig Dbireylerde edildi (18/31;

%58,06).

Mikroskopta x100’liik biiytitmeli objektiflerde
tespit edilen 17 preparattaki Cryptosporidium tiir-

tespit

leri ookistleri mavi zemin tizerinde, kiigiik parlak
kirmizi-pembe yuvarlak-oval sekilde ve iclerindeki
sporozoit yapilari, 6rneklerde gesitli yogunlukta
goriildi (Resim 1).

ELISA pozitif hastalarin 8 (%4,5)’i 0-5 yas gru-
bunda (n=175), 1 (%0.8)i 6-15 yas grubunda
(n=119), 10 (%14,9)’'u 16-40 yas grubunda (n=67), 12
(%7,1)’si de 40 yas iistli bireylerde (n=169) tespit
edildi. Buna gore 40 yas tistiindeki immtin sistemi
baskilanmis hastalar, aside direngli boyama yonte-
minde oldugu gibi Cryptosporidium tiirleri antijeni-
nin en fazla pozitif oldugu hasta grubuydu. Modifiye
aside direngli boyama y6nteminde ookist saptana-
mayan; 2 kontrol grubu, bir malniitriisyonlu ¢ocuk,
6 onkoloji hastasi ve 5 ¢ocuk hastada ELISA yontemi
ile Cryptosporidium tiirleri antijeni saptanda.
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ELISA yontemi baz alinarak modifiye aside di-
rencli boyama yonteminin duyarhilik ve 6zgiilligi
belirlendi (Tablo 3).

Modifiye aside direngli boyama yontemi baz
alinarak ELISA yonteminin duyarlilik ve 6zgilligi
belirlendi (Tablo 4).

Tani testi olarak , ELISA ve modifiye aside di-
rencli boyama yonteminin McNemar Testi ile ya-

pilan analizinde performanslarinin yiiksek oldugu
goriildi (p<0,001).

Kontrol grubu ile diger gruplarin ELISA so-
nuclar1 Yates diizeltmeli ki-kare testi kullanilarak
karsilagtirildi. Hipotez ¢ift yonlii olup p<0,05 oldu-
gunda anlaml farklilik kabul edildi. Gruplar ara-
sinda anlamli fark bulunamads (Tablo 5).

Ayrica 5 hastada da birden fazla parazite rast-
landi. Dort pediatrik hastanin 2’sinde Hymenolepis
nana+Giardia intestinalis, birinde Cryptosporidium
tiirleri + Entamoeba histolytica/dispar ve yine bi-

RESIM 1: Cryptosporidium tiirleri ookistlerinin modifiye aside direngli boya-
madaki gériinimu (x100 blyutme).
(Renkli hali igin Bkz. http://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

TABLO 3: Modifiye aside direncli boyama sonuglari ile
ELISA sonuglarinin karsilastirimasi.

ELISA ELISA
Test edilen positive (n) negatif ~ Toplam
Aside direngli boyama pozitif 17 0 17
Aside direncli boyama negatif 14 499 513
Toplam 31 499 530

p < 0,001(McNemar Testi).
Duyarlilik: 54,83

Ozgiilliik: 100

Pozitif prediktif deger: 100
Negatif prediktif deger: 94,15
Testin dogruluk orani: 97,35.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(6)
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TABLO 4: ELISA sonuglarinin Modifiye aside direngli boyama sonuglari ile karsilastirimasi.

Test edilen n %
ELISA pozitif 17 3,2
ELISA negatif 0 0
Toplam 17 3,2

Aside direncli boyama pozitif

Aside direncli boyama negatif

n % Toplam
14 2,6 31
499 94,2 499
513 96,8 530

p<0,001 (McNemar Testi).

ELISA testinin duyarliligi: 17/(17+0)x100=100
ELISA testinin 6zgullgu: 499/(14+499)=100

Pozitif prediktif Degeri: 54,83

Negatif prediktif Degeri: 100,00

Testin dogruluk Orani: 97,36 olarak hesap edilmistir.

rinde Cryptosporidium tiirleri + G.intestinalis go-
rtldi. Diger gruptan bir hastada da H. nana +G. in-
testinalis saptandi. E.histolytica/dispar tanisi adezin
antijeni arayan ELISA kitleri ile dogruland.

Taranan digk: 6rneklerinin 25 tanesinde nativ
incelemede ve boyamalarda bol miktarda Candida
tiirlerine rastlandi. Ozellikle immiin sistemi baski-
lanmig hastalarin 17’sinin ve pediyatri grubunun
8inin digki 6rneklerinde Candida tiirleri floraya
hakim diizeydeydi.

I TARTISMA

Son yillarda kanserli olgu sayilarindaki artis,
immiin yetmezlik, immiin sistemi baskilayici ilag-
larin artan kullanimi, popiilasyonun yaslanmasi ve
malniitriisyon sonucunda paraziter enfeksiyonlara
duyarhilik artmistir. Kriptosporidiozis de diinyanin
bircok bolgesinde giderek yaygin hale gelen,
immiin yetmezligi bulunan ve bulunmayan birey-
lerde saglik problemi olugturan bir hastalik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica nozokomiyal ishal-
lerde tgilincii en sik patojen (%7,2) olarak yer
almasi 6nemini daha da arttirmaktadir.>7 Caligma-
mizda toplam 530 bireyin 31 (%5,85)’inde Cryptos-
poridium tiirleri antijeni saptandi. Ulkemizde farkl
gruplarda yapilan ¢aligmalarda Cryptosporidium
goriilme oran1 %0,13 ila %35,5 arasinda bildiril-
mektedir.>81% Kriptosporidiozis ile ilgili ¢aligma-
larda birinci siray1 Human immunodeficiency virus
(insan bagisiklik yetmezlik viriisii; HIV) pozitif
grup alirken, ikinci siray1 immiin sistemi baskilan-
mis bireyler ve diger gruplarda yapilan ¢aligmalar
olusturmustur. Yapilan ¢caligma sonuglarinda fark-

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(6)

TABLO 5: Kontrol grubu ile diger gruplardaki ELISA (+)
hastalarin istatistiksel olarak karsilastirimasi.

Kontrol ELISA testi x2 p
Kontrol {n=55) 2 (%3,6) 0,979 0,322
Onkoloji (n=156) 14 {%9,0)

Kontrol (n=55) 2 (%3,6) 0,00 1,000
Diyaliz (n=98) 4 (%4,1)

Kontrol {n=55) 2 (%3,6) 0,16 0,685
Gastroenteroloji (n=22) 2 (%9,1)

Kontrol (n=55) 2 (%3,6) 0,00 1,000
Pediatri (n=178) 8 (%4,5)

Kontrol{n=55) 2 (%3,6) 0,000 1,000
MAL. Cocuk {(n=21) 1 (%4,5)

MAL.: Maln(itrisyonlu.

hiliklar bulunmakta ve bu farkliliklar da; cografik
yerlesime, laboratuvar yontemlerine, segilen grup-
larin farklhiligina ve hastaligin farkh safhalarina
baglanmaktadir. HIV pozitif grup i¢in 2002 yilinda
ortalama %32’lik oran bildirilmistir.!! Batero ve
ark. akut lenfositik 16semi, kronik lenfositik 1osemi,
anti-HIV pozitif ve diger immun yetmezligi olan
111 olguda en sik rastlanan parazitin Cryptospori-
dium tiirleri oldugunu bildirmislerdir. 1> Ulgay ve
ark., 2008’de yaptiklar: bir ¢calismada ishalli immiin
sistemi baskilanmis 36 olgunun 3 (%8,6)iinde
Cryptosporidium saptamislardir. '* Tanyiiksel ve
ark. 116 cesitli kanserli hastalarin 18 (%17,0)’inde
Cryptosporidium tiirleri rapor etmislerdir. '* Refik
Saydam Hifzisthha merkezinde diyaresi olan solid
tiimorli 72 olguda Cryptosporidium aragtirilmis ve
kontrol grubu olarak da 50 saglikli birey calismaya
alinmigtir. Hasta grubundaki 72 6rnegin %8,3’tinde
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Cryptosporidium ookistleri goriiliirken, kontrol
grubundaki higbir 6rnekte Cryptosporidium oo-
kistleri saptanmamistir.’®> Caligmamizda immiin
sistemi baskilanmis olarak kabul edilen 98 hemo-
diyaliz, 156 onkoloji, toplam 254 hastanin 18
(%7,0)inde Cryptosporidium antijeni saptandi.
Cryptosporidium tiirleri saptanan 18 vakanin
14’tinti kanserli hastalar, 4inti hemodiyaliz has-
talar1 olusturmaktaydi. Kontrol grubu olarak ca-
histigimiz 55 saglikli bireyin 2 (%3,6)sinde
Cryptosporidium antijenleri saptandi. Sar1 ve ark.
2003‘te hemodiyaliz tedavisi géren 47 kronik bob-
rek yetmezlikli hasta ve 36 saglikli bireyin alindig1
caligmalarinda, Cryptosporidium tiirlerini hasta
grubunda %06,4, kontrol grubunda %?2,1 olarak bil-
dirmiglerdir. " Caligmamizda 98 hemodiyalizli has-
tanin %4,08‘inde ve kontrol grubunun %3,6’sinda
Cryptosporidium pozitif bulundu. Calismada diya-
liz hastalar1 hem boyama hem de ELISA yonte-
minde pozitif saptanda.

Kontrol grubunda buldugumuz seropozitiflik
orani (%3,6) calistigimiz diger gruplarin yiizdele-
rine yakin bir orandir. Bunu kontrol grubumuzun
say1sinin az olmasina ve yine tesadiifen belirtisiz
kriptosporidiozis enfeksiyonunun devam ettigi ya
da ookist atilimi olmasa da organizmada antijenik
iirtinlerin olabilecegi bireylerin bu grup icinde yer
almig olmasina baglamaktay1z. Ornegin Coloroda’da
randomize yapilan bir calismada %30 bireyin
Cryptosporidium ookistleri attiklar1 ve bunlarin
ancak 3 tanesinde semptomatik hastaligin bulun-
dugu bildirilmektedir."” Giilhane Tip Akademisi ve
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Gastroen-
teroloji kliniginde bagka sebeplerle endoskopi uy-
gulanan ancak kriptosporidiozis agisindan asempto-
matik olan 100 olgunun 3 (%3)’iinde Cryptospori-
dium ookistleri saptandig bildirilmektedir.'°

Immun yetmezlik durumunun parazitik en-
feksiyonlarina etkisi tam olarak aydinlatilamamis-
tir. Immun yetmezlikli hastalarin parazitlerin tiim
tipleriyle enfekte olabilecegini bildiren ¢aligmalar
mevcuttur.'® Cryptosporidium tiirleri enfeksiyon-
larinda da immiin yanit tam olarak bilinmemekte-
dir. Bagisik yamit hakkindaki bilgilerin ¢ogu
hayvan modelleriyle yapilan ¢aligmalardan 6gre-
nilmistir. Bu modellerde yapilan ¢aligmalarda en-
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feksiyonun 6nlenmesinde ve/veya iyilesmesinde
CD4 T lenfositleri ve gamma interferonun 6nemli
rol oynadig bildirilmektedir.' HIV ile enfekte has-
talarda akut sinirli enfeksiyona sahip olanlarda
CD4 sayis1 >180 hiicre/mm?, iken fulminant enfek-
siyonlularda CD4 say1sinin <50 hiicre/mm?,oldugu
bildirilmistir.?® Ayrica sitokinlerden IL-5 ve IL-
12’nin azalmasinin Cryptosporidium enfeksiyonun
siddetlenmesinde etkili oldugu kanaatine varilmis-
tr.2! 1998'de Theodos akut ve kronik kriptospori-
diozis kontroliinde CD4 lenfositlere bagimh
sistemik hiicresel bagisikligin 6nemli olduguna, Mc
Donald ve Boreroft da, hiimoral bagisik yanitin
kriptosporidiozisten korunmada rol oynadigina
vurgu yapmuglardir.?? Boylece 6zellikle HIV po-
zitif olanlar ile diger immiin yetmezligi olan birey-
lerde kriptosporidiozisin farkli klinik tablolar
olusturabilecegi yorumlanmistir. Caligmamizda
Cryptosporidium pozitifligi en ¢ok kanser hastalar:
olmak iizere, immiin yetmezligi olan hastalarda ve
daha cok 40 yas iistii yaslarda goriilmiistiir. Immiin
yetmezligi olan hastalarda Cryptosporidium go-
riilme orani bu grupta 18 hasta ile (onkoloji+diya-
liz, n=254) %7,0 olarak en yiiksek oranda tespit
edildi, ancak bu hastalarda CD4 T lenfositleri ba-
kilamads ayrica bir hastanin diginda ciddi enterit
bulgusu yoktu.

Calismamizda gastroenterit sikayeti ile gelen
178 cocugun 8 (%4,49)'inde Cryptosporidium tiir-
leri saptanmugtir. Yine malniitrisyon tanis: almig 21
¢ocugun 1’inde Cryptosporidium seropozitifligi sap-
tanmistir. Malniitrisyonlu ¢ocuklar arasinda krip-
tosporidiozisin daha yaygin oldugu ve daha ciddi
seyrettigi bildirilmektedir.!" Israil'de yapilan bir ¢a-
hsmada 221 malniitrisyonlu ¢ocugun %13,5
(n=30)’inde Cryptosporidium saptandig1, Hindis-
tan’da diyareli 100 ¢ocuktan 13’iinde Cryptospori-
dium saptandigt ve bu c¢ocuklardan 6’sinin
malniitrisyonlu ¢ocuklar oldugu bildirilmekte-
dir.#% 2000 yilinda yapilan bir ¢aligmada 71 mal-
niitrisyonlu ¢ocugun 7’sinde, malniitrisyonsuz 61
¢ocugun 3'inde Cryptosporidium ookistleri saptan-
mis ve malniitrisyonun kriptosporidiozis igin risk
tagimadig1 sonucuna varilmistir.”® Cryptosporidium
antijeni saptadigimiz malniitrisyonlu ¢ocugun ishal
ve karin agrisi sikayetleri bulunmaktayda.
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Cocuklarda bir¢ok paraziter etkenin prevalansi
gibi Cryptosporidium prevalansi diger yas grupla-
rina gore daha yiiksektir. Bu yas grubundaki birey-
ler arasinda fekal-oral bulagmanin daha kolay
olmasi, temizlik kurallarina yeterli 6zenin gosteril-
memesi ve immunitenin tam gelismemis olmasi
bunun baglica nedenleri olarak gosterilmektedir.
Cryptosporidium 12 yas altindaki ¢ocuklarda,
cocuk malniitriisyonlu veya bagisiklik sistemi bas-
kilanmis degilse, kendiliginden iyilesen diyare et-
kenidir. Ingiltere’de 867 gastrointestinal sikayeti
olan 5 yas alt1 ¢ocuklarda Cryptosporidium go-
rilme orani %7 olarak bildirilmektedir.” Van’da
yapilmis bir caligmada 0-3 yas grubunda ishalli 202
gocugun 6 (%2,9)sinda boyama yontemiyle
Cryptosporidium ookistleri saptanmistir.”® Yeni Ze-
landa’da ishali 36 cocugun %22’sinde, Hindistan’da
15 yasindan kiiciik ishalli 682 cocugun %13,1’inde
Cryptosporidium tirleri saptanmistir.”’ Eskige-
hirde 0-6 yas grubunda ishalli 607 cocugun
%3,6’sinda Cryptosporidium ookistleri saptanmig-
tir.3° Caligmamizda gastroenterit sikayeti ile gelen
¢ogunlugunu 5 yas alt1 cocuklarin olusturdugu 178
cocugun 8 (%4,49)’inde Cryptosporidium saptan-
mistir.

Calismamizda diger bir grup gastroenterit si-
kayeti iizerine gastroenterolojiye bagvuran bagisik
sistemi yeterli erigskin hastalardi. Calistigimiz 22 di-
yareli hastanin 2 (%9)’sinde Cryptosporidium oo-
kistleri saptanmustir. Inceboz ve ark. aymi gruptaki
225 hastanin %0,4’inde sadece kinyonun aside di-
rengli boyama yontemiyle Cryptosporidium oo-
kistleri saptarken, Malatya’da yapilan diger bir
caligmada bu oran %]1,6’dir.?**32 Bu grupta sapta-
digimiz iki pozitif vakanin hem ELISA hem de bo-
yama yontemleri sonucu pozitif idi.

Cryptosporidium enfeksiyonunun tiim diin-
yada goriilebildigi ve saglikl bireylerde de salgin-
lara yol agabildigi ortaya konmusgtur.**3* Daha ¢ok
su kaynakl1 bir patojen olan Cryptosporidium oo-
kistleri, hem tatli hem de tuzlu sularda aylarca en-
fekte olarak kalabilmektedir. Rutin klorlama ve
ozonlamanin ookistler iizerine etkisi ¢ok azdir veya
hi¢ bulunmamaktadir.® Su kaynakli kriptospori-
diozis salginlarinin biiyiik bir ¢ogunlugunun kon-
tamine suyuna bagh

icme olarak gelistigi
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bildirilmektedir.? Ingiltere’de salginlar ile ilgili ya-
pilan bir derlemede 1992-2003 tarihleri arasinda su
kaynakli 80 salginin %69 una Cryptosporidiumun
neden oldugu bildirilmistir®* Calismamizda
Cryptosporidium goriilen hastalarin 5’inin icme su-
yunu kuyu suyundan sagladiklari ve bu hastalardan
4{inii gastroenterit sikayeti olan ¢ocuklarin olus-
turdugu saptanmistir. Diger bireylerden bir tanesi

haric hepsi sebeke suyunu kullanan hastalards.

Cryptosporidium’un tani ve tiirlerini tespit
etmek amaciyla doku biyopsisi, digki boyama,
IFAT, DFA, ELISA, PCR gibi teknikler kullanila-
bilmektedir. Kriptosporidioziste tan1 i¢in en kolay
teknigin boyama ile digk: taramasi oldugu bildiril-
mektedir. Ookistlerin bolca lipid icermesi Cryptos-
porodium’un aside direngli boyama yontemleriyle
boyanmasina olanak saglamistir. Modifiye aside di-
rencli boyama yonteminin en iyi yontemlerden biri
oldugu bildirilmektedir. Kirmizi-pembe boyanan
ookistlerin mavi zemin {izerinde kolay bir sekilde
ayirt edilebilmesi, ookistlerin i¢ yapisini ayrintili
goriilebilmesi ve kalic1 bir boya olmas: nedeni ile
Cryptosporidium ookistlerinin tanisinda kullanil-
mast uygun bulunmustur. Ancak parazitin yagam
dongitisiinden dolayi, en az 3 digki 6rneginin en az
24 saatlik aralarla incelenmesinin daha uygun ol-
dugu bildirilmektedir.**”* Caligmamizda her hasta
icin bir digk: 6rnegi calisilabilmistir. Her ne kadar
DFA testi altin standart olarak kabul edilse de,
prospektif ve epidemiyolojik c¢aligmalarda
Cryptosporidium enfeksiyonlarinin saptanmasi
ve izlenmesi i¢in ELISA kitlerinin kullanilmas:
6nerilmekte, basit, hizli ve giivenilir sonuglar veren
ELISA’nmin rutin ¢aligmalarda kullanilmasinin da
faydal olacag bildirilmektedir.®#'* Jayalakshmi ve
ark. calismalarinda, ishali olan 89 HIV’li hastanin
diski 6rneklerini ELISA ve modifiye aside direncli
boyama yontemleriyle incelemisler ve 11 (%12,4)
ornekte pozitif sonug elde etmiglerdir.® ELISA tes-
tinin duyarliligini %99,9 ve o6zgulligint %98,7
olarak bulmuslardir. Tamer ve Giilen¢ ¢aligmala-
rinda; gastrointestinal yakinma ile bagvuran 80
olgu ve kontrol grubu olarak saglikli 65 kisinin
diski 6rneklerini kriptosporidiozis yoniinden Kin-
youn aside direngli boyama yontemi ve ELISA kiti
ile incelemislerdir.® Incelenen 80 digk1 6rneginin 3
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(%3,75)iinde Kinyoun aside direngli boyama yon-
temi ile Cryptosporidium ookistleri, ELISA ile ya-
pilan degerlendirmelerde ise bes 6rnekte (%6,25)
Cryptosporidium tiirleri 6zgiil antijenlerin saptan-
digim bildirmislerdir. Cryptosporidium ELISA ki-
tinin bu calismada duyarliligns %85, ozgiilligi
%100, negatif prediktif degeri %97,4, pozitif pre-
diktif degeri %100 olarak saptanmistir. Caligma-
mizda, boyama yontemini baz alarak degerlendir-
digimizde, ELISA y6nteminin duyarhlik ve 6zgiil-
ligi %100, negatif prediktif degeri %100, pozitif
prediktif degeri %54,83 olarak saptanmigtir. Testin
dogruluk orani %97,36 olarak hesap edilmistir.

Calismamizda nativ preparasyon ve boyama
ile degerlendirdigimiz 6rneklerin toplam 25’inde
bol oranda Candida tiirleri goriildii. Immiin sis-
temi baskilanmig grubun 17 (%6,7)’sinde pediyatri
grubunun 8 (%4)’inde Candida tiirleri her alanda
bol oranda bulunmaktaydi. Candida tiirleri nor-
mal flora elemani1 olarak bulunmaktadir. Ancak

6zellikle immiin yetmezligi olan bireylerde flora
hakimiyeti kazanip firsat¢1 enfeksiyonlar yaptiklar
da bilinmektedir.* Nativ-lugol preparasyon yonte-
miyle 6rneklerin 61 (%11,5)’'inde gesitli protozoon
kistleri ve 3 (%0,5)tinde de H. nana yumurtalar1
goriildii. En fazla parazit saptanan grup pediyatri
grubu idi. Halk sagligi agisindan 6énemli bir prob-
lem olan ve basit yontemlerle 6nlenebilecek olan
parazit hastaliklari, maalesef ¢ocukluk yas gru-
bunda 6nemini hala korumaktadir.

Sonug olarak hem immiin sistemi baskilanmig
hastalarda hem de gastroenterit sikayeti ile gelen
normal hastalarda Cryptosporidium tiirlerinin de
arastirilmasi, ayrica bolgemizde Cryptosporidium’
un arastirilmasinda, boyama y6ntemi ile birlikte di-
rekt floresan antikor testi, ELISA gibi immiin tani-
sal bir yontemin de kullanilmas: gerektigi kanaa-
tine varilmigtir. Calisgmamizdan sonra, Cryptospo-
ridium aragtirilmasi laboratuvarimizda rutin test-
ler arasina girmistir.
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