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Abstract

Cryptosporodium spp. gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde
ishale neden olan parazitler arasinda hala 6nemli bir yere sahiptir.
immin sistemi baskilamis bireylerde &liimciil ishallere neden
olabilen, zorunlu olarak hicre igi yerlesim gosteren bir protozoondur.
Bu galismada hastanemizde kronik ve akut ishal én tanisi almis
hastalarda etken olarak Cryptosporidium spp.'nin arastiriimasi,
etkenin tanisinda Modifiye Asit Fast boyama ve ELISA (Enzim Linked
Immunassay Absorbant) ydntemini birlikte uygulayarak iki yontemin
sonuglarini karsilastirmak amacglanmistir. Kasim 2013-Mayis 2014
tarihleri arasinda Erzurum Tip Fakiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi kliniklerinden Mikrobiyoloji laboratuarina goénderilen
86 ishalli digki érnedi arastirma kapsamina alinmistir. Calisma
grubundaki diski érneklerine ayni giun Modifiye Asit Fast boyama
yontemi uygulanarak mikroskopta 100X objektifde incelendi.
Toplanan digki 6rneklerinin bir kismi ise higbir koruyucu madde ilave
edilmeden ependorflara alinarak -20 °C’'de saklandi. Saklanmis bu
ornekler daha sonra Cryptosporidium antijenlerini aramaya yonelik
hazirlanmis ELISA ydntemiyle galisildi. Kit dretici firmanin dnerdigi
sekilde uygulandi. Degerlendirme 450 nm dalga boyunda ELISA
okuyucusunda yapildi. Yaglari 0-83 arasinda degisen 43 kiz, 43
erkek bireylerden olusan 86 kisiye ait gaita drneklerinde toplam 6
ornekte Modifiye Asit-Fast boyama ile pozitif sonu¢ saptanirken,
ELISA yontemiyle 8 drnekte pozitiflik saptanmistir. ELISA ydntemiyle
pozitiflik saptanan olgularin 4’i (%50) erkek, 4’0 (%50) kiz idi.
Modifiye Asit Fast boyama yonteminde ise pozitiflik saptanan olgular
2'si erkek (%33.3), 4’0 kiz idi (%66.7). Sonug olarak, diskida 6zgll
antijen arayan ELISA'nin maliyeti, boyama yéntemine gére yuksek
olmasina ragmen, uygulamada sagladi§i avantaj, cok sayida érnege
birlikte uygulama kolayhgi saglamasi ve hizli sonu¢ vermesi gibi
nedenlerle ELISA ydnteminin Cryptosporidium tanisinda tercih
edilmesi gerektigi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: Cryptosporidium, ishal, modifiye asit fast
boyama, ELISA

*Bu calisma 6th EACID Kongresi 24-27 Eylil 2014, Belgrad, Serbia’da
poster formatinda yayinlanmistir.

Cryptosporidium spp. has still an important place among
parasites which are the main reason of diarrhea both developing and
developed countries. It is an obligate intracellular protozoan that may
lead fatal diarrhea in immune-suppressed persons. In this study, our
aim was to investigate the presence of Cryptosporidium oocysts as
an agent in pre-diagnosed patients with chronic and acute diarrhea
by using both Modified Acid Fast Staining and ELISA methods. For
our study, 86 diarrheal stool samples were collected which were sent
from Ataturk University Medical Faculty Research and Application
Hospital Clinics to Microbiology Laboratory between December 2013
and May 2014. At the same day, Modified Acid Fast Staining method
was performed to stool samples and examined under the microscope
(with 100X magnification). A small pieces of feces were placed in
eppendorf tubes without adding any preservatives and stored at
-20°C. After a while, ELISA method was performed to these stored
samples for detecting Cryptosporidium antigens. Kit was performed
as recommended by the manufacturer and the results was evaluated
with ELISA reader at 450 nm. A total 6 of samples by Modified Acid
Fast Staining and 8 samples by ELISA were detected as positive in
stool samples of 86 patient (43 female and 43 male) having age range
of 0-83 years. Four (50%) positive samples, which were detected by
ELISA, were belong to either female or male patients. For Modified
Acid Fast Staining, 2 (33.3%) of positive samples were belong to
male patients, 4 (66.7%) of positive samples were belong to female
patients. As a consequent; although ELISA method is costly than
staining method, we suggest that ELISA method should be preferred
for Cryptosporidium diagnosis because of the advantages including
quick results and ease of application.

Key words: Cryptosporidium, diarrhea, modified acid fast staining,
ELISA

GIRIS

Cryptosporidium tiirleri, insanlari da igine alan gok genis bir omurgali
grubunun sindirim ve solunum sistemi epitelinin - mikrovillislerine
intraseliler, ekstrastoplazmik olarak yerlesim gdsteren, zoonotik

6neme sahip protozoonlardir (1,2). Cryptosporidium ilk olarak 1895
yilinda J.J. Clark tarafindan fare mide epiteli (izerinde spor kiimeleri
olarak tanimlanmis (3), Cryptosporidium ile ilgili ilk insan enfeksiyonu
ise 1976 yilinda gastroenteritli 3 yasinda bir kiz da daha sonrada
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Tablo 1. Sonuglarin cinsiyet, yas ve kullanilan yénteme gére dagilimi

Hasta No Cinsiyet Yas Klinik MAF boyama ELISA
1 E 33 Enfeksiyon Hast. + +
2 K 71 Enfeksiyon Hast.. + -
3 K 75 Enfeksiyon Hast. + +
4 K 68 Medikal Onk. + +
5 E 71 Radyasyon Onk. + +
6 K 45 Dahiliye + +
7 K 2 Gocuk - +
8 E 1 Gocuk +
9 E 9 Acil Cocuk +

bagisikligi baskilayici ilag kullanan bir ciftgide bildirilmistir (4-6). Bugiin,
yapilan arastirmalarla Cryptosporidium’'un Antartika disinda diinyanin
her bolgesinde gorlldigi bilinmektedir (7,8). Glnimizde 26 farkl
Cryptosporidium tiiriniin oldugu bildirilmektedir (9). Bu tirlerden 6'si
insan cryptosporidiosis vakalarinin en sik nedenidir bu tlirler ise sirasiyla
C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. cuniculus, C. felis
ve C. canis'dir.

insanda Cryptosporidium enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasi igin, fekal-
oral yolla bulasan ookistlerin enfekte insan, hayvan veya kontamine
ylzeylerle yakin temasla ya da su ve yiyeceklerle alinmasi gerekir
(10). Insanlarda Cryptosporidium enfeksiyonu ciddi diyareye neden
olabilir, diyare imminkompetan bireylerde genellikle kendi kendini
sinirlandirirken, immunsupresif bireylerde kronik ve hatta yasami
tehdit edici boyutlara ulasabilir (11). Cryptosporidiosis'in rutin tanis
genelde diski taramasi ve etkenin gorlilmesi prensibine dayanir (12),
bunun yaninda serum analizi ve etkene spesifik antikorun tayini ile de
yapilabilmektedir (13).

Bu c¢alismada, hastanemizde kronik ve akut ishal 6n tanisi almis
hastalarda etken olarak Cryptosporidium spp.’nin arastiriimasi, etkenin
tanisinda Modifiye Asit Fast boyama (MAF) ve ELISA ydntemini
birlikte uygulayarak sonuglari karsilastirmak, yontemlerin duyarlilik ve
6zgulligundn arastirimasi amaglanmistir.

GEREG ve YONTEM

Kasim 2013 - Mayis 2014 tarihleri arasinda Erzurum Yakutiye
Arastirma ve Uygulama Hastanesinde; intaniye, hematoloji, nefroloji,
medikal onkoloji, cocuk, cocuk hematoloji, organ nakli, obstetrik, dahiliye
gastroenteroloji, nefroloji kliniklerinden yaslari 0-83 arasinda degisen
kronik veya akut gastroenteritli 86 hastanin ishal drnekleri galisma
kapsamina alindi. Calismaya alinan ishalli digski 6rnekleri ilk olarak
nativ-lugol yéntemi ile barsak helmintleri ve protozoonlari agisindan
degderlendirildi. Daha sonra calisma grubundaki digki 6rneklerine ayni
guin herhangi bir coktirme yontemi uygulanmadan MAF boyama yéntemi
(14) uygulanarak mikroskopta 100X objektifte incelendi. Toplanan
diski drneklerinin bir kismi ise hicbir koruyucu madde ilave edilmeden
ependorflara alinarak -20 °C’de saklandi. Saklanmis bu 6rnekler daha
sonra Cryptosporidium spp. antijenlerini belirlemeye yonelik olarak
Cryptosporidium 2. Nesil ELISA kit (Diagnostic Automation, USA,

Lot: DALN1082) kullanildi. Kit Uretici firmanin galisma prosediiri
dogrultusunda uygulandi. Degerlendirme 450 nm dalga boyunda ELISA
okuyucusunda yapildi.

Calisma igin gerekli etik onayr Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik ve Laboratuar Arastirmalari Etik Kurulu'ndan alindi (Onay
tarihi:26.12.2013 karar no:18).

MAF boyama sonuglari ve ELISA ydnteminin sonuglari birbiriyle
karsilagtirildi. Her iki yontemin birbirine gbre ayr ayri duyarliligs,
6zgulligl pozitif tahmin dederi, negatif tahmin dederi ve dogruluk
oranlari hesaplandi. Yine iki yontemin sonuglari kappa analizi yapilarak
birbiriyle uyumu degerlendirildi.

BULGULAR

Yaslari 0-83 arasinda degisen 43 kiz, 43 erkek bireylerden olusan
86 kisiye ait gaita 6rneklerinde toplam 6 drnekte MAF boyama ile pozitif
sonug saptanirken, ELISA yontemiyle 8 drnekte pozitifik saptanmistir.
ELISA yontemiyle pozitifik saptanan olgularin 4'l (%50) erkek, 4'U
(%50) kiz idi. MAF boyama yonteminde ise pozitiflik saptanan olgular
2'si erkek (%33.3), 4’ kiz idi (%66.7; Tablo 1).

MAF boyama yontemi baz alinarak ELISA yonteminin, ELISA
yontemi baz alinarak da MAF boyama ydnteminin duyarliligi, 6zgtlliga,
pozitif tahmin degeri, negatif tahmin degeri ve dogruluk orani hesaplandi.
Ayrica Kappa analizi yapilarak iki yontemin sonuglarinin birbiriyle
uyumuna bakildi (Tablo 2).

Seksen alti hastaya ait digki érnekleri nativ-lugol ile yontemiyle
incelendi ve bulunan parazitlerin sayi ve yiizdesi Tablo 3'de gdsterilmistir.
MAF boyama sonucu gortilen Cryptosporidium spp.'ye ait ookistler (Sekil
1) ve bu galismamizda ELISA plaginda olusan plak resimleri (Sekil 2)
sunulmustur.

TARTISMA

Kanserli olgu sayilarinin ginimizde iyice artmasi, bagisikligi
baskilayan ilaglarin kullaniminin artmasi, nlfusun yaslanmasi ve
beslenme yetersizligi sonucunda paraziter enfeksiyonlara duyarlilik
artmistir.  Cryptosporidiyosis'de diinyada giderek yayginlasan, hem
imminkompetan hem de immunsupresif bireylerde saglik problemi
olusturan bir hastalik olarak karsimiza gikmaktadir. Ozellikle hastane
kaynakli ishallerde Ugiinci en sik patojen (%7.2) olarak yer almasi

Tablo 2. ELISA ve MAF boyama ydnteminin birbiriyle kargilastirilmasi sonucu bulunan degerler.

Duyarhhk Ozgiilliik Pozitif Tahmin Negatif Tahmin Testin Dogruluk
Degeri Degeri Orani
ELISA %83.3 %96.3 %62.5 %93.0 %95.3
MAF Boyama %62.5 %98.7 %83.3 %90.7 %95.3

Kappa degeri:

0.712
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Sekil 1. MAF boyama sonucu mikroskopta (X100)
gériilen Cryptosporidium spp. ookisti

Cryptosporidium’'un énemini daha da arttirmaktadir (15-17). ishalli
hastalarla yapilan galismalarda Cryptosporidium, Avrupa ve Kuzey
Amerika'da %1-4, Afrika, Asya, Avustralya, Gliney ve Orta Amerika'da
ise %3-20 oranlarinda oldugu bildirilmistir. Tirkiye'de farkli hasta
gruplarinda yapilan calismalarda ise gortiime sikliginin %0.4-35.5 oldugu
bildirilmistir (18). Gelismekte olan Ulkelerdeki ishallerin de %12’sinden,
gelismis Ulkelerdeki ishallerin ise %7’sinden, Cryptosporidium tiirlerinin
sorumlu oldugu diistiniiimektedir (16).

Enfeksiyonun  gorllmesinde cinsiyetin  etkisinin  arastinildi
calismalar incelendiginde cinsiyet farki ile enfeksiyon gorilme arasinda
iliski bulunmadigi bildirilmistir (19-21). Bu calismada az sayida diski
ornedi incelenmis olmasina ragmen enfeksiyonunun goriiimesinde
cinsiyetin etkisinin olmadigi gértlmastr.

Gelismis dlkelerin birgogunda cryptosporidiosis olgulari 1-4 yaglar
arasinda daha fazla gériilmektedir (19,21,22) Bu yas grubunda hijyen
eksikligine bagl bulasin daha kolay olmasi ve bagisikiik sistemin
yeterince gelismemesi bu yastaki prevalansi etkilemektedir (23).Fathy
ve ark.(24) Misirda 250 gocugu kapsayan calismalarinda 56 gocukta
(%22.4) oraninda PZR ile pozitifik bulunurken, Hindistan da Shah ve
ark. (25) yaptiklari calismada 175 ishal sikayeti bulunan cocuklardan
7'sinde (%4) Kinyoun's asit fast boyamayla, ELISA yontemi ile de 48
cocukta (%27.4) pozitiflik bulunmustur. Yilmaz ve ark., (26) Van'da 2000

Sekil 2. ELISA plagindaki
kuyucuklarin gérinimd

pozitif ve negatif
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Cryptosporidium spp’nin ishal etkeni olarak arastiriimasi

Tablo 3. Diski érneklerinde mikroskobik muayene
sonucu bulunan parazitler

Goriilen Tirler Sayi Oran (%)
Entemoeba dispar 4 4.7
Giardia intestinalis 2 2.3
Cyclospora sp. 1 1.2
Endolimax nana 1 1.2

cocudu kapsayan calismalarinda ELISA ile 97’sinde (%4.9), boyama
ile 39'unda (%1.95) Cryptosporidium ookisti bulmuslardir. Eskisehir'de
Dogan ve ark. (27) 0-6 yas grubunda ishalli 607 gocugun 22'sinde
(%3.6), yine Diyarbakir'da 2011 yilinda ishal sikayeti olan 5 yas alti 178
cocugun 8'inde (%4.49) ELISA ile pozitiflik bulunmustur (17).

Bu calismada, 0-14 yas arasinda 21 gocukta ELISA yontemi
ile 3linde (%14.3), Cryptosporidium pozitifligi bulunmus, MAF boya
yontemiyle ise bu cocukluk yas grubunda pozitifik bulunamamistir.
Gocuklarda gortlen bu yiksekligin bu yas déneminde immiin sistemin
yeterince gelismemis olmasi ve hijyen eksikligi ile iligkili oldugunu
dustinmekteyiz.

Hastalarin  bagisikiik  sisteminin - durumunun  Cryptosporidium
spp.’nin gorllmesi tzerine etkisi degerlendirildiginde, bagisiklik sistemi
bir sekilde baskilanmis hastalarda enfeksiyonun daha fazla gérildigi
bildiriimektedir (20,28,29). Batero ve ark. (30) akut lenfosetik
losemi, kronik lenfosetik losemi, anti-HIV pozitif ve diger immin
yetmezligi olan 111 olguda en sik rastlanan parazitin Cryptosporidium
oldugunu bildirmislerdir. Jayalakshmi ve ark. (31) Hindistan'da yaptiklari
bir calismada, ishali olan 89 HIV'li hastanin digki 6rneklerini ELISA
ve MAF boyama yontemiyle arastirmiglar ve 11 (%12.4) pozitif sonug
elde etmislerdir. Nwodo ve ark. (32) Giiney Afrika'da ishali olan ve HIV
pozitif 35 hastanin digki érnekleri Uizerinde yirittikleri ¢alismada sad-
ELISA yéntemi ile 26 (%74.3) pozitifiik bulmuslardir. Ulgay ve ark. (33)
ise 2008'de yaptiklari bir calismada ishalli immiinsiprese 36 olgunun
3'lnde (%8.6) Cryptosporidium saptamiglardir. Tanyiiksel ve ark.
(34) 116 farkl kanserli hastalarin 18'inde (%17.0), Eren ve ark. (17)
2011'de 254 immun sistemi baskilanmig bireylerde, 55 immun sistemi
normal kontrol grubunda; immunsupresif bireylerin yer aldigi grupta
18 kiside (%7.08), 55 sagdlikli bireyin 2'sinde (%3.6) ELISA ile pozitiflik
bulmuslardir. Bu galismada, ELISA ile Cryptosporidium spp. saptanan
olgularin 8 6rnekten 4'tiniin (%6.3) MAF boyama ile Cryptosporidium
spp. ookisti bulunan 5 drnekten 4'liniin immiin sistemi baskilayan bir
hastaligi ve buna yonelik ilag tedavisi uygulamasi oldugu saptanmigtir.
Bu nedenle immiin sistemi baskilanmis bireylerde ishal etkeni olarak
Cryptosporidium spp.’nin atlanmamasi gerektigi distntimdstr.

Cryptosporidium agisindan digki  drneklerinin  incelenmesinde
mikroskobik degerlendirme en sik kullanilan yéntemdir (35). Mikroskobik
incelemede en sik kullanilan modifiye Kinyoun asit fast boya yontemi
kolay uygulanmasi, preparatlarin degerlendirme 6ncesi bekletilebilmesi,
maliyetinin az olmasi, ookistlerin igyapisini ayrintili olarak gésterebilmesi
ve kalici olmasi gibi nedenlerle yararli gortlmistir. Fakat bu boya
yonteminin referans bir yéntem oldugu bildiriimesine ragmen, mikroskobik
degerlendirmenin zaman alici iglemler gerektirmesi, tecrlibeli bir uzman
tarafindan degerlendirilmesinin gerekliligi gibi olumsuzluklari mevcuttur.

Epidemiyolojik ve prospektif arastirmalarda Cryptosporidium
enfeksiyonunun  saptanmasi ve izlenmesi icin ELISA Kkitlerinin
kullanilmas! dnerilmektedir (36). Yine Cryptosporidiosis Uizerine yapilan
kapsamli galismalarda basit, hizli ve glvenilir sonuglar veren ELISA'nin
rutin galismalarda kullaniimasinin faydali olacagi bildirilmistir (31).
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Fakat genel anlamda antijen-antikor olusumunu ortaya koyma prensibi
ile calisan testler, belli bir oranda diger mikroorganizmalarla gapraz
reaksiyon verme riski tagirlar (10).

Bu calismada, MAF boya yontemi ile 6, ELISAile 8, hasta drneginde
Cryptosporidium pozitifligi bulunmustur. Calismamizda MAF boyama
yontemi altin standart kabul edildiginde ELISA yonteminin duyarliligi
%83.3, segiciligi %96.3, pozitif tahmin degeri %62.5, negatif tahmin
degeri %93.0 dogruluk orani ise %95.3 olarak hesaplanmistir. ELISA
yontemi altin standart kabul edildiginde ise MAF boyama yénteminin
duyarlihgiise %62.5, seciciligi %98.7, pozitif tahmin degeri %83.3, negatif
tahmin degderi %90.7 dogruluk orani %95.3 olarak bulunmustur. iki testin
sonuglarinin uyumu igin kappa analizi yapilmis ( Kappa: 0.712) ve ¢ikan
sonuca gore iki ydntemin sonuglarinin birbiriyle énemli derecede uyuma
sahip oldugu gérilmistir.

Sonug olarak, MAF boyama yontemi ekonomik olmasina ragmen
cok sayida fekal ornedin incelenmesi igin zamana ihtiyag duymasi
ve yine mikroskobik degerlendirme icin deneyimli bir uzmana gerek
duymaktadir. ELISA yonteminin ise maliyeti boyama ydntemine gore
ylksek olmasina ragmen, testin yapiimasinda ve degerlendiriimesinde
tecriibeli personele ihtiyag duymamasi, ¢ok sayida hasta Grneginin
kisa slrede sonug vermesi gibi avantajlara sahiptir. Bu nedenlerle
Cryptosporidium tanisinda kiigiik merkezlerde boyama y6nteminin
kullaniimasinin, o6zellikle biyik hastane laboratuvarlarinda ise ELISA
yonteminin tercih edilmesi gerektigi diistincesindeyiz.

Tesekkiir: Calismamizi 2013/237 BAP proje numarasiyla destekleyen
Atatiirk Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimine tesekkir ederiz.
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