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OZET

ishalli Digkilarda Microsporidium spp. ve Cryptosporidium spp.’ nin

Saptanmasi PCR Ydntemi ile Tiir Tayininin Yapilmasi

Selma USLUCA
Dokuz Eyliil Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD

Parazitoloji BD
35340 Balgova-IZMIR

Amag: Ulkemizde boyama yontemi ile tespiti henliz standardize edilememis olan
Microsporidium spp.’nin Weber’in trichrome boyama yodntemi ile saptanmasi, ishalli
digkilarda Microsporidium spp. ve Cryptosporidium spp.’nin tanisinda mikroskobi ve
PCR yontemlerinin karsilastiriimasi ve her iki parazitin tir ayriminin yapilmasini
hedefledik.

Gereg-Yéntem: Ekim 2005- Ocak 2009 tarihleri arasinda, Dokuz Eylll Universitesi
Tip Fakiiltesi'nin cesitli kliniklerine basvuran ve izmirin Buca ilgesine ait bir kdyde
saptanan ishal salginindan elde edilen 162 ishalli digski 6rnegi ¢alisma kapsamina
alindi. Tum ornekler Cryptosporidium spp.’nin saptanmasi i¢in Kinyoun acid fast ve
Microsporidium spp.’nin saptanmasi i¢in Weber'in trichrome boya yontemleri ile
mikroskobik olarak degerlendirildi. Ayrica PCR yonteminin  gegerliliginin
belirlenebilmesi igin her iki parazite bu yontem uygulandi. Bir sonraki agsamada
Cryptosporidium ve Microspordium spp’nin tur ayrimlarinin yapilabilmesi igin RFLP
yontemi uygulandi.

Bulgular: Kinyoun acid fast boya ydntemi ile 18 olgunun digki 6rneginde
Cryptosporidium spp. ookistleri saptandi. PCR yontemi ile bu 18 olgudan 15’inde ve
boya yontemi ile negatif olarak degerlendiriien 6 olguda Cryptosporidium spp.'ye
0zgu bant saptandi. PCR ile parazit saptanan olgulara RFLP ydntemi uygulandi.
Olgulardan birinde Cryptosporidium meleagridis’e, 20 olgunun digki 6rneginde ise

Cryptosporidium parvum’a 6zgu bantlar saptandi.



Weber'in trichrome boya yontemi ile 4 olgunun digki 6érneginde Microsporidium spp.
sporlari saptandi. PCR ydntemi ile bu olgulardan sadece birinde Microsporidium
spp.’'ye 6zgu bantlar saptandi. PCR amplifikasyonunda tum turlere yonelik primerler
olan “panmicrosporidian primerler” kullanilarak tur ayrimi yapildi. PCR ile parazit
saptanan olgunun digki o6rneginde Encephalitozoon intestinalis’e 6zgu bantlar
saptandi.

Sonug: Cryptosporidium spp.’nin tanisinda PCR yonteminin énemli bir yeri olduguna,
Ozellikle parazitin yogun oldugu diskilarda paraziti saptama gucunun yuksek
olduguna karar verildi. Microsporidium spp.’nin saptanmasinda ise boya ydnteminin
tanida gecerliligini korudugu, uygun DNA ekstraksiyon prosedurunun olusturulmasina
yonelik molekuler ¢calismalarin yapilmasi gerektigi dusunaldu.

Anahtar kelimeler: Cryptosporidium spp., Microsporidium spp., Kinyoun acid fast,
Weber’in trichrome boyasi, PCR-RFLP.



ABSTRACT

Detection of Microsporidium spp. and Cryptosporidium spp. in Diarrheic Stool

Samples, ldentification of Species by PCR

Selma USLUCA

Dokuz Eylul University Department of Microbiology and Clinical Microbiology
Department of Parasitology

35340 Balcova-iZMIiR

Aim: Our objective was to use Weber’s trichrome staining method in detection of
Microsporidium spp. of which convenient staining method for diagnosis yet to be
standardized in our country, and to compare effectiveness of microscopy and PCR
methods in detection of Microsporidium spp. and Cryptosporidium spp. in diarrheic
stool samples and species identification of both parasites.

Materials and Methods: Stool samples of 162 diarrheic patients who attended to
various clinics of Hospital of Faculty of Medicine, University of Dokuz Eylul between
October 2005 and January 2009 and of patients in an outbreak of diarrhea which
took place in a village in Buca district of izmir, were included in our study. All samples
were stained by Kinyoun acid-fast method to search Cryptosporidium spp. and by
Weber's trichrome staining method to search Microsporidium spp. and were
examined by microscopy. Additionally, PCR was used for both parasites to test its
validity as a diagnostic tool. In succeeding step, RFLP was used in species
identification of both, Cryptosporidium spp. and Microspordium spp.

Results: Oocysts of Cryptosporidium spp. were detected in 18 cases by Kinyoun
acid fast staining method. PCR revealed Cryptosporidium spp. spesific bands in 15 of
18 patients who were staining positive and 6 of staining negative patients. RFLP
method was applied to PCR positive stool samples and one sample had
Cryptosporidium meleagridis spesific band while remaining 20 samples had
Cryptosporidium parvum spesific bands.

We observed spores of Microsporidium spp. in stool samples of 4 cases stained by

Weber's trichrome method and only one of them was positive in PCR.



Panmicrosporidian primers were used in amplification and PCR positive patient
revealed Encephalitozoon intestinalis spesific bands.

Conclusion: PCR is an important diagnotic tool in diagnosis of Cryptosporidium
spp., especially in cases with high parasite density. In diagnosing Microsporidium
spp., staining procedure sustains its validity and more molecular studies are needed

to supply convenient DNA extraction procedure.

Keywords: Cryptosporidium spp., Microsporidium spp., Kinyoun acid fast, Weber's
trichrome, PCR-RFLP.



1.GiRIS ve AMAG

Cryptosporidium spp. 6zellikle immun sistemi baskilanmig kisilerde kolera tarzi ishale
yol agan bir protozoondur. Tanida formalin- etil asetat ¢oklastirma yontemi sonrasi
boyali preparat bakisi yaygin olarak kullanilan bir ydntemdir. Ancak preparat
hazirlanmasi ve mikroskobik bakida deneyimli bir uzmana gereksinim duyulmasi, az
sayldaki parazitin gozden kacabilme olasihigl yontemin kisithliklaridir. Molekuler
biyolojik yontemler arasinda yer alan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) daha duyarli
sonu¢ vermesi nedeniyle tanida 6n plana gikmistir. PCR ydntemi ¢ok az miktardaki
parazitin bile saptanabilmesini ve saptanan parazit deoksiribonukleik asidlerinin
(DNA) milyonlarca kez cogaltiimasini saglamakta, elde edilen Uriinden restriction

length polymorphism yontemi (RFLP) ile parazitin tar ayrimi yapilabilmektedir.

Microsporidium spp. genellikle immun sistemi baskilanmis kisilerde uzun sureli,
siddetli, ishallere yol agmaktadir. Histokimyasal bir boyama teknigi olan Weber’'in
modifiye trichrome boyasi ile etken tanimlanabilmektedir. Ancak kesin tani icin PCR
zorunludur (1). Noninvaziv yontemlerle alinan hasta orneklerinde, tani ve tur ayrimi

icin PCR son yillarda 6nem kazanan bir yontemdir (2).

Ozellikle immun sistemi baskilanmis kisilerde 6nemi giderek artan Cryptosporidium
spp. ve Microsporidium spp.’nin tlrlerinin saptanarak bu tirlerin klinik tabloya
etkilerinin belirlenmesi ve her iki etkenin de dogru tani yontemleri ile tanimlanarak
toplum sagligi agisindan onemlerinin ortaya konmasi hedeflenmistir. Bu dustinceden
yola gikarak galisma grubu, her iki etkenin saptanma olasiliginin ylksek oldugu

ishalli hastalardan olusturulmustur.



Calismamizda Ulkemizde boyama yontemi ile tespiti henliz standardize edilememis
olan Microsporidium spp.’nin Weber’in trichrome boyama yodntemi ile saptanmasinin
standardize edilmesi ve PCR ile tur ayriminin yapilmasi temel hedeflerimiz arasinda

yer almaktadir.

Uzun sureli ishali olan olgularin etiyolojisinin arastirilmasinda Cryptosporidium spp.
ve Microsporidium spp. enfeksiyonlarinin goéz oOnunde bulunduruimasi ve bu
etkenlerin turlerinin belirlenebilmesi ile etkene yonelik standart bir tani ve tedavi

protokollnun olusturulmasi mimkun olacaktir.

Sonuglarimiz Cryptosporidium spp.’nin zoonotik ve antroponotik bulag kaynaginin
belirlenmesine yonelik c¢alismalara da katki saglayacaktir. Diger agidan
Microsporidium spp.’nin Ulkemizde sik goérulen tdrlerinin tanimlanmasina, ayrica
vlcuttaki lokalizasyonu, tutulan organ ve sistemler ile baglantili klinigi, prognozu ve
tedavisinin  belirlenmesine yonelik verilerin toplanmasina yardimci olacaktir.
Molekuler yontemlerle insan microsporidiosis olgularini ortaya koyan calismalarin
henlz yeni gelismekte oldugu Ulkemizde, elde ettigimiz verilerin hem ulusal bilgi
birikiminin olusmasina katkida bulunacagi, hem de uluslararasi platformda ulkemizi

temsil edecek verilerin olugsmasina olanak saglayacagi dusuncesindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1 Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium  tarleri  omurgalilarin  sindirim  ve  solunum  sistemlerinin
mikrovilluslarinda yerlesen, zoonotik 6neme sahip koksidian parazitlerdir (3, 4). Tim
dinyada yaygin gorulen parazit, memeliler, kanatlilar, baliklar ve suringenleri de

icine alan 200’0 askin canli turinde enfeksiyona neden olmaktadir (5).

Klinik tablo enfekte konagin turine, immun sisteminin durumuna ve yasina bagli
olarak degisiklik gdstermektedir (3). immun sistemi saglam olanlarda yaklagik 2
haftada kendini sinirlayan ishal ile karakterize olup, nadir olarak abdominal kramplar,
bulanti, ates ve kilo kaybi gézlenmektedir. immun sistemi baskilanmis kisilerde ise,
gunde 20 litreye varabilen kolera benzeri ishale neden olup, yasami tehdit edici bir

tablo olusturabilmektedir (6).

2.1.1 CRYPTOSPORIDIUM TARIHGE

Clark 1895 yilinda ilk kez fare mide epitelinde yerlesen spor kimelerini “swarm
sporlar” olarak tanimlamistir. Tyzzer 1907 yilinda laboratuar faresinin mide epitelini
enfekte eden bu paraziti, sporozoitlerin etrafini saran sporokistleri olmadigi igin
onceden bilinen koksidianlara benzemeyen yeni bir cins olarak isimlendirmistir (7).
Ayni bilim adami 1910 yilinda Cryptosporidium muris’i (C. muris), 1912’de farenin
sadece ince barsaginda gelisim donemi gegiren C. muris'ten daha kuguk olan
Cryptosporidium parvum’'u (C. parvum) yeni bir tir olarak bildirmistir (7, 8, 9, 10).
Slavin 10-14 glnlik hindilerde siddetli ishal ve 6lime neden olan yeni bir tir olan

Cryptosporidium meleagridis’i (C. meleagridis) tanimlamistir (7, 8). 1961’den 1986’ya



dek yapilan g¢alismalarda ookist yapisina dayanarak baliklar, suringenler, kuglar ve

memelilerde goérilen 19 farkli tlrG oldugu bildirilmistir (7).

2.1.2 CRYPTOSPORIDIUM TAKSONOMI

Cryptosporidium turlerinin siniflandirmasi, ilk olarak etkenin konak spektrumu, ookist
morfolojisi ve enfekte ettigi doku dikkate alinarak yapilmistir (3, 11, 12, 13). Parazit
Apikompleksa subesi, Sporozoasida sinifi, Coccidiasina alt sinifi, Eucoccidiorida
takimi, Eimeriorina alt takimi, Cryptosporidiidae ailesinde yer almaktadir (7).

Son yillarda molekuller c¢alismalar Cryptosporidium’un taksonomisi ve tlrlerinin
ayriminda yararli olmustur (9, 14). Ozellikle PCR-RFLP ve sekans analizi gibi
yontemlerle tir ayrimi dogrulamasi yapilmaktadir (11, 15). PCR yontemi kullanilarak
spesifik gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasi ile parazitin biyolojik 6zellikleri ve bulas yolu
hakkinda daha fazla bilgi edinilmistir. Bu calismalar Cryptosporidium’un insanda
enfeksiyona neden olan Cryptosporidium hominis (C. hominis) (bnceden C. parvum
tip | veya C. parvum insan genotipi olarak isimlendirilen) ve C. parvum (6nceden C.
parvum tip Il veya sigir genotipi olarak isimlendirilen) iki genotipi oldugunu
goOstermistir (12, 16, 17). C. hominis yliksek konak adaptasyonu ve ¢ok az genetik
varyasyon gosterirken, C. parvum genis bir konak spektrumu gostermekte ve birgok

genotip icermektedir (16).

2.1.3 CRYPTOSPORIDIUM MORFOLOJi

Cryptosporidium spp. mide ve barsak epitel hicrelerinin mikrovillus bolgelerinde,
hicrenin ekstrasitoplazmik alaninda yerlesim gostermesi nedeniyle diger hucre igi
parazitlerden ayrilir. Konak hicreden koken alan bu bdlge “parazitofor vakuol” adini
alir (7, 8, 18). Enfektif form olan ookistlerin yaklasik %80’i gevresel kosullara direngli
olan kalin duvarli, %20’si ise ince duvarl ookistlerdir (7, 10, 11). Digki ile digari atilan
ookistler 2-6 um c¢apinda, kalin duvarli yapida olup, i¢lerinde dort sporozoit
bulunmaktadir. Diger koksidian parazitlerden farkli olarak ookistlerinin igindeki
sporozoitleri c¢evreleyen sporokistleri yoktur (Cryptosporidium= gizli sporokist).
Sporozoit formlari 4.9x1.2 um capindadir. Sporozoitlerden olusan trofozoitler ise 2-

2.5 ym g¢apinda, yuvarlak veya oval yapilardir (18, 19).



2.1.4 CRYPTOSPORIDIUM YASAM DONGUSU

Cryptosporidium spp. zorunlu htcre ici yerlesim gdsteren monoksen bir parazittir
(18). Yasam dongusunu konagin gastrointestinal kanalinda, mukozal epitel
hicrelerinde tamamlamaktadir (11, 18). Konak disinda gegcirdigi tek evre ookist

evresidir (7, 8). Enfekte konakta goérulen 6 evre asagida aciklanmistir.

2.1.4.1 Ekskistasyon

Enfekte konagin digkisi ile atilan ookistlerin agiz yolu ile alinmasi sonucu ookistler
acilir ve sporozoitler disari gikar. Sporozoitler konak hucreye invazyonda gorevli olan
roptri, mikronem ve dens granullerden olusan apikal kompleks ile barsagin apikal
yuzeyindeki hlcrelere tutunur (20). Bunu izleyen gelisim evreleri “parazitofor vakuol”

icerisinde geger (7, 8, 18).

2.1.4.2 Merogoni

Sporozoitler yuvarlaklasarak tek cekirdekli trofozoit formuna doénusir. Trofozoit
icindeki ¢ekirdegin bolunmesiyle 6-8 cekirdek ve bunlarin her birinden 6-8 merozoit
olusur. Bu merozoitleri tagsiyan ana hucreye Tip | meront (sizont) denir. Tip |
merontlardan olusan merozoitler yeni konak hucreleri istila ederek Tip | ve Il
merontlari olusturur (7, 18, 21). Tip | merontlardan kdken alan merozoitler konakta

yeni hicreleri enfekte ederek tekrar bir merogoni baslatir (21).

2.1.4.3 Gametogoni

Tip Il merontlardan olusan merozoitler yeni konak hicreleri invaze ederek
mikrogamont veya makrogamontun olustugu eseyli Gremeyi (gametogoni) baslatir (7,
21).

2.1.4.4 Fertilizasyon
Olgunlasma sirasinda mikrogametositler, makrogamontlari ddlleyecek olan

mikrogametleri olugturur (7, 21).

2.1.4.5 Ookist duvar olusumu

Doéllenmis makrogametlerden olgunlagsmamis ookistler olusur (7, 19).



2.1.4.6 Sporogoni

Bu olgunlasmamis ookistlerin gelismesiyle, iclerinde enfeksiyon yapabilme yetenegi
olan 4 sporozoit tagiyan olgun ookistler olusur (7, 19). Digki ile atilan, igerisinde 4
sporozoit bulunan kalin duvarli ookistlerin yeni bir konak tarafindan sindirim yolu ile
alinmasi sonucu enfeksiyon olusur (7, 10, 11, 18). ince duvarli ookistler
otoenfeksiyondan sorumludur (7, 10, 11). Konak hicreden salindiktan sonra
sporozoitlerin etrafini saran membran riapture olur ve agida ¢ikan invaziv formlar,
diger enterositlerin mikrovillus bolgelerine penetre olarak yeni bir yasam siklusunu
baglatir (7).

Sporozoit

Tip I Meront

Oral olarak alim =~

(inhalasyon?)

’ ,f'- . | Trofozoit -
-‘:" "ru o c Qr lI:
{;‘4 , =5\
Konak “,'T_ A "

Otoenfeksiyon, | "_-' - '
TR . : Merozoit
Kalin duvarh ookist o | \J M )
(sporlanmus) AN /
, =T,
Ince duvarli ookist fﬂ“ .
(sporlanmis) Mikrogametf:- 5

Merozoit

=/

Sekil 1. Cryptosporidium’un yagsam dongusu (7).
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2.1.5 CRYPTOSPORIDIUM PATOGENEZ

Cryptosporidium, sindirim kanalinin hemen her bolgesinde yerlesebilmekte, ancak en
agir enfeksiyon, jejenum bdlgesinde yerlesmesi durumunda gorulmektedir (22, 23).
Immun sistemi saglam kisilerde temelde ince barsagin son kisimlarinda ve proksimal
kolonda yerlesir. Enfeksiyonun kan yoluyla yayilimi kanittanamamis, ancak mukoza
boyunca yayilim oldugu disiinilmektedir (20). immun sistemi baskilanmis kisilerde
mide, safra kanallari, pankreasta enfeksiyon yapabildigi gibi solunum sistemini de
tutabilir (20, 22, 23).

Patogenezde konak-parazit etkilesimi ve buna bagli invazyonun kritik rol oynadigi
disundlmektedir. Etkenin tutunma ve invazyonunda birgok faktérin rol oynadigi
bilinmektedir. Tutunma sirasindaki konak-parazit etkilesimi, invazyon ve parazitofor
vakuolun olusumu, bir¢cok parazit ligandi ve konak reseptortu araciligiyla meydana
gelmektedir. Konak-parazit etkilesiminde rol oynayan, parazite ait bircok ylzey
ve/veya apikal kompleks proteini (CSL, GP900, p23/27, TRAP C1, GP15, CP60/15,
cp47, gp40/45 ve gp15/Cp17) bilinmektedir (15). Sporozoit spesifik lektin adherans
faktorin, barsak yuUzeyine tutunmada roli oldugu bildiriimektedir. Sporozoitin
tutunmasiyla epitel mukoza hicrelerinden sitokin salinimi gergceklesmekte, fagositler
aktive olmaktadir. Aktive olan bu hucreler barsaktan su ve klorid sekresyonunu
arttiran, hatta absorbsiyonunu engelleyen histamin, serotonin, adenozin,
prostaglandinler, I0kotrienler, trombosit aktive edici faktor gibi solubl faktorlerin
salinimini  saglamaktadir. Sodyum emilim bozuklugunun, hem villus yuzeyinin
azalmasi, hem de inflamatuar hicrelerden salinan prostaglandin E; (PGEy)

araciligiyla meydana gelen inhibisyona bagl oldugu bildirilmistir (24).

Barsak tutulumunda histolojik degisiklikler nonspesifiktir ve villus atrofisi, kript
hiperplazisi, lamina proprianin inflamatuar hucrelerle infiltrasyonu seklindedir (25,
26). Agir enfeksiyonda villus atrofisi, kript hiperplazisi, belirgin lenfosit, plazma
hicresi, hatta notrofil infiltrasyonu, ekstraintestinal tutulum gortulmektedir (20, 25). Bu
morfolojik degisikliklerin siddeti, organizmanin sayisi ile iligkilidir. Villuslar siklikla
kisa, kunt, normalden daha genis ve birlesmis durumdadir. Kriptler ise uzamig ve

hiperplastiktir. Villus ve kriptlerdeki bu yapisal degisiklikler alltaki lamina propriadaki
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lenfoid hulcreler, makrofajlar ve noétrofillerle inflamatuar infiltrasyona eslik
edebilmektedir (26).

Emilim ve sindirim fonksiyonlarinin bozulmasi sonucu barsak mikroflorasi artmakta
ve barsak duvarinda ozmotik basin¢ artisi, barsak Iimenine sivi gegisi meydana
gelmektedir (7). Hucre ici baglantt kompleksleri araciliiyla dizenlenen transport
defektleri barsak epitelinin bariyer fonksiyonlarinin bozulmasi sonucu ishale katkida
bulunmaktadir (27). Villus yuzeyinin kaybir sonucu sodyum emilim bozuklugu
meydana gelmekte (20, 26 27), klorid sekresyon artisi (20, 27) ve barsak
gecirgenliginin artisi da ishale neden olmaktadir. ishalin prostoglandinler araciligiyla
uyarildigi ve siklooksigenaz inhibitorleri ile kontrol edildigi dusunulmektedir.

Prostoglandin Uretimi tumor nekroz faktor alfa (TNF-a) tarafindan uyariimaktadir (20).

ince barsak villuslarini kaplayan ve emilimi saglayan enterositler, etkene ait sporozoit
ve merozoitler tarafindan istila edilmekte ve hucre 6lumuyle sonug¢lanan hasarlanma
meydana gelmektedir (27). Barsak epitel hicrelerinin farkhlagsmasi ve gelismesi
sirasinda apoptozisin, hucrelerin villus ylzeyine dogru hareketinde dizenleyici roll
oldugu dusunilmektedir. C. parvum’un, parazitin cogalmasi ve gelismesini artirmak
icin epitel hdcrelerindeki apoptozisi 6nledigi ve konagin inflamatuar yanitini
sinirladidi  dusunulmektedir.  Enfekte  epitel  hdcrelerinin  apoptozis ile
uzaklastiriimasinin konak epitel bariyer batunligunin korunmasina yardimci oldugu
disundlmektedir. Ayrica son zamanlarda C. parvum ile enfekte epitel hicre
tabakalarindan buyuk molekullerin gecirgenliginde artis olmasi gibi apoptozisin,

enfeksiyonun patogenezinde rolu oldugu bildiriimektedir (28).

2.1.6 CRYPTOSPORIDIUM KLINIK

insanlarda Cryptosporidium enfeksiyonunun olusmasi igin 10 ookistin aliminin yeterli
oldugu bildiriimektedir (29). Enfeksiyonun kulugcka sidresi 2-21 gun olarak
bilinmektedir (30, 31). insanlarda enfeksiyonun siddetini belirleyen en énemli faktor
hastanin immunitesidir (8, 11, 25, 30). Hem immun sistemi saglam, hem de immun
sistemi baskilanmis kisilerde en donemli belirti ishaldir (7, 8, 10, 12, 25, 30, 31).
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Digkinin karakteristik olarak sulu nitelikte oldugu, mukuslu olabildigi ancak kan ve
|6kosit icermedidi bildiriimektedir (7, 8, 10, 18, 25, 30, 31). Daha az siklikla goértlen
semptomlar bulanti, kusma, karin agrisi, kilo kaybi, vicut sicakliginda hafif artis (<39
°C), kas agrilari, halsizlik, bas agrisi, istahsizliktir (7, 8, 10, 12, 18, 23, 25, 30, 31, 32,
33).

Enfeksiyonun suresini hem konaga, hem de parazite ait bazi faktorler belirler.
Bunlardan konaga ait faktorler konagin yasi, anneden gegen antikorlarin varhgi veya
daha onceden enfeksiyonla karsilagsilmasi ve enfektif dozun miktaridir (15, 22, 29,
30). Ookistlerin orijini, parazitin tir ve alt tlrleri de parazite ait faktorlerdir (15).
Semptomlarin slresi ve siddeti ookist atiliminin yogunluguna bagli olarak da
degismektedir (7, 10, 30, 31). Enfeksiyonun yerlesim yeri hastaligin gsiddetini de
etkilemektedir. ince barsagin Ust kisimlarinda lokalize olmasi halinde daha siddetli ve
sulu ishal gorulmektedir. Distal ileum ve/veya kalin barsakta tutulum varsa ya klinik

belirti vermez ya da aralikli hafif seyirli ishal olabilmektedir (15).

2.1.6.1 immun Sistemi Saglam Kisilerde Klinik

immun sistemi saglam kisilerde enfeksiyon genellikle 2 hafta kadar siirmekte ve ishal
yakinmasinin kendiliginden iyilestigi goérilmektedir (7, 11, 15, 18, 23, 25, 27, 30, 32,
33). ishale karin agrisi, istahsizlik, kilo kaybi, bulanti, kusma, halsizlik ve hafif

derecede ates de eglik edebilmektedir (11).

2.1.6.2 immun Sistemi Baskilanmis Kisilerde Klinik

immun sistemi baskilanmis kisilerde enfeksiyon kisa siireli ishalden, kronik, yasami
tehdit eden kolera benzeri tabloya kadar degisebilmektedir. Ozellikle AIDS, kizamik
gibi viral hastaliklarda, |I6semi, gamaglobulinemiler, insuline bagimli diabet, bobrek
yetmezligi, karaciger transplantasyonu ve kanser tedavisi goren hastalarda
semptomlar giddetlidir. Bu hastalarda ishal 2 aydan uzun sirmekte, tum enfeksiyon
suresince digki ile ookist atilimi, siddetli dehidratasyon, kilo kaybi ve malnutrisyon
gorilmektedir (7, 8, 11, 31). AIDS hastalarinda CD4 sayisi 180 hiicre/mm?® (izerinde
ise enfeksiyonun daha hafif seyrettigi, bu sayinin altinda olmasi durumunda
enfeksiyonun daha siddetli oldugu ve suresinin uzadigi bildirilmektedir (7, 8, 22, 25,

27, 30). Bu hastalarda immun sistemi baskilayan durumun ortadan kaldiriimasi ile
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tedavi saglanabildigi bildiriimektedir (18). Gunllk sivi kaybi ortalama 3-6 litre olmakla
birlikte bazen 17 litreye kadar ¢ikabilmektedir (7, 8, 11, 22, 25, 27, 30).

Cryptosporidium’un baglica yerlestigi yer barsaklar olmasina karsin (27), immun
sistemi baskilanmis hastalarda barsak digi (safra kanallari, pankreas, mide, solunum
sistemi, bdbrek) tutulum da goériimektedir (7, 8, 12, 22, 27, 30, 34). Bu hastalarda
barsak kanalindan hematojen yolla yayihmin gergeklestigi disunulmektedir (7, 27).
Safra kesesi ve safra kanallarinin tutulumunda sag Ust kadran agrisi, bulanti, kusma,
ishal, ates, sarilik gorulmektedir (7, 25). Pankreas kanalinin tutulumu durumunda
pankreatit, pankreasta buylime ve asit bildirilmistir. Solunum yollarinin tutulmasi

durumunda 6ksuruk, hiriltili soluma, akut laringotrakeit gortlebilmektedir (7).

2.1.7 CRYPTOSPORIDIUM IMMUNITE

Cryptosporidium enfeksiyonuna karsi konagin direnci ve immunite epitelial ve
subepitelial hlcreler tarafindan dizenlenen dogustan ve edinilmis immun yanittan
olusmaktadir (12, 25, 26).

2.1.7.1 Hiicresel immunite

Cryptosporidiosisin iyilesmesinde sitotoksik T hucreleri (CD4 T lenfositler) ve IFN-y
onemli rol oynamaktadir (27). Cryptosporidiosisin kontrolinde dnemli roli olan CD4
sayisI AIDS hastalarinda 180 hiicre/mm®den yiiksek oldugunda enfeksiyon kendini
sinirlarken, 100 hiicre/mm®iin altinda enfeksiyonun kroniklestigi, 50 hiicre/mm®in
altinda ise fulminan enfeksiyon tablosunun gelistigi bilinmektedir (20, 25, 26, 27, 35,
36).

Enfeksiyona karsi olusan ilk immun yanit, T-lenfosit artigi sonucu ortaya ¢ikan barsak
enflamasyonudur. Ayrica interldkin-12 (IL-12), interldkin-8, IFN-y ve TNF-a gibi
sitokinlerin artisi da gorulmektedir (27, 35, 36). IFN-y’'nin barsaklardan salinimi,
ookist atiliminin kontrolinde rol oynamaktadir. IFN-y tedavisinin barsak epitel
hicrelerini aktive ettigi ve enfeksiyonun kismi olarak temizlenmesini sagladigi
bildiriimektedir (15, 20, 25, 26). IL-12’nin IFN-y GUretimini uyaran 6énemli bir faktor
oldugu ve inaktivasyonunun kronik enfeksiyona neden oldugu bildiriimektedir (15, 20,
25, 26, 27).
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2.1.7.2 Humoral immunite

Cryptosporidium ile enfekte insanlarda parazite karsi antikorlar Gretilmektedir. Ancak
B hicre sayisi dusik olan yeni dogan farelerde C. parvum enfeksiyonunun
temizlenebildigi gorulmis, bu nedenle enfeksiyonun temizlenmesinde humoral

immunitenin tek basina yeterli olmadigi1 dusunulmustar (26).

Cryptosporidium re-enfeksiyonundan korunmada spesifik antikorlarin baslica rol
oynadigl dusunulmektedir (15). Enfeksiyonda 6nce immunglobin M (IgM), sonra
immunglobin G (IgG) antikor yaniti olusmakta, IgG dizeyi birka¢ ay i¢cinde azalarak
yillarca pozitif kalabilmektedir. Ayrica immunglobin A (IgA) ve immunglobin E (IgE)
antikorlari da artis gostermektedir (35).

2.1.8 CRYPTOSPORIDIUM EPIDEMIiYOLOJI

ilk kez 1976 yilinda immun sistemi baskilanmis iki insanda Cryptosporidium
enfeksiyonunun gozlendigi (37), ardindan 1982 yilinda Amerika’da AIDS hastasi olan
erkekleri kapsayan bir aragtirmada 11 yeni olgunun daha saptandigi bildirilmigtir (8).
Amerika’da her yil 15 milyon ishal olgusunun oldugu, bunlardan 300.000’inin
Cryptosporidium ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir (37). Gelismekte olan
ulkelerde surveyansin endustrilesmis Ulkelere gobre daha yuksek oldugu
bildirilmektedir (7).

2.1.8.1 Risk faktorleri

Cryptosporidium enfeksiyonlari igin risk faktorleri hayvancilikla ugragma, evcil hayvan
besleme, veteriner hekimlik ve laboratuar calismalari gibi mesleki faktorler, hijyenik
olmayan igme sulari, bozuk kanalizasyon sistemleri, epidemik bdlgelere seyahat
etmek, enfekte kisilerle yakin temas, toplu yasama (16, 22, 25, 38), immun sistemin
baskilandigi durumlar (12, 22, 25, 37, 39), 0-4 yas arasi ve 60 yas Ustu olma gibi yas
faktorl ve yetersiz beslenme olarak bilinmektedir (22, 25, 37, 38). Homoseksuel
iliskinin hastaligin bulaginda édnemli bir yeri oldugu bildiriimektedir (38, 39). HIV pozitif
hastalarda CD4 sayisinin disuk olmasi durumunda cryptosporidiosis gorilme
sikhginin daha fazla oldugu bildiriimektedir (39). Cig sut urunleri ve midye tliketimi de

risk faktorleri arasinda sayilmaktadir (16).
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Cryptosporidiosisin epidemiyolojisini etkileyen bircok faktér mevcuttur. Bunlar: a)
Enfektif dozunun distk olmasi (16, 20, 22, 25). b) Parazitin kiiglik boyutlu olmasi,
enfektif formunun cevresel kosullara ve klorin de dahil olmak Uzere dezenfektana
direngli olmasi nedeniyle su kaynakl bulasin gorulmesi (16, 20, 22). c) Vucuttan
atildiginda enfektif olan ookistlerle kisiden kisiye bulasin da s6z konusu olabilmesi. d)
Bazi genotiplerinin rezervuar hayvanlar agisindan oOnemli olmasi nedeniyle
hayvanlarla temas sonucu bulasin sik gorilmesi. e) Konak immunitesinin
enfeksiyonun suresini ve siddetini belirlemesidir (16, 20).

Cryptosporidiosis her yas grubunda gorulebilmektedir. Enfeksiyonun gorulme sikhgi
acisindan cinsiyetler arasinda fark yoktur (8, 40). Gunimuzde gtvenli olmayan icme
sularinin kitlesel yok edici etkisinin anlagilmasiyla C. parvum CDC tarafindan

biyoterdrizm ajanlari listesine alinmigtir (41).

2.1.8.2 Bulas yollar ve bulag kaynaklar
Olasi bulas yollari ve bulag kaynaklari agagida verilmistir.

2.1.8.2.1 igme sulari

Ookistlerin elimine edilmesi igin sularin filtrasyon ve dezenfeksiyon islemlerinden
gegirilmesi gereklidir (38, 42, 43). Ookistler geleneksel su aritma yontemlerine ve
dezenfektanlara direnclidir (33, 38, 42, 43). Hatta yuzey sularinda her mevsim canl
kalabildigi bildirilmistir (33). Ookistlerin kiglk boyutlu olmasi, suda uzun slre
canhligini korumasi ve birgok dezenfektana direncli olmasi da su kaynakli salginlarin

olusmasinda etkili olabilmektedir (40).

2.1.8.2.2 Havuz sularni

Diski ile kontamine ylizme havuzu sularinin yliksek doz klor ile dezenfekte edilmesi
ve filtrelerden gecirilmesi bile sularin ookistlerden arindirilmasini saglayamamaktadir
(37, 38).

2.1.8.2.3 Besinler

Besin kaynakh salginlar bildirilmektedir. Turist ishaline de neden oldugu rapor

edilmektedir (40). New York'ta taze elma suyu, ingiltere’de uygun sekilde pastorize
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edilmemis sut, tavuk salatasi, ¢ig yesil sogan, taze sebze ve meyvelerle hazirlanan

enfekte yiyeceklerle ortaya ¢ikan salginlar bildirilmigstir (38).

2.1.8.2.4 Kisiden kisiye bulas

Kisiden kisiye bulas ilk kez 1983 yilinda laboratuar kazasi sonucu bir kisiden digerine
bulas seklinde bildirilmistir (7). Hijyenin saglanmasinin gl¢ oldugu hastane ve
gunduz bakimevlerinden kaynaklanan salginlar bilinmektedir (38, 40). Anal cinsel
iliski sonucu da bulas bildiriimektedir (37, 38).

2.1.8.2.5 Hayvandan insana bulasg

Sigir ve koyun basta olmak Uzere, birgcok hayvanin enfeksiyon kaynagi oldugu
bilinmektedir (40). Ciftlik hayvanlarinin digkilari ile kontamine olan sutlerin pastorize
edilmeden tliketiimesi ve yine ayni sekilde kontamine olmus elmalarla hazirlanan
taze elma suyuna bagh salginlar ve 1980’lerin baslarinda veterinerlik 6grencileri
arasinda c¢ikan salginlar bildiriimigtir. Bu salginlarda C. parvum enfeksiyonunun
kaynaginin hayvan-insan temasi oldugu dusunulmektedir (38). Mesleksel acidan risk
altinda bulunan bu kisiler, enfekte hayvanlarin ¢ikartilariyla kontamine olmus ellerin

agiza goturulmesi ile enfekte olmaktadir (11, 29, 44).

2.1.8.2.6 Diger potansiyel ¢gevresel kaynaklar
Ciftlikte hayvan digkilari ile kontamine sularin tarim alanlarina karismasi ile bulas
olabilmektedir. Ayrica Kanada kazi, Pekin ordegi, midye ve istiridyelerle bulas

gerceklesebilmektedir (38).

2.1.8.2.7 Hava yolu ile bulas
Bu bulas yolu da kanitlanamamis olmakla birlikte arastirmacilar tarafindan teorik
olarak kabul edilmektedir (37, 45).

2.1.8.2.8 Sinek, hamambocegi ve diger potansiyel vektorler araciligiyla bulas
Hamambocekleri, ev sinekleri ve mikroskobik su canhlari aracihigiyla bulag da
mumkun olabilmektedir. Kanatlilar aracihgiyla bulasin da olabilecegi bildiriimektedir
(38).
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2.1.8.3 Mevsimsel Dagilim

Cryptosporidium Antarktika disinda tim dinyada goérulmektedir (20). Enfeksiyon
gelismekte olan Ulkelerde ve Oozellikle 1k ve yagigh mevsimlerde daha sik
gorulmektedir (7, 20, 38, 39). Siddetli yagislarin icme suyu olarak kullanilan yuzey
sularini kontamine etmesi bulasta 6nemli rol oynamaktadir (38, 39). Dunyadaki
mevsimsel dagilimi dediskenlik gostermektedir (46). Turkiye'de ise enfeksiyonun

bahar aylarinda yukseldigi, Eylul ve Ekim aylarinda pik yaptigi belirtiimektedir (47).

2.1.8.4 Ulkelerin gelismislik diizeyine gére parazitin dagihm o6zellikleri

2.1.8.4.1 Dunyadaki dagilim

Cryptosporidium  ookistlerinin  laboratuar tanisinin  gelismesi, halk sagligi
calisanlarinin bu hastaliga karsi daha bilingli olmasi ve hastaligin bildiriminin dizenli
sekilde yapilmasi nedeniyle 1989-1994 yillari arasinda cryptosporidiosis olgularinin
sayisinda artig gorulmastir. 1996 yilindan sonra AIDS hastaligi igin alinan koruyucu

onlemlerdeki artis nedeniyle olgularin sayisinda azalma gorulmustar (39).

ishalli immun sistemi saglam 130.000 hasta (izerinde Asya, Afrika, Latin Amerika gibi
gelismekte olan bolgelerde yapilan 43 galisma ve Avrupa, Kuzey Amerika, Avustalya
gibi endustrilesmis ulkelerde yapilan 35 galisma degerlendirilimis, gelismekte olan
ulkelerde %6.1, gelismis Ulkelerde %2.1 oraninda Cryptosporidium enfeksiyonu
bildiriimigtir. Gelismekte olan Ulkelerde yapilan 9, gelismis Ulkelerde yapilan 13
calisma sonucu toplam 1.500 ishal yakinmasi olan HIV pozitif hastada
Cryptosporidium enfeksiyonu oraninin gelismekte olan Ulkelerde %24, gelismis
ulkelerde ise %14 oldugu bildirilmigtir (38).

iki ayri tiir olan C. parvum ve C. hominis’in insanlardaki cografik dagihminin farkli
olmasinin nedeni, bulag yollarinin ayri olmasi ile agiklanmigtir. Avrupa ulkelerinde
tarim hayvanlarindan bulas temel bulas yolunu olusturdugu igin C. parvum ile
zoonotik bulasin 6n planda oldugu goérulmektedir. Dinyanin diger bdlgelerinde C.
hominis ile antroponotik bulasin 6n planda oldugu bildiriimektedir (48).

Avrupa’da insan enfeksiyonlarinin kaynagini aragtirmaya yonelik genotiplendirme

¢alismalari sonucunda hem zoonotik, hem de antroponotik genotiplerin goruldigu
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belirlenmistir. Portekiz’de AIDS hastalarinda sirasiyla C. parvum, C. hominis, C. felis
ve C. meleagridis tirleri saptanmigtir. Salginlar degerlendirildiinde C. hominis’in
seyahat etmekle, C. parvum’un ise ciftlik hayvanlarina temasla iligkili oldugu

dusunulmustar (16).

2.1.8.4.2 Turkiye’deki dagihm

Tarkiye’de yapilan ¢alismalarda enfeksiyonun prevalansinin  %0-35.5 oldugu
bildirilmistir. Ulkemizde ishalli olgular uzerinde yapilan calismalar
degerlendirildiginde, Ozcan ve ark. %11.8, Mistik ve ark. %2.9, Tanylksel ve ark.
%16.9, Ok ve ark. %35.5, Ok ve ark. bir baska galismalarinda %30.4, Ozgelik ve ark.
%11.8, Dogan ve ark. %3.6, Yucel ve ark. %7.1, Aksoy ve ark. %7.8 oraninda
enfeksiyon bildirmistir (49).

2.1.9 CRYPTOSPORIDIUM TANI

Cryptosporidium enfeksiyonunun tanisinda kullanilan yéntemler asagida belirtilmistir.

Direkt tani yontemleri

a- Mikroskobik tani

b- Molekuler tani

indirekt tani yéntemleri

a- Enzim immun assay (ELISA)

b- indirekt floresan antikor testi (IFAT)

Histopatolojik tani yontemleri (50).

2.1.9.1 Direkt tani yontemleri

2.1.9.1.1 Mikroskobik tani

Diski ornekleri basit boya ydntemleri, faz kontrast ve karanlk alan mikroskobisi,
floresan mikroskobu ile degerlendirilmektedir (18, 20, 40).

Diskinin mikroskobik incelenmesi pratik ve ucuz bir ydontem olmasi nedeniyle tanida
yaygin olarak kullaniimaktadir (18, 22, 34). Cryptosporidiosiste ookist atilimi
genellikle aralikh oldugundan, farkli zamanlarda alinan ¢ok sayida diski érneginin

incelenmesi tani igin 6nemlidir (18).
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Diski Orneklerinin Saklanma Yéntemleri

Canli parazitin laboratuar galisanlarini enfekte etme riskinin bulunmasi nedeniyle
fikse edilmig 6rnegin acid fast boya yontemleri ile incelenmesi daha uygundur (20,
22, 51). Genellikle digki ornekleri %10 formalin ile sUspansiyon halinde
saklanmaktadir. Sodyum asetoasetik asit formalin (SAF) ve potasyum dikromat
(K2Cro07) da boyama yontemlerini etkilemedikleri icin tercih edilen saklama
yontemleridir (21, 52). Polivinil alkol, boya yontemleri ile uyumsuzluk gosterdigi igin
onerilmemektedir (20, 22, 34).

Diski Orneklerini Goklagtirma (konsantrasyon) Yéntemleri

Diski incelemesinde ¢oklastirma yontemlerinin en 6nemli avantaji direkt yaymadan
hazirlanan kalici boyali preparatlarda gdézden kacgabilecek seyrek ookistleri ortaya
cikarmasidir (40, 51). Etkenin klinik érnekler ve su kaynaklarinda saptanabilmesi igin
kullanilan baslica ¢oklastirma (konsantrasyon) yontemleri sunlardir; formalin-eter ve
formalin-etil asetat sedimentasyon yontemleri, Sheather’in sekerli ylizdlirme yontemi,
Percoll-sukroz yontemi, doymus ¢inko sulfat ve doymus sodyum klorur yuzdirme
yontemleri, demir Ill sdlfat ylzdirme yontemi ve cam boncuklarla ayrigtirma
(immunomanyetik separasyon=IMS). Formalin-eter ve formalin-etii asetat
sedimentasyonu ile Sheather’in sekerli yuzdirme yontemi en c¢ok kullanilan
yontemlerdir (18, 20, 21, 22, 50). Cokturme yonteminde 1000-1500 rpm’de 2 dakika
santrifij yapilmasi Cryptosporidium ookistleri i¢cin uygundur (7, 18, 21, 50).
Immunomanyetik cam boncuklar digskidan parazitin izole ve konsantre edilmesinde
oldukga duyarlh bir yontemdir (20, 22). Sudaki ookistlerin saptanmasinda filtre

esasina dayanan ¢oklastirma yontemleri tercih edilmektedir (40).

2.1.9.1.1. A Basit boya yontemleri

Diger protozoonlarin incelenmesinde kullanilan boyama yontemleri Cryptosporidium
tanisinda kullanilamamaktadir (18, 19, 21). Ookistlerin saptanmasinda Kinyoun acid
fast, modifiye acid fast sicak boyama, giemsa, safranin-metilen mavisi (SMB),
nigrosin, karbol fuksin boyama yontemleri kullaniimaktadir (18, 21, 52). Ookistleri
mantarlardan ayirt etmek amaciyla en sik kullanilan, guvenilir, spesifik ve tanisal

degeri yuksek olan yontem acid fast boyama yontemidir (50). Bu ydontem ile ookistler
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pembe veya kirmizi renkte, mayalar ve diski artiklari ise yesil veya mavi renkte
boyanmaktadir (20, 22, 40). irritan madde icermesi nedeniyle havalandirma
sisteminin yeterli olmadigi laboratuvarlarda modifiye acid fast sicak boyama yerine
Kinyoun acid fast yontemi tavsiye edilmektedir (7, 20, 22, 40). SMB boya yontemi ile
ookistler mavi zemin Uzerinde pembe boyanmaktadir (37, 40). Karbol fuksin boya
yonteminde zemin kirmizi renkte gozlenirken, ookistler i1sik kirici 6zellikte, duzgun

duvarli oval yapilar halinde gorulur (53).

2.1.9.1.1. B Faz kontrast ve karanlik alan mikroskobisi
Serum fizyolojik ile hazirlanan taze preparatlarin veya ylzdirme yontemi ile
coklastirilan digki orneklerinin faz kontrast veya karanlik alan mikroskobisi ile

incelenmesi ile ookistler saptanabilmektedir (19).

2.1.9.1.1. C Floresan mikroskobisi

Ookistlerin saptanmasinda Auramin-rhodamine (AR), Acridine orange (AO), Auramin-
fenol (AF) gibi floresan boya yontemleri de kullaniimaktadir (18, 21, 52). AR boya
yontemi hticre duvarindaki mikolik aside afinite gésteren bir boyadir. Cryptosporidium
ookistleri bu yontem ile kirmizi zemin Uzerinde parlak sari renkte gorulmekte,
ookistlerin maya ve mantarlardan ayrimi kolaylikla yapilabilmektedir. AO boyama
yonteminde mantarlar kirmizi- turuncu boyanirken, ookistler sari- yesil renkte
boyanmaktadir (50). AF boya yontemi ile ookistler siyah zeminde floresan veren

yapilar olarak kolaylikla taninabilmektedir (40).

Diger ornekler

immun yetmezlikli hastalarda enfeksiyon safra kesesi, biliyer sistem, pankreas,
solunum vyollari gibi ekstraintestinal organlara da yayilmaktadir (51). Bu
ekstraintestinal organlardan alinan biyopsi materyallerinin histolojik incelemesi veya
balgam, trakeal aspirasyon sivisi ve bronkoalveoler lavaj sivisindan hazirlanan
preparatlarin boyama yoéntemleri ile incelenmesi sonucunda taninmalari mimkuandur
(7, 34, 54). Ancak bu yodntemlerin tek baslarina kullanimi tani icin yeterli

olmamaktadir (21).
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2.1.9.1.2 Molekiiler tani

Molekuler ¢alismalar Cryptosporidium’un taksonomisine ve turlerinin ayrimina énemli
katkilar saglamistir (9, 14). PCR Kklinik ornekler ve g¢evresel kaynaklardan
Cryptosporidium turlerinin saptanmasi amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir (18).
Bu yontem parazit DNA’sinin saptanmasi temeline dayanmaktadir. Yontemin
duyarlihgi diskinin mikroskobik olarak degerlendiriimesine oranla oldukg¢a yuksektir
(20, 22). Donmus, kotu kosullarda saklanmig veya igerisinde ¢ok az etken bulunan
ornekler icin en uygun tani yontemi olarak kabul edilmektedir (55). Tur ayrimi
yapllmasina da olanak sagladigi icin Ozellikle salginlarda etkili olan trin
belirlenebilmesi mimkin olabilmektedir (18). Hizli ve duyarliigi ylksek bir ydntem
olmasina karsin bazi kisithliklari da mevcuttur. Ozellikle laboratuar kaynakli
kontaminasyonlara bagli yalanci pozitif sonuglar verebilmektedir (37). DNA
izolasyonu igin uygun bir ekstraksiyon ydnteminin uygulanmasi gerekmektedir.
Yaygin olarak kullanilan fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ve digkida yer alan
safra tuzlari, bilirubin, kompleks polisakkaritler gibi komponentler PCR yontemini
inhibe edebilmektedir. Bu nedenle inhibitor 6zelligi gosteren bu yapilarin ortadan
kaldiriimasi gerekmektedir (27, 56). Son yillarda gerek PCR teknolojilerinin gelismesi,
gerekse klinik orneklerdeki tum inhibitorleri ortadan kaldiran DNA izolasyon kitlerinin
uretilmesi, PCR'’in bu kisitlayici faktorlerinin ortadan kaldirilmasini saglamigtir (56).
Gunumuzde izole edilen etkenin turt, canhligi ve enfektivitesinin saptanmasi igin
gelistiriimis farkli PCR yontemleri mevcuttur. Bunlar arasinda en sik kullanilan PCR
yontemi ile Uretilen uzun bir genom pargasini uygun enzimlerle parcaladiktan sonra,
ayrilan kisimlarin jelde yudrutulerek hangi gen bolgesinin daha uzun oldugunu
belirleyip etkenin genetik analizinin yapilabilmesini saglayan PCR-RFLP yontemidir
(57). Ayrica PCR ile uzun bir baz bolgesinin uretilip takiben o bdlge igindeki kiglk
belli alanlara yonelik primerler eklenerek tekrar PCR ile o kisimlarin Uretildigi, klasik
PCR’a gore 4-5 kat daha etkili olan nested-PCR (58), uretilen hedef DNA miktarini,
dolayisiyla ortamdaki etken miktarini belirleyebilen 6zel isaretli hibridizasyon problari
kullanilarak yapilan Real-Time PCR (59), 6zel TagMan problarin kullanildigi ve Real-
Time PCR’a benzeyen TagMan PCR (56) ve 6zellikle izolatlarin ayriminda kullanilan

arbitrary primed PCR (AP-PCR) gibi molekuler yontemler de kullaniimaktadir (60).
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Cryptosporidiosisin PCR yontemi ile saptanmasi igin 70-kDa 1s1 sok proteini (hsp 70
mMRNA) geni (61), ribozomun kiguk alt birimine ait RNA’y1 kodlayan bolge (18s SSU
rRNA) geni (62), B tubulin kodlayan mRNA geni (63), amiloglikozidaz enzimini
kodlayan mRNA geni (64), methionin aminopeptidaz, T-kompleks protein 1 delta
(TCP-1) iceren chaperonin kodlayan genler (57), Cryptosporidium ookist duvar
proteini (COWP), Cryptosporidium-1 geninin Thrombospondin-related adhesive
proteini (TRAP-C1), Cryptosporidium-2 geninin Thrombospondin-related adhesive
proteini (TRAP-C2) genleri kullaniimaktadir. Bunlar arasinda en duyarli gen
bdlgesinin 18 S rRNA geni oldugu bildiriimistir (65). Ribosomal internal transcribed
spacer (ITS rDNA) bolgeleri COWP, dihidrofolat rediktaz-timidilat sentaz (dhfr-ts),
TRAP-C1, TRAP-C2 ve HSP70 gibi genlerin sekans analizi, RFLP analizi gibi
yontemler Cryptosporidium turlerinin ayriminda en sik kullanilan yontemlerdir (11,
15).

2.1.9.2 indirekt Tani1 Yéntemleri

2.1.9.2.1 Serumda antikor aranmasinda kullanilan yontemler

indirekt yontemler kullanilarak Cryptosporidium ookistlerine duyarli antikorlarin varlig
arastiriimaktadir (51, 66). Bu yontemler arasinda ELISA, IFAT ve Western blot (WB)
bulunmaktadir (4, 29, 40, 67).

Monoklonal antikorlarla yapilan IFATIn duyarlihdinin %100 oldugu ve boyama
yontemlerinden 20 kat daha duyarli oldugu bildiriimektedir (68). Ayrica serumda
Cryptosporidium spp.’ye spesifik antikorlarin saptanmasinda kullanilan [FAT’In,
digkida ookist saptama yontemleri ile kombine edilmesi durumunda cryptosporidiosis
prevalansinin daha dogru olarak belirlenebilecegi bildiriimektedir (69). Diger bir
serolojik yontem olan WB ile enfeksiyondan sonraki 10. glinde serumda 27 kDa
molekdl agirhgindaki antijenin saptanabildigi, enfeksiyonun 3-4. haftalarinda pik

yaptidi, 4-5. aylarinda ise ortadan kalktigi gosterilmistir (70).

2.1.9.2.2 Diskida Cryptosporidial antijen aranmasinda kullanilan yontemler
Ookist antijenlerine yénelik monoklonal antikorlarin kullanildigi immunofloresan ve
ELISA yontemleri, digkidaki ookistlerin saptanmasinda oldukg¢a duyarli yontemlerdir

(40, 51). Ancak antijenlerin ¢apraz reaksiyon vermesi ELISA yonteminde yalanci
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pozitifige neden olabilmektedir (40). ELISA ve immunokromatografi temeline
dayanan ticari kitler gelistiriimistir (20, 22). Diskidaki ookist miktarini belirleyen
flowsitometri ginumuzde floresan antikor yontemi ile birlikte kullaniimakta ve ookist
atiliminin  dlgimidnde immunofloresan yodntemlerden daha duyarl oldugu kabul
edilmektedir (40, 50).

2.1.9.3 Histolopatolojik tani

Parazit barsak mukoza epitel hiicrelerinin mikrovillus yuzeyinde yerlestigi igin biyopsi
materyalinin i1sik ve elektron mikroskobu ile incelenmesi tanida énemlidir (7, 18, 20,
22, 23, 27, 30, 34, 40, 50, 51, 54). Hematoksilen eozin ile parazit mor renkte
boyanmaktadir (7, 20, 22, 23). Biyopsi yontemleri dokuda vyerlesen parazitin
tanisinda yararli olmakla birlikte, drnek alinan bodlgede parazitin bulunmamasi yalanci
negatif sonuglara neden olabilmektedir (7, 18, 20, 23, 27, 34, 40, 50, 51, 54).

2.1.10 CRYPTOSPORIDIUM TEDAVi
2.1.10.1 Destek Tedavi
Rehidratasyon ve nutrisyonel destegi iceren nonspesifik destek tedavi

crytosporidiosisin klinik bulgularinin kontrolinde énemlidir (7, 11, 15, 25, 30,71).

2.1.10.2 Antimotiliter Ajanlar

Loperamid veya difeksilat/atropin ile tedavi digkilama sikligini azaltici etki
gOstermektedir. Opiatlar siddetli enfeksiyonda digkinin barsaktan gecis suresini
azaltmaktadir (71). Somatostatin, morfin sulfat gibi antidiareik ajanlar sivi kaybinin

kontrol altina alinmasini saglamaktadir (7).

2.1.10.3 Kemoterapotik Ajanlar

immun sistemi baskilanmis hastalarda yasami tehdit eden uzun siireli enfeksiyona
neden oldugu igin etkili bir kemoterapdtik ajan ile tedaviye ihtiyag vardir (7). Yuzlerce
kimyasal ve immunoterapétik ajan ile in vivo, in vitro, hayvan deneyleri ve Klinik
calismalar yapilmasina karsin halen spesifik veya koruyucu tedavi elde edilememistir
(8, 11, 15, 72). Aminoglikozid grubundan olan paramomisin en fazla kullanilan

ajandir (15). Nitazoksanid (NTZ) kronik ve siddetli ishal yakinmasi olan tim
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hastalarda 6nerilmektedir (11). Son zamanlarda makrolidlerin (spiramisin, azitromisin,
klaritromisin) de enfeksiyon lizerine etkili oldugu bildirimektedir (16). immun
yetmezlikli olgularda diloksanid furoat, furazolin, spiramisin, kininle guclendiriimig
klindamisin ve interldkin-2 ile basarili sonuglar alindigini bildiren galismalar mevcuttur
(25).

2.1.10.4 Antiviral Tedavi

immun sistemi baskilanmig hastalarda antiretroviral tedavi ile viral yikiin azalmasi ve
CD4 sayisinin artmasi, klinik semptomlarda hizli dizelme ile birlikte ookist atiliminin
azalmasi da saglanmaktadir (12, 15). Ozellikle proteaz inhibitorleri kullanilarak
uygulanan yuksek etkili antiretroviral tedavi (HAART) intestinal cryptosporidiosisin

klinik bulgularinin azaltiimasinda etkilidir (16).

2.1.10.5 immunoterapi

C. parvum yuzey proteini igeren hiperimmun serum ve hiperimmun bovin kolostrum
ile pasif immunoterapi gibi alternatif tedaviler de uygulanmaktadir (8, 11). Probiyotik
kullanilmasi da ookist sayisini ve ookist atilim sdresini azaltmaktadir. Hulcresel
immunitenin  6neminin bilinmesine ve tanimlanmis antijenlerle koruyucu immun
yanitin uyarilmasina kargin, tedaviye yoOnelik immunoterap6tik veya asi
gelistirilememigtir (8).

2.1.11 CRYPTOSPORIDIUM KORUNMA

Korunmada temel prensip ookistlerin ¢gevreye yayilmasini énlemektir (11, 23, 25).
Uygun sekilde ellerin yikanmasi (12, 71), insan ve hayvan digkilari ile direkt temastan
kaginilmasi, havuz sularinin yanlislikla yutulmamasina dikkat edilmesi, igme suyunun
guvenli olmasi igin gereken onlemlerin alinmasi énemlidir (12). Enfeksiyon agisindan
risk altinda olan kisilerin, ishalli hastalar, ciftlik hayvanlari, 6zellikle 6 aydan kuguk
hayvanlarla temastan kaginmalari gerekmektedir (11, 71). Ozellikle hastaneler,
laboratuarlar, ginduz bakim evleri basta olmak Uzere toplu yasanilan alanlarda genel
hijyenik onlemlere dikkat edilmesi gerektigi bildiriimektedir. Enfekte kisilerle temasin

en aza indirilmesi, enfekte kisilerin izole edilmesi, enfekte atiklarin uygun sekilde yok
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edilmesi, supheli kontamine sularin kullanimindan 6nce kaynatiimasi gibi onlemler
yararlidir (16, 25).

Enfekte sigir digkilari 6zellikle yagmur veya kar sulari araciligiyla nehirlere ulasarak
su kaynakh bulasa neden olmaktadir (11). Evsel kuyu suyu kullanimi veya yagislar
nedeniyle ylzey sularinin kontamine olmasi durumunda sularin filtrasyonu oldukga
dnem kazanmaktadir (11, 71). igme suyunun aritiimasi enfeksiyonun énlenmesinde
en cok dikkat edilmesi gereken konulardan biridir (38). Cryptosporidium ookistleri
bircok kimyasal dezenfektana direngli oldudu igin enfeksiyon kontrolinde
dezenfektanlarin kullanimi sinirhidir (8, 16, 20, 25). Dezenfeksiyon igleminde
kullanilan maddenin ¢esidi, konsantrasyonu ve ookistlerle temas suresi 6nemlidir. En
cok onerilen dezenfektan %2.5 sodyum hipoklorit solisyonudur. Ayrica %5 amonyum
ve %10 formalin solusyonunda 4°C’de 18 saat inklibasyonun ookistlerin
enfektivitesini ortadan kaldirdigi bilinmektedir (22). Ylksek oranda etkili ve toksik
nitelikli dezenfektanlardan (amonyak, etilen oksit, metil bromid ve ozon) kullanimi en
fazla olan ozondur (8). Klorin sudaki ookistler Uzerine yuksek konsantrasyonlarda bile
cok az etkili veya etkisiz iken (8, 20, 38), UV oldukga etkilidir (8, 20).
Dezenfektanlarin tek basina kullanimi yerine kombine kullanimlarinin daha etkili
oldugu bildiriimektedir (8). Standart su aritma yéntemleri <0.5 NTU kontamine sularin
ookistlerden arindirilmasinda etkisiz kalmaktadir (25, 38, 71). 1 ym’den daha kuguk
por boyutu olan filtreler ve revers ozmoz filtrelerle suyun filtrasyonu genellikle yeterli
olmaktadir (38). Suyun 72 °C’'de 1 dakika isitimasi veya kaynatiimasi iglemleri
ookistlerin inaktive olmasini saglamaktadir (38). Su ve sutin 71,7 °C sicaklikta 5

saniye pastorizasyonu da ookistlerin enfektivitesini ortadan kaldirmaktadir (8).

2.2 MICROSPORIDIUM SPP. GENEL BILGILER

Microsporidialar birgok omurgali ve omurgasiz konagi enfekte edebilen zorunlu hiicre
ici patojenlerdir. insanda enfeksiyona neden olan Microsporidium tiirleri bdcekler,
memeliler ve baliklarda da enfeksiyona neden olabilmekte, bu nedenle balikgilik ve
ipekbocekgiligi gibi alanlarda ekonomik kayiplara neden olmaktadir (2). immun

sistemi saglam Kkisilerde kendini sinirlayan ishale neden olurken, immun sistemi
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baskilanmis hastalarda kronik ishal, kilo kaybi ve 6lime neden olmaktadir (73, 74,
75).

2.2.1 MICROSPORIDIUM TARIHGE

ik kez 1857'de ipek boceklerinde ekonomik kayiplara yol acan Nosema bombycis
(N. bombycis) enfeksiyonlari bildirilmistir (73, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82). Daha
sonra Balbiani 1882 yilinda etkeni Microsporidia adi altinda ayri bir grup olarak
siniflandirmistir (83). ilk insan olgusu 1959'da bildiriimistir (78, 79, 80, 81, 84).
Sparague 1976'da Microsporidia’lari Microspora subesine dahil etmigtir. Etken,
1980’de Protista alemi ve protozoa altalemi altinda siniflandiriimistir (85). Sparague

ve Becnel 1998’de sube adini Microsporidia olarak bildirmistir (76).

2.2.2 MICROSPORIDIUM TAKSONOMI

Gunumuzde Microsporidialarin Nosema, Brachiola, Pleistophora, Trachipleistophora,
Encephalitozoon, Enterocytozoon, Vittaforma ve siniflandiriimayan olmak Uzere 8

cinsi tanimlanmigtir.
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Tablo 1: Microsporidialarin siniflandirmasi (86).

Sube Sinif Takim Aile Cins Tiir
N. connori
Nosema N. algerae
Dihaplophasea Dissociodihaplophassida | Nosematidae N. oculorum
Brachiola B.
vesiculorum
Pleistophora Pleistophora
spp.
Pleishophoridae Trachipleistophora | T. hominis
Microspora | Haplopasea T.
Glugeida antropophtera
E. hellem
Encephalitozoonidae | Encephalitozoon E. cuniculi
E. intestinalis
Chytridiopsida Enterocytozoonidae | Enterocytozoon E. bienusi
Vittaforma V. corneae
M.
Siniflandirimayan | Siniflandiriimayan Siniflandiriimayan Siniflandinimayan | ceylonensis
M. africanum

Taksonomik olarak boyutlari, konaklari, tek veya iki nukleusu olmasi, polar tlupteki
sarmal sayisi, gelisimi sirasinda konak hicre sitoplazmasi ile iligkisi (konak
sitoplazmasi ile direkt temas, konak hiicre icinde bir parazitofor vakuolde ¢ogalma,
endoplazmik retikulum ile c¢evrelenmis organizmanin ¢ogalmasi, parazit kaynakh
sporofor vezikul icinde sporogoni) gibi yapisal Ozelliklerine dayanilarak
siniflandinimistir (87). Cavalier-Smith 1981 yilinda Microsporidium alemini fungilere
aktarmistir (88). Protein kodlayan gene dayanan veriler parazitin mantarlarla iligkili
oldugu hipotezini desteklemektedir (73, 83). Elongasyon faktorleri ve RNA polimeraz
2’nin en uzun alt biriminin mantarlarla yakin benzerlik gosterdigi saptanmis,
mitokondrial tip HSP 70 gen sekansinin protozoonlardan ¢ok mantarlarinkine
benzedigi bildirilmistir (89).

Gunumuzde DNA sekans verilerine dayanan filogenetik agaclar olusturulmustur.
Son zamanlarda chaperonin veya bir 1si-gok proteini olan Hsp70’yi kodlayan gen

bulunmustur ve filogenetik c¢alismalar bu genlerin en c¢ok diger dkaryotlarin
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mitokondrilerinde bulunan ve Hsp 70’i kodlayan gene benzer bulundugunu
go6stermistir. Bu durum microsporidialarin daha yuksek formlarin dejenerasyonu ile
olusmus olabileceklerini dusundurmektedir. SSU rRNA ve genig alt tnite (LSU) rRNA
ve protein kodlayan DNA sekanslari ile insanlari enfekte eden 6 tir oldugu

saptanmistir (83).

2.2.3 MICROSPORIDIUM MORFOLOJI

Microsporidialarin, konak hiicresi disinda aktif evreleri yoktur (83). ikiye bélinme ile
cogalirlar ndkleuslari membranla cgevrilidir (2, 74, 83). Microsporidialarin, hem
dkaryot, hem de prokaryotlarin 6zelliklerini tasidiklari bildirimektedir. Okaryotik
Ozellikleri, nlkleus etrafinin zarfla kapli olmasi, intrasitoplazmik membran sistemine
sahip olmasi ve mitotik agdaki kromozomun ayrilmasidir. Prokaryotik ozellikleri SSU
rRNA’'ya sahip olmalari, Okaryotlarda bulunan mitokondri, peroksizom ve golgi
aparatlarinin olmamasidir (83, 90). Microsporidialarin, dkaryotlarin oldukga erken bir
dalindan olustuklari distntlmektedir (91).

Konak hucre igerisinde c¢ogalma ozellikleri tlrlere gore degisir. Encephalitozoon
turleri parazitofor vakuol igerisinde gogalirken, E. bieneusi (2, 83, 90, 92), Vittaforma
spp. (92), Nosema connori (75, 83), Nosema ocularum (75, 83, 92) gelisimi sirasinda
konak hucre sitoplazmasi ile temas halindedir (75, 83, 92).

Encephalitozoon turlerinde konakta etkenin vegetatif formlari ve sporlari
saptanabilmektedir (2, 90).

Spor yapisi

insanlari enfekte eden tiirlerin sporlari 1.0- 3.0 ila 1.5- 4.0 ym boyutlarindadir (74).
Sporlar 3 tabaka igeren kalin duvara sahiptir. Bu tabakalar sirasiyla: a) Ekzospor,
sporu dig ortamdan koruyan glikoprotein dig tabaka. b) Endospor, kitinden bir i¢
tabaka. c) Plazma membrani (74, 75, 83).

Polar tlip yapisi
Polar tip sayisi ve sarmal dizeni cins ve tlrlere gore degismektedir (83).
Enterocytozoon ve Brachiola cinslerinde cift sira halinde 6-10 sarmal (75, 83, 92),

Encephalitozoon, Trachipleistophora ve Vittaforma cinslerinde tek sira halinde 5-11
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sarmal bulunur (83, 93). Uygun ortamda, uygun konak icerisinde polar tip
icerisindeki enfektif sporoplazm, sporun incelen 6n béliminden bosalir (83). Konak
hicreyi enfekte etmeyi kolaylastiran anchoring diskten (tutunma diski) sarmalanmis
polar tip disari ¢ikarilmaktadir. Spor igerisine kalsiyum girigi polar tubun uzatiimasi
ile ayni zamanda gergeklesir. Ozmotik basingtaki degisiklik sonucu posterior vakuol
siser ve polar tubun i¢ kismi eldiven parmagi gibi ters doner ve sitoplazma igerigi
polar tipten gectikten sonra konak hucre igerisine bosalir (2, 74).
Ex: Ekzospor
s AD: Anchonng disk
En: Endospor
Lo: Lamellar nrofoplast
P-Plazma membran:
= Top: Tiibiiler protoplazm

- Pt: Polar tiib
] |/ E: Ribozom
=T Sp: Sporeplazma

N: Niiklens

Sekil 2: Microsporidia spor morfolojisi (73).

2.2.4 MICROSPORIDIUM YASAM DONGUSU
Enfeksiyon temel olarak gastrointestinal ve solunum epitel hicrelerini tutar (73).
Microsporidialarin yagam dongusundeki evreler su sekildedir:

2.2.4.1 Enfektif evre

Sporun cevreye atildi§i ve bulasin gergeklestigi evredir (75). Sporlar konak
tarafindan agiz veya solunum yolu ile alindiktan sonra helozon seklindeki polar tup
dizlesir, tipun i¢ kismi dig kismin iginden kayarak ilerler ve konak hucreye girer. Tup

tamamen duzlesince spor igindeki sporoplazm tupun iginden geger, konak hucre
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sitoplazmasina karisir ve gelismeye baslar (94). Spor icerisinde osmotik basing artisi
sonucu posterior vakuol genigler, polar tup ters doner ve sporoplazm konak hucre

icine girer (75, 95).
2.2.4.2 Merogoni

Sporoplazm uygun konak htcreye girdiginde proliferatif faz bagslar (75, 83, 93, 95).
Meront adi verilen hucreler, tlire gore degisen sayida (tek veya cift) nikleus tasir.
ikiye boliinme (Encephalitozoon, Nosema, Vittaforma) veya merogonial plasmodia
adi verilen c¢ok nukleuslu hucrelerin olustugu (Enterocytozoon, Pleistophora,

Trachipleistophora) boélinme gergeklesir (75, 83, 91, 93, 95).

2.2.4.3 Sporogoni

Bir merontun sporoblasta donusecek sporontlari meydana getirmesidir (75, 83, 93,
95). Sporontlar ikiye bolinme ya da c¢oklu flzyon ile c¢ogalarak sporoblastlari
olusturur (75, 83, 91, 93). Sporoblastlar spor organellerini sentezler (83, 93, 95).
Sporoblastlardan  olgun sporlar meydana gelir ve hicre membraninin
parcalanmasiyla serbestlesir (93). Sporogoni evresinden sonra enfekte konak

hicreleri pargalanir ve enfektif sporlar salinir. Sporlar diski ile disari atilir (73).

™

Konak hiicre ~
icinde vakuol ,.s' |
% Iklye bohmme

m;lgal bulag . ,'

Qﬁ

Sekil 3: Microsporidialarin yasam dongusu (94).

‘ Smdmm yoluyla alinma ‘
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2.2.5 MICROSPORIDIUM PATOGENEZ

2.2.5.1 Gastrointestinal Sistem Enfeksiyonlari

insan enfeksiyonlarinda gastrointestinal kanal epitelinin tutulumu sik goériilmektedir
(76, 92). Enfeksiyonlarin %90’dan fazlasi Enterocytozoon bienusi (E. bienusi) ile, geri
kalani ise Encephalitozoon intestinalis (E. intestinalis) ile meydana gelmektedir (73,
75,76, 92, 96, 97).

E. bienusi enfeksiyonu genellikle lokalizedir, ince barsak (jejenum, doudenum)
enterositlerini ve safra kesesi epitel hicrelerini tutar (73, 75, 92, 97). Etkenin
cogalmasina bagli olusan patolojik degisiklikler villuslarda atrofi, D-ksiloz
malabsorbsiyonu, kript hiperplazisi (73, 75, 92, 96, 97), mononukleer hucre
infiltrasyonu, fircamsi hlcrelerde disakkaridaz aktivitesinde azalma (73, 92, 96, 97),
goblet hdcrelerinin igeriginin bosalmasi, belirgin intraepitelial lenfositik infiltrasyon
seklindedir (75).

E. intestinalis'te hem inflamatuar yanit, hem de barsak hulcresi hasari minimal
dizeydedir. Ancak enfeksiyon epitel hucreleri iginde sinirli kalmayip perintkleer

bdlgeye de yayilabilmektedir (75, 76).

2.2.5.2 Hepatobilier Enfeksiyonlar
Microsporidialar, 6zellikle E. bienusi ve daha az siklikla E. intestinalis safra
kanallarini da enfekte edebilmektedir (92). Bu epitel sinirlari genellikle bozulmamis
gérunmektedir ve intraepitelial lenfosit infiltrasyonu minimaldir. Safra kanallarinin
enfeksiyonu papiller stenoz, safra kanal dilatasyonu, tassiz kolasistit, sklerozan
kolaniit ile iligkili olabilir (75, 76, 92).

2.2.5.3 Sistemik Enfeksiyon
2.2.5.3.1 Solunum Sistemi Enfeksiyonlari

Sinuzit ve nazal enfeksiyonlar gézlenmektedir. E. hellem enfeksiyonlari bronsit,

bronsiolit, pndmoni ve eroziv trakeite neden olabilmektedir (92).
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2.2.5.3.2 Genitouriner Sistem Enfeksiyonlari

Yaygin E. hellem enfeksiyonunda boébreklerde plazma hicreleri ve lenfositler
gorulmekte, histiosit ve notrofillerin daha az oldugu kronik granulomatoz interstisyel
nefrit saptanmaktadir (75, 92). E. intestinalis enfeksiyonunda bobrekte granilomatoz
tubulointerstisyel nefrit nedeniyle makrofaj, lenfosit, plazma hicresi ve Langhans tipi

dev hucreler gorilmektedir (75).

2.2.5.3.3 Goz Enfeksiyonlari

Go6z enfeksiyonlari patolojik olarak stromal veya epitelial kdkenli olmalarina goére
siniflandiriimakta ve patolojik tablo hastanin immun sistemine bagli olarak
degismektedir. immun sistemi saglam kisilerde keratit veya korneal lser
gorulebilmektedir (75, 76).

2.2.5.3.4 Kas Enfeksiyonlari
Pleistophora spp.'ye bagl miyoziti olan hastalarin kas biyopsilerinde atrofik ve
dejeneratif kas lifleri arasinda parazit kumeleri, plazma hucreleri, lenfositler ve

histiositler saptanmigstir (75, 92).

2.2.5.3.5 Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlari
E. cuniculi ile enfekte immun sistemi saglam hastalarda santral sinir sistemi tutulumu
bildirilmigtir. AIDS hastalarinin serebrumunda microsporidia ve kortikal bolgedeki gri

cevherde ve derin serebral niikleusta nekroz saptanmistir (92).

2.2.5.3.6 Diger Doku Enfeksiyonlari
E. cuniculi enfeksiyonunda periton tutulumu, omentumda fokal nekroz, granilomatéz
olmayan enflamasyon ve sporlari igeren inflamatuar kitle bildiriimigtir. AIDS

hastalarinda kemik tutulumu bildirilmigtir (92).

2.2.6 MICROSPORIDIUM KLINIK

Microsporidiosisin  klinik seyri, enfeksiyonun lokalizasyonu ve konagin immun

direncine baglidir (99). CD4 sayisi 200 hiicre/mm¥iin (izerindeki hastalarda 6 ayda
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dizelen, kendini sinirlayan ishale neden olurken, CD4 sayisi 100 hiicre/mm>{n
altindaki hastalarda kronik ishal ve kilo kaybina neden olmaktadir (73, 74, 75).
Microsporidium spp. sindirim sistemi basta olmak Uzere birgok organ ve sistemde

enfeksiyona neden olmaktadir.

2.2.6.1 Sindirim Sistemi Enfeksiyonlari

2.2.6.1.1 Barsak enfeksiyonlari

Etken ince barsak epitelinde c¢ogalir, villuslarin ylzeyinde ve boyunda kisalma
nedeniyle emilim bozuklugu ve ishal gériliir (74). immun sistemi saglam hastalarda
ishalin tedaviye gerek kalmadan 2 hafta igerisinde duzeldigi bildirilmistir (92, 98).
immun sistemi baskilanmis hastalarda ise kronik ishal, ates, istahsizlik ve kilo
kaybina neden olmaktadir (73, 99).

2.2.6.1.2 Safra kesesi ve safra kanallari enfeksiyonlari

Genellikle E. bienusi ve E. intestinalis enfeksiyonlari immun sistemi baskilanmis
kisilerde safra yollarina yayilim ile kolanjit veya kolesistite neden olabilmektedir (73,
74,75, 98, 99, 100).

Safra kanallarinin tutulumunda karin agrisi, bulanti, kusma, ates, sag ust kadran

agrisi gorulmektedir (75, 92).

2.2.6.1.3 Hepatit, pankreatit, peritonit
E. bieneusi ve E. intestinalis hepatit, peritonite neden olmaktadir (75, 81, 92, 98).
HIV pozitif hastalarda halsizlik, ishal, kilo kaybi, ates yakinmalari, hepatit,

hepatoselller nekroz, peritonit, akut ileus bildirilmistir (75, 83).

2.2.6.2 Sistemik Enfeksiyonlar

Encephalitozoon, Trachipleistophora ve Pleistophora cinslerine ait turler genellikle
yaygin enfeksiyon yapmaya egilimlidir. Pndmoni, sinlzit, keratokonjunktivit, hepatit,
peritonit, ensefalit, nefrit, miyozite neden olabilmektedir (79, 83, 85, 101). Alt Uriner

sistem ve bobrekte agir enfeksiyona neden olabilmektedir (83).
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2.2.6.2.1 Solunum Sistemi Enfeksiyonlari

Akciger enfeksiyonlari

HIV pozitif hastalarda alt solunum yolu enfeksiyonlari asemptomatik veya bronsgiolit
ile iligkili olabilmekte, nadiren pndmoni veya ilerleyici akciger yetmezligine neden
olabilmektedir. HIV ile enfekte hastalarin bronsial epitelinde her ¢ Encephalitozoon

spp. ve E. bieneusi saptanmigtir (75, 83, 92, 100).

Sinus enfeksiyonlari

AIDS hastalarinda Encephalitozoon spp. ve Enterocytozoon bieneusi ile meydana
gelen ve antimikrobiyal tedaviye yanit vermeyen birgok kronik sinuzit olgusu
bildirilmistir (75, 81, 83, 92, 99, 100).

2.2.6.2.2 Goz enfeksiyonlari

HIV ile enfekte hastalarda her ¢ Encephalitozoon tirl ile keratokonjunktivit olgulari
bildirilmigtir. Enfeksiyon kornea ve konjunktivanin yuzey epitelinde sinirhdir (75, 83,
92). E. hellem’in en sik saptanan etken oldugu bildiriimektedir (75, 81). En sik
g6rulen klinik bulgular gdézde yabanci cisim hissi, gdozde agri, gérme keskinliginde
azalma ve fotofobidir (102, 103).

2.2.6.2.3 Serebral Enfeksiyonlar
Basagrisi, gérme bozuklugu, bulanti, kusma ve spastik konvilziyon gibi serebral
semptomlari olan HIV ile enfekte hastalarda yaygin Encephalitozoon spp.

enfeksiyonu bildiriimistir (81, 83).

2.2.6.2.4 Genitouriner Sistem Enfeksiyonlari

HIV ile enfekte hastalarda yaygin Encephalitozoon spp. enfeksiyonunda Uriner
sistem tutulumu siktir. Disuri, mikrohematuri, makroskobik hematuri, sistit, nefrit,
uretrit, prostatit ve bobrek yetmezligine kadar degisen birgok bulgu gorulebilmektedir
(75, 81, 83, 92, 98, 100).
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2.2.6.2.5 Myozit

Pleistophora, Brachiola veya Trachipleistophora ile meydana gelen bircok myozit
olgusu bulunmaktadir. Semptomlar ateg, miyalji, bitkinlik, kas gugsitzlugu, kontraktur
ve diger organ tutulumlarina ait olabilir (74, 75, 81, 83, 92, 99).

2.2.6.2.6 Nadir Tutulumlar
HIV pozitif hastalarda dilde Ulserasyon (83), selulit veya deri nodulleri bildirilmistir (81,
83).

2.2.7 MICROSPORIDIUM iIMMUNITE

Microosporidium enfeksiyonuna karsi konagin immun direnci dogustan ve edinilmis

immun yaniti icermektedir (104).

2.2.7.1 Hiicresel immunite

E. cuniculi enfeksiyonunda hicresel bagisiklik sagkalim i¢in cok énemlidir. Konak
makrofajlari tarafindan IL-12 salgilanmakta, dolagimda ve dokularda yuksek miktarda
IFN-y ile kendini gosteren Th1 sitokinlerin artigi gergeklesmektedir. Th2 sitokin olan
IL-4 ise enfeksiyon boyunca saptanmamaktadir. IFN-y’nin dretimi CD8 T hucrelerini
uyarmaktadir. CD8 T hiucreleri etken miktarini, enfekte hicreleri o6ldirerek
azaltabilmektedir (105). IFN-y, TNF-a, IL-12 gibi proinflamatuar sitokinler ile nitrik
oksitin Encephalitozoon spp.’'ye karsi koruyuculukta da onemli rol oynadigi
gOsterilmistir (74). IFN-y ile aktive edilen makrofajlarin nitrojen bilesikleri araciligiyla

microsporidialari 6ldirdigu disunilmektedir (105).

2.2.7.2 Humoral immunite

immun sistemi saglam konakta Microsporidium spp.’ye karsi IgM ve 1gG antikorlar
gelismekte ve yasam boyu devam etmektedir. Iimmun sistemi baskilanmis konakta
antikor yaniti degigkendir. Enfeksiyonda ilk olarak IgM antikorlari ortaya gikmakta ve
etkenin alimini takip eden 16. glinde en ylksek konsantrasyona ulagsmaktadir. 19G
antikorlar1 enfeksiyondan sonraki 8. glinde ortaya ¢ikmakta ve 24. ginde en yuksek
duzeye ulagsmakta, IgA antikorlari ise 17. gunde artis gostermekte ve 22. gunde pik
yapmaktadir (100).
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2.2.8 MICROSPORIDIUM EPIDEMIYOLOJI

ik insan olgusu 1959'da bildirilmistir (78, 79, 80, 81, 84). HIV enfeksiyonunun
tanimlanmasindan sonra bu hastalarda sik goérulen firsat¢i patojen olarak
Microsporidium enfeksiyonlari daha fazla bildirimeye baslanmistir. Insan
microsporidia enfeksiyonlari Antartika diginda tium dinyada gérulmektedir (76, 92).
Ozellikle subtropikal bdlgelerde ve gelismekte olan (lkelerde etkenin gorilme sikligi
daha fazladir (73, 92, 106).

2.2.8.1 Risk Faktorleri

Microsporidium sporlari dis ortama olduk¢ga dayanikhdir. Suda uzun stre canli
kalabilir. Cok kuguk boyutlu olmasi nedeniyle su filtrelerinden gecebilir. Enfekte
hayvanlarin idrar ve diskisiyla atllan sporlar su kaynaklarini kontamine
edebilmektedir (83, 107).

2.2.8.2 Bulas Yollari ve Bulag Kaynaklari
Bulagin enfekte canlinin digki, idrar ve solunum sistemi sekresyonlari ile gerceklestigi

dusundlmektedir (75, 76, 83, 91). Bilinen bulas yollari ve kaynaklari su sekildedir:

2.2.8.2.1 Zoonotik Bulas

insanlari enfekte eden bazi microsporidialarin rezervuar hayvanlardan saptananlarla
morfolojik benzerligi, etkenin zoonotik kodkenli olabilecegini disundurmustir (108).
Encephalitozoon cuniculi (E. cuniculi) tavsan ve insanda saptanmistir.
Encephalitozoon hellem (E. hellem) papaganlarda bildirilmigtir. Encephalitozoon
intestinalis (E. intestinalis) kopek, esek, domuz, inek, ke¢i ve insanda bildirilmistir.
Enterocytozoon bieneusi (E. bieneusi) kdpek, domuz ve insanda saptanmistir. insan,
tavsan, kopek, fare ve tilkilerdeki molekller analizler, insanlardaki E. cuniculi
izolatlarinin  kopek ve tavsanlardaki izolatlarla ayni alt turlere ait oldugunu
goOstermigtir (83).

Genetik analizlerle, memeliler ve insanlari enfekte eden E. cuniculi, E. intestinalis ile
kuslar ve insanlari enfekte eden E. hellem gibi birgok Encephalitozoon tirinin
zoonotik potansiyellerinin agiklanmasi mumkun olabilecektir. Ancak bu konudaki

epidemiyolojik veriler insan olgularinin az olmasi nedeniyle halen sinirlidir (108).
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2.2.8.2.2 Su Kaynakh Bulas

Microsporidia tlrleri, enfekte hayvanlarin idrar ve digkilari ile atilarak su kaynaklarini
kontamine edebilmektedir (99, 109). Birgok microsporidia turl yuzey sularinda
saptanmig, ancak insan microsporidiosis enfeksiyonlarinin su kaynakli olup olmadigi
bilinmemektedir (83). Fransa’nin Lyon sehrinde 1995’te, kanalizasyonun sehrin su
dagitim sistemine karismasi sonucu olusan su kaynakli bir salgin bildirilmistir (107).
Barsak microsporidiosis enfeksiyonlarinin bulaginda kontamine igme sularinin bir risk

faktort oldugu dusunulmektedir (83).

2.2.8.2.3 Besin Kaynakli Bulas

Besinlerin hizli bir gekilde yer degistirmesi, insanlarin daha fazla seyahat etmesi,
besin tuketim gsekillerinin degismesi nedeniyle besin kaynakh Microsporidium
enfeksiyonlari gunimuizde dnem kazanmaktadir. Kontamine gidalarin etkenin bulas

yollarindan biri oldugu distnulmektedir (99, 109).

E. cuniculi sporlarinin 22 °C’'de 4 hafta, E. hellem’in ise -70 °C’de birka¢ ay canl
kalabildigi bildirilmistir (75). Bu sicaklik kosullarinda bile canliigini ve enfektivitesini
korumasi besinler araciligiyla bulagta onemlidir. Ayrica ¢ig meyve ve sebzelerin
kontamine su ile yikanmasi sonucu besin kaynakli Microsporidium enfeksiyonlari da
bildirilmistir (110).

2.2.8.2.4 Vertikal ve Horizontal Bulas

Microsporidiosisin anneden yavruya vertikal bulasi kemirgenler, tavsan, etoburlar ve
insan digI primatlarda gdsterilmistir. insanlarda bildirilmis vertikal bulas yoktur (75,
83, 99, 107, 111, 112, 113, 114).

Microsporidia sporlarinin digki ve idrar ile atiimasinin horizontal geciste etkili
olabilecegi dusunulmektedir. Microsporidiosisin horizontal bulasini saglayan risk
faktorleri arasinda homoseksuel iligki, intravenéz ilag kullanimi, havuzda ylizme,
saunada yikanma ve kontamine su ile temas sayilabilmektedir (83, 99, 107, 111,
112, 113, 114).
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Microsporidialarin diger bir muhtemel bulas yolu da solunum yoluyla bulagtir.
Encephalitozoon hellem ile enfekte hastalarin balgamlarinda sporlarin saptandigi
bildirilmigtir. Ayrica E. bieneusi, E. hellem ve E. intestinalis brons epiteli ve
bronkoalveolar lavajda saptandigi gibi burun akintisi ve burun epitelinde de
saptanmigtir.  Keratokonjonktival enfeksiyonun kontamine parmaklarla direkt

inokulasyon tarzinda veya hava yoluyla olustugu distnulmektedir (75).

2.2.8.2.5 Vektor Kaynakh Bulas

Microsporidialar en sik artropodlarda enfeksiyona neden olmaktadir (75). B. algerae
sivrisinekler icin dogal bir patojendir. Tavsan veya atimik farelerde subkutan olarak
kuyruk, ayak veya kulaklara inokile edilmesinden sonra lokal microsporidial
enfeksiyonlar olusmustur (75, 91, 99). Bdcekleri enfekte eden microsporidialarin

memelileri veya insanlari enfekte edip etmedigi arastiriimaktadir (75, 83, 91).

2.2.8.3 Mevsimsel Dagilim

Etkenin mevsimsel dagilimi ile ilgili sinirh sayida c¢alisma mevcuttur. Uganda’da
yapilan bir calismada yagislh mevsimlerde E. bieneusi’nin goértlme oraninin arttigi
bildirilmistir (115).

2.2.8.4 Ulkelerin Gelismislik Diizeyine Gére Parazitin Dagilim Ozellikleri

2.2.8.4.1 Dunyadaki dagihm

Microsporidium enfeksiyonlari Antarktika disinda tim dinyada bildiriimektedir. Son
yillarda tropikal Ulkeler ve gelismekte olan ulkelerden daha fazla sayida olgu
bildirilmistir (92).

2.2.8.4.2 Turkiye’deki dagilim

Tuarkiye’de microsporidiosis ile ilgili sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Yazar ve ark.’nin
calismasinda bir hastanin bronkoalveolar lavaj 6rneginde (116), Buget ve ark.’nin
c¢alismasinda ise bir hastanin digki érneginde (117) boya yontemi ile Microsporidium

spp. saptandidi ve etkenin tir ayriminin yapilamadigi bildirilmistir. Ozkirim ve ark.’nin
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calismasinda balarilarinda Nosema (118), Eroksliz ve ark.’nin calismasinda
tavsanlarda Encephalitozoon spp. (119), Yaman ve ark.’nin c¢alismasinda
coleoptera’larda Nosema (120) saptandigi rapor edilmigtir. Karaman ve ark.’nin
calismasinda kanser tanisi almis hastalarin digki érneklerinde ¢esitli boya yontemleri

ile %10.9 oraninda Microsporidium spp. saptandigi bildirilmistir (121).

2.2.9 MICROSPORIDIUM TANI

Microsporidium enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan yontemler:

A- Direkt tan1 yontemleri;

Mikroskobik tani, molekdiler tani ve hucre kulttra
B- indirekt tani ydntemleri;

IFAT, ELISA, WB

C- Histopatolojik incelemedir (75, 76, 92, 122).

Tanida Kullanilan Ornekler:

Pleistophora ve Trachipleistophora gibi kas tutulumu gdsteren microsporidialar
disinda insani enfekte eden microsporidialar genellikle mukoza ve dokularin epitel
sinirint tutar. Bu nedenle tani icin genellikle invaziv olmayan sitolojik teknikler
kullanilarak alinan materyaller degerlendiriimektedir. G6z enfeksiyonlarinda kornea
veya konjunktivadan alinan kazinti ve surintli materyalleri incelenir. Endoskopi
sirasinda alinan ince barsak lavaj sivisinin sitolojik incelemesi yapilabilir. Barsak
microsporidiosis enfeksiyonlarinin tanisinda ince barsak endoskobik firga yontemi
mukozanin degerlendiriimesinde duyarli bir yontemdir. Balgam sitolojisi solunum
yollarinin microsporidiosisi agisindan degerlendiriimesinde uygundur. Bronkoalveolar
lavaj, tekrarlayan balgam incelemeleri negatif olan hastalarda yararlidir. Hepatobiliyer

microsporidiosis tanisi i¢in biyopsi, kolesistektomi veya sitoloji kullaniimaktadir (92).
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2.2.9.1 Direkt tan1 yontemleri

2.2.9.1.1 Mikroskobik inceleme

2.2.9.1.1.A Isik mikroskobu ile inceleme

Barsak enfeksiyonlarinin tanisinda en guvenilir ve ucuz tani yontemi digkidaki
sporlarin 6zel boya yontemleri ile incelenmesidir (92). En sik kullanilan boya
yontemleri kromotrop boya yontemi ve bunun modifikasyonlari ile florokrom
boyalardir (73, 75, 92, 106). Bu boyalar barsagi tutan iki 6nemli microsporidia olan E.
bienusi ve E. intestinalis’in 151k mikroskobi ile ayrimlarinin yapilabilmesine olanak
verir (92). Modifiye trichrom boya yonteminde microsporidia sporlari oval, pembe
renkte boyanan, 1.5-3 ym boyutlarinda yapilar halinde goralirken, bakterilerin etrafi
yesil renkte 1sik verir (2, 34, 73, 74, 75, 81, 94, 106). Modifiye trichrom boyasi igin
digkl preparatlarinin ¢ok ince olarak hazirlanmasi gereklidir ve 90 dakika sure ile
boyanmalidir. Bu boya yodntemi ile degerlendirme yapilirken pozitif kontrolle
karsilagtirma yapmak onemlidir (34, 75, 94).

Konsantrasyon yontemleri digki 6rneklerindeki sporlarin  diski artiklarindan
uzaklastirilarak biraraya toplanmasini saglamamakta, spor kaybina neden olarak
yalanci negatif sonuclara yol acabilmektedir (2, 75).

Maya kontaminasyonunu sinirlamak igin taze diski &rneklerinin formalinle
islemlenmesi Onerilmektedir (106). Boya yontemleri ile sporlarin saptanmasinda
onemli olan maya ve bakterilerle karistirimamasina dikkat edilmesidir. Sporlar
dizenli ve oval yapidadir, tomurcuklanma géstermez (92).

Giemsa, Gram, Periyodik asit schiff (PAS), Warthin-Stary, guimus boyasi gibi birgok
boya yontemi de kullaniimaktadir (73, 74, 106). Gram ve Weber boyasi ile
microsporidia sporlari genellikle kusak tarzi boyanma gosterir. Ayrica sporlar PAS
boyasi ile boyandiginda 6n kisimlarinda bulunan polar tip ve posterior vakuol
gOzlenebilmektedir (92). Spor duvarini boyayan Steinerin gumus boyasi (34) ve
Giemsa boyalari gibi boya yontemleri ile sporlar basarili bir sekilde boyanabilmektedir
(34, 92).
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2.2.9.1.1.B Floresan mikroskobu ile inceleme

Calcoflour ve Uvitex gibi floresan boya yontemlerinde spor duvari boyanir. Spor
duvari protein yapidaki ekzospor tabakasi ve kitin yapisindaki endospor
tabakalarindan olugur. Calcoflour boyasi ile kitin tabaka boyanir. 330-380 nm
eksitasyon filtresi ile epifloresan mikroskopta incelendiginde boyutlari, sekli ve

boyanma o6zellikleri ile taninir (73, 106).

2.2.9.1.1.C Elektron mikroskobu ile inceleme

Elektron mikroskobi microsporidial enfeksiyonlarin saptanmasi ve tlr ayriminin
yapilabilmesi icin gerekli yapisal ayrintilarin gorulmesine olanak saglayan, altin
standart olarak kabul edilen bir yontemdir (34, 73, 74, 83, 92, 94, 98, 106).
Dezavantajlari ise bu mikroskoplarin her laboratuarda bulunmamasi, preparat
hazirliginin  uzun surmesi (34, 74, 92, 98, 106), deneyimli elemanlarca
degerlendirilmesinin gerekliligi, tani koyulabilmesi i¢in 06rnegin yeterince ince

hazirlanmasi ve drnekteki etkenin belli yogunlukta olmasinin gerekliligidir (106).

2.2.9.1.2 Molekiiler tani yontemleri

Microsporidium tarlerinin ayriminda kullanilan molekuler tabanli yontemler PCR,

oligonukleotid mikroarray ve in situ hibridizasyondur (83).

PCR

Epidemiyolojik c¢alismalarda hizli, invaziv olmayan bir ydntem olarak 6nem
kazanmaktadir (2, 83, 98). Microsporidialarin ribozomal RNA geninin kiguk
altinitesine (SSUrRNA) ait primerler kullanilarak digki érneklerinde kisa slrede E.
bieneusi, E. intestinalis ve E. cuniculinin, ince barsak biyopsi orneklerinde ise E.
bieneusi ve E. intestinalis’in saptanmasi mimkiin olmaktadir (2, 106). Ozellikle E.
bienusi’nin ribozomal RNA geninin kiguk alt Unitesine yonelik EBIEF1 ve EBIER1
olarak adlandirilan primer cifti kullanilarak yapilan amplifikasyon basarili sonuglar
vermigtir (92). Ancak molekller ydntemlerin de bazi kisithliklari mevcuttur.
Microsporidium olmayan diger organizmalar (Echinococcus multilocularis ve
Cryptococcus neoformans gibi) igin dizayn edilmis spesifik primerlerle Microsporidium

DNA’sinin da amplifiye olabildigi gértlmuastir. Ayrica digki drneklerinde birgok PCR
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inhibitord bulunmasi ve DNA ekstraksiyonu prosedurinun uzun zaman almasi da

yontemin énemli kisithliklardir (106).

Microsporidiun’dan DNA ekstraksiyonu, spor duvarinin cam boncuk ile pargalanarak,

kaynatilarak, proteinaz K, kitinaz veya mevcut ticari kitlerle yikimindan sonra

yapilmaktadir. PCR’da kullanilan primerler etkenin rRNA genlerini hedef almaktadir.

Tarlerin ayrimi, tire 6zgul primerin kullanimi ile yapilmaktadir (83, 85). Alternatif

olarak tum Microsporidium’lara 6zgu primerler kulanildiysa tar ayrimi, amplikonlarin

nested PCR (ikinci ¢esit 6zgul primerler kullanilarak) ve RFLP ile (2, 83, 85),

ndkleotid siramasi icin BLAST analizi ile tlre 6zgl problar kullanilarak Southern blot

analizi ile veya heterodubleks mobil sift analizi ile yapiimaktadir (85, 87).

Microsporidium spp.’nin tanisinda kullanilan primerler Tablo 2’de verilmigtir.

Tablo 2: Microsporidialarin PCR ile saptanmasinda kullanilan primerler (2).

Primer ciftleri Primer Amplifiye edilen | Baz Kullanilan érnek
dizayni organizma uzunl
ugu
5'-CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC-3' V1 E. bieneusi 348 Doku  biyopsileri,
doudenal aspirat
5-ACTCAGGTGTTATACTCACGTC-3' EB450 E. hellem Kultare
organizmalar
5-GAAACTTGTCCACTCCTTACG-3' EBIEF1 E.bieneusi 607 Safra
5'-CCATGCACCACTCCTGCCATT-3' EBIER1 Doudenal aspirat
5-TGAGAAGTAAGATGTTTAGCA-3' E.hellem 547 Kiltire
organizmalar
5-GTAAAAACACTCTCACACTCA-3'
5-ATGAGAAGTGATGTGTGTGCG-3' E. cuniculi 549 Kiltire
organizmalar
5'-TGCCATGCACTCACAGGCATC-3'
5'-CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC-3' V1 E. intestinalis 370 Doku biyopsileri
5-CTCGCTCCTTTACACTCGAA-3' S1500
5'- CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC-3' PMP1* E.bieneusi 250 Diski
5'-CCTCTCCGGAACCAAACCTG-3' PMP2 E.cuniculi 268 Kiltare

organizmalar

* PMP1 Primeri V1 ile aynidir.
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Oligoniikleotid mikroarray
Microsporidial rDNA genlerinin amplifikasyonunda kullanilan primerlere yonelik PCR
tabanlh yontemler arastirma laboratuarlarinda sik olarak kullaniimakta ise de rutin

tani laboratuarlarina girmemistir (74).

In situ Hibridizasyon

Bu yontemde tanimlanan problar E. bienusinin SSU-rRNA’sina kargi kullaniimis,
Microsporidiunr’larin degisik evreleri ayirt edilmistir. Bu degerli, ancak zaman alici
yontem diger insan Microsporidium turlerinde kullaniimamisg, duyarlik ve 6zgulligu
degerlendiriimemistir (123).

Cevresel oOrneklerde  Microsporidium’un  saptanmasi i¢in  birgok  yontem
kullaniimaktadir. Bunlardan duyarli, segici ve hizli tani koyulmasini saglamada en sik
kullanilan yontem PCR’dir. Ayrica PCR Urunlerine uygulanan sekanslama ile hizh bir
sekilde tir aynmi da yapilabilmektedir. Insan Microsporidium tirlerinin
saptanmasinda kullanilan yontemlerden birincisi PCR ve ardindan uygulanan RFLP
yontemidir. Birkag Microsporidium turlu (E. intestinalis, E. hellem ve E. cuniculi)
oldugu dusunulen klinik érneklerde PCR Urunlerine RFLP uygulanmasi ile tlr ayrimi
yapilabilmektedir. ikincisi PCR’da spesifik primerlerin kullaniminin ardindan PCR
artnlerinin sekanslanmasi ve bilgisayar veri tabani ile karsilagtirilmasina dayali
Computer Database Homology Comparison (CDHC) yontemidir. PCR-CDHC
yonteminin kullanimi, PCR Urlninun tek tek nukleotid analizine imkan vermektedir.
Bu yontem insan patojeni olan microsporidialarin molekuler analizinde daha iyi bir
yontem olarak kabul edilmektedir (124).

Sekans analizi yaygin bir sekilde kullanim alani olan, PCR temeline dayali olarak
patojenlerin tanisinda uygulanabilen bir yontemdir. Bu molekuiler teknikler
microsporidial enfeksiyonlarin epidemiyolojisi, tir ayrimi, filogenetik iligkiler gibi

bircok yonden onemli gelismelerdir (106).
2.2.9.1.3 Hucre kulturu

insanlari enfekte eden birgok microsporidia tiiriiniin in vitro kiltiirii yapilabilmekte,

konak-parazit iligkisinin anlasilabilmesinde ve klinik tanida kullanilan immunolojik
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reagenlerin geligtirimesinde yararli olmaktadir. Ancak sadece 0Ozel laboratuarlarda

yapilabilmekte ve rutin klinik tanida kullanilamamaktadir (92).

2.2.9.2 indirekt tan1 yontemleri

immun sistemi saglam kisilerde digki ve idrarla spor atiliminin aralikli olmasi veya
histokimyasal ve PCR yoOntemleri ile saptanamayacak kadar disuk dizeylerde
olmasi nedeniyle serolojik yontemlerin tanida daha uygun oldugunu dusunen
arastirmacilar da mevcuttur (74, 81). Microsporidium tanisi i¢in degisik serolojik
testler gelistirilmis, ancak bu testlerin duyarllik ve segicilikleri bilinmemektedir (2, 75,
83). Serolojik yontemler enfekte oldugu varsayllan konadin serumunda
Microsporidiunr’lara karsi spesifik antikorlarin dizeyini 6lgmeye yoneliktir. Ancak
pozitif bir antikor yaniti (ELISA ile >1/800 titre), kronik ya da gegirilmis bir enfeksiyon,
kontaminasyon veya ¢apraz reaksiyon ayrimini yapamaz. AIDS’li hastalarda spesifik
antikor olusumunun engellenebilecegi duguincesiyle serolojiyi degerlendirmek zordur.
Bu durumlarda direkt tani yontemleri microsporidiosis tanisinda daha uygundur (2,
100). Microsporidium turlerinin immunolojik tanisinda kullanilan testler ELISA,
monoklonal antikorlarla IFAT, WB, karbon immun assay (CIA), kompleman fiksasyon,

counter immunoelektroforezdir (2, 75, 83, 94).

indirekt floresan antikor testi

Klinik érneklerde spor aranmasinda IFAT da tercih edilen bir yontemdir (34, 125).
Floresan veren microsporidia sporlari, hucre igerisinde bant seklinde polar tupin
goruldugu yapilar olarak ayirt edilmektedir. Bu yontemle bazi bakteriler ¢apraz
reaksiyon verebilmektedir (34). Elektron mikroskobinin yapilamadigi yerlerde birgok
Microsporidium tGrG igcin  hazirlanan monoklonal ve poliklonal antikorlar
kullanilabilmektedir (106). Monoklonal antikorlarla immunofloresan antikor testleri,
polar tup proteinleri ve ture 6zgu yuzey proteinlerini tanimakta yararli olmustur.
insanlarin klinik érneklerinde E. hellem, E. cuniculi ve E. intestinalis’e karsi poliklonal
ve monoklonal antikorlar tir ayriminda kullaniimistir. Son zamanlarda E. bienusi
sporlarina kargi BALB/c farelerde monoklonal antikorlar (IgM ve IgG) gelistiriimis ve
indirekt immunfloresan antikor testinde basari ile kullaniimistir (123). Tum serolojik

testlerin insanlardaki duyarhligi halen bilinmemektedir (87).
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Enzim immun assay (ELISA)

E. cuniculinin spor antijenleri veya parazit hucresi suspansiyonlarinin antijen olarak
kullanildi§i ELISA ve IFAT yéntemleri de kullaniimaktadir (108). insanlarin polar tiipe
kargl serolojik yanitlari, bu yapinin Gzerinde bulunan glikoepitoplara karsi
gelismektedir. Serolojik yontemler immun sistemi baskilanmis Kkisilerde antikor

uretimindeki muhtemel degiskenlik nedeniyle rutin olarak kullanilamamaktadir (74).

Western blot

E. cuniculi ile enfekte farenin serumunda E. cuniculi ve E. intestinalis sporlari
kullanilarak WB analizi yapiimistir (126). SDS-PAGE, E. cuniculinin protein profili 3
major grup banda ayriimaktadir (100 kDA’dan agir, 30-80 kDA ara molekul agirhkli,
30 kDa'dan hafif molekal agirlikh bantlar). Degisik Encephalitozoon turlerinin SDS-
PAGE profilleri farkli olmakla beraber, E. cuniculi izolatlarinin 121, 56, 45, 43, 41 kDa
bantlarda ortak protein bantlari olusmustur (127).

ELISA’dan daha yuksek 0zgullik oranlarina sahip olmasina ragmen WB yonteminin
vurguladiginin aksine E. cuniculiye Kkarsl saptanan antikorlarin gercek birer
enfeksiyonu mu gosterdigi, yoksa c¢apraz reaksiyon mu, veya poliklonal B hicre
stimllasyonu ile olugsan bir reaksiyon (6zellikle tropikal hastalikli kisilerde) mu oldugu
bilinmemektedir (108).

2.2.9.3 Histopatolojik inceleme

Biyopsi oOrneklerinin histolojik degerlendirmesi microsporidiosis tanisina olanak
vermekte, ancak tur ayrimi yapilamamaktadir (2, 83). Histolojik yontemlerin invaziv
bir girisim olmasi ve preparat hazirhdinin uzun sirmesi gibi kisithliklari mevcuttur.
Doku kesitlerinin incelemesinde gesitli boya yontemleri kullaniimaktadir (2). Toluidin

boyasi ince plastik kesitlerde taniyi kolaylastirmaktadir (75).

2.2.10 MICROSPORIDIUM TEDAVi

2.2.10.1 Antiretroviral Tedavi

Gunumuzde AIDS hastalarinda kullaniimakta olan yuksek etkinlikte antiretroviral

tedavinin (HAART) uygulanmadigi donemlerde, ishali olan HIV ile enfekte hastalarda

microsporidiosis prevalansinin %2 ile %70 arasinda degistigi bildiriimektedir (128).

46



HAART, HIV ylUkinin azalmasina, CD4 T hucrelerinin artigsina ve microsporidiosis
gibi firsatgi enfeksiyonlarin prevalansinda azalmaya neden olmaktadir (81, 85, 99,
100, 108).

2.2.10.2 Kemoterapotik Ajanlar

Enfeksiyonun tedavisinde kullanilan ilaglar halen arastiriimaktadir. Metronidazol,
albendazol, itrakonazol, octreotid gibi birgok ajan kullaniimaktadir (34, 81, 90).
Metronidazol tedavisinin etkinligine yonelik calismalar godzden gecirildiginde E.
bienusi'ye etkisiz oldugu, Encephalitozoon spp.’ye etkili oldugu gériimektedir (81, 90,
92). Encephalitozoon enfeksiyonlarinda albendazolin etkinligine yonelik ¢alismalar
g6zden gegirildiginde yuksek oranda basarili sonuglar alindigi bildirilmektedir (73, 75,
81, 83, 90, 92, 98). Atovaquone ile klinik iyilesme saglanmasina karsin digkida
sporlarin saptanmaya devam ettigi bildiriimektedir (90, 92). Benzer durum fumagilin
ile tedavide de s6z konusudur (73, 81, 83, 90, 98). Klindamisinin E. bieneusi
enfeksiyonunda etkili oldugu bildirilmektedir (98). in vitro ¢alismalarda sinefunginin,
etkenin gelisimini 6nledigi bildirilmistir (73, 75).

E. hellem’in neden oldugu g6z enfeksiyonlari, topikal fumagilin (73, 75, 98) veya
parenteral itrakanazol ile tedavi edilmektedir (75, 90). Yaygin E. hellem enfeksiyonu
ise albendazol ile tedavi edilmektedir (98). Kalsiyum kanal blokerleri olan nifedipin E.
hellem spor germinasyonunu inhibe etmektedir (75, 90).

Octreotide, HIV ile iligkili ishalin palyatif tedavisinde kullanilan bir ilagtir.
Microsporidialarla olusan ishalde etkili oldugu bildirilmistir (75, 81, 90).

2.2.11 MICROSPORIDIUM KORUNMA

Microsporidia enfeksiyonlarindan korunmada enfeksiyonun bulas yolu ve kaynagina
yonelik tedbirler alinmahidir. Digki ve idrarda bulunan sporlarin agiz yoluyla aliminin
Onlenmesi esastir. Tum vucut sivilarl ile galisirken gerekli kosullara uyulmal ve
enfekte Kisilerin kisisel hijyenik kurallara dikkat etmesi saglanmalidir (75). Ozellikle el
yikama aligkanhginin yayginlastirimasi ve yemeklerin hazirlanmasinda igme suyu
veya kaynamis suyun kullaniimasi enfeksiyonla karsilagsma riskini azaltir (73, 92).
GO0z enfeksiyonlarinin dnlenmesi i¢in nazal ve bronsial sekresyon ile damlacik bulasi

ve idrarla kontamine olmus ellerin konjonktivaya temasinin énlenmesi gereklidir (75,
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92). Balgam ve diger solunum yollari sekresyonlari ile spor yayilimi olan Kisilerin
hijyenik kurallara dikkat etmesi ile bulasin ortadan kaldiriimasina c¢alisiimasi
gerekmektedir (92).

E. cuniculi sporlarinin suda 6 gun canhligini koruyabildigi, kuru ortamda 22 °C’de 4
hafta canli kalabildigi bildirilmistir. N. bombycis sporlarinin distile suda 10 vyil
canlihgini korudug@u bildirilmistir. Sporlar %70 etanol, %1 formalin ve %2 lizolle 30
dakika muamele edildiginde veya 120 °C’de 10 dakika otoklavlandiginda dlmektedir
(76).

Bircok dezenfektanin tavsiye edilen konsantrasyonlarinin yanisira suyun 5 dakika
kaynatilmasi ve 120°C’de otoklavlamanin Encephalitozoon sporlarini oldurdagu
bildirilmektedir (75).

Microsporidium ile ilgili agi ¢alismalari halen devam etmektedir (129).
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3. GEREG ve YONTEMLER

3.1 CALISMA GRUBU

Ekim 2005- Ocak 2009 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi'nin
cesitli kliniklerine basvuran ishalli hastalardan haftanin belli bir giininde olmak Uzere
haftada bir giin diski drnekleri toplandi. Ayrica izmirin Buca ilgesi Karacaagdag
Kéyl'nde saptanan ishal salgininda, il Saghk Mudirliglt tarafindan DEUTF
Parazitoloji Laboratuar’'na yoOnlendirilen olgularin digki 6rnekleri de c¢alisma
kapsamina alindi. Toplam 162 hastaya ait digki érneginin mikroskobi ve molekuler
yontemle degerlendiriimesi ile, tanida molekuler yontemin gecerlilik c¢alismasi

planlandi.
Olgularin timune goénalla bilgilendirme formunu da igeren bir anket formu uygulandi.

Calisma icin gerekli etik onay Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltesi Klinik ve
Laboratuar Aragtirmalari Etik Kurulu’ndan alindi (Onay tarihi 03.05.05).

3.1.1 Diski Orneklerinin ishal Derecelerinin Degerlendirilme Kriterleri

Diski 6rnekleri Bristol digki skalasina gore degerlendirilerek Tip 5, 6 ve 7 olarak

belirlenen drnekler calismaya alindi. Bristol digki skalasi Sekil 4'te verilmistir.
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T|p 1 < : .- s} Kicik parcalar halinde diski

i icinde parcalar olan sosis
Tip2 - i
Tip 3 “ Uzerinde catlakar olan
sosis seklinde digki
Tip 4 ,
seklindg disk
Kenarlari dizgin yumusak

:..-.H parcalar halinde digk

Dizensiz yumugak parcalar
halinde, pette kvaminda disk

i : Kati parcaciklar icermeyen
TIP J F‘_} = tamamen sulu diski

Sekil 4: Bristol digki skalasi (130).

Yumugak ve diz 50sis

Tip 5

Tip 6

3.1.2 Digki 6rneklerinin saklanmasi

Alinan digki 6rnekleri boyama ve PCR yontemlerinde kullaniimak Uzere ikiye
ayrilarak uygun saklama kosullarinda saklandi. Digki 6rneklerinin yarisi agzi kapakl
digki saklama kabinda formalinle 1/1 oraninda sulandirilarak +4°C’de, diger yarisi
herhangi bir koruyucu eklenmeden steril ependorf tlp icerisinde DNA izolasyonu

yapilincaya kadar -80°C’de saklandi.
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3.2 YONTEMLER

Calismaya alinan digki ornekleri oncelikle nativ-lugol ve ¢oktirme yontemleri ile
barsak protozoonlari ve helmintleri agisindan degerlendirildikten sonra Kinyoun acid
fast ve modifiye trichrome boyama yontemleri ile Cryptosporidium spp. ve
Microsporidium spp. agisindan mikroskobik incelemeleri yapildi. Boyali preparatlarin
mikroskobik bakisinda Cryptosporidium spp. ve Microsporidium spp. saptanan

orneklerde etkenin yogunlugu degerlendirildi.

Diski drneklerinin PCR igin uygun saklanma kosullarinin belirlenmesi igin 6n ¢alisma
yapildi. Bu amacla mikroskobi sonucu pozitif olarak degerlendirilen 10 olguya ait
digki érnegi 2'ye ayrildi. Orneklerin yarisi herhangi bir koruyucu eklenmeden direkt
olarak -80°C’de islemleninceye kadar saklandi. ikinci saklama ydntemi olarak digki
orneklerinin kalan yarisi formalinle 1/1 oraninda sulandirilarak +4°C’de saklandi. Her
iki sekilde saklanan digki orneklerine, her iki etken icin planlanan protokoller
dogrultusunda DNA izolasyonu ve PCR amplifikasyonu yapildi. Bu 6n denemeler
sonucu -80 °C’de saklanan orneklerden c¢aligiimasinin uygun olduguna karar verildi.
Tum digkilarin -80 °C’de saklanan orneklerine DNA izolasyonu, PCR amplifikasyonu
ve parazit pozitif bulunan DNA drinlerine RFLP yéntemleri uygulandi. Elde edilen

urunler agaroz jelde goruntulendi. Bantlar markerla kiyaslandi.

3.2.1 Digki Orneklerinin Mikroskobi ile Degerlendirilmesi

3.2.1.1 Digki orneklerinin Cryptosporidium spp. agisindan mikroskobik olarak
degerlendirilmesi

Digski  6rnekleri modifiye formalin-etilasetat yontemi (Ritchie yontemi) ile
coklastirilarak tanida altin standart kabul edilen Kinyoun acid fast boya yontemi ile
boyandi. Preparatlar X100 buyutme ile 1sik mikroskobunda degerlendirildi. Parazit

yogunlugu McLauchlin ve ark.’nin gelistirdigi yonteme gore belirlendi (131).
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3.2.1.1.1 Modifiye Formalin Etil Asetat Coktiurme Yontemi (Ritchie Yontemi)

%10 Formalin Solisyonunun Hazirlanmasi
Formaldehit %35-40 (Merck) 100 ml
Distile su 900 ml

Yontem

Digki 6rnekleri sekilli ise 1-1.5 gr, sulu ise 5-6 ml taze digki 10 ml %10 formalin
icinde plastik bir digki saklama kabinda ezilerek homojen hale getirildi.
Fiksasyonun olabilmesi i¢in en az 30 dakika bekletildi.

Suspansiyon bir suzge¢ yardimiyla plastik diski ylzdurme kabi igerisine
suzuldu.

Sizulmus slispansiyon bir santrifijj tlplne aktarildi. Uzerine 2-3 cc etil asetat
(Merck) eklendi.

Tubun agzi bagparmak ile sikica kapatilarak 30 sn galkalandi. Tubun igindeki
gazin olusturdugu basinci azaltmak igin arada bagparmak gevsetilerek gaz
cikigi saglandi.

1500 g’de 5 dakika santrifujlendi.

Santrifij sonrasi 4 tabaka olustu. Olusan tabakalar sirasiyla etil-asetat
tabakasi, tup duvarlarina yapismis digki artiyi tabakasi, formalin tabakasi ve
tUp dibinde ¢okelti.

Bir cubuk yardimiyla st sivi karistirilarak ilk 3 tabaka dokualdu.

Cokeltiden cam pastor pipeti ile yayma preparat yapildi.

Preparat metanolle fikse edildikten sonra Kinyoun acid fast boya ile boyandi.

3.2.1.1.2 Kinyoun Acid Fast Boyama Yontemi

Kinyoun Karbol-Fuksin Sollisyonunun Hazirlanmasi

Fenol kristalleri (Riedel) 56 °C benmaride eritildi.

4 gr bazik fuksin (Serva) 20 ml %95 etil alkol iginde eritildi.

52



Bir cam siseye alkolde eritilmis fuksin koyuldu, Gzerine 8 ml erimis fenol ve
100 ml distile su ilave edildi. 24 saat bekletildikten sonra stzulip kullanima

hazir hale getirildi. Kullanilincaya kadar 1giktan korunarak saklandi.

%1 Silfirik Asid Solisyonunun Hazirlanmasi

1 ml HySO, (Riedel) dikkatli ve yavas bir sekilde 99 ml distile suya eklenip

kullanilincaya kadar saklandi.

Metilen Mavisinin Hazirlanmasi

0.3 gr metilen mavisi (Merck) 30 ml etil alkolde eritildi.

Potasyum Hidroksit Solisyonunun Hazirlanmasi: Potasyum hidroksit
tableti (Merck), bisturi ile 0.01 gr olacak sekilde kesilip 100 ml distile suya
eklenerek eritildi.

Hazirlanmis olan 100 ml potasyum hidroksit solisyonuna, 1. basamaktaki
Olgclde hazirlanmis metilen mavisi-alkol solusyonu ilave edilerek kullanilincaya

kadar oda i1sisinda 1siktan korunarak saklandi.

Boyama basamaklarinin uygulanmasi

Modifiye formalin etil asetat ¢oktirme yontemi ile konsantre edilen 6rneklerden
yayma preparat hazirlanarak kurumasi saglandi.

Yaymalar saf metanol iginde 1 dakika tutularak fikse edildi.

Kinyoun karbol-fuksin iceren salede 5 dakika tutularak boyandi.

%50 alkolde galkalanip musluk suyunda yikandi.

%1 H2SOq4iceren salede 2 dakika bekletilip musluk suyunda yikandi.

Metilen mavisi iceren salede 1 dakika bekletilip musluk suyunda yikandi.
Preparatlar havada kurutulduktan sonra kaplama solusyonu ile kapatilarak
X100 buyutme ile 191k mikroskobunda degerlendirildi (132).

3.2.1.2 Digki orneklerinin Microsporidium spp. agisindan mikroskobik olarak

degerlendirilmesi

Digki ornekleri ¢coklastirma yontemi uygulanmadan %10 formalin ile sulandirildiktan

sonra Weber'in modifiye trichrome yodntemi ile boyandi. Preparatlar kaplama
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solusyonu ile kapatilarak X100 buyutme ile 15tk mikroskobunda degerlendirildi.
Microsporidium spp. yogunlugu Menotti ve ark.’nin uyguladigi yonteme gore
belirlendi (133).

3.2.1.2.1 Weber’in Modifiye Trichrome Boyama Yontemi

Weber’in Modifiye Trichrome Boya Solisyonunun Hazirlanmasi

e Koyu renkli bir cam sise igerisine agsagida belirtilen malzemeler tartildi.

Kromotrop 2R (Sigma) 6 gr
Fast Green (Merck) 0.15¢r
Fosfotungstik asit (Merck) 0.7 gr

e Karisima 3 ml glacial asetik asit (Merck) eklenerek 30 dakika bekletildi.

e 100 ml distile suyla karigtirilarak kullanilincaya kadar oda isisinda saklandi.

%90 Alkol Soliisyonunun Hazirlanmasi
%90 etil alkol 930 ml

Distile su 70 ml
%90 Asit Alkol Soliisyonunun Hazirlanmasi
Hazirlanan 1000 ml’lik %90 alkol solisyonundan 4.5 ml ¢ikarildi. Yerine 4.5 ml asetik

asit eklendi.

Boyama basamaklarinin uygulanmasi

Formalinli digki 6érneginden ince bir yayma preparat hazirlanarak metanolle 5
dakika fikse edildi.

¢ Kromotrop bazli boya ile 90 dakika boyandi.

e %90 asit alkolle calkalandi.

e %95 etil alkolde 5 dakika bekletildi.

e %100 alkolde 10 dakika bekletildi.

o Ksilende 10 dakika bekletildikten sonra havada kurutuldu (134).
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3.2.2 Digki Orneklerinin Molekiiler Yéntemlerle Degerlendirilmesi

3.2.21 Digki orneklerinin Cryptosporidium spp. agisindan molekuler

yontemlerle degerlendirilmesi

3.2.2.1.1 Cryptosporidium igin primerler ve restriksiyon enzimlerinin segimi
Daha oOnceki calismalarda basarili sonuglar alindigi bildirilen Cryptosporidium’un
duvar proteinini kodlayan gene yonelik primer cifti kullanildi. Genotiplerin ayrimini

saglayan uygun bir restriksiyon enzimi segildi.

3.2.2.1.2 Digki Orneklerinden Cryptosporidium DNA’sinin izolasyonu

Herhangi bir koruyucu madde eklenmeden -80 °C’de dondurularak saklanmig digki
orneklerinden QIAamp DNA Stool Mini Kit (51504, Qiagen, UK) ile Uretici firmanin
onerdigi prosedir dogrultusunda DNA elde edildi. Cryptosporidium spp. duvar
proteinine yonelik Cry9 ve Cry15 primerleri kullanildi. Elde edilen DNA drinu %1.5
agaroz jelde goruntilendi. PCR yoéntemi ile pozitif bulunan 6érneklere tur ayrimi

yapmak Uzere RFLP ydntemi uygulandi.

DNA izolasyonu Basamaklari
(Miktarlar tek diski ornegi igindir)
e -80°C’de saklanan digki ornekleri oda sicakligina getirildi.
e 2 ml mikrosantriflij tibune sekilli diskilar igin 180-220 mg, sulu digkilar i¢in 200
Ml digkl 6rnegi koyuldu.
e Digki 6rnegine 2ml ASL tamponu eklenerek karistirildiktan sonra karisimdan
1.6 ml yeni bir mikrosantrifiij tiptne aktarildi.
e Suspansiyon isI blogunda 70 °C’de 5 dakika isitildi.
e 15 saniye karistirildi, 10000 g'de 1 dakika santrifujlendi.
e Supernatanin 1.2 ml’ si bir tibe eklendi, kalan ¢okelti atild1.
e Karisima “inhibitEX tablet” koyuldu. 1 dakika karistirildi. Oda sicakliginda 1
dakika inkube edildi.
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e 10000 g'de 3 dakika santrifuj edildi. Suzulen karisim atildi. Filtre yeni tube
aktarildi.

e Ust sividan 200 pl, 15 pl Proteinaz K, 200 pl AL tamponu hemen karistirilarak
72°C’de 10 dakika isitildi.

e Karisima 200 pl etanol (% 96-100) eklenerek tekrar karigtirildi.

e Ornegin timi filtrasyon tlpiine eklendi. 10000 g'de 1 dakika santrifij edildi.
Suzulen karisim atildi. Filtre yeni tibe aktarildi.

e Filtrasyon tupune 500 ul “AW1 Buffer” eklendi. 10000 g’'de 1 dakika santrif(j
edildi. Stzulen karigim atildi. Filtre yeni tibe aktarildi.

e Ikinci kez filtrasyon tiipiine 500 ul “AW1 Buffer” eklendi. 10000 g’de 1 dakika
santrifij edildi. Stzldlen karisim atildi. Filtre steril 1.5 pl'lik reaksiyon tupune
aktarildi.

e Filtrasyon tupune 100 pl “AE Buffer” eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkibe
edildi. 10000 g'de 1 dakika santrifyj edildi.

e Elde edilen 50 ul DNA PCR igin kullanimina kadar -20°C’de saklandi.

3.2.2.1.3 Cryptosporidium DNA’sinin PCR ile gosterilmesi

PCR

Cryptosporidium spp. i¢in 0,2 umol HPLC Purifiye (40 baz) Cry15 ve Cry 9 primerleri
(Metabion, Germany) kullanildi.

Liyofilize haldeki primerler prospektislerinde belirtilen miktarda TE buffer ile
sulandirildi ( C15— 557 ul, Cry 9—385 ul TE ile sulandirildt).

TE Bufferin Hazirlanmasi:
10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA ( pH=8,0).

e Her bir primerden 100 pmol'lik solisyon hazirlandi. Coézundukten sonra
vortekslendi.
e 10 pmol konsantrasyonu ig¢in 180ul apirojen su+ 20 pl stok primer olacak

sekilde tekrar sulandiriidi.
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e 50 pl'lik 4 ependorfa ayrilarak -20 °C’de sakland.

dNTP (10mM) (Fermentas, R 0181) Sulandirimu:
e Stok dNTP’ler vortekslendi. 0.5 ml'lik ependorf tipe 300 ul apirojen su
koyuldu. Uzerine her bir ATP, GTP, TTP, CTPden 50 ul eklenerek
vortekslendi.

e 4 ependorfa ayrilarak -20 °C’de saklandi.

Hot Start Taqg DNA Polymerase (500 U, 5U/uL) (Fermentas, EP0602) enzimi
kullanildi.

PCR miksinin hazirlanmasi:

1- Her bir 6rnek igin 1.5 ml ependorf tipe, toplam hacim 50 ul olacak sekilde

asagidaki malzemeler koyuldu;

e 10x Hot Start Taq buffer 5 ul

e 1.5 mM MgCl, 3 ul

e PCR Nucleotide mix (dNTP) (0.2 mM) 1 pl

e Primer Cry 15 (10 pmol/ul) 3 ul

e Primer Cry 9 (10 pmol/pl) 3l

e Hot start Taq polimeraz (5U/ul) 0,5 ul
e dHyO 24.5 yl
e DNA 10 pl

2- Is1 dongu programi
Ependorflar 1s1 dongl aygitina (termal cycler) (Techne TC-412, UK) yerlestirilerek
asagidaki sicakliklarda 35 dongu gergeklestirildi.

95°C‘de 7 dakika 6n denaturasyon

94 °C‘de 1 dakika

55 °C'de 30 saniye 35 dongi
72°C'de 1 dakika

72°C'de 10 dakika son uzatma
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Isi dongl aygiti ile amplifikasyon gerceklestirildi (135). Her PCR g¢alismasinda bir

pozitif,

bir negatif kontrol érnegi kullanildi. Elde edilen PCR GrGni goéruntileme

yontemi uygulanincaya kadar +4°C’de saklandi.

Tablo

3: Cryptosporidium spp.’nin PCR’Inda kullanilan primerler.

Onciil

Dizi

Cry 9

5-GGACTGAAATACAGGCATTATCTTG-3'

Cry 15

5'-GTAGATAATGGAAGAGATTGTG-3'

3.2.21

.4 Elde Edilen PCR Uriiniiniin Saflastiriimasi

Pdrifikasyon “EZ-10 Spin Column PCR Purification kit (BS363, Bio Basic Inc.,

Canad

a)” kullanilarak Uretici firmanin Onerileri dogrultusunda asagidaki sekilde

gerceklestirildi;

(Miktarlar tek PCR Urun 6rnegi icindir)

PCR reaksiyon karisimi 1.5 ml'lik tiibe aktarildi. igine 3 volim “Binding Buffer
1” koyuldu.

Yukaridaki karisim filtrasyon tlpune aktarildi. 2 dakika oda isisinda bekletildi.
2 dakika 10000 g’'de santriftijlendi.

Cokelti atildi. Filtrasyon tiplune 500 ul “Wash Sollsyon” eklendi. 2 dakika
10000 g’de santrifljlendi. Bu basamak tekrarlandi.

Tupte yikama solUsyonu kalmamasi igin 10000 g’de 1 dakika daha
santrifijlendi.

Filtrasyon tuplne 1.5 mllik mikrosantrifij tapune aktarildi. 50 pl “ElGsyon
Buffer” eklendi. Oda sicakliginda 2 dakika inkibe edildi. 10000 g’de 2 dakika
santrifiij edilerek DNA ayrildi. Saflastirilmig PCR Griini -20 °C’de saklandi.
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3.2.2.1.5 Elde edilen PCR iiriiniiniin Goruntiilenmesi

Elde edilen Urintn goéruntilenmesi igin yatay elektroforez cihazi kullanildi.

EDTA (Ethylenediaminetetraacetate), Disodium, Dihydrate (Amresco, 0105)

Solusyonunun Hazirlanmasi:

0.5 M EDTA 186.2 gr
NaOH 20 gr
Distile H,0 1000 ml

Mikrodalga firinda eritildi. pH=8.0’e ayarlandi. Otoklavlandi.

Tris-Borik asit-EDTA (TBE 10X) Soliisyonunun Hazirlanmasi:
Tris base (Amresco-0826) 54 gr
Boric Acid (Amresco-0588-) 27.5gr
450 ml distile su eklenerek mikrodalga firinda eritildi.
20 ml 0.5 M EDTA eklendi. Distile su ile 500 ml'ye tamamlandi.
Elektroforez igin 1x TBE kullanildi.

Tris-Borik asit-EDTA (TBE 1X) Solisyonunun Hazirlanmasi:
900 ml distile suya 100 ml 10x TBE eklendi.
Sonugclarin degerlendiriimesi amaci ile 1X TBE iginde % 1’lik agaroz jel hazirlandi,

mikrodalga firinda eritildi.

Etidyum bromide (Sigma, E8751) (10 mg/ ml) Solisyonunun Hazirlanmasi:
Etidyum bromid 19
Apirojen su 10 ml

orani ile stok solusyon hazirlandi. 900 ul apirojen su, 100 ul stok etidyum bromide

eklendi. Igiktan korumak i¢in aluminyum folyo ile kaplandi. + 4°C’de saklandi.

%1 Agaroz Jelin Hazirlanmasi:

TBE (1X) 40 mi
Agarose 100 gr. (Prona) (Basica Le) 04g
Etidyum bromid 2.5 pl
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Hazirlanan karigim jel kalibina dokuldu, taraklar yerlestirilerek donmaya birakildi.

Jel Yukleme Tamponunun (6X) Hazirlanmasi:

Sucrose 0335-1 kg. (Amresco) 4 gr
Azul de Bromphenol (Bromphenol Blue) (Panreac 171165) 0.025 gr
Glycerol 100 pl
Distile su 10 ml

Cogaltilmig drunler jel yukleme tamponu (2 ul jel yukleme tamponu + 10 pl
¢ogaltiimis Urln) ile karistirilarak her bir kuyuya 10 pl, bir kuyuya da marker (DNA
molecular weight marker XIV (100-1500 bp) [Roche, 11 721 933 001] olacak sekilde
jele aktarildi. Jel 1x TBE i¢inde 100 volt uygulanarak 20 dakika yurataldu.

Sonuglar jel goéruntileme ve analiz sistemi (UVP, USA) ile degerlendirildi. Bant

bayuklukleri marker ile karsilagtirildi.

3.2.2.1.6 Cryptosporidium spp.’nin genotiplendirmesi

Restriction Fragment Length Polimorphism (RFLP)
Cryptosporidium spp.’nin PCR ile elde edilen Urdnleri Rsal (1000 U, 10 U/ul)

(Fermentas ER1121) kesici enzimi kullanilarak genotiplendirildi.

1. Her bir kesim reaksiyon sollUsyonu igin ependorf tupune, toplam hacim 30 pl

olacak sekilde asagidaki malzemeler koyuldu;

e Apirojen su 16 pl
e Rsal enzimi (10 U/ul) 2 ul
e 10x Rsal buffer 2 ul
e PCR Urini 10

2. Karisim 37 °C’de 1 saat inkibe edildi.
3. Kesim Urunleri ve O’Gene Ruler DNA ladder (Fermentas SM 1203) marker, % 2’lik
agaroz jelde yurataldu.
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3.2.2.1.7 Cryptosporidium Turlerinin Goruntiuilenmesi

Elde edilen bantlar Boélim 3.2.2.1.5’de belirtilen jel konsantrasyonu %2 olacak
sekilde hazirlanan agaroz jelde goruntulendi. Marker olarak O’Gene Ruler DNA
ladder (Fermentas, SM 1203) kullanildi. Bant buyudklukleri marker ile karsilastirilarak

olasi genotipler belirlendi.

3.2.2.2 Digki orneklerinin Microsporidium spp. agisindan molekiiler yontemlerle

degerlendirilmesi

3.2.2.2.1 Microsporidium igin primerler ve restriksiyon enzimlerinin segimi
Daha onceki galigmalarda Microsporidium’un tum genotiplerini saptadigi varsayilan
primer c¢ifti (panmicrosporidial primerler) kullanildi. Genotiplerin ayrimini saglayan

uygun restriksiyon enzimleri segildi.

3.2.2.2.2 Digki Orneklerinden Microsporidium DNA’sinin izolasyonu
Ekstraksiyon “NucleoSpin Tissue Genomic DNA Tissue Kit (740952.50, Macherey-

Nagel, Germany)” kullanilarak Uretici firmanin oOnerileri dogrultusunda asagidaki

sekilde gerceklestirildi.

DNA izolasyonu Basamaklari

e 1 ml “TE Buffer” icine 250 mg digki eklendi. Kuvvetlice 30 saniye karigtirildi.
15 dakika 4000g’de santrifujlendi.

e Ust sivi atildi. Cokelti, 0.2-1ml “T1 Buffer” iginde stispanse edildi. Karisimdan
200yl yeni bir mikrosantrifuj tipune eklendi.

e 200 pl supernatan, 25 ul Proteinaz K, 180 pl “T1 Buffer” hemen karisgtirilarak
56°C’de 1 gece boyunca inkiibe edildi.

e Ertesi sabah karistirilarak 200 ul “B3 Buffer” eklendi. Kuvvetlice karigtirildi.
Suspansiyon isi1 blogunda 70 °C’de 10 dakika i1sitild1.

e Karistirildiktan sonra 10000 g’de 5 dakika santriflj edildi. Stzulen karisim
atildi. Filtre yeni tibe aktarildi.

e 210 pl etanol (%96-100) 6rnede eklendi. Kuvvetlice karistirildi.
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e Ornegin tuma filtrasyon tbune eklendi. 10000 g'de 1 dakika santrifiij edildi.
Suzulen karisim atildi. Filtre yeni bir tibe aktarildi.

e Filtrasyon tupune 500 pl “BW Buffer” eklendi. 11000 g’de 1 dakika santrif(j
edildi. Stzulen karigim atildi. Filtre yeni tube aktarildi.

e Filtrasyon tupune 600 ul “B5 Buffer” eklendi. 11000g’de 1 dakika santrifujlendi.
Suzulen karigim atildi. Filtre yeni tube aktarildi.

e 11000 g'de 1 dakika santriflijlendi. Filtrasyon tibu 1.5 mllik mikrosantrifijj
tipune aktarildi.

e Filtrasyon tupune 100 ul “Be Buffer” eklendi. Oda sicakhdinda 1 dakika inkibe
edildi. 10000 g’de 1 dakika santriflj edildi.

e Elde edilen 50 pl DNA PCR icin kullanimina kadar -20 °C’de saklandi.

3.2.2.2.3 Microsporidium DNA’sinin PCR ile gosterilmesi

PCR

Microsporidium spp. i¢in 0,2 mikromol HPLC Purifiye (40 baz) C1 ve C2 primerleri
(Metabion, Germany) kullanildi.

Liyofilize haldeki primerler prospektuslerinde belirtilen miktarda TE buffer ile
sulandirildi.

(C1— 487ul, C2— 634 yl TE ile sulandirildi).

Primerlerin sulandirnimi Bolum 3.2.2.1.3’te belirtildigi gibi hazirlandi.

Hot Start Tag DNA Polymerase (500 U, 5U/ul) (Fermentas, EP0602) enzimi
kullanildi.

PCR miksinin hazirlanmasi

1- Her bir 6rnek icin ependorf tupine, toplam hacim 50ul olacak sekilde asagidakiler

konuldu.
e 10x Hot Start Taq buffer 5ul
e 2 mM MgCl, 4 ul
e PCR Nucleotide mix (dNTP) (0.2 mM) 1l
e Primer C1 (10 pmol/ul) 1.25 pl
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e Primer C2 (10 pmol/ul) 1.25 pl

e Hot start Taq polimeraz (5U/ul) 0,2 ul
e dHO 27.3 pl
e DNA 10 pl

2- Is1 dongu programi
Ependorflar 1s1 dongu aygitina (Techne TC-412, UK) yerlestirilerek asagidaki
sicakliklarda 35 dongu gergeklestirildi.

95°C‘de 7 dakika 6n denatiirasyon

94 °C'de 1 dakika

62 °C'de 1 dakika 35 dongi
72°C'de 1 dakika

72°C'de 5 dakika son uzatma

(110).

Her PCR calismasinda bir pozitif, bir negatif kontrol 6érnegi kullanildi. Pozitif kontrol
olarak Cryptosporidium spp. pozitif digki 6rnegi, negatif kontrol olarak ise apirojen su
kullanildi. Elde edilen PCR urtnu goruntileme yontemi uygulanincaya kadar +4°C’de

saklandi.

Tablo 4: Micrsporidium spp.’nin PCR’inda kullanilan primerler.

Onciil Dizi
C1 5'-CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC-3'
C2 5'-CCTCTCCGGAACCAAACCCTG-3

3.2.2.2.4 Elde Edilen PCR Uriiniiniin Saflastiriimasi
Bolim 3.2.2.1.4’te belirtildigi sekilde uygulandi.
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3.2.2.2.5 Elde Edilen PCR Uriiniiniin Gériintiilenmesi
Elde edilen bantlar Bélim Bolum 3.2.2.1.5'de belirtilen jel konsantrasyonu %1.5

olacak gekilde hazirlanan agaroz jelde goruntulendi.

%1.5 Agaroz Jelin Hazirlanmasi:

TBE (1X) 40 mi
Agarose 100 gr. (Prona) (Basica Le) 06g
Etidyum bromid 2.5l

Marker (PBR 322 HAE IIl) (Bioron, 312005) olarak kullanildi. Panmicrosporidian
primerler kullanildi§i icin RFLP yapilmadan PCR urininun bant bayuklUkleri marker

ile karsilastirildi.

3.3 istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler SPSS 11.0 programinda hazirlandi. Olgularin demografik
Ozellikleri ile parazitin saptanmasi arasindaki iliskilerin analizinde xz testi, yas
ortancalarinin hesaplanmasinda t testi uygulandi. Kinyoun acid fast ve Weber’'in
trichrome boya yontemi ile PCR yontemlerinin kargilastirilmasinda duyarlilik ve

secicilik kullanildi.
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4. BULGULAR

Bu projede 162 ishalli diski 6rnedi c¢alismaya alindi. Tum o6rnekler mikroskobik
inceleme ve molekller yontemle dederlendirildi. Olgularin %4.9'unda Blastocystis
hominis, %1.8'inde Giardia intestinalis, %1.8’'inde Entamoeba hartmanni, %1.2’sinde
Trichomonas hominis, %1.2'sinde Cyclospora cayatanensis, %0.6’'sinda Endolimax

nana, %0.6’sinda Entamoeba histolytica, %0.6’sinda Entamoeba coli saptandi.

4.1 Olgulara Ait Bulgular

4.1.1 Olgularin Demografik Ozellikleri
Calismaya alinan olgularin %48.8’i kadin, %51.2’si erkek idi. Yas ortancalari 44.50
idi (min. 1-max. 84yas).

4.1.2 Olgulara Ait Klinik Bulgular
Calismaya alinan olgularin %24.7’sinin tek yakinmasi, %75.3’4nun birden fazla

yakinmasi mevcuttu.

Olgularin ishale eslik eden yakinmalari degerlendirildiginde %52.4’Gnde karin agrisi,
%33.3’Unde meteorizm, %23.4’Unde bulanti, %12.3’Unde kusma, %6.8’inde ates,

%1.8’'inde ise anal bdlgede kasinti ve kanama yakinmalarinin oldugu belirlendi.
Calismaya alinan olgularin ishal dereceleri degerlendirildiginde, %50’sinin Bristol

digki skalasi 5, %30.2’sinin Bristol digki skalasi 6, %19.8’inin Bristol diski skalasi 7 ile

uyumlu oldugu belirlendi.

65



Olgularin ishal sureleri degerlendirildiginde, %67.2’sinin 1 haftadan kisa sureli,

%23.5'inin 1-2 hafta, %9.3’Unln 2 haftadan daha uzun sureli ishali oldugu belirlendi.

Calismaya alinan olgular gunluk digkilama sayilari agisindan degerlendirildiginde
%77.8'inin gunde 1-5 kez, %18.6'sinin 6-10, %3.1’inin 10’dan fazla diskilamasi
oldugu belirlendi. 1 olgunun kolostomisi olmasi nedeniyle degerlendirme disi
birakildi.

Calismaya alinan olgularin %5.6’sina, mevcut yakinmalarina yodnelik antibiyotik
tedavisi uygulamasi vardi. Antibiyotik tedavisi alan olgularin kullandiklari ilaglar Tablo

5’te belirtilmistir.

Tablo 5: Uygulanan antibiyotik tedavisi.

ilag Sayi1 (%)
Metranidazol (Flagyl, Nidazol) 4 (%50)
Amoksisilin+Klavulonat (Augmentin) 1(%12.5)
Ciprofloxacin (Ciproxin) 1(%12.5)
Seftriakson+Vancomycin 2 (%25)
(Rocephin+Vancomisin)
Toplam 8* (%100)

": 1 olguya metronidazol ve seftriakson tedavisi birlikte uygulanmustir.

Calismaya alinan olgularin %19.8’inin immun sistemi baskilayan bir hastaligi ve buna

yonelik ilag tedavisi uygulamasi mevcuttu.

immun sistemi baskilanmig hastalarin dagilimi Sekil 5’te verilmistir.
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O Maligniteler (%9.2) Oiltihabi Barsak Hastaliklari (%4.3)
B Organ Transplantasyonu (%2.4) M Enfeksiyonlar (%2.4)
HDiger (%1.2) Oimmun sistemi baskilayan hastaligi olmayan (%80.2)

Sekil 5: immun sistemi baskilanmis hastalarin dagihmi.

4.1.3 Olgulara Ait Cevresel Faktorler

Calismaya alinan olgularin %19.8’inin aile bireylerinde de benzer yakinmalar oldugu
belirlendi.

Olgularin %7.4°G kirsal bolgede, %92.6’si sehirde ikamet etmekte idi.

Olgularin kullandiklari igme suyu degerlendirildiginde %7.4’GnUn icme suyu olarak
artezyen ve kuyu suyu %63’Unun sebeke suyu, %29.6’sinin damacana ve sebeke
suyu kullandigi belirlendi. Artezyen ve kuyu suyu kullanan olgulardan %91.7’sinin

Buca-Karacaagag kdyu, %8.3’unun Buca-Kiriklar kdylunde yasadigi belirlendi.

Calismaya alinan olgular tuvaletlerinin evin igerisinde olup olmamasi acgisinda

degerlendirildiginde tumanun tuvaletlerinin ev igerisinde oldugu belirlendi.

Olgularin timunun tuvaletten sonra el yikama aliskanhginin oldugu ogrenildi.
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4.2 Cryptosporidium spp. Saptanan Olgulara Ait Bulgular

4.2.1 Cryptosporidium spp. Saptanan Olgularin Demografik Ozellikleri

Calismaya alinan olgularin 18inde (%11.1) Cryptosporidium spp. saptandi.
Olgulardan Cryptosporidium spp. saptananlarin %55.6’s1 kadin, %44.4’G erkekti.
Calismaya alinanlar arasinda Cryptosporidium spp. gorilme acisindan kadin ve

erkekler arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p=0.718).

Calismaya alinan olgulardan Cryptosporidium spp. saptananlarin yas ortancasi 28.5
idi. Calismamizda yas gruplarn T.C. Saglik Bakanhgi nufus piramidi Gzerinde bagimh
nufuslarin degerlendiriimesi seklinde yapilmistir. Buna gore 0-14 yas arasi geng
badimli, 15-64 yas arasi uretken, 65 yas Uzeri nufus ise yash bagimli gruplar olarak
ele alinmistir.

Yas gruplarinin Cryptosporidium spp. gortlmesi Gzerine etkisi Sekil 6'da verilmistir.

100 5

801

G0 1

Sayi 40 |

301
20 | m Cryptosporidium spp. negatif

10

O Cryptosporidiumspp. pozitif

0-14yag | 15-B4yag | 65yagve
Ozeri

Yag gruplan

Sekil 6: Yas gruplarinin Cryptosporidium spp. goértlmesi Uzerine etkisi.

Calismaya alinanlar arasinda Cryptosporidium spp. saptananlarin yas ortalamalari
28.5, Cryptosporidium spp. saptanmayanlarin yas ortalamalarnt 40.2 idi.
Cryptosporidium spp. saptananlarin yas ortalamalari anlaml olarak daha dusuktui (p=
0.006).
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4.2.2 Cryptosporidium spp. Saptanan Olgulara Ait Klinik Bulgular

aligmaya alinan oligularaan ryptosporidium Spp. Saptananiarin 7oo9.o unun DIr
Calismaya al lgulardan Crypt idi tananlarin %33.3'Gniin bi

yakinmasi, %66.7’sinin birden fazla yakinmasi mevcut idi.

Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan %55.6'sinin karin agrisi, %22.2’sinin
meteorizm, %38.9’'unun bulanti, %16.7’sinin kusma, %11.1’'inin ates yakinmasi,
%5.5’inin anal bélgede kasinti, kanama gibi diger yakinmalari oldugu saptandi.

Her bir klinik yakinma ile Cryptosporidium spp. saptanmasi arasindaki iligki Tablo

6’da verilmistir.

Tablo 6: Diger yakinmalarla Cryptosporidium spp. saptanmasi arasindaki iligki.

Yakinma’ Cryptosporidium spp.
Pozitif Negatif Toplam p

degeri

Karin (+) 10 75 85 p=0,978
agrisi (-) 8 69 7

Meteorizm (+) 4 50 54 p=0,426
(-) 14 94 108

Bulanti (+) 7 31 38 p=0,137
(-) 11 113 124

Kusma (+) 3 17 20 p=0,469
(-) 15 127 142

Ates (+) 2 9 11 p=0,351
(-) 16 135 151

Diger (+) 1 2 3 p=0,299
(-) 17 142 159

": Birden fazla yakinma birlikte isaretlenmistir.

Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan %83.3’Unun 1 haftadan kisa sureli,

%5.6’inin 1-2 hafta arasi, %11.1’inin 2 haftadan uzun suren ishali mevcuttu.
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ishal sireleri ile Cryptosporidium spp. saptanmasi arasindaki iliski Sekil 7'de
verilmistir. Cryptosporidium spp.’nin saptanmasi ile ishal siresi karsilastirildiginda

parazit varhginin ishal suresini etkilemedigi belirlendi (p=0.185).

Olgularin ishal dereceleri ile Cryptosporidium spp. gorilmesi arasindaki iligski Sekil

7’de verilmigtir.

R
60 1

Say

30 O Cryptosporidiumspp. poz itf
20 O Cryptosporidiumspp. negatif

10 1

Bristol digh

skalas 5

o
‘ skalasi 6 skalas 7

Bristol digh ‘ Bristol disk

Dagka formu

Sekil 7: ishal dereceleri ile Cryptosporidium spp. gériilmesi arasindaki iligki.

Cryptosporidium spp. saptanan olgularin ishal dereceleri degerlendirildiginde
%77.8'inin Bristol digki skalasi 5, %16.7’sinin Bristol diski skalasi 6, %5.5’inin Bristol
digki skalasi 7 ile uyumlu oldugu belirlendi.

Calismaya katilanlar arasinda, Cryptosporidium spp. saptanmasi agisindan Bristol
digkl skalasi 5 digki formu ile diger formlar arasinda anlamh bir farkllik saptandi
(p=0.016). Olgulardan buyuk kisminin digki formunun Bristol digki skalasi 5 ile

uyumlu oldugu belirlendi.
Cryptosporidium spp. saptanan olgular gunlik diskilama sayisi agisindan

degerlendirildiginde %89’unun gunluk digkilama sayisinin 1-5, %5.5’inin  6-10,

%%5.5’inin 10’'un Uzerinde oldugu saptandi. Cryptosporidium spp.’nin saptanmasi ile

70



gunluk diskilama sayisi karsilagtirildiginda, parazit varhiginin gunluk digkilama

sayisini etkilemedigi belirlendi (p=0.366).

Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan %16.7’sinin ishal etiyolojisinin

arastiriimasindan 6nce bu yakinmasina yonelik tedavi aldigi saptandi.

Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan %11.1’inin immun sistemi baskilayan bir

hastaligi ve buna yonelik ilag tedavisi uygulamasi mevcuttu.

Olgularin immun sistemi baskilayan hastalik ve buna yoénelik ilac kullanimi ile

Cryptosporidium spp.’nin saptanma durumu Sekil 8'de verilmistir.

120
100 1
80 4
Sy 60 O Cryptosporidium spp. pozitif
40 @ Cryptosporidium spp. negatif
N Z'i
0

immun sistemi immun sistemi
baskilayan hastalk  baskilayan hastalk
flag Kullanimi var filag kullanimi yok

Sekil 8: immun sistemi baskilayan hastalik/ ilag kullanimi ile Cryptosporidium spp.

arasindaki iligki.

Calismaya katilan olgularin immun sistemi baskilayan hastalik ve buna yonelik ilag
kullanimi agisindan aralarinda anlamli bir fark saptanmadi (p=0.530). Olgulardan
Cryptosporidium spp. saptananlarin sadece 2’si immun sistemi baskilanmis
hastalardi. Bunlardan 1’inin HIV pozitif, digerinin de hem HIV pozitif, hem de lenfoma

hastasi oldugu saptandi.
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4.2.3 Cryptosporidium spp. Saptanan Olgulara Ait Cevresel Faktorler

Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan %44.4’Gndn aile bireylerinde benzer
yakinmalar oldugu belirlendi. Bu oran istatistiksel olarak anlamli idi (p= 0.01). Ele
alinan drnek sayisinin kisithligina karsin, arastirilan parazitin bulasinda aile igi

temasin etkili oldugu dusunulda.

Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan %61.1’'inin kirsal bodlgede, %38.9'unun
sehirde yasadigi saptandi.

Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan %88.9’unun icme suyu olarak artezyen ve
kuyu suyu, %11.1’inin sebeke ve damacana suyu kullandigi saptandi. Artezyen ve
kuyu suyu kullanan olgulardan %91.7’sinin Buca-Karacaagag koyu, %8.3'unun Buca-
Kiriklar kdyunde yasadigi belirlendi.

Kullanilan icme suyunun Cryptosporidium spp. saptanmasina etkisi Sekil 9'da

verilmigtir.

100,

80 1

Say micme suyu Artezyen-+kuyu

Dicme suyu
Damacana+sebeke

385833

i

pozitif | negatif
Cryptospondium spp.

Sekil 9: icme suyu ile Cryptosporidium spp. arasindaki iligki.
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Calismaya alinanlar arasinda, artezyen ve kuyu suyu kullananlarda Cryptosporidium
spp. saptanma orani, sebeke ve damacana suyu kullananlara gore anlamli olarak
yuksekti (p< 0.001).

Olgularin tGmUnin tuvaletinin evin igerisinde oldugu ve tuvaletten sonra el yikama

aligkanliklari oldugu belirlendi.

4.2.4 Cryptosporidium spp. Saptanan Olgularin Mikroskobik Degerlendirmesi
ishal yakinmasi olan 162 olguya ait diski érnekleri Kinyoun acid fast boya yéntemi ile
boyandiktan sonra x100 buylUtme ile mikroskobik olarak degerlendirildi. Olgularin

18’inde (%11.1) Cryptosporidium spp. ookistleri saptandi.

Mikroskobik degerlendirme sonucu Cryptosporidium spp. saptanan olgularda parazit

yogunlugu Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: Cryptosporidium spp. saptanan olgularda parazit yogunlugu.

Kinyoun Acid Fast Boya Yontemi Sayi1 (%)
Parazit yok 144 (88.9)
20 alanda 1’den az 9 (5.6)
20 alanda en az 1 6 (3.7)
Her alanda 1-10 2(1.2)
Her alanda 11-100 1(0.6)

Boya yontemi ile Cryptosporidium spp. saptanan olgularin parazit yogunluguna gore

degerlendiriimesi Sekil 10’da verilmistir.
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Sekil 10.a: “20 alanda 1’den az” parazit yogunlugunun boyali preparat gorunttsa.
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Sekil 10.b: “20 alanda en az 1” parazit yogunlugunun boyali preparat goéruntisa.
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Sekil 10.c: “Her alanda 1-10 aras!I” parazit yogunlugunun boyali preparat gortinttsu.
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Sekil 10.d: “Her alanda 11-100 arasi” parazit yogunlugunun boyal preparat

goruntasu.

4.2.5 Cryptosporidium spp. Saptanan Olgularin PCR sonuglari

PCR igin uygun saklanma kosullarinin belirlenmesi i¢in yapilan 6n c¢alismada
mikroskobi sonucu pozitif olarak degerlendirilen 10 olgunun formalinle sulandirilarak
saklanan orneklerine uygulanan PCR sonucunda 5’'inde 6zglu bant saptanirken, ayni
olgularin -80°C’de saklanan 6rneklerinin timinde PCR ile pozitif sonug elde edildi.
Tdm olgularin -80°C’de saklanan orneklerine uygulanan PCR ydntemi ile olgularin
21’inde (%12.9) Cryptosporidium spp.’'ye 6zgu bant olan 550 bp bant saptandi. PCR
ile Cryptosporidium spp. saptanan olgularin PCR goruntisu Sekil 11°de verilmistir.
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Sekil 11.a: Cryptosporidium spp. saptanan olgularin %1 agaroz jelde PCR sonuglari.
1: Marker (100 bp ladder). 2: Cryptosporidium spp. pozitif kontrol. 3-11:
Cryptosporidium spp. pozitif olgular.

500 bp 550 bp

Sekil 11.b: Cryptosporidium spp. saptanan olgularin %1 agaroz jelde PCR sonuglari.
1: Marker (100 bp ladder) 2: Negatif kontrol. 3: Cryptosporidium spp. pozitif kontrol.
4-10: Cryptosporidium spp. pozitif olgular.

PCR ile pozitif degerlendirilen PCR Urunlerine tir ayrimi yapmak amaciyla RFLP
yontemi uygulandi. RFLP ile saptanan 34, 106, 413 bp bantlarin Cryptosporidium
parvum, 34, 147, 372 bp bantlarin Cryptosporidium meleagridis’e ait oldugu
belirlendi. Buna goére olgularin 20’sinin (%12.3) C. parvum, 71’inin (%0.6) C.

meleagridis turlerine ait oldugu belirlendi.

78



PCR ile Cryptosporidium spp. saptanan olgularin RFLP gorintileri Sekil 12'de
verilmigtir.

500 bp 372 bp

147 bp

Sekil 12.a: Cryptosporidium spp. pozitif olgularin % 2 agaroz jelde RFLP sonuglari.
1: Marker (100 bp ladder). 2: Cryptosporidium spp. pozitif kontrol. 3-4:
Cryptosporidium spp. pozitif olgular. 5: Negatif kontrol. 6: Marker (25 bp ladder). 7:
Cryptosporidium parvum pozitif kontrol. 8: C. parvum saptanan olgu. 8: C.
meleagridis saptanan olgu.

Cryptosporidium parvum spesifik bantlar 34, 106, 413 bp.

Cryptosporidium meleagridis spesifik bantlar 34, 147, 372 bp.
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413 bp

106 bp

Sekil 12.b: Cryptosporidium parvum pozitif olgularin % 2 agaroz jelde RFLP

sonuglari. 1: Marker (25 bp ladder) 2-7: C. parvum saptanan olgular.

4.2.6 Cryptosporidium spp. Saptanan Olgularin Mikroskobik Degerlendirme ve
PCR Sonuglarinin Karsilastiriimasi

PCR’In Cryptosporidium spp.’nin saptanmasindaki tani degerinin anlasiimasi

amaciyla her iki yontem ile pozitif olarak degerlendirilen olgular karsilastirildi.

Kinyoun acid fast boya yontemi ve PCR sonuglarinin karsilastiriimasi Tablo 8'de

verilmistir.

Tablo 8: Kinyoun acid fast boya yontemi ve PCR sonuglarinin kargilastiriimasi.

Kinyoun Acid Fast Boya
Yontemi
Pozitif Negatif
PCR Yontemi Pozitif 15 (%83,3) 6 (%4,2)
Negatif 3 (%16,7) 138 (%95,8)
Toplam 18 (%100) 144 (%100)

Kinyoun acid fast boya yontemi ile belirlenen parazit yogunluklarinin PCR sonuglari

ile karsilastiriimasi Sekil 13’de verilmigtir.
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birden az | en azbir 1-10 11-100
Kinyoun Acid Fast Boya Yantemi

Sekil 13: Cryptosporidium spp. parazit yogunluklarinin PCR sonuglari ile

kargilastiriimasi.

Kinyoun acid fast boya yontemi altin standart olarak kabul edildiginde PCR
yonteminin duyarlihgi %83.3, seciciligi %95.8, pozitif prediktif dederi %71.4, negatif
prediktif degeri %97.9 olarak hesaplandi.

4.3 Microsporidium spp. Saptanan Olgulara Ait Bulgular

4.3.1 Microsporidium spp. Saptanan Olgularin Demografik Ozellikleri
Microsporidium spp. saptanan olgularin sayisinin az olmasi nedeniyle istatistiksel
degerlendirme yapilamamig, sadece yuzde degerleri verilebilmigtir.

Calismaya alinan 162 olgunun 4’Unde (%2.4) Microsporidium spp. saptandi.
Microsporidium spp. saptananlarin %75’i erkek, %25'’i kadin idi, yas ortancalari 35.5

idi.

Yas gruplarinin Microsporidium spp. gorulmesi Uzerine etkisi Sekil 14’de verilmigtir.
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Sekil 14: Yas gruplarinin Microsporidium spp. gorilmesi tzerine etkisi.

4.3.2 Microsporidium spp. Saptanan Olgulara Ait Klinik Bulgular
Microsporidium spp. saptanan olgulardan 2’sinin (%50) bir, 2’'sinin (%50) ise birden

fazla yakinmasi oldugu belirlendi.

Microsporidium spp. saptanan olgularin ishal dereceleri degerlendirildiginde 1’inin
(%25) Bristol diski skalasi 5, 2’sinin (%50) Bristol digki skalasi 6, 1'inin (%25) Bristol

diski skalasi 7 ile uyumlu oldugu belirlendi.

Olgularin  ishal suresi ile Microsporidium spp. goérilmesi arasindaki
degerlendirildiginde 2’sinin (%50) 1 haftadan kisa sureli, 2’sinin (%50) ise 1 haftadan

uzun sureli ishali oldugu belirlendi.

Microsporidium spp. saptanan olgulardan 3’Gnun (%75) gunde 1-5 kez, 1’inin (%25)

ise gunde 5'in Uzerinde diskilamasi oldugu belirlendi.

ishal yakinmasina yénelik tedavi alinmasi degerlendirildiginde Microsporidium spp.

saptanan olgularin 2’sinin (%50) ishale yonelik antibiyotik tedavisi aldigi belirlendi.

Olgularin immun sistemi baskilayan hastalik ve buna yonelik ilag kullanimi ile

Microsporidium spp. goérulmesi arasindaki iliski Sekil 15’te verilmistir.
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Sekil 15: immun sistemi baskilayan hastalik ve buna yénelik ilag kullanimi ile

Microsporidium spp.’nin saptanmasi arasindaki iligki.

4.3.3 Microsporidium spp. Saptanan Olgulara Ait Cevresel Faktorler

Microsporidium spp. saptanan olgulardan 2’sinin (%50) aile bireylerinde benzer

yakinmalar oldugu belirlendi.
Olgularin tumundn sehirde yasadigi belirlendi.
Olgularin timunun icme suyu olarak sebeke ve damacana suyu kullandidi belirlendi.

Olgularin tumadndn tuvaletinin evin iginde oldugu ve tuvaletten sonra el yikama

aligkanhgi oldugu belirlendi.

4.3.4 Microsporidium spp. Saptanan Olgularin Mikroskobik Degerlendirmesi
Olgularin digki ornekleri Weber'in modifiye trichrome boya yontemi ile boyandiktan
sonra x100 buydtme ile mikroskobik olarak degerlendirildi. Mikroskobik
degerlendirme sonucu 4’lUnde (%2.4) Microsporidium spp. saptandi.

Pozitif olgularda etkenin yogunlugu Tablo 9’da verilmigtir.

Tablo 9: Pozitif olgularda Microsporidium spp. yogunlugu.
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Weber’in Modifiye Trichrome Sayi (%)
Boyasi
Etken yok 158 (97.5)
Her 10 alanda 1’den az 3(1.9)
Her 10 alanda 1/her alanda 2 1(0.6)
Toplam 162 (100)

Boya yontemi ile pozitif olarak degerlendirilen olgularin Microsporidium yogunluguna

gore degerlendiriimesi Sekil 16’da verilmistir.

Sekil 16.a: “her 10 alanda 1’den az” Microsporidium spp. yogunluguna ait boyal

preparat goruntuleri.
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Sekil 16.b: “her 10 alanda 1/her alanda 2" Microsporidium spp. yogunluguna ait

boyall preparat goruntuleri.

4.3.5 Microsporidium spp. Saptanan Olgularin PCR Sonuglari

PMP1 ve PMP2 primerleri kullanilarak yapilan PCR yoéntemi ile 270 bp bandin E.
intestinalis’e ait oldugu belirlendi. Buna gore PCR ile pozitif olarak saptanan tek diski
ornegdinin E. intestinalis tirine ait oldugu belirlendi. Bu olguya ait PCR goruntisu

Sekil 17°de verilmistir.
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250 bp 270 bp

Sekil 17: E. intestinalis saptanan olguya ait %1.5 agaroz jelde PCR goruntusu. 1:
Marker (25 bp ladder). 2: E. intestinalis pozitif kontrol. 3: Negatif kontrol. 4: E.
intestinalis saptanan olgu.

E. intestinalis spesifik bant 270 bp.

4.3.6 Microsporidium spp. Saptanan Olgularin Mikroskobik Degerlendirme ve

PCR Sonugclarinin Karsilastiriimasi

Boya yontemi ile PCR sonuglarinin karsilastirilmasi Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10: Weberin modifiye trichrome boya yontemi ve PCR sonuglarinin

kargilastiriimasi.

Weber’in modifiye trichrome

boya yontemi

Pozitif Negatif
PCR yontemi Pozitif 1 (%25) 0
Negatif 3 (%75) 158 (%100)
Toplam 4 (%100) 158 (%100)

Pozitif olgularin Microsporidium yogunluklari ve PCR sonuglarinin karsilagtiriimasi

Tablo 11’de verilmistir.
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Tablo 11: Microsporidium spp. icin boyal preparattaki etkenin yogunlugu ile PCR

sonuglarinin karsilastiriimasi.

PCR
Pozitif Negatif Toplam
Weber’in Etken yok 0 158 158
Modifiye Her 10 alanda
Trichrome 1°den az 1 2 3
Boyasi Her 10 alanda
1/her alanda 2 0 1 1

Weber'in modifiye trichrome boya yontemi altin standart olarak kabul edildiginde
PCR yonteminin duyarlih@i %25, segiciligi %100, pozitif prediktif degeri %100, negatif
prediktif degeri %98.1 olarak hesaplandi.

PCR vyontemi ile Cryptosporidium spp. ve Microsporidium spp.’nin saptanma

durumlari Sekil 18’de verilmigtir.

160 4
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0O PCR y dntemi pog itif
O PCR y dntemi negatif

Cry ptos poridium s pp. Microsporidium spp.

Sekil 18: Her iki etkenin PCR ile saptanma durumu.

Olgulardan birinde hem boya yontemleri, hem de PCR sonucunda her iki etken

birden saptanmigtir.
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5. TARTISMA

Bulas yollari, klinigi, enfeksiyon igin risk gruplari agisindan benzer ézellikler gdsteren
Cryptosporidium spp. ve Microsporidium spp. tim dinyada giderek daha fazla ilgi

ceken etkenler olarak gorulmektedir.

Cryptosporidium spp. Ozellikle gelismekte olan Ulkelerde, vyetersiz beslenme
kosullarinda, ¢ocuklarda, yaslilarda ve immun sistemi baskilanmig kisilerde daha sik
gorulmekte, son yillarda o6zellikle AIDS hastalarinda onemli firsatgi enfeksiyon
etkenleri arasinda kabul edilmektedir (136, 137, 138).

Son yillarda goérilen su kaynakli Cryptosporidium salginlari énemli bir halk saghgi

problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (139).

Cryptosporidium spp. insanlar ve hayvanlarda ishale neden olan 6nemli bir
patojendir. Turlerin identifikasyonu insan ve hayvanlardaki Cryptosporidium

enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin ortaya konmasi agisindan dnemli olacaktir (140).

Bu konuda yapilmis epidemiyolojik g¢alismalarda o6zellikle cryptosporidiosisin bulas

yollari ve klinigine yonelik verilerin degerlendirildigi gorulmektedir.

Cinsiyetin enfeksiyonun gorulmesi Uzerine etkisinin arastirildigi calismalar
incelendiginde cinsiyet farki ile enfeksiyon gorllmesi arasinda iligki saptanmadigi
belirlenmistir (141, 142). Calismamizda kisitli sayida diski érneginin degerlendirilmis
olmasina karsin enfeksiyonun goértilmesinde cinsiyetin  etkisinin  olmadigi

belirlenmistir.
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Bircok gelismis ulkede cryptosporidiosis 1-4 yaslar arasinda daha fazla gérilmektedir
(138, 141, 142, 143). Cocukluk cagindaki prevalansi, bu yas grubunda hijyen
eksikligine bagli bulagsmanin daha kolay olmasi ve heniz immun sistemin
gelismemesi etkilemektedir (144). Bu nedenle Cryptosporidium’un ¢ocukluk
c¢agindaki ishalli hastaliklarda énemli bir etiyolojik ajan oldugu ve ishalli diskilarin

rutin parazitolojik degerlendirilmesinin gerektigi distnulmustar (142).

Cocukluk yas grubunda cryptosporidiosisin prevalansinin yiksek oldugunu belirten
calismalarin yani sira, enfeksiyonun 35 yas ve uzeri yetiskinlerde daha yuksek
oranda goruldugunua bildiren caligmalara da rastlanmaktadir. Bu durumun, olgularin
cryptosporidiosis enfeksiyonu agisindan gevresel faktorlerle daha fazla karsilagmasi

veya riskli davraniglar gostermesi nedeniyle olabilecegi dustunulmastur (39).

Calismamizda enfeksiyon ¢ocukluk ve uretken yas gruplarinda daha yuksek oranda
gorulmustdr. Bu durum c¢ocukluk yas grubunda immun sistemin tam olarak
gelismemis olmasi ve hijyen eksikligi ile agiklanabilirken, Uretken yas grubunda,
literatlrde belirtildigi gibi enfeksiyon agisindan ¢evresel faktorlerle sik karsilasiimasi

ile aciklanabilir.

Cryptosporidiosiste en sik gorulen yakinmalardan biri olan karin agrisinin %40 ile
%96 arasinda degistigini bildiren calismalar mevcuttur (141, 145, 146, 147, 148, 149,
150, 151). Ancak bu yakinmanin diger ishal yapan ajanlarda da gorilebilmesi
nedeniyle klinik tani koyulmasinin gu¢ oldugu bildirilmigtir (148). Calismamizda
Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan %55.6’sinin karin agrisi yakinmasi oldugu

saptanmistir.

Enfeksiyonun en sik gorulen klinik bulgulari siddetli, sulu ve genellikle mukuslu
ishaldir (23). Arap Ulkeleri ve Asya’da yapilan calismalarda enfeksiyonun ishalli
hastalarda, ishal yakinmasi olmayanlara gére daha ylksek oranda saptandidi
bildirilmistir (149, 152, 153, 154).
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Cryptosporidiosiste meteorizmin ishale eslik edebildigi bildirilmistir (141, 149, 150,
151). Calismamizda Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan %22.2’sinin

meteorizm yakinmasi oldugu saptanmigtir.

Enfeksiyonda goérulen bir diger yakinma olan bulantinin ise %44 ile %48.3 arasinda
degistigi bildiriimektedir (141, 146, 147, 148, 149, 150, 151). Calismamizda
Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan %38.9'unun bulanti yakinmasi oldugu

saptanmigtir.

Kusma cryptosporidiosis salginlarinin en belirgin 0ozelligidir. Kusmanin siddeti
parazitin susu ve yogunluguna bagli olarak degismektedir (155). Bu konuda yapilan
calismalarda kusma yakinmasinin %33 ile %65 arasinda degistigi bildirilmektedir
(141, 145, 148, 149, 150, 151, 154). Calismamizda Cryptosporidium spp. saptanan

olgulardan %16.7’sinin kusma yakinmasi oldugu saptanmistir.

Enfeksiyonda daha az siklikta goruldugu bilinen ates yakinmasinin ise %37 ile %80.5
arasinda degistigi bildirilmigtir (145, 146, 147, 148, 154). Calismamizda
Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan %11.17’inin ates yakinmasi oldugu

saptanmigtir.

Projemizde Cryptosporidium spp. saptanmasi ile karin agrisi, meteorizm, bulanti,
kusma, ates, anal bolgede kasinti, kanama gibi diger yakinmalarin varligi arasinda
anlaml bir iligki saptanmamigtir. Bu nedenle yalnizca ishal yakinmasi olan olgularda

Cryptosporidium spp.’nin akildan ¢ikarilmamasi gerektigi disunualmustar.

ishal yakinmasinin siiresi ile ilgili calismalar gézden gegirildiginde 2 haftadan kisa
sureli ishalin akut, 2 haftadan uzun sureli ishalin ise kronik ishal olarak
degerlendirildigi gorulmektedir (141, 143, 156). Enfeksiyonun kronik ishal yakinmasi
ile iligkili oldugunu bildiren c¢aligmalarin yani sira, akut ishal yakinmasi ile iligkili
oldugunu bildiren calismalara da rastlanmaktadir (141, 145, 146, 150, 154, 156).
Ayrica Xiao ve ark.’nin Peru’da yaptiklari bir calismada Cryptosporidium’un tarleri ile

ishal slresi arasindaki baglanti arastinimigtir. C. hominis ve C. parvum arasinda
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ishal suresi ve ishal dereceleri arasinda anlamli bir farkhlik saptanmamistir (143).
Calismamizda olgularin ishal streleri degerlendirildiginde buyulk kisminin 1 haftadan
kisa sureli, daha az bir kisminin ise 2 haftadan uzun sureli ishal yakinmasinin oldugu
saptanmig, bunun nedeninin olgularin enfeksiyonun erken déneminde saptanmasina
bagli olabilecegi dusunulmustir. Calismaya katilan olgularda Cryptosporidium
spp.’nin saptanmasi ile ishal suresi karsilastirildiginda parazit varliginin ishal suresini

etkilemedigi belirlenmistir.

Cryptosporidium saptanan hastalarda gunlik diskilama sayisinin 10 ve Uzeri
olabildigi bildiriimektedir (25, 154). Calismamizda enfeksiyon saptanan hastalarin
bayuk kisminin ginde 1-5 kez digkilamasinin oldugu, daha az bir kisminin ise gunluk
digkilama sayisinin 10’'un Uzerinde oldugu saptanmis, Cryptosporidium spp.’nin

varhiginin gunlik digkilama sayisini etkilemedigi disunualmustar.

Adjei ve ark.’nin Gana’da yaptiklari galismada olgularin %56’sinin ishal yakinmasina
yonelik antibiyotik tedavisi aldigi bildirilmistir (148). Calismamizda Cryptosporidium
spp. saptanan olgularin %16.7’sinin ishal yakinmasina yodnelik tedavi aldigdi
belirlenmistir. Bu nedenle yakinmalarin baskilanmig olabilecedi ve parazit

yogunlugunun azalmig olabileceg@i dugunulmustar.

immun sistemin durumunun Cryptosporidium spp.’nin gorilmesi Uzerine etkisi
degerlendirildiginde, immun sistemi c¢esitli nedenlerle baskilanmis olgularda
enfeksiyonun daha fazla goruldugu bildirilmektedir (21, 157, 158). Ayrica immun
yetmezligin enfeksiyona kargi konak duyarlihigini degistirdigi digunulmektedir (157).
Antiretroviral tedavi alan HIV pozitif hastalarda Cryptosporidium spp.’nin gorulme

sikligi, antiretroviral tedavi almayanlara goére azalmaktadir (159).

Cryptosporidium spp.’nin goérulme sikliginin en fazla oldugu hasta grubu olan HIV
pozitif hastalarda yapilan calismalarda oranin %3 ile %74.2 arasinda degistigi
go6rulmektedir (157, 160, 161, 162, 163, 164). Enfeksiyon oraninin bu kadar farkli

olmasinin nedeninin ulkeler arasindaki HIV pozitifliginin farkliligina, su kaynaklarinin
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kontaminasyon derecesine, sosyoekonomik dizey farkliigina ve tanida kullanilan

yontemlere bagl olabilecegi dusunulmektedir.

immun sistemin baskilandigi  bir baska durum olan malign hastaliklarla
cryptosporidiosisin iligkisinin  arastirildigi  birgok ¢alisma mevcuttur. Cesitli
maligniteleri olan olgularda Cryptosporidium spp.’nin gérilme oraninin %1.3 ile %17
arasinda degistigi bildirilmistir (162, 165, 166).

Enfeksiyon immun sistemi baskilanmis kKigilerin yani sira immun sistemi saglam
kisilerde de gorulmektedir (162, 167).

Calismamizda Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan 2’sinin (%11.1) immun
sistemi baskilayan bir hastaligi ve buna yoénelik ila¢ tedavisi uygulamasi oldugu
saptanmistir. Bu olgularin timandn HIV pozitif oldugu, 1’inin (%5.5) ayrica lenfoma
hastasi oldugu saptanmistir. Bu nedenle immun sistemi baskilanmis kisilerde
Cryptosporidium spp.’nin akildan ¢ikarilmamasi gerektigi dusundlmustir. Ancak
¢alismaya katilan olgular arasinda immun sistemi baskilayan ilag kullanimi arasinda
ve immun sistemi baskilayan hastaligi olma durumu arasinda anlamh bir fark
saptanmamigtir. Calisma grubumuzda immun sistemin durumunun bu parazitin
gorulmesinde cok etkili olmadidi, buna karsin azalan yas faktérunun daha etkili

oldugu disunulmustar.

Enfeksiyon saptanmasi ile aile bireylerinde benzer yakinmalar gorilmesi arasindaki
iligkiyi arastiran ¢alismalar gdézden gegcirildiginde bu oranin %0.5 ile %37.5 arasinda
degistigi bildirilmigtir (142, 145, 154). Calismamizda Cryptosporidium saptanan
olgularin  %44.4’'GnGn  ailesinde benzer yakinmalar oldugu belirlenmis,
Cryptosporidium spp.’nin saptanmasi ile ailede benzer yakinmalar olmasi arasinda
anlamh bir iligki saptanmigtir. Bu nedenle ¢alisma grubumuzda enfeksiyonun
bulagsinda aile i¢i temasin daha fazla etkili oldugu disintlmastir. Bu yakinmalarin
bircok barsak enfeksiyonunda ortak olmasi nedeniyle sadece yakinmalarin
degerlendiriimesinin yeterli olmayacagi, bu nedenle aile bireylerine ait diski

orneklerinin de degerlendiriimesi gerektigini dugunmekteyiz.
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Enfeksiyonun kirsal alanlarda yasayanlarda kentsel alanlarda yasayanlara gore daha
fazla goérulmesinin, yoksul yasam alanlarinda genel hijyenik kurallara uyumun az
olmasi, cryptosporidiosis prevalansinin yuksek oldugu sigir, koyun, domuz gibi giftlik
hayvanlari ile direkt temas, ookistlerle kontamine besinler ve su araciligiyla bulasiyla
aciklanabilecegi dusunulmustar (158, 168). Calismamizda Cryptosporidium spp.
saptanan olgulardan %61.1'inin kirsal bdlgede, %38.9’'unun sehirde yasadidi
saptanmigtir. Kirsal yorede yasayanlarin hayvancilikla ugrasma oOykulerinin oldugu

belirlenmistir.

Su kaynaklarinin incelenmesi sirasinda Cryptosporidium saptanmasi halinde tur
ayriminin yapiimasi oOnemlidir (169). McLauchlin ve ark.’nin bildirdigine gore,
ingiltere’deki su kaynakli 8 cryptosporidiosis salginindan 5’inin C. hominis ile, 3'Gniin
C. parvum ile oldugu belirlenmistir. C. parvum’un saptandigi 3 salginda su
kaynaklarinin koyun digkisi ile kontamine oldugu, salginlarin ilkbahar aylarinda
goruldugu ve zoonotik bulas sonucu oldugu duasunulmuastir. Bu durumdan farkli
olarak C. hominis’in saptandigi 5 salginin, tum yil boyunca, kanalizasyon sulariyla
kontaminasyon sonucu ortaya ¢iktigi anlasiimistir (135). Calismamizda enfeksiyonun
bulas yolunun kirsal alanda yasayan olgularda asiri yagis nedeniyle kullanilan

artezyen suyuna hayvan diskilarinin karigsmasi sonucu oldugu dusunulmustar.

Kullanilan igme suyu kaynagi ile enfeksiyon saptanmasi arasindaki iligki
degerlendirildiginde olgularin kaynatiimamis ¢esme suyu tuketimi ile enfeksiyon
arasinda iligki saptanan c¢aligmalar oldugu gibi (170), gesme suyu kullaniminin
enfeksiyonun temel bulag yolu olmadigini bildiren ¢aligmalara da rastlanmaktadir
(143, 145). Calismamizda Cryptosporidium spp. saptanan olgulardan buyidk kisminin
icme suyu olarak artezyen ve kuyu suyu, az sayidaki olgunun ise sebeke ve
damacana suyu kullandigi saptanmigtir. Sebeke ve damacana suyu kullanimina gore
artezyen ve kuyu suyu kullanimi olanlarda Cryptosporidium spp. saptanma
oranlarinin anlamli olarak daha ylksek oldugu belirlenmigtir. Bu durum parazitin
bulas yolunun Ozellikle kirsal alanda yasayan olgularda kontamine su kaynakli

oldugunu dusundurmastur. Cryptosporidium spp. saptanan sehirde yasayan olgularin
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ictikleri suyun analizi yapilamadigi icin parazitin bulag yolu agiklanamamigtir.

Bunlarin kontamine yiyecekle iligkili olabilecegi dusunulmektedir.

Zoonotik turlerin hayvanlarla direkt temasla bulas gosterdiginin sdylenemeyecedi,
enfekte hayvan veya insan digkisiyla kontamine olmus su ve gidanin tiketiimesi
veya kontamine ellerle direkt bulasin olabilecegi dusunulmektedir. Kirsal alanlarda
enfeksiyonun birden fazla yolla bulas gobstermesi nedeniyle c¢alismalarin bu
bdlgelerde yogdunlastiriimasi gerektigi dusunulmektedir (143). Calismamizda
saptadigimiz her iki tirin de zoonotik potansiyeli olan turler olmasi ve bu olgularin
bayuk kisminin kirsal alanda yasayan olgular olmasi nedeniyle ¢alisma grubumuzda
enfeksiyonun zoonotik bulag gosterdigi dusunulmuis, ancak hayvanlardan oOrnek

alinamadigi i¢in bu konuda kesin karar verilememistir.

Enfeksiyonun klinigi ile atilan ookist sayisi arasindaki iliski dederlendirildiginde ishal
yakinmasi ile atilan ookist miktari arasinda iligki oldugunu bildiren ¢aligmalarin yani
sira (152), olumsuz gorus bildiren c¢alismalara da rastlanmaktadir (171).
Calismamizda Kinyoun acid fast boya yontemi ile parazit yogdunluklari
degerlendirildiginde olgularin buyuk kisminda mikroskobik degerlendirmede “20
alanda birden az parazit” saptanmigtir. Bu durum parazit atiliminin az olmasi
nedeniyle olgularimizin yakinmalari ile enfeksiyon varligi arasinda iligki

saptanmamasi seklinde aciklanabilir.

Digki  orneklerinin  Cryptosporidium  agisindan incelenmesinde  mikroskobik
degerlendirme en sik kullanilan yontemdir (172). Mikroskobik degerlendirmede en sik
kullanilan modifiye Kinyoun acid fast boya yontemi kolay uygulanmasi, preparatlarin
degerlendirme oncesi bekletilebilmesi, dusuk maliyetli olmasi, ookistlerin i¢ yapisini
ayrintili olarak gosterebilmesi ve kalici olmasi nedeniyle yararli bulunmustur. Ancak
bu boya yonteminin referans bir yontem oldugu bildiriimesine karsin, mikroskobik
degerlendirmenin  zaman alici olmasi ve deneyimli uzman tarafindan
degerlendiriimesine ihtiyac duyulmasi gibi nedenlerle alternatif bir tani yéntemine

gereksinim duyuldugu dusuncesindeyiz.
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Cryptosporidium antijenlerine kargi monoklonal antikorlarla hazirlanan IFAT ve ELISA
gibi antikor temelli testlerin diger mikroorganizmalarla ¢apraz reaksiyon verebilmesi
nedeniyle duyarhliklari dusoktar (172, 173). Ayrnca klinik  orneklerdeki
Cryptosporidium turlerinin antijenik degiskenlik gdstermesi, immunolojik testlerin

yorumlanmasinda farkliliklara neden olmaktadir (172).

Balatbat ve ark. Amerika’da yaptiklari bir g¢alismada Cryptosporidium spp.’nin
Kinyoun acid fast boya yontemi ile sulu diskilarda 10.000 ookist/gr, sekilli digkilarda
ise 50.000 ookist/gr'i saptayabildigini bildirmis, asemptomatik veya kronik tasiyici

olgularda daha duyarh bir ydéntemin kullaniimasi gerektigini ileri stirmustar (58).

Mikroorganizmalarin morfolojik 6zelliklere gére tanimlanmasi hatali sonuglara neden
olabilmektedir. Ancak son yillarda geligtirilen molekller ydntemlerden
mikroorganizmalarin genomlarini esas alan nukleik asit analizleri sayesinde etkene
hizli ve guavenilir tani koyulmasi, uygun siniflandirmanin yapilmasi, bulag yollarinin
saptanmasi, gerekli koruyucu oOnlemlerin anlasiimasi ve etkili tedavi verilmesi

muiUmkun olacaktir.

Ozellikle salgin durumunda enfeksiyonun kaynaginin ve bulagindaki risk faktorlerinin

anlasiimasinda Cryptosporidium tir ve alt tlrlerinin ayriminin yapiimasi onemlidir

(11).

IFAT ve ELISA yontemlerine alternatif olan PCR, diskida Cryptosporidium’un
saptanmasinda duyarli ve segcici bir yontem olarak bildiriimektedir (27, 37, 173).
Ayrica tek bir ookisti saptayabilecek kadar gugli bir tani araci oldugu
dusundlmektedir (27, 37, 162). Bu yontemin mikroskobik degerlendirmeden daha
avantajli oldugu kanitlanmigtir. PCR yonteminin duyarliligi, hedef gene bagli olarak 1
ml digki 6rneginde 20 ookist kadar olabilmektedir. Bu yontem ¢ok sayidaki 6rnegin
degerlendiriimesinde daha kolay uygulanabilen, maliyeti géreceli olarak daha disuk
olan ve ayni zamanda ookistlerin genotiplendirmesinin yapilabilmesine olanak veren
bir yontemdir (174). Ayrica RFLP ve sekans analizi gibi yontemlerle kombine edilerek

tur aynnimi yapilmasina olanak vermektedir. Bu sekilde enfeksiyon kaynaginin insan
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ve hayvan enfeksiyonlar icin risk faktorlerinin belirlenmesinde yararli olmaktadir
(11). Ancak hizli, glvenilir ve duyarli bir ydontem olmasina karsin bazi kisithliklar
vardir. Canli  olmayan mikroorganizmalarin  saptanmasi ve laboratuar
kontaminasyonu gibi nedenlerle yalanci pozitif sonuglar verebilmektedir (37). Bu
yontemin rutin tanida kullanilabilmesi i¢in bu sorunlarin ortadan kaldiriimasi ve
yontemin standardize edilmesi gerekmektedir (37, 175). Az sayidaki 06rnegin
incelenmesinde oldukg¢a pahali bir yontemdir (175). Digki 6rnegi icerisinde ¢ok az
saylda ookist olmasi ve ookistlerin digkinin her yerine homojen sekilde dagilmamig
olmasi nedeniyle PCR ydnteminin mikroskobik degerlendirmeden daha az sayida
pozitif sonuca neden olabilecedi bildiriimektedir (175, 176). Calismamizda Kinyoun
acid fast boya yontemi ile 18 olguda (%11.1) Cryptosporidium spp. saptanirken, PCR
yontemi ile 21 olguda (%12.9) Cryptosporidium spp.’'ye 6zgu bantlar saptanmistir.
Cryptosporidium spp. saptanan olgularin biaylk kisminin disuk yogunlukta ookist
icerdigi belirlenmigtir. Parazit yogunlugunun fazla oldugu diski érneklerinde PCR
yonteminin saptama gucunun daha fazla oldugu gorilmustir. Diskida ookistlerin ¢ok
az sayida bulunmasinin ve literaturde belirtildigi gibi homojen olarak dagilim
g6stermemesinin bu sonuca yol ac¢tigi dusuntlmustir. Ancak yine de PCR, boya

yonteminden ¢ok daha az sayida ookisti saptayabilecek gugcte bir yontemdir.

Bazi ookistler DNA ekstraksiyonundan 6nce hasar gormus olabilecegi icin PCR
sonucu ile mikroskobik degerlendirme arasinda farkhliklar olabilmektedir (175, 176).
Ookistler sicaklik degisikliklerinden hasar gérmektedir. Koruyucu olarak potasyum
dikromat igerisinde saklanan ookistlerin +4°C’de hasar gormeden korunabildigi, bu
sekilde 1 yildan daha uzun sure saklanan digkilarda yapilan molekuler ¢alismalarin
olumlu sonug verebildigi bildiriimektedir. Ancak digkinin uzun sureli saklanmasinda
kullanilan potasyum dikromat ve formaldehidin ¢ok glgli PCR inhibitérleri oldugu,
DNA ekstraksiyonu oOncesinde bu maddelerin uzaklagtiriimasi  gerektigi
bildiriimektedir (177). Calismamizda Cryptosporidium spp. saptanan olgularin
formaldehitle sulandirilarak +4°C’de saklanan diski 6rneklerine de PCR ydntemi
uygulanmig, ancak sadece %50’sinde pozitiflik saptanabilmigtir. Bu sonucun
formaldehitin PCR Uzerine inhibe edici etki gostermesi nedeniyle ortaya ¢iktigi, bu

yontem igin -80°C’de saklanan digki 6rneklerinin daha yararli oldugu disunudlmustar.
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Amar ve ark.’nin ingiltere’de barsak patojenlerinin saptanmasinda konvansiyonel
mikroskobik ydntemlerle PCR’in karsilastirildiyi calismasinda Cryptosporidium’un
saptanmasinda PCR'Iin 22 kat daha duyarli oldugu bildirilmigtir. Tanida rutin olarak
kullanilan mikroskobik degerlendirmenin duaslk duyarliia sahip oldugu, parazitin
gorulme sikliginin belirlenmesinde yetersiz oldugu, bu ydntemle bazi olgularin
atlanabildigi diistinilmistiir. Bu nedenle ingiltere’de Cryptosporidium ve Giardia gibi
protozoon parazitlerin dusuk risk grubu organizmalar arasinda yer aldigi, yuksek
duyarliiga sahip PCR yonteminin enfeksiyonun kaynagi ve bulag yolunun

anlasiimasinda yararl olacagi bildirilmistir (178).

Cryptosporidium’un genotiplendiriimesinde siklikla COWP ve 18S rRNA genleri
kullaniimaktadir (131). COWP geni ile amplifikasyonun oldukca spesifik sonuglar
verdigi bildiriimektedir (176). Bu gen ile yapilan bir calismada, 1 ml digkida 100 ookist
iceren orneklerin timindn, 1-10 ookist iceren orneklerin ise %75’inin pozitif olarak
saptandigi bildirilmigtir (179). Calismamizda kullanilan primerler Cryptosporidium
duvar proteinini kodlayan gene yoOneliktir, duyarlihgr ve segiciligi ylksektir ve bu

sekilde istenmeyen amplifikasyon Urunlerinin elde edilmesi engellenmistir.

McLauchlin ve ark.’nin ingiltere’de yaptiklari Cryptosporidium ookistleri saptanan
digki drneklerinde mikroskobi ve PCR yontemlerinin karsilastirildigi bir calismada
mikroskobi ile %96.8’inde parazit saptandigi bildiriimistir. PCR yontemi ile COWP,
TRAP-C1 ve 18S rRNA genlerine yonelik primerlerin karsilastiriimasi sonucu
duyarhliklar 18S rRNA igin %97, COWP icin %91, TRAP-C1 igin %66 olarak
belirlenmistir. Her 3 PCR prosedurinun duyarliiginin, mikroskobide gézlenen ookist
sayisi artisi ile paralellik gosterdigi bildiriimistir. Bu PCR proseddrleri ile negatif sonug
alinma nedeninin DNA’nin uygunsuz saklama kosullari ve PCR inhibitorleri ile hasar
gormesi, cryptosporidial DNA’nin olmamasi ya da ¢ok az miktarda olmasi, ookistlere
morfolojik olarak benzer vyapidaki diger organizmalarin olmasi ve bunlarin
monoklonal antikor olarak reaksiyon gostermis olabilecegi distunulmustar. Alternatif
olarak yuksek kopya sayisi veya nested PCR prosedurl ile yéontemin duyarlihdinin
artinlabilecegi bildirilmistir (131). Morgan ve ark.’nin Avustralya’da yaptiklari bir

calismada mikroskobik degerlendirme sonucu Ziehl-Neelsen boya yontemi ile,
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PCR'In saptadigi oOrneklerden sadece %80.5'inin pozitif olarak saptandigi
bildirilmigtir. Klinik ve c¢evresel orneklerde Cryptosporidium’un arastiriimasinda
PCR’'In  mikroskobik degerlendirmeye alternatif olacagi dusunilmustar. PCR’in
Cryptosporidium ookistlerini sadece saptamakla kalmayip tir ayrimi yapilmasina da
olanak verdigi bildirilmistir. PCR ile karsilastirildiginda mikroskobinin duyarlihgi
%83.7, seciciligi %98.9 olarak hesaplanmistir. PCR’In daha duyarli ve kolay
uygulanabilir oldugu, ancak mikroskobik degerlendirmeden daha fazla zamana
gereksinim oldugu ve baslangigta daha yluksek maliyete sahip oldugu bildirilmistir.
Buna kargsin PCR'In ¢ok sayidaki 6érnege ayni anda uygulanabilir olmasi maliyeti
dusurebilmektedir. Acid fast boya ydnteminin uygulanmasi PCR yontemine goére
daha kisa surmektedir. Ancak boyali preparatin degerlendiriimesi i¢in deneyimli
uzmana gereksinim varken, PCR’'In degerlendiriimesi spesifik bandin olup
olmamasina bakilarak oldukga kolay sekilde yapilmaktadir. Ayrica mikroskobik
degerlendirme ile 1 gram diskida 50.000-500.000 ookistin saptanabildigi bildirilmigtir.
PCR'In diger bir avantaji da yuksek duyarlilik ve segicilige sahip olmasi, kolay
uygulanabilir olmasi, ¢ok sayida 6rnegin ayni anda islemlenebilmesine olanak
vermesi ve tur ayriminin yapilabilmesidir. Bu nedenlerle, epidemiyolojik
arastirmalarda oOzellikle salginin etiyolojisinin arastiriimasinda gelecek vadeden bir
yontem olma o6zelligindedir (172).

Calismamizda Kinyoun acid-fast boya yontemi altin standart olarak kabul edildiginde
PCR yodnteminin duyarlihdi %83.3, seciciligi %95.8 olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglara dayanarak Cryptosporidium spp.’nin saptanmasinda PCR’in glvenle
kullanilabilecek bir yontem oldugu ve Kinyoun acid fast yontemine tercih edilebilecegi

kanisina variimistir.

Duyarlilik ve kolay uygulanabilirligi nedeniyle PCR, diskida Cryptosporidium’un
arastirimasinda uygun bir yontemdir. Ancak bilirubin, safra tuzlari, polisakkarid
kompleksleri gibi digkida bulunan bazi maddeler, ¢ok kiguk miktarlarda bulunmalari
halinde bile PCR’I inhibe edebilmektedir. Bu nedenle basit, hizli, PCR inhibitorlerinin
uzaklastirimasini saglayan, daha dusuk maliyetli ekstraksiyon yontemlerinin

gelistiriimesine gereksinim vardir (172).
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Diskida Cryptosporidium tirlerinin saptanmasinda yukarida belirtilen kisithliklar
olmasina karsin, DNA izolasyonu sirasinda digkidaki inhibitorlerin etkisini ortadan
kaldirabilen spesifik izolasyon kitleri gelistiriimigtir. Calismamizda bu konuda en iyi
sonucu verdigi bilinen Qiagen DNA stool mini kit kullaniimistir. Bu sekilde kit
iceriginde bulunan ve diskidaki bir¢ok inhibitériin ortadan kaldiriimasini saglayan
tablet ile PCR’I inhibe eden maddelerin uzaklastirimasi saglanarak maksimum
miktarda DNA elde edilmistir.

Ulkemizde Cryptosporidium’un tanisina yonelik calismalar gézden gegcirildiginde, bu
konuda vyapilan calismalarin buyuk kisminin boya yontemlerine dayandigi, bu
nedenle enfeksiyonun bulag vyollari, risk faktorlerine ait bilgilerin kisith oldugu
goOrulmektedir.

ishalli digki orneklerinin Kinyoun acid fast boya yontemi ile degerlendiriimesi
sonucunda Findik ve ark. %1.6, Ozgelik ve ark. %11.8, inceboz ve ark. %0,4,
Celiksoz ve ark. %19.8, Atambay ve ark. %1.6, Doganci ve ark. %4, Borekgi ve ark.
%3,1 oraninda Cryptosporidium ookistleri saptandigini bildirmistir (44, 180, 181, 182,
183, 184, 185).

insan cryptosporidiosis enfeksiyonunun bircok rezervuari ve bulas yolu mevcuttur.
Molekuler biyolojik yontemler en sik gorulen insan cryptosporidiosis etkeni olan C.
parvum’un iki major genotipi ve bunlarin da 2 farkli bulas yolu oldugunu géstermistir.
Bu nedenle genotiplendirme yonteminin cryptosporidiosisin epidemiyolojisini ve bulag

kaynaklarini anlamamizda yararli olacagi dusunulmektedir (65).

Cryptosporidium tarlerinin Ulkelere goére farkhliklar gésterdigi gorulmektedir. Soba ve
ark.’nin Slovenya’da vyaptiklari bir calismada ishalli hastalarda, hayvanlarda
goruldugu bilinen Cryptosporidium turlerinin saptandigi bildirilmigtir (26 olguda C.
parvum, 1 olguda Cryptosporidium cervine genotipi, 2 olguda C. hominis). Bu
nedenle Slovenya’da enfeksiyonun temelde zoonotik orijinli oldugu disunulmustir.
Ancak genellikle hayvanlarda gorulen turlerin insanlarda gortulmesinin nedeninin,
enfeksiyonun insana adapte olmus C. parvum alt tdrleri ile olabilecegdi

disundlmustdr. Bu nedenle C. parvum ve genellikle hayvanlarda enfeksiyona neden
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oldugu bilinen diger Cryptosporidium tirlerinin antroponotik bulasinin da nadir
olmadidi disundlmustir (186). Wangeci ve ark.’nin Kenya'da yaptiklari bir calismada
PCR yontemi ile tir ayrimi sonucu %87’sinin C. hominis, %9unun C. parvum, geri
kalan %4’Gnun de C. canis, C. felis, C. meleagridis ve C. muris tirlerine ait oldugu
saptanmistir. Elde edilen sonuglar, Kenya’da antroponotik Cryptosporidium turlerinin
sik gorulen turler oldugu ve temel bulag yolunun da insandan insana bulas seklinde
oldugunu gostermigtir (141).

Calismamizda PCR ile Cryptosporidium spp. saptanan olgulara uygulanan RFLP
yontemi sonucu, olgularin %12.3’'Unun C. parvum, %0.6’sinin C. meleagridis turlerine
ait oldugu belirlenmistir. Her iki tirin de zoonotik enfeksiyona neden olan turler
olmasi, olgularimizin buayuk kisminin tarim ve hayvancilikla geginen kirsal alanlarda
yasiyor olmasi nedeniyle c¢alisma grubumuzda enfeksiyonun zoonotik bulag
goOsterdigi  kanisina varilmistir.  Ancak zoonotik bulasa neden olan tlrlerin
antroponotik bulasa da yol agabilecegdi akildan ¢ikarilmamalidir.

Cryptosporidium, hem immun yetmezlikli, hem de immun sistemi saglam insanlarda
ishalli hastaliklarin dnemli bir etiyolojik ajanidir (139, 175, 177, 187).

Araujo ve ark.’nin Brezilya’da yaptiklari bir calismada hem HIV ile enfekte, hem de
immun sistemi saglam ¢ocuklarin digki orneklerine PCR-RFLP yontemi uygulanmisg,
olgularin %17.3’'Unde C. parvum, %34.8'inde C. hominis, %8.7’sinde C. meleagridis

saptanmigtir (188).

Glaeser ve ark.’nin isvigre’de yaptiklari bir ¢alismada ishal yakinmasi olan immun
sistemi saglam c¢ocuklarda %5.5 oraninda Cryptosporidium spp. saptandigi
bildirilmistir. Olgularin %81.8’inin Cryptosporidium hominis olmasi nedeniyle bu
nedenle boélgede enfeksiyonun antroponotik bulas goésterdigi sonucuna variimistir
(156).

COWP bolgesinin amplifikasyon Gruanune Rsa | enzimi kullanilarak yapilan RFLP

yontemi ile C. hominis, C. parvum ve C. wrairi birbirlerinden ayirt edilebilmektedir

(189). PCR sonucu elde edilen drunler daha sonra RFLP yontemi ile kesici enzimler
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kullanilarak veya sekans analizi yapilarak tir ayrimina olanak vermektedir.

Calismamizda RFLP ydntemi ile tir ayrimi basarili bir sekilde yapiimistir.

Ozellikle HIV enfeksiyonunun yaygin olarak goriilmeye baglamasi ile birlikte, immun
sistemi baskilanmis hastalarda goérulebilen birgok mikroorganizmaya ilgi artmistir.
Bunlar arasinda Cryptosporidium spp., Isospora belli ve Microsporidium spp. en
onemlileridir ~ (190).  Ozellikle immun sistemin  baskilandi§i  durumlarda
Cryptosporidium spp. ve Microsporidium spp. enfeksiyonlarinin  birlikteligi
gorulebilmektedir. Garcia ve ark.’nin c¢alismasinda immun sistemi baskilanmig
hastalarin digki érneklerinin mikroskobik olarak degerlendirilmesi sonucu %30’unun
sadece C. parvum, %42'sinin sadece Microsporidium ile, %28’inin ise her iki etken ile
birden enfekte oldugu saptanmigtir. Bu sonug, her iki etkenin de immun sistemi
baskilanmis hastalarda 6nemli ishal etkenleri oldugunu ve cryptosporidiosis
olgularinin ayni zamanda microsporidiosis enfeksiyonunu da tasiyabilecegini
gOstermesi agisindan onemlidir (191). Benzer sekilde Samie ve ark.’nin bir hastane
ve okulda yaptiklari bir galismada da olgularin %8’'inde hem Cryptosporidium spp.,
hem de Microsporidium spp. saptandigi bildirilmistir (82). Calismamizda olgulardan
ikisinde her iki etken enfeksiyonunun birlikte oldugu saptanmistir. Bu nedenle
Ozellikle ishal yakinmasi olan olgularda digkinin protozoonlar agisindan
degerlendiriimesi  yeterli olmadigi  gibi, koksidian parazitler = agisindan
degerlendiriimesi de yeterli olmamaktadir. Son yillarda immun yetmezliklilerde dnemi

vurgulanan Microsporidium spp. enfeksiyonu g6z ardi edilmemelidir.

Samie ve ark.’nin Guney Afrika’da yaptiklar bir calismada 3-5 yas arasi ¢ocuklarda
%25 oraninda Microsporidium enfeksiyonu saptandigi, 2 yas altinda ise bu
enfeksiyonun saptanmadigi bildirilmistir (82). Calismamizda Microsporidium spp.
saptanan bir olgunun 4 yasinda oldugu, diger olgularin 60 yas alti erigkinler oldugu
belirlenmistir. Calismamizda yas gruplari, nufus piramidi Uzerinde bagimli nufuslarin
degerlendiriimesi seklinde yapilmigtir. Parazit saptanan olgularin geng bagimli ve
uretken yas gruplarinda yer aldi§i belirlenmistir. Geng badimli grupta hijyenik
aliskanliklarin yeterince olugsmamasi, uretken grupta ise enfeksiyonun bulasi
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acisindan c¢evresel risk faktorleri ile daha fazla karsilagsmalari nedeniyle bu sonucun

elde edildigi dusunulmustuar.

Microsporidium spp. tUm dinyada, hem immun sistemi saglam, hem de immun
sistemi baskilanmis insanlari ve tim hayvanlari enfekte edebilen bir etkendir.
insanlari enfekte eden tiirleri immun sistemi saglam kisilerde subklinik veya klinik
enfeksiyona neden olurken, immun sistemi baskilanmig hastalarda kronik ishal,
emilim bozuklugu, siddetli kilo kaybi ve hatta 6lime neden olabilmektedir (2, 116,
192).

Microsporidiosisin immun sistemi saglam Kigilerdeki gercek prevalansi ile ilgili veriler
oldukga sinirlidir. immun sistemi saglam kisilerde oldugu kadar farkli etiyolojilere
bagh olarak immun sistemi baskilanmis hastalarda da daha fazla epidemiyolojik
calismaya gereksinim vardir. Ayrica diski 6rneklerinin etkene yodnelik tanisinda
guvenilir, standart, invaziv olmayan yontemlere ve etkili tedavi seg¢eneklerine ihtiyag
duyulmaktadir (190).

E. bieneusrinin tedavisinde uygun bir antiparazitik ilacin olmamasi ve ARTnin
gelismekte olan Ulkelerde yaygin olarak uygulanamamasi nedeniyle enfeksiyonun
Onlenmesine dair calismalar onemini korumaktadir. Enfeksiyonun onlenmesine
yonelik stratejiler ise, enfeksiyonun su kaynakli, besin kaynakli, zoonotik ve
antroponotik bulasi gibi pek ¢ok farkli bulas kaynaginin olmasi nedeniyle tam olarak

olusturulamamistir (193).

Etkenin bircok turl ve alt tirl olmasi nedeniyle bu konudaki epidemiyolojik veriler
arastirmacilarin ele aldigi ¢alisma gruplari ile iligkili olarak farkliliklar géstermektedir.
Bu konuda siklikla barsak enfeksiyonuna yol acan tlrler olan E. bieneusi ve E.
intestinalis ile ilgili calismalara daha fazla rastlanmaktadir. E. bieneusi ve E.
intestinalis barsak microsporidiosis etkenlerinden en sik goérulen iki tardar. E.
bieneusinin enfeksiyonlarin %90’ indan sorumlu oldugu, hem HIV pozitif, hem de HIV
negatif hastalarda en sik goértlen tir oldugu bildirilmistir.

Microsporidium’un epidemiyolojisi dunyanin farkli bolgelerinde buyuk farkhliklar

gostermektedir. Enfeksiyonun Ozellikle HIV pozitif hastalarda saptandigi, Afrika’da

102



oldukga yiiksek oranlarda oldugu bildiriimektedir. Ornegin Uganda’da kronik ishal
yakinmasi olan buyuk ¢odunlugu HIV pozitif gocuklarda %32.9, Zimbabwe’de %50
oraninda Microsporidium enfeksiyonu saptanmistir (82). Ulkemizde Yazar ve ark.’nin
yaptiklari bir galigmada bir AML hastasinin bronkoalveoler lavaj (BAL) 6rneginin
Giemsa ile boyanarak degerlendiriimesinde Microsporidium spp. saptandigi
bildirilmigtir. Olgunun antineoplastik ve steroid tadavisi ile immun sisteminin
baskilanmis oldugu bildiriimis, bu ilaglarin  kullaniminin  Microsporidium
enfeksiyonunun olusumunda predispozan faktor olabilecedi dugunulmustur (116).

Calismamizda Microsporidium spp. saptanan olgularin %50’sinin HIV enfeksiyonu ve
organ transplantasyonu gibi immun sistemi baskilanmig olgular oldugu belirlenmigtir.
Enfeksiyonun 6zellikle immun sistemin baskilandigi durumlarda belirgin klinige neden
oldugu, bu hastaliklarin varliginda &énemli bir ishal etkeni olarak akildan

cikarilmamasi gerektigi disunulmastar.

HIV ile enfekte kronik ishal yakinmasi olan olgularda E. bieneusinin %10-40
oraninda yuksek prevalansa sahip oldugu bildiriimektedir. Ancak ishal yakinmasi

olmayan HIV pozitif hastalarda bu oranin %3 civarinda oldugu bildirilmektedir (190).

Calismamizda parazit saptanan olgularin timunun ishal yakinmasi oldugu, bu
durumun olgularin buydk kisminin immun sistemi baskilanmis olmasi nedeniyle

olabilecegi dusunulmustar.

insanlari enfekte eden birgok tiriin hayvanlarda da enfeksiyon etkeni olarak
saptanmasi sonucunda parazitin zoonotik enfeksiyona neden olabildigi
bildiriimektedir. insanlari enfekte eden birgok tiir, ylizey sulari ve yer alti sularinda
saptanmigtir. Ayrica kontamine icme suyu ile meydana gelen salginlar da
bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Temsilciligi'nin “igme Suyunu
Kontamine Eden Ajanlar Listesi’nde [United States Environmental Protection
Agency’s (USEPA) Drinking Water Contaminate Candidate List (EPA 1998)] yer
almaktadir. Hizh, spesifik ve duyarl tani yontemleri kullanilarak diski ve cevresel
orneklerde parazitin varligi daha iyi arastirilabilecek ve insan sagligini tehdit eden

turler daha iyi anlasilabilecektir (2, 192). Calismamizda ele aldigimiz olgulardan bir

103



bolumu kontamine su kaynakli oldugu duasunudlen bir salgina ait olgulardir. Ancak bu

olgularda Microsporidium spp. saptanmamistir.

Enfeksiyonun tedavisi ve yayllma riskini azaltmak igin tir ayrimini saglayan yeni tani
yontemlerine gereksinim vardir (1, 2, 190, 194, 195, 196). Tudr ayrimi, 6zellikle
vicutta yayilimi ve tedavi protokoll birbirinden farkli olan E. intestinalis ve E.
bieneusi igin onemlidir (194, 197).

Albendazol tedavisi E. intestinalis enfeksiyonlarina etkili olurken, E. bieneusi
enfeksiyonlarinda ¢ok az vyararli bulunmustur. Fumagilinin E. bieneusi
enfeksiyonunda etkili olabilecegi bildiriimektedir (1, 194, 195, 196, 197).

Barsak microsporidiosis enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan klasik yontemler
etkenin 1sik veya elektron mikroskobu ile direkt olarak saptanmasina dayanmaktadir
(2, 194, 196, 197, 198). Bu amacla barsak biyopsi materyali 1sik veya elektron
mikroskobisi ile degerlendiriimektedir (199). Ancak bu sekilde degerlendirme oldukga
pahalidir ve invaziv islemler gerektirmektedir (2, 78, 190, 197, 198). GUnumuzde
diskinin 1s1k mikroskobisi ile degerlendiriimesine olanak veren daha basit ve hizli
sonug veren boya yontemleri gelistirilmistir (2, 190, 197, 198, 199). Bunlardan en sik
uygulanan Weber’in modifiye trichrome boya yontemidir (200).

Isik mikroskobisi ile yapilan morfolojik degerlendirme, Microsporidium spp.’nin bakteri
ve mayalardan ayrimini saglayabilmekte, ancak klinik yaklagsim ve epidemiyolojik
calismalar icin gerekli olan tir ayrimina olanak vermemektedir (2, 195, 197, 198,
201, 202). Ayrica mikroskobik degerlendirme icin deneyimli uzmana gereksinim
duyulmaktadir (195, 197, 202, 203).

Calismamiz sirasinda edindigimiz deneyime goére barsak florasinda bakterilerin artis
gosterdigi durumlarda, digki 6rneginden hazirlanan yayma preparatin Microsporidium
spp. agisindan degerlendiriimesinin oldukg¢a guglestigini gdérmekteyiz. Preparatlarin
¢ok ince olarak hazirlanmasi boya kalitesinin artmasini saglamaktadir. Bu yontem ile
Microsporidium spp. parlak pembe renkte boyanmakta ve posterior vakuol veya
santral diagonal bant gorulebilmektedir. Barsak florasinda yer alan bakteriler ve

artefaktlar ise agik mavi-mor renkte boyanarak etken ile iyi bir kontrast olusturmakta
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ve kolayca ayirt edilebilmesine imkan vermektedir. Candida albicans gibi kiguk
mayalar da parlak pembe renkte boyanmakta, fakat koyu renkte homojen yapi
gOstermekte ve i¢ yapilari gérulememektedir. Ayrica bu boya yontemi, ¢oklastirma
yontemi uygulanmadan formolle sulandirilan digkidan direkt hazirlanan yaymalara
uygulandidi i¢in c¢oklastirma sirasinda sporlarin kaybi s6z konusu olmamaktadir.
Etkenin boyay! gu¢ almasi nedeniyle, bu yontemde yer alan kromotrop bazli boya
basamaginin 90 dakika kadar uzun bir sure uygulanmasinin yeterli oldugu
disundlmustir. Sonug¢ olarak bu boya yonteminin etkenin tanisinda o6nemini
korudugu, deneyimli uzmanlar tarafindan, pozitif kontrol preparatlarla karsilastirilarak

degerlendiriimesi durumunda etkenin atlanmayacagi dusuncesindeyiz.

Microsporidium’un tanisinda floresan boyalarin da kullanildigini  gormekteyiz.
Calcofluor white ve Uvitex 2B gibi floresan boyalar endospor tabakasina
baglanmaktadir (2, 78, 195, 199, 200, 202). Ancak bu yéntemlerle tani igin floresan
mikroskoba gereksinim duyulmakta, deneyimli uzmanlarca degerlendirme

gerekmekte ve etkenin tlr ayrimi da yapilamamaktadir (2, 78, 190, 195, 199, 202).

Istk mikroskobu ile degerlendirmede 1 gr diskidaki spor konsantrasyonunun 10%-10°
arasinda olmasi gerektigi, ancak giivenilir bir degerlendirme igin 1 gr diskida 10° spor
konsantrasyonunun gerekli oldugu bildiriimektedir (198). Az sayida spor iceren digki
orneklerinin degerlendiriimesinde modifiye trichrome ve floresan boya ydntemlerinin
birlikte uygulanmasinin yararl olacag bildiriimektedir (1, 199). Digki 6érnegindeki spor
konsantrasyonun artirlmasi igin uygulanan ¢oktirme ve yuzdurme gibi
konsantrasyon ydntemlerinin modifiye trichrome boya yontemi ile etkenin
saptanmasinda basariyi azalttigi bildirilmigtir (191, 200). Cok az sayida spor iceren
orneklerde birden fazla preparatin degerlendiriimesinin yararli olacagi, ancak daha
fazla zamana gereksinim olacag bildirilmigtir (191).

Calismamizda boya yontemi ile mikroskobik degerlendirme sonucu pozitif saptanan
orneklerin benzer sekilde ¢ok az sayida spor igerdigi goérulmustir. Bu nedenle birden
fazla preparat hazirlanmis, farkh zamanlarda tekrar degerlendirilerek etkenin gdézden
kacgiriimamasina cgalisiimistir. Ayrica degerlendirmeler pozitif kontrol preparatlar ile

kargilastirilarak yapilmistir. Bu olgulara ait ¢oklastirma yodntemi ile hazirlanan
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preparatlardan basarili sonu¢ elde edilememistir. Coklastirma ydéntemlerinin
literaturlerde belirtildigi gibi spor kaybina neden oldugu dusunulmustur. Ayrica
preparatlarin ¢ok ince olarak hazirlanmasinin, 6zellikle digki gibi bircok artefakt ve
Microsporidiun’a benzer yapi igceren materyalde etkenin saptanmasini
kolaylastirdigi, aksine kalin olarak hazirlanan preparatlarin olduk¢ga yogun boya
almasi ve igeriginin karmasikligindan dolayi kolayca gézden kagabilecek kadar kuguk

boyuttaki etkenin atlanmasina neden olabildigi belirlenmistir.

Etkenin saptanmasi ve tlr ayriminin yapilabilmesini saglayan floresan isaretli
poliklonal ve monoklonal antikorlar kullanilarak |FAT ile Microsporidium spp.
arastinlabilmektedir (1, 2, 199, 200). Bu testler, ylksek maliyetleri, dusuk
duyarhliklari ve uzun zaman gerektirmeleri nedeniyle tim laboratuarlarda etkenin
rutin tanisinda kullanilamamaktadir (2, 203). Bu nedenle galismamizda mikroskobik
degerlendirme amaciyla duyarlihgi daha yuksek, maliyeti daha dusuk ve
uygulanmasi daha kisa zaman alan bir yontem olan Weber'in modifiye trichrome

boya yontemi kullaniimistir.

ince barsak biyopsi materyalinin elektron mikroskobi ile degerlendiriimesi taninin
dogrulanmasi ve tur ayriminin yapilabilmesi i¢in halen guvenilir bir tani yontemidir (1,
190, 194, 196, 197, 198, 202). Elektron mikroskobunda polar tip sarmalinin yerlesimi
ile E. bieneusinin Encephalitozoon turlerinden ayrimi yapilabilmektedir (2, 200).
Ancak elektron mikroskobisi ile degerlendirmenin bazi kisitlihklart vardir. Bu
kisithihklardan en onemlisi invaziv bir islem olan biyopsi alinmasini gerektirmesi,
biyopsi kesitlerinin hazirlanma ve degerlendiriimesinin zahmetli olmasidir (2). Diger
kisithiiklari ise pahali, uzmanlik gerektiren, her laboratuarda bulunmayan
ekipmanlara gereksinim duyulan ve uzun zaman alan bir yontem olmasidir (78, 190,
197, 200). Bu kisithliklari nedeniyle etkenin tanisi icin daha basit ve kolay
uygulanabilir yontemlere dogru bir egilim vardir. E. intestinalis’e 6zgu monoklonal
antikorlar kullanilarak ELISA, WB gibi serolojik yontemlerle serumdaki microsporidia
antikorlari saptanabilmektedir (2, 200). immun sistemi baskilanmis hastalarda diisiik
antijenik yanitin gorulmesi, farkl microsporidia turleriyle ¢gapraz reaksiyon gorulmesi

ve tum tlrlere 6zgu reagenlerin bulunmamasi bu ydntemlerin dezavantajlaridir (2,
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197). Bu nedenle tani halen etkenin direkt olarak gértlmesine dayanmaktadir (200).
Calismamizda uzun zaman alan, duyarliliklari disik ve maliyetleri oldukga yuksek

olan bu yontemler tercih edilmemigtir.

GuUnumuzde molekuller yontemlerin, konvansiyonel ydntemlerin kisithliklarini ortadan
kaldiracagi dusunulmektedir. Dikkatli primer ve prob segimi, uygun ¢alisma kogullari
ile Kklinik orneklerden etkenin saptanmasi ve tur ayrimlarinin yapilmasi mumkun
olmaktadir. PCR yontemi invazif bir girisim gerektirmemesi nedeniyle olduk¢a 6nemli
bir tani araci olarak kabul edilmektedir. Floresan boyalar ve modifiye trichrome boya
yontemi ile tanida PCR’in dogrulama ve tlr ayrimi yontemi olarak kullaniimasi

tavsiye edilmektedir (2).

PCR ile biyopsi materyalleri, safra ve diski érnekleri gibi klinik érneklerde ve gevresel
orneklerde etkenin saptanabilmesi ve sonrasinda tur ayrimlari kolaylkla
yapilabilmektedir (1, 2, 78, 82, 198, 201).

PCR icin drnekler invaziv olmayan basit yontemlerle alinabilmekte, birgok uygulama
icin ortak kosullarda saklanabilmekte ve ayni drneklere rutin parazitolojik inceleme de
yapilabilmektedir. Ozellikle AIDS hastalarinda barsak microsporidiosisinin tanisinda

PCR’in oldukga yararli bir ydontem oldugu dusunulmektedir (194).

PCR yontemi ile “panmicrosporidian primerler” (PMP1 ve PMP2) kullanilarak tarlerin
ayrimi yapilabildigi gibi, arastirilmak istenen tlre 6zgu primerler kullanilarak elde
edilen PCR Uranudne uygulanan RFLP yontemi ile de tir ayrimi yapilabilmektedir (2,
203). PMP1 ve PMP2 primerleri ile amplifikasyon sonucu elde edilen 250 bp bandin
E. bieneusi, 270 bp bandin E. intestinalis, 268 bp bandin E. cuniculi, 279 bp bandin
E. hellem ve 240 bp bandin V. cornea’ya ait oldugu bildiriimektedir (1, 198, 204).
Ture 6zgu primerler olarak ise siklikla small subunit ribosomal RNA'ya (SSU rRNA)
dayali spesifik primerlerin kullanildigi bildiriimektedir (197).

Calismamizda PMP1 ve PMP2 primerleri kullaniimis ve basarili sonuglar elde

edilmigtir. Spor duvarinin parcalanmasini saglayan ticari kitlerle yapilan DNA
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ekstraksiyonu sonrasinda panmicrosporidian primerlerle yapilan amplifikasyonun

oldukga pratik oldugu ve basarili sonuglar verdigi dusunulmektedir.

Ancak PCR’In digkidan DNA ekstraksiyonu yapilirken sporun pargalanmasindaki
guglikler, 6zellikle digkida bulunan bazi inhibitorlerin yeterince uzaklastirilamamasi
veya DNA ekstraksiyonun zayif olmasi gibi bazi kisithliklari da mevcuttur (1, 202).
PCR miksi igerisine kazein ve bovin serumun eklenmesiyle inhibitorlerin etkisinin
azaltilabilecegi bildirilmigtir (195).

Calismamizda -80°C’de dondurularak saklanan digki drnedinde PCR ile pozitif sonug
alinan olgunun formalinle saklanan digki érnegine uygulanan DNA ekstraksiyonunun
basarili olmadigi belirlenmistir. Formalinin PCR Uzerine guglu inhibitér etki gdsterdigi,
ekstraksiyondan 6nce tamamiyla uzaklastirimasi gerektigi dusunulmuastur.
Cryptosporidium spp.’nin saptanmasi igin kullanilan ticari izolasyon kitinin igerisinde
bulunan tabletin formalinin inhibitdr etkisini ortadan kaldirabildigi belirlenmistir. Ancak
Microsporidium spp. arastirilan formalinle saklanan érneklerde izolasyonun, bu Kkitin
sporlarin duvar yapisini pargalayamadigi i¢in kullanilamamasi, onun yerine igerisinde
inhibitorlerin uzaklastiriimasini saglayan tabletin bulunmadigi dokudan izolasyon

kitinin kullanilmasinin basarisiz sonuca neden oldugu dusunulmustar.

PCR yonteminin duyarliiginin artiriimasi igin etkili bir DNA ekstraksiyon yontemine
gereksinim vardir (198, 202). Bu konuda yararl oldugu bildirilen manuel yontemlerin
yani sira ticari kitler de onerilmektedir. Bu kitlerden bazilari QlAamp stool mini Kit,
Instagene Matrix, RapidPrep Micro Genomic DNA isolation kitidir (202). DNA
ekstraksiyonu basamagi, sporlarin oldukga dayanikl olmasi ve digkida birgok PCR
inhibitord bulunabilmesi nedeniyle dnemlidir (198). Bakterilere yonelik galismalarda
DNA’nin  agiga c¢ikarilmasi igin orneklerin  kaynatilmasi seklindeki DNA
ekstraksiyonunun basit ve ekonomik bir ydntem oldugu rapor edilmektedir.
Ombrouck ve ark. Microsporidium spp.’nin bu ydntemle basari ile saptandigini
bildirmistir (1). Digki 6rneginin dille edilmesinin (1) veya kaynatiimasinin ardindan
dilie edilmesinin de PCR inhibitorlerini uzaklagtirarak duyarhhgin artinldigr ileri
surtlmektedir (198).
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Calismamizda kaynatma isleminin spor duvarinin pargalanmasini saglamadigi
gorulmus, ancak digki 6rneginin dillie edilmesinin sonucu olumlu yonde etkiledigi

belirlenmistir.

DNA ekstraksiyonunun basarisini artirmak i¢in dnerilen bir diger yontem, lizis buffer
icerisinde, 80°C’de 10 dakika isitiimasidir (195). Alkalin veya guanidyum tiosiyanat
ile hicre lizisinin saglandigi da bildiriimektedir. Modifiye su-eter sedimentasyon
prosedurd ile duyarhligin artirildigi, DNA ekstraksiyonu igin spor konsantrasyonunun
artirildigi bildirilmektedir. Spor duvarindaki kitin yapisinin pargalanabilmesi igin kitinaz
enzimi de kullanilabilmekte, ayrica cam boncuklarla mekanik parcalanma da
saglanabilmektedir. Elde edilen DNA ekstrakti, QlAamp spin kolonlarin silika
membraniyla purifiye  edilmekte, diskida bulunan PCR inhibitorleri
uzaklastirlmaktadir. Ayrica hipoklorit veya formalinle islemlenmesine gerek
kalmamaktadir. Bu islemler 3 saatten daha kisa surmektedir. Bu prosedur ile

mukemmel sonuglar alindigi bildirilmistir (198).

Pozitif kontrol érnekleri ile yaptigimiz ¢alismalar ile digkidan DNA izolasyon Kkitinin
spor duvarini pargalamakta yeterli olmadigi gorilmus, bu nedenle farkl ekstraksiyon
prosedurleri denenmistir. Bu prosedurlerden biri, digki 6rneklerinin DNA izolasyon Kiti
ile ekstraksiyon prosedurt uygulanmadan once 10 dakika kadar kaynatiimasidir.
Ancak bu islem ile sonug elde edilememigtir. Ayrica kitin lizis bufferina ek olarak farkli
bir lizis buffer ile islem yapilmistir. Bu islem ile de istenilen dizeyde basari elde
edilemedidi igin dokudan DNA izolasyonu amaciyla kullanilan bir ticari kit kullaniimig
ve bu uygulamadan basarili sonu¢ elde edilebilmistir. Daha sonra tim diski
orneklerine bu prosedir uygulanmig, PCR sonucunda, mikroskobi ile pozitif olarak
degerlendirilen orneklerden sadece birinde etkene 6zgu bantlar elde edilmistir. Bu
sonucun Ozellikle diski o6rneklerinin partikil icermesi ve spor konsantrasyonunun
distk olmasi nedeniyle ortaya ¢iktigi dustnilmistir. Orneklerin farkli oranlarda
dilie edilerek DNA ekstraksiyonunun tekrarlanmasi sonucunda, 1/2 oraninda dilie
edilen ornekler disindaki dilisyonlarda sporlarin, izolasyon kitinin spin kolonundan
gegerken kolonda tutundugu, buna bagli olarak PCR’da basarili sonug alinamadigi

disundlmustar.
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DNA ekstraksiyonunun duyarlihginin artiriimasi igin spor konsantrasyonunun
artinlmasi1 veya daha sonra DNA'nin pdurifiye edilmesi gerekmektedir (202). Isik
mikroskobisinin 1 gr diskida 10*-10° spor gibi yiiksek spor konsantrasyonuna sahip
orneklerde daha duyarli bir ydontem oldugu bildirilirken (205), PCR yodntemi ile diski
orneklerindeki spor konsantrasyonunun 1 gr diskida en az 10% spor olmasi gerektigi
bildiriimektedir (198, 205). Bu yéntem ile giivenilir sonuglar igin ise 1 gr diskida 10°
spor veya yuksek miktarlar olmasi gerektigi bildiriimektedir (192). Gunumuizde
kullanilan yontemlerin en 6nemli kisithliklarindan biri, ¢ok kiguk miktardaki digki
orneklerinin incelenmesidir. Genellikle 1 grdan daha az, hatta 0.1 gr kadar az
miktarlarda diski kullaniimaktadir. Kuguk miktardaki digki oOrnekleri daha kolay
islemlenebilmesi ve daha az PCR inhibitdrd icermesine karsin, tUm o&rnegi
yansitmayabilmektedir. Ayrica o6rnekteki etken konsantrasyonu dusik oldugunda
yontem etkenin saptanmasinda yeterince duyarli olmamaktadir (192).

Mikroskobik degerlendirme ve PCR’In karsilastirildigi  calismalar gbzden
gegirildiginde calismalarin buylk bir kisminda barsak microsporidiosis tanisi ve
epidemiyolojisinin belirlenmesinde PCR’in duyarli, hizli ve tir ayrimi yapilmasini da
saglayan degerli bir tan1 ydntemi oldugu sonucuna varilmigtir (1, 197).

Mdaller ve ark.’nin yaptiklari bir calismada mikroskobide pozitif saptanan tum
orneklerin PCR ile de pozitif saptandigi, mikroskobinin saptayamadigi 2 6érnekte PCR
ile etkenin saptandigi bildirilmistir (198). Katzwinkel- Wladarsch ve ark.’nin yaptiklari
bir calismada mikroskobik degerlendirme ile %47, PCR ile %82 oraninda pozitif
sonug elde edildigi bildirilmistir. Mikroskobi ile negatif olarak degerlendirilen
orneklerden 4’GUnlin PCR ile pozitif olarak saptandigi, mikroskobide pozitif olarak
degerlendirilen 2 6rnegin ise PCR ile negatif olarak saptandidi bildirilmistir (203).
Kock ve ark.’nin yaptiklari bir galismada ise her iki yontemin de %82 oraninda pozitif
sonug verdigi, PCR ile pozitif olarak saptanan 4 6rnegin mikroskobi ile negatif olarak
degerlendirildigi, mikroskobi ile pozitif olarak degerlendirilen 2 6rnegin ise PCR ile
negatif olarak degerlendirildigi bildirilmigtir (80).

Calismamizda mikroskobi ile etken saptanan diski érneklerinin ¢ok az sayida spor
icerdigi belirlenmigtir. PCR ile elde edilen pozitifik oraninin mikroskobiden daha

dusuk olma nedenlerinin ise, ¢alisma i¢in ¢ok az miktarda digki 6rnegdi kullaniimasi ve
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zaten az sayida olan spor igeriginin bu sekilde daha da azaltiimis olabilecegi, ayrica
sporlarin digki igerisine homojen olarak dagiimamasi nedeniyle diskinin spor
icermeyen kismindan alinan 0ornegin PCR ile degerlendiriimis olabilecegi

disundlmustar.

Digki 6rneklerinde Microsporidium spp.’nin saptanmasi 6zellikle az sayida spor atilim
oldugunda gu¢ olmaktadir. Spor atiiminin az oldugu diski drneklerinde hem boya,
hem de PCR calismasinin digkinin spor icermeyen kismindan alinarak yapilmasi
durumunda etken atlanabilecedi gibi, 0Ozellikle PCR’da ekstraksiyon sirasinda
sporlarin spin kolona tutunup islemin bir sonraki agamasina gegememesi nedeniyle
de tani atlanabilmektedir.

Mdaller ve ark.’nin yaptiklari bir ¢calismada isik mikroskobi ile %3.3, PCR ile %6
oraninda Microsporidium spp. saptanmistir. Ancak ishalli hastalarda taninin
genellikle spor atihminin azaldigi, enfeksiyonun ge¢ ddnemlerinde koyuldugu
bildirilmektedir (206).

Calismamizda Weber’in modifiye trichrome boya yontemi altin standart olarak kabul
edildiginde PCR ydnteminin duyarlihigi %25, seciciligi %100 olarak hesaplanmigtir.
Olgu sayimiz oldukga sinirli olmasina karsin Microsporidium spp.’nin saptanmasinda
PCR yonteminin Weber'in modifiye trichrome boya yontemine alternatif bir tani

yontemi olarak kullanilamayacagi kanisina varilmigtir.

Calismamiz Ulkemizde PCR yoéntemi ile Microsporidium spp.’nin saptandigi ilk
calisma olmasi acgisindan 6nemlidir. Ancak bu konuda daha fazla sayida 6rnekle
yapilacak caligmalar ile etkenin Ulkemizde gorulme sikhgi, enfeksiyon igin risk
faktorleri, bulag yollari ve klinigine yoénelik detayh verilerin elde edilmesi mumkin
olacaktir. Calismamizin bu konuda planlanacak calismalara yol gdsterici nitelikte

olacagini disunmekteyiz.

Sonu¢ olarak Cryptosporidium spp.’nin  saptanmasinda PCR’in glvenle
kullanilabilecek bir yontem oldugu ve Kinyoun acid fast yontemine tercih
edilebilecegi, ancak Microsporidium spp.’nin saptanmasinda Weber’in trichrome boya

yonteminin PCR’dan daha glvenilir bir tan1 araci oldugu kanisina variimigtir.
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6. SONUGC VE ONERILER

Her yas grubundan ishalli olgular ile immun sistemi baskilanmig hastalara ait digki
orneklerinin, rutin parazitolojik incelemelere ek olarak Cryptosporidium spp. ve
Microsporidium spp. agisindan da degerlendiriimeleri gerektigini disinmekteyiz.
Cryptosporidium spp.’nin saptanmasinda Kinyoun acid fast boya yontemi referans bir
tani yontemi olarak kabul edilmesine karsin bazi kisithliklarinin oldugu, PCR’In ise
hem daha duyarli bir yontem oldugu, hem de etkenin tur ayriminin yapilmasina da
olanak verdigi ve bu nedenlerle daha kullanigh bir tani yontemi oldugu
disundlmustir. GUunumuzde bu parazitin sadece saptanmasinin yeterli olmadigi,
Ozellikle bulas yollari ve kaynaklarinin anlasiimasi, korunma yollarinin belirlenmesi,
farkh turlere ait kliniginin ortaya koyulmasi ve son olarak uygun tedavi protokollerinin
olusturulmasi ic¢in tdir ayriminin da gerekli oldugu bilinmektedir. Calismamiz
ulkemizde C. meleagridis’in bildirildigi ilk calisma olmasi agisindan 6zgundur.
Ulkemizde bu konuda kisith sayida galisma olmasi nedeniyle bundan sonraki
calismalarin parazitin molekuler ydntemler kullanilarak turlerinin saptanmasina
yonelik olmasi gerektigini dusinmekteyiz.

Ayni calisma grubunda arastirilan bir diger etken olan Microsporidium spp.’nin
tanisinda Weber'in modifiye trichrome boya yonteminin glvenle basvurulacak bir
yontem oldugu belirlenmigtir. Bu yontemin rutin tanida kullaniimasi gereklidir. Ancak
Cryptosporidium spp. gibi bu parazitin de epidemiyolojisinin ortaya konulmasi, uygun
tedavi protokolinun olusturulmasi ve tar ayrimi i¢in PCR protokolunin olusturulmasi
gerekmektedir. Etkenini DNA’sInin elde edilmesindeki zorluklar nedeniyle uygun DNA
ekstraksiyon prosedurinun, spor konsantrasyonunun artiriimasi igin  uygun
konsantrasyon yonteminin olusturulmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Microsporidium
spp. ile ilgili Ulkemizde olduk¢a az sayida galisma mevcuttur. Calismamizda etkenin
rutin tanisinda kullanilabilecek bir yontem olan Weber’in modifiye trichrome boyasina

ait uygun bir prosedur olusturulmustur. Calismamiz Ulkemizde insan microsporidiosis
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olgularinda PCR ydntemiyle E. intestinalis tirinun ilk kez saptandigi calisma olmasi
acisindan oOzgundur. Bundan sonra yapilacak caligmalarda etkenin tur ayrimina

yonelik olarak molekuler yontemlere agirlik verilmesi gerektigini diguinmekteyiz.

insan Microsporidium olgularinin PCR ile tespitine yonelik llkemizde yapilmis az
sayida calisma olmasi bu konuda halen olusturulmasi gereken tani prosedurine
yonelik eksiklikleri de beraberinde getirmektedir. Edindigimiz deneyimler
dogrultusunda spor duvarinin pargalanmasi asamasinda karsilagilan gugliklerin,
yontemin DNA ekstraksiyonu basamagindaki en énemli kisitlilik oldugunu belirledik.
Pozitif olgu sayimizin az olmasi tir ayrimina yonelik verilerin de sinirli olmasina yol
acmistir. PCR ile ilgili net prosedur bilgilerinin verilebilmesi ve Ulkemizdeki tlrlerin
ortaya konabilmesi igin daha fazla sayida olgu ile yapilacak c¢alismalara ihtiyag

bulunmaktadir.
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