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Ozet

Amag. Cryptosporidium spp. ve Giardia intestinalis insanda ishal nedeni olabilen 6nemli
protozoonlardir. Bu parazitozlarin tanisinda etkensel tani yontemlerinin yaninda antijen tarama
testleri de kullanilabilmektedir. Calismamizda ishalli hastalarda konvansiyonel ydntemlerle
birlikte Direkt Fluoresan Antikor (DFA) yontemi ile G.intestinalis ve Cryptosporidium spp.
varliginin saptanmasi ve bu iki protozoonun gastroenterit olgularindaki roliiniin arastirilmasi
amaclanmustir. Yontem. Sivas il merkezindeki ii¢ hastanenin (Cumhuriyet Universitesi Uygulama
ve Arastirma Hastanesi, Sivas Numune ve Sivas Devlet Hastanesi) gesitli servislerine enterit
yakinmalartyla bagvuran 32°si kadin, 68’1 erkek toplam 100 ishalli hastaya ait digki drneklerinde
direkt inceleme ve asit-fast boyama yontemi ile yapilan mikroskobik incelemelerde parazitlere ait
kist ve/veya ookistler, DFA y&ntemi ile parazitlere ait antijenler arastirilmistir. Incelenen grupta
yer alan hastalar 0-80 yas araliginda bulunmaktadir. Bulgular. Calismada, ishalli 100 digki
Orneginin 2’sinde direkt mikroskobide G.intestinalis goriilmiistiir. Asit-fast boyama ile birinde
Cryptosporidium spp. goriilirken, DFA ile 4’tiinde (%4,0) Cryptosporidium spp., 2’sinde (%2,0)
G. intestinalis antijenlerine rastlanmistir. Cryptosporidium spp. saptanan hastalarin eriskin yas
grubunda yer almasi ilging bulunmustur. Sonug. Cryptosporidium spp. ve G. intestinalis’in ikisini
de igeren DFA testleri rutin ¢alismalarda ve prevalans arastirmalarinda kullanilabilen kolay,
duyarli ve giivenilir bir testtir. Diger taraftan enterit nedenleri arasinda sayilan bu iki protozoon
incelenen hasta grubunda toplam %6 oraninda bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Cryptosporidium spp., giardia intestinalis, DFA, ishal

Abstract

Aim. Cryptosporidium spp. and Giardia intestinalis are important parasitic protozoan causing
diarrhea in developing and developed countries. Diagnosis of the Cryptosporidium oocyst in stool
samples by conventional microscopy is labor-intensive and time-consuming. Thus, we aimed the
presence of these protozoa in patients with diarrhea and to evaluate the usefulness of direct
fluoresan antibody (DFA) test in detecting Cryptosporidium spp and G.intestinalis. from fecal
specimens. Methods. For this aim, microscopy and specific antigen detection methods were used
to determine Cryptosporidium spp. and G.intestinalis. One hundred stool specimens were
examined taken from patients with diarrhea whose ages ranged from 0 to 80 of applied to Hospital
of Cumhuriyet University, Numune and Goverment Hospital in Sivas. All samples were tested for
Cryptosporidium spp. G.intestinalis antigen by DFA and oocysts via gold Standard modified acid-
fast staining for Cryptosporidium spp.and G.intestinalis direct microscopy. Results. One specimen
was found to be positive by modified acid-fast staining method and four specimens by DFA
method were found to be positive for cryptosporidiosis. On the other hand two specimens were
found to be positive both direct microscopy and DFA for giardiosis. Conclusion. The results of
DFA test indicate that the simple, rapid, reliable, and standardized test is sensitive and specific for
routine diagnosis and may be useful for large-scale epidemiological studies of cryptosporidiosis
and giardiosis.
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Giris

Cryptosporidiosis farkli genotipteki Cryptosporidium spp.’lerin insan ve hayvanlarda
asemptomatik infeksiyondan akut enterik hastaliklara kadar degisebilen tablolara yol
actig1 bilinen bir hastaliktir [1]. insanlarda 1982 yilina kadar daha gok bagisiklik sistemi
baskilanmis bireylerin infeksiyonu olarak bilinen cryptosporidiosisin 6zellikle laboratuvar
tan1 yontemlerinin gelismesiyle bagisiklik sistemi saglam bireylerde de goriilebilecegi ve
hastalik olusturabilecegi belirlenmistir [2, 3]. Cryptosporidium spp. insandan insana
direkt temasla, su veya besin yoluyla, hayvanlarla temas yoluyla, hava yoluyla, toprak ve
tastyict konaklarla, indirekt yolla ve seksiiel yolla bulasabilir [2]. Cryptospordium
enfeksiyonu ilk defa 1907 yilinda Tyzzer tarafindan farelerde gosterilerek tantmlanmustir.
1980 lerde AIDS 1i hastalarda 6liime yol agan zoonotik bir hastaligin etkeni oldugu
arastiricilar tarafindan rapor edilmistir [1-3]; 1990 larda ozellikle Amerika Birlesik
Devletleri’nde salginlar olusturdugu ve saglam bireylerde de hastalik yapabildigi
bildirilmistir. Ayrica ayn1 donemlerde seyahat ishallerinden sorumlu oldugu belirlenmistir
[4, 5].

Aragtirmalarda farkli yontemler kullanilmig olsa da geri kalmis iilkelerde, 2 yas alti
cocuklarda [6-8], evcil hayvan besleyenlerde [9], gastroenteritlilerde [10, 11], beslenme
yetersizliklerinde [11), homoseksiiellerde, immiinyetersiz bireylerde, seyahat edenlerde,
sicak ve nemli ortam ve mevsimlerde enfeksiyonun daha sik goriildiigii bildirilmektedir
[2]. Bu calismalarin bazilarinda Cryptosporidium ookistlerinin klorlanmis sularla veya
herhangi bir isleme tabi tutulmayan sularla enfeksiyona neden olabilecegi belirlenmistir.
Ayrica infekte insan ve hayvan digkilariyla kontamine olmus havuzlar ve goéllerin birer
kaynak olabilecegi saptanmigtir [12-15].

Cryptosporidiidae ailesine bagli 22 Cryptosporidium tiirii adlandirilmustir. C. parvum tiirii
ise baz1 memeli hayvanlardan ve insandan (genotip 2) bildirilen en yaygin tiirdiir ve 7
farkli genotipinin bulundugu bildirilmistir. Zoonoz karekterdeki C. parvum ile
anthroponotik karekterdeki C. hominis insandaki cryptosporidiosisden en sik sorumlu
olan etkenlerdir [16].

G. intestinalis, enterik bir protozoon olup, sanayilesmis ve geligsmis iilkelerde ishal,
malabsorpsiyon ve gelisme geriligi nedeni olarak bilinmektedir. Gelismekte olan
iilkelerde asemptomatik infeksiyonlar daha yaygindir ve diyare nedeni olmalar1 soru
isaretiyle karsilanmaktadir. Gelismis iilkelerde ise ishal nedeni olmakla birlikte
infeksiyona genel popiilasyonda %S5 civarinda rastlanmaktadir. Cocuklarda ise bu oran
%30’lara kadar c¢ikabilmektedir. Cocuklarda malabsorpsiyonun eslik ettigi, akut ve
persistan diyareye neden oldugunu belirten yayinlar da, akut diyareyle iliskisi olmadigini
belirten ¢alismalar da bulunmaktadir. Deneysel ¢aligmalarla G.intestinalis’in bazi
suslarinin goniillii saglikl bireylerde diareye neden oldugu gosterilmistir [17].

G.intestinalis’in infekte bireylerde tanisi, diski incelemelerinde mikroskobik olarak,
parazitin kist ve/veya trofozoitlerinin goriilmesiyle konmaktadir. Kist sayisinin az oldugu
durumlarda ise bulunamayabilir. Bu ve benzer nedenlerle giiniimiizde digkida antijen
arayan ELISA (duyarlilik %90-100, 6zgiillik %100) ve Direkt Fluoresan Antikor testi
(DFA) (duyarlilik ve 6zgilliik her ikisi de %100) de tanida kullanilmaktadir [18].

Bu c¢aligmadaki amacimiz, gastroenterit tanisi alan kisilerde G. intestinalis ve
Cryptosporidium spp. nin prevalansini DFA yontemiyle saptamak ve ishalli olgularda bu
iki protozoonun roliinii belirlemeye ¢aligmaktir.
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Gere¢ ve yontem

Calismada, Nisan 2012 ile Eyliil 2012 tarihleri arasinda Cumhuriyet Universitesi
Uygulama ve Arastirma Hastanesi, Sivas Numune ve Devlet Hastanelerine bagvuran 100
ishalli hastanin digkilar1 incelenmistir. Hastalarin 24’i 0-16 arasi ¢ocuk yas grubunda yer
alirken, 66’s1 17 yas ve tizerinde bulunmaktaydi.

Diski Orneklerinin toplanmasi: Digki 6rnekleri yukarida belirtilen tarihler arasinda
toplanmustir. Digki 6rnegi toplanacak kisiler ¢aligma ile ilgili olarak bilgilendirilmis ve
onaylar1 alindiktan sonra diskilar1 toplanmistir. Diskilar su ¢cekmeyen diski kaplarina
almmus, kutu iizerindeki etiketlere gerekli aciklamalar yazilmig (Hastalarin yaglari,
cinsiyetleri, geldikleri klinikler v.b.)ve ayn1 giin incelemeye alimmuistir. Direkt inceleme
ve asit fast boyamasi i¢in gerekli islemler bir taraftan yapilirken 6rneklerin bir bolimii
DFA i¢in %10’luk formaline konmustur.

Toplanan orneklerin incelenmesi: Tiim 6rneklere 6ncelikli olarak ¢oklagtirma yontemleri
uygulanarak;
1. Direkt inceleme: Lam lamel arasi, serum fizyolojik ve lugol ile yapilmistir.
2. Modifiye Asit Fast (MAF) boyama yontemi i¢in yayma preparatlart hazirlanmig
ve 100x lik objektifle Cryptosporidium spp. yoniinden incelenmistir.
3. DFA testi: Calismada immunofluoresan testi (MERIFLUOR® C/G, Cincinati,
Ohio USA) kullanilmistir. Testler iiretici firmanin 6nerdigi sekilde calisilmis ve
fluoresan mikroskobunda degerlendirilmistir.

Bulgular

Gastroenterit yakinmalariyla basvuran 100 gastroenteritli hastanin 2’sinde direkt
mikroskobide G. intestinalis goriilmiigtiir. Ayni hastalarin DFA testleri de pozitif
saptanmistir.

Asit-fast boyama ile hastalarin birinde Cryptosporidium spp. goriiliirken, DFA ile 4’iinde
(%4,0) Cryptosporidium spp. antijenlerine rastlanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Ishalli hastalarda tam icin kullamilan yontemler ve saptanan sonuglar.

Arastirilan Arastirllan  Arastirma yontemi
parazit grup Direkt mikroskobi Asit-fast DFA

+ - + - + -

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Sayi(%) Say1(%) Sayi (%)
Giardia Gastroenterit , 55 98 980 GMD* GMD 2 20 98 98,0
intestinalis n: 100
Cryptosporidium Qastroenterlt GMD GMD 1 10 99 990 4 40 96 96,0
spp. n: 100

GMD: Goriilmedi

Her iki parazit birlikte ayn1 hastada saptanmamigtir. Bu nedenle her iki protozoon, 100
hastanin 6’sinda saptanmistir. Calismaya alinan 24 cocuk hasta Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Klinigi’nden, 66 eriskin hasta ise basta I¢ Hastaliklar1 Klinigi’nden olmak
iizere Infeksiyon, Gastrenteroloji, Nefroloji kliniklerinden gelmislerdir. Calismada
saptanan pozitifliklerin hepsinin 17 yas ve {isti grupta saptanmis olmasi ilging
bulunmustur. Cocuk hastalarin hig birinde herhangi bir paraziter etkene rastlanmamustir.

Erigkin hasta grubunun 28’1 kadin, 48’1 ise erkek hastalardi. Kadin hastalarin ikisinde
DFA ile Cryptosporidium spp., erkek hastalarin da ikisinde Cryptosporidium spp.
ikisinde G.intestinalis saptanmustir.

Calismada direkt mikroskobi incelemelerinde bir hastada Entamoeba histolytica
trofozoitlerine rastlanmis ve antijen tarama testi(ELISA) ile sonu¢ dogrulanmigtir. Ayrica
10 olguda Blastocystis hominis de direkt mikroskobik incelemelerde gozlenmistir.

Cumbhuriyet Tip Dergisi Cumbhuriyet Tip Derg 2014; 36: 422-428
Cumhuriyet Medical Journal Cumhuriyet Med J 2014; 36: 422-428



425

Tartisma

Insanda ilk cryptosporidiosis olgusu 1976 yilinda bildirilmistir. ilk yillar 6zellikle immun
saglam bireylerde semptomsuz seyrettigi bildirilmigse de daha sonra yapilan galigmalarla
parazitin bu bireylerde de gastroenterit olusturabildigi belirtilmistir. Ancak immun
sistemi bozuk bireylerde Oliimciil olabilmesi bu bireylerdeki durum {izerine ilgiyi
cekmistir. Cryptosporidiosis AIDS hastalarinda agir seyretmekte olup, yasami tehdit
edebilmekte, solunum sistemi, karaciger, safra yollar1 gibi doku ve organlarda da parazit
saptanabilmektedir [1-3].

Tzipori, bu parazitle ilgili yapmis oldugu deneysel calismalarla birgok hayvan ve insani
farkli izolatlarla enfekte edebilmis, hatta insan ve hayvanlar arasinda bazi gegislerin
olabilecegini saptamustir [2].

Parazitin ookistlerinin normal su sebekelerinde kullanilan su dezenfeksiyonlarina karsi
direngli oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir. Klorlanan sulardan dahi bulagma
kapasitesi olan ookistlere bagli olarak bir¢cok su kaynakli salginlar da olusmustur. 1989
yilinda Ingilterede olusan salginda 5000 kisi, 1993’te ABD’de ¢ikan salginda 400 000
den fazla kisi Cryptosporidium spp.den etkilenmistir. Amerika’da The Center for Disease
Control and Prevention (CDC) 1993-1994°te olusan su kaynakli salginlarin %71inden
Cryptosporidium spp. ve G.intestinalis ‘in sorumlu oldugunu bildirmistir [4, 5].

Parazitin konak hiicreye yapigsmasinda; apikal bdlgeden salinan reseptdrlerin rolii oldugu
disiiniilmektedir. Baslica reseptorler; GP900, GP40, Trap-C1, P23, Cpal35, CPS-500,
CSL, CP12 ve CP2’dir. Parazit, konak hiicre zarina yapistiktan sonra olusturulan
parasitoforus vakuol igine yerlesmektedir. Bu 6zellik nedeniyle parazit hiicre i¢cinde ancak
sitoplazma disinda yerlesmektedir.

Cryptosporidiosis’in prevalansi {ilkenin gelismislik durumunda gore degismektedir.
Gelismis tilkelerdeki ishalli hastalarda ortalama 9%2,2’lik bir oran, gelismekte olan
tilkelerdeki ishalli hastalarda ise ortalama %6,1’lik bir oran bildirilmistir [2].

Cryptosporidiosis’in iilkemizdeki yayginligina yonelik yapilan ¢aligmalarda farkl
yontemler kullamlarak; ishalli cocuklarda Elgiin ve Koltas [7] %24,03; Ozcelik ve ark.
[10] %11,8; Dogan ve Akgiin [19] %3,6; Aydin ve ark. [20] tarafindan % 20, Celiks6z ve
ark. [11] tarafindan %19,8 oraninda, S6nmez ve ark. [21] %6,25; Yilmaz ve ark. [8]
%4,9 saptamiglardir. Bu ¢alismalardan bazilart ELISA ve Asit-fast ile elde edilen
sonuclardir. DFA ile elde etmis oldugumuz %4’lik oran son iki ¢alismaya yakin

bulunmustur. Yukaridaki ¢aligmalarin hi¢ birinde DFA kullanilmamugtir.

Cryptosporidiosis’in diinyadaki yayginligi, yapilan ¢aligmalardan bazilarinda; Avrupa’da
ve Amerika’da %]1-3, gelismekte olan ilkelerde ise %5-10 arasinda degistigi
bildirilmistir. Su kaynakli salginlar ise Ingiltere ve Amerika Birlesik Devletlerinden
bildirilmis olup bunlardan 1993 te Milwaukee’de ¢ikan salginda 403 000 kisinin C.

hominis ile infekte oldugu saptanmustir [4, 5].

Cryptosporidium tanisi i¢in ¢esitli testler gelistirilmistir. Mikroskobi ydntemi bunlarin
basinda gelir. Diski veya dokulardan ookistleri ayirt edici boyama yontemleri kullanilarak
taniya gidilebilir. Modifiye asid-fast boyama yontemi bunlar i¢inde maliyeti ve yontem
kolayligi nedeniyle en ¢ok tercih edilendir ancak duyarliligi olduke¢a diisiiktiir. Poliklonal
ve monoklonal antikorlarin immun isaretlenmesiyle gelistirilen tamida (DFA, ELISA.
gibi) duyarlilik ve 6zgtlliigii oldukga yiiksek ama daha pahali tekniklerdir [8, 18, 21, 22].

Son donemlerde tantya eklenen PCR yontemi ise ¢ok daha duyarli ve 6zgiildiir. PCR
amplifikasyon teknikleri, ookist duvar proteinleri, rRNA nin kiiciik alt iinitleri, beta
tiibilin, TRAP-C1, TRAP-C2, ITS1, Poly-T, DHFR veya unkown DNA ve mRNA
parcaciklarindan olusturulan primerler kullanilarak tan1 konulabilir [23].

Son yillarda DFA yo6ntemi Cryptosporidium ookistlerinin aranmasinda duyarli ve 6zgiil
bir yontem oldugu da belirlendiginden siklikla kullanilmaktadir. Cryptosporidium igin
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hazirlanan IFA ya da Direkt fluoresan antikor (DFA) Kkitleri gilinlimiizde sik¢a
kullanilmakta olup bu kitler ayn1 zamanda Giardia intestinalis tanisim1 da yapabilecek
sekilde piyasaya sunulmaktadir. Tanida fluoresan mikroskobu altinda ookistler karanlik
zeminde parlak yesil renkte goriilmektedir. Bu yontemle tiir diizeyinde tam
konulamamaktadir [18].

Cryptosporidium’un serolojik testlerde kullanilan molekiiler agirligi 15-17 kDa olan iki
temel hedef antijeni bulunmaktadir. Bunlar Cp17 (gpl5)ve 27 kDa antijen olarak da
bilinen Cp23 antijenleridir [16].

Giardia intestinalis ise, 1liman bdlgelerden tropikal kusaga kadar insanlarda goriilen
onemli bir barsak protozoonudur. Bir¢ok hastada asemptomatik goriilmesine ragmen,
kommensal olarak da adlandirilmamaktadir. Parazite kirsal bolgelerde iyi, yeterli ve
dengeli beslenemeyen toplumlarda malniitrisyon ve malabsorpsiyon gibi ¢ocuklarda ¢ok
agir seyredebilen sorunlar olusturabilmektedir. Saglikli gériinen bireylerin bir kisminda
yagl digkilamaya-steatorhe’ye yol acan G.intestinalis diinyada turist ishali olarak bilinen
tablonun da bir iiyesidir. Parazit insandan insana fekal oral yolla, kontamine su ve besin
maddeleri ile olgun kist formunun agizdan alinmasi ile olusmaktadir. Gelismekte olan
iilkelerde ve Amerika dahil birgok gelismis iilkede endemik oldugu bilinmektedir. ilk kez
Colorado’da bir salgindan s6z edilmekte ve lagim sularinin igme sularina karigmasi
nedeniyle %23 oraninda G. intestinalis’e rastlandigi bildirilmistir. Daha sonra
Amerika’dan 95 salgin daha bildirilmis ve bu salginlardan 20 000’nin iizerinde insanin
etkilendigi rapor edilmistir [17].

Ulkemizde 1982-1996 yillar1 arasinda yaymlanmis yayinlarin degerlendirilmesi ile
hazirlanan bir ¢aligmada mikroskobik olarak arastirilan 316 095 diski 6rneginin 38
822’sinde (%12,28) G.intestinalis gorildiigh belirtilmistir. Yas gruplarina gore
degerlendirme yapildiginda 0-15 yas grubunda %13,8; erigskin yas grubunda ise %11,2
oraninda G. intestinalis saptanmis oldugu goriilmektedir [24]. Bu bulgulardan aslinda
eriskin ve ¢ocuk yas gruplarindaki farkin Onemli olmadigi goriilmektedir. Ancak
calismada hastalikla ilgili bulgu ve klinik ile ilgili verilere yer verilmemistir. Gliniimiizde
bu oranlarin daha da azalmig oldugu son taramalarla da goriilmektedir [18]. Bu nedenle
calismis oldugumuz grupta goriilen %2 oram1 yine bolgemizde yapilan caligmalarda
saptanan genel siklig1 yansitmaktadir.

Cocuk yas grubunda hi¢ rastlanmamis olmasi1 ve sadece iki hastada goriilmiis olmasi
inceledigimiz grupta ishal etkeni olarak bu parazitin sorumlu olamayacag diisiincesini
dogurmaktadir.

Giardiosisli hastalarda klinik olarak sikc¢a ishal, zaman zaman kabizlik goriiliir. Digki
gevsek ve sulu, nadiren kanli ve zaman zaman da yag icermektedir. Abdominal agri,
bulanti, kusma, istahsizlik, karinda gaz, siskinlik, yorgunluk hali gibi belirtiler
goriilebilmektedir. Laboratuvar tanisinda etkensel taninin yaninda indirekt tan1 yontemleri
de kullamlabilmektedir [17, 25, 26]. Iimmunodiagnostik amagcla kullanilan kitler, direkt
fluoresan antikor testi (DFA), ELISA ve immiinokromatografik dipstick testlerdir.
Koproantijenik tan1 yontemleri kolay ve kisa zamanda sonug veren testlerdir. Bu testlerin
mikroskobi ile birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir [27, 28].

Giardia’nin plazma membrani biitliniiyle VSP(variant ylizey proten) ile kaplidir. Hiicre
iskeletinde ise alfa-1 Giardin, 7,3 Giardin, Beta-Giardin ve beta-tubulin gibi cesitli
antijenik Ozellikteki proteinler bulunmaktadir. Bunlara karsi gelistirilen monoklonal
antikorlar da antijen tarama testlerinde kullanilmaktadir [17].

Sonug olarak; cryptosporidium spp. ve G. intestinalis ‘in ikisini de igeren DFA testleri
rutin calismalarda ve prevalans arastirmalarinda kullanilabilen kolay, duyarli ve giivenilir
bir testtir. Diger taraftan enterit nedenleri arasinda sayilan bu iki protozoon bu olgularda
bakteriyolojik ve viral etkenlerin yaninda mutlaka arastirilmalidir.
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