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Diskida Cryptosporidium spp. Antijenlerinin
ELISA ile Arastirilmasi
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OZET: Bu ¢alismada cryptosporidiasisin etkensel tanisindaki zorluklar dikkate alinmis ve rastlantisal olarak ishal, karm agrisi, bulanti-
kusma gibi gastrointestinal yakinma ile bagvuran 80 olgunun ve kontrol grubu olarak saghkli 65 kisinin disk1 6rnekleri cryptosporidiasis
yoniinden Kinyoun asit fast boyama yontemi ve diskida Cryptosporidium spp. antijenlerini aramaya yonelik hazirlanmig ELISA Kkiti
(r-biopharm, Germany) ile incelenmistir. Alinan sonuglar karsilastirilarak ELISA ile diskida spesifik antijen arama yonteminin etkensel
tantya katk1 saglayip saglamadigi arastirilmistir. Incelenen 80 disk1 drneginin sonuglarma bakildiginda kinyoun asit fast boyama yontemi
ile ii¢ drnekte (%3,75) Cryptosporidium spp. ookistleri, monoklonal ELISA ile yapilan degerlendirmelerde ise bes ornekte (%6,25)
Cryptosporidium spp. spesifik antijenlerin saptandig1 gériilmiistiir. Kinyoun asit fastle boyanan ii¢ drnek ELISA ile de pozitif olarak
bulunmustur. Kontrol grubunda ise her iki yontemle de Cryptosporidium enfeksiyonu saptanmamistir. Cryptosporidium ELISA Kkitinin
bu caligmada sensitivitesi %85, spesifitesi %100, negatif prediktif degeri %97.,4, pozitif prediktif degeri %100 olarak saptanmistir. Uzun
stiren diyaresi olan hastalarda, klasik yontemlerle etken saptanamiyorsa cryptosporidiosis yoniinden maliyeti yiiksek olmasina ragmen
deneyimli personel gerektirmeyen ELISA ile de degerlendirmenin yapilmasi gerektigi kanisma varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Cryptosporidium spp., tan1 yontemleri

The Investigation of the Presence of Antibodies for Cryptosporidium spp. in Fecal Samples using ELISA

SUMMARY: In this study, difficulties in the effective diagnosis of cryptosporidiosis were considered. Fecal samples of 80 patients who
applied to our clinic with gastrointestinal complaints were analyzed for the presence of cryptosporidiosis by the acid-fast staining method
and ELISA kit (R-Biopharm, Germany) which detects the presence of Cryptosporidium spp. specific antibodies. The results of ELISA
were compared with the results of the acid-fast stain and the question of whether ELISA can be used for effective diagnosis of crypto-
sporidiosis was investigated. Out of 80 fecal samples, 3 samples (3.75 %) were found to be positive for oocysts of Cryptosporidium spp.
with the acid-fast stain and 5 samples (6.25 %) were found to be positive with ELISA. Three samples were found to be positive with
both methods. In this study, the sensitivity, specificity, negative preductivity and positive preductivity with Cryptosporidium ELISA kit
were 60%, 100%, 97.4% and 100%, respectively. These findings showed us that. ELISA should be considered as the choice of method
for the diagnosis of cryptosporidiosis in patients who have had diarrhea for a long-period of time, even though the method is more costly.
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GIRIS

Cryptosporidium tiirleri bir hayvan enfeksiyon etkeni olarak
uzun siireden beri taninmakta olup, yirmiden fazla tiiriiniin
bulundugu bilinmektedir. AIDS'li hastalarda yaygin olarak
tespit edilmesiyle birlikte Cryptosporidium’larin insan sagligi
acisindan Gnemi ortaya konmaya baslanustir. insanda ve o-
murgalt hayvanlarda enfeksiyona en cok neden olan tiir
Cryptosporidium parvum (C. parvum) olarak bilinmektedir.
Molekiiler ¢aligmalar C. parvumun sigir ve insan genotiple-
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rinin (C. hominis) oldugunu ortaya c¢ikarmistir. C. hominis
sadece insanlar1 enfekte ederken, diger genotip insanlar ve
sigirlar basta olmak {iizere diger evcil hayvanlar1 enfekte et-
mektedir. Insanlarda C.parvum, C.hominis, C.meleagridis,
C.felis, C. canis, C. suis ve C. muris olmak tizere yedi tiirii
enfeksiyon yapabilmektedir (2, 4).

Cryptosporidium’lar evrimini tek konakta tamamlamaktadir.
Ookistleri agiz yolu ile alindiktan sonra ekskiste olmakta,
aciga c¢ikan sporozoitler epitel hiicre duvarina tutunarak
parazitofor vakuol olusturmaktadir. Intraselliiler, ekstrasitop-
lazmik yerlesim gosteren sporozoitler merontlara doniismekte,
merontlarin  bazilart merozoitlere doniiserek baska hiicreleri
enfekte ederken, bazilar1 sekstiel evrim (sporogoni) sonucu zigot
olusturmaktadir. Olusan iki farkli ookist formundan kalin duvar-
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I1 olanlar dis ortama atilirken, ince duvarli ookistler yeni hiicre-
leri enfekte ederek enfeksiyonu devam ettirmektedir (4, 5).

Cocuklar, beslenme yetersizligi olanlar ve immun sistemi
baskilanmis kisiler Cryptosporidium enfeksiyonuna daha du-
yarlidir. Enfeksiyon Cryptosporidium ookistlerini igeren dis-
kiyla kontamine su ve besinlerin agiz yoluyla alimmas: veya
enfekte havuz, g6l ve irmak sularinda yiizme araciligryla bu-
lasmaktadir. Cryptosporidium enfeksiyonunun klinik belirtileri
konagin immun sisteminin durumuna bagl olarak degismek-
tedir. Immun sistemi baskilannus kisilerde giinde yirmi litreye
varabilen kolera benzeri ishale neden olup, yagami tehdit eden
bir tablo olusturabilmektedir (13, 19).

Calismamizda cryptosporidiasisin etkensel tanisindaki zorluk-
lar dikkate alinmis ve rastlantisal olarak ishal, karin agrisi,
bulanti-kusma gibi gastrointestinal yakinma ile bagvuran 80
olgunun digk1 6regi cryptosporidiasis yoniinden modifiye asit
fast boyama yontemi ve diskida Cryptosporidium spp. antijen-
lerini aramaya yonelik hazirlanmus ELISA kiti (r-biopharm,
Germany) ile incelenmistir. Alinan sonuglar karsilastirilarak
ELISA ile diskida spesifik antijen arama yonteminin etkensel
tantya katki saglayip saglamadigr arastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Aragtirmamiza Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Para-
zitoloji laboratuvarmna ishal, karin agrisi, bulanti-kusma gibi
gastrointestinal yakinmalar ile basvuran yaslar1 3-84 arasinda
degisen toplam 80 (47’si kiz, 33’1 erkek) hasta alindi. Yas orta-
lamalar1 23.1+17 olarak saptandi. Kontrol grubu ise ishali olma-
yan, saglikli 65 (34’1 kiz, 31’1 erkek) hastadan olusturuldu.
Bunlarin yas ortalamalar1 25+31°di. Calisma ve kontrol grubun-
daki toplam 145 digki 6rnegine formol etil asetat ¢oktiirme yon-
temi uygulandi. Daha sonra kinyoun asit fast ile boyanarak
Cryptosporidium spp. agisindan mikroskopta incelendi. Topla-
nan digki drmeklerinin bir kismu ise ependorflara alinarak hi¢bir
koruyucu madde eklenmeden -20°C saklandi. Bu ornekler
Cryptosporidium spp. antijenlerini aramaya yonelik hazirlanmsg
ELISA (r-biopharm, Germany) yontemiyle calisildi. Kit {iretici
firmanin 6nerdigi sekilde uyguland: ve degerlendirme 450 nm.
dalga boyunda ELISA okuyucusunda yapildi.

Formol etil asetat ¢oktiirme yontemi uygulanan 6rneklerden
elde edilen sedimentten yapilan yayma preparatlar oda 1s1sinda
kurumaya birakildi. Daha sonra toplam 145 diski 6rnegine
kinyoun asid-fast boyama yontemi uygulandi.

Kinyoun Asid-Fast Boyama Yontemi: Kuruyan preparatlar saf
metanol i¢inde bir dakika tutularak tespit edildi ve sonra
kinyoun karbol fuksinle bes dakika boyandi. Boyayr uzaklas-
tirmak amaciyla preparat %50 alkole batirilip ¢alkalandi. Mus-
luk suyu ile yikanip %1’lik siilfiirik asit i¢eren salede iki daki-
ka bekletildi ve sonra musluk suyunda yikandi. Metilen mavisi
iceren salede bir dakika bekletildikten sonra tekrar musluk
suyu ile yikanip kurutuldu. Daha sonra 100X objektifle ince-
lendi.

BULGULAR

Incelenen 80 diski Srneginin sonuglarma bakildigimda kinyoun
asit fast boyama yontemi ile ii¢ drnekte (%3,75) Cryptosporidium
spp. ookistleri, monoklonal ELISA ile yapilan degerlendirmelerde
ise bes drnekte (%6,25) Cryptosporidium spp. spesifik antijenlerin
saptandif goriilmiistiir. Kinyoun asit fast boyama ile pozitif bulu-
nan ii¢ 6rnek ELISA yontemi ile de pozitif saptannustir (Sekil 1).

Cryptosporidiosis agisindan pozitif olgularin 3’ (%60) kiz, 2’si
(%40) erkekti. Ishali olmayan, saglikli kontrol grubundaki 65
kiside ise her iki yontemle de cryptosporidiosis saptanmamustir.

Tablo 1. Kinyoun asit fast boyama ve ELISA yontemi ile
cryptosporidiosis tanist alan hastalar

Hasta Kontrol

Yontem POZ NEG POZ NEG

Sayr Say1  Toplam Savi  Savi Toplam

(%) (%) e
Kinyoun
Asit 3 77
Fast 68 (962 0 o6 65
Boyama

5 75
ELISA 62) (93.8) 80 0 65 65
K .

«

Sekil 1. Kinyoun asit fast boyama yontemiyle Cryptosporidium
ookistleri

TARTISMA

Cryptosporidium enfeksiyonlar1 gelismekte olan iilkeler daha sik
olmak iizere tiim diinyada goriilmektedir. Yurt disinda ishal tanist
alan ¢ocuklarda yapilan bir arastirmada Cryptosporidium spp.
ookistleri %4,4 olarak saptanmustir (21). Diger bir ¢aligma ise 15
yas lizeri 455 kiside yapilmis ve bu oran %0,2 bulunmustur (22).
Tiirkiye’de yapilan c¢alismalarda Cryptosporidium prevalansint
Yiicel ve ark.Elazig’da %1,54 (31), Ozgelik ve ark. Sivas’ta
%11,8 (20), Tiirk ve ark. (28) Izmir’de %0,42 olarak bildirmisler-
dir. Doganc1 ve ark. (6) Ankara’da rastgele segilen 50 gocukta
modifiye asit fast boyama yontemiyle Cryptosporidium spp. aras-
tirnuslar ve iki (%4) gocukta pozitif olarak degerlendirilmistir.
Mersin’de kinyoun asit fast boyama yontemiyle diyare sikayeti
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olmayan 466 normal saglikl kiside yapilan bir ¢alismada ise ince-
lenen Orneklerin %3,1’inde Cryptosporidium spp. ookistlerine
rastlanmustir (3). Inceboz ve ark. (12) gastrointestinal sikayetleri
olan 225 hastanin diskisina kinyoun asit fast boyama uygulanuslar
ve Cryptosporidium spp. %0,4 oraninda tesbit etmislerdir. Siddetli
ishal ile basvuran olgularda immunite problemi olmasa da
cryptosporidiosis agisindan aragtirilmast gerektigini vurgulamis-
lardir. Malatya’da diyareli hastalarda yapilan benzer bir ¢alismada
500 diski 6rnegi kinyoun asit fast boyama yontemi ile incelenmis
ve diski 6rneklerinin %1,6’smda Cryptosporidium tiirlerine rast-
lanmustir (1). Cryptosporidiosis prevalansini Tanytiksel ve ark.
(27) Ankara’da ishal tamsi alan neoplastik hastalarda %16,9, Ok
ve ark. (18) Izmir’de kemoterapi uygulanan tiimérlii gocuk hasta-
larda %35,5, Yildiz ve ark. (30) ishali olan solid tiimérlii hastalar-
da %83 olarak saptanuslardir. Cryptosporidium goriillme sikligt
bagisikligr baskilanan hastalarda normal populasyona gore art-
maktadir. Farkli sonuglarin elde edilmesinde ¢alisilan 6rneklerin
degisen sayilar1 ve bolgesel farkhiliklar etken olabilecegi gibi Or-
nekleri degerlendirenlerin deneyimi de dnemli olmaktadir. Mik-
roskobik caligmalar egitilmis personele ihtiyag gosteren kisisel
deneyim gerektiren ¢aligmalardir.

Silva ve ark. (24) Brezilya’da 52 HIV/AIDS hastasinda ve kontrol
grubu olarak segilen 38 saglikli bireyde diskida Cryptosporidium
sikligini safranin/metilen mavisi, modifiye trichrome boyama ve
ELISA yontemleriyle arastwrmuslardir. Boyama yontemleriyle
hastalarm tigtinde (%5,8) Cryptosporidium pozitif tespit edilirken,
ELISA ile bu hastalarin dordiinde (%7,7) pozitiflik saptanmuigtir.
Ug hasta ise her iki yontemle de pozitif olarak bulunmustur. Kont-
rol grubundaki kisilerin higbirinde parazit tespit edilmemistir.
Mikroskobik yontemlerle karsilastirmali olarak yapilan gesitli
caligmalarda ELISA’nin en az mikroskobik yontemler kadar du-
yarl oldugu goriilmiis ve mikroskobik yontemlere iyi bir alternatif
oldugu vurgulanmustir (19, 24).

Cryptosporidiosis tamst digki incelemelerinde ookistlerin veya
gastrointestinal mukoza biyopsi 6rneklerinde intraselliiler evrele-
rinin gosterilmesi veya ¢esitli molekiiler yontemlerle konmakta-
dir. Modifiye asit-fast’le boyanmis diski drneklerde bes mikro-
metre boyundaki kirmizi boyanmis dort sporozoit igeren
ookistlerin 6zellikle daha bityiik olan (10 mikrometre) Cyclospora
ookistlerinden ayirdedilmesi 6nem tasimaktadir. Coklagtirma
yontemlerinden modifiye ¢inko siilfat santrifiij flotasyon teknigi
veya Sheather’in seker flotasyon yontemi sonrasi hazirlanan or-
neklerin faz kontrast mikroskobunda incelenmesiyle iyi sonuglar
alinmaktadir. Formol etil asetat sedimentasyon yonteminde
ookistler debristen ayrilabilmektedir. Auramine-rhodamine bo-
yama yontemi de tanida kullamlmaktadir. Ayrica immiinofloresan
ve ELISA yontemi tamda yardimei olmaktadir (4, 7, 8, 9, 11).

Cryptosporidiosis ~ tanisinda  digkida  ELISA  yOnteminin
sensitivitesi %94-97, spesifitesi %99-100 olarak bildirilmektedir
(13). Diski &rneklerinde Cryptosporidium tamsinda ELISA’min
performansini degerlendiren bir ¢alismada 94 HIV (+) olgunun
diski 6rneginin incelenmesinde ELISA ve modifiye Ziehl-Neelsen
boyama yontemi kullamlmig, ELISA’nin sensitivitesi %100,
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spesifitesi %96, pozitif prediktif degeri %89, negatif prediktif
degeri %100 olarak bulunmustur (15). Gelismekte olan iilkelerde
HIV(+) bireylerde koksidian parazitlerin %6-40 oraninda gortil-
diigii bildirilmektedir (10).

Yapilan bir bagka ¢alismada cryptosporidiosis agisindan 198 diski
ormegi ELISA, direkt florasans antikor (DFA), modifiye
immunflorasans agisindan karsilagtirilmis, ELISA nin sensitivitesi
%94, DFA’1m %91, modifiye immunflorasans testinin sensitivitesi
%064 olarak bulunmustur (2).

IFAT ve ELISA ile 296 disk1 6rnegi Cryptosporidium agisin-
dan degerlendirilmis; 100 6rnek her iki yontemle de pozitif
saptanmistir. Aragtirma sonucunda ELISA’nin sensitivitesi
%93, spesifitesi %99, pozitif prediktif degeri %99 olarak sap-
tanmustir. Ayrica ELISA’nin diger bagirsak parazitleri ile de
capraz reaksiyon vermedigi gozlenmistir. ELISA’nin diskida
Cryptosporidium spp. saptamak i¢in hizli kolay bir metod
oldugu bildirilmistir (23).

Intestinal koksidian parazitler trichrome veya modifiye asit fast
boyama yontemiyle taninmaktadir (14, 17). Ancak bu yéntemlerin
sensitivitesinin immunflorasans ve ELISA ile karsilastirildiginda
daha diisiik oldugu bildirilmektedir (9, 25). ELISA’nin ¢ok sayida
ornegi kisa siirede tamma agisindan ¢ok sensitif ve spesifik bir
yontem oldugu bildirilmektedir (16).

Ungar ve ark. (29) yapmis olduklar bir ¢alismada ELISA’nin
IFAT ve asit fast boyama igeren mikroskobik yontemlerle kiyas-
landiginda sensitivitesinin %82 olarak saptandig: bildirilmektedir.

Yapilan bir bagka ¢alismada toplam 345 diski 6rnegi mikroskobi
(direkt yayma ve konsantrasyon sonrasi) ve ELISA (ProSpecT
Microplate Assay) ile Cryptosporidium spp. agisindan incelenmis
ve 16 drek pozitif olarak saptanmigtir. Bunlarin besi mikroskobik
incelemede, 16’s1 ise ELISA’da porzitif olarak saptanmistir. Bu
sonuglar gostermistir ki ELISA ¢abuk, basit ve mikroskobiye gore
daha sensitif bir metoddur (26).

Cesitli ELISA kitlerinin Crytosporidium spp. saptama agisindan
karsilagtinldign  bir diger arastirmada Merifluor (Meridian)
Cryptosporidium ~ kiti  referans almmus ve ELISA’nin
Crytosporidium saptama agisindan sensitivitesi diger kitlerde %98
(Alexon) ve %99 (Meridian Premier) olarak saptanmis ve
spesifiteleri ise her iki kitte de %100 olarak saptanmustir (8).

Cryptosporidium ELISA kitinin bu c¢aligmada sensitivitesi %85,
spesifitesi %100, negatif prediktif degeri %97,4, pozitif prediktif
degeri %100 olarak saptanmustir.

ELISA ile ¢ok sayida &rnegin aym zamanda calisilmasi, objektif
olarak spektrofotometrede okunmasi ve egitilmis personele ihti-
ya¢ duyulmadan degerlendirilmesi avantajlaridir. Maliyeti yiiksek
olmasina ragmen tanida sensitivitesi ve spesifitesi yliksek ELISA
testinin kullamlmas1 modifiye asit fast boyama yontemi ile atlana-
bilecek olgularda Onem tagimaktadir. ELISA’nin &zellikle
cryptosporidiosis agisindan riskli hastalarin tamsinda klasik yon-
temlere ek olarak uygulanmasinin son derece énemli oldugu kani-
sa vartmustir.
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