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OZET

Amag: Giardia ve Cryptosporidium spp.'nin gida kaynakli salginlarda baglica etken olmalarindan dolayr gida ¢alisanlarda tasiyicihidgin
tespiti halk saghgini korumak agisindan oldukga énemlidir. Ancak tasiyicilarda nativ-lugol, asit-fast boyama gibi rutin yéntemler ile yalanci
negatif sonuclar rapor edilebilmektedir. Calismamizda gida calisanlarinda Giardia ve Cryptosporidium tanisinda kullanilan farkli analizlerin
karsgilagtirmasini yaparak portér taramasina uygun olan yéntemi tespit etmek amaclanmustir.

Yéntemler: Laboratuvarimiza portdr taramasi icin bagvuran 500 gida calisaninin digki rneklerinden nativ-lugol ve Kinyoun asit fast boyama
yontemleri ile mikroskobik inceleme, Direkt flouresan antikor testi (DFA) ve immunokromatografik test ile Giardia ve Cryptosporidium
antijen aramasi yapilmistir.

Bulgular: Calisma sonucunda Giardia spp. nativ-lugol inceleme yontemi immunokromatografik test ve DFA testi ile sirasiyla érneklerin
13'Unde (%2.6), 8'inde (%1.6), 24'inde (%4.8) saptanirken, Cryptosporidium spp. tespit edilmemistir. DFA testi referans yontem olarak
alindiginda Giardia spp. tespitinde, nativ-lugol yontemi ile immunokromatografik ydntemin duyarliigi ve 6zgulligi sirasiyla %54.1, %100 ile
9%33.3, %100 olarak bulunmustur.

Sonug: Calismamizda immunokromatografik yéntemin duyarliligini diisiik bulmamiz gida calisanlarinda tasiyiciligin tespiti icin uygun bir test
olmadidi dustindirmstir. Nativ-lugol ydonteminin diger parazitleri de tespit edebilmesi sebebiyle portér taramasinda mutlaka uygulanmasi
gerektigi ve bu yéntem ile Giardia ve Cryptosporidium igin negatif bulunan hastalarin, duyarliligi daha ytksek olan bir immunodiagnostik
test ile dogrulanmasi gerektigi sonucuna varilmistir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 4-8)
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ABSTRACT

Objective: Carriage detection in food workers is very important in protecting public health from Giardia and Cryptosporidium infections
which are two of the major causes of food borne outbreaks. However, false negative results can be reported with routine methods such
as native-lugol and acid-fast staining in the carriers. In this study, we aimed to determine the appropriate method for carrier screening by
comparison of the different analyses used in the diagnosis of Giardia and Cryptosporidium in food workers.

Methods: Stool specimens of 500 food worker who applied to our laboratory for carrier screening were investigate by routine microscopic
examination with native-lugol and Kinyoun acid-fast stain method and searched for Giardia and Cryptosporidium antigens with Direct
Fluorescent Antibody (DFA) and immunochromatographic assay.

Results: As a result of the study, Giardia spp. was detected with native-lugol staining method, immunochromatographic assay and DFA
assay as 13 (2.6%), 8 (1.6%), 24 (4.8%) respectively of specimens whereas Cryptosporidium spp. was not determined. When DFA assay was
considered the reference method, sensitivity and specificity of the native lugol method and immunochromatographic assay were found to
be 54.1%, 100% and 33.3%, 100% respectively.

Conclusion: In our study, we were found low sensitivity of immunochromatographic method and it is inappropriate as a test for detecting
carriers in food workers. We concluded that, to be able to detect other parasites, the native-lugol method must be performed for screening
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carriers, and patients who were found Giardia and Cryptosporidium negative by this assay should be confirmed with more sensitive

immunodiagnostic method. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 4-8)
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GiRiS

Giardia ve Cryptosporidium tim dinyada diyarenin baslica et-
keni olmalarinin yanisira su ve gida kaynakli enfeksiyona en ¢ok
neden olan protozoonlardir (1). Enfeksiyonlari az gelismis ve ge-
lismekte olan Ulkeler basta olmak Uzere dnemini halen korumak-
tadir. Toplumda sporadik vaka olarak siklikla gérilmekle birlikte,
cok dnemli salginlara da yol agabilmektedirler (2).

Baslica fekal-oral yol ile bulasan Giardia ve Cryptosporidium akut
dénemde karnn agrisi, diyare, bulanti kusma gibi semptomlar ile
gorllmektedirler. Giardia spp.'nin kronik enfeksiyonunda gelisen
malabsorbsiyon 6zellikle cocuklarda biyime ve gelisme geriligi-
ne sebep olmaktadir. Cryptosporidium spp. ise sagdlikl kisilerde
asemptomatik veya hafif enfeksiyonlara sebep olurken immun-
sUpresyonlu veya yasl kisilerde agir seyirli diyare, pankreas, safra,
solunum yolu enfeksiyonlarina neden olarak 6limle de sonlana-
bilmektedir (3, 4).

Ulkemizde parazit prevalansinda yillara gére diisiis goriilmekle
birlikte dnemli bir halk saghgr sorunu olarak varligini devam et-
tirmektedir (5). Giardia ve Cryptosporidium spp. ile enfekte olan
kisilerde asemptomatik tasiyicilik gelisebilmektedir ve bu kisiler
surekli kist yayarak enfeksiyonun insanlara ve ¢evreye bulagma-
sinda 6nemli rol oynamaktadirlar (4, 6, 7). Parazitlerin bulagma-
si ve yayllmasi agisindan gidalarin Uretim, tasima, satis islerinde
calisan kisilerdeki tasiyicilik, bu kisilerde semptom olmadigindan
dolayi gizli kalmakta ve toplum saghgr icin dnemli bir tehdit olus-
turmaktadir (8). Bu parazitlerin enfeksiyona yol agan kist veya
ookist sayilarinin distk olmasi ve dis ortamda aylarca canli kala-
bilmeleri nedeniyle tasiyicilarin gida kaynakli bulagma ve salgin-
lar dnlemek icin mutlaka tespit edilerek tedavilerinin yapilmasi
gereklidir (9, 10). Ulkemizde gida sektoriinde calisanlarin 6 ay ara
ile barsak parazitleri agisindan diizenli olarak kontrollerinin yapil-
masi yasal bir zorunluluktur (11).

Giardia ve Cryptosporidium halk sagligi agisindan énemli pro-
tozoonlar olmakla birlikte asemptomatik tasiyici olan kisilerde
tespiti icin kullanilan rutin tani metodlan yetersiz kalmaktadir
(12). Giardia kist formunun aralikh olarak ve farkli sayilarda digkiya
salinmasi nedeniyle nativ-lugol incelemesi ile %10-50 oraninda
yanlis negatif sonug verilebilmektedir. Cryptosporidium ookistle-
rinin sayisinin asemptomatik bireylerde oldukga az olmasi, degis-
ken boyanmalari ve kiclk boyutlu olmalarindan dolayi Kinyoun
asit fast boyama ile saptanmasi oldukga farklilik géstermektedir
(3, 13). Son yillarda yiksek duyarlilik ve 6zgillige sahip olmalan
nedeni ile antijen tarama testleri olan Direct Flouresan Antibody
(DFA) testi, Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) ve im-
munokromatografik testler gibi immunodiagnostik testler en cok
tercih edilenler arasinda yer almistir (3, 7, 14). Ancak tlkemizde
bu yéntemler semptomatik olan hastalarda tani amach kullanil-
makta, portdr analizi amaciyla diskida parazit incelemesi sadece
nativ lugol yontemi ile yapilmaktadir (15-17).

Biz bu ¢alismada portér taramasi icin bagvuran kisilerde Giardia
ve Cryptosporidium spp. tanisinda kullanilan nativ-lugol boyama,

Kinyoun asit fast boyama, DFA ve imminokromatografik yon-
temlerin kargilagtirmasini yaparak rutin ¢aligmalara uygun olan
yontemi tespit etmeyi amacladik.

YONTEMLER

Calismaya 01.04.2011 ve 30.06.2011 tarihleri arasinda laboratu-
varimiza portdr taramasi icin bagvuran Adana ilinin farkli bolge-
lerinden gelen ve hicbir semptomu olmayan 500 gida sektori
calisaninin digki érnekleri alinmistir. Calisma hakkinda kisilere
s6zIU bilgi verilip géndlld katiimlan saglanmistir. Alinan diski or-
neklerinden nativ-lugol boyali preparat ile rutin mikroskobik in-
celeme, Kinyoun asid fast boyama yontemi ile Cryptosporidium
spp. arastirlmasi, DFA testi (Crypto/Giardia cel, Cellabs Pty Ltd,
Australia) ve immUnokromatografik test (Certest Crypto-Giardia
Blister test, Certest Biotec, Spain) ile Giardia ve Cryptosporidium
antijen aramasi yapilmistir (18-21).

Orneklerin Hazirlanmasi

Vida kapakli digki kaplarina alinan érnek 30 dakika icinde isleme
alinmistir. Digki 6rneginin bir kismi formol iceren parazit yogun-
lagtirma tlplne (DiaSys Ltd,UK) aktariimis ve Gzerine 1/3 oranin-
da eter eklenerek formol eter ¢oktirme yontemi ile konsantre
edilmistir (22). Ornegin diger bir kismi immiinokromatografik test
icin kit icerisinde bulunan érnek toplama tipine konulmustur.

Nativ-Lugol Boyali Preparat

Formol eter ¢oktlrme yéntemi ile konsantre edilen 6rnek ile ha-
zirlanan preparat 1sik mikroskobunda x10 ve x40 buyltmeli ob-
jektif ile incelenmistir.

Kinyoun Asid Fast Boyama

Konsantrasyon sonrasi sedimentten hazirlanan preparatlar sk
mikroskobunda x100 objektif ile incelenerek 4-6 pm pembe-kir-
mizi boyanan Cryptosporidium ookistleri arastirilmigtir.

immunokromatografik Test

Calismaya alinan digki érneklerinde kalitatif olarak Giardia ve/
veya Cryptosporidium antijenlerini saptayabilen test ile analiz
yapilmistir. Kit icinde bulunan 6rnek toplama tiplne alinan dig-
ki numunesi Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda caligilmigtir.
Test sonuglar ¢aligma bittikten sonra 10 dakika icinde okunmus-
tur. Kontrol bélgesinde bulunan yesil renkte bant olusumu g6z-
lendikten sonra mavi renkte Giardia sonug c¢izgisi, kirmizi renkte
Cryptosporidium sonug ¢izgisinin olusmasi gézlenmistir (20).

DFA Testi

Analiz Giardia kist ve Cryptosporidium ookistlerini birlikte sapta-
yabilen DFA kiti ile yapilmigtir. Caligma igin 3 kuyucuklu teflonlu
lamlar kullanilmistir. 10 pL konsantre 6rnek ince bir tabaka ha-
linde kuyucuga yayilarak tretici firmanin énerileri dogrultusunda
test uygulanmigtir. Tm kuyucuklar kapatma sollsyonu ile kap-
landiktan ve lamel ile kapatildiktan sonra 2-8°C'de karanlikta
saklanarak 1 saat icinde incelemeye alinmistir. Her bir kuyucuk
flouresan mikroskopta (490 nm eksitasyon, 530 nm emisyon filt-
releri ile) x10 ve x100 objektifte taranmistir. Siyah zeminde parlak
yesil flouresan veren 2-6 um boyutunda oval veya yuvarlak sekil-



Bayramoglu ve ark.
Gida Calisanlarinda Giardia, Cryptosporidium

6

Turkiye Parazitol Derg
2013; 37:4-8

Tablo 1. DFA yéntemine gore diski drnegdinde Giardia spp. saptamasinda tani testlerinin performans degerlendirme sonuglari

Testler Duyarlilik (%) Ozgiilliik (%) | Pozitif prediktif deger (%) | Negatif prediktif deger (%)
Nativ-lugol 54.1 100 100 97.7
immunokromatografik test 333 100 100 96.7

de olan kistler Cryptosporidium ookisti, 8-12 pm boyutlarinda ve
elips seklinde olan kistler Giardia kisti olarak degerlendirilmistir.
Kit icerisinde bulunan pozitif kontrol slaydi ile agilan her yeni ku-
tudan calisma uygulanarak kitin kalite kontroli yapilmistir (21).

Direct Flouresan Antibody analizi sirasinda 10 pL érnegin konul-
dudu kuyucudun tim alaninda gérilen toplam Giardia kistleri
sayllmis ve her hasta icin kaydedilmistir. Hastalar, tespit edilen
kist sayisina gére 1-10 arasinda ise 1 pozitif, 11-20 ise 2 pozitif, 21-
30 arasinda ise 3 pozitif, >30 ise 4 pozitif olarak siniflandinlmigtir
(23). Ayni hastalarin diger yontemler ile de elde edilen sonuglan
kaydedilmistir. Duyarlilik ve 6zgullik hesaplamalarinda DFA testi
referans yontem olarak alinmigtir (3, 13, 24).

BULGULAR

Caligmaya alinan 500 gida ¢alisaninin 1511 (%30.2) bayan, 349'u
(%69.8) erkek ve yas ortalamalari 32 (18-55) olarak belirlenmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda Giardia spp. direkt mikroskobik in-
celeme ile 13'linde (%2.6), immunokromatografik test ile 8'inde
(%1.6), DFA testi ile 24'linde (%4.8) saptanirken, Cryptosporidium
spp. orneklerin hicbirinde tespit edilmemistir.

Direct Flouresan Antibody test referans yéntem olarak alindi-
Jginda diski érneginde Giardia spp. tespitinde nativ-lugol yonte-
minin duyarliigr %54.1, 6zgulligu %100, immunokromatografik
yontemin sirasiyla %33.3 ve %100 olarak bulunmustur. Testlerin
pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degerleri Tablo 1'de
gOsterilmistir.

Direct Flouresan Antibody testi ile 10 pyL 6rnegdin bulundugu
kuyucukta tespit edilen Giardia kist sayisina gore siniflandirma
yapildiginda; 1-10 kistin gorildigu ve 1 pozitif olarak degerlen-
dirilen 7 hasta diger iki yontem ile negatif olarak bulunmustur.
immunokromatografik test ile sadece 4 pozitif olan 10 hasta sap-
tanabilmistir. Yapilan siniflandirmada diger yontemler ile tespit
edilen hasta sayisi Tablo 2'de verilmistir.

TARTISMA

Yapilan caligmalarda DFA testi giardiazisde referans yontem ola-
rak tanimlanmistir ve diger parazitler ile capraz reaksiyon tespit
edilmemistir. Ayni zamanda DFA testi ile Giardia ve Cryptospo-
ridium birlikte arastinlabildidi icin kisa stirede iki parazite iligkin
sonug verilebilmesinin avantaj oldugu belirtilmistir (3, 13, 25).

Calismamizda 500 gida calisaninin digki 6rnegdinde nativ lugol
preparat incelemesi ile 13'Unde (%2.6), immunokromatografik
test ile 8'inde (%1.6), DFA testi ile 24'Unde (%4.8) Giardia spp.
saptanmistir. Cryptosporidium spp. drneklerin hicbirinde tespit
edilmemistir. Aragtirmamizda DFA testi referans yontem olarak
kabul edildiginde Giardia spp. tanisinda direkt mikroskobik ince-
leme yénteminin duyarlihdi %54.1 6zgulligi %100 olarak belir-
lenmistir. Kustimur ve ark. (26) duyarliidi %30,8 6zgulligu %99.8,
Alles ve ark. (27) sirasiyla %66.4, %100 olarak tespit etmiglerdir.

Tablo 2. DFA testi ile Giardia kisti yogunluguna gore ayrilan
gruplarda diger yontemler ile pozitif bulunan hasta sayis

Hasta* DFA | Nativ- lugol | immunokromatografik
test

1 pozitif 7 - -

2 pozitif 3 1 -

3 pozitif 4 2 -

4 pozitif 10 10 8

Toplam 24 13

*DFA testi ile 6rnege ait kuyucuktaki tim alanda;

1 pozitif-1-10 kist

2 pozitif-11-20 kist

3 pozitif-21-30 kist

4 pozitif->30 kist

Ozkan ve ark. (25) DFA testi ile pozitif olarak saptadiklan 29 digki
orneginin sadece 17'sinde nativ-lugol yéntemi ile pozitiflik bul-
muslardir. Benzer olarak aragtirmamizda DFA testi ile 24 digki 6r-
negini pozitif olarak bulurken bu hastalarin 13'Gnde nativ-lugol
yontemi ile Giardia spp. tespit edilmistir. Giardiazisli hastalarda
nativ lugol gibi rutin tani metod|ari bu organizmayi tespit etmek-
te yetersiz kalmaktadir.

Portdr taramasi igin kurumumuza bagvuran ve sikayeti olmayan
kisilerde Giardia spp. tespiti i¢in uyguladigimiz immunokroma-
tografik testin duyarlihigininin %33,3, 6zgulligunin %100 oldugu
calisgmamizda belirlenmigtir. Gastrointestinal sistem sikayeti olan
hastalarda yapilan caligmalarda Oster ve ark. (28) %58 ve %99,
Johnston ve ark. (13) %81.3 ve %99.5, Weitzel ve ark. (29) %44.4
ve %100 olarak bulmuglardir. Calismamizda immunokromatogra-
fik test ile duyarlih@in disik olma sebebinin calisma grubunun
asemptomatik kisilerden olusmasindan kaynaklandigi dislnul-
mustlr. Kist sayisinin az olmasi testin duyarliligini azaltmakta ve
yalanci negatifliklere sebep olmaktadir.

Bagirsak parazitlerinin bulagsmasi agisinda gidalarin Gretim, isle-
me, saklama ve sunma zincirinde en 6nemli halkayi gida calisan-
lari olusturmaktadir. Ulkemizde gida calisanlarinda Giardia spp.
prevalansi bdlgelere gore oldukca degiskenlik géstermektedir.
Direkt mikroskobik inceleme yontemi ile Malatya'da %2, Aydin'da
%1.7, Mersin'de %3.2, Ordu’da %3.4, Tokat'da %2.8, Manisa'da
%24.6, Van'da %2.84, Sanlurfa’da %26.8 olarak gorilmustdr (8,
15-17, 30-33). Bolgeler arasindaki farkliligin sosyoekonomik di-
zey, kiltdr, altyapr gelismislidi ile ilgili oldugu distnilmektedir.
Ancak bu caligmalar duyarliligi distk olan direkt mikroskobik
incelemeye dayali oldudu icin prevalans sonuglan oldugundan
daha disik gérinmektedir. Calismamizda nativ-lugol yontemiile
saptadigimiz %2.6 Giardia spp. pozitiflik sonucunun bélgemiz ve
cevresi ile uyumlu oldugu gorilmustir. DFA testi ile ayni calisma
grubunda saptadigimiz %4,8 orani rutin diski baki yontemi sira-
sinda hastalarin bir kismina yalanci negatif sonug verilmesinden
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dolayi tedavi olmadiklarini ve bu kisilerin toplumu riske etmeye
devam ettiklerini digtindirmustir.

Aragtirmamizda digki érneklerinden Cryptosporidium tanisi igin
yapilan Kinyoun asit fast boyama, DFA ve imminokromatog-
rafik yontemler ile pozitiflik saptanmamistir. Garcia ve ark. (12)
Cryptosporidium spp. ile enfekte semptomatik bireylerin dis-
kisinda cok sayida ookist bulundugunu ve akut enfeksiyonun
iyilesme ddéneminde veya hastalar asemptomatik olduklarinda
bu sayinin dramatik bir sekilde azaldigini belirtmislerdir. ishal si-
kayeti olan hastalar ile yapilan arastirmalarda modifiye asit fast
boyama ile %1.95-%11.8, semptomatik olmayan kisilerde ise
%1.14-%3.1 arasinda prevalans bildirilmistir (6, 34-36). Tamer ve
ark. (37) 16semi ve lenfomali cocuklarda cryptosporodiasis preva-
lansi arastirmasinda ishali olan grupta Kinyoun asit fast boyama
ile %7.86 ELISA ile %12.35 saptarken, ishali olmayan kontrol gru-
bunda tespit etmemiglerdir. Farkli bir ¢aligmalarinda ishali olan
eriskin grupta Kinyoun asit fast boyama ile %3.8 ELISA ile %6.25
bulunmus, kontrol grubunda goérilmemistir (38). Calismamizda
Cryptosporidium pozitifligi saptamama nedeni olarak arastirma
grubumuzun hicbir semptomu olmayan kisilerden olugmasindan
kaynaklandigi sonucuna vardik. Ayrica, mikroskobik yéntemle
Cryptosporidium spp. tanisi koymak 6zellikle digskida az sayida
ookist oldugunda zordur. Ozkan ve ark. (25) 272 diski ornegin-
de DFA testi uyguladiklarinda 4'inde (%1.5) Cryptosporidium
ookistleri saptarken, mikroskobik inceleme yoénteminde tespit
etmemiglerdir.

Yapilan arastirmalarda Cryptosporidium spp. tanisi icin modifiye
asit fast boyama ydnteminin duyarlihgi %54.8-%88.3 arasinda, 6z-
gullugiu %98.7-%100 olarak bulunmustur (12, 13, 27). immunokro-
matografik tani testlerinin ise sirasiyla %67.6-%75 ve %98.5-%98.7
arasinda oldugu bildirilmistir (13, 29).

Galismamiz sirasinda DFA analizinde 10 pL digki 6rneginde goru-
len toplam Giardia kist sayisina gére gruplandirma yapildiginda
bu gruba giren hastalann mikroskobik inceleme ve immunokro-
matografik test ile saptanma oraninda farkliliklar oldugu gézlen-
mistir. DFA testi ile 1 pozitif (1-10 kist) olan 7 érnekte Giardia kisti
diger iki yontem ile tespit edilmemistir. immunokromatografik
test yalnizca 4 pozitif olan gruptaki hastalarda pozitif sonug vere-
bilmistir. DFA testi ile pozitif bulunan hastalarin diski 6rneginde
Giardia kist sayisi azaldik¢a diger testler ile saptanma oraninin
distigu gorilmuistir. Bu duslts diskida kist sayisinin az oldugu
durumlarda mikroskobik inceleme ve immunokromatografik test
duyarliliginin neden az oldugunu da agiklamaktadir. Benzer ca-
lisgma olarak Johnston ve ark. (13), Garcia ve ark. (14) Giardia ve
Cryptosporidium spp. tanisinda 6rnekteki organizma sayisinin
mikroskobik inceleme ve immunokromatografik testin duyarlilid
icin cok nemli olduguna dikkat cekmiglerdir.

SONUC

Portér taramast icin bagvuran gida ¢alisanlarinda immunokroma-
tografik ydntemin uygun bir test olmadidi distnilmastir. Nativ-
lugol yonteminin diger parazitleri tespit edebilmesi sebebiyle
portor taramasinda mutlaka uygulanmasi gerektigi ve bu yéntem
ile Giardia ve Cryptosporidium igin negatif sonug bulunan hasta-
larin duyarliligi daha yiiksek olan immunodiagnostik test ile dog-
rulanmasi gerektigi sonucuna varilimistir.
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