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Cryptosporidiosis’in Serolojik ve Mikroskobik Tespiti ve [gme
Sulariin Ookist Yoniinden Incelenmesi

Investigation of Cryptosporidiosis by Serologic and Microscopic Method and Examination of

Tap Water Samples for Oocysts

Cihangir Akdemir

Dumlupinar Universitesi Saglik Yiiksekokulu, Kiitahya, Tiirkiye

OZET

Amag: Bu calismada Dumlupinar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'ne karin agrisi, mide bulantisi, kusma ve ishal gibi cesitli gastrointestinal
sistem sikéyetlerle mlracaat eden hastalarda cryptosporidiosis arastirilmistir. Arastirma sliresince evlerden ve sehirdeki muhtelif cesmelerden
alinan su drnekleri Cryptosporidium spp. ookistleri ydniinden incelenmistir.

Yéntemler: Diskilar Kinyoun karbol fuksin boyasiyla boyanmis ve ookist yéninden incelenmistir. Mikroskobisi yapilan diskilardan birer
numune porsiyonlanarak usulline uygun muhafaza edilmistir. Digkida antijenik teshis icin dondurulmug érnekler, muhafaza edildigi ependorf
tuplerden cikarilarak bir defada ¢ozllmeleri saglanmis ve Elisa testi ile (Ridascreen® Cryptosporidium R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany)
Cryptosporidium spp. antijenleri yéniinden arastinlmistir. Calismada 30 adet 10 It'lik su érnegdi vakum pompasi ile (0.45 mp) slzllmis ve
filtratlar Kinyoun karbol fuksin boyasi ile boyandiktan sonra mikroskopta incelenmistir.

Bulgular: Toplam 146 hastaya ait digkilarin Kinyoun karbol fuksin ile boyanarak incelenmesiyle 4'linde (%2.7) ookist gdzlenmistir. Ayni
orneklerin ELISA ile arastinlmasinda ise 5'i (%3.4) pozitif degerlendirilmistir. Mikroskobik inceleme ile ookist bulunan 4 érnek ELISA
yontemiyle de pozitif belirlenmistir. Icme sularinin incelenmesinde sadece bir rnekte (%3.3) ookist tespit edilmistir.

Sonug: Kitahya'da cryptosporidiosis'in yayilimi %3.4 olarak belirlenmis, kullanilan teshis yéntemleri, cinsiyet ve yas faktéri (p>0.05)
anlamli bulunmamistir. Su érneklerinin %3.3'Unde (1/30) ookist tespit edilmis olmasi hastaligin epidemiyolojisine bagka faktérlerin de etkili
olabilecegini dustindirmustir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 9-12)
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ABSTRACT

Objective: This study surveyed the prevalence of cryptosporidiosis in patients who were treated in Dumlupinar University Medical Faculty
Hospital for various gastrointestinal complaints such as abdominal pain, nausea, vomiting and diarrhea. Water samples were taken from
various homes and fountains.

Methods: Stool samples were investigated for the presence of oocysts with Kinyoun's carbol fuchsin staining method. After miscroscopic
analysis, samples were preserved. These frozen samples were thawed promptly for antigenic diagnosis (Ridascreen®, R-Biopharm AG,
Darmstadt Germany). Thirty units of ten-liter water samples were filtered by a vacuum pump (45 um). Filtered materials were stained through
Kinyoun's carbol fuchsin staining method and examined.

Results: Stool samples taken from a total of 146 patients were examined for oocyst presence and 4 individuals (2.7 percent) were found to
be positive. Elisa tests of the same samples proved 5 individuals (3.4 percent) as positive for specific antigens. Only one water sample was
diagnosed as positive for oocysts.

Conclusion: Cryptosporidiosis was found to be present in 3.4 percent of this group of people, and the distribution of infection among
subjects was understood to be not statistically meaningful by gender, age and identification methods (p>0.05). Finding of oocysts in only one
sample out of 30 (3.3%) led to a need for reconsideration of other causal factors in the epidemiology. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 9-12)
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GiRiS

Cryptosporidium tirleri insanlarin da i¢inde bulundugu evcil-
yabani bir¢cok canlinin &ncelikle sindirim sistemi epitel hicre
mikrovilluslarina invaze olan, ookistleri yuvarlagimsi, yaklasik 4-7
pm ¢apinda, i¢inde 4 sporozoit bulunduran, monoxen, apikomp-
leksan protozoonlardir. immiin sistemi baskilanmis kisilerde akci-
Jer, 6zefagus, mide, karaciger, pankreas, safra kesesi, duode-
num, kolon, rektum, ortakulak ve konjuktivaya da yerlesebilmek-

tedir (1).

Parazitin zoonoz 6zelligi ve fekal-oral yol kullandigi bilinmekle
beraber insandan insana icme suyu ve gida maddeleriyle bulasa-
bilecegi ve salam, sucuk, sakatat ve ¢ig sut gibi tiketim madde-
lerinin de rolt oldugu bildirilmistir (2). Olgularin yaklasik %10'unun
gidalardan kaynaklandigi ve nazokomiyal enfeksiyon etkeni
oldugu da ifade edilmistir (3, 4).

GuUnUmUze kadar bildirilen Cryptosporidium tirlerinden en az
8'inin (C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C.
suis, C. muris ve C. andersoni) ve 40'dan fazla genotipten 7'sinin
insanlar direkt, bir kisminin ise rastlantisal olarak enfekte ettigi
bildirilmistir (5). C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C.
canis ve C. rabbit genotipleri insanlarda patojen olarak deger-
lendirilmis, cografik sartlara gore dedismekle birlikte enfeksiyon-
larin ana unsuru olarak C. parvum ve C. hominis'e dikkat ¢ekil-
mistir. C. hominis insandan insana, C. parvum’un ise hem insan-
dan insana hem de hayvandan insana bulastan sorumlu tutul-
maktadir (6, 7).

Enfeksiyonun 10 ookist alimiyla baglayabilecegdi, ileum ve jeju-
num tutulumu ile birlikte siddetli diyare goérilebilecedi, hafif
ates, halsizlik, bas ve kas agrilan, kuvvet ve istah kayiplarinin da
hastaligin semptomlar arasinda oldudu ifade edilmistir (8, 9).
Cryptosporidiosis'den kaynakli diyarenin bol, sulu mukuslu oldu-
Ju, I8kosit ve eritrosit icermedidi ve tedavi olmaksizin da hasta-
igin klinik belirtilerinin birkag glin ve birkag hafta arasinda kendi-
liginden gecebilecedi bildirilmis olmasina karsin, immin yetmez-
lilerde kolesistit, hepatit, pankreatit ve solunum sistemi enfeksi-
yonlarina da neden olabilmektedir (1, 8).

Calisma Dumlupinar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine
bulanti, kusma ve ishal gibi ¢esitli gastrointestinal sikayetlerle
miracaat eden hastalarda Cryptosporidium spp.'nin arastirilmasi
ve il merkezinden temin edilen igme sularinin ookist yéninden
incelenmesiyle gerceklestirilmistir.

YONTEMLER

Diski incelemeleri

Dumlupinar Universitesi Tip Fakdiltesi Hastanesi’'ne bulanti, kusma,
karin agnsi ve ishal gibi cesitli gastrointestinal sistem sikayetleriyle
2009 Mayis-2010 Eyldl aylan arasinda miracaat eden ve yaslan
1-79 arasinda degisen toplam 146 (893,572) hastaya ait digkilar
Cryptosporidium spp. ookistleri ydniinden incelendi.

Digki 6rneklerinin laboratuara kapakli sizdirmaz steril kaplar iceri-
sinde gelmesi sagland!. ishalli olanlar ince bir firca yardimiyla lama
yayildi ve havada kurumaya birakildi. Kivamli olanlarda ise formol
etil asetat yontemiyle coklastirma islemi uygulandi ve elde edilen
sedimentten yayma yapildi. Kuruyan preparatlar boyama sehpa-
sinda Uzerleri tamamen absolit metanol ile kapatilarak bir dakika

beklendi ve tespitin ardindan alkoliin stizilmesi saglandi. Kinyoun
karbol fuksin boyasiyla (bazik fuksin 4gr+etil alkol (%95) 20
mL+fenol 8 ml+distile su 100 mL) 5 dakika sireyle boyandi. Lam
Uzerinde kalan boyanin slzilmesi saglandiktan sonra %50'lik etil
alkolle boyanin fazlasi giderilerek hafif akan musluk suyu ile yikan-
di. Asit-alkolde (%1) 1-2 dakika bekletildi ve musluk suyu ile yika-
narak metilen mavisi bulunan salede bir dakika streyle boyandi ve
tekrar musluk suyu ile yikanarak kurumaya birakildi. Hazirlanan
preparatlarda mikroskobun (Nikon 80i) 100x objektifinde mavimsi
zeminde yaklasik 4-7um boyutlarinda pembe-kirmizimsi renkte,
yuvarlak ve ovale degisen boyutlarda etkenler arastirild.

Cryptosporidium spp. ookistlerinin digskida antijenik teshisi icin
porsiyonlanmig ve icine herhangi bir koruyucu madde konulma-
mig olan drnekler muhafaza edildigi ependorf tipler icinde
-80°C'lik dondurucudan (Revco®) cikarildi ve bir defada ¢ozilme-
leri saglandi. Test ureticisinin (Ridascreen® Cryptosporidium
R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany) belirttigi sekilde digk
ornekleri sulandirldi. Calkalayicida tamamen ¢oziinmesi saglan-
di ve 100 pL hacmindeki érnekler kuyucuklara ilave edildi. Pozitif
ve negatif kontrollerin ilavesi ve gerekli inkibasyon asama ve
strelerinin (konjugat ve substrat) tamamlanmasinin ardindan
stop sollsyonu ilave edilerek 450 nm’de ELISA okuyucusunda
okunarak sonuglar degerlendirildi.

icme Suyu incelemeleri

Hastaligin dnemli bulag yollarindan biri oldugu kabul edilen icme
sularinin incelenmesi icin Kitahya ilini érnekleyecek sekilde 30
ayri noktadan numuneler temin edilmistir. On litrelik temiz
bidonlara alinan &rnekler ayni gin icinde incelenmistir.
Numunelerin 20'si sebeke suyunu érneklemek icin evlerden, 10'u
ise farkli mahallelerde bulunan, Kitahya Belediyesine ait su tan-
kerleri ile depolarina dolumu yapilarak halkin kullanimina sunu-
lan ve yoresel adi ‘incik’ olan cesme sularnin incelenmesiyle
gerceklestirilmigtir. Tirkmen Dagi'nin (1826 m) bati eteklerinden
cikan kaynak suyunun ilimizdeki muhtelif cesmelerden su bidon-
larina alinarak tlketilmesi nedeniyle incelemeye dahil edilmistir.

Su 6rnekleri 0.45 pm godzenekli sellloz asetat membran filtresi
(Sartorius) monte edilmis vakum pompasindan gecirilerek stzil-
mustdr. Filtre Gzerinde kalan partikiller ayni érnedinin 20 mLsi
icerisinde yikanmis ve bu yikama suyu 2500 rpm’de 10 dakika
santriflj edilmistir. Dipteki ¢okintl lam Gzerine alinarak her bir
ornek icin 3 adet kalin yayma hazirlanmis ve Kinyoun karbol fuk-
sin boyasi ile boyanarak mikroskop altinda (100X) incelenmistir.
Elde edilen sonuglar SPSS.13 programi ile degerlendirilmistir.

BULGULAR

Laboratuara getirilen diski drneklerinin boyanarak mikroskop
altinda incelenmesiyle 4'inde (%2.7) ookist gdzlenmis, ayni
drneklerin ELISA ile test edilmesinde ise 5'i (%3.4) pozitif olarak
degderlendirilmistir. Mikroskobik incelemede 13-25 ve 26 ve lzeri
yas gruplarinda ikiser, spesifik antijen arastirlmasiyla ise 0-12 yas
grubunda bir, 13-25 ve 26 ve Uzeri yas gruplarinda ikiser olguda
ookist tespit edilmistir.

Mikroskobik inceleme ile ookist bulunan 4 &rnek ELISA ydnte-
miyle de pozitif degerlendirilmis, 0-12 yas grubunda ise bir érnek
ELISA ile pozitif tespit edilmis olmasina kargin mikroskobik yon-
temle ookist tespit edilememistir (Tablo 1).



Turkiye Parazitol Derg
2013; 37:9-12

Akdemir C.
Kutahya'da Cryptosporidiosis

11

Tablo 1. Cryptosproridium spp. ookisti saptanan hastalara ait yas, cinsiyet ve test sonuglari

Test Yontemi Cinsiyet
Yas Kinyoun Karbol F. Boyama ELISA Testi Kadin Erkek Toplam Olgu
Pozitif n=4 (%) Pozitif n=5 (%) n=2 n=3 n=5
0-12 - (00.00) ! (2800) 1 - 1
1395 2 (§O§OO) 2 (gOQ.OO) 1 1 )
26 ve istii 2 (50.00) 2 (40.00) B ) )
34 34
Toplam 4 5 2 3 5

Tablo 2. icme sularinda Cryptosporidium spp. ookisti aranmasi

Ornek Ornek Sayisi | Pozitif (n) | Negatif (n)
Sebeke Suyu 20 — 20 (%100)
incik Suyu 10 1(%10.0) 9 (%90.0)
Toplam 30 1 (%3.30) 29 (%96.7)

Sehir sebeke sularindan alinan érneklerin incelenmesinde ookist
bulunmamis, cesmelerden (incik Suyu) alinan &rneklerin ise bir
tanesinde (%10) olmak Uzere genel olarak toplamda da bir
numunede (%3.3) ookist tespit edilmistir (Tablo 2).

TARTISMA

Cryptosporidiosis'in yayilimi Ankara'da %1.6-5.6, Eskisehir'de ise
%3.6-4.5, oranlarinda bildirilmistir (10-14). Kocaeli'nde |6semi ve
lenfoma tanili cocuklarda mikroskobi ile %7.86 serolojik yéntemle
ise %6.25-12.35 oraninda saptanmistir (15, 16). Etken Bursa'da
%0.6, izmir'de ise %0.42 oraninda bildirmistir (17-19). Mersin'de
ilkokul 6grencilerinde %5.5 oraninda bulunmus, ayni ilde farkl bir
calismada ise prevalansi %2.8 belirlenmistir (20, 21). Adana’na
mikroskobik yontemle %5.2, ELISA ile ise %24.03 oraninda saptan-
mig, enfeksiyonlarin %67.6'sinin 0-12, %10.8'inin 13-30, %21.6'sinin
ise 30 ve Uzeri yas grubunda gorildigind bildirmistir (22).
Calismamizda olgulann %20'si 0-12 yas grubunda, %40'ar ise 13-25
ve 26 ve Uzeri yas gruplarinda gozlenmistir. Malatya'da ishalli olgu-
larda %1.6 oraninda belirlenmistir (23). Van'da, mikroskobik yon-
temle %1.95, ELISA ile %4.9 oraninda saptanmig ayni ilde mezba-
ha calisanlarinda ise %1.14 oraninda belirlenmistir (24, 25).

Ispanya’da seroprevalans %6.25, Filistin'de (Gazze) mikroskobik
%14.9, ELISA ile ise %16.3 belirlenmis ve kiz cocuklarinda enfek-
siyon anlamli sekilde ylksek bildirilmistir (26, 27). Arastirmada
parazitin varligi ile cinsiyet faktorl arasinda anlamli iliski bulun-
mamistir (p>0.05). Misir'da mikroskobi ile %5.11, imminokroma-
tografik olarak ise %5.88 oraninda tespit edilmistir (6).
Venezuella'da prevalans %89, Peru’'da ise enfeksiyon %1-2 ora-
ninda bildirilmistir (28-30). Peru'da C. hominis'den kaynakli ant-
roponotik cryptosporidiosisin predominant oldugu ifade edil-
mistir (30). Aragtirmamizda etkenler Cryptosporidium spp. olarak
belirlenmis tur tayini yapiimamustir.

Mersin'de icme sularinin %11.36's1, atik sularin %21'i ve deniz
suyu orneklerinin ise %2.85'inde ookist tespit edilmistir (31).
Van'da ylizeyel kaynak sularinin %1.57'si, sebeke i¢cme sularinin

%0.82'si, kirsal bolge sularinin %1.55'i ve sehir ve ilge merkezle-
rindeki icme sularinin ise %0.80'inde ookist oldugu bildirilmistir
(32). ilimizde sehir sebeke su érneklerinde ookist gdézlenmemis
ancak depolarina dolum yapilmak suretiyle halkin kullanimina
sunulan cesmelerden alinan bir drnekte tespit (%10) edilmistir.

SONUC

Kutahya'da Cryptosporidiosis mikroskobik yontemle %2.7, spesi-
fik antijen aranmasiyla %3.4 oraninda saptanmstir. Arastiricilarin
bildirdiklerine paralel olarak ELISA testinin duyarliliginin yiksek
olmasi bir olgunun (%0.68) fark edilmesini saglamistir.

flimizde hiikim siiren karasal iklim &zelliklerinin, etkenin canlihgi-
ni strdirebilecek sartlan kisitladigini ve yayilimi azaltan bir bari-
yer olusturdugunu dustindirmektedir. Sehir sebekesinden alinan
orneklerde ookist tespit edilmemis ancak halkin kullanimina agik
cesmelerden temin edilen drneklerin bir tanesinde (%10) ookist
saptanmis olmasinin alt yapi imkénlarinin nispeten iyi oldugunu,
hastaligin epidemiyolojisinde sehir merkezindeki muhtelif yerler-
de bulunan halk ¢esmelerinin roli olabilecedi ve icme suyu
disinda bagka faktorlerin de olabilecegini disindirmektedir.

Arastirmada sadece icme sularinin incelenmesi ve drneklerin il
merkezi ile sinirli olmasi oranlarin diigtik ¢itkmasini destekler nite-
likte olmakla birlikte konvansiyonel yéntem kullanilmig olmasinin
da bir dezavantaj olabilecegini akla getirmektedir.

Calismadan elde edilen bulgular arastincilarin bildirdiklerine
paralel dederlendirilmis, olgulardaki yas ve cinsiyet farkliliklari
anlamli bulunmamistir (p>0.05). Mikroskobik incelemede etken-
lerin gbzden kacabilme ihtimaline kargin, laboratuar imkanlarinin
elverdidi dlclide cryptosporidiosis'i diglindlren vakalarda digki-
nin serolojik yéntemle incelenmesinin uygun olacadi ve il gene-
linde butin su kaynak/atiklarinda, tiketilen yas sebze/meyvele-
rin yikama sularinda molekiler tabanli tani yontemleriyle ookist
saptayacak calismalarin planlanmasi gerektigi distnilmektedir.
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