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OZET

Cryptosporidium ilk kez 1907 de tanimlanmig ancak 1976 yilina kadar insanlarda hastaliga neden oldugu
fark edilememistir. Protozoonlardan olan Cryptosporidium parvum insanlarda ve hayvanlarda Cryptosporidiosis
denilen sindirim sistemi hastaliklarina neden olmaktadwr. Enfeksiyon sirasinda Protozoon sindirim sisteminde yerlesir
ve hayatini intraseluler parazit olarak devam ettirir. Bagwrsaklarda oosit formunda bulunur, diski ile yayuw ve
hastalik yeni bireylere diski ile bulaswr. Cryptosporidium’un C. muris, C. baileyi ve C. meleagridis’i de gibi pek ¢ok
farkly tiirii kaydedilmigtir. Ancak, yalmizca bir tiiriin insanlarda énemli hastaliklara neden olduguna inamilmaktadir ki
bu tiir Cryptosporidium parvum’dur. Bagisiklik sistemi zayif ya da AIDS hastalarinda, Cryptosporidium un bir¢ok
enfeksiyona neden oldugu bulunmugtur. Bu parazit ishalin siiresini uzatmakta ve yagami tehdit etmektedir.
Cryptosporidium’ un farkl: tiirlerinin varligi, tamimlamada oénemli problemlere yol agmaktadir. Cevredeki orneklerde
bulunan oositler gozlendiginde farkl tiirlere ait oositler arasindaki farki anlamak miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle
filogenetik analizde molekiiler metotlar kullamilmaldir. Bu derlemenin amaci Cryptosporidium tiirleri ve onlarin
tanmimlama metotlart ile ilgili 6nemli bilgiler vermektir.

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium, Firsat¢t parazit, Protozoa, Diagnostik teknikler.

A NEW APPROACH OF IDENTIFICATION OF
CRYPTOSPORIDIUM STRAINS: RIBOTYPING

ABSTRACT

Cryptosporidium, first described in 1907, was not recognized as a cause of human illness until 1976. The
protozoan Cryptosporidium parvum is the causative agent for the gastrointestinal disease, cryptosporidiosis, in man
and animals. Upon the infection, this protozoan reside principally in the gastrointestinal tract and goes through its
life stages as an intracellular parasite. In the intestines, it forms oocysts which are shed in feces and which are the
source of infection for new susceptible persons. Different species of Cryptosporidium have been recorded, including
C. muris, C. baileyi, C. meleagridis. However, only species that is believed to be an important cause of disease in man
is Cryptosporidium parvum. In patients who are immunosuppressed or who suffer from AIDS, Cryptosporidium is
now recognized as one of a large group of infections which can contribute to a protracted and life-threatening
diarrhoeal illness. The existence of different species of Cryptosporidium present problems in identification when
oocysts are observed in environmental samples since it is not yet possible to differentiate between oocysts of different
species. For this reason, molecular methods must use for phylogenic analysis. Purpose of this review to give
important information about Cryptosporidium strains and their’s identification methods.

Key Words: Cryptosporidium, Opportunistic parasite, Protozoan, Diagnostic methods.



14 Cryptosporiitum Tiirlerinin Tanmimlanmasinda Yeni Bir Yaklasim: Ribotiplendirme/R. Sarikaya

1. GIRiS

Cryptosporidiosis, Cryptosporidium parazit
protozoonlarin neden oldugu zoonoz 6zellikli
bir enfeksiyon olup, son yillarda, insan ve
ekonomik  degeri olan  birgok  evcil
hayvanlardaki enteritislerin 6nemli bir nedeni
olarak kabul edilmistir (Casemore, ve
arkadaglari, 1985:16; Current, 1985:5; Fayer
ve Ungar, 1986:26). Cryptosporidium tiirleri
Apicomplexa subesine, Telosporia smifina,
Coccidiomorpha  altsinifina, Eimmeriorina
altordosuna ve Cryptosporidiidae familyasina
ait parazit protozoonlardir (Navin ve Juranek,
1984:15; 1985:6;

1983:13). Tyzzer dogal olarak enfekte olmus

O’donoghue, Tzipori,

laboratuvar  farelerinde  Cryptosporidium
cinsini ilk bulan, tanimlayan ve bu cinsin
C.muris ve C.parvum tiirlerini tespit eden
arastiricidir (Tyzzer, 1907:2; Tyzzer, 1910:23;
1912:19).

protozoonlardan olan bu parazitlerin genel

Tyzzer, Coccidia grubu
olarak insan dahil, birgok memeli, kanatl,
stiringen ve balik tiirlerinin sindirim kanali
olduklari
saptanmistir (Fayer ve Ungar, 1986:26;
O’donoghue, 1985:6; Tzipori, 1983:13). Bu
parazit protozoonlar, her ne kadar bu yiizyilin

epitel  hiicrelerinde  lokalize

baglarinda tanimlanmis ve isimlendirilmisse
de (Tyzzer, 1907:2; Tyzzer, 1910:23; Tyzzer,
1912:19), hastaligin identifikasyonu, klinik
onemi, epidemiyolojisi, yayilist ve kontrolii ile
ilgili ¢ogu bilgiler ancak son yillarda elde
edilebilmigtir (Casemore, ve arkadaslari,
1985:16; Current, 1985:5; Fayer ve Ungar,
1986:26; Navin ve Juranek, 1984:15;
1985:6; Tzipori, 1983:13).
Bunun yanisira Cryptosporidium ftiirlerinin

O’donoghue,

bliyiik kismi henliz molekiiler diizeyde
incelenmemistir.

Cryptosporidiosis, Onceleri hayvanlarda
nadiren goriilen bir enfeksiyon olarak
diistiniilmiis, ancak son yillarda, ¢esitli evcil
hayvan tiirlerinde, 6zellikle yeni doganlarda
ishale sebep olan bir enfeksiyon olarak dikkati
cekmistir (Angus, ve arkadaslari, 1982:2;
Moson ve arkadaglari, 1981:3; Tzipori ve
1982:2).
calismalar da,

arkadaglari, Yapilan  deneysel
Cryptosporidium’larin
enteropatojen etkenler arasinda oldugunu teyit
etmigtir. Bu c¢aligmalar, ayni zamanda, bu
parazit protozoonlarin tiire 6zgii olmadigimi
gostermis ve ¢esitli hayvan tiirleriyle, bunlarla
iligkisi olan insanlarda, ¢apraz enfeksiyonlarin
her zaman olast oldugunu ortaya koymustur
(Current ve arkadaglari, 1983:6; Reese ve
arkadaslari, 1982:4; Sherwood ve arkadaslari,
1982:5; Tzipori ve arkadaglari, 1980:3;

Tzipori ve arkadaslari, 1981:5).

Daha ¢ok son zamanlarda Cryptosporidium
enfeksiyonlar1 hakkindaki bilgiler, cesitli
arastiricilarca bir araya getirilmistir. Bunun
sonucunda enfeksiyonlar hakkindaki veriler
carpict sekilde artmis, ancak hastaliga karst
etkili kemoterapotiklerin heniiz
saptanamamasi, yerylizinde yaygin olan
siirmesine  neden

enfeksiyonlara  ilginin

olmustur. Cryptosporidium tiirlerinin
enfeksiyonlar1 daha siklikla konakta neonatal
durumda yalniz olarak ya da bagka bir
enfeksiyonla birlikte (rota virlis, corana viriis

ve E. coli) bulunur.

Buna ek olarak immunosuppressor ilaglar

kullanilan hastalarda, congenital
hypogammaglobulinemia hastalarinda, AIDS
ve Lenfatik leukemia’da, leukosis goriilen

kedilerde, Marek hastaligiyla enfekte olan ve
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bagisiklik sistemi bozuk Arap taylarinda
Cryptosporidium tirleri firsatci parazit 6zelligi
gosterirler. Ozellikle Cryptosporidium parvum
tiri AIDS hastalarinda 6liime neden olan
ikincil etmen olarak tanimlanmistir. Bu
Protozoon aymi zamanda hindi, bildircin,
stiliin, kanarya, papagan, kaz, muhabbet kusu
ve ordeklerin bursa fabricus, tikriik bezlerinde
O0zofagus  bezlerinde ince ve  kalin
bagirsaklarinda, kor bagirsaklarinda  ve
kloaklarinda yerlesmektedir. Diger taraftan
nasal turbinates, nasofarinks, larynx, trake,
brongs ve solunum organlarinin  hava

edilebilmektedir.

fabricus

keselerinden de izole
Cryptosporidium  tirleri  bursa
tabakalar1 icinde solunum ve sindirim
sisteminde yerlesmeyi tercih eder. Buralarda
klinik ve patolojik degisimlere sebebiyet
vermektedir. Boylece kuglarda Marek hastalig
ortaya c¢ikar. Cryptosporidium tiirlerinin
bulundugu bursa fabricus epitellerinin
cogunda hiperplazi, bir kisminda ise hiperplazi
ile birlikte hipertrofi, vakuoler dejenerasyon
ve bu epitel hiicre katinda heterofil hiicre
infiltrasyonunun  bulundugu  belirlenmistir

(Ozkul ve arkadaslari, 1991:9).

Cryptosporidium  tlirlerinin  tavuklarda,

hindilerde =~ ve  bildircinlarda  bagirsak
sisteminde bulundugu yakin zamanlarda tespit

edilmistir (Ozkul ve Aydm, 1994:4).

C. muris'in Tiirkiye ve Ingiltere'de ev

farelerinde, Japonya'da ev si¢anlarinda,
Almanya'da dag geyiklerinde, Amerika ve Cek
Cumbhuriyeti'nde sigirlarda ve Amerika'da
develerde bulundugu rapor edilmistir (Aydin
ve Ozkul, 1996:6). Cryptosporidiosis hastalig1
ile ilgili olarak Tiirkiye'de cross-transmission
caligmalar1 yapilmakta ve patolojik bulgular

elde edilmektedir (Aydin, 1991:18).

Bu parazitlerin 6zellikle son zamanlarda
diinya c¢apmnda yaygimlagan  diarrhoeal
hastaliklarin ~ sebebi  oldugunun farkina
varilmistir. Ingiltere' de her yil 4000-6000
kiside bu hastalik Halk Sagligi Laboratuvari
Servisi'nce rapor edilmistir. Amerika ve
Ingiltere'de goriilen ve 400.000’den fazla
kisiyi etkileyen enfeksiyonun igme suyundan
oral yolla bulastigi tespit edilmistir.
Enfeksiyonun bulagsma nedeni tam olarak
aciklanamamasina  ragmen, hayvanlardan
bulastig1 gibi yiyecek, icecek, su tiiketimi ve
insandan insana bulasabilir

arkadaglari, 1997:41).

(Fayer ve

Cryptosporidium
hastaliklarinin baslica sebebidir. Bu tiiriin

parvum ishal

oositleri  agir c¢evresel kosullara  ve

dezenfektanlara  karsi ¢ok  dayanikli
olduklarindan paraziti kontrol altina almak
olduk¢a giictiir. Bu nedenle oositleri etkisiz
hale getirmek i¢in farkli yontemlere ihtiyag
vardir. Yu ve Park (2003:4) gamma 1smlarinin
Cryptosporidium tiirlerine etkisini
aragtirmislardir. Enfekte edilmis farelerdeki
oositlerin tamamen elimine edilmesi i¢in en az
50.000 Gy gamma 1smmina ihtiya¢ oldugunu

tespit etmislerdir.

Kirby ve arkadaslar1 (2003:17), tarimda atik
su kullaninmimin ¢esitli saglik problemlerine
neden oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle
Cryptosporidium gibi parazit yumurtalariin
bu sekilde
etmislerdir.

insanlara  bulastigin1  rapor

Insan dahil birgok hayvan grubunda parazit
olarak yerlesebilen ve en ufak bir bagisiklik
sistemi aksamasinda ¢abucak faaliyete gegerek
konagin immiin sistemini tamamen zayiflatan
ve hatta oldiiren Cryptosporidium tiirlerinin

filogenetik analizi yapilmali  ve tiirlerin
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tanimlanmasinda basarili yontemler

gelistirilmeye ¢alisilmalidir. Bunun sonucunda
bu firsat¢1 parazite miidahale yollar1 aranabilir.

2. GENEL BiLGILER

2.1. Smiflandirilmasi

Alem : Protista

Altalem : Protozoa

Sube: Sporozoa (Apicomplexa)
Simif : Telosporia

Altsinif : Coccidiomorpha
Takim : Eucoccidiorida
Alttakim : Eimeriorina
Familya : Cryptosporidiidae

Cins : Cryptosporidium

2.2.Hayat Dongiisii

Cryptosporidium
dongiisiine sahiptir. Bu dongili baz1 kitaplara

karigtk  bir  hayat

gore 1-8 giin siirerken, bazi kitaplara gore (ki
kabul goren budur) 12-14 saattir. Diger alt
takim elemanlarinin tersine Cryptosporidium
tek bir konagin viicudunda yerlesir ve konagin
bagirsaklarinda tekrarlayan dongiiler sonucu
enfeksiyon olusur.

Enfekte olmus hayvanin digkisi iginde
dokiilen oositler (bu olaya Excystation denir)
cok fazla miktardadir. Ornegin enfekte olmus
bir buzagida yaklagik bir haftalik periyotta 50
milyar oosit iiretilebilir.

@MEI
7

Sekil 1. Cryptosporidium Tiirlerinde Hayat
Dongiisii Semast

(E) Excystation; (G) Gametogonie, (I) Bulasici
Evre; (M) Merogony; (MEI1) Tip I Meront;, (ME2)
Tip Il Meront; (MA) Macrogamet; (Mi)
Microgamet; (MIT) Microgametosit; (MZ1) Tip I
Merozoit; (MZ2) Tip Il Merozoit; (OO) Oosit; (S)
Sporogonie; (SZ) Sporozoit

Digkiyla dokiilen oositlerin  yenmesiyle
hayat dongilisii baslar. Oositler ¢evresel
kosullara ¢ok direnclidir. Her oosit dort adet
sporozoit icerir. Enfekte olmus hayvanin oniki
parmak bagirsagl iginde safra tuzlarinin ve
tripsin gibi sindirim enzimlerinin etkisiyle
oositler pargalanir ve 4 sporozoit serbest hale
gecer. Sporozoitler muz seklindedir ve bas
kisimlar1  baglayic1  protein igerir. Bazi
kaynaklarda bu birlestirici proteine feeder
dezmozoma

organelle denilmektedir ve

benzetilmektedir.  Sporozoitler  birlestirici

protein sayesinde ince bagirsagi astarlayan
tutunurlar.

epitel  hiicrelerinin  yiizeyine
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Sporozoit daha sonra epitel hiicresinin igine
girer ve hiicre membran1 iginde hiicre
sitoplazmasina girmeksizin (intrasellular ama
extrasitoplazmik) yuvarlak bir trophozoit
olusur. Daha sonra multiple fission (¢oga
boliinme = merogony = schizogony) olusur.
Bu olay sonucu meront denilen yap1 meydana
gelir. Meront iginde 8 merozoit vardir. Bu
merontlar Tip I Meront olarak adlandirilir. Tip
I merontlar catlayarak acilir ve tip I
merozoitler serbest kalir. Serbest merozoitler
yeni  hiicreye  girdiklerinde = merogonie
gecirerek ek meront formlari olustururlar. Tip
I merontlar stirekli olarak bu dongiiye devam
etme yetenegindedirler ve her zaman

mevcutturlar.

Bazi tip I merontlar ise ikinci bir meront
tipinin olusumuna yol agarlar. Bunlara Tip II
Meront denir. Bir adet Tip II meront ise
eseysiz iireme ile 4 merozoit olusturur. Tip II
merozoitler serbest kaldiklarinda eseyli
durumda goriiniirler. Baz1 tip II merozoitler
hiicreye  girer, hiicreyi  genisletir ve
Macrogamet (digi) formunu olusturur. Diger
bazi tip II merozoitler ise hiicre igerisinde
multiple fission gecirerek 16 adet flagellatsiz
Microgamet  iceren  Microgametocytes'i

olusturur. Microgametler icerisinde
bulunduklar1 microgametositi ¢atlatir ve disari
c¢ikarlar. Daha sonra her biri bir macrogamet
igerisine girerek Zigot’u olustururlar. Bu evre
Gametogonie evresidir. Zigotun etrafinda
direngli bir oosit duvari vardir. Zigot hayat
dongiisiindeki tek diploid evredir. Zigot
mayoz bdliinme gecirerek 4 adet sporozoit
olusturur. Bu evreye Sporogonie denir. Dort
adet sporozoit iceren her oosit digkiyla

cevreye birakilir.

Bagirsakta {iretilen oositlerin  yaklasik
%20’si oosit duvart olusturmakta basarisiz

olurlar ve yalmzca ince bir membranla
gevrelenerek sporozoitleri olustururlar. Bu
gesitler ince  duvarli  oositler  olarak
adlandirilir. Bunlar konagin bagirsagi iginde
kist olarak kalirlar ve yeni hiicreleri enfekte
ederler. Bdylece ¢evredeki kalin duvarlt
oositlerin yenmesine gerek kalmaksizin
enfeksiyon devamlilik kazanir. Bu duruma
Autoenfeksiyon denir. Bagirsakta {iretilen
oositlerin  yaklasitk %80’1 ise c¢evresel
faktorlere direncli, kalin ¢eperli bir yapidadir.
Bunlar konaktan ayrilarak enfeksiyonu diger
konaga bulastirmakta  gorevlidirler. Bu
oositlere ise kalin duvarli oositler denir.
Bunlar hayatta kalabilmek icin 4 ay siireyle
uykuda kalabilirler. Temiz su i¢inde 1 yila
yakin dormans halde kalirlar.
Cryptosporidium tiirleri igme suyu
sistemlerinde gercek bir direng gosterirler.
Aritmada kullanilan klor gibi dezenfektanlara
cok fazla direnglidirler. Oositleri 2-3 mg/I’lik
klor konsantrasyonu etkilemektedir. Ancak
100 mg/I’lik kloru suya kisa periyotlarla
ekleyerek diger biitin mikroorganizmalarla
birlikte cesitleri oldiirmek miimkiindiir.
Oositleri filtrasyon yoluyla da uzaklastirmak
¢ok zordur. Ciinkii oositlerin ¢ap1 4-6 p’dur.
Eger oositler dondurulursa bulagsmanin devam
ettigi goriliir. Ancak 72.4 °C de 1 dakika yada
62.4 °C de 2 dakika kaynatilirsa bulasma

kaybolur.

2.3. Cryptosporidium Tiirlerinin Ik Kez
Tanimlanmasi

Cryptosporidium cinsi parazitler ilk olarak
19. ylizyilin baslarinda Amerikali parazitolog
RE. Tyzzer tarafindan tanimlanmustir. Tyzzer
1907 yilinda laboratuvar farelerinin mide bez
epitel hiicrelerine yerlesen cinsin 6rnek tiirii
olan, Cryptosporidium muris't tanimlamistir.
Ayni arastirict 1912 yilinda farelerin ince
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bagirsaklarinda ikinci bir tiirii tanimlamis ve
Crptosporidium parvum olarak
isimlendirmislerdir. Daha sonraki yillarda ise
bagka Cryptosporidium tirleri de

tanimlanmustir.

2.4. Cryptosporidium Tiirlerinin

Bulundugu Konaklar

Genel olarak insan dahil olmak {izere
baliklarda,
stirlingenlerde bulunurlar. En yaygin olan iki

birgok  memelide, kuslarda,

tiirliniin belli konaklar1 ise sunlardir:

C. parvum: Ev hayvanlarinda, ¢iftlik
hayvanlarinda ve insanlarda,

C. muris: Kemirgenlerde, nadiren kedi ve
kopeklerde bulunur.

2.5. Cografik Dagilisi
Tiim diinyada yayilis gdstermektedir.
2.6. Morfolojisi

Ug farkl: sekilde goriiliirler:

a. Oositler (kalin duvarli veya ince
duvarlr)

b. Schizontlar (4 veya 8 merazoit
igerirler, muz seklindedirler)

c. Gamontlar

2.7. Cryptosporidium insanda Enfeksiyon
Olusturur Mu?

Cryptosporidium tirlerinin 1976  yilina
kadar insanda  enfeksiyon olusturdugu
Cinkii  bu

opportunistic yani firsatg1 bir parazittir.

bilinmemekteydi. parazit

Bagisiklik sistemi kuvvetli olanlarda ilk anda

enfeksiyon olusturmaz, basit bir ishal
meydana getirir. Bagisiklik sistemi zayifladigi
anda devreye girer ve gegirilen enfeksiyon
yaninda ikincil enfeksiyonlar olusturur.
Ozellikle AIDS hastalarinda, bobrek dializ
tedavisi olanlarda, steroit tedavisi olanlarda,
kanser hastalarinda vb. bagisiklik sistemi
zayifladigindan olusturdugu

enfeksiyon 6liimciil olabilir. Ornegin AIDS

parazitin

hastalarinda C. parvum'un ikincil 6lim sebebi
oldugu tespit edilmistir.

2.8. Olusturdugu Enfeksiyonlar

Enfeksiyonun Adi:  Cryptosporidium
tirleri  Cryptosporidiosis denen bagirsak
hastaligina neden olurlar. Bu hastaligm
yaninda baska enfeksiyonlar da

olusturabilirler.

Enfeksiyon Bélgesi: Parazitler sindirim
sisteminde bulunurlar. Tercih ettikleri bolge
ileum’dur. [leum kalabaliklasmaya basladiktan
sonra duedonum, kalin bagirsak, kér bagirsak
da enfekte olur. Bagisiklik sistemi zayif
hastalarda midede, safra ve pankreatik
kanallarda ve hatta solunum sisteminde de
gorilir.

Belirtileri: En genel belirtisi sulu ishaldir.
Bunun yaninda abdominal kramplar, mide
bulantisi, kusma, ates, bas agrisi, istah kaybi1
ve kilo kayb1 gortilebilir.

Teshisi: Diski ve c¢evre numunelerinde
Cryptosporidium oositlerinin identifikasyonu
icin Giemsa boyasi, Modifiye Ziehl-Nielson
Teknigi, Modifiye Kinyoun Acid Fast Teknik,
Immunoflourescence (IFA) Teknigi
kullanilmaktadir. Insandaki Cryptosporidiosis
teshisi i¢in ise Enzyme Immunoassays (EIAs)

kullanilmaktadir.  Cryptosporidium tiirlerini
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oositlerin mikroskobik incelenmesi yoluyla
ayirt etmek ¢ok zordur. Ciinkii oositler farkli
tire bile ait olsalar fenotipik olarak aynidir.
Bu nedenle gerek tiirlerin tam teshisi, gerekse
miicadelede

olusturduklar1  enfeksiyonla

molekiiler teknikler kullanilmasi zorunludur.

Kimler Cryptosporidiosis Hastaligina
Yakalanir, Hastahlk Ne Kadar Siirer?
Muhtemelen biitiin insanlar bu hastaliga
aciktir. Bagisiklik sistemi normal, saglikli
kisilerde belirtiler 2 hafta yada daha az siirer.
Bagisiklik sistemi zayif kisilerde hastalik daha
uzun siireli ve siddetli geger. Adeta
kroniklesir.

Hastahi@in Bulasma Sekli Nasildir?
Enfekte olmus insan veya hayvanlarin
digkilarinda bulunan dig faktorlere karsi
direngli oositler ¢evreyi (su, toprak, bitkisel
besinler vb.) kontamine eder. Cevredeki
oositlerin oral yolla alimmasiyla hastalik
bulagir. Hastalik kontamine olmus igme
sularindan, enfekte olmus ishal kisilerden,
tuvalet sonrasi kisisel hijyen sartlarina
uymayan kisilerden, kontamine olmus sebze
ve meyvelerden vb. bulasabilir.

Enfeksiyonu Bir Kez Geg¢iren Bagisikhik
Kazanir Mi? Enfeksiyonu izleyen birkag
bagisiklik olay1 ortaya cikmistir. Ancak bu
kesin degildir. Onceden enfekte olmus kisiler
bagisik olabilir fakat genis dozda parazite
maruz kalindiginda enfeksiyon yenilenir.

Tedavisi: Cryptosporidiosis i¢in 6zel bir
tedavi yoktur. Buna ragmen bazi hastalarda
paramomycin veya azitromycin gibi bazi
antibiyotiklerden cevap alinabilir. Eger ishal
hastalarinda dehidrasyon olusursa oral sivilara
veya  intravendz  sivilara  gereksinim
duyulabilir. Ishal 6nleyici ilaglar bagirsak

hareketini azaltarak gegici bir silire iyilesme

saglayabilir. Cryptosporidiosis hastalar1 saglik
uzmanlarma nasil bir beslenme diyeti
uygulayacaklarini ve ishal belirtilerini nasil en
aza indirebileceklerini danismalidirlar.

Cryptosporidiosis’e Yakalanmaktan ve
Hastahig1 Baskalarina Bulastirmaktan Nasil
Kacimabilirsiniz?

1. Tuvaletten sonra, cocuk bezi
degistirdikten sonra veya diski materyali
ile her ne sekilde olursa olsun eliniz
kirlendiginde ellerinizi iyice yikayiniz.

2. Agiz ve ellerinizin digkiyla temasini

saglayacak oral ve anal temastan
kagiminiz.
3. Sigir gibi ciftlik hayvanlarina

dokunmaktan kacininiz.Bu hayvanlarla

calismak zorundaysaniz eldiven kullaniniz

veya isiniz  bitince ellerinizi iyice
yikaymiz.

4. Cig siit igmeyiniz. Igeceginiz siitii en az 1
dakika kaynatiniz.

5. Temiz olmayan, evsel atiklarin atildigi
nehir ve gollerde ylizmeyiniz.

6. Sebze ve meyveleri yemeden Once iyice
yikayiniz.

7. Pastorize edilmemis siit ve siit iriinleri,
Meyve sarabi vb. yiyecek ve igecekleri
tilketmeyiniz.

8. Kamp yerlerinde veya tanimadiginiz
yerleri seyahatiniz sirasinda islenmemis
yada yarim yamalak filtre edilmis yiizey
sularin1 igmeyiniz. Yerel otoritelerin su ile
ilgili tavsiyelerine uyunuz.

9. Damitilmamis veya pastorize edilmemis
sise sularini kullanmayiniz. Sise sularinin
saglik kuruluslarinca onaylanmig
olanlarini tercih ediniz.

10. Cesme suyunu en az 1 dakika kaynattiktan
sonra i¢iniz. Cesme suyunu aritmak igin
yliksek coagulant veya polymer filtre
kullaniniz. Filtrenin tikanmamasi i¢in belli
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periyotlarla bakimini yaptiriniz.

11. Cesme suyunda dezenfektan olarak klor
yerine ondan daha etkili ozon gibi
dezenfektanlar kullaniniz.

3. Cryptosporidium TURLERININ
TANIMLANMASINDA YENI BIR
YAKLASIM: RiBOTiPLENDIiRME

Kok grubu
Cryptosporidium’larin diinya capmnda diare

parazitlerden olan

hastaliklarinin  sebebi oldugu anlasilmistir.
Enfeksiyon Amerika ve Ingiltere’de genel
olarak igme suyu ile oral yoldan
bulagmaktadir. Bu parazit insanda ishalden
baska Onemli enfeksiyonlara da  yol
acmaktadir. Bu nedenle parazitin tiirlerinin
tanimlanmasi ¢ok Onemlidir. Yakin zamana
kadar kullanilan rutin diagnostik tekniklerle
diskidan  elde  edilen
mikroskobuyla tanimlaniyordu. Bu sekildeki

tanimlamalar da

oositler 151k
tam dogru sonuglar
vermiyordu. Bu nedenle Cryptosporidium’
larin tanimlanmasinda molekiiller metodlar
kullanilmaya baslandi. Bu metodlardan biri de
ribotiplendirme  yada diger bir adiyla
molekiiler tiplendirmedir.

3.1. Molekiiler Tiplendirme

Sistematik veya hastaliklar1 teshis amacli
olarak elde edilen izolatlarin
tiplendirilmesinde, yakin zamana kadar,
genellikle fenotipik  6zellikler esas rol
oynamistir. Ancak, fenotipik karakterlerin
stabil olmamasi ve g¢esitli nedenlerle
degisebilmesi, degerlendirmelerin  yanlig
sonuglara ulagmasina neden olmaktadir. Oysa
son yillarda gelistirilen molekiiler metodlar
arasinda yer alan lipopolisakkarit, yag asitleri,
protein ve niikleik asit analizleri ¢ok daha

gecerli sonuclar saglamaktadir. Molekiiler

teknikler arasmda en Onemli olanlari,

genotipik  yontemlerin  kullanildigi  ve
mikroorganizmalarin genomlarin1 esas alan,
DNA bazli niikleik asit analizleridir. Bunlar
daha Sistematik veya hastaliklar1 teshis amaglt
olarak elde edilen izolatlarin
tiplendirilmesinde, yakin zamana kadar,
genellikle fenotipik  Ozellikler esas rol
oynamustir. Ancak, fenotipik karakterlerin
stabil olmamasi ve ¢esitli nedenlerle
degisebilmesi, degerlendirmelerin  yanlis
sonuclara ulasmasma neden olmaktadir.
Bunlar daha stabil genetik karakterlere

dayandig i¢in giivenilir sonugclar vermektedir.

Molekiiler tiplendirme metodlar1 arasinda:

Plasmid DNA analizi

Genomik DNA restriksiyon analizi
Prob hibridizasyon teknikleri

PFGE (Pulsed field gel elektrophoresis)
Gen sekans analizleri

PCR'a dayali tiplendirmeler (PCR-
RFLP, PCR-RAPD, PCR-REP, PCR-
AFLP vb.)

7. Ribotiplendirme

ARG o

yer almaktadir. Bu
calismada  ribotiplendirme {izerinde

durulacaktir.

4. RIBOTIPLENDIRME
(RIBOSOMAL DNA
TEKNIiGI)

ANALIZ

Son 10-15 yildir bakterileri tiplendirmede
kullanilan yo6ntemler arasinda, 16S ve 23S
rRNA'lar1 kodlayan genleri (DNA sekanslart)
ortaya koymaya yonelik caligmalar
bulunmaktadir. Bu teknik digerlerinin noksan
kismen de olsa

taraflarim gidermeyi

amagclamaktadir. Soyleki;

e Fenotipik 06zellikleri belirlemeye dayali
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testler, bu karakterlerin ¢ok degisken
olmalar1 nedeniyle pek giivenilir sonuglar
vermez.

e RFLP analizleri de, olusan bantlarin ¢ok
fazla olmasi nedeniyle band patternlerinin
¢ok iyi ve kesin yorumlanamamasina
neden olur.

e Hibridizasyon teknikleri de, kullanilan
spesifik ve isaretli problarin sadece bir
ajana veya onun belli ve ¢ok kiiciik bir
sekansina yonelik olmast nedeniyle

smirlayici bir rol oynamaktadir.

e Oysa ribozomal RNA’lar1 (rRNA: 16S ve
23S rRNA) kodlayan genler, evolusyon
sirasinda ¢ok fazla korundugundan daha
stabil bir durum gostermektedir. Ayrica,
bunlar biitiin bakterilerde de c¢ok fazla
miktarda bulunmaktadirlar. Bakterilerin
total DNA siispansiyonlar1 da, rRNA’lara
karst hazirlannmig isaretli ve spesifik
problarla da reaksiyon verebilmektedir.
Bakteri
genlerinin de birden fazla kopyasi

kromozomlarinda rRNA

bulunmaktadir. Bu nedenle rRNA’lar igin
hazirlanan isaretli ve spesifik problar
hibridizasyonlarda, iizerinde bulunan
rRNA genleriyle kolayca birlesebilmekte
ve bunlar da otoradiografi ile (veya diger
konabilmektedir.

Bunlarin yani sira fazla olmayan (7-12)

tekniklerle)  ortaya

band desenlerini analiz etmek ve
degerlendirmekte  kolay  olmaktadir.
Ethidium yapilan

boyamalarda bantlar1 kolayca gdrebilmek

bromide ile

ve yorumlamak kolay olmaktadir.

Ribotiplendirmede  farkli  problardan
Soyleki; rRNA’larmm  bizzat
kendilerinin yam1 sira, igine rRNA geni

yaralanilir.

klonlanmis plasmidlerin tasidigi rekombinant

problar, E. coli’ye ait 16S rRNA ve 23S
rRNA’larin mRNA’larindan reversal (ters)
transkripsiyonla elde edilen cDNA’lardan
hazirlanan cDNA problari, ayrica
eukaryotlarda ise 18S rRNA problarnn da
kullanilabilmektedir.

rRNA’daki
farkliliklarina dayali olarak tanimlamaya ve

Ribotiplendirme  bakterileri
smiflandirmaya dayanan bir metodtur. Bu
metod tiir kategorisinin Otesinde bakterileri
direkt cinsinden siniflandirmada kullanilan
kesin bir parmak izidir. Bu teknikte bakteri
kolonisinden DNA extrakte edilir. Sonra farklhi
Olciilerdeki fragmanlar sinirlandirilir. Daha
sonra DNA bir membrana transfer edilir ve
rRNA geninin kalibim1 ortaya ¢ikarmak igin
rRNA operonunun bir bolgesi ile problanir.
Kalip kayitlanir, sayisallastirilir ve bir veri
tabani i¢inde depolanir. Her iki pozisyondaki
bakteriler arasinda varyasyonlar vardir ve
rRNA bantlarmin  yogunlugu bakterilerin
tanimlanmasinda kullanilabilir.

Ribotiplendirme, ¢esitli  mikroorganizma
cinslerine ait tiirlerin taksonomik ve alt
gruplarmin  belirlenmesinde  kullanilmastir.
Omegin, Staphylococcus aureus, Salmanella

spp. vb.

Ribotiplendirme, tiiketim {iriinleri ve diger
biitlin kaynaklardan izole edilen bakteriler
sekilde
kurulmasina izin verir. Bu a¢idan kontamine

arasindaki iligkilerin  anlagilir
olmus yiyeceklerin tanimlanmasinda ve yok
edilmesinde Onemlidir. Ayrica bir grup
hayvan i¢inde bir enfeksiyonun yayilmasi da
ribotiplendirme ile izlenebilir ve enfeksiyonun
bulasma yolu tanimlanabilir. Dolayisiyla
ribotiplendirme  molekiiler  epidemiology
acisindan ¢ok Onemlidir. Ribotiplendirme
kaliplar1 bir ¢ok bakterinin identifikasyonunda

kullanilir. Halen Gr+ ve Gr- bakterileri
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tanimlamakta kullanilan 600'den fazla kalip
vardir.

Avrupa’da  ozellikle  Cryptosporidium
parvum lzerinde ¢esitli molekiiler ¢aligmalar
yapilmigtir. Bu ¢alismalarda RAPD-PCR,
RFLP ve Ribotiplendirme gibi farkli metotlar
kullanilarak tiir tayininde basarili yontemler
gelistirilmeye  calisilmaktadir  (Patel  ve
arkadaglar1, 1999:7; Morgan, 1999: 6; Kevin,

1998:4; Morgan, 1996: 6).

Cryptosporidium tiirleri olan C. parvum, C.
wrairi, C. muris ve C. baileyi i¢in 18S rRNA
gen sekans bilgisi mevcuttur. Bu sekanslarin
daha once yapilan multiple sekans analizleri
disik eukaryotik rRNA i¢in universal
primerlerle birlikte Cryptosporidium tiirleri
igcin Ozgil primerler tanimlanmistir. Hatta
gelistirilen amplifikasyon sartlar1 bu tiirlere
0zgilil rRNA gen sekanslarina benzer oldugu
icin bu ikisini bir multiplex polimeraz zincir
reaksiyonu formatinda birlestirmek miimkiin
olabilir. C.parvum ve C. wrairi 6zgil hedef
bolgede benzer rDNA sekanslarina sahiptir.
Boylece bu metod kullanilarak ayrt
edilemezler. Ancak bu iki tiir Cryptosporidium
dis duvar proteini (COWP) geninin PCR
restriksiyon fragmani uzunlugu polymorfizmi
analizi (RFLP) ile ayirt edilebilir. COWP geni
icin aynt PCR/RFLP teknigi ayni zamanda
C.parvum’un iki genotipini de ayirt edebilir
(Patel ve 1999:7).
Cryptosporidium tiirlerini identifiye etmek

arkadaslari,

icin ribotiplendirmede dayanilan temel, 18S
rRNA gen sekanslarinin multiplex PCR
reaksiyonudur.

Bakir ve arkadaglar1 (2003:4), Ankara’daki
icme suyu kaynaklarmdaki

incelemislerdir. Caligmalarinda 85 su 6rnegini

parazitleri

incelemislerdir. Bunlardan 43 tanesi yerel su
kaynagi, 34 tanesi kuyular, 6 tanesi Ankara
Irmag1 ve 2 tanesi bent suyu Ornegidir. 85
istasyondan topladiklari su orneklerinde
Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia ve
Entamoeba  histolytica gibi parazitler ve
oositleri 1s1k mikroskobu ile ve Polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak tespit
edilmeye caligilmistir. Bakir ve arkadaglarinin
34  kuyu

suyundan 2 tanesinde Giardia lamblia ve 6

yaptiklar1  ¢alisma  sonucunda

Ankara Nehri 0Orneginden 3 tanesinde;
Entamoeba  histolytica ve  Strongyloides
stercoralis  larvasy,  Trichuris  trichura

yumurtalart ve Cryptosporidium parvum o00siti
tespit etmislerdir.

Alves ve arkadaslar1 (2003:4), enfekte
olmus insan, sigir ve diger gevis getiren
hayvanlardan izole ettikleri Cryptosporidium
tiirlerini PCR ve DNA Sekans Analizi yoluyla
incelemisler ve Cryptosporidium tiirlerinin
cok genis bir alellik farklilik gosterdiklerini
tespit etmislerdir.

Peng ve arkadaslar1 (2003:6), enfeksiyona
yakalandig1 bilinen 248 inek, 17 insan ve 16
su oOrneginden 1997-2000 yillar1 arasinda
aldiklart numuneleri molekiiler yontemler
kullanarak incelemiglerdir. Bunun sonucunda
34 inek diskisi 6rneginde 6 Cryptosporidium
parvum alt genotipi bulmuslardir. Ayrica 4
insan diskisinda ineklerde bulunan
Cryptosporidium parvum genotipi ve iki insan
Cryptosporidium parvum genotipini tespit
etmislerdir. Calismalarinin sonucunda

molekiiller metotlarin Cryptosporidium

bulasmasmi takip etmede ve teshiste onemli
oldugunu belirtmislerdir.
Scorza ve

arkadaglar1  (2003:4) kedi
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diskisindan izole ettikleri Cryptosporidium
oositlerini tanimlarken PCR yontemi ile IFA
(Immunofluorescence ~ Assay)  yontemini
kullanmiglar ve PCR yonteminin IFA’dan

daha hassas sonug verdigini tespit etmislerdir.

Gatei ve arkadaslari (2003:5),
Cryptosporidium tiirlerinin tanimlanmasinda
840 baz ciftine sahip olan 18S rRNA genini
olduklari

sonucunda 4 tip

kullanmuglardir. Yapmis
genotiplendirme
Cryptosporidium tanimlamislardir. Izolatlarin
%75’ini
genotipinde,

Cryptosporidium  parvum  insan
%21.7’sini
genotipinde,

Cryptosporidium
parvum inek 1.6’s1n1
Cryptosporidium meleagridis ~ genotipinde,
%1.6’s1 Cryptosporidium muris genotipinde
tespit etmislerdir. Bu c¢alisma sonucunda 18S
rRNA gen lokusu kullanilarak yapilan
gonotiplendirmenin filogenetik analizlerde
kolaylik saglayabilecegi rapor edilmistir.
Mevcut Cryptosporidium tiirlerinin
tanimlanmasi i¢in gelistirilen bir¢ok teknik
vardir. Genellikle kullanilan teknikler arasinda
izoenzim analizleri, Western Blothing,
Random Amplified Polymorphic DNA
Analysis (RAPD-PCR), Polymerase Chain
Reaction Fragment length Polymorphism
(PCR-RFLP) Analysis ve PCR ve DNA
Sequencing yer almaktadir. Son c¢alismalarda
kiigiik ribizomal RNA alt {initesini kodlayan
bolge (SSU-rRNA)
siniflandirmalarda  kullanilmaya baglamustir.

taksonomik

Yakin  zamanlarda  yapilan  ¢aligmalar
sonucunda inek ve insanlardan izole edilen
Cryptosporidium parvum’un iki genotipinin
varoldugu bulunmustur. Bu iki genotip SSU-
rRNA  kodlayan

birbirlerinden farklidirlar. Cryptosporidium

bolgeleri  bakimindan

genotip I yalnizca insanlara bulagir ve insanda
enfeksiyon olusturur. Fakat Hayvansal olan

genotip II hem insanlara hem de inek, koyun,
sigir, at vb. ¢iftlik hayvanlarina bulagmaktadir.
Ayrica yine yakin zamanda yapilan ¢alismalar
sonucunda baska hayvanlarda (domuz, fare,
kedi, ve koala) yeni Cryptosporidium
SSU-rRNA’y1
bolgenin sekanst yoluyla tanimlanmistir
(Norman ve arkadaslari, 1990:5).

genotipleri  de kodlayan

5. SONUC

Son zamanlarda Cryptosporidium
enfeksiyonlar1 hakkindaki bilgiler, cesitli
arastiricilar tarafindan bir araya getirilmistir.
Bunun sonucunda enfeksiyonlar hakkindaki
veriler carpict sekilde artmis, ancak hastaliga
kars1  etkili  kemoterapotiklerin  heniiz
saptanamamasi, yeryliziinde yaygin olan
enfeksiyonlara ilginin  silirmesine neden
olmustur. Bu calisma sayesinde ¢ok Onemli
hastaliklara sebep olan Cryptosporidium
hakkinda  daha  fazla  bilgi

edinilebilecek ve hastaliktan korunma yollar1

paraziti

hakkinda bilgi sahibi olunabilecektir. Sonug
olarak; insan dahil bir¢ok hayvan grubunda
parazit olarak yerlesebilen ve en ufak bir
bagisiklik sistemi aksamasinda ¢abucak
faaliyete gecerek konagin immiin sistemini
tamamen zayiflatan ve hatta Oldiiren
Cryptosporidium tirlerinin filogenetik analizi
yapilmali ve tiirlerin tanimlanmasinda basarili
molekiiler yontemler gelistirilmeye
calistlmalidir. Bunun sonucunda bu firsatgt
miidahale aranabilir.

parazite yollar1

Ribotiplendirme de Cryptosporidium

tiirlerinin filogenetik analizinde

kullanilabilecek uygun tekniklerden biridir.
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