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Ishalli Hastalarda Cryptosporidium parvum’un ELISA ve Modifiye Ehrlich-Ziehl-
Neelsen Boyama Yontemleriyle Arastirilmasi
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Ozet

Amacg: Cryptosporidium tiirleri gelismekte olan ve
gelismis iilkelerde ishale neden olan parazitler arasinda
onemli bir yere sahiptir. Ozellikle Cryptosporidium
parvum, immun sistemi baskilanmus kisilerde oOliimciil
ishallere neden olabilmektedir ve ayrica igme sulariyla
taginabildigi icin halk sagligini tehdit edebilmektedir. Bu
calismada Cryptosporidium parvum’un saptanmasl igin
kullanilan iki yontemin karsilastirilmas: amaclandi.
Yontem: Bu calismada, Malatya Huzurevi sakinleri ile
Inoénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi’ne bagvuran
ishalli toplam 92 kisiden alinan digki orneklerinde,
ELISA yontemiyle Cryptosporidium parvum
koproantijenleri ve modifiye Ehrlich-Ziehl-Neelsen
boyama yontemiyle ookistleri arastirilmmg; iki yontem
istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Bulgular: Toplam bes 6rnekte hem ELISA ile hem de
modifiye Ehrlich-Ziehl-Neelsen yontemiyle pozitiflik
saptanmustir. ELISA yonteminin duyarlilig1 ve 6zgulligi
bu ¢alismada %100 olarak saptanmustir.

Sonug: Ozellikle immun yetmezlikli ishalli hastalarda
Cryptosporidium parvum tamsinda hizli, ucuz, kolay
uygulanabilen bir yontem olan modifiye Ehrlich-Ziehl-
Neelsen yonteminin rutin uygulamalarda
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Cryptosporidium parvum, ELISA,
modifiye Ehrlich-Ziehl-Neelsen, ishal.
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Abstract

Objective: Cryptosporidium spp are important agents
causing diarrthea in developing and developed
countries. The agent causes severe life-threatening
diarrhea especially in immunocompromised hosts.
Furthermore, transmission of Cryptosporidium parvum
by of drinking water threats public health. The aim of
this study was to compare the two methods used in
determining Cryptosporidium parvum.

Method: In this study 92 stool specimens from
inhabitants of Malatya Rest Home and patients with
diarrhea applied to Inonu University Turgut Ozal
Medical Center in Malatya are investigated for
Cryptosporidium parvum copro-antigens by ELISA and
oocysts via modified Ehrlich-Ziehl-Neelsen staining
and both methods are compared statistically.

Results: Five specimens are found to be positive by
both ELISA and modified Ehrlich-Ziehl-Neelsen. The
sensivity and spesifity of ELISA was 100% in this
study.

Conclusion: Modified Ehrlich-Ziehl-Neelsen staining
method can be used especially in immuncompromised
patients with diarrhea as it is a rapid, cost-effective and
easily applicable method for routinely diagnosis of
Cryptosporidium parvum.

Key Words: Cryptosporidium parvum, ELISA,
modified Ehrlich-Ziehl-Neelsen, diarrhea.

Bu ¢alisma, II. Ulusal Tropikal Hastaliklar Kongresi’nde
poster olarak sunulmugtur (25-29 Eyliil 2000,Sanlurfa).
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Giris ve Amacg

Gelismekte olan lilkelerde her yil 3.1 milyon ¢ocuk
ishalden yasamuni yitirmektedir (1). Cryptosporidium
tiirleri tim diinyada insanlar, diger memeliler ve kuslarda
gastroenterit nedenidir ve gelismekte olan iilkelerde
yiikksek goriilme sikhigina sahiptir. Saglikli kisilerde
asemptomatik infeksiyon veya kendiliginden gegen
infeksiyonlara neden olurken, insan immun yetmezlik
virlisii (human immunodeficiency virus; HIV) ile
meydana gelen infeksiyonlarda, organ transplantasyonu
gibi ileri tibbi tedaviler sonucunda meydana gelen
immunsupresyonda ve yasl kisilerde agir seyirli ishallere
neden olabilmektedir. Cryptosporidium tiirleri diinyada
oldukca yaygin bir dagilim gostermektedir (2-4).

Cryptosporidium tiirleri kontamine su ve besinlerle
veya infekte havuz, gol ve irmak sulariyla bulasmaktadir
(3-7). lIcme sularmin  klorlanmasi  Cryptosporidium
infeksiyonlarina kars: yeterli koruma saglayamamaktadir
(6). Bunun yan sira fekal-oral yolla kisiden kisiye ya da
rezervuar hayvanlardan insanlara zoonotik olarak
gecebilecegi  bildirilmektedir (2-4, 6,7). Hastaneler,
huzurevleri ve cocuk yuvalar1 gibi kalabalik yerlerde
bulagin daha c¢ok oldugu ve infeksiyonun c¢ocuklarda
yetiskinlere gore daha c¢ok goriildiigii bildirilmektedir
(2.5).

Diger protozoon infeksiyonlarinda oldugu gibi,
Cryptosporidium tiirleri ile karsilagan kisilerde genellikle
asemptomatik tasiyicilik gelismektedir. Onceden saglikli
olan kisilerde hastalik gelisince kansiz sulu ishal ile
karakterize, genellikle kendi kendini sinirlayan
enterokolit gelismekte, ortalama 10 giinden sonra
spontan remisyonlar goriilmektedir (7).

Cryptosporidium  infeksiyonlarinin  yayilmasini
etkileyen risk faktorleri arasinda sosyoekonomik durum,
yas, evcil hayvanlarla yakin temas, kotii hijyen kosullari
sayillmaktadir (4).

Diskida Cryptosporidium ookist izolasyon sansini
artirmak i¢in modifiye ¢inko siilfat flotasyon teknigi veya
Sheatler’in seker flotasyon metodu oOnerilmektedir.
Immun yetmezligi olan ishalli hastalardan elde edilen
disk1 6rneklerinden konsantrasyona gerek kalmadan bol
sayida Cryptrosporidium ookisti saptanabilmektedir (7).
Konsantre edilen orneklerdeki ookistler, modifiye aside
rezistan boyama veya Auramin boyama yOntemi ile
gosterilebilmektedir. Ayrica digkidaki antijenleri tespit
etmek icin Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) veya Direct Immunofluorescent Assay (DFA)
gibi metotlar kullanilmaktadir. Diskida  bulunan
ookistlerin sayist degisebildiginden, farkli zamanlarda
alman en az ii¢ diski 6rneginin incelenmesi gerektigi
bildirilmektedir (8).

Bu c¢alismada Malatya huzurevinde kalan yashlarda
ve ishal sikayeti ile Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip
Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na basvuran farkl
yas grubundaki hastalarda Cryptosporidium parvum (C.

parvum)  koproantijenlerinin ELISA  yontemiyle
arastirilmas1t ve modifiye Ehrlich-Ziehl-Neelsen (m-
EZN) ile boyanmis preparatlarin  mikroskopi
sonuclarinin - ELISA  sonuglariyla  karsilastiriimast
amaclanmstir.

Yontem

Bu ¢aliyma, Mayis-Kasim 1998 tarihleri arasinda
Malatya Huzurevi sakinleri ve Inonii Universitesi
Turgut Ozal Tip Merkezi’ne ishal sikayeti ile gelen ii¢
farkli yas grubundan olusan toplam 92 ishalli kisiden
alman diski  Orneklerinde yapildi. Calismadaki
gruplarin kadin-erkek oranlari ve yas ortalamalart
Tablo 1’de verilmistir.

Calismada 1. grup 0-12 yas grubu, 2. grup 13-30
yas grubu ve 3. grup 30 yas iistii kisilerden olusturuldu
ve huzurevi sakinlerinin hepsi 30 yasin iistiinde oldugu
icin 3. gruba dahil edildi.

Caligma yapilmadan 6nce gerekli izinler Malatya
Valiligi'nden  alinmustir.  Huzurevinden alinacak
ornekler i¢in 6nceden huzurevi sakinlerine vida kapakl
diski kaplan verilerek islemle ilgili bilgi verildi. Ertesi
giin almman ishalli diski 6rnekleri en kisa zamanda
laboratuvara ulastirildi ve isleme alind1.

Ayrica hastanemizin ¢esitli polikliniklerine ishal
sikayeti ile bagvuran hastalardan rutin parazitolojik
inceleme istenen digkilar calismaya dahil edilip isleme
alind.

Tablo 1. Calisma gruplarinin kadin-erkek oranlar1 ve yas
ortalamalari

Erkek Kadin Genel toplam Yas
ortalamasi
Huzurevi 9 6 15 69
0-12 yas 14 13 27 5
13-30 yas 17 14 31 18
30 yas iistii 11 8 19 41
Toplam 51 41 92 27

Parazitolojik Inceleme:

Alman tiim &rneklere direk baki ve coklastirma
yontemleri uygulanmistir (3,9). Materyalden direk
incelemede ve ¢oklastirma yontemleri sonrasinda
hazirlanan preparatlar nativ-lugol yontemiyle ve m-
EZN ile boyanarak incelenmistir (1,3,7,9,10).

ELISA Testi:

Orneklerde C. parvum antijenlerini belirlemeye
yonelik  Cryptosporidium  ELISA (Ridascreen®
Cryptosporidium ELISA kit, R-Biofarm GmbH,
Darmstadt, Germany) ticari test kitleri kullanildi.
ELISA caligmasi iretici firmanin Onerdigi bigimde
uygulandi. Yaklasgtk 1 ml digki, kit icindeki dilusyon
soliisyonu igerisinde igsleme alinincaya kadar +4°C’de
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saklandi. Calisma giinii tiim 6rnekler oda 1sisina getirildi
ve vortekslenip siiziildiikten sonra siiziintiiler ELISA testi
icin kullanildi.

Diski orneklerine c¢oklastirma islemi yapildiktan
sonra ¢okeltiden lam {izerine yayma yapilarak havada
kurutuldu ve m-EZN yontemi uygulanarak preparatlar
boyandi. Mikroskopta 100X objektifte immersiyon yag1
damlatilarak tiim saha tarandi.

Istatistiksel Analiz:

Formol-etil asetat ¢Oktiirme islemi sonrasi yapilan
m-EZN boyali preparat inceleme sonuclari, ELISA
sonuglar ile karsilastirildi. ELISA testinin duyarlilik ve
ozgiilliigii hesaplandi. Ayrica, her gruba ve cinsiyete gore
yapilan ikili karsilagtirmalar icin “iki yiizde arasindaki
farkin 6nemlilik testi” uygulandi.

Bulgular

Huzurevi sakinleri ve ishal sikayeti olan gruptan elde
edilen digki oOrneklerinin m-EZN boyamalarinda 92
ornekten besinde (%5.4) Cryptosporidium spp.’ye ait
ookistler goriildii. Bu bes oOrnekte mikroskop altinda
tespit edilen Cryptosporidium ookistlerin yogunlugu
ornekler arasinda farklilik gosteriyordu. Sekil 1°de bir
ornekte goriilen ookistler gosterilmistir.

(X1000 bityiitme, m-EZN boyama)

Sekil 1. Bir 6rnekteki Cryptosporidium ookistleri

ELISA yontemiyle grup I-II-III’deki kisilerin digki
orneklerinde C. parvum koproantijenleri sirasiyla %?3.7,
9%6.5 ve %5.9 oranlarinda tespit edildi (Sekil 2, Tablo 2).

89 B0 BO B9 BO PO BO BO B9 BO B9 PBs

Sekil 2. C. parvum ELISA sonuglari

Istatistiksel analizlerde gruplar arasinda ve grup
icinde anlamli bir iligki tespit edilmemistir (p>0.05)
(Sekil 3).

C. parvum koproantijen ELISA testinin duyarlilik
ve Ozgiilligii %100 olarak tespit edilmistir. ELISA ve
m-EZN yontemlerinin karsilastirilmast Tablo 3’te
verilmistir.

I 0-12 yas
[ 12-30yas
I 30 yas ve +

i

Genel toplam Erkek Kadin

Sayi

Sekil 3. ELISA ile diskida C. parvum koproantijenleri

Tablo 2. C. parvum koproantijen pozitifliginin yas gruplarina
gore dagilimi

C. parvum Koproantijen Genel
Pozitifligi Toplam
Erkek (%)*  Kadmn (%)* (%)**
0-12 yas (n=27) 1(5.9 0 (0) 13.7)
13-30 yas (n=31) 0 (0) 2(13.3) 2 (6.5)
30+ yas (n=34) 2(9.5) 0(0) 2(5.9)
Toplam 3(5.6) 2(5.3) 506.4)

*cinse ait yiizdeleri , **gruba ait yiizdeleri gostermektedir.
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Tablo 3. C. parvum koproantijen ELISA sonuglarinin
mikroskopi ile iliskileri
m-EZN Mikroskopi Yontemi
Pozitif Negatif Toplam
« Pozitif 5(%5.4) 0 (%0) 5 (%5.4)
w
2 Negatif 0 (%0) 87 (%94.6) 87 (%94.6)
Toplam 5(%54) 87 (%94.6) 92 (%100.0)
Tartisma ve Sonug
Giiniimiizde,  immunsupresyon, immunsupresif
ajanlarin artan kullanimi, populasyonun yaslanmasi ve
malnutrisyon ~ sonucunda  paraziter  infeksiyonlara

duyarhilik artmistir. Gerek kalitimsal gerekse Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS) gibi sonradan
kazanilan hastaliklar sonunda immun yetmezlige bagl
olarak konagin paraziter infeksiyonlara yakalanma
ihtimali artmaktadir (11). Cryptosporidium’larin saghkl

kisilerde de intestinal infeksiyonlara neden oldugu (2,9)
ve son yillarda ozellikle AIDS’lilerde ve
immunsupresyonlu hastalarda (7,9-11) C. parvum
ishallerine sik rastlandigl, nozokomiyal ishallerde
ficlincii en sik patojenin C. parvum (%7.2) oldugu ve
kriptisporidiyozun 16-45 yaslar1 arasinda, yagmurlu
aylarda daha sik goriildiigi bildirilmektedir (1,12).

Ishalli hastalarin diskilarindan yapilan
calismalarda Cryptosporidium  gorilme  sikliginin
Avrupa ve Kuzey Amerika’da %1-4, Afrika, Asya,
Avustralya, Giiney ve Orta Amerika’da %3-20
oranlarinda oldugu bildirilmistir. Ulkemizde degisik
hasta gruplarinda yapilan calismalarda ise goriillme
sikliginin -~ %0.4-35.5 arasinda degistigi bildirilmistir
(2).

Gelismis  iilkelerdeki ishallerin = %7’ sinden,
gelismekte olan iilkelerdeki ishallerin %12’sinden
Cryptosporidium’larin sorumlu  oldugu  tahmin
edilmektedir (7).

Tablo 4’te iilkemizde ve bazi iilkelerde belirli
gruplarda yapilmis olan ¢alismalarda Cryptosporidium
spp. gorulme sikliklari gosterilmistir (1-3,5,7-10,13-
15).

Tablo 4. Ulkemizde ve baz iilkelerde yapilan ¢alismalarda Cryptosporidium spp. goriilme sikligs

Calismaci Yapildig1 yer Yih Grup Say1 Goriilme sikhig (%)
Borekgi ve ark. (2) Mersin 2004 Ishalsiz kisiler 361 31
Koturoglu ve ark. (7) fzmir 2001 Ishalli gocuklar 118 13.5
Otag ve ark. (5) Mersin 2006 [lkokul 6grencileri 72 55
Doganci ve ark. (10) Ankara 2001 Ishalsiz ¢ocuklar 50 6
Tumwine ve ark. (1) Uganda 2001 Ishalli cocuklar 1779 25
Tumwine ve ark. (1) Uganda 2001 Ishalsiz ¢ocuklar 667 8.5
Yu ve ark. (3) Kore 2002 Ishalsiz kisiler 5262 33
Pereira ve ark. (8) Brezilya 1999 Ishalsiz ¢ocuklar 445 144
Nagamani ve ark. (9) Hindistan 2000 Ishalli kisiler 1002 11.7
Igbal ve ark. (13) Pakistan 1996 Ishalli ¢ocuklar 10.3
Garcia ve ark. (14) A.B.D, Kanada 2002 Cocuklar 401 21.2
Lee ve ark. (15) Kore 2004 Ishalli kisiler 942 1
Bizim yapmis oldugumuz c¢alisma, iilkemizde icme suyunun kriptosporidiosis ig¢in major bir kaynak

yapilan diger caligsmalarla karsilastinldiginda birgok
calismada elde edilen goriilme siklig1 yiizdesiyle uyumlu
sonuclar bulunurken, farkli iilkelerde yapilan birkag
calisma hari¢ elde edilen goriilme siklig1 yiizdelerinden
daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

C. parvum ooKkistlerinin klorlamaya direngli olmasi
icme suyu kaynakli salginlara yol ac¢maktadir. San
Francisco’da daha once yapilan bir ¢alismada belediye

olup olmadig1 arastinlmis; ¢alisma sonucunda belediye
i¢cme suyunun kaynak oldugu sonucuna varilmigtir (16).
Ceber ve arkadaslarinin (6) yaptig1 calismada ise
44 icme suyu Orneginin besinde (%11.3), iki kullanma
suyu Orneginin birinde, 19 atik su &rneginin dordiinde
(%21) ve 35 deniz suyu Orneginin birinde (%2.8)
Cryptosporidium ookistlerine rastlanmstir.
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Prospektif =~ ve  epidemiyolojik  c¢alismalarda
Cryptosporidium  infeksiyonlarmin  saptanmast  ve
izlenmesi  icin  ELISA  kitlerinin  kullanilmas:
onerilmektedir (17).

Leach ve arkadaslarinin (4) Teksas-Meksiko
sinirinda  yapmus  olduklarn ¢alismada ¢ calisma
bolgesinde 285 kigiden aldiklari serum orneklerinin
196’sinda (%70.2) C. parvum IgG veya IgA tespit
etmislerdir.

C. parvum ile infekte edilen goniilliilerde yapilan
calismalarda, Cryptosporidium ookistleri ile ikinci kez
karsilasanlarda serumda ELISA ile tespit edilebilir
antikor diizeyi anlamh olarak yiiksek bulunmus, ancak
antikor bulunmamasinin infeksiyonu ekarte edemeyecegi
bildirilmistir (18).

Priest’in ¢aligmasinda (19), insanlarda ELISA
yontemi ile C. parvum’a spesifik IgG testinin duyarlihk
ve ozgiilliigii %90 ve %92 olarak tespit edilmistir.

Weitz’in (20) C. parvum EZN boyama ile ELISA
sonuglarint  karsilastiran ¢alismasinda C.  parvum’lu
orneklerde %89.6 oraminda ELISA ile pozitif sonug
alinirken, C. parvum bulunmayan 6rneklerde ELISA ile
yalanci pozitiflige rastlanmamigtir. Bizim ¢alismamizda
ise, m-EZN ile porzitif bulunan biitiin 6rnekler ELISA
yontemiyle de pozitif bulunurken, C. parvum
koproantijen ELISA testinin duyarhilik ve ozgilligii
%100 olarak tespit edilmistir.

EZN boyali preparatlarin sedimentasyondan sonra
cokeltiden hazirlanmast ve Ornegin birden fazla
incelenmesi mikroskopinin duyarliligini arttiracaktir.

Bizim ¢aligmamzda mikroskopik incelemede pozitif
olan tiim hastalar ELISA ile tespit edilebilmistir. Hizl,
ucuz ve pratik olmasi nedeniyle ve kisa siirede bir¢ok
Ornegin incelenebilmesine olanak saglayan m-EZN
yonteminin rutine girmesinin kriptosporidiyoz tanisi igin
yeterli olacagi ve immun sistemi baskilanmis kisilerde,
yaglilarda ve c¢ocuklarda ishale neden olan etkenler
arasinda Cryptosporidium infeksiyonlarinin da goz ard
edilmemesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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