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Renal Transplantli Bir Hastada Cryptosporidium parvam

Gastroenteriti

Cryptosporidium parvum Gastroenteritis in a Patient with Renal Transplantation
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oz

Bu calismada renal transplantasyonun 14. giiniinde bol sulu ishali baglayan bir vaka sunulmustur. Digki émedi karbol fuksin boyama yéntemi,
kopro-ELISA ve nested polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile Cryptosporidium spp. yonlinden incelenmistir. Karbol fuksin boyama yéntemi
ve kopro-ELISA ile pozitif bulunan érnekten nested PCR ile elde edilen amplikon jelden pirifiye edilerek DNA dizi analizi yaptinlmistir. DNA
dizi analizi sonucu etkenin Cryptosporidium parvum oldudu tespit edilmistir. Cryptosporidium parvum nadir bir gastroenterit etkeni olmakla
birlikte solid organ transplantasyonu yapilanlarda ciddi klinik diyare nedeni olabilmektedir. Sonug olarak, organ transplantasyonu sonrasi
gorilen ishal sebepleri arasinda C.parvum’un da dislinidlmesi gerektidi kanaatindeyiz. (Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 231-3)
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ABSTRACT

In this study, a case who starting abundant watery diarrhea on the 14th day of renal transplantation is presented. Stool sample was analyzed
for Cryptosporidium spp. by carbol fuchsin staining method, copro-ELISA and nested polimeraze chain reaction (PCR). From sample found
positive by Carbol-fuchsin staining method and Copro-ELISA, DNA sequence analysis was performed, gel-purified from amplicon obtained
by nested PCR. As a result of DNA sequence analysis was determined to be Cryptosporidium parvum. Although C. parvum is a rare caus-
ative agent of gastroenteritis it can be cause serious clinical diarrhea solid organ transplantation patient. As a result, also C.parvum must be
considered as a causative agent of diarrhea occurring after organ transplantation. (Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 231-3)
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GiRi§ stk gozlenen tur C.parvum’dur (1, 2).

Cryptosporidium cinsi protozoonlar, memeliler, kuglar,  Cryptosporidium enfeksiyonu, olgun ookistlerin adiz yoluyla
strlingenler ve baliklar dahil olmak Uzere bir¢cok canlida  alinmasi ile insana bulagsmaktadir. Cig tuketilen gidalarin
bulunabilenkiicik, intraselller parazitlerdir. Cryptosporidium ~ digki ile temas etmesinin dnlenmesi, temas etmis yiyecekle-
cinsi altinda farkl tirler bulunmasina ragmen insanlarda en  rin iyi bir sekilde yikanmasi, yemek 6ncesi ellerin yikanmasi
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ve yiyeceklerin dikkatli bir sekilde pisirilmesi korunmada &n
plana ¢ikmaktadir (1, 2).

Tanida, digski 6rneklerinde parazite ait ookistlerin gorilmesi esas-
tir. Ookist boyutlarinin ¢cok kiictik olmasi nedeniyle direkt mikros-
kobik incelemede kolaylikla gézden kagabilmektedir. Bu nedenle
de diski yaymalarinin karbol fuksin boyama yontemi ile boyan-
masi gerekmektedir. Boyama yontemine ek olarak kopro-ELISA
ile parazite ait antijenler aranabilir. Fakat bu iki yontemle de
drnekler Cryptosporidium spp. olarak tanimlanmaktadir. Son yil-
larda ise polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tanida etkin olarak
kullaniimaktadir (1-3).

Hem immun sistemi baskilanmig (ISB) hem de immun sistemi
saglam (ISS) hastalarda Cryptosporidium enfeksiyonlar kendini
bol ve sulu diyare ile géstermektedir. ISS olan kisilerde klinik
tablo kendini sinirlayan ishal seklinde seyretmesine ragmen, ISB
kisilerde tablo cok daha adir seyretmekte ve devam eden enfek-
siyonlarda hasta kaybedilebilmektedir (1-3). Solid organ
transplantasyonu yapilanlarda da Cryptosporidium nadir bir
gastroenterit etkeni olmakla birlikte ciddi klinik diyare nedeni
olabilmektedir. Bu c¢alismada, renal transplantasyonun 14.
glninde bol sulu ishali baglayan bir vaka sunulmustur.

OLGU SUNUMU

Refli nefropatisine sekonder kronik bdbrek yetmezligi (KBY)
nedeniyle bes yildir periton diyaliz programinda olan 12 yaginda-
ki erkek hastaya anneden renal transplantasyon yapilmistir.
Mikofenolat mofetil (MMF), takrolimus ve prednisolon protokoli
alan hastanin transplantasyon sonrasi izlemde 14. glinde bol sulu
ishalinin basgladigi gorilmustar.

Laboratuvar incelemesinde; tam kan sayiminda hemoglobin 9,5
g/dL, hematokrit %27,2, beyaz kire sayisi 3430/mm3 (%67 notro-
fil, %27,9 lenfosit, %2,2 monosit), trombosit sayisi 324.000/uL;
biyokimyasal tetkiklerinde glukoz 96 mg/dL, tre 11 mg/dL, krea-
tinin 1,49 mg/dL, Urik asit 4,5 mg/dL, AST 19 U/, ALT 22 1U/l;
tam idrar tetkiki normal olarak degerlendirilmistir. Digkinin direkt
mikroskobik incelemesinde parazite rastlanmamis, fakat digkinin
karbol fuksin boyama yoéntemi (Resim 1) ve kopro-ELISA
(Cryptosporidium Il; Wampole, United States) ile incelenmesi
sonucu Cryptosporidium spp. pozitif olarak degerlendirilmistir.

Diski érneginden Qiamp stool mini kit kullanilarak DNA izolasyo-
nu yapilmis ve elde edilen genomik DNA ekstrakti 18S small-su-
bunit (SSU) rRNA gen bdlgesini hedef alan spesifik primerler
kullanilarak nested PCR ile analiz edilmistir. Birinci reaksiyonda
SSU-F2  (5'-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3") ve SSU-R2
(5'-CCCTAATCCTTCGAAACAGGA-3") primerleri kullanilarak
1325 bp buytkligindeki DNA bdlgesi; ikinci reaksiyonda ise
SSU-F3 (5-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3) ve SSU-R4
(5'-CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA-3") primerleri kullanilarak
819-825 bp buyukligindeki bélge amplifiye edilmistir (4).

Nested PCR'da 1. ve 2. reaksiyon icin benzer reaksiyon karigimi
ve termalcycle protokoll uygulanmistir. 25 pllik reaksiyon karisi-
mi 2,5 pL 10x buffer B, 3 uL MgCL(25 mM), 1 pL Primer F (20
pmol/p), 1 pL Primer R (20 pmol/p), 0,5 L dNTP mix (10 mM), 1
uL Genomik DNA 1 uL Tag DNA Polimeraz ve 15 plL distile sudan
olugsmaktaydi. PCR icin termalcycle protokold, 6n denatlrasyon
95°C'de 3 dakika; denatiirasyon 94°C'de 45 saniye; baglanma 55

°C'de 45 saniye; uzama 72°C'de 60 saniye 35 siklus ve son uzama
72°C'de 7 dakika olacak sekilde ayarlanmstir.

Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR Urinleri %2'lik agoroz
jelde elektroforeze tabi tutularak Gel Logic 212 Pro Jel gérinti-
leme sisteminde gorintilenmistir (Resim 2).

PCR sonucu jel Uzerinde belirlenen amplikonlar Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega) kiti kullanilarak jelden puri-
fiye edilmistir. Purifikasyon sonrasi drnekler SSU-F3 ve SSU-R4
primerleri ile ¢ift yonli olarak sekanslatilmigti. DNA dizi analizi
sonucu etkenin C.parvum oldugu belirlenmistir.
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Resim 1. Karbol fuksin boyama ydntemi ile Cryptosporidium
spp. ookistleri (1000x)

M 1 2

1000 bp

800 bp
700 bp

Resim 2. Cryptosporidium spp. 819-825 bp uzunlugundaki Nested
PCR Urinlniin %2'lik etidyum bromidle boyanmis agaroz jeldeki
gorintisi. M: 100bp DNA ladder (Hyperladder II, BIOLINE), Hat 1.
Cryptosporidium spp. porzitif hasta, Hat 2. negatif kontrol
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Paramomisin tedavisi baglanan hastanin bir hafta icinde ishali
geriledigi ancak ikinci haftada tedavinin kesilmesini takiben isha-
lin tekrarladidi gérilmus ve nitazoksanid tedavisi baglanarak dért
haftaya tamamlanmistir. Dort hafta nitazoksanid tedavisi sonra-
sinda yapilan digki analizinde ookiste rastlanmamistir.

TARTISMA

Cryptosporidium parvum insanda gastroenterite neden olan
intraselller yerlesimli bir parazittir. ISS kisilerde genellikle birkag
glinde kendini sinirlayan, nadiren birkag haftaya kadar uzayan
sulu veya mukuslu, karin agnsinin eslik ettigi diyare gorilirken
ISB bireylerde daha ciddi enfeksiyona yol acabilmektedir (1-3).
Bu nedenlede Cryptosporidium spp. tzerinde yapilan caligmalar
genellikle ISB hastalarda yogunlasmistir.

Batero ve ark. (5) ISB 111 olgu da en sik rastlanan parazitin
Cryptosporidium spp oldugunu, Ulcay ve ark. (6) ishalli ISB 36
hastanin %8,6'sinda, Tanylksel ve ark. (7) 116 kanserli hastanin
%17'sinde, Yildiz ve ark. (8) 72 solid timorli hastanin %8,3'lnde,
Eren ve ark. (9) ISB 254 hastanin %7'sinde Cryptosporidium spp.
belirlemislerdir. Raja ve ark. (10) Renal transplantl ve akut ishalli
644 hasta Uzerinde yaptiklar bir calismada hastalarin %53'Gnin,
Rafiei ve ark. (11) 390 ISB hastanin % 4,1'inin Cryptosporidium ile
enfekte oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda renal transplantasyonun 14. glininde bol sulu
ishali baslayan bir vaka sunulmustur. Transplantasyon yapilanlar-
da devam eden immunsupresyon nedeniyle cryptosporidiosis
tedavisi 6zel Snem arz etmektedir. Literatlrde 2-4 hafta nitazok-
sanid tedavisi ile basanl sonuglar bildirilmistir (12, 13).

Transplantasyon sonrasi gegen sire ile gastroenterit etkenleri
sikhdr degismektedir. Altiparmak ve ark. (14) tarafindan yapilan
retrospektif dederlendirmede erken (0-1 ay) posttransplant
dénemde gastroenterit MMF, antibiyotik ve kolsisin ile iligkili
iken, enfeksiydz ajanlarn bir aydan sonra etken olarak bildirmigler-
dir. Benzer sekilde Bandin ve ark. (15) tarafindan yayinlanan yedi
cryptosporidiosisli renal transplant vakasinin degerlendirildigi
calismada Cryptosporidium en erken altinci ayda bildirilmistir.
Olgumuzda posttransplant erken dénemde, 14. giinde baslayan
gastoenterit sebebi olarak Cryptosporidium tespit edilmistir.

SONUC

Cryptosporidium parvum nadir bir gastroenterit etkeni olmakla
birlikte solid organ transplantasyonu yapilanlarda ciddi klinik
diyare nedeni olabilmektedir. Bu olgu; immun sistemi baskilan-
mis ve 6zellikle de ishalli hastalarda bu parazitin distintlmesi ve
taninin bu istikamette yonlendirilmesi gerektigini hatirlatmistir.
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