
Türkiye Parazitoloji Dergisi, 32 (3): 198 - 201, 2008               Türkiye Parazitol Derg. 
© Türkiye Parazitoloji Derneği                 © Turkish Society for Parasitology 

Dışkıda Cryptosporidium spp. Antijenlerinin  
ELISA ile Araştırılması 

Gülden SÖNMEZ TAMER1, Serpil GÜLENÇ2 

Kocaeli Üniversitesi Tıp Fakültesi, 1Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, 
2Sağlık Hizmetleri Meslek Yüksek Okulu, Kocaeli, Türkiye 

 

ÖZET: Bu çalışmada cryptosporidiasisin etkensel tanısındaki zorluklar dikkate alınmış ve rastlantısal olarak ishal, karın ağrısı, bulantı-
kusma gibi gastrointestinal yakınma ile başvuran 80 olgunun ve kontrol grubu olarak sağlıklı 65 kişinin dışkı örnekleri cryptosporidiasis 
yönünden Kinyoun asit fast boyama yöntemi ve dışkıda Cryptosporidium spp. antijenlerini aramaya yönelik hazırlanmış ELISA kiti  
(r-biopharm, Germany) ile incelenmiştir. Alınan sonuçlar karşılaştırılarak ELISA ile dışkıda spesifik antijen arama yönteminin etkensel 
tanıya katkı sağlayıp sağlamadığı araştırılmıştır. İncelenen 80 dışkı örneğinin sonuçlarına bakıldığında kinyoun asit fast boyama yöntemi 
ile üç örnekte (%3,75) Cryptosporidium spp. ookistleri, monoklonal ELISA ile yapılan değerlendirmelerde ise beş örnekte (%6,25) 
Cryptosporidium spp. spesifik antijenlerin saptandığı görülmüştür. Kinyoun asit fastle boyanan üç örnek ELISA ile de pozitif olarak 
bulunmuştur. Kontrol grubunda ise her iki yöntemle de Cryptosporidium enfeksiyonu saptanmamıştır. Cryptosporidium ELISA kitinin 
bu çalışmada sensitivitesi %85, spesifitesi %100, negatif prediktif değeri %97,4, pozitif prediktif değeri %100 olarak saptanmıştır. Uzun 
süren diyaresi olan hastalarda, klasik yöntemlerle etken saptanamıyorsa cryptosporidiosis yönünden maliyeti yüksek olmasına rağmen 
deneyimli personel gerektirmeyen ELISA ile de değerlendirmenin yapılması gerektiği kanısına varılmıştır.  

Anahtar Sözcükler: Cryptosporidium spp., tanı yöntemleri 

The Investigation of the Presence of Antibodies for Cryptosporidium spp. in Fecal Samples using ELISA 
SUMMARY: In this study, difficulties in the effective diagnosis of cryptosporidiosis were considered. Fecal samples of 80 patients who 
applied to our clinic with gastrointestinal complaints were analyzed for the presence of cryptosporidiosis by the acid-fast staining method 
and ELISA kit (R-Biopharm, Germany) which detects the presence of Cryptosporidium spp. specific antibodies. The results of ELISA 
were compared with the results of the acid-fast stain and the question of whether ELISA can be used for effective diagnosis of crypto-
sporidiosis was investigated. Out of 80 fecal samples, 3 samples (3.75 %) were found to be positive for oocysts of Cryptosporidium spp. 
with the acid-fast stain and 5 samples (6.25 %) were found to be positive with ELISA. Three samples were found to be positive with 
both methods. In this study, the sensitivity, specificity, negative preductivity and positive preductivity with Cryptosporidium ELISA kit 
were 60%, 100%, 97.4% and 100%, respectively. These findings showed us that. ELISA should be considered as the choice of method 
for the diagnosis of cryptosporidiosis in patients who have had diarrhea for a long-period of time, even though the method is more costly. 
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GİRİŞ
Cryptosporidium türleri bir hayvan enfeksiyon etkeni olarak 
uzun süreden beri tanınmakta olup, yirmiden fazla türünün 
bulunduğu bilinmektedir. AIDS'li hastalarda yaygın olarak 
tespit edilmesiyle birlikte Cryptosporidium’ların insan sağlığı 
açısından önemi ortaya konmaya başlamıştır. İnsanda ve o-
murgalı hayvanlarda enfeksiyona en çok neden olan tür 
Cryptosporidium parvum (C. parvum) olarak bilinmektedir. 
Moleküler çalışmalar C. parvum’un sığır ve insan genotiple-

rinin (C. hominis) olduğunu ortaya çıkarmıştır. C. hominis 
sadece insanları enfekte ederken, diğer genotip insanlar ve 
sığırlar başta olmak üzere diğer evcil hayvanları enfekte et-
mektedir. İnsanlarda C.parvum, C.hominis, C.meleagridis, 
C.felis, C. canis, C. suis ve C. muris olmak üzere yedi türü 
enfeksiyon yapabilmektedir (2, 4). 

Cryptosporidium’lar evrimini tek konakta tamamlamaktadır. 
Ookistleri ağız yolu ile alındıktan sonra ekskiste olmakta, 
açığa çıkan sporozoitler epitel hücre duvarına tutunarak 
parazitofor vakuol oluşturmaktadır. Intrasellüler, ekstrasitop-
lazmik yerleşim gösteren sporozoitler merontlara dönüşmekte, 
merontların bazıları merozoitlere dönüşerek başka hücreleri 
enfekte ederken, bazıları seksüel evrim (sporogoni) sonucu zigot 
oluşturmaktadır. Oluşan iki farklı ookist formundan kalın duvar-
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lı olanlar dış ortama atılırken, ince duvarlı ookistler yeni hücre-
leri enfekte ederek enfeksiyonu devam ettirmektedir (4, 5). 

Çocuklar, beslenme yetersizliği olanlar ve immun sistemi 
baskılanmış kişiler Cryptosporidium enfeksiyonuna daha du-
yarlıdır. Enfeksiyon Cryptosporidium ookistlerini içeren dış-
kıyla kontamine su ve besinlerin ağız yoluyla alınması veya 
enfekte havuz, göl ve ırmak sularında yüzme aracılığıyla bu-
laşmaktadır. Cryptosporidium enfeksiyonunun klinik belirtileri 
konağın immun sisteminin durumuna bağlı olarak değişmek-
tedir. İmmun sistemi baskılanmış kişilerde günde yirmi litreye 
varabilen kolera benzeri ishale neden olup, yaşamı tehdit eden 
bir tablo oluşturabilmektedir (13, 19).  

Çalışmamızda cryptosporidiasisin etkensel tanısındaki zorluk-
lar dikkate alınmış ve rastlantısal olarak ishal, karın ağrısı, 
bulantı-kusma gibi gastrointestinal yakınma ile başvuran 80 
olgunun dışkı örneği cryptosporidiasis yönünden modifiye asit 
fast boyama yöntemi ve dışkıda Cryptosporidium spp. antijen-
lerini aramaya yönelik hazırlanmış ELISA kiti (r-biopharm, 
Germany) ile incelenmiştir. Alınan sonuçlar karşılaştırılarak 
ELISA ile dışkıda spesifik antijen arama yönteminin etkensel 
tanıya katkı sağlayıp sağlamadığı araştırılmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Araştırmamıza Kocaeli Üniversitesi Tıp Fakültesi Merkez Para-
zitoloji laboratuvarına ishal, karın ağrısı, bulantı-kusma gibi 
gastrointestinal yakınmalar ile başvuran yaşları 3-84 arasında 
değişen toplam 80 (47’si kız, 33’ü erkek) hasta alındı. Yaş orta-
lamaları 23.1±17 olarak saptandı. Kontrol grubu ise ishali olma-
yan, sağlıklı 65 (34’ü kız, 31’i erkek) hastadan oluşturuldu. 
Bunların yaş ortalamaları 25±31’di. Çalışma ve kontrol grubun-
daki toplam 145 dışkı örneğine formol etil asetat çöktürme yön-
temi uygulandı. Daha sonra kinyoun asit fast ile boyanarak 
Cryptosporidium spp. açısından mikroskopta incelendi. Topla-
nan dışkı örneklerinin bir kısmı ise ependorflara alınarak hiçbir 
koruyucu madde eklenmeden -20°C saklandı. Bu örnekler 
Cryptosporidium spp. antijenlerini aramaya yönelik hazırlanmış 
ELISA (r-biopharm, Germany) yöntemiyle çalışıldı. Kit üretici 
firmanın önerdiği şekilde uygulandı ve değerlendirme 450 nm. 
dalga boyunda ELISA okuyucusunda yapıldı.  

Formol etil asetat çöktürme yöntemi uygulanan örneklerden 
elde edilen sedimentten yapılan yayma preparatlar oda ısısında 
kurumaya bırakıldı. Daha sonra toplam 145 dışkı örneğine 
kinyoun asid-fast boyama yöntemi uygulandı.  

Kinyoun Asid-Fast Boyama Yöntemi: Kuruyan preparatlar saf 
metanol içinde bir dakika tutularak tespit edildi ve sonra 
kinyoun karbol fuksinle beş dakika boyandı. Boyayı uzaklaş-
tırmak amacıyla preparat %50 alkole batırılıp çalkalandı. Mus-
luk suyu ile yıkanıp %1’lik sülfürik asit içeren şalede iki daki-
ka bekletildi ve sonra musluk suyunda yıkandı. Metilen mavisi 
içeren şalede bir dakika bekletildikten sonra tekrar musluk 
suyu ile yıkanıp kurutuldu. Daha sonra 100X objektifle ince-
lendi.  

BULGULAR 

İncelenen 80 dışkı örneğinin sonuçlarına bakıldığında kinyoun 
asit fast boyama yöntemi ile üç örnekte (%3,75) Cryptosporidium 
spp. ookistleri, monoklonal ELISA ile yapılan değerlendirmelerde 
ise beş örnekte (%6,25) Cryptosporidium spp. spesifik antijenlerin 
saptandığı görülmüştür. Kinyoun asit fast boyama ile pozitif bulu-
nan üç örnek ELISA yöntemi ile de pozitif saptanmıştır (Şekil 1). 

Cryptosporidiosis açısından pozitif olguların 3’ü (%60) kız, 2’si 
(%40) erkekti. İshali olmayan, sağlıklı kontrol grubundaki 65 
kişide ise her iki yöntemle de cryptosporidiosis saptanmamıştır.  

Tablo 1. Kinyoun asit fast boyama ve ELISA yöntemi ile 
cryptosporidiosis tanısı alan hastalar 

Hasta Kontrol 

Yöntem POZ 
Sayı 
(%) 

NEG 
Sayı 
(%) 

Toplam POZ 
Sayı 

NEG 
Sayı Toplam 

Kinyoun 
Asit 
Fast 
Boyama 

3 
(3,8) 

77 
(96,2) 80 0 65 65 

ELISA 5 
(6,2) 

75 
(93,8) 80 0 65 65 

 

 

Şekil 1. Kinyoun asit fast boyama yöntemiyle Cryptosporidium 
ookistleri 

TARTIŞMA 

Cryptosporidium enfeksiyonları gelişmekte olan ülkeler daha sık 
olmak üzere tüm dünyada görülmektedir. Yurt dışında ishal tanısı 
alan çocuklarda yapılan bir araştırmada Cryptosporidium spp. 
ookistleri %4,4 olarak saptanmıştır (21). Diğer bir çalışma ise 15 
yaş üzeri 455 kişide yapılmış ve bu oran %0,2 bulunmuştur (22). 
Türkiye’de yapılan çalışmalarda Cryptosporidium prevalansını 
Yücel ve ark.Elazığ’da %1,54 (31), Özçelik ve ark. Sivas’ta 
%11,8 (20), Türk ve ark. (28) İzmir’de %0,42 olarak bildirmişler-
dir. Doğancı ve ark. (6) Ankara’da rastgele seçilen 50 çocukta 
modifiye asit fast boyama yöntemiyle Cryptosporidium spp. araş-
tırmışlar ve iki (%4) çocukta pozitif olarak değerlendirilmiştir. 
Mersin’de kinyoun asit fast boyama yöntemiyle diyare şikayeti 
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olmayan 466 normal sağlıklı kişide yapılan bir çalışmada ise ince-
lenen örneklerin %3,1’inde Cryptosporidium spp. ookistlerine 
rastlanmıştır (3). İnceboz ve ark. (12) gastrointestinal şikayetleri 
olan 225 hastanın dışkısına kinyoun asit fast boyama uygulamışlar 
ve Cryptosporidium spp. %0,4 oranında tesbit etmişlerdir. Şiddetli 
ishal ile başvuran olgularda immunite problemi olmasa da 
cryptosporidiosis açısından araştırılması gerektiğini vurgulamış-
lardır. Malatya’da diyareli hastalarda yapılan benzer bir çalışmada 
500 dışkı örneği kinyoun asit fast boyama yöntemi ile incelenmiş 
ve dışkı örneklerinin %1,6’sında Cryptosporidium türlerine rast-
lanmıştır (1). Cryptosporidiosis prevalansını Tanyüksel ve ark. 
(27) Ankara’da ishal tanısı alan neoplastik hastalarda %16,9, Ok 
ve ark. (18) İzmir’de kemoterapi uygulanan tümörlü çocuk hasta-
larda %35,5, Yıldız ve ark. (30) ishali olan solid tümörlü hastalar-
da %8,3 olarak saptamışlardır. Cryptosporidium görülme sıklığı 
bağışıklığı baskılanan hastalarda normal populasyona göre art-
maktadır. Farklı sonuçların elde edilmesinde çalışılan örneklerin 
değişen sayıları ve bölgesel farklılıklar etken olabileceği gibi ör-
nekleri değerlendirenlerin deneyimi de önemli olmaktadır. Mik-
roskobik çalışmalar eğitilmiş personele ihtiyaç gösteren kişisel 
deneyim gerektiren çalışmalardır. 

Silva ve ark. (24) Brezilya’da 52 HIV/AIDS hastasında ve kontrol 
grubu olarak seçilen 38 sağlıklı bireyde dışkıda Cryptosporidium 
sıklığını safranin/metilen mavisi, modifiye trichrome boyama ve 
ELISA yöntemleriyle araştırmışlardır. Boyama yöntemleriyle 
hastaların üçünde (%5,8) Cryptosporidium pozitif tespit edilirken, 
ELISA ile bu hastaların dördünde (%7,7) pozitiflik saptanmıştır. 
Üç hasta ise her iki yöntemle de pozitif olarak bulunmuştur. Kont-
rol grubundaki kişilerin hiçbirinde parazit tespit edilmemiştir. 
Mikroskobik yöntemlerle karşılaştırmalı olarak yapılan çeşitli 
çalışmalarda ELISA’nın en az mikroskobik yöntemler kadar du-
yarlı olduğu görülmüş ve mikroskobik yöntemlere iyi bir alternatif 
olduğu vurgulanmıştır (19, 24).  

Cryptosporidiosis tanısı dışkı incelemelerinde ookistlerin veya 
gastrointestinal mukoza biyopsi örneklerinde intrasellüler evrele-
rinin gösterilmesi veya çeşitli moleküler yöntemlerle konmakta-
dır. Modifiye asit-fast’le boyanmış dışkı örneklerde beş mikro-
metre boyundaki kırmızı boyanmış dört sporozoit içeren 
ookistlerin özellikle daha büyük olan (10 mikrometre) Cyclospora 
ookistlerinden ayırdedilmesi önem taşımaktadır. Çoklaştırma 
yöntemlerinden modifiye çinko sülfat santrifüj flotasyon tekniği 
veya Sheather’in şeker flotasyon yöntemi sonrası hazırlanan ör-
neklerin faz kontrast mikroskobunda incelenmesiyle iyi sonuçlar 
alınmaktadır. Formol etil asetat sedimentasyon yönteminde 
ookistler debristen ayrılabilmektedir. Auramine-rhodamine bo-
yama yöntemi de tanıda kullanılmaktadır. Ayrıca immünofloresan 
ve ELISA yöntemi tanıda yardımcı olmaktadır (4, 7, 8, 9, 11). 

Cryptosporidiosis tanısında dışkıda ELISA yönteminin 
sensitivitesi %94-97, spesifitesi %99-100 olarak bildirilmektedir 
(13). Dışkı örneklerinde Cryptosporidium tanısında ELISA’nın 
performansını değerlendiren bir çalışmada 94 HIV (+) olgunun 
dışkı örneğinin incelenmesinde ELISA ve modifiye Ziehl-Neelsen 
boyama yöntemi kullanılmış, ELISA’nın sensitivitesi %100, 

spesifitesi %96, pozitif prediktif değeri %89, negatif prediktif 
değeri %100 olarak bulunmuştur (15). Gelişmekte olan ülkelerde 
HIV(+) bireylerde koksidian parazitlerin %6-40 oranında görül-
düğü bildirilmektedir (10). 

Yapılan bir başka çalışmada cryptosporidiosis açısından 198 dışkı 
örneği ELISA, direkt florasans antikor (DFA), modifiye 
immunflorasans açısından karşılaştırılmış, ELISA’nın sensitivitesi 
%94, DFA’ın %91, modifiye immunflorasans testinin sensitivitesi 
%64 olarak bulunmuştur (2). 

IFAT ve ELISA ile 296 dışkı örneği Cryptosporidium açısın-
dan değerlendirilmiş; 100 örnek her iki yöntemle de pozitif 
saptanmıştır. Araştırma sonucunda ELISA’nın sensitivitesi 
%93, spesifitesi %99, pozitif prediktif değeri %99 olarak sap-
tanmıştır. Ayrıca ELISA’nın diğer bağırsak parazitleri ile de 
çapraz reaksiyon vermediği gözlenmiştir. ELISA’nın dışkıda 
Cryptosporidium spp. saptamak için hızlı kolay bir metod 
olduğu bildirilmiştir (23). 

İntestinal koksidian parazitler trichrome veya modifiye asit fast 
boyama yöntemiyle tanınmaktadır (14, 17). Ancak bu yöntemlerin 
sensitivitesinin immunflorasans ve ELISA ile karşılaştırıldığında 
daha düşük olduğu bildirilmektedir (9, 25). ELISA’nın çok sayıda 
örneği kısa sürede tanıma açısından çok sensitif ve spesifik bir 
yöntem olduğu bildirilmektedir (16). 

Ungar ve ark. (29) yapmış oldukları bir çalışmada ELISA’nın 
IFAT ve asit fast boyama içeren mikroskobik yöntemlerle kıyas-
landığında sensitivitesinin %82 olarak saptandığı bildirilmektedir. 

Yapılan bir başka çalışmada toplam 345 dışkı örneği mikroskobi 
(direkt yayma ve konsantrasyon sonrası) ve ELISA (ProSpecT 
Microplate Assay) ile Cryptosporidium spp. açısından incelenmiş 
ve 16 örnek pozitif olarak saptanmıştır. Bunların beşi mikroskobik 
incelemede, 16’sı ise ELISA’da pozitif olarak saptanmıştır. Bu 
sonuçlar göstermiştir ki ELISA çabuk, basit ve mikroskobiye göre 
daha sensitif bir metoddur (26). 

Çeşitli ELISA kitlerinin Crytosporidium spp. saptama açısından 
karşılaştırıldığı bir diğer araştırmada Merifluor (Meridian) 
Cryptosporidium kiti referans alınmış ve ELISA’nın 
Crytosporidium saptama açısından sensitivitesi diğer kitlerde %98 
(Alexon) ve %99 (Meridian Premier) olarak saptanmış ve 
spesifiteleri ise her iki kitte de %100 olarak saptanmıştır (8). 

Cryptosporidium ELISA kitinin bu çalışmada sensitivitesi %85, 
spesifitesi %100, negatif prediktif değeri %97,4, pozitif prediktif 
değeri %100 olarak saptanmıştır.  

ELISA ile çok sayıda örneğin aynı zamanda çalışılması, objektif 
olarak spektrofotometrede okunması ve eğitilmiş personele ihti-
yaç duyulmadan değerlendirilmesi avantajlarıdır. Maliyeti yüksek 
olmasına rağmen tanıda sensitivitesi ve spesifitesi yüksek ELISA 
testinin kullanılması modifiye asit fast boyama yöntemi ile atlana-
bilecek olgularda önem taşımaktadır. ELISA’nın özellikle 
cryptosporidiosis açısından riskli hastaların tanısında klasik yön-
temlere ek olarak uygulanmasının son derece önemli olduğu kanı-
sına varılmıştır.  
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