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il

OZET

Bu ¢alismada Isparta il siirlart i¢indeki gol, dere ve ¢esme olmak iizere gesitli su
kaynaklarindan toplanan orneklerde Cryptosporidium parvum, Giardia intestinalis,
Enterohemorrajik E.coli (EHEC) ve baz1 enteropatojen mikroorganizmalar
(Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio cholerae) arastirilmistir. Bunlarin yanisira
toplanan su Orneklerinde Kuvvetle Muhtemel Sayimmi (KMS) yontemi ile koliform
arastirmasi gergeklestirilmistir. Su Orneklerinin toplanmasi ve mikroorganizmalarin
identifikasyonu standart rutin bakteriyolojik ¢alismalara uygun olarak yapilmistir.

Bu c¢alisma Haziran-Ekim 2004 tarihleri arasinda yapilmis ve toplam 40 adet su
ornegi toplanmistir. Bu 40 6rnegin 7 adedi Egirdir Goliinden, 6 adedi Golciik
Goli’nden, 10 adedi Isparta’dan Dar1 Deresi olarak baslayip, Aksu cayr ile
birlestikten sonra Karacadren Baraji’na dokiilen dereden, 17 adedi sehrin gesitli
bolgelerinde bulunan halka ag¢ik ¢gesmelerden alinmistir.

Toplanan 6rnekler membran filitrasyon sistemi kullanilarak filitre edilmistir. Filtre
edilen Orneklerin santrifiijiinden sonra direkt mikroskobi yontemi ile Giardia
intestinalis, Modifiye Zielh-Neelsen (MZN) boyama yontemi ile C. parvum
arastirilmistir. C. parvum varhiginin dogrulanmast Immunoflouresans Assay (IFA)
teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica toplanan su orneklerinde rutin
bakteriyolojik ve biyokimyasal testler uygulanarak Enterohemorrajik E.coli (EHEC),
Salmonella spp., Shigella spp. ve Vibrio cholera arastirilmigtir. Toplanan 40 su
orneginin 13’tinde (% 32,5) direkt mikroskobi ve MZN boyama sonras1 C. parvum
olabilecegi tahmin edilmistir. Ancak IFA tekniginin uygulanmasi sonucu 6’sinda (%
15) C. parvum varligi kesin olarak dogrulanmistir. Direkt mikroskobi sonrasi 8
ornekte (% 20) G.intestinalis kistlerine rastlanmigtir. Su 6rneklerinin 32’sinde (% 80)
koliform bulundugu bunlarinda 17°sinin (% 42,5) fecal koliformlu oldugu
saptanmustir. Ayrica 1 drnekte (% 2,5) Shigella sonnei, 1 érnekte (% 2,5) Salmonella
spp. oldugu tesbit edilmistir. Bu ¢alisma i¢in toplanan su 6rneklerinde EHEC ve
Vibrio cholerae’ya rastlanmamustir.

ANAHTAR KELIMELER: Cryptosporidium parvum, Modifiye Ziehl-Neelsen
(MZN), Immunoflouresans Assay (IFA)
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ABSTRACT

In this study, Cryptosporidium parvum, Giardia intestinalis, Enterohemorrhagic
E.coli (EHEC) and some enteropathogenic microorganisms (Salmonella spp.,
Shigella spp., Vibrio cholerae) were investigated in the samples of various water
which were collected from lakes, stream and fountains within borders of Isparta
province. In addition, coliform bacteria with using the method of Most Probable
Number (MPN) collected from water samples were investigated. The collection of
water samples and identifications of mikroorganisms were conducted according to
standart routine bakteriological tests.

This study was conducted between June and October 2004 and 40 water samples
were collected. 7 water samples were collected from Egirdir Lake, 6 water samples
were collected from Golciik Lake, 10 water samples collected from Dar1 Stream
which starting from Isparta, after Aksu Stream joined to it, and endind in Karacadren
Dam. 17 samples of the public fountainswere collected from different areas of
Isparta.

The collected samples were filtered using membrane filtration system. After
centrifuging, the filtered samples were investigated with direct microscopy method
for G. intestinalis and with Modified Zielh-Neelsen (MZN) for C. parvum. The
existence of C. parvum was verified with using Immunoflouresence Assay (IFA)
method. Futrhermore, in the collected water samples, using the routine bacteriologic
and biochemical tests, EHEC, Salmonella spp., Shigella spp. ve Vibrio cholera were
investigated. Out of 40 total collected water samples, which were investigated using
direct microscopy and MZN after dying, the existence of C. parvum was predicted in
13 (32.5 %) samples. However, with using IFA method, just in 6 (15 %) out of this
13 samples, C. parvum was confirmed. G. intestinalis cysts were found in 8 (20 %)
after direct microscopy. Coliform bacteria were found in 32 (80 %) water samples
out of 40, and 17 (42.5 %) of these 32 samples were detected as fecal coliform.
Besides, in 1 (2.5 %) water sample Shigella sonnei and in 1 (2,5 %) water sample
Salmonella spp. were detected. EHEC and V. cholerae were not found in the
collected water samples included in this study.

KEY WORDS: Cryptosporidium parvum, Modified Ziehl-Neelsen (MZN),
Immunoflouresans Assay (IFA)
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1.GIRIS

Diinyamizda canlilardan ©nce varolan su, yasam boyu hayatin, siirekliligin,
yerlesimlerin ve doganin vazgegilmez bir eleman1 olmustur. Tarihsel dongii icerisinde
ilk baslarda bir gereklilik olarak hayatin i¢inde yer alan su hizla artan diinya niifusuna
paralel olarak 6nemini arttirmis fakat gelisen teknik imkanlara ragmen bilingsizce
kirletilmis ve bu kirlilik hayat1 tehdit eder hale gelmistir. Biitiin canlilarin oldugu gibi
insanlarin da temel ihtiyaci olan su igilebilir ve kullanilabilir nitelikte olmalidir. Tiim
diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de temiz ve hijyenik sartlara uygun suyun saglamasi,
bir saglik problemi olarak giin gegtikge 6nemini arttirmaktadir. Canli hayatinin tehlikede
oldugunu goren bilim adamlar1 ve saglik kuruluslar1 temiz su eldesi yoniinde ¢aligmakta,
su standartlar1 gelistirilmekte, icilebilir ve kullanilabilir 6zellikte olan sular i¢in belirli
kriterler ortaya koymaktadir.

Basta su olmak iizere besin, kirli esyalar aracilii ile oral yoldan bulusan etkenler,
bakteriler, virlisler ve parazitler olabilmektedir. Bu etkenler oncelikle gastroenterik
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Insanlarm yasama ve beslenme diizenleri, 6rf ve
adetleri ile yakinlik gosteren enfeksiyonlar igerisinde gastrointestinal enfeksiyonlar basta
gelmekte ve mortalite siralamasinda birinci sirayr almaktadir. Tirkiye'de bagirsak
parazitleri cografi, iklim ve ekolojik Ozelliklerin yani sira toplumun sosyo ekonomik
kosul, egitim ve kiiltiir diizeyi, adet ve aliskanliklar1 ile sanitasyon yoklugu ve sagliksiz
cevre kosullar1 gibi nedenlerle bolgeler arasinda farkli oranda ortaya ¢ikmakta ve yiiksek
prevalans gostermektedir.

Gastroenterik enfeksiyonlara neden olan Cryptosporidium parvum’un olusturdugu
hastaliga Cryptosporidiosis denilmektedir. Kontaminasyon kaynaklarindan biri de su
olan bu parazitin ookistleri tiim yas gruplarindaki hastalarda bulunmakla birlikte, immiin
sistemi baskilanmis kisilerde, ¢ocuk ve yeni doganlarda daha fazla bulunmaktadir.
Cryptosporidiosis semptomlar1 diger gastroentestinal enfeksiyonlardan farkli degildir.
Ayrica diyare vakalar1 Cryptosporidium parvum yoniinden rutin olarak test edilmedigi
i¢cin nedeni bilinmeyen ishallere bu patojenin neden olup olmadig1 anlasilamamaktadir.

Bu ajanin hastaliga sebep olan direngli ookistleri digki ile ¢evreye verilmekte insanlari



ve diger hayvanlar1 kontamine edebilmektedir. Cevreye verilen ookistler igme ve
kullanma sulari, eglence amagli kullanilan sular ile insanlara bulagmaktadir.
Gastrointestinal sistemde enfeksiyona neden olan bir diger protozoon Giardia
intestinalis’tir. Ara konagi olmayan bu parazite diinyanin her yerinde 6zellikle oyun ve
okul ¢agindaki ¢ocuklarda rastlanmaktadir. Bulagsma kirli ellerle, kirli besin ve sularin
ag1z yoluyla alinmasi ile gerceklesmektedir. 2000'den fazla tiire sahip olan Salmonella
spp., 4 tiirli patojen olan Shigella spp., 6zellikle lagim materyallerinin suya karismasi ile
bulasan, Kolera hastalig1 etkeni olan Vibrio cholerae ve O157:H7 kokeni tarafindan
olusturulan, hemorajik kolite neden olan Enterohemorrajik E.coli (EHEC) de
gastrointestinal ~ sistemde enfeksiyona neden olan mikroorganizmalar grubuna
girmektedir. Bunlar insanlarda ve hayvanlarda yaygin olarak goriilen enterik
patojenlerdendir. Bu etkenlerin en onemli bulasma yollar1 arasinda i¢me, kullanma,
tarimsal ve eglence amacgli kullanilan sular gelmektedir. Bu nedenle yapilan bu
caligmada Isparta ilindeki gesitli su kaynaklarindan Cryptosporidium parvum, Giardia
intestinalis, Enterohemorrajik E.coli ve diger enteropatojen mikroorganizmalarin

(Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio cholerae) bulunup bulunmadig: arastirilmustir.

1.1. Suyun Onemi ve Dogadaki Cevirimi

Su, iki hidrojen bir oksijen atomundan olugsmus ve H20 yapisindadir. Su molekiilleri
birbirleri ile aralarinda hidrojen kopriileri kurar ve diizenli bir yapr saglarlar. Bir su
molekiiliiniin etrafinda dort su molekiilii birlikte bulunmaktadir ve bu dortlii yapiya
tetrahidrol yap1 denilmektedir. Su 0°C’de donmakta ve +4°C’den 0°C’ye kadar
genlesmektedir. Bu nedenle su baraj, nehir ve gollerde yiizeyde donmus olarak
bulunmaktadir. Dip kisimlardaki su +4°C oldugundan, bu bolgedeki canlilarin hayatinin
devamina olanak saglamaktadir. Suyun 0°C ile 100°C gibi genis bir sicaklik araliginda
stvi olarak bulunmasi, béylece hayatin degisik basamaklarinda ¢ok yararli bir yapida
olmasi, ayrica kimyasal yapisi agisindan da 6nem tasimaktadir. Ciinkii benzer 6zelliklere
sahip bagka hi¢ bir s1vi bulunmamaktadir (Goziikara, 1989; Yenson, 1984).

Su dogada yaygin olarak bulunmakta, yetiskin bir insanda viicut agirliginin %60-65’ini



su olusturmaktadir. Viicut bilyiik miktarda suyu bagli olarak bulundurmaktadir. Serbest
su ise ancak organizmanin sivilarinda biiyiik miktarlarda bulunmaktadir. Farkli dokular
farkli miktarlarda su icermekte, viicut suyun biiyiik bir kismin1 disaridan almaktadir.
Giinliik su ihtiyact yetiskin insanda kilo basina 30-40 ml iken ¢ocuklarda 5-6 mislidir.
Bu hesapla ortalama su ihtiyact giinliik 2500 ml kadardir (Yenson, 1984). Su viicutta
metabolik olaylarda ¢ok onemli rol oynamaktadir. Tiim biyokimyasal reaksiyonlar bu
ortamda olusmakta ve olusumlart i¢in direkt veya indirekt suya ihtiyaclar1 olmaktadir
(Yenson, 1984; Goziikara, 1989).

Bugiin kullanilan suyun milyonlarca yildir diinyada bulundugu ve miktarinin ¢ok fazla
degismedigi dogrudur. Hidrolojik dongilide su hareket eder, formu degisir, bitkiler ve
hayvanlar tarafindan kullanilir, fakat gercekte yok olmaz. Yerkiirenin hayati ve
yapisinda biiyiik rol oynayan su, dere, cay, nehir, gél ve denizlerden giines 1sis1
sayesinde buharlasarak atmosfere yiikselir. Sonra bulutlarin yogunlasmasi ile yagislar
meydana gelir. Yagistan sonra sularin bir kismi yeryiiziine ulasmadan atmosferde
buharlagir. Diinya {izerine erisen yagislarin bir kismi topraga sizar ve yeralt1 sularini
meydana getirir. Topragin alamadig sular ise yiizey sularini olusturur (¢ay, nehir, dere,
g0l, deniz sular1). Yiizey sularindan buharlagsma ile su tekrar atmosfere yiikselir ve

hidrolojik dongii (su dongiisii) tamamlanir (Black, 1985; Canik, 1998).

1.2. Suyun Dogal Mikrobiyal Floras: ve Biyolojik Kirlenmesi

Su mikroflorasinda fotosentetik ve fotosentetik olmayan morfolojik bakimdan ¢ok farkli
tirler bulunmaktadir. Dogal olarak suda bulunan mikroorganizmalar Spirillum spp.,
Vibrio spp., Pseudomonas spp., Archomobacter spp., Chromobacterium spp. tiirleri ile
Micrococcus ve Sarcinia cinslerine ait bazi tiirlerdir (Black, 1985).

Sucul bakterilerin ¢ogu, besince fakir ortamlarda yavas bir lireme gostermekte secici
ortamlardan izole edilmeleri ve saflastirilmalari i¢in uzun siiren inkiibasyon siireleri
gerekmektedir. Bu bakterilerin optimum iireme sicakligi 25°C veya daha azdir. Ayrica
toprak  kaynakli  bakterilerden = Bacillus  spp.,  Streptomyces  spp. ve

Enterobacteriaceae’nin  saprofit iyeleri topragin  yikanmasi sonucu suya



karismaktadirlar (Black, 1985; Tamer, 1989).

Hidrolojik dongii sirasinda suya karisan atiklar, suyun fiziksel , kimyasal ve biyolojik
ozelliklerini degistirerek “su kirliligi” olarak adlandirilan durumu ortaya ¢ikartmaktadir.
Kirleticilerin temel kaynaklar1 evsel, tarimsal, endiistriyel ve niikleer atiklardir. Diinya
niifusunun giderek artmasiyla kirlenme orani artmis ve zamanla biyolojik denge
bozulmaya baglamistir.

Kirleticilerden deterjanlar , petrol ve petrol iiriinleri, dogada mikrobiyal bozulmaya kars1
cok dayanikli olduklarindan ortamda birikerek kirliligin boyutunu arttirmaktadir. Atiklar
icerisindeki diger organik maddeler sudaki mikroorganizmalar tarafindan NOs, POs, CO2
ve H20’ya kadar pargalanmaktadir. Boyle bir sistemde oksijenin hizla tiikenmesiyle
normal olarak oksijene gereksinim duyan aerobik pargalayicilarin yerini anaerobik
parcalayicilar almakta ve suda bulunan diger aerobik canlilar hizla 6lmektedirler (Sisli,
1980; Tamer, 1989).

Insanlar tarafindan suyun bilingsizce kullanilmasi sonucu suya bazi patojen
mikroorganizmalar karigmaktadir. Yine bu sularin dikkatsizce kullanilmasi sonucunda
ise bu patojen mikroorganizmalar insanda bagirsak hastaliklarina sebep olmaktadir. Bazi
bulgular bagirsak hastaliklarina sebep olacak patojen mikroorganizmalarin, insani
enfekte etmek icin sularda uzun siire canli kalabileceklerini gostermektedir (Arikan,

1999).



2. KAYNAK BILGiSi

Insanlarin saghgi, dogrudan dogruya besinlerle alinan sulardan, kendi kisisel hijyeni igin
alian sulardan, tarim-endiistri islerinden gelen sulardan yada eglence amagh kullanilan
sulardan etkilenmektedir. Bu etkilenme iki sebepten kaynaklanmaktadir. Bunlardan
birincisi kullanilan sularda zararli biyolojik etkenlerin bulunmasi ikincisi ise endiistri
atiklarindan dogan kimyasal yada radyoaktif kirleticilerin sulara karigmasidir.

Suyun belli bagh zararli biyolojik ajanlar1 patojen bakteriler, virusler, parazit ve diger
mikroorganizmalardir. Toplum saglig1 agisindan dnemli hastaliklara sebep olabilen bu
ajanlar gesitli vektdrlerle insanlar1 enfekte etmektedir. igme suyu oral-fecal enfeksiyon
zincirinin en 6nemli halkasidir. Suyla gegen enfeksiyonlarin yok edilmesi biiytik dlciide
suyun kirlenmesinin 6nlenmesine dayanir (Bonde, 1966).

Sularla bulasan 6nemli mikroorganizmalar su sekilde siralanmaktadir.

a) Bakteriler: Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio cholerae,
Leptospira spp., Brucella spp., Mycobacterium spp. tiirleridir. Ayrica Yersinia spp.,
Enterocolitica spp., Frencsiella tularensis de bilinmektedir.

b) Viriisler: Hepatit viriisleri, Polio, Cocsaki, ECHO virus, etiyolojisi bilinmeyen su ile
yayilan, diare ve iist solunum yolu enfeksiyonlarindan sorumlu bazi viriisler.

¢) Protozoonlar: Cryptosporidium parvum, Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica,
Blantidium coli (Jawetz vd., 1987; Howard vd., 1987).

Su ve besin maddeleri ile gegen insan sagligini olumsuz etkileyen biyolojik ajanlar
bobrekte ve bagirsaklarda lokalize olmakta ayrica diski ve idrarla disar1 atilmaktadir.
Tiim canlilar tarafindan kullanilan suyun emin ve giivenilir olmasi1 gerekmektedir. Bu
nedenle biitiin diinyada oldugu gibi Tiirkiye'de de sanitasyon kalitesi yiiksek su elde
etmek ve bu sularin kontroliine iligskin ¢aligma ve arastirmalarin yayginlastirilmasinda
yararlar bulunmaktadir (Yousefi, 1991).

Mikrobiyolojik agidan su kontrollerinin esas amaci patojen mikroorganizmalarin mevcut
olup olmadigidir. Ancak patojen mikroorganizmalarin sularda saptanmasi karisik, giig,
¢ogu zaman pahali ve uzun zaman alan yontemlerin kullanilmasini gerektirmektedir.

Ayrica patojen mikroorganizmalarin sulardan izolasyonu i¢in ¢ok miktarlarda suyun



denemeye sokulmasi, identifikasyonlar1 i¢in de birgok biyokimyasal ve serolojik
testlerin yapilmasi gerekmektedir. Suda bagirsak patojenleri ile birlikte, daha az sayida
diger bagirsak kokenli mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Patojen mikroorganizmalar
sulara digki ile karigsabilmekte ve pratikte rutin olarak, sularda, kirliligin bakteriyel kaniti
olan digkiya ait mikroorganizmalar aranmaktadir. Bu indikatér mikroorganizmalarin
arastirlmasi sularin bakteriyolojik yonden temelini olusturmaktadir (Ozcengiz, 1982;
Yousefi, 1991).

Pratikte bagirsak kokenli kontaminasyonlarin varligin1 belirlemede yaygin olarak
kullanilmakta olan indikatdr mikroorganizma, koliform grubu (6zellikle E. coli)
bakterilerdir (Atakent, 1979). Ayrica indikatdr mikroorganizma olarak fekal Streptococ
grubu mikroorganizmalar, Clostridium perfringens, toplam canli acrobik mezofilik jerm
miktar1 ve bakteriyofajlar da kullanilmaktadir.

Sulardaki patojenlerin varligin1 belirten indikatér organizmalarin saptanmasi ve
identifikasyonu  basit ve cabuk testlerle yapilabilmektedir. Diskiya ait
mikroorganizmalarin su Orneklerinde saptanmasi digkiya ait bir kontaminasyonu
gostermektedir. Indikatér mikroorganizmalardan koliform grubu bakteriler, gram
negatif, oksidaz negatif, sporsuz, 37°C’de 48 saat i¢cinde laktozu fermente ederek asit ve
gaz olusturan organizmalar olarak tarif edilmektedir (Finegold ve Baron, 1986).

Fekal kaynakli koliformlarin diger koliform organizmalardan ayirimi laktozdan
44,5°C’de gaz olusturulmasina dayanmaktadir (Yasarol, 1984).

Insan ve sicak kanli hayvanlarin bagirsaklarindaki koliformlar ¢ogunlukla ( % 95°den
fazla) yiiksek 1silarda iiremektedirler. Bu koliformlarin fekal kirlenmenin disinda
bulunabilmeleri son derece seyrek olup c¢evre sularinda yasama siireleride
sinirlanmaktadir. Bu nedenle yiiksek yogunlukta fecal koliformlarin bulunusu bir 6l¢iide
yeni bir kirlenmeyi belirlemektedir. Su kirliligi konusundaki karar fekal koliform ve
diger koliform organizmlarin sayilarinin dikkatli degerlendirilmesinden sonra
verilmektedir. Koliform organizmalarin muayenesi genellikle ya belirli hacimdeki suyun
laktoz buyyon besiyerlerine (Bkz. 3.2.1) karistirildiktan sonra inkisbasyonu ile ya da
belirli hacimdeki suyun filitreden gecirildikten sonra filitredeki kalintinin uygun besi

ortamina alinmasi ve inkisbasyonu ile yapilmaktadir. Koliform organizmalarin sivi



besiyerindeki muayenesi birka¢ basamakta olmaktadir :

1) Tahmin Deneyi: Bu deney koliform organizmalarin laktozu fermente etme yetenegine
dayanmaktadir. 100 ml ornekteki koliform organizmalarin kuvvetle muhtemel sayisi
(KMS ) asit ve gaz goriilen tiiplerin sayisina gore hesaplanmaktadir.

2) Dogrulama Deneyi: Suda mevcut organizmalarin fekal koliform olup olmadiginin
bilinmesi gerekmektedir. Bunun igin en elverisli ve kolay test fekal koliformlarin
laktozlu besiyerinde 44.5°C’de gaz olusturma yetenegine dayanmaktadir (Ozcengiz,
1982).

Su, patojen bakterilerin uzun miiddet iireyip ¢ogalmalarina pek elverisli olmadigindan
sudan c¢ikan salginlar ancak kirlenmis sularin fazla zaman ge¢meden icilmesi ile
meydana gelmektedir. Su yolu ile bulasan hastaliklara sebep olan parazitlerden
Cryptosporidium parvum, Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica en onemlileridir.
Bakterilerden ise baslica Enterohemorrajik E. coli, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio
cholerae sayilabilmektedir. Bunun yaninda Leptospira spp., Brucella spp. ve
Mycobacterium spp.'nin 6énemli yeri olabilmektedir. Viruslardan da hepatit, Polio,
Cocsaki, ECHO viruslart saymak miimkiindiir (Yousefi, 1991; Bilgehan, 1990).

2.1. Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium ilk kez 1885 yilinda Clarke tarafindan fark edilerek "fare mide epiteli
tizerinde yer alan spor kiimeleri" seklinde tarif edilmistir (Fayer ve Ungar,1986; Current
ve Garcia,1991; Ok vd.,1995). 1905 yilinda ise Tyzzer tarafindan farelerin gastrik
mukoza hiicrelerinde gosterilmis ve eski Yunancada "sakli kist" anlaminda gelen
Cryptosporidium olarak tanimlanmistir (Casemore vd., 1985; Hashwey vd., 1997). 1912
yilinda yine Tyzzer tarafindan laboratuvar farelerinin ince bagirsaklarinda bulunarak
tanimlanmig ve Cryptosporidium parvum olarak ilk kez tir diizeyinde adlandirma
yapilmis, olusturdugu hastaliga ise Cryptosporidiosis denilmistir (Fayer ve Ungar, 1986;
Yiicel, 1989).

Cryptosporidiosis 1976 yilina kadar ¢esitli omurgali hayvanlarin hastaligi olarak

bilinirken, 1976 yilinda immun sistemi saglam 3 yasindaki ishalli bir cocukta ve immiin



sistemi baskilanmis, sindirim sisteminde emilim bozuklugu bulunan 39 yasinda ishalli
bir erkekte Cryptosporidium parvum ookisti tesbit edilerek ilk iki Cryptosporidiosis
vakasi rapor edilmistir (Casemore vd., 1985; Tirkcapar, 2001). 1976-1981 yillar
arasinda immiin direnci baskilanmis hastalarda az sayida Cryptosporidiosis bildirilmig
olmasina ragmen, 1981-1982 yillarinda, yanlizca AIDS olgularinda enfeksiyonun 47
hastada siddetli enterite yol agtigi saptanmistir. 1982 yilinda Cryptosporidiosis’in
AIDS’1i hastalarda tehlike olusturan bir enfeksiyon oldugu CDC (Center’s for Disease
Control and Prevention )’nin raporlariyla ortaya kondukdan sonra Cryptosporidium spp.
hakkinda yapilan caligmalar artis olmustur. Daha sonraki arastirmalarda hayvan
bakicilarinda, turistlerde ve immiin direnci saglam kisilerde de enfeksiyona rastlanmigtir
(Wolfson vd., 1985; Soave, 1990; Akbulut, 2000).

1984 yilina kadar yapilan ¢alismalarda izole edildikleri konak¢i goz Oniine alinarak
baliklar, siiringenler, kuslar ve memelilerde 20 Cryptosporidium spp. tird
tanimlanmustir. Ayni yil bu tiirler Levine tarafindan 4’e indirilmistir. 1985 yilinda Upton
ve Current tarafindan memelileri infekte eden Cryptosporidium parvum ve
Cryptosporidium muris , kuslar1 infekte eden Cryptosporidium baileyi ve
Cryptosporidium meleagridis gegerli tiirler olarak kabul edilmistir. Bunlardan diinyada
en yaygin bulunan ve insanlarda en ¢ok hastalik olusturan tiir C. parvum’dur (Fayer ve
Ungar, 1986).

Ozellikle immiin sistemi baskilananlarda ve AIDS’li hastalarda agir seyirli ishallere
neden olan patojenlerden C. parvum’un klinigi ve epidemiyolojisine iliskin bilgiler son
yillarda aydinlatilmistir. Ayrica su kaynakli salginlarin rapor edilmesiyle de C. parvum
caligmalart hiz kazanmistir. 1985 yilinda Kuzey Amerika' da C. parvum’un igme su
kaynaklarin1 kontamine etmesiyle ilk igme suyu kaynakli salgin rapor edilmistir. En
biiyiik su kaynakli salgin 1993 yili Nisan ayinda Milwaukee-Wisconsin’ de ger¢eklesmis
olup 403.000 semptomatik vaka saptanmistir. Ayn1 yillarda kontamine gida tiiketimi ile
olusan Cryptosporidioz vakalar1 da rapor edilmistir (MacKenzie, 1994; Over, 1996;
Strausbaugh, 2000).

C. parvum, Apicomplexa bolimii, Sporozoa smifi, Coccidia alt sinifi, Eucoccidida

takimi, Eimeriorina alt takimi, Cryptosporididae ailesi, Cryptosporidium cinsine dahil



bir tiir olarak kabul edilmistir. C. parvum’ un smiflandirmadaki yeri ¢izelge 1.1.’de
gosterilmektedir (Bermudez vd., 1984; Florence ve Sten, 1988; Murray ve Pfaller,
1994).

Cizelge 2.1.1. Cryptosporidium parvum’un siniflandirmadaki yeri

Kingdom Animalia

Subkingdom Protozoa

Phylum Apicomlexa

Class Sporozoa

Subclass Coccidia

Order Eucoccidiida

Suborder Eimeriorina Haemosporina

Family Eimeriidae Sarcocystidae Cryptosporidiidae

Genus Eimeriidae Sarcocysts Cryptosporidium
Toxoplasma Isospora

Cryptosporidial infeksiyonlarin ana kaynagi olan C.parvum’un komplex bir yasam
siklusu olmasina ragmen yasam siklusu ookistin olusumuyla baslamakta ve tek bir C.
parvum hayat siklusunu tek konakc¢ida tamamlanmaktadir. Ookistlerin yayilimi,
genellikle infekte hayvan ve kisilerin fegesinin ¢evreyi kontamine etmesi ile olmaktadir.
Cevreden, cesitli su kaynaklarindan, kontamine gida maddelerinden canli viicuduna
alian ookist safra tuzlar1 ve sindirim enzimlerinin etkisiyle ya da kendiliginden kist
yapisini kaybetmektedir (Current ve Garcia, 1991). Olusan hareketli sporozitler bagirsak
epiteline tutunmakta ve burada gelisimini devam ettirmektedir. Daha sonra sizogoni
(eseysiz lireme) donemini tamamlamakta bunu takiben de gametogoni (seksiiel gelisme)
meydana gelmektedir. Olusan olgun ookistler fegesle dis ortama verilmektedir. Tekrar
oral yolla bulugsma sonrasi infekte sathasi yeniden baglamaktadir (Hashwey vd., 1997;

Sayg1, 1997). C.parvum’un yasam siklusu sekil 2.1.1°de gosterilmistir (Yousefi, 1982).
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Sekil 2.1.1. Cryptosporidium parvum’un yasam siklusu

C. parvum doku iginde degil bagirsak epiteli ylizeyinde yayilmaktadir. Bununla birlikte
bagirsak isleyisini onemli diizeyde etkisi altina alip bozmaktadir. Bunlar bagirsak
liimeninde iyon ve su gecirgenliginin azalmasina sebep olmaktadir (Betancourt vd.,
2002). C. parvum’un bagirsaklardaki yasam siklusu Sekil 2.2.2’de gdsterilmistir
(Finegold ve Baron, 1986).
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Sekil 2.2.2. Cryptosporidium parvum’un bagirsaklardaki yasam siklusu

a) Diskida ookist sporulasyonu

b) Bagirsaktaki durum,

c) Bagirsaktaki serbest sporozoit,

d) Tip I meront ( 6 veya 8 merozoit ),

e) Merozoit tip I’in siklusu,

f) Tip I meront (4 merozoit igerir),

g) Yaklasik 16 mikrogametli mikrogametosit,

h) Mikrogamet ve makrogamet dollenir,

1) Zigot formu,

j) Zigotlarin yaklasik % 80’1 kalin duvarli ookistleri bigimlendirir,

k) Konak hiicre iginde tekrar sporlanma (zigotlarin yaklasik % 20’si ookist duvari
olusturmay1p sporozoitleri yanliz tek bir membranla ¢evrilmis durumdadir).

Viicut icinde ince duvarli ookistlerin icindeki sporozoitler bagirsak liimeninde serbest
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kalirlar ve tekrar dongiiye katilirlar (Ma ve Soave, 1983; Fayer, 1984).

Elektron mikroskobu ile yapilan arastirmalarda Cryptosporidium parvum’un
trofozoitleri, sizontlari, merozoitleri ve makrogametleri kapsayan biitiin gelisme evreleri
ortaya konmustur. C. parvum epitel hiicrelerine hafifce batmig bir bi¢imde kiigiik kiireler
seklinde sira veya kiimeler halinda géziikmektedir (Current ve Long, 1983).

Beslenme dogrudan dogruya konakg¢idan absorbsiyonla, bosaltim ve solunum difiizyonla
olmaktadir. Eseyli iireyen sporogoni doliinii eseysiz iireyen sizogoni dolii takip
etmektedir. Konak¢1 iginde birey sayisini arttirmak {izere ¢oga boliinme ile eseysiz
olarak (sizogoni) merozoitleri meydana getirmektedir. Bunlardan meydana gelen ve
eseyli iireyen gamont konak degistirmeden esey hiicrelerini meydana getirmektedir.
Erkek esey hiicresine mikrogamet, disi esey hiicresine makrogamet adi verilmektedir.
Bu evre gametogenezis olarak adlandirilmaktadir. Mikrogamet ve makrogamet birlesek
zigotu olusturmakta ve etrafi kalin bir zarla c¢evrilen zigota spor ya da ookist
denilmektedir (sporogoni). Bu ookistler daha sonra digki ile viicuttan atilmakta
Cryptosporidium parvum tek konakg¢ida evrimini tamamlamaktadir (Baxby vd., 1987,
Flarence ve Sten, 1988; Nina vd., 1992).

Cryptosporidium spp. infeksiyonlari, gelismis veya az gelismis tilkelerde sehir veya
kirsal kesimler dahil olmak fiizere tiim diinyada goriilen yaygin bir infeksiyondur.
Prevalans, temizligin ve sanitasyon Onlemlerinin tam uygulanmadigi gelismemis ve
gelismekte olan tilkelerde daha yiiksek saptanmistir (Chen vd., 1992; Chacin vd., 1993).

Kuzey Amerika ve Avrupa iilkeleri gibi gelismis iilkelerde diskiyla cevreye atilan ookist
oran1 % 1-3 arasinda degisirken Asya ve Afrika gibi az gelismis tilkelerde bu oran % 7-
8,5 arasinda degismektedir (Chacin vd., 1993; Hoepelman, 1996).

Cocuklarda (6zellikle 2 yas alt1) infeksiyon prevalansinin yetiskinlere gore daha ytiksek
oldugu bilinmektedir. Anne siitii ile beslenen bebeklerde prevalansin anne siitii ile
beslenmeyen bebeklere gore daha diisiik oldugu saptanmis ve bunun da anne siitiiniin
koruyuculuk o6zelliginden kaynaklandigr disliniilmiistir. Ayrica immiin = sistemi
baskilanmis hastalarda o6zellikle AIDS hastalarinda Cryptosporiosis goriilme orani
yliksektir. Bu oran gelismis tilkelerde % 0,8-5,6 arasinda degisirken, gelismis iilkelerde
% 50’nin tlizerine ¢ikmaktadir (Fayer ve Ungar, 1986; Current ve Garcia, 1991). 1986
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yilinda CDC 182 AIDS’li hastanin 19’unda (% 3,6) Cryptosporidiosis saptamis ve
bunlarda fatalite oranin1 % 61 olarak bulmustur. Ayrica CDC tarafindan yiiriitiilen bir
calismada Atlanta’daki HIV ile infekte 600 kisinin % 10’unda Cryptosporidium
ookistlerinin ara sira atildig1 bulunmustur (Fahey, 2003).

Cryptosporidium enfeksiyonlari insandan insana, hayvandan insana ve g¢evre yolu ile
ozellikle su kaynaklarindan bulasmaktir. Insan enfeksiyonunun kaynagi konusunda
dikkatler ilk kez sigirlar lizerinde toplanmis, enfekte sigir diskisi ile temasta olan
immiim direnci saglam 12 kiside enfeksiyonun gelistigi bildirilmistir (Current, 1983).
Rakunlar iizerinde yapilan bir aragtirmada, % 13 oraninda enfeksiyona rastlanmus,
rakunlarin potansiyel rezervuar olabilecekleri diisiiniilmiistiir (Snyder, 1988). Ancak
hayvanlarin enfeksiyon kaynagi olarak gosterilmeleri hayvan diskisi ile temasin az
oldugu kentsel alanlardaki enfeksiyonlar1 agiklayamamistir. Enfeksiyonun bulagsmasinda
igme suyunun kalitesinin de 6nemi rol oynadigi, 6zellikle igme suyu olarak akarsulardan
yararlananlarda enfeksiyonun daha sik goriildiigii bilinmektedir (Madore vd., 1986;
Gallaher vd., 1989).

Igme suyundan kaynaklanan bir Cryptosporidiosis salgim sirasinda, digkilar1 periyodik
olarak incelenen AIDS hastalarinda ve bobrek nakli yapilmis hastalarda saptanan C.
parvum enfeksiyonu sayisinda belirgin bir artis belirlenmis, bu kisilerin sular
kaynatarak igmelerinin enfeksiyondan korunmada etkili olabilecegi savunulmustur
(Clifford, 1990). Bulasma genellikle direkt oral yolla, icme sulariyla, kirli sularla
kontamine olmus tarimsal iiriinlerle, ylizme havuzlariyla ve partnerler arasi sexiiel yolla
olabilmektedir (Keusch vd., 1995). Ookistlerle kirlenmis sularin kullanilmasinin, diizgiin
bir sekilde yikanmamis sebze ve meyvelerin yenmesinin veya uygun sekilde pastorize
edilmemis siitlerin i¢ilmesinin de bulasmada rol oynadig bildirilmektedir. Pastorizasyon
su ve siitteki C. parvum ookistlerinin aktivitelerini yok etmek icin yeterli olmaktadir
(Harp vd., 1996; Steiner vd.,1997).

C. parvum ookistleri yaygin kullanilan dezenfektanlara direngli olup, su kaynaklarinin
rutin klorlanmasi ile yok edilmemektedir (Topgu vd., 1996). Ticari dezenfektanlarin
etkisinin 6l¢ildiigi bir calismada amonyagin (% 50 yada daha yiiksek konsantrasyonu)

ve formalinin 30 dakikada C. parvum ooksitlerini 6ldiirebildigi gosterilmistir.
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Hastanelerde yada klinik laboratuvarlarda rutin olarak kullanilan diger patojenlere etkili
dozlardaki dezenfektanlar C. parvum ookistlerine karsi etkili olamamaktadir (Current ve
Garcia, 1991). % 2,5’luk sulu potasyum dikromat soliisyonunda +4°C’de 3-4 ay
canliliklarin1 korumaktadirlar. Kuraklik, sicakligin yiikselip algalmasi ooksitlerin yasam
stiresini kisaltmaktadir (Cardel vd., 1994)

Cryptosporidium enfeksiyonlarinda su ile geg¢is igme sulari, eglence amach kullanilan
sular ve tarimsal alanlarda kullanilan sulama sulariyla olmaktadir. Suyla ilgili yapilan bir
calismada 66 igme su orneginin % 27’sinde C. parvum ookistlerine rastlanmistir. Yiizey
su kaynaklarinin ise % 65-97’sinde C. parvum ookistlerinin var oldugu gdsterilmistir
(Tiirkgapar, 2000).

Cryptosporidium enfeksiyonlar1 yaz mevsiminde, Ozellikle de Agustos-Eyliil aylari
arasinda daha sik gozlenmektedir (Hashwey vd., 1997). Bu aylarda daha sik
goriilmesinin nedeni, yagmur, nemli hava, sicaklikla beraber icme suyu, nehir, havuz,
g0l ve deniz sularinda kontaminasyonun fazla olmasi sebebiyle C. parvum ookist
konsantrasyonun artmasi olabilir.

1985-1994 yillar1 arasinda Kuzey Amerika'da C. parvum’un igme suyu kaynaklarini
kontamine etmesiyle 12 salgin ger¢eklesmistir. Bu salginlardan ikisinde (Milwaukee ve
Las Vegas) immiinkompromize populasyondaki O6lim oranlar1 % 52-68 arasinda
olmustur (Mac Kenzie vd., 1994).

1987 yilinda Amerika Carrolton’da yine C. parvum’un igme suyu kaynaklarini
kontamine etmesiyle 13000 kiside Cryptosporidium enfeksiyonuna rastlanmistir. 1992
yilinda Amerika Jackson County ve Oregon’da 15000 kisinin sagligini tehdit etmistir
(Stein, 2001). Bugiine kadar goriilen en biiylik salgin 1993 yili Nisan ayinda Milwaukee,
Wisconsin’da (USA) gerceklesmis olup 403000 semptomatik vaka saptanmistir (Mac
Kenzie vd., 1994). 1994 yilinda ise Las Vegasta muhtemel kontamine igme suyu ile
iligkili olarak HIV ile enfekte 20 kisinin 6liimiine sebep olmustur (Stein., 1998).
Ulkemizde sularda C. parvum’la ilgili ¢alismalar heniiz kesinlik kazanmamakla birlikte,
genellikle c¢alismalar insanlarda klinik olarak C. parvum enfeksiyonuna yonelik
yapilmaktadir. Cryptosporidiosis’li vakalar rapor edilmekte, ancak bu vakalara

bulagsmanin hangi yolla oldugu bildirilmemektedir.
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Immiin sistemi baskilanmus kisilerde siklikla rastlanilan Cryptosporidiosis, karakteristik
olarak mukus igerebilen bol sulu bir ishale neden olmaktadir. Digskida kan ve 16kosit
goriilmemekte ve ishal genellikle kilo kaybina yol agmaktadir. Daha az rastlanilan klinik
ozellikler; abdominal agri, bulanti, kusma ve orta dereceli atestir (<39 °C). Bu belirtiler
kisiden kisiye degisiklik gostererek artabilmekte veya azalabilmektedir. Cogunlukla
ookist atilimiyla paralellik gostermektedir (Akgiin, 1997). Hastaligin derecesi
cogunlukla kisinin immiin durumuyla baglantilidir. Immiin sistemi saglam kisilerde
kendini sinirlayan birka¢ gilinden ii¢ haftaya kadar devam edebilen, artmis sulu ishal
seklinde olabilmektedir (Keusch, 1995; Tanyiiksel vd., 1995). Immiin sistemi
baskilanmis kisilerde 6zellikle AIDS hastalarinda ise uzun siireli, hayat1 tehdit eden,
kolera benzeri hastaliga sebep olmaktadir (Current ve Garcia, 1991; Tanyiiksel vd.,
1995). Immiin sistemi bir ilagla bastirilmis kisilerde hastalik belirtileri bagisikligin
diizelmesiyle birlikte ge¢mektedir (Yiicel, 1989). Immiin sistemi diisiik olan
kemoterapili 6zellikle kanserli ve transplantli hastalar, kotii beslenen kisiler, kiigiik
cocuklar, kizamik, CMV (Cytomegolovirls) gibi viral enfeksiyonlara maruz kalan
kisilerde de hastalifin siddeti ve siiresi artmaktadir (Duong vd., 1995). Immiin sistemi
baskilanmis hastalarda Cryptosporidium enfeksiyonlar1 sadece gastrointestinal kanal
boyunca goriillmemektedir. Solunum sisteminin tutulmasi, kolesistit, hepatit ve
pankreatite de yol acabilmektedir (Current ve Garcia, 1991; Hashwey, 1997).

Genel olarak hastaligin saglikli kisilerde siddeti ve siiresi farkli olmaktadir. Sulu diyare
hastaligin birinci veya ikinci giiniinde baglamak iizere giinde 2-10 defa olabilmektedir.
Semptomplar 5-14 giin stirmektedir. Hastalarda diyarenin bitiminden iki hafta sonrasina
kadar ookistlerinin atilimi devam etmektedir. Asemptomatik olgularda ise bu atilim 5
haftaya kadar uzayabilmektedir. Bu olay bulasimda ve ¢evreyi kontamine etmede 6nemli
olmaktadir (Lance vd., 1994; Goldstein vd., 1996; Cicirello vd.,1997).

C. parvum’un tanist 3 sekilde konulmaktadir (Casemore, 1991). Bunlar; direkt
mikroskobi, serolojik yontemler ve histopatolojik yontemlerdir. Ayrica 1990’11 yillardan
glinlimiize kadar sularda C. parvum teshisinde ¢esitli giincel metodlar gelistirilmistir
(Betancourt, 2002).

Direkt mikroskobide boyasiz ve boyali olmak {izere iki tiirlii preparat hazirlanmaktadir.
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Boyasiz preparat lam lamel arasinda mikroskopta direkt olarak incelenmektedir. Ancak
C. parvum ookistleri mayalarla benzerlik gdsterdiginden boyasiz preparatlarla
tanimlamak giigtiir. Ancak boyali preparatlarla bu ayirim yapilabilmekte ve C. parvum
tanist konulabilmektedir. Su 6rneklerinden hazirlanan preparatlar degisik metodlar ile
boyanabilmektedir. Bu boyama metodlar1 lodine boyama, Giemsa boyama, Tricrom
boyama, Auramine-Rodamin boyama, modifiye Soguk Kinyon boyama, modifiye
Kinyon Asit Fast boyama, modifiye Ziehl-Neelsen boyama, Acridine Orange boyama ve
modifiye Kdster boyama metotudur (Casemore, 1991; Murray vd., 1994, Erkan, 1995).
Bu boyama yontemleri de ayirt edici olan ve ayirt edici olmayan yontemler olarak iki
grupta incelenmektedir. Boyama; ayirt edici yontemlerle yapildiginda ookistler ve
mayalar birbirinden farkli renklerde boyamalar1 ile ayirt edebilmektedirler (Cizelge
2.1.2).

Hacim ve morfoloji olarak ookistlere benzemekte olan maya hiicrelerinden
kaynaklanabilecek yalanci pozitiflikten kaginmak amaciyla belirtilen boyama
metotlarindan en giivenilir olan1 modifiye Ziehl-Neelsen boyama metodudur (Ungar,
1990). Ancak yine de bu metodla C. parvum ookistlerinin bagka yapilarla karisma
olasiligi vardir. Bunlar fungal sporlar, yag olusumlar1 ve bakteri sporlaridir. Bu
boyamada C. parvum ookistlerine ¢ok benzeyen diger bir mikroorganizma da
Cyclospora cayetanensis’tir. Boyama sonrasi her iki organizmada parlak kirmizi olarak
boyandiklar1 i¢in taniy1 gii¢lestirmektedirler. C. cayetanensis onceleri Cryptosporidium
cinsinin biiyiik bir varyanti yada bir tiir mavi-yesil olarak diisiiniilen, fakat 1993 yilinda
Eimeriidae ailesine bagli bir cins olarak tanimlanan 8-10 um boyutlarinda coccisidian
bir parazitir. C. cayetanensis’in bilinen tek rezervuari insandir. Parazitin hayat siklusu
tam olarak anlagilamamis olmakla birlikte, diski ile atilan ookistlerin infektif olmadigi,
disarida belirli kosullar altinda olgunlagma siireci gecirdigi bilinmektedir (Strausbaugh,
2000). Bu parazitin ince bagirsagin epitel hiicrelerine girdigi ve invaziv olmayan sulu
ishale yol actig1 bilinmektedir. C. cayetanensis ookistleri, C. parvum ookistlerine benzer
bir sekilde igme sularinin dezenfeksiyonunda kullanilan klora oldukga direnglidir. Fakat
morfolojik olarak C. parvum ookistlerinin 2 kat1 biiyikliikte olduklar1 igin filitre

yontemiyle i¢cme sularindan daha kolay uzaklastirilmaktadirlar. Ayrica boyanmig
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preparatlar dikkatli incelendiginde bu biiytikliik farki ayrimi1 kolaylastirmaktadir. Ancak
bazi C. cayetanensis ookistleri yalanci pozitiflik verebilmektedir. Bu yiizden dogrulama
amaciyla serolojik testler olan ELIZA ve IFA tekniklerine basvurulmaktadir. Ayni
zamanda bir diger farkta C. cayetanensis  ookistlerinin duvarlar1 C. parvum
ookistlerinden farkli olarak ultraviole 1s1k altinda (260 nm dalga boyunda) kendiliginden

floresans vermektedir (Arslan, 2002).

Cizelge 2.1.2. Cryptosporidium tanisinda kullanilan degisik boyama yontemleri

Yontem Boyama Sonrasi Goriiniis

Avirt Edici Olan Ookist Maya

Iodine Boyama Renksiz Kahverengi
Modifiye Kinyoun Acid Fast Boyama Kirmiz1 Yesil
Auramin-Rhodomine Boyama Portakal Rengi Goriilmez
Modifiye Ziehl-Neelsen Parlak Kirmizi Mavi-Mor
Avirt Edici Olmayan

Giemsa Eflatun Eflatun
Acridine Orange Boyama Portakal-Yesil Portakal
Trichrome Boyama Kirmizi-Yesil Kirmizi-Yesil

Cryptosporidiosis tanisinda immiinolojik yontemlerden Enzym Linked Immunosorbent
Assay (ELIZA) ve Immunoflouresans Assay (IFA) testleri gelistirilmistir. ELIZA disk1
orneklerinde C. parvum ookistlerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Diski
orneklerinde ELIZA testinin duyarliligt % 93, 6zgiinligii % 99’dur. Giardia ve diger
parazitlerle capraz reaksiyon vermezler. % 10’luk formalin ¢o6zeltisinde saklanan
orneklerde de galisilmaktadir (Ungar, 1990). ELIZA enzimle isaretli antikorlar araciligi
ile antikor ve antijen tesbitinde kullanilan teknik olarak tanimlanmaktadir. Antijen yada
proteinlerin enzimle katalizlenmesi sonucu renk degisimi meydana gelmesine dayanan
bir tekniktir. ELIZA y6ntemi hem hizli, hem de kolay uygulanabilir olmasi nedeni ile

diskida C. parvum ookistlerinin tesbitinde kullanilabilecek uygun bir yontemdir.



18

(Nevman vd., 1993; Rosenblatt ve Sloan, 1993).

Immiinolojik yéntemlerden bir tanesi olan ve monoklonal antikor kullanilarak yapilan
IFA testinin 6zgiinliigii oldukca yiiksek olup, aside direngli boyama tekniklerinden daha
duyarli oldugu bulunmustur (Quilez vd., 1996). C. parvum ookistlerinin
tanimlanmasinda kullanilan IFA yontemi, ookist ylizeyinde bulunan antijenik yapilara,
flouresans boya ile isaretli monoklonal antikorlarin baglanmasi prensibine
dayanmaktadir (Casemore, 1991). IFA teknigi ile yapilan direkt flouresans antikor
boyama yontemi diger protozoonlar Ozellikle C. cayetanensis, helmintler, enterik
bakteriler ve maya benzeri mantarla ¢apraz reaksiyon vermez (Tee vd., 1993). IFA
teknigi az sayida ookist iceren su Orneklerinde bile kullanilabilmektedir. Buda sularda
erken donemde ookistlerin saptanmasinda oOnemlidir. Uygulanmasinda flouresans
mikroskoba ihtiyag duyulmaktadir (Le Chevallier vd., 1995; Izumi vd., 2004).
Insanlarda C. parvum ookistleri bagirsakta lokalize olduktan sonra yayilmazlar,
yerlestikleri yerde lezyonlara neden olurlar. Bu sebeble bazi durumlarda direkt biyopsi
ornegi alinarak histopatolojik taniya basvurulmaktadir. Ancak gilinlimiizde pahali, uzun
zaman alan ve invaziv olan bu yontem kullanilmamaktadir (Goodgame vd., 1995).
Sulardaki C. parvum ookistlerinin teshisinde bazi giincel metotlar da gelistirilmistir.
1990’dan 6nce ASTM (American Society for testing and materials) diisiik yogunluktaki
sularda G. intestinalis kistleri ve C. parvum ookistlerini bulmak igin test yontemleri
gelistirilmigtir. Birlesik Krallikk Daimi Analiz Komisyonu (The United Kingdom
Standing Committee Of Analysis) ayni sularda yasayan organizmalarin bulunmasi i¢in
deneysel bir metod olan "Blue Book" metodunu gelistirmislerdir. Her iki metod ayni
prosediire dayanmaktadir. Kartus filitrasyon sisteminde siikroz filitresi ile ookistler yada
kistlerin aymrimi gergeklestirilmekte, ayrica sayimi ve tanimlamasi i¢in temel IFA
metodu kullanilmaktadir. ASTM metodu alternatif olarak membran filitrasyon sistemi
icermektedir. Bu metodlarda biiyiik avantaj su Orneklerinde ookistlerin yiiksek oranda
tanimlanmasi, en biiyiilk dezavantaj ise analizlerin uzun zaman almasi ve maliyetin
yliksek olmasidir (Nieminski vd., 1995).

1990 yilinda onaylanmis USEPA (U.S. Environmental Protection Agency) metodunda

"bilgi toplama kurali" ile su Orneklerindeki C. parvum ookistleri bulunmus ve miktari
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belirlenmistir. ICR ( Information Collection Rule) protozoon metodu da denilen metod
flouresans antikor teknigi vasitasiyla sulardaki C. parvum ookistleri ve Giardia
intestinalis kistlerini tesbit etmektedir. ICR metodu parazit protozoonlarin karistigi
atiksular, ylizey sular1 ve ylizey kaynak sularinin ise yarayan igme sulari haline
getirilmesini saglamaktadir (Le Chevallier vd., 1995). Daha sonraki yillarda USEPA
caligmalarin1 devam ettirmistir. USEPA 1996 yilinda C. parvum ooksitlerini bulmaya
yonelik Metod:1622 tasarimini, 1998 yilinda ise C. parvum ookistleri ve G. intestinalis
kistlerini bulmaya yonelik kombine bir tasarim olan Metod:1623 tasarimini
gelistirmistir. En son gelistirilen metoda goére su icinden filitre edilen C. parvum
ookistleri ve G. intestinalis kistleri Immunomagnetic Separation (IMS) ile ayrilmakta ve
IFA teknigi ile incelenmektedir. Bu metodlar1 dogrulamak i¢in 6rnekler DAPI (4,6-
diamidino-phenylindole) boyast ile boyanmakta ve DIC (Diffrenciel Interference
Contrast) mikroskobuyla incelenmektedir (Clancy vd., 1999). Metod:1623’te IMS’den
once oOrneklerin filitrasyonu gerceklesmektedir. USEPA Metod:1623 kapsaminda 6rnek
filitrasyonu i¢in 3 farkl filitre sistemi kullanmaktadir. Bunlar Envirochek 6rnek kapsiil
filitre sistemi (10 L hacimde su ornegi igin), Cryp-test kapsiil filitre sistemi (10 L
hacimde su 6rnegi i¢in) ve Filta-Max kopiik filitre sistemi (50 L hacimde su 6rnegi i¢in)
olarak siralanmaktadir. Bu sistemlerden herhangi biri kullanilarak su 6rnekleri filitre
edilmekte ve daha sonra IMS ile aymrimi yapilip IFA teknigi ile incelenmektedir
(USEPA, 2001).

PCR ise C. parvum ookistlerinin tanisinda kullanilabilicek hassas ve 6zel molekiiler bir
tekniktir. Parazitin cins, tiir ve genotipinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. PCR
yontemi kullanilarak sulardaki yada asemptomatik tasiyicilardaki C. parvum ookislerini
tesbit etmek miimkiin olmaktadir. Ancak DNA ekstraksiyonu karmasik, zaman alict bir
islem oldugundan, rutin tanida kullanilmamaktadir (Guerrant, 1997; Pollok ve Farthing,
1997).

Cryptosporidiosis’te giivenilir ve etkin bir tedavi yoktur. Immiin sistemi saglam olan
kisilerde tedavi icin su ve elektrolit kaybin1 karsilamak yeterli olmaktadir. Immiim
sistemi bozulmus kisilerde ise ilk dnce immiim sistemini baskilayan dig faktorlerin

kaldirilmas1 i¢in calisilmaktadir. Bugiine kadar en c¢ok denenen ilag Spiramisin
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olmustur. ilk 6nceleri etkin oldugunu bildirmekle beraber sonraki caligmalar bunu
desteklememistir (Ok vd., 1995). Ishali olan AIDS’li hastalarda yapilan ¢aligmada
Azithromycin ve Paramomycin kombine tedavisinin rahatlatici etkisi oldugu
saptanmistir (Hicks vd., 1996). Cryptosporidiosis enfeksiyonunda ¢éziim yolu
ookistlerin yok edilmesidir. Enterik onlemler ve iyi hijyen, el yikama ve kontamine
olmus materyallerin uzaklastirilmas1 6nemlidir. % 3’liik hidrojen peroksit ve % 1’lik

amonyum iceren dezenfektanlar ookistleri 6ldiirmek i¢in yeterlidir (Lovery vd., 2001).

2.2. Giardia intestinalis

Protozoa aleminin Sarcomastigophora filumuna bagli kame¢ili bir protozoon olup
insanlarda ince bagirsakta duedonum ve jejunum bolgelerini tutarak gastrointestinal
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Tasiyict hastalarin diskisiyla su ve besinlere bulasan
kistlerin sindirim yoluyla alinmasi sonucunda insanlar enfekte olmaktadir. Duedonumda
kistler agilarak trofozoit seklini almakta ve cogalmaktadir. Kistleri oval sekilde,
kenarlar1 diiz, yumurta bi¢iminde, trofozoit sekli ise armut bigimindedir (Koneman,
1997). Ara konakgis1 olmayip tek konak insandir. Ince bagirsagin baslangig kisminda
her trofozoit bagirsak c¢eperindeki bir hiicreye yapisarak yasamaktadir. Giardia
intestinalis insanlarda yaglarin ve basta A vitamini olmak iizere yagda eriyen diger
vitaminlerin emilmesine engel olmaktadir. Cogalma trofozoit formlarinin uzunluguna
ikiye boliinmesiyle gerceklesmektedir. Ayrica kistler i¢inde de ¢ogalma miimkiindiir.
Daha ¢ok cocuklarda goriilen giardiasis, ishal, karin agrisi, bulanti, kusma, bas agrisi,
bas donmesi, halsizlik, kansizlik ve kilo kaybma neden olmaktadir (Yasarol, 1978;
Salman, 1995). G. intestinalis enfeksiyonlari, tiim diinyada en yaygin goriilen parazitler
infeksiyonlar arasinda yer almaktadir. 1976 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde
CDC tarafindan yapilan tarama caligsmasinda, incelenen 414.820 diski 0rneginin %
3,8’inde G. intestinalis saptanmistir. Gelismekte olan tilkelerde Giardiasis prevalanst %
15-20 diizeyindedir (Koreman, 1997). Ulkemizde degisik yas gruplarinda yapilan
insidans caligmalarinda Giardiasis sikliklar1 sosyoekonomik diizeyle yakin iliskili olarak

% 7-39 arasinda degisiklik gostermektedir (Giin, 1996).
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Sularda Giardia intestinalis, direkt mikroskobi ile teshis edilebilmektedir. USEPA
tarafindan gelistirilen Metod:1623’te G. intestinalis teshisinde giincel bir metod olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica ELIZA ve IFA teknikleri ile teshise gitmek miimkiindiir
(Koreman, 1997; USEPA, 2001).

2.3. Enterohemorrojik Escherichia coli (EHEC)

Escherichia, Enterobacteriaceae familyas tiyesidir. Bu familyadaki bakterilerin genel
ve ortak ozellikleri; 0,3-1,0 um en ve 1,0-6,0 um boyda, ¢ogu hareketli bazen hareketsiz,
diiz, gram negatif, basil seklinde, fakiiltatif aerob, endosporsuz, karbon kaynagi olarak
glikozu kullanabilen, Katalaz pozitif, Oksidaz negatif, indol, Metil Red, Voges
Proskauer ve Sitrat testlerinde tiirlere 6zgii farkliliklar géstermektedir (Bilgehan, 1990).
Escherichia cinsi i¢inde en 6nemli tiir Escherichia coli’dir. E.coli basil seklinde 2-6 um
boy ve 1-1,5 um genislikte diiz bakterilerdir. 1-2 mm c¢apinda S tipi koloniler
yapmaktadirlar. Ozellikle 44°C’de iiremekte diger laktoz, maltoz gibi sekerleri asit ve
gaz olusturarak fermente etmekte, siikroz, rafinoz fermantasyonu degisken olmakta ve
adonizol ve inozitol’ii genellikle fermente edememektedir. Indol pozitif , Metil Red
pozitif, Voges Proskauer negatif, sitrat kullanimi negatiftir. Ureli besiyerinde iireyi
kullanamadig1 icin tireyememektedir. Genellikle H2S olusturmazlar. Laktozu fermente
etme Ozelliginden yararlanilarak yapilan laktoz igeren gesitli besiyerlerinde kolaylikla
iremektedir. EMB (Eozin Metilen Blue) agar besiyerinde, mavi-siyah parlak rofleli
goriiniimde koloni olustururlar. Ayrica SS ( Salmonella-Shigella ) agar , Mac Conkey ve
Endo agarda ise kirmizi renkli koloniler olusturmaktadirlar (Taner, 2003).

Insanlarda olduk¢a siddetli hastaliklara yol acan ve EHEC olarak simgelenen
Enterohemorrajik E.coli trettigi verotoksin adli toksiniyle hemorajik kolit tipindeki
hastaliklara neden olmaktadir. Cocuklarda akut ishali takip eden ve akut bdbrek
yetmezligi, trombositopeni, hemolitik anemi ile seyreden hemolitik iiremik sendromu
(HUS) etkenlerindendir (Arslan , 2002).

E.coli’nin bulasmasi oral yolla oldugu i¢in su, yiyecek , icecek ve gevre temizlik

kurallarina uyulmasi gerekmektedir. Tedavisi antibiyotiklerle olmaktadir. Fakat direng
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cok sik karsilasilan problem oldugu icin antibiyogram testi yapildiktan sonra duyarli

antibiyotikler se¢ilerek tedavi yapilmalidir (Taner, 2003).

2.4. Diger Enteropatojenler

2.4.1. Shigella spp.

Enterobacteriaceae familyasi iiyesi olan Shigella spp., gram negatif, sporsuz, kapsiilsiiz,
fakiiltatif anaerob, insanlar igin patojen 6zellik gosteren bir basildir. Shigella cinsine ait
tamimlanan S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, S. sonnei olmak {iizere 4 tiirii
bulunmaktadir. Bu dort tiirde insanlarda patojen olup, kalin bagirsak mukoza epitelinde
0dem, bol mukus salinmasi, abseler ve iilserasyonlar meydana getirmektedir. Shigella
cinsi bakteriler sulu, nemli, giin 151¢1ndan uzak ortamlarda uzun siire canli kalabilirken,
ylksek 1s1, glin 15181 ve antiseptiklere direngsizdir. Temiz i¢me sularinda uzun siire
yasamalarina ragmen, kirli sularda spesifik bakteriyofajlar ve asidik ortam nedeni ile
kisa zamanda dlmektedirler (Bilgehan, 1990).

Endo, EMB, MacConkey, SS agarda laktoz negatif (seffaf) koloniler olusturmaktadir.
Kligler Iron agarda laktoz negatif, glikozdan asit olusturup gaz olusturmamakta, H2S
meydana getirmemektedir. IMVIC testinde Indol degisken, Metil Red pozitif, Voges
Proskauer negatif, sitrat negatiftir. Tiir diizeyinde identifikasyon i¢in polivalant agliitinat
serumlarla agliitinasyon iglemi yapilmaktadir (Taner, 2003).

Shigella cinsi baterilerin insanlarda yaptig1 hastaliga basilli dizanteri ad1 verilmektedir.
Bakteri icecek ve yiyeceklerle alindiktan 2-6 giinliik kulucka doneminden sonra karin
agris1 ve sonunda kanli ishal goriintiisii ortaya ¢ikmaktadir. Bunun i¢in diski ve diger
atiklarin uygun kanalizasyon sistemine atilmasi, igme ve kullanma sularinin temiz ve
denetimli olmasi, yiyecek ve iceceklerin saglik kosullarina uygun hazirlanmasi
gerekmektedir (Yousefi, 1991). Diinyada her yil yaklasik 200 milyon kisi Shigella
tiirlerinden biriyle enfekte olmakta ve 650000 kisi dlmektedir. Ulkemizde izole edilen
Shigella tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugunu S. sonnei ve S. flexneri olusturmaktadir (Soyletir

ve Topcu, 1996). 1996-1998 yillar1 arasinda Istanbul’da yapilan bir prevalans
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caligmasinda 117 ishali olguda S. sonnei ve S. flexneri prevalanslar1 % 4,2 iken S. boydii

ve S. dysenteriae prevalanslar1 % 0,85 olarak bulunmustur ( Biike vd., 1999).

2.4.2. Salmonella spp.

Enterobacteriaceae iiyesi olan Salmonella cinsine ait olan tiirler hem insanda hem de
hayvanlarda patojendirler. Bu tiirlerin meydana getirdigi hastaliga Salmonellosis adi
verilmektedir. Yeni dogan ve 50 yas lizerindeki kisilerde daha ciddi enfeksiyonlara
sebep olmaktadir. Salmonella tiirlerinin meydana getirdigi enfeksiyonlar tifo, paratifo ile
sepsis ve lokalize organ hastaliklar1 olmak iizere 3 gruptur (Taner, 2003). Tifo ve
parafito etkenleri insanlara agiz yoluyla gecer ve bulasta su yada ¢ig olarak yenen biitiin
gida maddeleri 6nem tasimaktadir (Yousefi, 1991). 1500-2000 aras1 tiire sahip bu
bakteriler sporsuz, kapsiilsiiz, gram negatif, aerob veya fakiiltatif aerob ve 20-40°C
arasinda tireyebilirler (Arslan, 2002).

Salmonella tiirleri SS agarda, Sorbitolli MacConkey agarda ve EMB agarda laktoz
negatiftirler. Kligler Iron agarda, yatikta laktoz negatif (kirmizi), dipte glikoz pozitif
(sar1) olmaktadir. Cogu H-S ve gaz olusturur. IMVIC testlerinde Indol negatif, Metil
Red pozitif, Voges Proskauer negatif, sitrat pozitif bulunmaktadir. Ureaz
olusmamaktadirlar (Bilgehan, 1996; Taner, 2003).

Ulkemizde diyareli olgularda Salmonella spp. prevalansimn arastirildigs bir ¢alismada
1996-1998 yillar1 arasinda 117 olgudan 8’inde (% 6,8) Salmonella spp. serotipleri izole
edilmistir (Biike, 1999).

2.4.3. Vibrio cholerae

Bir enteropatojen olan Vibrio cholerae’nin olusturdugu hastaliga Kolera adi
verilmektedir. V. cholerae’nin bulusmasinda feges, kusmuk ve lagim materyallerinin
sulara karigmasi esas rolii oynar. Epidemiler patlayici bigimde ortaya ¢ikmakta ve halk
saglig1 acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Kolerada salginlar birden baslar, hizla iist

seviyeye ulasir ve yine hizla soner. Vibrio cholerae 1si, asit ve kuruluga gok
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dayaniklidir. Soguga direnglidir. Kolera patogenezinde esas rolii koleragenik toksin
oynar ve ince bagirsakta olusan toksin bol miktarda su ve iyonun kaybedilmesine sebeb
olan, diyare, kusma ile birlikte seyreden bir dizi olay1 baglatir (Bilgehan, 1996).

Vibrio cholerae, Sorbitolliit MacConkey agar ve EMB agarda laktoz negatif (seffaf)
koloniler olusturmaktadir. Kligler Iron agarda, yatikta ylizeyde laktoz negatif (kirmizi),
dipte ise glikozdan asit olusumu pozitif (sar1), gaz olusumu negatiftir. H2S
olusturmazlar. IMVIC testlerinde Indol pozitif, Metil Red pozitif , Voges Proskauer
negatif, sitrat degiskendir. Ureyi kullanamazlar. Gram negatif olup, gram boyasiyla iyi
boyanmaktadirlar. En son taniy1 dogrulamak icin koleraya ait antiserumlar kullanilarak
tantya gidilmektedir. Vibrio cholerae kanli besiyerinde eritrositleri pseudo hemoliz
yapmaktadir. Yani Vibrio cholerae’nin gergek bir hemolizini olmayip meydana gelen
hemoliz, mikroorganizmanin kendi metabolitleri sonucunda meydana gelen alkali
ortamdan dolay1 eritrositlerin lizize ugramasindan kaynaklanmaktadir ve B hemoliz

meydana gelmektedir (Taner, 2003).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calismada Haziran 2004-Ekim 2004 tarihleri arasinda Isparta ¢evresindeki cesitli su
kaynaklarindan toplanan su ornekleri incelemeye alinmistir. G6l, dere ve ¢gesme olmak
tizere 3 farkli istasyon baz alinarak 40 su numunesi toplanmistir. 2004 yilinda 26/06-
17/07 tarihleri arasinda Isparta deresinden, 19/07-03/08 tarihleri arasinda Egirdir
Golii’nden, 05/08-16/08 tarihleri arasinda Golciik’ten, 16/08-14/09 tarihleri arasinda
halka agik c¢esmelerden su oOrnekleri alimmistir. Bu su numunelerinin toplanmasi
sirasinda her bir ornek icin 10 L’lik dezenfekte edilmis damacanalar kullanilmistir. Bu
su Orneklerinden 13 tanesi Golciik ve Egirdir gélinden, 10 tanesi Isparta’dan Isparta
Deresi olarak baglayip Karacadren barajina dokiilen dereden, 17 tanesi de Isparta merkez
ve ¢evre yollarindaki halka agik cesmelerden toplanmistir. Cizelge 3.1.1°de ornek

toplama istasyonlar1 ve kag¢ ornek toplandig1 gosterilmistir.

Cizelge 3.1.1. Ornek alma istasyonlar1 ve 6rnek sayilart

Ornek Alma istasyonlari Alinan érnek sayisi
Isparta Deresi 10
Egirdir Golu 7
Golciik Goli 6
Halka acik ¢esmeler 17

TOPLAM 40
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Sekil 3.1.2. Isparta Deresi (Alabalik tesislerine gider)
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Sekil 3.1.3. Egirdir Golii (Plajlarin baglangici)

Sekil 3.1.4. Halka agik cesme (Ayazmana mesireligi yani)
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Sekil 3.1.6. Halka agik cesme (Antalya yolu dinlenme yeri)
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3.1.1. Besiyerler

Laktoz Buyyon’lu Besiyeri

Brillant Green Besiyeri

Kanli Besiyeri

EMB (Eosin-Methylen Blue) Agar

Sorbitollii MacConkey Agar

Kligler Iron Agar

Triptofanl Besiyeri

Glukoz Fosfath Besiyeri

Sitrat Agarli Besiyeri

Ure Agarli Besiyeri (Finegold ve Baron, 1986).

3.1.2. Boyalar, Cozeltiler, Ayiraclar ve Hazirlanmalari

Ziehl-Neelsen Boyas1 (GBL Convastain)
Hazir boya kullanilmistir (Carbol-Fuchsin) igerigi;

Fuksin ... 4 gr/l
Fenol ..., 50 gr/l
Etanol ... 100 ml/1

Metilen Mavisi

Methylen Blue (Fluka Chemika) .... 0,3 gr
Distile SU ..ooevieiiiiieee 100 ml
Acid Alcohol Cozeltisi

Konsantre Hydrochloric acid .......... 3ml
Ethanol (% 95) ..ccoveeeviieieeiieee, 97 ml
Serum Fizyolojik

Sodium Chlorid (NaCl) .................. 8,5 gr
Distile SU ..oovieriiiiinie 1000 ml

Agz1 pamukla kapatilmis bir erlende 121°C'de 15 dk. steril edildikten sonra kullanildi.



30

Phosphate Buffered Saline (PBS) Soliisyonu

NaCl .o, 0,8 gr
KCl e, 0,02 gr
KH2PO4 i, 0,012 gr
NaH2POs (SUSUZ) .ooevvveeiieeiieeee 9,1 gr
Distile SU ..ooveevieiiieee 100 ml

Yukarida verilen maddeler 100 ml distile su i¢inde c¢oziildiikten sonra pH 7.3’

ayarlandi. Stok soliisyon hazirlamak i¢in hacim distile su ile 200 ml’ye c¢ikartildi.

NaH2PO4.H20 ..coovveiiiiiiiiiiiiee 0,665 gr
NazHPOs..oouevieiiiiiiiiiiieeeeiee 3,5gr
NaCl i, 25,5 gr

fIk hazirlanan soliisyona yukaridaki maddeler eklenerek hacim 300 ml’ye tamamlandi.
Iyice karistirildi ve pH 7,2-7,5 arasinda ayarlandi. Calisma soliisyonu ise elde edilen

stok soliisyondan 150 ml alinip distile su ile hacmi 500 ml’ye tamamlanarak elde edildi.

Stok soliisyon (PBS) ........cccccevnee. 150 ml
Distile SU ..cooevieieiiieee 350 ml
Kovaks Ayiraci
Paradimetaliaminobenzaldehit ........ S5ml
Saf amil alkol veya butil alkol ......... 75 ml
Konsantre HCI ........cccccooieiiiiinne 25 ml

Paradimetilaminobenzaldehit alkol icinde ¢oziiliip, tlizerine HCI ilave +4°C’de
buzdolabinda saklandi.

Voges Proskauer Ayiraci

Soliisyon I
Alfanaftol .......cocevvieiiiiiieie, 0,5 gr
Etil alkol (% 95°1iK) ....ccoovevverennnenn 10 ml

Alfa naftol, etil alkol’de ¢oziildii ve % 5°lik olarak hazirlanan ayirag buzdolabinda
+4°C'de saklandu.

Soliisyon II

Potasyum hidroksil (KOH) ............. 40 gr
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Distile SU ...ooerieieiiiecee 100 ml

KOH, distile suda ¢oziildii ve boylece % 40°lik KOH ¢o6zeltisi hazirlandi.
Methyl Red Ayiraci

Methyl Red (Merck) ..........cue.e..... 0,02 gr

Etil alkol (% 95) «eeveeiiiiieieeee 50 ml

Distile SU ..oovieviiniiiie 50 ml

Yukaridaki miktarda Methyl Red sirastyla etil alkol ve distile su ile karigtirilds, filitre

kagidindan siiziilerek ayirag elde edildi.

3.1.3. Tayin Kiti ve Antiserumlar

CRYPTO CEL Cryptosporidium IFA antijen kiti (Cellabs-Australia)
Monovalant Shigella dysenteriae antiserumu

Monovalant Shigella boydii antiserumu

Monovalant Shigella flexneri antiserumu

Monovalant Shigella sonnei antiserumu

Monovalant E. coli (EHEC) antiserumu

Polivalant Salmonella spp. Antiserumu

3.1.4. Araclar ve Diger Malzemeler

Steril ekim kabini (biolab BH-100)
Otoklav (P-Selecta)

Inkiibator (P-Selecta)

Buzdolab1 (niive ES-250)

Santrifiij (biolab 3K30)

Calkalayict inkiibator (Yellow line OS-5)
Elektronik tartt (MonoBlac)

Sicak su banyosu (Helo SBD-50)

Isik mikroskobu (Zeiss)
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Florosan mikroskobu (Zeiss)

Vakum pompasi (Ulvac)

Milipor sistemi (Lab.F)

Seliiloz nitrat filitre - 1,2 um ¢apinda (Sartorius)
Methanol (Merck)

Zefran (Kim-pa)

Otomatik pipet (0,1 ve 1 ml’lik)

Kurutma kagidi

Lam, lamel

Petri (iki bolmeli)

Doku kiiltiir kab1 (50 ml’lik)

Damacana (10 1’lik)

Cam tiip (10x100, 13x100, 13x160, 20x180 mm ebatlarinda)

3.2. Metot

Isparta ¢evresindeki gol, dere ve ¢esme olmak iizere ¢esitli su kaynaklarindan toplanan
orneklerde Cryptosporidium parvum, Giardia intestinalis, Enterohemorrajik Escherichia
coli (EHEC) ve diger enteropatojenler (Salmonella sp., Shigella spp., Vibrio cholerae)
arastirildi. Su orneklerinin toplanmasi ve mikroorganizmalarin identifikasyonu standart
rutin bakteriyolojik ¢aligmalara uygun olarak yapildi. Su 6rnekleri sabah erken saatlerde
10 I’lik dezenfekte edilmis damacanalar kullanilarak toplandi. Toplanan her bir 6rnegin
analize ayn1 giin i¢inde zaman gecirmeden baslandi. Sularda koliformlarin saptanmasi
icin KMS (Kuvvetle Muhtemel Sayim) yontemine, mikroorganizma indentifikasyonu
icin direkt mikroskobi, biyokimyasal ve serolojik testlere basvuruldu. G. intestinalis
tanisinda ¢oktiirme ve direkt mikroskobi yontemi, C. parvum tanisinda ise USEPA’nin
gelistirdigi Metod:1623 modifiye edilerek kullanildi (USEPA 2001). % 3’liikk hidrojen
peroksit ile calkalanip steril distile sudan gecirilen damacanalarla gol ve dereden ig
kisma ilerleyerek, cesmelerden ise ¢esme suyu biraz akitildiktan sonra su drnegi alindi

ve agizlari sikica kapatildi. Vakit kaybetmeden ornekler incelemeye alindi.
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3.2.1. Koliform Bakteri Tesbiti

Koliform bakteri tesbiti i¢in toplanan su Ornekleri ilk olarak tek ve ¢ift kuvvetli, icinde
durham tiipii bulunan laktoz broth besiyerlerine (Bkz. 3.1.1) ekim yapildi. 10 I’lik su
orneginin 100 ml’si steril bir erlene alindi. Daha sonra bu 100 ml’lik sudan steril
kosullarda, 10 ml ¢ift kuvvet laktoz buyyon iceren tiipe 10 ml, 10 ml tek kuvvet laktoz
buyyon igeren iki tiipe sirastyla 1 ml ve 0,1 ml ilave edildi ve tiiplerin iizerine kaginci
ornek oldugu, kuvvetleri ve ekim yapilan su miktarlar1 yazildi. 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakildi. Bu siire igerisinde gaz olusturan tiipler Eijkman testine tabi
tutuldu.

Inkiibasyon sonunda her ii¢ tiiptede gaz olusmus ise bunlardan ikisi, iki tiipte gaz
olusmus ise ikisi de, sadece bir tlipte gaz olugsmus ise, gaz olusan tiip Eijkman testine
alindi. Eijkman testi dogrulama testi olup bu testde kullanilan besiyeri brillant greenli
laktoz besiyeridir (Bkz. 3.2.1). Cap1 5 mm olan 6ze ile, pozitif tiiplerden brillant green
besiyerine ekim yapildi. Ekimi yapilmis, durham tiiplii, brillant greenli laktoz besiyeri
iceren tiipler sicak su banyosunda 44,5°C’de 24 saat inkiibe edildi. Durham tiiplerinde,

her hangi bir hacimdeki gaz olusumu pozitif sayildi (Yousefi 1991).

3.2.2. Cryptosporidium parvum ve Giardia intestinalis Tesbiti

10 I’'lik dezenfekte edilmis damacanalarla toplanmis su 6rneklerinden KMS yontemiyle
koliform tesbiti i¢in ekim yapildiktan sonra C. parvum ve G. intestinalis patojenlerinin
tesbiti yapildi. Bu tesbit yapilirken USEPA’nin 1998 yilinda gelistirdigi Metod:1623
modifiye edilerek kullanildi (USEPA, 2001). Bu metodta kullanilan Envirochek 6rnek
kapsiil filitre sistemi 10 1 hacimdeki sular filitre etmek icin idealdir. Bu sisteme benzer
bir sekilde 1,2 um ¢apindaki seliiloz nitrat filitre, milipor sistemi arasina yerlestirildi ve
vakum pompast kullanilarak su 6rnegimiz filitreden gecirildi. Filitrasyon isleminden
sonra filitre milipor sisteminden bir pens yardimi ile ¢ikartilip igerisinde serum
fizyolojik (Bkz. 3.1.2) bulunan doku kiiltiirii kaplarina alindi. Bu doku kiiltiirii kaplari
vertikal pozisyonda calkalayiciya (Bkz. 3.1.4) yerlestirildi ve maximum 900 rpm’de 5
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dk calkalandi. Calkalama islemi tamamlandiktan sonra doku kiiltlirii kaplar1 igindeki
sollisyon santrifiij tiiplerine alindi. Maximum 2000 rpm’de 15 dk santrifiijlenen
sollisyonun siipernatant kismi bir pipet yardimiyla atild1 ve ¢oken pelet kismindan ise
patojenlerin tesbiti i¢in preparat hazirlandi. Ayrica pelet kismindan 0,5 ml alinarak 0,5
ml formaldehit ile stoklandi. Direkt mikroskobik inceleme i¢in temiz bir lam iizerine
¢oktiirme yapilan soliisyondan bir damla alindi ve lamel kapatilarak 1s1ik mikroskobunda
incelemeye alind1 G. intestinalis kistlerine rastlanan drnekler not edildi.

Modifiye Ziehl-Neelsen i¢in yine temiz bir lam iizerine iki farkli noktaya 6rnegimizin
pelet kismindan damlatildi ve kurumaya birakildi. Kuruyan preparat ateste fikse
edildikten sonra modifiye Ziehl-Neelsen boyamaya tabii tutuldu.

Boyama isleminde (Bkz. 3.1.2) ilk olarak Ziehl-Neelsen boyas1 (Carbol fuchsin) tiim
ylizeyi kaplayacak sekilde preparatin {lizerine dokiildii. Alkollii pamuk ile alevlenmis
cubuk vasitasiyla preparat altindan 10 dk boyay1 kaynatmadan sadece buharlasmasini
saglayacak sekilde 1sitildi. Preparat lizerinden 1sitma sirasinda buharlasarak eksilen boya
tekrar ilave edildi. Siire sonunda boya dokiildii ve preparat musluk suyu altinda yikandi.
Daha sonra asit alkol ¢ozeltisinde preparat lizerinde hi¢ kirmizilik kalmayacak sekilde
dekolarize edilerek tekrar yikandi. Son asamada zit boya olan metilen mavisi preparatin
tizerini kaplayacak sekilde dokiildii. 1-2 dk. sonra preparat musluk suyunda yikandi ve
kurutma kagidi yada havada kurumaya birakildi. Degerlendirme igin preparat 40 ve
100’liik objektifte incelendi. C. parvum varligindan siiphelenen 6rnekler not edildi ve bu
preparatlarin fotograflar1 ¢ekildi. C. parvum IFA kiti kullanilarak immunoflouresans
teknikle ayn1 6rnek dogrulama amaci ile incelendi.

Son olarak C. parvum varligini kesin dogrulamak amaciyla IFA i¢in temiz bir lam
lizerine ¢Oktiirme yapilan Ornekten ¢apt 5 mm’yi ge¢cmeyecek sekilde damlatilarak
preparat hazirlandi ve havada kurutulduktan sonra metanol damlatilarak fikse edildi.
Crypto cel Cryptosporidium IFA antijen kitinden, preparatta 6rnek damlatilan kismin
iizerini kapatacak sekilde 18-20 pl damlatildi. Onceden hazirlanmis icerisinde nemli
kaba filitre kagidi bulunan petriler icerisinde agzi kapatilarak etiivde 30 dk bekletildi.
Siire sonunda etiivden c¢ikartilan preparatlar PBS soliisyonu (Bkz. 3.1.2) ile yikandi.

Kurutma kagidiyla etrafi kurutulduktan sonra IFA kitine 6zel immersiyon yagi
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damlatildi ve lamel kapatilarak 100'liik objektifte incelendi. Hazir halde bulunan
Cryptosporidium parvum kontrol preparatiyla Kkarsilastirilmali  olarak incelenen
preparatlarda koyu zemin flizerinde flouresans yesil renkteki olusumlar C. parvum

ooksitleri olarak degerlendirildi ve pozitif kabul edilen bu 6rnekler fotograflandirildi.

3.2.3. Enteropatojenlerin Tesbiti

Enteropatojenlerin tesbitinde koliform mikroorganizma tayini i¢in ekim yapilan laktoz
buyyonlu besiyerinde gaz olusumu gozlenen 6rneklerden ¢apt 5 mm olan 6ze ile alindi
ve kanl jeloz, EMB agar, SMC agara (Bkz. 3.1.1) tek koloni ekimi yapildi. Ekimleri
yapilan besiyerleri 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda kanli jelozda
koloni morfolojilerine bakildi. EMB agarda laktoz negatif (seffaf) koloniler, laktoz
pozitif (metalik rofle yesili) koloniler , SMC agarda laktoz negatif (seffaf) koloniler
isleme alindi. Siiphelenilen koloniler KIA ( Kligler Iron Agar) (Bkz. 3.1.1) besiyerine
platin bir igne 6ze ile tiiplin dip kismina 1-2 mm kalana kadar batirilip, ylizeyden yatik
kismina zigzak cizilerek, cekilip ekim yapildi. 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
Kligler goriiniimiinde laktoz negatif (ylizey kismu kirmizi) , glikoz pozitif (dip kismi
sar1) , gaz ve HzS pozitif oldugu durumlar Salmonella spp. siiphesi, laktoz negatif, glikoz
pozitif, gaz ve H2S negatif oldugu durumlar Shigella spp. siiphesi, laktoz pozitif, glikoz
pozitif, gaz pozitif ve H2S negatif oldugu durumlar Escherichia spp. siiphesi uyandirdi.
Stiphe uyandiran Orneklere biyokimyasal testler ve siliphelenilen mikroorganizmanin
antiserumu uygulandi. Serolojik olarak mikroorganizmalarin tanisi yapilmaya calisildi

(Taner, 2003).

3.2.3.1. Biyokimyasal Testlerin Yapihis1

Spesifik etken acisindan KIA’daki goriiniimlerine gore Ornekler daha ileri tetkiklere
alindi. KIA’da olusan mikroorganizmalardan Indol, Metil Red, Voges Proskauer, Sitrat
testi icin uygun besiyerlere ve iireli besiyerine (Bkz. 3.1.1) ekim yapildi.

Bu testlerden Indol testi yardimiyla, mikroorganizmalarin triptofandan indol



36

olusturabilme 06zelligi incelendi. Steril kosullarda kligler besiyerinden 6ze ile alinan
koloniler triptofanli besiyerine (Bkz. 3.1.1) ekildi. 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra
tipe 0,2-0,3 ml kovaks ayiract (Bkz. 3.1.2) ilave edilip tiipler hafifce c¢alkaland.
Besiyerinin {ist kisminda kirmizi bir rengin goriilmesiyle test edilen mikroorganizmada
indol pozitif oldugu saptandi. indol negatif olanlarda herhangi bir renk degisikligi
goriilmedi (Finegol ve Baron, 1986).

Metil Red testinde indol testindeki, ayn1 yontem ile glukoz fosfath besiyerine metil red
aytract (Bkz. 3.1.2) 2 damla konuldu. Morumsu kirmizi bir rengi olusumu pozitif, sar1
rengin olusumu ise negatif olarak degerlendirildi (Finegold ve Baron, 1986).

Voges Proskauer testi mikroorganizmalarin glikozdan asetil metil karbinol olusturma
yeteneklerine dayanir. Diger testlerde oldugu gibi kliglerden 6ze ile alinan koloniler
glikoz fosfathi besiyerine (Bkz. 3.1.1) steril kosullarda ekildi. 37°C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra tiipe 0,6 ml alfa naftol ¢ozeltisi (Bkz. 3.1.2) ve 0,2 ml % 40’lik
KOH’tan (Bkz 3.1.2) ilave edildi. Tiipte pembe rengin goriilmesiyle sonu¢ pozitif
olarak, tiipte renk degisikligi goriilmemis ise sonug negatif olarak degerlendirildi.

Sitrat testi yardimiyla, sitratli besiyerinde mikroorganizmalarin sitratt karbon kaynag:
olarak kullanip kullamadig: arastirildi. Kligler agardan 6ze ile alinan koloniler sitratli
besiyerine (Bkz 3.1.1) ekildi. 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi ortamin renginin
yesilden maviye doniismesi ile test sonucu pozitif, ortamin renginde degisme olmaz ise
test sonucu negatif olarak degerlendirilirdi (Finegold ve Baron, 1986; Yousefi, 1991).
Ure testi ile iireaz olusturmayan mikroorganizmalarin birbirlerinden ayirimi sagland.
KIA besiyerinden igne 6ze ile alinan mikroorganizmalar iireli besiyerinin (Bkz. 3.1.1)
yatik kismina tek ¢izgi halinde ekildi. 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra ortamin
rengi pembeye donilismiis ise testin sonucu pozitif, ortamin rengi sar1 olarak kalmis ise

testin sonucu negatif olarak degerlendirildi (Yousefi, 1991).
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Cizelge 3.2.3.1. Enteropatojenlerin biyokimyasal 6zellikleri

Biyokimyasal E.Coli  Shigalla Salmanella Vibrio
Testler spp. spp. Spp. cholerae
Indol + +/- - +
Metil Red + + - +

Voges Proskauver - - - -

Citrat - -
H,S (KIA) - -
Glikozdan asit

+ [+ |+ |+

Glikozdan gaz

+ |+ |+
1

Laktoz

Ureaz

3.2.3.2. Antiserumlarla identifikasyon islemleri

Spesifik etkenlerin arastirillmasinda kat1 besiyerlerinde iireyebilen (Bkz. 3.2.3)
mikroorganizmalar degisik biyokimyasal test sonuglarma gore (Bkz. 3.2.3.1) genel
hatlar1 ile tanimlandi. Ancak, kesin sonuglar antiserumlar ile lam agliitinasyonu
sonucunda verilebilecegi i¢in, her bir bakteri lam {izerine damlatilan serum fizyolojik
¢ozeltisinde homojen bir sekilde steril olarak dagitildi. Daha sonra {izerine siiphelenilen
bakterinin antiserumu (Bkz. 3.1.3) damlatildi. Yapilan preparatta ¢okelme olursa
aranilan sonug pozitif, ¢okelme olmazsa sonug¢ negatif olarak degerlendirilirdi (Yousefi

,1991).
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4- BULGULAR

Isparta’da Haziran 2004 — Ekim 2004 tarihi arasinda gol, dere ve ¢esme olmak iizere
cesitli su kaynaklarinda toplam 40 su 6rnegi analiz kapsamina alinmis olup, su 6rnekleri
alimma yerlerine gore gruplandirilmistir. Toplam 40 su 6rneginin 10’u (% 25) Isparta
deresinden, 7’si (% 17,5) Egirdir Golii’'nden, 6’s1 (% 15) Golciik’ten, 17°si (% 42,5)
halka agik ¢esmelerden toplanmis olup bu 6rneklerin 6’sinda (% 15) Cryptosporidium
parvum ookistleri, 8’inde (% 20) Giardia intestinalis kistleri saptanmustir. 1 6rnekte (%
2,5) Salmonella spp.’ye, diger bir ornekte (% 2,5) Shigella sonneii’ye rastlanmis,
Enterohemorrajik E. coli (EHEC) ve Vibrio cholerae’ya rastlanmamustir.

C. parvum ooksitlerine rastlanan 6 6rnekten 4’i (% 66,6) Isparta deresinden, 2’si (%
33,3) Egirdir Goli’'nden, G. intestinalis kistlerinin bulundugu 8 6rnegin 5’1 (% 62,5)
Isparta deresinden, 1’1 (% 12,5) Gdlciik’ten, 2’si (% 25) Egirdir Goli'nden alinmustir.
Salmonella spp.’ye Isparta deresinden alinan bir 6rnekte, S. sonneii’ye Goélciik’ten alinan
bir 6rnekte rastlanmistir (Cizelge 4.1).

Toplanan 40 6rnegin 32’sinde (% 80) koliform saptanmis olup, bu 32 6rnegin 17’sinin
(% 53,125) fecal koliformlu oldugu dogrulanmistir. Koliform saplanan 32 6rnegin 10°u
(% 31,25) Isparta deresinden, 7’si (% 21,9) Egirdir Goli'nden, 6’s1 (% 18,75)
Golctik’ten, 9’u (% 28,1) halka agik ¢esmelerden alinmistir. Fecal koliformlu oldugu
dogrulanan 17 6rnegin 9’u (% 52,9) Isparta deresinden, 5’1 (% 29,4) Egirdir Golii’'nden,
2’si (% 11,8) Golciik’ten, 1’1 (% 5,9) halka agik ¢esme olan Karbuz c¢esmesinden
alimmustir (Cizelge 4.2)
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Cizelge 4.1. Incelenen su 6rnekleri ve saptanan mikroorganizmalar

Ornek Alma incelenen Cryptosporidium Giardia Salmonella Shigella
istasyonlar Su drnekleri parvum intestinalis spp. sonneii
Say1 % Say1 % Say1 % Sayt % Sayr %
Isparta Deresi 10 25 4 66,6 5 62,5 1 100 - -
Egirdir Goli 7 17,5 2 333 2 25 - - - -
Golciik 6 15 - - 1 12,5 - - 1 100
Cesme 17 42,5 - - - - - - - -
TOPLAM 40 - 6 - 8 - 1 - 1 -

Cizelge 4.2. Koliformlu 6rnek say1 ve yiizdeleri

Ornek alma Incelenen 6rnek Toplam Koliform Fecal Koliform

Istasyonlar Say1 | % Say1 % Say1 %
Isparta Deresi 10 25 10 31,25 9 52,9
Egirdir Goli 7 17,5 7 21,9 5 294
Golciik 6 15 6 18,75 2 11,8
Cesmeler 17 425 9 28,1 1 5,9
TOPLAM 40 32 17

C. parvum ooksitlerinin saptanmasinda Oncelikle modifiye Ziehl-Neelsen boyama

yontemi kullanilmig ve 40 su 6rneginin 13 tanesinde bu gozlenen yapilarin Cyclospora

cayetanensis ookistleriyle ¢ok fazla benzerlik gostermesi, karisabilme riskini ortaya

cikarmigtir. Daha sonra orneklerdeki C. parvum varligini kesin dogrulamak i¢in IFA

teknigi uygulanmis ve 40 su 6rneginin 6’sinda (% 15) kesin olarak C. parvum tespit

edilmistir ( Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Cryptosporidium parvum saptanan 6rnekler

Ornek Alma | incelenen 6rnek | Boyamada C.parvum| IFA’da C.parvum

Istasyonlan Say1 % Say1 % Say1 %
Isparta Deresi 10 25 7 53,8 4 66,6
Egirdir Golu 7 17,5 5 38,5 2 33,3
Golciik 6 15 1 7,7 - -
Cesmeler 17 42,5 - - - -
TOPLAM 40 13 6

Sekil 4.1. Cryptosporidium parvum’un modifiye Ziehl-Neelsen boyama metodu ile
boyanmis preparati (40%15’lik obje)
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Sekil 4.2. Modifiye Ziehl-Neelsen boyama metodu ile boyanmis C. parvum siiphesi
konulan preparat (40x15’lik obje)

Sekil 4.3. C. parvum’un IFA metodu ile boyanmis (Pozitif Kontrol 40x15°lik obje)
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Sekil 4.4. C. parvum’un IFA metodu ile boyanmis preparati (40x15’lik obje)

Sekil 4.5. IFA metodu ile incelenen C. parvum negatif preparat (40x15’lik obje)
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Enteropatojenler ise kat1 besiyerlerinde izole edildikten sonra biyokimyasal testlerle

tanimlandi ve antiserumlarla (Bkz. 3.2.3) kesin teshisi yapilarak cins ve tiir diizeyinde

adlandirildi. Toplanan 40 6rnegin 1’inde (% 2,5) Salmonella spp., 1’inde (% 2,5)

Shigella sonneii’ye rastlanmustir. Salmonella spp. Isparta deresinin 8.km’sinde alinan

ornekte ¢cikmis olup Shigella sonneii ise Gélciik DSI pompasinin yakinindan alinan

ornekte ¢cikmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Toplanan 6rneklerde enteropatojenlerin dagilimi

Ornek Alma incelenen ornek Salmonella spp. Shigella Sonneii

Istasyonlari Say1 % Say1 % Say1 %
Isparta Deresi 10 25 1 100 - -
Egirdir Deresi 7 17,5 - - - -
Golciik 6 15 - - 1 100
Cesmeler 17 42,5 - - - -
TOPLAM 40 1 1

Cizelge 4.5. izole edilen enteropatojenlerin biyokimyasal dzellikleri

Biyokimyasal Testler Salmonella spp Shigella sonnei
indol - +
Metil Red + +
Voges proskauer - -

Sitrat + -

H:S (KIA) + -
Glikozdan asit/gaz +/+ +/-

Laktoz

Ureaz
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinyada temiz ve hijyenik sartlara uygun suyun saglanmasi toplum sagligi agisindan
giin gectikce onemini artirmaktadir. Bilim adamlar1 ve saglik kuruluslar1 temiz su eldesi
yoniinde ¢alismalar yapmis, su standartlar1 gelistirmis, igebilir ve kullanilabilir 6zellikte
olan sular i¢in belirli kriterler ortaya koymuslardir. 1800’li yillarin sonunda ilk kez
sularin  kontrolii i¢in koliformlarin tesbit edilebilecegi anlagilmistir. Koliform
mikroorganizmlarin  indikatér  olarak  kabul edilmesi ve bu indikator
mikroorganizmalarin sularda kirliligin bakteriyel bir kaniti olmasi sebebiyle su
analizlerinde ilk olarak koliform bulunup bulunmadigi arastirilmistir. Bu nedenle
arastirmacilar koliform tesbitinde standart yontem gelistirmek iizere bir¢ok caligsmalar
yapmislar ve sonunda bugiin kullandigimiz kuvvetle muhtemel sayim (KMS) yontemini
gelistirmislerdir (Bkz. 3.2.1). Bu ¢alismada toplanan su 6rnekleri oncelikle koliform
bakteri yoniinden incelenmis 40 Ornegin 32’sinde (% 80) koliform tesbit edilmis,
bunlardan da 17’sinin (% 53,125) fekal koliformlu oldugu dogrulanmistir. Bu sonuglar
sularda insan kaynakli bir kontaminasyonun oldugu gostermektedir. Ozellikle bu
kontaminasyonun agik alandaki sularda fazla oldugu dikkatlerden kagmamaktadir.
Ayrica insan kaynakli bir kontaminasyonun olmasi sularda Cryptosporidium parvum,
Giardia intestinalis, Enterohemorrajik E.coli EHEC ve diger enteropatojenlerin
(Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio Cholerae) olabilecegi siiphesini uyandirmustir.
Calisma kapsamina alinan 40 su 6rneginin 6’sinda (% 15) C. pavrum, 8’inde (% 20) G.
intestinalis, 1’inde (% 2,5) Salmonella spp., 1’inde (% 2,5) Shigella sonneii saptanirken
EHEC ve Vibrio cholerae’ya rastlanmamustir. C. parvum ve G. intestinalis oraninin
yiiksek olmasi kistik yapilar1 sebebiyle olumsuz sartlara daha fazla direng gdostermeleri,
Salmonella ve Shigella gibi mikroorganizmalarin ise oranin az olmasi ise sularda uzun
stire canli kalamamalarindan kaynaklanabilmektedir.

Cryptosporidium spp. 1980°’li yillardan itibaren g¢esitli su kaynaklarindan insanlara
bulagarak Cryptosporidiosis hastaligina sebep olan bir protozoon olarak bilinmeye
baglamistir. Cryptosporidial enfeksiyonlarda su ile gecis icme sulari, eglence amacl

kullanilan sular ve tarimsal alanda kullanilan sulama sulariyla olmaktadir. Suyla ilgili
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yapilan bir calismada 66 i¢me su Orneginin % 27’sinde C. parvum ookistlerine
rastlanmigtir. Yiizey su kaynaklarinin ise % 65-97’sinde C. parvum ookistlerinin
varoldugu gosterilmistir (Tiirk¢apar, 2000).

Cryptosporidium enfeksiyonlar1 yaz mevsiminde, Ozellikle de Agustos-Eyliil aylari
arasinda daha sik gozlenmektedir. Bu aylarda daha sik goriilmesinin nedeni yagmur,
nemli hava, sicakla beraber i¢cme suyu, nehir, havuz, g6l ve deniz sularinda
kontaminasyonun fazla olmasi sebebiyle C. parvum ookist konsantrasyonun artmasi
olabilir (Hashwey vd. , 1997). Bu sebeple ¢alismamiz Haziran —Ekim arasindaki aylarda
yapilmistir. Sulardaki kontaminasyonda enfekte kisinin digkist en 6nemli faktordiir ve
parazit protozoon kirli sularin yiizeyinde, yiizme havuzlarinda, gol, nehir ve deniz
sularinda bulunabilir. Ookistler dezenfektanlara direngli olup, igme ve kullanma
sularinin klorlanmasi ile ortadan kaldirilmadigindan, sularin kontaminasyonu sonucu
gelisen epidemiler de bildirilmektedir (Marshall vd., 1998). Insan, enfeksiyonunun
kaynag1 konusunda dikkatler ilk kez hayvanlar iizerinde toplanmis ve enfekte hayvan
digkistyla temast olan immiin direnci saglam 12 kiside enfeksiyonun gelistigi
bildirilmistir. Rakunlar iizerine yapilan bir arastirmada da % 13 oraninda enfeksiyona
rastlanmis ancak hayvanlarin enfeksiyon kaynagi olarak gosterilmeleri, hayvan diskisi
ile temasin az oldugu kentsel alanlardaki enfeksiyonlar: agiklayamamistir. Daha sonra
infeksiyonun bulasiminda 6zellikle igme suyu olarak akarsulardan yararlananlarda
enfeksiyonun daha sik goriildiigii bildirilmistir (Gallaher vd., 1989). Ilordi ve arkadaslari
Washington sehrindeki 4 nehirden ve California’daki 2 nehirden su Ornekleri
toplamiglar, C. parvum ookistlerinin varligin1 saptanmak iizere test etmisler ve bu 6
nehirden alan Orneklerin timiinde C. parvum ookistlerine rastlamiglardir (llordi ve
leone, 1989).

2000 yilinda yapilan bir ¢calismada nehirden alinan 11 6rnek test edilmis ve 11 6rnegin
hepsinde C. parvum ookistlerine rastlanmistir (Hu, 2002)

1985-1994 yillar1 arasinda Kuzey Amerika’da C. parvum’un igme suyu kaynaklarini
kontamine etmesiyle 12 salgin ger¢eklesmistir. Bu salginlardan ikisinde (Milwaukee ve
Las Vegas) immiin sistemi baskilanmis populasyondaki 6liim oran1 % 52-68 arasinda

olmustur (Mac Kenzie vd., 1994). 1987 yilinda Amerika Carrolton’da yine C.
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parvum’un igme suyu kaynaklarini kontamine etmesiyle 13000 kiside Cryptosporidium
enfeksiyonuna rastlanmistir. 1992 yilinda Amerika Jankson County ve Oregon’da 15000
kisinin sagligin tehtid etmistir (Stein, 2001). Bugiine kadar goriilen en biiyiik salgin ise
yine Amerika’da ger¢eklesmis olup 403000 semptomatik vaka saptanmistir (Mac Kenzie
vd., 1994). 1994°te ise Las Vegas’ta muhtemel kontamine i¢gme suyu ile iligkili olarak
HIV ile enfekte 20 kisinin 6lmiine sebep olmustur (Stein, 1998).

Ulkemizde sularda C. parvum varligini saptamaya yonelik ¢aligmalara rastlanamamakta
genellikle Cryptosporidiosis enfeksiyonuna yonelik ¢aligmalar karsimiza ¢ikmaktadir.
Cryptosporidiosis’li vakalar rapor edilmekte ancak bu vakalara kontaminasyonun hangi
yolla oldugu bildirilmemektedir.

Immiin sistemi baskilanmis insanlarda 6zellikle AIDS hastalarinda Cryptosporidiosis
goriilme oranmi yiiksektir. Bu oran gelismis iilkelerde % 0,8-5,6 arasinda degisirken,
gelismemis iilkelerde % 50’nin iizerine ¢ikmaktadir (Current ve Garcia, 1991). 1986°da
CDC, 182 AIDS’li hastanin 19’unda (% 3,6) Cryptosporidiosis saptamis ve bunlardaki
Olim oranmm1 % 61 olarak bulmustur. Ayrica CDC Atlanta’daki HIV ile enfekte 600
kisinin % 10’unda C. parvum ookistlerinin ara sira atildigini ortaya koymustur (Fahey,
2003). igme suyundan kaynaklanan bir salgin sirasinda, diskilari periyodik olarak
incelenen AIDS hastalarinda ve bobrek nakli yapilan kisilerde saptanan
Cryptosporidium enfeksiyonu sayisinda belirgin bir artis saptanmus, bu kisilerin sulari
kaynatarak igmeleri 6nerilmistir (Clifford , 1990). Bu durum immiim sistemi baskilanan
insanlarda Cryptosporiosis goriilme oranin yiiksek ve ookist atilimi stiresinin daha uzun
oldugunu gostermektedir.

Ister suda ister digkida olsun C. parvum tamsinda degisik boyama ydntemleri
gelistirilmigtir. Bu boyama yontemlerinden en giivenilir olan1 modifiye Ziehl-Neelsen
boyama metodudur (Farthing, 1993).

Ancak bu boyama metodunda da C. parvum ookistlerinin baska yapilarla karigma
olasiligr bulunmaktadir. Bunlar fungal sporlar, yag olusumlari, bakteri sporlari,
Cylospora cayetanensis olabilmektedir. Analizlerimizin boyama asamasinda 40 6rnegin
13’ilinde (% 32,5) olusumlar olabilecegi de goéz oniinde tutularak daha kesin sonug elde

edebilmek icin IFA teknigine basvurulmustur. Immunolojik yontemlerden biri olan,
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monoklonal antikorlar kullanilarak yapilan IFA testinin 6zgiinligi yiiksek olup aside
direngli boyama tekniklerinden daha duyarli oldugu bulunmustur. IFA teknigi az sayida
ookist igeren su Orneklerinde bile kullanilabilmektedir. Bu da sularda erken donemde
ookistlerin saptanmasinda onemlidir (Le Chevallier vd., 1995; Izumi vd.,2004). IFA
tekniginin uygulanmas: sonucu 40 su 6rneginin 6’sinda (% 15) C. parvum ookistlerine
rastlanmis ve kesin sonug elde edilmistir.

1990 yilindan giinimiize kadar sularda C. parvum tanisinda ¢esitli glincel metodlar
gelistirilmigtir (Betancourt, 2002). Bunlardan en son gelistirileni Metod:1623’tiir. Bu
metod C. parvum ookistleri ve G. intestinalis kistlerini bulmaya yonelik kombine bir
metodtur (Bkz. 2.1). Calismamizda bu metod modifiye dilerek kullanilmistir. C. parvum
ookistlerinin varlig1r saptanmis ancak orneklerimizde kag¢ ookist olduguna dair sayim
yapilmamustir.

C. parvum enfeksiyonlarinin gergeklesmemesi i¢in oncelikle su kaynaklarinin kontrol
edilmesi gerekmektedir. Ookistlerin yok edilmesi enfeksiyonlarin 6nlenmesinde
onemlidir. Iyi hijyen, el yikama ve kontamine olmus materyallerin uzaklastirilmas:
ookist almini engellemektedir. Ozellikle immiin sistemi baskilanmis kisilerin
kaynatilmig ve siselenmis sular1 kullanmasi ve sebzeleri iyice yikadiktan sonra pisirerek
tiiketmesi gerekmektedir.

Calismada halka acik ¢esmelerden Karbuz c¢esmesinde fecal koliform tesbit edilmis
olup, kanalizasyon kaynakli bir kontaminasyonun oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu bulgu
halk sagligi acisindan Onemli olup enfeksiyonlarin gerceklesmemesi icin gerekli
onlemler alinmalidir. Ayrica Isparta Deresi ve Egirdir Golii'nden alinan 6rneklerde C.
parvum ookistlerine rastlanmistir. Ookistler bu sular1 kullanan insanlar1 ve hayvanlari
kontamine edebilecegi i¢in risk teskil etmektedir. Bu yiizden ookistlerin yok edilmesi
enfeksiyonlarin énlenmesinde &nemlidir. Iyi hijyen, el yikama, kontamine olmus
materyallerin uzaklastirilmasi ookistlerin bulagsmasini engellemektedir.

Toplum saglig1 agisindan suyun hijyenik kosullar1 tasinmasinin ne kadar 6nemli oldugu
caligmamizda gosterilmistir. Bu nedenle sularda diizenli olarak mikrobiyolojik
incelemeler yapilmasi sart1 ile, hijyenik sartlara uygun suyun saglanmasi esas olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.
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