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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ERZINCAN iLi FARKLI SU KAYNAKLARINDAN Cryptosporidium parvum’ un
MOLEKULER YONTEMLERLE TESPIT EDILMESI

Secil YALCIN
Erzincan Universitesi

Fen Bilimleri Enstittsu
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Nalan YILDIRIM DOGAN

Cryptosporidium parvum son 30 yildan beri insan ve birgok hayvan tiiriinde 6nemli enterik
protozoon patojen olarak kabul edilmektedir. Su ise Cryptosporidium’ un tasinmasinda en
onemli araglardan biri olarak goriilmektedir. Bu nedenle giiniimiizde Cryptosporidium igme
sularinda kontrol edilmesi gereken yeni ve en Onemli kontaminantlardan biri haline
gelmistir. Buna dayanarak yaptigimiz ¢alismada Erzincan iline bagh ilge ve kdylerden 2016
yili Mart ve Agustos aylari arasinda, 6 ay boyunca topam 140 farkli noktadan igme ve
kullanma suyu Ornegi toplanmistir. Toplanan Orneklere PCR ve LAMP teknigi
uygulanmigtir. PCR ile toplanan 6rneklerden 6’ s1 (% 4,3) pozitif sonug verirken, LAMP ile
9’ u (% 6,4 ) Cryptosporidium parvum agisindan pozitif olarak bulunmustur. Calismamiz
sonucunda elde edilen bu veriler ile gegim kaynagi tarim ve hayvancilik olan Erzincan ilinin
sularindaki bu kirlilige, enfekte hayvan digkilariin ¢evreye birakilmasi ve tarimda kullanilan
atik sularin ¢evresel sular araciligi ile su kaynaklarina ulagmasindan kaynaklandigi, yagan
yagmur ve nemli havanin, igme suyu ve ¢evresel sularda kontaminasyonu arttirdigi
diistintilmektedir.

Ulkemizde su kokenli Cryptosporidium spp. varligini saptamaya yonelik galigmalar yok
denecek kadar az bulunmaktadir. Bu calisma Erzincan ili igme ve kullanma suyu
orneklerinde Cryptosporidium parvum’ un varligin1 molekiiler yontemler ile gostermek igin
yapilan ilk caligmadir. Elde edilen veriler ile toplum saghigimin korunmasi, iyilestirilmesi,
yasam kalitesinin arttiritlmasina katki saglamasi bu ¢alismanin 6nemini vurgulamaktadir.

2017, 63 sayfa

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium parvum, igme ve kullanma suyu, LAMP, PCR



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF Cryptosporidium parvum by MOLECULAR METHODS
IN DIFFERENT WATER RESOURCES DURING ERZINCAN

Secil YALCIN

Erzincan University

Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nalan YILDIRIM DOGAN

Cryptosporidium parvum has been accepted as a major enteric protozoan pathogen in human
and many animal species since last 30 years. Water is seen as one of the most important
means of transporting Cryptosporidium. Today, Cryptosporidium has become one of the
newest and most important contaminants to be controlled in drinking waters. Based on this,
we have collected samples of potable water and drinking water from 140 districts and
villages of Erzincan province between March and August of 2016 for 6 months. PCR and
LAMP techniques were applied to the collected samples. PCR yielded 6 (4.3%) positive
results in 140 water samples, whereas 9 (6.4%) of 140 water samples with LAMP were
positive for Cryptosporidium parvum. This data obtained as a result of our work and the
contamination in the waters of Erzincan which is a livelihood of agriculture and livestock are
caused by the exposure of infected animal feces to the environment and the access of
agricultural wastewater to the water resources through environmental waters and the
contamination of wet rain and humid air and drinking water and environmental waters.

There are few studies to determine the presence of waterborne Cryptosporidium spp. in our
country. This study is the first study to show the existence of Cryptosporidium parvum in
molecular samples in the water samples of Erzincan province. It emphasizes the importance
of this work to protect the health of the community with the obtained data, to improve it and
to contribute to the increase of the quality of life.

2017, 63 pages

Keywords: Cryptosporidium parvum, drinking and using water, LAMP, PCR,
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Simgeler

% Yiizde

°C Santigrat derece

dk Dakika

g Gram

Litre

ml Mililitre

v Mikron

pum Mikrometre

ug Mirogram

ul Mikrolitre

rpm 1 dakikadaki devir sayis1

V Volt

Kisaltmalar

AIDS Edinilmis bagisiklik eksigi sedromu (Acquired Immune Deficiency
Syndrome)

AFLP Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizmi (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism)

ASKI Ankara Su ve Kanalizasyon Idaresi

BAL Bronkoalveolar lavaj

CDC Center, s for Disease Control and Prevention

DFA Direkt Immiinfloresan Teknigi

DNA Deoksiriboniikleik Asit

ELISA Enzime-Bagh-immiin  Analiz (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay)

IFA Indirekt Floresan Antikor Testi (Immunofluorescence Assay)

viii



IFAT Immunofluorescence Antibody Test

Ig Immiinoglobulin

IMS [immunomagnetik separasyon

IMS-IF Specific immunofluorescence

LAMP [lmige Dayali izotermal Cogaltma Yéntemi (Loop Mediated
Izothermal Amplification

MAF Modifiye Asit Fast yontemi

MKSA Modifiye Kinyoun’un Aside Direng¢li Boyama Y 6ntemi

MZN Modifiye Ziehl Neelsen boyama yontemi

USA Amerika Birlesik Devletleri

PBS Tampon ¢ozelti (Phosphate Buffered Saline)

PFGE Darbeli alan jel elektroforezi (Pulsed field gel elektrophoresis)

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

RAPD Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (Random Amplified
Polymorphic DNA)

RFLP Rekstriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (Restriksiiyon fragment

length polymorphism)

rRNA Ribozomal Riboniikleik Asit

TRAP-C2 Cryptosporidium-2 geninin Thrombospondin adhesive proteini
uv Ultra Viyole

TS Tiirkiye Standardi



1. GIRIS

Su, en kiigiik organizmadan, en biiylik canliya kadar, biitiin biyolojik yasamin ve
canlilik  aktivitelerinin  devamliligin1  saglar. Canlilarin  hayatlarim1  idame
ettirebilmeleri i¢in gerekli en 6nemli kaynaktir. Fakat giinlimiizde kullanilabilir su
kaynaklari siiratle kirlenmekte ve cesitli sebeplere baglh olarak yetersiz kalmaktadir
(Tas vd., 2010).

Diinyadaki suyun % 97 sinden fazlasi tarimsal faliyetler i¢in kullanilamaz
ozelliktedir. Bu oran okyanus ve denizlerdeki suyu kapsamaktadir. Su kaynaklarinin
geriye kalan % 3’ lik kismu ise tathi sular1 kapsamaktadir (Seckler vd., 1998).
Diinyadaki oran1 bu kadar az olan tath sularm % 78 ini ise kuzey ve giliney
kutuplarindaki buzullar olusturmaktadir. Geriye kalan % 22’ lik boliimii diinyanin
biitiin tlkeleri arasinda sulamada, sanayi sektoriinde, igme ve kullanma suyu

eldesinde kullanilmak tizere paylagilmaktadir (Akiiziim vd., 1999).

TS 266 standardina gore igme ve kullanma suyu, kaynagina bakilmaksizin orijinal
haliyle veya aritildiktan sonra bu standartta belirtilen 6zellikleri saglayan, genel
olarak icme, yemek yapma, gida maddelerinin hazirlanmasi (gida maddelerinin
hazirlanmasinda gidalar ile dogrudan temas durumunda olan sular) gibi amaglarin
yanisira temizlik amaciyla da kullanilan sular olarak tanimlanmaktadir (TS 266,

2005).

Canlilarda viicut aktiviteleri i¢in gerekli olan su ihtiyacinin yaninda kullanim suyuna
duyulan ihtiyagta 6nemli bir yer tutmaktadir. Diinyada bulunan su rezervi 1.500.000.
000 km?® civarinda olup bu miktarin sadece % 0,2’ si igme ve kullanma suyu olarak
kullanilabilecek &zelliklere sahiptir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan kullanma
suyuna olan ihtiya¢ kisi basina ortalama 150 1t/giin olarak kabul edilmistir. Bu 6l¢ti
batidaki tilkelerde giinliik 500 1t/giine kadar ¢ikmakta olup geri kalmis olan Asya ve
Afrika bolgelerinde 50 It/gline kadar diismektedir ( Kaypmaz vd., 2001).

Suyun igme ve kullanma suyu olarak kullanilabilmesi i¢in hangi kaynaktan elde

edilirse edilsin fiziksel, kimyasal ve bakteriyolojik niteliklerinin saglik agisindan



belli 6zellikleri tasimasi gerekmektedir (Kaypmaz vd., 2001). Bu nitelikler TS 266

standardina gore Tablo 1.1 de belirtildigi gibidir.

Tablo 1.1. TS 266 Standardina Gére fcme ve Kullanma Sularmin Tasimasi Gereken
Mikrobiyolojik ve Kimyasal Ozellikler

Ozellik En Cok Deger
Mikrobiyolojik Eschericha coli (E.coli 0/100 mL
Ozellikler ~ Enterococci, 0/100 mL
Antimon 5,0 ng/L
Arsenik 10 ug/L
Benzen 1,0 pg/L
Bor 1,0 pg/L
Bromat 10 pg/L
Kadmiyum 5,0 ng/L
Krom 50 ng/L
Bakir 2000 pg/L
Kimyasal Siyaniir 50 pg/L
Ozellikler Flortr Lo ngll
Kursun 10 pg/L
Civa 1,0 pg/L
Nikel 20 pg/L
Nitrat 50 mg/L
Nitrit 0,50 mg/L
Pestisitler 0,10 pg/L
Toplam pestisit 0,50 pg/L
Polisiklik aromatik hidrokarbonlar 0,10 pg/L
Selenyum 10 pg/L

Insanlar, yasamsal ve ikdisadi ihtiyaclar1 icin suyu dogadan alir ve kullanirlar.

Kullanim sonrasinda suyu tekrar dogaya verirler. Bu esnada suya birakilan atik

maddeler sularin fiziksel, kimyasal ve biyolojik niteliklerini degistirerek, su

kirliligini ortaya ¢ikarirlar. Buna bagh olarak su kirliligi, sularda insan etkisiyle



olusan, su kaynaklarinin kalitesinin diigmesine bagli olarak suyun kullanimini
kisitlayan veya tamamen engelleyen ve kullamimi aksatacak miktarda organik,
inorganik, biyolojik ve radyoaktif maddeler barindirmasi olarak tanimlanmaktadir
(Uslu, 2001).

Niifusun hizla artmasma karsin su kaynaklariin sabit kalmasi nedeniyle gilivenilir
suya olan ihtiya¢ da her gegen giin onemini arttirmaktadir. Bu nedenle, kisitli olan
icme ve kullanma sularinda mikrobiyolojik kirlilik halk sagligi agisindan énemli bir

sorun olusturmaktadir (Alkan vd., 1999).

Ulkeler su varliklarina gore; yilda birey basima diisen kullanilabilir su miktar1 1.000
m* ten daha az olanlar su fakiri, yilda kisi basina diisen kullanilabilir su miktari
2.000 m* ten daha az olanlar su stresi geken ve yilda kisi basina diisen kullanilabilir
su miktar1 8.000-10.000 m® ten daha fazla olan iilkeler ise su zengini olarak
adlandirtlir (Ertem vd., 2012).

Ulkemizde yilda kisi basma diisen kullanilabilir su miktar1 yaklasik 1.500 m? olup;
bu duruma gore iilkemiz su stresi ¢eken iilkeler arasinda gruplandirilmaktadir.
Gereken onlemler alinmazsa iilkemiz de yakin bir tarihte su fakiri iilkeler arasina

gerileyecektir (Ertem vd., 2012).

Su kaynaklarindaki kirliligin artmasi ile diinyaki niifusun yaklasik olarak % 20’si
giivenilir olmayan i¢gme suyu kullanmakta ve buna bagli olarak igme ve kullanma

sular1 ile ¢esitli hastaliklarin insanlara bulagma olasilig1 da artmaktadir (Irmak 2008).

Diinya iizerindeki hastaliklarin da yaklasik % 80’ inin kirli su ve temizlik
kosullarinin yetersizliginden kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Bu nedenle yilda
200 milyona yakin insan su ile iliskili hastaliklara yakalanmakta ve her y1l biiyiik bir
kismin1 ¢ocuklarin olusturdugu 5 milyondan fazla kisi, su kirliliginin neden oldugu

hastaliklarla hayatin1 yitirmektedir. (Anonim, 2007; Irmak 2008; Kaya, 2011).

Icme ve kullanma sulari ile baglantili hastaliklar bulasma sekillerine gore dort ana
grupta incelenmektedir. Bu gruplar hastaliga neden olan etkeninin suya karigmasi ile

olusan hastaliklar, su miktarmin azligi sonucu olusan hastaliklar, suda yasayan



canlilar aracilig1 ile olusan hastaliklar ve su ile baglantili vektorlerin olusturdugu

hastaliklar olarak belirtilmistir (Irmak 2008).

Su ile bulasan hastaliklarin en 6nemli grubunu hastalik etkeninin suya karigmasi
neticesinde olusan hastaliklar olusturmaktadir. Bu hastaliklar hem gelismis hem de
gelismekte olan iilkelerde hala ©nemli saglik sorunu olma ozelliklerini

stirdiirmektedirler (Kaypmaz vd., 2001).

Onemli su orijinli patojenler &nceden tanimlanmus fakat hastalik yaptigi yeni
belirlenenler ve yeni tamimlanmiglar olarak smiflandirilabilirler. Bu patojenlerin
biyiik kismi ilk smifa aittir ve Cryptosporidium, Microsporidia gibi paraziter
protozoonlari, hepatit E viriisiiniin de dahil oldugu bazi virtsleri, Mycobacterium
spp., aeromonaslari, L. pneumophila ve P. aeruginosa gibi ¢ok sayida ¢evresel
bakteyi igerir (Sharma vd, 2003).

Her gegen yil hastalik yaptigi yeni anlasilan ve O6nem kazanan patojenlerin
sayisindaki artisin altinda gesitli sebepler yatmaktadir. Oncelikle en énemli sebep
molekiiler, immunolojik ve immunomagnetik teknikler gibi etkili tanimlama
yontemlerinin gelistirilmesidir (Hurst ve Toranzus, 1997). Diger bir sebep ise, bu
daha ¢ok Cryptosporidium’ un o6nemi ile iligkilidir, immiin sistemi baskilanmig
bireylerin sayisindaki artigtir. Bunlara 6rnek olarak, kanser veya organ nakli i¢in ilag
tedavisi uygulanan hastalar, yashilar ve edinilmis bagisiklik eksigi sednromu olan
(AIDS) hastalar verilebilir. Batida bu patojenlerin 6nemi, biiyiik bir olasilikla bu
bolgede sanayinin gelismesine bagli olarak fazla sayida immiin sistemi baskilanmis
birey bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Artan sehirlesme, son yillarda stirekli artan
insan hareketleri, devamlilik gosteren iklimsel degisiklikler, patojenlerin birgok ilaca
kars1 direng olusturmasi ve patojenlerin horizontal gen transferi yolu ile viriilens

Ozelligini kazanmasi gibi durumlar diger nedenler arasindadir (Sharma, 2003).

Sagliga herhangi bir zarar1 olmayan suyun en 6nemli niteligi bakteriyolojik niteligi
olup, igme ve kullanma sularmin kesinlikle hastalik yapan mikroorganizmalari
icermemesi gereklidir (Kaypmaz vd., 2001). Tablo 1.2° de 6nemli su kaynakl

patojenler verilmistir.



Tablo 1.2. Su Kaynakli Patojenler (Anonim, 2008)

Patojenler

Burkholderia pseudomallei

Campylobacter jejuni, C. coli

Escherichia coli — Patojenik

E. coli — Enterohemorajik

Legionella spp.

Tuberkiiloz olmayan mycobacteri
Bakteriler  Pseudomonas aeruginosa

Salmonella typhi

Diger salmonellalar

Shigella spp

Vibrio cholerae

Yersinia enterocolitica

Adenoviriis
Enteroviriis
Viriisler ~ Astroviriis
Hepatitis A viriisii
Hepatitis E virtsi
Noroviris
Sapoviriis
Rotaviriis

Acanthamoeba spp
Cryptosporidium parvum
Cyclospora cayetanensis
Entamoeba histolytica
Protozoalar Giardia intestinalis
Naegleria fowleri
Toxoplasma gondii

Dracunculus medinensis

Helmintler  Schistosoma spp.

Bu tiirler arasinda Cryptosporidium parvum insanlari ve hayvanlari en sik enfekte
edebilen enterik protozoon parazitlerden biridir. Diinyada da oldukga yaygindir. Son

yillarda bu parazitin suyla gecerek salgmlar yapmasi ve Ozellikle bagisiklig



baskilanmis olan bireylerde kolay geg¢meyen ishallere neden olmasi agisindan
dikkatleri tizerine g¢ekmistir (Current ve Bick 1989, Spano ve Crisanti 2000).
Yapilan caligmalar ile C. parvum’ un insan saglig1 acisindan biiyilk endemik
salginlara, hayvancilikta ise biiyilk ekonomik kayiplara neden oldugu ortaya

konulmustur.

Son yillarda yapilan calismalarla C. parvum; ookistlerinin kirlilik olusturabilecek
yogunlukta cevrede bulunuyor olmasi, ookistlerinin biiytikliiklerinin igme suyu
aritma tesislerinin filtrelerinden gececek kadar kiigiik (4-6 pm) olmasi ve dolayist ile
sehir sebeke suyuna kolaylikla karigsmasi, klor gibi su dezenfeksiyonunda kullanilan
ornegin %3’ likk hipoklorid, iyot bilesikleri, kresilik asit, benzalkonyum klorid gibi
dezenfektan maddelere de ileri diizeyde direngli olmasi, nemli ve soguk ortamlarda
canlilik ve enfektivitesini uzun siire koruyabilmesi ve enfeksiyon dozunun hayli
diisiik olmas1 gibi 6zelliklerinden dolayr suyla gegen en dnemli patojenlerden biri
haline gelmistir. Bu nedenle de halk sagligi acisindan da onemli bir yere sahip
olmustur. (Eckert,2005; Ardic 2007). Bu 6zelliklere sahip olmast C. parvum’ un

sulardan kaynaklanan biiyiik kitlesel salginlarin1 da agiga kavusturmaktadir.

2. KAYNAK OZETLERI:

2.1. Cryptosporidium parvum’ un Tarihcesi

Cryptosporidium tiirleri ilk defa Clarke tarafindan 1885 yilinda 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 Ernest Edward Tyzzer
tarafindan farelerin gastrik mukoza hiicrelerinde gosterilmis ve diger Coccidia
cinslerinden farkli olarak ookistlerinin i¢inde sporokistlerinin olmamasi nedeniyle
eski Yunancada hidden sporocysts (sakli kist) anlamina gelen Cryptosporidium
olarak isimlendirmistir (Casemore vd., 1985; Hashwey vd., 1997). Yine Tyzzer
tarafindan 1912 yilinda laboratuvar farelerinin ince bagirsaklarinda bulunarak ilk kez
tir diizeyinde C. parvum olarak adlandirilmis ve olusturdugu hastaliga ise
Criptosporidiosis ad1 verilmistir (Fayer ve Ungar, 1986; Yiicel, 1989).



2.2. Cryptosporidium parvum’ un Sistematigi

Cryptosporidium tiirlerinin siniflandirmadaki yeri ilk olarak 1911’ de Leger
tarafindan belirlenmistir (Dubey vd., 1990). C. parvum, Apicomplexa subesinde,
Coccidiaa alt smifinda, Eucooccidiida takimi ve Eimeriina alt takiminda,
Cryptospordiidae  ailesinde  Cryptosporidium  cinsinde  smiflandirilmaktadir
(O’Donoghue, 1995). Cryptosporidium’ un 13 farkli tiirii tanimlanirken (Olson vd.,
2004; Thompson vd., 2008) son yillarda daha yeni Cryptosporidium tiirleride
tanimlanmistir. Bu sebeple zamanla bulunan tiir sayis1 artmig ve bu say1 23’¢ kadar
c¢ikmistir (Muhid vd., 2011). Ancak C. parvum, C. andersoni (mammalian), C.
meleagridis ve C. baileyi (avian), C. serpentis (reptiller) ve C. nasorum (balik) olmak

tizere 6 temel tiir yaygin olan belirtilmektedir.

C. parvum Tip1l ve Tip 2 olmak {izere 2 alt gruba ayrilir (Peng vd., 1997). Bu iki alt
grup arasindaki farklar genetik markerlar kullanilarak ve farkli konak¢i dizilerinin
oldugu belirlenerek tespit edilmistir (Widmer, 1995; Carraway vd., 1996; Morgan
vd., 2000). C. parvum Tip 2 insanlarda ve ¢esitli hayvan tiirlerinde bulunurken Tip 1

’in sadece insanlarda goriildiigi belirtilmigtir.

Tablo 2.1.Cryptosporidium parvum' un smiflandirilmas: (Mehlhorn ve Piekarski
2002)

Alem Protista

Altalem Protozoa

Sube Apicomplexa
Sinif Sporozoa
Altsiif Coccidia

Takim Eucoccidia
Alttakim Eimeriorina

Aile Cryptosporidiidae
Cins Cryptosporidium




2.3. Cryptosporidium parvum’ un Morfolojisi

C. parvum, 2-6 um biiyiikliigiinde coccidian bir protozoon olup, zorunlu hiicre i¢i
parazitidir. Qokistleri, yuvarlak veya ovale yakin sekildedir ve kalin duvarlidir.
Ookistlerin iginde dort adet sporozoit bulunmaktadir. Diger koksidian parazitlerden
farkli olarak sporozoitleri saran sporokistler bulunmamaktadir. C. parvum’un ookist

ve sporozoit yapisi sekil 2.1° de gosterilmektedir.

Sporozoit formlar1 4,9 X 1,2 pm capinda olup yarim ay seklindedir ve ookist
icerisinde birbirlerine paralel olark konumlanmaktadirlar. Sporozitlerin ¢ekirdekleri
arka kismindadir, duvar1 ise 50 nm kalinliginda diiz ve renksiz yapidadir.
Sporozoitlerden olusan trofozoitler ise 2-2,5 um c¢apinda, yuvarlak veya oval
yapidadirlar (Hamnes vd., 2006; Fayer vd., 2008).

Tip 1 ve Tip 2 merozoitler morfolojik olarak yuvarlak ya da yarim ay seklinde ve

ayni goriiniime sahiptirler. Merozoitler yaklasik olarak 1 x 5 p biiytikliiglindedirler.

Mikrogametositler ¢ok kisa siirede mikrogametlere doniistiiklerinden dolayr her
zaman goriilememektedirler. Biiytikliikleri 4 x 5 p’ dur. Mikrogametositler i¢inde
sekillenen mikrogametler ise 0,4 x 0,95 p biiyiikliiglinde olup ¢ivi seklindedirler.
Makrogametositler ise kiiremsi olup kiiciik ¢ekirdeklidir ve olgun makrogametositler

4,6 u biyiikliigiindedirler ( Boch vd., 1982).
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Sekil 2.1. A:C. parvum’un yapisi. S: yarik, Spo: Sporozoitler, N: ¢ekirdek, OW:
Ookist duvari, AP: iist kutup, PP: arka kutup, B: Apikal kompleks ve organelleri
gosteren sporozoitin enine kesiti, AC: apikal kompleks, M: mikronemes, R: rhoptry,
MT: Mito

2.4. Cryptosporidium parvum’ un Yasam Dongiisii:

C. parvum, insan ve hayvanlarda sindirim ve solunum yolu epitelyum hiicrelerinin
mikrovillus bolgesine yerleserek bu bolgelerde enfeksiyon olusturur ve tiim gelisim
evrelerini epitel hiicrelerin apikal kisimlarinda gegirmektedir. Hiicrede ¢ogalmasina
ragmen hiicrenin sitoplazmasinda bulunmamaktadir (O’Handley ve Olson 2006). Yani
hiicre i¢i ekstrastoplazmik bir parazittir (Heine vd., 1984, Kaske ve Kunz 2003). Diger
hiicre i¢i parazitleri hiicrenin sitoplazmasi igine yerlesirken, Cryptosporidium hiicrenin
ekzositoplazmik alanina yerlesir. Bu 6zelligi nedeniyle diger hiicre i¢i parazitlerden

ayrilir.

Insan ve danalardan elde edilen Cryptosporidium izolatlarinin fare, tavuk embriyosu

ve insan hiicre kiiltiirlerinde gelisimlerinin incelenmesi sonucu Cryptosporidium



parvum’ un yasam siklusunun alti gelisim evresinden olustugu ve tiim evrelerinin tek
bir konakta gerceklesmekte oldugu belirlenmistir (Current ve Long, 1983). Bu
gelisim evreleri; ekskitasyon, merogoni, gametogoni, fertilizasyon, ookist donemi ve
sporogoni olarak tanimlanmaktadir (Current ve Bick, 1989; Ungar, 1995; Saygi,
1998; Spano ve Crisanti, 2000).

2.4.1. Ekskistasyon (Kistlerin acilmasi)

Parazitin enfekte konagin diskis ile disari atilan ookist sporlanarak enfektif 6zellik
kazanir ve yiyecek, igecek veya bazi diger gevresel etmenler araciligiyla oral yolla,
konjuktiva veya solunum yoluyla viicut igerisine alinirlar (Starling ve Arrowood,
1993). Bu evrede stural birlesme alaninda meydana gelen ayrilma ile ookistler agilir
ve icerisindeki hareketli enfektif sporozoitler aciga ¢ikar (Current ve Reese, 1986).
Bu ayrilma anaerobik veya indirgeyici ortamlarda ookist duvarinin permeabilitesinin
degisimine bagh olarak baslar ve ayrilmada pankreatik enzimler, gesitli proteolitik
enzimler, safra tuzlari, viicut 1sist ve sindirim sistemindeki degisik indirgeyici
etmenler gibi faktorler rol oynamaktadir. (Starling ve Arrowood, 1993; Sears ve
Kirkpatrick, 2001).

2.4.2. Merogoni (Aseksiiel ¢ogalma)

Yasam dongiisiiniin ikinci asamasi olan merogoni evresi bagirsak epitel hiicreleri
arasina giren sporozoitlerin aseksiiel olarak cogalmasidir. Sporozoitlerin bagirsakta
tutunma yeri jejenumun sonu ve ileum olup, buna ek olarak da pankreatik kanallara,
safra kanalina ve solunum sistemine yerlesebilmektedirler. Konagin sindirim yolunda
serbest kalan sporozoitleden her biri apikal olusumlarinin yardimiyla kayma hareketi
yaparak konagin bagirsak epitel hiicreleri (enterositler) igine girmekte ve hiicrelerin
mikrovillus bélgesinde (parazitoforoz vakiiol icerisinde) trofozoit (tek niikleuslu
meront) formuna déniismektedirler (Ok ve Balcioglu, 2007). Oncelikle mikrovillus
bolgelerine tutunan sporozoitlerin mikrovillus kivrimlar tarafindan membran kesesi
olusturularak etrafi sarilmaktadir. Daha sonra parazitin alt kismindaki plazma
membrani ile konak hiicre mebrani arasinda kaynasma gergeklesmektedir. Sporozoiti

igine alan konak hiicre membraninin bozulmasiyla sporozoitin membrani ile konak
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hiicrenin plazmasi temasa gecer. Lokalizasyon konak hiicresinin {ist kisimlarinda
sinirli  kalmasima ragmen sporozoit payer plaklarindaki M hiicrelerinin  dip
kisimlarina kadar ilerleyebilir. Boylece konak hiicrede intraselliiler-extrastoplazmik
bir yerlesim gostermis olur. Sporozoitler ilk asamada yuvarlak, graniiler endoplazmik
retikulumdan yoksun ve apikal kompleksin tam sekillenmedigi trofozoitlere
dontigmektedirler (Marcial ve Madara, 1986). Apikal kompleks trofozoitler
olgunlaginca kaybolmakta ve ribozomal endoplazmik retikulum meydana
gelmektedir. Trofozoitler 2-2,5 um c¢apinda, yuvarlak veya oval yapida olup
ribozomal endoplazmik retikuluma gereksinim duymaktadirlar (Saygi, 1998; Yetkin,
1998). Konak hiicre igerisinde beslenen, biiyiiyen trofozoit sizogoni ile ¢ogalarak 6-8
merozoit meydana getirmektedir. Merozoitleri tasiyan hiicreye tip-1 meront (sizont)
denilmektedir. Ozellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda, tip-I meront
olusumunun siirekli tekrart s6z konusu olabilmektedir (Starling ve Arrowood, 1993).
Tip-1 merontlarin parcalanmasiyla serbest hale gegen merozoitler infekte olmamis
mikrovilluslar arasina girerek yeni bir sizogoniyi baglatirlar veya tip-1 merontlar 4
merozoit i¢eren tip-1l merontlara doniismektedirler. Tip-Il merontlardan olusan
merozoitler yeni hiicreleri infekte ederek gametogoniyi baslatmaktadirlar (Ok ve
Balcioglu, 2007).

2.4.3. Gametogoni

Sizogoni sonucunda, hiicre pargalaninca tip-1l merontlarin i¢inde olusan 4 merozoit
serbest kalarak ve yeni konak hiicrelerine yerleserek eseyli iireme fazi olan
gametogoniyi baslatmaktadir. Konak hiicreye giren merozoitler ~gametogoni ile
birlikte, mikro veya makrogametositlere, daha sonra da mikro ve makrogametlere
doniismektedirler (Ok vd., 1995; Saygi, 1998; Topgu vd., 2002). Mikrogametositler
yogun c¢ekirdekli olup gelisimlerinin sonucunda her bir mikrogamonttan kamgisi
bulunmayan 16 tane mikrogamet meydana gelmektedir. Makrogametositler ise
glikojen ve amilopektin graniillerinden zengindir ve her bir makrogamonttan
yalnizca bir makrogamet meydana gelmektedir (Current, 1986; Current ve Reese,
1986; Ozer, 1990; Ungar, 1995; Dirim, 2003).
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2.4.4. Fertilizasyon

Yasam dongiisiiniin dordiincii evresinde, bagirsak liimeninde serbest olarak bulunan
0,4-0,5 um biiyiikliigiinde ve ince yapili kamgisiz mikrogametlerden birisi, 4-6 um
biiyiikliigiindeki konak hiicre membranina yapismis olarak bulunan makrogamet ile
birleserek fertilize olmaktadir. Sonu¢ olarak diploit kromozoma sahip zigot
olusmaktadir (Current ve Bick, 1989; Mark vd., 1999; Dirim, 2003).

2.4.5. Ookist donemi

Bu evrede ookist duvarinin olusumu tamamlanmaktadir. Zigotun etrafi iki veya li¢
farkli tabakanin birlesmesinden olusan ookist duvariyla ¢evrili hale gelmektedir.
Parazitin bir konaktan digerine bulasmasii saglayacak olan ookistleri olusturmak
i¢in zigotun etrafindaki duvar kalinlagsmaktadir (Ok vd., 1995). C. parvum’ un ookist
duvar iizerinde, ookistin yarisini veya licte birini saran serit seklinde bir yapinin
mevcut olmasi, ookistin elektron mikroskobunda ayirt edilmesini saglayan en 6nemli
ozelliklerinden birisidir. Ookist duvar1 kimyasal ve mekanik etkilere kars1 direngli bir
yapidadir. Duvarin dis tabakasi asidik 6zellikte glikoprotein filamentleriyle kaphdir.
Orta kistmda mikobakteriyel lipidler ve balmumu benzeri sert yapili kompleks lipit
tabakas1 bulunmaktadir. I¢ tabakasi ise yine glikoproteinlerden olusmaktadir (Mark
vd., 1999; Robin ve Petry, 1999).

2.4.6. Sporogoni

Sporogoni evresinde konagin gastrointestinal sisteminde olgunlasan ooKkistlerin
icinde sporlanma ile infekte 6zelligi kazanmis sporozoitler olugmakdir. C. parvum’
un eseyli liremesi sonucunda yaklagik % 80’ 1 kalin % 20’ si ise ince duvarli 6zellik
gosteren iki farkli tip ookist olusumu gozlenmektedir (Dubey vd., 1990; Ok vd.,
1995). ince ceperli ookistler icinde 4 adet sporozoit bulunmaktadir ve ookistler
konak viicudundan disar1 ¢ikmadan, bagirsak i¢inde acilmaktadir. Bu ookistlerin
iclerinde bulunan sporozoitler serbest kalarak yeni epitel hiicrelere girmekte ve
konakta enfeksiyonun devamliligini saglamaktadirlar. Bu tip bulas sekli i¢ oto
enfeksiyon olarak adlandirilmaktadir (Saygi, 1998; Koktiirk, 2002; Topgu vd., 2002).
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Kalin ¢eperli yapiya sahip 2. tip ookistler ise sporlanarak konak digkisi ile disariya
atilmakta ve bu sayede enfeksiyonun bir konaktan digerine bulagsmasina neden
olmaktadirlar (Dubey vd., 1990; Unat vd., 1995; Starling ve Arrowood, 1993).
Bulagma fekal-oral yolla, ara konak¢i olmadan gergeklesmektedir (Saygi, 1998;
Fayer vd., 2000; Koktiirk, 2002; Terzi, 2005). Cryptosporidium parvum’ a ait yasam

dongiisii ve ookistlerin gelisim evreleri Sekil 2.2. > de gosterilmistir.

) 2o Gamont
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Sekil 2.2. Cryptosporidium parvum' un gelisim evreleri
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2.5. Cryptosporidiosis

Cryptosporidiosis Cryptosporidium cinsine bagl protozoonlarin neden oldugu, tiim
diinyada olduk¢a yaygin olarak bulunan, kanatlilari, baliklari, siiriingenleri ve
memelileri kapsayan 200’i askin hayvan tiiriinde goriilen zoonoz bir hastaliktir
(Ergliven vd.,1998, Godemerdan vd., 1999 ; Altintas, 2002; Miller vd., 2003).

Giliniimiize kadar bildirilen Cryptosporidium tiirlerinden en az 8’inin (C. hominis, C.
parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C.suis, C. muris ve C. andersoni) ve
40’dan fazla genotipten 7 tanesinin insanlar1 direkt, bir kisminin ise tesadiifen
enfekte ettigi bildirilmistir (Robinson vd., 2008). C. hominis, C. parvum, C.
meleagridis, C. felis, C.canis ve C. rabbit tirleri insanlarda patojen olarak
degerlendirilmistir. Enfeksiyonlarin ana unsuru olarak C. parvum ve C. hominis’ e
dikkat g¢ekilmistir fakat bu tiirler cografik sartlara gore degismektir. C. hominis
insandan insana bulasirken, C. parvum’un ise hem insandan insana hem de
hayvandan insana bulastig1 belirtilmektedir (Xiao ve Feng., 2008; Abd EIl Kader vd.,
2012;).

C. parvum insan ve hayvanlara degisik yollardan bulagabilmektedir (Clark 1999).
Sekil 2.3 de C. parvum’ un bulas yollar1 gosterilmektedir. Fakat yapilan
caligmalarla Cryptosporidiosis’ in en biiylik bulas yolunun kontamine sularin igilmesi

ile oldugu anlagilmistir.
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Sekil 2.3. Cryptosporidium parvum' un bulas yollari

Enfeksiyon 10 ookist alimiyla baslayabilmekte ve inkiibasyon siiresi 5 ila 28 giin
arasinda degismektedir. Ileum ve jejunum tutulumu sonucunda siddetli ishalin
yaninda, bas ve kas agrilari, hafif ates, halsizlik, kuvvet ve istah kayiplarinin da
hastaligin semptomlari arasinda oldugu bildirilmilstir (Cheng vd., 2009; Dorny vd.,
2009). Cryptosporidium’ un neden oldugu diyarenin bol sulu, mukuslu oldugu,
16kosit ve eritrosit icermedigi bildirilmistir. Hastaligin tedavi olmadan da klinik
belirtilerinin birkag giin ve birka¢ hafta arasinda kendiliginden gecgebilecegi
bildirilmis olmasina ragmen, immiin yetmezlilerde klinik tablo degisebilmektedir

(Ok ve Balcioglu, 2007; Dorny vd., 2009).
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Enfeksiyonun siddeti kiginin bagisiklik sisteminin durumuna baglhidir. Enfeksiyon
saglikli kisilerde hi¢ bir semptom gostermeden seyredebilecegi gibi, AIDS basta
olmak tizere bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde 6nemli uzamis diyare ile
birlikte, pankreas, hepatobiliyer sistem ve solunum sistemini de etkileyerek hayati

tehlike yaratan sonuglara neden olabilmektedir (Prescott vd., 2002; Eckert, 2005).

Cryptosporidiosis ¢ocuklarda goriilen ishaller arasinda da 6nemli bir yere sahiptir ve
1-5 yas arasindaki c¢ocuklarda daha siklikla goriilmektedir. Crptosporidiosis
prevalansi agisindan hasta ¢ocuklar ile aile i¢i veya mesleki temas sebebiyle 20-40
yas grubundaki erigkinler ikinci 6nemli grubu olusturmaktadir. Ayrica enfeksiyonun
mevsimlere bagli olarak degisebildigi, dzellikle daha sicak ve daha nemli aylarda sik
goriildiigii fakat yeni olgularin sayisinin her tilkede farkli zamanlarda artabilecegi
bildirilmistir (Dirim 2003).

Cryptosporidiosis 1976 yilinda immun sistemi saglam 3 yasindaki ishalli bir ¢ocukta
ve immiin sistemi baskilanmis, sindirim sisteminde emilim bozuklugu bulunan 39
yasinda ishalli bir erkekte C. parvum ookisti tesbit edilene kadar omurgali
hayvanlarin hastaligi olarak bilinmekteydi. 1976-1981 yillar1 arasinda ise immiin
direnci baskilanmis hastalarda az sayida Cryptosporidiosis bildirilmis olmasina
ragmen, 1981-1982 yillarinda, yanlizca AIDS olgularinda enfeksiyonun 47 hastada
siddetli enterite yol agtigi saptanmistir. 1982 yilinda cryptosporidiosisin AIDS’ li
hastalarda tehlike olusturan bir enfeksiyon oldugu CDC’ nin (Center, s for Disease
Control and Prevention) raporlariyla ortaya kondukdan sonra Cryptosporidium spp.
hakkinda yapilan galismalarda artis olmustur (Cetinkaya, 2004; Berger, 2006; Ozcel,
2007)

Ulkemizde de hem immun sistemi saglam, hem de immun sistemi baskilanmus kisiler
de gesitli arastirmalar yapilmaktadir. Bu arastirmalara dayanarak Cryptosporidium’
un énemli bir gastroenterit nedeni odugu belirlenmistir. Ozellikle ¢ocukluk yas
grubundaki gastroenteritlerde, lenfoma ve 16semi gibi malign hastaliklarda, AIDS
gibi bagisiklik sisteminin baskilandigi durumlarda Cryptosporidium spp. mutlaka
arastirtlmalidir (Y1ldiz vd., 2001; Delibas vd, 2001; Aksoy vd, 2003;). Sonug olarak,

hastaligin siiresi ve siddeti konagin immun durumuna baglidir.
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Bu zamana kadar diinyada kirli igme suyunun tiiketimi, Kirli sularda yiizme ve diger
eylemlere bagli oldugu bilinen su kaynakli ¢ok sayida Cryptosporidium salgini

kaydedilmistir.

1986-1998 wyillar1 arasinda 10.000° den fazla kisiyi etkileyen Cryptosporidium
salginlar1 bildirilmistir. Bu salginlarin da halka ag¢ik havuzlar, su eglence parklari, gol
veya nehir sularinda yiizme ile gelistigi tesbit edilmistir (Prescott, 2002; Eckert,
2005).

Amerika Birlesik Devletleri’ ndeki (USA) su kaynakli salginlara bakildiginda
kayitlara gegen en onemli salgmin 1993’ te Milwaukee’ de yasandigi bilinmektedir.
Milwaukee salgini kayitlara gegen en biiyiik su kaynakli salgin olup, salgin sirasinda
kanalizasyon Orneklerinde % 90 oraninda, nehir suyu 6rneklerinde % 75 oraninda ve
icme suyu Orneklerinde % 28 oraninda Cryptosporidium ookistlerin varligi
gosterilmistir. Sehirde yasayan AIDS’ 1i kisilerin % 50’ sinin Cryptosporidium ile
enfekte oldugu ve 68 kisinin 6 ay gibi bir siirede yasamlarini yitirdigi
bildirilmektedir (Mac Kenzie vd., 1994; Eisenberg vd.,2005).

Yine 1984 yilinda Texas’ta 5.900 kisinin yasadig1 bir yerlesim merkezinin iki ayri
noktasinda cryptosporidiosis salgini1 gortilmistiir. Bu iki merkeze igme suyunun ayni
artezyen kuyusundan saglandigi, suyun filtrelenmeden dolasima verildigi, ancak
sebekeye verilmeden hemen Oncesinde klorlama yapildig:1 saptanmistir. Salgindan
sonra boya testleri yardimi ile kanalizasyon atiklarmin igme suyuna karistigi kesin
olarak tesbit edilmis ve karisimin diizenli olmayan araliklarla gerceklestigi
anlasilmistir. Fakat kanalizasyon atiklarmmin  igme suyuna karistifi  nokta

belirlenememistir (Butler ve Mayfield, 1996).

1987 yilinda ise Bat1 Georgia’da tahminen 13.000 kisinin etkilendigi salginda igme
suyu kriterlerinin zamanin federal ve eyalet standartlarina uygun oldugu saptanmis
fakat 489 kisinin gaitasina bakildiginda % 61° i Cryptosporidium pozitif olarak
bulunmustur. Alternatif igme suyu kullanan 322 kisiden % 20’ side Cryptosporidium
pozitif olarak belirlenmistir (Butler ve Mayfield, 1996; Dietz vd., 2000).
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Clitheroe’ de (Lancashire, Ingiltere) 2000 yili Mart aymda ortaya cikan
cryptosporidiosis salginina bakildiginda, 58 kisinin bu salgindan etkilenmis oldugu
ve bu salgina epidemiyolojik c¢alismalarla, hayvan diskisiyla temas halinde oldugu

belirlenen musluk suyunun sebep oldugu tespit edilmistir (Howe, 2002).

Yurt disindan bildirilen sudan kaynaklanan Cryptosporidium salginlarinin yaninda,
tilkemizde de bu tiir salginlarin olabilecegi fakat bu konu ile ilgili daha fazla
calismaya ihtiya¢ oldugu bildirilmistir (Usluca ve Aksoy, 2006).

2.6. Cryptosporidiosis Tanisinda Kullanilan Yontemler

Cryptosporidium tiirlerinin tanisi ¢esitli yontemler kullanilarak diski, balgam ve safra
orneklerinde yapilmaktadir. Bagisiklig1 baskilanmig, belirlenemeyen gastrointestinal
sikayeti veya safra yollar1 iltihab1 olan hastalarda ince bagirsak aspirasyon sivisi veya
biyopsi Ornegi, safra, karaciger biyopsi Ornegi; solunum sistemi sikayeti olan
bireylerde de balgam, Bronkoalveolar lavaj (BAL) gibi o6rnekler; siniiziti olan

bireylerde ise mide yikama suyu incelenmektedir (Chalmers ve Katzer, 2013).

Tanis1 ilk olarak bagirsak biyopsilerinde C. parvum’ un ¢esitli gelisim evrelerinin
gosterilmesiyle konmustur. Ik defa bagirsak biyopsisinde gosterilmesine ragmen
hem pahalli ve uzun siire sonu¢ vermesi nedeniyle hemde ookistleri belirlemeye
yonelik daha gesilmis yontemlerin ortaya ¢ikmasina bagli olarak biyopsi yontemi

giintimiizde tercih edilmemektedir (Casemore, 1991; Clark, 1999; Topgu vd., 2002).

Cryptosporidium ookistlerinin saptanmasinda kullanilan baslica yontemler; direkt
mikroskopi yontemi, serolojik yontemler, molekiiler yontemler, histopatolojik

yontemler ve kiiltiir yontemleridir.

Incelenecek &rneklerde teshisi kolaylastirmak ve uygulanan teknikle daha etkili
sonuca ulasabilmek icin konsantrasyon tekniklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
teknikler; Sheather’ in ylizdiirme yontemi, formol-eter yontemi, formol-etil asetat
sedimantasyon yontemi, percoll-siikroz yontemi, doymus ¢inko siilfat ve doymus
sodyum kloriir yilizdiirme teknikleri, demir III siilfat flotasyonu, dializ ile

priifikasyon, Cam cubuk siitun priifikasyonu, Immunomagnetik separasyon (IMS)
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yontemi gibi yontemlerdir (Weber vd., 1992; Di Giovanni vd., 1999; Carey vd.,
2004).

2.6.1. Mikroskobik yontemler

Cryptosporidium tiirlerinin tanisinda en yaygin kullanilan yontem diskida ookist
varlig1 agisindan boyali ve boyasiz preperatlarin 151k mikroskobu ile incelenmesi

seklindedir.

Boyasiz preparatlarin hazirlanmas: igin ¢oktiirme veya yiizdiirme teknikleri
kullanilir.  Yogunlastirma i¢in Sheather’in seker ¢ozeltisi, ¢inko siilfat (% 33) ve
sodyum kloriir (% 36) kullanilmaktadir. (Current ve Garcia 1991; Baron vd., 1994)

Toplanan Ornekleri preparat hazirlayarak x10, x40 objektiflerde inceleyebilmek
miimkiindiir (Aksehirli, 1995). Faz kontrast veya differensiyel interferens kontrast
mikroskobu ile direkt olarak tarandiginda ookistler saptanabilmektedir. Ancak, bu tip
mikroskoplarin her laboratuarda bulunmamasi, incelemenin gii¢ olmasi gibi olumsuz
faktorler so6z konusu teknikleri gecersiz kilmaktadir. Genel olarak boyasiz
mikroskobik incelemelerde paraziti tanimlamak zordur ve on bir tarama testi

olmaktan 6teye gegemez (Dubey vd., 1990).

Boyasiz mikroskobik yontemlerle Cryptosporidium ooksitlerinin yapisal 6zellikleri
ile i¢yapilar1 goriilememekte ve ayrica morfolojik yonden maya hiicreleri ile fungal
sporlara, kiif sporlarina ve yag globiillerine benzerlik gosterdigi i¢in bu tiir yapilarla
karigabilmektedirler. Bu nedenle ¢esitli boyama yontemlerinden yararlanilmaktadir.
Ancak, diger pek cok parazitin boyanmasi amaci ile kullanilan hematoxylin (Reisner
ve Spring, 2000), trikrom demir hematoxylin (Dubey vd., 1990), polyvinyl alkol gibi
boyama teknikleri bu parazitin tanisinda 6nem tasimazlar (Sears ve Kirkpatrick,
2001). lodin ile yapilan boyama basit, kolay ve mantar sporu ile ookistleri faz
kontrast veya differensiyel interferens kontrast mikroskobunda ayirabilmenin
miimkiin olmas1 agisindan (0oKist renksiz, maya kahverengi), 6n bir tan1 yontemi
olarak kullanilsa da (Starling ve Arrowood, 1993), genel diisiince liigol ile ookistlerin

lyi bir sekilde tanimlanamayacagi seklindedir (Silva vd., 2003). Soguk boyama
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teknigi olan bu yontemde etkenin belirlenmesi zordur, tecriibbe ve sonuglar

dogrulama testleri ile kesinlestirmek gerekmektedir (Starling ve Arrowood, 1993).

Cryptosporidiosis’ de teshis amaci ile karbol fuksin (Heine, 1982), safranin-metilen
mavisi, asit fast, nigrosin, giemsa, floresan boyama (auramin-rhodamin, auramin-
fenol floresans, auramin-karbol fuksin, akridin oranj) gibi tekniklerden
yararlanilmaktadir (MacPherson ve McQueen, 1993; Leng vd., 1996). Bunlarin
yaninda ookiste benzeyen yapilar1 birbirinden ayirmak amaci ile boyama teknikleri
kombinasyonlart da Kkullanilabilmektedir (Ignatus vd., 1997; Reisner ve Spring,
2000).

Glinlimiizde tan1 amaci ile en sik kullanilan boyama teknikleri, asit fast boyama
yontemleridir. Bu grupta kinyoun-modifiye asit fast (Roberts vd., 1996), modifiye
Ziehl Neelsen, soguk ve sicak asit fast teknikleri yer alir (Sears ve Kirkpatrick,
2001). Asit fast boyama yontemleri sik sik kullanilsalarda hassasiyeti ve segicilikleri
dugtiiktir (Clark, 1999).

Modifiye Asit Fast (MAF) sicak boyama y6ntemi rutin laboratuvarlarda peparatlarin
istenilen zamanda degerlendirilebilmesi, ucuz olmasi, ookistlerin i¢yapisint diger
yontemlerden daha ayrintili gosterebilmesi ve kirmizi boyanan ookistlerin mavi
zeminde kolay ayirt edilebilmesi gibi nedenlerden dolay: diger boyama yontemlerine
gore daha yararli bulunmustur. Ancak isitma islemi sirasinda buharlasan tahris edici
maddeler nedeniyle havalandirma sisteminin yeterli olmadig1 laboratuarlarda MAF
yerine kinyoun asit-fast yontemi tavsiye edilmektedir (Current ve Garcia, 1991,
Ungar, 1995; Gilles, 1999; Mandel vd., 2005). Kinyoun-asit fast boyamada, ookistler
koyu kirmizi-pembe bir renkte boyanirken, maya ve diger doku artiklart boya
almazlar (Dogan ve Akgiin, 1998; Dirim vd., 2003). Soguk kinyoun boyamada ise
yine ookistler mavi zemin iizerinde parlak kirmizi renginde, heterojen boyanmis

olarak gériiniir (Over, 1996).

Safranin-metilen mavisi ile boyanan preparatlarda ookistler mavi zemin {izerinde
turuncu kirmizi renkte, seffaf bir gerceve ile ¢evrili olarak goézlemlenir. Negatif

boyama tekniklerinden olan nigrosin boyamada ise, zemin ve bakteriler yesil rente
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iken ookistler boya almazlar. Benzer durum mantar sporlari i¢in de gecerli olup
ayrilabilmeleri i¢in deneyim gereklidir (Fayer vd., 2000). Yine metilen mavisi-eosin
ve karbol fuksin boyama tekniklerinde de nigrosin boyama yontemine benzer bir
durum s6z konusudur ve ortamdaki renk kontrasti taramanin yapilabilmesi igin
yetersiz kalmaktadir. Ayrica, bu tip negatif boyama ydntemlerinde, ookistlerin
sporlar ile karigtirilma durumu mevcuttur. Karbol fuksin boyamada zemin kirmizi
gozlenirken, ookistler 1sik kirici o6zellikte, diizgiin duvarli ve oval bir sekilde
gortliirler (Weber vd., 1992; Erman vd., 2000). Mikroskopta x40 objektifte, eger
mikrometre ile oynanir ise ooKistlerin igerisinde kirmizi kalintilar seklinde
sporozoitler atirt edilebilir (Ozlem vd., 1997). Karbol fuksin dimetilsiilfooksit ile
uygulandiginda, ayirt edilebilir bir zemin ilizerinde kirmiziya boyanmis ookistler
rahatlikla fark edilebilmektedirler (Fayer vd., 2000). Giemsa boyamada ise uygulama
oldukca kolay olup hazirlanan preparatlar uzun siire saklanabilmektedir. Ancak, bu
teknik  ile  boyanan  preparatlarda  ookistleri  sporlardan  ve  diger
mikroorganizmalardan ayirmak zordur (Garcia ve Bruckner, 1997). Gram boyamada
ise, ookistler soluk gri renkte boyanirken, ¢evresinde boyanmamis belirgin bir bogluk

kalir, maya ve benzer diger yapilar ise mor renkte boyanir (Dogan ve Akgiin, 1998).

Mantar sporlari ile ookistleri birbirinden kesin olarak ayirabilmek amaci ile asit fast-
trikrom kombine boyama tekniginden de yararlanilabilmektedir. Bu teknik ile
boyanmig preparatlarda Cryptosporidium ookistleri yuvarlak veya oval ve parlak

pembe renkte goriiliirler (Ignatus vd., 1997; Reisner ve Spring, 2000).

Floresan boyama yontemleri kullanilarak boyanan 6rnekler floresan mikroskobunda
X100 objektifte tarandiginda siyah zemin {izerinde yuvarlak veya oval, boyayi
almasina gore sarimsi elma yesili veya turuncu renkte olan ookistler rahatlikla fark
edilebilirler. Ancak, ookistlerin ¢ogunun yeteri kadar boya almamasi ve yapisinin
bozulmus olmasi gibi durumlar ortaya c¢ikabilir (Mtombo vd., 1992). Floresan
boyama yontemi, hizli, etkili ve diger boyama yontemlerine gore daha kullanisgh bir
yontemdir ancak biitiin boyama tekniklerinin de oldugu gibi bu teknikte miikemmel
degildir (Starling ve Arrowood, 1993).
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2.6.2. Serolojik yontemler

Serolojik yontemler ¢ok sayida Ornegin kisa siirede caligilabilmesine olanak
saglamaktadir.  Cryptosporidium  tiirlerinin  diskida  immunolojik  olarak
arastirlmasinda Direkt Immiinfloresan Teknigi (DFA), Indirekt Floresan Antikor
Testi (IFA), Enzime Bagli Immiinosorbent Deney (ELISA) yontemlerinden ve hizl

tani Kitlerinden yararlanilmaktadir.

Mikroorganizmanin yiizeyindeki antijenlerin immiinolojik olarak belirlenmesinde
kullanilan monoklonal antikor temeline dayanan DFA yontemi giiniimiizde
cryptosporidiosis tanisinda referans test olarak kabul edilmektedir. Bu yontem ile
incelenecek o6rnekteki antijenler lam yiizeyine yayilarak fikse edilir ve antijene 6zel
isaretli antikorlar eklenir. Bu sayede isaretli 6zel antikorlarin olusumuna neden olan

antijenler belirlenir (Ozcel ve Altintag 1997).

Antikor veya antijen taramasinda kullanilan serolojik testlerden biride ELISA’ dir.
ELISA bir hemaglutinasyon plagi ¢ukurunun iginde olusturulan antijen antikor
Karisiminin iizerine, enzim ile isaretlenmis anti insan IgG, IgM ve diger antikorlarin
ilve edilmesi ve son olarak substratin eklenmesi ile pozitif 6rneklerde renk
degisiminin gozlemlenmesi temeline dayanan ve paraziter hastaliklarin teshisinde
glivenilir sonug veren bir yontemdir (Kehl vd., 1995). Bu yontemin Kompetetif ve
nonkompetetif ELISA, Indirek ELISA, Sandwich ELISA, Makro ve mikro ELISA,
Avidin ve biyotin ekli ELISA gibi gesitleride bulunmaktadir. Bu testlerin ¢apraz
reaksiyon gostererek yalanci pozitif sonuglar vermesi en biliyiik dezavantajidir

(Deveci, 2014).

IFA teknigi ise ookist yapisinda bulunan antijenik yapilara floresan boya ile isaretli
monoklonal antikorlarin baglanmasi prensibi esasina dayanir ve aside direncli

boyama tekniklerine gore daha duyarli oldugu belirtilmistir (Carey ve ark 2004).

Bu tekniklerin yansira 15 dakikada degerlendirilebilen hizli tani testleri de
mevcuttur. Bu testlerin en 6nemli avantaji ¢abuk ve kolay uygulanmalari ile ¢ok kisa

stirede sonug¢ verebilmeleridir. Hizli tan1 testleri uygulanirken herhangi bir araca ya
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da ekipmana ihtiya¢ yoktur ve oda sicakliginda, 1,5-2 yil kadar saklanabilirler
(Garcia vd., 2000).

2.6.3. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik inceleme yontemi &zellikle 1980 o6ncesinde Cryptosporidium igin
kullanilan tek tan1 yontemidir. Alinan biyopsi 6rneginde mikrovilluslarin kenarinda
ookistlerin aranmasi seklinde uygulanmaktadir. Bu yontemde hemotoksilen ve eozin
gibi boyalarla boyanarak c¢esitli gelisim donemlerindeki Cryptosporidium' larin
teshisi yapilabilse de, yontem tiir identifikasyonu ig¢in yeterli olmamistir. Bunun
yaninda hem invaziv girisim gerektirmesi hem de alinan parga icin hizli fiksasyona
ihtiya¢ duyulmasi, pahali olmasi ve yontem i¢in fazla zamana ihtiya¢ duyulmasi gibi
nedenlerden dolayr giiniimiizde pek kullanilmamaktadir (Fayer ve Ungar, 1986;
Casemore, 1991).

2.6.4. Kiiltiir yontemleri

Canliliginin belirlenmesi amaciyla Cryptosporidium’ un konak hiicredeki gelisim
evreleri ilk olarak 2004 yilinda tanimlanmistir. Bu da Cryptosporidium galismalari
acisindan olduk¢a Onemli bir adim olmustur. Hiicre kiiltiirleri incelendiginde
Cryptosporidium’ un tiim gelisim evrelerini gormek miimkiindiir, fakat ¢ok kiigiik

boyutlarda oldugu i¢in yapisinin tanimlanmasi oldukga giictiir (Boxell, 2008).

Hiicre kiiltiirleri etkene Karsi ila¢ denemelerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak etkenin gerek ekskistasyonu, gerek tireme yetisi ve ilag duyarliligi inokulum
hazirlama teknigine, inkiibasyon siiresi ve sartlarina, etkenin orijinine ve benzer bir

takim faktorlere bagimlilik gosterir (Gasser ve O’Danoghue, 1999).

Calismalarda kullanilabilecek en uygun kiiltiirtin HCT-8 olugu belirtilmistir (Carey
vd., 2004). Hiicre kiiltiiriiniin en bliylik dezavantaji, heniiz devamlilig1 saglanabilen
bir kiiltiriin ortaya konamamis olmasi ve dogal etkenin biyolojik siklusunda
otoenfeksiyonu saglayan ince duvarli ookistlerin in vitro ortamda olusmamasidir ki
bu durum, kiiltiirde saglanabilecek yogun bir enfeksiyon tablosunun olusumunu da

engellemektedir (Gasser ve O’Danoghue, 1999; Hijjawi, 2003). Bu tip ookistlerin
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kiiltiirde olustugu bildirilsede ookistin agildigina dair bir kanit ortaya konamamustir.
Yine hiicre kiiltlirlerinde {iiretilebilen etken diizeyinin ¢ogu kez ekilenden daha az

oldugu da ifade edilmistir (Gasser ve O’Danoghue, 1999).
2.6.5. Molekiiler yontemler

Giiniimiizde etkenin arastirllmasinda ve genetik Ozelliklerinin belirlenmesinde
Polymerase Chain Reaction (PCR) yontemi basta olmak {izere birgok molekiiler
metod kullaniimaktadir (Oktun ve Yiice, 1995; Miilazimoglu, 1993). Bunlar Plasmid
DNA analizi, Genomik DNA restriksiyon analizi, Prob hibridizasyon teknikleri,
Darbeli alan jel elektroforezi (PFGE), Gen sekans analizleri, PCR' a dayal
tiplendirmeler (PCR-RFLP, PCR-RAPD, PCR-AFLP gibi teknikler) ve

Ribotiplendirme olarak siralanabilir.

PCR yonteminin kullanilmasi, su kaynaklarinda bulunan Cryptosporodium tiirlerinin
tespit edilmesinde avantaj saglamaktadir (Saygi, 1998). Parazit DNA’ sinin
saptanmasina dayanan bu yontem ile numunede bulunan bir ookist bile
saptanabildigi i¢in mikroskobik incelemelere gore ¢ok daha hassas ve kesin sonuglar
vermektedir. PCR teknigi bu nedenle kotii kosullarda muhafaza edilmis, donmus
veya igerisinde cok az ookist bulunan numunelerin tanisinda dahi kolaylikla
kullanilabilecek en uygun ydntemler arasindadir (Leng vd., 1996; Ozlem vd., 1997;
Morgan ve Thomson, 1998; Jenkins vd., 2000; Sears ve Kirckpatrick, 2001).
Olduke¢a hizli, yiiksek diizeyde duyarlilik gosteren ve hassas sonuglar veren bir test
olmasma ragmen bu yontemin kullanimmi smnirlayan pek ¢ok faktorden
bahsedilebilmektedir. Rutin ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan fenol-kloroform
ekstraksiyonu, incelenecek numunede bulunabilecek safra tuzlari, bilirubin,
kompleks polisakkaritler ve bazi diger komponentler PCR i¢in inhibitér 6zellik
gostermektedirler. Bu nedenle diski ve su kokenli ¢alismalarda PCR teknigini verimli
bir sekilde kullanabilmek icin kontaminasyon riskinin ortadan kaldirilmas: ve
numuneden ookistlerin titizlikle izole edilmesi gerekmektedir (Fayer vd., 2000).
Ayni1 zamanda testin giivenirliligi acisindan, uygun bir ekstraksiyon yonteminin ve
en uygun primerlerin segilip kullanilmasi da calismanin hassasiyeti i¢in oldukca

onemli bir basamaktir. (Xiao vd., 2000; McOrist vd., 2002; Carey vd., 2004).
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Son zamanlarda giderek onemini artiran ve yeni bir metot olan ilmige dayal
izotermal ¢cogaltma (LAMP) teknigi de Cryptosporidium enfeksiyonlarinin teshisinde
kullanilmaya baslanmistir. Bu teknik Notomi ve arkadaslar1 tarafindan 2000 yilinda
gelistirilmistir. LAMP tekniginin basarili sonuglar vermesi sayesinde, bu teknigin
cryptosporidiosis (Karanis vd, 2007; Bakheit vd., 2008), toxoplasmosis (Sotiriadou
ve Karanis, 2008) ve giardiosis (Plutzer ve Karanis, 2009) gibi protozoon

hastaliklarinin teshisi icin de uygun olabilecegi bildirilmistir

Bu teknikte kullanilan primerler c¢alisilacak protozoonun hedef gen bolgesine gore
tasarlanir. LAMP yonteminde hedef DNA nin 8 farkli noktasini taniyan 6 adet primer
kullanilmaktadir. Bu primerler dis forward primer (F3), dis revers primer (B3), I¢
forward primer (FIP)( 3’ucunda F2 ve 5’ucunda Flc bolgelerinden olusmaktadir); ¢
revers primer (BIP) (3* ucunda B2 ve 5’ ucunda Blc boélgelerinden olusmaktadir)
olarak isimlendirilmektedir. LF ve LB primerleri ile de yontemin etkinligi artirilabilir

ve ayn1 zamanda siiresi kisaltilabilmektedir (Nagamine vd., 2002).

Reaksiyonun izotermal sartlarda gerceklesmesi nedeni ile termal dongii cihazi gibi
0zel ve pahali aletler gerektirmemesi, su banyosu veya 1s1 blogu ile izotermal
amplifikasyon gerceklestirilebildiginden saha kosullarinda kolaylikla
uygulanabilmesi (Liu vd., 2009), hedef DNA’ daki 8 bolgeyi taniyan 6 primer
kullanildig1 i¢in reaksiyonun spesifitesinin yiiksek olmasi, {iriiniin tiipii agmadan
gozle belirlenebilmesi nedeni ile PCR’ daki en Onemli kontaminasyon
kaynaklarindan birisi olan PCR sonrasi1 goriintiileme basamagini uygulamaya gerek
kalmayarak kontaminasyon riskinin azalmasi (Parida vd., 2008) , magnezyum
pirofosfat iyonlarinin ¢dkmesi sonucu olusan bulamiklifin gercek zamanli takip
edilerek olusan firiiniin miktarinin belirlenebilmesi (Mori vd., 2004) yontemin

avantajlarindandir.

LAMP i¢in hedef bolgede 8 spesifik bolge gerektiginden primer dizayninin PCR’
dan daha zor olmasi, reaksiyonun belirleme limitinin diisiik olmasindan dolayi
ornegin ve reaksiyonun hazirligi asamalarinda kontaminasyona duyarli olmasi,
reaksiyonda internal amplifikasyon kontrolii kullanilamadigindan negatif sonuglarin,

reaksiyon inhibisyonundan kaynaklanip kaynaklanmadiginin belirlenememesi, PCR
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reaksiyonu ile ayn tiipte birden fazla hedef bdlgenin belirlenmesine olanak veren
multipleks format kullanilarak amplifiye edilen bolge belirlenebilirken, LAMP
reaksiyonu i¢in bu formatin uygun olmamasi, birden fazla hedef bolge igin tasarlanan
primerlerin aynmi reaksiyonda kullanilabilmesine ragmen (Fukuda vd., 2006), hangi

bolgenin amplifiye edildiginin belirlenememesi yontemin dezavantajlaridir.

2.7. Sularda Cryptosporidium Aranmas1 ile Ilgili Yurtdisinda Yapilan

Calhismalar

Mayer ve Palmer atik sularda yaptiklari ¢alismada, Giardia ve Cryptosporidium
parazitlerinin varligini belirlemek amaciyla IFA ve PCR metodlarini karsilagtirmali
olarak uygulamiglardir. Elde edilen bilgilere gore Giardia igin IFA ve PCR
yontemleri % 100 uyumlu olarak tespit edilirken; Cryptosporidium IFA teknigi ile
PCR arasindaki uyum % 63,7 olarak bildirilmistir (Mayer ve Palmer, 1996).

Israil’de Zuckerman ve arkadaslari 1997 yilinda 9 ay boyunca degisik ¢evresel
kaynaklardan Cryptosporidium’ larin varligini aragtirmis; baslica igme suyu kaynagi
olan Kineret Goli’ den alinan orneklerin % 66,6° sinda ve ayrica bir filtrasyon
tesisine giren igme suyuna ait 35 Ornekten 23’ {inde Cryptosporidium’ lari
saptamiglardir.  Arastirmacilar igme suyu kaynaklarinin  kontaminasyonuna
kanalizasyon sisteminin ve si8ir digkilarinin neden olabilecegini bildirmislerdir

(Zuckerman vd., 1997).

Yine Amerika’ da, igme sularmin geleneksel filtrasyon teknikleri ile islendigi
fabrikalarda yapilan ¢alismalarda, islenmis ve tiiketilmeye hazir hale getirilen sularin
% 3,8-33,3” liniin her 100 litresinde 0,1-48 ookist bulundugu tespit edilmistir (Fayer,
2000).

Robertson ve arkadaslar1 2001 yilinda Norveg' te yaptiklar1 ¢aligmada, 305 atik su
orneginden 55’ inde (% 13,5) Cryptosporidium, 10’ unda (% 2,5) ise
hem Cryptosporidium ookistlerinin hem de Giardia kistlerinin oldugu belirlenmistir
(Robertson vd., 2001).
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Kuzey Irlanda’da 1996-1999 yillar1 arasinda, icme suyu kaynaklarinda
konvansiyonel ve molekiiler tespit yontemleri karsilastirmali olarak kullanilarak
Cryptosporidium ookistlerinin insidans1 ve genotipleri belirlenmeye ¢alisilmustir.
Calismada toplanan 474 su Orneginin 380 tanesi IFA teknigiyle, 94 tanesi
Immunomagnetik separasyon (IMS)-IFA yontemiyle incelenmis ve her iki yontemle
de toplamda 14 (% 3) 6rnek pozitif olarak tespit edilmistir. Ayrica 214 6rnekte 18S
rRNA ve TRAP-C2 gen bolgeleri PCR teknigiyle incelenmis ve bunlarin 11 i (%
5,1) pozitif bulunmustur (Lowery vd., 2001).

Ryan ve arkadaglarinin 2005 yilinda Sdyney Waragamba’ daki su toplama
havzasinda Cryptosporidium spp’ nin kaynaklarini arastirmak amaciyla topladiklart
gaita ve su numunelerini IMS ve IFA yontemleriyle incelmislerdir. Daha sonra
ookist icerdigi tespit edilen Orneklere 18S rRNA ve HSP-70 genine ait gen
bolgelerinde filogenetik analizler yapmislardir. Analiz sonucunda C. parvum, C. suis,
domuz genotipi-2, geyik genotipi ve kegi genotiplerini igeren 5 farkli tiir

bulundugunu tespit etmislerdir (Ryan vd., 2005).

Cryptosporidium ve Giardia parazitlerinin rekreasyonel amagli kullanilan sulardan
bulasma risklerini degerlendirmek amaciyla yapilan calismada bir yil boyunca
rekreasyonel goéllerden ve Paris yakinlarindaki 3 nehirden her ay diizenli olarak su
ornegi alinmustir. Toplanan su numunelerinde Spesifik immunoflorasan (IMS-IF)
yontemiyle parazitler tespit edilmis olup PCR ve Rekstriksiyon Par¢a Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) yontemleri uygunlanmistir. Ayn1 zamanda PCR ydntemiyle
Enterocytozoon bieneusi bakterisinin tanimlanmast da yapilmistir. Sonug olarak
IMS-IF yontemiyle Giardia Kistleri ve Cryptosporidium ookistlerine reskreasyonel
gollerde yi1l boyunca diisiik sayilarda rastlanilmis fakat arasira artis gosterdigi
gozlenmistir. Nehir bolgelerinde bu durumun tam tersi olarak yil boyunca stirekli ve
bazen siddetli bir sekilde artis oldugu bildirilmistir. PCR-RFLP analizi sonucunda ise
C. hominis ve C. parvum tiirleri saptanmistir. Arastiricilar ayrca parazitlerin varlig
ve miktar1 ile bakteriler arasinda bir iliski saptamadiklarini belirtmislerdir (Coupe

vd., 2006) .
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Rusya ve Bulgaristan’ da 2006 yilinda Karanis ve arkadaslari tarafindan yapilan
caligmada ise farkli kaynaklardan alinan su 6rneklerinde Cryptosporidium ve Giardia
parazitlerinin varligin1 belirlemek amaciyla toplam 166 su 6rnegi incelenmistir.
Toplanan su Orneklerine filtrasyon, flokiilasyon ve sukroz gradiyent saflagtirma
yontemleri uygulanarak kist ve ookistler IFA yontemiyle belirlenmistir. Calismada
incelenen su 6rneklerinin % 18,1 inde Cryptosporidium ookisti ve % 9,6’ sinda da
Giardia Kistleri tespit edilmistir. Sonugta her iki parazit de igme ve kuyu suyunda,
nehirden alinan cevresel sularda ve lagim sularinda bulunmus olup, siselenmis

sularda da Giardia kistlerinin varligina rastlanmistir (Karanis vd., 2006).

2008 yilinda Lobo ve arkadaslar1 tarafindan Portekiz’ de ylizey ve yeralti
kaynaklarindan alinan ham ve islenmis sularda Cryptosporidium ve Giardia
parazitlerinin varlig1 arastirilmistir. Bu amagcla toplanan 175 su 6rneginde ookist ve
kistler Amerika Birlesik Devletleri Koruma Ajanst (USEPA) 1623 protokoliine gore
IMS, IFA ve PCR temelli yontemler ile incelenmistir. Sonug olarak IFA yontemiyle
incelenen 175 6rnegin 81’inde Cryptosporidium pozititken, 67’sinde Giardia pozitif
olarak tespit edilmistir. PCR ile ise 37 ornekte Cryptosporidium, 9 6rnekte Giardia
pozitif sonu¢ vermistir. En yaygin tiir olarak C. parvum bulunmus olup, bunu C.
hominis, C. andersoni ve C. muris takip etmektedir. Ayrica tiim pozitif C. hominis
orneklerinde alt-tip IdA15 teshis edilmistir. Tiplendirme sonucunda C. parvum’ un
1aA15G2R1, 11aA16G2R1 ve 1IdA17G1 alt-tipleri ortaya ¢ikmustir. Giardia
duedonalis i¢in ise alp-tip A1 tanimlanmistir (Lobo vd., 2008)

Macaristan’ da yapilan ¢alismada farkli su kaynaklarindan ve g¢esitli cografi
bolgelerden toplanan 36 6rnekte Giardia ve Cryptosporidium tiirlerinin prevalansi
IFT ve PCR teknikleri kullanilarak arastirilmistir. Ornekler igme suyu aritma
tesisleri, kanalizasyon aritma tesislerinden ve Balaton Golii rekreasyon alanindan
toplanmistir. Sonug olarak IFT ile 36 6rnekten 24' i (% 67) Giardia pozitif ve 15 i
(% 42) Crytptosporidium pozitif bulunurken, PCR ile de 36 6rnegin 13' tiniin (% 36)
Giardia ve 10" unun (% 28) Cryptosporidium pozitif oldugu bildirilmistir (Plutzer
vd., 2008).
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Ispanya’da 2007 yilinda ilkbahar-yaz-sonbahar-kis donemlerinde Tambre Irmag:
tizerindeki eglence amaglh kullanilan 5 farkli bolgedeki gesitli kaynaklardan, orta
buyiikliikte bir irmaktan ve 3 Onemli rmak agzindan toplamda 22 su Ornegi
alimmistir.  Ayrica ¢alismada su Ornekleriyle ayni donemde Tambre Irmagi
havzasindaki 18 mandira siiriisiinden; 697 inek, 480 diive ve 139 yeni dogmus
buzagidan da gaita numuneleri toplanmistir. Toplanan tiim 6rnekler Cryptosporidium
(18S rRNA gen bolgesi) ve Giardia (B-giardin gen bolgesi) parazitleri varlig
acisindan PCR teknigiyle incelenmistir. Sonug olarak Tambre Irmagi havzasinin
Cryptosporidium ve Giardia intestinalis ile yiiksek miktarda kontamine oldugu tespit
edilmistir. Ayrica ¢iftlikteki hayvanlarda Cryptosporidium tiirleri ve Giardia
intestinalis’ in ortalama degerlerine gore bahar mevsimi verileri kis doneminden
farkli bulunmus olup, su 6rneklerindeki ookist miktar1 ise sonbahar- kis aylarina gore

bahar-yaz aylarinda ¢ok daha yiiksek ¢ikmistir (Castro-Hermida vd., 2009).

Paris ve ¢evresinde yapilan calismada icme suyu kaynagi olarak kullanilmakta olan
Seine ve Marne Irmagl’’ nin sulart protozoonlarin kontaminasyonu acgisindan
degerlendirilmistir. Calismada 30 ay boyunca 20 L’ lik su ornekleri toplanmistir.
Ayrica indikator bakteriler de tespit edilerek yagis miktariyla iligkisine bakilmstir.
Toplam 162 irmak suyu 6rneginde Cryptosporidium ookisti % 45,70 Giardia Kistleri
ise % 93,80 oraninda tespit edilmistir. Mevsimsel olarak Cryptosporidium igin
pozitif Ornekler ozellikle sonbaharda, Giardia i¢in daha az siklikta yazin
gozlenmistir.  Enterokok sayimi  ve yagmur miktar1 Ozellikle Giardia
konsantrasyonuyla iliskiliyken, enterokok miktarmin Cryptosporidium miktariyla
iligkili olmadig1 saptanmis olup, diger fekal bakterilerin incelenen protozoonlarla

iligkili olmadigi belirlenmistir (Mons vd., 2009).

Plutzer ve arkadaslar1 2010 yilinda igme sularin1 2 um ¢apli ARAD mikrofiltreden
gecirerek filtrenin iizerinde kalan ornekleri Cryptosporidium ve Giardia intestinalis
parazitleri yoniinden LAMP teknigiyle incelemislerdir. Calisma sonucunda ARAD
filtreleme ve LAMP tekniginin birlikte kullantminin paraziter etkenlerin

saptanmasinda daha etkili oldugunu bildirmislerdir (Plutzer vd., 2010).
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Ispanya’ nin Galicia bolgesinde 50 atik su aritma tesisinde, 52 icme suyu aritma
tesisinde ve 28 rekreasyonel nehir alaninda yapilan calismada Cryptosporidium
ookistleri ve Giardia kistlerinin litre basma ortalama konsantrasyonlari
Immunofluorescence Antibody Test (IFAT) yontemiyle belirlenmistir. Alinan 232 su
numunesi Filta-Max filtreleri kullanilarak filtre edilmis ve daha sonra ookistler
konsantre edilerek IFAT teknigiyle incelenmistir. Rekreasyonel alanlar iginde,
Cryptosporidium’ un 16 (% 57,1; litre basia 1-60 ookist) ve Giardia’ nin bulasici
formu 17 (% 60,7, litre basina 1-160 kist) 6rnekte saptanmustir. Su aritma tesislerine
dogru akan sular iginde, 21 igme suyu aritma tesisinde ookistlere (% 40,4; litre
basina 1-13 ookist) ve 22 igme suyu aritma tesisinde Kistlere (% 42,3; litre basina 1-7
Kist) rastlanmistir. Aritma tesislerinden ¢ikan atik su iginde, Cryptosporidium
ookistleri 17 (% 32,7; litre basina 1- 4 ookist) ve Giardia kistleri 19 (% 36,5; litre
basina 1-5 Kist) olarak belirtilmistir. Cryptosporidium ve Giardia atik su aritma
tesislerinden ¢ikan atik su iginde, sirasiyla, 32 (% 64,0; litre basina 1-120 ookist) ve
48 (% 96,0; litre basma 2-6.000 Kist) drnegin i¢inde saptanmistir (Castro-Hermida
vd., 2010).

Yapilan diger bir ¢alismada ise, su kokenli Cryptosporidium ve Giardia parazitlerini
tespit etmek amaciyla LAMP, PCR ve IFA metotlar1 kullanilmistir. Calismada
[ran’in kuzeyindeki iki nehirden 10 L olacak sekilde yiizey suyu érnekleri alinmistir.
Toplam 40 6rnek IFA, PCR ve LAMP yontemiyle incelenmis ve 15 drnekte ookist
tespit edilmistir. IFA yontemiyle ookist tespit edilemeyen 5 6rnek LAMP yontemiyle
pozitif olarak belirlenmistir. Ayrica IFA yontemiyle incelenen 13 6rnegin 10’ u
Giardia kistleri agisindan pozititken, PCR teknigiyle de pozitif sonu¢ vermistir.
Sonu¢ olarak LAMP yonteminin diger yontemlere gore daha hassas ¢alistig

bildirilmistir (Mahmoudi vd., 2013)

Daniels ve arkadaglar1 2015 yilinda Hindistanin kirsal kesimi olan Odisha sahil
bolgesinde hasta insanlar, evcil hayvanlar ve su kaynaklarinda Cryptosporidium
ookistleri ve Giardia kistlerinin konsantrasyon/dokiilme orani ile ¢evresel yiikiinii
ortaya koymaya calismislardir. Calisma i¢in ishalli hastalardan 85 diski 6rnegi 7
evcil hayvan tiirlinden 111 digkl 6rnegi ve 60 kdyden 207 su kuyusu 6rnegi , 94 gol
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suyu Ornegi toplamislardir. Ornekler IMS-DFA yéntemiyle incelenmistir. Sonug
olarak diyareli hastalarin % 12’ sinde ookist ve kistlere; hayvan tiirlerinde % 0- 35
oraninda ookiste % 0- 67 oraninda kiste, gollerden alinan Orneklerin % 37-74
oraninda, kuyulardan alinan oOrneklerin % 10-14 oraninda kontamine oldugu
belirlenmistir. Arastiricilar ¢alisma sonuncuna gore ishalli salginlarda halk sagligi
endisesinin ele alinmasi ve salginlarda su ve hayvanlarin roliiniin arastirilmasini

onermislerdir (Daniels vd., 2015).

2.8. Sularda Cryptosporidium Aranmasi ile Ilgili Tiirkiyede Yapilan

Calismalar

Ulkemizde i¢gme suyu kaynaklarinda standartlara uygun olarak yapilmis ilk
parazitolojik calisma 1997 ve 1999 yillar1 arasinda gerceklestirilmistir. Giardia ve
Cryptosporidium igin Kagithane, Biiyiikgekmece, Omerli, Elmali barajlarma ait 40
ham su 6rnegi (her drnek igin 480 litre su) IFA teknigi ile incelenmistir. incelenen
ham su Orneklerinin higbirinde Giardia kisti ve Cryptosporidium ookisti tespit
edilmemistir (Kdksal, 2002).

Bakir ve arkadaslar1 2003 yilinda Ankara’ da belediyeye ait sulardan 43, kuyulardan
34, Ankara Nehri'nden 6 ve iki aritilmamis barajdan 2 olmak {lizere toplam 85
ornekte C. parvum, G. lamblia ve E. histolytica gibi su kaynakli parazitlerin varligini
arastirmiglardir. Arastirmada mikroskobi, IFA ve PCR teknikleri kullanilmistir.
Arastirma sonucunda toplam 6 nehir suyu oOrneginden 1 tanesinin (% 16,6)

Cryptosporidium ookistleri agisindan pozitif oldugu bildirilmistir (Bakir vd., 2003)

Ankarada yapilan diger bir ¢alismada ise aritim islemi uygulanmayan kuyu sularinda,
Ankara Su ve Kanalizasyon Idaresi (ASKI) aritim sistemine dahil olan su
kaynaklarinin bulundugu hat {izerinde, hayvancilik yapilan bolgelerdeki yiizeysel su
kaynaklar ile yine bu kaynaklara bosaltilan mezbaha aritim sisteminden ¢ikan su
ornekleri mikroskobik yontemlerle incelenerek bu bodlgede Cryptosporidium
ookistlerinin varligi ve mevsimsel dagilimi arastirtlmistir. Calisma sonunda

hayvancilikla ugrasilan bolgelerde bulunan su kaynaklarinda ve mezbaha aritim
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sular1 ile ASKI aritim &ncesi islem gormemis su Orneklerinde Cryptosporidium

ookisti saptanmistir (Kursun, 2003).

Isparta il siirlart igindeki gol, dere ve ¢esme olmak iizere ¢esitli su kaynaklarindan
toplanan 6rneklerde Modifiye Zielh-Neelsen (MZN) boyama yontemi ile C. parvum,
direkt mikroskobi yontemi ile de G. intestinalis aranmistir. C. parvum’ un varliginin
dogrulanmasi i¢in IFA teknigi kullanilmistir. Toplanan 40 su 6rneginin 13’ tinde (%
32,5) direkt mikroskobi ve MZN boyama sonrasinda C. parvum olabilecegi tahmin
edilmistir. Ancak IFA tekniginin uygulanmasi sonucunda 13 siipheli 6rnegin 6’ sinda
(% 15) C. parvum varligi kesin olarak dogrulanmustir. Direkt mikroskobi sonrasi 8
ornekte (% 20) G. intestinalis kistlerine rastlanmistir (Aysal, 2004).

Mersin ilinde yapilan bir ¢alismada ise, 44 igme suyu, 2 kullanma suyu, 19 atik su ve
35 deniz suyu Cryptosporidium spp. ookistlerinin varligini agisindan incelenmistir.
Elde edilen sonuglara gore igme suyunda 5 (% 11,36), kullanma sularinda 1 (% 21),
atik sularda 4 (% 21) ve deniz suyu Orneklerinde 1 (% 2,85) Cryptosporidium
ookistine rastlanmistir (Ceber vd., 2005).

Yine Mersin’ de il merkezi ve semtlerinde bulunan dort ilkdgretim okulunda 6grenim
goren c¢ocuklarda yapilan baska bir ¢alismada ise, 8-12 yas gurubu c¢ocuklardan
alian toplam 72 digki 6rnegi Modifiye Kinyoun’un Aside Direngli boyama yontemi
(MKSA) ve Auramin-O boyama yontemi ile boyanarak Cryptosporidium ookisleri
arastirllmistir.  Sonug¢ olarak, sulart kirli olan okuldaki 4 (% 5,5) ogrencide
enfeksiyona rastlanirken, sular1 temiz olan okullardaki ¢ocuklarda enfeksiyon

belirlenmemistir (Otag vd., 2007).

Koloren ve Kaya 2010 yilinda Ordu ilindeki ¢evresel sularda Giardia ve
Cryptosporidium parazitlerinin yayginligin1 belirlemek amaciyla MAF ve native-
lugol yontemlerini birlikte kullanilmiglardir. Bu g¢alismanin sonucunda Giardia’nin
yaygmlhig sirastyla; Mesudiye % 61,3; Unye % 52; Korgan % 40,7; Fatsa % 31,8;
Ulubey; % 30; Persembe % 29,4 olarak tespit edilirken; Cryptosporidium’un
yayginhig sirastyla; Unye % 63,15; Fatsa % 54,3; Mesudiye % 37,5; Persembe %
36,8; Ulubey % 33,3; Korgan % 31 olarak tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma
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sonucunda niifusu kalabalik yerlesim yerlerinde ookist sayisinin fazla olabilecegi

kanisina varilmistir (Koldren ve Kaya, 2010).

Yine Koloren ve arkadaslarinin Ordu boélgesinde 2011 yilinda yapmis olduklar1 bit
diger ¢alismada Cryptosporidium spp.’ nin varligin tespit etmek amaciyla, farkli su
kaynaklarindan alinan toplam 70 su Ornegini IFT, LAMP ve Nested PCR
yontemlerini kiyaslayarak kullanmislardir. Incelenen bu 70 su 6rneginden 18 i (%
25,70) IFT yontemiyle, 19° u (% 27,10) LAMP yontemi ile pozitif bulunmustur.
Uygulamanin giivenirliligini test etmek i¢in rastgele secilen 16 ornek 10 adet
Cryptosporidium ookisti ile kontamine edilmistir. Bu orneklerin hepsi LAMP
tekniginde pozitif bulunurken, Nested PCR yontemiyle sadece 7 drnek pozitif olarak
tespit edilmistir. Buna dayanarak, LAMP yonteminin Nested PCR ve IFT yontemine

gore daha hassas sonuglar verebildigi gosterilmistir ( Koloren vd., 2011)

Van ilinde, 440 farkl istasyondan 5 L’ lik su ornegi toplanmis ve MAF boyama
yontemiyle incelenmistir. Calismada toplanan 440 su numunesinin % 1,13’ {inde
Cryptosporidium spp. ookistleri goriilmiistiir. Igme suyu olarak kullamlan 191
yiizeysel kaynak suyunun % 1,57’ sinde, sehir merkezi ve ilgelerden alinan 241 adet
sebeke i¢me suyunun % 0,82 sinde Cryptosporidium ookistlerinin varligi tespit
edilmistir. Incelenen su &rneklerinin 193’ ii kirsal alanlardan elde edilen igme sular
olup bunlarin % 1,55’ inde, sehir ve ilge merkezlerinde icme suyu olarak kullanilan

247 suyun ise % 0,80’ inde pozitif oldugu belirlenmistir (Cigek vd., 2011).

2011 yilnda Ozgelik ve arkadaslar1 Sivas’a bagl 23 ilgceden ve 69 kdyden toplanan
toplamda 92 su 6rneginde Cryptosporidium ve Giardia varligimi Asit-fast boyama,
ELISA ve DFA yontemleri ile arastirmislardir. Orneklerden 83 tanesi musluk suyu
olup geri kalan 9’ u kaynak, kaplica ve dere sularindan olugmaktadir. Calisma
sonucunda, ELISA teknigi ile 18 (% 19,6) su 6rneginde, DFA tenigi ile ise 4 (%
4,35) su orneginde Cryptosporidium saptanirken; toplam 2 (% 2,2) su 6rneginde ise
Giardia belirlenmigtir. ELISA ile 83 musluk suyundan 14’ i Cryptosporidium
acisindan pozitif saptanirken 9 kaynak suyundan 4’ i pozitif saptanmistir. DFA
yontemi ile 83 musluk 4’ i pozitif sonug verirken 9 kaynak suyundan pozitif sonug

almamamustir. Direkt ve asit-fast boyama yontemiyle hazirlanan preparatlardan ise
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yapilan mikroskobik incelemelerde tipik bir parazit yumurta ya da Kistlerine

rastlanamamustir (Ozgelik vd., 2011).

Diger bir ¢alismada ise Mersin iline ait farkli su kaynaklarinda Cryptosporidium
ookistlerinin varligi belirlenmis ve ayn1 zamanda tiplendirilmesi de yapilmistir. 2007
Mart ve 2009 Mayis tarihleri arasinda Mersin sehir merkezi ve ilgelerine ait 135
farkli su kaynagindan toplanan ornekler Modifiye Kinyoun’nun aside direncli
boyama yontemi (MKSA) ve PCR ile saptanmis aynt zamanda PCR-RFLP
yontemiyle de tiplendirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda MKSA yontemiyle 3,
PCR ile de 7 ornekte Cryptosporidium’ un varligr tespit edilmis ve tiim suslar C.
parvum olarak belirlenmistir. MKSA boyama yontemiyle Cryptospordium
ookistlerinin belirlendigi 3 6rnek PCR ile de pozitif olarak bulunurken buna karsin
PCR-RFLP teknigi ile C. parvum olarak tiplendirilen dort 6rnek MKSA ile negatif
sonu¢ vermistir. Calismada, PCR-RFLP yonteminin MKSA ydntemine gore daha
yiiksek duyarliliga sahip oldugu belirlenmistir. (Aslan vd., 2012).

Yine, Ordu ili Melet Irmagi’nin farkli noktalarindan alinan su Orneklerinde
Cryptosporidium  tirlerinin  varhigmi gostermek amaciyla LAMP metodu
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore, LAMP yontemiyle Melet Irmagi’ nin tiim
noktalar1 pozitif olarak tespit edilmistir. Bu duruma buzagilar tarafindan Melet
Irmag’’ nm igme suyu olarak kullanilmast ve buzagilarin 1rmak igine

diskilamalarinin neden olabilecegi diisiiniilmektedir ( Koldren ve Demirel 2013).

Kiitahya’da yapilan bir ¢alismada ise 30 ayr1 noktadan su numuneleri toplanmis ve
toplanan numuneler Kinyoun karbol fuksin boyasi ile boyanarak mikroskop altinda
incelenmistir. inceleme sonucunda su drneklerinin % 3,3’ iinde (1/30) ookist tespit

edilmistir (Akdemir, 2013).

Ayaz ve Koldren 2014 yilinda Giresun iline ait ¢evresel su 6rneklerinde C. parvum’
un varligini Nested PCR yontemiyle arastirmiglardir. Calismada Giresun ili ve
ilgelerinden alinan igme suyu orneklerinde Cryptosporidium parvum negatif oldugu
halde, 180 ¢evresel su 6rneginin 63 tanesinde (% 35) bu parazit pozitif olarak tespit

edilmistir (Ayaz ve Koloren, 2014).
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Samsun ve Giresun illerinde yapilan diger bir bir calismada ise toplam 45
istasyondan 420 g¢evresel ve 120 igme suyu orneginde Cryptosporidium parazitinin
varligi mikroskobik ve molekiiler yontemlerle arastirilmistir. Mikroskobik arastirma
kapsaminda, Giresun ilinden alinan su 6rnekleri IFA yontemiyle incelenmis ve 180
gevresel su Orneginin 170° inde (% 94,4) 1-45 Cryptospordium ookisti/L
saptanmigtir. Samsun ilinde ise bu yontemle 240 ¢evresel su 6rneginin 214’ {inde (%
89,16) 1-85 Cryptospordium ookKisti/L pozitif bulunmustur. Molekiiler ¢aligmalar
kapsaminda ise Giresun il ve ilgelerinden alinan igme suyu ve ¢evresel sular da dahil
olmak iizere toplam 240 su 6rneginde LAMP yontemiyle % 30,8, Nested PCR ile %
29,1 oraninda Cryptosporidium’ un varligi tespit edilmistir. Samsun il merkezi ve
ilcelerinde belirlenen istasyonlarda ayni zaman periyodunda alinan 240 g¢evresel su
ornegi ile icme suyu ve cevresel sular dahil toplam 300 su 6rneginde LAMP
yontemiyle %33,6, Nested PCR ile % 30,6 oraninda Cryptosporidium’ un varlig
saptanmistir (Ayaz 2015).

2015 yilinda Kagmaz’ 1n yaptig1 calismada Diyarbakir il sinirinda (merkez, ilge ve
koyler) ozellikle hayvanciligin yapildigr bolgelerdeki su kaynaklarindan toplanan
orneklerde Cryptosporidium ve Giardia tiirleri aranmigtir. Toplam 34 su Orneginin
22 (% 64,71) tanesi kuyu suyu, 3 (% 8,82) tanesi dere suyu, 5 (% 14,71) tanesi gay
suyu olarak toplanmistir. Giardia igin Trikrom, Cryptosporidium i¢in Modifiye Asit-
Fast boyama teknigi kullanilmistir. Kesin tani i¢in de IFAT testi kullanilmistir. Test
sonucunda 2 (% 5,9) dere suyu 6rneginde Cryptosporidium’ a rastlanmistir (Kagmaz,
2015)

Erzurum’ da yapilan ¢aligmada MAF teknigi kullanilarak toplanan 120 su 6rneginin
18" inde (% 15,0) Cryptosporidium ookisti tespit edilmistir. Bu pozitif 6rneklerin 6'
st sehir suyu sistemi, 12” si ¢esme ve kuyulardan elde edilmistir. Mevsimsel olarak
pozitif orneklerin dagilimi, Mayis ayinda 7 (% 17,5) Nisan ayinda 9 (% 22,5),
Temmuz ayinda ise 2 (% 5,0) olarak belirlenmis ve Nisan-Mayis aylarinda

Cryptosporidium oosistlerine daha yliksek oranda rastlanilmistir (Y1lmaz vd, 2016).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

PCR cihaz1

Santirfiij

Mikrosantirfiij
Elektroforez tanki
Vorteks

Hassas Terazi

Otomatik pipet

Magnetik Karstirici
Buzdolabi

Derin dondurucu (-20 °C)
Ultra-Low dondurucu (-80 °C)
Mikrodalga firin

Jel Goriintiileme cihazi
Uclii celik vakum

Vakum pompasi

3.2. Orneklerin Toplanmasi

Su numuneleri 140 farkli noktadan 5 litre olacak sekilde toplanmistir. Toplanan

Bio-Rad C1000 Touch
Hanil Smart R17

Smart 15

Termo Owl easycast B2-BP
Heidolph Reaxtop
Shimadzu ATX 120
Epperndorf Research Plus
Heidolph MR Hei-Standart
Arcelik

Argelik

Haier, New Brunswick
Arzum

Vilber Lourmat Quantum ST5
Sartorius

Sartorius

ornekler en kisa siirede laboratuara getirilerek filtrasyon yapilmigtir.

3.3. Filtrasyon

Laboratuvara getirilen su Ornekleri numuneler membran filtrasyon yontemi ile
0,45um por capl seliiloz membran filtreden gegirilerek siiziilmiistir. Filtre temiz bir
tiipe alinmis ayn1 su orneginin 20 ml’ si igine aktarilarak vortekslenmistir. Boylece
filtre tizerindeki partikiilat filtreden uzaklastirilmistir. Bu numune 2100 rpm de 10
dakika santirfiij edilmistir. Ustte kalan kisim atilarak son hacim 10 ml olacak sekilde

lizeri distile su ile tamamlanmugtir.
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3.4. Orneklerin Saflastirilmasi (Siikroz Gradient Yontemi)

0.1 M PBS (Phosphate Buffered Saline ) (pH: 7,2) ve siikroz ¢6zeltisi (500 g siikroz,
6,5 g fenol, 320 ml saf su) hazirlanmistir. Hazirlanan bu c¢ozeltiler kullanilarak
stikroz/PBS oran1 1/2 olan A soliisyonu Ve siikroz/PBS orani1 1/4 olan B soliisyonu
hazirlanmistir. A ve B ¢ozeltilerine maximum 4’er damla % 1° lik tween 80
damlatilmigtir. 50 ml’ lik steril falkon tiipiiniin igine 6nce 15 ml A soliisyonu
konulup tizerine de 15 ml soliisyon B eklenerek gozle goriilebilir bir faz elde
edilmistir ve bu fazin iistiine 10 ml su 6rnegi dikkatli bir sekilde konulup ikinci bir
tabakanin olusmasi beklenilmistir. 1200 x g’de 30 dk 4 °C de santrifiij edildikten
sonra en Ustte yaklasik 10 ml’lik ilk goriinen {ist tabaka atilmistir. Atilan tabakanin
altinda mevcut olan yaklasik 5-10 ml’ lik ikinci tabaka temiz bir falkon tiipiine
alinmgtir. Uzeri saf su ile 50 ml’ ye tamamlanip 2100 x g’ de 10 dk santrifijj
edilmistir. Santrifiij isleminden sonra yaklasik 2 ml’ lik pellet tiipiin dibinde kalacak
sekilde siipernatant atilmigtir. Tekrar iizeri saf su ile 50 ml’ ye tamamlanmistir ve
2100 x g’ de 10 dk santrifiij edilmistir. Yaklagik 2 ml’ lik pellet tiipiin dibinde
kalacak sekilde siipernatant atilmistir. Bu pellet DNA ekstraksiyonunda kullanilmak

tizere buzdolabinda saklanmistir.

3.5. DNA izolasyonu

Siikroz gradient yontemiyle saflastirilan drneklerden DNA izolasyonu yapabilmek
icin QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) protokolii Karanis vd.,” ne (2006) gore
modifiye edilerek uygulanmigtir. Ilk olarak Orneklerin {izerine lizis tamponu
eklenerek dondurup-¢6zme islemi pes pese 15 dongii olacak sekilde yapilmistir.
Dondurma islemi ornekler -80 °C’ de 4 dakika, ¢dzme islemi ise kaynama
sicakliginda olan su banyosunda 1 dk bekletilerek yapilmistir. Bu islem yardimiyla
ookist duvarlarinin tamamen kirilmasi saglanmistir. Bu asamadan sonra kit protokolii
sirayla takip edilmistir. Son olarak DNA 50 pl TE tampon iginde toplanmistir ve
ardindan PCR ve LAMP tekniklerinde kullanilmak iizere +4 °C’de saklanmuistir.
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3.6. PCR Teknigi

PCR reaksiyon karigimi 25 pl son hacimde hazirlanmistir. PCR i¢in Hot Start Taq
DNA Polimeraz kiti (Qiagen) (10x PCR tamponu, 5x Q soliisyonu, 25mM MgCI2,
5U hot start tag DNA polimeraz ) , 25mM dNTP mix, 10 pmol SAM-1 genine ait F3
ve B3 primerleri ve 2 pl 6rnek kullanilmistir. Kullanilan primerlerin baz dizilimleri
Tablo 3.1 de verilmistir. Reaksiyon karisimi1 vortekslenip PCR cihazinda
inkiibasyona birakilmigtir. Uygulanan PCR protokolii Tablo 3.2” de belirtilmistir.

Tablo 3.1 PCR reaksiyonu i¢in kullanilan primer dizileri

Primer
tipi Sekans (5°-3°) Uzunluk Hedef Bolge
F3 ATTTGATRGACAAAGAAACTA 22 S-adenosylmethionine
G Synthetase (SAM) geni

B3 CGATTGACTTTGCAACAAG 19

Tablo 3.2. PCR reaksiyonu dongii sartlari

Islem Sicaklik Stire Dongti
sayist
Kapak 1s1s1 105 °C
[k denatiirasyon 95°C 15 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 45 saniye
Baglanma 54°C 60 saniye 40
[k uzama 72°C 1 dakika 15 saniye
Final uzama 72°C 10 dakika 1

3.7. LAMP Teknigi

LAMP reaksiyonu igin Optigene Izothermal Amplification Mix kullanilmustir. 15 pl
1 X LAMP reaksiyon tamponu 5 pl primer karisimi [FIB, BIP (20 pmol), F3, B3 (5
pmol), LB, LF (10 pmol)], 5 ul 6rnek eklenerek reaksiyon karigimi 25 pl’ye
tamamlanmistir. Reaksiyon karisimi vortekslenip PCR cihazinda 63°C’de 1 saat,
85°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir. Her bir test i¢in pozitif ve negatif kontroller

kullanilmigtir. Olusan {iriinler ethidium bromidle boyanmis %1’ lik agaroz jele
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yiiklenmigtir. Jel elektroforezde 100 V’da 60 dk yiiritiildiikten sonra UV altinda
bantlar goriintiilenmistir. C. parvum igin kullanilan LAMP primerleri SAM-1 genine

ait olup gen dizilimi Tablo 3. 3’ de belirtilmistir.

Tablo 3.3. LAMP reaksiyonu i¢in kullanilan primer dizileri

Primer Sekans (5°-37) Uzunluk Hedef

tipi Bolge
F3 ATTTGATRGACAAAGAAACTAG 22

B3 CGATTGACTTTGCAACAAG 19 g

[

c o

= O

FIP(Flc- TTGCGCCCTGTTAATCCAGCAT- 45 é S

F2) TAATTAATCCATCTGGCAGRTTT E 3:)

BIP(B1- TTGTAGATACATACGGAGGATGGG 46 %’ %

B2c) TCTACTTTAGTTGCATCTTTCC é 2

S €

PR

LF CTGCTGGCCCMCCAATTG 18 a2
LB CATGGRGGTGGTGCATTTAG 20

4. ARASTIRMA BULGULRI

Bu calismada Erzincan ilinde 2016 yili Mart ve Agustos aylari arasinda, 6 ay
boyunca 37’ si merkez mahalle, kdy ve beldelerinden, 30’ u Ili¢ ilgesine bagh
koylerden, 32’ si Tercan ilgeine bagli koylerden, 20 si Refahiye ilgesine bagh
koylerden, 18’1 Kemaliye ilgesine bagl kdylerden ve 3’ ii de Kemah ilgesine baglh

kdylerden olmak iizere 140 icme ve kullanma suyu 6rnegi toplanmaistir.

Calismada C. parvum, protozoonlar i¢in en ideal tanimlama sistemi lan molekiiler
yontemlerden LAMP ve PCR yontemleriyle tanimlanmig ve bu iki yontemin
sonuglar1 kiyaslanmistir. Aylara gore PCR ve LAMP analizi sonuglar karsilagtirmali
olarak Tablo 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 45, 4.6° da verilmistir. Ayrica PCR jel goriintiileri
Sekil 4.1° de, LAMP jel goriintiileri de Sekil 4.2° de verilmistir.
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Tablo 4.1. Mart ayinda toplanan numunelerin PCR ve LAMP analizleri

karsilastirmali sonuglart

Numune Alinan PCR LAMP Numune Alinan PCR LAMP
Noktalar Noktalar

1  Izeetpasa Mah. - - 13 Hiirrempalangasi - -

Koyi

2  Karaaga¢ Mabh. - - 14 Keklikkayasi Mah. - -
3 Gegit Beldesi - - 15 Bagpinar Koyt - -
4  Indnii Mah. - - 16 Kavakyolu Beldesi - -
5 Yavuz Selim Mah. - - 17 B.Cakirman Koyii - -
6  Mimar Sinan Mah. - - 18 Uziimlii Beldesi - -
7  Bahgeyazi Kdyii - - 19 Caglayan Beldesi - -
8  Yaylabas1 Beldesi - - 20 Derebik Koyt - -
9 FElmakdy Koyt - - 21 Mertekli Koyii - -
10 Yesilgcat Koyii-Merkez + + 22 Ciftlikkoy koyi - -
11 Catalarmut Bucag: - - 23 Kayacik Koyt - -
12 Balli Koyii - - 24 Corekli Koyii - -

Tablo 4.2. Nisan ayinda toplanan numunelerin PCR ve LAMP analizleri

karsilastirmal1 sonuglari

Numune Alinan PCR LAMP Numune Ahnan PCR LAMP
Noktalar Noktalar

25 Kogyatag Koyii - - 38 Yesilyayla Koyii - -
26 Gilimistarla Koyii - - 39  Yukariumutlu Koyt - -
27 Kayacik Koyii - - 40 Karapimar Koyii - -
28 Elmali Koy - - 41 Akgali Koyii - -
29 Kurugay Koyil - - 42 Kemaliye - -
30 Bagistas Koyii-ilic + + 43 Cakirtas Koyii - -
31 Cayyaka Koyii - - 44 Aslanoba Koyt - -
32 Bozyayla Koyii - - 45 Bugdaypinar Koyii - -
33  Copler Koyii - - 46 Aksogiit Koy - -
34  Akyurt Koyil - - 47 Yayladam Koyii - -
35 Sabirlt Koyt - - 48 Kutluca Koyt - -
36 Dostal Koyii - - 49 Yesilyamag Koyt - -
37 Adak Koyii - -
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Tablo 4.3. Mayis ayinda toplanan numunelerin PCR ve LAMP analizleri
karsilastirmali sonuglart

Numune Alinan PCR LAMP Numune Alinan PCR LAMP

Noktalar Noktalar
50 Yakakoy Koyt - 63 Yesilyayla Koyii - -
51 Basar1 Koyt - 64 Altinkaya Koyt - -
52  Avci Koyii - 65 Yazioren Koyi - -
53 Tuglu Kdyii - 66 Sogiitozii Koyt - -
54  Dolunay Kdyii - 67 Turgutlu Koyii - -
55 K.Armutlu Kdyii - 68 Yardere Koyl - -
56 Doruksaray Koyii - 69 FEkmekli Koyl - -
57 Cilesiz Koyl - 70  Yenikdy Koyt - -
58 Altintas Koyii (ilig) 71 Pekmezli Kdyii - -
59 Caylh Koyii - 72 Atma Koyii(ilic) - -
60 Kiiciikaga Koyii- i 73 Atma koyii -Kemah - +

Tercan
61 Karakaya Koyii - 74 Ortatepe Koyii- ili¢ + +
62 B.Armutlu Koyt - 75 Bessaray Koyt - -

Tablo 4.4. Haziran ayinda toplanan numunelerin PCR ve LAMP analizleri
karsilastirmal1 sonuglari

Numune Alinan PCR LAMP Numune Alinan PCR LAMP
Noktalar Noktalar

76 Cadirkaya Koyii - 88 Elald1 Koyii - -
77 Ganiefendigiftligi K. - 89 Daritepe Koyil - -
78 Gedikdere Koyii - 90 Miiftiioglu Koyii - -
79 Besgoze Koyii - 91 Yaylacik Koyi - -
80 Saghca K.-Tercan + 92 Mustafabey Koyii - -
81 Esenevler K.-Tercan + 93 Yaylayolu Koyii - -
82 Tepebasi Koyi - 94 Karacakiglak Koyii - -
83 Kiilliice Koyii - 95 Beykonak Koyii - -
84 Kalecik Koyl - 96 Aktas Koyii-Kemah - +
85 Gokpinar Koyt - 97 Beskaya Koyt - -
86 Basbudak Koyt - 98 Yalintag Koyt - -
87 Findikh Koyt -
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Tablo 4.5. Temmuz ayinda toplanan numunelerin PCR ve LAMP analizleri

karsilastirmali sonuglart

Numune Alinan
Noktalar

PCR LAMP Numune Alinan
Noktalar

PCR LAMP

99  Sarikaya Koyii
100 Kuzudren Koyii
101 Dallica Koyii

102 Karacaoren
Koyii-Tercan
103 Goktas Koyl

104 Catak Koyt

105 Kirantepe Koyii

106 Karayaprak
Koyt

107 Kuzuluk Koyii

108 Asut Koyt

109 Oren Kéyii

110
111
112
113

114
115
116
117

118
119
120

Yukariyenikdy Koyt
Kozluca Kdyii

Cath Koyt

Ugéren Koyii

Kozoren Koyt
Asagisiitli Koyt
Tabanh Kdyii
Akcayazi Koyii

Bagcagiz Koyl
Kurankoy Koyii
Biiyiikglimiislii K.

Tablo 4.6. Agustos ayinda toplanan numunelerin PCR ve LAMP analizleri

karsilagtirmali sonuglari

Numune Alinan
Noktalar

PCR LAMP Numune Alinan
Noktalar

PCR LAMP

121 Siitliice Koyt
122 Yalingoz Koyt

123 Kiigiikglimiislii K.

124 Yilmaz Koyt
125 Biger Koyt
126  Alapimnar Koyii
127 Dolayh Koyt
128 Damlaca Koyt
129 Gokseki Koyt
130 Percem Koyii

131 Altkdy Koyii

132 Siitpmar Koyt
133 Tandirl Koyt

134 Topalhasan Kdoyii
135 Gonye Kdyii

136 Ihidere Koyt

137 Cevizli Koyl
138 Baltas1 kdyii

139 Onurlu Koyii

140 Ekinci Koyt

42



45 46 47 4 49 50 51 52 53

67 68 69 70 71 72 33 74 75 76

55 56 57 58 59 60 61 62 g3 64 65 79 8 81 82 83 84 8 g g 88

111 112 q93 114 115 116 117 118 119 120
P N 8 90 91 92 g3 94 95 96 97 98

99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 119 121 122 123 124 125 126 127 128 129130 131 132

G

Sekil 4.1. PCR jel goriintiileri A:1-22 P pozitif, N negatif, B:23-44 ,C:45-66,D:67-
88, E:89-110, F:111-132, G:133-140
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OiNE27:8:28 29 30 131

11812 81351415816 B 17518819 520 , 21 22
33 34 35 36 37 33 39 40 41 42 43 44

S 69 70 71 /2 73 74, /5 /6

1

77 78 79 80 81 82 g3 84 g5 8 87 88

P N 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120

99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110

121 122 123 124 125 126 127 128 128 129 130 131

!

G

Sekil 4.2. LAMP teknigi jel goriintiileri A:1-22 P pozitif, N negatif, B:23-44 ,C:45-
66,D:67-88, E:89-110, F:111-132, G:133-140
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5. SONUC ve ONERILER

Calismamiz sonucunda PCR teknigi ile il merkezine bagl Yesilcat koyii, Ili¢ ilgesine
bagli Bagistas ve Ortatepe kdyleri, Tercan ilgesine bagli Esenevler, Kiicilikaga ve
Karacaodren kdylerinden alinan sular Cryptosporidium agisindan pozitif bulunurken,
LAMP teknigi ile il merkezine bagli Yesilcat kdyii, ili¢ ilcesine bagh Bagistas ve
Ortatepe koyleri, Kemabh ilgesine bagli Atma ve Aktas kdyleri, Tercan ilgesine bagli
Saglica, Esenevler, Kiicilkaga ve Karacaéren kdylerinden alinan sular

Cryptosporidium agisindan pozitif bulunmustur.

Su kaynaklarinda Cryptosporidium ookisti varliginin belirlenmesine yonelik yapilan
calismalarda, iilkelerin cografik yapisina, iklimine, bdlgede bulunan hayvan
populasyonuna gore etkenin saptanma oraninin yiizeysel su kaynaklarinda % 4.,4-
100, i¢me sularinda % 7,0-37,0 atik sularda ise % 25,5-100 arasinda degistigi
bildirilmistir (Smith ve Rose, 1998).

Erzincan ilinine bagh ilge ve koylerde en Onemli gecim kaynagi tarim ve
hayvanciliktir. Ozellikle ¢alisma sonucunda Cryptosporidium agisindan en yiiksek
orana sahip olan Tercan ilgesinde gecim kaynagi biiyiikbas hayvanciliktir. Islem
gormemis atik sularda, filtrelenerek islenen atik sularda, kanalizasyonda, yer alti
sularinda, yeryiizii sularinda ve islem gérmis igme suyunda ookistlerin tespit edilmesi;
sularin digki ile kirlendigini gostermektedir (Fayer, 2000; Koktiirk, 2002; Saygi, 1997).
Bu nedenle kirsal kesimlerden alinan su 6rneklerinin pozitif olmasi, enfekte hayvan
diskilarinin ¢evreye birakilmasi ve tarimda kullanilan atik sularin gevresel sular
araciligr ile su kaynaklarina ulagmasi sonucu digk: ile meydana gelen kirliligi akla

getirmektedir.

Aylara gore degerlendirildiginde ise Mart ayinda alinan 24 numuneden 1’ i, Nisan
ayinda toplanan 25 numuneden 1’1, Mayis ayinda alinan 26 numuneden 3’ii, Haziran
ayinda alman 23 numuneden 3’ i, Temmuz ayinda alinan 22 numuneden 1’i
Cryptosporidium agisindan pozitif bulunurken ve Agustos ayinda alinan 20
numunede Cryptosporidium tespit edilmemistir. Erzincan’in 1926- 2016 yillarinda

gerceklesen aylara gore ortalama yagis dagilimi Tablo 4.7° de verilmistir. En ¢ok
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yagis alan aylar ilkbahar aylaridir. Bu nedenle Hashwey ve arkadaslarinin da (1997)
belirttigi gibi, fazla yagan yagmur ve nemli havanin, icme suyu ve c¢evresel sularda
daha fazla kontaminasyona sebep oldugu diistiniilmektedir. Calismamiz sonug olarak
Kaya’nin 2011 yilinda Ordu il merkezinde belirlenen 5 istasyondan belirli araliklarla
topladig1 su 6rneklerini Cryptosporidium tiirlerine ait ookistler bakimindan MAF,
LAMP ve PCR teknikleri ile inceledigi ve yiizey sulartyla temas halindeki ii¢
istasyonda Cryptosporidium ookistlerini tespit edip en yiiksek degerlerine ilkbahar

mevsiminde rastladigi ¢alisma ile paralellik gostermektedir.

Tablo 5.1. Erzincan ili 1926 — 2016 yillar1 arasinda gerceklesen ortalama yagis
degerleri

Avl OrtalamaYagish Ayhk Toplam Yags Miktar1 Ortalamasi
ylar .. 2

GiinSayisi (kg/m?)
Ocak 9,4 27,5
Subat 8,9 30,8
Mart 11,2 41,8
Nisan 12,6 52,6
Mayis 13,8 52,6
Haziran 8,7 30,8
Temmuz 3,3 11,0
Agustos 2,4 6,4
Eylul 4,2 15,3
Ekim 8,2 40,7
Kasim 8,3 35,8
Aralik 9,3 28,2

Erzincan il merkezi, ilge ve koylerden topaldigimiz 140 su Orneginin C. parvum
acisindan 9’ u (% 6,4) LAMP ile pozitif bulunurken, PCR ile sadece 6 (% 4,3) 6rnek
pozitif sonu¢ vermistir. Aradaki farkin Alhassan ve arkadaslarininda (2007) belirttigi
gibi su numunelerinde bulunan olas1 PCR inhibitorlerinin mevcudiyetinden ve PCR

inhibitdrlerinin LAMP iizerine etki etmemesinden kaynaklandig: diistintilmektedir.

Calismamiz Karanis ve arkadaslarmin, 2007 yilinda yaptigi daha once IFA ile
Cryptosporidium varligi pozitif olarak rapor edilen 7 nehir suyu 6rnegini LAMP ve
PCR teknigi ile inceledikleri ve analizler sonucunda tim su 6rneklerini LAMP
teknigi ile pozitif bulurken PCR ile pozitif sonu¢ alamadiklar1 ve yine Alhassan ile

arkadaglarinin 2007 yilinda Bulgaristan'da yapitiklar1 ¢calismada 7 irmaktan alinan su
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orneklerinde Cryptosporidium tiirlerini tespit etmek amaci ile LAMP ve PCR
tekniklerini karsilastirilmali olarak kullandiklari, sonucunda su 6rneklerinden 7' sini
LAMP yontemi ile Cryptosporidium agisindan pozitif bulurlarken, PCR yontemi ile
hicbir ~ 6rnekte  Cryptosporidium  belirlemedikleri  ¢alismalarla  benzerlik

gostermektedir.

Bu ¢alisma sonucunda LAMP yontemi ile Koloren ve arkadasglarimin da (2010),
belirttigi gibi C. parvum gibi parazitlerin kisa zamanda tespit edilebildigi, teknigin
ekonomik, kolay uygulanabilir ve yiiksek duyarliliga sahip olmasi nedeni ile birgok
alandaki tan1 laboratuvarlarinda kullaniminin miimkiin oldugu ve standart bir PCR
calismasi i¢in harcanan siirenin tli¢te biri kadar daha kisa bir siirede sonu¢ almanin

miimkiin oldugu sdylenebilir.

Insan yasammin olmazsa olmazi olan su smirli bir kaynaktir. Diinyadaki niifusun ve
sanayi liretiminin hizla artisina ragmen su kaynaklarinin siirli olmasi bu kaynaklarin
zamanla kirlenmesine ve tiiketilmesine neden olmaktadir. Diinya niifusunun yaklagik
%40’ yasadigr 80 iilke simdiden su sikintisi ¢ekmektedir. Bu sebeple su
kaynaklart ¢ok 1iyi degerlendirilmeli ve alinacak Onlemlerle kirletilmesi

engellenmelidir (Ceber vd., 2005).

Su, Cryptosporidium’ un tasmmmasinda en Onemli araglardan biri olarak
goriilmektedir (Millar, 2002). Cryptosporidium’ un igme sularinda kontrol edilmesi
gereken yeni ve en Onemli kontaminantlardan biri oldugu tespit edilmistir.
Cryptosporidium ookistlerinin sularda genis yayilim gosterdigi ve dokunulmamis
yiizey sularinda, filtre edilmis ylizme havuzu suyunda, hatta klorlanmis veya filtre

edilmis igme sular1 gibi her tip suda bulunabildigi belirtilmistir (Chen vd., 2002).

Ulkemizde su kokenli Cryptosporidium spp. varligin1 saptamaya yonelik ¢alismalar
yok denecek kadar az bulunmaktadir. Bu ¢alisma Erzincan ili igme ve kullanma suyu
orneklerinde C. parvum’ un varligin1 molekiiler yontemler ile gostermek i¢in yapilan
ilk c¢aligmadir. Bu g¢alisma gelecekte planlanan epidemiyolojik ¢alismalarla
Cryptosporidium spp. genotiplendirilmesi, filogenetik iliskinin belirlenmesi ve bulas

kaynaklarin saptanmasinda yararli olacaktir. Calismamiz; elde edilen veriler ile
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toplum sagliginin korunmasi, iyilestirilmesi ve yasam kalitesinin arttirilmasina katki

saglamaktadir.

C. parvum enfeksiyonlarmin gerceklesmemesi i¢in Oncelikle su kaynaklariin
kontrol edilmesi gerekmektedir. Ookistlerin yok edilmesi enfeksiyonlarin
Onlenmesinde onemlidir (Aysal, 2004). Bu nedenle su kaynakli C. parvum’ un
kontrolii i¢in, filtrasyon ve dezenfeksiyon islemleri birlikte uygulanmalidir. Diger
taraftan Cryptosporidium ookistlerini elimine etmek i¢in, yalnizca klorlama isleminin
yeterli olmadig bildirilmistir (Korich vd., 1990). Ulkemizde de igme ve kullanma
suyu dezenfeksiyonunda klorlama isleminin uygulandigi goz oniine alinirsa, dnlem
amaci ile risk altinda olan bdlgelerdeki igme sularinin en az 1 dakika siire ile 72

°C’de tutularak ookistlerin aktivitelerini yitirmeleri saglanmalidir (Dillingham,

2002).

Cryptosporidium tiirlerinin digki kontaminasyonu ile su kaynaklarinin kirlenmesi
sonucu yayildigr gbzoniine alinirsa kurumlar bu konuda bilgilendirilmeli ve bu
kurumlarin kanalizasyon atiklarini aritima sistemleri kullanarak ya da igme suyu

kaynaklarindan uzak yerlere bosaltarak 6nlem almalar tavsiye edilmektedir.

Sonug olarak; sudan kaynaklanan cryptosporidiosis vaka ve salginlarinin 6nlenmesi
ve dolayisiyla halk sagliginin korunmasinda C. parvum’ un ookistlerinin hangi su
kaynaklarinda bulundugu ve bu su kaynaklar1 i¢in kontaminasyon nedenlerinin
belirlenerek gerekli onlemlerin alinmasi ve miicadele yontemlerinin belirlenmesi

gerekmektedir.
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