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OZET

SAMSUN VE GIRESUN iLLERinEN ALINAN SU ORNEKLERINDE
Cryptosporidium parvum’un MOLEKULER TEKNIKLER KULLANILARAK
TESPIiT EDILMESI

Emine AYAZ

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dal1, 2015
Yiksek Lisans, 155 s.

Danigsman: Dog¢ Dr. Zeynep KOLOREN

Bu ¢alismada, 2012, 2013 sonbahar; 2013, 2014 ilkbahar aylarinda Giresun ve
Samsun illerinde belirlenen toplam 45 istasyondan 420 cevresel, 120 icme suyu
ornegi alinmistir. Alman su 6rneklerinden DNA izole edilerek Nested PZR ile 18S
tRNA geni, Ilmige Dayali izotermal Amplifikasyon (LAMP) ydntemiyle SAM-1
hedef geni kullanilarak Cryptosporidium parvum’un varligi arastirilmistir. Kullanilan
iki metotla, Samsun ve Giresun illerinden alinan igme suyu 6rneklerinin hi¢ birinde
Cryptosporidium DNA’sina rastlanilmamistir. Samsun il ve ilgelerinden alinan 240
cevresel su 6rneginin 101°1 (%42) LAMP yontemi ile, 92°si (%38.3) Nested PZR
yontemi ile Cryptosporidium’un varligi agisindan pozitif bulunmustur. Giresun il ve
ilgelerinden alinan 180 ¢evresel su 6rneginde LAMP yontemiyle 74 (%41.1), Nested
PZR ile 70 (%38.8) drnekte Cryptosporidium DNA’s1 tespit edilmistir.

Nested PZR yoéntemiyle pozitif olan 6rnekler PZR-RFLP teknigi kullanilarak Rsal
restrilksiyon enzimiyle kesilmistir. Elde edilen kesim {iriinleri degerlendirildiginde
tim pozitif 6rneklerin C. parvum turine ait oldugu goézlenmistir. 18S rRNA gen
bolgesinin ¢ogaltildigi PZR iiriinlerinden 18 6rnegin sekansi alinmstir.

Samsun ve Giresun il smirlarinda yer alan ¢evresel ve igme suyu kaynaklarinda su
kokenli protozoonlar ile ilgili ¢alismalar yok denecek kadar azdir. Bu ¢alismayla
aragtirma alaninda su kirliligine neden olan su kékenli protozoon Cryptosporidium
tdrlerinin tespiti uluslararasi kabul gérmiis molekiiler tekniklerle saglanmistir. Gerek
bolgedeki halk saglig1 i¢in tehlikeli protozoonun varliginin tespitiyle halk sagligim
korumaya yonelik temel bir ¢aligma olmas1 gerekse yapilacak diger ¢alismalar igin
kaynak olusturmasi bu ¢alismanin 6nemini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium parvum, Molekdler teknikler, Samsun,
Giresun



ABSTRACT

INVESTIGATION ON Cryptosporidium parvum BY USING MOLECULAR
TECHNICS iN WATER SAMPLES COLLECTED FROM PROVINCES OF
GIRESUN AND SAMSUN

Emine AYAZ
University of Ordu
Institute of Science

Department of Biology, 2015
MSc. Thesis, 155 p.

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zeynep KOLOREN

In this study, 420 environmental samples and 120 drinking water samples were
collected from a total of 45 stations of Samsun and Giresun provinces in the period
of 2012, 2013 falland 2013, 2014 spring. DNA isolated from water samples were in
vestigated by Nested PCR for 18S rRNA gene and Loop mediatediso thermal
amplification (LAMP) for SAM-1 target gene. There are not any Cryptosporidium's
DNA by this two methods was found in drinking water samples collected from
Samsun and Giresun Provinces. One hundred one (%42), 92 (%38.3) of 240
environmental samples has been found positive by LAMP, Nested PCR respectively
in the province of Samsun. Seventy four (%41.1), 70 (%38.8) of 180 environmental
samples were positive by LAMP, Nested PCR respectively in the province of
Giresun.

The samples of which are positive by Nested PCR has been cut with Rsal restriction
enzyme by using PCR-RFLP method. When there sulting of cut product sevaluated,
all positive samples have been observed as C. parvum. These quence of twenty one
samples which are 18S rRNA gene PCR products has been obtained.

There are a few study about water-borne protozoans in environmental and drinking
water resources of Samsun and Giresun Province. The water-borne protozoan G.
intestinalis which are causes of water pollution in the in vestigated region were
determined by the internationally accepted molecular techniques in this research. The
importance of this study was to establish both a basic work for protecting public
health by detecting the presence of the danger ous protozoan in the in vestigated area
and the source for other next studies.

Key Words: Cryptosporidium parvum, Molecular methods, Samsun, Giresun
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1. GIRIS

Canli hayatinin devamini saglamada temel unsur olan su, sadece insanlar i¢in
degil, dogadaki tiim canlilar icin yasamsal Onem arz eden Onemli dogal
kaynaklardan birisidir (Toroglu ve ark., 2006). Tiim metabolik olaylarla dogrudan
iliskili olan su; cesitli yas gruplarina gore farkliliklar gostermekle birlikte insan
viicudunun ortalama %70’ini olusturmaktadir (Giiler, 1997). Su, vicudumuzun
pH dengesini koruyarak besinlerin ve artik maddelerin hiicrelerdeki organellere
dagilmasimi saglar. Kullanim alanlarinin yayginligi ve ikame edilememesi suyun

onemini arttirmaktadir (Akin ve Akin, 2007).

Suyun hal degistirerek yerylizii ile atmosfer arasindaki dolasimina “hidrolojik
dongili” denir. Bu siire¢ sirasinda suya karisan maddeler, suyun fiziksel, kimyasal
ve biyolojik 6zelliklerini degistirerek “su kirliligi” olarak adlandirilan durumu
ortaya ¢ikarmaktadirlar. Su kirliligi terimi, sularda insan etkisiyle olusan ve suyun
kullanimim kisitlayan veya tamamen engelleyen ve su kaynaklarinin kalitesini
diistirerek, kullanimi bozacak diizeyde organik, inorganik, biyolojik ve radyoaktif

kirleticiler igermesi olarak tanimlanmaktadir (Uslu, 2001).

Su kirliliginin, ortamda yasayan canlilar1 dogrudan dogruya etkiledigi géz Oniine
alinirsa, suya olan gereksinimin artmasiyla beraber su kaynaklarinin kalitesinin
izlenmesi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Oncelikle su kirliligine neden olacak ve
kirlilik etmeni veya tehdidi olusturabilecek problemlerin tespit edilmesi gerekir.
Cunkl su, oral-fekal enfeksiyon zincirinin en 6nemli halkasidir. Evsel ve
endiistriyel kaynakli atik sularin igme ve kullanma sularina karigmasiyla birgok
patojen mikroorganizma suda hizla tireyerek salgin hastaliklarin olugsmasina neden
olabilmektedirler (Fakir, 2012; Aksu, 2004). Bu nedenle icme ve kullanma
sularin insan sagligini tehdit eden zararli mikroorganizma ve kimyasal
maddelerden arindirilmis olmasi gereklidir (Baltaci, 1998). Cesitli nedenlerle
kirletilmis su kaynaklarinin 1slah edilmesi ve dogal kaynaklarinin korunmas i¢in,

su kalitesinin izlenmesi ve degerlendirilmesi ¢aligsmalarinin hizlandirilmas: gerekir

(Dinger, 2014).

Niifusun hizla artmasina karsin su kaynaklarinin sabit kalmasi nedeniyle givenilir

suya olan ihtiya¢ her gecen gun dnemini arttirmaktadir. Bu nedenle, kisitli olan



icme ve kullanma sularinda mikrobiyolojik kirlilik halk sagligi agisindan 6nemli
bir sorun olusturmaktadir (Alkan ve ark., 1999). Gelisen dinyada tim
hastaliklarin ~ yaklasik  %80’inin  gilivenilir su ve temizlik kosullarinin
yetersizliginden kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Her yil blyiik bir kismini
cocuklarin olusturdugu 5 milyondan fazla kisi, su kirliligine bagli hastaliklarla

hayatin1 kaybetmektedir (Anonim, 2007; Kaya, 2011).

1.1. Suyun Onemi ve Su Kirliligi

Tarih boyunca su, yasamin her alaninda sahip oldugu O6nem nedeniyle, tim
canlilar i¢in en ¢ok ihtiya¢ duyulan temel unsurlardan biridir (Ozsoy, 2009). Bu
nedenle, yiizyillar boyunca hizla artis gosteren kentlesme ve endiistrilesme stireci
sonucunda insanlarin en temel ihtiyaclari olan icme suyunun saglikli olarak temini

de yasamsal 6nem kazanmistir (Kali, 2008).

Diinya iizerinde toplam su miktar1 yaklasik 1.4 milyar km*'tiir. Bu sularin %97.5’i
okyanuslarda ve denizlerde tuzlu su olarak, %2.5’1 ise nehir ve gollerde tath su
olarak bulunmaktadir (Giirer, 2007; Ozdemir, 2010). Tatli su kaynaklar1 smirl
oranlarda yagislarla kendini yenileyebilen dogal kaynaklardandir. Yeryiiziiniin
Y2’Unlin sularla kapli olmasi, su bollugu oldugu goriiniimii verirken, dinya
niifusunun {igte biri 6nemli derecede su sikintis1 gekmekte ve 2025 yilina kadar bu
oranin Ozellikle kalkinmakta olan iilkelerde daha iist smirlara yilikselmesi
beklenmektedir (Anonim, 2003; Ozsoy, 2009; Kaya, 2011). Bu nedenle su
kaynaklarmin degerlendirilmesi ve bilingli atik su yonetimi i¢in su kalitesini
bozmadan alinacak Onlemlerle, akarsu kaynaklarinin kirletilmesinin 6nlenmesi
hayati 6nem tasimaktadir (Coskun, 2012).

Ulkeler kisi basma diisen yillik su miktarina gére su zengini ve fakiri olarak
gruplandirilmaktadir. Yillik kisi basina diisen kullanilabilir su miktar1 1 000
m®ten daha az ise su fakiri, 1 000-2 000 m?® arasinda su azlig1 ¢eken ve 2 000
m*’ten c¢ok ise su zengini Ulkeler olarak tanimlanirlar. Bugiin Tiirkiye 'nin
niifusunun yaklagik 72 milyon oldugu diisiiniiliirse, kisi basina diisen 1 555 m?*’liikk
yillik kullanilabilir miktariyla su azligi yasayan {ilkeler arasinda yer aldigi

sOylenebilir (Atalik, 2006).



Devlet Su Isleri’nin (DSI) su potansiyeli hesaplamalarina gére Tiirkiye kisi basina
yillik 1 652 m? su potansiyeline sahiptir. Bir¢ok iilkede oldugu gibi lilkemizde de
dogal kaynaklarin dikkatsiz kullanimi sonucu temiz su ihtiyaci her gegen giin
artmaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) tahminlerine gore Turkiye 2030
yilinda su sikintis1 yasayan iilkeler arasinda yer alacaktir (Coskun, 2012; Dinger,
2014).

Hizla artan diinya niifusu ve insanoglunun daha iyi yasam standartlarin1 yakalama
arzusu nedeniyle ekolojik denge bozulmakta ve c¢evre kirliligi canlilarin yasamini
tehdit altina almaktadir (Yorulmaz, 2006). Dogal kaynaklarin asir1 ve yanlig
kullanim1 sonucunda, yagamin temel unsurlar1 olan hava, su ve topragin yapisini

bozulmaktadir (Ozgaglar, 2000).

Su kirliliginin kontroliiniin esaslarinin belirlenmesi igin gerekli olan hukuki ve
teknik esaslar1 ortaya koymayr hedefleyen Su Kirliligi Kontrolii Yo6netmeligi
(SKKY), 1988 yilinda yiirirlige girmistir (Resmi Gazete, 1988). Bu yonetmelige
gore su kirliligi; su kaynaginin kimyasal, fiziksel, bakteriyolojik, radyoaktif ve
ekolojik 6zelliklerinin olumsuz yonde degismesi seklinde gozlenen ve dogrudan
veya dolayli yoldan biyolojik kaynaklarda, insan sagliginda, balik¢ilikta, su
kalitesinde ve suyun diger amaglarla kullanilmasinda engelleyici bozulmalar
yaratacak madde veya enerji atiklarinin bosaltilmas: seklinde tanimlanir. Yuzey
sularinin kirlenmesine sebep olan kirlilik etkeni ve kaynaklar1 Cizelge 1.1°de

gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Yuzey sularini kirletme potansiyeli bakimindan kirletici kaynaklarin Diinya
Saglik Orgiti’nce (DSO) yapilan siniflandirmasi (Dinger, 2014)

Kirlilik Etkeni Kaynag

Bakteriler, viriisler ve diger hastalik Hastalikli veya hastalik tagiyan organizmalar
yapici canlilar

Organik maddelerden kaynaklanan Olmiis bitki ve hayvan artiklari

kirlenme

Endustri atiklari Fenol, arsenik, siyanir, krom, kadmiyum vb.

Yaglar ve benzeri maddeler Her tiirlii yaglar, petrol vb.

Sentetik deterjanlar Fosfat bazli kimyasallar

Radyoaktivite Radyoaktif maddeler (plitonyum, uranyum,
toryum vb.)

Pestisitler Zararhlarla miicadelede kullanilan organik
maddeler

Yapay organik kimyasal maddeler Petrol ve tlrevleri

Anorganik tuzlar Toksik degillerdir ancak yiiksek dozda iken
tehlike yaratirlar

Yapay ve dogal tarimsal giibreler Gibrelerin icerdigi azot ve fosfor elementleri

Atik 151 Termik santraller

Diinyanin bir¢ok bolgesinde, tatli su kaynaklarinin mikrobiyal kontaminasyonu
halk sagligi agisindan hala biiyiik bir sorun olusturmaktadir. Sularin hijyenik
acidan kirlenmesine neden olan hastalik yapici mikroorganizmalar, genellikle
hastalikl1 (portér=hastalik tastyici) hayvan ve insanlarin digkilariyla taginmaktadir.
Bulasici etki ya bu atiklarla dogrudan temasla ya da bu atiklarin karistigi sulardan
dolayl olarak gerceklesir. Endiistriyel, tarimsal ve evsel artiklarla kirlenmis sular
higbir isleme tabi tutulmadan ya da bir kismi islenerek dere ve gollere sik sik
bosaltilmakta, bunun sonucunda yilizey sularinin kalitesi bozulmaktadir. Bu
nedenle insan ve hayvan digkilari igeren ve dnemli saglik riski olusturan atiklarin

alict ortamlara verilmesinden O6nce uygun bir dezenfeksiyon islemi yapilmasi

gerekir (Alkan ve ark., 1999; Kaya, 2011).

Son zamanlarda biiylik sehirlerimizde yapilan calismalarda sebeke sulari,
mikrobiyolojik kalitelerinin yani sira fizikokimyasal Ozellikleri yoniinden de
degerlendirilmektedir. Saghik Bakanligi verilerine gore; {lilke genelinde il
merkezlerinden alinan sebeke sularinin %17’si, kaynak sularmin %31.4°(;
ilgelerden alinan sebeke sularinin %36.6°s1, kaynak sularmin ise %36.3’i

standartlara uygunluk géstermemistir (Alemdar ve ark., 2009; Demirel, 2014).



1.2. Su Kalite Standartlar:

Toplum sagligi acisindan, igme ve Kkullanma sularinin hastalik  yapici
mikroorganizmalar1 ve zararli kimyasal maddeleri icermesi istenmemektedir. Bu
nedenle su kalitesinin belirlenmesinde, suyun faydali bir sekilde kullanilmasini
saglayan tiim fiziksel, kimyasal ve biyolojik parametrelerin tespit edilmesi
gerekmektedir. Sularda bu sartlarin saglanabilmesi ve suda bulunmasi arzu
edilmeyen maddelerin belirli bir seviyenin altinda tutulmasinin saglanmasi
amaciyla ¢esitli standartlar gelistirilmistir. Bunlar arasinda DSO tarafindan
gelistirilen igme suyu standartlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir (WHO, 1996;
Kaya, 2011). Bu standartlarin olusturulmasindaki amag, suyun igerdigi bir takim
maddelerin belli sinirlar1 agmas1 halinde ortaya ¢ikabilecek su kirliliginin insan

yasamina zararh etkilerinin dnlenmesidir (Ozdemir, 2010).

Resmi Gazete’de 31/12/2004 tarih ve 25687 sayiyla yayinlanarak yiirtirliige giren
SKKY’nin, 1. maddesinde amacini, iilkenin yeralti ve yeriistii su kaynaklari
potansiyelinin korunmasi ve en iyi bir bigcimde kullaniminin saglanmasi i¢in, su
kirlenmesinin Onlenmesini stirdiirtilebilir kalkinma hedefleriyle uyumlu bir
sekilde gerceklestirmek iizere gerekli olan hukuki ve teknik esaslari belirlemek

olarak tanimlamaktadir.

Saglikli ve temiz su; insan sagligima zararli olabilecek mikroorganizmalar1 ve
kimyasallar1 icermeyen, ancak insan yasami i¢in gerekli mineralleri gerekli
miktarlarda biinyesinde bulunduran renksiz, kokusuz ve berrak olmalidir (Ozsoy,
2009). Su kalitesi olcutlerinin tespit edilmesindeki temel amaclardan ilki suyun
kirlenmekten korunmasidir. Clinkii dezenfeksiyon islemi uygulanmis i¢gme suyu;
ham suyun kalitesine ve aritim derecesine bagli ya da aritimdan sonra,
depolanmasinda ve dagitim sathasinda degisiklige ugrayarak bozulabilmektedir.
Dezenfeksiyon islemi 6zellikle halk sagligini tehlikeye diisiirebilecek sonuglarin
engellenebilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu nedenle su kaynaklarinin insan
ve hayvan atiklar1 ile kirlenmesinin engellenmesi oOzellikle gastrointestinal

hastaliklardan korunmak i¢in hayati 6nem arz etmektedir (Dinger, 2014).

Su kalitesi kriterleri ile su kalitesi standartlar1 arasinda ayrim yapmak cok

onemlidir. Kriterler suyun guvenilir olarak kullanimini saglayan ve suyun



kalitesini bozan farklt maddeler lizerinde getirilen nitel veya nicel sinirlamalardir.
Standartlar ise, bu kriterlerle birlikte suyun kullanim amaglarmi ve kalitesini
koruyabilecek sekilde planlanan gerekli aritmalar ile denetim yollaridir (Dinger,
2014). Su kalite Kkontroliiniin yapilabilmesi ve gerekli standartlarin tesis
edilebilmesi i¢in oncelikle su kaynaklarinin hangi maksatlar i¢in kullanilacaginin
bilinmesi gereklidir (Twort, 1974; Fakir, 2012). Her ulkenin kendine 6zgl i¢cme
suyu kalite standardi vardir. Ulkemiz icin kabul edilen TSE 266 I¢me Suyu
Standard1 17.02.2005 tarih ve 25730 sayili Resmi Gazete’de yayinlanarak

yiiriirliige giren Insani Tiiketim Amagl Sular Hakkinda Y&netmeliktir.

Fekal kirlilik insan ve insan dis1 ¢esitli kaynaklardan meydana gelmektedir. Insan
kaynakli fekal indikatorlerin kontaminasyonu insan sagligi icin biiyiik risk
olusturmaktadir (Scott ve ark., 2003). Protozoonlar ve bazi enteroviriisler klor
iceren bircok dezenfektana karsi olduk¢a dayaniklidir. Bu nedenle dogrulama
testlerinde, intestinal enterokoklar, Clostridium perfringens ve bakteriyofajlar gibi
organizmalar igin ¢esitli analizlerin yapilmast gerekir. Farkli tipte su
kaynaklarinda bulunan fekal indikatorler ve enterik patojenlerin bulunduklari yere
gore maksimum ve minimum degerleri Cizelge 1.2°de, igme suyunda bulunan ve
suyla taginan protozoonlar ise Cizelge 1.3°de gosterilmistir (Anonim, 2008; Kaya,
2011).



Cizelge 1.2. Farkli tipte su kaynaklarinda (1 litrede) bulunan fekal indikatorlerin ve
enterik patojenlerin sinir degerleri (WHO, 2008)

Yerlesim Yerlesim
Patojenyada  Goller ve baraj " $ . bélgelerinden Yeralti
i s bélgelerindeki .
enterik grup golleri uzaktaki dere suyu
dere ve irmaklar
ve irmaklar
Campylobacter 20 - 500 90 - 2500 0-1100 0-10
358000
Salmonella _ _
(3 - 1000)
E. coli 10000-1000000  30000-1000000 6000 — 30000 0 - 1000
Virisler 1-10 30-60 0-2
Cryptosporidium 4-29 2-480 2-240 0-1
Giardia 2-30 1-470 0-1

Cizelge 1.3. igme suyu &rneklerinde bulunan ve suyla tasinan patojenler (Anonim, 2008)

Sashsa Su ortaminda  pH: 7-8 iken Nispi Anemli
Patojen g8 (20°C) standart P
etkisi bulagict  hayvansal
(protozoon) (salginlar) hayatta dozda klora doz kavnak
salginia kalma siiresi  dayaniklilig y
Acanthamoeba spp. Y iiksek zfagt;islei? <1dk. > 10* Yok
Cryptosporidium Yiiksek 1 aydan > 30 dk. > 10° var
parvum fazla
Cyclospora Y iiksek laydan fazla > 30 dk. > 10* Yok
cayetanensis
Er_1tam0(_eba Yiiksek 1 haftaile 1 > 30 dk. > 10° Yok
histolytica ay arasl
Giardiaintestinalis  Yuksek L M@HEDINT s agge s 100 var
ay arasi
. . , Degisken Genellikle 2 104
Naegleria fowleri Yuksek olabilir <1dk 10--10 Yok
Toxoplazma gondii Yiksek 1 aydan fazla > 30 dk. > 10* Var




Insan saghgini olumsuz yonde etkileyen biyolojik ajanlar, su ve besim maddeleri
ile viicuda alinip, bobreklerde ve bagirsaklarda lokalize olarak diski ve idrarla dis
ortama atilmaktadir (Yousefi, 1991; Aysal, 2004). Cevreye verilen parazit
ookistleri igme ve kullanma sulari, eglence amagli kullanilan sular araciligiyla
insanlara bulagmaktadir. Su yolu ile yayilan ve hastaliklara neden olan parazitler
arasinda C. parvum, G. intestinalis, E. histolytica en Onemlileridir (Bilgehan,
1990; Yousefi, 1991; Aysal 2004). Enfeksiyon; kirli ellerle, kirli besin ve sularin
agiz yoluyla alinmasi ile ger¢eklesmektedir. Tiim canlilar tarafindan kullanilan

suyun emin ve giivenilir olmasi gerekmektedir (Aysal, 2004).

fgme-kullanma sularina uygulanan dezenfeksiyon isleminde, dezenfeksiyon dozu
diisiikk tutularak yan iirlinlerden kaynaklanan kirlenmenin Onlenmesi saglanir.
Igme-kullanma sularma uygulanan dezenfeksiyonda klor kullanilmasi durumunda
uc¢ noktalardan alinan numunelerde serbest klor miktar1 0.5 mg/L’den fazla

olmamalidir (Anonim, 2005; Demirel, 2014).

Paraziter enfeksiyonlarin yayilmasinin Onlenmesi i¢in suyla gecen diger
patojenlere karst uygulanan Onlemlere ilave uygulamalarin da yapilmasi
gereklidir. Son yillarda giderek Onemini arttiran Cryptosporidium ookisti ve
Giardia kistleri gibi paraziter etkenlerin ortamdan uzaklastirilmasinda kimyasal
koagtilasyon, flokiilasyon, sedimentasyon, filtrasyon gibi ¢oklu bariyer yontemleri
de uygulanmaya baslanmistir. Ayrica son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda
ozonun ve sularin ultraviyole (UV) ile islenmesinin, canli C. parvum ookistlerini

iceren su kaynaklarinin dezenfeksiyonunda etkili oldugu gosterilmistir (Ardig,
2007; Kaya, 2011).

Bu c¢alismada suyun hayatimizdaki 6nemi, su kirliligi ve su kirliligin 6nlenmesi
gibi nedenler dikkate alinarak; Samsun ve Giresun illerinden alinan su
orneklerinde C. parvum un varliginin molekiler yontemler kullanilarak (LAMP,
IFA, PZR-RFLP, NESTED PZR) tespit edilmesi amaclanmaistir.

Su kirliligine neden olan parazitlerin varligini tespit etmek, bu kirlilige karsi
alinacak onlemlerin belirlenmesinde ilk asamadir. Bu ¢alisma sonucunda; Giresun

ve Samsun illerinde ve ¢evrelerindeki ilgelerde mevcut su kaynaklarinin ne oranda



su kokenli C. parvum ile kontamine oldugu tespit edilecek ve ona gore parazitin

bulagimi ve yayilmasini 6nleme amagli stratejik bir plan olusturulacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Insan ve hayvanlarda gastrointestinal hastaliklara neden olan C. parvum, 4-6 um
biiyiikliigiinde ve evrimini tek bir konakta tamamlayan zorunlu hiicre i¢i bir
protozoondur (Terzi, 2005). Cryptosporidium tiirlerinin etken oldugu hastalik
kriptosporidiyoz olarak adlandirilmaktadir. Oral-fekal yolla bulasan bu paraziter
enfeksiyonun ortaya ¢ikmasi igin, ookistlerin enfekte insan, hayvan ya da
kontamine su ve yiyecekler aracilifiyla alinmasi gerekmektedir (Kaya, 2011).
Diyare, karin agrisi, bulanti, kusma ve kilo kaybi gibi belirtiler gosteren
kriptosporidiyoz, bagisiklik sistemi bozulmus kisilerde hayati tehdit edebilir.
Cryptosporidium tiirlerinin en onemli 06zelligi igme ve kullanma sularia
uygulanan klorlama islemine karsi diren¢li olup nemli ortamda aylarca canli
kalabilmesidir. Bu nedenle su yoluyla meydana gelebilecek biiyiik salgmlari
olusturma riski tasimaktadir (Lucio-Foster ve ark., 2004; Uyar ve Ozkan, 2009).

2.1. Cryptosporidium’un Tarihgesi

Apicomplexa subesinin Coccidia grubunda yer alan Cryptosporidium cinsi ilk kez
1895 yilinda Clarke tarafindan fark edilerek “fare mide epiteli lizerinde yer alan
spor kiimeleri” seklinde tarif edilmistir (Fayer ve Ungar, 1986; Current ve Garcia,
1991; Ok ve ark., 1995). Amerikali parazitolog Ernest Edward Tyzzer de paraziti
1907 yilinda laboratuvar faresinin gastrik kriptlerinde tespit etmistir. Arastirici
diger Coccidia cinslerinden farkli olarak ookistlerinin iginde sporokistlerinin
olmamasi nedeniyle eski Yunancada “hidden sporocysts (sakli kist)” anlaminda
gelen Cryptosporidium olarak isimlendirmistir (Casemore ve ark., 1985; Hashwey
ve ark., 1997). Fare mide bez epitelindeki bu tire Cryptosporidium muris
adlandirilmasida yine 1910 yilinda Tyzzer tarafindan yapilmistir. Daha sonraki
caligmalarinda da bu protozoonun seksiel ve aseksiel gelisimini agiklayarak
ookistlerin digk: ile disar1 atildigin1 ve ookistlerin i¢cindeki sporozoitlerin serbest
halde oldugunu tespit etmistir. insanlarda enfeksiyon yapan ve C. muris’inkinden
daha kiigiik ookistlere sahip olan yeni tiirii ise 1912 yilinda C. parvum olarak
tanimlamis ve olusturdugu hastaliga ise kriptosporidiyoz adin1 vermistir (Fayer ve
Ungar, 1986; Aysal, 2004; Xiao ve ark., 2004; Fayer, 2008; Fayer, 2010; Ekinci,
2012). Yine Tyzeer 1929 yilinda tavuklarin bagirsak epitellerindeki paraziti C.

10



parvum olarak tanimlamistir. Levine 1961 yilinda bu tiri C. tyzerr olarak
degistirilmistir. Yaklasik 20 sene sonra da bu yeni tlrin C. meleagridis ile ayni
oldugu agiklanmistir (Wittner ve ark., 1993; Fayer, 2008; Delioglu, 2011).

Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda ise balik, siiriingen ve kuslarda etkili
olan Cryptosporidium tiirleri tespit edilmistir (Current ve Bick, 1989; Sears ve
Kirckpatrick, 2001). Slavin 1955 yilinda 10-14 giinliik hindi palazlarinda siddetli
ishal ve 6ltime neden olan C. meleagridis’i yeni bir tiir olarak belirtmistir. Bu
tiirin hindilerde yaygin olarak ishale, nadir olarak da O&liime sebep oldugu
belirtilmistir (Starling ve Arrowood, 1993). Sigirlarda Cryptosporidium etkeninin
diyareye neden oldugu 1970’lerin basinda rapor edilmistir Yapilan ¢aligmalar ile
birlikte parazitin yapmis oldugu hastaligin 6nemi de ortaya ¢ikmistir (Sears ve
Kirkpatrick, 2001; Fayer, 2008).

Cryptosporidium ile ilgili ilk insan olgusu 1976 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nin (ABD) Washwille bolgesinde immun sitemi yeterli, kusma, ishal ve
karin agris1 sikayeti olan bir kiz ¢ocugunda goriilmiistlr. Hastaligin akut ve
kendini siirlayan enterokolit seklinde seyrettigi bildirilmistir. Daha sonra baska
bir olgu da immun sistemi baskilayici ilag kullanan bir ¢iftgide gorilmustiir. Bu
olgunun bir ciftlikte yasayan hayvanlarda saptanan enfeksiyonla ayni zamanda
ortaya c¢ikmis olmast nedeniyle kriptosporidyozun bir zoonoz olabilecegi
belirtilmistir. ABD’nde Edinilmis Bagishik Eksikligi Sendromu (AIDS)
hastalarinda parazite bagli olarak gelisen ishal olgularinin artmas: nedeniyle
Ooneminin arttig1 saptanmustir (Slavin, 1955; Fayer ve Ungar, 1986; Current ve
Bick, 1989; Current ve Garcia, 1991; Meisel ve ark., 1992).

AIDS’li hastalarda 1981-1982 yillarinda da goriilen uzun sureli, sik sik bol sulu
digki, zayiflama gibi belirtiler enfeksiyonun firsat¢1 patojen olabilecegini
diistindiirmiistiir. Normal bagisiklik sistemine sahip ve immun sistemi baskilanmig
olan kisilerde hastalik olusturabilen bu parazitin 6zellikle AIDS’li hastalarda
sekillenen ishal olgularinda izole edilmesinin ardindan, 1982 yilinda ABD’nde
Hastalik Kontrol Merkezi (CDC) tarafindan AIDS’li hastalarda ishal
nedenlerinden biri olarak kabul edilmistir. Daha sonraki yillarda yapilan

caligmalarda hayvan bakicilarinda, turistlerde ve bagisiklik sistemi saglam
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kisilerde de salginlara neden oldugu bildirilmistir (Nime ve ark., 1976; Markel ve
ark., 1986; Tzipori ve Ward, 2002; Cetinkaya, 2004; Ozcel ve ark., 2007; Elgiin,
2009).

Current ve ark., (1983), tarafindan yapilan bir ¢calismada da Cryptosporidium’un
normal ve immunsupresif kisilerde ishale neden oldugu bildirilmistir. Yine Kuzey
Amerika’nin  Giney Milwaukee bolgesinde 1985 yilinda kontamine i¢cme
suyundan kaynaklanan salginda 403 000 kisi enfeksiyona yakalandigi
belirtilmistir. Ozellikle AIDS hastalarinin etkilendigi salginlar nedeniyle de
parazit onemli epidemik karakter tasiyan hastaliklar gurubuna dahil edilmistir
(Sears ve Kirkpatrick, 2001; Truong ve Ferrari, 2006; Fayer, 2008; Gundiz,
2012).

2.2. Cryptosporidium’un Taksonomisi

Cryptosporidium spp. Apicomplexa subesi, Sporozoasida sinifinin, Coccidia alt
smifi, Eucoccidiorida takiminin, Cryptosporidiidae familyasinda bulunan hiicre ici
bir parazittir. Parazitin taksonomideki yeri ilk kez 1911 yilinda Leger tarafindan
belirlenmistir (Dubey ve ark., 1990; Altintag, 2002). Cryptosporidium trlerinin
1986’da Fayer ve Ungar tarafindan yayimlanan ve giiniimiizde de hala kabul

edilen siniflandirilmasi Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Cryptosporidium cinsine ait siniflandirma (Mehlhorn ve Piekarsk, 2002;
Hazer, 2007).

Smiflandirma  isim Biyolojik 6zellikleri
Alem Animalia
Alt Alem Protista Okaryotik, tek hiicreli canli
Mikrotubillerden olusan apikal kompleks
Sube Apicomplexa yapilart vardir. Vezikiiler bir cekirdege sahip
olup tlm tdrleri parazittir.
Ookist olusturma, seksiiel ve aseksiiel {ireme,
Sinif Sporozoa hlicreye giren parazitin kayma kontraksiyon
seklinde hareketi gibi 6zellikleri vardir.
Biyolojileri merogoni, gametogoni ve sporogoni
- seklindedir. Seksiiel faz hiicre iginde gergeklesir.
Alt Stmif Coccidia Ergin gamontlar kiigiik olup yine hiicre igindedir,
cogu vertebralilarda parazitlenir.
Takim Eucoccidia Merogoni vertebrali konakta geger.
Makro ve mikro gamet olusumu farklidir.
Alt Takim Eimeriina Mlkrogamonttan cok saylda_ mlkr_ogamet gelisir.
Her bir makrogamonttan ise bir makrogamet
gelisir. Zigot hareketsiz olup konoid mevcuttur.
Monoksen gelisim séz konusudur ve konak
sureci hlcrenin  ylzey membrani altinda
Aile Cryptosporidiidae  gergeklesir. Ookistleri sporokist igermez, giplak
4 sporozoiti vardir. Mikrogametleri flagella
tasimaz.
Cins Cryptosporidium

Bu cizelgede; farkli konaklardan izole edilen Cryptosporidium tdrlerinin, ookist

duvar1 ve sporozoit antijenleri karsilastirmali olarak incelenmis ve tiirler arasinda

farkliliklar gosterilmistir. Tyzzer’in farelerde yaptigi ¢alisma sonucunda, biiytik

ookist yapisiyla mide paraziti olan C. muris ve kiglk ookist yapisiyla bagirsak

paraziti olan C. parvum olarak iki tiir tantmlanmustir (Tyzzer, 1912; Xiao ve ark.,

2002).

Izole edildikleri konak¢i gbz Oniine almmarak 1984 yilina kadar yapilan

caligmalarda baliklar, siirlingenler, kuslar ve memelilerde Cryptosporidium trleri

tanimlanmistir. Upton ve Current 1985 yilinda memelileri enfekte eden C. parvum
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ve C. Muris’i, kuslar1 enfekte eden C. baileyi ve C. meleagridis’i gecerli tirler
olarak bildirmislerdir (Aysal, 2004; Kaya 2011).

C. parvum’un memeli izolatlariin, pek ¢ok agidan C. meleagridis ve C.
saurophilum’a benzedigi ancak, bu etkenin reptil ve kuslarda kolaylikla
enfeksiyon olugturamadigi bildirilmistir. Benzer sekilde kuslardan elde edilen C.
baileyi ookistleri ve reptillerden elde edilen C. serpentis ookistlerinin, fare ve
diger laboratuvar hayvanlarin1i enfekte etme c¢alismalari da basarisizlikla
sonuglanmustir. Kedilerden ve kobaylardan elde edilen Cryptosporidium izolatlari
da laboratuvar hayvanlarin1 enfekte edememis, bu nedenle de kedi izolat1 C. felis,

kobay izolat1 ise C. wrairi olarak adlandirilmistir (Xiao ve ark., 2000).

Cryptosporidium tiirlerinin; morfolojileri, konak 6zgiilliikleri, konakta yerlesim
yerleri ve son yillarda yaygin olarak kullanilan molekiiler yontemler ile belirlenen
molekiler ozelliklerine dayanilarak giiniimiizde, 21 farkli Cryptosporidium
tirindn oldugu bildirilmistir. Bu tiirler arasinda baliklarda C. nasorum, kuslarda
C. meleagridis ve C. baileyi, reptillerde C. serpentis ve memelilerde C. parvum ve
C. muris en taninmis olanlaridir (Tzipori ve Ward, 2002). Cizelge 2.2’de mevcut

bilgiler 1s1¢1nda saptanan turler ve yerlestigi konaklar verilmistir.
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Cizelge 2.2. Mevcut bilgiler 1siginda saptanan tiirler ve yerlestigi konaklar (Fayer ve

Ungar, 1986; Hazer, 2007)

Tar Tir Arastiricr -tarih Konak

C. muris Tyzzer, 1907 Fare

C. parvum Tyzzer, 1912 Fare, Insan
C. crotali Triffit, 1925 Yilan

C. vulpis Wetzel, 1938 Tilki

C. meleagridis Slavin, 1955 Hindi

C. wrairi Vatterling Jervis, Merrill, Sprinz, 1961 Domuz

C. tyzzeri Levine, 1961 Tavuk

C. lampropeltis Anderson, Dusynski Marguardi, 1968 Kertenkele
C. ctenosauris Dusynski, 1969 Kertenkele
C. ameivae Peraza ve Bastarda, 1969 Kertenkele
C. agni Barker ve Carbonell, 1974 Koyun

C. bovis Barker ve Carbonell, 1974 Sigir

C. anserinum Proctor ve Kemp, 1974 Kaz

C. cuniculus Inman, Takeucki, 1979 Tavsan

C. felis Iseki, 1979 Evcil Kedi
C. garnhami Bird, 1981 Insan

C. nasorum Levine, 1981 Balik

C. hesi Levine, 1981 Maymun
C. serpentis Levine, 1981 Yilan

C. baileyi Current, Upton ve Haynes, 1986 Tavuk

15



Giiniimiizde giderek 6nemini arttiran PZR-RFLP ve sekans analizi gibi molekler
teknikler de Cryptosporidium’un siniflandirilmasinin ve tiirlerinin ayrimininda
fayda sagladigi belirtilmistir (Tzipori ve Ward, 2002; Ramirez ve ark., 2004).
Yapilan ¢aligmalar insanda enfeksiyona neden olan Cryptosporidium hominis
(6nceden C. parvum tip | veya C. parvum insan genotipi olarak isimlendirilen) ve
C. parvum (6nceden C. parvum tip-II veya sigir genotipi olarak isimlendirilen) iki
genotipinin oldugunu gostermistir. C. Hominis’in ylksek konak adaptasyonu ve
cok az genetik varyasyon gosterdigi, C. parvum’un ise genis bir konak spektrumu
oldugu ve birgok genotip icerdigi belirtilmistir (Leav ve ark., 2003; Joachim,
2004; Fayer, 2004). Son zamanlarda yapilan molekiler karakterizasyon
calismalar1 sayesinde konakgilari, yerlestigi organ ve ookistlerin morfolojik
karakterleri ve gen bankasinda 18S rRNA referans numaralar1 dikkate alinarak
yapilan Crytosporidium’un siiflandirilmas1 Cizelge 2.3’de verilmistir (Plutzer,
2008).
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Cizelge 2.3. Cryptosporidium tiirlerinin konakgilari, yerlestigi organ, ooKkistlerin
morfolojik karakterleri ve 18S rRNA gen bolgesinin referans numaralar
(Plutzer, 2008; Delioglu,2011)

Gen
Turler Blytk Enfeksiyon  Ookist Bilyilkligli  par oo
Konakg1 bélgesi (pm) eterans
Numarasi
(18S rRNA)
fl_'iﬁg‘::fsggrk j00p) ~ St@rDeve  Bezlimide  55x74 AF093496
C. baileyi Kiimes
(Current ve ark., 1986) hayvanlar Bursa 4.6 6.2 119068
. 5 Ince
?F'at;,%‘;'se ark. 2005) Sigr bagirsak 47-53x42-48  AY741305
C. canis Kopekler Ince 45x 4.7 AF112576
(Fayer ve ark., 2001) bagirsak ' '
C. fayeri Kizil Kanguru  ince 45x5.1 AF159112
(Ryan ve ark., 2008) bagirsak AF112570
C. felis . Ince
(Iseki, 1979) Kediler bagirsak 45x5.0 AF108862
C. galli - _— AF316624
(Pavlasek, 1999) Ispinoz Bezli mide 8.25 x 6.3 AY168847
C. hominis Kalm
(Morgan-Ryan ve ark., Insan & 45x55 AF108865
2002) bagirsak
C. meleagridis o Kalin
(Slavin, 1955) Hindi, Insan bagirsak 4.5-4.0 x 4.6-5.2 AF112574
C. molnari .
(Alvarez-Pellitero ve Balik (Mvédk?a“lrsak) 47 %45 AY524773
Sitja-Bobadilla, 2002) &
8_;21;];5 1907) Kemirgenler Mide 56x%x74 AB089284
Sigir, Ciftlik
C. parvum hayvanlari, Ince 45x55 AF112571
(Tyzzer, 1912) : bagirsak
Insan
C. saurophilum . .
(Koudela ve Modry, Kertenkele, leje ve ince 4.2-5.2 x4.4-5.6 AF112573
1998) Yilan bagirsak
C. scophthalmi Balik Bagirsak
(Alvarez-Pellitero ve ark., (ve mide) 37 Veri yok
2004) 7-5.0 x 3.0-4.7
C. serpentis Kertenkele, .
(Levine, 1980) Yilan Mide 5.6-6.6 x 4.8-5.6 AF151376
C. suis . 4.9-4.4 x 4.0-
(Ryan ve ark., 2004a) Domuz Ince 43 AF115377
.. Ince
€. wrairi Kobay bagirsak 49-5.0x48-56  AF115378

(Vetterling ve ark., 1971)
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2.3. Cryptosporidium’un Molekiiler Yapisi ve Genotipleri

Cryptosporidium turlerine ait ookistlerin yapisinda, kromozom biiyiikligi 0.9-1.4
Mb arasinda degisen 8 kromozom bulunmaktadir. Genomun A+T igerigi %60-70
arasinda degismekte olup, toplam genom uzunluklar1 C. parvum’da 9.11 Mb ve
C. hominis’te 9.16 Mb oldugu bilinmektedir (Piper ve ark., 1998). Kromozom
tizerinde bulunan gen sayilar tiirler arasinda farkliliklar géstermektedir. Ornegin;
C. hominis’te 3 994, C. parvum’da 3 952 gen oldugu diistiniilmektedir (Gold ve
ark., 1995; Thompson ve ark., 2005; Uner ve ark., 2007; Kissinger, 2008).
Genomun G+C orani ise C. parvum’da %30.3 iken, C. hominis’te %31.7’dir.
Genlerin %5-20’sinde intron yoktur. C. parvum’da kodlanmayan bolge biiytikligii
2.32 iken, C. hominis’de 2.87’dir (Abrahamsen ve ark., 2004; Xu ve ark., 2004).

C. parvum ve C. hominis tirleri incelendiginde genom uzunlugundaki
degisikliklere ragmen genomlarinin %97 oraninda ayni oldugu ve tiirleri
arasindaki fenotipik farkliliklarin genler arasindaki ¢ok kiigiik degisikliklerden
kaynaklandigi diistiniilmektedir. Her iki tiirde de 4-5 adet tRNA, 6 adet 5S rRNA
ve 5 adet 5.8S, 18S ve 28S RNA genleri bulunmaktadir. Cryptosporidium’un bazi
tirlerinde, Apicomplexa grubu parazitlerde bulunan mitokondri veya plastid
organelleri C. parvum’da goriilmemektedir (Le Blancq ve ark., 1997; Taghi-
Kilani ve ark., 1994; Uner ve ark., 2007).

Homolog makro molekillerin niikleotid ve amino asit dizisinde meydana gelen
farkliliklar tiirler arasindaki evrimsel uzakliklarin o6l¢iilmesini saglamaktadir.
Ribozomal RNA’lar, oldukga biiyiik, islevsel olarak sabit, evrensel olarak yaygin
molekiiller olup, tiim hiicrelerde niikleotid dizisinin korundugu ¢ok sayida bolge
icermeleri nedeniyle, tiirler arasindaki varyasyonlarin belirlenmesinde en ¢ok
kullanilan molekiil oldugu bilinmektedir. Prokaryotlarda biytklukleri 5S, 16S ve
23S olan ¢ gesit ribozomal RNA molekiilii bulunmaktadir. Eukaryotlarda ise
dizileme calismalari, islevsel olarak benzer fakat biraz daha biiyiik 18S molekiili
tizerinde odaklanmistir. 16S ve 18S rRNA’lar1 ribozomun kiigiik alt biriminin
(30S veya 40S) bir pargast olduklarindan, SSU (kiigiik alt birim) dizilemesi
kisaltmasi, 16S veya 18S dizilemesi ile es anlama gelmektedir. Ribozomal RNA

dizilerinin elde edilmesi ve filogenetik agaglarin olusturulmasi, molekuler biyoloji
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ve bilgisayar analizlerinin beraber yiritulmesi sonucu rutin hale gelmistir
(Madigan ve ark., 1997; Uner ve ark., 2007).

Uluslararas1  kaynaklarda yayinlanan Cryptosporidium spp.’nin genotipleri
Cizelge 2.4’de verilmistir. Cryptosporidium spp. alt turlerinin belirlenmesi igin
son zamanlarda yapilan molekiiler taksonomik ¢aligmalarda Cryptosporidium
genotipleri 18S rRNA’daki ve 70 kDa heat shock protein genindeki farkliliklar
esas alimmustir (Plutzer, 2008).
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Cizelge 2.4. Cryptosporidium genotipleri (Plutzer, 2008; Delioglu, 2011).

Gen Bankasi

Genotip Ad1 (Diger Konakgisi) Referans Erisim Numarasi
(18SrRNA)
Ay1 genotipi (Siyah ay1) Xiao ve ark., 2000a AF247535
Kunduz genotipi Feng ve ark., 2007a EF641022
C. andersoni’ye benzer genotip (vahsi yak ve sigir) asagidakileri ~ Karanis ve ark., 2007a EF613341
buna gore degistirelim Nagano ve ark., 2007
C. bovis’ye benzer genotip 1 (sheep) Santin ve ark., 2007 EF362478-81
., . . Feng ve ark., 2007b
C. bovis’ye benzer genotip 2 (yak, kegi) Karanis ve ark., 2007a DQ871346
C. muris’ye benzer (Japon tarla faresi) Hikosaka ve Nakai, 2005 AY642591
Geyik genotip 1 (blesbok, nyala)
Geyik, koyun, lemur, muflon, sincap, ¢izgili sincap, kunduz, dag  da Silva ve ark., 2003 AF442484
sigani, geyik fare, rakun, insan)
Geyik genotip 2 (dag kegisinin) )F(?LtgstZ?I:kz(z)ggg DQ640639
Cizgili sincap genotip 1 (sincap, geyik, fare) Feng ve ark., 2007a EF641026
Cizgili sincap genotip 2 Feng ve ark., 2007a EU096238
Cakal genotip Xiao ve ark., 2002 AY120909
Geyik genotip Xiao ve ark., 2002 AY120910
Geyik-benzer genotip (s1g1r) Santin ve ark., 2004 AY587166
Geyik fare genotip 1 Xiao ve ark., 2002 AY120905
Geyik fare genotip 2 Feng ve ark., 2007a EF641027
Geyik fare genotip 3 (sincap) Feng ve ark., 2007a EF641014
Geyik fare genotip 4 Feng ve ark., 2007a EF641019
Morgan ve ark., 2001 Morgan ve ark., 2001 AF316630
Ordek genotip 2 (Kanada kazlarr) Zhou ve ark., 2004b AY504514
. . Xiao ve ark., 2000b
Ermin genotip 1 Feng ve ark., 2007a AF262331
Dag gelincigi genotip Xiao ve ark., 1999a AF112572
Dag gelincigi-benzer genotip (Su samuru) Gaydos ve ark., 2007 DQ288166
Tilki genotip 1 Xiao ve ark., 2002 AY120907
Tilki genotip 2 Xiao ve ark., 2002 AY120908
Keci genotip (Capra hircus) Karanis ve ark., 2007a EF613339
Kaz genotip 1 (Kanada kazlart) Xiao ve ark., 2002 AY120912
Goose genotip 2 (Kanada kazlari) Zhou ve ark., 2004b AY504512
Kaz genotip 3 (Kanada kazlar1) Zhou ve ark., 2004b AY504513
Goose genotip 4 (Kanada kazlar1) Jellison ve ark., 2004 AY324638
Kaz genotip 5 (Kanada kazlart) Jellison ve ark., 2004 AY324641
At genotip (Prezewalski at1) Ryan ve ark., 2003a AY273770
Kertenkele genotip Xiao ve ark., 1999a Veri yok
Keseli memeli genotip 1 Morgan ve ark., 1999b AF108860
Keseli memeli genotip 2 (Dogu gri kangru) Power ve ark., 2004 AF513227
Vizon genotip Feng ve ark., 2007a EF641015
Firavun faresi genotip Abe ve ark., 2004 AB102769
Maymun genotip Xiao ve ark., 1999a AF112569
Fare genotip 1 (Sigan) Xiao ve ark., 1999a AF112571
Fare genotip 2 (Vahsi Avustralya faresi) Foo ve ark., 2007 EF546483
Misk sicant genotip 1 (misk sigani, tarla faresi) Xiao ve ark., 2002 AY120904
Misk sigan1 genotip 2 (tilki, tarla faresi) Zhou ve ark., 2004a AY545547
Keseli sigan genotip 1 Xiao ve ark., 2002 AY120902
Keseli sigan genotip 2 Xiao ve ark., 2000b AF262334
Devekusu genotip Meireles ve ark., 2006 DQ002931
Domuz genotip Ryan ve ark., 2003c AY271721
Tavsan genotip Xiao ve ark., 2002 AY120901
Koyun genotip Ryan ve ark., 2005b AY898790
Kir faresi genotip (wildebeest) JF':;]S \\I/: :rrll((_ 2288?: EF641010
Kokarca genotip (raccoon, sincap, keseli sigan, nehir samuru) Xiao ve ark., 2002 AY120903
Yilan genotip Xiao ve ark., 1999b AF093499
Cizgili sincap genotip Atwill ve ark., 2004 AY462232
Kaplumbaga genotip(y1ldiz kap.) Xiao ve ark., 2002 AY120914
Tarla faresi genotip Jiang ve ark., 2005b
Feng ve ark., 2007a EF641020
Culluk genotip (Avrasya ¢ullugu) Ryan ve ark., 2003a AY273769
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Kriptosporidiyozun, Polimeraz  Zincir Reaksiyonu (PZR) teknigi ile
belirlenebilmesi igin hsp 70 mRNA geni (70-kDa 1s1 sok proteini) (Di Giovanni ve
ark., 1999), 18s SSU rRNA geni (ribozomun kii¢iik alt birimine ait RNA’y1
kodlayan bdlge) (Xiao ve ark., 1999), B tubulin kodlayan mRNA geni (Widmer ve
ark., 1999), amyloglikosidoz enzimini kodlayan mRNA geni (Jenkins ve ark.,
2000), methionin aminopeptidaz, T-kompleks protein 1 delta (TCP-1) iceren
chaperonin kodlayan genler (Wu ve ark., 2004), COWP (Cryptosporidium ookist
duvar proteini), TRAP-C1 (trombospondin adhesive proteini Cryptosporidium-1),
TRAP-C2 (Cryptosporidium-2 geninin  Thrombospondin adhesive proteini)
genleri sik kullanilan molekiillerdendir (Pedroza-Diaz ve ark., 2001).

Duyarlilik agisindan en yaygin gen bdlgelerinin, Nested PZR tekniginde
kullanilan ve genomda tek kopyas: bulunan dihidrofolat rediiktaz enziminin
kodlayan gen ile genomda 5 kopyasi bulunan 18S rDNA geni oldugu bildirilmistir
(Pedroza-Diaz ve ark., 2001). Ribosomal internal transcribed spacer (ITS rDNA)
bolgeleri COWP, dihidrofolat rediktaz-timidilat sentaz (dhfr-ts), TRAP-C1,
TRAP-C2 ve HSP70 gibi genlerin sekans analizi, RFLP analizi gibi yontemler de
Cryptosporidium tiirlerinin ayriminda en sik kullanilan yontemlerdir (Tzipori ve
Ward, 2002; Ramiez ve ark., 2004).

Yapilan ¢alismalarla, izole edilen parazit tiirlerinin konaga gore uyum kazanmis
genotiplerinin bulundugu belirlenmistir. Memeliler agisindan en énemli tlr olan
C. parvum’un insan, sigir, fare, gelincik, ayr ve domuz genotiplerindeki
farkliliklar bu duruma o6rnek olarak gosterilebilmektedir. Arbitary Primed-PZR
(AP-PZR) yontemiyle yapilan arastirmalar, C. parvum’un insan ve sigir
serotiplerini  kanitlamaktadir. Insanlarda goriillen su, yiyecek veya bazi
faktorlerden kaynaklanan salginlarda yapilan ¢aligmalar, C. parvum’un hem sigr,
hem de insan genotipinin bulundugunu gostermistir (Xiao ve ark., 1998; Xiao ve

ark., 2000; Fayer, 2000).

2.4. Morfoloji ve Yasam DongiisU
Insan ve hayvanlarda sindirim ve solunum yolu epitel hiicrelerinin mikrovillus
bolgesine yerleserek bu bolgelerde enfeksiyon olusturan C. parvum yerlesim yeri

nedeniyle diger hiicre ici parazitlerden ayrilabilir. Ciinkii diger hiicre i¢i parazit
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tdrleri hilcrenin sitoplazmasi iginde yerlesim gosterirken, C. parvum hucrenin
ekstrastoplazmik alaninda yerlesir ve birbirini izleyen eseyli ve eseysiz tiremeyle

cogaldig1 bilinmektedir (Sayg1, 1998; Delioglu, 2011).

Diski ile disar1 atilan ookistler 2-6 um c¢apinda, kalin duvarli yapida olup,
iclerinde dort sporozoit bulunmaktadir. Diger koksidian parazitlerden farkli olarak
ookistlerinin igindeki sporozoitleri gevreleyen sporokistleri bulunmamaktadir
(Cryptosporidium=gizli sporokist). Sporozoit formlar1 4.9x1.2 um ¢apindadir.
Sporozoitlerden olusan trofozoitler ise 2-2.5 um c¢apinda, yuvarlak veya oval

yapilardir (Hamnes ve ark., 2006; Fayer ve ark., 2008)

Parazitin yerlestigi ve konak hiicre orjinli bolgeye parazitoforoz vakiiol denir. C.
parvum’un yasam siklusu tek bir konakta alti gelisim evresi halinde
gerceklesmektedir. Bu gelisim evreleri; eksitasyon, merogoni, gametogoni,
fertilizasyon, ookist donemi ve sporogoni olarak tanimlanmaktadir (Current ve

Bick, 1989; Saygi, 1998; Ungar, 1995; Spano ve Crisanti, 2000).

2.4.1. Ekskistasyon (Kistlerin acilmasi)

Parazitin enfekte konagin digkisi ile disar1 atilan formu, sporlanmis ve enfektivite
kazanmig ookist seklindedir. Bu ookistler, 2-6 um c¢apinda, kalin duvarl yapida
olup, i¢lerinde dort sporozoit bulunmaktadir. Ookistler yiyecek, igecek veya bazi
diger cevresel etmenler araciligiyla oral yoldan, konjuktiva araciligiyla veya

solunum yoluyla alinabilmektedirler (Starling ve Arrowood, 1993).

Sindirim yoluyla konak hiicre tarafindan alinan ookistlerin normal sartlarda ince
bagirsakta agilmasi “eksitasyon” olarak adlandirilmaktadir. Kist agiliminda rol
oynayan faktorler arasinda pankreatik enzimler, gesitli proteolitik enzimler, safra
tuzlar, viicut 1sis1 ve sindirim sistemindeki degisik indirgeyici etmenler
sayilabilirler (Starling ve Arrowood, 1993; Sears ve Kirkpatrick, 2001). Agiz
araciligiyla alman kalin duvarli ookistler uygun konaklarin sindirim yolunda
acilir, ookist icerisindeki hareketli sporozoitler serbest kalir ve bagirsak liimenine

dokdlurler (Ungar, 1995; Robin ve Petry, 1999).

Konak hiicre icinde gergeklesen ekskistasyona benzer kist agilimi, bazi uygun

sartlar altinda dis ortamda da gerceklesebilmektedir. Ornegin, 37°C musluk
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suyunda veya herhangi bir sekilde 37°C’ye maruz birakilan ookitlerin, derisik
camasir suyuna alindiginda ekskiste edildigi gozlenmistir. Bu durumda kistlerin
acilmasina sebep olan faktoriin ozmotik stres oldugu diisiiniilmektedir. Bu deney
sayesinde safra tuzlarinin tek basina Kkistlerin agilimini uyardigi, total safra
salgisinin da, ozellikle ookistlerin zayif hipoklorit soliisyonu gibi oksidatif
ajanlara maruz kalmasindan sonra ekskistasyonu sagladigi anlagilmistir. Bir bagka
deneyde ise arastirmacilar, 4-23°C’lik bir ortamda bir gece bekletilen ookistlerin
37°C’deki fosfat buffer tuz soliisyonunda bekletildikten sonra agildigini tespit
etmislerdir (Starling ve Arrowood, 1993).

2.4.2. Merogoni (Asexiiel cogalma)

Konagin sindirim yolunda serbest kalan sporozoitlerin her biri apikal
olusumlarinin yardimiyla konagin bagirsak epitel hiicreleri (enterositler) icine
girerek epitel hicrelerin mikrovillus bélgesinde (parazitoforoz vakiol icerisinde)
trofozoit (tek nlkleuslu meront) formuna doniismektedirler (Ok ve Balcioglu,
2007). Sporozoitlerin bagirsakta tutunma yeri jejenumun sonu ve ileum olup, buna
ek olarak da pankreatik kanallar, safra kanali ve solunum sistemine de
yerlesebilmektedirler. Sporozoitler 4.9x 1.2 um c¢apinda olup ¢ekirdekleri 1/3 arka
kismindadir, duvart ise 50 nm kalinhginda diiz ve renksiz yapidadir.
Sporozoitlerden olusan trofozoitler ise 2-2.5 um ¢apinda, yuvarlak veya oval
yapilar olup ribozomal endoplazmik retikuluma gereksinim duymaktadirlar

(Saygi, 1998; Yetkin, 1998).

Apikal kompleks tam olarak farklilasmamis halde olup, trofozoitler olgunlaginca
kaybolur ve ribozomal endoplazmik retikulum meydana gelmektedir. Konak
hiicre icerisinde beslenen, bilyiiyen trofozoit sizogoni ile gogalarak 6-8 merozoit
meydana getirmektedir. Merozoitleri tasiyan hiicreye tip-I meront (sizont)
denilmektedir. Ozellikle immunstipresif hastalarda, tip-l meront olusumunun
stirekli tekrar1 so6z konusu olabilmektedir (Starling ve Arrowood, 1993). Tip-I
merontlarin pargalanmasiyla serbest hale gecen merozoitler diger hiicrelere
girerek yeni bir sizogoniyi baslatirlar ve tip-l wveya tip-1l merontlara
dontigmektedirler. Sizogoni sonrasinda tip-Il meront igerisinde 4 merozoit

meydana gelmektedir. Tip-1l merontlardan olusan merozoitler yeni hiicreleri
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enfekte eder ve gametogoninin olugsmasinda rol oynamaktadirlar (Ok ve
Balcioglu, 2007).

2.4.3. Gametogoni

Sizogoni sonucunda tip-II merontlarin iginde olusan 4 merozoit, hiicre
parcalaninca serbest kalarak yeni konak hiicrelerine yerleserek eseyli lireme fazi
olan gametogoniyi baslatmaktadirlar. Gametogoni ile birlikte bu merozoitler,
mikro veya makro gametositlere, daha sonra da mikro ve makrogametlere
dontismektedirler (Ok ve ark., 1995; Saygi, 1998; Topgu ve ark., 2002). Her bir
mikrogamonttan kamg¢ist bulunmayan 16 tane mikrogamet ve her bir
makrogamonttan ise yalmzca bir makrogamet meydana gelmektedir (Ozer, 1990;
Ungar, 1995; Erdogan, 2003).

2.4.4. Fertilizasyon

Yasam dongiisiiniin dordiincii evresinde, bagirsak liimeninde serbest olarak
bulunan 0.4-0.5 pum biiyiikliigiinde ve ince yapili kamgisiz mikrogametlerden
birisinin, 4-6 pm biyikligindeki makrogameti dbllemesi sonucunda zigot
olusmaktadir (Current ve Bick, 1989; Mark ve ark., 1999; Erdogan, 2003).

2.4.5. Ookist donemi

Bu donemde zigotun etrafi iki veya ii¢ farkli tabakanin birlesmesinden olusan
ookist duvariyla ¢evrili hale gelmektedir. Parazitin bir konaktan digerine
bulagsmasini saglayacak olan ookistleri olusturmak i¢in zigotun etrafindaki duvar
kalinlagmaktadir (Ok ve ark., 1995). C. parvum’un ookist duvari fiizerinde,
ookistin yarisini veya ligte birini saran serit seklinde bir yapinin mevcut olmasi,
ookistin elektron mikroskobunda ayirt edilmesini saglayan en 6nemli
ozelliklerinden birisi oldugu bilinmektedir. Ookist duvar1 kimyasal ve mekanik
etkilere karsi direngli bir yapidadir. Duvarin dis tabakasi asidik ozellikte
glikoprotein filamentleriyle kaplidir. Orta kisimda mikobakteriyel lipidler ve
balmumu benzeri sert yapili kompleks lipit tabakas1 icermektedir. I¢ tabakas: ise
yine glikoproteinlerden olusmaktadir. Hiicre duvarinda yiiksek oranda lipid
olmasi, karbol fuksin ile boyandiktan sonra asit-alkol dekolorizasyon isleminden

etkilenmemesini saglamaktadir (Robin ve Petry, 1999; Mark ve ark., 1999).
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2.4.6. Sporogoni

Ookist donemini takip eden siirecte konagin gastrointestinal sisteminde
olgunlasan ookistlerin iginde sporlanma ile enfekte 6zelligi kazanmig sporozoitler
olugmakdir. C. parvum’un eseyli iiremesi sonucunda yaklasik %801 kalin duvarli,
%20’s1 ise ince duvarli bir yapr gosteren 2 farkli tip ookist olusumu
gozlenmektedir (Dubey ve ark., 1990; Ok ve ark., 1995). ince ceperli ookistler
icinde 4 sporozoit bulunur ve konak vicudu disina ¢ikmadan, bagirsak bosluguna
atilip bagirsak i¢inde agilmaktadir. Bu ookistlerin iclerinde bulunan sporozoitler
serbest kalarak yeni epitel hicrelerine girerek konakta enfeksiyonun devamini
saglamaktadirlar. Bu tip bulas sekli yuvarlak solucanlardan Strongyloides
stercoralis’in evriminde gorulen duruma benzetilerek “i¢ oto enfeksiyon” adini
almaktadir (Saygt, 1998; Topcu ve ark., 2002; Koktiirk, 2002).

Kalin ¢eperli yapiya sahip 2. tip ookistler ise sporlanarak konak digkisi ile disartya
atilarak enfeksiyonun bir konaktan digerine bulasmasinda rol almaktadirlar
(Dubey ve ark., 1990; Starling ve Arrowood, 1993; Unat ve ark., 1995). Bulagma
fekal-oral yolla, ara konak¢1 olmadan gerg¢eklesmektedir. Bu kistler ¢cevre ve iklim
kosullarina uzun siire dayanikli yapidadir (Saygi, 1998; Fayer ve ark., 2000;
Koktirk, 2002; Terzi, 2005).

Viicuda ookist alindiktan sonra diskida ookistlerin goriilmeye baslama stiresi
konaga gore degisiklik gostermektedir. Yapilan caligmalara gore enfeksiyonun
gorilme siresi insanlarda 5-21, sigirlarda 2-7, kedilerde 5-10, kdpeklerde 2-14
guin, domuzlarda 3-6 gun ve kuzularda 2-5 giin kadar oldugu bildirilmistir (Dubey
ve ark., 1990, Unat ve ark.,1995). Cryptosporidium’a ait yasam donglisii ve

ookistlerine gelisim evreleri Sekil 2.1 ve Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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9 Ookistlerin sindirimesi

Dinlence suyu icme suyu

(2

Yiyecek ve igeceklerin

ookist ile kortaminasyonu / l

Oakiztlerin konaktan atilim

Sekil 2.1. Crptosporidium’un yasam dongiisii (Goldoft ve Todd, 2008)

@ Kain do) () sporozot G-T'“"“" Te | merort
ookist

) Fad-hla;mams
20 L gamort
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Mg)-n% Egeyli dongii

Sekil 2.2. Cryptosporidium’a ait yasam dongiisiinde ookistlerin gelisim evreleri
(Delioglu, 2011)
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2.5. Kriptosporidiyoz

Cryptosporidium tiirlerinin etken oldugu kriptosporidiyoz, zoonoz bir hastaliktir.
Bu enfeksiyon ile ilgili patolojik bilgiler, canlilarda biyopsi ve Olenlerde otopsi
bulgular1 seklinde elde edilmistir. Yapilan histopatolojik ¢alismalar, bu etkenin
sindirim kanalinin hemen her boélgesinde yerlesebilecegini, ancak en agir
enfeksiyonun ince bagirsagin distal kismina (ileum) ve proksimal kisimlarina
(jejenum ve duodenum) yerlesmesi durumunda goriilebilecegini ortaya
koymaktadir. Ozellikle immun sistemi baskilanmis kisilerde mide, duodenum,
kolon, bilier ve pankreatik kanallar ve solunum sisteminde yerlesmesi durumunda
hastaliga sebep olmaktadir (Fayer ve Ungar, 1986; Ungar, 1995; Saygi, 1998;
Topcu ve ark., 2002).

Hastalik bagirsaklarda diyare, akcigerlerde ise solunum sistemi bozukluklari
halinde sekillenmektedir. Agir enfeksiyona tutulan hastalarin ince bagirsak
villuslarinda atrofi ve korlesme, kriptlerin boyunda uzama gozlenirken, plazma
hicrelerinin ve lenfositlerin lamina propriada infiltrasyonu s6z konusudur
(Clayton ve ark., 1994; Graaf ve ark., 1999).

Enfeksiyonun kan yoluyla yayilimi kanitlanamamis, ancak mukoza boyunca
yaytlim oldugu disiiniilmektedir. Otuzdan az sayida ookistin bile saglikli
gontilliilerde enfeksiyona neden oldugu bulunmus olup, ortalama infektif doz 132
ookisttir (Ozcan, 1998; Willson, 2004; Ozcel ve ark., 2007; Tinger ve Tinger,
2007).

Cryptosporidium enfeksiyonlarinda hastaligin olusum mekanizmasi tam anlamiyla
aciklanabilmis degildir. C. parvum primer olarak intestinal sisteme yerlestiginden,
en sik rastlanan belirti diyaredir. Cryptosporidium enfeksiyonlarinin patogenezi
parazitlerin epitel hiicrelerin mikrovilluslarinin firgams1 kenarlarina tutunarak
bagirsak mukozasinin fonksiyonlarini bozmasiyla baslamaktadir (Giil ve Ozdemir,
1990; Ekinci, 2012). Ince bagirsak villuslarin1 kaplayan ve emilimi saglayan
enterositler; kalin ve ince cidarli ookistlerden ekskiste olan sporozoitler ve
sporogoni sonucu olusan merozoitler tarafindan istila edilmektedir (Clark, 1999;
Fahey, 2003). Bunun sonucu hizli bir epitel hiicre 6liimii ile sonuglanan mukoza

zedelenmesi meydana gelmektedir. Yikimlanan epitel hiicrelerin yenilenebilmesi
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icin kript hiicre hiperplazisi ve lamina propriada yangi hiicre infiltrasyonu
uyarilmakta ve bu durum diyareye neden olmaktadir (Clark, 1999). Enfekte epitel
hlcrelerinden sitokininler (TNF-a, IL1, IL8) salgilanarak enflamatuar ve
bagisiklik sistemi hiicreleri bu bdlgede toplanmaktadir. Epitel hiicrelerinden
prostoglandinler (PGE2), enflamasyon hcrelerinden substance P gibi
noropeptidler salinmasi sonucunda Na+ emiliminde azalma, epitelyal
permeabilitesinde ve Cl° sekresyonunda artis nedeniyle diyare meydana
gelmektedir. Enfeksiyon sonucunda patolojik olarak villus atrofisi, villuslarda
birlesme, kript hiperplazisi, mikrovilluslarda bozulma, yangisal hiicre
infiltrasyonu sekillenmektedir. Tiim bu degisiklikler bargirsak yiizey kisimlarinda
hasara, beslenme bozukluguna, enzim kayiplarina ve elektrolit transportunda
bozulmalara sonug olarak da malabsorpsiyona (kéti emilim, barsakta emilimin iyi
olmamasi) ve siv1 sekresyonunda artisa neden olmaktadir (Tzipori ve Ward, 2002;
O’Handley ve Olson, 2006; Fayer, 2008; Santin ve Trout, 2008; Wyatt ve ark.,
2010). Sonug¢ olarak, Cryptosporidium enfeksiyonunda mukozal bariyer
bozuklugu olusmakta ve bunun sonucunda da makromolekiillerin permabilitesi
artis gostermektedir. Permabilite artisina bagli olarak bagirsak epiteli igerisinde
bulunan iyonlar ve su tekrar bagirsak liimenine atilmakta ve liimen igi sivi
miktarinda artis yasanmaktadir. Baz1 kriptosporidiyoz vakalarinda, kolera ve diger
enterotoksijenik mikroorganizmalarda gorulen ishale benzer bol miktarda sulu
ishal tablosu g6zlenmektedir (Clayton ve ark., 1994; Yetkin, 1998).

2.6. Klinik Bulgular

Kriptosporidiyozun dikkat ¢ceken en 6nemli klinik semptomu, yeni doganlarda ve
immun yetmezlikli hastalarda goriilen ishaldir. Insanlarda Cryptosporidium
enfeksiyonunun olusmasi igin 10 ookistin alimimnin yeterli oldugu bildirilmektedir.
Enfeksiyonun siddetini belirleyen en onemli faktor hastanin immiinitesidir. Bu
nedenle klinik olarak iki ana semptom cercevesinde incelenmektedir (Laberge ve
Griffiths, 1996; Usluca, 2009).

Immiin yeterli bireylerde ortalama 2-14 giinliik inkiibasyon periyodu ve hastaligin
seyrinde kendi kendine iyilesen diyare gézlenmektedir. Semptomlarin siiresi ve

siddeti ookist atiliminin yogunluguna ve parazitin yerlesim yerine gore degisiklik

28



gostermektedir. Ince bagirsagin iist kisimlarinda lokalize olmasi halinde daha
siddetli ve sulu ishal goriilmektedir. Distal kisimda veya kalin bagirsaktaki
tutulumlar aralikli ve hafif ishale sebep olabilir ya da Kklinik belirti
gostermeyebilir. Digkinin karakteristik olarak sulu, biliylik miktarda, mukuslu
olabilen ancak kan ve lokosit icermeyen bir yapiya sahip oldugu bildirilmistir.
Olgularin %60-96’sinda karin agrisi, %49-65’inde kusma, %36-59’unda 39°C’yi
gecmeyen hafif ates ve %35’°inde bulant1 sikayetlerinin saptandig tespit edilmistir
(Ok ve Balcioglu, 2007).

Immiin yetmezlikli hastalarda ise benzer gastrointestinal semptomlar bildirilmekte
ve enfeksiyon kisa siireli ishalden, kronik, yasami tehdit eden kolera benzeri ishal
tablosuna kadar degisebilmektedir. Ozellikle AIDS, kizamik gibi viral
hastaliklarda, 16semi, gamaglobulinemiler, insiiline bagimli diyabet, bobrek
yetmezligi, karaciger transplantasyonu ve kanser tedavisi goren hastalarda
semptomlar siddetlidir. Bu tip hastalarda, hayati tehdit eden boyutlarda ishal
goriilebilmektedir (Sears ve Kirkpatrick, 2001; Fahey, 2003). Siv1 kayb1 oldukca
fazla olup, gunde 3-6 litre arasinda degisirek bazi hastalarda giinde 17 litreye
kadar ¢ikabilmektedir. Bu durumdaki hastalar giinde 50 kez bile diskilamaya
¢ikabilmektedir. Bu hastalarda ishal 2 aydan uzun sirmekte ve tim enfeksiyon
stirecinde 6nemli diizeyde kilo kaybi, siddetli dehidrasyon, kolanjit, pankreatit,
sklerozan kolanjit ve karaciger sirozu gibi agir klinik belirtiler gorulebilmektedir.
Ayrica, AIDS’li hastalarda kan CD4 T lenfositi diizeyindeki asir1 diigmeye bagh
olarak, gastrointestinal sitem disinda solunum sistemine ve diger sistemlere
yonelik belirtilerde gorilebilmekte ve hatta lume neden olabilmektedir (Dupont
ve ark., 1996). Safra kesesi ve safra kanallarimin tutulumunda sag iist kadran
agrisi, bulanti, kusma, ishal, ates, sarilik goriilmektedir. Pankreas kanalinin
tutulumu durumunda pankreatit, pankreasta biiylime ve asit bildirilmistir.
Solunum yollarmin tutulmasi durumunda Okstriik, hiriltili  soluma, akut

laringotrakeit gorilebilmektedir (Current ve Garcia, 1991).

AIDS hastalarinda CD4 sayis1 180 hiicre/mm? zerinde ise enfeksiyonun daha
hafif seyrettigi, bu saymin altinda olmasi durumunda enfeksiyonun daha siddetli

oldugu ve siiresinin uzadigl bildirilmektedir. Bu hastalarda immun sistemi
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baskilayan durumun ortadan kaldirilmasi ile tedavi saglanabildigi bildirilmektedir

(De-Graaf, 1999; Thompson ve ark., 2005).

2.7. Immiinolojik ve Antijenik Yap1

Cryptosporidium’un  infektivitesi ve konagin immun cevabi parazitin
patofiyolojisinin ag¢iklanmasinda rol oynamaktadir. Bu enfeksiyonlara karsi
korunmada hem humoral, hem de hicresel immunitenin rol oynadigi
bilinmektedir. C. parvum, yiizeysel epitel hiicrelerine yerlestigi i¢in “minimal
invaziv mukozal patojen” olarak kabul edilmektedir. Dogal immun cevapta
enterositler aktive olur, proinflamatuar sitokinler ve defensinler gibi
antimikrobiyal peptitler olusmaktadir. Bu durum baslangigta parazit sayisinin
azalmasini saglasa da enfeksiyonun tamamen temizlenebilmesi i¢in T hiicre

cevabi gerekmektedir (Ok ve Balcioglu, 2007).

Enfeksiyona karsi olusan ilk immun yanit, T-lenfosit hiicrelerinin artisina bagl
olarak ortaya ¢ikan bagirsak yangist seklindedir. Ayrica enfeksiyonun
onlenmesinde veya iyilesmesinde Interlokiin-12 (IL-12), ve Interferon-y (INF-y)
ve TUmor nekroz faktori-a (TNF-a) gibi sitokinlerin de bagirsaktaki miktarinda
artis gosterdigi bilinmektedir. Enfeksiyonun immiinolojik kontroliinii a¢iklamak
amaciyla fareler {izerinde arastirmalar yapilmistir. INF-y parazitin
temizlenmesinde Onemli yeri olan, intestinal epitelyum ve lamina propriadaki
makrofaj ve lenfositleri aktive eder. Bu nedenle 6ldurici hiicre cevabi i¢in 6nem
tasimaktadir. Ayrica sitokininlerden interlokin-5 (IL-5) ve interlokin-12’nin (IL-
12) azalmasi ise enfeksiyonun siddetlenmesine sebep olmaktadir. Mukozal
seviyede CD4+ lenfositler enfeksiyonun kontroliiniin saglanmasinda goérev
alirken, INF-y’1 parazitin enterositlerde gelisimi sirasinda direkt olarak yavaslatici
etki goOstermektedir. Dolayisiyla CD4+ T-lenfosit hiicre eksikligi olan
konakgilarda hastaliga olan duyarlilik artar ve hayati tehlikelere varan ciddi
komplikasyonlar meydana gelmektedir. Ozellikle AIDS’1i hastalarda CD4+ hiicre
say1s1 immun sistemin mukoza yiizeyinde enfeksiyonu temizleme yetenegi icin en
1yi gosterge oldugu bilinmektedir. CD4+ hiicre sayis1 180 hiicre /mm?*’ten yliksek

olan kisilerde enfeksiyon spontan temizlenebilirken, 180°’den az olanlarda %87
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oraninda persistan hastalik olugsmaktadir. CD4+ hiicre sayisinin 50 hiicre/mm?’iin

altinda oldugu durumlarda 6liim riski vardir (Willson, 2004; Ozcel ve ark., 2007).

Immiinitesi yeterli kisilerde enfeksiyon sirasinda 6nce Immunglobulin M (IgM)
ve sonra da IgG antikor yanit1 olustugu bildirilmistir. IgG diizeyi birkag ay i¢inde
azalmakla birlikte yillarca pozitif kalabilmektedir. Enfeksiyon sirasinda IgA ve
IgE antikorlarmin artisinin da gergeklestigi belirlenmigtir. IgA’nin parazitin
sporozoit ve merozoit formlarmin bagirsak mikrovilluslarima tutunmasini
engelleyici rol oynadigi belirtilmektedir (Current ve Bick, 1989; Mc Donald,
2000).

2.8. Bulasma ve Korunma Yollari
Hayvan giibrelerinin yaygin bir bigimde topraga birakilmasi sonucu, aerosol
yayilmayla direk olarak veya su kaynaklarinin kontaminasyonuyla indirekt olarak

enfeksiyon olusabilmektedir (Fayer ve ark., 2000; Terzi, 2005).

Hasta bireylerle direk temas halinde olan insanlarda, umumi ylizme havuzlarini
kullanan kisilerde, bu hastaligin yogun olarak bulundugu yerlere seyahat
edenlerde kriptosporidiyoz riski biiyiiktiir. Enfeksiyonun olusabilmesi igin
ookistlerin kontamine yiyecek, icecek ve bazi diger g¢evresel etmenlerle agiz
yoluyla ya da enfekte konak tarafindan solunumla veya konjunktiva araciligiyla

bulagmasi gerekmektedir (Starling ve Arrowood, 1993).

Kriptosporidial ookist her tip suda bulunmaktadir. Dokunulmamis yiizey
sularinda, filtre edilmis yiizme havuzu suyunda, hatta klorlanmis veya filtre
edilmis igme sularinda dahi bulunabilmektedir (Chen ve ark., 2002). Depo ve
musluk sularinda mikrobiyolojik kirliligin tespit edilmesi, klorlama isleminin
yetersiz oldugunun gostergesidir. Bu sebeple klorlamaya kars1 direngli ve
enfeksiyon dozu oldukga diisiik olan bu parazitin kontamine yiizme havuzlariyla
temas halindeki insanlar ve kontamine derelerden su icen hayvanlar (6zellikle

buzagilar) i¢in tehlike olusturdugu bilinmektedir (Ok ve Balcioglu, 2007).

Zayif bagisiklik sistemi olan HIV/AIDS bulasmis kisiler, organ transferi
yapilanlar, kemoterapi tedavisi devam eden insanlar, bobrek hastalari, ¢ocuk

yuvalart veya cocuklarin bulundugu giinliik bakim merkezlerinde ¢alisanlar,
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Ulkeler arasi yolculuk yapanlar (yolculuk ishali), izciler, kampgilar gibi
islenmemis su kaynaklarindan su igmek zorunda kalanlar bu parazitin
bulagsmasindaki risk gruplarini olusturmaktadir. Enfeksiyon acisindan risk altinda
olan kisilerin, ishalli hastalar, ciftlik hayvanlar, ozellikle 6 aydan kiiclik
hayvanlarla temastan kagmmalar1 gerekmektedir. Ozellikle hastaneler,
laboratuvarlar, giindiiz bakim evleri basta olmak {izere toplu yasanilan alanlarda
genel hijyenik oOnlemlere dikkat edilmesi gerektigi bildirilmektedir (Ok ve
Balcioglu, 2007).

C. parvum’un dogada yaygin olarak bulunmasi ve su yoluyla bulagsma potansiyeli;
ookistlerin her zaman infektif olmasi, oldukga kii¢iik olmalar1 (3.5-6.0 pum) ve
diisiik sedimentasyon oranma (0.5 m/s) sahip olmalariyla nedeniyle oldukga
yiiksektir. Islenmemis atik sularda, filtre edilerek islenen atik sularda,
kanalizasyonda, yer alt1 sularinda, yeryiizii sularinda ve islenmis i¢me suyunda

ookistlerin belirlenmesi; diskiyla kontaminasyonu gostermektedir (Fayer, 2000).

Ookistler uygun sartlarda (nem orani yiiksek ve 20°C’nin iizerindeki sicaklik), 6
ay canli kalabilmekte ve daha sonra hizla patojenitesini kaybetmektedir.
Enfeksiyona sebep olan bu ookistlerin, %10’luk formolde veya %50 derisik
amonyak gibi kimyasal soliisyonlarda 30 dakika i¢inde, ayrica 60 °C ve
tizerindeki sicakliklarda veya -20 °C sicaklikta 30 dakika bekletmekle canliligin
kaybettikleri bildirilmistir (Ozcel, 1995).

Ayrica  yapilan caligmalar 1518inda,  ookistlerinin 180 ppm  klor
konsantrasyonunda, 25°C ve pH 7.0°de iki saat iginde veya 1 ppm ozon
konsantrasyonunda 10 dk sonra 6ldiigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak sulardaki
parazitlerin inaktivasyonunda ozonun, klor veya klordioksitten daha etkili bir

dezenfektan oldugu tespit edilmistir (Hazer, 2007).

Cryptosporidium enfeksiyonlarinin kontrol altina tutulabilmesi i¢in 6ncelikle
ookistlerin cevreye yayilmasinin Onlenmesi gerekmektedir. Ookistlerin yok
edilmesi  enfeksiyonlarin ~ Onlenmesinde ve  biiyiilk ¢apli  salginlarin
engellenmesinde Onemlidir. Hijyen kosullarmin diizeltilmesi, el yikama ve
kontamine olmus materyallerin uzaklastirilmasi, insandan insana ve hayvandan

insana ookistlerin bulagsmasini azaltmaktadir. Ayrica ookistleri -20°C’de 72 saat
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dondurma, 45-55°C’de 20 dakika 1sitma islemleri, ookistin enfeksiyon yetenegini
azaltir veya yok eder. Bu nedenle 6zellikle immun sistemi baskilanmis kisilerde
enfeksiyona yakalanma riskini azaltmak icin kaynatilmis ve siselenmis sularin
kullanmas1 ve sebzeleri iyice yikadiktan sonra pisirerek tiiketmesi gerekmektedir
(Aysal, 2004). Tuvalete gidildikten sonra ve ishalli hayvanlara dokunduktan ve
toprakla (bahge isleri dahi) temas ettikten sonra eller iyice yikanmali ve ishalli
kisilerin herhangi bir rekreasyonal amaglh kullanilan suyla temas etmemesi
gerekmektedir. Yiizme havuzlar giivenlik i¢in siirekli kontrol edilmeli ve
kontamine sularin yutulmamasina dikkat edilmelidir. Pastorize olmayan siit ve siit

Urlinleri veya meyve sularinin i¢ilmesinden kaginilmalidir (Murray ve ark., 2007).

2.9. Kriptosporidiyozda Tam

Cryptosporidium tirlerinin tanist diski, balgam ve safra Orneklerinde g¢esitli
yontemler kullanilarak yapilmaktadir. Ilk teshis bagirsak biyopsilerinde C.
parvum’un gelisim evrelerinin gosterilmesiyle konulmus olsa da ookistleri
saptamaya yonelik daha gelismis yontemlerin ortaya ¢ikmasiyla pahali ve uzun

siirede sonug veren biyopsi yontemlerinin tanida kullanimi tercih edilmemektedir

(Casemore, 1991; Clark, 1999; Topcu ve ark., 2002).

Cryptosporidium tiirlerinin glinimiizdeki tanisinda en ¢ok diskida ookist varligi
acisindan boyali ve boyasiz preperatlarin 1s1k mikroskobu ile incelenmesi seklinde
degerlendirme yapilmaktadir. Buna ek olarak immun floresan yOntemlerle
floresan mikroskop altinda ookistlerin goriintiilenmesi, ELISA teknigi ile parazite
ait antijen varligmin belirlenmesi ve parazitin DNA’sinin  gosterilmesini

hedefleyen molekiiler metotlar da yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cryptosporidium enfeksiyonunun teshisi amaciyla tanida kullanilan yontemler
asagida Dbelirtilmistir. Kriptosporidiyoz tanisinda kullanilan yontemler, bu
yontemlerin duyarliliklari, avantaj ve dez avantajlar1 Cizelge 2.5.’de gosterilmistir
(Al, 2011).

a) Direkt mikroskobi yontemleri
- Basit boyama yontemi
- Faz kontrast ve karanlik alan mikroskobisi

- Floresan mikroskobisi
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b) Serolojik yontemler

- IFA (Indirekt immunfloresan antikor)

- ELISA (enzyme linked immunosorbent assay testi)
- DFA (Direkt immunfloresan antikor)

- Hizli immunokromatografik yéntem

c) Molekdler yontemleri

- PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu)

- Nested PZR

- PZR-RFLP

- LAMP (Ilmige dayal1 izotermal ¢ogaltma ydntemi)
d) Histopatolojik inceleme

e) Kultar yéntemleri
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Cizelge 2.5. Kriptosporidiyoz tanisinda kullanilan yontemler (Al, 2011).

Ydntem Prensibi Duyarhlik Avantaj/Dezavantaj
Aside Ookistlerin modifiye, Kinyoun veya IFA Kolay ve diger coccidian
direncli Ziehl-Neelsen ydntemleriyle yonteminden parazitlerde belirlenebilir.
boyama boyanmasi on kat daha az Nonspesifik
Floresan isaretli anti- . Ozgiilliigii yiiksek
IFA Cryptosporidium antikorlari ile {)%g?s?/ 5%103? Morfolojik olarak dogrulama
boyama g Canlilik belirlenemez
Ozgiil ve izl
Cryptosporidium antijen yakalama IFA’dan daha Tiim gelisim evrelerinin
ELISA " A -
ELISA az antijenleri belirlenebilir
Morfolojik dogrulama yapilamaz
Immunkrom Kolorimetrik yontemle IFA’dan daha . izl )
- - o Kalite kontrolu ve kalite
atografi Cryptosporidium antijen yakalama az . .
glivencesi konusunda sorunlar
Floresan isaretli tamamlayici . R
- ; o Yiksek dzgullik
FISH oligoniikleotid DNA problart ile in Canlilik testi olarak kullanilabilir
situ hibridizasyon
Yiiksek duyarlilik ve
Cryptosporidium turleri 6zgul
Nested Iki primer seti kullanilarak iki K 0oki .. Olarak. be“rlenme.SI ..
(igice) PZR basamakli PZR yapilmasi Tek ookist Tur./g.enotlp ayrimi 1ein (!12.1
analizi veya RFLP gereklidir.
Gergek zamanli PZR yontemine
gore goreceli uzun zaman alir.
Cryptosporidium tirleri
Genomik DNA’nin ¢ogaltilmasi izolatlarmin ¢ogunun tiir veya
PZR-RFLP sonrasinda PZR iirtiniiniin Tek ookist genotip ayrimini yapabilir
enzimlerle kesilerek incelenmesi Gergek zamanli PZR yontemine
gore goreceli uzun zaman alir.
Gercek Hizl, yiiksek duyarlilik ve
amgnl Hibridizasyon problar1 kullanilarak Ozgulluk
zamian’l DNA’nin ger¢ek zamanli olarak Tek ookist Rutin olarak kullanilabilir
(Real time) . - N .
belirlenmesi Tiir ayriminda kullanilabilir
PZR . -
Yuksek maliyet
Mikrosatellit Polimorfik belirtecler olarak ahnlflralla a Aynt tiirdeki izolatlar arasindaki
. kullanilan mikrosatellitlerin PZR ile ga 1ymaar farkliliklar1 belirleyebilir
analiz - ihtiyag S . ;
cogaltilmast Ileri analiz gerektirmez
duyulmakta
Gergek : Canhlﬁllfltle’s(tiiu (})]?;gll(kkillliﬁll(abilir
zamanli ters mRNA’nin ger¢cek zamanli olarak Genin kopya

transkritaz
PZR

belirlenmesi

sayisina bagl

Heniiz rutin tani aract olarak
kullanim i¢in yeterince veri
yoktur.

NASBA
(Nukleik asit
dizisine
dayali
cogaltma)

Kalip olarak tek zincirli RNA nin
kullanildigi, tamamlayict RNA’nin
reaksiyon siirecince sentezlendigi
izotermal bir ¢ogaltma yontemi

Bes ookist

Sadece RNA drneklerinden
amplifikasyonla ookist canlilig1
belirlenebilir.

Is1 dongii cihaz1 gerektirmez
Tani araci olarak kullanimi i¢in
ileri ¢aligmalara gereksinim
vardir.
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2.9.1. Direkt Mikroskobik Boyama Yontemleri
Kriptosporidiyoz enfeksiyonlariin teshisi i¢in en uygun ve kolay teknigin
giintimiizdeki klinik kullanim alani goz oniine alindiginda digki taramasi oldugu

tespit edilmistir (Emre ve ark., 1997).

Diskinin makroskobik bakisi hastalikta siiphe uyandirici nitelikte olsa bile 6nemli
spesifik bir goriiniim s6z konusu degildir. Digkida kan ve irin bulunmas1 hastalik
icin ¢cok ender bir bulgu olup genellikle birlikte seyreden bagka bir enteropatojen
ile baglantili oldugu disiiniilmektedir. Toplanan digski 6rneklerinde mukusa sik
olarak rastlanilmakta ve inceleme amacgli alinan 6rnegin mukuslu kisimlardan
secilmesinin daha uygun oldugu diistiniilmektedir (Erman ve ark., 2000; Sears ve

Kirckpatrick, 2001).

Enfeksiyon sirasinda ookist atilimi1 ¢ogunlukla intermittent bir 6zellik tasidigindan
teshis i¢in farkli zamanlarda, ¢ok sayida diski Orneginin alinip incelenmesi
gerekmektedir (Sears ve Kirkpatrick, 2001). Ayrica etken atiminin bol oldugu
sulu digkilarda ookistlerin ¢ogu mukus i¢inde sakli kalabilmekte sekilli ve az
mukuslu digkilarda ise etken atim1 diizensiz veya yetersiz olmaktadir. Bu nedenle
hastadan alinan tek digki 6rneginde yapilan mikroskobik inceleme yetersiz olup,
birbirini izleyen gilinlerde ii¢ farkli digk1 6rneginin incelenmesi tani oranini énemli

derecede arttirmaktadir (Erdogan, 2003).

2.9.1.1. Diski Orneklerinin Saklama Yontemleri

Cryptosporidium tiirlerinin tanisinda digki ve balgam gibi 6rnekler taze olarak
incelenebilecegi gibi %10’luk formal, %2.5’lik potasyum dikromat (KCr207),
sodyum asetoasetik asit-formol (SAF) gibi fiksatiflerin igerisine alinip
calisilincaya kadar taze olarak saklanabilmektedir (Starling ve Arrowood, 1993).
Bu fiksatifler icerisinde saklanan ookistlerin, 12 aydan fazla bir sire DNA
ekstrasyonu amaci ile kullanilabilecegi bildirilmistir. Ancak %2.5’lik KCr207
soliisyonu igerisinde +4°C’de saklanan ookistlerin O6nemli bir kismi canl
kalabildigi i¢in rutin parazitoloji laboratuvarlarinda kullanilmalar1 enfeksiyon riski
acisindan Onerilmemektedir. Toplanan diskilarin %10 formol soliisyonunda ise

+4°C’de veya -30 °C’de uzun siire saklanabilmeleri miimkiindiir. Fakat bu durum
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PZR yontemiyle etken tanisini olumsuz yonde etkilemektedir (Dubey ve ark.,

1990; Starling ve Arrowood, 1993; Suresh ve Rehg, 1996; Limor ve ark., 2002).

2.9.1.2. Diski Orneklerini Coklastirma (Konsantrasyon) Yoéntemleri

Enfekte konaklarin diskilar ile genelde yeterli miktarda ookist atilimi olmamasi
sebebiyle, teshis i¢in konsantrasyon tekniklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ornekten
hastalik etkenini konsantre etmek amaciyla gelistirilen yontemler arasinda;
formol-eter ve formol-etil asetat sedimantasyon yontemleri, Sheather’in ylizdiirme
yontemi, percoll-siikroz yontemi, doymus ¢inko siilfat ve doymus sodyum kloriir
yuzdirme teknikleri, demir 111 stilfat flotasyonu, dializ ile prifikasyon, cam ¢ubuk
sutun priifikasyonu ve immunomagnetik separasyon (IMS) yontemi sayilabilir

(Weber ve ark., 1992; Di Giovanni ve ark., 1999; Carey ve ark., 2004).

Bu teknikler sayesinde incelenen materyalde bulunan PZR antagonistlerinin
kismen uzaklastirilmasi da saglamaktadir (Sears ve Kirckpatrick, 2001; Carey ve
ark., 2004). Formal-eter ve formal-etil asetat sedimantasyon teknikleri ile
Sheather’in yiizdiirme yontemi en c¢ok kullanilan konsantrasyon yontemleri
arasindadir. Digki incelemesinde bu yogunlastirma yontemlerinin en 6nemli
avantaji direkt yaymadan hazirlanan kalici boyali preparatlarda gozden
kacabilecek seyrek miktardaki ookistleri bile ortaya c¢ikarmasidir. Alinan
orneklere ¢oktiirme yontemi uygulanirken diger parazitler i¢in kullanilan santrifiij
hiz1, Cryptosporidium’un kiiciik yapili ookistleri i¢in yeterli olmayabilir. Bu
nedenle Cryptosporidium tanisi koymak i¢in yapilan ¢aligmalarda 6rneklerin 1
000-1 500 rpm’de 2 dakika santriflij edilmesi gerekmektedir (Casemore, 1991;
Starling ve Arrowood, 1993; Suresh ve Rehg, 1996; Ok ve ark., 1997; Sears ve
Kirckpatrick, 2001).

2.9.1.3. Basit Boya Yontemleri
Epidemiyolojik arastirmalarda genellikle ookist morfolojisinin belirlenmesine

yonelik bilinen boyama teknikleri kullanilmaktadir.

Soguk boyama teknigi olan iodin ile yapilan boyamanin basit ve kolay bir yontem
olmasi1 acisindan mantar sporu ve ookistlerin faz kontrast (ve/veya differensiyel

interferens kontrast) mikroskobu ile yapilacak ayriminda bir 6n teshis yontemi
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olarak kullanilabilecegini belirtilmis olup preparatlarda ookistlerin iyi bir sekilde
tespit edilemeyecegi bildirilmektedir. Bundan dolay1 tespit i¢in ayit edici bazi
boya yontemlerinin kullanilmas1 gerekmektedir (Starling ve Arrowood,1993;
Silva ve ark., 2003). Ookistlerin saptanmasinda kullanilan ayit edici boya
yontemleri arasinda Kinyoun asit-fast boyama yontemi, Modifiye Asit Fast
(MAF) sicak boyama yontemi, floresan boyama (Auramin-rhodamine (AR),
Acridine orange (AO), Auramin-fenol floresans, Auramin-karbol fuksin), giemsa
ve safranin-metilen mavisi, nigrosin, karbol fuksin boyama yontemleri sayilabilir
(Dubey ve ark., 1990; Starling, ve Arrowood, 1993; Aksehirli, 1995; Leng ve ark.,
1996; Sears ve Kirckpatrick, 2001). Ancak, diger pek ¢ok parazitin boyanmasi
amaci ile kullanilan hematoxylin (Reisner ve Spring, 2000), trikrom demir
hematoxylin (Dubey ve ark., 1990), polyvinyl alkol gibi boyama teknikleri bu
parazitin tanisinda 6nem tagimamaktadir (Sears ve Kirkpatrick, 2001).

Ookistler, hacim yapilar1 ve morfolojik 6zellikleri agisindan maya hiicreleri,
fungal ve kiif sporlar1 ve yag globulleriyle benzerlik gostermektedir. Ookistleri bu
yapilardan ayirt etmek amaciyla en sik kullanilan, giivenilir, spesifik ve tanisal
degeri yiiksek olan metot asit-fast boyama yontemidir. Bu yontem ile ookistler
pembe veya kirmizi renkte, mayalar ve diski artiklart ise yesil veya mavi renkte
boyanmaktadir. Irritan madde igermesi nedeniyle havalandirma sisteminin yeterli
olmadig1 laboratuvarlarda MAF vyerine Kkinyoun asit-fast yontemi tavsiye
edilmektedir (Current ve Garcia,1991; Ungar, 1995; Gilles, 1999; Mandel ve ark.,
2005). Ayrica asit-fast boyalarinin kullaniminin kolay olmasi, %2.5 potasyum
bikarbonat veya %10’luk formal eklenerek oda 1sisinda saklanmis digkilari
boyamasi, ucuz olmasi, kirmizi boyanan ookistleri mavi zemin tizerinde kolay bir
sekilde gostermesi, ookistlerin igyapisinin ayrintili olarak goriilmesi ve kalici bir
boya olmasi nedeniyle Cryptosporidium ookistlerinin teshisinde bu boyama
yonteminin kullanilmast uygun bulunmustur (Kehl ve ark., 1995; Ok ve ark.,
1997). Bu nedenle giiniimiizde tan1 amagli Kinyoun MAF ve Modifiye Ziehl
Neelsen (MZN) boyama teknikleri daha c¢ok tercih edilmektedir (Sears ve
Kirkpatrick, 2001). Bu teknikler her ne kadar sik kullanim dlzeyine sahip olsalar
da sensitivite ve spesifiteleri diisiiktiir (Clark, 1999).
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MZN boyama teknigi ile boyanmis preparatlarda Cryptosporidium ookistleri yesil
zemin {stiinde, kirmizi-pembe bir renkte gozlenebilmektedir. Bu boyalarla
boyanan preparat incelemelerinde ookistin segilemeyen kismi, etkenin ylizeyine
gore daha koyu boyanirken, mantar sporlari, bakteriler, fekal kalintilar ve diger
asit fast 6zellik tasimayan yapilar mavi renkte goriilmektedir (Emre ve ark., 1997;
Gun ve ark., 1997).

Boyama sonrasinda mikroskobik incelemede 10 farkli sahada <I ookist +, 1-10
ookist ++, 11-25 ookist +++ ve >25 ookist ++++ olarak degerlendirilmekte ve
ookist yogunluguna gore enfeksiyon derecesi hafif (+ veya ++), orta (+++) ve
siddetli (++++) olarak ifade edilmektedir. Farkli boyama yontemleriyle boyanan
parazit ookistlerinin mikroskobik goérunimi Cizelge 2.6 ve Sekil 2.3’de

gosterilmektedir (MacPherson ve McQueen, 1993).

Cizelge 2.6. Farkli boyama yontemleriyle boyanan parazit ookistlerinin mikroskobik
gorunimi (MacPherson ve McQueen, 1993; Hazer, 2007)

Boyama yontemi Ookist Maya

Modifiye asit fast sicak Parlak kirmizi Mavi-yesil
Kinyoun asit fast soguk Kirmizi-mor Mavi-yesil
Giemsa Eflatun Eflatun
Acridine-orange Yesil-sart Kirmizi-turuncu
Auramin -Rhodamin Portakal rengi Goriilmez
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Sekil 2.3. Boyanmis Cryptoposiridium spp. ookistleri A: Taze preperat (Ekinci, 2012),
B: Modifiye Ziehl-Neelsen boyama (Aysal, 2004), C-D: Kinyoun asit-fast
boyama (Elgiin, 2009; Dag, 2010), E-F: Modifiye asit fast boyama (EKkinci,
2012; Eren, 2011)

2.9.2. Serolojik Ydntemler

Cryptosporidium ookistlerinin teshisinde indirek tan1 yontemlerinden DFA, TFA,
Western-blot ve ELISA yontemleri ile antikorlarin varligi arastirilmaktadir
(Siddons ve ark., 1992; Garcia ve Shimizu, 1997; Silva ve ark., 2003). S6z konusu
teknikler genel olarak, klasik boyama tekniklerine gore daha duyarhidir (Starling

ve Arrowood, 1993). Ozellikle incelecek materyalin formalin ile tespit edildigi

40



veya stoklamanin uygunsuz yapildigi durumlarda ELISA, IFA gibi testler 6nemli
bir teshis alternatifi konumundadir (Gasser ve O’Danoghue, 1999).

Diski 6rneklerindeki organizmalarin yiizeyindeki antijenlerin immiinolojik olarak
saptanmasinda kullanilan monoklonal antikor temeline dayali DFA yontemi ise
giintimiizde kriptosporidyozun tanisinda referans test olarak kabul gdrmektedir.
Floresan mikroskop ile ookistlerin varliginin arastirildigt bu yontemde hem
konsantre hem de konsantre edilmemis diski Orneklerine kolaylikla
uygulanabilmektedir (Dag, 2010).

IFA yonteminde, ookist yapisinda bulunan antijenik yapilara, floresan boya ile
isaretli monoklonal antikorlarin baglanmasi prensibine dayanmaktadir (Carey ve
ark., 2004). Bu yontemin diger protozoon, helmint ve enterik bakterilerle gapraz
reaksiyon vermemesi ve digskinin yogunlastirilmasina gerek duyulmamasi
acisindan onemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir. IFA testinin 6zgulligu
oldukga yiiksek olup, asit-fast tekniklerinden daha duyarli 6zelliktedir (Casemore,
1991; Kehl ve ark., 1995). Floresan boyama teknikleriyle boyanan preparatlarin
floresan mikroskobunda x100 objektif taramasinda, ookistler siyah zemin
Uzerinde sferik, yuvarlak-oval yapida ve boyaya gore sarimsi elma yesili veya
turuncu renkte kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Ancak uygulanmasi igin floresan
mikroskoba gereksinimin olmasi, ookistlerin gogunun yeteri kadar boya almamasi
ve yapisinin bozulmus olmasi gibi nedenlerle i¢yapinin segilememesi ve teknigin
kalite kontroliiniin zorlugu yontemin dezavantajlarindandir (Mtombo ve ark.,
1992; MacPherson ve McQueen, 1993) Cryptosporidium ookistlerinin teshisi i¢in
hazirlanmis  bircok ticari IFA kiti aym1 zamanda Giardia Kistlerini de

saptayabilmektedir.

1980°den sonra kullanilmaya baslanan ELISA yonteminde ise, bir
hemaglutinasyon plagi cukuru iginde olusturulan antijen antikor kompleksi
Uzerine, enzim ile isaretli anti insan IgG, IgM ve diger antikorlarin konmasi ve
substratin eklenmesiyle pozitif olgularda renk olusmasinin gdzlenmesi esasina
dayanan ve parazit hastaliklarinin tanisinda giivenilir bir yontemdir. Kimyasal bir
olay olan renk olusumu enzimin aktivitesi ile ilgilidir. ELISA testinin duyarlilig

%94, ozgilligli ise %100 olarak bilinmektedir. Ancak antijenlerin capraz
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reaksiyon vermesi ELISA yonteminde yalanci pozitiflie neden olabilmektedir.
ELISA diger bazi yontemlere nazaran hem hizli, hem de kolay uygulanabilir bir
yontemdir. ELISA Kkitleri taze, donmus, formolde ya da SAF ile fiske edilmis
diskilara da uygulanabilmesi nedeniyle avantajlidir. Ancak giliniimiiz teknolojisini
gerektirmesi ve masrafli olmasi gibi dezavantajlart da bulunmaktadir (Kehl ve
ark., 1995).

Yiiksek duyarlilik ve Ozgiillige sahip olan bu serolojik yoOntemler
degerlendirilmesinde deneyime gerek duyulmamasi, uygulama kolayligi, cok
sayida ornegin ayni anda calisilmasina olanak saglamasi ve sonuglarinin tekrar
edilebilir olmasi sebebiyle tercih edilmektedir. Ancak DFA ve IFA yontemlerin
maliyeti ylksek olan floresan mikroskobu, ELISA yo6nteminin ise
spektrofotometre gibi ek donanim gerektirmesi gibi nedenler ise bu testlerin

kullanimini kisitlamaktadir (Al, 2011).

2.9.3. Molekdler Yoéntemler

Cryptosporidium turlerinin klinik olgulardan ve cevresel kaynaklardan izole
edilmesi amaciyla giiniimiizde PZR teknigi yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir (Morgan ve Thompson, 1998; Wu ve ark., 2004). Parazit DNA’sinin
saptanmasi temeline dayanan bu yontem sayesinde numunede bulunan bir ookist
bile saptanabildigi i¢in mikroskobik incelemelere gore ¢ok daha hassas ve kesin
sonuclar vermektedir. Bu nedenle PZR teknigi kotii kosullarda muhafaza edilmis,
donmus veya icerisinde ¢ok az etken bulunan numunelerin tanisinda dahi
kolaylikla kullanilabilecek en uygun yontem olarak kabul edilmektedir (Leng ve
ark., 1996; Ozlem ve ark., 1997; Morgan ve Thomson, 1998; Jenkins ve ark.,
2000; Sears ve Kirckpatrick, 2001). Oldukca hizli, yiiksek diizeyde duyarli ve
hassas sonuglar veren bir test olmasina ragmen bu yontemin kullanimini
sinirlayict pek c¢ok faktorden bahsedilebilmektedir. Rutinde yaygin olarak
kullanilan fenol-kloroform ekstraksiyonu, diskida yer alan safra tuzlari, bilirubin,
kompleks polisakkaritler ve bazi diger komponentler PZR tekniginde inhibitor
ozellik gosterebilen yapilardir. Bu nedenle digski ve su kokenli ¢calismalarda PZR
teknigini rutin bir sekilde kullanabilmek i¢in kontaminasyon riskinin ortadan

kaldirilmas1 ve numuneden ookistlerin titizlikle izole edilmesi gerekmektedir
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(Fayer ve ark., 2000). Ayn1 zamanda testin giivenirliligi agisindan, uygun bir
ekstraksiyon yoOnteminin ve en uygun primerlerin segilip kullanilmasi da
calismanin hassasiyeti i¢in olduk¢a Onemli bir basamaktir. Son zamanlarda
molekiiler biyoloji alaninda yapilan c¢aligmalarin artmasiyla gelisen PZR
teknolojisi sayesinde ve DNA izolasyon Kitlerinin dretilmesiyle gerek cevresel
gerekse Kklinik drneklerdeki inhibitorler ortadan kaldirilmistir (Xiao ve ark., 2000;
McOrist ve ark., 2002; Carey ve ark., 2004).

Gunumuzde Cryptosporidium tdrlerinin belirlenmesi, epidemiyolojik verilerin
elde edilmesi ve su kaynaklarinin paraziter agidan incelenmesi amaciyla
kullanilan farklt PZR yontemleri bulunmaktadir. Bu yontemler arasinda en sik
kullanilan metot, PZR amplifikasyon teknigi ile ¢ogaltilan bir gen bdlgesinin
uygun enzimlerle kesildikten sonra, elde edilen kiigiik parcalarin jelde yliriitiilerek
gen bolgelerinin uzunluklarimin kiyaslanmasi ve etkenin ayrintili genetik
analizinin yapilmasinda kullanilan PZR-RFLP yontemidir. Ayrica hedef bir gen
bolgesinin PZR yontemiyle ¢ogaltilmasiyla elde edilen amplifikasyon {irliniindeki
dizilerin i¢ bolgelerine yonelik primerler eklenerek tekrar PZR isleminin
uygulandigr ve bu bolgelerin ¢ogaltildigi, klasik PZR’a gore 4-5 kat daha hassas
olan Nested-PZR (Balatbat ve ark., 1996), 6zel isaretli problar kullanilarak hedef
DNA miktarini dolayisiyla ortamdaki etken miktarini belirleyebilen real-time PZR
(Limor ve ark., 2002), 6zel TagMan problarin kullanildig: ve esas itibariyle Real-
Time PZR’a benzeyen TagMan PZR (Carey ve ark., 2004), 6zellikle, izolatlarin
ayrimini yapmada kullanilan AP-PZR (arbitrary primed PZR) gibi molekiler
yontemlerde  Cryptosporidium’un  molekiiler ~tanisinda  yaygin  olarak
kullanilmaktadir (Awad El Kariem ve ark., 1998).

Son zamanlarda giderek onemini artiran ve yeni bir metot olan LAMP teknigi de
Cryptosporidium enfeksiyonlarinin teshisinde kullanilmaya baslanmistir (Notomi
ve ark., 2000). Alt1 adet primerle sekiz farkli bolgenin tanindig1 kapali bir sistem
oldugu i¢in 6zgiillik ve duyarlilik PZR tekniginde daha yliksektir. Ayrica sabit
sicaklikta (60-70°C) 1 saatte tek bir kopyadan 102 kopya ¢ogaltilabilen LAMP
yonteminde yuksek teknik ve becerilere gerek duyulmamaktadir (Paris ve ark.,

2008). Sicaklik degisimleri i¢in zaman kaybi yasanmadigi iginde diger
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amplifikasyon yontemlerine gore daha hizli sonug vermektedir (Notomi ve ark.,
2000; Nagamine ve ark., 2002).

2.9.4. Histopatolojik Inceleme

Parazit bagirsak mukoza epitel hiicrelerinin mikrovillus yilizeyinde yerlestigi igin
biyopsi materyalinin 151k ve elektron mikroskobu ile incelenmesi tanida 6nemlidir.
Bu yontemde hematoksilen eozin ile parazit mor renkte boyanarak c¢esitli gelisim
sathasindaki parazitin teshisinin yapilmasini saglamaktadir. Ancak biyopsi
yontemleri dokulara yerlesen parazitin tanmisinda yararli olmasima ragmen,
hastadan 6rnek alinan bolgede parazitin bulunmamasi yalanci negatif sonuglara
neden olabilmektedir (Casemore, 1991; Gilles, 1999; Garcia ve Bruckner, 1997;
Fahey, 2003).

2.9.5. Kultur Yontemleri

Canlilik tayini amaciyla Cryptosporidium’un konak hiicre ortamindaki gelisimi ilk
olarak 2004 yilinda tanimlanmigtir. Bu da Cryptosporidium arastirmalarinda
birgok goriisii kolaylastirabilecek 6nemli bir adim olmustur. Mevcut konak hticre
kllturlerinde parazitin tim evrim doénemlerini gérmek mimkinddr; ancak ¢ok

kiiciik boyutlarda oldugu igin yapisinin tanimlanmasi oldukca zordur (Boxell,
2008).

Calismalarda kullanilabilecek en uygun kiiltiirii HCT-8 olup, ekimi takiben 24-72.
saatlerde kiiltiir tarandiginda etkenin degisik tireme formlar1 fark edilebilmektedir.
HCT-8de, 2-3 giin ara ile yapilan pasajlar sayesinde kiiltlirii 25 gilin kadar
uzatabilmek mimkindur (Carey ve ark., 2004). Bu uzun sire sayesinde ilgili
donemde yapilabilecek ¢alismalar rahatlikla ylritilebilmektedir. Hicre
kiiltiiriiniin en biiyiikk dezavantaji, heniiz slregen olarak devam ettirilebilen bir
kiiltiiriin  ortaya konamamis olmast ve dogal etken biyolojik siklusunda
otoenfeksiyonu saglayan ince duvarl ookistlerin in vitro ortamda olugsmamasidir
ki bu durum, kiiltiirde saglanabilecek yogun bir enfeksiyon tablosunun olusumunu
da engellemektedir (Gasser ve O’Danoghue, 1999; Hijjawi, 2003). Bu tip
ookistlerin kiiltiirde olusabildigi ifade edilse de ilgili etkenlerin ac¢ildigina dair bir

kanit ortaya konamamistir. Yine hiicre kiiltlirlerinde iiretilebilen etken diizeyinin,
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cogu kez ekilenden daha az oldugu da ifade edilmistir (Gasser ve O’Danoghue,
1999).

2.10. Tedavi

Hastalia ait uygun bir kiiltlir ortaminin olmamasindan dolayr parazitin
biyokimyasal ve metabolik o6zellikleri tam olarak agiklanamamis ve sonugta
Cryptosporidium ookistlerine karsi etkili bir tedavi yontemi bulunamamuistir.
Immun sistemi saglam veya gecici olarak baskilanmis kisilerde enfeksiyonun
genellikle 20 giinden az bir siirede kendiliginden gecmesi nedeniyle bu tir
olgularin dehidratasyon tablosu durumunda sivi ve elektrolit kaybini kargilamak
tedavi i¢in yeterli olup baska bir tedaviye gerek duyulmamistir (Fayer ve Ungar,
1986; Markell ve ark., 1992; Ungar, 1995; Topcu ve ark., 2002).

Immun sistemi baskilanmis hastalarda ise uzun siireli enfeksiyona neden olan
kriptosporidiyoz tedavisi icin daha fazla oranda sivi, elektrolit, kalori, yag,
karbonhidrat ve aminoasit replasmin yani sira ilag tedavisine de ihtiyag vardir.
Immunsupresif ilag uygulanan hastalarda (kanser, transplantasyon tedavileri) bu
tedavilere ara verilmelidir. Ozellikle AIDS’li hastalarda CD4 hiicre sayisi
200/mm?’{in altina diistiigiinde kriptosporidiyoz yasami tehdit edebilmektedir. Bu
nedenle bu tir olgularda kriptosporidyoz icin tedavi uygulanmadan &nce
antiretroviral tedavilerle CD4 sayisinin yiikseltilmesi gerekmektedir (Akisu ve
Korkmaz, 2005).

Immunsupresif hasta grubunda temelde kullamlabilecek ilaglar sunlardir: Immun
sistemi diizenleyiciler (Interlokin 2, bovin transfer faktor, hiperimmun kolostrum),
antimikrobikler (paramomisin, spiramisin, nitazoksanid, roksitromisin, letrazuril,
mazitromycin, lasalocid, maduramycin, aprinocid) ve antidiyareikler (morfin
slilfat, somostain analoglari, difenoksilat). Tedavi amagh kullanilan bu ilaglar
arasinda aminoglikozid grubundan olan paramomisin en fazla kullanilan ajandir.
Nitazoksanid (NTZ) kronik ve siddetli ishal yakinmasi olan tiim hastalarda
Onerilmektedir (Xio ve ark., 2002; Tzipori ve Ward, 2002; Ramirez ve ark., 2004).
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3. ONCEKI CALISMALAR

3.1. Yurtdisinda Yapilan Calismalar

Mata ve ark., (1984) tarafindan Kosta Rika’da yapilan bir ¢alismada ishal sikayeti
olan 278 hastada Cryptosporidium spp. ookistleri, giemsa boyama teknigiyle
arastirilmistir. Elde edilen bilgilere gore diyareli 278 hastanin 12’sinde (%4.3)
kriptosporidiyoz enfeksiyonu goriilmiis olup yilin sicak, yagmurlu ve nemli

aylarinda olgu sayisinin giderek artis gosterdigi bildirilmistir.

Shadid ve ark., (1985) tarafindan Banglades’de yapilan bir arastirmada
gastrointestinal sikayeti bulunan 578 hastanin %4.3’tinde Cryptosporidium spp.
ookistleri saptanmis olup bu parazitin meydana getirdigi enfeksiyon oraninda yilin

sicak ve nemli ay1 olan Mart ayinda artis gézlendigi tespit edilmistir.

Ungar’in 1990 yilinda ELISA yonteminin duyarliligini tespit etmek amaciyla
yaptig1r bir calismasinda kriptosporidyozlu 62 hastanin 51’inde pozitiflik
saptanirken Cryptosporidium enfeksiyonu belirgin olmayan kontrol gurubu 182
ornegin 176’s1 negatif olarak bildirilmistir. Sonug¢ olarak ELISA yonteminin

duyarliliginin %89.5, 6zgiilliigliniin ise %96.7 oldugu gdsterilmistir.

Rosenblatt ve Sloan (1993), tarafindan gaita numunelerinde Cryptosporidium
spp.-’nin varligimmi belirlemek amaciyla yapilan calismada Mayo Klinigi’ne
basvuran hastalardan elde edilen taze (4 6rnek), dondurulmus (49 ornek) ve
%10’luk formolde (243 6rnek) korunmus ornekleri IFA ve ELISA yontemleriyle
incelemislerdir. Calismada temin edilen 296 diyareli diski 6rneginin 100 tanesinde
ELISA ve IFA yontemleriyle Cryptosporidium spp. oldugu belirlenmis olup,
ELISA testinin duyarliliginin %93, 6zgulluginin ise %99 oldugu tespit edilmistir.

Kehl ve ark.,’nin (1995) yaptiklari calismada, Cryptosporidium ookistlerini
saptamak amaciyla ELISA, DFA ve asit-fast boyama yontemlerini
uygulamiglardir. Caligmada 129 digki 6rnegi incelenerek, 55 drnekte pozitif sonug
elde edilirken, 74 Ornekte ookist saptanamamistir. ELISA yodnteminin
duyarlihginin %94.5, asit-fast boyama ve DFA yontemi birlikte kullanildiginda
ise duyarliligin %96.4 oldugu tespit edilmistir.
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El Shazly ve ark., (2007) tarafindan Misir’da ishalli ¢ocuklarda Cryptosporidium
spp. ookistlerinin varligint belirlemek i¢in 1 050 digski 6rnegi MAF ve ELISA
yontemleriyle arastirilmistir. Calismada incelenen diyareli 90 ¢ocukta MAF ile
parazite ait ookistler saptanirken, ELISA yontemiyle 100 ¢ocukta

Cryptosporidium antijeninin varligi tespit edilmistir.

Kusnierz ve ark., (2007) Warsaw’da secilmis primer immun yetmezligi olan
hastalarda Cryptosporidium enfeksiyonunun varligini arastirmiglardir. Calismada
1980-2006 yillar1 arasinda primer immun yetmezlikli 987 hastadan 5 XHIM ve 1
CD4 lenfopenili hasta Cryptosporidium spp. varligi agisindan MZN boyama
teknigi, DFA ve PZR yontemleriyle incelenmistir. Diski ve/veya safra 6rnekleri
incelenen 6 hastanin 4’tinde Cryptosporidium varlhigi belirlenmis olup, enfekteli 4
olguda ti¢ farkli parazit tirii; C. meleagridis, C. hominis ve C. parvum’un

tanimlandig: bildirilmistir.

Jayalakshmi ve ark., (2008) tarafindan Hindistan’da yapilan bir ¢alismada, ishali
olan HIV seropozitif toplam 89 hastanin gaita 6rnekleri ELISA ve MAF boyama
yontemleri ile arastirilmustir. Incelenen 89 ornegin 11°i (%12.4) mikroskobi
yontemiyle pozitifken, ELISA yontemiyle 10’unda (%11.2) pozitif sonug elde
edilmistir. ELISA ile pozitif sonu¢ veren 10 gaita 6rnegi mikroskobi ile de pozitif
olarak bulunmustur. Elde edilen bilgilere gore ELISA testinin duyarliligin1 %99.9,
ozgilliigiini de %98.7 olarak tespit etmiglerdir. Sonug olarak kriptosporidiyoz
enfeksiyonu lizerine yapilan caligmalarda basit, hizli ve giivenilir sonuglar veren
ELISA tekniginin rutin ¢alismalarda kullanilmasinin yararli olabilecegi

belirlenmistir.

Tuli ve ark., (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada, Hindistan’da ishalli 336 HIV
pozitif hastanin ve 200 ishalli HIV seronegatif hastanin gaita numuneleri enterik
protozoonlarin varligir agisindan arastirilmistir. 200 HIV seronegatif kontrol
hastas1 HIV pozitif hastalarin aile bireylerinden secilmistir. Elde edilen digki
ornekleri MAF, modifiye safranin ve calcoflour white boyama yodntemleriyle
boyanarak incelenmistir. Sonug¢ olarak HIV pozitif hastalarda en sik
Cryptosporidium spp. (%39.8) ardindan da Microsporidia spp. (%26.7) parazitleri
belirlenmistir. Ayrica HIV pozitif hastalarin %17.5’inde ise Cryptosporidium
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spp., Cyclospora spp. ve Mikrosporidia spp. parazitleri birlikte gorilmiistiir. Elde
edilen bilgilere gore CD4 seviyeleri ishalin siirekliligi ile ters orantili olup kronik
ishalli hastalarin akut ishalli hastalardan daha diisiik CD4 miktarlarina sahip
oldugu bildirilmistir.

Mogalistan Tuv-aimak bdlgesinde Cryptosporidium ookistleri varligi agisindan
460 ornek IFT metodu ile incelenmistir. Sigirlarda 116 Cryptosporidium ookisti
bulunmustur. IFT ile pozitif bulunan 116 06rnegin, 47’si IMS yoOntemiyle
saflagtirilmis ve 11 tanesi PZR ile pozitif olarak bulunmustur. SSU rRNA gen
bolgesinde Nested PZR ile ¢ogaltilmis ve elde edilen PZR {irtinleri Vspl, Sspl ve
Mboll enzimleri kullanilarak kesilmistir. Orneklerin sekans analizinde iki &rnekte
yaygin enfeksiyon C. bovis ve C. andersoni varlgini gOstermistir. Arastiricilar
koyun ve kegilerden toplanan digki 6rneklerinin higbirinde Cryptosporidium
ookisti bulamamislardir (Burenbaatar ve ark., 2008).

Nago ve ark., (2010) tarafindan yapilan ¢alismada gaita 6rnekleri C. parvum ve G.
intestinalis parazitleri duyarli bir metod olan LAMP yontemiyle incelenmistir.
Sonug olarak hastalardan alinan 39 diyareli digki 6rneginin 14’{iniin (%70) C.

parvum ve 16’sinin (%84) G. intestinalis ile enfekte oldugu tespit edilmistir.

Gilineybat1 Nijerya’daki 4 beyaz Fulani suriisiinde rastgele segilmis 12-24 haftalik
ishalli sigirlarda Cryptosporidium spp.’nin varligini tespit etmek i¢in SSU rRNA
gen bolgesine PZR ve RFLP analizleri yapilmustir. Orneklerin 34 (%52.3) tanesi
Cryptosporidium i¢in pozitif sonu¢ vermistir. PZR irtinlerinin RFLP analizleri
sonucunda, Sspl ve Mboll enzimleri kullanilarak 18 6rnek (%27.7) C. bovis, 5

ornek C. ryanae igin pozitif sonug vermistir (Ayinmode ve ark., 2010).

[ran’da yapilan bir calismada, cocuklarda Cryptosporidium enfeksiyonunun
varligimi belirlemek i¢in 12 yasindan kiiciik diyareli ¢ocuklardan toplanan diski
ornekleri asit- fast boyama yontemiyle incelenmis ve pozitif orneklere DNA
izolasyonu uygulanmigtir. Daha sonra TRAP-C2 geni tlre 06zgll primerler
kullanirak Nested PZR yontemiyle cogaltilmistir. Sonu¢ olarak 12 6rnek
Cryptosporidium agisindan pozitif olarak tespit edilmistir. Elde edilen iiriinlere
(266-366 bc) BstEIl ve Haelll enzimleri kullanilarak RFLP teknigi uygulanmistir.

Nested-PZR amplifikasyonu sonucunda pozitif bulunan 12 6rneginin 10 tanesi C.
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parvum (%83.3), 1 tanesi C. hominis (%8.3) ve 1 izolatta karisik enfeksiyon

oldugu goriilmiistiir (Majorad ve ark., 2011).

Bat1 Fransa’da heniiz siitten kesilmemis 2-21 aylik buzagilardan Cryptosporidium
tarlerini genetik karakterizasyonu belirlemek i¢in 182 fekal 6rnek toplanmustir.
DNA izolasyonlar1 yapildiktan sonra 18S rRNA geni PZR yoOntemiyle
cogaltilmigtir. PZR iriinleri Sspl ve Mboll enzimleri ile kesilerek
Cryptosporidium tiirlerini genetik karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen
sonuclara gore 84 pozitif 6rnekten 61°i RFLP analizi ile basarili bir sekilde
genotiplendirilmistir. Bunlardan 14 tanesi C. parvum, 15 6rnek C. bovis, 22 drnek
C. ryanae, 10 Ornekte ise C. bovis ve C. parvum karisik kombinasyonlarda tespit
edilmistir (Rieux ve ark., 2013).

Suudi Arabistan’da Cryptosporidium sikligin1 belirlemek amaciyla yapilan
calismada 10 yas altindaki ¢ocuklardan alinan digski 6rnekleri MZN boyama ve
RAPD-PZR teknigi ile incelenmis %11 pozitiflik bulunmustur (Shalaby ve ark.,
2014).

3.1.1. Yurtdisinda Yapilan Su Kokenli Calismalar

Mayer ve Palmer (1996) atik sularda Giardia ve Cryptosporidium parazitlerinin
varligmm belirlemek amaciyla IFA ve PZR metodlarmi karsilagtirmali olarak
uygulamiglardir. Elde edilen bilgilere gore Giardia sp. IFA ve PZR yontemi ile
%2100 uyumlu olarak tespit edilirken; Cryptosporidium IFA teknigi ile %63.7

duyarhilik géstermistir.

Lowery ve ark., (2001) tarafindan Kuzey Irlanda’da 1996-1999 yillar1 arasinda
yapilan bir ¢alismada, igme suyu kaynaklarinda Cryptosporidium ookistlerinin
insidansin1 ve genotiplerini belirlemek amaciyla konvansiyonel ve molekiiler
tespit yontemleri karsilagtirmali olarak kullanilmistir. Calismada toplanan 474 su
orneginin 380 tanesi IFA teknigiyle, 94 tanesi IMS-IFA yontemiyle incelenmis ve
her iki yontemle de toplamda 14 (%3) 6rnek pozitif olarak tespit edilmistir. Ayrica
214 Ornekte 18S rRNA ve TRAP-C2 gen bolgeleri PZR teknigiyle incelenmis ve

bunlarin 11°1 (%5.1) pozitif bulunmustur.
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Ryan ve ark, (2005) tarafindan Sdyney’de yapilan bir c¢alismada,
Waragamba’daki su toplama havzasinda Cryptosporidium spp’nin kaynaklarini
arastirmak amaciyla toplanan gaita ve su numunelerini IMS ve IFA yontemleriyle
incelemislerdir. Daha sonra ookist icerdigi tespit edilen 6rnekler 18S rRNA ve
HSP-70 genine ait gen bolgelerinde filogenetik analizler yapilmistir. Analiz
sonucunda C. parvum, C. suis, domuz genotipi-2, geyik genotipi ve keci

genotiplerini i¢eren 5 farkli tiir bulundugu tespit edilmistir.

Coupe ve ark., (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, Cryptosporidium ve Giardia
parazitlerinin rekreasyonel amagli kullanilan sulardan bulasma risklerini
degerlendirmek amaciyla bir yil boyunca rekreasyonel gollerden ve Paris
yakinlarindaki 3 nehirden her ay diizenli olarak su 6rnegi alinmistir. Toplanan su
numunelerinde IMS-IF yontemiyle parazitler tespit edilmis olup PZR ve RFLP
yontemleri uygunlanmigtir. Aynm1 zamanda PZR yontemiyle Enterocytozoon
bieneusi bakterisinin tanimlanmasi da yapilmistir. Sonu¢ olarak IMS-IF
yontemiyle Giardia Kistleri ve Cryptosporidium ookistlerine reskreasyonel
gollerde yil boyunca diisiik sayilarda rastlanilmig fakat arasira artis gosterdigi
gozlenmistir. Nehir bolgelerinde bu durumun tam tersi olarak yil boyunca siirekli
ve bazen siddetli bir sekilde artis oldugu bildirilmistir. PZR-RFLP analizi
sonucunda ise C. hominis ve C. parvum tiirleri saptanmistir. Arastiricilar ayrca
parazitlerin varligi ve miktar1 ile bakteriler arasinda bir iliski saptamadiklarini

belirtmislerdir.

Karanis ve ark.,’nin (2006) Rusya ve Bulgaristan’da yaptiklar1 ¢alismada farkl
kaynaklardan aliman su orneklerinde Cryptosporidium ve Giardia parazitlerinin
varligini belirlemek amaciyla toplam 166 su 6rnegini incelemislerdir. Toplanan su
orneklerine filtrasyon, flokiilasyon ve sukroz gradiyent saflastirma ydntemlerini
uygulayarak kist ve ookistleri immunofloresans test yontemiyle belirlemislerdir.
Calismada incelenen su oOrneklerinin %18.1’inin Cryptosporidium ookisti ve
%9.6’smin da Giardia kistleriyle enfekte oldugu tespit edilmistir. Sonugta her iki
parazit de icme ve kuyu suyunda, nehirden alinan cevresel sularda ve lagim
sularinda bulunmus olup, siselenmis sularda da Giardia kistlerinin varhigina

rastlanmistir.
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Lobo ve ark., (2008) tarafindan Portekiz’de yiizey ve yeralti kaynaklarindan
alinan ham ve islenmis sularda Cryptosporidium ve Giardia parazitlerinin varlig
arastirilmistir. Bu amagla toplanan 175 su Orneginde ookist ve kistler USEPA
1623 protokoliine gére IMS, IFA ve PZR temelli yontemler ile incelenmistir.
Sonug olarak IFA yontemiyle incelenen 175 6rnegin 81’inde Cryptosporidium
pozitifken, 67’sinde Giardia pozitif olarak tespit edilmistir. PZR ile ise 37 6rnekte
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 0Orneklerinde alt-tip IdA15 teshis
edilmistir. Tiplendirme sonucunda C. parvum’un [JaA15G2R1, [TaA16G2R1 ve
IIdA17G1 alt-tipleri ortaya ¢ikmustir. Giardia duedonalis icin ise alp-tip Al

tanimlanmustir.

Castro-Hermida ve ark., (2009) tarafindan 2007 yilinda yapilan ¢alismada,
Ispanya’nin Tambre Irmag: iizerindeki eglence amach kullanilan 5 farkli bélgeden
ilkbahar-yaz-sonbahar-kis déneminde 22 noktadan, kaynaktan, orta biiyiikliikte bir
irmaktan ve 3 onemli irmak agzindan 50 L’lik su ornekleri alinmistir. Ayrica
calismada su ornekleriyle ayn1 donemde Tambre Irmagi havzasindaki 18 mandira
siiriisiinden 697 inek, 480 diive ve 139 yeni dogmus buzagidan da gaita
numuneleri toplanmistir. Toplanan tiim oOrnekler Cryptosporidium spp. (18S
rRNA gen bolgesi) ve Giardia spp. (B-giardin gen bolgesi) parazitleri varligi
acisindan PZR teknigiyle incelenmistir. Sonug¢ olarak Tambre Irmagi havzasi
Cryptosporidium ookist ve G. intestinalis kisti ile ylksek miktarda kontamine
oldugu tespit edilmistir. Ayrica giftlikteki Cryptosporidium tirleri ve G.
intestinalis’in ortalama degerlerine gore bahar mevsimi verileri kig doneminden
farkli bulunmus olup, su drneklerindeki ookist miktar ise sonbahar ve kis aylarina

gore bahar ve yaz aylarinda ¢ok yiiksek ¢ikmaistir.

Mons ve ark., (2009), Paris ve ¢evresinde igme suyu kaynagi olarak kullanilmakta
olan Seine ve Marne Irmagi’nin sularinin protozoonlar ile kontaminasyonu
acisindan degerlendirmistir. Calismada 30 ay boyunca 20 L’lik su Ornekleri
toplanmistir. Ayrica indikatdr bakteriler de tespit edilerek yagis miktariyla
iliskisine bakilmistir. Toplam 162 irmak suyu 6rneginde Cryptosporidium ookisti

%45.70 Giardia kistleri ise %93.80 oraninda tespit edilmistir. Mevsimsel olarak
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Cryptosporidium igin pozitif dérnekler 6zellikle sonbaharda, Giardia icin daha az
siklikta yazin gézlenmistir. Enterokok sayimi ve yagmur miktari 6zellikle Giardia
konsantrasyonuyla iliskiliyken, enterokok miktarinin Cryptosporidium miktariyla
iliskili olmadig1 saptanmis olup, diger fekal bakterilerin incelenen protozoonlarla

iliskili olmadig1 belirlenmistir.

Plutzer ve ark., (2010), igme sularin1 2 pm ¢apli ARAD mikrofiltreden gecirerek
filtrenin Gzerinde kalan 6rnekleri Cryptosporidium ve G. intestinalis parazitleri
yonunden LAMP teknigiyle inceleyerek bu iki yontemin birlikte kullaniminin

paraziter etkenlerin saptanmasinda daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Castro-Hermida ve ark. (2010), calismalarinda Galicia’da (ispanya) atik su aritma
tesisleri (50 tane), igme suyu aritma tesisleri (52 tane) ve rekreasyonel nehir
alanlarinda (28 tane) Cryptosporidium ookistleri ve Giardia kistlerinin litre basina
ortalama konsantrasyonlari IFAT yontemiyle belirlenmistir. Calismada farkl
istasyonlardan alinan toplam 232 su numunesi Filta-Max filtreleri kullanilarak
filtre edilmis ve daha sonra (oo)kistler konsantre edilerek IFAT teknigiyle
incelenmistir. Rekreasyonel alanlar iginde, Cryptosporidium ve Giardia’nin
bulasict formlar1 sirasiyla 16 (%57.1;litre basia 1-60 ookist) ve 17 (%60.7; litre
basma 1-160 kist) ornekte saptanmigtir. Su aritma tesislerine dogru akan sular
iginde, ookistler 21 igme suyu aritma tesisinde (%40.4; litre basina 1-13 ookist) ve
kistler 22 igme suyu aritma tesisinde (%42.3; litre basina 1-7 kist) belirlenmistir.
Aritma tesislerinden ¢ikan atik su i¢inde, Cryptosporidium ookistleri ve Giardia
kistleri sirasiyla 17 (9%32.7; litre basina 1- 4 ookist) ve 19 (%36.5; litre basina 1-5
kist) igme suyu aritma tesisinde gozlenmistir. Atik su aritma tesislerinde
bulunmus ookistin en yiiksek konsantrasyonu, 0&zellikle, atik su aritma
tesislerindeki son ¢ikan su (atiksu) icinde 29 ookist (%58.0; litre basina 1-80
ookist) ve 49 (%98.0; litre basina 2-14 400 kist) belirlenmistir. Cryptosporidium
ve Giardia atik su aritma tesislerinden ¢ikan atik su iginde, sirasiyla, 32 (%64.0;
litre basma 1-120 ookist) ve 48 (%96.0; litre basina 2-6 000) 6rnegin iginde

saptanmuistir.

Mahmoudi ve ark., (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, su kokenli
Cryptosporidium ve Giardia parazitlerini tespit etmek amaciyla LAMP, PZR ve
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IFA metotlar1 kullamlmistir. Calismada Iran’in kuzeyindeki iki nehirden 10 L
yiizey suyu ornekleri alinmistir. Toplam 40 6rnek IFA, PZR ve LAMP yontemiyle
incelenmis ve 15 ornekte ookist tespit edilmistir. IFA yOontemiyle ookist tespit
edilemeyen 5 6rnek LAMP yontemiyle pozitif olarak belirlenmistir. Ayrica IFA
yontemiyle incelenen 13 6rnegin 10’u Giardia kistleri agisindan pozitifken, PZR
teknigiyle de pozitif sonu¢ vermistir. Sonu¢ olarak LAMP yonteminin diger

yontemlere gore daha hassas ¢alistigi bildirilmistir.

Adamska (2015), Kuzey Polanya’daki dogal su kaynaklarindan elde edilen su
orneklerinde Giardi ve Cryptosporidium parazitlerinin varligint TagMan real-time
PZR ve RLB yontemlerini kullanarak arastirmistir. Hayvanlarin igme suyu ve
yikanma amagli kullandiklar1 su kaynaklarindan 3 yil boyunca 600 numune
toplanmistir. Sonug olarak PZR yodnteminin RLP ydnteminden daha duyarl
oldugu tespit edilmistir. Ayrica tiim PZR iirlinlerine sekans analizi yapilarak 3
(9%0.05) C. parvum ve 4 (%0.06) G. intestinalis teshis edilmistir. Elde edilen
sonuglara bakildiginda bu patojen parazitlerin enfeksiyon riskinin Polonya’da az

oldugu gozlenmistir.

3.2. Tiirkiye’de Yapilan Calismalar

Ulkemizde kriptosporidiyoz enfeksiyonu ile ilgili ilk ¢alisma 1987 yilinda Ozcan
ve arkadaslar1 tarafindan Adana’da yapilmis olup ishalli ¢ocuklarda %8.2, ishali
olmayan c¢ocuklarda %4.10 oraninda Cryptosporidium spp. ookistleri tespit
edilmistir. Daha sonraki yillarda ise bagisiklik sistemi baskilanmis olgularin
artmas1 ve yeni laboratuvar tani yontemlerinin uygulanmaya baslanmasiyla bu

enfeksiyona yonelik ¢alismalarin hizlanmasina sebep olmustur (Dag, 2010).

Dogan ve ark.’nin (1998) Eskisehir’de yaptiklari calismada, Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Poliklinigi’ne bagvuran 0-6 yas arasi
ishalli 540 ¢ocuk ile yetistirme yurdunda bir gastroenterit salgini sirasinda ayni
yas grubu 67 c¢ocuktan alinan diski Orneklerini incelemislerdir. Calismada
Sheather’in flotasyon teknigine gore hazirlanan digki 6rnekleri dogrudan taze
inceleme, gram, giemsa, MAF yontemleri kullanilarak Cryptosporidium spp.

ookistlerinin varligi ve mevsimsel periyodu yoniinden aragtirmislardir. Yapilan
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caligma sonucunda ise toplam 607 Ornegin %3.6’sinda Cryptosporidium spp.

ookistleri belirlenmistir.

Akyon ve ark,’nin (1999) Ankara’da 12 yasmn altindaki ¢ocuklarda
kriptosporidyoz yayginligini saptamak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, diyareli 200
cocuktan ve saglikli 50 ¢ocuktan aldiklar1 toplam 250 diski 6rnegini IFA, DFA,
Giemsa boyama ve MAF boyama yontemleri ile incelemislerdir. Calismada elde
edilen bilgilere gore diyareli 7 ¢cocukta (%3.5) Cryptosporidium spp. ookistlerinin
varligi belirlemis olup, kontrol grubundaki ¢ocuklarin higbirinde parazite

rastlanmamuistir.

Doganci ve ark.,’nin (2002) Ankara’da yaptigi ¢alismada, 2-18 yaslar1 arasinda
rastgele secilen 37 kiz ve 13 erkek olmak iizere toplam 50 ¢ocuktan alinan digki
ve biyopsi orneklerinde ¢esitli yontemlerle (direkt mikroskopi, MAF, Kinyoun’un
asit-fast boyama ve korbol-fuksin boyama) Cryptosporidium spp. ookistlerinin

varligini aragtirmis ve 2 (%4) gaita numunesinde pozitif sonug elde edilmistir.

Yazar ve ark., (2005) tarafindan 2000-2004 yillar1 arasinda Erciyes Universitesi
Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’'na basvuran 34883 hastanin diski
numunelerine nativ-ligol ve flotasyon/sedimantasyon yontemleri uygulanmistir.
Ayrica Cryptosporidium ookistleri yoniinden siipheli goriilen digki numuneleri de
asit-fast boyama yontemi ile incelenmis ve yalmiz 1 (%0.003) hastada

Cryptosporidium spp. ookistlerine rastlanmistir.

Borek¢i ve ark.,’nin (2005) Mersin’de yaptiklar1 c¢alismada, bir gecekondu
mahallesinde yasayan ve rastgele Ornekleme yontemi ile segilen ailelerde
Cryptosporidium prevalansint belirlemek amaciyla ishal sikayeti bulunmayan
toplam 76 aileyi (466 kisi) incelemislerdir. Ornek vermeyi kabul eden 361 kisinin
diskr 6rneklerini MAF yontemi ile boyayarak 151k mikroskobunda incelemisler ve
76 ailenin 9’unda (%11.8), en az bir kiside Cryptosporidium ookistleri
kaydetmislerdir.

Afyonkarahisar bolgesinde risk gruplarinda C. parvum arastirilmasi amaciyla
yapilan ¢aligmada, 2006-2007 tarihleri arasinda Afyonkarahisar Kocatepe
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinin farkl1 birimlerine bagvuran 136

hasta ve Afyonkarahisar Cocuk Esirgeme Kurumunda kalan 114 ¢ocuktan alinan
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toplam 250 digk1 6rnegini incelenmistir. Toplanan 6rneklerin 10’unda Kinyoun’un
asit-fast boyama yontemiyle C. parvum ookistleri saptanmis olup, parazit orani
%4 olarak bulunmustur. Elde edilen bilgilere gore 6zellikle bakim evlerinde kalan
cocuklarda ve diger risk gruplar1 i¢in, ishalle seyreden hastaliklarda
Cryptosporidium’un enterik patojen olarak Onemsenmesi ve ayirt edici taniya

gidilmesi gerektigi diistintilmektedir (Hazer, 2007).

Sungur ve ark., (2008), ¢alismalarini hastanelere ishal sikayeti ile basvuran 18
cocuk ve yine ishal tablosuna sahip olan 27 buzag: digkis1 olmak iizere toplam 45
ornek  iizerinde  yiiriitmiislerdir.  Incelenen  &rneklerin  secilmesinde,
kriptosporidiyoz agisindan yiiksek risk tasiyan yas grubu ve ishal tipi dikkate
alinmig, bdylece kullanilacak teshis tekniklerini degerlendirmeyi saglayacak
diizeyde pozitif sonuglara ulasilmasi hedeflenmistir. Karbol fuksin boyama
yontemine gore taranan 27 buzagi diskisindan 3’iinde (%11.20), 18 cocuk
digkisinin ise 1’inde (%5.60) olmak uzere, incelenen 45 numunenin toplam
4’inde (%8.90) Cryptosporidium ookistlerine rastlanmistir. Nested PZR
sonucunda, buzagi diskilarinin 8’inde (%29.70) ve ¢ocuk diskilarinin ise 1’inde
(%5.60) olmak Uzere, toplam 9 (%20) numuneden Cryptosporidum tirleri tespit
edilmistir. Karbol fuksin boyamada pozitif ¢ikan drneklerin tamami ayni zamanda
Nested PZR yontemiyle de pozitif bulunmustur. Yapilan bu c¢alisma ile
kriptosporidiyozun gerek ¢ocuk digkisindan gerekse de buzagi diskisindan teshis
edilmesi amaciyla pratik olarak karbol fuksin boyama yodnteminden
yararlanilabilecegi, ancak Nested PZR yonteminin ¢ok daha etkili sonuglar

verebildigi belirlenmistir.

Ulcay ve ark., (2008), ishal sikayeti olan immiin yetmezlikli hastalarda,
gastroenterit etkeni olabilecek bagirsak protozoonlarin tespiti i¢in hangi
laboratuvar yontemlerinden yararlanilmasi gerektigini belirlemeye ¢alismistir.
Kasim 2004 ile Agustos 2006 tarihleri arasinda Giilhane Askeri Tip
Akademisi’nde immiin yetmezligi olup 10 giinden daha uzun sireli ishali olan 36
hasta ile immiin yetmezlikli ishali olmayan 44 hasta calisilmistir. Alinan diski
orneklerinin tespitinde nativ-lugol, trikrom, MAF, ELISA, DFA ve PZR teknikleri

kullanilmigtir. Immun yetmezlikli hastalarda kronik ishallerin sorumlusu olarak en
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sik saptanan etkenlerin G. intestinalis ve C. parvum gibi bagirsak protozoonlarinin

oldugunu belirtmislerdir.

Direkel ve ark., (2008) yaptiklar1 ¢alismalarinda, Malatya Huzurevi sakinleri ile
Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi’ne basvuran ishalli toplam 92 kisiden
aldiklar1 diski 6rneklerinde Cryptosporidium spp. varligimi belirlemek amaciyla
iki yontemin duyarliligimmi karsilagtirmiglardir. ELISA yontemi ile C. parvum
koproantijenlerini ve MAF boyama yontemi ile ookistlerini aragtirmiglardir.
Toplam 5 0ornekte hem ELISA hem de boyama yontemi ile pozitiflik
saptamiglardir. ELISA yonteminin duyarliligini ve ozgiilligiinii bu calismada

%100 olarak saptamislardir

Tamer ve ark., (2008) Hemotoloji-onkoloji servisinde yatan lésemi ve lenfoma
tanist1 almis ve ishali olan toplam 89 cocukta kriptosporidiyoz prevalansini
belirlemek amaciyla, Kinyoun asit-fast boyama ve ELISA ydntemlerini
kullanmiglardir. Elde edilen bilgilere gore ELISA ile 89 hastanin 11’1 (%12.3),
boyama ile 7’si (%7.8) kriptosporidiyoz tanisi konulmus olup, boyama ile pozitif

olan 7 hastanin tamaminin ELISA yo6ntemi ile de pozitif oldugu bildirilmistir.

Tamer ve Gilileng (2008), rastlantisal olarak ishal, karin agrisi, bulant1 kusma gibi
gastrointestinal yakinma ile basvuran 80 olgunun ve kontrol grubu olarak saglikli
65 kisinin digkr orneklerini kriptosporidiyoz yoniinden MAF boyama yontemiyle
ve digkida Cryptosporidium turlerine ait antijenlerini aramaya yonelik hazirlanmis
ELISA kiti ile incelemistir. Incelenen 80 diski 6rneginden MAF boyama yontemi
ile 3 (%3.75) 6rnekte Cryptosporidium ookistleri, monoklonal ELISA ile yapilan
degerlendirmelerde ise 5 (%6.25) 6rnekte Cryptosporidium spesifik antijenlerini
saptamustir. Kinyoun asit-fast yontemiyle boyanan 3 ¢rnek ELISA ile de pozitif

olarak bulunmustur.

Van’da kriptosporidiyoz varligin1 belirlemek amaciyla yapilan calismada yaslari
0-15 arasinda degisen 870’1 kiz, 1 130’u erkek olan ishal sikayeti olan toplam 2
000 c¢ocuga ait digki Orneklerini arastirilmistir. Ayrica kontrol grubu olarak
rastgele secilen 100 g¢ocuga ait digki Orneklerini kullanilmistir. Cocuklardan
toplanan disk1 6rnekleri MAF ve ELISA yontemiyle incelenmistir. Sonug olarak
ELISA ile 2 000 ¢ocugun 97’sinde (%4.9), boyama ile sadece 39’unda (%1.95)
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Cryptosporidium spp. ookistlerinin varligin1 belirlenmistir. Kontrol grubunda her

iki yontemle de parazit saptanamadigi bildirilmistir (Y1lmaz ve ark., 2008).

Cicek ve ark.,’nin  (2008) Van belediye mezbahasinin farkli birimlerinde c¢alisan
isgilerde ve kesimi yapilan hayvanlarda Cryptosporidium tiirlerinin varligini
arastirmak amaciyla yaptiklari ¢alismada, kesimi yapilan toplam 309 (167 koyun,
56 keci ve 86 sigir) hayvanin ve 87 is¢inin diski Orneklerini incelemislerdir.
Sonug olarak diski ornekleri incelenen 87 is¢inin 34’tinde (%34.08) flotasyon
yontemiyle bagirsak parazitleri saptamis olup 1 (%1.14) is¢ide Cryptosporidium,

17 (%19.54) is¢ide ise G. intestinalis parazitlerinin varligi tespit edilmistir.

Dogan ve ark.,’nin (2008) calismasinda, Subat 2003-Aralik 2007 tarihleri arasinda
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi’nin ¢esitli kliniklerinden
gastrointestinal sistem yakinmalar1 ile basvuran hastalar1 bagirsak parazitleri
varligi agisindan degerlendirmislerdir. Incelenen toplam 34 733 diski Ornegi
formol-etil asetat ¢oklastirma isleminden sonra tuzlu su ve iyot preparasyonlari
hazirlanarak incelenmistir. Amip yoniinden siipheli olgular trikrom boyali ve
Cryptosporidium spp. i¢in modifiye Erlish Ziehl Nelsen boyali preparasyonlar
hazirlanarak degerlendirilmistir. Sonug olarak, incelenen diski 6rneklerinin 1
252’sinde bir veya daha fazla parazit varligi tespit edilmistir. Parazit saptanan
olgularin %52.5°1 kadin, %47.5°1 erkek olarak saptanmistir. Parazit olgular i¢inde
en cok gorilen E. histolytica/dispar grubu amipler olup; %31 (397/1 252), bunu
sirastyla G. intestinalis %19 (236/1 252) ve B. hominis %7 (108/1 252), C.
parvum %4.5 (56/1 252) parazitleri izlemistir.

Sanlurfa yoresinde Cryptosporidium spp.’ye yonelik ilk kez yapilan retrospektif
bir calismada, Agustos 2006-Agustos 2009 tarihleri arasinda Harran Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Parazitoloji Laboratuvari’na digkinin
parazitolojik incelenmesi icin gonderilen toplam 16 050 gaita numunesinin
18’inde (%0.46) Kinyoun’un asit fast boyama yontemi ile Cryptosporidium spp.

ookistlerinin varligi tespit edilmistir (Tiimer ve ark., 2009).

Izmir’de kriptosporidiyoz tanisinda taze ve formaldehitle saklanmis disks
orneklerinde PZR tekniginin etkinligini arastirmak amaciyla yapilan bir

calismada, Ege tniversitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Parazitoloji Poliklinigi’nde
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Cryptosporidium spp. ookistlerinin saptandigi 22 hastaya ait 23 taze ve 10 tanesi
de %10 formaldehit soliisyonunda saklanmis toplam 33 digki 6rnegi Nested PZR
yontemiyle incelenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda taze digkilarda duyarlilik ve
0zgullik %100, formaldehitle saklanan digski 6rneklerinde duyarlilik %50 olarak
tespit edilmistir (Dirim ve ark., 2009).

Adana Numune Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na ve Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi’ne bagli kliniklerden Parazitoloji
Anabilim Dali’na ishal sikayeti ile basvuran yaslari 0-86 arasinda degisen
hastalardan aliman 154 diski ornekleri ELISA yontemi ve MAF boyama
yontemiyle arastirilmistir. MAF yontemiyle 8 Ornekte pozitiflik saptanirken,
ELISA ile 37 ornekte pozitiflik belirlenmistir. Arastiricilar diskida 6zgiil antijen
arayan ELISA’nin maliyeti yiiksek olmasina ragmen etkensel tani

yontemlerindeki zorluklara yardimci oldugunu belirtmiglerdir (Elgiin, 2009).

Sakarya ve ark., (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Ankara’nin degisik
hastanelerine ishal sikayeti ile bagvuran 98 hastadan ve yine Ankara’da bulunan
degisik sigircilik isletmelerindeki 32 buzagidan alinan toplam 130 disk: 6rneginde
karbol fuksin boyama yontemi ve Nested PZR teknigi ile Cryptosporidium
spp.’nin varligimi aragtirmiglardir. Aragtirmacilar Nested PZR yontemiyle taranan
orneklerin 13’tinde (%10.0) Cryptosporidium spp. varligini tespit etmislerdir.
pozitiflerin 12’si (%37.5) buzagilardan, 1’1 (%1.02) ise insan diskilarindan elde
etmisler. Karbol fuksin boyama yontemi ile yapilan taramalarda ise insan
diskilarinin 1’inde (%1.02) ve buzagi diskilarinin 7’sinde (%21.88) olmak iizere,
toplam 8 (%6.15) diski orneginde Cryptosporidium spp. ookistlerine
rastlanmiglar. Kullanilan tekniklerden Nested PZR yodnteminin karbol fuksin

boyama yontemine gore tanida daha etkili oldugu sonucunu bildirmislerdir.

Izmirde Tip Fakiiltesine basvuran hastalarda Cryptosporidium spp.’nin
belirlenmesi ve tiir ayriminin yapilmast i¢in 162 ishalli digki 6rneginden DNA
izolasyonu yapilmigtir. Kinyoun asit-fast boyama yontemiyle pozitif olarak
belirlenen 18 6rnegin 15°i PZR yontemi ile de pozitif olarak bulunmustur.
Boyama yontemiyle pozitif saptanamayan 144 6rnegin 6’s1 ise PZR ile pozitif

sonu¢ vermistir. Daha sonra COWP gen bdlgesine ait PZR runlerinin Rsal
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enzimiyle kesimi sonucunda 1 6rnek C. meleagridis, 20 6rnek ise C. parvum

olarak tespit edilmistir (Usluca ve Aksoy, 2011).

Elgiin ve Koltas’in (2011) Ekim 2008 ile Temmuz 2009 tarihleri arasinda
Adana’da yaptiklar caligsmada, toplanan 154 diski 6rneginin 8’inde (%5.19) MAF
boyama yontemiyle Cryptosporidium spp. ookistleri goriilmiis olup, ELISA
(Microwell ELISA) yontemi ile drneklerin 37°sinde (%24) Cryptosporidium spp.

antijenini saptamislardir.

Simsek ve ark., (2012) Nevschir yoresindeki ishalli buzagilarda kriptosporidiyoz
enfeksiyonunun varligimi belirlemek amaciyla 2010-2011 yillar1 arasinda farkli
ilge ve koylerden 150 ishalli buzagidan digki 6rnegi toplamiglardir. DNA
ekstraksiyonundan sonra edilen genomik DNA’lar Cryptosporidium soy spesifik
18S rRNA parsiyel gen bolgesini amplifiye eden JVAF, JVAR primerleri ve
JVAP TagMan probuyla, C. parvum spesifik JVAGF, JVAGR primerleri ve
JVAGP2 probu ile real time PZR analizine ve Cryptosporidium turlerinin 18S
rRNA gen bolgesini amplifiye eden spesifik primerler ile de Nested PZR analizine
tabii tutulmuslardir. Real time PZR analizleri sonucu 23’1 (%15.3) C. parvum, 8’1
(9%5.3) ise Cryptosporidium spp. olmak uzere toplam 31 (%20.7) 6rnekte; Nested
PZR analizleri sonucunda ise 29’u (%19.3) Cryptosporidium spp. pozitif
bulunmustur. Real time PZR teknigi altin standart test kabul edilerek nested PZR
tekniginin duyarliligi %93.5 ve 6zgiilliigii ise %100 olarak belirlenmis, iki teknik
arasinda %95.8 uyum saptanmistir. Ayrica bu caligma Tirkiye’de sigirlarda
kriptosporidiyozun real time PZR teknigi ile arastirildigi ilk ¢alisma olup ilk kez

Cryptosporidium soy ve C. parvum pozitifligi eszamanli olarak ortaya konmustur.

Ozgelik ve ark., (2012) tarafindan Sivas’ta Eyliill 2009-Eylul 2010 tarihleri
arasinda yapilan bir ¢alismada zoonotik 6zelligi nedeniyle hayvancilikla ugrasan
kisilerde, sehir merkezinde yasayan kontrol grubunda ve sigirlarda
kriptosporidiyoz yayginlhigi arastirilmistir. Calismada Cryptosporidium Stool
Antigen Microwell ELISA Kiti kullanarak Sivas’a bagl farkli kdylerde yasayan
50 ciftgiden, sehir merkezinde yasayan, ishal vb. yakinmalar1 olmayan 65 kisiden
ve bu yorelerde yetistirilen 200 sigir ve buzagidan alman digki ornekleri

incelenmistir. Calisma sonucunda kdylerde yasayip hayvancilik yapan 50 kisinin
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9’unda (%18), ve sehirde yasayan 65 kisinin 4’linde (%6.2) Cryptosporidum spp.
antijeni saptanmistir. Ayrica sigirlardan toplanan 200 digki 6rneginin 15’inde

(%7.5) Cryptosporidium pozitifligi belirlenmistir.

Kars yoresinde C. parvum’un alt tiirlerini belirlemek igin yapilan bir ¢alismada,
sigirlardan elde edilen 13 adet (10’u buzagi, 3’1 inek) C. parvum izolatina DNA
izolasyonu yapilmistir. Primer ve sekonder PZR ile GP60 gen bolgesi cogaltilmis
ve sekonder PZR drtnleri Sspl, Vspl ve Mboll restriksiyon enzimleri ile kesilerek
RFLP analizi uygulanmistir. Daha sonra sekans analizi yapilan calismada elde
edilen sonuglara gore; Cryptosporidium parvum’un Ila (12/13) ve IId (1/13)
subtip familyasi ile 1aA15G2R1 (10/13), 11aA16G3R1 (2/13) ve IIdA15G1 (1/13)
subtipleri tespit edilmistir. Buzagilarda C. parvum 11aA15G2R1 (9/10),
[1aA16G3R1 (1/10), ineklerde C. parvum 11aA16G3R1 (2/3) ve IIdA15G1 (1/3)
subtipleri belirlenmistir. Ishalli buzagilarda C. parvum Ila subtip familyas1 (8/8)
ve [IaA15G2R1 (7/8) subtipi yaygin olarak saptanmistir. Sonug olarak Tiirkiye’de
sigirlarda C. parvum subtipleri ilk defa bu c¢alisma ile bildirilmistir (Arslan ve
Ekinci, 2012).

Bayramoglu ve ark., (2013) gida ¢alisanlarinda Giardia ve Cryptosporidium
parazitlerinin tanisinda kullanilan farkli yontemleri kiyaslayarak portor
muayenelerinde kullanilabilecek en uygun yontemi tespit amaciyla, Adana ilinin
farkli bolgelerinde portdr taramast amaciyla gelen 500 kisinin digki orneklerini
incelemislerdir. Calisma sonucunda Giardia spp. nativ-lugol inceleme ydntemi ile
orneklerin 13’tinde (%2.6), immunokromatografik test ile 8’inde (%1.6) ve DFA
teknigi ile 24’tinde (%4.8) pozitif olarak saptanirken, almman Orneklerde

Cryptosporidium spp. ookistlerine rastlanmamustir.

Karaman ve ark.,, (2015) tarafindan Malatya’da yapilan bir calismada
Cryptosporidium spp.’nin epidemiyolojisini belirlemek amaciyla 2 281 diski
ornegi MAF yontemiyle incelenmis ve 161 (%7.1) 6rnek pozitif olarak tespit

edilmistir.
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3.2.1. Tiirkiye’de Yapilan Su Kokenli Calismalar

Aysal’in (2004) yiiksek lisans tezi amaciyla yaptigi calismasinda, Isparta il
siirlart igindeki gol, dere ve c¢esme olmak iizere cesitli su kaynaklarindan
toplanan Orneklerde C. parvum ve G. intestinalis parazitlerinin varligini
arastirmigtir. Membran filitrasyon sistemi kullanilarak filtre edilen orneklerin
santrifijinden sonra direkt mikroskobi yontemi ile G. intestinalis, MZN boyama
yontemi ile C. parvum arastirilmis olup C. parvum’un varligmin dogrulanmasi
amaciyla ayrica IFA teknigi de kullanilmistir. Toplanan 40 su 6rneginin 13’iinde
(%32.5) direkt mikroskobi ve MZN boyama sonrasi C. parvum olabilecegi tahmin
edilmistir. Ancak IFA tekniginin uygulanmasi sonucu 6’sinda (%15) C.
parvum’un varlig1 kesin olarak tespit edilmistir. Ayrica direkt mikroskobi sonrasi

8 drnekte (%20) G. intestinalis kistlerine de rastlanmustir.

Ceber ve ark., (2005) tarafindan Mersin ilinde yapilan bir ¢alismada, igme Suyu
(44), kullanma suyu (2), atik su (19) ve deniz (35) sularinda Cryptosporidium spp.
ookistlerinin varligin1 tespit etmek amaciyla toplanan 100 su 6rnegi incelenmistir.
Elde edilen sonuglara gore igme suyunda 5 (%11.36), kullanma sularinda 1 (%21),
attk sularda 4 (%21) ve deniz suyu Orneklerinde 1 (%2.85) oraninda
Cryptosporidium ookistlerine rastlanmistir. Yine Mersin il merkezi ve semtlerinde
dort ilkogretim okulunda 6grenim goren ¢ocuklarda yapilan bagka bir ¢alismada
ise, 8-12 yas gurubu ¢ocuklardan alinan toplam 72 digki 6rnekleri MKSA yontemi
ve Auramin-O ile boyama yontemi ile boyanarak Cryptosporidium ookisleri
arastirillmistir. Sonug¢ olarak, sulart kirli olan okuldaki 4 (%5.5) 6grencide
enfeksiyona rastlanirken, sulari temiz olan okullardaki ¢ocuklarda enfeksiyon

belirlenememistir (Otag ve ark., 2007).

Koldren ve Kaya (2010), Ordu ilindeki cevresel sularda MAF ve native-lugol
yontemlerini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada Giardia ve Cryptosporidium
parazitlerinin yayginhigimi arastirmislardir. Elde edilen sonuglara gore
Giardia’nin yaygmlig sirasiyla; Mesudiye %61.3; Unye %52; Korgan %40.7;
Fatsa  9%31.8;  Ulubey; %30; Persembe  %29.4 olarak  tespit
edilirken; Cryptosporidium’un yaygmhg sirasiyla; Unye %63.15; Fatsa %54.3;
Mesudiye %37.5; Persembe %36.8; Ulubey %33.3; Korgan %31 olarak tespit
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etmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda niifusu kalabalik yerlesim yerlerinde kist

ve ookist sayisinin fazla olabilecegi kanisina varilmstir.

Cicek ve ark., (2011) tarafindan Van ilinde igme sularinda Cryptosporidium spp.
ookistlerini belirlemeye yonelik calismada, 440 farkli istasyondan 5 L’lik su
ornegi toplanmis ve MAF boyama yontemiyle incelenmistir. Calismada toplanan
440 su &rneginin %1.13’iinde Cryptosporidium spp. ookistleri goriilmiistiir. Igme
suyu olarak kullanilan 191 yiizeysel kaynak suyunun %1.57’sinde, sehir merkezi
ve ilgelerden temin edilen 241 gsebeke igme suyunun %0.82’sinde
Cryptosporidium ookistlerinin varlig1 tespit edilmistir. Incelenen su 6rneklerinin
193’1 kirsal alanlardan elde edilen igme sular1 olup bunlarin %1.55’inde, sehir ve
ilce merkezlerinde igme suyu olarak kullanilan 247 suyun ise %0.80’inde pozitif

oldugu belirlenmistir.

Kaya’nin (2011) Ordu il merkezi ve ilgelerinden alinan su Orneklerinde
Cryptosporidium spp.’nin varligin1 tespit etmeye yonelik c¢alismasinda MAF
yontemini kullanmistir. Elde edilen sonuglara gore yerlesim merkezlerinde
bulunan yiizeysel sularda Cryptosporidium ookistlerinin varligi tespit edilmistir.
Ayrica 6rnek alinan bes istasyonda Cryptosporidium ookistlerinin en yiksek

degerlerine ilkbahar mevsiminde (%17.37) rastlanmigtir.

Koloren ve ark.,’nin (2011) Ordu boélgesinde yapmis olduklar ¢calismada, farkli su
kaynaklarindan alinan toplam 70 su Orneginde IFT, LAMP ve Nested PZR
yontemlerini kiyaslayarak Cryptosporidium spp.’nin varligini tespit etmislerdir.
Incelenen bu 70 su &rneginden 18’1 (%25.70) IFT yontemiyle; 19°u (%27.10)
LAMP yontemi ile pozitif bulunmustur. Uygulamanin giivenirliligini test etmek
icin rastgele secilen 16 6rnek 10 adet Cryptosporidium ookistleri ile kontamine
edilmistir. Bu 6rneklerin hepsi LAMP tekniginde pozitif bulunurken, Nested PZR
yontemiyle sadece 7 6rnek pozitif olarak tespit edilmistir. Buna dayanarak, LAMP
teknigiyle Nested PZR ve IFT yontemine gore daha hassas sonuglar alinabilecegi

gosterilmistir.

Yine, Koloren ve Demirel (2013), Ordu ili Melet Irmagi’nin farkli noktalarindan
alinan su orneklerinde Cryptosporidium tiirlerinin varligini gostermek amaciyla

LAMP metodunu kullanmisglardir. Elde edilen sonuglara gére, LAMP yontemiyle
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Melet Irmagi’nin tim noktalar1 pozitif olarak tespit edilmistir. Bu durumun
buzagilar tarafindan Melet Irmagi’nin igme suyu olarak kullanilmasi ve

buzagilarin irmak i¢ine diskilamalarinin neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Aslan ve ark., (2012) tarafindan, Mersin ilindeki farkli su kaynaklarinda
Cryptosporidium  ookistlerinin ~ varhigmin  belirlenmesi  ve  bunlarin
tiplendirilmesini amaglamiglardir. Mart 2007-Mayis 2009 tarihleri arasinda
Mersin sehir merkezi ve ilgelerinden alinan toplam 135 farkli su kaynagina ait
ornekler Modifiye Kinyoun’nun aside direngli (soguk) boyama yontemi (MKSA)
ve PZR ile saptanmig, ayrica RFLP yontemiyle de tiplendirilmistir. Yapilan
calismada MKSA yontemiyle i, PZR ile yedi Ornekte Cryptosporidium’un
varlig1 tespit edilmis olup tiim suslar C. parvum olarak tanimlanmistir. MKSA
boyama yontemiyle Cryptospordium ookistlerinin saptandigi ii¢ 6rnegin hepsi
PZR ile de pozitif sonu¢ vermis, buna karsin PZR-RFLP ile C. parvum olarak
tiplendirilen dort 6rnek MKSA ile negatif bulunmustur. Arastirmada, PZR-RFLP
yonteminin duyarliliginn  MKSA yontemine gore daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Akdemir (2013), ¢ahismasinda Dumlupinar Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’ne  gastrointestinal sistem  sikdyetleriyle bagvuran hastalarda
kriptosporidiyoz varligini belirlemek amaciyla, 146 hastaya ait digki orneklerini
ve sehir sebekesinden aldigi su Orneklerini MKSA ve ELISA yontemleriyle
incelemistir. MKSA boyama ile incelenen diski 6rneklerinin 4’{inde (%2.7) ookist
varhigimmi belirlemis olup, ELISA yontemiyle ise 5 (%3.4) ornekte pozitiflik
saptamistir. Incelenen igme suyu Orneklerinin ise sadece 1’inde (%3.3) ookist
goriilmiistiir. Sonug olarak Kiitahya’da kriptosporidiyoz yayginligi %3.4 olarak
bildirilmistir.

Ayaz ve Koloren (2014), tarafindan Giresun’da yapilan bir ¢caligmada c¢evresel su
orneklerinde Cryptosporidium parvum’un varligini Nested PZR yoOntemiyle
arastirmiglardir. Calismada Giresun ili ve ilgelerinden alinan igme suyu
orneklerinde C. parvum negatif oldugu halde, 180 cevresel su Orneginin 63

tanesinde (%35) bu parazit pozitif olarak tespit edilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. Arastirma Boélgesinin Tanim

4.1.1. Giresun

Giresun ili, Karadeniz Bolgesi’nin Dogu Karadeniz Boliimii’'nde yer almakta olup,
37°50" ve 39° 12" dogu boylamlari ile 40° 07" ve 41° 08" kuzey enlemleri arasinda
bulunmaktadir. Giresun Daglari’nin kiyiya paralel olarak uzanisi, il topraklari
tizerinde iki farkli iklim bdlgesi olusmasina neden olmustur. Karadeniz kiyilarinda
ik ve yagish iklim siirer. Uzun siireli gdzlemlerin ortalamasina gore, merkezde
yillik sicaklik ortalamasi 14.2°C°dir. En soguk ay (Subat) ortalama sicaklig
6.9°C’dir. En sicak ay Agustos ortalamasi ise 22.3°C’dir (Giresun il ¢evre durum
raporu, 2005).

Giresun ilinin baslica akarsulart; Pazarsuyu, Aksu Deresi, Yaglidere, Harsit Cayz,
Kelkit Cay1, Gelivera Deresi, Gorele Deresi’dir. Giresun ilinde enerji {iretimi
amaci ile kullanilabilecek su kaynaklarindan baslicalari; Pazarsuyu, Aksu Deresi,
Yaglidere, Harsit Cay1, Gelivera Deresi, Gorele Deresi, Dogankent sinirlar1 i¢inde
bulunan Kozan Deresi, Gidil Deresi, Catalaga¢ Deresi ve Glimiishane il sinirinda
bulunan Derindere’dir (Demirel, 2014). Arastirma alanini olusturan Giresun iline

ait istasyonlar Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Arastirma alanini olusturan Giresun ilindeki istasyonlarin haritasi (Demirel,
2014)
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4.1.2. Samsun

Samsun cografi konum olarak 40° 50’ - 41° 51’ kuzey enlemleri, 37° 08" ve 34°
25’ dogu boylamlar1 arasindadir. Genellikle 1liman bir iklime sahiptir. Ancak sahil
seridi ve i¢ kesimlerinde iklim iki ayr1 6zellik gosterir. Sahil seridinde (Merkez
ilce, Terme, Carsamba, Bafra, Alacam,19 Mayis, Tekkekdy ve Yakakent)
Karadeniz ikliminin etkileri goralir. Bunun igin sahil seridinde yazlar sicak, kiglar
ik ve yagish gecer. i¢ kesimler (Vezirkoprii, Havza, Ladik, Kavak, Asarcik ve
Salipazart) yiiksekligi 2 000 metreyi bulan Akdag ve 1 500 metreyi bulan Canik
Daglari’nin etkisi altinda kalir. Buradaki daglarin etkisinden dolay1 kislar soguk,

yagmur ve kar yagisli, yazlar ise serin geger. Yillik ortalama sicaklik 15°C’dir.

Samsun ili sinirlart igerisinde yer alan onemli akarsular; Kizilirmak Nehri,
Yesilirmak Nehri, Terme Cayi, Abdal Irmagi, Mert Irmagi, Kiirtiin Irmagi, Engiz
Deresi, Tersakan Cay1 ve bunlarin yan kollarindan olugsmaktadir (Delioglu, 2012).
Aragtirma alanin1 olusturan Samsun iline ait istasyonlar ise Sekil 4.2°de

gosterilmistir.

Karadeniz

Sekil 4.2. Arastirma alanini olusturan Samsun ilindeki istasyonlarin haritasi
(Seferoglu, 2014)
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4.2. Giresun ve Samsun fllerinde Ornekleme Yapilacak Istasyonlar

Bu ¢alisma, 2012 ve 2013 yillar1 sonbahar aylar1 ile 2013 ve 2014 yillar1 bahar
aylarinda Samsun ve Giresun illerinden alinan ¢evresel ve igme suyu 6rneklerinde
yapilmigtir. Samsun ilinde 25, Giresun ilinde ise 20 istasyon belirlenmistir. Bu
istasyonlar; Samsun ili Terme ilgesinde; Akgay (OS1), Mili¢ Cay1 (OS2), Terme
Cayi-I denizle birlesme noktas1 (OS3), Terme Cayi-II kopriialti (OS4), Terme
Cayi-1II alt gegit (OS5) ve igme suyu (OSi-1) (Sekil 4.3), Carsamba ilgesinde;
Yesilirmak-1 koprialtt (OS6), Yesilirmak-1I  Yeni Koseli Koyl (0OS7),
Yesilirmak-IIT denizle birlesme noktasi (OS8), Irmaksirt1 Cayi-1 koprii alt1 (OS9),
Irmaksirti Cayi-1l havaalam1 yan1 (OS10) ve icme suyu (OSI-2) (Sekil 4.4),
Tekkekdy ilgesinde; Gelemen Deresi (OS11), Selyeri Deresi (OS12), Kirazlik
Deresi (OS13) ve igme suyu (OSI-3) (Sekil 4.5), Samsun il Merkezinde; Mert
Irmagi-1 denizle birlesme noktasi (OS14), Mert Irmagi-II koprii alti (OS15),
Kiirtiin Irmagi-1 koprii alt1 (0S16), Kiirtiin Irmagi-11 (OS17) ve i¢gme suyu (OSI 4)
(Sekil 4.6), Bafra ilgesinde; Kizilirmak-1 Karadiken mah. (OS18), Kizilirmak-II
koprii alt1 (OS19), Kizilirmak-III Bafra atik saha yani1 (OS20) ve igme suyudur
(OSI-5) (Sekil 4.7).

Giresun il merkezinde ise; Aksu (G6), Bogacik (G7), Batlama (G8), Buyukgure
(G9) dereleri ve igme suyu (Sekil 4.8); Piraziz il¢esinde; Piraziz (G13), Cayiragzi
(G14), Keloglu (G15) dereleri ve igme suyu (Sekil 4.9); Bulancak ilgesinde;
Bulancak (G10), Karadere (G11), incivez (G12) dereleri ve i¢me suyu (Sekil
4.10); Espiye ilcesinde ise; Gelivera (G1) ve Yaglidere (G2) dereleri ve igme suyu
(Sekil 4.11); Kesap ilgesinde; Yolagzi (G3), Kesap (G4), Kesap Giris Kopriisii
(G5) dereleri ve igme suyudur (Sekil 4.12).
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Terme Cay1

Sekil 4.3. Samsun ili Terme ilgesinden alinan su 6rneklerine ait istasyonlar (Seferoglu, 2014)
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Irmaksirt Cayl

Yesilirmak Nehri

Sekil 4.4. Samsun ili Carsamba ilgesinden alinan su &rneklerine ait istasyonlar
(Seferoglu, 2014)
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Sekil 4.5. Samsun ili TekkekOy ilgesinden alinan su Orneklerine ait istasyonlar
(Seferoglu, 2014)
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Mert Irmagi

Sekil 4.6. Samsun il Merkezinden alinan su 6rneklerine ait istasyonlar (Seferoglu, 2014)
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Kizilirmak

Sekil 4.7. Samsun ili Bafra il¢esinden alinan su 6rneklerine ait istasyonlar (Seferoglu,
2014)
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Batlama Biiyiikgiire

Aksu Bogacik

Sekil 4.8. Giresun ili merkezinden alinan su 6rneklerine ait istasyonlar (Seferoglu,
2014)

72



Piraziz

—-———

Keloglu Cayiragzi

Sekil 4.9. Giresun ili Piraziz ilgesinden alinan su 6rneklerine ait istasyonlar (Seferoglu,
2014)
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Sekil 4.10. Giresun ili Bulancak ilgesinden alinan su Orneklerine ait istasyonlar
(Seferoglu, 2014)
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Gelivera

Sekil 4.11. Giresun ili Espiye il¢esinden alinan su 6rneklerine ait istasyonlar (Seferoglu,
2014)
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Sekil 4.12. Giresun ili Kesap ilgesinden alinan su drneklerine ait istasyonlar (Seferoglu,
2014)
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4.3. Orneklerin Toplanmasi ve Aliiminyum Siilfat ile Coktiirme

Giresun ve Samsun illerinin merkez ve ilgelerinden icme suyu ve cevresel
sulardan 5 L’lik su 6rnekleri toplanmistir. Su i¢indeki materyalin ¢Oktiiriilmesi
icin orneklere 10 ml aliminyum sulfat (Al2(SOs)3) eklenerek pH 5.4-5.8 olarak
ayarlanmigtir. Cokelmenin gergeklesmesi i¢in 6rnekler 24 saat karanlik kosulda
bekletilmistir. Ustteki s1vi kisim atildiktan sonra elde edilen yaklasik 200 ml’lik
cokelti 50 ml’lik falkon santrifiij tiiplerine homojen ve esit sekilde konularak ve 2
100 x g’de 10 dk 4°C’de santrifiij edilmistir. Daha sonra tiiplerde 5 ml 6rnek
kalacak sekilde iistteki siipernatant atilip, vortekslenerek iizeri distile su ile 50
ml’ye tamamlanmig ve 2100 x g’de 10 dk 4°C’de santrifiij edilmistir. Yine
tiplerde 5 ml’lik pellet birakilarak vortekslendikten sonra Uzerine 10 ml lizis
tamponu eklenip son hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlanmistir. 15 dk’da bir
calkalamak suretiyle Ornekler bir saat inkiibasyona birakilmistir. Son olarak
ornekler iki kez 2100 x g’de 10 dk 4°C’de santrifiij edilmis ve yine tiiplerde 5 ml
ornek birakilarak son hacim 10 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanmustir.

Ornekler daha sonra kullanilmak iizere +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.

4.4. Orneklerin Saflastirllmasi (Siikroz Gradient Yoéntemi)

0.1 M PBS (pH: 7.2) ve slikroz ¢ozeltisi (500 g sukroz, 6.5 g-fenol, 320 ml saf su)
hazirlanip, siikroz/PBS orami farkli iki ¢ozelti (soliisyon A:1/2, soliisyon B:1/4)
elde edilmistir. Bu ¢ozeltilere maximum 4 damla %1°lik tween 80 damlatilmistir.
50 ml’lik steril poliprolen falkon tiplndn igine 6nce 15 ml soliisyon A konulup
uzerine 15 ml soliisyon B eklenerek gozle goriilebilir bir faz elde edilmistir ve bu
fazin tstiine 10 ml su 6rnegi dikkatli bir sekilde konulup ikinci bir tabakanin
olugmasi beklenilmistir. 1200 x g’de 30 dk 4°C de santrifi)j edildikten sonra en
iistte yaklasik 10 ml’lik ilk gériinen iist tabaka atilmistir. Atilan tabakanin altinda
mevcut olan yaklasik 5-10 ml’lik ikinci tabaka temiz bir falkon tiipiine alinmustir.
Uzeri saf su ile 50 ml’ye tamamlanip 2100 x g’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra yaklasik 2 ml’lik pellet tiipiin dibinde kalacak sekilde
stipernatant atilmistir. Tekrar {izeri saf su ile 50 ml’ye tamamlanmistir ve 2100 x
g’de 10 dk-santrifiij edilmistir. Yaklasik 2 ml’lik pellet tiipiin dibinde kalacak
sekilde siipernatant atilmistir. Bu pellet DNA ekstraksiyonunda kullanilmak tizere

buzdolabinda saklanmuistir.
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4.5. Orneklerin IFA Yontemiyle Boyanmasi

IFA teknigi icin cellabs kiti kullanilarak preparat Uzerindeki kist ve ookistlerin
fluoresan isaretli monoklonal antibadilerle boyanmasi saglanmistir. Kitte belirtilen
protokol uygulanarak pozitif ve dogadan alinan su Orneklerine ait preparatlar
hazirlanmistir. Daha sonra preparatlarin tizerine 25 pl RR2 (monoklonal antikor)
eklenerek kurumaya birakilmistir. Son olarak preparat tzerine mounting fluid

eklenerek floresan mikroskop altinda bu preparatlar incelenmistir.

4.6. DNA izolasyonu

Siikroz gradient yontemiyle saflastirilan 6rneklerden DNA izolasyonu yapabilmek
icin QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) protokolu Karanis ve ark.,’na (2006) gore
modifiye edilerek uygulanmustir. Oncelikle &rneklerin Gzerine lizis tamponu
eklenerek pes pese 15 kez sivi azot iginde dondurup-¢ézme islemi yapilmustir.
Dondurma islemi 6rnekler sivi azot igerisinde 1 dk bekletilerek, ¢6zme islemi ise
kaynama sicakliginda olan su banyosunda 1 dk bekletilerek yapilmistir. Bu sayede
ookist duvarlarinin tamamen kirilmast saglanmistir. Bu islemden sonra kit
protokolii sirayla takip edilmistir. Son olarak DNA 50 pl TE tampon iginde

toplanmistir ve molekiiler tekniklerde kullanilmak tizere +4°C’de saklanmistir.

4.7. LAMP Teknigi

LAMP reaksiyon karigimi 25 pl son hacimde hazirlanmigtir. 12.5 pl 2 X LAMP
reaksiyon tamponu [40 mM Tris-HCL (pH: 8.8), 20 mM KCL, 16 mM MgSOsa,
20 mM (NH4)2SOa4, %0.2 Tween 20, 4M Betaine, 2.8 mM dNTP’ler], 1.3 pl
primer karigimi1 [FIB, BIP (100 pmol), F3, B3 (100 pmol), LB, LF (100 pmol)],
8U Bst DNA Polimeraz’dan (Biolabs) 1 ul eklendikten sonra niikleaz free water
(Hyclone) ile reaksiyon karigimi 25 pl’ye tamamlanmistir. Reaksiyon karisimi
vortekslenip PEQIlab PZR cihazinda 63°C’de 1 saat, 85°C’de 5 dk DNA
inkiibasyona birakilmigtir. Her bir test icin pozitif ve negatif kontroller
kullanilmistir.  Olusan driinler ethidium bromidle boyanmis %1’lik agara
yiiklenmistir. Jel elektroforezde 100 V’da 60 dk yirituldukten sonra UV altinda
(Prizma/Quantum ST4) bantlar goriintiilenmistir. Cryptosporidium spp. igin
kullanilan LAMP primeri SAM-1 geni olup gen dizilimi Cizelge 4.1.’de
gorildigi gibidir.
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Cizelge 4.1. Cryptosporidium spp.’nin amplifikasyonunda kullanilan LAMP primerleri

LAMP

teknigi Primer tipi Dizi (5°-3) Uzunluk Hedef
F3 ATTTGATRGACAAAGAAACTAG 22
B3 CGATTGACTTTGCAACAAG 19 C.parvum, C. hominis, C.
meleagridis
SAM-1 FIB (Flc-F2) TTGCGCCCTGTTAATCCAGCAT- 45

TAATTAATCCATCTGGCAGRTTT

BIP (B1-B2c) TTGTAGATACATACGGAGGATGGG- 46
TCTACTTTAGTTGCATCTTTCC

LF CTGCTGGCCCMCCAATTG 18

LB CATGGRGGTGGTGCATTTAG 20

4.8. Nested PZR Teknigi

Nested PZR icin Hot Start Tag DNA Polimeraz kiti (10X PZR tamponu, 5X Q
solution, 25 mM MgCl_, 5U hotstart taq DNA Polimeraz) (Qiagen), 25 mM dNTP
mix, 10 pmol CPBDIAGF, CPBDIAGR, NDIAGF2 ve NDIAGR2 primerleri
(CPBDIAGF: AAGCTCGTAGTTGGATTTCTG,

CPBDIAGR: TAAGGTGCTGAAGGAGTAAGG,

NDIAGF2: CAATTGGAGGGCAAGTCTGGT,

NDIAGR2: CCTTCCTATGTCTGGACCTGG) ve 1 ul DNA kullanilmistir.
Toplam hacim 25 pl olacak sekilde niikleazsiz su (Hyclone, katalog
no:5H3053802) eklenmistir. Reaksiyon karistmi vortekslenip PEQIlab PZR
cihazinda inkiibasyona birakilmistir. Cryptosporidium spp. icin elde edilen

karisimda kullanilan Nested PZR kosulu Cizelge 4.2.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Cryptosporidium spp. igin Nested PZR Kosullari

Birinci PZR kosulu
Sicaklik Siire Déngii Sayist Islem

95 15 dk 1 ilk denatlrasyon

94 45 sn Denaturasyon

66 1dk Annealing (yapisma)

72 30 sn 40 extention (uzama)

72 10 dk 1 final extention (son uzama)
ikinci PZR kosulu

95 15 dk 1 ilk denatlirasyon

94 45 sn Denattlirasyon

55 1dk 40 Annealing (yapisma)

72 1dk extention (uzama)

72 10 dk 1 final extention (son uzama)

4.9. RFLP Teknigi

Amplifike edilen Nested PZR urunleri, Rsal restriksiyon enzimi ile 3 saat 37°C’de
PEQ lab PZR cihazinda kesime tabi tutulmustur. RFLP reaksiyon karigimi 20 pl
son hacimde hazirlanmistir ve reaksiyon karsiminda 1X Reaction Buffer, SU Rsal
(Promega), 10 pl Nested PZR iiriinii ve niikleazsiz su kulanilmistir. Elde edilen
RFLP drinleri -20°C’de kullanilincaya kadar saklanmistir. Her bir test icin pozitif
ve negatif kontroller kullanilmis ve olusan tiriinler %3’liik LMP (Low Melting
Preparative) agaroz jele yiklenip ethidium bromidle boyanmistir. Jel
elektroforezde 100V da 120 dk yiritildiikten sonra UV 15181 altinda

(Prizma/Quantum ST4) bantlar goriintiilenmistir.
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4.12. PZR Urlnlerinin Dizi Reaksiyonu, Dizilerin Elde Edilmesi ve
Hizalanmasi

SSU rRNA gen bodlgesini kodlayan PZR drinleri ve primerler dizi analizi
yapilmasi i¢in diizgiince paketlenerek Giiney Kore’deki Macrogen firmasina
gonderilmistir. Uriinlerin saflastirllma ve okunma islemi burada yapilmistir.
Verilerin elde edilmesinde BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) kullanilarak, dizi {riinleri ABI 3730XL kapillar otomatik sekans
aletinde yiiriitilmiis ve ham veriler bize internet ortamindan ulastirilmistir.
BioEdit (Hall, 1999) programi kullanilarak SSU rRNA gen bolgesi icin elde

edilen ham diziler ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

4.13. Genetik Verilerin Analizi

SSU rRNA gen bélgesi ig¢in hizalanma islemi yapilmis ve elde edilen dizi
dosyalar1 BioEdit (Hall, 1999) programiyla acilmistir. Daha sonra SSU rRNA gen
bolgesi i¢in GenBank’tan temin edilen veriler (AF108865, AF108864, AF115378,
AF112574, AF115377, AF108862, AF112576, AF112573, AY741305, L19068,
AF151376, AF316624, AF093496, AB089284, AY524773) eklenmis ve
hizalama islemi BioEdit (Hall, 1999) i¢indeki ClustalW (Thompson ve ark., 1994)
modiili kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen hizalanmis baz dizileri
MEGA 5.05 paket programi kullanilarak maksimum olasilik analizleri, genetik
uzaklik Kimura-2 parametre modeli ve se¢ bagla testi (Bootstrapping) 1 000
tekrarla hesaplanmistir. Filogeni agac¢i Neighbour Joining (NJ) algoritmasiyla

olusturulmustur.

4.13. Istatiksel Analiz

Tanimlayici veri analizi mikrosoft excel ve hipotez testi SPSS 18 kullanilarak
yapilmis ve “p” degeri (“probability” yani “olasilik”), %5 hatayr kabul edilerek
karsilagtirma yapilmistir. p<0.05 (yani p degeri %5’ten kiiciik oldugunda)
karsilagtirilan istasyonlar ve aylar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
bulunmus ve %95 olasilikla (yani %35 hata ile) giiven araliklar1 belirlenmistir.

Protozoonlarin sayim sonuglari SPSS 18 kullanilarak Post-Hock, Tukey analizi ile

karsilastirilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1. C. parvum’un IFA Yontemiyle Tespit Edilmesi

Calismada 2012 Eylil, Ekim, Kasim; 2013 Mart, Nisan, Mayis; 2013 Eyliil,
Ekim, Kasim; 2014 Mart, Nisan, Mayis aylarinda Giresun ve Samsun illerinde
belirlenen toplam 45 istasyondan 420 cevresel, 120 icme suyu Orneklerinde
Cryptosporidium parazitinin tespiti yapilmak tizere hazirlanan preparatlar IFA
yontemiyle floresan mikroskop altinda incelenmistir. Cryptosporidium ookistleri
siyah zemin tlizerinde yesil 4-6 um c¢apinda yesil renkleriyle goriintiilenmistir

(Sekil 5.1).

Sekil 5.1. Cryptosporidium parvum ookistlerinin  IFA  yontemiyle fluoresan
mikroskobunda x1 000 biiylitme goriintiisii (Delioglu, 2012)

Giresun ilinden 20, Samsun ilinden 25 olmak {izere toplamda 45 istasyondan 2 yil
icerisinde 12 ay boyunca toplanan 6rneklere ait IFA teknigi ile Cryptosporidium

ookistlerinin sayim sonuglar1 Cizelge 5.1 ve Cizelge 5.2°de verildigi gibidir.
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Cizelge 5.1 incelendiginde, Giresun ili ve ilgelerinden alinan cevresel su
oneklerinde en yilksek degerlere Incivez Deresi'nde 2014 yili bahar aylarinda
(Mayis-45; Nisan-38; Mart-41), 2013 Mayis ayinda Yaghdere (41) ve Kasim
ayinda Kesap giris kopriisii (39) istasyonlarinda; en diisiik degerlere ise 2013
Mayis ayinda Cayiragzi (0) ve Aksu (0), Eylil ayinda Kesap giris kopriisii (1),
2014 Mayis ayinda Cayiragzi (0) ve Aksu (0) istasyonlarinda tespit edilmistir.

Cizelge 5.2 incelendiginde, Samsun ili ve ilgelerinden alinan ¢evresel su
orneklerinde en yiiksek degerlere 2014 Mayis ayinda Mili¢ (85), Akcay (55),
Yesilirmak-11 (48) ve Irmaksirti-1 (48), 2013 Mayis aymnda Mili¢ (57) ve 2014
Nisan ayinda Mili¢ (50) istasyonlarinda; en diisiik degerlere ise 2014 Mayis
ayinda Kiirtlin Irmagi-I (1) ve Kizilirmak-III (1), 2014 Nisan ayinda Kizilirmak-
III (1), 2014 Mart ayinda Kizilirmak-111 (2) ve 2013 Mayis ayinda Mert Irmagi-II

(2) istasyonlarinda tespit edilmistir.
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Cizelge 5.1. Giresun il ve ilgelerine ait 6rneklerin IFA teknigiyle Cryptosporidium sayim

sonuglari
2012 2013 2013 2014

GIRESUN Eylil Ekim Kasim Mart Nisan Mayis Eylil Ekim Kasim Mart Nisan Mayis
GELIVERA 8 12 16 13 15 18 13 19 22 5 8 9
YAGLIDERE 13 20 29 19 29 41 14 21 31 9 14 20
YOLAGZI 20 17 15 11 7 4 8 5 5 4 3 2
KESAP 5 8 12 12 8 5 3 4 6 6 4 2

KESAP GiRIS$

KOPRUSU 1 8 18 11 11 12 3 24 39 10 10 11
AKSU 4 6 7 8 3 0 5 8 9 7 3 0
BOGACIK 5 5 6 9 6 4 4 6 7 5 4 2
BATLAMA 11 13 18 7 5 3 4 4 6 12 9 5
BUYUKGURE 6 5 5 21 16 13 12 11 10 9 6 4
BULANCAK 13 7 2 14 12 11 25 12 4 37 21 20
KARADERE 13 10 8 29 20 13 28 27 19 14 10 7
INCIVEZ 8 7 7 10 10 11 12 11 11 41 38 45
PIRAZIZ 12 11 10 6 5 2 14 13 11 8 7 3
*CAYIRAGZI 8 9 10 14 8 0 4 4 5 5 3 0
*KELOGLU 5 8 7 7 6 4 8 7 9 18 17 8
*CAYIRAGZI 2 3 4 3 2 2 1 1 2 0 1 1
*BULANCAK 1 1 2 3 2 3 1 3 3 2 1 2
*BATLAMA 1 2 4 0 0 0 1 0 2 4 1 1
*KESAP 1 1 2 2 2 1 2 2 3 1 1 0
*GELIVERA 2 2 2 6 4 3 2 2 2 3 2 2

*slem gdrmemis igme ve kullanma suyu
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Cizelge 5.2. Samsun il ve ilgelerine ait 6rneklerin IFA teknigiyle Cryptosporidium sayim

sonuclari
2012 2013 2013 2014
SAMSUN
Eylul Ekim Kasim Mart Nisan Mayis Eylul Ekim Kasim Mart Nisan  Mayis

AKGAY 21 16 11 5 11 18 5 4 3 20 44 55
MILIC 19 14 9 7 30 57 15 10 5 12 50 85
TERME G. | 30 21 13 8 19 30 10 7 4 14 25 36
TERME G. Il 27 22 17 11 17 24 7 6 3 1 18 25
TERME G. 1l 20 18 16 4 12 21 10 8 7 9 24 40
YESILIRMAK I 19 15 10 14 16 19 7 6 4 18 20 24
YESILIRMAK 11 26 18 15 10 19 28 20 14 10 27 38 48
YESILIRMAKIIT 19 16 13 11 16 22 16 13 11 12 17 23
IRMAKSIRTI | 24 20 14 12 15 19 14 12 9 40 44 48
IRMAKSIRTI 11 18 13 1 13 15 17 31 17 13 1 13 15
GELEMEN 5 7 9 3 9 15 4 7 8 5 11 17
SELYERI 15 10 6 6 9 13 14 10 7 6 8 12
KIiRAZLIK 18 14 10 6 8 12 27 21 15 9 10 14
MERT IRMAGI T 9 8 8 9 7 6 10 8 8 1 9 8
MERT IRMAGI 1T 14 13 12 12 7 2 14 12 10 8 6 3
KURTUN IRMAGI | 9 10 11 14 9 4 25 28 30 4 3 1
KURTUN IRMAGI 11 9 1 12 1 8 6 8 9 10 9 6 4
KIZILIRMAK | 12 13 14 13 11 9 14 16 17 11 9 6
KIZILIRMAK 11 1 1 12 8 6 5 10 10 11 8 7 4
KIZILIRMAK 1 18 11 4 5 4 4 6 4 3 2 1 1
*MERKEZ 1 0 0 0 1 1 1 3 2 3 2 3
*TERME 2 1 0 0 0 0 2 1 1 2 1 1
*CARSAMBA 0 1 1 0 1 1 1 2 2 1 2 0
*TEKKEKOY 0 0 0 0 0 0 1 2 1 2 0 2
*BAFRA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1

* fslem gormemis igme ve kullanma suyu
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Giresun ilinden alinan 6rneklerde Cryptosporidium ookist sayimlart aylara gore
ayrintili olarak incelendiginde (Sekil 5.2); 2013 Mayis ve 2014 Mayis aylarinda
en yuksek degerde oldugu ve bu durumun 2013 Mayis ayinda Yaghdere (G2) ve
2014 Mays Incivez (G12) istasyon verilerinden kaynaklandig1 tespit edilmistir.

Samsun ilinden alinan 6rneklerde Cryptosporidium ookist sayimlart aylara gére
ayrintili olarak incelendiginde (Sekil 5.3); Giresun iline paralel olarak 2013 Mayis
ve 2014 Mayis aylarinda en yiiksek degerde oldugu ve bu durumun Mili¢ (OS-2)

istasyon verilerinden kaynaklandigi tespit edilmistir.
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Sekil 5.2. Giresun ili cevresel su 6rneklerinde Cryptosporidium ortalama ookist dagilimi
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Sekil 5.3. Samsun ili cevresel su 6rneklerinde Cryptosporidium ortalama ookist dagilimi
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Giresun ilinde belirlenen 15 farkli istasyondan alinan su Orneklerinde
Cryptosporidium ookisti sayim sonuglarinin aylara goére dagilimi Sekil 5.4’de
gosterilmistir. Giresun ili ve ilgelerine ait orneklerde IFA teknigi ile boyanan
Cryptosporidium ookist sayimlar1 incelendiginde, sonbahar mevsiminde ookist
sayilarinin giderek artis gosterdigi gozlenmistir. 2013 Mart ve Kasim aylan ile
2014 Mart ayinda Cryptosporidium ookistlerinin sayimlari en yiiksek seviyede,
2012 Eyliil, 2013 Mayis ve 2014 Mayis aylarinda en diisiik degerler saptanmustir.

Samsun ilinde belirlenen 20 farkli istasyondan alinan su Orneklerinde
Cryptosporidium ookisti sayim sonuglarinin aylara gore dagilimi Sekil 5.5’de
gosterilmistir. Samsun ili ve ilgelerine ait drneklerde IFA teknigi ile boyanan
Cryptosporidium ookist sayimlari incelendiginde, ilkbahar mevsiminde ookist
sayilarinin giderek artis gosterdigi gézlenmistir. 2012 Eyliil, 2013 Mayis ve 2014
Nisan ve Mayis aylarinda Cryptosporidium ookistlerinin sayimlari en yiiksek

seviyede, 2013 Mart ve Kasim aylarinda ise en diisiik degerler saptanmustir.
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Cryptosporidium ortalama ookist verilerinin aylara
gore toplam dagilimi
250 - B Cryprosporidimm
200 -
150 -
100 -
50 -
0 ..
2012 2012 2012 2013 2013 2013 2013 2013 2013 2014 2014 2014
Evliil Elim Kasim Mart Nisan Mawis Eylil Ekim Kasim Mart Nisan Mayis

Sekil 5.4. Giresun ili cevresel su Orneklerinde aylara gore Cryptosporidium ookist
dagilimi

Cryptosporidium ortalama ookist verilerinin aylara

gore toplam daghmi
B Cryptosporidium

500 +
450 A
400 -
350
300 +
250
200 A
150 A
100 ~
50 A

2012 2012 2012 2013 2013 2013 2013 2013 2013 2014 2014 2014
Eylil Ekim Kasim Mart Nisan Mayis Eylil Ekim Kasim Mart Nisan Mayis

Sekil 5.5. Samsun ili cevresel su orneklerinde aylara gore Cryptosporidium ookist
dagilim
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Giresun ilinde belirlenen 15 farkli istasyondan alinan su Orneklerinde
Cryptosporidium ookist sayim sonuglarinin dagilimi Sekil 5.6’da gosterilmistir.
Cryptosporidium ookisti en fazla Yaghdere (G2), Karadere (G11) ve Incivez
(G12)’ de, en az ise Aksu (G6) ve Bogacik (G7) istasyonlarinda goriilmektedir.

Samsun ilinde belirlenen 20 farkli istasyondan alinan su Orneklerinde
Cryptosporidium ookist kisti sayim sonuglarinin dagilimi  Sekil 5.7’de
gosterilmistir. Cryptosporidium ookisti en fazla Mili¢ (OS-2), Yesilirmak-Il (OS-
7) ve Irmaksirti-I’de (OS-9) en az ise Kizilirmak-11l (OS-20) istasyonlarinda
gorulmektedir.
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Sekil 5.6. Giresun ili ve ilgelerinden alinan gevresel su orneklerinde Cryptosporidium
ortalama ookistinin istasyonlara gore ortalama degerleri
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Sekil 5.7. Samsun ili ve ilgelerinden alinan gevresel su 6rneklerinde Cryptosporidium
ortalama ookistinin istasyonlara gore ortalama degerleri
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Sekil 5.9. Samsun ili 2012-2014 yillar1 arasi ¢alisma donemi sicaklik-yagis grafigi
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Giresun ilinde belirlenen 15 farkli istasyona ait 6rneklerde IFA teknigi ile sayilan
Cryptosporidium  ookisti sayim sonuglarinin istasyonlara goére ortalama
degerlerine uygulanan tek yonlii varyans analizi sonuglari incelendiginde; 6rnek
alinan istasyonlardan Yaglidere (G2) noktas1 ile Yolagzi (G3), Kesap (G4), Aksu
(G6), Bogacik (G7), Batlama (GS), Biiyiikgiire (G9), Piraziz (G13), Cayiragzi
(G14) ve Keloglu (G15) arasinda 6nemli farkliliklar gozlenmistir (Cizelge 5.3).
Cryptosporidium ookisti aylik sayim sonuglarinin ortalama degerlerine uygulanan
tek yonlii varyans analizi sonuglarinda anlamli bir farka rastlanilmamistir (Cizelge
5.4).

Cizelge 5.3. Giresun il ve ilgelerinden alinan oOrneklerdeki Cryptosporidium ookisti
degerlerinin istasyonlara gore tek yonlil varyans analizi sonuglari

Olciilen ortalama Cryptosporidium ookist degerleri

Cryptosporidium
(%95 giiven aralig1)

Istasyonlar min.-max. degerler
p degeri *

Gelivera 8.50 (1.35-18.35); p=0.177
Yolagn 13.25*( 3.39-23.10); p=0.001

Kesap 15.41*(5.55-25.27); p=0.000

Kesap Giris Kopriisii 8.50 (1.35-18.35); p=0.177
Aksu 16.66*( 6.80-26.52); p=0.000
Bogacik 16.41*(6.55-26.27); p=0.000
§ Batlama 13.58*(3.72-23.44); p=0.000
Eﬁ Buyukgtre 11.83*(1.97-21.69); p=0.005

Bulancak 6.83 (3.02-16.69); p=0.528

Karadere 5.16 (4.69-15.02); p=0.893

Incivez 4.08 (5.77-13.94); p=0.984
Piraziz 13.16*( 3.30-23.02); p=0.001
Cayiragzi 15.83*(5.97-25.69); p=0.000
Keloglu 13.00*(3.14-22.85); p=0.001
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Cizelge 5.4. Giresun il ve ilgelerinden alman &rneklerdeki Cryptosporidium ookisti
degerlerinin aylara gore tek yonlii varyans analizi sonuglari

Olgiilen ortalama Cryptosporidium ookistdegerleri

Cryptosporidium
(%95 giiven aralig1)

Aylar min.-max. degerler
p degeri *

Ekim 2012 0.93 (11.19-9.32); p=1.000

Kasim 2012 2.53 (1279-772), p:1000

Mart 2013 3.93 (14.19-6.32); p=0.982

Nisan 2013 1.93 (12.19-8.32); p=1.000

Mayis 2013 0.60 (10.85-9.65); p=1.000
N
S

o Eylul 2013 1.66 (11.92-8.59); p=1.000
i}
)

Ekim 2013 2.93 (13.19-7.32); p=0.998

Kasim 2013 4.13 (14.39-6.12); p=0.973

Mart 2014 3.86 (14.12-6.39); p=0.984

Nisan 2014 1.66 (11.92-8.59); p=1.000

Mayis 2014 0.40 (10.65-9.85); p=1.000

Samsun ilinde belirlenen 20 farkl: istasyona ait 6rneklerde IFA teknigi ile sayilan
Cryptosporidium ookisti sayim sonuglarinin istasyonlara gore ortalama
degerlerine uygulanan tek yonlii varyans analizi sonucglarina gore; 6rnek alinan
istasyonlardan Mili¢ noktasi (OS-2) ile Gelemen (OS-11), Selyeri (OS-12), Mert
Irmagi-1 (OS-14), Mert Irmagi-11 (OS-15), Kartun-11 (OS-17), Kizilirmak-1 (OS-
18), Kizilirmak-11 (OS-19), Kizilirmak-11l1 (OS-20) arasinda onemli farkliliklar
gozlenmistir (Cizelge 5.5). Cryptosporidium ookisti aylik sayim sonuglarinin
ortalama degerlerine uygulanan tek yonlii varyans analizi sonuglarinda Mayis
2014 ile Kasim 2012, Mart 2013, Nisan 2013, Ekim 2013, Kasim 2013, Mart
2014 aylar1 arasinda 6nemli farkliliklar tespit edilmistir (Cizelge 5.6).
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Cizelge 5.5. Samsun il ve ilgelerinden aliman o6rneklerdeki Cryptosporidium ookisti
degerlerinin istasyonlara gore tek yonlii varyans analizi sonuglari

Olgiilen ortalama Cryptosporidium ookistdegerleri

Istasyonlar

Cryptosporidium
(%95 giiven araligi)
min.-max. degerler

p degeri *

Akcay
Terme Cay1-I
Terme Cay1-11
Terme Cay1-111
Yesilirmak-I
Yesilirmak-11
Yesilirmak-111

Irmaksirti-|
Irmaksirti-11

Gelemen

Milig

Selyeri
Kirazlik
Mert Irmagi-|
Mert Irmag-11
Kdrttin-1
Kartan-11
Kizihirmak-1
Kizilirmak-11

Kizihirmak-111

8.33 (5.53-22.19); p=0.823
8,00(5,86 -21.86); p=0.868
10.41 (3.44-24.28); p=0.437
10.33 (3.53-24.19); p=0.453
11.75 (2.11-25.61); p=0.220
3.33 (10.53-17.19); p=1.000
10.33 (3.53-24.19); p=0.453
3.50 (10.36-17.36); p=1.000
10.50 (3.36-24.36); p=0.421
17.75%(3.88-31.61); p=0.001
16.41*(2.55-30.28); p=0.005
12.41 (1.44-26.28); p=0.145
17.66*%(3.80-31.53); p=0.001
16.66*(2.80-30.53); p=0.004
13.75 (0.11-27.61); p=0.055
17.50%(3.63-31.36); p=0.002
14.00%(0.13-27.86); p=0.045
17.50%(3.63-31.36); p=0.002

20.83*(6.96-34.69); p=0.000
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Cizelge 5.6. Samsun il ve ilgelerinden aliman o6rneklerdeki Cryptosporidium ookisti
degerlerinin aylara gore tek yonlii varyans analizi sonuglari

Olgiilen ortalama Cryptosporidium ookistdegerleri

Cryptosporidium
(%95 giiven aralig1)

Aylar min.-max. degerler
p degeri *
Eylul 2012 6.30 (4.17-16.77); p=0.702
Ekim 2012 9.40 (1.07-19.87); p=0.126
Kasim 2012 12.10*(1.62-22.57); p=0.009
Mart 2013 14.35*(3.87-24.82); p=0.001
- Nisan 2013 11.05*(0.57-21.52); p=0.029
=
] Mayis 2013 6.90 (3.57-17.37); p=0.569
g
Eylul 2013 10.10 (0.37-20.57); p=0.070
Ekim 2013 12.35*(1.87-22.82); p=0.007
Kasim 2013 14.05*(3.57-24.52); p=0.001
Mart 2014 11.10*(0.62-21.57); p=0.027
Nisan 2014 5.30 (5.17-15.77); p=0.879

5.2. C. parvum’un Molekuler Yontemlerle Tespit Edilmesi
5.2.1. Kullanilan Molekiiler Metotlarin Hassasiyeti ve Ozgiinliigii

5.2.1.1. LAMP Metodunun Hassasiyeti ve Ozgiinliigii

LAMP metodunun hassasiyet deneyi ic¢in Once pozitif oldugunu bildigimiz
Cryptosporidium IOWA DNA’sindan (10 ng) seri sulandirma yapilarak en az
hangi konsantrasyonda bu metotla ¢ogaltilabilecegi tespit edilmistir. Buna gore
once Cryptosporidium IOWA DNA’s1 nukleaz igermeyen su kullanilarak 10 den
10%e kadar seri olarak sulandirilmistir. Elde edilen farkli konsantrasyonlardaki

DNA’lara LAMP teknigi uygulanmis ve elde edilen Urlin ethidium bromidli
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%1’lik agaroz jele yliklenerek elektroforezde yiiriitilen DNA’lar UV 15181 altinda
(Prizma/Quantum ST4) bantlar1 goriintiilenmistir (Sekil 5.10).

LAMP deneyinin 0ozgiinliigiinii gostermek i¢cin hedef DNA olarak secilen
Cryptosporidium’un disinda hedef DNA olarak se¢ilmeyen Toxoplasma gondii,
Neospora caninum, Hammondia hammondi, Babesia gibsoni, G. intestinalis
protozoonlart kullanilmistir. Calismada Cryptosporidium SAM-1 gen bolgesi
hedef olarak segilmistir. Sonug olarak LAMP teknigi ile Cryptosporidium DNA’s1
cogalirken diger protozoa DNA’larinda herhangi bir cogalma gozlenmemistir

(Sekil 5.11).

3,440 O 70408

L

= NN

200 bg

Sekil 5.10. LAMP teknigiyle cogaltilan seri sulandirilmig Cryptosporidium IOWA
DNA’s1 kullanilarak yapilan hassasiyet deneyinin agaroz jeldeki goriintiisii.
M: 100 b¢ marker, N: distile su (negatif), 3-8: Cryptosporidium IOWA
DNA’s1 (strastyla 10 ng’dan 100 fg’a kadar)
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Sekil 5.11. LAMP tekniginin 6zgiinliigiiniin agaroz jeldeki goriintiisii. M: 100 bg¢ marker,
N: distile su (negatif), P: Cryptosporidium IOWA DNA’s1, 4: T. gondii DNA,
5: G. lamblia DNA, 6: N. caninum DNA, 7: B. gibsoni DNA, 8: H. hammondi
DNA

LAMP yonteminin hassasiyet ¢alismasinda Cryptosporidium IOWA DNA’s1 10
ng’dan 100 fg’a kadar sulandirilmistir. En son 100 fg/ul’de C. parvum pozitif
sonu¢ vermistir. Bizim calismamiza benzer sekilde Delioglu, (2012), Kaya,
(2011), Karanis ve ark., (2007), Koldren ve ark., (2011; 2013), tarafindan yapilan
caligmalarda da LAMP metodunun hassasiyeti gosterilerek C. parvum IOWA
DNA’s1 100 fg/uL olarak pozitiflik vermistir.

Karanis ve ark., (2007) LAMP deneyinin 6zgiinliigiinii géstermek amaciyla, hedef
DNA olarak secilen C. parvum’a ilave olarak hedef DNA olmayan Trypanosoma
brucei, Babesia bovis, Theileria parva, T. gondii protozoonlarini kullanmislardir.
Caligsma sonucunda C. parvum DNA’s1 ¢ogalirken diger protozoonlarda herhangi
bir ¢ogalma olmamistir. Bizim ¢aligmamizda da LAMP metodunun 6zgiinliigii
gosterilmis olup, Karanis ve ark.,’nin (2007) yapmis oldugu calisma ile benzer

sonuglar elde edilmistir.

5.2.1.2. Nested PZR Metotlarimin Hassasiyeti ve Ozgiinliigii

Nested PZR metodunun hassasiyet deneyi icin, pozitif oldugu bilinen
Cryptosporidium IOWA DNA’s1 (10 ng) niikleaz igermeyen su kullanilarak 10
"den 10®%ya kadar seri olarak sulandirlmistir. Elde edilen farkli

konsantrasyonlardaki DNA’lara Nested PZR metodu uygulanmistir. Nested PZR
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urtnleri ethidium bromidli %1’lik agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforezde
yirlitilen DNA’larin UV 15181 altinda  (Prizma/Quantum ST4) bantlari
goriintiilenmistir (Sekil 5.12).

C. parvum Nested PZR deneyinin 6zgiinliigiinii gostermek icin hedef DNA olarak
secilen C. parvum’un yani sira hedef DNA olarak segilmeyen G. lamblia, N.
caninum, H. hammondi, B. gibsoni, T. gondii protozoonlar1 kullanilmstir.
Cryptosporidium DNA’s1 Nested PZR ile 435 b¢’de pozitif sonu¢ vermistir.
Calismanin sonucunda C. parvum DNA’s1 c¢ogalirken diger protozoonlarda

herhangi bir cogalma gozlenmemistir (Sekil 5.13).
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Sekil 5.12. Nested PZR teknigi ile ¢ogaltilan seri sulandirilmis Cryptosporidium IOWA
DNA’smin agaroz jeldeki goriintiisii. M: 100 b¢ marker, N: distile su (negatif),
3-8: Cryptosporidium IOWA DNA’s1 [(sirasiyla 10 ng’dan 100 fg’a kadar)

(pozitif)]
M. .INP At

500 bg

Sekil 5.13. Nested PZR tekniginin 6zgiinligiiniin agaroz jedeki goriintiisii. M: 100 bg
marker, N: distile su (negatif), P: Cryptosporidium IOWA DNA’s1, 4: T.
gondii DNA, 5: G. lamblia DNA, 6: N. caninum DNA, 7: B. gibsoni DNA

Koldren ve ark.,’nin (2011) yaptig1 ¢alismada Nested PZR tekniginin hassasiyeti
Cryptosporidium DNA’s1 i¢in 10 ng’dan 100 fg’a kadar pozitif sonu¢ vermistir.
Bizim c¢alismamizda da tipki bu c¢alismaya benzer olarak Cryptosporidium
DNA’s1 ile Nested PZR tekniZinin hassasiyet deneyi yapilmis olup benzer

sonuglar bulunmustur.
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5.2.2. Istasyonlarimza Ait Orneklere Uygulanan Molekiiler Metodlarin
(LAMP, Nested PZR, RFLP ve Sekans Analiz) Sonuclari

Giresun ve Samsun illerinden alinan 420 ¢evresel, 120 igme suyu 6rneklerinden
DNA izole edilmistir ve izole edilen DNA’lara LAMP ve Nested PZR metotlar1
uygulanmistir. Igme suyu orneklerinde higbir metot ile Cryptosporidium tespit
edilmemistir. Giresun il merkezi ve ilgelerinden alinan toplam 240 su 6rneginde
LAMP yontemiyle 74 (%30.8) ve Nested PZR teknigiyle 70 (%29.1) 6rnek pozitif
olarak bulunmustur (Cizelge 5.7).

Cizelge 5.7. Giresun ilinden alinan su drneklerinde Cryptosporidium spp.’nin LAMP ve
Nested PZR yontemleriyle karsilastirilmasi

i LAMP ile .
Alinan su tipi Istasyon _Incelenen pozitif 8rnek Nested PZR ile
ornek sayisi pozitif 6rnek sayisi
sayisl
feme suyu 60 0 0
Ara toplam Butiin istasyonlar
- 60 %0 %0
% pozitif
Giresun-Merkez 48 10 9
Piraziz 36 10 10
Irmak suyu Bulancak 36 20 18
Kesap 36 14 13
Espiye 24 20 20
Avra toplam
. 180 74 (%41.1) 70 (%38.8)
% pozitif
Cene o 240 74 (%30.8) 70 (%29.1)

pozitif (%)

Tablo 5.7 incelendiginde LAMP ve Nested PZR yontemleriyle C. parvum’un
pozitif oldugu istasyonlar; Giresun il merkezinde Aksu, Bogacik, Batlama; Piraziz
ilcesinde Piraziz, Cayiragzi, Keloglu; Bulancak ilgesinde Bulancak, Karadere,
Incivez; Kesap ilgesinde Kesap, Yolagzi; Espiye ilcesinde Yaghdere ve Gelivera
dereleridir.
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Buna gore, Giresun il merkezinden alinan 48 su 6rneginin 10’u, Piraziz ilgesinden
alman 36 su Orneginin 10’u, Bulancak ilgesinden alinan 36 su Orneginin 20’si,
Kesap ilgesinden alinan 36 su 6rneginin 14’1 ve Espiye ilgesinden alinan 24 su
orneginin 20’si; igme suyu ve ¢evresel sularin genel toplami degerlendirildiginde
ise 240 su Orneginin 74’1 (%30.8) LAMP metoduyla Cryptosporidium DNA’s1

acisindan pozitif olarak tespit edilmistir.

Giresun il merkezinden alinan 48 su 6rneginin 9’u, Piraziz ilgesinden alinan 36 su
orneginin 10°u, Bulancak ilgesinden alinan 36 su 6rneginin 18’1, Kesap il¢esinden
aliman 36 su 6rneginin 13’ ve Espiye ilgesinden alinan 24 su drneginin 20’si;
icme suyu ve gevresel sularin genel toplami degerlendirildiginde ise 240 su
orneginin 70’1 (%29.1) nested PZR yontemiyle Cryptosporidium DNA’s1

acisindan pozitif olarak tespit edilmistir.

Samsun il merkezi ve ilgelerinden alinan toplam 300 su 6rnegi incelenmis olup
LAMP yontemiyle 101 (%33.6) ve Nested PZR teknigiyle 92 (%30.6) ornek
pozitif olarak bulunmustur (Cizelge 5.8).

Cizelge 5.8 incelendiginde LAMP, Nested PZR ve IFA teknikleriyle C.
parvum’un pozitif tespit edildigi istasyonlar; Samsun il merkezinde Mert Irmagi,
Kiirtiin Irmagr; Terme ilgesinde Mili¢, Akcay ve Terme Cayi; Carsamba ilgesinde
Yesilirmak ve Irmaksirti; Tekkekdy ilgesinde Kirazlik ve Selyeri dereleri; Bafra

ilgesinde-Kizilirmak Nehri’dir.

102



Cizelge 5.8. Samsun ilinden alinan g¢evresel su orneklerinde C. parvum’un LAMP ve
Nested PZR yontemlerinin karsilastiriimasi

Nested PZR ile

Incelenen  LAMP ile pozitif pozitif 6rnek

Alinan su tipi Istasyon

ornek sayisi ornek sayisi
saylis1
Icme suyu 60 0 0
Ara toplam Butiin istasyonlar
60 0% 0%
% pozitif
Samsun-Merkez 48 16 14
Terme 60 42 42
Irmak suyu Carsamba 60 20 17
Tekkekoy 36 14 11
Bafra 36 9 8
Ara toplam
240 101 (%42) 92 (%38.3)
% pozitif
Genel Toplam 0 0
pozitif (%) 300 101 (%33.6) 92 (%30.6)

Buna gore, Samsun i1l merkezinden alinan 48 su 6rneginin 16’s1, Terme ilgesinden
alan 60 su 6rneginin 42’si, Carsamba il¢esinden alinan 60 su 6rneginin 20’si,
Tekkekoy ilgesinden alinan 36 su 6rneginin 14’{i, Bafra ilgesinden alinan 36 su
orneginin 9’u; igme suyu ve g¢evresel sularin genel toplami degerlendirildiginde
ise 300 su orneginin 101’1 (%33.6) LAMP metoduyla Cryptosporidium DNA’s1

acisindan pozitif olarak tespit edilmistir.

Samsun il merkezinden alinan 48 su 6rneginin 14’1, Terme ilgesinden alinan 60
su 0rneginin 42’°si, Carsamba ilgesinden alinan 60 su 6rneginin 17’si, Tekkekdy
ilgesinden alinan 36 su 6rneginin 11’1, Bafra il¢cesinden alinan 36 su 6rneginin 8’1,
igme suyu ve ¢evresel sularin genel toplami degerlendirildiginde 300 su 6rneginin

92’51 (%30.6) Nested PZR yontemiyle Cryptosporidium DNA’s1 agisindan pozitif
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olarak tespit edilmistir. Giresun ve Samsun ili ve ilgelerinden alinan gevresel su
orneklerinde Cryptosporidium DNA’sina uygulanan LAMP metodunun (Sekil
5.14) ve Nested PZR metodunun (S$ekil 5.15) agaroz jeldeki goriintiisii verilmistir.

M N P 45 6 7 8 9 10 11 121314

Sekil 5.14. Giresun ve Samsun illerindeki istasyonlardan alinan su 6rneklerine ait LAMP
urunlerinin agaroz jeldeki goriintisi. M: 100-b¢ DNA marker; N: distile su
(negatif), P: Cryptosporidium IOWA DNA’si (pozitif), 4-14 calisilan su
ornekleri
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Sekil 5.15. Samsun ve Giresun ili ve il¢elerinden alinan su 6rneklerine ait Nested
PZR Urlnlerinin agaroz jeldeki goruntisi. A ve B jeli; M: 100-bg
DNA marker; N: distile su (negatif), P: Cryptosporidium IOWA
DNA’s1 (pozitif), 4-14 calisilan su 6rnekleri

Samsun ve Giresun illerinden alinan gevresel su orneklerinin Nested PZR metodu
kullanilarak elde edilen PZR iirlinlerinin sekans analizi sonucglart Gen bankasindan
alinan (National Center for Biotechnology Information-NCBI) AF108865,
AF108864, AF115378, AF112574, AF115377, AF108862, AF112576,
AF112573, AY741305, L19068, AF151376, AF316624, AF093496, AB089284,
AY524773 kodlu 18S rRNA Cryptosporidium gen dizileri ile karsilastirilmusgtir.
Calismada elde edilen 18 Nested PZR {iriiniiniin sekansi basarili bir sekilde
almmistir. Cizelge 5.9 ve Cizelge 5.10°da sekans ve LAMP ydntemlerinin

sonuglar1 gosterilmistir.
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Cizelge 5. 9. Gziresun ili ¢evresel ve igme sularina uygulanan LAMP ve Nested PZR
iiriinlerinin sekans sonuglari

_ 18S rRNA Nested PZR ve SAM-1 LAMP
Istasyonlar sekans sonuglari

Cryptosporidium Cryptosporidium

Giresun il Merkezi

Aksu - -
Bogacik ) -
Batlama - +

Biiyukgtre - +
Piraziz
Piraziz - -
Cayiragzi - -
Keloglu + +
Bulancak
Bulancak + +
Karadere - +
Incivez + +
Kesap
Yolagzi - -
Kesap - -
Kesap giris kopriisii * +
Espiye
Gelivera + +
Yaglidere + +
islem gormemis sular
Cayiragzi - -
Bulancak - -
Batlama - -

Kesap - -

Gelivera - -
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Cizelge 5.10. Samsun ili ¢evresel ve igme sularina uygulanan LAMP ve Nested PZR

iiriinlerinin sekans sonuglari

18S rRNA Nested PZR ve

SAM-1 LAMP

Istasyonlar sekans sonuglari Cryptosporidium
Cryptosporidium
Samsun Il Merkezi
Mert Irmag-I - +
Mert Irmagi-I| - -
Kiirtiin Irmag-I - -
Kiirtiin Irmags-I1 - -
Terme
Akcay
Milig +

Terme Cayi-I + +
Terme Cayi-11 + +
Terme Cayi-11 + +

Carsamba
Yesilirmak-1 + +
Yesilirmak-11 + +
Yesilirmak-11 + +
Irmaksirti-1 + +
Irmaksirti-11 + +

Tekkekdy
Gelemen + -
Selyeri - +
Kirazlik - +

Bafra

Kizilirmak-| - +
Kizilirmak-I1 - -
Kizilirmak-I11 - -

Islem gormemis sular

Samsun Merkez
Terme

Carsamba
Tekkekdy

Bafra

+
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Calismada toplanan su Orneklerinde Nested PZR metodu ile pozitif oldugu
belirlenen o©rneklere ait Nested PZR drlnleri Rsal enzimi ile kesilmis ve
restriksiyon iirlinleri %3’lilk LMP agaroz jele yiiklenerek goriintiillenmistir. Rsal
enzimiyle kesim sonrasinda 413 bg gosteren 6rneklerin C. parvum’a ait olduklar

belirlenmistir (Sekil 5.16)

Sekil 5.16. Samsun ve Giresun illerinden alinan su Orneklerine ait Nested PZR
rlinlerinin Rsal restriksiyon enzimi ile kesim sonucu agaroz jeldeki
gorintusd; M:100 b¢ DNA marker; N: (distile su) negative, P: C. parvum
DNA’s1, 4-13: galisilan su ornekleri

Sekans analizi sonucunda elde edilen hizalanmis baz dizileri MEGA 5.05 paket
programi kullanilarak maksimum olasilik analizleri, genetik uzaklik Kimura-2
parametre modeli ve se¢ bagla testi (Bootstrapping) 1 000 tekrarla hesaplanmustir.
Filogeni agaci1 Neighbour Joining (NJ) algoritmasiyla olusturulmustur. Sonug
olarak; Giresun ilinin Keloglu bolgesinden alinan su ornekleri C. bovis olarak
tanimlanirken, Bulancak, Incivez, Kesap, Gelivera ve Yaglidere bdlgelerinden
alman su ornekleri ise C. parvum olarak tanimlanmistir (Sekil 5.17). Samsun
ilinden alinan su orneklerinde ise Akgay, Milig, Irmaksirti-II, Yesilirmak-l ve
Yesilirmak-II  istasyonlarindan alnan su oOrnekleri C. bovis olarak
belirlenirlenirken, Yesilirmak-III, [rmaksirti-I, Terme, Terme Cayi-1, Terme Cayi-
I ve Terme Cayi-lll istasyonlarindan alinan su oOrnekleri C. parvum olarak
belirlenmistir (Sekil 5.18).
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51 cenine genotype AY273772
_1 cenine? genotype AF442484

horse genolype AY273770

C.saurophilum AF112573

C suis AF115377

C.wrain AF115378

mouse genotype AF112571

14 C hominis AF108865

rabbit genolype AY 120901

C.parwm AF 108864

Yaglhcere

10| Gelivera

Kesap giris keprusu C. parvum
Incivez

Bulancak

o _{ C meleagridis AF112574

[bs ferret genotype AF112572

g bear genotype AF247535

coyole genotype AY 120909

18 goosed genctype AY324638
0 Educkz genotype AY504514

———— C.baileyl L19068
C.canis AF112576
.I fox2 genotype AY 120908
B pig genolype AY271721

ol 95{ Keogh } C. bovis
0 C.bovs AY741305

83 deerike genotype AYS87166
73{_deer genatype AY 120910
L fox genotype AY 120907
C felis AF108862
2 duck genotype AF316630
77 — C.galli AF316624
E C.qalli2 AY 168847
woodcock genotype AY273769
C.serpentis AF151376
C andersoni AF093496
P 59 C.murnis ABC89284
C.molnan AY524773

|o

24 7

——— goose2 genolype AY504512
20 goose genotype AY 120912
33! goose3 genotype AY504513
goose5 genotype AY324841
gi|2570919/gbJAF 025388.1| Eimena tenella

00s

Sekil 5.17. Giresun ilinden alinan 6rneklerde SSU rRNA gen bdlgesine ait NJ filogeni
agaci
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e5( C.meleagridis AF112574
ﬂl ferret genotype AF112572
mouse genctype AF112571
C.hominis AF108885

rabbit genclype AY 120901
C.parnum AF 108864
Yesilwmak Il

54 | irmaksirti |

Terme

Temme Cay Il

C. parvum

Temme Cayi |l
Terme Cayi |
C.wrairi AF115372
C.saurophilum AF112573
horse genclype AY 273770
duck genctype AF318630
P Gelermen
E C felis AF108862

C.melnari AY524773
d 75 — C.galli AF316624
19 l: C.galli2 AY 168847

7 ck genolype AY273769

2 C sempentis AF151378
w‘l:LC.andersmi AF093496
50 C.muris ABDBOZ2E4

— fox genotype AY 120807

C.suis AF115377

7| bear genotype AF247535

ol oyote genatype AY 120909
cerine genolype AY 273772

3?' cenine2 genclype AF442484

8

4%  C.canis AF112576
-1 fox2 genctype AY 120008
pig genotype AY271721
— ) deerlike genclype AYS587166
a3 deer genotype AY 120810

Akcay
a0 Milic
17 Irrna.ksu‘kl [} C. bovis
95 | Yesilwmak |1

Yesilmmak Il
a1 C.bovs AY741305
C.balleyi L19068
goosed genctype AY 324538
duck2 genolype AYS04514
goose? genotype AY504512
goose genolype AY 120912
82 | goosed genclype AYS504513

gooses genotype AY 324641

43

@i|2570919|gb|AF026388.1| Eimeria tenella

s

Sekil 5.18. Samsun ilinden alinan 6rneklerde SSU rRNA gen bolgesine ait NJ filogeni
agaci
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Cryptosporidium tdrlerinin insanlarda ve pek ¢ok hayvan tiiriinde, degisik
derecelerde ishal tablosu ile karakterize hastalik olusturabildigi belirtilmistir
(Casemore ve ark., 1985; Turkcapar, 2001; Aysal, 2004; Hazer, 2007). Her gecen
yil, bagisiklik sistemi baskilanmis olgularin sayisindaki artis ve bagisiklik sistemi
saglam kisilerde biiylik salginlarin saptanmasi Kriptosporidiyozun 6nemini
arttirmaktadir. C. parvum’un da diinyada, ozellikle gelismekte olan Ulkelerde,
insanlarda ishale neden olan en yaygin li¢ patojenden biri oldugu bildirilmistir

(Menedez ve ark., 1991; Laime ve ark., 1994; Delioglu, 2012).

Parazitin bulagimu ile ilgili ulasilan kaynak bilgilerde; Hayvan giibrelerinin yaygin
bir bigcimde topraga birakilmasi sonucu, aerosol yayilmayla direk olarak veya su
kaynaklarinin kontaminasyonuyla indirekt olarak enfeksiyon olusabilecegi
saptanmigtir. C. parvum’un dogada yaygin olarak bulunmasinin nedeni ookistlerin
her zaman infektif olmasi, olduk¢a kiiciik olmalari (3.5-6.0 um) ve disiik
sedimentasyon oranina (0.5 m/s) sahip olmalarindan kaynaklandig1 tespit
edilmistir (Fayer, 2000). Yine su kaynakli bulagimlarla ilgili olarak ilk olgular
1983’te Finlandiya’dan, Rusya’nin St. Petersburg kentine seyahat eden ve ishali
bulunan Finlandiyali kisilerde tanimlanmistir (Eren, 2011). Kuzey Amerika’da da
1985 yilinda C. parvum’un igme suyu kaynaklarini kontamine etmesiyle ilk igme
suyu kaynakli salgin rapor edilmistir (MacKenzie ve ark., 1994; Over, 1996;
Strausbaugh, 2000). Ookistlerin, dokunulmamis yiizey sularinda, filtre edilmis
yiizme havuzu suyunda, hatta klorlanmis veya filtre edilmis i¢me sularinda dahi
bulunabildigi belirlenmistir (Chen ve ark., 2002). Enfekte kisilerle direk temas
halinde olan insanlarda, umumi yiizme havuzlarini kullanan kisilerde, bu
hastaligin yogun olarak bulundugu yerlere seyahat edenlerde HIV pozitif kisiler,
organ transferi yapilanlar, kemoterapi tedavisi devam eden insanlar, bobrek
hastalari, cocuk yuvalar1 veya ¢ocuklarin bulundugu giinliik bakim merkezlerinde
calisanlar, tilkeleraras1 yolculuk yapanlar (yolculuk ishali), izciler, kampgilar gibi
islenmemis su kaynaklarindan su i¢mek zorunda kalanlar bu parazitin
bulasmasinda risk gruplar1 olarak saptanmustir (Tiirkgapar, 2001; Aysal, 2004;
Kaya, 2011). Benzer calismalarda, Sahin ve arkadaslarinin Izmir’in Buca ilgesine
bagli bir kdyde yasayan ve ishali olan 191 kdyliiye ait diski 6rneklerinin Kinyoun
asit-fast boyama yontemiyle 191 hastanin 15’inde (%7.9) Cryptosporidium spp.
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ile birlikte olmak lzere 9 C. cayatenensis tespit edilmistir. Yogun yagis ile birlikte
ortaya ¢ikan bu salginda, olasi slipheli kaynagin kdye su saglayan kontamine

sebeke suyu deposu oldugu diisiiniilmiistiir (Dag, 2010).

Tiirkiye’de sularda yapilan ilk parazitolojik calismada ise 1997-1999 yillar
arasinda Istanbul’da Kagithane, Biiyiikcekmece, Omerli ve Elmali barajlarindadir.
Bu barajlardan temin edilen 40 ham su o6rnegi Cryptosporidium spp. ve G.
intestinalis yoniinden incelenmis ve Orneklerinin higbirinde Giardia Kisti ve
Cryptosporidium ookistinin tespit edilmedigi bildirilmistir (Koksal, 2002; Terzi,
2005).

Parazitin sularda epidemiyolojisi ile ilgili ulasilan kaynak bilgilerde ise
Cryptosporidium ookistlerinin suda genis bir yayilim gosterdigi, ylizey sular1 ve
atik sularda %100; i¢cme suyu Orneklerinde de %37 oraninda bulundugu
bildirilmistir (Smith ve Rose, 1998; Kaya, 2011). Kriptosporidiyozun etkili bir
tedavisinin bulunmamis olmasi, ookistlerin gevresel sartlara ve klorlamaya
direncli olup, nemli ortamda aylarca canli kalabilmeleri nedeniyle buyik capta
salgin olusturma riski tasiyabildigi belirtilmistir. Yine bir ¢alismada ABD’nin
Milkwaukee sehrinde su sebekesinde kanalizasyondan kaynaklanan bir
kontaminasyon sonucu 1993 yilinda 43 000 kisinin enfekte oldugu bildirilmistir.
Yine ayni1 y1l ABD’de Maine’de kontamine elma suyundan (pastorize edilmemis)
213 kisi hastalanmistir. 2015 yilina kadar Gidalar ve igme-kullanma sular
disinda; gilibrelenmis, taze olarak tiiketilen yesil yaprakli sebzelerden kaynaklanan
farkli enfeksiyon vakalar1 da bildirilmistir. Sonug olarak Gida ve Ilag Y&netimi
(FDA) tarafindan Bakteriyolojik Coziimleme El Kitabi’nin 7. baskisina sebzelerde
Cryptosporidium turlerinin analizine de eklemistir. (Lucio-Forster ve ark., 2004;
Uyar ve Ozkan, 2009). Yine Koldren ve Delioglu (2011), Amasya ili ve
ilgelerinde 10 farkli istasyondan alinan c¢evresel ve igme suyu oOrneklerinde
Cryptosporidium spp.’nin  varligin1 tespit edebilmek i¢in IFT yOntemini
kullanmislardir. Calismada Eyliil 2010 ve Agustos 2011 tarihleri arasinda her ay
periyodik olarak alinan toplam 100 su 6rneginin 66°s1 (%73.30) Cryptosporidium
spp. i¢in pozitif olarak bulunmustur. Fakat calismada toplanan igme suyu
orneklerinde Cryptosporidium spp.’nin  varligna rastlanilmamistir. Yapilan

calismada da benzer olarak icme suyu 6rneklerinde Cryptosporidium spp.’nin
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varligina rastlanmazken, Giresun ilinde 180 ¢evresel su Orneginin 170’inde
(%94.4) 1-45 Cryptospordium ookisti/L, Samsun ilinde ise 240 cevresel su
orneginin 214’tinde (%89.16) 1-85 Cryptospordium ookisti/L pozitif olarak

bulunmustur.

Parazitin mevsimlere gore dagilimin arastirlldigi calismada, Wilkes ve ark.,
(2009) tarimsal arazilerin  bulundugu bolgelerdeki ylizey sularinda
Cryptosporidium ookisti, Giardia Kisti, patojenik bakteriler ve indikatér bakteriler
arasindaki mevsimsel iliskiyi incelemislerdir. Elde edilen bilgilere gore sonbahar
ve kis donemlerinde indikator bakterilerle beraber parazitlerin sayilarinda artis
oldugunu tespit etmislerdir. Bu arastirmada da benzer olarak Samsun ili
orneklerinde ilkbahar aylarinda (Mart, Nisan ve Mayis), Giresun ilinde de
sonbahar (Eyliil, Ekim, Kasim) aylarinda Cryptosporidium ookist sayimlarinin
giderek artis gosterdigi belirlenmistir. Calismada bahar aylarinda parazitin yasam
dongiistiindeki yeterli 1s1 ve nemin olmast nedeniyle ookist sayisinda artigin

olabiliecegi diisliniilmiistiir.

Calismada elde edilen Giresun ilinin sonuglarina benzer olarak Mons ve ark.,
(2009) Paris ve cevresinde Cryptosporidium ookist sayilarinin sonbahar
mevsiminde diger mevsimlere gore daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Yine
Hashwey ve arkadaslar1 da (1997), ilkbahar aylarinda Cryptosporidium’un fazla
goriilmesinin nedenini, fazla yagan yagmur ve nemli havanin, igme suyu ve
cevresel sularda daha fazla kontaminasyona sebep oldugunu bildirmislerdir.
Mevcut calismada, Samsun ilinde ilkbahar aylarinda (Mart, Nisan ve Mayis)
ortalama yagis miktar1 azalirken, Cryptosporidium ookist sayilar1 giderek artis
gostermistir. Ayrica 2012, 2013 Eylil, Ekim ve Kasim aylarinda ise
Cryptosporidium ookist sayilarinda diizenli bir azalma tespit edilmistir. Her ne
kadar ilkbahar aylarinda Cryptosporidium ookist sayimlarindaki artis Hashwey ve
arkadaslarinin yaptig1 calismaya benzer sonuglar vermis olsa da ortalama yagis
miktar1 agisindan benzerlik gozlenmemistir. Bu durum, arastirma yapilan
bolgedeki iklim sartlarindan, Orneklerin hayvanciligin = yogun yapildigi
bolgelerden alinmasindan ve Ornek alinan bolgede fazla miktarda bulunan atik
sulardan, kaynaklanmis olabilir. Giresun ili i¢in sonbahar doneminde yagislar

giderek artis gosterirken ilkbaharda azalarak seyretmistir. Ayrica Giresun’da
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ilkbahar aylarinda Cryptosporidium ookist sayimlarinda giderek azalma
gozlenirken, sonbahar aylarinda ookist miktarlarinda artis gozlenmistir. Giresun
ilinden elde edilen sonuglar Hashwey ve arkadaslarmin g¢alismasi ile benzer

sonuclar vermistir.

Cryptosporidiumun tespitinde direk mikroskobi, boyama, serolojik ve molekuler
yontemler kullanilmaktadir. Parazitin tansinda molekiiler yontemlerin (PZR ve

antijen tanima testleri) spesifik ve duyarli oldugu bildirilmistir (Cama ve ark.,
2003).

Yine Sungur ve ark., (2008), tarafindan Cryptosporidium tirlerinin tespitinde PZR
tekniginin, boyama ve diger pek ¢ok tani yontemlerine gore ¢ok daha duyarli
oldugu belirtilmistir. Kotii kosullarda muhafaza edilmis 6rneklerde etkenin tespit
edilmesi konusunda avantajlar saglayan PZR tekniginin, ELISA ydntemine gore
103-104 kat daha duyarli oldugu ve bu durumun ayni sekilde IFA igin de gegerli
sayilabilecegi belirtilmistir. Basit PZR ile amplifiye edilen DNA’larin, ortama
yeniden eklenen daha spesifik bolgelere yonelik primerlerle tekrar amplifiye
edilmesi esasina dayanan Nested PZR tekniginin, klasik tek asamali PZR
teknigine gore 4-5 kat daha duyarli oldugu bildirilmistir.

Gatei ve ark., (2003) benzer olarak Cryptosporidium tiirlerinin tanimlanmasinda
840 baz ciftine sahip olan 18S rRNA genini kullanmiglardir. Yapmis olduklari
genotiplendirme sonucunda 4 tip Cryptosporidium tanimlamislardir. Izolatlarin
%75’ini C. parvum insan genotipinde, %21.7’sini C. parvum inek genotipinde,
%1.6’sim1 C. meleagridis genotipinde, %1.6’st C. muris genotipinde tespit
etmislerdir. Bu calisma sonucunda 18S rRNA gen lokusu kullanilarak yapilan
genotiplendirmenin filogenetik analizlerde kolaylik saglayabilecegi rapor
edilmistir. Yapilan c¢alismada da diger g¢alismalara benzer olarak molekiiler
tekniklerden Nested PZR ve RFLP yontemleri kullanilarak parazitin tespiti
yapilmistir. Pozitif bulunan 0Ornekler RFLP yontemi ile C. parvum olarak

saptanmuistir.

Parazitin tanisinda kullanilan teknikleriden biri LAMP yontemidir. LAMP teknigi
enfeksiyon hastaliklarin nedeni olan etkenin siiflandirmasinda kullanilan niikleik

asit amplifikasyon testlerindendir (NATs) (Notomi ve ark., 2000). LAMP’in
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basarili sonuglari, bu teknigin kriptosporidiyoz (Karanis ve ark., 2007; Bakheit ve
ark., 2008), toxoplasmoz (Sotiriadou ve Karanis, 2008) ve giardiyoz (Plutzer ve
Karanis, 2009) gibi protozoon hastaliklarinin teshisi i¢in uygun olabilecegi
bildirilmistir.

Tiirkiye’de su kokenli Cryptosporidium ile yapilan ¢alisma sinirh diizeydedir. Son
yillarda yapilan galigmalar bu alandaki boslugu doldurmaya yoneliktir. Tiirkiye’de
LAMP yontemiyle su kokenli protozooonlar: tespit etmede kullanilan ¢aligmalar
bulunmaktadir. Koloren ve ark., (2011), Ordu bélgesinde yapmis olduklari
caligmada farkli su kaynaklarindan alinan toplam 70 su 6rneginde IFT, LAMP ve
Nested PZR yontemlerini kiyaslayarak Cryptosporidium spp.’nin varligini tespit
etmislerdir. Incelenen bu 70 su érneginden 18 (%25.70)’i IFT yontemiyle; 19°u
(%27.10) LAMP yontemi ile pozitif bulunmustur. Yapilan ¢alisanin
giivenirliligini test etmek igin rastgele secilen 16 6rnek 10 adet Cryptosporidium
ookistleri ile kontamine edilmistir. Kontamine edilen 6rneklerin hepsi hem LAMP
teknigi hem de Nested PZR yontemiyle testlenerek, érneklerin hepsinin LAMP
tekniginde pozitif bulundugu, Nested PZR yontemiyle ise sadece 7 drnegin pozitif
oldugu gozlenmistir. Bu durum LAMP teknigiyle, Nested PZR yontemine gore
daha hassas sonuglar alinabilecegi seklinde yorumlanmistir. Mevcut ¢alismada da
benzer olarak Samsun ili ve ilgelerinden alinan toplam 240 ¢evresel su 6rneginin
101’1 (%42) LAMP yontemiyle, 92°si (%38.3) Nested PZR yontemiyle; Giresun il
ve ilgelerinden alinan 180 cevresel su 6rneginde LAMP yontemiyle 74 (%41.1),
Nested PZR ile 70 (%38.8) Ornek pozitif olarak bulunmustur. Ayrica ¢aligmada
incelenen toplam 120 i¢me suyu 6rneklerinin hepsi bu yontemler ile negatif sonug
vermisgtir. Yine Sinop ve Ordu bolgelerinin deniz ve sebeke sularinda
Cryptosporium spp. kontaminasyonuna yonelik yapilan molekiiler ¢alismada 128
su Ornegi toplanmistir. Ordu ilinden alinan 70 &rnegin 43’tinde; Sinop ilinden
toplanan 58 ornegin 35’inde IFT yontemiyle Cryptosporidium ookistleri tespit
edilmistir. Yine bu c¢alismada SAM-1 geni LAMP analizleri sonucunda C.
parvum, C. hominis ve C. meleagridis i¢in %65.50 oraninda, SSU rRNA geni
Nested PZR analizinde ise %31 oraninda pozitiflik tespit edilmistir (Koléren ve
ark., 2012). Bu ¢alismada da LAMP tekniginin Cryptosporidium’u tespit etmede

Nested PZR yontemine gore daha basarili oldugu gézlenmistir.
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Koltren ve Demirel’de (2013), Ordu ili Melet Irmagi’nin bes farkli noktasinda
yaptiklart ¢alismada MAF yontemini kullanarak Cryptosporidium spp.’nin
varligini tespit etmislerdir. Yine ayni ¢alismada molekiler teknik olan LAMP
metodu kullanilarak biitiin istasyonlarda bu parazitin varligi pozitif olarak
gosterilmistir. Bu ¢alismada da Samsun ve Giresun illerinden alinan toplam 540
gevresel su Orneginden 175’1 (%32.4) LAMP metodu ile pozitif olarak

bulunmustur.

Koléren ve ark., (2010), LAMP teknigiyle C. parvum ve G. lamblia gibi
parazitleri kisa zamanda tespit etmenin miimkiin oldugunu bildirmislerdir. LAMP
yonteminin yiiksek duyarliligi, ekonomik ve kolay uygulanabilir olmast bir¢ok
alandaki tan1 laboratuvarlarinda bu teknigin kullaniminin miimkiin oldugunu
belirtmislerdir. PZR tani testinin aksine LAMP tekni8i i¢in etkili bir DNA
amplifikasyonunda tamamen saf halde elde edilmis DNA’ya gereksinim olmadig:
belirtilmistir. Arastiricilar standart bir PZR icin harcanan zamanin tigte biri kadar

daha kisa siirede sonug¢ almanin miimkiin oldugu saptamislardir.

Alhassan ve ark., (2007), tarafindan da Bulgaristan’da 7 irmak suyundan alinan su
orneklerinde Cryptosporidium tiirlerini belirlemek i¢in LAMP teknigiyle PZR
yontemi kiyaslanmistir. Alinan su orneklerinin 7’sinde de LAMP teknigi ile
Cryptosporidium DNA’s1 c¢ogaltilirken, PZR teknigiyle hicbir Ornekte

Cryptosporidium DNA’sin1 belirlememislerdir.

Mevcut calismada, Giresun ve Samsun il ve ilgelerinde belirlenen farkli
istasyonlardan alinan su 6rneklerinde Cryptosporidium spp. parazitinin molekuler
teknikler kullanilarak varligi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore aragtirma
alanimin bu parazitlerle kontamine oldugu gozlenmistir. Bolgede su kirliligine
bagli enfeksiyonlarin gerceklesmemesi icin oncelikle su kaynaklarmin diizenli
olarak kontrol edilmesi gerekmektedir. Kirsal alanlarda yeterli altyapinin ve su
aritma sistemlerinin olmamasi, dolayis1 ile lagim sularinin higbir isleme tabi
tutulmadan yiizeysel sulara karigmasi, hayvan besiciliginin yerlesim yerlerine ¢ok
yakin mesafelerde yapilmasi ve bdlgenin aldigi yogun yagislar goz Oniine

alindiginda su kirliligine bagli enfeksiyonlarin artis1 s6z konusu olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada 2012 sonbahar, 2013 ilkbahar ve sonbahar, 2014 sonbahar aylarinda
Giresun ve Samsun illerinde belirlenen toplam 45 istasyondan 420 gevresel ve
120 icme suyu orneklerinde Cryptosporidium parazitinin varligi mikroskobik ve
molekiiler yontemlerle arastirilmistir. Mikroskobik arastirma kapsaminda, Giresun
ilinden aliman su Ornekleri IFA yontemiyle incelenmis ve 180 cevresel su
orneginin 170’inde (%94.4) 1-45 Cryptospordium ookisti/L saptanmistir. Samsun
ilinde ise bu yontemle 240 c¢evresel su Orneginin 214’tinde (%89.16) 1-85
Cryptospordium ookisti/L pozitif bulunmustur.

Molekiiler c¢aligmalar kapsaminda ise Giresun il ve ilgelerinden alinan 180
cevresel su Orneklerinde LAMP yoOntemiyle 74 (%41.1), Nested PZR ile 70
(9%38.8) Ornekte Cryptosporidium spp. pozitif bulunmustur. Ayni1 zamanda,
arastirma bolgesinden alinan 60 igme suyu 6rneginde hi¢cbir metodla herhangi bir
Cryptosporidim parazitine rastlanilmamistir. Tiim veriler degerlendirildigi zaman,
igme suyu ve g¢evresel sular dahil olmak iizere toplam 240 su 6rneginde LAMP
yontemiyle %30.8, Nested PZR ile %29.1 oraninda Cryptosporidium’un varligi
tespit edilmistir.

Samsun il merkezi ve ilgelerinde belirlenen istasyonlarda ayn1 zaman periyodunda
alman 240 cevresel su 6rneginde LAMP yontemi ile 101 (%42), Nested PZR
yontemiyle 92 (%38.3) drnekte Cryptosporidium spp. pozitif bulunmustur. Ayrica
60 icme suyu Orne8i bu yontemler ile negatif sonu¢ vermistir. Tiim veriler
degerlendirildiginde igme suyu ve cevresel sular dahil toplam 300 su 6rneginde
LAMP yontemiyle %33.6, Nested PZR ile %30.6 oraninda Cryptosporidium’un

varlig1 saptanmigtir.

Nested PZR driinlerinin sekans analizi sonuglarina gore Giresun ilinde
Cryptosporidium i¢in, Bulancak, Keloglu, incivez, Kesap giris kopriisii, Gelivera,
Yaglidere; Samsun ilinde Akcay, Milig, Terme Cayi-I, Terme Cayi-1l, Terme
Cayi-1ll, Yesilirmak-I, Yesilirmak-II, Yesilirmak-Ill, Irmaksirti-l, Irmaksirti-11,

Gelemen, Terme istasyonlariin pozitifligi sekans analizleriyle dogrulanmustir.

Icme suyunun hijyenik olmamasi, yetersiz kanalizasyon sistemleri gibi kotii

hijyenik kosullar, hayvancilikla ugrasma, evcil hayvan besleme, veteriner
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hekimlik ve laboratuvar faaliyetleri gibi meslege ait faktorler, epidemik bolgelere
yolculuk, immiin sistem yetmezligi, 0-4 yas ve 60 yas iistii olma gibi yas faktort,
enfekte kisilerle yakin temas, toplu yasama, yetersiz beslenme Cryptosporidium
enfeksiyonlari i¢in risk faktorleri olarak bilinmektedir (Ungar, 1995; Bonilla ve

ark., 1992; Spano ve Crisanti, 2000; Altintas, 2002).

Enfektif dozunun diisiik olmasi, klorlama islemine karsi ookistlerinin direncli
olmasi, heniiz tam anlamiyla kemoterapdtik tedavisinin bulunmamasi ve gelisme
asamasindaki biyokimyasal mekanizmasinin c¢ogunlukla anlasilamamasi, bu
protozoonun (C. parvum) tespiti iizerine dikkatleri toplamaktadir. Ulkemizde ise
su kokenli Cryptosporidium spp. parazitinin varligini saptamaya yonelik ¢ok az
calisma mevcut olup, Karadeniz Bdlgesi ise bu alanda yapilan c¢aligmalar i¢in
oldukca yeni bir bolgedir. Dolayisiyla, bu ¢alisma Giresun ve Samsun illerindeki
cevresel su orneklerinde Cryptosporidium tiirlerinin varligin1 gostermek igin

yapilan bir ¢aligma olmasi nedeniyle dnemli bir yere sahiptir.

Cryptosporidium spp.’nin tarimda kullanilan atik sularla bulastigi bilinmektedir.
Dolayisiyla yogun yagis alan bolgemizde bu parazitlerin ¢evresel sularla hizla
yayilmast muhtemeldir. Tarimda atik su kullaniminin ¢esitli saglik problemlerine
neden oldugu, 6zellikle Cryptosporidium spp. gibi parazit ookistlerinin bu sekilde
insanlara bulastig1 bilinmektedir. Bolgede iiretilen ve ¢ig olarak tiliketilen
sebzelerin temiz su ile ¢ok iyi yikanip, giivenilir oldugundan emin olduktan sonra
tilketilmesi halk sagligmin korunmasinda gereklidir. Cryptosporidium tirlerinin
fekal oral yolla bulastifi goz Oniine alinarak belediyeler ve hatta muhtarliklar
bilgilendirilerek, bu kurumlarin kanalizasyon sistemlerini aritilmis halde ya da

icme suyu kaynaklarindan uzak yerlere desarj etmeleri tavsiye edilmektedir
(Kaya, 2011).

Tiirkiye’de kabul edilen Saghik Bakanligi’'na ait Insani Tiiketim Amagcl Sular
Hakkindaki Yonetmelik’te belirtilen su kalite kriterleri kapsaminda su kdkenli
Crytosporidium ve Giardia protozoonlarina yer verilirken, SKKY’de (2004) kita
ici su kaynaklarmin siniflarina gore kalite kriterlerinde bu parazitlere yer

verilmemektedir. Kita i¢i su kaynaklarinin hayvansal sulama ve rekreasyonel
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amagl kullanimi g6zonune alindiginda, halk sagligi korunmasi yoniinden bu
protozoonlarin SKKY (2004)’ye dahil edilmesi 6nerilmektedir (Seferogli, 2014).

C. parvum enfeksiyonlarinin gergeklesmemesi i¢in oncelikle su kaynaklarinin
kontrol edilmesi gerekmektedir. Ookistlerin yok edilmesi enfeksiyonlarin
onlenmesinde 6nemlidir. Iyi hijyen, el yikama ve kontamine olmus materyallerin
uzaklastirilmas1  ookist alimini engellemektedir. Ozellikle immiin sistemi
baskilanmis kisilerin kaynatilmis ve siselenmis sular1 kullanmasi ve sebzeleri

tyice yikadiktan sonra pisirerek tiikketmesi gerekmektedir.

Karadeniz Bolgesi’nin bol yagis almasi fekal yolla bulasan bakteri ve parazitlerin
yagmur suyu ile dere, g6l ve akarsulara tasinmasini kolaylastirmaktadir.
Enfeksiyon riskinin en aza indirilebilmesi i¢in diizenli yagis alan bolgemizde
kanalizasyon altyapilarinin kuvvetlendirilmesi, temiz su kaynaklarinin diizenli
olarak kontrol edilmesi ve ilgili yerlere bildirilmesi gerekmektedir (Turgay ve
ark., 2010). Bu nedenle gerek tarimda gerekse igme suyu kullaniminda ve hatta
sularin eglence amagl kullaniminda halk saglinin korunmasi i¢in tiim yetkililerin

ve halkimizin risk olusturan parazitler hakkinda bilin¢lendirilmesi gerekmektedir.

Karadeniz Bolgesi’'nde risk grubunu olusturan insanlarin Kriptosporidiyoz
konusunda bilgilendirilmesi ve korunma yollarinin anlatilmast i¢in, bu tez
calismasini destekleyen TUBITAK 111T818 nolu kariyer projesi (2012-2014)
kapsaminda brosiirler hazirlanmistir. Ayrica I Saghk Miidiirliigii ve 11 Milli
Egitim Midiirligi ile iletisime gegilerek Cryptosporidium ile ilgili brosiirlerin
dagitilmas: saglanmistir. Yine proje kapsaminda alt1 farkli ilkokulda ilkdgretim

ogrencilerine bilinglendirme egitimi ad1 altinda seminerler diizenlenmistir.
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