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OZET

DENIZLI iL MERKEZI’NDE TARIMSAL SULAMA VE iCME SUYU
KAYNAKLARINDA BULUNAN BAZI TEK HUCRELI (PROTOZOA)
PARAZITLER UZERINE BiR ARASTIRMA
TUGBA SAGLAM
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILiM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SERDAR DUSEN)
DENIZLI, 2018 - ARALIK

Bu c¢alismada, Ekim 2017- EKim 2018 tarihleri arasinda Denizli il merkezinde
yer alan tarimsal sulama ve igme suyu kaynaklarindaki su kokenli protozoon
parazitler ilk kez detayli bir sekilde aragtirilmigtir. Denizli il merkezinden belirlenen
7 istasyondan tarimsal sulama ve igme suyu olmak iizere toplam 84 adet su Grnegi
alinmigtir. Alinan su 6rneklerinden Kinyoun Asit-Fast yontemi ile Cryptosporidium
tirlerinin ookistleri ve Cyclospora cayetanensis ookistleri, Direkt Mikroskobik Baki
ve Trichrome boyama ile de Giardia intestinalis kist formlar1 arastirilmistir. Ayrica
su orneklerinden DNA izole edilerek Toxoplasma gondii’nin B1 hedef geni ve
Tirkiye’de igme ve tarimsal sulama sularinda ilk kez RE gen bolgesi Standart
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) metodu kullanilarak arastirilmistir.

Calisma siiresinde toplanan 36 adet tarimsal sulama suyu Orneginin
%58,33’tinde Cryptosporidium spp., %13,88’inde Cyclospora cayetanensis ve
%14,28’inde Giardia spp.’in varligi saptanmistir. Toplanan 48 i¢gme Suyu
ornegininin hig¢ birinde ise parazite rastlanilmamustir.

Denizli il merkezinden alinan toplam 84 adet su 6rneginden (36’s1 tarimsal
sulamada kullanilan su, 48’1 mahalle c¢esmesi) DNA izole edilerek Standart
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) metodu hesaplamalari ile 6 6rnek (%7,14)
pozitif olarak bulunmustur. Standart PZR molekiiler metodu ile Toxoplasma gondii
B1 gen bolgesi incelendiginde: Denizli Vali Recep Yazicioglu Baraji’nin Akhan
mabhallesi bolgesinden 3 o6rnek, Standart PCR molekiiler metodu ile Toxoplasma
gondii RE gen bolgesi incelendiginde ise; barajin Akhan mahallesi bolgesinden 2,
Karakurt mahallesi bolgesinden 1 6rnek pozitif olarak bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis,
Denizli, Giardia spp., PZR, Toxoplasma gondii.



ABSTRACT

A RESEARCH ON SOME SINGLE CELLS (PROTOZOA) PARASITES IN
AGRICULTURAL IRRIGATION AND DRINKING WATER RESOURCES
IN DENIZLI CITY CENTER

TUGBA SAGLAM
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE AND
TECHNOLOGY
DEPARTMENT OF BIOLOGY

(THESIS SUPERVISOR: PROF. DR. SERDAR DUSEN)
DENIZLI, 2018 - DECEMBER

In this study, the protozoan parasites of agricultural irrigation and drinking
water sources in the city center of Denizli between October 2017 and October 2018
were investigated in detail for the first time. A total of 84 water samples were taken
from 7 stations determined from Denizli city center, namely agricultural irrigation
and drinking water. Cryptosporidium spp. oocysts and Cyclospora cayetanensis
oocysts were investigated by Kinyoun Acid-Fast method from water samples and
Giardia intestinalis cyst forms were investigated with Direct Microscopic View and
Trichrome stainning. DNA was also isolated from water samples B1 Toxoplasma
gondii target gene and Turkey drinking and irrigation waters of the first RE gene
standard Polymerase Chain Reaction (PCR) was investigated using the method.

Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis (13,88%) and Giardia spp.
(14,28%) were found in 58,33% of the 36 agricultural irrigation water samples
collected during the study period. No parasites were found in any of the 48 collected
drinking water samples.

A total of 84 water samples (36 water used in agricultural irrigation, 48 water
fountains) were isolated from Denizli and 6 samples (7,14%) were found to be
positive by Standard Polymerase Chain Reaction (PCR) method calculations. When
the Toxoplasma gondii B1 gene region is examined with the standard PCR molecular
method: 3 samples from the district of Denizli Vali Recep Yazicioglu Dam; 2
samples from the Akhan district of the dam and 1 specimen from the Karakurt
district were found to be positive.

KEYWORDS: Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis, Denizli,
Giardia spp., PCR, Toxoplasma gondii.
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ONSOZ

Niifusun ve sanayilesmenin hizla artmasi, ve bunlara karsi su kaynaklarinin
giin gectikce tilkenmesi sebebiyle igilebilir kalitede su bulma ihtiyact da her gegen
giin artmaktadir. Kisith olan igcme ve kullanma sularinda mikrobiyolojik ve
parazitolojik kontaminasyon her gegen giin 6énemli bir sorun haline gelmektedir.
Buna bagl olarak da diinya ¢apinda su kaynakli protozoon infeksiyon salginlarinin
sayis1 giin gectikce artmaktadir. Bu sebeple, giinlimiizde sucul protozoonlar hakkinda
birgok iilkede yogun c¢alismalar sirdiiriilmekte iken, Tiirkiye’de ise sucul

protozoonlar hakkindaki ¢alismalar heniiz yeterli seviyede degildir.

Bu calisma ile Denizli il merkezinde tarimsal sulama ve igme suyu
kaynaklarindaki protozoon parazitlerin tespiti, su kirliligi ve halk saghg ile ilgili
mevcut yasalarin gdzden gegirilerek yeni yasa ve yonetmeliklerin ¢ikarilmasina da
katki saglanilmasi, bu alanda yapilacak calismalara yeni bir referans saglamaya

calisilmigtir.

Lisansiistii egitimim siiresince destegini esirgemeyen degerli tez danismanim
Prof. Dr. Serdar DUSEN e tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica, tez ¢aligmamin molekiiler kismina katki saglayan ve destegini
esirgemeyen sayin Dr. Ogr. U. Ergun METE’ye (Pamukkale Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyolji Anabilim Dal1), molekiiler c¢aligmalarimda engin
bilgilerini benimle paylasan saym hocam Prof. Dr. Melek DEMIR’e (Pamukkale
Universitesi, T1p Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1),

Parazit Orneklerimin tespitinde ve tez c¢alismamin her asamasinda
yardimlarin1 ve destegini esirgemeyen degerli hocam Dog. Dr. Ulkii KARAMAN’a
(Ordu Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali),

Tez ¢alismamda ilk giinden itibaren destegini eksik etmeyen saym Dog. Dr.
Yunus Emre BEYHAN’a (Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi
Parazitoloji Anabilim Dal1),

Tez calismam siiresince laboratuvar olanaklarindan yararlandigim sayin
hocalarim Prof Dr. Nazime Mercan Dogan (Pamukkale Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii), ve Prof. Dr. Ramazan Mammadov’a (Pamukkale

Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii)
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1. GIRIS

Diinya tath su kaynaklarinin giin gectikce yetersiz kalmasi ve artan niifus,
sularin daha dikkatli ve titiz kullanilmasini gerektirmektedir. Tatli su insanlar
tarafindan; igcme suyu, hayvancilik, tarim arazilerinin sulanmasi ve su iiriinleri
yetistiriciligi gibi faaliyetlerde kullanilmaktadir. Insanlarm yasamini dogrudan
etkileyen suyun varliginin yani sira suyun kalitesi de en az suyun varligi kadar 6nem
arz etmektedir. Son zamanlarda su kalitesi ve kriterleri iizerindeki arastirmalar
artmistir. Diinya niifusunun hizla arttigi goz oniinde bulundurulursa insanoglunun
yiyecek kaynaklarini bilingli bir sekilde kullanmasi ve yeni besin kaynaklar1 yaratma

sorunlari ile kars1 karsiya kalacaktir (Egemen ve Sunlu 1996).

Igme suyu kullanimi oral-fekal infeksiyon zincirinin en 6nemli halkasidir.
Suyla bulasan enfeksiyonlarin oniine geg¢ilmesi biiylik dl¢lide suyun bakteriyel ve
parazitik kontaminasyonunun engellenmesi ve suyun dezenfekte edilmesi ile

saglanmalidir (Anonim 2013%).

Bilindigi gibi parazit, bir diger canlinin i¢inde veya ilizerinde ona zarar
verecek sekilde yasayan ve besinlerini dogrudan dogruya ondan saglayan organizma
demektir. Yunanca; para (yaninda, haksiz, usulsiiz) ve sitos (besin) kelimelerinin
birlesiminden meydana gelmis olup, “besinin yaninda olan” ya da “besinini haksiz
veya usulsiiz sekilde saglayan” anlamina gelir. Parazit ve dolayli olarak parazitizm,
bir canlinin gegici yahut daimi olarak diger bir canlinin viicudu i¢inde veya iizerinde
yasayip beslendigi iki hayvan tiirii arasindaki birliktelik seklinde ifade edilir. Bu
birliktelikte, birligi olusturan hayvanlardan boyutga kiiglik olan1 parazit, biiyiik olani
ise konak (konukgu) olarak adlandirilir (Gogmen 2008). Parazitler, bulunduklar:
konagin organ ve dokularinda mekanik hasarlara neden olabilir veya antijen

Ozellikteki salgilari ile de gesitli rahatsizliklara sebep olabilirler (Saygi 1998).

Protozoonlar ise Protista aleminde yiiksek protistler arasinda yer alan 6karyot
tipte tek hiicreli canlilardir. Dogada ¢ok yaygin olarak bulunurlar. Okyanuslarin en
derin kisimlarindan yiiksek daglara, sicak su kaynaklarima kadar cok degisik

ortamlarda protozoonlara rastlanilmaktadir. Vektor adi verilen tasiyict hayvanlar,
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protozoon infeksiyonlarinin insan ve hayvanlara yayilmasina araci olur (G6¢men
2014).

Bu dogrultuda su kaynakli parazitlerin arastirilmasi amaglanmis olup ulasilan
kaynak bilgilerde Denizli’de Saglam ve dig.’nin (2015) yaptiklar1 kiigiik bir 6n
calisma haricinde herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Denizli’de ilk defa

detayl bir sekilde gerceklestirilen bu yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda;

-Tarimsal sulama ve i¢cme suyu kaynaklarinda bulunan bazi protozoon
parazitlerin varliginin arastirtlmasi ile sulardaki parazit kontaminasyonun olup

olmadigmin tespit edilmesi,

-Tarimsal sulama amach kullanilan sulara atik sularim karigmamasi
konusunda ilgili kurumlarin bilgilendirilerek gerekli tedbirlerin alinmasinin

saglanmasi,

-Ozellikle atik su aritma tesislerinde saglikli ve giivenli bir ¢aligma ortami
olusturulmasina, su kirliligi ve halk saghigi ile ilgili mevcut yasalarin gozden
gecirilerek  yeni yasa ve yonetmeliklerin ¢ikarilmasina ve dogru aritim

teknolojilerinin uygulanabilmesine 1s1k tutacagi diisiiniilmiistiir.

Bu amaglar dogrultusunda c¢alisma kapsaminda Denizli il merkezinde 6rnek

alinacak istasyonlar belirlenirken;

- Mahalle ¢esmeleri i¢in, halkin yogun olarak su doldurdugu ve su tiikettigi

¢esmeler,
- Baraj ornekleri ve tarla sulamasinda kullanilan su 6rnekleri alinirken de;

Halkin yogun olarak tarla sulamasinda kullandigi, balik tutmada yararlandigi ve
ozellikle baraj golleri gibi su havzalarimin gevresindeki mahallelerin atik sularmnin

karistigi sular dikkate alinmistir.

Yukarida belitrilen 6rnek alma kriterilerine gore, Denizli il merkezinden 7 istasyon

belirlenmistir.



1.1 Su Kirliligi ve Su Kalite Standartlar:

111 Su Kirliligi

Su; insan hayati i¢in oldugu kadar tabiat ve diger canlilar i¢in de en temel
ihtiyactir (Tuncay 1994; Alemdar ve dig. 2009). Yeryiiziinin biiyiik bir bolimii
sularla kapli olmasina ragmen, sadece %?2.53"i tath sudur. Bu sularin da 2/3'si buzul
ya da kalic1 kar ortlisti seklindedir (Alemdar ve dig. 2009). Diinya niifusunun ve
sanayi liretiminin hizla artisina ragmen su kaynaklariin sabit olmasi bu kaynaklarin
Kirletilmesi ve tiiketilmesine sebep olmaktadir. Cevre kirliligi etkileri ile zarar goren
su kaynaklarinda, elverisli su kaynaklarinin bulundugu durumlarda ise; sularin
arittmindaki ve dagitimindaki aksakliklar ile su temin kaynaklarimin geregince
korunamamasi gibi nedenlerle igme suyu kalitesinde sorunlar yasanmaktadir. Diinya
niifusunun %40’ 11 barindiran yaklasik 80 {ilke simdiden su sikintis1 gekmektedir. Bu
yiizden su kaynaklar1 ¢ok iyi degerlendirilmeli ve bilingli atik su yontemleri ile hayat
kalitesini bozmadan alinacak onlemlerle su kaynaklarimizin kirletilmesi 6nlenmelidir

(Ceber ve dig. 2005; Demirel 2014).

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda biiyiikk sehirlerdeki sebeke sulari,
mikrobiyolojik kalitelerinin yani sira fizikokimyasal oOzellikleri yoniinden de
incelenmistir. Saglik Bakanlig1 verilerine gore; Tiirkiye genelinde il merkezlerinden
aliman sebeke sularmin %17'si, kaynak sularinin %31,4°1; ilgelerden alinan sebeke
sularinin =~ %36.6's1, kaynak sularinin  ise %36.3'0 standartlara uygunluk
gostermemistir (Alemdar ve dig. 2009; Demirel 2014). Ancak, bu arastirmalar

kapsaminda paratizolojik verinin belirtilmedigi veya arastirilmadigi gézlenmistir.

Gelisen diinyada neredeyse ¢ogu hastaligin giivenilir su ve temizlik
kosullarinin yetersizliginden kaynaklandigr tahmin edilmektedir. Her yi1l yaridan
fazlasim1 g¢ocuklarin olusturdugu yaklasik 5 milyondan fazla kisi, su kirliligine bagh

olarak hayatin1 kaybetmektedir (Anonymous 2007).

Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) verilerine gére de bulasici hastaliklarm
%70' insanlara kontamine sulardan bulagmaktadir. Bagirsak hastaliklari, ishal,

Hepatit A, Hepatit E, dizanteri, koli basili, kolera, parazit enfeksiyonlar: gibi birgok



hastalik su yolu ile bulasmaktadir. Ozellikle kentsel yerlesimin kurulu oldugu
bolgelerde kullanilan igme suyu insan sagliginmi tehdit etmektedir. Cevre kirliliginin
bir kere suya karistiktan sonra halk sagligina, ¢cevreye ve ekonomiye ne kadar ¢ok
zarar verebilecegi diisliniiliirse, bu konu ile gerekli ¢aligmalarin bir an 6nce aktif hale

getirilmesi gerektigi diistiniilmektedir (Eren ve dig. 2008).

Su kirliligi; genel anlamda insan etkileri sonucunda kullanimi kisitlayan ya da
engelleyen ve ekolojik dengeleri bozulan kalite degisimleri seklinde

tanimlanmaktadir (Munsuz ve Unver 1995).

Su Kirliligi Kontrolii Yonetmeligi’'ne (2004) gore ise 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 bosaltilmasi seklinde ifade edilmektedir (Anonim 2004).

Suyun kalitesinin bozulmasina neden olan bazi Kirletici kaynaklar genel

olarak su sekilde 6zetlenebilir;

Evsel Atik Sular: Evsel (domestik) atik sular evlerden, ticari isletmelerden,
kurumlardan ve benzer binalardan bosaltilan atik sulardir. Bu sular canli digkis1 ve

idrar1 gibi, banyo ve lavabo yikamasindan gelen sulardan olugsmaktadir (Mara 2004).

Endiistriyel Atik Sular: Ticari veya endiistriyel faaliyetlerin yiiriitildiigi
alanlardan evsel atik ve yagmur suyu disinda olusan atik sular tarif etmek ig¢in
kullanilmaktadir. Endiistride tiiketilen suyun miktar: tilkelerin gelismislik diizeyinin

bir ifadesi olarak kabul edilmektedir (Anonim 2007).

Tarimsal Atik Sular (Drenaj Suyu): Tiirkiye’de suyun tiiketildigi alanlarin
basinda tarim sektorii gelmektedir. Tarim sektoriinde kullanilan ve bitkiler tarafindan
emilmeyen su, topragin derin katmanlarma siiziilmekte zamanla yeriistii sularma
katrigsmaktadir. Bu sular pestisit ve giibre kalintilarin1 da beraberinde getirmektedir.
Plansiz ve asir1 bir sekilde agilan artezyen kuyulari ve salma sulama yontemi ile
yapilan asir1 sulama su havzalarina 6nemli 6l¢iide zarar vermektedir (Madramootoo
1997).



Diger Kirletici Kaynaklar: Artan sanayinin ve kentlesmenin tetikledigi
ulasim faaliyetlerinin artisinin  da su  kaynaklarmin kirlenmesine katkisi
bulunmaktadir. Ozellikle kara ve deniz tasimaciliginda kullanilan araglarin dogaya,
dolayli veya direkt olarak biraktiklari kirleticiler su kaynaklariin kirlenmesine sebep

olmaktadir.

Niikleer kirlenmeler ise kazalar sonucunda gerceklesen su kaynaklar
kirlenmesinin diger bir boyutunu olusturmaktadir (Halmer ve Hespanhol 1997;
Brown 2001).

Bu kirlenmeler sonucunda kontamine hale gelen igilebilir su kaynaklari
ileride geri donilisii miimkiin olmayan sorunlarin yasanmasina sebep olacaktir
(Haviland 2002; Dagli 2005; Atalik 2006). insan ve hayvan diskilar1 iceren ve
onemli bir saglik riski olusturan bu atik sularin akarsu, gol veya seyreltme
potansiyeli diisiik olan koy ve korfezler gibi alici ortamlara verilmesinden once
uygun bir dezenfeksiyon islemi yapilmasinin uygun oldugu diistiniilmektedir (Uslu
ve Tirkman 1987; Alkan ve dig.1999; Demirel 2014).

1.1.2 Su Kalite Standartlar:

Su kalitesiyle ilgili 6lgiitlerin temel amaglarindan biri suyun halk sagligini
tehlikeye diistirebilecek bazi olumsuzluklardan arindirilmasindan olusmaktadir. Su
niteligi ile ilgili Olgiitlerin belirlenmesinde ulusal risk-kazang analizlerinin temel
alinmasi gerekliligi bir¢ok uluslararasi kaynakta 6zellikle vurgulanmaktadir (Geneva

1984).

Sularda meydana gelen kirlenmeyi ve etkilerini belirleme ¢aligmalarinda su
kalitesinin fiziksel ve kimyasal agidan degerlendirilmesi suyun o an ki durumu

hakkinda bilgi vermesi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Barla 1995).

Tarimsal veya endiistriyel sebeplerle kirletilen su kaynaklarinin 1slah edilmesi
ve dogal su kaynaklarinin korunmasi i¢in su kalitesinin izleme ve degerlendirilmesi
calismalarina hiz verilmelidir. Bu nedenle su kalite parametre olgiimlerinin diizenli

olarak yapilmasi gerekmektedir.



Su kalitesi parametreleri;
-Halk sagliginin korunmasina,
-igcme suyu niteliginin konulan standartlara uygunlugunun saglanmasina,

-Dogal ve insan miidahalesi sonucunda su kalitesinin nasil etkilendiginin

belirlenmesine,

-CED (Cevre Etki Degerlendirme) amaciyla gerekli olan bilgilerin temininin

saglanmasina,
-Akarsularda kiitle taginiminin incelenmesine,
-Su kalitesinin modellenmesine katki saglamaktadir (Anonim 2011).

Tiirkiye’de su kalitesini izleme ¢alismalar1 Devlet Su Isleri (DSI), Elektrik
Isleri Etiit idaresi (EIEI), tarafindan yiiriitiilmektedir. DSI yaklasik olarak 1150, EIE]
yaklasik olarak 140 istasyonda DSI 35, EIEI 20 parametre ile sz konusu izleme

islemini devam ettirmektedir (Anonim 2010).

Su kalitesi kriterleri ile su standartlar1 arasinda ayrim yapmak ¢ok dnemlidir.
Kriterler suyun giivenli olarak kullanimin1 saglayan ve suyun kalitesini bozan degisik
maddeler iizerinden getirilen kalitatif ve kantitatif sinirlamalardan olusmaktadir.
Standartlar ise, bu kriterlerle beraber belirli kullanim amaglarimi ve Kkalitesini
koruyabilecek sekilde planlanmis gerekli aritmalar ile gerceklesen denetim yollaridir.
Kriterler bilimsel kararlardir, standartlar ise su kullanimlarinda uyulmasi gereken

kurallar1 kapsayan uygulanabilir agiklamalardir (Giiler 1997).

Toplum saghgi acisindan, igme ve kullanma sularinin hastalik yapici
mikroorganizmalar1 ve zararli kimyasal maddeleri igermemesi istenmektedir. Bu
yiizden su Kkalitesinin belirlenmesinde, suyun faydali bir sekilde kullanilmasini
saglayan tiim fiziksel, kimyasal ve biyolojik parametrelerin tespit edilmesi
gerekmektedir. Bu sartlarin saglanabilmesi ve suda bulunmasi arzu edilmeyen
maddelerin kabul edilebilir belirli bir seviyenin altinda tutulmasinin saglanmasi
amaciyla ¢esitli standartlar gelistirilmistir. Bunlar arasinda DSO (Diinya Saglik
Orgiitii) tarafindan gelistirilen icme suyu standartlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir
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(WHO 1996; Kaya 2011; Ayaz 2015). Tiirkiye’de ise kabul edilen ve kullanimda
olan igme-kullanma sular1 standardi TS 266 kullanilmaktadir (Anonim21997; Giilabi
2016).

Protozoonlar ve bazi enteroviriisler klor igeren bir¢cok dezenfektana c¢ok
dayaniklidir. Bu yiizden sehir sebeke sularinin bu protozoon parazitlerden
arindirilmasinda klorlama islemi yetersiz kalmaktadir. igme sularinda bulunup suyla
taginan protozoonlar ve standart dozda klora dayanikliliklar1 Tablo 1.1°de

gosterilmistir (Anonymous 2008).

Tablo 1.1: igme suyu ve tarla sulama 6rneklerinde bulunan, suyla tasinan patojenler

(Anonymous 2008).
pH:7-8 iken L .. ]
Patojen Saghga etkisi il(;oocrta;lmm(tlta Standart lel SPi h:l)ne:";lr:;l{:ﬂ
(Protozoon) (Salgmlar) | GUO hayatta | o) o lora | Pulasier v
kalma siiresi N doz kaynak
dayaniklihgi
Acanthamoeba Desisken
spp. Yiiksek EI3H <1 dk. > 104 Yok
olabilir
Cryptosporidium
parvum Yiiksek 1 aydan fazla > 30 dk. > 104 Var
Cyclospora
cayetanensis Yiiksek laydan fazla > 30 dk. > 104 Yok
Entamoeba ;
histolytica Yiiksek 1 haftaile 1 ay > 30 dk. > 10* Yok
arasi
_ Gla_rdla_ Yiiksek 1 hafta ile bir > 30 dk. > 10° var
intestinalis ay arast
5 Genellikle
Naegleria fowleri |  Yiiksek Degisken 102-10* Yok
olabilir
< 1dk.
Tozcér;]lgisima Yiiksek 1 aydan fazla > 30 dk. > 104 Var

Saglik Bakanligina bagli Tiirkiye Halk Sagligit Kurumu’nun 2005 yilinda
yiriirlige giren ve 7 Mart 2013 Persembe tarih ve 28580 sayili Resmi Gazetede
yenilenen “Insani Tiiketim Amacli Sular Hakkinda Y&netmelik” (ITASHY) igme ve
kullanma sularinin niteligi hakkinda bize bilgiler vermektedir. Yeni ydnetmelige
gore igme ve kullanilabilir sularda aranan mikrobiyolojik parametreler ise Tablo 1. 2'

de gosterilmistir.



Tablo 1.2: ITASHY e esaslarina gore igme ve kullanma sularinda aranan mikrobiyolojik parametreler

(Anonim 2013%).

Icme Sulan icin:

Parametre Parametrik deger
E. coli 0/250 ml
Enterokok 0/250 ml
Koliform bakteri 0/250 ml
P. aeruginosa 0/250 ml
Anaerob sporlu siilfit rediikte eden bakteriler 0/50ml
Patojen Stafilokoklar 07100m|
Kaynaktan alinan numunede maksimum:

22 °C’de koloni sayimi 20/ml
37 °C’de koloni sayimi1 5/ml
Imlahanede ambalajlandiktan sonra alinan numunede;

22 °C’de koloni sayimi 100/ml
37 °C’de koloni sayimi 20/ml

Piyasada satilan ambalajli sulardan alinan numunede
maksimum:

22 °C’de koloni sayimi

37 °C’de koloni sayimi

Imlahane i¢in belirlenen sir
degerin on katin1 gecemez.

Parazitler

0-5/L
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Kaynak Sulari i¢in:

Parametre Parametrik deger
E. coli 0/250 mli
Enterokok 0/250 mli
Koliform bakteri 0/250 mli

P. aeruginosa 0/250 ml
Anaerob sporlu siilfit rediikte eden bakteri 0/50 m
Patojen Stafilokok 0/100 ml
Kaynaktan alinan numunede maksimum:

22 °C’de koloni sayimi 20/ml

37 °C’de koloni sayimi1 5/ml

Imlahanede ambalajlandiktan sonra;

22 °C’de koloni sayimi 100/ml
37 °C’de koloni sayimi 20/ml
Piyasada satilan ambalajli sulardan alinan numunede

maksimum:

22 °C’de koloni sayimi Imlahane igin belirlenen sinir

degerin on katin1 gecemez.

37 °C’de koloni sayim1

Parazitler 0-5/L

Tiirkiye igme suyu standartlarinda ve ITASHY ’nin hiikiimlerine gére, igme
sularinda  parazitlerin  sifir olmasi  istenmektedir; ancak, su kokenli
mikroorganizmalardan bahsedilmesine ragmen, su kokenli parazitlerin varlig

hakkinda herhangi bir detayl1 bilgi mevcut degildir.

1.2 Su Kirliliginin Saghk Acisindan Onemi

Hayatimizin vazgecilmezi olan su, tasiyabildigi cesitli organik-inorganik
maddeler ve mikroorganizmalarla birgok hastaligin meydana gelmesine sebep
olmaktadir (Miman ve Aktepe 2008). Sudan bulasan infeksiyon; kirli ellerle, Kirli
besin ve sularin agiz yoluyla alinmasi ile ger¢eklesmektedir. Tiim canlilar tarafindan

kullanilan suyun temiz ve giivenilir olmasi gerekmektedir (Aysal 2004; Ayaz 2015).

Cevreye insan ve hayvan digkilari ile atilan parazit ookistleri ve/veya Kistleri

icme ve kullanma sulari, eglence amacgh kullanilan sular araciligiyla insanlara
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bulagsmaktadir. Su yolu ile yayilan ve hastaliklara neden olan parazitler arasinda
Cyptosporidium parvum, Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica ve Cyclospora
cayetanensis en Onemlileri olarak goriilmektedir (Bilgehan1990; Yousefi 1991,
Aysal 2004; Ayaz, 2015). Ancak son yillarda Toxoplasma gondii parazitinin su
araciligi ile de insanlara bulasabildigi bildirilmistir. T. gondii’nin olusturdugu
infeksiyon, Ozellikle immiin yetmezliklilerde, bazen de normal saglikli kisilerde de
ilerleyebilir ve nekrotizan ensefalit, pndmoni veya miyokardit gibi 6liimciil tablolara
doniisebilir. Su yolu ile viicuda alinan Cryptosporidium spp., G. intestinalis,
Cyclospora cayetanensis ve Entamobea hystolitica kistleri ve ookistleri de bireyin
sagligi tzerinde tehdit yaratabilmektedir. Ozellikle sindirim sisteminde
rahatsizliklara sebep olup ilerleyen boyutlarda 6liimlere sebep olmaktadirlar. Bu
nedenle sularin kanalizasyon ve atik sularla kontaminasyonu durumunda 6zellikle
icme suyu amactyla kullanilan yiizey sularindan hizli ve etkin bir sekilde
parazitlerden arindirilmasi biiyilk 6nem tasimaktadir. Boylece hem halk sagligi
dikkate alinarak olusabilecek salgmlar 6nlenecek hemde iilke ekonomisine katki

saglanilacaktir.

Icme sularma ve kullanma sularinda parazit kontaminasyonun olusturdugu
riskler, bu sulara kanalizasyon ve nehir sulariin karismasi ve kirli sularla bahgelerin
sulanmasinin engellenmesi ile azaltilabilir. Son yillarda yurt disinda sularda
protozoon parazitlerin tespiti ve bulas yollarma iliskin calismalar olduk¢a Onem
kazanmistir. Fakat Tirkiye’de bu anlamda heniliz yeterli sayida g¢alisma
bulunmamaktadir. Bugiine kadar, Denizli il merkezinde su kokenli protozoonlarin
kontaminasyonu {izerine sadece Saglam ve dig.’nin (2015) yaptiklar kii¢iik bir 6n
calisma haricinde herhangi detayli bir arastirma rapor edilmedigi i¢in, bu ¢alismanin
hem bu bdlgede protozoon kaynakli parazitik kontaminasyon agisindan olasi su
kirliliginin belirlenmesi hem de daha sonra yapilmasi planlanan c¢alismalara temel

olusturmas1 anlaminda 6nemli olacag: diisiiniilmektedir.
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2. GENEL BILGILER

2.1 Parazitler Hakkinda Genel Bilgi

Yeryiiziindeki canlilar benimsedikleri yasam sekillerine gore iki ana gruba
ayrilirlar: Serbest yasayan ve parazit yasayan canlilar. Biyoloji’ de “parazit”
sOzcligiinden; gecici veya siirekli olarak diger bir canlinin {izerinde (konak) veya
icinde besin ya da yer bularak yasamlarini siirdliren organizmalar oldugu anlasilir.
Parazit organizmalar, konak olarak kendisinden daha biiylik ve giiclii canlilar
secerler. Parazitoloji de parazitlerin biyolojilerini, siniflandirilmasini ve konaklart ile

olan iliskilerini inceleyen bir bilim dalidir (Saygi 1998).

Hayvanin gelismisligi ile parazitizm arasinda ters bir oranti vardir. Yani
gelismis hayvanlarin parazit olarak yasamasina dogada daha seyrek olarak
rastlanmaktadir. Parazitizm, yalniz bir hayvan tiiriine 6zellesme ya da birden ¢ok
hayvanda yasayabilir yetenege sahip olma durumuna gore gruplara ayrilir. Larva ya
da ergin evrede parazitik yasama uyum sirasinda kullanilmayan birgok organ
(sindirim, solunum, bosaltim, dolasim, hareket organlari, bazi duyu organlari,

ornegin goz vs..) yitirilebilir ya da korelebilir (Yaka 2014).

Parazitler ara veya ana konak olarak ¢ok farkli canlilar1 kullanmaktadirlar.
Hayatlarini siirdiirebilmek igin ara konak olarak, genellikle karasal omurgasiz
(Artropoda, Insecta, Mollusca vb.) grubundaki canlilari, ya da avlanmadan
(predatorliik) faydalanarak bazi omurgali canlilart kullanirken, ana konak olarak da

genellikle omurgali canlilar1 kullanmaktadirlar (Olsen 1986).

Gelisen kosullara bagl olarak, diinya iizerinde insan hareketliliginin artmasi
ve doganin insan eliyle degistirilmesi gibi faktorler de parazitlerin ve parazitozlarin
yayilmasina yol agmaktadir. Gerek turizm gerekse is ve ticaret amagli seyahatlerin
artmast; bir yerden digerine gidisi saglayan ulagim araclarmin ¢ok gelismesi bu
yayilimi daha da arttirmaktadir (Saygi 1998; Yaka 2014). Tiirkiye’de de gerek

ekolojik kosullar gerekse toplumun sosyo-kiiltiirel ve ekonomik diizeyi bazi paraziter
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hastaliklarin yayilmasinda uygun bir ortam saglamaktadir. Parazit tasiyan insan ve
hayvan diskist bulasmis sularin, tarimsal sulamada kullanilmasi1 ya da kontamine
sularin i¢ilmesi; parazit, kist veya larvalarini bulunduran bazi hayvansal besinlerin az
pismis ya da ¢ig olarak tiiketilmesi, tuvalet hijyenine dikkat edilmemesi, evcil ve
yabani hayvanlarla yasam alanlarinin ¢akismasi gibi nedenler bazi parazitlerin iilke

genelindeki yayginligini arttirmaktadir (Saygi 1998; Yaka 2014).

2.2 Sucul Protozoonlar Hakkinda Bilgi

Diinya iizerinde paraziter yasama uyum saglamis pek c¢ok canli tiirii
bulunmaktadir, bu yiiksek lisans tez arastirmasi kapsaminda bazi sucul protozoon

parazit tlirleri tizerinde durulacaktir.

Protozoonlar Protista aleminde yiiksek protistler arasinda yer alan okaryot
tipte tek hiicreli canlilar olarak bilinmektedirler (Go¢men 2014). Protozoon
enfeksiyonlari; protozoonun sayisi, cinsi, insanlarin genel saglik durumu ve
protozoonun etkiledigi organlara bagli olarak insanlarda farkli patolojik
degisikliklere neden olmaktadir. Toplumun her yastaki bireylerinde goriilmekle

birlikte genellikle ¢cocuklarda daha sik gériilmekte ve daha siddetli seyretmektedir.

Su ve besin maddeleri ile gegen insan sagligini olumsuz etkileyen bu
biyolojik ajanlar 6zellikle sindirim sistemi elemanlar1 olan bobrekte ve bagirsaklarda
lokalize olmakta ayrica digki ve idrarla disar1 atilmaktadir (Yousefi 1991). Bu
nedenle biitiin diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de sanitasyon kalitesi yiiksek su elde
etmek ve bu sularin kontroline iligkin calisma ve  arastirmalarin

yayginlastirilmasinda yararlar bulunmaktadir.

Bu amaclar dogrultusunda calisma kapsamini olusturan bazi protozoon

parazit tiirleri agagida verilmistir.
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221 Cryptosporidium parvum

Parazit ilk kez 1895 yilinda Clarke tarafindan fark edilerek “fare mide epiteli
tizerinde yer alan por kiimeleri” seklinde tarif edilmistir (Fayer ve Ungar 1986;
Current ve Garcial991; Ok ve dig. 1995; Ayaz 2015). 1976 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nin (ABD) Nashwille bolgesinde Nime ve Meissel tarafindan immun
sitemi saglam, kusma, ishal ve karin agris1 sikayeti olan bir kiz ¢ocugunda ilk insan
olgusu tespit edilmistir. Hastaligin akut ve kendini smirlayan enterokolit seklinde
niiksettigi bildirilmistir (Ayaz 2015).

Daha sonra bagka bir olgu immun sistemi baskilayici ila¢ kullanan bir ¢iftgide
goriilmistiir. Bu olgunun bir ¢iftlikte yasayan hayvanlarda saptanan enfeksiyonla
ayni zamanda ortaya c¢ikmis olmasi sebebiyle kriptosporidyozun bir zoonoz
olabilecegi belirtilmistir. ABD’nde AIDS (Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu)
hastalarinda parazite bagli olarak gelisen ishal olgularinin artmasi nedeniyle
Oneminin arttigi saptanmistir (Slavin 1955; Fayer ve Ungar 1986; Current ve Bick
1989; Current ve Garcia 1991; Meisel ve dig. 1992; Ayaz 2015).

Kolej 6grencileri arasinda gastroenteritisin artisiyla dikkati ¢eken 1987’deki
bir salginda, Carroll County’de (GA, USA) 64.900 yerlinin yaklasgik 13.000’i
etkilenmistir (Hayes 1989).

Cryptosporidium parvum, gesitli yollarla bulasabilmesine ragmen giiniimiizde
suyla bulagsan 6énemli bir infeksiyon etkeni olarak kabul edilmektedir (Isaac-Renton
ve dig. 1999). Nehirlerde ve gollerde diinyanin her tarafinda yaygin bir
kontaminasyon ajani olan Cryptosporidium, kalin ve dayanikli ookistlere sahiptir
(Sekil 2.2) (Gogmen 2014). Cryptosporidium tiirlerinin en 6nemli 6zelligi igme ve
kullanma sularina uygulanan klorlama islemine karsi direngli olup nemli ortamda
aylarca canli kalabilmesidir. Bu nedenle su yoluyla meydana gelebilecek biiyiik
captaki salginlar1 olusturma potansiyelinin olduk¢a yiiksek oldugu belirtilmistir
(Lucio-Foster ve dig. 2004; Uyar ve Ozkan 2009; Ayaz 2015).
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Dark Granule
(may contain
1 t0 6 granules)

Sporozoites

Sekil.2.1: Cryptosporidium parvum ookist yapisi
(www.mynatureacademy.com).

Amerikan tarihinin en biiyiik su kokenli hastalik salgini olarak bildirilen 1993
yilinda Milwaukee’de (Wisconsin - USA) ortaya ¢ikan salginda, yaklasik 1.610.000
kisiden yaklasitk 403.000 kisi etkilenmistir. Epidemiyolojik ¢alismalarda
Milwaukee’de yasayan kisilerin digkilarinda ve salgin oncesi ve sirasinda yapilan
dondurmalarda ookistler identifiye edilirken, etkilenen dort hastaya ait ookistlerin
genetik olarak insan orijinli oldugunun belirlenmesi ile de, kontaminasyonun

kanalizasyon sisteminden kaynaklandigi rapor edilmistir (Peng ve dig. 1997).

2211 Taksonomi

Cryptosporidium tiirlerinin  siniflandirmasi, ilk olarak etkenin konak
spektrumu, ookist morfolojisi ve enfekte ettigi doku dikkate alinarak yapilmigtir.
Parazit, Apikompleksa subesi, Sporozoasida sinifi, Coccidiasina alt sinifi,
Eucoccidiorida takimi, Eimeriorina alt takimi, Cryptosporidiidae ailesinde yer
almaktadir (Gogmen 2014).

Cryptosporidium tiirlerinin 1986’da Fayer ve Ungar tarafindan yayimlanan ve

giintimiizde de hala kabul edilen siniflandirilmasi Tablo 2.3’ te gosterilmistir.
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Tablo 2.3: Cryptosporidium cinsine ait siniflandirma
(Mehlhorn ve Piekarsk 2002; Hazer 2007).

Smiflandirma | Isim Biyolojik Ozellikleri

Alem Animalia

Alt Alem Protista Okaryotik, tek hiicreli canli

Sube Apicomplexa Mikrotiibiillerden olusan apikal kompleks

yapilar1 vardir. Vezikiiler bir ¢ekirdege sahip

olup tlim tiirleri parazittir.

Simif Sporozoa Ookist olusturma, seksiiel ve aseksiiel iireme,
hiicreye giren parazitin kayma kontraksiyon

seklinde hareketi gibi 6zellikleri vardir.

Alt Simf Coccidia Biyolojileri  merogoni, gametogoni  ve
sporogoni  seklindedir. Seksiiel faz hiicre
icinde gergeklesir. Ergin gamontlar kiigiik

olup yine hiicre i¢indedir, cogu vertebralilarda

parazitlenir.
Takim Eucoccidia Merogoni vertebrali konakta geger.
Alt Takim Eimeriina Makro ve mikro gamet olusumu farklidir.

Mikrogamonttan ¢ok sayida mikrogamet
gelisir. Her bir makrogamonttan ise bir
makrogamet gelisir. Zigot hareketsiz olup

konoid mevcuttur.

Aile Cryprtosporidiidae Monoksen gelisim s6z konusudur ve konak
stireci hiicrenin yiizey membrani altinda
gergeklesir.  Ookistleri  sporokist igermez,
ciplak 4 sporozoiti vardir. Mikrogametleri

flagella tasimaz.

Cins Cryptosporidium

Bu tabloda; farkli konaklardan izole edilen Cryptosporidium tiirlerinin, ookist
duvar1 ve sporozoit antijenleri karsilastirmali olarak incelenmis ve tiirler arasindaki

farkliliklar gosterilmistir.

Son yillarda molekiiler calismalar Cryptosporidium’un taksonomisi ve
tirlerinin ayriminda faydali olmustur (Xiao ve dig. 2004; Xiao ve dig.2002; Usluca
2009). Yapilan bu molekiiler ¢alismalar sonucunda 21 farkli Cryptosporidium

tiiriiniin oldugu bildirilmistir. Bu tiirler arasinda baliklarda C. nasorum, kuslarda
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C. meleagridis ve C. baileyi, reptillerde C. serpentis ve memelilerde C. parvum ve C.
muris en bilinmis olanlaridir (Tzipori ve Ward 2002). Tablo 2.4’ te mevcut bilgiler

15181nda saptanan tiirler ve yerlestigi konaklar verilmistir.

Tablo 2.4: Mevcut bilgiler 1s1ginda saptanan tiirler ve yerlestigi konaklar
(Fayer ve Ungar 1986; Hazer 2007; Ayaz 2015).

Tiir Tiir Arastirici-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, Domuz
1961

C. tyzzeri Levine, 1961 Tavuk

C. lampropeltis ,f\gnéj; rson,  Dusynski - Marguardi, 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
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2.2.1.2  Morfoloji ve Yasam Dongiisii

Cryptosporidium spp. mide ve barsak epitel hiicrelerinin  mikrovillus
bolgelerinde, hiicrenin ekstrasitoplazmik alaninda yerlesim gostermesi nedeniyle
diger hiicre ici parazitlerden ayrilir. Konak hiicreden koken alan bu bolge
“parazitofor vakuol” adin1 alir (Current ve Garcia 1991; Sears ve Kirckpatrick 2001;
Fayer 2004; Usluca 2009).

Digkr ile dis ortama atilan ookistler 2-6 um capinda, kalin duvarli yapida
olup, i¢lerisinde dort sporozoit bulunmaktadir. Diger koksidian parazitlerden farkli
olarak ookistlerinin ig¢indeki sporozoitleri ¢evreleyen sporokistleri yoktur
(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 dig. 2006; Fayer ve dig. 2008; Demirel 2014).

Cryptosporidium spp. zorunlu hiicre i¢i yerlesim gdsteren monoksen bir
parazittir (Sears ve Kirckpatrick 2001). Yasam dongiisiinii konagin gastrointestinal
kanalinda, mukozal epitel hiicrelerinde tamamlamaktadir (Ramirez ve dig. 2004,
Sears ve Kirckpatrick 2001). Konak disinda gegirdigi tek evre ise ookist evresi olarak
bilinmektedir (Current ve Garcia 1991; Fayer 2004).

Cryptosporidium parvum’un yasam dongiisii Sekil 2.2°de verilmistir
(Geurden 2007). Buna gore; enfekte konagin diskisi ile disariya atilan ookistlerin (a)
agiz yolu ile alinmasi uygun sicaklik ve pH sartlarinda 4 sporozoitin (b)
ekskistasyonu (kistlerin agilmasi) ile dogii baslamaktadir (Hijjawi ve dig. 2002;
Smith ve dig. 2005, Karaoglan 2017) Hiicre invazyonundan sonra sporozoitler,
konagin epitelyum hiicreleri igine girer yuvarlaklasarak tek c¢ekirdekli trofozoit
formuna (c) doniisiir. Trofozoit ig¢indeki ¢ekirdegin boliinmesiyle 6-8 g¢ekirdek ve
bunlarin her birinden 6-8 merozoit olusur. Bu merozoitleri tasiyan ana hiicreye Tip I
meront (d) (sizont) denir. Tip I merontlardan olusan merozoitler yeni konak hiicreleri
istila ederek Tip I ve Il merontlar1 olusturur (e) (Current ve Garcia 1991; Starling ve
Arrowood 1993; Sears ve Kirckpatrick 2001). Genellikle, 4 yeni merozoitle tip 1l
meront (f) olusturmak {izere yeni konakg1 hiicrelere niifuz eden 8 kiigiik merozoit

icerir. Tip I merozoitlerin ayn1 zamanda siirekli olarak geri doniisiim kabiliyetine
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sahip olduklarn1 ve 0zellikle bagisikligi baskilanmis insan hastalarda oto-
enfeksiyondan sorumlu olduklar1 disiiniilmektedir (Karaoglan 2017). Tip 1l
merontlardan olusan merozoitler yeni konak hiicreleri invaze ederek mikrogamont
(9) veya makrogamontun (h) olustugu eseyli {iremeyi (gametogoni) baslatir (Current
ve Garcia 1991; Starling ve Arrowood 1993). Mikrogametler konakg1 hiicrelerden
salinir ve makrogemetlere sahip hiicrelere niifuz eder. Fertilizasyon olarak
adlandirilan bu birlesmede, direncli ookist duvarina sahip zigota (i) olusur. Iki
asekstiel boliinmeden (sporogoni) sonra ookist 4 sporozoiti igerir. Ookistlerin
yaklagik %80' kalin bir duvara (j) sahiptir ve diski ile atilir. Bu kalin duvarli ookist
parazitin ¢evreye direngli safhasidir ve yeni konaklara infeksiyonun bulagsmasini
saglar. Ince duvarli ookistler (k) otoenfeksiyondan sorumludur (Current ve Garcia
1991; Marshall ve dig. 1997; Ramirez ve dig. 2004; Usluca 2009). Konak hiicreden
salindiktan sonra sporozoitlerin etrafin1 saran membran riiptiire olur ve agiga ¢ikan
invaziv formlar, diger enterositlerin mikrovillus bolgelerine penetre olarak yeni bir

yasam siklusunu baglatir (Current ve Garcia 1991).

§) Thick-walled
oocyst (sporulated)
2 exits host

Ik, / ”Tﬁ _-‘._;‘_- % 'y ] =i »-__ Y £ ,
l” Auto-infecti e\ '
gl Adto-inection AL Asexual Cycle
i M \ ]
Thin-walled A\ .
=N YL Lot Memzoite}

Undifferentiated % "" ¢
Gamont
= ‘/ Type Il Meront

oocyst
(sporulated)
Microgamont

Merozoites
B g@n.) Sexual Cycle

Sekil 2.2: Cryptosporidium parvum 'un yasam dongiisi
(a) enfektif ookist, (b) sporizoit ookistten salinir, (c) trofozoit, (d) ve (e) Tip | meront, (f) Tip Il
meron, (g) Mikrogamet, (h) Makrogamet, (1) Zigot (Guerden 2007).
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2.2.1.3 Patogenez

Cryptosporidium infeksiyonlarinda hastaligin olusum mekanizmasi tam
anlamiyla aciklanabilmis degildir. C. parvum primer olarak intestinal sisteme
yerlestigi i¢in, en sik rastlanan semptom diyaredir. Devaminda ise akcigerlerde
solunum sistemi bozukluklar1 halinde ortaya ¢ikmaktadir. Agir enfeksiyona tutulan
hastalarda ise ince barsak villuslarinda atrofi ve korlesme, kriptlerin boyunda uzama
gozlenmistir (Clayton ve dig. 1994; Graaf ve dig. 1999; Ayaz 2015).

Cryptosporidium infeksiyonlarinin patogenezi parazitlerin epitel hiicrelerin
mikrovilluslarinin ~ firgams1  kenarlarina  tutunarak  bagirsak  mukozasinin
fonksiyonlarin1 bozmastyla baglamaktadir (Giil ve Ozdemir 1990; Ekinci 2012; Ayaz
2015).

Patogenezde konak-parazit etkilesimi ve buna bagli invazyonun kritik roli
oldugu diisiiniilmektedir. Etkenin tutunma ve invazyonunda ise bir¢ok faktoriin rol
oynadigi bildirilmistir. Tutunma sirasindaki konak-parazit etkilesimi, invazyon ve
parazitofor vakuoliin olusumu, bir¢ok parazit ligand1 ve konak reseptorii araciligiyla
meydana gelmektedir. C. parvum’un, ¢ogalmasi ve gelismesini artirmak igin epitel
hiicrelerindeki apoptozisi Onledigi ve konagin inflamatuar yanitin1 sinirladig
diisiiniilmektedir. Enfekte epitel hiicrelerinin apoptozis ile uzaklastirilmasinin konak
epitel bariyer biitlinliigiiniin korunmasina yardimc1 oldugu bilinmektedir. Ayrica son
zamanlarda C. parvum ile enfekte epitel hiicre tabakalarindan biiyiikk molekiillerin
permeabilitesinde artis olmasi gibi apoptozisin, enfeksiyonun patogenezinde rolii
oldugu bildirilmektedir (Sasahara ve dig. 2003; Usluca 2009). Permeabilite artisina
bagli olarak bagirsak epiteli i¢erisinde bulunan iyonlar ve su tekrar barsak limenine
atilmakta ve liimen i¢i s1vi miktarinda artis yasanmaktadir. Baz1 kriptosporidiyoz
vakalarinda, kolera ve diger enterotoksijenik mikroorganizmalarda goriilen ishale
benzer bol miktarda sulu ishal goriildiigi bildirilmistir (Clayton ve dig. 1994; Yetkin
1998; Ayaz 2015).
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22.1.4 Klinik

Insanlarda Cryptosporidium infeksiyonunun olusmasi igin 10 ookistin
alimmin yeterli oldugu bildirilmektedir (Laberge ve Griffiths 1996; Usluca 2009).
Cryptosporidiosis, saglikli kisilerde ve immiin sistemi saglikli bireylerde tipik olarak
9-15 giin siireyle seyreden, kendini sinirlayan ve tam iyilesme ile sonlanan bir
tabloya neden olmaktadir. Ana bulgu ise sulu diaredir. Kramp tarzi karin agrilari,
istahsizlik, kilo kaybi, bulanti, kusma, subfebril ates eslik edebilmektedir (Akyon ve
dig. 1999). Enfeksiyonun siddetini belirleyen en Onemli faktor ise hastanin
immiinitesidir (Laberge ve Griffiths 1996; Usluca 2009). Enfeksiyonun kulucka
sliresi 2-21 giin olarak bilinmektedir (Markell ve dig. 1992). AIDS’li hastalar1 da
kapsayan immiin yetmezlikli konaklarda ise infeksiyon, ¢ogunlukla kronik ve agir
seyretmektedir. Hastalarda diare iki aydan uzun siirebilmekte, siddetli dehidratasyon,
kilo kaybi ve malnutrisyona sebep olabilmektedir. Uzun siireli hospitalizasyon ve
oliime de yol agabildigi bildirilmistir (Farthing 2000).

2.2.1.5 Bulasma ve Korunma Yollar

Cryptosporidium enfeksiyonlari i¢in risk faktorleri; hayvancilikla ugrasma,
evcil hayvan besleme, veteriner hekimlik ve laboratuar ¢aligmalari gibi mesleki
faktorler, hijyenik olmayan igme sulari, bozuk kanalizasyon sistemleri, epidemik
bolgelere seyahat etmek, enfekte kisilerle yakin temas, toplu yasama, immiin
sistemin baskilandigi durumlar 0-4 yas aras1 ve 60 yas iistii olma gibi yas faktorii ve
yetersiz beslenme olarak bilinmektedir (Starling ve Arrowood 1993; Ungar 1995;
Hashmey ve dig. 1997; Xian-Ming ve LaRusso 1999; Fayer ve dig. 2000; Inungu ve
dig. 2000; Dillingham dig. 2002; Leav ve dig. 2003; Joachim 2004, Usluca 2009).

Cryptosporidiosisin bulasmasinda en 6nemli arag ise su olarak goriilmektedir.
Hayvan giibrelerinin yaygin bir bi¢cimde topraga birakilmasi sonucu, aerosol
yayillmayla direkt olarak veya su kaynaklarinin kontaminasyonuyla indirekt olarak
infeksiyon olusabilmektedir. C. parvum’un dogada yaygin olarak bulunmasi ve su
yoluyla bulasma potansiyeli; ookistlerin her zaman infektif olmasi, oldukga kii¢iik
olmalar1 (3.5-6.0 um) ve diisiik sedimentasyon oranina (0.5um/s) sahip olmalar1 ile

de ayrica kolaylasmaktadir. Islenmemis atik sularda, filtre edilerek islenen atik
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sularda, kanalizasyonda, yer alti sularinda, yerylizii sularinda ve islenmemis i¢me
sularinda ookistlerin belirlenmesi; diskiyla kontaminasyonu gostermektedir (Dubey

ve dig. 1990).

Cryptosporidium parvum’un kontamine gidalarla da bulasabilecegi
bildirilmistir. New York’ta taze elma suyu, Ingiltere’de uygun sekilde pastorize 16
edilmemis siit, tavuk salatasi, ¢ig yesil sogan, taze sebze ve meyvelerle hazirlanan
enfekte yiyeceklerle ortaya ¢ikan salginlar bildirilmistir (Dillingham ve dig. 2002;
Usluca 2009).

Kontamine gida maddeleri araciligiyla canli ookistlerin bulagmasini 6nlemek,
gida kokenli cryptosporidiosis insidensini azaltmak ve dolayisiyla halk sagligim
korumak ag¢isindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Korunmada temel prensip ookistlerin
cevreye yayilmasini onlemektir Uygun sekilde ellerin yikanmasi, insan ve hayvan
diskilart ile direkt temastan kaginilmasi, havuz sularinin yanliglikla yutulmamasina
dikkat edilmesi gerekmektedir (Fayer ve Ungar 1986; Leav ve dig. 2003; White ve
Flanigan 2003; Ramirez ve dig. 2004; Usluca 2009).

Ozellikle hastaneler, laboratuarlar, giindiiz bakim evleri basta olmak iizere
toplu yasanilan alanlarda genel hijyenik Onlemlere dikkat edilmesi gerektigi
bildirilmektedir. Barajlara, géllere ve nehirlere evlerden gelen atik sularin karigmasi
onlenmelidir. Bunun i¢in gerekli aritim tesislerinin kurulmasi gerekmektedir. Ayrica
ookistleri -20°C’de 72 saat dondurma, 45-55°C’de 20 dakika 1sitma islemleri,
ookistin infeksiyon yetenegini azaltir veya yok eder. Bu nedenle 6zellikle immiin
sistemi baskilanmig kisilerde infeksiyona yakalanma riskini azaltmak icin
kaynatilmis ve siselenmis sularin kullanmasi ve sebzelerin iyice yikadiktan sonra

pisirerek tiiketilmesi gerekmektedir (Aysal 2004; Ayaz 2015).
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2.2.2 Cyclospora cayetanensis

Cyclospora cayetanensis’e ilk kez 1980°li yillarda Cryptosporidium’un
arastirilmasi icin gelistirilen Modifiye Asit Boyama yonteminin (MAF) uygulanmasi
sirasinda rastlanilmistir.  Aside karst direngli boyanma o6zelligi gosteren bu
protozoona ¢esitli arastirmacilar koksidiye benzer, Cryptosporidium’lara benzer,
biiyiik Cryptosporidium’lar, Cyanobacterium’lara benzer gibi adlar vermislerdir
(Wurtz 1994; Soave ve Johnson 1995; Biiget ve dig. 2001). Daha sonra Cyclospora
cayatensis, (Sekil 2.4) ilk olarak 1870 yilinda Eimer tarafindan bildirilmis ve
Schneider 1881 yilinda Cyclospora genusuna dahil etmistir. Insanlarda ise ilk olgu
1979 yilinda Papua Yeni Gine’den bildirilmistir (Ashford1979; Tagbakan 2010).

Son yillarda 6nem kazanan bu parazit sularda indikatdr patojenler arasinda
yer almaktadir (Marshall ve dig. 1997; Herwaldt 2000; Anonim 2009).
C. cayetanensis, Ortega ve dig. tarafindan 1993 yilinda tanimlanmis, su ve gida
kaynakli salginlara sebep olan ve ayni zamanda klorlanmaya karst da direngli olan
bir protozoon olarak bildirilmistir (Steiner ve dig. 1997).

Sekil 2.3: Cyclospora cayetanensis
(http://www.diatek.com.tr).
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Cyclospora cayetanensis insanlarda hastalik yapan tek  tiirdiir.
Epidemiyolojisine etki eden en 6nemli faktorler; ookistlerinin taze diskida enfektif
olmamalar1 ve dis ortamda sporlanmasina ragmen konak disinda bir ortamda
cogalamamalaridir. Bu da diger bircok koksidiyan parazitlerin aksine yayilimini

zorlastirmaktadir (Garcia 2001; Miman ve Aktepe 2008).

Amerika’nin Chicago kentinde bu parazitin neden oldugu su kaynakl
epidemiler bildirilmistir. 1996’nin baglarindan itibaren ticaret iriinleri iizerinde
yapilan c¢alismalarda Guetamala’dan alinan ahududular iizerinde Cyclospora
saptanmistir. Bu parazite bagl infeksiyonlar, siklikla yaz ve bahar mevsimlerinde
ortaya ¢ikmaktadir. Yilin bu zamanlarinda giiney {ilkelerle, artan meyve ve sebze
ticareti infeksiyona zemin hazirlamaktadir. Ayrica parazitin bulastigi ya da
bulastirildig1 yiyecek ve igecekler de yayilmada etkilidir (Mansfield ve Gajadhar
2004; Aksoy 2006).

Bu etkene tropikal ve subtropikal bolgelerde daha sik rastlanmakla birlikte
diinyanin pek ¢ok yerinde hastalik etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tirkiye’de
bu etken ilk olarak 1998 yilinda AIDS’li bir olguda bildirilmistir (Soave 1995; Biiget
ve dig. 2001).

Cylopspora enfeksiyonlarinim Tiirkiye’de insidansini belirlemek tizere Turgay
ve dig. (2007) yaptiklar1 bir ¢alismada 4986 diski 6rneginin 23’iinde Cylospora spp.
saptanmistir. Sonugta bu enfeksiyonun Tirkiye’de sadece seyahat ile iliskili
olmadigi, endemik olarak da goriilecegini ifade etmislerdir (Turgay ve dig. 2007,
Tagbakan ve dig. 2010). Tiirkiye’de bildirilmis ilk Cyclosporiosis olgusu ise 1998
yilinda Kayseri’de AIDS’li bir hastanin kronik ishal Oykiisii arastirilirken
saptanmistir (Kog ve dig. 1998; Temel 2011).

Cryptosporidium ookistlerinde oldugu gibi Cyclospora ookistleri de klor ve
benzer halojenlere kars1 direnglidirler, ancak Cryptosporidium’dan neredeyse 2 kat
biiyiikk olduklar1 i¢in dev Crypto olarak da adlandirilan Cyclospora ookistleri
konvansiyonel filtrasyon teknikleri ile kolaylikla sudan uzaklastirilabilmektedirler

(Yazar ve dig. 2003).
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2.2.21 Taksonomi

Insanda firsatg1 parazitlik yaptig1 bilinen Cyclospora spp., taksonomik olarak
Apicomplexa subesinin Eucoccidiorida takiminda ve Eimeriidae ailesinde yer alir
(Markell ve dig.1992). Cyclospora cinsi ilk olarak 1870 yilinda Eimer tarafindan bir
kostebegin barsaginda gosterilmistir. 1881 yilinda Schneider tarafindan ilk olarak
Cyclospora glomerica isimlendirilmis ve 1902 yilinda ise Schaudinn tarafindan hayat

dongiisii gosterilerek tanimlanmistir (Uysaler ve Kuman 2001; Altiparmak 2013).

Cyclospora cayetanensis ise insanlar1 enfekte eden tek tiirdiir. Etiyopya ve
Kenya’da ki primatlardan 18S rRNA gen dizisi analizi ile Cyclospora colobi, C.
papionis ve C. cercopitheci tiirleri de tespit edilmistir. Bu {i¢ tiir morfolojik ve
molekiiler ¢alismalara gore C. cayetanensis ile yakindan iliskili olsa bile konaga
Ozgii oldugu tespit edilmistir. Tablo 2.5’de Cyclospora cayetanensis’in taksonomik

olarak siniflandirilmasi verilmistir.

Daha onceleri Cyclospora cayetanensis’in siyanobakter benzeri veya mavi-
yesil alg oldugu disiiniilse de, sporlanmis ookistlerin gbzlenmesi ile bu
organizmanin bir koksid olarak taninmasina olanak saglamistir (Eberhard ve dig.

1999).

Tablo 2.5: Cyclospora cayetanensis 'in taksonomik siniflandiriimasi

(Altiparmak 2013).
Alan Eukaryota
Alem Chromalveolata
Siiperfilum Alveolata
Filum Myzozoa
AltFilum Apicomplexa
Simif Conoidasida
Altsimf Coccidiasina
Takim Eucoccidiorida
Alttakim Eimeriorina
Aile Eimeriiade
Cins Cyclospora
Tiir Cyclospora cayetanensis
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2.2.2.2  Morfoloji ve Yasam Dongiisii

Cyclospora sporozoitleri kutup halkasi, konoid, roptri birlesiminden olusan
apikal komplekse ve mikronem igeren coccidian sporozoitlerin temel yapilarina
sahiptir. Cyclospora ookistleri ortalama 8-10 um ¢apinda ve kiiresel yapidadir; 113
nm kalinliginda c¢ift katli duvar1 bulunmaktadir. Her ookist ortalama 4x6 pm
biiyiikliigiinde sferik-ovoid iki sporokist icermektedir. Bu sporokistler iizerinde

stieda ve substieda cisimcigi olarak adlandirilan yapilar tanimlanmistir (Ortega ve

dig. 1994; Temel 2011).

Cyclospora ookistleri digki ile disart atildiginda ookistleri olgunlagsmamistir
ve laboratuar kosullarinda 22-32°C'de 7 ile 13 giin igerisinde sporlanmasini
tamamlamaktadir. Taze diski 6rneklerinde goriilen ookistler sporlanmamis ya da
bazen kismen sporlanmis oldugundan olgun ookist yapisi saptanamamaktadir.
Ookistleri ultraviyole mikroskopla incelendiginde, otofloresan bir sekilde goriiliir.
Sporokist i¢erisinde bulunan sporozoitlerde zarla sinirli bir ¢ekirdek ve mikronemler
bulunmaktadir (Ozcel ve dig. 2007; Shields ve Olson 2003; Ekici 2012).

Cyclospora’nin Cryptosporidium’a benzer monoksenik bir yasam dongiisii
vardir. Rezervuar konagi olup olmadigi bilinmemektedir. Ayn1 konakta hem eseyli
hem de eseysiz ilireme gerceklesir fakat bu evreler hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir (Temel 2011). C. cayetanensis’in ookist, sporokist ve sporozoit

gorselleri Sekil 2.4’te de verilmistir.

Sekil.2.4: C. cayetanensis’in morfolojik ookist, sporokist ve sporozoit sekilleri
(https://microbewiki.kenyon.edu).
Cyclospora cayetanensis ookisti sporlanmamis enfektif olmayan hali. Bir ookist ve igerisinde
iki sporokistin goriintiisli (A). Mekanik olarak bir ookisti patlatmis olan iki olgunlasmamig
sporokist goriintiisii (B). Bir bos sporokist ve iki sporozoit, parazitin infektif hali gosterilmistir (C).
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C. cayetanensis’in yasam dongiisii Sekil 2.5’ da verilmistir. Bu dongiiye

gore:

Insan, sporlanmis ookistleri oral yolla alarak enfekte olur (5). Bu formlar ince
bagirsagin epitel hiicrelerini istila ederler. Sporozoitler ve sonraki asamalar
supranuklear bir pozisyonda stoplazma igerisine yerlesir ve parazitofor vakuoller ile
cevrilir. Sporozoitler, merozoitleri igeren merontlari olusturmak igin, merogoni ile
eseysiz c¢ogalarak trofozoitlere doniisiir. Konak hiicrelerine penetre olan ve §-12
merozoit iceren Tip I meront (6) ve dort merozoit igeren Tip II meront (6) olmak
tizere iki tip meront olusur. Bu merozoitler serbest kalir kalmaz konak hiicresine giris
yaparlar. Daha sonra mikrogametosit ya da makrogametosite doniisiirler ve boylece
eseyli satha baslamis olur. Once ¢ok kamgili mikrogamet olusur, mikrogamet
makrogameti dolleyip zigotu olusturmakatadir. Zigot etrafinda dayanikli bir duvar
olusur ve sporontlari igeren bir ookist gelisir (7). Bu asamadan sonra sporlanmamis
ookist diskiya geger (1). Sporont her biri iki sporozoit i¢eren iki sporokiste boliiniir.
Sporlanma i¢in gerekli ¢evre kosullari ise heniiz tam olarak anlasilamamistir (2).
Ookistler, enfektif hale gelmek icin birkag¢ giin ya da haftaya ihtiyag duyabilir.
Deneysel kosullarda sporlanma %?2.5 potasyum dikromat kullanilarak, 7-13 giinde,
22-32°C sicaklikta gerceklestirilmistir (Mansfielda ve Gajadharb 2004; Chacin-
Bonilla 2010; Ekici 2012).
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Sekil.2.5: Cyclospora cayetanensis’in yasam dongiisii
(https://web.stanford.edu.htm).
1-Diskiyla atilan sporlanmamis ookistler. 2-Cevreye bulagma. 3-Ookistlerlerin dis ortamda
sporlanmasi. 4-Sporlanmis ookistlerin besin zincirine girmesi. 5-Kontamine olan besin ve su yolu ile
insan tarafindan alinmasi. 6-Ookistlerin eksistasyona ugramasi. 7-Seksiiel ve aseksiiel donemlerden
sonra sporlanmamis ookist yeniden digki ile atilmasi.

2.2.2.3 Patogenez

Kontrollii patojenik 6n ¢alismalarda diskisinda Cyclospora ookistleri bulunan
ve ishalli hastalardan alinan jejenum biyopsilerinde kript hiperplazisi, villuslarda
atrofi ve diizlesme gibi patolojik bulgular tespit edilmistir (Cakir 2010).
Cyclospora’nin neden oldugu ishalin enterositlerin fonksiyon bozukluguna mi, yoksa
salgilanan toksinlere mi bagli oldugu tam olarak bilinmemektedir. Diger Coccidian
parazitler de sindirim kanalinda Kkistten ¢ikarak ince barsak epitel hiicrelerine
girmekte ve hastalik olugturmaktadir. Cyclospora infeksiyonlarinda fekal 16kosit ve
eritrositlerin bulunmamasi, Oncelikle bu parazitin ishal olusturmasinda invaziv
davranmadig1 seklinde agiklanmistir. Bazi Cyclospora infeksiyonlarinda goriilen
azalmig D-ksiloz absorbsiyonu, bu infeksiyonun proksimal ince barsak ile iligkili
oldugunu diistindiirmektedir. Yapilan endoskopik calismalarda, distal duodenumda
hafif veya belirgin diizeyde bir eritemin varlig1 ortaya konmustur. Lamina propriada
akut yangi ve yiizey epitelde diizensizlik goriilmiistiir (Connor ve dig. 2001; Temel
2011).
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2.2.2.4  Klinik

C. cayetanensis’e bagli gelisen hastalik  Cyclosporiasis  olarak
adlandirilmaktadir. Cyclosporiasis genel olarak bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalarda uzun siiren ishallere neden olmaktadir. Ozellikle giinde 3-8 ishal
ataklarina neden olan Cyclosporiasis vakalarinda ayrica donemsel olarak ishal
ataklar1 aylarca siirebilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) bir aydan fazla siiren
ishal vakalarin1 kronik ishaller olarak adlandirmistir. Cyclosporiasis olgularinda
hastaligin bir ay ile yirmi dort ay arasinda degisen siirelerde seyrettigi bildirilmistir

(Akisii ve Korkmaz 2005; Altiparmak 2013).

C. cayetanensis’e bagli enfeksiyon olgulari, daha ¢ok yaz ve bahar
mevsimlerinde ortaya ¢ikmaktadir. Yilin bu zamanlarinda giiney iilkelerden, artan
meyve ve sebze ticareti infeksiyona zemin hazirlamaktadir. Ayrica infeksiyon
bulagsmis ya da bulastirilmis yiyecek ve igecekler de yayilma etkenidir (Mansfield ve
Gajadhar 2004; Cimli Aksoy ve Taylan Ozkan 2006). Cyclosporiosis asemptomatik,
semptomatik tekrarlayan infeksiyonlar ve infeksiyon sonrasi kronik otoimmun

komplikasyonlar seklinde gozlenebilir (Temel 2011).

Semptomatik infeksiyonlarda kulugka donemi 1-11 giin (ortalama bir hafta)
arasindadir. Ozellikle ince barsagim jejenum kismina yerlesen bu parazitin meydana
getirdigi infeksiyonun en Kkarakteristik etkisi uzamis, sik tekrarlayan, siklikla kilo
kaybiyla iligkili giinde yaklasik alti kez tekrarlayan olan sulu ishaldir. Hastalarda
halsizlik, istahsizlik, kas agrilari, abdominal kramplar, siddeti degisebilen bulanti
siklikla goriilmektedir. Bazi hastalarda hazimsizlik ve daha az siklikla eklem agrilari

ve gece terlemeleri goriilmektedir (Shields ve Olson 2003; Ozcel ve dig. 2007).

Cyclospora ookistleri sporlanmadiklar1 zaman identifikasyonlar1 zor oldugu
gibi, immiinitesi bozuk olan hastalarda bile ¢ok az sayida disariya atildiklari icin
kolaylikla tanis1 atlanabilmektedir. Bu yiizden taniyr kolaylastirmak igin digk:
ornekleri konsantre edilmelidir. Cyclospora infeksiyonunun tanisi digki, duodenum
aspirasyon sivist veya biopsi Orneklerinin aside direngli boyalarla boyanmasi
temeline dayanmaktadir. Cyclospora ookistlerinin otofloresan verme &zelliginden
dolay1 taze digki Orneklerinin ultraviole floresan mikroskobunda incelenmesinin

yararli bir yontem olacag bildirilmistir (Cakir 2010).
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2.2.2.5 Bulasma ve Korunma Yollart

C. cayetanensis’in sebep oldugu salgmnlar bazi arastirmacilar tarafindan
salginlarin nasil yayildigini anlamak amaciyla su kaynakli ve besin kaynakli olarak
ayrilmigtir (Yazar ve dig. 2003; Altiparmak 2013). Fakat yapilan ¢alismalarda hem
icilen kontamine su ile su kaynakli, hem de kontamine besinlerin yenmesi sonucu
besin kaynakli salginlar oldugu goriilmiistiir. Su kaynakli salginlar genellikle belli bir
topluluk, alan ve smirli bir bolgede goriilmiis olmasina ragmen, besin kaynakli
salginlar ticareti yapilan besinlerin gonderildigi iilkeler arasinda ve hatta kitalar

arasinda goriilmiistiir (Altiparmak 2013).

Yapilan arastirmalar sonucunda; Cyclospora spp. ile enfekte hastalarin
organizmaya karsi antikor olusturdugu fakat, olusan bu antikorlarin uzun siireli
koruyuculuk saglayamadigi, hastaligin durdurulmasinda ve yeniden bulagmasinin
engellenmesinde etkili olmadigi bildirilmistir. Bulagsma tamamen agizdan oldugu i¢in
korunma hijyenik Onlemlerle sinirlanabilir. Kaynatilmamis stipheli sulardan
kacinmak, yitkanmamis meyve, salata, pismemis sebze yememek ve salgin acisindan
endemik bolgelerde ¢ok dikkatli olmak gerekmektedir. Parazitin ookistlerinin Klora,
bilinen kimyasallara ve dezenfektanlara direncgli olmas1 ve infeksiyon dozunun diisiik
olusu, bu parazit ve yol agtig1 parazitozla savasta zorluk olusturmaktadir (Temel

2011).

2.2.3 Giardia intestinalis

Giardia intestinalis’i ilk kez 1681 yilinda Danimarkali Antony Van
Leewenhoek kendi diskisindan hazirladigi preparasyonda gorerek bunu “Royal
Society of London’a gonderdigi mektupta anlatmistir. Daha sonra 1859 yilinda
Wilem Diisen Lambl bu kamgiliya Cercomonas intestinalis adin1 vermistir (Biiget
1981; Unat ve dig. 1995; Degerli 2001; Seferoglu 2014). 1889’da Blanchard bu
flagella tlirtiniin ilk kez Lambl tarafindan goriildiiglinii diigiinerek protozooya
Lamlbia adin1 uygun gérmdstiir. Stiles, 1915’te Giard ve F. Lamb’in bu konudaki
calismalarina bir siikran borcu olarak protozoonu Giardia lamblia olarak
isimlendirmistir (Meyer 1990). 1875 yilinda Davaine ise Hexamites duodenalis

olarak adlandirmistir. Bugiin Giardia’nin dogru cins ismi oldugu konusunda fikir
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birligi bulunmaktadir ve intestinalis’inde duodenalis ve lamblia’ya gore kronolojik
onceligi oldugu diistiniilmektedir (Heyworth 1994). Sonug olarak G. intestinalis’in
insanlar1 infekte eden Giardia tiirii oldugu i¢in dogru isim olarak goriilmektedir

(Aslan 2006).

Degisik soy ve tiir adlar ile tanimlanan bu protozoona bati yarimkiire ve bati
Avrupa'da G. lamblia veya G. intestinalis, Fransa, eski Sovyetler Birligi ve Dogu
Avrupa'da ise Lamblia intestinalis adi verilmektedir. Tirkiye’de ise Giardia
intestinalis ad1 kullanilmaktadir (Orhan 1987; Ozcel ve Uner 1997; Seferoglu 2014).

Giardia sahip oldugu nukleus ve nukleer zar, hiicre iskeleti elemanlar1 ve
hiicre i¢i zarli organelleri ile tipik olarak Okaryotik bir organizmadir. Buna karsilik
Giardia; nukleolus, peroksizom, mitokondiri ve oksidatif fosforilasyon i¢in gerekli
bilesenlerden yoksun olan anaerobik bir canlidir. Bu 6zellikleri ve basit hiicre igi
organizasyon gostermeleri ile Giardia’larin primitif 6karyotik organizma olduklari

diistinilmiistir (Adam 2001; Morrison ve dig. 2007; Gorgiin 2011).

2.2.3.1 Taksonomi

Bir barsak protozoonu olan Giardia, Hexamitidiae ailesine dahil olup,
insanda hastalik yapabilen ve sindirim sisteminde yasayan tek tiirdiir (Tablo 2.6)
(Cigek 2013).

Tablo 2.6: Giardia intestinalis’in taksonomisi

(Cigek 2013).
Alem Protista
Altalem Protozoa
Sube Sarcomastigophora
Altsube Mastigophora
Simf Zoomastigophora
Takim Diplomonadida
Aile Hexamitidae
Cins Giardia
Tiir Giardia intestinalis
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Giardia cinsinin daha Onceleri yerlestigi konaga ve viicut boyutlarina goére

smiflandirildigi ifade edilmekteydi. Bu siniflandirma yontemi ile 6 Giardia tiiriniin

bulundugu ve bunlarin 40’dan fazla hayvan tiiriinii enfekte ettigi bildirilmistir.

Francis Filice tarafindan 1952’de ortaya konan;

cisimlerinin sekline,

Giardia

turlerinin median

protozoonun bi¢imine ve biyiikliigline gore ayrildig

smiflandirma yonteminin ¢ok daha pratik oldugu ifade edilmektedir. Giardia cinsine

ait bilinen tiir ve belirleyici 6zellikleri Tablo 2.7° de verilmistir.

Tablo 2.7 : Giardia Tirleri
(Adam 2001; Gérgiin 2011).

Morfoloji
Tiir Konaklar Isik Mﬂ?ﬁ%‘)u Molekiiler veri
Mikroskobu
Uzun ve
- - silindirik.
G. agilis Amfibiler Ortacisim damla - -
seklinde
Kisa ve yuvarlak. Filogenetik
G. muris Ratlar Orta cisim kisa - . O'?rak.
' G.intestinalis’den
ve yuvarlak.
uzak
. . Armut seklinde. Bir¢ok farkl
. L Insan ve birgok L .
G. intestinalis memeli Orta cisim penge - genotipi
seklinde bulunmaktadir.
Filogenetik
G. intestinalis’e Ventral disk ve olarak
G. ardea Balikgillarda ' kaudal kamet1 G.intestinalis e
benzer ., .,
G.muris’e benzer | G. muris’den
daha yakindir.
G. intestinalis’e Ventro- Lateral
G. psittaci Kuslar ' b yaka gelismemis. -
enzer
Ug oluk yok.
Kist iki adet Filogenetik
G. microti Tarla faresi Misk | G. intestinalis’e trofozoit ve olarak
‘ faresi benzer olgun ventral G. intestinalis’e
disk igerir. benzer
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Giardia tiirleri insan disinda maymun, pek ¢ok kemirgen tiirti, kedi, kopek, at,
sigir, koyun, keci, kus tiirleri, kertenkele, kurbaga yavrular1 ve baliklarin da dabhil
oldugu pek c¢ok omurgali tiirliniin barsaklarinda da bulundugu bildirilmistir

(Seferoglu 2014).

Giardia agilis: Kurbagalardan izole edilen Giardia tiiriidiir. 20-30 um
boyutlarinda, uzun ve dar trofozoitleri, uzun damla sekilli orta cisimleri
bulunmaktadir. Kistleri 4-5 pm boyutlarindadir (Daldal ve Ozensoy 1997; Seferoglu
2014).

Giardia muris: Boyutlar1 yaklasik 10x7 um olup daha ¢ok armuta benzedigi
ifade edilmektedir. Median cisimlerinin merkezinde iki kii¢iik yuvarlak seklinde
oldugu ve bu tiirlin kemirgenlerde, kuslarda ve bazi siirlingenlerde goriildigi ifade

edilmistir.

Giardia intestinalis: insanlarda ve daha ¢ok diger memelilerde bulunan
tiirdiir. 12-15 um boyutlarinda, gdzyast veya boyuna ikiye boliinmiis armut seklinde
olan trofozoitleri, birbirine paralel egri comak, tirnak ya da virgiil biciminde iki adet
nadiren bir tane orta cisimlere sahiptir. Kistleri 6-8 pum boyutlarinda oval veya
eliptiktir.

Giardia ardea: Balikgillarda bulunan tiirdiir. Yaklasik 10 um boyutlarinda,
yuvarlagimsi trofozoitleri kiigiik yuvarlak veya penge seklinde orta cisimlere sahiptir.
Ventral diskte belirgin bir sekilde ¢entik bulunmaktadir ayrica kuyruk kamgisi da iyi
gelismemistir. Kistleri 6-7 um boyutlarindadir.

Giardia psittaci: Psittaciformes (muhabbet kusu, papagan vb.) ordosu iiyesi
kuslarda bulunmaktadir. Yaklagik 14 pm boyutunda armut seklinde olan trofozoitler,
penge seklinde orta cisme sahiptir. Ayrica trofozoitlerde ventro-lateral yaka

bulunmamaktadir. Kistleri yaklasik 6 um boyutundadir.

Giardia microti: Kemirgenlerde bulunan tiirdiir.12-15 um boyutlarinda olan
trofozoit G. intestinalis’e benzer ve Kistleri 6-8 um boyutlarindadir (Adam 2001,
Gorglin 2011).
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Giiniimiizde G. intestinalis siniflandirilmasi genotiplerine gére yapilmaktadir.
Yedi (Genotip A-G) alt tiire ayrilmaktadir (Tablo 2.8) (Morrison ve Svird 2011,
Cigek 2013). Molekiiler c¢alismalar sonucunda G. intestinalis suslariin alt
genotipleri  belirlenerek, potansiyel zoonotik rezervuarlar ve insanlardaki
enfeksiyonlar ve gecis dongiileri arasindaki iliskiler belirlenmistir (Monis ve dig.
2009; Caccio ve Sprong 2011; Lebbad ve dig. 2011).

Tablo 2.8: Giardia tiirleri ve G. intestinalis genotiplerinin konaklardaki dagilimi
(Monis 2009; Caccio ve Sprong 2011; Morrison ve Svard 2011; Cigek 2013).

Giardia Konaklar

Insanlar, diger primatlar, kopekler, kediler, kemirgenler,

Genotip A diger vahsi memeliler, ¢iftlik hayvanlar

Insanlar, diger primatlar, képekler, ¢iftlik hayvanlari,

Genotip B kemirgenler, diger vahsi memeliler, ¢iftlik hayvanlari

G. intestinalis | Genotip /D | Kopekler, kediler, kurtlar

Genotip E Sigirlar, diger ¢iftlik hayvanlar

Genotip F Kediler

Genotip G Siganlar

G. agilis Amfibiler
G. ardea Kuslar

G. microti Fareler

G. muris Kemirgenler
G. psittaci Kuslar

2.2.3.2  Morfoloji ve Yasam Dongiisii

Giardia monoksen ve zorunlu anaerop bir protozoondur. Parazitin evriminde

trofozoit ve kist sekilleri bulunmaktadir (Feng ve Xiao 2011; Seferoglu 2014).

2.2.3.2.1 Trofozoit Formu

G. intestinalis’in trofozoitleri armut seklinde, karakteristik bir goriiniime

sahiptir ve 10-20 x 5-15 pum boyutlarinda, bilateral simetrik yapidadir. Ventral
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ylizeyinin 6n kisminda yer alan ventral diskten dolayr tanimlanmalar1 kolay
olmaktadir. (Turgay 2009; Ankarlev ve dig. 2010; Kiiciik Kaplan 2013).
Sitoplazmasi ince graniillii yapidadir ve vakuol igermemektedir. Karin yiiziiniin 2/3
on kismini iki loblu, biiyiik bir emici disk (yapiskan disk, ventral disk) kaplamaktadir
(Kuman ve Altintas 1996; Seferoglu 2014). Emici diskinin arkasinda viicut
uzunlugunun dortte biri biiyiikliigiinde iki oval c¢ekirdek, iki median cisim, iki
cekirdegin arasindan her birinden birer adet kamg¢min c¢iktigr kaide cisimcigi
(blefaroblast) bulunmaktadir. Median cisimler penge seklindedir ve fonksiyonlarinin
emici diskle baglantili olabilecegi bildirilmistir. Lateral kamgi1 ¢ifti dogrudan
viicudun iki yanindan ¢ikar. Dorsal kamgi ¢ifti ise ¢apraz yaparak yapisma diskinin
On tarafindan cikarak dorsa-laterale dogru uzanir. Ventral kamgi ¢ifti yapisma
diskinin arka ucundan viicuttan ¢ikarken, posterior kamg¢i ¢ifti ise orta
blefaroblastlardan kalin iki aksonem olarak ¢ikmakta ve viicudun en arka kismindan
serbest kalarak geriye dogru uzanmaktadir. Kamgilar trofozoitlerin hareketinde
onemli bir rol oynamasina ragmen konagin ince barsak duvarina tutunmasinda etkili
degildir (Unat ve dig. 1995; Adam 2001; Thompson 2004; Ozcel ve dig. 2007;
Mahmoudi ve dig. 2013; Yasar Aksu 2016). Giardia intestinalis’in trofozoit formu

sekil 2.6 ve sematik formu sekil 2.7°de verilmisir.

Sekil.2.6: Giardia intestinalis trofozoit formu

((L)http://mww.trackingzebra.com, (2) http://www.jornaldocampus.usp.br).
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Sekil.2.7: G. intestinalis’in sematik trofozoit formu

(Daldal ve Ozensoy 1997; Seferoglu 2014).

2.2.3.2.2 Kist Formu

G. intestinalis’in trofozoitleri barsak boslugunda kistlere dondsiir. Kist formu,
11-14 pm boyunda, 7-10 pm eninde, siklikla oval veya yuvarlak bicimdedir. Olgun
kistte 4 niikleus bulunmaktadir ve bunlar ¢ogunlukla bir ugta kiimelenmislerdir
(Seferoglu 2014) (Sekil 2.8). Diskida ise mikroskopik incelemelerde goriilen oval
kistlerin boyutlart 8-14 um ile 7-10 um arasinda degismektedir. Kist duvar1 diiz ve
renksiztir. Kist lugol soliisyonu ile boyandiginda, median cisimler ve ¢ekirdekler
gortliir. Kist duvar1 ince hiyalin yapidadir. Baslangigta iki g¢ekirdekli iken, Kist
olgunlastiginda dort ¢ekirdek, aksonemler ve median cisimler olugsmaktadir. Kist
formu dis gevre ortamlarina karst olduk¢a dayaniklidir (Unat ve dig. 1995; Adam
2001; Ozcel ve dig. 2007; Yasar Arsu 2016).
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Sekil.2.8: G. intestinalis’in Kist formu

(Daldal ve Ozensoy 1997; Gérgiin 2011).

Dongii; diski ile atilan kistlerin konak tarafindan oral yoldan yiyecek ve
iceceklerle alinmasi ile ince bagirsakta baglar. Kist duvarinin pargalanmasiyla kist
formu trofozoit forma déniisiir (ekskistasyon). Ozellikle konagm mide asiditesi, bu
stirecin baslangicini tetikleyici yonde etkilemektedir. Ekskistasyondan sonra kistler
her biri tek nukleusa sahip olan dort trofozoite doniiserek yeni konagin ince bagirsak
duvarmna yerlesir. Trofozoit formu konaginin ince bagirsak mukozasina emici disk
yardimiyla yapisarak tutunur. Burada niikleus ikiye bolinmekte ve trofozoit ardindan
tekrar tutunma silirecine baslamaktadir. Sonucta ¢ok fazla sayida trofozoit, konak
olan omurgalinin ince bagirsak mukoza epiteline yapismis veya invaze olmus
bi¢imde yasamini devam ettirmektedir. Trofozoit formunun kist formuna doniismesi
enkistasyon olarak adlandirilmakta ve enkistasyon siireci iki nukleuslu trofozoitin iki
nukleuslu kist formuna doniisiimiiyle sonlanmaktadir. Daha sonra bu iki nukleus da

ikiye boliinerek dort niikleuslu kist formunu olusturmaktadir (Seferoglu 2014).

2.2.3.2.3 Patogenez

Giardia intestinalis insanlarda duodenum ve jejunumda bulunan tek patojen

protozoondur. G. intestinalis' in neden oldugu hastaliga ise Giardiasis ad1 verilmistir.
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Giardiasis insan i¢in en yaygin protozoon infeksiyonu olarak bilinmektedir (Buret ve

dig. 1992; Farthing 1994; Vurupalmaz 2012).

Giardia intestinalis’in neden oldugu hastaligin olus mekanizmast tam
anlasilamamistir ve 6zgiil olmayan virulans faktorleri tanimlanmistir. Bu konuda iki
ayr1 goriis vardir. Bunlardan birincisi mekanik irritasyona neden oldugu ve ince
bagirsaklarda olusan mukozal hasarin hastaliga neden oldugu, ikincisi ise intestinal
epitele yapismast sonucunda immatiir enterositlerin emilim kapasitesinin azalmasi ve

ishal olusumu baslattig1 seklindedir (Bell ve dig. 1987; Cigek 2013).

G. intestinalis barsak mukozasinda mekanik tahris yapmakta iilserasyonlar ve
soyulmalar olusturmaktadir. Boylece parazit, doku eriticiligi olmamasina ragmen
submukozaya girip muskularis mukozaya kadar ilerleyebilmektedir. Mekanik tahris,
barsakta yangiya ve asirt mukus salgilanmasina yol agmaktadir. Gerek mukus
gerekse parazitin kendisi enterositlerin yiizeyini kaplayarak besin emilimini
engellemekte ve boylece hastalarda demir, ¢inko, selenyum, yagda eriyen vitaminler,
folik asit ve B12 vitamin eksiklikleri meydana gelmektedir (Daldal ve Ozbilgin
1990; Kuman ve Altintas 1996; Aslan 2006). Giardia hiicrelerin apoptosis 6zelligini
tetikleyebilmekte ve hiicresel bariyerin bozulmasiyla permeabilitenin degismesine

neden olabilmektedir (Ali ve Hill 2003; Thompson 2004; Yasar Aksu 2016).

Giardiasis’in patogenezinde, kist duvarinda bulunan Giardia spesifik
antijenleri ve 1s1 sok proteinleri (HSP) énemli rollere sahiptir. GP-49 proteini sivi-
elektrolit kaybindan sorumludur. Giardia’nin emici disklerde bulunan, lektin,
trofozoitlerin epitel yiizeyine tutunmasini saglayan patogenezde 6nemli olan bir diger

antijenik yapilardir (Cetin ve dig. 1995; Kutlu 2014).
Giardiasis i¢in risk tastyan gruplar soyle sayilabilir:

- Bebeklik ve siit ¢ocuklugu doneminde ozellikle anne siitiinden yoksun

kalanlar,

-Yetersiz beslenen bebek ve c¢ocuklar (bu grup ozellikle hastaligin

kroniklesmesine adaydir),
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-Turistler, Ozellikle hastaligin endemik olmadig bir bdlgeden endemik

oldugu bir bolgeye seyahat edenler,

-immun yetmezlik, infeksiyonun meydana gelmesini predispoze eder.
Sekretuar IgA eksikligi ve hipogamaglobulinemi predispozandir. Semptomlarin
kaliciligr i¢in de uygun bir ortam olusturmakta, bunlarin i¢cinde HIV infeksiyonu

pozitif olanlar 6nemli bir grubu olusturmaktadirlar.

-Erkek homosekstieller, HIV pozitif olanlar ve olmayanlar ayr1 ayri risk

gruplari olugturmaktadirlar.

-Doku antijeni gruplarindan HLA A, A2, B8 ve B12'li hastalarda giardiasis
digerlerine gore daha yiiksek bulunmustur.

- Baz1 gastrointestinal sistem hastaliklarinin varligi, 6zellikle peptik iilser,
safra kanali hastaliklari, pankreatit, aklorhidri, gastrektomi ve kistik fibrosis gibi
hastaliklar, giardiasisin olugsmasi igin uygun ortamlar1 meydana getirdigi
bildirilmistir (Farthing 1994; Vurupalmaz 2012).

2.2.3.3 Kilinik

Infeksiyon Kistlerin agiz yolu ile ahnmasinin ardindan olustugu ve 10 tane
kistin bile infeksiyona neden olabilecegi bildirilmistir. Cevre kosullarina son derece
dayanikli kistleri standart klorlama islemlerine son derece direnclidir ve su ve gida
kaynakli salginlara yol agabilmektedir. Yiizey sularinda 240 adet/L olabilen kist
sayisi, lagim sularinda 88.000 adet/L’ye ulasabilmektedir (Seferoglu 2014).
Ekskistasyonun ardindan trofozoitler ince barsagin iist bolgelerinde cogalmaya baslar
ve diskleri ile ince barsakta enterositlere yapisirlar. Siddetli infeksiyonlarda her
hiicrenin serbest yiizeyi parazitle kaplanabilir. Parazitin nadir olarak da safra kesesi
ve safra yollarimin epitel yiizeylerine yerlestigi gézlemlenmistir (Ozcel ve dig. 2007;
Gorgilin 2011).

Giardiasis diinyanin her tarafinda endemik ve epidemik diyarelerin basinda
gelen etkenlerdendir. Gelismekte olan {iilkelerde enterik patojenlerin birinci sirada

nedeni olup, prevalansi 6zellikle 10 yasindan kiigiik ¢cocuklarda %15-30 arasindadir.
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Tiirkiye’de yapilan arastirmalarda giyardiyoz insidans1 %1,9-37,7 arasinda

degismektedir (Uyar ve Taylan Ozkan 2009).

Konak ile parazit arasindaki iliski kurulduktan sonra farkli klinik tablolar
ortaya ¢ikabilmektedir. Bunlar; asemptomatik ve semptomatik giardiasistir.
Asemptomatik giardiasis daha sik olarak goriilmekte ve epidemiyolojik olarak
semptomotik giardiasisden daha onemli kabul edilmektedir. Asemptomatik olarak
G. intestinalis ile enfekte olan kisiler, semptomatik hastalardan daha zor tespit ve
tedavi edilmektedir. Bu nedenle tasiyict ve hastalifi ¢evreye yayici olarak gorev
yaparlar. Bunlar aylar hatta yillar boyunca kist ¢ikarabilmektedirler (Danciger ve
Lopez 1975; Meyer ve Jarrol 1980; Aslan 2006).

Semptomatik giyardiyozda klinik, 3 evre gosterir. Bunlar akut, subakut ve

kronik evrelerdir.

Akut evre: Nadir goriilen bu evrede siddetli diyare olgusu vardir. Diski ¢ok
agir ve fena kokuludur. Epigastriumda kramp tarzinda agrilar, gaz, abdominal
siskinlik, bulanti, kusma ve istahsizlik goriiliir. Bu evre bir kag giin siirebilecegi gibi
aylarca da devam edebilir. Boyle durumlarda hastalar bitkindir ve siddetli kilo
kaybederler.

Subakut evre: Aylarca, hatta bir yili askin devam eden bu evrede digki
gevsek fena kokuludur. Hastalar abdominal gerginlikten ve epigastriumda agrilardan

sikayet ederler. Bu hastalar halsizdir ve hizla kilo kaybederler.

Kronik evre: Uzun siire devam edebilen bu evrede gevsek ve fena kokulu
diski  ve siskinlik belirgin semptomlardir. Kronik giardiyoz vakalarinda
malabsorbsiyona bagl ¢inko, selenyum, glutatyon, peroksidaz, VitE, VitA ve VitC
gibi serbest radikal toplayicilarin eksikligi gézlenmektedir (Seferoglu 2014).

2.2.3.4  Bulasma ve Koruma Yollart

Giardiasis siklig1 gittikge artan bir zoonozdur ve hayvanlardan, insanlardan ya
da c¢evreden tam olarak yok edilmesi olduk¢a zordur. Bunun nedeni ise G.

intestinalis in ¢ok ¢esitli konaklarda yasamini stirdiirebilmesi ve kendine uygun bir
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konak buldugu zaman uzun siire o konakta yasayabilmesi oldugu ifade edilmektedir.
Parazitin eliminasyonu igin su kaynaklarinin G. intestinalis’den tamamen
temizlenmesi ve su kaynaklarinin durumunun siirekli izlenerek temizlik igin
uygulanan onlemlerin devamliligimin saglanmasi gerekmektedir (Yaman Karadam

2014).

Diger parazitlerde oldugu gibi Giardia’nin da sudaki klora direngli oldugu
bilinerek halka saglikli icme ve kullanma suyu saglanmalidir. Kanalizasyon tesisleri
yapilmali, her evin tuvalet ve pis su borular1 kanalizasyon sebekesine baglanmali,
bunun miimkiin olmadigi durumlarda ise septik tank sisteminden yararlanilmasi
saglanmalidir (Seferoglu 2014). Bireysel olarak alinabilecek en etkili onlem ise
kisisel hijyen kurallarina tam olarak uyulmasidir. Bu dnlem, 6zellikle giindiiz ¢ocuk
bakim evleri, huzurevleri ve seksiiel transmisyon gibi yollarla insandan insana gegis
riskini en aza indirmeyi saglamaktadir. Kullanim ve igme sularinin hijyenik kurallara
uygun tutulmasi, kaynaktan gelen suyun evlere ulasincaya kadarki siiregte alinacak

bir dizi temizleme dnlemleriyle miimkiin olacaktir (Ozcel dig. 2007; Kutlu 2014).

2.2.4 Toxoplasma gondii

Tiim diinyada insanlarda ve pek ¢ok hayvan tiirlinde yagamini siirdiirebilen
Toxoplasma gondii, ilk defa 1908 yilinda Nicolle ve Manceaux tarafindan kuzey
Afrika kemirgeni olan Ctenodactylus gundi’den izole edilmistir (Ozcel ve dig. 2009;
Demirel 2014).

Parazitin insanda varligi, 1923 yilinda Prag’li oftalmalog Josef Janku
tarafindan retinopatisi, mikroftalmisi ve konjenital hidrosefalisi olan 11 aylk bir
bebegin retinasinda parazitik kistlerin goriilmesi ile anlagilmistir. Bunun sonrasinda
1928 yilinda Levaditi Toxoplasma ile hidrosefali arasinda baglanti olduguna dikkat
cekmistir. Intra-uterin bulasmanin oldugu neonatal ensefalit meydana getirdigi ise

1937 yilinda bildirilmistir (Ashburn 1992; Demirel 2014).

Tiirkiye’de T. gondii ilk kez 1950 yilinda Akgay ve arkadaslar tarafindan bir
kopekte histopatolojik incelemeler sonucunda saptanmistir. Daha sonra da konjenital

toksoplazmozlu bir bebekten Unat ve arkadaslari tarafindan 1953 yilinda izole
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edilmistir. 19601 yillarin ikinci yarisinda da parazitin yasam dongiisii ve son
konagin kedi ve kedigiller oldugu, memelilerin ve kanatlilarin ara konak rolii

oynadiklar1 anlagilmigtir (Saygi 2009; Alim 2016).

T. gondii, insan viicudunda bir¢ok organda tutulum gosterebilen, ozellikle
akut donemde kan, beyin omurilik sivisi, meni, gézyasi, tiikiiriik, idrar gibi sivisal
cikartilarda bulunabilen, transplasental bulagma ile kalic1 fetal yikimlara, diisiiklere
yol agan bir zoonozdur. Hastaligin zoonotik karakteri, ¢ig ya da az pismis kontamine
et, ¢ig slit, ¢ig yumurta, kontamine sebze-meyve yenmesi, kontamine su i¢ilmesi, kan
nakli, organ nakli ve transplasental geg¢is gibi pek ¢ok yolla bulasmasindan dolay1

yaygin olarak goriilmesine sebep olmaktadir (Yiirektiirk 2016).

2241 Taksonomi

Siniflandirma yoniinden bir¢ok degisiklige ugrayan T. gondii’nin son
smiflandirmadaki yeri Tablo 2.9°da verilmistir (Hokelek 2006).

Tablo 2.9: Toxoplasma gondii’nin taksonomik siniflandirilmasi

(Hokelek 2006).
Phylum : Protozoa
Subphylum : Apikomplexa
Classis : Sporozoa
Subclassis : Coccidia
Ordo : Eucoccidiida
Subordo : Eimeriina
Familia : Sarcocystidae
Genus : Toxoplasma
Species : Toxoplasma gondii
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2.2.4.2  Morfoloji ve Yasam Dongiisii

T. gondii’nin konak tiirine ve infeksiyon déonemine gére degisiklik gosteren 3

ayr1 yasam formu vardir. Bunlar;

1-Trofozoid (Tachyzoite-Endozoit), hizli ¢ogalan form

2-Bradizoid, doku kistlerinde ¢ogalan form

3- Ookist (Sporozoitler), yalnizca kedi diskisinda bulunan form

Bu formlar parazitin gesitli yasam donemlerinde birbirlerine doniiserek
dongiilerini tamamlamaktadirlar (Sekil 2.9) (Beaman ve dig. 1995, Yaman 2007,
Demirel 2014).

Takizoit

Akut Faz
Ouokist (Sporozoit) Bradizoit
e 2 P‘

Bulasma Kronik Faz

Sekil.2.9: T. gondii nin ii¢ biyolojik formunun birbirine doniigmesi
(Demirel 2014).

T. gondii’nin takizoit formu (Tachyzoite; tachos=Yunanca’da hiz) ara
konakta ve kesin konak olan kedinin barsak dis1 epitel hiicrelerinde hizla tireyebilen
formudur. Yarim ay seklinde veya oval olup, 2-4 um eninde ve 4-8 um boyundadir.
(Sekil 2.10) (Lalek 2014). Bu form mide asidi ve dis yasam kosullarina kismen olsa
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da dayamikhidir, bu yiizden ¢ig ya da az pismis etler baslica bulas kaynagim
olusturmaktadir (Hazan, 2018). Fakat 18-24 saatte dondurularak 6ldiigii, 61°C’nin
iistinde 4 dakikada, 1sinlama ile 20 °C’de, 4°C’de ise 2 ay canliligini korudugu
bildirilmektedir (Ozcel ve dig. 2007). Ayrica Takizoitler formlarin tiikriikte 5, siitte
6, gdzyasinda 4 ve idrarda 7 giin canhiliklarin siirdiirebildikleri bildirilmistir (Oztiirk
2011).

10

Sekil.2.10: T. gondii 'nin trofozoit formu
1: Apikal ug, 2: Konoid, 3: Mikronem, 4: Roptri, 5: Apikoplast, 6: Dense Graniild, 7: Golgi Aygiti,
8: Mitokondri, 9: Niikleus, 10: Graniillii Endoplazmik Retikulum.
(Demirel 2014).

T. gondii’nin trofozoit formlar1t Giemsa veya Wright boyasi ile ¢ok iyi bir
sekilde boyanmaktadir. Giemsa yontemiyle boyanmis olan preparatlarda sitoplazma
soluk mavi, kromatin koyu kirmizi menekse renginde goziikiir. Cekirdek yuvarlak
veya ovaldir. Parazit, i¢inde iki yavru sekil gelistik¢e eni artar ve yuvarlak bir hal alir
(Demirel 2014). Sekil 2.11°de galismanin yapildigi laboratuvarda boyanmis olan

T.gondii’nin trofozoit formu verilmistir.
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Sekil 2.11: T. gondii’nin Giemsa boyasi ile boyanmis goriintiisii

Bradizoit form (Bradyzoite; brady = Yunanca’da yavas) (Sekil 2.12): Konak
immiin sisteminin devreye girmesiyle takizoitler immiin yanittan kagcmak ve
metabolik ihtiyaglarini en aza indirmek i¢in kist iginde yavas ¢ogalan form olan
bradizoitlere doniigiirler (Levine 1985). Bradizoitler endogeni ile gogalirlar ve
olusturduklar1 doku kistlerinin ¢aplarinin 5-100 um arasinda olabilecegi bazen de iki,
bazen de yiizlerce bradizoit icerebilecekleri bildirilmistir (Doskaya 2006).
Bradizoitlerin olusturduklart doku kistlerine karsi bagisiklik gelismez. Her organa
yerlesebildikleri, ancak genellikle beyin, iskelet ve kalp kasini ilk olarak tercih
ettikleri bildirilmistir (Dumanli 2002; Montaya ve Liesefeld 2004).

Sekil 2.12: T. gondii’nin bradizoit formu
(Demirel 2014).

Ookist formu (Sekil 2.13) ise yalmzca kedilerde sekillenir. Insanlar ve
hayvanlar 6zellikle bradizoit ve ooksitler tarafindan enfekte olurlar (Hazan 2018).

Parazitin kedi tarafindan yutulmasindan sonra, ince barsak epitelyal hiicrelere girdigi,
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aseksiiel ve seksiiel tireme dongiilerinin basladigi goriilmiistiir. Seksiiel iireme
sonucunda olusan ookist, diski ile dis ortama atilir ve sporlanmamis bu ookistlerin

10-12 um ¢apta oldugu ve enfeksiyoz olmadigi bilinmektedir (Oztiirk 2011).
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Sekil 2.13: T. gondii’'nin sporlanmamis ookist formu
(Demirel 2014).

Sporlanmamis ookistlerin bulundugu dis ortamin 151 ve oksijen miktarina
bagl olarak caplari bir miktar artarak (11-13um) 1-21 giin igerisinde sporule
(=sporlandigi) oldugu goriilmiistiir. Enfeksiyoz hale gelen (sporule olmus)
ookistlerin i¢inde, 6x8um boyutlarinda elips sekilli iki adet sporokist izlenir. Her bir
sporokistin dort adet sporozoit icerdigi, 2x6-8um boyutlarindaki sporozoitlerin,
takizoitlere benzedigi saptanmistir. Ookistler nemli toprakta 18 ay boyunca canlh
kalabilir, akut enfeksiyon sirasinda kedi diskisinda 7-21 giin siireyle 10 milyon
kist/giin atilabildigi, ve bu sebeple kedilerin enfeksiyonun dogada yayilmasinin en
onemli kaynagi oldugu belirtilmistir (Kuman ve dig.1995; Kuman ve Altintag 1996;
Altintag 2002; Dubey ve dig. 1998; Montoya ve Liesenfeld 2004).

Sekil 2.14°te verilen Toxoplasma gondii’nin hayat dongiisiinde 1;
Sporlanmamis ookistler kedi diskisi ile disar1 atilir, 2; Dogadaki kus ve rodent gibi
ara konaklar, ookistle kontamine su, toprak ve bitkileri alarak enfekte olurlar, 3;
Ookistler alindiktan soran takizoit forma doniisiir, ve bu takizoitler sinir ve kas
dakularinda doku kisti olan bradizoitlere doniisiirler, 4; Kediler doku kisti igeren ara
konaklar1 yiyerek enfekte olurlar, 5; Kediler ayn1 zamanda sporlu ookistleri alarak da
infekte olabilirler, 6; insan ise bir ¢ok yolla bu parazitle infekte olabilir: doku kisti
iceren etlerin iyi pisirilmeden yenilmesiyle, 7; kedi diskisi ile kontamine su ve

yiyeceklerin alinmasi ile veya kontamine cevresel materyaller ile ( diski ile

47



kontamine toprak ve kedi beslenme kaplarmi degistirilmesi), 8; kan veya organ
transplantasyonu ile bulag, 9; fetustan bebege transplasental yolla bulasir, 10; Boyali
biyopsi Orneklerinde doku kistleri goriilmesine ragmen tani seroloji ile konur, 11,
Konjenital infeksiyonun tanisinda amnion sivisinda T. gondii DNA’s1 PZR gibi

molekiiler yontemlerle tespit edilebilir (Lalek 2014).

Sekil.2.14: T. gondii 'nin hayat dongiisii
(https://www.frontiersin.org).

2.2.4.3 Patogenez

T. gondii’nin insan ve hayvanlarda olusturdugu patogenezde, parazit susunun
viriilansi, parazitin konaga giris miktari, genetik altyapi, cinsiyet ve immiinolojik
durumun etkili oldugu gériilmistiir (Montoya ve Liesenfeld 2004). T. gondii’nin agir
infeksiyonlarinda miyokard, akcigerler, karaciger, beyin gibi hayati organ ve
dokularda nekrotik alanlar olusur. T. gondii’nin sebep oldugu Toxoplasmosisin
yaygin tutulumunda ise karacigerin hacmi hafif¢e artar, solgun renkte ve gevrek
kivam alir. Akciger 6demli ve hiperemiktir. Barsak duvar1 6demli ve kalindir,
mukozada hiperemi ile birlikte yer yer kii¢iik solgun alanlar goriiliir. Ayn1 zamanda
ates yiikselir ve lenf bezleri siser. Bu doneme “akut toxoplasmosis” denilmektedir.
Ancak her olguda bu donemde klinik belirti gériilmeyebilecegi bildirilmistir (Lalek
2014).
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Kist doneminde ise, parazitler kistin iginde bradizoit formundadir. Kist
icindeki bradizoitler ¢ok yavas ¢ogaldiklarindan ve hiicreleri tahrip etmediklerinden
zararli etkileri smirhidir. Klinik belirtilerin  goériilmedigi bu doneme “kronik
toxoplasmosis” denir. Kistler konakta immiin yanitin devamliligini saglar. Ancak
kronik evrede immiin sistem baskilanirsa kistler agilir. Serbest kalan bradizoitler
takizoit formuna doOniiserek tekrar hizla ¢ogalir. Buna “niikseden akut
toxoplasmosis” denir. Bu infeksiyon genellikle oOldiiriicii bir seyir izlemektedir
(Durdu 2008).

Besinlerin ig¢indeki doku kistleri veya ookistlerin yutulmasi ile kistler
bagirsak liimenine acilirlar. Salinan bradizoitler once intestinal doku yiizeyini
enfekte ederler. Burada ilk iremeyi gerceklestirir ve sonrasinda trofozoitler dolagima
gecerek tim viicuda yayilir. T. gondii her tiirli hiicreyi enfekte edip ve hiicre
invazyonunu aktif olarak gergeklestiren bir protozoondur (Dannemann ve dig. 1987;
Tamer ve Obel 2017). T. gondii konak hiicresini enfekte ettiginde 48-72 saat arasinda
konak hiicresini pargalamaktadir. Konak hiicresini invaze eden takizoitler hem
etkenin yasamsal dongiisiinii stirdiirmesinde rol almakta, hem de konakta ortaya
¢ikan klinik belirtilerden sorumlu olmaktadirlar (Yaman 2013). Bu olumsuz tabloya

kars1 insanda Toxoplasmosise karsi1 2 temel bagisliklik gelismektedir. Bunlar;

- Dogal Bagisiklik
- Kazanilmis Bagisiklik tir.

Dogal Bagisikhik: Bir canlinin T. gondii ya da antijenleri ile karsilagmadan
gostermis oldugu dogal direnctir. Bu bagisiklikta yas faktorii ¢ok onemlidir. Anne
karnindaki bebek toksoplazmozise karsi son derece duyarli ve direngsiz iken ileri
yaglardaki cocuklar ve erigskinler doga direncine sahiptir. Bu sebeple parazit ya
viicuda yerlesmez ya da yerlesse bile sessiz infeksiyon olusur ve kendiliginden
lyilesebilir. Fakat bagisiklik sistemi bozulmus olan kisilerde ve ya bagigiklik
baskilayicr ilag kullananlarda T. gondii nin kolayca yerlestigi ve hatta 6liimlere bile

neden oldugu goriilmiistiir (Saygi 2002; Demirel 2014; Yiirektiirk 2016; Alim 2016).

Kazanilmis Bagisikhik: Bir canlinin parazitin kendisi ya da antijenleri ile

karsilagsmasi ve bunun sonucunda parazite karsi bir takim savunma mekanizmalari
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gelistirmesi ile kazanilmis bagisiklik gelisir. Boylece T. gondii infeksiyonu hem

humoral hem de hiicresel immiin yanit olusumuna yol agar.

Toxoplasmosiste bulasmadan birka¢ giin sonra IgM tipinde antikorlar olusur.
Iki ii¢ ay icersinde en yiiksek seviyeye ulasir ve daha sonra diismeye baslar. Bu
durumun, yeni baslamis infeksiyonun saptanip tani konulmasinda ¢ok Onemli bir
degeri vardir. Anti-T. gondii 1gG antikoru ge¢ olusup yavas yiikselir, seviyesinin
diismesi ise yavas olur. Higcbir zaman tamamen ortadan kalkmayip, diisiik
sulandirimda yasam boyu goriilebilir. Toxoplasmosisli kisilerde humoral antikorlarin
titresi yliksek olsa da tek basina koruyucu degildir. Buna karsin 6zgiin hiicresel
bagisiklik, cok énemli koruyucu bir fonksiyona sahiptir (Ozcel ve dig. 2007; Saygi
2009; Yiirektiirk 2016).

2.2.4.4  Klinik

Toksoplazmosiste Klinik belirtiler hastanin immiin durumu ile farklilik
gostermektedir. Toxoplasmosis immiin sistemi saglam bireylerde genelde belli
belirsiz bulgularla, immiin yetmezligi olanlarda ise siddetli semptomlarla kendini
gostermektedir. Bu sebeple toxoplasmosisin olusturdugu klinik tablolar immiin
sistemi saglam ve immiin sistemi baskili hastalarda ayri ayri incelenmektedir
(Montoya ve Liesenfeld 2004; Weiss ve Kim 2007).

Bu sebeple toksoplazmoz 4 ayr1 klinik kategoride degerlendirilebilir;
- Immiin sistemi saglam kisilerde olusan toksoplazmoz

- Immiin yetmezlikli kisilerde olusan toksoplazmoz

- Okiiler toksoplazmoz

- Konjenital toksoplazmoz

- immiin sistemi saglam Kisilerde olusan toksoplazmoz: immiin sistemi
saglam kisilerde (hamileler de dahil) T. gondii enfeksiyonunn genelde asemptomatik
seyrettigi  bilinmektedir. Sadece % 10-20 olguda tedaviye gerek olmadan
bulgularinin ~ kendiliginden iyilestigi  bildirilmistir.  Kendiliginden iyilesen
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toksoplazmoz belirtilerinin genellikle birka¢ ayda kayboldugu, nadiren 12 ay kadar
sirdiigii, ancak iyilesmeyen ve kronik seyreden lenfadenopati olgularinin da
bulundugu, ¢ok nadiren potansiyel 6liim tehlikesi olan myokardit, pndmoni, hepatit

veya ensefalit tablolarinin gelisebildigi bildirilmistir (Duran 2015).

- Immiin yetmezlikli kisilerde olusan toksoplazmoz: Immiin yetmezligi
olan veya cesitli nedenlerle immiin sistemi baskilanmis hastalarda toxoplasmosis,
hayati tehdit eden tablolarla karsimiza ¢ikabilmektedir. Tedavi edilmeyen olgularda
olim vakalar1 goriilebilmektedir. Immiin yetmezligi olan kisilerde en sik goriilen
akut toxoplasmosis olgusu merkezi sinir sistemi (MSS) ile ilgilidir. Diffiiz tabiatta
bir meningo ensafalitis gelisir. Kismi felg, felg, gérme giicliigii, biling kaybu, ates ve
ense sertligi gibi olgularda goriilebilir. Hastaligin birka¢ giinde Oliimle bittigi
gozlemlenmistir (Demirel 2014). AIDS dist nedenlerle immiin sistemi baskilanan
Kisilerde (organ transplantasyonu veya kanser hastalarinda) sirasiyla santral sinir
sistemi, kalp ve akcigerin en sik tutulan organlar oldugu goriilmiistir. AIDS
hastalarinda ise en sik tutulan organlarin beyin (toxoplasmik ensefalit), akciger
(pnémoni) ve goz (retinokoroidit) oldugu yayinlanmistir (Montoya ve Liesenfeld
2004; Doskaya 2006).

-Okiiler toksoplazmoz: Okiiler toksoplazmozis genglerde gérme kaybinin en
fazla sebebidir (Hazan 2018). Okiiler toxoplasmosis, konjenital veya dogum sonrasi
akkiz infeksiyona bagli gelismektedir. Tipik olgular dogumdan 6nce olabildigi gibi
dogumdan sonra da ortaya cikabilir. Akut retinokoroidit sirasinda gormenin
bozuldugu, skotom, agri, fotofobi ve epifora gelisebildigi, makula tutulusunda santral
goérmenin azaldig1 veya kayboldugu goriilmiistiir (Doskaya 2006; Yiirektiirk 2016).
Goz katmanlarinda senelerce bozukluk olmadan asemptomatik olarak ilerleyebilen
hastalik, yasamin ikinci ve iiglincii doneminde semptomatik olarak bilateral tutulum
yapmaktadir. Eski retinal skarlarla beraber yeni alanlarin da goriildiigii ve siklikla

makula tutulumunun eslik ettigi tabloyla kargimiza ¢ikmaktadir (Demiroglu 2014).

Okiiler toksoplazmozda karakteristik lezyon fokal nekrotizan retinittir. Daha
az siklikla optik atrofiyle birlikte papillit de goriilebilir. Edinsel olgularda lezyon
cogunlukla tek taraflidir. Okiiler lezyonlarda parazit ¢ogalmasinin yanisira parazite
kars1 olusan asir1 duyarlik reaksiyonunun da rolii vardir. Inflamasyon gerilerken

gorme diizelir. Fakat tam sifa olmaz (T6re 2002; Alim 2016).
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-Konjenital toksoplazmoz (Dogumsal): T.gondii takizoitlerinin enfekte
anneden yavruya plasenta yoluyla ge¢mesi ile gergeklesir. Hamile bir kadin T. gondii
ile enfekte oldugu zaman takizoitler hematojen yolla plasentaya ulasir. Daha sonra
plasentada meydana gelen kistler agilarak bradizoit formlar serbestlesir ve plasentay1
gecerek embriyo veya fetiise ulasirlar. Embriyo veya fetiistin infeksiyonu, T. gondii
susunun viriilansina, serbestlesen bradizoit miktarina ve annenin immiin sistemine
baglidir. immiin yetmezligi olan annelerde veya herhangi bir nedenle plasentalarinda
bozulma olan gebelerde fetiis kolayca enfekte olmaktadir (Altintag 2002; Demirel
2014; Alim 2016). Konjenital enfeksiyonun ciddiyeti, annenin hamileliginin hangi
aymda enfekte olduguna baghidir ve hamilelik siireci genelde diisiik, 6lii dogum,
belirtili ya da belirtisiz toksoplazmozlu dogum sekillerinden biri ile sonlanmaktadir
(Yirektiirk 2016).

2.2.45  Bulasma ve Korunma Yollart

Toksoplazmozun goriilme sikligi, sosyo-ekonomik duruma, kiiltiirel
ozelliklere, iklim sartlarina ve beslenme aligkanliklarina gore farklilik gostermektedir
(Demiroglu 2014). Fakat ozellikle kadinlarda goriilme oram yasla beraber
artmaktadir. Bunun sebebi kadinlarin hem kedi digkis: ile hem de kontamine etlerle
temas etme olasiliginin yiiksek olusudur. Bunun yaninda mezbaha calisanlarinda da
infeksiyon riskinin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Tiirkiye’de yapilan arastirmalar
sonucunda ortalama prevalans degeri %40 olarak kabul edilmektedir. Toplumda
hemen her grubun ¢ig kofte gibi yiyeceklere diiskiinliigii yiiksek oranlarin ortaya
cikmasina sebep olmaktadir (Saygi 1998; Duran 2015).

T. gondii’ nin baslica iki bulagma yolu vardir. Bunlar;
- Edinsel bulas (Akkiz)
- Konjenital bulastir (Dogumsal).

Edinsel bulasma kedi diskisindaki ookistler ile kontamine su ve gidalarin
alinmasi, bradizoitleri bulunan doku kistlerini barindiran ¢ig veya yeterince
pismemis etlerin yenilmesi ile gergeklesirken, konjenital bulagsma ise tasizoitlerin

transplasental olarak ge¢mesi sonrasinda meydana gelmektedir (Tenter ve dig. 2000;
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Opsteegha ve dig. 2012). Ayrica organ nakli ve kan transfiizyonu ile de bulagmalar
bildirilmistir (Oztiirk 2011).

T. gondii’nin sebep oldugu toxoplasmosisden korunmada alinmasi gereken

bazi 6nlemler sdyle siralanabilir:

-Hastaligin ¢ig et, ¢ig sebzelerden, ¢ig yumurtadan ve ¢ig siitten bulastig
bilindigi i¢in yemek hazirlama sirasinda ve sonrasinda ¢ig et veya sebzelere temas

edildiginde ellerin mutlaka yikanmasi gerekmektedir.

-Cig veya az pismis et ve ¢ig etlerin yenmemesi, ¢ig yumurta ve ¢ig siit
icilmesinden kagmilmalidir. Bununla birlikte ¢ig yenen sebze ve meyvelerin bol su
ile yikanmasi gerekmektedir. Etleri 66 °C’de pisirmekle ve -20°C’de dondurmakla

doku kistlerinin dlecegi bilinmeli.

-Bulagsmada sinek ve hamam bdcegi gibi artropodlarin mekanik vektorliik
yapabilecegi  diisiiniilerek bunlarla miicadele edilmelidir ve temasindan

kaginilmalidir.

-Seropozitif vericiden, seronegatif alictya ve immiin sistemi baskilanmig
kisilere kan ve organ nakli yapilirken dikkat edilmelidir. Dogurganlik yasindaki
kadinlarin toxoplasmozdan korunmalariyla ilgili bilgilendirilmelerin yapilmasi
gerekmektedir (Beamen ve Mccabe 1995; Kuman 2002; Demirel 2014; Demiroglu
2014).

2.2.4.6 Toxoplasma gondii Tespitinde Kullamilan Molekiiler

Yontemler

Toksoplasmozun molekiiler tanisinda diinyanin pek ¢ok laboratuvarinda ¢ok
sayida PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) metodu kullanilmasina ragmen halen
tizerinde ortak bir fikir birligi saglanilmig net bir yontem yoktur. Pek ¢ok laboratuvar
degisik primerlerle, degisik gen bolgelerine yonelik testler yapmakta, az sayida 6rnek
veya degisik viicut sivilart veya dokularmi kullanarak yaptiklari bu testlerin
sonuclarinin uzlasma saglamaktan uzak oldugu kabul edilmektedir (Ozcel ve dig.
2009).
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Ancak genel olarak Ilmige Dayali izotermal Amplifikasyon (LAMP) Teknigi
ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Teknigi ile T. gondii DNA’s1

arastirilmaktadir.

[lmige Dayal1 izotermal Cogaltma Yoéntemi (LAMP) infeksiyonlarin teshis
edilmesinde uygulanan niikleik asit ¢ogaltma testlerinden biridir. LAMP son yillarda
kullanilan yeni bir teknik olup, 10 yildan daha az bir zamanda bu teknikle 250 nin
tizerinde ¢alismanin yapildig: belirtilmistir (Notomi ve dig. 2000; Demirel 2014).

PZR yonteminde ise polimeraz enzimi kullanilarak hedef DNA’nin iig
basamakl1 bir zincir reaksiyonu ile cogaltilmasi esasina dayanir. Bugiin bu teknik ¢ok
gelismis durumdadir ve halen de bu gelismeler devam etmektedir. Genel olarak PZR
laboratuvarlar: deneyimli elemanlara gereksinim duyulan bir yéntemdir. Ornekten
etkenin teshisinde PZR’yi rutin bir sekilde kullanabilmek icin kontaminasyon
riskinin ortadan kaldirilmast ve numuneden ookistlerin titizlikle izole edilmesi
gerekmektedir (Fayer ve dig. 2000). PZR sirasinda genelde T. gondii B1 geni
hedeflenmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda da tarimsal sulama sularinda ve
mabhalle ¢esmelerinde PZR yontemi ile T. gondii ’nin B1 geni ve 2000 yilinda Homan
ve dig. tarafindan tanimlanan RE (=Repeated Element) (529 bg) gen bolgesinin

tespiti ile T. gondii varlig1 amaglanmstir.
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3. Su KéKkenli Protozoonlar ile Yapilmis Onceki Cahsmalar

3.1 Yurt Disinda Yapilan Calismalar

Ulasilan kaynak bilgilere gore su kokenli protozoonlar ile ilgili yapilan yurt

dis1 calismalar kronolojik sira ile verilmistir.

Mayer ve Palmer (1996), atik sularda Giardia ve Cryptosporidium’u tespit
etmek icin IFA ve PZR metodlarin1 karsilastirmali olarak kullanmislardir. Yapmis
olduklar1 ¢alismada Giardia’y1 IFA ve PZR ile %100 uyumlu olarak bulmuslardir;
fakat Cryptosporidium IFA ile % 63.7 daha duyarl olarak tespit etmislerdir.

Lowery ve dig. (2001) tarafindan yapilan calismada Kuzey irlanda’da 1996-
1999 yillar1 arasinda, igcme suyu kaynaklarinda Cryptosporidium ookistlerinin
insidansin1 ve genotiplerini belirlemek amaciyla konvansiyonel ve molekiiler tespit
yontemleri karsilagtirmali olarak kullanilmigtir. Calismada toplanan 474 su 6rneginin
380 tanesi IFA teknigiyle, 94 tanesi IMS-IFA yontemiyle incelenmis ve her iki
yontemle de toplamda 14 (%3) ornek pozitif olarak tespit edilmistir. Ayrica 214
ornekte 18S rRNA ve TRAP-C2 gen bolgeleri PZR teknigiyle incelemis ve bunlarin
11’ini (%5.1) pozitif bulmuslardir.

Jennings ve Rhatigan (2002) yayinladiklar1 makalede irlanda'da kamu su
sebekesine bagli Cryptosporidiosis salgininin incelemislerdir. Irlanda’daki bu
salginda Nisan-Mayis 2002’de Cryptosporidium vakalarinda artis oldugu bir
laboratuvara gelen hastalarin artmasiyla goriilmiistiir. Arastiricilar 10 hastadan 8’nin

ayni su sebekesinden su igtigini belirlemislerdir.

Karanis ve Kimura (2002) yaptiklar1 ¢alismada musluk sularinda
Cryptosporidium parvum’un saflagtirillmasit igin ¢ flokiilasyon yOntemini
degerlendirmislerdir. Bu c¢alismada musluk suyundan 6rnek alinip ferrik siilfat,
aliminyum siilfat ve kalsiyum karbonat ile su igerisndeki C. parvum ookistlerinin

geri kazanim verimleri ile karsilastirilmistir. Sonug¢ olarak musluk suyundan
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C.parvum ookistlerinin ayrilmasinda ferrik siilfat topaklastirmanin aritma igin basit

ve etkili bir ara¢ oldugunu bildirmislerdir.

Kourenti ve Karanis (2004), su iginde T. gondii’yi tespit etmek i¢in PZR
yontemini gelistirmislerdir. Yapmis olduklari ¢alismada enfekte kedilerden elde
edilen T. gondii ookistlerini 1L su igerisine birakmiglardir. Ookist ile kontamine olan
suya Alx(SO4)3 ve Fex(SO4)3 ¢oktiirme islemleri uygulayip DNA izolasyonundan
sonra segilen primerler ile PZR metodu bu 6rneklere uygulamiglardir. Al2(SO4)3 ile
yapilan ¢oktiirme isleminden sonra elde edilen DNA’lardan daha iyi PZR iiriinii elde

etmislerdir.

Villena ve dig. (2004), toplam 139 gevresel su 6rneklerinde PZR yontemini
uygulamiglaridr. Yapilan bu ¢alismada PZR inhibitorii igeren su Orneklerinin 53
tanesine Bowin Serum Albiimin (BSA) eklenmistir. BSA eklenmis su 6rneklerinin
39’unda PZR yontemi ile pozitif sonu¢ elde etmislerdir. 125 Ornegin %8 inde

T. gondii’yi pozitif olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Ryan ve dig. (2005) tarafindan Sdyney’de yapilan bir c¢alismada,
Waragamba’daki su toplama havzasinda Cryptosporidium spp’nin kaynaklarini
aragtirmak 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. Arastiricilar analiz
sonucunda C. parvum, C. suis, domuz genotipi-2, geyik genotipi ve kegci
genotiplerini igeren 5 farkli tiir bulundugu tespit etmislerdir.

Coupe ve dig. (2006) tarafindan yapilan calismada, 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 uygunlanmistir. Ayn1 zamanda PZR yontemiyle Enterocytozoon bieneusi
bakterisinin tanimlanmasi da yapilmistir. Sonug olarak IMS-IF yontemiyle Giardia
kistleri ve Cryptosporidium ookistlerine reskreasyonel gollerde yil boyunca diisiik
sayilarda rastlanilmis fakat arasira artis gosterdigi gozlenmistir. Nehir bolgelerinde

bu durumun tam tersi olarak yil boyunca siirekli ve bazen siddetli bir sekilde artis
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oldugu bildirilmistir. PZR-RFLP analizi sonucunda ise C. hominis ve C. parvum
tiirleri saptanmustir. Arastiricilar ayrca parazitlerin varligi ve miktar1 ile bakteriler

arasinda bir iligski saptamadiklarini belirtmislerdir.

Karanis ve dig. (2006), Rusya ve Bulgaristan’dan orijinleri farkli toplam 166
su orneginde Cryptosporidium ve Giardia’yi tespit etmislerdir. Yapmis olduklari
caligmada; filtrasyon, flokiilasyon, sukroz gradiyent saflagtirma yontemlerini
kullanarak kist ve ookistlerin tespiti i¢gin immunofloresans testini kullanmiglardir. Su
orneklerinin %9.6’sinda Giardia ve %18.1’inde Cryptosporidium pozitif olarak
bulmuglardir. Her iki parazite de icme ve kuyu suyunda, nehirden alinan c¢evresel
sularda ve lagim sularinda rastlamiglardir. Ayrica siselenmis sularda Giardia

kistlerinin varligin1 tespit etmislerdir.

Kourenti ve Karanis (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada; su ornekleri
Alx(SO4)s ile ¢oktirilmistiir. Daha sonra su oOrnekleri, siikroz gradiyent ile
saflagtirilmistir ve 18S rRNA ile Toxoplasma-DNA tespiti ¢alisilmistir. Ondort aylik
bir siire boyunca toplanan farkli kalite ve kokenli 60 su 6rneginde Nested PZR

uygulanmis ve Toxoplasma DNA’s1 4 6rnekte pozitif olarak tespit edilmistir.

Lanigro ve dig. (2006), yapmis olduklari calismada Italya’da, sulama amach
kullanilan atik sularda Cryptosporidium ookist ve Giardia kistlerinin varligini ve
aritimda uygulanan membran filtrasyon sisteminin bu etkenler tizerindeki etkinligini
arastirmigtir.  Calismada; ookistlerin  tespiti  i¢in  Cevre Koruma Ajansi
(Environmental Protection Agency, EPA) tarafindan standartlastirilan “Mikrobiyoloji
Laboratuvari El Kitabinda” yer alan yontemi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemini birlestirilerek kullanmiglardir. Aritim tesisinde ultrafiltrasyon basamagi
kullanilmadan aritilan sularin yaklasik %70’inde Giardia kistine rastlanirken
yaklasik %7’sinde Cryptosporidium ookistine rastlanmis ve ultrafiltrasyon basamagi

kullanilarak bu etkenlerin tamaminin bertaraf edildigi ortaya konulmustur.

Sroka ve dig. (2006), igme suyunda mikroskobiyal baki ve PZR yontemi
kullanarak Toxoplasma’y1 analiz etmislerdir. PZR kullanilarak yapilan bu ¢alismada
114 igme suyunun 31’inde (%27.2), mikroskobik incelemenin oldugu caligsmada ise

114 igme suyunun 15’inde (%13.2) T. gondii ile bulagsma oldugu saptanmustir.
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Castro-Hermida ve dig. (2008?), Ispanya’daki Galicia hidrografik havza
icinde konumlanmis 16 igme suyu aritma tesisinin girig suyu ve son ¢ikan atik suyu
icindeki Cryptosporidium spp. ve G. infestinalis’in varligmi arastirmislardir.
Aragtiricilar 50-100 litre olarak almis olduklart 6rnekleri 2007 yilinin her mevsimde
inlemislerdir. Tesise giris suyunun i¢indeki parazitlerin ortalama konsantrasyonlari;
litre basia Cryptosporidium spp. ookistlerinin 0.0-10.5 ve litre basina G. intestinalis
kistlerinin 1.0-12.8, tesisten son ¢ikan islenmis suyun iginde ise litre basina 0.0-3.0
ookist ve litre bagina 0.5-4.0 kist olarak degisiklik gostermektedir. Arastiricilar tim
tesisler icinde ortaya c¢ikan sonuglarin mevsimsel degisim  sonuclari
degerlendirildiginde en yiiksek ookistin ilkbahar ve yaz mevsimlerinde oldugunu

bildirmislerdir.

Castro-Hermida ve dig. (2008°), ispanya’daki Galicia havzasi i¢inde 12 atik
su aritma tesislerinden almman giren ve son ¢ikan (atiksu) su Orneklerinde
Cryptosporidium  spp. ookistleri ve G. intestinalis kistlerinin  varligini
arastirmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada 96 su Ornegi alinan havzadan her mevsim
ornekleme yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda tiim aritma tesislerinden giris suyu
ve ¢ikis suyundaki tiim parazitler belirlenmis ve G. intestinalis’in Cryptosporidium
spp.’den sayica daha fazla oldugu belirlenmistir. Tesise giris suyunda litre bagina
G. intestinalis’in  ortalama konsantrasyonu, giris suyunda litre basina
Cryptosporidium spp. ortalama konsantrasyonundan 6nemli derecede yiiksek oldugu
belirtilmistir (p<0.05). Giren suyun i¢indeki parazitlerin ortalama konsantrasyonu
litre bagina Cryptosporidium spp. ookistleri 6-350 ve litre basina G. intestinalis
Kistleri 89-8 305 araliginda degisiklik gostermistir. Tim tesisler iginde ortaya ¢ikan
sonuglarin mevsimsel degisim sonuglarina gore en yiiksek sayidaki ookist ilkbahar

ve yaz mevsimlerinde kaydedilmistir.

Lobo ve dig. (2008) tarafindan Portekiz’de yilizey ve yeralti kaynaklarindan
alinan ham ve islenmis sularda Cryptosporidium ve Giardia parazitlerinin varligi
arastirilmistir. Bu amagla toplanan 175 su 6rneginde ookist ve kistler USEPA 1623
protokoliine gore 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
ornekte 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
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C. hominis orneklerinde alt-tip IdA15 teshis edilmistir. Tiplendirme sonucunda
C. parvum’un IIaA15G2R1, 11aA16G2R1 ve IIdA17G1 alt-tipleri ortaya ¢ikmustir.

Giardia duedonalis i¢in ise alp-tip Al tanimlanmistir.

Sotiriadou ve Karanis (2008) tarafindan yapilan calismada Rostov ve
Sofya'da ki ¢evre sularinda T. gondii'yi belirlemek igin, Nested PZR, LAMP ve IFT
metodu kullanmiglardir. Alinan su Orneklerinde T. gondii'yi belirlemek igin
uygulanan tekniklerde, LAMP teknigi i¢in T. gondii B1 geni hedef gen olarak
kullanilmis, Nested PZR igin ise 18S rRNA geni hedef olarak kullanilmistir. Farkli
orjinli 52 dogal su Orneginin 24’i (%48) LAMP ile 7’si ise Nested PZR ile
Toxoplasma pozitif olarak bulunmustur. Calismada IFT metodu ile T. gondii’ye

rastlanilmamustir.

Tram ve dig. (2008) yilinda Vietnam’m Hanoi bélgesinde ishalli diski
ornekleri, bitki ve marketlerden alinan su orneklerinde Cyclospora ookistlerinin
prevalansini belirlemek i¢in bir aragtirma yapmiglardir. Arastirma sonucunda market
suyu ve bitki orneklerinde %11,8 oraninda ¢iftlik 6rneklerinde ise %8,4 oraninda

Cyclospora ookistlerini bulmuslardir.

Aubert ve Villena (2009), yaptiklari c¢alismada Fransa’daki sularda
T. gondii’yi PZR metodu kullanarak toplanan 482 cevresel su Orneginin 27’sinde
(%7.7) pozitif bulmuslardir.

Borchardt ve dig. (2009), yiizeysel ve igme sularinda T. gondii’yi ve
Cyclospora cayetanensis’i tespit etmek igin 6nce konsantre islemi daha sonra filtre
islemini uygulamiglardir. Su 6rnekleri bir takim islemlere tabi tuttulduktan sonra UV

15181 altinda otofloresans mikroskopta incelemislerdir.

Castro-Hermida ve dig. (2009), 2007 vyilinda ilkbahar-yaz-sonbahar-kis
doneminde Ispanya’nin Tambre Irmagi hattinda 22 noktadan, kaynaktan, orta
biiylikliikte bir 1mrmaktan ve 3 Onemli wrmak agzindan 50L’lik su Ornegi
toplamiglardir. Fekal Ornekler su oOrnekleriyle ayni donemde Tambre Irmag:
havzasindaki 18 mandira siiriisiinden 697 inek, 480 diive ve 139 yeni dogmus
buzagidan toplanmistir. PZR analizleri, Cryptosporidium spp. 18S rRNA gen sekansi
analiziyle, Giardia spp. ise B-giardin geniyle yapilmistir. Ciftlikteki Cryptosporidium
tirleri ve G. intestinalis’in ortalama degerlerine gore bahar mevsimi verileri kis
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doneminden farkli bulunmustur. Su 6rneklerindeki ookist miktar1 sonbahar ve kis
aylarina gore bahar ve yaz aylarinda ¢ok yiiksek ¢cikmistir. Ayrica Tambre Irmag:
havzasit Cryptosporidium ookist ve G. intestinalis kisti ile yiiksek miktarda
kontamine oldugu tespit edilmistir. Yiizey sularindaki Cryptosporidium ve
G. intestinalis tiirlerinin tespitinde; Cryptosporidium ookisti suni deniz suyunda
4°C’de bir yil boyunca hayatta kalabildigini vurgulamistir. Enfeksiyon dozu da
tahmini olarak Cryptosporidium igin 10 ookisten daha az, G. duodenalis igin 10 kist

olarak belirlenmistir.

Mons ve dig. (2009), Paris ve cevresinde igme suyu kaynagi olarak
kullanilmakta olan 1rmak sularinin protozoonlar ile kontaminasyonunu
aragtirmiglardir. Seine ve Marne Irmagi’ndan 30 ay boyunca 20 L’lik su drnekleri
toplamislardir. Ayrica indikator bakterilerde tespit edilip yagis miktariyla iliskisine
bakilmistir. Toplam 162 irmak suyu orneginde Cryptosporidium ookisti %45.7,
Giardia kistleri %93.8 oraninda bulunmustur. Mevsimsel olarak Cryptosporidium
icin pozitif ornekler 6zellikle sonbahar da, Giardia i¢in daha az siklikta yazin
gozlenmistir.  Enterekok saymmi  ve yagmur miktar1 Ozellikle Giardia
konsantrasyonuyla iliskiliyken, enterokok miktar1 Cryptosporidium miktariyla iligkili
olmadig1 belirlenmistir. Ayrica diger fekal bakterilerinde incelenen protozoonlarla

iligkili olmadig: tespit edilmistir.

Plutzer ve Karanis (2009) yaptiklar1 ¢alismada G. intestinalis’i teshis etmek
icin digki orneklerinden, yiizey sularindan ve kanalizasyon sularindan toplam 35
ornek almiglardir. Bu 6rnekler Immiino Floresan Test (IFT), G.intestinalis’in 18S
rRNA gen dizisini tantyan PZR, G. intestinalis’in GDH gen dizisini taniyan PZR
teknigi, yine G. intestinalis’in B alt grubu i¢in TPI genini taniyan Real-time PZR ve
G. intestinalis’in EFla genini hedef alan LAMP teknigiyle 35 6rnek galisilmitir.
Yapilan ¢aligmada IFT ile 35 6rnegin hepsi, 18S rRNA PZR teknigi ile 35 6rnegin
23’1, GDH PZR ile 35 6rnegin 15’1 pozitifken, TPI Real-time PZR ile tim 6rnekler
negatif bulunmustur. Ayrica EFlo LAMP teknigi ile 35 6rnegin 24’1 pozitif olarak

tespit edilmistir.

Yang ve dig. (2009), su orneklerinde real time PCR teknigi kullanarak
T. gondii’yi tespit etmislerdir. Caligmada konsantre edilen su 6rneklerinde T. gondii
ookistlerinden DNA izole etmislerdir. Elde edilen DNA hem standart PCR hem de
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real time PCR kullanilarak calisilmistir. Calismanin sonucunda su orneklerinde real

time PCR kullanmanin daha alternatif bir yontem oldugunu gostermislerdir.

Zhang ve dig. (2009) yapmis olduklar1 c¢alismada T. gondii ile LAMP
tekniginin duyarliligt ve spesifikliginin belirlenmesi amaglanmistir. Calismada
LAMP teknigi ve klasik PZR teknigini kiyaslamiglardir. Calismada kullanilan LAMP
primerlerini dizayn etmek i¢in T. gondii'nin 529 bp hedef geni kullanilmis ve elde
edilen sonuglarda ¢alisilan orneklerin %76.9'u klasik PZR ile, %85.7'si LAMP
teknigiyle pozitif bulunmustur. Tim Ornekler tizerinde yapilan mikroskopik
calismalar ve klasik PZR ile pozitif sonuglanan Orneklerin hepsini de LAMP
teknigiyle pozitif bulunmustur.

Castro-Hermida ve dig. (2010), yaptiklar1 calismada Ispanya Galicia’da atik
su aritma tesisleri (50 tane), igme suyu aritma tesisleri (52 tane) ve rekreasyonel
nehir alanlarinda (28 tane) Cryptosporidium ookistleri ve Giardia Kkistlerinin
ortalama konsantrasyonlarini belirlemeyi amaglamiglardir. Nehirlerden ve tesislere
giren sulardan alinan ( 50-100 L) ve su tesislerinden islenmis atik sulardan (100 L)
alian su ornekleri Filta-Max filtreleri kullanilarak filtre edilmistir. 232 6rnegin hepsi
islemden geg¢irilmis ve (oo)kistleri konsantre edilmis daha sonra IFAT tarafindan
belirlenmistir. Rekreasyonel alanlar iginde, Cryptosporidium ve Giardia’nin bulasici
formlart sirasiyla 16 (%57.1; litre basina 1-60 ookist) ve 17 (%60.7; litre basina 1-
160 kist) ornekte belirlenmistir. Su aritma tesislerine dogru akan sular icinde,
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) gézlemlenmistir. Aritma
tesislerinden ¢ikan atik su iginde, Cryptosporidium ookistleri ve Giardia Kistleri
sirastyla 17 (%32.7; litre basina 1- 4 ookist) ve 19 (%36.5; litre bagina 1-5 Kist) igme
suyu aritma tesisinde tanimlanmistir. Atik su aritma tesislerinde bulunmus ookistin
en yiksek konsantrasyonu, ozellikle, atik su aritma tesislerindeki son ¢ikan su
(atiksu) i¢cinde 29 ookist (%58.0; litre basina 1-80 ookist) ve 49 (%98.0; litre basina
2-14 400 kist) kist belirlenmistir. Cryptosporidium ve Giardia atik su aritma
tesislerinden ¢ikan atik su iginde, sirasiyla, 32 (%64.0; litre basina 1-120 ookist) ve
48 (%96.0; litre basma 2-6 000) oOrnegin icinde belirlenmistir. Ookistlerin
yasayabilirlik yilizdesi %90-95 arasinda degisiklik gostermistir. Ayrica, kiyisal atik su

aritma tesislerinden ¢ikan atik su dogrudan denize dogru bosaltildigi, iilkenin ig
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kisimlarindaki atitk su aritma tesislerinden ¢ikan atik su dogrudan nehirlere

bosaltildig1 ortaya konulmustur.

Ayaz ve dig. (2011) Pakistan’da yapmis olduklar1 ¢alismada musluk suyu,
havuz suyu ve drenaj suyu olmak tizere toplamda 450 su 6rnegi parazitolojik yonden
incelenmistir. Calisma sonucunda Giardia, Cryptosporidium spp., T.gondii,

F.heptica, B. coli ve Entamoeba spp. varligini tespit etmislerdir.

Baldursson ve Karanis (2011) tarafindan Ocak 2004 ve Aralik 2010 yillar
arasinda diinya capinda meydana gelen su kaynakli protozoon salginlarinin kapsamli
bir incelemesi sunulmustur. 2004’ten 2010’a kadar kadar gegen siirede insanlarin
yaklagik %99’unun su yolu ile bulasan salginlara yakalandigi bildirilmistir. Bu
salginlarin %46,7°s1 Avustralya kitasinda %30,6’s1 Kuzey Amerika’da ve 16,5 ‘i
Avrupa’da gergeklesmistir. Salginlarin % 60,3’ Cryptosporidium spp., %35.2'sinde
Giardia lamblia ve %4.5'inde diger protozoa tiirlerinin etyolojik ajan oldugu tespit
edilmistir. 4 salginin Cyclospora cayetanensis tarafindan 3 salginin ise T. gondii‘den

kaynakladig: bildirilmistir.

Plutzer ve dig. (2010), igme sularim1 2 um ¢apli ARAD mikrofiltreden
gecirmisler, filtrenin iizerinde kalan ornekleri Cryptosporidium ve G. intestinalis
acisindan LAMP yontemi ile incelemislerdir. Bu iki yontemin birlikte kullaniminin

etkenlerin saptanmasinda daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Nimir ve Linn (2011), tarafindan yapilan calismada Kuala Lumpur’da
temizliginden siiphe edilen pazarda yakalanan farelerin beyinlerindeki doku kistleri
ile saticilar tarafindan kullanilan su 6rneklerinde T. gondii ookistini arastirilmistir.
Calismada alinan su orneklerinde T. gondii ookistine rastlanilmamistir. Bolgeden
almman farelerin beyinlerinden Haematoxylin ve Eosin (H&E) boyama yapilarak
preparat hazirlanmistir. Sonu¢ olarak farelerin %3’iinde Toxoplasma pozitifligi

belirlenmistir.

Lindemann ve dig. (2013), yapmis olduklar1 ¢alismada Almanya’nin asagi
Ren alani iginde topladiklart ¢evresel sularda T. gondii ookistini LAMP metodunu
uygulayarak arastirmislardir. Calisma sonucunda atiksu aritma tesisinden alinan
orneklerin %9.6° s1 pozitif iken; yiizey, zemin ve musluk sularinda negatif sonug

bulmuslardir.
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Mahmoudi ve dig. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, su kokenli
Cryptosporidium ve Giardia parazitlerini tespit etmek amaciyla LAMP, PZR ve IFA
metotlar1 kullanilmistir. Calismada Iran’1n 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 yontemiyle ookist tespit edilemeyen 5 6rnek
LAMP yontemiyle pozitif olarak belirlenmistir. Ayrica IFA yontemiyle incelenen 13
ornegin 10’u Giardia kistleri agisindan pozitifken, PZR teknigiyle de pozitif sonug
vermistir. Sonu¢ olarak LAMP yoOnteminin diger yontemlere gore daha hassas

calistig1 bildirilmistir.

Adamska (2015), Kuzey Polanya’daki dogal su kaynaklarindan elde edilen su
orneklerinde Giardia ve Cryptosporidium parazitlerinin varligint TagMan real-time
PZR ve RLB yontemlerini kullanarak arastirmistir. Hayvanlarin igme suyu ve
yikanma amaclhi kullandiklar1 su kaynaklarindan 3 yil boyunca 600 numune
toplanmistir. Sonug olarak PZR ydnteminin RLP yonteminden daha duyarli oldugu
tespit edilmigtir. Ayrica tim PZR iiriinlerine sekans analizi yapilarak 3 (%0.05)
C. parvum ve 4 (%0.06) G. intestinalis teshis edilmistir. Elde edilen sonuglara
bakildiginda bu patojen parazitlerin infeksiyon riskinin Polonya’da az oldugu

gozlenmistir.

Giangaspera ve dig. (2015) yapmus olduklart ¢alismada Italya’da
belediyelerin aritma tesislerinden alinan su 6rneklerinde ve farkli sebze 6rneklerinde
PZR teknigi ile Cyclospora varligini arastirmislardir. Calismanin verilerine goére
Cyclospora’nin en ¢ok Sonbahar mevsiminde oldugu ve 40-50 yaslarindaki
insanlarin  diskilarinda yogun oldugu tespit edilmistir. Bu veri dogrultusunda
Giangaspera ve dig. sulama suyunun, topragin ve sebzelerin Cyclospora Kistleri ile

enfekte oldugunu bildirmislerdir.

Dixon (2016) yayinlamis oldugu bir bildiride, gida kaynakli protozoan parazit
infeksiyonlarinin diinya capinda geligsmis iilkelerin karsilagtigi sorunlardan biri
oldugunu ve, Cryptosporidium, Giardia ve Cyclospora parazitlerinin, ¢ok sayida
gida kaynakli ishal hastalig1 salginlarina sebep oldugunu séylemistir. Bu salginlarin
bircogunun, su kalitesinin bozulmasindan, gelismekte olan {ilkelerden ithal edilen
meyve ve sebzeler Tlzerindeki parazitlerin kist formlarmin tiiketimi ile

iliskilendirilmistir.
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Nguyen ve dig. (2016) Vietnam’da yaptilar1 ¢alismada 24 nehir suyu, 24
kanalizasyon, 32 balik ag1, 23 kanal suyu, 26 sebze ve bes adet kompost atik 6rnegi
olmak iizere toplam 134 gevresel su 6rnegi toplamislardir. Ornekler, immiinofloresan
yontemi kullanilarak mikroskobik olarak analiz edilmistir. Calisma sonucunda %25.4

oraninda Giardia ve %35.0 oraninda Cryptosporidium varligini tespit etmisleridir.

Mahmoudi ve dig. (2017) yilinda yaymladiklari derlemede Asya’daki
Cryptosporidium ve bu etkenin sebep oldugu Cryptosporidiosis hastaliginin
epidemiyolojisinin, genetik ¢esitliligin ve dagilimin mevcut durumunun arastirilmasi
yapilmistir. Sonug olarak Asya’daki prevalansa katkida bulunan kosullarin, insan ve
hayvan popiilasyonlarinin en fazla temas ettigi ve saglik durumunun koti oldugu
yerlerde yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica, 5 yasin altindaki ¢ocuklarda hem
yetersiz hem de baskilanmis popiilasyonlarda ve ayrica tehlikeye girmis

popiilasyonlarda da yayginligin en yiiksek diizeyde oldugu bildirilmistir.

Hill ve Dubey (2018) yayinladiklar1 bir kitapta T. gondii’nin neden oldugu
toksoplazmozun, insan ve diger sicakkanli hayvanlari enfekte eden en yaygin
paraziter enfeksiyonlarindan biri oldugunu ve diinya ¢apindaki insanlarin yaklasik
ticte birinin bu parazite maruz kaldigimni bildirmislerdir. Enfeksiyonun enfekte kedi
diskilarindan ya da az pigmis veya pismemis etlerden doku kistlerinin yutulmasi
yoluyla sporlanmis oositlerin alinmasiyla, kontamine olmus yiyecekler ya da
Kontamine sularin yutulmasi ile insanlara bulastigi rapor edilmistir. ABD'de besi
hayvanlarinda toksoplazma enfeksiyonunun yaygin oldugu ve insani tiiketim i¢in
hedeflenen hayvanlardan enfeksiyon seviyelerinin azaltilmasinin 6nemli oldugunu

bildirmislerdir.
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3.2 Yurt icinde Yapilan Calismalar

Ulasilan kaynak bilgilere gore su kokenli protozoonlar ile ilgili yapilan yurt

icindeki ¢alismalar kronolojik sira ile verilmistir.

Tiirkiye’de sularda yapilan ilk parazitolojik c¢aligma 1997-1999 yillan
arasinda Istanbul’da Kagithane, Biiyiikgekmece, Omerli ve Elmali barajlarinda
yapilmustir. Bu barajlardan temin edilen 40 ham su 6rnegi Cryptosporidium spp. ve
Giardia intestinalis yoniinden incelenmis ve orneklerin higbirinde Giardia Kisti ve

Cryptosporidium ookistinin tespit edilmedigi bildirilmistir (Koksal 2002).

Can (1997) yapmis oldugu tez ¢alismasinda Ladik ve ¢evresindeki 100 adet
igme-kullanma sularinda G. intestinalis varligin1 ¢alismigtir. Ayrica 165 ilkokul
dgrencisinin diski 6rneklerini de parazitolojik yonden incelemistir. icme ve kullanma
sulart membran filtre yontemi ile incelenmis ve parazite rastlanilmamistir. 165
ilkokul 6grencisinin % 47.3’linde bir ya da birden fazla parazit tiiri saptanmistir. Bu

ogrencilerin 23’tinde (%13.9) ise G. intestinalis’e rastlanmistir.

Bakir ve dig. (2003) yapmis oldugu calismada Ankara’da i¢gme suyu
kaynaklar1 C. parvum, G. intestinalis ve E. histolytica tarafindan incelenmistir.
Toplanan 85 6rnegin 43’1 belediyeye ait sulardan, 34’1 kuyu suyundan, 6’s1 Ankara
Irmagi’ndan, 2’si baraj suyundan alinmustir. Ornekler standart mikroskop, IFT,
ELISA ve PZR teknikleriyle incelenmistir. Kuyu suyu Orneginin 2’sinde
G. intestinalis’e rastlanirken belediyelere ait sularda ve baraj suyunda parazit

gbzlenmemistir.

Aysal (2004) yiiksek lisans ¢alismasinda Isparta il sinirlart igindeki gol, dere
ve ¢esme olmak iizere cesitli su kaynaklarindan toplanan orneklerde C. parvum ve
G. intestinalis’i aragtirmigtir. Toplanan Ornekler membran filitrasyon sistemi
kullanilarak filtre edilmistir. Filtre edilen Orneklerin santrifiijiinden sonra direkt
mikroskobi yontemi ile G. intestinalis, Modifiye Zielh-Neelsen (MZN) boyama
yontemi ile C. parvum arastirilmigtir. C. parvum varliginin dogrulanmasi i¢in IFA
teknigi kullanilmistir. Toplanan 40 su 6rneginin 13’linde (%32.5) direkt mikroskobi

ve MZN boyama sonrast C. parvum olabilecegi tahmin edilmistir. Ancak IFA
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tekniginin uygulanmasi sonucu 6’sinda (%15) C. parvum varligi kesin olarak
dogrulanmistir. Direkt mikroskobi sonrast 8 drnekte (%20) G. intestinalis kistlerine

rastlanmustir.

Ceber ve dig. (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada Mersin il merkezi ve
cevresinde igme (44 Ornek), kuyu (2 ornek), atik (19 6rnek) ve deniz (35 Ornek)
sularindan alinan toplam 100 su 6rnegi Cryptosporidium ookisti agisindan Kinyoun
asit-fast boyama ve auramin-O ile boyanmustir. Igme sularinda 5, kuyu sularinda 1,
deniz suyu oOrneklerinde 1, atik sularda ise 4 ornekte Cryptosporidium ookisti

saptamislardir.

Koloren ve Kaya (2010), tarafindan yapilan ¢aligmada Ordu ilindeki ¢evresel
sularda MAF ve native-lugol yontemlerini kullanarak yaptiklari ¢alismada Giardia
ve Cryptosporidium parazitlerinin yayginligini arastirmislardir. Elde edilen sonuglara
gore Giardia’nin yaygmlhig sirastyla; Mesudiye %61.3; Unye %52; Korgan %40.7;
Fatsa 9%31.8; Ulubey; %30; Persembe 9%29.4 olarak tespit edilirken;
Cryptosporidium’un yayginhig: sirastyla; Unye %63.15; Fatsa %54.3; Mesudiye
%37.5; Persembe %36.8; Ulubey %33.3; Korgan %31 olarak tespit etmislerdir.
Yapilan ¢alisma sonucunda niifusu kalabalik yerlesim yerlerindeki sularda Kist ve

ookist sayisinin fazla olabilecegi kanisina varilmistir.

Cicek ve dig. (2011) yapmis oldugu galismada Van ili'nde igme suyu olarak
kullanilan toplam 440 kaynaktan su ornekleri alinmis ve 0,45 pm’lik seliiloz asetat
membran filtresi bulunan vakum pompal:i filtrasyon cihazindan siiziilmiistiir. Filtre
tizerindeki partikiilat ayn1 su 6rneginin 20 ml’si i¢inde yikanarak santrifiij edilmis ve
cokelti lam tizerine brrakilmistir. Hazirlanan preparatlar filtrasyon cihazindan
stiziildiikten sonra modifiye asit-fast yontemiyle boyanarak incelenmistir. Toplam
440 su 6rneginin %]1,13’iinde Cryptosporidium spp. ookistleri saptanmistir. Icme
suyu olarak kullanilan 191 yiizeysel kaynak suyunun %1,57’sinde, sehir merkezi ve
ilcelerden temin edilen 241 sebeke igme suyunun %0,82’sinde ookistler goriilmiistiir.
Su oOrneklerinin 193’1 kirsal alanlardan elde edilen igme sulart olup bunlarin
%1,55’inde, sehir ve ilge merkezlerinde igme suyu olarak kullanilan 247 suyun ise

%0,80’inde pozitiflik saptanmustir.
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Aslan ve dig. (2012) yilinda yapmis olduklari ¢alismada Mersin ilindeki
farkli su kaynaklarinda Cryptosporidium ookistlerinin varliginin belirlenmesi ve
bunlarin tiplendirilmesi amaclanmistir. Mart 2007-Mayis 2009 tarihleri arasinda
gerceklestirilen calismada, Mersin sehir merkezi, Tarsus, Mezitli ve Karaduvar
ilgelerinden toplam 135 su 6rnegi alinmistir. Orneklerde Cryptosporidium ookistleri,
Modifiye Kinyoun'nun aside direngli (soguk) boyama yontemi (MKSA) ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile saptanmis ve RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) yontemiyle tiplendirilmis. Calismada MKSA yontemiyle iic,
PCR ile yedi 6rnekte Cryptosporidium varligi saptanmis ve tiim suslar C.parvum
olarak tanimlanmistir. MKSA ile Cryptosporidium ookistlerinin saptandigi iig
ornegin hepsi PCR ile de pozitif sonug verirken, buna karsin dort 6rnek MKSA ile

negatif bulmuslardir.

Demirel ve Koldren (2012) tarafindan yapilan ¢alismada Ordu Ili Melet
Irmagi’nda T. gondii’nin varligini gostermek igin toplam 60 su 6rnegi alinmistir. Su
ornekleri Ordu Ili Melet Irmagi’nin denizle birlestigi nokta, rmak yakimindaki kati
attk depolama sahasi, Ordu-Giresun karayolu {izerindeki koprii mevki, sehir
sanayisinin bulundugu yer ve sehir ¢ikisi olarak belirlenen istasyonlardan alinmustir.
Alman su 6rneklerinin DNA izolasyonu yapildiktan sonra bu 6rneklere Nested PZR
uygulanmustir. Calisma sonucunda Ordu ili Melet Irmagi’nin 3 noktas1 (Irmak
yakinindaki kati atik depolama sahasi, sehir sanayisinin bulundugu yer ve sehir

¢ikis1) Nested PZR ile T. gondii agisindan pozitif bulunmustur.

Akdemir (2013), yapmis oldugu calismasinda Dumlupinar Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’ne gastrointestinal sistem sikdyetleriyle basvuran hastalarda
kriptosporidiyoz varligini belirlemek amaciyla, 146 hastaya ait digki 6rneklerini ve
sehir sebekesinden aldigr su orneklerini MKSA (Modifiye Kinyoun'nun aside
direngli (soguk) boyama yontemi) ve ELISA yontemleriyle incelemistir. MKSA
boyama ile incelenen diski orneklerinin 4’{inde (%2.7) ookist varligini belirlemis
olup, ELISA yéntemiyle ise 5 (%3.4) érnekte pozitiflik saptamistir. incelenen igme
suyu Orneklerinin ise sadece 1’inde (%3.3) ookist goriilmiistiir. Sonu¢ olarak

Kiitahya’da kriptosporidiyoz yayginligi1 %3.4 olarak bildirilmistir.

Berberogulu ve Giingdr (2013) yilinda yapmis olduklart ¢alismada yiizey

suyu ve sulama amaclh kullanilan atik suyu o6rneklerinde helmint yumurta ve
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protozoa kist ve ookistlerinin Modifiye Bailenger Yontemi kullanilarak saptanmasi
ve fekal kirlilik diizeylerinin gostergesi olarak toplam koliform bakteri, Escherichia
coli ve intestinal enterokok belirlenmesi amaglanmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
Modifiye Bailenger Yontemi ile elde edilen 6 mL son iiriiniin 50 pL’sinin direkt
incelenmesi ile iki adet A. lumbricoides yumurtas: ve bir adet Hymenolepis nana
yumurtasi belirlenmistir. Son tirliniin 50 pL’sinde yapilan boyamalardan Trichrome
boyama sonucunda ii¢ adet Taenia spp. yumurtasi, bir adet G. lamblia kisti ve bir
adet Entamoeba spp. kisti bulunmustur. Modifiye Kinyoun asit fast boyama ve

Giemsa boyamalarinda parazit kist ve yumurtalar1 gériilmemistir.

Karaman ve dig. (2013%) yapmus olduklar1 ¢alismada Samsun Il Merkezi’nde
13 istasyondan 228 su ornegi toplanmistir. Ornekler direkt baki ile incelendikten
sonra kinyonun asit fast, modifiye trichrome ve trichrome boyalari ile boyanmustir.
Preparatlar 151k mikroskobunda parazitolojik agidan degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda 142 Giardia sp., 132 Cryptosporidium spp., 56 Cyclospora spp., 38
Microsporidia, 47 Blastocystis spp, 38 Entamoeba coli Kisti, 18 Dientemoeba, 9
Chilomastix, 9 Strongyloides spp. 6, kancali kurt tespit etmislerdir. Bolgede
hayvanciligin ve tarimin yaygin olarak yapilmasi ve akarsu etrafinin otlak alam
olarak kullanilmas: belirlenen bazi protozoonlarn belirli donemlerde fazla

goriilmesine sebep oldugunu bildirmislerdir.

Karaman ve dig. (2013°) yapmus olduklari ¢alismada Giresun’a bagli 5 ilcede
yer alan 15 akarsu ve farkli 5 bolgedeki deniz suyunda protozoon ve helmintlerin
varligi aragtirllmistir. Alman su ornekleri direkt baki ile incelendikten sonra
kinyonun asit fast, modifiye trichrome ve trichrome boyalar1 ile boyanmistir.
Preparatlar 151k mikroskobunda parazitolojik agidan degerlendirilmistir. Orneklerin
incelenmesi sonucunda Cryptosporidium spp., Cyclospora spp., Strongyloides
tirleri, Microsporidia, Blastocystis spp., kancali kurt ve Giardia spp., tiirleri tespit

edilmistir.

Seferoglu ve dig. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada Giresun il ve
ilgelerinden 76 cevresel ve 20 igme suyu olmak {izere toplam 96 su 6rnegi alinmstir.
Ornekler aliminyum siilfatla ¢oktiiriildiikten sonra siikroz gradient yontemiyle pellet
olusturulmus ve DNA izole edilerek Nested PZR uygulanmistir. Giresun il ve

ilgeleri’nden alinan igme suyu Orneklerinde G. intestinalis tespit edilmemistir. 76
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cevresel su Orneginin 6 tanesinde (%7.9) G. intestinalis’in varligi Nested PZR ile

tespit edilmistir

Ayaz ve Koloren (2014), tarafindan Giresun’da yapilan bir c¢alismada
gevresel su Orneklerinde Cryptosporidium parvum’un varligini Nested PZR
yontemiyle arastirmiglardir. Calismada Giresun ili ve ilgelerinden alinan igme suyu
orneklerinde C. parvum negatif oldugu halde, 180 ¢evresel su 6rneginin 63 tanesinde

(%35) bu parazit pozitif olarak tespit edilmistir.

Demirel (2014) tarafindan yapilan yiiksek lisans tez g¢alismasinda Ordu il
merkezi ve ilgelerinden toplam 31 ¢evresel su ve 25 igme suyu 6rnegi, Giresun il
merkezi ve ilgelerinden toplam 76 gevresel su ve 20 igme suyu Ornegi alinmistir.
Alman su orneklerinden DNA izole edilerek T. gondii’nin 18S rRNA ve Bl hedef
geni Standart Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Nested PZR ve Ilmige Dayali
Izotermal Amplifikasyon (LAMP) metotlar1 kullanilarak testlenmistir. Kullanilan iic
metotla, Ordu ve Giresun illerinden alinan igme suyu Orneklerinin hi¢ birinde
Toxoplasma DNA’sina rastlanilmamistir. Ordu ilinden aliman 31 g¢evresel su
orneginde LAMP yontemiyle 20°si (%64.51), Nested PZR teknigiyle 16’s1 (%51.61)
ve Standart PZR ile 12’si (%38.7) pozitif olarak bulunmustur. Giresun ilinden alinan
76 gevresel su 6rneginin 10’unda (%13.15) LAMP, Standart PZR ve Nested PZR
teknigiyle Toxoplasma DNA’s1 tespit edilmistir.

Seferoglu (2014) yapmis oldugu yiiksek lisans tez ¢alismasinda Giresun ve
Samsun illerinde belirlenen toplam 45 istasyondan 420 c¢evresel, 120 igme suyu
Ornegi alinmistir. Alinan su orneklerinden DNA izole edilerek Nested PZR ile 18S
rRNA geni, Semi Nested PZR ile GDH hedef geni ve Ilmige Dayali izotermal
Amplifikasyon (LAMP) metotlariyla G.intestinalis’in  varligi arastirilmistir.
Kullanilan ti¢ metotla, Samsun ve Giresun illerinden alinan i¢me suyu 6rneklerinin
hi¢ birinde Giardia DNA’sina rastlanilmamistir. Samsun il ve ilgelerinden alinan 240
cevresel su drneginin 141°1 (%58.7) LAMP yontemi ile, 125’1 (%52.1) Nested PZR
yontemiyle, 120°si (%50) Semi Nested PZR yontemi ile pozitif bulunmustur.
Giresun 1l ve ilgelerinden alinan 180 c¢evresel su o6rneginde LAMP yontemiyle 55
(%30.5), Nested PZR ile 50 (%27.8), Semi Nested PZR yontemiyle 47 (%26.1)
Giardia DNA’s1 tespit edilmistir.
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Ayaz (2015) yapmis oldugu yiiksek lisans tez ¢alismasinda Giresun ve
Samsun illerinde belirlenen toplam 45 istasyondan 420 g¢evresel, 120 igme suyu
ornegi alinmistir. Alinan su 6rneklerinden DNA izole edilerek Nested PZR ile 18S
rRNA geni, [lmige Dayali izotermal Amplifikasyon (LAMP) y&éntemiyle 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 Orneginin 101’1 (%42) LAMP yontemi ile, 92’si (%38.3) Nested PZR
yontemi ile Cryptosporidium’un varlig1 agisindan pozitif bulunmustur. Giresun il ve
ilcelerinden alinan 180 cevresel su drneginde LAMP yontemiyle 74 (%41.1), Nested
PZR ile 70 (%38.8) 6rnekte Cryptosporidium DNA’s1 tespit edilmistir.

Ozgelik ve dig. (2015) yapmus olduklar1 ¢alismada Sivas ve cevresinde igme
ve kullanma sularinda Cryptosporidium spp.’nin prevalansi PCR yoOntemiyle
saptanmustir. Sivas ilge ve kdylerinden toplam 92 6rnek Modifiye Asit Fast (MAF)
boyama yontemi ile Cryptosporidium spp. yoniinden incelenmistir. Tiim 6rneklerden
DNA izole edilerek Cryptosporidium’un 18S SSU rRNA lokusunun PCR ile
cogaltilmas1 sonucu taniya gidilmistir. Incelenen su drneklerinin Modifiye asit-fast
yontemi ile hi¢ birinde, PCR ile 2’sinde (%2,2) Cryptosporidium spp. saptanmustir.
Pozitif ornekler musluk sularindan saptanmis olup kaynak sularinda parazit

bulunmamastir.

Saglam ve dig. (2015) yilinda yapmis oldugu bir 6n ¢alismada Denizli il
merkezinden Ekim 2014-Nisan 2015 yillar1 arasinda su 6rnekleri almiglardir. Bu su
orneklerinden boyama yontemleri ile Giardia spp. ve Cryptospordium spp. tespit

etmislerdir.

Giilabi (2016) yapmis oldugu yiiksek lisans tez ¢alismasinda Samsun il ve
ilgelerinde belirlenen toplam 37 istasyondan 75 ¢evresel, 25 i¢gme suyu Ornegi
alinmistir. Alinan su 6rneklerinden DNA izole edilerek Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile smallsub-unitribosomal RNA [(SSU)rRNA] geni kullanilarak Blastocystis
tiirlerinin varhig arastirilmistir. Kullanilan metotla alinan 25 igme suyu 6rneginin hig
birinde Blastocystis DNA’sina rastlanilmamistir. Samsun il ve ilgelerinden alinan 75
cevresel su Orneginin 31 (% 4) PZR yontemi ile Blastocystis spp.nin varlig

acisindan pozitif bulunmustur.
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Saglam ve dig. (2017) yapmis olduklar1 c¢alismada Egirdir Goli'nden
(Isparta) su ornekleri alinmis ve Modifiye Asit-Fast yontemiyle Cryptosporidium
parvum Direkt Mikroskobik Baki ile de Giardia spp. ve Entamoeba histolytica
varlig1 arastirilmistir. Aragtirma sonucunda yaz aylarinda bu parazilerin yogun olarak
gozlemlendigi tespit edilmistir. Arastirmada yaz aylarinda Egirdir G6li’nilin yiizme
turizminde kullanilmasinin i¢in bu parazitlerin yogunlugunu artirdigini tespit

etmislerdir.

Koloren ve Karaman (2017) yilinda yapmis olduklari ¢alismada Samsun’un
Terme ilgesinde bulunan Terme ve Kocaman Irmagi’ndan belirlenen alt1 istasyondan
aliman ¢evre suyu orneklerinde Cryptosporidium spp., Giardia spp. ve Toxoplasma
gondii’'nin varligmmin Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu (N-PZR) ve
Immiinfloresan yontemi (IFA) ile saptanmasi amaglanmistir. Calismada toplanan su
ornekleri aliiminyum siilfat ile c¢oktiiriilerek Sukroz gradiyent yontemiyle
saflastirilmistir. Bunu takiben, su Orneklerine ait pelletler hem IFA hemde DNA
izolasyonunda kullanilmistir. Alinan 72 ¢evresel su 6rneginin 60’inda (%83.3) 1-19
ookist/L Cryptosporidium spp. ookistlerinin; 48’inde (%66.6) 1-13 kist/L Giardia
spp. kistlerinin varlig1 IFA ile tespit edilmistir. IFA yontemi ile pozitif bulunan su
orneklerinin hepsi N-PZR teknigi ile de dogrulanmistir. Ayrica ¢alismada alinan su
orneklerinde T. gondii’nin varligi yine N-PZR teknigiyle arastirilmis ve Kocaman

Irmagi’ndaki ii¢ istasyonun da bu parazitle kontamine oldugunu gormiislerdir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyal

Calisma alanin1 Denizli il merkezinde yer alan tarimsal sulama ve igme suyu
kaynaklar1 olusturmaktadir. Bu ¢alisma Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 2017FEBE067 nolu yiiksek lisans tez

projesi ile desteklenmistir.

4.1.1 Arastirma Bolgesi

41.1.1 Denizli

Denizli (Sekil 4.15) Tirkiye’nin Giineybatt Ege Bolgesinde yer alan bir
sanayi ve turizm sehridir. Doguda Afyon ve Burdur, batida Aydin, giineyde Mugla
ve kuzeyde Usak sehirleriyle komsudur. 11 37° 12° — 38° 12’ K enlem ve 28° 30°- 29°
30°D boylamlar arasinda bulunmaktadir. Denizli, Tiirkiye Cumhuriyeti’nin kurulusu
ile il olmustur. Bugiin Denizli, Ege Bolgesinde Izmir’den sonra ikinci biiyiik kent
konumuna gelmistir. Denizli ilinin biiyiikliigii 11.868 km? olup denizden yiiksekligi
428 metredir (Fakir 2012).
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Sekil 4.15: Arastirma Alanini Olusturan Denizli 11 Merkezi
(www.lafsozluk.com).

4.1.1.1.1 Denizli Il Merkezi’nde Ornek Alinan Istasyonlar

Denizli il merkezinde belirlenen 7 istasyondan toplamda 84 su Ornegi
toplanmustir. Bu su 6rneklerinin 36 tanesi tarimsal sulama amagli kullanilan su (Vali
Recep Yazicioglu Baraji’nin (Sekil 4.16) Karakurt mahallesi bolgesi (Sekil 4.17),
Akhan mahallesi bolgesi (Sekil 4.18), ve bu baraji besleyen Gokpinar Deresi (Sekil

4.19), 48 tanesi ise igme suyu olarak mahalle ¢esmelerinden toplanmistir (Sekil 20-
23). Ornek alinan istasyonlar asagida sunulmustur.
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Sekil 4.16: Denizli Vali Recep Yazicioglu Baraji
(www.googlemaps.com).
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Sekil 4.17: Vali Recep Yazicioglu Baraji’nin Karakurt Mahallesi Boliimii

Sekil 4.19: Gokpinar Dere Suyu
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Sekil 4.21: Mehmetcik Mahalle Cesmesi
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Sekil 4.23: Catalgesme Mahalle Cesmesi
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4.2 Yontem

Calisma kapsaminda Denizli il merkezi smirlari iginde kalan 7 istasyondan
(baraj ve halka acik mahalle ¢esmeleri) 10 litrelik steril bidonlarda tarimsal sulama

ve igme sular1 toplanmistir.

421 Su Orneklerinin Toplanmasi ve Aliiminyum Siilfat ile

Coktiirme

Denizli il merkezinde belirlenen istasyonlardan 10 L’lik su ornekleri
toplanmistir. Her istasyondan alinan 10’ar litrelik su orneklerindeki materyalin
¢oktiiriilmesi i¢in orneklere 20°ser ml aliiminyum siilfat Al2(SOs)s eklenerek pH 5.4-
5.8’e ayarlanmistir. Cokelmenin saglanabilmesi icin Ornekler karanlik ortamda 24
saat bekletilmistir. Ustteki sivi kisim uzaklastirilip elde edilen c¢okeltiden once
boyama yontemleri (Kinyoun Asit-Fast Boyama, Giemsa Boyama, Lugol-iyot
Boyama ve Trichrome Boyama) ile preparatlar hazirlanmis, 151tk mikroskobu ile
incelenerek Cryptosporidium spp., Giardia spp. ve Cyclospora cayetanensis
arastirilmistir. Daha sonra 200ml’lik ¢okelti 50ml’lik falcon santriflij tiiplerine
homojen sekilde konulmus ve 2100 x g’de 10 dk 4°C’de santrifiij edilmistir.
Stipernatant1 atilan tiiplerde 5 ml 6rnek birakilarak vortekslenmistir. Vortekslenen
orneklere distile su eklenerek 50 ml’ye tamamlanip tekrar 2100 x g’de 10 dk 4°C’de
santrifiij edilip siipernatanti atilmigtir. Kalan 5 ml’ lik ¢okelti vortekslenmis, iizerine
10ml lizis tamponu eklenmis, distile su ile son hacim 50 ml’ye tamamlanmis ve 15
dk’da bir ¢alkalamak suretiyle 1 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra
2 kez 2100 x g’de 10 dk 4°C’de santrifiij edilmistir. Tiim tiiplerin slipernatant: dipte
5 ml kalacak sekilde atilmis distile su ile son hacim 10 ml’ye tamalanmig, T. gondii

parazitinin molekiiler tespiti i¢in kullanilincaya kadar + 4°C’de saklanmustir.
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4.2.2 Su Orneklerinin Boyanmasi ve Parazitlerin Tespiti

Istasyonlardan alinan su Ornekleri aliiminyum siilfat Alx(SO4)® ile
¢oOktiriilmiis, 24 saat karanlik ortamda bekletilmisdir. Bekletilen 6rnekler direkt
mikroskobik yontem ve boyama yontemleri ile incelenmistir. Kullanilan yontemler

asagida verilmistir:

4.2.2.1 Direkt Mikroskobik Baki

Lugol :

Lugol eriyigi (Iyot (kristalize)) 5gr
Potasyum iyodiir 10 gr
Distile su 100 ml

Karigim renkli kavanoza siiziilir ve stok soliisyon olarak 3-4 hafta
kullanimistir. Stok soliisyon kullanirken 1/5 oraninda distile su ile sulandirilarak

kullanilmuastir.
Nativ: Serum fizyolojik

Lamin {izerine bir tarafa bir damla serum fizyolojik diger tarafa bir damla
lugol konulmustur. Uzerine birka¢ damla érnek damlatilarak lamel ile kapatilmis ve

151k mikroskobunda 40x objektifte incelenmistir.
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4.2.2.2  Modifiye Kinyoun Asit Fast Boyama

1. Loeffler’in alkali metilen mavisi

Metilen mavisi 0.3gr

Etil alkol 30 ml

Potasyum hidroksit (%0.01) 100 ml

Cam kavnozda kullanilana kadar saklanmaistir.

2. Potasyum hidroksit 0.01 gr potasyum hidroksit + 100 ml distile su
3. Kinyoun karbol - fuksin

Bazik fuksin 4 gr

Etil alkol (%95) 20 mi

Bazik fuksin porselen havanla ezilirken yavas yavas etil alkol eklenir.
Fenol 8 ml (56°C’de erimis)

Distile su 100 ml

Karigim 1-2 giin dinlendirilmis, filtre kagidindan siiziilerek cam kavanozda

kullanilana kadar saklanmustir.
4. %1 Akoz siilfiirik asit
Siilfiirik asit 1ml
Distile su 99 ml

Karisim kullanilana kadar saklanmustir.
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Yontem

Su yaymasinin iyice kurumasi beklenmistir (yayma hazirlanirken lamin

kenarina protokol numarasi yazilmistir).

1. Metanol 1 dakika

2. Fazla metanol dokiiliir ve yayma kurumaya birakilir.

3. Kinyoun karbol fuksin 5 dakika

4. %50 etil alkol ¢alkala

5. Musluk suyunda yika

6. %1 Akoz silfurik asit 3-4 dakika

7. Musluk suyunda yika

8. Loeffler’in alkali metilen mavisi 1 dakika

9. Musluk suyunda yika

Kuruduktan sonra immersiyon objektifinde incelenmistir.

4.2.2.3 Trichrome Boyama

1. Trichrome boyasi

Chromotrope 2R 3gr

Light green SF 1.5¢r

Fosfofungustik asit 3.5 gr

Glasiyal asetik asit 5 ml

Distile su 500 ml
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Karisim renkli cam sisede bir y1l saklanir.
2. D’antoni iyot soliisyonu

Potasyum iyodiir 1gr

Iyot kristalleri 1.50r

Distile su 100 ml

Soliisyon kirmizimsi kahverengi rengini alana kadar karistirtlmis ve filtre

kagidindan siiziilmistiir (soliisyon iki ay stok olarak kullanilabilir).

%70’lik etil alkole (70 ml etil alkol + 30 ml distile su) demli ¢ay renginde
olana kadar D’antoni iyot soliisyonu eklenmis ve renkli siselerde saklanmistir

(Haftada bir soliisyon degistirilmistir).
3. %90’k Asit alkol
Etil alkol (%90) 995.5 ml
Glasiyal asetik asit 4.5 ml
4. Schaudin fiksatifi
Civa kloriir 9.20 gr
Distile su 120 ml

Karisim benmaride (56°C’de) eritilmig, Soliisyon daha sonra sogumaya

birakilmistir. Bir gece bekletildikten sonra filtre kagid ile siiziilmiistiir.

100 ml civa kloriir 50 ml %95°1ik etil alkol (95 ml etil alkol + 5 ml distile su)
ve 2.5 ml gliserin ile iyice karigtirilmistir. Hazirlanan soliisyon stok olup
kullanilacagi zaman 100 ml ye 5 ml glasiyel asetik asit eklenmistir (Stok soliisyon bir
yil kullanilabilir).
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Yontem

1. Su orneklerinden lam iizerine yayma havada tam kurumadan Schaudinn

fiksatifi i¢inde yarim saat bekletilerek tespit edilmistir.
2. Alkol (%70’lik metanol) 1 dakika
3. Alkol (%70’lik metanol) 1 dakika
4. Trichrome boyasi 8-10 dakika
5. %90’ 1lik asit alkol 8-10 saniye (fazla kalirsa kirmiziya boyar)
6. Alkol (%100’lik metanol) galkala
7. Alkol (%100°1lik metanol) 30 saniye
8. Ksilen 1 dakika

Ornekler kuruduktan sonra 151k mikroskobunda 100x objektifte immersiyon

yag1 kullanilarak incelenmistir.

Orneklerin boyama isleminde kullamlan boyama diizenegi Sekil 4.24°te

verilmigtir.

Sekil 4.24: Boyama diizenegi
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4.2.3 Orneklerin Saflastirilmasi (Siikroz Gradient Yéntemi)

Saflastirma siirecinde 0.1 M PBS (pH: 7.2) ve siikroz ¢ozeltisi (500 g siikroz,
6.5 g fenol, 320 ml saf su) hazirlanmistir. Siikroz/PBS orami farkli iki ¢ozelti
(soliisyon A: 1/2, soliisyon B: 1/4) elde edilmistir. Bu ¢dzeltilere 4’er damla % 1°lik
tween 80 damlatilmistir. Steril 50 mI’lik poliprolen falkon tiipiiniin i¢ine énce 15 ml
sollisyon A konulup iizerine 15 ml soliisyon B eklenerek gozle goriilebilir bir faz
elde edilmistir. Bu fazin stiine 10 ml su 6rnegi (aliiminyum siilfat Al2(SOa)3 ile
cOktiiriilmiig, 24 saat karanlik ortamda bekletilmis ve santrifiijlenmis) dikkatli bir
sekilde konularak 2. bir tabaka elde edilmistir (Sekil 4.25). 1200 x g’de 30 dk 4°C’de
santrifiij edilmis ve en istte yaklasgik 10ml’lik ilk goriinen ist tabaka atilmigtir.
Atilan tabakanin altinda mevcut olan yaklasik 5-10 ml’lik ikinci tabaka temiz bir
falkon tiipiine almmustir. Uzeri saf su ile 50 ml’ye tamamlanip 2100 x g’de 10 dk
santrifiij edilmigtir. Santriflij isleminden sonra yaklagik 2 ml’lik pellet tiipiin dibinde
kalacak sekilde siipernatant kisimlar1 atilmistir. Tekrar {izeri saf su ile 50 ml’ye
tamamlanip 2100 x g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Yaklasik 2 mI’lik pellet tiiptin
dibinde kalacak sekilde siipernatant atilmis ve kalan pellet kismi T. gondii’nin DNA

ekstraksiyonunda kullanilmak iizere buzdolabinda saklanmistir.

Sekil 4.25: Saflagtirma siirecinde tiiplerde elde edilen tabakali goriintii
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424 DNA izolasyonu

Stikroz gradient yontemiyle saflastirilan Orneklerden DNA izolasyonu
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) protokolii modifiye edilerek Karanis ve dig. (2006)

gore yapilmigtir. Buna gore,

-1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipii igerisine QIAamp DNA Mini Kit i¢erisinden
cikan 180 pl tampon ATL, 20 pl Proteinaz K ve 200 pl su 6rnegi konularak
vortekslenmistir. Vorteksleme igleminden sonra pespese 15 kez sivi azot igerisinde
dondurup-¢6zme islemi yapilmistir. Dondurma islemi 6rnekler sivi azot igerisinde 1
dk bekletilerek, ¢6zme islemi ise kaynama sicakliginda olan su banyosunda 1 dk
bekletilerek yapilmistir. Bu sayede T. gondii’nin ookist duvariin tamamen kirilmasi
saglanmustir. Sonrasinda drnekler 56 °C’de 90 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon

sirasinda ara sira vortekslenmistir.

-56 derecede inkiibasyondan sonra 6rneklere 200 pl Buffer AL eklenerek (kit
igerisinde). 15 saniye vortekslenmistir ve 10 dk 70 derecede inkiibe edilmistir
(Inkiibasyon islemi sirasinda mikrosantrifiij tiiplerinin kapaklarinda buharlasma

oldugu i¢in az bir siire santrifiij edilmistir).

-Daha sonra Orneklere 200 ul etanol eklenip (%96-%100). 15 saniye

vortekslenmistir.

-Elde edilen karisimi QlAamp mini spin kolonuna pipetlenmistir (Kit

icerisinde). 1 dk 8000 rpm’de santrifiij edilmistir ve toplama tiipleri atilmistir.

-QIAamp mini spin kolonlar1 yeni 2ml’lik toplama tiiptine alinmistir ve
karistma 500 ul Buffer AW1 eklenip 8000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij

isleminden sonra toplama tiipleri atilmistur.

-QIAamp mini spin kolonunu yeni 2 ml’lik tiipiine yerlestirilip tizerine 500 pl
Buffer AW2 eklenip 3 dk tam hizda 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir ve toplama

tiipll atilmasgtir.

-QIAamp mini spin kolonunu yeni 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alinip
200 pl Tampon AE eklenerek oda sicakliginda 1 dk. inkiibe edilmistir. DNA’y1
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ayirmak i¢in 1 dk 8000 rpm’de santrifiij edildikten sonra elde edilen DNA 50 ul TE
tampon i¢inde toplanmis ve elde edilen DNA ornekleri PZR, reaksiyonunda
kullanilmak tizere -20 °C saklanmustir. T. gondii amplifikasyonunda kullanilan B1 ve

RE gen bolgelerine ait primerler Tablo 4.10°da verilmistir.

Tablo 4.10: T. gondii amplifikasyonunda kullanilan B1 ve RE gen bolgelerine ait primerler
(Homan ve dig. 1999; Fallahi ve dig. 2014)

B1 Gen Bolgesi

Forward 5'-GGA ACT GCATCC GTT CAT GAG-3'
Reverse 5-TCT TTAAAG CGT TCG TGG TC-3'

RE Gen Bolgesi
Forward 5'-TGACTC GGG CCC AGC TGC GT-3'
Reverse 5-CTCCTCCCT TCG TCC AAG CCT CC-3'

4.2.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Teknigi

PZR reaksiyon karigimi 25 pl son hacimde hazirlanmistir.

Buna gore Hot Start Taqg DNA Polimeraz kiti (Thermo fisher) kullanilarak:

10xPCR tampon(buffer) = 5 ul

25 mM MgClI2 =5 pl

5U Hotstart tag DNA Polimeraz = 0,5 pl

25 mM dNTP mix = 1,25 pl

10 pmol primer =1 pl

DNA=1pl

Molekiiler Biyolojik Su = 10,25 pl kullanilarak son hacim 25 pl olarak

hazirlanmistir.
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Reaksiyon karisimi vortekslenip PCR cihazinda (BIO-RAD My Clear
Thermal Cycler-ABD) inkiibasyona birakilmistir. PZR ¢alismasi i¢in asagida verilen

protokol kullanilmaistir;
Kapak 1s1s1 105°C
[k denatiirasyon (zincirlerin ayrilmasi), 95°C’de 15 dakika
30 dongti i¢in;
Denatiirasyon (zincirlerin ayrilmast), 94°C’de 45 saniye
Annealing (primerlerin baglanmasi), 50°C’de 1 dakika
Ik extention (primerlerin uzamasi), 72°C’de 1 dakika 30 saniye
Extention (Primerlerin uzamast), 72°C’de 10 dakika

Elde edilen PZR iiriinleri -20°C’de kullanilincaya kadar saklanmistir. Her bir
test i¢in pozitif ve negatif kontroller kullanilmistir. Olusan tiriinler %1.5 lik agara
yiiklenip ethidium bromidle boyanmistir. Jel elektroforezde 150 V’da 30 dk
yiiriitiildiikten (Sekil 4.26) sonra gériintiilleme cihazinda UV altinda (GEL LOGIC
2200-IMAGING SYSTEM) bantlar goriintiilenmistir (Sekil 4.27).

Sekil 4.26: Orneklerin jel elektoforezinde yiiriitiilmesi
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Sekil 4.27: Goriintiilleme Cihaz Odast

87



5. BULGULAR

Calismada Ekim 2017 ve Ekim 2018 aylar1 arasinda Denizli il merkezinden
36 tarimsal sulama amagh kullanilan su ve 48 i¢gme suyu Ornekleri toplanmistir.
Ornekler ilk dnce aliiminyum siilfat Al2(SO4)s ile ¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra dipteki
¢okleti kisma zarar verilmeden tiisteki sivi kisim uzaklastirilmis ve klasik boyama
yontemleri ile protozoon parazitlerinin tespiti saglanmistir. Ornekler daha sonra
siikroz gradiyent yontemiyle saflastirilmistir. Saflastirilan su 6rneklerinden DNA
izole edilmistir ve izole edilen DNA’lara, Standart PZR molekiiler metodu
uygulanmigtir. Standart PZR teknigi ile de T. gondii B1 hedef geni ve RE gen bolgesi

testlenmistir.

Calisma sonucunda PZR teknigi ile 6 6rnek (%7,17) T. gondii yoniinden
pozitif, Trichrome boyama yontemi ve Direkt Mikroskobik Baki yontemi ile de 12
ornekte (%14,28) Giardia kist formu pozitif bulunmustur. Modifiye Kinyoun Asit-
Fast Boyama Yontemi ile de 21 6rnekte (%25) Cryptospordium spp. ve 5 ornekte
(%5,95) Cyclospora cayatensis pozitif olarak bulunmustur. Ayni zamanda, aragtirma
bolgesinden alinan 48 mahalle ¢esmelerinde hi¢bir metodla herhangi bir parazite

rastlanilmamastir.

Bu veriler dogrultusunda Tablo 5.11°de tespit edilen Giardia kistlerinin
istasyonlara gore dagilimlart Sekil 5.31°de Lugol boyama goriintiisii, Sekil 5.32°de

Trichrome boyama ve ile tespit edilen 6rnekleri verilmistir.

Sekil 5.28, Sekil 5.29, Sekil 5.30°da bu parazitin aylara gore dagilimi

verilmistir.
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Tablo 5.11: Trichrome ve Lugol Boyama ile tespit edilen Giardia spp. yiizdeleri

Trichrome
. . Lugol Boyama
. Incelenen | Boyama ile AR
Ornek Alman | . . Lo ile Giardia spp.
N Istasyon | Ornek Giardia spp. s
Bolge s Pozitif Ornek
Sayisi Pozitif Ornek Sayisi (n) (%)
Sayisi (n) (%) y °
Mahalle Cesmeleri o 48 0 0
Biitiin
Istasyonlar
Ara qulam Yy 48 0% 0%
Pozitif
GoOkpmar
Tarmmsal DeIr)eSi 12 1 0
Sulamada
Kullanilan Sular Karakurt 12 6 7
(Vali Recep
Yaziciogh Baraji) Akhan 12 5 5
Ara Toplam 36 12 12
Pozitif %33,33 %33,33
Genel Toplam 84 12 12
Pozitif %14,28 %14,28
3 -
2,5 -
2 -
1,5 1 Giardia
L spp.
0,5 -
R ——————— L
°Clz|2|z|=|R|E|3| ¢ ¥ 2=
I|s| &
'_
Akhan Mahalle Bolgesi

Sekil 5.28: Akhan’da tespit edilen Giardia spp.’nin aylara gére dagilimi
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Sekil 5.29: Karakurt’ta tespit edilen Giardia spp. ’nin aylara gore dagilimi

1 -
09 1~
0,8
0,7 -
0,6 -
0,5 -; Giardia
04 - spp.
0,3 -
0,2 -
0,1 1~
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Gokpinar Deresi

Sekil 5.30: Gokpimar Deresi’nde tespit edilen Giardia spp.’nin aylara gore dagilimi
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dia spp.
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Lugol Boyama ile tespit edilen G

Sekil 5.31

dia spp.

1ar

Sekil 5.32: Trichrome Boyama ile tespit edilen G
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Kinyoun asit fast boyama yontemi ile toplanan 84 su 6rneginin 21 (%25)’1
Cryptosporidium spp., 5 (%5,95)’i Cyclospora cayatensis yoniinden pozitif
bulunmustur. Pozitif 6rnekler sadece baraj 6rneklerinden tespit edilirken igme suyu
orneklerinde Cryptosporidium spp. ve Cyclospora cayatensis varligi saptanmamustir.
Tespit edilen parazit 6rneklerinin aylara gore dagilimlar Sekil 5.33, Sekil 5.34, Sekil
5.35, Sekil 5.36 ve Sekil 5.37°de gosterilmistir. Tespit edilen parazitlerin istasyonlara

gore dagilimlar1 Tablo 5.12°de, verilmistir.

Tespit edilen Cyclospora cayatensis goriintiisii  ise Sekil 5.38’de

Cryptosporidium spp. goriintiisii ise Sekil 5.39’da verilmistir.

Tablo 5.12: Kinyoun Asit-Fast Boyama ile tespit edilen Cryptosporidium spp. ve Cyclospora
cayatensis ytizdeleri

. Pozitif Saptanan | Pozitif Saptanan
. Incelenen .
Ornek Alinan | . . Cryptosporidium Cyclospora
. Istasyon Ornek .
Bolge Savist Spp. Sayisi (n) |cayatensis Sayisi
Y (%) (n) (%)
Mahalle Cesmeleri o 48 0 0
Biitiin
Ist 1
Ara Toplam | Istasyomar | g 0% 0%
Pozitif
Gokpmar
Tarmmsal Deresi 12 3 0
Sulamada
Kullanilan Sular Karakurt 12 9 2
(Vali Recep
Yazicioglu Baraji) |  Akhan 12 9 3
Ara Toplam 36 21 5
Pozitif %58,33 %13,88
Genel Toplam 84 21 5
Pozitif %25 %5,95
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Sekil 5.33: Akhan’dan tespit edilen Cyclospora cayatensis’in aylara goére dagilimi
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Sekil 5.34: Karakurt’tan tespit edilen Cyclospora cayatensis’in aylara gore dagilimi
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Sekil 5.35: Akhan’dan tespit edilen Cryptosporidium spp.’nin aylara géredagilimi
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Sekil 5.36: Karakurt’tan tespit edilen Cryptosporidium spp.’nin aylara gore dagilinu
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Sekil 5.37: Gokpnar Deresi’nde tespit edilen Cryptosporidium spp.’nin aylara gére dagilimi

Sekil 5.38: Kinyoun Asit-Fast Boyama ile tespit edilen Cyclospora cayatensis
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Sekil 5.39: Kinyoun Asit Fast Boyama ile tespit edilen Cryptosporidium spp.

96



Ayrica T. gondii’nin Standart PZR molekiiler metodu ile toplamda 84 su
ornegi (36 tarla sulamasinda kullanilan baraj ve baraja dokiilen dere sulari, 48 tanesi
mabhalle ¢esmeleri) incelenmis olup PZR ile toplamda 6 (%7.14) 6rnek pozitif olarak
bulunmustur (Tablo 5.13).

Tablo 5.13: PZR ile tespit edilen T. gondii say1 ve yiizdeleri

. incelenen | Pozitif Saptanan
Ornek Allman | . s P
.. Istasyon | Ornek |Ornek Sayisi (n)
Bolge
Sayisi (%)
Mahalle Cesmeleri L 48 0
Biitiin
Ist 1
Ara qulam stasyonlar 48 0%
Pozitif
Gokpmar
Tarimsal Deresi 12 0
Sulamada
Kullanilan Sular
(Vali Recep Karakurt 12 2
Yazicioglu Baraji)
Akhan 12 4
Ara Toplam 36 6
Pozitif %16,66
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Standart PZR molekiiler metodu ile T. gondii B1 gen bolgesi incelendiginde;
sadece Vali Recep Yazicioglu Barajinin Akhan Boélgesinden 3 6rnek pozitif sonug

vermistir.

Standart PZR molekiiler metodu ile T. gondii RE gen bolgesi incelendiginde
ise; Vali Recep Yazicioglu Barajinin Akhan Bolgesinden 2, Karakurt bolgesinden 1
ornek pozitif sonug vermistir. Bu 6rneklerin agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 5.40 ve

Sekil 5.41° de verilmistir.

Tiirkiye’de sucul protozoonlar hakkinda yapilmis ¢ok az c¢alisma vardir.
Molekiiler yontemlerle su drneklerinden T. gondii DNA’simin izole edilmesi ile ilgili
Demirel (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, T. gondii’nin sadece B1 hedef geni
testlenmistir. Bizim c¢alismamizda ise ulasilan literatiir bilgileri dogrultusunda
Tiirkiye’de sulardan T. gondii nin DNA’s1 izole edilerek hem B1 gen bdlgesinin hem
de RE gen bolgesinin ilk kez arastirildig tespit edilmistir.

MNP1234567 389101112

200 be »
100 be »

<+ 194 be

Sekil 5.40: Standart PZR yontemiyle ¢aligilan Denizli il merkezinden alinan su
orneklerine ait PZR firiinlerinin agaroz jeldeki goriintiisi; M:100 b¢ DNA
marker; N: (distile su) negatif; P:T. gondii (Bl gen bolgesi) DNA’s1, 1-2-6:
calisilan su 6rnekleri
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MNP123456789 101112

500 be «— 529b¢

100be

Sekil 5.41: Standart PZR %Ql'?éiniyle calisilan Denizli il merkezinden alinan su
orneklerine ait PZR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii; M: 100 b¢ DNA
marker; N: (distile su) negatif; P: T. gondii (RE gen bolgesi) DNA’s1, 3-8-11:
caligilan su 6rnekleri

Calisma sonucundaki bulgular dogrultusunda Boyama yontemleri ve PZR
metodu ile calisilan su Orneklerinde parazit yogunlugu Vali Recep Yazicioglu

Baraji’nda goriilmistiir. Bunun sebebinin ise;

-Bu barajin Karakurt mahalle bdlgesindeki evlerin atik sularinin iglenmeden

baraja karigmasindan,

-Yaz aylarinda cekilen baraj suyu alaninda biiyiikbas ve kiiclikbas hayvan

otlatmalarmin yapilmasindan,

-Bu baraji besleyen Gokpinar deresinin g¢esitli ¢evresel etmenlerle

kirletilmesinden,

-Baraj etrafina balik¢ilik i¢in ¢evre halkinin bilingsizce baraj suyunu

kirletmesinden kaynaklandig diistiniilmektedir.

Yukarida verilen bulgulara ek olarak ¢aligma kapsaminda bulunmayan bazi
protozoa ornekleri, nematod larva ve alg o6rnegi tespit edilmistir. Bu Orneklerin

gorselleri ve bulunduklari istasyonlar Ek’ te verilmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Hayatimizin vazgegilmezi olan su, tasiyabildigi ¢esitli organik-inorganik
maddeler ve mikroorganizmalarla bir¢ok hastaligin meydana gelmesine sebep

olmaktadir (Miman ve Aktepe 2008).

Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) verilerine gore de bulasici hastaliklarin
%70'1 insanlara sulardan bulasmaktadir. Bagirsak hastaliklari, ishal, Hepatit A,
Hepatit E, dizanteri, koli basili, kolera, parazit infeksiyonlar1 gibi bircok hastalik
suyla bulagsmaktadir. Ozellikle kentsel yerlesimin oldugu bdlgelerde kullanilan igme
suyunun enfektif olmasi durumunda insan sagligini olumsuz etkileyebilmektedir.
Aragstiricilar ¢evre kirliliginin suya karistiktan sonra halk sagligina, c¢evreye ve
ekonomiye ne kadar ¢ok zarar verebilecegini ve bu konu ile ilgili ¢aligmalarin bir an

once etkin hale getirilmesi gerektigini bildirmislerdir (Eren ve dig. 2008).

Kontamine sulardan kaynaklanan hastalik ve salginlarin engellenmesi igin ilk
once insan ve hayvan digkilari iceren atik sularin akarsu, dere, gol veya seyreltme
potansiyeli diisiik olan koy ve korfezler gibi alici ortamlara verilmesinden once
uygun bir dezenfeksiyon islemi yapilmasi gerektigi de bildirilmistir (Uslu ve

Tirkman 1987; Alkan ve dig. 1999; Demirel 2014).

Tiirkiye’de kabul edilen Saglik Bakanligi’na ait ‘‘Insani Tiiketim Amagh
Sular Hakkindaki Yonetmelik’’te belirtilen su kalite kriterleri kapsaminda su kokenli
protozoon tiirlerine yer verilmektedir. Fakat, ‘Su Kirliligi Kontrolii Y6netmeligi’nde
kita i¢1 su kaynaklarinin siniflarina gore kalite kriterlerinde su kdkenli protozoonlara
yer verilmemektedir (Anonim 2004). Kita i¢i su kaynaklarinin hayvansal sulama ve
rekreasyonel amagli kullanimi dikkate alindiginda, bu protozoonlarmn Su Kirliligi

Kontrolii Yonetmeligi'ne dahil edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Su yolu ile bulagan hastaliklardan korunmak igin kontamine suyu dezenfekte
etmekten ¢ok enfekte olmasini 6nlemek Onemlidir. Bu g¢alisma ile de, Denizli il
merkezinde mevcut su kaynaklarmin protozoon parazitler ile kontamine olup

olmadiginin tespit edilmesi amaglanmistir. Calisma bulgularina gore parazit tespit
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edilen bolgelerde gerekli onlemlerin alinmasi i¢in Oneriler sunularak giivenli su

kullaniminin arttirilabilecegi diisiintilmiistiir.

Ulasilan kaynak bilgilerde Tiirkiye’de su kdkenli protozoon parazit tiirlerinin
varliginin arastirildigl calismalarin az oldugu diisiiniilmiistiir. Bu calismanin evreni
olan Denizli il merkezinde Saglam ve dig. ’nin (2015) yaptiklar1 kii¢iik bir 6n
calisma haricinde bir caligmaya rastlanilmamistir. Ayrica Denizli il merkezinde
T. gondii’nin ilk kez molekiller yontemlerle tespit edilmesi ve direkt boyama
yontemleri ile de Giardia spp., Cryptosporidium spp. ve Cyclospora cayatensis
tiirlerinin arastirlldig: ilk detayli calisma olmasi c¢alismanin orjinalligi agisindan

onemli oldugu diigtiniilmektedir.

Yiriitilen yiiksek lisans tez calismasinda Ekim 2017-Ekim 2018 yillar
arasinda Denizli il merkezinden 7 istasyondan toplam 84 su 6rnegi alinmistir. Alinan
su orneklerinde DNA izole edilerek PZR yontemi ile 6 6rnekte (%7,17) T. gondii
pozitif bulunmustur. Trichrome boyama ve direk mikroskobik baki yontemi ile 12
ornekte (%14,28) G. intestinalis Kist formu tespit edilmistir. Kinyoun Asit-Fast
Boyama Yontemi ile de 21 ornekte (%25) Cryptospordium spp. ve 5 ornekte
(%5,95) Cyclospora cayatensis bulunmustur. Ancak arastirma bdlgesindeki 48

mabhalle ¢gesmesinden alinan su 6rneginde herhangi bir parazite rastlanilmamaistir.

Cryptospordium spp. pozitifliginin arastirildign  ¢aligmada; Ayaz (2015)
Giresun ve Samsun illerinde belirlenen istasyonlardan c¢evresel ve igme suyu
orneklerinden DNA izole ederek Nested PZR ile 18S rRNA geni, ilmige Dayali
[zotermal Amplifikasyon (LAMP) yontemiyle SAM-1 hedef geni kullanilarak
parazitin varh@mi arastirmistir. Kullanilan metotlarla, igme suyu orneklerinin hig
birinde Cryptosporidium DNA’sina rastlanmamistir. Ancak arastirict Samsun il ve
ilgelerinden aldig1 240 gevresel su 6rneginin de 101’1 (%42) LAMP yontemi ile 92’si
(%38.3) Nested PZR yontemi ile Cryptosporidium’un varligt agisindan pozitif
bulmustur. Ayrica Giresun il ve ilgelerinden 180 cevresel su Orneginde LAMP
yontemiyle 74 (%41.1), Nested PZR ile 70 (%38.8) Cryptosporidium DNA’sin1
tespit etmistir. Sunulan calismada da benzer olarak Kinyoun Asit-Fast Boyama
Yontemi ile de 21 ornekte (%25) Cryptospordium spp. tespit edilmis ancak igme

sularinda parazite rastlanilmamistir.
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Cryptosporidium ookist yogunlugunun mevsimsel dagilimi agisindan Ayaz
(2015) ilkbahar aylarinda (Mart, Nisan ve Mayis), artis gosterdigini bildirmistir.
Mevcut yiiksek lisans tez ¢alismasinda da bu calismaya paralel olarak Ilkbahar
(Nisan, Mayis), Yaz mevsiminin ilk ayr Haziran aymda artis olmustur. Haziran
ayindaki farkliligin arastirma alani igerisindeki bolgede goriilen iklim sartlarindan, su
orneklerinin biiyiikbas ve kiigclikbas hayvanciligin yogun yapildig1 bolgelerden
alinmasindan ve Ornek alinan bolgede mahallelerin atik sularindan kaynaklanmis
olabilecegi diistiniilmektedir. Cryptosporidium spp. ookistinin aylara gore yogunlugu
Sekil 6.43’te verilmistir. Bu veriler sonucunda bahar aylarindaki yeterli 1s1 ve nemin
parazitin yasam dongiisline ve ookist sayisinin artisina pozitif yonde etki edebilecegi

disiiniilmektedir.
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Sekil 6.42: Tiim istasyonlardan tespit edilen Cryptosporidium spp. ookistinin aylara gore dagilimi

Wilkes ve dig. (2009), tarim arazilerinin yogun oldugu bélgelerdeki yiizey
sularinda Cryptosporidium ookisti, Giardia kisti, patojenik bakteriler ve indikator
bakteriler arasindaki mevsimsel iligskiyi aragtirmiglardir. Calisma sonucuna gore
sonbahar ve kis donemlerinde indikator bakterilerle beraber parazitlerin sayilarinda
artis oldugunu tespit etmislerdir. Bu yiiksek lisans tez c¢alismasinda da
Cryptosporidium spp. ookistleri Sonbahar (Eylil, Ekim) mevisiminde artis

gostermistir.

Giardia spp. pozitifliginin arastirildigi ¢alismada Seferoglu (2014) Giresun

ve Samsun illerinden 45 istasyondan 420 cevresel, 120 i¢cme suyu Orneginde
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DNA izole edilerek Nested PZR ile 18S rRNA geni, Semi Nested PZR ile GDH
hedef geni ve ilmige Dayal1 izotermal Amplifikasyon (LAMP) metotlariyla parazitin
varligini arastirmistir. Kullanilan {i¢ metotla da, Samsun ve Giresun illerinden alinan
igme suyu Orneklerinin hi¢ birinde Giardia DNA’sina rastlamamigtir. Samsun il ve
ilcelerinden alinan 240 ¢evresel su 6rneginin 141°1 (%58.7) LAMP yontemi ile 125’1
(9%52.1) Nested PZR yontemiyle, 120’si (%50) Semi Nested PZR yontemi ile pozitif
bulmustur. Giresun il ve ilgelerinden alinan 180 ¢evresel su Orneginde LAMP
yontemiyle 55 (%30.5), Nested PZR ile 50 (%27.8), Semi Nested PZR yontemiyle
47 (%26.1) Giardia DNA’s1 tespit etmistir. Ayrica ¢alismada ilkbahar ve sonbahar
mevsimlerinde yagislara paralel olarak parazit kist yogunlugunun arttigi veya
azaldigida goriilmiistiir. Mecvut tez ¢alismasinda da Seferoglu’nun (2014) yapmis
oldugu calisma ile parazit kist yogunlu mevsimsel olarak benzerlik gostermektedir.

Sekil 6.43°te Giardia spp. kistlerinin aylara gore dagilimi verilmistir.
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Sekil 6.43: Tiim istasyonlardan tespit edilen Giardia spp.’nin aylara gore dagilimi

Castro-Hermida ve dig. (2009), 2007 yilinda ilkbahar-yaz-sonbahar-kis
doneminde Ispanya’nin Tambre Irmagi hattinda 22 noktadan, kaynaktan, orta
biiyiikliikkte bir 1rmaktan ve 3 Onemli 1rmak agzindan 50L’lik su Ornegi

toplamiglardir. Calisma sonucunda su 6rneklerindeki Cryptosporidium ookist miktart
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ve Giardia kist miktar1 sonbahar ve kis aylarina gore bahar ve yaz aylarinda ¢ok
yiiksek ¢ikmistir. Yapilmis olan bu yiiksek lisans tez ¢calismasinin da mevcut verileri

bu ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.

Seferoglu (2014) mevsimsel olarak, giyardiosisin yazlar1 ve erken sonbaharda
daha fazla goriildiiglinii ve hastaligin belli derecede mevsimsel karakter tasidigini
bildirmistir. Ancak giyardiosisin mevsim ile olan iliskisinin tam olarak

aydinlatilmadiginda belirtmistir.

Tez calismasi kapsaminda T. gondii’nin B1 gen bolgesi arastirilirken Fallahi
ve dig. (2014) yapmis oldugu ¢alisma referans alinmistir. Fallahi ve dig. (2014)
toxoplasmozun erken tanisinin hem hastaligin 6nlenmesinde hem de hastaligin
kontrolii {izerine katki saglayacagi diisiincesi ile T. gondii’nin B1 ve RE gen
bolgeleri hedef alinarak Nested PCR yontemi ile karsilastirilmistir. Calisma icin
16semili ¢ocuklardan kan 6rnegi alinip T. gondii antikorlart agisindan test edilmistir.
Sonug olarak drneklerin %82’si ve %68’inde RE gen bolgesi ve B1 hedef genini 194
b¢’de pozitif olarak bulmuslardir. Sonuglari RE gen bolgesinin, T. gondii'nin

saptanmasi i¢in B1 hedef geninden daha hassas oldugunu gostermistir.

Sunulan ¢alismada da su 6rneklerinden DNA izole edilerek T. gondii’nin B1
hedef genine bakildiginda Vali Recep Yazicioglu Barajinin sadece bir bdlgesinde
(Karakurt) pozitif sonug verirken (194 bg¢’de), RE gen bolgesi ile testlendiginde her
iki bolgede (Karakurt ve Akhan) de pozitif sonug verdigi gorilmiistiir. Boylece RE
gen bolgesinin Bl gen bolgesine gore daha etkili bir sonug¢ verebilecegi

diistiniilmektedir.

Ayrica Homan ve dig. (2000) yilinda yapmis olduklar1 bir g¢aligmada
T. gondii genomunda 200-300 kat tekrarlanan 529 b¢’lik (RE gen bolgesi) bir
fragman tespit etmislerdir. Caligmada beyinleri T. gondii ile enfekte edilmis fareler
kullanilmistir. Calisma sonunda bu baz ¢iftinin T. gondii’nin teshisinde ¢ok hassas
oldugunu ve spesifik bir PCR yontemi gelistirilebilecegini bildirmislerdir. Bu tez
calismasinda T. gondii RE gen bolgesi igin yapilmis olan bu calima referans

alinmigtir ve T. gondii RE gen bdlgesi 529 b¢’de tespit edilmistir.

Demirel (2014) Ordu ve Giresun il merkezinde ki su 6rneklerinden DNA

izole edilerek T. gondii’nin 18S rRNA ve B1 hedef geni Standart Polimeraz Zincir
104



Reaksiyonu (PZR), Nested PZR ve Ilmige Dayal1 Izotermal Amplifikasyon (LAMP)
metotlarini kullanmistir. Sunulan c¢alisma ile benzer sonuglar elde edilmistir. Ciinkii
Ordu ve Giresun illerinden alinan cevresel su Orneklerinde LAMP yontemiyle,
Nested PZR teknigiyle ve Standart PZR teknigi ile Toxoplasma DNA’sin1 tespit
edilmis olup, igme suyu Orneklerinde ise Toxoplasma DNA’s1 tespit edilememistir.
Yapilan tez caligmasinda da tarimsal sulama sularinda 66 (%7,14) 6rnek pozitif

olarak bulunmustur. igme sularinda ise Toxoplasma DNA’s1 tespit edilememistir.

Cyclospora ookistlerinin yapildigi c¢alismada; Tram ve dig. 2008 yilinda
Vietnam’in Hanoi bélgesinde ishalli disk1 6rnekleri, bitki ve marketlerden alinan su
orneklerinde parazitin prevalansini, bitki orneklerinde %11,8 oraninda ¢iftlik

orneklerinde ise %8,4 oraninda bildirmislerdir.

Yine Karaman ve dig. (2013%) yilinda ¢alismada Samsun Il Merkezi’nden 228
su ornegini direkt baki, kinyonun asit fast, modifiye trichrome ve trichrome boyalari
ile incelemislerdir. Calisma sonucunda 142 Giardia sp., 132 Cryptosporidium spp.,
56 Cyclospora spp., 38 Microsporidia, 47 Blastocystis spp, 38 Entamoeba coli kisti,
18 Dientemoeba, 9 Chilomastix, 9 Strongyloides spp. 6, kancali kurt tespit
etmislerdir. Mevcut veriler 1g18inda bu tez calismasinda da tarimsal sulama sularinda

Cyclospora cayatensis varligi tespit edilmistir.

Cyclospora cayatensis epidemiyolojisinde mevsimsel yagmurlarin ve igme
sularmin kalitesinin rolii oldugu bildirilmistir. Amerika’da Chicago Hastanesi’nde
1990 yilinda goriilen kiiciik ¢apli bir salginda 21 personelde bu parazit saptanmis ve
kaynak olarakta personelin yatakhanesinde kullandig1 su gosterilmistir (Ozcel 2007)

Cyclospora cayatensis infeksiyonunda Amerika ve Kanada’da yurtdisindan
ithal edilen gesitli meyve (yaban mersini, ahududu, bogiirtlen gibi) ve sebzelerin
(yesil salatalar ve ozellikle taze iri yaprakli Italyan feslegeni) tiiketilmesinin
bulagsmada etkili oldugu gosterilmistir. Cyclosporiasisde mevsimsel bir dongi oldugu
diistinilmektedir. Tirkiye’de ozellikle yagmur mevsimlerinde olgu sayisinda artis
bildirilmistir (Ozcel ve dig. 2009). Sekil 6.44’te de Cyclospora cayatensis’in aylara
gore dagilimi verilmistir. Bu veriye gore ilkbahar aylar1 (Nisan, Mayis) ve Sonbahar
mevsiminin Eylil ayinda, mevsimsel olarak yagislarin bol oldugu doénemlerde

Denizli il merkezindeki tarimsal sulama sularinda parazitin varlig: tespit edilmistir.
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Ayrica bu parazitin varliinda hayvanciligin ve tarimin yaygin olarak yapilmasinin
yan1 sira baraj etrafinin ve baraj suyu ¢ekilinde baraj icinin otlak alanmi olarak
kullanilmasi, atik sularin hi¢bir islemden gegirilmeden baraj suyuna karigsmasindan

kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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Sekil 6.44: Tiim istasyonlardan tespit edilen Cyclospora cayatensis’in aylara gore dagilimi

Caligma boyunca Recep Vali Yazicioglu Barajina bolgedeki yerlesim
yerlerinin evsel atik sular1 ve kanalizasyon sularinin higbir igleme tabi tutulmadan
baraj suyuna karistigi goriilmiistiir. Bu durumun ileride yasanilabilecek kontamine
olmus sular yoluyla yayilan infeksiyon riskinin artmasina sebep olabilecegi kanisina

varilmistir.

Bu kapsamda c¢alismanin ozellikle atik su aritma tesislerinde saglikli ve
giivenli bir ¢alisma ortami olusturulmasina, su kirliligi ve halk saghg ile ilgili
mevcut yasa ve yonetmeliklerin gézden gecirilerek yeni yasa ve yoOnetmeliklerin
cikarilmasina ve dogru aritim teknolojilerinin uygulanabilmesine 151k tutacag:
distiniilmiistiir. Ayrica igme ve kullanma sulariminda parazit kontaminasyonun
olusturdugu risklerin ve korunma yollar1 ile ilgili bilgilendirme semineri ve

brostirlerinin yapilmasinin gerektigi onerileri sunulmustur.
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