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OZET

MARDIN iLINDEKI SU KAYNAKLARINDA CRYPTOSPORIDIUM PARVUM’UN
VARLIGININ ARASTIRILMASI

Volkan CUHADAR
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez Yéneticisi: Dr.Ogr.Uyesi Mustafa SENGUL

Ocak 2023, 91 Sayfa

Cryptosporidium tirleri diinya ¢apinda yaygin olarak bulunan ve ishale neden
olan etkenler arasinda 6nemli bir yere sahip olan protozoon parazittir. Cryptosporidium;
immunsupresif hastalarda agir ishallere hatta olimlere neden olabilmektedir. Ayrica
Cryptosporidium’un bulagsma yollarindan birinin icme sulari olmasi nedeniyle halk
sagligini da tehdit edebilmektedir. Bu tez c¢alismasinda Mardin ilindeki su
kaynaklarinda Cryptosporidium varliginin arastinlarak elde edilecek verilerin,
kontamine su kaynaklarinin kullaniminin engellenmesi icin gerekli dnlemlerin alinmasi

konusunda yol gosterici olmasi amaglanmigtir.

Bu tez calismasinda Nisan ve Mayis 2022 tarihleri arasinda Mardin ili ¢evre
sularindan toplanan 56 su numunesinde Cryptosporidium’un varliginin saptanmasi igin
iki gesit ydntem kullanilmistir. ilk olarak su numunelerinden elde edilen preparatlar
kinyoun asit-fast boyama, negatif boyama ve safranin-metilen mavisi boyama yontemi
ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelenmesi ile ookistlerin varligi arastiriimistir. ikinci
olarak su numunelerinde immunokromatografik hizli kaset test ile Cryptosporidium
6zgul antijeni aranmistir. Elde edilen sonuglar karsilastirilarak s6z konusu ydntemlerin

Cryptosporidium varhginin tespitine katki saglayip saglamadigi arastiriimistir.

Yapilan tez calismasi ile toplanan 56 su numunesinden kinyoun asit-fast ile
boyanan 5 adet numunede (%8,92) pozitiflik saptanirken; negatif boyama, safranin-
metilen mavisi boyama ve hizli kaset test yontemi ile 2 adet numunede (%3,57)

pozitiflik saptanmistir.
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Sonug olarak; Mardin ili ¢gevresel su kaynaklarindan ylizeyel yayilan sularda
Cryptosporidium kontaminasyonuna rastlanmistir. Su humunelerinde Cryptosporidium
tespiti icin en uygun boyama yonteminin kinyoun asit-fast yontemi oldugu anlasiimistir.
Ayrica 6zgul antijen arayan diger tani testlerine gore daha disuk maliyette olan hizli
kaset test yonteminin sadece parazit titresi yiksek olan drneklerde Cryptosporidium

varhiginin hizli bir sekilde tespitine katki sagladigi gorilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium, Mardin, Kinyoun Asit-Fast boyama, Hizl kaset
test
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ABSTRACT

A RESEARCH ON THE PRESENCE OF CRYPTOSPORIDIUM PARVUM IN WATER
RESOURCES IN MARDIN

Volkan CUHADAR
Master Thesis, Department of Medical Microbiology
Supervisor: Asst. Prof. Mustafa SENGUL
January 2023, 91 Pages

Cryptosporidium species are common protozoan parasites worldwide and have
an important place among the agents that cause diarrhea. Cryptosporidium can cause
severe diarrhea and even death in immunosuppressed patients. It also threatens public
health due to drinking contaminated water. In this thesis study, it was aimed to
investigate the presence of Cryptosporidium in the water resources in Mardin and to
use the data obtained as a guide to take necessary precautions to prevent the use of
contaminated water resources.

In this thesis, two different methods were used to detect the presence of
Cryptosporidium in 56 water samples collected from the surrounding waters of Mardin
between April and May 2022. Firstly, the presence of oocysts in water samples were
examined by kinyoun acid-fast staining, negative staining, and safranin-methylene blue
staining method under a light microscope. Secondly, the immunochromatographic rapid
test casette was used to detect Cryptosporidium-specific antigens in water samples. By
comparing the test results, it was investigated whether these methods contribute to the
detection of Cryptosporidium.

Among the 56 water samples, five samples (8.92%) stained with kinyoun acid-
fast had Cryptosporidium, and two samples (3.57 %) analyzed by negative staining,
safranin-methylene blue staining, and immunochromatographic rapid test casette had
Cryptosporidium.

In conclusion, Cryptosporidium contamination was found in surface water from
environmental water resources in Mardin. The kinyoun acid-fast method was found to
be the most suitable staining method for detecting Cryptosporidium in water samples.
Besides, the rapid casette test method, which is more cost-efficient than other antigen
diagnostic tests, contributes to the rapid detection of Cryptosporidium presence only in
samples with high parasite titer.

Keywords: Cryptosporidium, Mardin, Kinyoun Acid-Fast staining, Rapid test

casette
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1. GIRIS

Sanayilesme ve kent nUfusunun son zamanlarda artmasi nedeniyle yasanan
kirlilik, canhlarin yagamsal faaliyetlerini surdurmeleri igin gerekli olan temiz su
kaynaklarina ulasimi zorlagtirmaktadir. Diger taraftan dunyamizda yasanan iklim
degisikligi nedeniyle olusan seller ve kuraklik insanlarin kaliteli ve vyeterli su
kaynaklarina ulagsmasindaki bagka bir engeldir. S6z konusu nedenlerden dolayr hem
dinyada hem de su fakiri olan Turkiyede su kaynaklarinin kirlenmesi ve azalmasi
bulasici hastaliklarin yayilmasinin éntnt agmaktadir.

Su kaynaklarinin kirlenmesi neticesinde meydana gelen bulagici hastaliklar
onemli birer halk saghg sorunu halini almaktadir. Yapilan arastirmalarda toplumsal
salginlara neden olabilen bu hastaliklarin en énemli etkenleri arasinda protozoonlarin
Ozellikle de Cryptosporidium’un yer aldigi gorulmustir (Ryan vd 2018).

Cryptosporidium; kuguk ¢ocuklarda ve bagisikligi baskilanmis kisilerde siddetli
ishalin kiresel nedenlerinden biri olan protozoon bir parazittir (Xiao ve Griffiths 2020).
Glnimuzde 152'den fazlasi memeli olmak lGzere 200'G askin hayvanda 40’dan fazla
tur ve genotip belirlenmistir (Ryan vd 2021, Luka 2021). C. parvum ve C.hominis turleri
insan enfeksiyonlarinin  %90’'nindan sorumludur (Caccid ve Putignani 2014).
Cryptosporidiumun neden oldugu enfeksiyon ‘Kriptosporidiyoz’ olarak adlandirilir (Xiao
ve Griffiths 2020). Kriptosporidiyoz olgularinda baslica bulasma kaynagi fekal-oral
yoldur. Cryptosporidium kontamine su ve yiyeceklerin tiketiimesiyle ya da enfekte
hayvan ve insanlarla yakin temas ile bulagsmaktadir (Pinto vd 2022). Gastrointestinal
epitel hiucrelerini enfekte eden Cryptosporidium, bagisiklik sistemi saglam vakalarda
distal ince bagirsaklarda ve proksimal kolonda yogunlagirken bagisiklik yetmezligi
bulunan vakalarda bagirsak ve solunum yolu gibi viicudun diger bdlgelerine yayilabilir
(Caccid ve Putignani 2014). Bagirsak yerlesiminde kolerada gérilen ishale benzer bol
miktarda sulu ishal, daha nadir olarak bas ve kas agrilari, hafif ates, halsizlik, kuvvet ve
istah kayiplari yasanabilmektedir (Abeledo-Lamerio, 2019). Hastalhgin tanisi Modifiye
Ziehl-Neelsen asit fast sicak boyama yéntemi, Kinyoun’un asit fast souk boyama
yontemi, Heine'nin "negatif boyama teknidi", floresan bazl auramin fenol, safranin
metilen mavisi boyama gibi farkli boyama yéntemlerinin yani

sira immunokromatografik test, enzim baglantili immunosorbent testi (ELISA) gibi



antijenik yontemler ile yapilabilmektedir (Adeyemo vd 2018, Xiao ve Griffiths 2020).
Ayrica polimeraz zincir reaksiyon (PCR), floresan in situ hibridizasyon (FiSH) gibi

molekiler ydntemlerle etkenin tiplendirmesi yapilabilmektedir.

1.1. Amag

Mardin ilindeki su kaynaklarinda Cryptosporidium parvum’un mikroskobik ve
antijenik olarak varliginin saptanmasi amaciyla diizenlenen bu tez calismasindan elde
edilen bilgiler 1s1§inda orta vadedeki amag; yapilan tez ¢alismasinin sonucunda elde
edilecek verilerin paylasilarak enfekte sularin kullaniminin énlenmesidir. Uzun vadede
ise s6z konusu bu veriler i1siginda Mardin ili ve ilgelerindeki su kaynaklarinda C.
parvum ile kontamine oldugu tespit edilen alanlarin parazit yikunu, bulasimi ve
yayllmasini 6nleme amagh stratejik bir plan olusturulmasina yardimci olunmasi

amaglanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER

2.1. Tarihge

Kriptosprodiyoz, 1907 yiinda Edward Ernst Tyzzer tarafindan farelerin mide
bezlerinde kesfedilen protozoon bir parazit olan Cryptosporidium’un neden oldugu bir
hastaliktir. 1910 yilinda Tyzzer, bu parazitin ookistlerde sporokist icermedigini ve hala
konak hicre duvarina bagliyken sporlastigini fark etti. Bu nedenle Tyzzer, parazitin
cinsini Yunancada 'gizli' anlamina gelen Cryptosporidium, tlrunu ise Cryptosporidium
muris olarak adlandirdi. Tyzzer ayrica yiyecekleri kontamine eden sporlarin fekal
bulasmasini tanimladi. Tyzzer 1912 yilinda yeni bir tir tanimladi ve isimlendirdi. C.
muris ookistlerine (6-8 um) kiyasla boyut olarak daha kiguk (4-5 um) ookistler Ureten
bu tire “Cryptosporidium parvum” adini verdi. Tyzzer deneysel olarak enfekte ettigi
farelerde yaptigi incelemede; C. parvum'un daha kiguk oldugunu ve sadece ince
bagirsakta gelistigini gostererek C. muris'ten ayirdi. C. parvum'un kesinlikle hiicre disi
olmadigi, ancak konak hiicre ylzeyinden ¢ikinti yapiyor gibi gérindigu icin hicre igi
olarak kabul edilemeyecedi sonucuna vardi. Tyzzer, Cryptosporidium’un geligim
evrelerini tavuk ¢cekum epitelinde bularak kus kriptosprodiyozunu ilk bildiren kisi de
olmustur. Cryptosporidium’un ilk olarak hastalik ve o6limle olan iligkilendiriimesine
neden olan olay hindilerde yasanan diyare ve 6lim vakalari olmustur. 1951 yilinda
yasanan bu olaylar Cryptosporidium meleagridis’in kesfine neden olmustur (Dubey vd
1990). Ancak Cryptosporidium, 1971 yilinda buzagilarda enteritin nedeni oldugunun
anlasiimasina kadar ilgi cekmemistir. 1976'da dnce Nime vd kronik ishal ile seyreden 3
yasindaki bir cocukta, daha sonra da Meisel vd immun sistemi baskilayan ilag kullanan
bir ciftcide ilk insan kriptosprodiyoz vakalarini bildirmislerdir (Kagmaz 2015).
Cryptosporidium birgok hayvan tiruinde tanimlanmasina ragmen kriptosprodiyozun
1980'lerin baglarinda yasanan HIV-AIDS salginina kadar ¢ok énemli bir hastalik oldugu
dusunudlmemistir (Thomson 2016). 1982 yilinda Boston, Los Angeles, Newark, New
York, Philadelphia ve San Francisco'daki Hastalik Kontrol Merkezlerine basvuran 21
erkekte AIDS ile baglantili Cryptosporidium’un neden oldugu ciddi uzun sureli ishal

oldugunu bildirilmigtir. Bu tarihten sonra Cryptosporidium’'un teshis, tedavi ve



onlenmesine yonelik tip ve veteriner ilgisi, tim dinyada énemli élgtide artmistir (Dubey
vd 1990).

2.2. Siniflandirma

Cryptosporidium, omurgalilarin her yerde bulunan enterik protozoon patojenidir.
50 yildan uzun bir stiredir insanlar ve evcil hayvanlarda bir hastalik nedeni olarak kabul
edilmesine ragmen, biyolojisi ve ekolojisi ile ilgili temel sorular ancak son zamanlarda
¢cOzulebilmistir. Molekuler aracglarin ortaya ¢ikmasiyla, parazitin tur sayisinda hizl bir
sekilde artis yasanmistir. Tarlerin ¢ogunlugu genetik farkhlik ve konak temelinde
aciklanmaktadir. Cryptosporidium'da tur sinirlamasi; buyuk él¢cide Xiao vd tarafindan
belirlenen; ookist morfolojisinin tanimi, dogal konak spesifikliginin tanimi, genetik
karakterizasyonlar ve Uluslararasi Zoolojik Adlandirma Koduna (ICZN) uygunluk
seklinde dort kritere dayandiriimigtir. Son on yilda her yil neredeyse bir yeni tar
Onerilmis olup gunimuzde 152 tanesi memeli hayvanlarda olmak Uzere 200’0 askin
hayvanda, en az 44 tur ve 120’nin tstinde genotip belirlenmistir (Ryan vd 2021, Luka
2021). Baglangigta Cryptosporidium turleri de siklikla izole olduklari konakgiya gore
adlandiriimistir.  Molekuler yontemlerin  gelisimiyle birlikte DNA  belirtecleri,
Cryptosporidium tarlerinin tanimlanmasinda kullaniimig olup tir dizeyinde tanimlama,
hem hiperdegisken hem de korunmus dizilerin varligindan dolayl en yaygin olarak ss
rRNA geni kullanilarak gercgeklestirilmistir (Ryan vd 2021). Su anda adlandiriimis ¢ogu
tir, tam veya kismi olarak ss rRNA geni kullanilarak tanimlanabilir. Bu ydntem
Cryptosporidium cinsinin tamaminin filogenetik olarak yeniden yapilandiriimasina izin
veren retrospektif bir "barkod" gorevi goriir (Slapeta 2013). DNA belirtegleri ile yapilan
tir tanimlamasinin bazi sinirlamalari vardir. Ozellikle ss rRNA’nin alt tip tanimlamasina
ve populasyon analizine izin vermedigi anlasiimistir. S6z konusu sinirlamalar nedeniyle
yapilan arastirmalarda aktin, 60 kDa glikoprotein geni (gp60), 1si soku proteini 70
(hsp70) ve Cryptosporidium ookist duvar protein geninin (COWP) bulundugu diger
lokuslarin da tir dizeyinde tanimlamada kullanilabilecegi belirlenmistir (Xiao ve Feng
2017).



Tablo 2.1 Cryptosporidium’un Siniflandirmasi; (A) (Akalin 2018), (B )Taxonomicon,

2021, (Ryan vd 2021) kullanilarak modifiye edilmistir.
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Cryptosporidium, 1907'de ilk olarak tanimlandiginda benzer yasam déngusu

Ozelliklerine sahip olmasi nedeniyle Coccidia icinde Asporocystidae ailesine
yerlegtirilmigtir. Son zamanlarda Cryptosporidiumun molekiler yapisi, konak ve tir
cesitliliginin tespiti igin kullanilan molekiler yéntemler ile parazitin konak disinda
¢ogalabildigini gbsteren kiltir ydntemlerinin gesitliliginin artmasi sonucu parazit
hakkinda daha fazla bilgi sahibi olunmustur. Yapilan molekiler filogenetik arastirmalar
neticesinde parazitin apikoplastinin olmamasi, konak hicresinde episeliler ve
ekstraselller yerlesim, ¢ogalma asamalarinin benzer olmasi, gelisim asamalarinin
morfolojilerinin pleomorfik ve paraziti gevreleyen ortama bagli olmasi, dort adet ¢iplak
sporozoit iceren ancak sporokist icermeyen ookistler, epimerit benzeri beslenme
organelinin olmasi gibi 6zellikleri bakimindan gregarinlerle benzerlik gdsterdigi
anlasiimistir. Bu nedenle uzun yillar coccidia alt sinifinda oldugu (Tablo 2.1-a)
dusunulen Cryptosporidiumun taksonomisi, 2014 yilinda Cavalier-Smith tarafindan 18S
ribozomal RNA verilerine dayanarak revize edilmis ve Cryptosporidium Coccidia'dan
gregarinlere aktarilarak Gregarinomorphea sinifi iginde yeni olusturulan Cryptogregaria
adh bir alt sinifa yerlestirilmistir. 2019 yihinda Adl vd tarafindan bu siniflandirma
Gregarinasina icindeki Cryptogregarinorida alt sinifi olarak degistirilmistir (Tablo 2.1-b).
Bazi arastirmacilar da Cryptosporidium’un gregarinlerden farkh bir soyu temsil ettigini
ve acikca daha fazla taksonomik revizyonun gerekli oldugunu diastinmektedir.
Cryptosporidium’un apicompleksanlarin en erken farklilasan soyu oldugu &ne

surdlirken, diger calismalar birden fazla bagimsiz kéken dnermektedir (Ryan vd 2021).



Cryptosporidium i¢in tanimlanan 44 tir ve 120'den fazla genotipten 19 tir ve 4
genotip insanlarda rapor edilmigtir. C. hominis ve C. parvum, insan enfeksiyonlarinin
%95'inden sorumludur ve bunu C. meleagridis, C. felis ve C. canis izlemektedir (Ryan
vd 2021). C. parvum ve C. hominis, 2002'de ayrilana kadar, blytk o6lctide farkh konak
tropizmleri ve molekiler belirtecler nedeniyle, C. parvum'un iki alt tipi olarak kabul
edildi. 18S ribozomal RNA analizinde ayirt edilemeyen farklilik, 2004 yilinda gp60 geni
ile yapilan analizde anlasiimigtir. C. hominis ve C. Parvum’un %96 oraninda nukleotid
Ozdesligi icerdigi ancak farkl turler olduklar 6nerilmistir. Yine gp60 analizi sonucunda;
C. parvum, insanlar1 enfekte eden C. parvum anthroponosum (C.p.anthroponosum) ve
hayvanlari enfekte eden C. parvum parvum (C. p. parvum) adh iki dala aynlmigtir
(Kissinger 2019). C.p.anthroponosum, C. p. parvum, C. hominis arasinda yapilan
karsilastirmali genom analizinde bu soylarin genetik hibridizasyon gecirdigi tespit
edilmis olup tespit edilen rekombinasyon olaylarinin ¢ogunun, virilans ve konak
etkilesimleri ile iligkili genler igin ortak bir sicak nokta olan subtelomerik bdlgelerde
bulundugu anlagiimistir (Kissinger 2019).

Cryptosporidium tdrleri, konak araliginda farklilik gésterir. Parazit ve konagin
birlikte evrimi, konak adaptasyonu ve cografi ayrilma gibi nedenler baslica insan
patojenik tlrleri olan C. parvum ve C. hominis icinde benzersiz fenotipik 6zelliklere
sahip alt tip ailelerin olusumuna yol agmistir. iletim yodunlugu, genetik gesitlilik ve
genetik rekombinasyonun ortaya c¢ikisi populasyonun genetik yapilarini daha da
sekillendirmistir. Her tarin, farkh konak araligi ve / veya virtlans / bulasicilik i¢in birden
fazla alt tip ailesi vardir. Bu alt tip aileleri geleneksel olarak C hominis igin la, Ib, Id, le,
If, vb.; C. parvum icin lla, llb, llc, lld, vb; ve C meleagridis igin llla, b, llic, llid, vb.
olarak adlandirilir. Her bir aile igindeki alt tipler, TCA (A harfi ile temsil edilir), TCG (G
harfi ile temsil edilir) veya TCT (T harfiyle temsil edilir) tekrarlarinin sayisi ile
adlandinlir. En yaygin alt tipler, sirasiyla C. hominis ve C. parvum igin IbA10G2 ve
laA15G2R1'dir. C. parvum genis konak 6zgulligine ve ylksek genetik heterojenlige
sahiptir. Timu farkl konaklarda bulunmakla birlikte C. parvum alt tip ailesinde en
yaygin bulunan alt tipler lla, lic ve Ild'dir (Feng vd 2018).

Tdm bu taksonomi ¢aligmalarinda Cryptosporidiumun siniflandiriimasi belli bir
standarda oturtulmaya calisiilmigsa da parazitin konak cesitliligi, yogun genetik
rekombinasyon varlidi ve kullanilan yeni yontemlerle parazitin biyolojisi hakkinda yeni
bilgilerin elde edilmesi nedeniyle parazit siniflandirmasinin yeni degisikliklerin

yasanma olasiliginin yuksek oldugu gozlenmektedir (Feng vd 2018, Ryan vd 2021).



Tablo 2.2 Gunimuze kadar tanimlanan Cryptosporidium turleri (Ryan vd 2021)

Tiir Adi Konak Tipi Ana Konak insanda Bulag Durumu Referans
C. myocastoris Nutria (Myocastor coypus) Kemirgenler Rapor Edilmedi Jezkova vd 2021a
C. abrahamseni Kirmizi Gézli Tetra Baligi Balik Rapor Edilmedi Zahedi vd 2021
C. ratti Kahverengi Sigcan Kemirgenler Rapor Edilmedi Jezkova vd 2021b
C. bollandi Melek Baligi ve Astronot Baligi Balik Rapor Edilmedi Bolland vd 2020
C. ornithophilus Deve Kusu Kuslar Rapor Edilmedi Holubova vd 2020
C. proventriculi Sultan Papagani Kuslar Rapor Edilmedi Holubova vd 2019
C. microti Tarla Sigani Kemirgenler Rapor Edilmedi Horcickova vd 2019
C. alticolis Tarla Sigani Kemirgenler Rapor Edilmedi Horcickova vd 2019
C. occultus Kahverengi Sigan Kemirgenler Ong vd 2002; Xu vd 2020,2020a; Kvac vd 2018
Yayimlanmamis (GenBank girig
kodu HQ822146)
C. apodemi Sirti Cizgili Orman Faresi Kemirgenler Rapor Edilmedi Condlova vd 2018
C. ditrichi Sari Boyunlu Orman Faresi Kemirgenler Beser vd 2020; Lebbad vd 2021 Condlova vd 2018
C. homai Ginepig Kemirgenler Rapor Edilmedi Zahedi vd 2017a
C. testudinis Rus Kaplumbagasi Sdrtngenler Rapor Edilmedi Jezkova vd 2016
C.ducismarci  Kaplumbaga Sdrungenler Rapor Edilmedi Traversa 2010, Jezkova vd 2016
C. avium Kirmizi Onlii Muhabbet Kusu Kuslar Rapor Edilmedi Holubova vd 2016
C. proliferans Kuzeydogu Afrika Késtebek Sicani Kemirgenler Rapor Edilmedi Kvac vd 2016
C. rubeyi Kaliforniya Tarla Sincabi Kemirgenler Rapor Edilmedi Livd 2015
C. huwi Lepistes,Neon Tetra,Kaplan Dikeni Balik Rapor Edilmedi Ryan vd 2015
baliklar
C. erinacei Bati Avrupa Kirpisi Kirpi,Atlar Kvac vd 2014a; Garcia-R vd Kvac vd 2014b
2020; Lebbad vd2021
C. scrofarum Domuz Domuzlar Kvac vd 2009a; 2009b Kvac vd 2013
C. viatorum insan Kemirgenler Fazla sayida raporlama Elwin vd 2012a
C. tyzzeri Fare Kemirgenler Sulaiman vd 2005; Raskova vd Ren vd 2012
2013; Garcia-R vd 2020
C. ubiquitum Sigir Gevis getirenler, Fazla sayida raporlama Fayer vd 2010

Kemirgenler,
Primatlar




Tablo 2.2 (Devam) Gunimize kadar tanimlanan Cryptosporidium tirleri (Ryan vd 2021)
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Ryan vd 2008
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Ryan vd 2004

Pavlasek 1999,Ryan vd 2003a
Alvarez-Pellitero ve Sitja-Bobadilla 2002
Morgan-Ryan vd 2002
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Lindsay vd 2000

Pavlasek vd 1995

Current vd 1986

Levine 1980

iseki 1979

Vetterling vd 1971

Slavin 1955

Tyzzer 1912
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2.3. Yapisi ve Yagsam Dongisii

Karyotipik analizler sonucunda Cryptosporidium'un 0.945 ila 2.2 megabaz
arasinda degisen sekiz kromozom icerdigi ve haploid genom boyutunun yaklasik
toplam 10 Mb oldugu anlasiimistir. Ek olarak, C. parvum'un iki klicik kromozom disi
sitoplazmik virls benzeri ¢ift iplikli RNA'ya (sirasiyla 1.786 ve 1.374 nukleotit) sahip
oldugu gdosterilmistir. Enerji metabolizmasi blyuk olcliide glikolizdir ve parazite ¢evresel
esneklik saglayan hem aerobik hem de anaerobik metabolizmalar mevcuttur. Konaktan
besin alimina blyuk bir bagimlilik oldugunu goésteren sinirli biyosentetik yetenekler ve
minimal metabolizma bildiriimigtir. Konaktan temel besin maddelerinin alinmasini
saglayan genis bir taslyici dizisi kesfedildigi bildiriimigtir. Genom dizi analizleri
sonucunda, Cryptosporidium ttrlerinin apikal kompleks organellerle iligkili genlere sahip
olduklari anlasilmistir. Ancak apikal kompleks organelleri bulunan Cryptosporidium’un
bir apikoplasttan yoksun oldugu ve sadece genomunu kaybeden dejenere bir
mitokondriye sahip oldugu gosterilmistir (Bouzid vd 2016).

Parazit gecisi; enfekte konaklardan salinan dért sporozoit iceren ve c¢evre
kosullarina dayanikli hiicre duvarina sahip ookistlerle dogrudan temas, ookislerin kirli
su veya yiyecek tuketimi yoluyla yutulmasiyla gergeklesir. S6z konusu parazit gegisi ile
enfektif dongl baglar. Parazit izolatina bagl olarak degismekle birlikte enfeksiyoz
dozun 10 ookist oldugu rapor edilmistir. Cryptosporidium cinsinin Gyeleri, tim gelisim
asamalarini tek bir konakta tamamlar (O’hara ve Chen 2011, Tandel vd 2019).

Cryptosporidiumun yasam doéngusu evreleri:

Ekskistasyon
Merogoni (Aseksitel Cogalma)
Gametogoni (Seksuel Cogalma)

Dollenme (Fertilizasyon)

a > w DN Re

Sporogoni ve ookist duvarinin olusmasidir.

Cryptosporidium’un yasam donglsu evrelerini  daha detayl olarak
inceledigimizde ise ortaya konan genel 6zellikler su sekilde agiklanmaktadir (Lendner
ve Daugschies 2014, Guérin ve Striepen 2020);

1. Enfekte konaktan sporlanmis, dort enfeksiydz sporozoit iceren ookistler digki ile
atilir. Cryptosporidium'un yasam déngusu ¢evresel sartlara direngli bu oositlerin
yutulmasiyla baslar (Sekil 2.1-b). S6z konusu ookistlerden ince bagirsagin Ust
kisimlarinda ekskistasyon sonucu sporozoitler ¢ikar. Kayma hareketi ile gog¢

eden sporozoitler bagirsak hucrelerine baglanir ve konak bagirsak epitel
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hicresine nifuz eder. Sporozoitin ¢evresinde intraselliler ve ekstrasitoplazmik
yerlesime sahip parazitoforlu vakuol olusur.

Parazitoforlu vakuol icindeki sporozoitler, trofozoitlere déntsur. Trofozoitlerden
asekslel ¢cogalmadan sonra 6-8 merozoit iceren tip 1 meront gelisir. Tip 1
merozoitler, ya baska bir trofozoite ya da tip 2 meronta dénulserek bitisik epitel
hicrelerini enfekte eder. Tip 2 meronttan kdken alan merozoitlerin seksuel
¢ogalma doéngUsunu baslattigr distnulmektedir.

Tip 2 merozoitler ya makrogamontlara ya da mikrogamontlara donusurler. Bir
mikrogamont, bir makrogamontun aksine nukleer bolinme gecirerek 16 tane
mikrogamet Uretir.

Mikrogamontlar daha sonra bir makrogamont'u délleyen mikrogametleri serbest
birakir. Makrogametin mikrogamet tarafindan doéllenmesi sonucu diploid bir
zigot olugur.

Olusan diploid zigot mayoz (sporogoni) benzeri bir slire¢ gecirerek dért haploid
sporozoite farklilasir. Bu sporozoitlerin ¢cevresinde ookist duvari olusur. Olusan
ookistlerin %20 si ince duvarli, %80’i kalin duvarlidir. ince duvarli ookistler
konagi yeniden enfekte etmek icin limene ayrilir. Kalin duvarli ookistler baska

konaklari enfekte etmek icin diskiyla cevreye atilir (Sekil 2.1-a)
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Sekil 2.1 Cryptosporidiumun yasam doéngusi ve seksuel farklilasmalar a)
Cryptosporidium'un yasam dongusu. b) Konagin enfekte olma ve bulastirma sekli c)
PVM ile cevrili disi gametin yapisi d) Erkek gametin yapisi e) Kiltirde ciftlesen digi
(yesil) ve erkek (mavi ve kirmizi) gametleri gosteren immunofloresan goérintusu f)
Erkek gametin disi gameti nasil buldugunu gosterir modeller. g) Iki gelisimsel
enfeksiyon modeli ve yasam déngusu ilerlemesi (Guérin ve Striepen, 2020).

2.3.1. Ookistin yapisi ve ekskistasyon

Ookist duvar yapisi Uzerine yapilan calismalarda ookistlerin kimyasal ve
cevresel etkilere karsi oldukga direngli olmasini saglayan ookist duvarinin, kirilgan bir
glikokaliks, bir lipid ve bir glikoprotein tabakasindan olugan katmanli yapisinin oldugu
bildirilmistir. Glikokaliks tabaka ookistin en disinda yer alir. Bu tabakanin ookistin
elektroforetik hareketliligini degistirdigi ve immunojenik oldugu gosterilmistir. Lipid
tabakasi glikokaliks yapisin altinda yer alir. Yiksek direncli bu tabaka ookisti sivi
girisine karsi korur. Protein zengin tabaka; esas olarak sistein agisindan zengin bir
protein ailesinin Gyesi olan Cryptosporidium Ookist Duvar Proteini 1'den (COWPL1) ve
az miktarda COWP8'den olusur. Bu tabaka ookiste mekanik esneklik saglar. Ookist
icerisindeki sporozoitler, ookist duvarina konak hiicre baglanmasinda ve istilasinda rol
oynayan glikoproteinler iceren filamentlerle baglanir (Sekil 2.2) (Lendner ve
Daugschies 2014).
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Yerlesik yasam dongusi sporlanmis ookistlerin duyarli konak tarafindan
yutulmasiyla baslar; ookistler ekskistasyon gecirir ve dért enfektif sporozoit salar. in
vitro c¢alismalar; Cryptosporidium’un, Eimeria veya Toxoplasma gibi diger
koksidianlarin aksine, ekskistasyonu baslatmak icin sadece tek bir uyarana ihtiyag
duydugunu ortaya koymustur. Bu &zellik Cryptosporidium’un neden bagisikhgi
baskilanmis konaklarin akcigerleri gibi bagirsak disi yerlere yerlesebildigi sorusuna
aciklama getirmektedir. Bununla birlikte, sporozoitlerin ekskistasyonunu destekleyen
birka¢ uyaran vardir (Lendner ve Daugschies 2014).

S6z konusu uyaranlardan ilki ve en 6nemlisi sicakliktir. Yapilan arastirmalar
dusuk sicakhklarin (4 °C), sporozoitlerin ookistten ¢ikmasini 6nledigi anlasiimistir.
Ancak sicakhgin 20°C’ye yukselmesi ile %13, 37 °C yukseltimesi durumunda ise
%91'e varan ekskistasyon oranlari gorilmistir. Ikinci olarak, safra tuzlari ve sindirim
enzimleri sporozoitlerin salinimini tetikler. Son olarak, ¢ogunlukla glikoproteinlerden
olusan ookistin dis tabakasinin midede bulunan NaOCI, HCI gibi asindiricilar
tarafindan bozulmasi sonucu ookist duvarinin daha yuksek gegirgenlige sahip
olmasina ve safra tuzlarinin ookistlere erisiminin kolaylasmasina neden olur. Sizan
safra tuzlari, sporozoitlerin aktivasyonunu tesvik ettigi dolayisiyla ekskistasyonun
olusmasini destekledigi bildirilmistir. Bununla birlikte, ookistlerin bu asindiricilarla
muamelesi sonucunda ookistlerin canhligi Gzerindeki olduk¢a Olumcul bir etkiden,
ekskistasyon sulreci Uzerindeki etkileri arttirici bir etkiye kadar degisen farkh sonuglari
bildiren yayinlar vardir (Lendner ve Daugschies 2014).

Ookistler; sporozoitlerin aktivasyonu amaciyla ekskistasyon sureci igin ¢ok
onemli olan bir proteaz seti Uretmeye baslarlar. Ookistlerdeki genel proteaz
aktivitesinin, ekskistasyonun ilk saati iginde arttigi gosterilmistir. Yapilan g¢alismalar;
serin ve sistein proteazlarinin, aktive edilmis ookistlerde eksprese edildigini ortaya
cikarmistir. Serin proteazlarin aktivitesinin farkli inhibitorler tarafindan bloke edilmesi,
ekskistasyonun tamamen olmasa da gugclu bir sekilde inhibe edilmesine yol agarken,
sistein proteazlarin inhibisyonunun énemli bir ekskistasyon inhibisyonuna yol agmadigi
bildirilmistir. Ayrica, sporozoit ylizeyinden eksprese edilen bir arginin aminopeptidazin
ekskistasyona dahil oldugu gosterilmistir. Sonug olarak, in vitro ¢alismalarin verileri,
ookistlerin alinmasi sonrasinda sicakliktaki artisin sporozoitleri aktive ederek proteaz
Uretimine ve artan hareketlilige yol actigini gdstermektedir (Lendner ve Daugschies
2014).
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Oosit Duvar Bilegimi
Proteinler
COWP1
COwWP8
COWP6
POWP1-5
gp40/gp15

Satur kompleksi
Tripsin ve diger Proteazlara duyarli kirllma noktasi

Karbonhidratlar Baglanti Filamentleri

Glukoz gp900 ve gp40 iceren karbohidrattan zengin
Galaktoz filamentler sporozoit ile ookist ic duvanndaki
Mannoz kiiresel kimeler arasindaki baglantiyl saglar
Taloz

Duvar Topuzlan
Ookist duvannin i¢ ylzeyinde bulunan bu
kiresel kimeler GalNAc ve COWP 1 icerir

Glukofuranoz
D-Glukopiranoz
D-Mannopiranoz

Yag Asitleri
6-Hekzadesenoik Asit
Hekzadekanoik Asit
6-Oktadesenoik Asit
9-(Z)-Oktadesenoik Asit
Oktadekanoik Asit
9,15-Oktadekadienoik Asit
11,14-Eikosadienoik Asit
3-OH-Tetrakosanoik Asit

Ookist duvari ~ 26 nm
Proteinden zengin kat ve elektron yogun
bu tabaka cogunlukia COWP 1'den olugur

Bilayer ~ 12 nm

Lipid hidrojen karbonat iceren

proteazlara direncli tabaka

Glikokaliks

Dig *kabuk’ cesitli boyutiardadir ve agindinci

Yag Alkolleri kosullara kargi hassastir.
2-Dekanol Asidik polisakkaritler glikozzmannoz icerir.
Tridekanol

1-Oktadekanol Rezidiiel Cisimcik

1-Tetrakosanol
Lipidler
Glikolipitler

Sekil 2.2 Ookistin yapisi (Lendner ve Daugschies, 2014).

2.3.2. Sporozoitin yapisi ve bagirsak lumeninde hareketi

Cryptosporidium sporozoitleri, diger apikomplekslerin zoitlerine benzer bir
hicresel organizasyonu paylasirlar. Sporozoitler, 5,2 x 1,2 ym boyutlarinda apikal bir
komplekse sahip virgul seklinde bir hicrelerdir (Ceber vd 2005, O’'Hara ve Chen,
2011). Apikal kompleks; rhoptri, mikronemler ve ¢ok sayida yodun granulden olugur
(O’Hara ve Chen 2011). Sporozoitlerin bazal ucunda bulunan kristalloid cismin bilesimi
ve islevi bilinmemektedir ( Guérin ve Striepen 2020). Parazit pellikili, bir dis plazma
zarindan ve altta yatan bir dizi subpellikiler mikrotubul igeren iki farkli zardan olusan bir
ic zar kompleksinden olusur (Sekil 2.3-a) (O’Hara ve Chen 2011).

Cryptosporidium hucre seklinde herhangi bir degisiklik olmaksizin kayma
hareketi ile yer degistirir. Sporozoitte yer alan mikrotlbduller, yapisal stabilite saglayip
ayni zamanda polariteyi korurken, aktomiyozin sistemi motilite ve invazyon igin gerekli
gucu Uretmektedir. Cryptosporidium’un kayma hareketi lzerine yapilan ¢alismalarda;
Cryptosporidium’un kayma hareketinin mekanizmasinin diger apikompleksanlarla
blylk oranda benzerlik tasidigi anlasiimistir. Kayma hareketi yapiskan molekillerin
apikal kutuptan salgilanmasi, bu molekdillerin posterior translokasyonu, proteolitik
yarilma ve bu parazit molekdllerinin hareketlilik izlerinde salinmasi adimlarinin
ardindan gergeklesir (O’Hara ve Chen 2011). Molekiler kompleksin posterior
translokasyonu, parazitin ileri yonde itilmesini saglar. Sporozoitin apikalinde yer alan

mikronemlerden salgilanan Apikompleksan Trombospondin iligkili Anonim Protein
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(TRAP)’in konak hiicre kisa aktin flamentleri ile etkilesime girmesi sonucu bir kompleks
olusur. Bu kompleksin i¢ zar kompleksine baglanan miyozin A motorunun olusturdugu
hareket sayesinde aktin filamentini geriye dogru iterek paraziti ileri dogru iten bir kuvvet
yaratir. Boylece TRAP zoitlerin arka ucuna yer degistirir (Lendner ve Daugschies
2014). Daha sonra TRAP, bir proteaz tarafindan bélindr ve gpl5, gp40, gp900 gibi
konak hicreye baglanmada etkili proteinlerle birlikte sporozotin arkasindan dokulerek
sporozoitin arkasinda hareketi boyunca iz birakmasina neden olur (O’Hara ve Chen
2011).

2.3.3. Konak hucreye baglanma ve parazitoforlu vakuol olugumu

Sporozoitin ilk temasi epitel hicrelerinin Ust mukus tabakasi ile olur. Mukus
tabakasi mikroplara kargi etkili bir bariyer olusturur. ince bagirsakta 120 um'den
baslayip kolonda 800 pym gibi 6énemli bir kalinhga ulasan mukus tabakasina sporozoitin
nasil nifus ettigi belirsizdir. Cryptosporidium'un Entamoeba igin go6sterildigi gibi
mukusu sindirmek igin proteazlari kullanma ya da mukusta hareket ederek hlcreye
girigi zorlama yollarini kullanabileceg@i dusunulmektedir (Lendner ve Daugschies 2014).

Sporozoitin apikal boélgesinin mukusu tabakasini gecerek konak hicre zarinin
Iimen yuzeyine ulagsmasindan sonra, parazit ve konak hicre zarlar kaynagsmaktadir.
Parazit kapsullenmesinden ©Once rhoptri baglanma vyeri ile yakindan iligkilidir,
mikronemler ve yodun granuller parazit konak arayuzine goé¢ eder, konak ve parazit
arayuzinde tunel benzeri bir yapi olusur ve parazit sitoplazmasi vakuolize hale gelir.
icsellestirme siireci ilerledikge, membrandz vakuol kiimeleri parazit plazma membrani
ile birlesir ve paraziti kapsil icine alir. icsellestirilen zoitler epitelyal hiicrelerin
yuzeyinde, hicre ici, ancak ekstraktoplazmik olan benzersiz bir nis icinde epitelyal
hicrelerin ylzeyinde konaktan tiretilmis ancak parazit tarafindan modifiye edilmis, iki
membranl bir yapida bulunur (O’Hara ve Chen 2011). invazyon isleminde konak-
parazit etkilesiminin éne g¢ikan bir 6zelligi de enfeksiyon bdlgesinde konak filamentli
aktin birikiminin kaide benzeri bir yapiya yol agmasidir. Bu yapinin islevi tam olarak
bilinmemekle birlikte tipki hicre i¢i bakterilerde oldugu gibi konak aktin
polimerizasyonunun; yapigsma, istila ve konak bagisiklik sisteminden kacma ile
baglantili olabilecegi dusiniimektedir (Guérin ve Striepen 2020). Ayrica aktinin hicre
plazma zarlari ile etkilesime girdigi ve zarlarin yeniden sekillenmesi ile hiucre sekli ve
polaritesinin korunmasinda kritik bir rol oynadidi gosterilmigtir (Yu 2018).

C. parvum, aktin polimerizasyonunu induklemek igin kullandigi yollar tam olarak
aclk olmamakla birlikte parazitin bunu Arp 2/3 kompleksini aktive ederek

gerceklestirdigi dustnulmektedir. Yapilan calismalar, Cryptosporidium enfeksiyonu
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sirasinda aktinin yeniden organizasyonunu indikleyen Arp 2/3 kompleksinin
aktivasyonu igin iki yol oldugunu gostermistir. ik yol; c-Src-bagiml tirozin
fosforilasyonunun  sonucu kortaktin  birikimidir. Diger yol ise CDC42'nin,
fosfatidilinositol-3-kinaz (PI13K) fosforilasyonu sonucu olusan frabin aracili aktivasyonu
sonucu Neural Wiskott-Alrich sendromu proteininin  (N-WASP) sentezlenmesidir.
Yapilan arastirmalar Arp 2/3 kompleksinin aktivasyonunda, sentezlenen bu iki molekdl
de dahil olmak Uzere birka¢ konak hucre faktorinin ve sinyal yolunun rol oynadigini
gostermektedir (Sekil 2.3-c) (Yu 2016).

Cryptosporidium ek olarak, hiicre ve parazit sitoplazmalarini dogrudan ayiran
ve besleyici organel zar olarak bilinen benzersiz bir yapiya sahiptir. Bu yapi parazitin
invagine olan apikal ucu ile konakta aktin polimerizasyonu sonucu olugan elektron
yogun tabaka arasinda olusmustur. Bu bdlgedeki organel zari emici alani arttirmak igin
oldukga kivrilir. Besleyici organel zarin konak hicresinden besin ve enerji aliminda
goérev aldig1 varsaylimaktadir (Sekil 2.3-d) (Tzipori ve Ward 2012, Orug¢ vd 2019).
Parazitoforlu vakuol membranin (PVM) sadece koruyucu bir islev sagladigi
disunulmektedir (Tzipori ve Ward 2012). Konak parazit araylzinin membran yapisi
icin iki varsayimsal model 6ne surulmektedir. Bu modeller; besleyici organel ile konak
hicre sitoplazmasinin dogrudan temas halinde oldugu distnilen tek membranli model
ile paraziti ek bir zar olan PVM ile ayrildidini 6éne suren iki membranli modeldir (Sekil
2.3-e).

Konak hucresinin istilasi ile ilgili 3 adet model 6nerilmektedir. Model 1’de;
Listeria igin gdzlenen mekanizmaya benzer membran cikintisinin itici glici olarak
konak hucre aktin polimerizasyonun kullanildigi; model 2’de, bir konak Na+/glukoz
kotransporteri vasitasiyla glukozun, aquaporin vasitasi ile de suyun hicre igine
gegmesi sonucu hlcrede, membran c¢ikintisiyla sonuglanan ozmotik sisme olustugu,
s6z konusu lokal hicre hacmi artiginin parazitin hicreye baglanma bdlgesinde olugan
aktin polimerizasyonu ile birlikte hlcrenin istilasini kolaylastirdigi; model 3'te,
Toxoplasma'ya ¢ok benzer sekilde sporozoitin konak hicreye aktif penetrasyonu
sonucu parazitoforlu vakuol olusumunun ardindan konak hicrenin kenarina itildigi ileri
surtlmektedir (Sekil 2.3-b) (Guérin ve Striepen 2020).

Sporozoitin  parazitoforlu  vakuol icinde tutulmasindan sonra, parazit
farklilasmasi meydana gelmeye baslar ve ardindan sporozoit, 1,5-2,5 ym c¢apindaki
belirgin bir nukleoluslu g¢ekirdegi ve iyi gelismis bir besleyici organeli olan kiresel bir
trofozoite donugsir. Trofozoitler daha sonra sekiz adet merozoit Uretmek igin birden
fazla nukleer boélinme turundan geger (Dubey vd 1990, Leitch ve He 2011, Guérin ve
Striepen 2020).
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Sekil 2.3 a) Sporozoit yapisi b) Sporozoitlerin konak hilicresine penetrayon modelleri ¢)
Konak aktin polimerizasyon modeli d) PVM ve besleyici organel modeli e) Konak
parazit araylzinin membran yapisinin iki varsayimsal modeli (Guérin ve Striepen,
2020).

2.3.4. Tipl meront

Trofozoitlerdeki nukleer bélunme sonucu olugan tip 1 merontta alti veya sekiz
¢ekirdek olusur. Merozoitler sizont ylzeyinde tomurcuklanirlar. Tomurcuklanma; zarin
merozoit tomurcugunun igine bir ¢ekirdek, elektron yogun grandller, birka¢ mikronem,
ribozom ve sitoplazma dahil ederek igce dogru uzanmasi ile olugur. Olgunluga
yaklastikga, merozoitler kalan gdévdeden kopar, sonra daha uzar ve daha fazla
mikronem ve ribozom olusturur. Olgun sizontlari c¢evreleyen konak htcre zarlari
acllarak diger konak hicreleri enfekte edebilen merozoitleri serbest birakir. Her bir
merozoit potansiyel olarak baska bir tip 1 meront veya nihai olarak dort merozoit treten
bir tip 2 meront halinde geligsebilecedi bagska bir konak hucreyi istila edebilir. Tip 1
merozoit sivri bir apikal bolge ile gubuk seklindedir (0,4 x 1,0 um). Hareketlilik, bitigik
enterosit apikal membranina baglanma ve bir trofozoit olusumu yani aseksuel
dongunun kurulmasi bakimindan genellikle sporozoitlerle gok benzer olarak kabul edilir
(Dubey vd 1990, Leitch ve He 2011).



17

2.3.5. Tip 2 Meront

Tip-1 merozoitler, bir dizi asekslel donglude daha fazla tip 1 meront Uretmeye
devam ederken, bazi tip 1 merozoitler tip 2 merontlar Uretir. Tip 1 ve tip 2 meront tipi
arasindaki temel fark, bu asamada sadece 4 merozoitin gelismesidir. Tim
Cyptosporidium hcre i¢ci asamalarinda oldugu gibi, iyi gelismis bir besleyici organel
vardir. Tip 2 merontlardan salinan merozoitler sekil olarak daha az muntazam, tip 1
merontlardan salinanlardan biraz daha buylk ve daha az aktiftir (Leitch ve He 2011).
Tip 2 meronttan koken alan merozoitlerin seksuel replikasyon dongusuni baglattig
dusunudlmektedir (Lendner ve Daugschies 2014). Ancak bazi arastirmacilar tip |
merontlardan gametlere kadar dogrudan gelismeyi dnermistir (Guérin ve Striepen
2020).

2.3.6. Mikrogamont ve makrogamont

Bazi tip 2 merozoitler bir enterosite girip, ¢apl 4 ila 6 um’ye kadar olan
kireselden oval bir yapiya kadar degisen ve genis bir merkezi ¢ekirdege sahip olan bir
makrogamont Uretirken, digerleri mikrogamont dretir (Leitch ve He 2011).
Makrogamontlar, yuksek transkripsiyonel aktivitelerini yansitan tek bir geniglemis
cekirdege sahiptir. Birgogunda ookisti olusturmak ve surdurmek igin gereken proteinleri
eksprese eden ve ookist duvari igin yapi taslarini iceren Duvar Olusturan Cisimcikler
(WFB'ler) bulunur (Sekil 1-c). Dollenmeden sonra bu yapi taslari; proteinler,
glikokonjugatlar ve lipidleri iceren ¢ok katmanli bir kabukta birlesmek Uzere
parazitoforlu vakuolun igine salgilanir (Guérin ve Striepen 2020).

Mikrogamont, 16 adet gubuk benzeri mikrogamet (1.4 x 0.5 ym) olusturur. Bu
hicreler kamgili degildir ve hareketli olup olmadiklari veya nasil hareket ettikleri
belirsizdir. Mermi seklindedirler ve polar bir bazal gévdeden ¢ikan bir mikrotibul kafesi
ile gevrili olduk¢a yodun bir ¢ekirdege sahiptirler (Sekil 2.4-d). Bu kamg¢i icermeyen
mikrogametler mikrogamonttan c¢ikar ve bitisik bir makrogamontu dolleyerek yasam
dongusundeki tek diploid asama olan zigot ile sonuglanir. Déllenme, makrogamontun
bulundugu konak hicresi iginde gerceklesir. Erkek gametlerin disi gametleri nasil
buldugu konusu tam aydinlatilamamis olmakla beraber erkekler gametlerin birgok ilgili
protist gibi disileri bir feromon gradyani boyunca izleyebildigi ya da disi gametin konak
hicresinin ylzeyine erkek gametlerin baglanmasi icin bir reseptdr yerlestirmis
olabilecegi ileri strlimektedir (Sekil 1-f). Mikrogametin sadece ¢ekirdegi ve yakindan
iliskili mikrottbdulleri déllenme sirasinda makrogamont icine girmektedir (Guérin ve
Striepen 2020).
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2.3.7. Zigot

Mikrogametlerin mikrogamontlari doéllemesi sonucu olusan diploid zigot,
enterosit apikal membranina bagliyken sporogoniye ugrar ve doért haploid sporozoite
farkhlasir. Daha sonra sporozoitlerin etrafinda ookist duvari olusur. Ookist, ya konagi
yeniden enfekte etmek icin [limene ayrilan ince duvarli ookistlere ya da baska konaklari
enfekte etmek Uzere diski ile ¢cevreye atilan kalin duvarli ookistlere farklilasir (Leitch ve
He 2011, Lendner ve Daugschies 2014). Konak tarafindan disari atilan kalin duvarh
ookistler bircok cevresel kosula karsi cok direnglidir. Kalin duvarli ookistler serin ve
nemli iklimlerde birka¢c ay hayatta kalabilirler (Thomson vd 2017). Cryptosporidium
ookisti tamamen konak hucre iginde olgunlagir ve bagirsak limenine birakildiginda
enfektiftir (Guérin ve Striepen 2020).

Cryptosporidium igin iki gelisimsel enfeksiyon ve yasam doéngusu ilerlemesi
modeli dnerilmistir. ilkinde, eseysiz gogalma sinirsizdir ve bu sayede konak iginde
surekli enfeksiyon devam ederken, doéllenme sadece konaktan konada bulasma igin
gereklidir. Ikinci modelde ise istege bagli l¢ eseysiz codalmadan sonra eseyli
¢ogalmaya zorunlu bir gelisimsel gecis mevcuttur. Burada otoenfektif ookistlerin
olusumu yoluyla enfeksiyonu slrdirmek icin doéllenmenin gerekli oldugu ileri
surtlmektedir (Sekil 1-g) Guérin ve Striepen 2020).

2.4. Virulans Faktorleri

Virllans faktorleri, konak hasarini destekleyen mikrobiyal 6zelliklerdir. Baska bir
deyisle; bir virlans faktorl, gerekli ancak hastaliga neden olmak igin yeterli olmayan
bir gen urtnuadur. Yas, cinsiyet ve bagisiklik sisteminin durumu gibi cesitli konak
faktorleri konak-parazit etkilesiminin sonucunu etkiler. Cryptosporidium igin varsayilan
virilans faktorleri, ekskistasyon, kayma motilitesi, baglanma, istila, parazitofor vakuol
olusumu, hicre ici sag kalim ve konak hucre hasari dahil olmak tzere Cryptosporidium
ookistlerinin ve sporozoitlerin konak epitel hlcreleri ile ilk etkilesim sireglerinde yer
alirlar (Bouzid vd 2013).

2.4.1. Hiucreye baglanmada etkili virilans faktorler
Enfeksiyon olusturmanin kritik ilk adimi, konak hicrelere parazit baglanmasidir.

Adezyona aracilik ettigi gosterilen Misin benzeri glikoproteinler ve trombospondin ile

iliskili yapiskan proteinler olmak tzere iki protein sinifi karakterize edilmistir.
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CSL (sirkumsporozoit benzeri glikoprotein): Yaklasik 1.300 kDa'lk bir
molekiler kutleye sahip ¢ozunur bir glikoprotein olan CSL; insan ve sigir intestinal
epitel hicrelerinin ylzeyindeki bir reseptore spesifik olarak baglanan bir ligand icerir.
Zoit ligandinin baglanma ve istila ile ilgili oldugu gosterilmistir (Lendner ve Daugschies
2014).

Glikoprotein 900 (gp900): Buylk bir misin benzeri glikoprotein olan gp900,
mikronemler ile invaziv merozoitlerin ve sporozoitlerin ylzeyinde bulunur. Gp900,
kayma maotilitesi sirasinda izlerde birikir ve istilaya aracilik ettigi bilinmektedir (Lendner
ve Daugschies 2014).

Gp15/40/60 kompleksi (C. parvum'da Cpgp40 / 15 ve C. hominis'te Chgp40
/ 15): Bir sporozoit ve merozoit hicre yuzey proteini olan gp15/40/60 kompleksi C.
parvum yasam ddngisinin hicre ici asamalari sirasinda mRNA tarafindan yaklasik
60 kDa'lik bir glikoprotein 6nclsine donustirulir. Sentezden kisa bir sure sonra, bu
60-kDa 6n-maddesi, 15 ve 45-kDa glikoproteinlerin Uretilmesi igin subtilisin benzeri
serin proteaz (CpSUB1) tarafindan proteolitik olarak islenmektedir.Gp40, parazitin
yuzey ve apikal bolgesinde, gp15 ise sporozoitlerin yluzeyinde bulunurken her ikisi de
kayma hareketi sirasinda parazitin hareket izlerine doékulir. Sporozoitin hareket izinde
bulunan proteinlerin parazit baglanmasi, istilasi ve hareketliliginde rol oynadidi
gosterilmistir.

P30: Cogunlukla sporozoitin apikal bolgesinde lokalize 30kDa'likk bu
glikoprotein; konak hiicre ylizeylerinde bulunan 6nemli bir seker olan galaktoz-N-
asetilgalaktozamin (Gal/GalNAc), gp900 ve gp15/40 ile kompleks olusturarak
Cryptosporidium’un  baglanmasina aracilik ettigi iddia edilmistir (Lendner ve
Daugschies 2014).

P23: Cografi olarak c¢esitli izolatlar boyunca antijenik olarak korunan ve
enfeksiyonun ilk asamalari boyunca hareket izlerde biriken 23-kDa'lik bir sporozoit
ylzey proteinidir.

TRAP-C1 (trombospondine bagli yapiskan protein Cryptosporidium 1)
Mikronemal proteinlerden (MIC'ler) olan TRAP-C1 sporozoitlerin apikal kutbu Uzerinde
lokalize 76-kDa proteinidir. TRAP ve CpMIC gibi yapisal olarak iligkili proteinler parazit
kayma motilitesi ve hilicre penetrasyonunda rol oynar.

Cp47: Sporozoitlerin apikal ucunda lokalize, 57 kDa'llk tek bir protein olan
CP47, epitel hiicrelerde yer alan bir glikoprotein olan P57 araciligi ile hedef hicrelere
baglanir. Yapilan arastirmalar bu baglanmanin Mn2+'a duyarh oldugunu gostermistir

Lendner ve Daugschies 2014, Orug ve Akpinar 2019)
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CPS-500: Sporozoitlerin pelikilinde lokalize CPS-500 glikolipid yapidadir.
Sporozoitlerin hareketlilik izlerinde boyunca salgilanan CPS-500'Un parazitin konak

hicreye baglanmasinda roll oldugu dusundlmektedir (Yu 2018).

2.4.2. Hiicrenin istilasinda etkili viriilans faktorler

Cp2 (C. parvum antijen 2): Hlcreye baglanan sporozoitlerin konak-parazit
araylzinde, hicre i¢i asamada parazitoforlu vakuol membranda, yasam siklusunun
sekslel asamasinda parazitin sitoplazmasinda bulunur. Parazitin seksiel geligimi
sirasinda ekspresyonu artar (Yu 2018).

CPA135:1556 aminoasitten olusan ve apikal kutupta bulunan bir mikronem
proteini oldugu varsayilmaktadir. Parazitin ekskistasyonu sirasinda ¢ok salgilanir ve
parazitin hareket yolunda dokulir (Lendner ve Daugschies 2014, Yu 2018).

Hemolizin H4: H4'Un islevi bilinmemekle birlikte hliicre zarlarini bozma kabiliyeti
sayesinde hucresel istilada ve / veya vakuolar zarlarin bozulmasinda rol oynadigi
bdylece merozoitlerin parasitoforlu vakuolden gikarak bitisik hicrelere yayilmasina
olanak sagladigi digtnulmektedir (Bouzid vd 2013).

Subtilisin Benzeri Serin Proteaz (CpSUB1): Yizey ve apikal kompleks
proteinlerin parazit proteazlar tarafindan proteolitik isleminin, konak htcrelerin istilasi
ve bunlardan c¢ikis i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Diger taraftan bu proteazin gp40 /
15'in islenmesinden sorumlu oldugu gdsterilmistir (Bouzid vd 2013).

CpMuc: Sporozoitin apikal boélgesinde lokalize olan CpMuc hucre igi gelisim
asamalari boyunca eksprese edilir. Yapilan arastirmalarda kromozom 2’de tanimlanan
yedi kiigik misin sekansindan (CpMucl ila CpMuc7) CpMuc4 ve CpMuc5’a spesifik
antikorlarla yapilan in vitro deneylerde C. parvum enfeksiyonunun inhibe oldugu
anlasiimistir (Bouzid vd 2013, Lendner ve Daugschies 2014 ).

Fosfolipaz: Parazitin bagirsak limenine salinmasi sirasinda parazitin ve konak
hdcrenin zarlarinin bozulmasinda veya besleyici organelde besinlerin konak hiicreden
gegisine izin vermek icin gdzeneklerin olusmasinda bir rol alabilecedi 6ne strGimustar
(Pollok vd 2003).

2.4.3. Hucre ici hayatta kalim ve gcogalmada etkili viriilans faktorleri

CpABC: Yaklasik 200kDa’lik C. parvum ATP baglayici kaset (ABC) tasiyici
protein(CpABC) C. parvum ile konak hlicresi arasinda birincil arayliz goérevi goéren
besleyici organelde lokalizedir. Bu proteinin parazitin temel beslenme gereksinimlerini

karsilama ile iliskili olabilecedi disunulmektedir (Bouzid vd 2013, Perkins 1999).
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Isi Sok Proteinleri: Isi soku proteinleri (HSP'ler) blytk bir protein ailesidir.
HSP'lerin, o6zellikle HSP70'in sentez seviyesi, ani sicaklik degisimleri, besin
maddelerinin kullanilabilirliginin azalmasi ve bagisiklik saldirisi gibi stresli kosullar
altinda énemli 6lgtide artar. HSP'ler diger proteinler icin hiicre i¢i saperonlar olarak
islev gorir. Yeni olusan proteinlerin tasinmasini, katlanmasini, birlestiriimesini,
biyosentezini ve salgilanmasini kolaylastirir. HSP70 ve HSP90 Cryptosporidium igin
tanimlanmisgtir.

Cp ATPaz 2: 144.7 kDa'llk 1260 amino asitten olusan bu protein toksik metal
katyonlarini uzaklastirmak icin agir metalleri zarlar boyunca pompalayan tasiyicilardir.

Cp ATPaz 3: P-ATPazlar, biyomembranlar boyunca katyonlari veya diger
maddeleri sirmek igcin ATP'yi hidrolize eden transmembran proteinlerdir. Cp ATPaz 3
konak hcresinin istilasi sirasinda hiicre digi yasamdan hicre i¢i yasama gegis
sirasinda iyon homeostazinin kurulmasina ve korunmasina yardimci olur (LaGier
2002).

2.5. Patogenez

Cryptosporidium enfeksiyonu ile iligkili patolojinin kapsami blyuk 6lgtide bireyin
bagisikhk durumuna baglidir. Gastrointestinal epitel hucrelerini enfekte eden
Cryptosporidium, bagisiklik sistemi saglam vakalarda distal ince bagirsaklarda ve
proksimal kolonda yogunlagirken bagisiklik yetmezligi bulunan vakalarda bagirsak ve
solunum yolu gibi vicudun diger bolgelerine yayilabilir. Ek olarak, yiksek dozda alinan
ookist yuku, lenfositler ve nétrofiller gibi bagisiklik hucrelerinin kontrolstiz artigina
neden olarak enfeksiyonun yayilmasina yol agma potansiyeline sahip oldugundan,
bulasici doz da patogeneze katkida bulunabilir.

Cryptosporidium da dahil olmak Uzere herhangi bir patojenik enfeksiyonu
kontrol etmek igin dengeli bir bagisiklik tepkisi cok dnemlidir. IFN-y gibi proinflamatuar
sitokinlerin  kriptosporidiyozu dizenlemede o6nemli bir roli olsa da, bunun gibi
sitokinlerin dlzensiz aktiviteleri, bagirsaklarda artan gegirgenlik dahil olmak Uzere,
hastalidin bazi karakteristik 6zelliklerine katkida bulunabilir. Kriptosporidiyoz ile iligkili
baslica klinik belirti olan ishalin, sodyumun emilim bozuklugu, klorrin salgilanmasi ve
bagirsak epitel tabakasinin artan gecirgenligi dahil olmak Uzere cesitli faktorler
nedeniyle ortaya ¢iktigina inaniimaktadir.

Bagirsaktaki epitel hlicrelerinde meydana gelen Cryptosporidium enfeksiyonunu
takiben aktive olan nikleer faktér kappa (NF-kB), cesitli anti-apoptotik faktorlerin yani

sira TNF-a , IL-1B ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinler ve kemokinleri aktive eder. Bu
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aktivasyon sonucu olusan inflamasyon, artmis epitel gecirgenligine ve hastalgin diger
yonlerine katkida bulunan enfeksiyon bdlgelerine diizensiz bir bagisiklik ve enflamatuar
hicre akisina neden olur.

Kriptosporidiyoz patogenezinde rol oynayan diger faktér de TNF-a aracili artan
prostaglandin Uretimidir. Yapilan calismalar artan prostaglandin Gretiminin, domuz ve
sigir enfeksiyonu sirasinda sodyum malabsorpsiyonuna ve klorir salgilanmasina
katkida bulunduguna dair kanitlar sunmakla beraber s6éz konusu kanitlara insan
kriptosporidiyozunda rastlanmamigtir (Cacciod ve Putignani 2014).

Kriptosporidiyozun patogenezinde rol aldidi dusundlen diger bir faktér de
spesifik ndropeptit P maddesidir. Enterik sinir sisteminde bulunan ancak birgok
inflamatuar hicre tarafindan da uretilen bu néropeptidin seviyelerinin, hem bagisiklik
sistemi saglam hem de bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde hastaligin siddeti ile
iligkili oldugu gosterilmigtir. P maddesinin klorlr salgilanmasinin, glikoz emilim
bozuklugunun ve bagirsak gecirgenliginin  artmasina katkida  bulundugu
dugsunulmektedir. (Leitch ve He 2011, Caccio ve Putignani 2014)

Kriptosporidiyozun baskin bir 6zelligi olan apoptoz veya nekroz ile hiicre éliumi
nedeniyle ince bagirsagin kript ve villéz yapisinda meydana gelen énemli anatomik
bozukluklar nedeniyle villuslar daha kint, kisa ve genislemis goérinime sahip olur
(Sekil 2.4). Bu durum da hastalik sirasinda ortaya ¢ikan bagirsak yilzey alaninin
azalmasina, gecirgenligin artmasina ve emilim bozukluguna katkida bulunur.
Hucrelerdeki s6z konusu vyapisal ve fonksiyonel bozukluklar nedeniyle hem
monosakkaritlerin absorpsiyonunda hem de sodyum ve glukozun birlikte taginmasinda
bir azalma ile 6zellikle AIDS hastalarinda B12 vitamini ve yagin zayif emilimine neden
olmaktadir ( Dubey vd 1990, Leitch ve He 2011, Caccid ve Putignani 2014).

Agresif sulu ishal ile karakterize olan fulminan kriptosporidiyoz ile kolera gibi
enterotoksin Ureten organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar bir c¢alismada
karsilastiriimistir. Bu karsilastirmada C. parvum ile enfekte buzadilardan alinan digki
orneklerinde enterotoksin benzeri aktivite bulunmustur. Diger taraftan kriptosporidiyozlu
vakalarin badirsaklarinda gucli bir sekretagog olan hidroksitriptamin (5-HT)’in
seviyelerinin arttirdidi  kegfedilmigti. Bu bulgular neticesinde Cryptosporidium
enfeksiyonundan kaynaklanan sulu ishalin, enterotoksin benzeri aktivitenin ve 5-HT
seviyesinin birlikte artigsindan kaynaklanabilecedi digstnulmektedir. Kriptosporidiyozun
siddeti, parazitin insan gastrointestinal sistemi icinde yayilma yetenedine ve konagin
bagisiklik durumuna baglidir. Enfeksiyon kontrol altina alindiginda ve asemptomatik
oldugunda Cryptosporidium spp. enfeksiyonu genellikle kolonla sinirhdir. Hastaligin

daha siddetli hale geldigi durumlarda, Cryptosporidium kolonizasyonu yutak, yemek
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borusu, mide, ince bagirsak ve rektum gibi alanlar dahil olmak lzere gastrointestinal
sistem boyunca meydana gelebilir (Caccid ve Putignani 2014).

AIDS hastalari gibi ciddi bagisikhk sistemi baskilanmis bireylerde
Cryptosporidium enfeksiyonunun biliyer sistem epitelini etkiledigi bilinmektedir. Ayrica
duodenal papilla ve pankreas kanalinda da Cryptosporidium enfeksiyonu bildirilmistir.
Ek olarak, safra kesesi ve safra sistemi enfeksiyonu, kriptosporidiyozlu HIV pozitif
hastalarda yaygindir. AIDS ile iligkili sklerozan kolanjit, AIDS hastalarinda ortaya ¢ikan
ve C. parvum bagdirsak enfeksiyonu ile gugli bir sekilde iligkili olan ciddi bir Klinik
komplikasyondur. Kriptosporidiyoz solunum vyollarina kadar vyayildigi, 6zellikle
Cryptosporidium meleagridis'in  kuslarda solunum yolu hastahgi ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Cryptosporidium insanlarda balgamda, brongiyal aspiratlarda ve brong
epitelinde de bulunmustur (Leitch ve He 2011, Caccid ve Putignani 2014).

Solunum vyolu hastaligi sikhkla Cryptosporidium spp.’nin  Mycobacterium
tuberculosis veya Pneumocystis carinii gibi diger patojenlerle birlikte enfeksiyonundan
kaynaklanir. Ancak Cryptosporidium spp.’nin tek enfeksiyon kaynagi oldugu vakalar da
gozlenmistir. Ayrica kriptosporidiyozlu hastalarda reaktif artrit ve reiter sendromu gibi

hastaliklar da gortlmustir (Caccid ve Putignani 2014).
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Sekil 2.4 Cryptosporidium enfeksiyonu ile gorulen villus ve kript kintlesmesi. Normal
(A) ve deneysel olarak enfekte (B) bagirsak piglet hucreleri (Xiao ve Griffiths 2020).
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2.6. Konak immiin Yaniti

Kriptosporidiyoz neticesinde olusan konak hicresinin  immin yanit
mekanizmalarinda rol alan 200’den fazla gen bulundugu distnutlmektedir (O’Hara ve
Chen 2011). Bu immin yanit; enfekte bolgeye bagisiklik hicrelerini ¢ekilmesi ve bu
hicrelerden kemokinler Uretilerek enfeksiyonun sinirlandirilmasi, enfekte hiicrenin
apoptozunun induklenmesi ve liminal eksozomlardan parazitisidal aktivite gdsteren
antimikrobiyal peptitlerin serbest birakilmasi gibi mekanizmalar yoluyla olmaktadir.
Diger taraftan Cryptosporidium parvum, hucre igi gelisimini tamamlamak igin yeterli
zaman saglamak amaciyla enfekte hicre apoptozunun engellenmesi, parazitin
buyumesi icin gerekli olan triptofanin yikimina neden olan indolamin 2, 3 Dioksijenaz
(IDO) enziminin konak hucresinden ekspresyonunun inhibe edilmesi ve bagirsak
hicrelerinden antimikrobiyal peptitlerin salinmasinin inhibe edilmesi gibi koruyucu
mekanizmalari yavaglatacak birka¢ kacis mekanizmasi gelistirmigtir (Laurent ve
Lacroix-Lamandé 2017).

Kriptosporidiyoza karsi konak hiicre immidn yaniti dogustan gelen ve adaptif
immun yaniti icermektedir. Dogustan gelen bagisiklik, hicreleri ve himoral faktorleri
iceren spesifik olmayan bir ilk yanittir (Tomazic vd 2018). Dogustan gelen bagisiklik,
enfeksiyonun erken akut fazinin kontrol edilmesinde anahtar bir rol oynar ancak yine
de enfeksiyonu kesin olarak temizlemek igin adaptif bagdisiklik gereklidir. Monositler,
makrofajlar ve dentritik hiicrelerden (DC) olusan mononukleer fagositler, enfeksiyonun
akut fazi sirasinda kullanilan dogustan gelen bagisiklik sisteminin temel hicreleridir
(Laurent ve Lacroix-Lamandé 2017). Lamina propriadaki mononukleer fagositlerden
eksprese edilen CD103+ dentritik hiicreler; interlékin 12 (IL12) ve interlokin 18 (IL18)
gibi proinflamatuar sitokinleri Gretir. 1L12 ve IL18 sitokinleri ise Naturel Killer(NK)
hicreleri tarafindan, parazit enfeksiyonun kontrollinde Kkilit bir rol alan, interferon
gamanin (IFNy) Uretimini saglar. Diger taraftan dogustan gelen bagisiklikta hiicrelerden
parazit lizisine yol acan beta defensin 2 ve cathelisidin 37 (LL37) gibi antimikrobiyal
peptitler de salgilanir. Ayrica parazit ile enfekte olan hasarl hicrelerden salinan
Hasarla iligkili Molekiiler Paternler (DAMPs) ve interldkin 33 (IL-33) gibi molekiiller
dogustan gelen bagisiklik sistemini aktive ederek proinflamatuar etki gdsterirler. S6z
konusu aktivasyon neticesinde hasarli hucrelerin apoptozunun uyariimasi ile parazit
sayilarinin sinirlandiriimasi veya enfeksiyonun temizlenmesinin konak icin koruyucu bir
rol oynadigi ileri strtlmastir (Sekil 2.5) (Caccid ve Putignani 2014, Laurent ve Lacroix-
Lamandé 2017, Tomazic vd 2018).

Adaptif bagisiklik sistemi, dogustan gelen yanittan daha spesifik ve etkili olan

ikinci yanittir. T ve B lenfositleri gibi hiicreler ve antikorlar gibi himoral faktorleri icerir.
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Dentritik hicrelerden salgilanan yardimci T hlcreleri (Th1) sitokinlerinin T hiicrelerini
Ozellikle de CD4 hiucrelerini indikledigi ileri strilmustir. CD4+ hicrelerinin IFNy, IL-4,
IL-12 ve IL-18 gibi anahtar sitokinleri Urettigi gosterilmistir. Ayrica CD4+ hicrelerinin tip
2 (Th2) yardimci T hucreleri sitokinlerinin vasitasiyla B hcrelerinin antikor tretimine
aracilik ettigi gosterilmistir (Laurent ve Lacroix-Lamandé 2017, Tomazic vd 2018).
Hastaligin siddeti, AIDS gibi T hicresi fonksiyonunu etkileyen bagisiklik baskilayici
hastaliklara sahip kisilerde daha fazladir (Bouzid vd 2013). Kriptosporidiyoz, CD4+ T-
hiicre sayisi 180 hiicre/mm?®yi astiginda HIV+ hastalarinda bile genellikle kendi kendini
sinirlayan bir enfeksiyondur. CD4 hiicre seviyeleri 100 hiicre/ mm®ye ulasirsa,
kriptosporidiyoz kronik bir seyir izlemektedir. Hiicre sayimlarinin 50 hiicre/ mm®in
altina dismesi halinde ise hastallk daha siddetli olabilecedi hatta 6limcial hale
gelebilecedi bildiriimigtir. (Leitch ve He 2011, Stoyanova ve Pavlov 2019)
Kriptosporidiyoz siddetinin artmasiyla belirgin bir gekilde baglantili olan diger
hastaliklar; T hicresi fonksiyon bozuklugu ile karakterize hastaliklar, ciddi kombine
immun yetmezlik sendromu, X'e bagh hiperimmuanoglobulin M sendromu ve CD4
lenfopenidir (Bouzid vd 2013). Etkilenen bagirsak boélimlerinde CD8+ T hiicre sayilari
da artar. CD8+ T hicrelerinin rolleri hala belirsiz olmakla beraber Cryptosporidium
enfeksiyonuna karsi olusan badisiklik cevabinda dizenleyici ve tamamlayici oldugu
distnulmektedir (Stoyanova ve Paviov 2019).

C. parvum enfeksiyonundan sonra, B hicreleri tarafindan sentezlenen IgG, Ig M
ve IgA sinifi parazite 6zgli immunoglobulinlerin (Ig) titresi artmaktadir (Tomazic vd
2018, Stoyanova ve Pavlov 2019). Yapilan gesitli calismalar, énceki enfeksiyonlarda
sentezlenen artmis IgM ve IgG seviyelerinin kismi koruyucu etkiye sahip oldugunu
gOstermektedir. Esas olarak, hastaligin belirgin klinik belirtilerinin - gelismesini
engellerler, ancak yeniden enfeksiyonu engellemezler (Stoyanova ve Pavlov, 2019).
Mukozal IgA ise sporozoitler ile merozoitlerin ylzeyini kaplayarak ya da epitel
hicrelerine tutunmay! ve penetrasyonu 6nleyerek hiicresel yanita katkida bulunabilir
(Tomazic vd 2018, Stoyanova ve Pavlov 2019).

Genel olarak Cryptosporidium enfeksiyonuna karsi konak immin yanitina
yonelik ginimize kadar yapilan calismalar bagisiklik yanitinin  mekanizmasi
konusunda bir gergceve gizmis olmakla beraber s6z konusu mekanizmalarin agiga
cikartilmasi gereken kisimlari bulundugundan konu ile ilgili yeni ¢alismalarin yapiimasi

gerektigi dustintlmektedir.
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Sekil 2.5 Kriptosporidiyoza kargi konagin gdsterdigi immin yanit mekanizmalarinin
sematik gosterimi (Dumaine vd 2020).

2.7. Cryptosporidium Enfeksiyonunun Bulagsma Yollari

Kriptosporidiyoz olgularinda baslica bulasma kaynadi fekal-oral yoldur.
Cryptosporidium bulagsma yollari dogrudan ve dolayli olmak Uzere iki kategoriye ayrilir.
Dogrudan yol, enfekte olmus bir konak ile temasi igerir ve bulagsma insandan insana,
hayvandan insana veya insandan hayvana gerceklesir. Dolayll yolda ise, icme veya
edlence faaliyetlerinde kullanilan su yoluyla, toprak, fomitler ve yiyecek gibi
Cryptosporidium iceren materyalin etkilesim ya da yanliglikla alimi yoluyla olusan
enfeksiyonlari kapsar (Sekil 2.5). Su ve gida kaynakh kriptosporidiyoz olgularinda
birgok faktor etkili olmaktadir. Ozellikle digki ile gok miktarda ookistin disari atiimasi,
ookistlerin enfektif 6zellige sahip olmasi, yeni bir konak ya da olgunlagma surecine
gereksinim duymamasi, enfektif dozun dislk olmasi, inklibasyon suresinin uzun
olmasi, klinik semptomlar gorilmese de digki ile atilan ookistlerin 60 gune kadar
¢evreyi kontamine edebilmesi, ookistlerin klor dahil dezenfektanlara direngli olmasi ve
duslk sicakliktan etkilenmemesi bu faktorler arasinda yer almaktadir (Sahin vd 2018,
Pinto vd 2022). Yakin zamanlarda yapilan arastirmalarda; damlaciklara gémula
Cryptosporidium ookistlerinin solunmasinin, 6zellikle bagisikhdr baskilanmig hastalarda
gbzden kacgan bir enfeksiyon kaynagi olabilecegi gosterilmistir (Pinto vd 2022).

insandan insana gegis; kreslerde, giindiiz bakim evlerinde ve okullarda kétii

hijyen kosullari altinda c¢ocuklar ve c¢alisan personel arasinda Kkolayca
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yasanabilmektedir. Hastanelerde refakatcilerde ve odadaki dijer hastalara ayni tuvalet
ve esyalarin kullanimi nedeniyle ikincil vakalar olusabilmektedir. Ayrica birden fazla
partnerle cinsel iligski Cryptosporidium diyaresine sahip olma riskini arttirmaktadir.
Hayvandan insana gegiste; 6zellikle geng ciftlik hayvanlari olmak Uzere genis bir
yelpazede yer alan hayvan turleri kriptosporidiyozun en énemli zoonotik ajanlaridir. Bu
nedenle, mesleki nedenlerle veya eglence amaciyla bu hayvanlarla temas eden kisiler
risk altinda olabilir. Veteriner hekimler, ciftgiler gibi tarim hayvanlarina maruz kalan
diger insanlar ve ciftlikleri ziyaret eden cgocuklar arasinda kriptosporidiyoz salginlari
rapor edilmigtir. Su, yiyecek ile giysi ve ayakkabi gibi Cryptosporidium ookistleri ile
kirlenmis malzeme ile temasi iceren dolayl iletim yolu; genellikle diski, kanalizasyon,
atik su ile olusan ¢evresel kirlenme yoluyla ve genellikle siddetli yagmur olaylarindan
sonra olusan taskinlar neticesinde ortaya ¢ikar (Bouzid vd 2013).

Cryptosporidium'un gida kaynakli bulagsmasi i¢in insan ve hayvan diskilarindan
elde edilen gubrelerin, sulamada yararlanilan kontamine sularin, ciftlik calisanlarinin
toprakla bulasik ellerinin, sebze vyetigtiricileri ve gida igleyicilerinin; sebzelerin
paketlendigi, depolandidi, satildii veya hazirlandi§i yerlerdeki kontamine ylUzeylerin
sebzelerin kontaminasyon kaynaklari olabilecegi belirtiimistir (Cetinkaya 2004). Cig
sebzelerde az sayida Cryptosporidium ookistine tekrar tekrar maruz kalmanin koruyucu
bagisiklik sagladidi ileri sirilmustiur. Daha ylksek seviyelerde anti-Cryptosporidium
antikorlarinin dusuk diyare oranlari ile iligkili oldugunu bildirilmistir. Antikor seviyelerinin
arttigi  kisilerde daha dusuk hastalik seviyelerinin, igme suyunda tekrarlanan
maruziyetlerden oositlere karsi artan bagisikliga bagh olabilecegini ileri surmuslerdir
(Bouzid vd 2013).
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Sekil 2.6 Kriptosporidiyozun bulagsma yollari (Luka 2021)

2.8. Epidemiyoloji

Cryptosporidium ookistleri, ¢cogu g¢evre kosuluna direngli olmalar nedeniyle
dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Cryptosporidium turleri tim dinyada bulunmakla
birlikte gelismekte olan Ulkelerde enfeksiyonun prevalansi daha yuksektir (Sahin 2018,
Dumaine vd 2020). Cryptosporidium enfeksiyonu temelde sigir ve insan rezervuarlari
olan bir zoonozdur. insanlarin parazitleri, enfekte hayvanlarin veya diger insanlarin
diskisi ile dékllen ookistlerin yutulmasiyla elde ettigi distintlmektedir. Gelismekte olan

Ulkelerde kriptosporidiyoz endemiktir ve ¢ocuklar arasinda kalici ishalin en yaygin
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nedenlerinden biridir. Gelismis dlnyada kriptosporidiyoz, ¢ogdunlukla sporadik
vakalarda ve salginlarda ortaya c¢ikar. immiin yetmezIigi olan insanlar, dzellikle hiicre
aracili  immunitesi yetersizligi olanlar, Cryptosporidium enfeksiyonuna &zellikle
duyarlidir ve bu hastaligin en ciddi sonuglarini yasarlar (Leav vd .2003).

Cryptosporidium enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde Cryptosporidiumun klor
gibi inaktive edici maddelere direnci, ookist boyutunun (3,2-8,3 um) kicik olmasi
nedeniyle filtreleme zorlugu, dusik enfeksiydz doz, dodada yaygin olarak
bulunabilmesi ¢ok degisik yollarla bulasabilmesi nedeniyle patojenite yuksekligi, yiksek
zoonotik potansiyeli (150’den fazla memeli tarini enfekte ettigi bilinmektedir) gibi
Ozellikleri 6nemli rol oynamaktadir (Usluca ve Aksoy 2006).

Cryptosporidium turleri icin cografi ortamlar, konak aralidi, bulasma doéngusu ve
yayginliktaki degiskenlik nedeniyle risk faktoérlerinde de farklilik gorulebilmektedir (Sekil
2.6). Ornegin yapilan bir calismada C. hominis vakalari igin en giglu risk faktoérleri,
sosyoekonomik dizeyi ylksek bolgelerde yasamak, yliksek oranda kigik ¢ocuklarin
oldugu bélgelerde yasamak ve kentsel alanlarda yasamak olarak belirlenirken kirsal
bdlgelerde yasamak, tarimsal arazi kullanimi ve bu bdlgelerden su temini, C. parvum
icin 6nemli risk faktorleri olarak belirlenmistir. Bu nedenle C. hominis ve C. parvum igin
risk faktorlerinin ayri ayri degerlendiriimesi gerektigi sonucuna varilmistir. Yapilan
epidemiyolojik calismalarda gelismis Ulkelerde ishalli kisilerle (6zellikle kuguk
cocuklarla) ve sigirlarla (6zellikle buzagilarla) temas, tath suda ve havuzda ylzmek,
yurtdisi seyahat 6ykisl, kaynatiimamis su tuketimi risk faktorleri olarak belirtilmigtir.
Gelismekte olan Ulkelerde ise 2 yasindan kuguk olmak, emzirme eksikligi, evcil
hayvanlarla temas, kalabalik kosullarda yasama, disuk dogum agirhgi, erkek cinsiyeti,
yetersiz beslenme ve koenfeksiyonlar kriptosporidiyoz igin dnemli risk faktorleri olarak
belirlenmigtir. Bangladeste 226 ¢ocukla yapilan bir ¢galismada hem asemptomatik hem
de semptomatik enfeksiyonun insan I6kosit antijeni (HLA) sinif [I| DQB1 * 0301 alelini
tasima ile gucli bir iligkisi oldugu bulunmustur. Hem asemptomatik hem de
semptomatik enfekte ¢ocuklarin B * 15 HLA sinif | alelini tasimasi daha olasi oldugu
anlasiimistir. Bu ¢alisma, Cryptosporidium enfeksiyonuna karsi HLA sinif | ve Il alelleri
iceren immuin yanitin genetik bir bileseninin ilk tanimlamasi olmustur (Caccid ve
Putignani 2014).
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Sekil 2.7 Kriptosporidiyozun bulasindaki risk faktorleri (Caccid ve Putignani 2014)

2.8.1. Cografya

Kriptosporidiyoz dinya c¢apinda bir dagihma sahiptir, ancak enfeksiyon
prevalansinin gelismekte olan Ulkelerde daha ylksek oldugu varsayiimaktadir. Birgok
gelismis ve gelismekte olan Ulkede, kriptosporidyozun rutin tespiti igin slrveyans
sistemleri bulunmamaktadir. Ayrica hastaligin prevalansinin zaman iginde nasil
degisebilecegini tahmin etmek icin az sayida caligsma yapilmistir. Epidemiyolojik
calismalar Cryptosporidium spp.’nin cografik dagiliminin dinyada farklihk gdsterdigini
ortaya koymaktadir. Yapilan ¢aligmalarda C. parvum ve C. hominis’in kriptosporidiyoz
olgularinin  %90’indan sorumlu oldugu bildirilmistir. C. hominis Glney Amerika,
Avustralya, Cin, Japonya ve ¢ogu gelismekte olan llkede yayginken; C. parvum
Britanya basta olmak Uzere A.B.D., Avrupa ve Yeni Zelanda’da daha fazla
gorilmektedir.(Sahin vd 2018). Ortadogu Ulkelerinde ise C. parvum’un daha yaygindir.
C. parvum ve C. hominis'in dagilimi tek bir Ulke icinde bile degisebilir; érnedin, C.

parvum Amerika Birlesik Devletleri, irlanda ve Yeni Zelanda'nin kirsal eyaletlerinde C.



31

hominis'ten daha yaygindir. Bulasma yollarindaki buytk farkhliklar, Cryptosporidium
turlerinin dagiiminda goézlemlenen farkhliklari aciklayabilir (Sekil 2.8) (Caccid ve
Putignani 2014).

100 C. parvum 0

C. hominis 100

0

Sekil 2.8 222 hakemli yayinin sistematik incelemesine dayanarak hazirlanan C.
parvum (turuncu) ve C. hominis'in (mavi) neden oldugu insan kriptosporidiyozunun
goreceli kuresel dagilimi (Nader vd 2019).

2.8.2. Mevsimsellik

Kriptosporidiyoz insidansi, mevsimsel degisimlerden cok fazla etkilenmektedir.
Yapilan meta analizlerde sicaklik ve yagistaki artislar kriptosporidiyoz insidansindaki
artisla iligkilendirilmistir. Yagislarin, nemli tropik iklimlerde kriptosporidiyoz igin guglu bir
mevsimsel katalizr oldugu bulunmustur. Ote yandan, ihman iklimlerde,
kriptosporidiyoz insidansinin sicakliktaki artisla zirve yaptigi goésterilmistir. Ancak
mevsimsel kaliplar konuma gére degisiklik gésterme egilimindedir. Ornegin Hindistan'in
daha iliman kuzey kesiminde yasayan ¢ocuklar arasinda kriptosporidiyoz kékenli ishal
insidansi, sicakhk ile pozitif ve nem ile negatif korelasyon gdstermistir. Ancak bu
korelasyon daha tropikal giney bolgesinde yasayan cocuklar icin gozlenmemistir.
Bulasma yollarindaki farkliliktan dolayi, farkli Cryptosporidium tarleri igin mevsimsel
kaliplarin degismesi muhtemeldir. Nitekim, Birlesik Krallik ve Yeni Zelanda'da yapilan
genotipleme calismalarinda, ilkbahar sonlarinda C. parvumun neden oldudu insan
vakalarinin pik yaptigi, C. hominis'in neden oldugu vakalarin ise sonbaharda pik
yaptigini bulunmustur. Bu durumun nedeni, C. parvum igin buzagilama ve kuzulama

mevsiminin ardindan artan hayvan ookistlerine maruz kalma ve C. hominis icin artan
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seyahat, suya maruz kalma ve gundiz bakim merkezlerine devam etme olarak
yorumlanmistir (Caccid ve Putignani 2014).

Diger taraftan dinyamizda yasanan iklim degisikligi nedeniyle meydana gelen
siddetli yadis, sel ve sicak dalgalari sonuglariyla birlikte su kaynakh hastaliklarla
iliskilendirilmistir. Asiri yagmur olaylari, yaban hayati veya evcil hayvanlarin digkisinin
harekete gecmesine ve kanalizasyon taskinlarina neden olmaktadir (Semenza 2020).
Siddetli yagmur sirasinda ve sonrasinda olusan sel sonucu ylzey sularinin
mikrobiyolojik kirliliginin artmasi nedeniyle Cryptosporidium spp.'nin 2,61 kat daha fazla
goérildugu goésterilmistir (Lal vd 2019). Bu kirlenmeler neticesinde hayvan veya insan
digkisi kaynakl patojenik mikroorganizmalarin su dagitim sistemine, yer alti ve gevre
sularina sizmasina ve sonugta su kaynakli bir salginlara neden olabilmektedir
(Semenza 2020).

Sicak hava, su ihtiyacini ve su tuketimini arttirmaktadir. Bu durum kaliteli su
miktarini azaltir ve firsatgi patojenler icin uygun kosullar yaratabilir. iklim degisikligi,
Ozellikle Akdeniz bdlgesinde, genis kapsaml etkileri olabilecek kuraklik kosullarina
katkida bulunmustur. Ozellikle Firat ve Dicle havzalari, muhtemelen iklim sistemindeki
antropojenik mudahalenin bir sonucu olarak guglu boélgesel 1sinma ile olusan bir yagis
acigl yasamistir. Bu kuraklik sonucu tarimsal Uretkenlikteki sert dusus ve Ulkede
yasanan i¢ savas nedeniyle ylz binlerce insanin Suriye kirsalinda zorla yerlerinden
edilmesine yol agmistir. 2015 yilinda gé¢ dalgasi nedeniyle sinirh veya aralikl su
mevcudiyeti nedeniyle insanlar guvenli olmayan su kaynaklarina guivenmek zorunda

olmus ve ishal hastaliklari igin riski arttirmistir (Semenza 2020).

2.8.3. Cocuklarda enfeksiyon

Kriptosporidiyoz hem gelismis hem de gelismekte olan Ulkelerde yetigkinlere
gbre bebeklerde ve cocuklarda daha sik goérUlmektedir. Bunun hem Kkigisel hijyen
eksikliginden dolayi patojene daha fazla maruz kalma hem de bagisiklik eksikligi ile
baglantili olmasi muhtemeldir. Kriptosporidiyoz esas olarak 1-9 yas arasi ¢ocuklarda
gorulir ve gelismis Ulkelerde enfeksiyonun baslangici ortak ylizme alanlari ve eglence
amacli su kullanimi ile birlikte yaz aylarinda zirve yapar. Bebeklerde en yaygin ikinci
patojen olan Cryptosporidium 12-23 aylik bebeklerde artan &lim riski ile
iliskilendirilmistir. Klresel olarak, her on ¢ocuktan biri yasaminin ilk 5 yilinda ishal ile
iliskili hastaliklar nedeniyle yasamini kaybeder ve bu dlimlerin cogu Sahra alti Afrika
ve Glney Asya'da meydana gelmektedir (Caccid ve Putignani 2014). Gelismekte olan

Ulkelerde ishalli ¢cocuklarin %20'sinde kriptosporidiyoz var iken Kuzey Amerika ve
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Avrupa'da bu oran %1 ile %5 arasinda degiskenlik gostermektedir (Usluca ve Aksoy
2006).

Gelismekte olan Ulkelerdeki ¢cocuklar, immln hassasiyet, yetersiz beslenme ve
HIV enfeksiyonunun yogunlugunun olusturdugu sinerjik etkilerden dolay! kalici
enfeksiyona karsi benzersiz sekilde savunmasizdir. Bu boélgelerde, kriptosporidiyoz,
erken cocukluk déneminde en yaygin goérilen enfeksiyondur. Gelismekte olan
Ulkelerde gocuklarin %45'i hastaligi 2 yasindan 6nce yasamistir (Caccid ve Putignani
2014).

2.8.4. immiin yetmezligi olan kisilerde enfeksiyon

Kriptosporidiyoz; bagisikligi  baskilanmis bireylerde siddetli diyare ve
ekstraintestinal enfeksiyonun énde gelen bir nedenidir. HIV ile enfekte hastalarin yani
sira, yuksek risk altindaki bireyler arasinda X'e bagli hiperimmunoglobulin M sendromu
(XHIM), CD40 ligand veya gama-interferon eksikligi, I6semili ¢ocuklar ve organ nakli

alicilar bulunur (Caccid ve Putignani 2014).

2.8.5. Gezginlerde enfeksiyon

Gelismekte olan dinyaya seyahat edenlerin yaklasik %8'i seyahat sirasinda
veya sonrasinda tibbi bakima ihtiya¢g duyar ve tibbi yardim arayanlarin doértte birinden
fazlasinda gastointestinal(Gl) semptomlar géralmektedir.

Gezgin ishali (Seyahat ishali-TD), tropik bolgelerdeki Avrupali veya Kuzey
Amerikali gezginlerin %20-60'iInda gérulur. Bakteriler, virUsler ve parazitlerin tima
TD'ye katkida bulunabilir, ancak bunlarin géreceli énemi hala belirsizdir; bununla
birlikte, basta Giardia ve Cryptosporidium olmak Uzere protozoon enfeksiyonlari, geri
donen yolcularda Gl sikayetlerin nedeni olarak siklikla tanimlanmaktadir. Geligsmekte
olan Ulkelere gergeklestirilen yolculuklardan sonra meydana gelen Gl sikayetlerin
nedeninin yolcularin kendi ulkelerinde dolasimda olmayan parazit
turlerine/genctiplerine maruz kaldiklar ve bu parazitlerle semptomatik enfeksiyonun,
onceki maruziyetlerden kaynaklanan ¢apraz korumanin olmamasi veya yetersiz olmasi

nedeniyle ortaya ¢iktigi hipotezine dayandirilmaktadir (Caccid ve Putignani 2014).

2.8.6. Su kaynaklarinda yapilan ¢aligmalar

Dinya c¢apinda atik sularda bildirilen en yaygin parazitler arasinda yer alan

Cryptosporidium kuresel su kaynakli hastalik yikine énemli katkilarda bulunurlar.
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Dinya genelinde atik sularda 1995-2017 yilllari arasinda Cryptosporidium’un molekiler
yontemlerle tespiti icin yapilan calismalar Tablo 2.3'te 6zetlenmistir. Yapilan ¢alismalar
degerlendirildiginde 6rneklerin genelde USEPA protokoll izlenerek konsantre edildigi
ve tespit icin PCR ile IFA molekiler yontemlerinin kullanildigi anlasiimaktadir (Tablo
2.3). Kiresel olarak ydritilen bu arastirmalarda, atik sudaki Cryptosporidium igin
20'den fazla tur ve genotipi bildirilmistir. Bu calismalarda Cryptosporidium igin
prevalans oranlari %11,4 ila %100 arasinda ve ookist konsantrasyonu genellikle 10
ookist/L Uzerinde tespit edilmigtir. Aritilmamis atik sularda Cryptosporidium ookistlerinin
olusumu ve dagilmi genellikle popllasyondaki enfeksiyon ve ookist atilim oranlar ile
iligkili oldugu, bu durumun da enfekte evcil ve vahsi hayvanlar tarafindan su
kaynaklarinin kontamine edilmesinden etkilendigi dustnulmektedir (Zahedi vd 2021).
Dinya c¢apinda yapilan bu arastirmalarda, atik sularda tespit edilen en yaygin
Cryptosporidium tart insanda baskin tir olan C. hominis oldugunu bildirilmistir; 6rnegin
Avustralya (King vd 2015a, Zahedi vd 2018), Brezilya ve Peru (Ulloa- Stanojlovi¢ vd
2016, Martins vd 2019), Cin (Feng vd 2009, Li vd 2012, Huang vd 2017), Japonya
(Hashimoto vd 2006, Hirata ve Hashimoto 2006), isvicre ve Almanya (Ward vd 2002),
ABD (Xiao vd 2001, Zhou vd 2003) ve Tunus (Ben Ayed vd 2012) (Tablo 2.3).
Avrupa'da ise atik sulardaki baskin tirtiin C. parvum oldugunu bildirilmistir (Hanninen
vd 2005, Spanakos vd 2015, Imre vd 2017, Ramo vd 2017). Cin, iran, Tunus ve ABD
gibi diger Ulkelerde, atik su 6rneklerinde C. andersoni ve C. xiaoi gibi hayvancilikla
iliskili turler baskindir. (Xiao vd 2001, Liu vd 2011, Ben Ayed vd 2012, Hatam-
Nahavandi vd 2016, Ma vd 2019) (Tablo 2.3).



Tablo 2.3 Atik sularda molekiiler teknikleri kullanarak Cryptosporidium'u tespit etmek i¢in yapilan ¢alismalar (Zahedi vd 2021)
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Yil Ulke Ornek Tipi Tespit Edilen Cryptosporidium Tiirii Tespit Edilen Cryptosporidium Tespit ve Konsatrasyon Yontemi Referans
Ookist Ortalamasi
2016 Romanya Aritiimig su C. parvum 0.3 + 6.89 ookist/L IFA ve PCR,; Filtrasyon,Santriflij, Imre vd 2017
IMS(USEPA Metot 1623)
2015-2017 Cin Aritilmamis C. hominis, C, parvum, Rapor edilmedi PCR;Filtrasyon,Santrifj Ma vd 2019
lagim suyu C.andersoni,C.canis

2014-2015 Avustralya

2014-2015 Brezilya

2014-2015 iran

2014-2015 GCin

2013-2015 ispanya

2013-2014 Brezilya

2013 Avustralya

2013 Yunanistan

2012-2014 Gin

2012-2013 Brezilya
ve Peru

2011-2013 israil

Aritilmamig Su C. hominis, C, parvum, C. muris
ve 18 tane tir daha

Aritilmis ve C. hominis, C. parvum, C. muris, C.
aritilmamis  baileyi ve C. suis
su

Aritilmamig Su C. xiaoi ve C andersoni

Aritilmis su C. hominis, C. parvum, C. Meleagridis
ve 7 tane tir daha
Aritilmis ve C. hominis, C. parvum,

aritiimamis su C. cuniculus ve 6 tane tir daha

Artilmig ve
antilmamis su

Cryptosporidium spp.

Aritilmis ve
aritiimamis
su
Artilmig ve
aritiimamig
su
Artilmamig Su C. hominis, C. parvum,

C. meleagridis ve 6 tane tur daha
Aritilmamis Su C. hominis ve C. cuniculus

C. hominis ve C. parvum

C. parvum ve C. muris

Artilmig ve
aritilmamis
su

C. hominis, C. parvum, C. andersoni
ya da muris ve C. meleagridis

7.0 x 101-18 x 10° ookist/L

Rapor edilmedi

Rapor edilmedi

PCR(NGS);Santrifij

PCR;Santrif(j

IFA ve PCR;Santrif(j

Algilama limitinin altinda — 1 ookist/L IFA ve PCR;

Aritilmamis: 9.6 x 10 £ 10.5 x 10
ookist/L

Artilmig: 3.1 x10+£7.0 x 10
ookist/L

Arttilmamig: 4.1 x 101 + 1.2 x 102
ookist/L

Artilmis: 1.7 x 10* £ 1.0 x 102
ookist/L

Aritilmamis: 1.0 x 10* ookist/L

Rapor edilmedi

Rapor edilmedi

Rapor edilmedi

Artilmamis: 4 — 1.2 x 102 ookist/L
Artilmis: 0.1 — 1.2 x 102 ookist/L

Kalsiyum karbonat

floksilasyon ve IMS

IFA ve PCR,; Filtrasyon,Santrif(j,
IMS(USEPA Metot 1623)

IFA ve PCR;Filtrasyon,
Santrifijj

IFA ve PCR;

Kalsiyum karbonat
floksilasyon ve IMS

IFT ve qPCR; Aliminyum sulfat
floksilasyon ve Santrifij

PCR;Santrifj
PCR;Santrifuj

IFA ve PCR,; Filtrasyon,Santrif(j,
IMS(USEPA Metot 1623)

Zahedi vd 2018

Martins vd 2019

Hatam-
Nahavandi
vd 2016
Ma vd 2016

Ramo vd 2017

Yamashiro
vd 2019

King vd 2015a

Spanakos
vd 2015

Huang vd 2017

Ulloa-
Stanojlovi¢
vd 2016
Taran-
Benshoshan
vd 2015
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Tablo 2.3 (Devam) Atik sularda molekuler teknikleri kullanarak Cryptosporidium'u tespit etmek i¢in yapilan ¢alismalar (Zahedi vd 2021)

2011-2012 A.B.D.

2011-2012 A.B.D.

2011-2012 isveg

2009-2011 Almanya

2009-2011 Almanya

2009-2010 Gin
2009 Gin

2009 Tunus

2008-2009 ispanya

2007-2009 Turkiye

2006-2009 Cin
2006-2007 Cin
2006-2007 italya

2005-2008 Tunus

Aritiimis ve
aritiimamis su

Aritilmis ve
aritilmamis su

Aritiimis ve
aritiimamis su
Aritiimis ve C.
aritilmamis su

Aritilmis ve
aritilmamis su

Aritilmamig Su C.
C.
Aritilmamig Su C.
C.
Arntilmis ve C.
aritilmamis su C.

Aritiimis ve C.
aritiimamis su

Aritiimamis
lagim suyu

Aritilmamis Su C.
C.
Aritilmamis Su C.
C.
Aritilmis su C.

Antilmis ve C.
aritiilmamis su C.

Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp.

parvum

Cryptosporidium spp.

andersoni ve
ubiquitum,

hominis ve
meleagridis

hominis, C. parvum,
muris ve C. andersoni

Aritilmamis: 7.4 x 101 3.0 x 10?
ookist/L
Aritilmis: 4 — 1.3 x 10% ookist/L

Aritilmamis: < 4.0 x 101 -7.2 x 102
ookist/L
Aritilmig: 4 — 4 x 10* ookist/L

Aritilmamig: 5.0 x 101 — 1.3 x 108
ookist/L

Aritilmig: 3.0 x 101 — 1.2 x 103
ookist/L

Rapor edilmedi

Rapor edilmedi

Rapor edilmedi

Aritilmamig: 1 — 2.1 x 10* ookist/L
Artilmis: tespit edilememistir

hominis, C. parvum, C. andersoni Aritilmamig: 1-5.0 x 10! ookist/L

Cryptosporidium spp.

hominis, C. parvum,

cuniculus ve 9 tane tir daha

hominis , C. parvum,

meleagridis ve 5 tane tir daha

parvum

hominis, C. parvum,

muris ve 6 tane tiir daha

Aritilmig: 1-1.2 x 102 ookist/L

Rapor edilmedi

Rapor edilmedi
Rapor edilmedi
3.6-5.8 x 103 ookist/L

Rapor edilmedi

IFA ve PCR;
Elektonegatif Filtrasyon,
Santrifdj,

IMS(USEPA Metot 1622)
IFA ve PCR; Elektonegatif
Filtrasyon,Santrifuj

,IMS

RT-PCR;Santrif(j

IFA, DAPI ve PCR ;
Santriftj,IMS
(USEPA Metot 1623)

IFA ve PCR;

Aliminyum stlfat floksilasyon
ve siikroz santrifijj
PCR;Santrif(j

PCR;Santrif(j

IFAve PCR;

MBMI ve IMS (USEPA Metot
1623)

PCR;

Filtrasyon ve IMS (USEPA
Metot 1623)

PCR ve Mikroskopi
(Kinyonun aside direngli
boyama); Filtrasyon
PCR;Santrif{j

PCR;Santrifuj

Schmitz vd 2018

Kitajima vd 2014

Berglund vd 2017

Ajonina vd 2012

Gallas-Lindemann
vd 2013

Liuvd 2011
Jiang vd 2020
Khouja vd 2010
Castro-Hermida
vd 2011

Aslan vd 2012

Livd 2012

Feng vd 2009

IF ve PCR,; Filtrasyon,Santriflj Giangaspero
ve Perkoll- siikroz floksilasyon vd 2009

PCR;
Sedimentasyon ve santrifijj

Ben Ayed
vd 2012
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Tablo 2.3 (Devam) Atik sularda molekuler teknikleri kullanarak Cryptosporidium'u tespit etmek i¢in yapilan ¢alismalar (Zahedi vd 2021)

2004-2006 italya

2004 ispanya

2003 Japonya

2003 Japonya

2001 A.B.D.

2000-2002 A.B.D.

2001 Finlandiya

2000 AB.D.

2000 Almanya

1995 AB.D.

Aritilmis su C. parvum

Aritilmig ve C. baileyi ve C. muris
aritiimamis su

Artilmamig Su C. parvum

Artilmamig Su C. parvum

Aritilmig su C. parvum

Aritilmamis Su C. hominis, C. parvum,

C. muris ve 3 tane tir daha
Artilmig ve C. parvum
antilmamis su

Aritilmamig Su C. parvum, C. muris,
C. andersoni ,
C.ubiquitum ve C. felis

Aritilmamis Su C. hominis, C. parvum,
C. muris ve C. baileyi

Artilmig ve
aritiimamis su

Cryptosporidium spp.

5.62 x 10 + 8.06 x 10* ookist/L

(ortalama konsantrasyon)

Aritilmamig: 1.6—1.1 x 103 ookist/L
Aritilmis: 3.6 x 101 — 5.2 x 102

ookist/L
Rapor edilmedi

Rapor edilmedi

2 x 102 — 3 x 102 ookist/L

Rapor edilmedi

Rapor edilmedi

Rapor edilmedi

Rapor edilmedi

Artilmamig: 1.5 x 108 ookist/L

Artilmis: 1.7 x 10* ookist/L

IF ve PCR,; Filtrasyon,Santrif(ij Lonigro vd 2006

ve
Perkoll- sukroz floksilasyon
IFAT ve PCR;Santrifij

IFA ve PCR;
Filtrasyon,Santrifuj,
IMS(USEPA Metot 1623)
IFA ve PCR;
Filtrasyon,Santrifuj,
IMS(USEPA Metot 1623)
IFA ve PCR;

Seri Filtrasyon,
Santrifiij,IMS

(USEPA Metot 1622)
PCR;Santriflj ve IMS

IFA ve PCR;
Filtrasyon,Santrifuj,
IMS(USEPA Metot 1623)
PCR,; Filtrasyon,Santrif(j,
IMS(USEPA Metot 1623)

PCR;Santriflj ve IMS
IFA ve PCR; Santriftj ve

Perkoll- stikroz floksilasyon
(USEPA Metot, 1995)

Gomez-Couso
vd 2006

Hirata ve Hashimoto
2006

Hashimoto
vd 2006

Tsuchihashi
vd 2003
Zhou vd 2003

Hanninen
vd 2005

Xiao vd 2001

Ward vd 2002

Mayer ve Palmer
1996
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2022 yilinda yapilan derlemede, MENA bolgesini (Orta Dogu Ulkeleri ve Kuzey
Afrika) olusturan ve tez calismasinin yapildigi Mardin ili ile benzer mevsimsel 6zellikler
gbsteren Cezayir, Bahreyn, Misir, iran, Irak, israil, Urdiin, Kuveyt, Liibnan, Libya, Fas,
Umman, Filistin, Katar, Suudi Arabistan, Suriye, Turkiye, Tunus, Birlesik Arap
Emirlikleri ve Yemenin yer aldigi1 20 tlkede 2005-2021 yillari arasinda Cryptosporidium
ile ilgili yayinlanan makaleler taranmistir. Cryptosporidium ile ilgili en fazla makale
iran'dan alinmig (17), ardindan Misir (11), Cezayir (10), Irak (7), Turkiye (4), Urdin,
Kuveyt, Suriye, israil ve Tunus (1'er adet) g¢alisma yer almistir. MENA bdlgesinin geri
kalan 10

Cryptosporidium spp. molekiiler karakterizasyonu ile ilgili Misir, iran, Irak, Tunus ve

Ulkesinde calismalar bulunamamistir. Cevresel su drneklerinde
Tarkiyeden toplam 10 calismada rapor edilmistir. Bu c¢alismalarda Cryptosporidium
spp.’nin farkh su tirlerindeki prevalansi %5,2 - %80 arasinda tespit edilmistir. MENA
bolgesinden alinan su ve c¢evre orneklerinde 10 tane Cryptosporidium turd rapor
edilmistir (Tablo 2.4). Genel olarak, MENA bdlgesindeki kriptosporidyozun ortaya
cikmasiyla iligkili risk faktorleri kota hijyen, kirli igme suyu, yoksulluk, asirn kalabalik,

ishalli aile bireyleri ve hayvanlarla temas olarak tespit edilmistir (Hijjawi vd 2022).

Tablo 2.4 MENA bdlgesinden 2005-2021 yillari arasinda alinan su ve c¢evre
orneklerinde Cryptosporidium tarlerinin ve alt tiplerinin prevelansi ve molekiler
karakterizasyonu (Hijjawi vd 2022)

Ulke Su Kaynag: Ornek PCR yada Genotipleme  Tespit Edilen  Referans
Konsantrasyon  Mikroskopiile  Yontemi Tar
ve Ookist Geri Tespit (Hedef Gen)
Kazanim Edilen
Yontemi Pozitiflik
Yiizdesi
Misir Musluk suyu Membran Mikroskopi ile Nested PCR C.parvum Hamdy vd
filtrasyon %36,3 (29/80) (COwP) %20,7 2019
C.hominis
(%75,9)
C.parvum-
C.hominis
%3,4
iran Kanalizasyonile = Membran PCRile % 52,6 Nested PCR C. parvum % Mahmoudi ve
kirlenmis nehir filtrasyon (10/19) (18 rRNA) 30,C. hominis  Karanis, 2020
suyu %10,
C.muris
%10
iran Insan ve Santrifilj ve Mikroskopi ile PCR (18S C.andersoni% Hatam-
hayvacilik atik ardindan su-eter  %62,9(34/54) rRNA) %91,6 95,4, Nahavandi vd
suyu ¢cokeltme PCR ile %70,5 (22/24) C.xiaoi % 4,6 2016
prosediri (24/34)
iran Nehir suyu Membran PCRile % PCR (18S C. parvum % Mahmoudi vd
filtrasyon ve 48,97 (24/49) rRNA ve 45,8, 2015
imminomanyeti gp60) C. hominis
k ayirma %29,2,
C.muris
%12,5,
C.andersoni
8,3,
C.canis 4,2
Kuveyt  Su deposu US EPA 1623 IFA %20 (1/5) PCR-RFLP C.parvum %  Igbal vd
(ss rRNA, 100
COWP ve

TRAP C)
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Tablo 2.4 (Devam) MENA bdlgesinden 2005-2021 yillari arasinda alinan su ve ¢evre
orneklerinde Cryptosporidium tarlerinin ve alt tiplerinin prevelansi ve molekuler
karakterizasyonu (Hijjawi vd 2022)

Tunus Atik Su Aritma
Tesisi

Tunus Atiksu ve lagim
suyu

Tirkiye Cevre Su
Kaynagi

Tiirkiye  Deniz ve Musluk
Suyu Ornekleri

Tirkiye  Su numuneleri

(70 musluk, 50
kuyu ve 15
kanalizasyon)

Modifiye
Bailenger
yontemi (MBM),
immunomanyeti
k ayirma (IMS)
ve ardindan
immunofloresan
tahlil mikroskobu
kullanilarak
mikroskopi

Peletlerin %2,5
potasyum

dikromat iginde
santrifujlenmesi
ve depolanmasi

Belirtiimemis

Belirtiimemis

Membran
Filtrasyon ve
ardindan
santriflijleme

immunoflorosa

n Mikroskopi ile

toplam %50
(10/20),

Ham atik su
%72 (5/7),
Aritilmig atik su
%12,5 (1/8),
Camur %80
(4/5)

PCR ile Ham
su %38,2
(42/110)
Aritilmis su
%12.7 (14/110)
Camur %41,7
(5/12)

iIFA ve PCRIile
Cevresel su
kaynaklar
%38,3
(92/240) ve
38.8% (70/180)
immunoflorosa
n Mikroskopi
ile
%43.3 (26/70)
Deniz suyu
%68.6 (48/70)
Musluk suyu
Mikroskopi ile
tespit edilen
pozitif
numunelere
gore %5,2
(7/135)
(modifiye
soguk Kinyoun
acid fast)

Nested PCR
(ss rRNA)

Nested PCR
(ss rRNA ve

gp60)

LAMP(SAM
geni) ve
Nested PCR
(ss rRNA)

Nested PCR
(18S rRNA)

PCR ve RLFP

Ham atik su
C. parvum
4/5 ,

C. hominis
2/5,
C.muris/C.and
ersoni 1/5
Arntilmis Atik
su

C. muris,
Camur

C. parvum 4,
C. hominis 3,
C.andersonil
C. parvum
10/19,

C. hominis
10/22,

C. andersoni
% 47,9,
C.muris 4/11,
C. ubiquitum
(416),
C.meleagridis
(2/2)

C. parvum
61.1% (11/18)
C. bovis
33.3% (6/18)
C. felis 5.6%
(1/18)

C. parvum
65.5%

C. hominis
(NSh),

C. meleagridis
(NS)

C. parvum
100% (7/7)

Khouja vd
2010

Ben Ayed vd
2012

Koloren ve
Ayaz 2016

Koloren vd
2013

Aslan vd 2012

Turkiye'de ilk kez 1989'da kegilerde C. parvum bildirilmis (Ozkul vd 1989) olup,
prevalans c¢alismasini Erman vd (2000) yapmis, yodun 6lim olayi ise 2005’te Seving
vd tarafindan bildirilmistir (Birdane vd. 2017).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda Cryptosporidium spp. orani igme sularinda %0-

11.36, yuzey sularinda %0-86.6 ve atik sularda %21.0-41.6 arasinda belirlenmigtir

(Sahin vd 2018).
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2.8.7. Su kaynakh salginlar

Su kaynakli bulasici hastaliklar, kiresel olarak ortaya c¢ikan bir halk saglig
sorunudur. Suyun kontaminasyonundan kaynaklanan cesitli topluluk salginlari,
bagirsak protozoonlarinin halk saghgindaki dnemini vurgulamistir. Bu énemli patojenler
arasinda Giardia duodenalis, Entamoeba histolytica, Cyclospora cayetanensis,
Isospora belli, Microsporidia ve daha énemli olarak Cryptosporidium bulunmaktadir. Su
ortaminda Cryptosporidium spp.'nin her yerde bulunmasi; ¢ok gesitli sayida konak, bu
konaklar tarafindan dokulen asiri ylksek sayida ookist ve ookistlerin olaganusti
kararlih@: ile agiklanmaktadir. Bu nedenle su, ndfus igin ¢ok énemli bir enfeksiyon
aracini temsil eder ve su kaynakl kriptosporidiyoz, ozellikle ciddi enfeksiyon riski
altindaki populasyonlar (hamile kadinlar, ¢cocuklar, HIV pozitif ve organ nakli yapiimis
hastalar) igin ciddi bir halk saghgi sorunudur. Ornegin gegen yizyilin bagindan 2016'ya
kadar meydana gelen su kaynakli salginlarin taranmasi neticesinde; Cryptosporidium,
protozoon parazitlerin neden oldugu bildirilen tim su kaynakl salginlarin %60'Indan
(524/905) sorumlu oldugu anlasiimistir (Ryan vd 2018).

1984 yazinda Amerika Birlesik Devletlerinin Braun Station Teksas sehrinde
yaklasik 5900 kisinin etkilendigi salgin, rapor edilen ilk su kokenli kriptosporidiyoz
salginidir. Tarihinin en buylk su kokenli hastalik salgini olarak bildirilen 1993 yilinda
Amerika Birlesik Devletlerinin Milwaukee sehrinde ortaya ¢ikan salgindan yaklasik
403.000 kisi etkilenmigtir. Salginin bdélgenin igme suyunu saglayan ve Michigan
golinden beslenen Cryptosporidium ookistleri ile enfekte 2 adet su deposundan
kaynaklandigi tespit edilmistir (Cetinkaya 2004).

Rapor edilen ¢gogu salgin gelismis Ulkelerde kaydedilmis olup cografi bdlgeler
arasinda rapor edilen salginlarin sayisinda buyuk farkhliklar gérilmustur. Geligsmekte
olan ve tropik Ulkelerde kriptosporidiyoz prevalansinin daha ylksek olmasina ragmen,
bu bélgelerdeki risk faktorlerini belilemek igin ¢ok az galisma yapilmistir. Ulkeler
arasindaki salginlarin prevalansindaki farkliliklar, muhtemelen, patojenik protozoa ile
su kontaminasyonunu izlemek icin teshis yeteneklerinin ve gdzetim programlarinin
mevcudiyetine baglanmaktadir.

Yapilan bir calismada gelismis Ulkelerin halk saglgi, icme suyu kalitesi ve
guvenligi konusundaki cok fazla bilgi birikimlerine ragmen, 2001'den 2016'ya kadar
olan dénemde, s6z konusu Ulkelerde en az 24 su kaynakl hastalik salgini meydana
geldigi bildirilmistir. Tim bu salginlar 6nlenebilir nitelikte idi. Ornegin 2010 yilinda
isvegin Ostersund sehrinde 27.000 kisinin etkilendigi avrupa tarihindeki en biiyik
kriptosporidyoz salgininda altta yatan sebep, su otoriteleri tarafindan ham su

kaynaginin bozulmamis durumuna olan inanci idi. Bir apartmanin kanalizasyonunudan
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kaynaklanan kontaminasyonun, Cryptosporidium ookistlerini ortadan kaldirabilecek bir
verimlilik seviyesinde calismayan su aritma tesisi tarafindan bertaraf edilememesi
sonucu olusmustur. Bir bagka drnekte 2008 yilinda ingilterenin Northampton sehrinde
258.000 su kullanicisinin etkilendigi 422 vakanin rapor edildigi salginda etkin bir su
aritim tesisinde su geri kazanim tankina bir tavsanin girmesi ve orada bogularak élmesi
neticesinde hastaneye basvuran vakalarda C.cuniculus tespit edilmistir. Aritma
tesisinde aritilmis suyun surekli kontrol edilmemesi nedeniyle bu salginin maliyeti 4.9
milyon Euro olmugtur. Gelismig Ulkelerdeki salginlar; genellikle su havzalarinin
temizligine ya da su aritma tesislerinin duzgun calistigina fazla givenilmesi nedeniyle
gerekli kontrollerin yapilmamasi, sularin klor gibi kimyasallarla kirletiimemesi gerektigi
duguncesi(kemofobi) ve cehalet gibi nedenlerle olmustur (Hrudey ve Hrudey 2019).

2009-2017 doneminde Amerika Birlesik Devletlerinde meydana gelen
salginlarin incelendigi bir arastirmada 40 eyalet ve Porto Rikoda, 444 kriptosporidiyoz
salgini ve 7.465 vaka bildirildi. Bildirilen 444 kriptosporidiyoz salgininin 183 tanesi
(%41,2) su kaynakliydi. Rapor edilen salginlarin sayisi yilda ortalama yaklasik %13
artmistir. Salginlarin baslica nedenleri arasinda havuzlarda veya su oyun alanlarinda
kirlenmis suyun yutulmasi, enfekte sidirlarla temas ve ¢ocuk bakim evlerinde enfekte
kisilerle temas yer alir. Salginlar daha ¢ok temmuz ve agustos aylarinda meydana
gelmistir (Gharpure vd 2019).

Turkiye’de 2007 yilinda izmirin bir kéyiinde ortaya gikan igme suyu kaynakli
salginda, 191 kisinin diski 6rneg@inin kinyounun aside direncgli boyamasi sonucu 15

(%8) Cryptosporidium pozitif 6rnek olarak tespit edilmistir (Dubey vd 1990).

2.9. Klinik Belirtiler

Cryptosporidium tdrlerinin  neden oldugu bir bagirsak enfeksiyonu olan
kriptosporidiyoz, kiresel olarak akut ve kronik ishalin 6nde gelen nedenlerinden biridir.
Klinik olarak diger enterik patojenden ayirt edilmesi gugtir (Xiao ve Griffiths 2020).
Hastallk nedeniyle ortaya c¢ikan belirtilerin siddeti, slresi ve tirl; hastanin yasi ve
bagisiklik durumu, parazitin tiri ve yuku, enfeksiyon bolgesi ve enfeksiyonun
kapsamina gore degisiklik gdstermektedir (Dubey vd 1990, Sahin 2018). Hastalik
badisikhgr yeterli hastalarda c¢ogunlukla asemptomatik olmakla beraber semptom
g6rilmesi durumunda 2 haftaya kadar gérilen ishalden sonra kendi kendini sinirlar
(Sahin, 2018, Xiao ve Griffiths, 2020). Ancak bazi durumlarda bu sure 5 haftaya kadar
cikmaktadir (Xiao ve Griffiths, 2020). 2 yasindan klgik cocuklarda ve bagisikhgi
yetersiz kigilerde semptom goérilme sikligi ve siddeti daha fazladir (Dubey vd 1990,
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Sahin 2018). Kriptosporidiyoz karakteristik olarak bazen bol ve uzun sureli olabilen sulu
ishale neden olur (Cetinkaya 2004, Abeledo-Lameiro vd 2019). ishal ve karin agrisi
genellikle hastalarin tibbi yardim istemesine neden olan ve kriptosporidiyozun
laboratuvar tanisina yol agan semptomlardir. Diger klinik dzellikler bulanti, kusma ve
diusuk dereceli atestir. Bazen kas agrisi, halsizlik, bas agrisi ve anoreksiya gibi spesifik
olmayan semptomlar ortaya cikabilir (Abeledo-Lameiro vd 2019). Cogunlukla
bagisikhd! yetersiz hastalarda gorilen solunum yolunun parazit tarafindan enfekte
edilmesi durumunda Oksuruk, nefes darligi, ates ve gogus agdrisi semptomlari
gorulebilir (Caccio ve Putignani 2014). Yine bagisikligi yetersiz hastalarda hepatobiliyer
sistemin enfekte olmasi durumunda ise kolanijit, pankreatit, sklerozan kolanjit, karaciger
sirozu gordlebilir (Caccid ve Putignani 2014, Leav vd 2003). Digki érneklerinde kan
veya l|Okositler nadiren gorilebilir. Hem disuk dereceli ates hem de 6ksurik diger
enterik enfeksiyonlardan daha sik bulunur. Tekrarlanan maruziyetin yaygin oldugu
gelismekte olan Ulkelerde, enfekte gocuklarin gogu asemptomatiktir. Kriptosporidiyoz,
yetersiz beslenen c¢ocuklarda ve kalici ishali olan cocuklarda daha yaygindir. Bu
¢ocuklarda kilo kaybi ve dehidrasyon gérilir. Hem asemptomatik hem de semptomatik
kriptosporidiyozun yetersiz beslenme, boy kisaligi ve bozulmus bilissel isleve neden
oldugu goérulmektedir. Sanayilesmis Ulkelerde kriptosporidiyozu olan bagisiklik sistemi
yetersiz kisiler genellikle ortalama 9 ila 11 gln sdrebilen klinik patlayici, sulu ishal
semptomlarina sahiptir. Hastane yatisi, hastalarin %7 ila %22'sinde gorulebilir. Ancak
hafif ishalli gok az kisinin kriptosporidiyoz agisindan test edildigi, test edilen kigilerin de
ciddi semptomlari olmasi ya da bir salginin parcasi olmasi nedeniyle teste tabi
tutuldugu g6z énune alinirsa s6z konusu hastaneye yatis orani yaniltici olabilir ( Xiao
ve Griffiths 2020). Cryptosporidium tirleri ve alt turleri arasindaki klinik belirtilerdeki
farkhliklari bildirilmistir. C. canis ve C. felis sadece ishal ile belirti verirken C. hominis
enfeksiyonunda eklem agrisi, géz agrisi, tekrarlayan bas agrisi ve yorgunluk gibi

bagirsak digi belirtilerin de ortaya ¢ikabilecegi gosterilmistir (Bouzid vd 2013).
2.10. Tani
2.10.1. Boyama ve mikroskopi
Cryptosporidium spp.‘nin  digki  érneklerinde teshisi; molekller teknikler
geligtirimeden 6nce uzun bir sire boyunca cesitli tekniklerle konsantre edilen ve

boyanan digki drneklerinde parazit ookistlerinin mikroskopta tespiti ile mumkdn

olmustur. Parazitin ayrica balgam, duodenum sivisi ve bagirsak biyopsi érneklerinde



43

de tanisi yapilabilmektedir. Ookistlerin verimli bir sekilde tespiti icin éncelikle érneklerin
konsantre edilmesi gerekmektedir. En yaygin kullanilan ookist konsantrasyon teknikleri;
santrifilj ve ardindan doymus sukroz ¢ozeltisi (Sheather sollisyonu) iginde ytzdirme ile
eter-formalin  ve asetat-formalin  gradyanlari araciigiyla sedimantasyondur.
Konsantrasyon tekniklerini her zaman ookistlerin gézlemlenmesini kolaylastiran
boyama yoéntemleri takip eder (Cunha vd 2019).

Cryptosporidium tespiti icin  érnekler boyama yapilmadan direkt yas
preparasyon yontemi ile taranabildikleri gibi geleneksel olarak kullanilan modifiye
edilmis Ziehl-Neelsen ve Kinyoun'un aside direncli boyamasi, Heine'nin "negatif
boyama teknigi" gibi farkli boyama yéntemlerinin yani sira floresan bazli Auramin Fenol
ve Safranin Metilen Mavisi boyama gibi farkli boyalar ve trikom boyama gibi daha az
geleneksel uygulamalar kullanilarak da taranabilir (Adeyemo vd 2018, Xiao ve Griffiths
2020). Cryptosporidium'un dokularda gorsellestiriimesi icin yaygin olarak kullanilan
boyama yontemi, histolojik kesitlerde epitel hlcrelerinin yuzeyinde yer alan, evrimsel
formlarin 2.0 ila 7.5 ym arasinda bazofilik kiresel cisimler olarak gorsellestirildigi
hematoksilen-eozindir. Histolojik kesitlerde kullanilabilecek diger teknikler, Schiff
periyodik asit ve gimus bazl boyalardir. Transmisyon elektron mikroskobu, parazitlerin

ultrastrikttirel morfolojinin gérsellestirmesine izin verir (Cunha vd 2019).

2.10.1.1. Yas preparat yontemi

Numunelerin su, tuzlu su, gliserin ve immersiyon yagi gibi sivilarda askiya
alinarak 1s1k mikroskopu, faz kontrast ve diferansiyel interferans kontrast mikroskopisi
kullanilarak incelenmesi sonucu tespit edilen ookistler, mayalara benzer kigik yuvarlak
yapilar (4 ila 6 pm) olarak goérunur. Yas preparat yontemi esas olarak tarama igin
kullanilir ve 6zellikle orta ila yuksek sayida ookist iceren numunelerde faydalidir (Xiao
ve Griffiths 2020).

2.10.1.2. Aside direngli boyama yontemi

Genellikle Kklinik mikrobiyoloji laboratuvarlari icin duguk maliyet, kolay
uygulanabilme ve ¢ok sayida numune taranabilme &zellikleri nedeniyle tercih edilen
yontemdir. Diski oérneklerinde Cryptosporidium ookistlerini gostermek icin en yaygin
olarak kullanilan bu boyama teknikleri, ookist duvarinin aside dayanikli boyama
Ozelligine dayanmaktadir. Modifiye Ziehl-Neelsen asit fast sicak boyama ydntemi,
Kinyoun’un asit fast soguk boyama ydnteminin kullanildigi iki ¢esit aside direncli

boyama yéntemi vardir. Bu boyama ydéntemlerinde ookistler kirmizi, arka plan ise
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kullanilan karsit boyaya gore yesil ya da mavi goérinir (Dubey vd 1990). Bazi
calismalar bu boyama yo6ntemine soluk yesil bir arka plana karsi ookistlerin parlak
pembe ila fusya renginde goérindugu bir modifikasyon olarak dimetil stlfoksiti dahil
etmistir (Adeyemo vd 2018). Her ne kadar modifiye edilmis Ziehl-Neelsen boyama
Cryptosporidium igin ana teknik olsa da zaman alici ve yogun emek gerektiren bir
yontemdir. Mikroskop lamlarindaki kalintilar arasindaki ookistleri dogru ve tutarli bir
sekilde tanimlamak icin 6nemli 6lgude uzmanlk gerekli oldugundan duyarlihk ve
Ozgullukten yoksundur. Yanlis pozitif sonuglar, Cryptosporidium ookisti gibi
boyanabilen yag kabarciklarinin ve mayalarin yanhs tanimlanmasi nedeniyle de ortaya

¢ikabilir. Bu yontemle tir ya da genotip tespiti yapilamaz (Cunha vd 2019).
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Sekil 2.9 a) Modifiye EZN ile ookist gérunumu b) Heinenin negatif boyama ile ookist
goérinimi  (Potters ve Esbroeck 2010) c¢) Yas Preparasyon yonteminde
Cryptosporidium ookistleri pembe oklarla, tomurcuklanan bir maya kahverengi okla
isaretlenmistir (Xiao ve Griffiths 2020)

2.10.1.3. Heine'nin negatif boyama yontemi

Taze digki 6rneklerinde daha iyi sonu¢ veren bu yontem aside direngli boyama
yontemine gore daha kisa hazirlik slUresi ve daha az prosedur icermesi nedeniyle
Cryptosporidium igin basit, ucuz ve verimli bir tarama ydntemidir. Orijinal Heine
boyama tekniginde kullanilan karbol fuksin yerine malasit yesili, metilen mavisi ve
kristal menekse kullanilarak yapilan degisiklikler sonucu ydntemin duyarlihgi
artinimaya calisiimigtir. En basarili iyilestirmeler, yapilarin géranularligind en ¢ok
artiran malasit yesili ve kristal viole ile elde edilmistir. Arka planin koyu renkte ookistin
seffaf olarak gérindugu bu yéntem ookistlerin mayalardan ayirt edilebilmelerini daha
da kolaylastirir ve daha az deneyimli laboratuvar personeli tarafindan teshis icin daha
uygundur. Bu teknigin duyarlih@i, faz kontrast mikroskobu inceleme ile daha da
artinlabilir (Khanna vd 2014).
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Sekil 2.10 Heine negatif boyama yonteminde yapilan modifikasyonlar sonucunda
Cryptosporidium ookistlerinin gérinimu: a) Karbol fuksin b) Kristal viole c¢) Metilen
mavisi d) Malasgit yesili (Khanna vd 2014)

2.10.2. immiinolojik yéntemler

Antijen tespiti icin kullanilan immudnolojik testler basit, hizli ve spesifiktir. Daha
yuksek bir maliyete sahip olmasina ragmen, immunolojik testler, tir farklilagsmasi igin
spesifik hedeflere yonelik monoklonal antikorlar kullanilir. Bdylece bu ydntemler
geleneksel boyama tekniklerine kiyasla mikemmel 6zgillik ve hassasiyet sunarlar.
Digkida antijenlerin tespiti (koproantijenler), Cryptosporidiumdan kaynaklanan gupheli
enfeksiyon vakalarinin teshisinde faydali bir ara¢ haline gelmigtir. Dolayh
immunofloresans gibi immunolojik testler, su 6rneklerinde Cryptosporidium’u
tanimlamak icin de kullanilabilir. immiino manyetik ayirma yéntemi (IMS) ve floresan
monoklonal antikor testi ile kombine edilmis Direkt florasan antikor (DFA) ve
immunofloresan antikor testleri (IFA), tim parazitik protozoanlarin tespiti icin siklikla
kullaniimistir (Adeyemo vd 2018, Cunha vd 2019). Genel olarak, immunolojik testlerin
cogu, zayif geri kazanimlar ve gesitli antikorlar tarafindan hedeflenen antijenin yetersiz
taninmasi nedeniyle ¢evresel numuneler i¢in duyarh degildir. Bu durum cevresel suda
bulunan karmasik matrislerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, immunoassaylara
dayali gevresel verilerin yorumlanmasi, bu yodntemlerin sinirlamalan géz 6ninde

bulundurularak yapiimaldir (Adeyemo vd 2018).

2.10.3. immiinomanyetik ayirma saflagtirmasini kullanan immiinofloresan testi
(USEPA 1622 ve 1623)

ABD Cevre Koruma Ajansi (USEPA) tarafindan Cryptosporidium'u saptamak
icin tasarlanan US EPA 1622 veya 1623 metotlari dinyada Cryptosporidium
ookistlerinin ¢evresel 6rneklerde belirlenmesi amaciyla kullaniimaktadir. Yéntem su
numunesi filtrasyonu; imminomanyetik ayirma (IMS); floresan boyama ve

immunofloresan mikroskopi adimlarindan olusmaktadir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 US EPA 1623 Yontemi asamalari (Bridle vd 2012).

40 L'ye kadar su membran filtre kullanilarak dogrudan sahada filtrelenir.
Cryptosporidium, diger kirleticilerle birlikte membran filtrede tutulur. Bu yontemin énemli
bir sinirlamasi, Cryptosporidium ookistlerine benzer boyuttaki istenmeyen toprak ve su
parcaciklarinin genellikle geri kazanilan ookist ile birlikte birikmesidir. Bu,
Cryptosporidium'un saptanmasini zorlastirir ve yanhs pozitiflerin sayisini artirir. Bu
sorunun ustesinden gelmek icgin, genellikle ookistleri dijer istenmeyen maddelerden
ayirmak i¢cin bir anti-Cryptosporidium antikorlari ile islevsellestiriimis super
paramanyetik boncuklardan olusan imminomanyetik ayirma (IMS) yéntemi kullanilir.
IMS, Cryptosporidium ookistlerinin numunedeki diger maddelerden ayirma verimliligini
arttinir ve yanhs pozitif sayisini azaltir. Sonraki adimda ookistler, floresan izotiyosiyanat
(FITC) ya da 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile konjlige edilmis Cryptosporidium'a
6zgu antikorlarla boyanir. Boyanmis ookistler daha sonra bir floresan mikroskobu
kullanilarak gorsellestirilir. Bu yontem pahali, zaman alici, kapsamli numune hazirhgi
gerekmesi, deneyimli personel, gelismis laboratuvar ve ekipman ihtiyaci nedeniyle
saha arastirmalari icin uygun degildir. Ayrica, Giardia spp. gibi diger patojenlerle
capraz reaktivitesi ve ornek kirliligi nedeniyle yanhs pozitif ve yanhs negatif sonuglar
olusabilmesi nedenleriyle ydntemin segiciligi ve duyarhhid sinirlanmaktadir (Luka
2021).
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Sekil 2.12 A) Floresein izotiyosiyanat (FITC) ile konjige edilmis Cryptosporidium'a
6zgu antikorlarla boyanmis ookistler, parlak bir sekilde vurgulanmis kenarlari olan
parlak elma yesili FITC floresansi sergileyen, 4 ila 6 um ¢apinda oval ya da kuresel bir
gérunuim sergiler B) Nukleik asit boyasi olan DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) ile
boyanan bir ookist asagidaki tipik 6zellik kategorilerinden birini sergileyecektir: yesil
kenarli ve belirgin ¢ekirdeksiz acik mavi dahili boyama (DAPI negatif), yogun mavi
dahili boyama veya dort adede kadar farkl, gok mavisi ¢cekirdek (DAPI pozitif) (Rhodes
vd 2012).

2.10.4. Direkt ve indirekt immiinofloresan testi

Gaita 6rneklerinde fluorescein isothiocyanate (FITC) bagh monoklonal antikorlar
kullanilarak kistlerin tanimlanmasi esasina dayanan floresan antikor testleri tanimlama
esnasinda daha pahali floresan mikroskoplar gerekli olsa da test, mikemmel 6zgullik
ve gelismis hassasiyet saglamasi, daha az zaman almasi ve uygulanmasi igin daha az
beceri gerekmesi gibi avantajlar sunar. Direkt ve indirekt immunofloresan testleri
arasinda uygulamada farklar vardir. indirekt immunofloresan, iki antikordan yararlanir.
Bu durumda birincil antikor konjuge degildir ve ikinci floroforla konjuge antikor,
hedeflenen patojenin saptanmasi igin birincil antikora kargi afinite gdsterir. Direkt
floresan antikor testinde parazitin antijenine baglanabilen floroforla konjuge tek bir
antikor kullanilir. Bu durum direkt immunofloresan testinde daha az spesifik olmayan
baglanma ve daha kisa test suresi olmasina neden olur. DIF, insan dogrulama
calismalarinda %100 duyarhlik ve 6zgullik géstermistir ve dider birgok calismada

referans standart olarak kullaniimistir (Adeyemo vd 2018).

2.10.5. Enzim baglantili immiinosorbent testi (ELISA)

Diski 6rneklerinde Cryptosporidium'a 6zgl antijenlerin antikorlar vasitasiyla
kalitatif tespiti icin kullanir (Adeyemo vd 2018). Genel olarak ELISA'da, sivi fazdaki
antijen, kati bir faz Gzerinde hareketsizlestirilir. Daha sonra antijen ve spesifik antikor

arasindaki etkilesim, alkalin fosfataz, yaban turpu peroksidaz ve galaktosidaz gibi
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enzimlerle etiketli ikincil bir antikor tarafindan tespit edilir. Enzimatik reaksiyon, s6z
konusu antijenin varligini gosteren renkli bir Griinle sonuglanir. Son olarak, olusan
renkli Grlinler kantitatif analiz icin optik aletler kullanilarak tespit edilir (Luka 2021).

ELISA icin bildirilen duyarlih@ ve 6zgullik orani % 93 - 100 araligindadir. Bu
test geleneksel boyama tekniklerinden daha hassas olmasi, ¢ok sayida numunenin
daha kisa surede calisabilmesi, numune basina maliyetin daha disik olmasi ve
uygulamasinin daha kolay olmasi gibi avantajlar sunar. ELISA testi, Cryptosporidium'u
epidemiyolojik c¢alismalarin rutin olarak yapilmadigi laboratuvarlarda ve tani
standardizasyonuna ihtiya¢c duyan laboratuvarlarda &zellikle yararl olabilir (Adeyemo
vd 2018, Luka 2021).

ELISA'nin yuksek 6zgulligune ve hassasiyetine ragmen, bu teknigin hazirhk
asamasinin zaman alici olmasli, yanls pozitif ve yanlis negatif analiz sonuglarin
olabilmesi, gelismis laboratuvarlara, ekipmana ve egitimli personele ihtiyaci gibi

dezavantajlar vardir (Luka 2021).

2.10.6. Antijen tespit testleri

Daha kesin, basit ve hizli antijen algilama testleri uygun maliyetli rutin muayene
icin uygun bir alternatif sunar. Bu testler mikroskobik incelemeden ustindur ancak
birden fazla reaktif ilavesi, yilkama adimlari ve inkiibasyon gerektirir. Ayrica, daha yeni
bir teknoloji olan immunkromatografik teknoloji, ek teshis segenekleri saglar. Bununla
birlikte, avantajlarina ragmen, bu hizli immunokromatografik testlerin klasik immunolojik
testler kadar duyarli olmadidini ve daha yuksek yanlis pozitif oranlarina sahip

olabilecegini iddia eden raporlar vardir (Adeyemo vd 2018).

2.10.6.1. Immunocard stat testi

Ticari olarak Uretilen immunokromatografik test olan ImmunoCard STAT,
Cryptosporidium’u tek bir hizli testte ayirt edebilen enzimatik olmayan hizli bir
immunolojik testtir. ImmunoCard STAT'In basit oldugu ve zamandan tasarruf sagladigi
kanitlanmistir ve Cryptosporidiosis i¢in hizli arastirma testleri olarak kullanilabilirler.
Hatta taniyi dogrulamak icin diger tani profilleriyle entegre edilebilir. Testin
uygulanmasi ve sonuglarin yorumlamasi, yuksek uzmanlik gerektirmediginden
kullanimi kolaydir (Adeyemo vd 2018).
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2.10.6.2. Akig sitometrisi

Akis sitometrisi, etiketlenmis Cryptosporidium ookistlerinin yer aldigi numunenin
yaklasik 100 um capinda akis hicresinin icindeki hizli akan bir sivi akisina verilmesi ve
numune icindeki hicrelerin tek bir dizi halinde odaklanmis bir isik huzmesinin 6éniinden
gecmesi sonucunda bu hicrelerinin optik dzelliklerini nicel olarak élglilmesi prensibine
dayanir. Akis sitometrisi, otomasyon ve nesnellik avantajlarina sahiptir ve saniyede
binlerce hucreyi analiz edebilir. Diger bir avantaj, floresan mikroskobik incelemeye
kiyasla numunelerin daha dogru bir tanimini saglayarak daha blytk hacimli
numunelerin analiz edilebilmesidir. Yontemin IMS, gPCR gibi yéntemlerle kombine
edilerek hassasiyet ve segiciliginin artinimaya calisildigi ¢alismalar da mevcuttur.
Enfekte olmus farelerden alinan digki orneklerinin analizleri sonucu akis sitometrisi
yonteminin geleneksel immunofloresan testinden neredeyse 10 kat daha duyarl

oldugunu dogrulanmistir (Adeyemo vd 2018).

2.10.7. Niikleik asit bazli yontemler

Patojenlerin nlkleik asit bazli tespiti, geleneksel metodolojilere goére geri
kazanilan ookist suslarinin/tirlerinin - konak  6zgulliginin  tanimlanabilmesi,
enfeksiyonlarin spesifik kaynaginin ve ciddiyetinin belirlenebilmesi, ve herhangi bir
salgin durumunda Onleyici tedbirlerin uygulanmasi ve epidemiyolojik surveyans
calismalari igin turlerin genotiplendirilebilmesi gibi potansiyel avantajlar sunar. Cevresel
orneklerde parazitik protozoonlarin dogru, hassas ve saglam bir sekilde
tanimlanmasini saglayabilirler. Cevresel 6rneklerde Cryptosporidium tirlerinin tespiti ve
genotiplenmesi i¢in FISH, PCR, gPCR gibi molekller yéntemler yaygin olarak
kullaniimaktadir (Adeyemo vd 2018).

2.10.7.1. Floresan in situ hibridizasyon (FISH)

Floresan in situ hibridizasyon (FISH), flioresan etiketli oligonikleotidin veya
problarin hedeflenen organizmanin DNA veya RNA'sindaki spesifik bolgeye
hibridizasyonuna dayanir. FISH teknigi, mikrobiyolojide filogenetik, ekolojik, tanisal ve
cevresel calismalar icin glcli bir arag¢ olarak kabul edilmistir. Bu ydntem, hiicresel
dizeyde hayatta kalma ve enfeksiyon mekanizmalarini ortaya ¢ikarmaya yardimci
olabilir. Tire 6zgl problara dayanan yoéntem, gevresel érneklerde Cryptosporidium

ookistlerinin tespiti icin uygulanmistir. Cryptosporidium spp.'nin (C. parvum ve C.
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hominis) tire 6zgu tanimlamasi ve canliliginin tespiti igcin FISH ve monoklonal antikor
insan digkisi ve su temini 6rneklerinde kullanimi da rapor edilmistir. Duyarlihd artirmak
icin kdltlrel 6n zenginlestirme ve IMS gibi yontemler ile zenginlestirme adimlari siklikla
gereklidir. FISH'in 3 saatlik bir zaman dilimi iginde klinik, su ve ¢evresel numunelerde
patojenik Cryptosporidium tlrlerinin saptanmasi ve tanimlanmasi nedeniyle PCR ve
RFLP analizlerine guvenilir bir alternatif olmasi avantajini sunar. Ayrica FISH
problarinin monoklonal antijenlere gore ooskistlerin canlililik tespitinin yapilabilmesi ve
tire O6zgu olmasi gibi ek bir avantaji vardir. C. parvum ookistlerinin canliigini
belirlemek i¢in FISH kullanimi karmasiktir ¢lnkd canh hicrelerden alinan rRNA
numune isleme sirasinda bozulabilir ve bu nedenle yanlis negatif FISH sonuglari
uretilebilir. Ayrica, yetersiz RNaz aktivitesi veya gecirgen olmayan inaktivasyon
kosullari yoluyla canli olmayan ookistlerde rRNA'nin uzun sdreli korunmasi, yanhs

pozitif FISH sonuglari tretebilir (Adeyemo vd 2018).

2.10.7.2. Polimeraz zincir reaksiyon (PCR) testi

Polimeraz  zincir  reaksiyonu; Numunede tespit edilmek istenen
mikroorganizmanin gesitli yontemlerle ekstrakte edilen gen dizisinin, bu gen dizilerine
0zgu primerler kullanilarak birden fazla saptanabilir kopyaya g¢ogaltiimasini saglayan
glclu molekuler araglardir. PCR kaynatma, dondurma-¢gdzme veya genomik DNA'yi
cikarmak igin boncuklarin kullaniimasi gibi yontemlerle ookistlerin kiriimasi, ekstrakte
edilmis DNA'nin, uygun primerler igeren bir PCR karisimi ile karistiriimasi, DNA hedef
dizisinin gogaltiimasi, amplifiye Grdnu saflastirmasi ve son olarak amplifiye trindn jel
elektroforezi ve floresan boyalar kullanarak ayirma ve gorsellestirme asamalarindan
olusmaktadir. Bu yontemin avantaji, teknigin geleneksel yontemlere gore duyarlihgi
fazla olmasi ve genotiplemenin yapilabilmesidir. PCR’in standardize edilmemis olmasi,
pahali ekipman ve malzeme ihtiyaci gibi dezavantajlari vardir. Ayrica PCR ¢evresel
orneklerde Cryptosporidium’un tespiti igin siklikla kullaniimakla birlikte artan yanlis
pozitiflik oranlarina sahiptir. Diger bir dezavantaj ise tim PCR tabanli tespit
yéntemlerinin yalnizca dnceden tanimlanmis hedefleri tanimlayabilmesidir. Bu nedenle,
molekuler tekniklerin ylksek hassasiyet ve 06zgulligine ragmen, yerinde tespit

uygulamalari i¢in uygun degildirler (Adeyemo vd 2018, Luka 2021).
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2.10.7.2.1 Kantitatif PCR (qPCR)

Kantitatif PCR (qPCR), klinik érneklerde oldugu kadar cevresel 6rneklerde de
patojenlerin saptanmasi ve miktarinin belirlenmesinde yaygin olarak kullaniimistir.
gPCR’In normal PCR’'dan farki, baslangic DNA miktarinin hesaplanabilmesidir. Bu
metot DNA amplikasyonunun gercek zamanli izlenmesine izin verir ve artan floresan
Olcimleri ile iligkilendirip kantitatif sonuglar elde edilir (Khanna vd 2014, Adeyemo vd
2018). Geleneksel PCR'nin son nokta analiziyle kargilastirildiginda, genis bir dinamik
aralikta genetik hedeflerin nicellestiriimesi gPCR'nin avantajlarindan biridir. Baglangicta
gPCR tahlillerinde ss rRNA'y1 hedef alinarak Cryptosporidium cinsinin neredeyse tum
Gyeleri tespit edilmistir. Ancak ss rRNA’nin genotiplendirmede ve alt tiplendirmede bazi
sinirlamalarinin olmasi nedeniyle bagka hedef genler kullaniimaya bagslaniimistir
(Adeyemo vd 2018).

2.10.7.2.2 Nested PCR

Nested PCR’'da standart PCR reaksiyonuna goére duyarhligi arttirmak icin ard
arda uygulanan iki polimeraz zincir reaksiyonu igin iki primer seti kullanilir. Birinci
primer setinin hedef DNA digindaki dizilere baglanarak bu dizler ¢ogaltilir ardindan
ikinci amplifikasyon mekanizmasinda, ilk amplifikasyondan gelen bolgenin i¢ bélgesine
baglanan iki i¢ primer kullanilarak kugik alanin ¢ogaltiimasi saglanmaktadir. Boylece
reaksiyonun 6zgulligu artar. Gunku eger ilk primer giftinin spesifik olmayan baglanmasi
varsa, ikinci primer setinin de spesifik olmayan sekilde amplifiye edilmis DNA
sablonuna baglanmasi pek olasi degildir (Sevindik ve Abaci 2013, Adeyemo vd 2018)
Yéntemin en 6nemli dezavantaji birincil amplifikasyon tlptnden ikincisine ornekler
aktarilirken ¢ok az da olsa gevreye drnek sacgiimasi ve daha sonraki ¢alismalarda hava

yolu ile kontaminasyona neden olmasidir (Sevindik ve Abaci 2013).

2.10.7.2.3 Droplet digital PCR

Bu teknik 20.000 ve hatta ¢ok daha kuguk droplet adi verilen reaksiyon kaplari
icinde nukleik asitlerin porsiyonlanmasi temeline dayanir. Standart bir PCR reaksiyonu
daha sonra her bir droplet hedefini ¢ogaltmak icin kullanilabilir, bdylelikle ayri ayri
pozitif ve negatif sekilde hedef bagimli floresan sinyali dlgulebilecektir. “1” olan sinyal
pozitif, “0” olan sinyal negatif olmak Uzere ikili kod teknigin dijital kismini temsil eder ve
veriler Poisson dagilimina uygun olarak hesaplanabilmektedir (Carhan vd 2016). Bu
da Droplet dijital PCR (ddPCR), geleneksel gPCR'den farkli olarak referans standart
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egrilerin olmamasi nedeniyle Uretiimesi zor olan standart kalibrasyon egrilerine ihtiyag
duymadan DNA miktar tayinine olanak saglar (Hassan vd 2020). Bugline kadar yapilan
cesitli calismalar ddPCR’in gPCR’a goére duyarliidinin ve hassasiyetinin daha ylksek
oldugunu géstermistir (Carhan vd 2016). Ayrica yapilan ¢alismalarda, 18S rRNA ve
aktin gen lokuslarini hedefleyerek su ve digki numunelerinde Cryptosporidium
miktarinin belirlenmesinde kullanilan ddPCR'in kesinliginin her iki lokus icin gPCR'den
daha yuksek oldugu ancak ddPCR'in kesinliginin azalan DNA konsantrasyonu ile
azalirken, gPCR konsantrasyondan etkilenmedigi bildirilmistir. Diger taraftan PCR
inhibitorlerinin varhdinin qPCR'yi etkiledigi ancak ddPCR'yi etkilemedigi bulunmugtur
(Hassan vd 2020).

2.10.7.2.4 Dongu aracih izotermal amplifikasyon (LAMP)

Cryptosporidium tespiti igin spesifik, hassas, hizli ve verimli bir yeni gelisen
teknik olarak kabul edilmistir (Luka 2021). Bu reaksiyon igin toplam 4-6 primer ve yer
degistirme 6zelligi olan Bst DNA polimeraz enzimi kullanilir. LAMP PCR metodunda;
reaksiyon sirasinda primer baglanmasi igin surekli tek iplikgikli bir bdlgenin saglanmasi
ile izotermal sartlarda PCR reaksiyonu saglanir. Cift iplikgikli DNA 65°C’de dinamik
dengede oldugundan primerlerden biri hedefine baglanarak reaksiyonu baglatir.
Primerlerin karsilikli olusturdugu bu reaksiyon sonunda ‘dumble’ tarzinda amplifikasyon
icin baslangi¢ UrGnd olusturur. Bu ilmikli (loop), dumble formasyonlu nikleik asitin
ilmiklerindeki primer bdlgelerinden seri amplifikasyon islemi gergeklesir ve sonunda
ilmikli, degisik ve buyuk boyutlarda DNA amplikonlari olusur (Altindis vd 2017).

Cryptosporidium tespiti igin diger tespit yodntemlerine goére LAMP'nin
Cryptosporidium'u su érneklerinde nispeten disik konsantrasyonda tespit edebilme ve
¢ok sayida biyolojik kirletici iceren bir numuneyi blyidk miktarda DNA izole etme ve
sentezleyebilme avantaji sunar. Ayrica, LAMP c¢evresel drneklerde yaygin olarak
olusan PCR inhibitorlerine karsi duyarsizdir ve PCR'a kiyasla daha kisa bir analiz
suresine sahiptir. Yapilan c¢alismalarda LAMP’In, su 6rneklerinde immunofloresans
testleri (IFA) ve PCR ile karsilastirildiginda daha yuksek hassasiyet gosterdigi
anlagiimistir (Luka 2021).

2.10.7.3. Yeni nesil dizileme (NGS)
Buylk paralel dizileme olarak da adlandirilan ve son 15 yilda geligtirilen yeni

nesil dizileme (NGS), 6nceden dizi bilgisi olmadan milyonlarca DNA parcasinin ayni

anda dizilenmesine izin vermektedir. Bu ileri teknoloji, daha énce Polimeraz Zincir
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Reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edilmis bir veya birkag nispeten kisa DNA fragmaninin
tip basina dizilenebildigi geleneksel dizileme yontemlerine kiyasla gercek bir devrim
olmustur.

Yeni nesil dizileme su basamaklarda agiklanabilir;

e Dizilenecek olan DNA bir veri katiphanesi olusturmak icin mekanik veya
enzimatik olarak 200-300 nikleotidlik parcalara ayrilir.

e Daha sonra bu pargalarin uglarina adaptor dizileri ve barkod dizileri eklenir.

o Adaptdr dizileriyle kati ylzeye tutturulmus olan tek zincir halindeki DNA
parcalarina isaretli bazlar eklenerek diger zincirin sentezi gerceklestirilir.

o Her yeni bazin eklenmesi ile ortaya cikan isik, pH veya iyon dengesinin
degisimi nedeniyle kimyasal ve foto-sensorler hangi bazin eklendigi
belirlenmekte ve kaydedilmektedir. Reaksiyon bittiginde bilgisayarda
kompleks biyoinformatik analizler yapilir.

NGS'de daha onceki genetik dizileme tekniklerden farkl olarak, paralel bircok
dizileme reaksiyonu ayni anda yapilarak yuksek hacimli ve hizli sonu¢ alinmaktadir.
Yiksek hacimli bir analiz yontemi olmasinin yani sira barkod yoéntemi ile DNA
parcalarinin hangi 6rnege ait oldugu kolayca takip edilmekte ve bu sayede ayni
reaksiyonda onlarca o6rnek bir arada calisilip 6rnek basina maliyet dusurtlmektedir
(Kamps vd 2017). NGS analizi kantitatif degildir. Niceliksel bir analiz saglamak igin,
numunelerdeki tim mikroplar gPCR / ddPCR (izerinde yuritilebilir, ancak bu pahali ve

taksonomik acidan ¢ok daha az kapsamli olacaktir (Zahedi vd 2019).

2.10.7.4. DNA Parmak izi yontemi(DNA Fingerprinting)

Cryptosporidium tirlerinin genotiplemesi igin kullanilan bir diger yéntem olan
DNA parmak izi yontemi; DNA'da sayisi genellikle canlilar arasinda degisen 2-100
nukleotid uzunlugundaki tekrar dizilerinin yer aldigi DNA bdlgeleri olarak tanimlanan
minisatellit bolgelerinin c¢esitli yontemlerle bant dizileri halinde gorsellestiriimesidir.
Arastirmacilar bu tekrar dizilerinin uzunlugunu belirlemek icin mikrosatellit bdlgesi icin
cesitli yaklasimlar kullanmiglardir. DNA parmak izi ¢alismalarinda kullanilan en eski
yontem, restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizidir. RFLP analizinde,
mikrosatellit bolgeleri restriksiyon enzimleri ile kesilmesinin ardindan agaroz
elektroforezi ile ayrildiktan sonra bu DNA bdlgeleri bir zar Gzerinde immobilize edilir.
Burada radyoaktif olarak etiketlenen bu DNA probu ile bu DNA bolgeleri hibridize edilir
veya durumunda Oligonukleotid problarinin sayisi - dogrudan kurutularak hareketsiz
hale getirilir. Radyo etiketli prob, tekrar birimlerinin sayisindaki varyasyon nedeniyle

genomik DNA'daki bir dizi minisatellit dizilerle hibritlesir. Daha sonra fazla DNA probu
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yikanarak uzaklastirildiktan sonra membran X-isinina maruz birakilarak bu degisken
parcalarin gorsellestiriimesi saglanir (van Belkum 1994). RFLP analizi, genom dizisi
hakkinda bilgi gerektirmese de, bu tir verilerin yoklugunda RFLP calismalari son
derece zaman alici ve zorlayici olabilir. Sekans verileri mevcut olmadiginda, calisilan
genomun enzimler tarafindan kesilecek kadar buylk bir bolgesini fiziksel olarak
klonlamalidir ve bu islem c¢ok fazla zaman ve kaynak gerektirir. Bu dezavantajlar
nedeniyle, arastirmacilar, tekrar dizilerinin uzunlugunu belirlemek igin mikrosatellit
bdlgesini cevreleyen primerlerle PCR tabanh yaklagimlari kullanabilirler. Elde edilen
PCR Urdnlerinin boyutu, yiksek ¢6zUnurlUklU jel elektroforezi kullanilarak belirlenir. Bu
yaklasim, primerleri tasarlamak icin genom dizisi hakkinda bilgi gerektirir, ancak belirli

bir mikrosatellit bolgesi icin ¢oklu alelleri tespit etmek icin kullanilabilir (Chial 2008).
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2.10.8. Kiiltur yontemleri

Cryptosporidium arastirmalarindaki en blyulk zorluk, surekli enfeksiyonu ve
yasam dongusunidn tamamlanmasini destekleyen bir in vitro kultir sisteminin
bulunmamasidir (Oru¢ ve Akpinar 2019). Bu durum patogenez ve ilag hedeflerinin
belirlenmesinde rol oynayan mekanizmalari anlamamizi sinirlandirmistir. Bir dizi statik
iki boyutlu (2D) in vitro tek katmanlarda yetistirilen birincil hicreleri kullanan kultr
sistemlerinin enfeksiyona izin verdidi bildirilmistir. Bununla birlikte, bu sistemlerin
¢ogunda, enfeksiyon 3 gln icinde zirveye ulasir ve bunu keskin bir disus ve eksik
replikasyon izler. Bu sistemlerin higbiri 5 ginden fazla bir sidredir enfeksiyonu
desteklememektedir. Yakin zamana kadar, Cryptosporidium spp.’nin genetik
manipllasyonu mimkin degildi. Son zamanlarda biyomdhendislik c¢alismalari
sonucunda enfeksiyonu daha uzun sure destekleyebilen G¢ boyutlu (3D) insan

bagirsak doku modelleri gelistiriimistir (DeCicco vd 2017).

2.10.8.1. igi bos elyaf teknolojisi

Bu yontemde HCT-8 hicreleri, her bir i¢i bos elyaf fiberin dig ylzeyinde
kultdrlenmigtir. Bir pompa sistemi ile C. parvum'a 6zgl blyume ortami, besin ve oksijen
konsantrasyonu ve redoks kosullari agisindan insan bagirsak lumeninin kosullarini
taklit edilmigtir. Bu sistemde ginde mL basina yaklagik 108 ookist tretimini ve 6 aydan
uzun siren C. parvum'un surekli kilttrG bildirilmigtir. Bu yontemin pahali olmasi ve 6zel

ekipman gereksinimi gibi dezavantajlari vardir (Gunasekera vd 2020).

2.10.8.2. ipek proteinli iskele modeli

Silindirik bir polidimetilsiloksan kalibina viskoz bir ipek protein c¢ozeltisi
dokulmug ve ici bos ve gozenekli bir [limenin ylzeyinde insan epitelyal kolorektal
adenokarsinom (Caco-2) hucreleri ve mukus salgilayan goblet hucrelerinin (HT29-
MTX) kultirlenmesi sonucu olusturulan bir modeldir. C. parvum enfeksiyonu 15 gin

boyunca destekleyen bu modelde az sayida ookist Uretilebildi (Gunasekera vd 2020).
2.10.8.3. Kolon explant modeli
Siddetli kombine immin yetmezlik hastaligi olan yetigkin farelerden alinan kolon

eksplantlarinin kullanildigi bu modelde bagirsak epitel tabakasinin ¢ boyutlu yapisi 35

glin boyunca korunabilmistir. Ayrica bu model 27 gin boyunca C. parvum
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enfeksiyonunu destekleyebilmistir. Bu modelin konak-parazit etkilesimlerinin analizine
izin veren hassas bir algilama modeli olabilecedi dusunulmektedir (Gunasekera vd
2020).

2.10.8.4. Akciger ve ince bagirsak organoidleri

Organlarin in vivo yapisina ve iglevine benzeyen kék hlicreden turetilmis, Gg
boyutlu hucre kimeleri olan organoid bazli kultur yonteminde C. parvumun yasam
doéngUsunidn hem eseysiz hem de eseyli agsamalari 28 gine kadar desteklenmistir. Bu
model ¢ok sayida ookist Uretememesine ragmen kok hicreden tiretilmis organoidleri
basariyla kullanan ilk, insanlarda hem solunum hem de gastrointestinal sisteminde
kriptosporidyozun patofizyolojisini incelemek igin mevcut tek kdltir modelidir
(Gunasekera vd 2020).

2.10.8.5. Kok hucre kaynakh kultur

Hava-sivi araylz kosullari altinda ¢ogaltilan bir fare ileum kok hicre tirevi
kaltdrd kullanan galismada havaya maruz kalan hucrelerin apikal yuzeyi vasitasiyla
bazal ylzeyden kultir ortaminin beslemesi saglandi. Bu kiltirde 20 gine kadar C.
parvum’un tUm yasam doéngusu boyunca blyimesini destekledi ve gtinde 100 ila 1000

ookist Uretimi gézlendi (Gunasekera vd 2020).
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Tablo 2.5 Cryptosporidium igin kullanilan kiltir yontemlerinin karsilastiriimasi
(Gunasekera vd 2020)

in vitro kiiltir Tam ¢ogalma Biiyumenin Konak  patojen  Buyuk

yontemleri dongiisiini desteklendigi etkilesim Olcekli
destekleme maksimum Ookist

siire Uretimi

HCT-8 hiicre Hayir 25 gun Kismen Hayir

hatlan

Hiicresiz kiiltiir Evet 46 giin Hayir Kismen

ici bos elyaf Evet <180 gln Kismen Evet

teknolojisi

ipek  proteinli  Evet 15 gln Kismen Hayir

iskele modeli

Kolon explant Evet 27 gun Evet Hayir

kiiltard

Akciger ve ince Evet 28 gun Evet Hayir

bagirsak

organoidleri

Kok hiicre Evet <20 gln Evet Hayir

kaynakl

kiiltiirler

Tablo 2.5 incelendiginde kulturleme sistemlerinin herhangi birinin sirekli C.
parvum blylUmesini destekleyebildigi maksimum slre, ici bos elyaf teknolojisi haricinde
40-45 gundir. Konak parazit etkilesimlerini ve kriptosporidiyoz patofizyolojisini
incelemek igin kullanilan G¢ boyutlu modeller icin farklilagsmis enterositlerin varligi ve
goruntuleme tekniklerini kultirleme sistemine uygulama yetenegi son derece 6nemlidir.
Tdm d¢ boyutlu kultirleme sistemleri enterositlerin  yapisal 6zelliklerini yeniden
Uretmeyi basardi, ancak ¢ogu ya ¢ok sayida bulasici ookist tUretme ya da zaman iginde

konak-parazit etkilesimlerini gorsellestirme yeteneginden yoksundu.

2.10.8.6. Cip uizerinde organ olusturma

Cip Uzerinde organ olusturma teknolojisi, vicuttaki belirli dokularin Gg¢ boyutlu
yapisinin ve iglevinin temel ozelliklerini in vitro olarak minyatlr bir Olgekte yeniden
uretmeyi amaclamaktadir. Bu teknolojide kullanilan mikroakiskanlar, cihaz boyunca sivi
akisinin kontroll, hucreler Uzerindeki kayma stresi ve mekanik uyaranlarin girigi danhil
olmak Uuzere hlcresel mikro ortamin taklit edilmesini saglar. Bu teknoloji
Cryptosporidium biyolojisi galismasinda cesgitli uygulamalarda kullaniimak igin yeterince

kicuk ve ekonomik olup yeniden uretilebilir 6zelliktedirler (Gunasekera vd 2020).
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Sekil 2.14 Ug boyutlu bagirsak modellerinin diyagramlari A) ici bos elyaf teknolojisi B)
ipek proteinli iskele modeli C) Kolon explant modeli D) Akciger ve ince bagirsak
organoidleri E) Kok hticre kaynakl kultirler F) Cip Uzerine organ olusturma modelleri
(Gunasekera vd 2020).

2.10.9. Biyosensor kullanimi

Genel olarak biyosensor; biyolojik, kimyasal veya biyokimyasal sinyali,
Olgulebilir ve islenebilir elektriksel sinyale doénusturebilen, kimyasal veya fiziksel
ceviriciler ile birlestirilmis biyolojik algilama materyali igeren bir cihaz veya enstriman
olarak tanimlanabilir (Guven 2022). Biyosensorler, Cryptosporidium'un mikroskobik,
immunolojik ve molekuler tekniklerin dezavantajlarini ortadan kaldirmak ve parazitin
dogdru, hizli, ucuz miktar tayini ve tespiti icin kullanilirlar (Luka 2021).

Tipik bir biyosensoér, bir tanima elemani (antikorlar, nukleik asitler, enzimler,
aptamerler veya tam hucreler), donustlrictu ve dedektoér icerir (Sekil 2.15). Tanima
elemani, biyosensoérin 6zgulliguna ve segiciligini belirler, dénlstiricu ise bir biyo-
tanima olayindan Uretilen yaniti dlgtlebilir bir sinyale dénistirtr. Sinyal daha sonra
uygun bir dedektér kullanilarak tespit edilir. Biyosensorler, guvenilirlik, dogruluk, maliyet
etkinligi, segicilik, hassasiyet ve gercek zamanl analiz gibi normal laboratuar tabanl

tespit ydntemlerine gore c¢esitli avantajlar sunar.
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Biyosensorler, molekiler tanima elemaninin ve donustiriclinin turine goére

farkh kategorilerde siniflandirilabilir. Cryptosporidiumun tespiti icin en ¢cok kullanilan

biyosensor cesitleri ve 6zellikleri tabloda 6zetlenmistir.

Tablo 2.6 Biyosensoarlerin karsilastirmasi (Luka, 2021)

Cevirici Calisma Prensibi Tespit isaret Analiz Yerinde
Limiti ve PCR Siiresi Tespit
ihtiyaci
Elektriksel Cip tabanl antikor bazl 40 hucre/ 5 Yok > 24 saat Evet
biyosensorlerce ookist varligi ul
nedeniyle olusan kapasitans
degisiminin tespiti
Elekro Cip tabanl antikor bazl 4 hicre /4 Yok > 24 saat Evet
kimyasal biyosensorlerce ookistlerin varhigi i
nedeniyle direng-ylk transferindeki
degisikligin tespiti(Elektrokimyasal
empedans spektroskopisi)
Kolorimetrik  Cip tabanl oligonukleonitlerle 5uM Yok 30 dk. Evet

modifiye edilmis altin
nanopartikullerinin Cryptosporidium
RNA'’s!I ile hibridizasyonu sonucu
olusan nanopargagik kiimelerinin
olusturdugu kolorimetrik yanitin
tespiti

2.11. Tedavi

Cryptosporidium enfeksiyonunun etkin tedavisi igin AIDS'li hastalarda ginde 10

litreyi agabilen siddetli diyare nedeniyle olusan sivi ve elektrolit kayiplarinin yerine

konulmasi icin oral ya da gerektiginde intravenoz rehidrasyon uygulamalarinin

yapilmasi gerekmektedir. Kriptosporidiyoz, laktaz gibi enzimlerde bir kayba neden olur,

bu nedenle rehidrasyon rejimlerinden sut Urunlerini kisittamak ve/veya bagirsak
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hicrelerindeki bozunmalar dizelene kadar laktaz kullanmak gerekebilir (Caccid ve
Putignani 2014).

Bugline kadar, ¢ok sayida antiparaziter ajanin 6zellikle bagdisikligi baskilanmis
konaklarda hicbir etkisi olmadigindan, enfeksiyonun dogrudan tedavisi igin sinirli
secenekler vardir. Bu nedenle, kriptosporidiyoz tedavisinin temel tasi, konak bagisiklik
fonksiyonunun restorasyonudur. Ornegin kriptosporidiyozlu AIDS hastalarinda,
antiretroviral tedavinin diyareyi 6nemli élglide iyilestirdigi gosterilmistir. ilging bir sekilde,
HIV proteazlarini inhibe ederek islev gbéren antiretroviral ilaglar, hem in vivo hem de in
vitro olarak Cryptosporidium turlerine karsi spesifik aktivite gostermistir (Caccido ve
Putignani 2014).

Yakin zamana kadar Cryptosporidium'un uzun sdreli Uretimine izin veren ve
yaygin olarak kullanilan in vitro kultlr sisteminin olmamasi nedeniyle Cryptosporidium
biyolojisinin ve parazitin konak ile etkilesim mekanizmalari hakkinda bilgi sinirli olmus
ve ayni zamanda bu parazitin genetik manipulasyonu i¢in standart protokollerin ve
araclarin olusturulmasi geciktirmistir. Bu durum da etkili bir kriptosporidyoz tedavisi i¢in
ilac gelistirme slrecine engeller cikarmistir. Hedefe vyonelik ilac gelistirme
yaklasimlarinin eksikligi ve hedef patojenin insidansinin yoksul Ulkelerde ylksek
oldugu g6z o6nune alinarak yeni bir ilag gelistirmenin ylksek maliyeti nedeniyle
arastirmalar mevcut ilaglarin ve ilag benzeri bilesiklerin kullanimina yonelik yapilmistir

(Caccid ve Putignani 2014).

2.11.1. Antiparazitik ajanlar

Nitazoksanit, paromomisin, spiramisin, sigir hiperimmudn kolostrum ve sigir
diyalize edilebilir 16kosit 6zU dahil olmak tGzere HIV ile enfekte yetiskinler Uzerinde
yapilan klinik calismalarda ¢ok sayida ajan arastinlmistir. Spesifik olarak
Cryptosporidium'a ydnelik higbir farmakolojik veya immiinolojik tedavinin, kombine
antiretroviral tedavi olmadan kullanildiginda tutarli bir sekilde etkili oldugu

gosterilmemigtir (Caccid ve Putignani 2014).

2.11.1.1. Nitazoksanit

Bagisikhi@r yeterli cocuklar ve yetiskinlerde C. parvum nedenli enfeksiyonun
tedavisi icin Gida ve ila¢ Dairesi tarafindan onaylanmis tek ilag olan Nitazoksanitin
badisikhgr vyeterli bireylerde hastaligin siddetini ve suresini azaltmada etkinligi
gosterilmistir. AIDS hastalarinda gunde iki kez 500 ila 1.000 mg olarak uygulanarak

yapilan galismalarda CD4+ sayisi > 50 hiicre/mm? olan hastalarin %70'i yanit verirken,
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CD4+ hicre sayisi duslk olan hastalarin %20'sinin yanit verdigi dolayisiyla ilacin
etkinliginin hastanin bagisiklik durumuna bagh oldugu anlasiimistir. AIDS hastalarinda
ilacin etkinliginin degisiklik gostermesi nedeniyle ideal tedavinin antiretroviral tedavi ile

nitazoksanitin kombine edilerek yapilmasi énerilmektedir (Caccio ve Putignani 2014).

2.11.1.2. Paromomisin

Giardiasis ve intestinal amebiasis tedavisinde kullanilan bir aminoglikozit olan
paromomisin ile ilgili 11 insan galismasina yonelik yapilan meta analizde yetigkinlerde
2 ila 4 bolinmus dozda 25 ila 35 mg/kg/gin olarak uygulanan ilag dozu sonucunda
ilaca %67 oraninda bir yanit tespit edilmis ancak uzun sureli basari oraninin %33
oldugu ve hastalikta nlksler mevcut oldugu anlasiimistir. AIDS hastalarinda
nitazoksanit yerine paromomisin kullanilabilir, ancak antiretroviral tedavi ile kombine

edilmesi gerekir (Caccio ve Putignani 2014).

2.11.1.3. Makrolitler

Spiramisin, azitromisin, roksitromisin ve Kklaritromisin dahil olmak Uzere
makrolidler, kriptosporidiyoz igin bir miktar aktivite gdstermisse de yapilan ¢alismalar
bu etkinligin tutarll olmadigini gdstermistir. Ancak yine de AIDS hastalarinda,
antiretroviral tedavi ile kombine edilmesi sartiyla nitazoksanit yerine makrolidler

kullanilabilecegi belirtiimigtir (Caccio ve Putignani 2014).

2.12. Korunma ve kontrol

Cryptosporidium ookistlerinin fekal-oral bulasmasinin onlenmesi igin, Kkisisel
hijyene dikkat edilmesi gerekmektedir (Leav vd 2003). Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi (CDC) tarafindan kriptosporidiyozun kontrolt igin cesitli hijyen yontemleri
Onerilmektedir. Yemek yemeden Once ve sonra, tuvalet kullanimindan sonra, hasta
insanlarla ve hayvanlarla temastan sonra, tarim faaliyetlerinden sonra ellerin sabunla
yilkanmasi tavsiye edilmektedir. Ayrica ishal olan cocuklarin okul ve kreglere
gonderilmemesi; ishal olan kisilerin yuzme havuzlarindan uzak durmasi, gdller,
nehirler, kaynaklar, goletler, akarsular veya si§ kuyulardan aritiimamis su icilmemesi;
icme suyunun guvenliginden siphe duyuluyorsa siselenmis su kullanilmasi; enfeksiyon
riskini azaltabilmek icin belediye veya kuyu suyu kaynaklarindan elde edilen sularin

mikron alti por genisligine sahip su filtreleri kullanilarak filtrelenmesi veya 3 dakika
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kaynatilmasi; icme suyunun guvenliginden siphe duyuluyorsa ¢i§ yenecek meyve ve
sebzeleri yikamak icin siselenmis, kaynatilmis veya filtrelenmis su kullaniimasi;
seyahat edilen Ulkelerde yetersiz aritilmis suyun kullanilmamasi veya igilmemesi,
suyun guvenli olmadidi Ulkelerde buz kullanilmamasi; yemek arzinin glvenli olmadigi
Ulkelerde pismemis yiyeceklerin yemekten kaginiimasi; digki ile dogrudan veya dolayh
temasa yol acabilecek korunmasiz cinsel uygulamalardan kaginiimasi énerilmektedir
(Caccid ve Putignani 2014, Painter vd 2015)

GUnumuze kadar kriptosporidiyoza karg! kullanilan mevcut bir agi yoktur. Diger
taraftan sigirlarda maternal ve fatal dolagimin ayri oldugu sindesmokorial plasenta
bulunur ve bu nedenle fetlis, anneden transplasental bulagma yoluyla immunoglobulin
almaz. Immunoglobulinlerin buzagilara pasif transferi, ilk sa@ilan kolostrumun
beslenmesi ile saglanir. Buna gore, kolostrumdaki ylksek duzeyde antikorlarin,
hiperimm(n kolostrum ile beslenen buzagdilari koruyabildigi gésterilmistir (Tomazic vd
2018).

Kriptosporidiyoz enfeksiyonu tasiyan insan ve hayvanlar sirekli ve ¢cok sayida
ookisti ¢cevreye birakmaktadirlar. Bu ookistler ¢ok direngli olup nemli ¢cevrelerde bir yil
kadar canli kalmakta, bilinen dezenfektanlarla (klor, amonyak, formaldehit vb.) yok
edilememektedir. Sularin bu ¢ok kiiclik boyutlu ookistlerden aritilmasi zor olmaktadir.
Koagulasyon, sedimentasyon ve filtrasyon ile fiziksel olarak ookistlerin uzaklastiriimasi,
su kokenli kriptosporidiyoza karsi ilk bariyerdir. Geleneksel igleme tekniklerinin
(koagulasyon, sedimentasyon ve filtrasyon) gerektigi sekilde uygulanmasi ile, ookistler
%99 veya daha fazla oranlarda uzaklastirilabilmektedir. Ookistlerin filtrasyon
bariyerinden gecebildigi kritik zamanlarda, takiben geri yilkama islemi uygulanmalidir.
Klorlu dezenfektanlara direncli olan ookistler, koagulasyon/filtrasyon prosesi uygulanan
sularda bile gorulmektedir. Bu nedenle C. parvum’un kontrolu igin, filtrasyon ve
dezenfeksiyon iglemlerinin Dbirlikte uygulanmasi gerekmektedir. Diger taraftan
Cryptosporidium ookistlerini elimine etmek icin, vyalnizca klorlama igleminin
uygulanmasi yeterli olmamakla birlikte yapilan calismalarda 80 mg/l dizeyindeki
serbest klorin veya monokloramin’e 90 dk, 1.3 mg/l klordioksid’e 60 dk sureyle maruz
birakilan ookistlerin, yaklasik %90’ inin inaktive edildigini bildirilmistir. Ayrica yapilan
baska bir calismada 8 pH'da, 21°C’da 1000 mg/l klordioksid’e 1 dk slreyle maruz
birakilan ookistlerin sirasiyla %99’luk inaktivasyona ugratildigini belirlemislerdir
(Cetinkaya 2004).

Yapilan c¢esitli galismalarda, hucre duvar yapisini bozarak mikroorganizmalari
etkisiz hale getiren ozonun ookistlere karsi en etkili dezenfektan oldugu ortaya
konmustur (Proje MNE 2020). 1 mg/l ozonun 25°C’deki suda 1 dakika iginde ookistlerin

%90-99’unun inaktivasyonuna yol actigini bildirilmistir. Ozon ile 6n islem gdren sularin
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daha sonra monokloraminle muamalesi sonucu inaktivasyon oraninin 20°C’de 5 kat ve
1°C’de 22 kat daha hizli oldugunu rapor edilmistir (Cetinkaya 2004). Ayrica Her 10
°C’lik sicaklik artigi ozonla dezenfeksiyon verimini 2-3 misli artirdigi gosterilmistir (Proje
MNE 2020).

Sularin UV ile islenmesi yontemi, Ozonla ya da diger dezenfeksiyon islemleriyle
ilgili olarak duyulan saghk kaygilari nedeniyle C. parvum ookistlerini iceren su
kaynaklarinin dezenfeksiyonu igin 6n plana ¢cikmistir. Yapilan calismalarda 120 ml/cm?
dozunda UV uygulamasi ile suda bulunan ookistlerin %100 inaktivasyona ugradigini
rapor edilmigtir (Cetinkaya 2004).

Ookistlerin canhligi Gzerinde 1sinin etkisini belirlemek tzere de gesitli calismalar
yapiimisgtir. Sularin ve sutln pastorizasyonunun (71.7°C’de yalnizca 5 sn) ookistlerin
enfeksiyon olusturma kabiliyetini kaybetmeleri icin yeterli oldugunu ortaya
koymuslardir. Yapilan baska bir calismada elma suyuna 71.7°C’de 10 sn veya 20 sn
sureyle uygulanan pastorizasyon igleminin ookistlerin sayisinda %99.9 azalmaya
neden oldugunu bildiriimigtir (Cetinkaya 2004). Yemek yapmak, yiyeceklerde
Cryptosporidium'u oldurir. Ookistler pastdrizasyonun yanisira 60 °C'de 30 dakika
Isitilarak veya -7 °C'de 1 saat dondurularak oldirulebilir (Xiao ve Feng 2020).

Alternatif dezenfeksiyon yoéntemlerinden biri de gama isinlamadir ve gama
radyasyonun Cryptosporidium ookistlerini inaktif hale getirdigi birgok ¢alisma ile ortaya
konmustur. Gama isinlama suda ve su ortaminda bulunan maddelerde kimyasal ve
biyolojik deg@isim olusturmakta, uygun dozda kullanilan iyonlastirici radyasyonun baska
bir yonteme gerek kalmadan mikroorganizmalari yok ettigi gosterilmistir. Yapilan
calismalarda 15 kGy gama 1sinlama dozunun sularda Cryptosporidium spp. ookistlerini
inaktive ettigi belirlenmigtir (Emre vd 2017).

Ookistlerin inaktiasyonu igin kullanilan antibakteriyel aktivite sergiledigi bilinen
bazi nanopartikillerin protozoonlar Gzerine etkisi Uzerine yapilan ¢alismalarda gimus
nanopartikillerinin ve guimus iyonlarinin su kaynakli Cryptosporidium igin toksik oldugu

belirlenmigtir (Cameron vd 2016).

2.13. Hipotez

Su kontaminasyonuna bagh olarak gelisen toplumsal salginlar hem bir halk
saghgi sorunlarina (Ryan vd 2018) hem de blylk ekonomik kayiplara (Chyzheuskaya
vd 2017) sebep olabilmektedir. Protozoon parazitlerin neden oldugu bildirilen tim su
kaynakli salginlarin en onemli etkeni Cryptosporidiumdur (Ryan vd 2018). Tez
calismasinin yapildigi Mardin ili tarim, hayvancilik ve bu sektérlere bagh sanayinin

gelismis oldugu bir sehirdir. Sehirde kullanilan suyun %69'u kaynak sularindan
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karsilanirken %31’i kuyu sularindan kargilanmaktadir. Mardin ili toplam nifusunun
yaklasik %35’i kanalizasyon, %46’s1 atik su aritma hizmeti alamamaktadir (Cevre,
Sehircilik ve iklim Degisikligi il Midarligi, 2021). Séz konusu bilgiler 1siginda ve
Mardin ilinin sosyoekonomik yapisi géz donine alindiginda g¢alismanin hipotezi Mardin

ilindeki ¢cevre sularinda Cryptosporidium kontaminasyonunun olabilecegi yonindedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Numunelerin Toplanmasi

Tez calismasi icin 2022 yili Nisan ve Mayis aylarinda Mardin ilinin 8 ilgesinde
yer alan kuyu, cesme, dere, gélet, havuz gibi cesitli su kaynaklarindan temiz 5 litrelik
bidonlar kullanilarak toplam 56 adet su 6rnegi toplanmistir. Bu su érneklerinin 16 tanesi
Artuklu, 8 tanesi Kiziltepe, 5 tanesi Mazidagi, 3 tanesi Derik, 8 tanesi Savur, 4 tanesi
Omerli, 3 tanesi Yesilli, 9 tanesi Nusaybin ilgesinden toplanmistir (Sekil 3.2). Su
numunelerin toplandigi yerlerin harita Gzerindeki konumlari ve numune alinan yerlerin

bazilarinin resimleri agagida gosterilmigtir (Sekil 3.3-7).

3.2. Numunelerin Filtrasyonu

Toplanan érnekler Mardin il Saghk Muadirligi Halk Saghg: Laboratuvarina
getirilmistir. Burada getirilen érnekler, Uzerine gézenek blyukligi 0,45 pm olan selliloz
asetat membran filtresinin (Isolab Membran Filtre) yerlestirildigi tc¢li vakum pompali
filtrasyon cihazinda filtre edilmistir (Sekil 3.1). Uzerinde siiziilen partikillerin yer aldigi
membran filtreler 20 mllik érnedin bulundugu falkon tuplerin igine alinmistir. Daha
sonra falkon tiiplerin icinde yer alan drnekler Artuklu Universitesi Merkezi Aragtirma
Laboratuvarina getirilmistir. Burada érnekler vortekslenmis ardindan santrifiij cihazinda
1500 rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir. Orneklerin dip ¢okeltisinden pipetle alinarak
3 ml lik 3 adet ependorf tipe alinmistir. Ependorf tlplere alinan her biri sirasiyla %
95’lik etil alkol, saf metanol ve 10 mM %2,5’lik Potasyum dikromat ile tamamlanmistir.
Hazirlanan ornekler ileride incelemelerde kullaniimak Uzere +4 °C’de buzdolabinda
saklanmistir. Diger taraftan igcinde mebran filtre bulunan 20 ml’lik falkon tiplerdeki su

ornekleri de +4 °C’de buzdolabinda saklanmistir. (Hagos vd 2022).
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Sekil 3.1 Saghk Bakanligi Halk Saghgi Laboratuvari ve ugli vakum pompal filtrasyon
cihazi
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Sekil 3.3 Kiziltepe 2 (Zergan Deresi) istasyonu

Sekil 3.4 Artuklu 1 istasyonu (Yayla kéyu)
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Sekil 3.6 Derik 2 istasyonu
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Sekil 3.7 Nusaybin 5 istasyonu (Cag Cag deresi)

3.3. Yontem

3.3.1. Boyama Yontemleri

Kinyoun asit-fast boyama yontemi:

Kullanilan Malzemeler
%100’luk Metanol
Karbol Fuksin

%2’ltk Asit—Alkol
Loffler Metilen Mavisi

Karbol fuksin hazirlanmasi;

a) 4 gram bazik fuksin ile 20 ml %95 alkol karistirilarak bir sollisyon
hazirlanmistir.

b) 8 gram kristalize fenol ile 100 ml distile su karistinlarak ikinci bir sollisyon
hazirlanmistir.

¢) Hazirlanan iki solisyon karigtirilarak 1 gtin bekletilmigtir.
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% 1’lik asit alkoliin hazirlanisi;

1 ml suilfirik asit ile 99 ml etil alkol karistilarak hazirlanmistir.

Loffler metilen mavisi hazirlanisi;
a) 0,3 gram metilen mavisi 30 ml %95’lik etil alkol icinde ¢ézulmustar.
b) Bu ¢dzeltinin icine 100 ml distile su konulmustur.

¢) Hazirlanan solUsyon suzilerek koyu renkli bir sisede saklanmistir.

Boyama yontemi

Orneklerin dip ¢cdkeltisinden hazirlanan preparatlar havada kurutulduktan sonra
%100’lUk (absolut) metanolde 1 dakika bekletilerek tespit edilmistir. Metanolden
¢ikarilan preparatlar icinde karbol fuksin bulunan salenin igerisinde konularak 5 dakika
boyanmistir. Daha sonra preparatlarin fazla boyadan arindiriimasi amaciyla 1 dakika
musluk suyu bulunan behere batirip ¢ikarilarak yikanmistir. Ardindan %1’lik asit-alkol
ile renksizlestirme (dekolorizasyon) iglemi yapilmigtir. Preparatlar 1 dakika musluk
suyunda yikanmalarinin ardindan Loffler Metilen mavisi solliisyonunun iginde 1 dakika
sureyle boyanmalar saglanmistir. Fazla boyanin gideriimesi amaciyla preparatlar 1
dakika musluk suyunda bekletiimistir. Boyama islemi biten preparatlar havada
kurutulmustur.

Degerlendirme

Preparatlar 100’lik blylutmede immersiyon yadi ile mikroskopla incelenmistir.
Mavi zemin Uzerinde kirmizi-pembe renkteki yuvarlak ya da oval 4-6 uym boyutundaki

yapilar Cryptosporidium spp. ookisti olarak kabul edilmistir.

Heine negatif boyama yontemi:

Kullanilan Malzemeler
Karbol fuksin
Malasit Yesili

Safranin

Karbol fuksin hazirlanmasi;

a) 4 gram bazik fuksin ile 20 ml %95 alkol karistirilarak bir sollisyon
hazirlanmistir.

b) 8 gram kristalize fenol ile 100 ml distile su karistirilarak ikinci bir solisyon
hazirlanmigtir.

¢) Hazirlanan iki sollisyon karigtirilarak 1 gtin bekletilmigstir.
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Malasit yesili hazirlanmasi;

5 gram malasit yesili 100 ml distile su icerisinde ¢dzllerek hazirlanmistir.

Safranin hazirlanmasi;
a) 0,5 gram safranin 10 ml %95’lik etil alkol iginde ¢dzUlmugstar.
b) Bu ¢dzeltinin igine 100 ml distile su konulmustur.

¢) Hazirlanan solUsyon sizulerek koyu renkli bir sisede saklanmistir.

Boyama yontemi

Tez calismasinda negatif boyama tekniginde zemin boyasi olarak karbol fuksin,
malasit yesili ve safranin kullaniimistir. Lam Uzerine bir damla su numunesinden
santrifilj ile elde edilen peletten (6rnek) konularak %100’lik metanolde tespit edilmistir.
Kuruyan preparatlar 1 dakilka zemin boyasi ile muamele edildikten sonra yikanmistir.

Preparatlar havada kurutulmustur.

Degerlendirme
Preparatlar 100’lik blylutmede immersiyon yadi ile mikroskopla incelenmistir.
Preparat Uzerinde, mikroskop sahasinda; renksiz yuvarlak ya da oval 4-6 um

boyutundaki yapilar Cryptosporidium spp. ookisti olarak kabul edilmigtir.

Safranin Metilen Mavisi boyama

Kullanilan Malzemeler;

% 100 Metanol

Safranin

Metilen mavisi

Safranin ve metilen mavisinin hazirlanigi dnceki boyama ydntemlerinde

aciklanmistir.

Boyama yontemi

Su numunelerinden (6rneklerden) hazirlanan dip ¢okuntilerinden (pelet) kalin
bir damla lamlara konulduktan sonra havada kurutulmustur. Preparatlar %100 metanol
ile 3 dakika muamele edildikten sonra su ile yikanmigtir. Preparatlarin Gzerine safranin
boyasi dokulerek kaynama noktasina kadar isitilarak 1 dakika boyanmigtir. Daha sonra
ile yikanan preparatlar metilen mavisinde 30 saniye bekletilmistir. Boyanin giderilmesi

amaciyla son defa yikanan preparatlar kurumaya birakilmigtir.
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Degerlendirme

Preparatlar 100’lik blyltmede immersiyon yadi ile mikroskopla incelenmistir.
Mavi zemin boyasinin turuncu yuvarlak ya da oval 4-6 pm boyutundaki yapilar
Cryptosporidium spp. ookisti olarak kabul edilmistir.

Diger taraftan s6z konusu boyama islemlerinden sonra numunelerin farkli
sicakliklardaki boyanma ozelliklerinin incelenmesi amaciyla numuneler 45°C’lik su
banyosunda 30 dakika inkube edilmigtir. Numuneler soguduktan sonra uygulanan
boyama yontemleri i¢cin ayni prosedidr ile tekrarlanmistir. S6z konusu islem
numunelerin 70 ve 100°C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibe edilmesinden sonra
tekrarlanmistir (Fayer 1994, Anderson 1985).

3.3.2 immiinolojik Yéntem

incelenen tim ornekler PCR, IFA, ELISA gibi yéntemlerle galigilarak
karsilastiriimasi amaclanmistir. Ancak ydritlilen tez calismasinda batce kisithhidi,
fiyatlardaki asir artis, pandemi kosullari nedeniyle yasanan arz sikintisi gibi nedenlerle
boyama yontemlerinin sonuclarini karsilastirmak icin Cryptosporidium Hizli Kaset Test

kiti (Microcult Cryptosporidium Test Casette) kullaniimistir (Sekil 4.4-a).

Calisma Prensibi

Cryptosporidium Antijen Hizli Kaset Testi, Cryptosporidium antijenlerinin tespiti
icin kullanilan bir yanal akis testidir. Test sirasinda eger numune igerisinde
Cryptosporidium antijenleri mevcutsa, kit igerisinde yer alan anti-Cryptosporidium
antikor ile kaphh membran, Uzerindeki antikorlar ile konjuge parcaciklara baglanir.
Karisim kilcallik etkisiyle membran Gzerinde yukari dogru hareket eder. Numunelerden
pozitif bir sonu¢ alinmasi durumunda membranda bulunan 6zgll antikorlar konjugat
antijen kompleksi ile etkilesime girecek ve test hatti bdlgesinde renkli bir ¢izgi

olusacaktir.

Test prosediiri

1.Toplanan su Orneklerinden hizli kaset test kitinde yer alan damlalk ile 2
damla(yaklasik 80 pL) ekstraksiyon tamponu igeren numune toplama tipune alinarak
agzi sikica kapatiimistir.

2. Numune ile ekstraksiyon tamponunun iyice karigmasini saglamak igin 6rnek
toplama tupu kuvvetlice sallandiktan sonra reaksiyonun tamamlanmasi icin 2 dakika

bekletilmigtir.
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3. Paketinden cikarilan kaset test diz bir zemine konulmasinin ardindan
numune kuyusuna numune-ekstraksiyon tamponu karisimindan 3 damla (yaklasik 120
ML) damlatildi.

4. Reaksiyonun gerceklesmesi icin 10 dakika beklenmistir.

Degerlendirme: Kaset test lzerindeki C ve T bolgelerinde renkli ¢izgi olmasi
durumunda numune pozitif kabul edilmistir. Sadece C bdlgesinde renkli ¢izgi olmasi
halinde numune negatif kabul edilmigtir. C ve T bdlgelerinde renkli ¢izgi olusmamasi

durumunda test hatali oldugu kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

Mardin ilinde toplanan su numuneleri hayvanciigin yodun olarak yapildigi
bélgelerden alinmistir. Mardin ilinde gerek kullanma suyu gerekse de tarimsal kullanim
icin kuyu suyunun siklikla kullanildigi ve derinliklerinin  350-400 metre oldugu
gorulmustur. Toplanan 56 su numunesinin 13’0 (%23,22) kuyu suyu, 14’0 (%25) cesme
suyu, 25'i (%44,64) dere suyu ve 2’si (%3,57) golet suyu, 2’si (%3,57) ise havuz
suyundan olugmaktadir.(Tablo 4.1)

Tablo 4.1 Numune toplanilan yerler ve Cryptosporidium ookisti tespit edilen
yerleri gosterir tablo

Pozitif Su Numunesi Sayisi/Su Numunesi Alinan Su Kaynagi

= Kuyu Dere Cesme Havuz Golet Toplam
§ Kiziltepe 0/1 1/4 0/2 0/1 - 1/8

8 Artuklu 0/8 1/4 0/4 - - 1/16

;é Mazidag - 0/2 0/1 0/1 0/1 0/5

g Derik - - 0/3 - - 0/3

= |sawr 0/1 0/6 0/1 . i 0/8

5 | Omeri o1 o1 o : : o/

£ Yesilli ; 172 on ; ; 13

5 Nusaybin 02 2/6 - - 01 2/9

3 Toplam 0/13 5/25 0/14 0/2 0/2 5/56

Toplanan su numunelerinde Cryptosporidium varhidinin saptanmasi i¢in oncelikle
herhangi bir saklama solisyonu eklenmeden saklanan numuneler kinyoun asit-fast
boyama yéntemi, zemin boyasi olarak karbol fuksin, malasit yesili ve safraninin
kullanildigi negatif boyama ydntemi ve safranin-metilen mavisi boyama yontemi
kullaniimistir. Kinyoun asit-fast boyama ile 5 su numunesinde (%8,92), negatif
boyamanin G¢ modifikasyonu ve safranin-metilen mavisi boyama yontemleri ile 2 su
numunesinde (% 3,57 ) Cryptosporidium ookistine rastlanmistir. Ardindan farkh

saklama solusyonlari i¢cindeki numunelerden prosedurlere uygun boyama yapilmistir.
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Calisilan boyama yontemleriyle boyanmis preparatlara yapilan mikroskobik
incelemede; diger saklama yéntemlerinde ookist tespiti yonlinden bir fark gérinmezken
potasyum dikromat iginde saklanan numunede kinyoun asit-fast boyamada 5 drnekte,
negatif boyama ydnteminden malasit yesili boyama ile 3 nhumunede, diger 2 negatif
boyama yonteminde 2 numunede ve safranin metilen mavisi boyamada 2 numunede

Cryptosporidium ookisti goralmustr.

Tablo 4.2 Su numunelerinin incelenmesinde kullanilan yéntemler ve
Cryptosporidium ookisti tespitini gosterir tablo

Saf %95’lik Etil Saf metanol Potasyum
numune _Alkol Igindeki Dikromat
Igindeki numune icindeki
numune numune
Kinyoun Asit - 5 5 5 5
Fast Boyama
Malasit yesili 2 2 2 3
Negatif Boyama
Karbol Fuksin 2 2 2 2
Negatif Boyama
Safranin 2 2 2 2
Negatif Boyama
Safranin 2 2 2 2
Metilen Mavisi
Boyama
Hizli Kaset Test 2 2 2 2

Ookistlerin farkli sicakliklara maruz kaldiktan sonra boyanma 6zelliklerindeki
degisimi incelemek icin yontem, Anderson’a (1985) gére modifiye edilerek herhangi bir
saklama sollsyonu eklenmemis numuneler 30 dakika yiksek i1siya (45, 70 ve 100°C)
maruz birakilmistir. Numuneler oda isisina getirilerek boyama yontemlerinde oldugu
gibi prosedire uygun boyama yapilarak 40’k ve 100’luk blyutmede incelenmigtir.
Sonuglar Tablo 4.3 iginde 6zetlenmistir. Isiya maruz kalan numunelerin zemin son boya

rengini almaya basladiklari tespit edilmistir (Fayer 1994, Anderson 1985).
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Tablo 4.3 Numunelerin yuksek 1sida tutulmasi ile ookistlerin boyanma 6zelliklerindeki
farkhih@in karsilastiriimasi

Yéntem 45 °C de 30 dakika 70°C/100°C
inkiibasyon 30 dakika inkiibasyon
Kinyon Aside Fast Mavi zeminde pembe ici mavi boyali yuvarlak
Boyama boyali ookistler kist yapilari (cogu kistler),
az sayida hafif pembe
boyali kistler
Malasit Yesili ile negatif Yesil boyali ookistler Yesil — mavi boyali kist
boyama yapilari

Karbolfuksin ile negatif Kahverengi boyali ookistler ~ Koyu kirmizi-kahverengi

boyama boyal yapilar
Safranin ile negatif Kirmizi-Turuncu ookistler Turuncu boyali yapilar
boyama

Safranin — Metilen mavisi Mavi zeminde turuncu Koyu mavi boyali yapilar

boyama boyali ookistler
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Sekil 4.1 Kinyoun asit-fast boyama yontemi ile boyanan Nusaybin 1 istasyonundan
alinan su numunesinin (A) x40’k buyitmede mikroskop goruntisu (B) X100’luk
blyutmede mikroskop goérintisu

Sekil 4.2 Kinyoun asit-fast boyama yontemi ile boyanan Yesilli 1 istasyonundan alinan
su numunesinin x40’hk buyidtmede mikroskop géruntisa (B) X100’lik buyitmede
mikroskop goruntusu
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Sekil 4.3 Nusaybin 1 istasyonundan alinan numunenin A) Safranin negatif boyama B)
Malasit yesili negatif boyama C) Safranin metilen mavisi boyama yontemleri ile
hazirlanan preparatlari
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Daha sonra numuneler Cryptosporidium antijeninin tespiti igin Hizli Kaset Test Kiti
(Microcult Cryptosporidium Test Casette) kullaniimistir. Kullandigimiz dort farkli tespit
yonteminde de rapid test ile 56 su numunesinin 2 tanesinde (%3,57) pozitif sonug
alinmigtir  (Tablo 4.1). Tez c¢alismasinda uygulanan tespit ydntemlerinde
Cryptosporidium ookisti bulunan tim numuneler dere suyu numunesidir.

B

Sekil 4.4 A) Hizl kaset test kiti B) Nusaybin 1 istasyonundan alinan numunenin pozitif
test sonucu
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5. TARTISMA

insan hayati igin vazgegiimez bir dogal kaynak olan glivenli igme suyuna erigim
toplum saghgi icin elzemdir. Diger taraftan evrensel bir ¢dzici olan su, baslica
enfeksiyon kaynagidir. Diinya Saglk Orgiti'ne (WHO) gore hastaliklarin %80'i su
yoluyla bulagsmaktadir. Cesitli Ulkelerdeki icme suyu WHO standartlarini
karsilamamaktadir. Hijyenik olmayan ve kalitesiz su kaynakli enfeksiyonlar nedeniyle
meydana gelen o6lim oranini %3,1 oldugu bildirilmistir. Kolera, tifo gibi bulagici
hastaliklar ve gastroenterit, ishal, kusma, deri ve bdbrek sorunlari gibi diger hastaliklar
kirli su yoluyla yayiimaktadir (Haseena vd 2017).

Dinya capinda en sik rastlanilan su kaynakli protozoon nedenli enfeksiyon
kaynagi olan Cryptosporidium, bagisikligi baskilanmis kisilerde ve kiclk ¢ocuklarda
agir ishal tablolarina neden olabilmekte veya toplumda salginlara yol agabilmektedir.
Dunyada yasanan guvenli igme suyuna erisim problemi ve iklim degisikligi ile bunun
daha da karmasik hal alabilecegi hususlari g6z 6nune alindiginda Cryptosporidium’un
Onemi daha da artmaktadir. Bu nedenle diinyada ve Turkiyede su kaynakh enfeksiyon
etkenleri 6zellikle de Cryptosporidium Uzerine yapilan ¢alismalar artmaktadir.

Turkiyede yapilan galismalar incelendiginde; Ceber ve arkadaslari tarafindan
yapilan calismada; Mersin ilinin ¢esitli semtlerinden toplanan toplam 44 adet igme suyu
ornedinin soduk modifiye Kinyoun aside direngli boyama ve Auramin O boyama
yéntemiyle boyanarak incelenmesi sonucu 5 (%11,36), 2 adet kullanma suyu
ornegdinden 1, 35 deniz suyu drneginden 1 (%2,85), 19 atik su érneginden 4 adet (%21)
Cryptosporidium pozitif drnek saptanmistir (Ceber vd 2005).

Cicek ve arkadaglar tarafindan yapilan c¢alismada; Van ilindeki 440 adet
kaynaktan toplanan su 6rneginden hazirlanan preparatlar modifiye asit-fast yontemiyle
boyanarak mikroskopta incelenmigtir. Yapilan inceleme sonucu su &rneklerinin
%1,13’tinde Cryptosporidium spp. ookistleri saptanmistir. icme suyu olarak kullanilan
191 cevresel suyun %1,57’sinde, sehir merkezi ve ilgelerden temin edilen 241 sebeke
icme suyunun %0,82’sinde ookistler goértlmuastir. Su Orneklerinin 193’0 kirsal
alanlardan elde edilen igme sulari olup bunlarin %1,55’'inde, sehir ve ilge merkezlerinde
icme suyu olarak kullanilan 247 su 6rneginin ise %0,80’'inde pozitiflik saptanmigtir
(Cicek vd 2011).
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Yal¢cin ve Dogan tarafindan yapilan g¢alismada; Erzincan ilinde 140 farkli
noktadan cevresel su 6rnegi toplanmistir. Toplanan drneklere PCR ve LAMP teknigi
uygulanmigtir. PCR ile toplanan érneklerden 6’si (% 4,3) pozitif sonug verirken, LAMP
ile 9 u (% 6,4 ) Cryptosporidium agisindan pozitif olarak bulunmustur (Yalgin vd 2019).

Saglam ve arkadaslari tarafindan Temmuz 2016 - Ocak 2017 tarihleri arasinda
yapilan calismada; Egirdir Goli’ndeki 5 farkli istasyondan 3 farkli mevsimde toplam
15 su érnekleri alinmistir. Ornekler direkt baki ile incelendikten sonra Modifiye Asit Fast
(MAF) ile boyanarak i1gik mikroskobunda degerlendiriimesi sonucu Egirdir Goli’'nde
mevsimsel olarak en fazla yaz aylarinda ortalama %99.2 Cryptosporidium spp. tespit
edilmistir. Ayrica kis ve sonbahar mevsimlerinde de %80’in Uzerinde yogunluk tespit
edilmistir (Saglam vd 2021).

Ozgelik ve arkadaslar tarafindan yapilan galismada; Sivas ilge ve kdylerinden
toplam 92 6rnek toplanarak Modifiye Asit Fast (MAF) boyama yontemi ve PCR ile
yapilan incelenmesinde Modifiye Asit Fast (MAF) ile boyanan 92 su Orneginin hi¢
birinde Cryptosporidium spp. saptanmazken PCR ile 2 érnekte (%2,2) Cryptosporidium
spp. saptanmistir (Ozcelik vd 2015).

Karaman ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada; Samsun il Merkezi’'nde
13 istasyondan Mart 2012-Subat 2013 arasinda alinan su érnekleri kinyonun asit fast,
modifiye trichrome ve trichrome boyalari ile boyanmigtir. Isik mikroskobunda
parazitolojik agidan degerlendiriimesi sonucu incelenen 180 ¢evresel su, 48 icme suyu
olmak uUzere toplam 228 su o&rneginden 132 tanesinde Cryptosporidium spp.
saptanmistir (Karaman vd 2017).

Koléren ve arkadaslan tarafindan yapilan calismada; Samsun’un Terme
ilgesinde bulunan Terme ve Kocaman Irmagi’ndan alinan 72 g¢evresel su 6rneginin 60
tanesinde (%83.3) 1-19 ookist/L Cryptosporidium spp. ookistlerinin; kistlerinin varligi
IFA ile tespit edilmistir. IFA yontemi ile pozitif bulunan su drneklerinin hepsi nested-
PCR teknigi ile de dogrulanmistir (Koléren ve Karaman 2017).

Saglam tarafindan yapilan ¢alismada; Ekim 2017- Ekim 2018 tarihleri arasinda
Denizli ilinde bulunan su kaynaklarindan alinan 84 adet su humunesi Cryptosporidium
tlrleri icin kinyoun asit-fast boyama yodntemi ile boyanmistir. Calisma siresinde
toplanan 36 adet tarimsal sulama suyu 6rneginin %58,33’Unde Cryptosporidium spp.
varligi saptanmistir. 48 adet igme suyu o6rnedininde ise Cryptosporidium varlig
saptanmamistir (Saglam 2018).

Diger taraftan Dunyada cevresel su orneklerinde 1995-2017 yillarni arasinda
yapilan ¢aligmalarin goésterildigi tablo 2.3 incelendiginde; Cryptospordium tespit oranin
%11,4 ila %100 arasinda degistigi gorulmektedir. Cryptosporidium  ookist

konsantrasyonu ise genellikle 10 ookist/L Uzerinde tespit edilmigtir (Zahedi vd 2021).
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Yapilan tez calismasinda Mardin ilindeki su kaynaklarindan toplanan 56
numuneden hazirlanan ve kinyoun asit-fast yontemi ile boyanan preparatlardan 5
tanesinde (%8,92), negatif boyama yonteminin 3 farkli modifikasyonu ile boyanan
preparatlardan 2 tanesinde (%3,57) Cryptosporidium ookisti gdézlenmistir. Diger taraftan
Cryptosporidium 6zgul antijenlerinin arandigi hizli kaset test ile 2 numunede (%3,57)
Cryptosporidium ookist varligi tespit edilmistir. Mikroskopiden daha 6zgul bir test olan
hizli kaset testteki pozitifik orani, kinyoun asit-fast yontemiyle boyama yonteminin
gerisinde kaldigi goértlmastir. Bunun nedeninin  g¢evresel su numunelerinde
Cryptosporidium ookist yogunlugunun az olmasindan dolayl hizli kaset testin tespit
sinirinin altinda kalmis olabilecedi distnulmektedir. Diger taraftan numunelerdeki
Cryptosporidium varliginin saptanmasi amaciyla kullanilan boyama yoéntemlerinden
kinyoun asit-fast yonteminin diger boyama ydntemlerine goére mikroskopide ookist
tespiti icin daha uygun oldugu anlasiimistir. Numunelerin saklanmasi icin kullanilan
solUsyonlarin ookist tespiti yonlinden anlamli farklar yaratmadigi anlasiimigtir. Ayrica
belirli sicakliklara gikarilan numunelerin boyanma 6zelliklerinde kullanilan son boyayi
yani zemin boyasini aldi§i gorulmuastir. Bu nedenle boyama islemlerinde numunenin
onceden isitilmasinin ookist tespiti bakimindan yararli olmayacadi anlasiimistir.

Tez calismasinda elde edilen bilgiler 1sidinda; Mardin ilindeki tarim ve
hayvancilik faaliyetlerinin fazla olmasi, iklim kosullari, bazi bdlgelerin kanalizasyon ve
aritma sistemlerine erisiminde sikinti yasamasi nedeniyle su Cryptosporidium
kontaminasyon riskinin oldugu anlasiimistir.

Cryptosporidium’un su kaynakh hastaliklarin dnemli bir etkeni olmasina ragmen
Turkiyede cgevresel su orneklerinde Cryptosporidium’un tespiti icin yapilan ¢alismalar
sayisi hala vyeterli seviyede degildir. Yapilan tez c¢alismasi Mardin ilinde
Cryptosporidium’un tespitine yonelik ilk caligmadir. Bu tez ¢galismasi; Mardin ilindeki su
kaynaklarindaki  Cryptosporidium ile  kontamine su kaynaklarinin  tespiti
saglanarak halk sagligini korumak ve Cryptosporidium salginlarini dnlemek icin gerekli

onlemlerin alinmasi konusunda yardimci olacagi dustnilmektedir.
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6. SONUG

Tez calismasinda elde edilen bilgiler 1s1§inda; Mardin ilinde sehir merkezi, ilce
ya da kéy ayrimi olmaksizin yapilan yogun hayvancilik faaliyeti neticesinde toprak ve
su kaynaklarinin hayvansal kirlilik yukinin fazla olmasi, kati atik aritma hizmetinden
halkin yaklagik %40’nin yararlanamamasi, toplumun bir kisminin ekonomik olarak
yetersiz yasama kosullari altinda bulunmasi, kalabalik ailelererin birarada yasamasi,
kaltarel hijyen aliskanliklari nedeniyle paraziter hastaliklarin 6zellikle de her yerde
bulunabilen Cryptosporidium enfeksiyonu riskinin her zaman olasi olabilecegini

gOstermistir.

Tez calismasinda elde edilen bulgularda Mardin ili ¢cevresel su 6rneklerinde
yaygin bir Cryptosporidium kontaminasyonuna rastlaniimamistir. Ancak hayvancilik
faaliyetlerinin yogun olarak yapildigi yerlerdeki rastlanilan pozitif drnekler nedeniyle
dere sularinin kontaminasyon riski tasididi anlasildigindan hijyenik kosullarin
iyilestirilerek halk sagligini korumak amaciyla hijyen konusunda egitimlerin verilmesinin

uygun olacagi dustnutlmektedir.

Diger taraftan yapilan tez c¢alismasi sonucu elde edilen bilgiler sonucunda;
saklama sollsyonlarinin numunelerde Cryptosporidium ookisti tespiti icin anlamh bir
fark yaratmadigi goériimuastir. Su numunelerinde Cryptosporidium’un tespiti icin en
uygun boyama yonteminin kinyoun asit-fast boyama ydntemi oldugu anlasiimigtir.
Boyama ydéntemlerinin uygulanmasindan énce numunelerin belirli sicakliklarda inktibe
edilmesinin Cryptosporidium ookistlerinin tespitinde pozitif bir etkisinin olmadigdi
g6zlemlenmistir. Genel itibari ile Cryptosporidium ookist titresi dislk olan su
orneklerinde mikroskopi ile Cryptosporidium ookist tespiti icin tecribeli laboratuar
personeline ihtiyagc olsa da pahali molekiler yéntemlerin kullaniimasinin mimkin
olmadigi yerlerde hizli kaset testlerle birlikte kullaniimasi halinde hizli ve dogruluk orani
yuksek sonuglara ulasilabilece@i dustnilmektedir. Ancak rapid kaset testlerin tek
basina kullanildiginda ancak parazit titresi ylksek o6rnekleri ¢alismak igin uygun

olabilecegi dusunulmektedir.
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Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Midurlugu
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Konu :Arastirma izni

PAMUKKALE UNIVERSITESI REKTORLUGUNE

Universiteniz Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Dr. Mustafa
SENGUL tarafindan yiiriitiilecek olan "Mardin ili ¢evre sularinda Cryptosporidium parvum'un
varliginin arastirilmasi” baglikli proje kapsaminda arastirmaci personelin yiiriitmesi planlanan
arazi ¢alismalari ile ilgili Bilimsel Arastirma Izin Basvurusu Genel Miidiirliigiimiiz yetki ve
sorumluluklart ¢ergevesinde incelenmis olup, buna gore;

- Caligmalarin sahada bulunan flora, fauna, dogal ve kiiltiirel degerlerin yan1 sira
ekosistem biitiinliigiine de zarar vermeyecek sekilde yapilmasi,

- Arazi caligmasi Oncesinde ve arazide yapilacak her tiirlii ¢alisma ile ilgili Tarim ve
Orman Bakanliginin ilgili tasra teskilatina bilgi verilmesi,

- S6z konusu c¢aligmalarin 2873 sayili Milli Parklar Kanunu kapsaminda yer alan
sinirlar dahilinde kalmasi durumunda ¢alismanin siire¢ ve sonucu hakkinda mutlak suretle
ilgili Milli Park Miidiirliigiine bilgi verilmesi,

- Arazi ¢alismalarinin 2873 sayih Milli Parklar Kanunu kapsaminda yer alan sinirlar
dahilinde olmasi durumunda bu kisimlarda caligma yapilirken Bakanligimiz ilgili tasra
teskilatindan bir mihmandar esliginde araziye ¢ikilmasinin saglanmasi,

- Arazi c¢aligmalarinin yapilacagi yerin il merkezlerinde Valilige, ilgelerde ise
Kaymakamliga bilgi verilmesi,

- Calismalar kapsaminda toplanacak orneklerde izin dosyasinda belirtilen miktarin
asilmamasi ve bu orneklerin yurtdisina ¢ikarilmamasi,

- Arastirma ara ve sonug raporlarinin basili ve dijital ortamda birer kopyasinin Genel
Midiirliglimiize gonderilmesi,
sartryla bahse konu ¢aligmalarin yapilmasi Genel Miidiirliiglimiizce uygun goriilmiistiir.
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