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Oz

Cryptosporidium son 30 yildan beri insan ve bir¢ok hayvan tiiriinde 6nemli enterik protozoon patojen olarak
kabul edilmektedir. Su ise Cryptosporidium’ un taginmasinda en dnemli araglardan biri olarak goriilmektedir.
Bu nedenle giinimiizde Cryptosporidium i¢me sularinda kontrol edilmesi gereken yeni ve en Onemli
kontaminantlardan biri haline gelmistir. Buna dayanarak yapilan bu ¢alismada Erzincan iline bagl ilce ve
koylerden 2016 yili Mart ve Agustos aylari arasinda, 6 ay boyunca topam 140 farkli noktadan igme ve kullanma
suyu Ornegi toplanmistir. Toplanan 6rneklere PCR ve LAMP teknigi uygulanmistir. PCR ile toplanan
orneklerden 6’ s1 (% 4,3) pozitif sonug verirken, LAMP ile 9° u (% 6,4 ) Cryptosporidium spp. agisindan pozitif
olarak bulunmustur. Calismamiz sonucunda elde edilen veriler ile ge¢im kaynagi tarim ve hayvancilik olan
Erzincan ilinin sularindaki bu kirlilige, enfekte hayvan diskilarinin ¢evreye birakilmasi ve tarimda kullanilan
atik sularin gevresel sular araciligr ile su kaynaklarina ulagsmasindan kaynaklandigi, yagan yagmur ve nemli
havanin, igme suyu ve ¢evresel sularda kontaminasyonu arttirdigi diistinilmektedir.

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

Determination of Cryptosporidium spp by Molecular Methods in Different Water Resources of Erzincan
Province

Abstract

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

Keywords: Cryptosporidium, drinking and using water, LAMP, PCR

1. Giris

Su, en kii¢lik organizmadan, en biiyiik canliya
kadar, biitiin biyolojik yasamin ve canlilik
aktivitelerinin devamliligin1 saglar. Fakat
giniimiizde kullanilabilir su kaynaklari

*Sorumlu Yazar: nyildirim@erzincan.edu.tr

stiratle kirlenmekte ve cesitli sebeplere bagl
olarak yetersiz kalmaktadir (Tas vd., 2010).
Su kaynaklarindaki kirliligin artmas1 ile
diinyada ki niifusun yaklasik olarak %20’si
giivenilir olmayan i¢gme suyu kullanmakta ve
buna bagli olarak igme ve kullanma sular ile
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cesitli hastaliklarin insanlara bulagma olasilig1
da artmaktadir (Irmak 2008). Su ile bulasan
hastaliklarin en o©Onemli grubunu hastalik
etkeninin suya karigmasi neticesinde olusan
hastaliklar olusturmaktadir. Bu hastaliklar
hem gelismis hem de gelismekte olan
iilkelerde hala onemli saglik sorunu olma
Ozelliklerini siirdiirmektedirler (Kaypmaz vd.,
2001). Su kaynakli patojenler arasinda yer
alan Cryptosporidium’ un insan sagligi
acisindan  biiyiik  endemik  salginlara,
hayvancilikta ise biiylik ekonomik kayiplara
neden oldugu ortaya konulmustur (Current ve
Bick 1989, Spano ve Crisanti 2000). Son
yillarda yapilan ¢alismalarla Cryptosporidium
ookistlerinin kirlilik olusturabilecek
yogunlukta ¢evrede bulunuyor olmasi,
ookistlerinin  biiyiikliikklerinin igme suyu
aritma tesislerinin filtrelerinden gececek
kadar kiigiik (4-6 pm) olmasi nedeni ile sehir
sebeke suyuna kolaylikla karigmasi, klor gibi
su dezenfeksiyonunda kullanilan dezenfektan
maddelere direngli olmasi, nemli ve soguk
ortamlarda canlilik ve enfektivitesini uzun
siire koruyabilmesi ve enfeksiyon dozunun
diisiik olmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 suyla
gecen en Onemli patojenlerden biri haline
gelmistir. Bu nedenle halk sagligi agisindan
da Onemli bir yere sahip olmustur.
(Eckert,2005; Ardig 2007). Cryptosporidium
tiirleri ilk defa Clarke tarafindan 1885 yilinda
fare mide epiteli lizerinde yer alan spor
kiimeleri seklinde tarif edilmistir (Fayer ve
Ungar, 1986; Current ve Garcia, 1991; Ok vd.,
1995). 1905 yilinda ise Ernest Edward Tyzzer
tarafindan  farelerin  gastrik  mukoza
hiicrelerinde gosterilmis ve diger Coccidia
cinslerinden farkli olarak ookistlerinin i¢inde
sporokistlerinin olmamas1 nedeniyle eski
Yunancada hidden sporocysts (sakli Kkist)
anlamma gelen Cryptosporidium olarak
isimlendirmistir  (Casemore vd., 1985;
Hashwey vd., 1997). Olusturdugu hastaliga
ise Criptosporidiosis adi verilmistir(Fayer ve
Ungar, 1986; Yiicel, 1989).
Cryptosporidiosis, tiim diinyada oldukga
yaygin olarak bulunan, kanathlari, baliklari,
stirlingenleri ve memelileri kapsayan 200’1
askin hayvan tiirinde goriilen zoonoz bir

hastaliktir (Ergliven vd.,1998, Goédemerdan
vd., 1999 ; Altintas, 2002; Miller vd., 2003).
Enfeksiyon 10 ookist alimiyla
baslayabilmekte ve inkiibasyon siiresi 5 ila 28
giin arasinda degismektedir. lleum ve jejunum
tutulumu sonucunda siddetli ishalin yaninda,
bas ve kas agrilar1, hafif ates, halsizlik, kuvvet
ve istah kayiplarinin  da  hastaligin
semptomlar1 arasinda oldugu bildirilmilstir
(Cheng vd., 2009; Dorny vd., 2009).
Hastaligin  tedavi olmadan da klinik
belirtilerinin birka¢ giin ve birka¢ hafta
arasinda kendiliginden gecebilecegi
bildirilmis  olmasmna ragmen, immiin
yetmezlilerde klinik tablo degisebilmektedir
(Ok ve Balcioglu, 2007; Dorny vd., 2009).
Ulkemizde de hem immun sistemi saglam,
hem de immun sistemi baskilanmis kisiler de
cesitli  arastirmalar  yapilmaktadir. Bu
arastirmalara dayanarak Cryptosporidium’ un
Oonemli bir gastroenterit nedeni odugu
belirlenmistir (Yildiz vd., 2001; Delibas vd,
2001; Aksoy vd, 2003;). Bu zamana kadar
diinyada kirli igme suyunun tiiketimi, kirli
sularda ylizme ve diger eylemlere bagl
oldugu bilinen su kaynakli ¢ok sayida
cryptosporidiosis  salgim1  kaydedilmistir
(Prescott, 2002; Eckert, 2005). Amerika
Birlesik Devletleri’ ndeki (USA) su kaynakli
salginlara bakildiginda kayitlara gecen en
onemli salginin 1993° te Milwaukee’ de
yasandig1 bilinmektedir. Milwaukee salgini
kayitlara gecen en biiylik su kaynakli salgin
olup, salgin  sirasinda  kanalizasyon
orneklerinde %90 oraninda, nehir suyu
orneklerinde %75 oraninda ve i¢gme suyu
orneklerinde %28 oraninda Cryptosporidium
ookistlerin varlig1 gosterilmistir. Sehirde
yasayan AIDS’ 1i kisilerin %350’ sinin
Cryptosporidium ile enfekte oldugu ve 68
kisinin 6 ay gibi bir siirede yasamlarim
yitirdigi bildirilmektedir (Mac Kenzie vd.,
1994; Eisenberg vd.,2005). Yine 1984 yilinda
Texas’ta 5.900 kisinin yasadig1 bir yerlesim
merkezinin iki ayr1 noktasinda
cryptosporidiosis salgin1 goriilmiistiir. Bu iki
merkeze igme suyunun ayni artezyen
kuyusundan saglandigi, suyun filtrelenmeden
dolagima  verildigi, ancak  sebekeye
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verilmeden hemen Oncesinde klorlama
yapildig1 saptanmistir. Salgindan sonra boya
testleri yardimi ile kanalizasyon atiklarinin
igme suyuna karistigi kesin olarak tespit
edilmis ve karistmmn diizenli olmayan
araliklarla gerceklestigi anlasilmistir. Fakat
kanalizasyon atiklarinin igme suyuna karistigi
nokta belirlenememistir (Butler ve Mayfield,
1996).1987 wyilinda ise Bati Georgia’da
tahminen 13.000 kisinin etkilendigi salginda
icme suyu kriterlerinin zamanin federal ve
eyalet standartlarina uygun oldugu saptanmis
fakat 489 kisinin gaitasina bakildiginda %61’
i Cryptosporidium pozitif olarak bulunmustur.
Alternatif igme suyu kullanan 322 kisiden
%20’ sinde Cryptosporidium pozitif olarak
belirlenmistir (Butler ve Mayfield, 1996;
Dietz vd., 2000). Clitheroe’ de (Lancashire,
Ingiltere) 2000 yil1 Mart ayinda ortaya ¢ikan
cryptosporidiosis salginina bakildiginda, 58
kisinin bu salgindan etkilenmis oldugu ve bu
salgina epidemiyolojik caligmalarla, hayvan
diskistyla temas halinde oldugu belirlenen

musluk  suyunun sebep oldugu tespit
edilmistir (Howe, 2002). Yurt disindan
bildirilen sudan kaynaklanan
Cryptosporidium  salginlarinin ~ yaninda,

tilkemizde de bu tiir salginlarin olabilecegi
fakat bu konu ile ilgili daha fazla ¢alismaya
ithtiya¢ oldugu bildirilmistir (Usluca ve
Aksoy, 2006). Calismamiz bu ihtiyaca
yonelik olarak Erzincan ili igme ve kullanma
suyu orneklerinde Cryptosporidium spp’ nin

varhgimm PCR ve LAMP molekiiler
yontemleri ile gostererek, elde edilen veriler
ile toplum sagliginin korunmasi,
tyilestirilmesi  ve  yasam  kalitesinin
arttirilmasina katki saglamay1
amagclamaktadir.

2. Materyal ve Method

Su numuneleri 140 farkli noktadan 5 litre
olacak  sekilde toplanmistir.  Toplanan
ornekler en kisa siirede laboratuara getirilerek
filtrasyon yapilmustir.

2.1. Filtrasyon

Laboratuvara getirilen su 6rnekleri numuneler
membran filtrasyon yontemi ile 0,45um por
capli seliiloz membran filtreden gegirilerek
stiziilmiistiir. Filtre temiz bir tiipe alinmig ayn
su Orneginin 20 ml’ si i¢ine aktarilarak
vortekslenmigtir. Boylece filtre {izerindeki
partikiilat filtreden uzaklastirilmistir. Bu
numune 2100 rpm de 10 dakika santirfiij
edilmistir. Ustte kalan kisim atilarak son
hacim 10 ml olacak sekilde iizeri distile su ile
tamamlanmuistir.

2.2.  Orneklerin saflastirimast  (siikroz

sradiyent yontemi)

0.1 M PBS (fosfat tamponu ) (pH: 7,2) ve
siikroz ¢ozeltisi (500 g siikroz, 6,5 g fenol, 320
ml saf su) hazirlanmistir. Hazirlanan bu
¢oOzeltiler kullanilarak siikroz/PBS orani 1/2
olan A soliisyonu ve siikroz/PBS oran1 1/4
olan B soliisyonu hazirlanmistir. A ve B
coOzeltilerine en fazla 4’er damla % 1’ lik
tween 80 damlatilmistir. 50 ml’ lik steril
falkon tiipiiniin i¢ine 6nce 15 ml A soliisyonu
konulup {iizerine de 15 ml soliisyon B
eklenerek gozle goriilebilir bir faz elde
edilmistir ve bu fazin iistiine 10 ml su 6rnegi
dikkatli bir sekilde konulup ikinci bir
tabakanin olusmasi beklenilmistir. 1200 x
g’de 30 dk 4 °C de santrifiij edildikten sonra
en ustte yaklasgik 10 ml’ lik ilk goriinen {ist
tabaka atilmistir. Atilan tabakanin altinda
mevcut olan yaklasik 5-10 ml’ lik ikinci
tabaka temiz bir falkon tiipiine alinmustir.
Uzeri saf su ile 50 ml” ye tamamlanip 2100 x
g’ de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra yaklasik 2 ml’ lik pellet
tipiin dibinde kalacak sekilde siipernatant
atilmigtir. Tekrar tizeri saf su ile 50 ml’ ye
tamamlanmistir ve 2100 x g’ de 10 dk
santrifiij edilmistir. Yaklasik 2 ml’ lik pellet
tipiin dibinde kalacak sekilde siipernatant
atilmigtir. Bu pellet DNA ekstraksiyonunda
uzun siireli kullanim i¢in buzdolabinda -20
°C’ de saklanmustir.
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2.3. DNA izolasyonu

Stikroz gradient yontemiyle saflastirilan
orneklerden DNA izolasyonu yapabilmek i¢in
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) protokolii
Karanis vd.,” ne (2006) gore modifiye edilerek
uygulanmustir. Ik olarak 6rneklerin iizerine
lizis tamponu eklenerek dondurup-¢6zme
islemi pes pese 15 dongli olacak sekilde
yapilmistir. Dondurma islemi 6rnekler -80 °C’
de 4 dakika, ¢ozme islemi ise kaynama
sicakliginda olan su banyosunda 1 dk
bekletilerek yapilmistir. Bu islem yardimiyla
ookist duvarlarimin  tamamen  kirilmast
saglanmistir. Bu asamadan sonra kit protokolii
sirayla takip edilmistir. Son olarak DNA 50 pl
TE tampon i¢inde toplanmistir ve ardindan
PCR ve LAMP tekniklerinde kullanilmak
tizere +4 °C’de saklanmustir.

Tablo 1. PCR reaksiyonu i¢in kullanilan primer dizileri.

2.4.PCR teknigi

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

Primer tipi
Sekans (5°-37) Uzunluk Hedef Bolge
F3 ATTTGATRGACAAAGAAACTAG 22 S-adenosylmethionine
Synthetase (SAM) geni
B3 CGATTGACTTTGCAACAAG 19
Tablo 2. PCR 1s1 protokolii.
islem Sicaklik Siire Dongii sayist
Kapak 1s1s1 105 °C
Ilk denatiirasyon 95°C 15 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 45 saniye
Baglanma 54°C 60 saniye 40
[k uzama 72°C 1 dakika 15 saniye
Final uzama 72°C 10 dakika 1

2.5. LAMP teknigi

LAMP reaksiyonu igin Optigene Izothermal
Amplification Mix (Kat.No. 1SO-001)
kullanilmustir. 15 pl 1 X LAMP reaksiyon
tamponu 5 pl primer karisgimi [FIB, BIP (20
pmol), F3, B3 (5 pmol), LB, LF (10 pmol)],

5 wl ornek eklenerek reaksiyon karigimi 25
ul’ye tamamlanmistir. Reaksiyon karigimi
vortekslenip PCR cihazinda 63°C’de 1 saat,

85°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir. Her
bir test i¢cin pozitif ve negatif kontroller
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kullanilmistir.  Olusan {iriinler ethidium
bromidle boyanmis %1’ lik agaroz jele
yiiklenmistir. Jel elektroforezde 100 V’da 60
dk vyiiriitiildiikten sonra UV altinda bantlar
gorlintiilenmistir. C. parvum igin kullanilan

LAMP primerleri SAM-1 genine ait olup gen
dizilimi Tablo 3’ de belirtilmistir.

Tablo 2. LAMP reaksiyonu i¢in kullanilan primer dizileri (Kaya, 2011).

Primer tipi Sekans (5°-3”) Uzunluk Hedef
F3 ATTTGATRGACAAAGAAACTAG 22
B3 CGATTGACTTTGCAACAAG 19 e é
S5
T ®©
FIP(F1c-F2) TTGCGCCCTGTTAATCCAGCAT- 45 s <
TAATTAATCCATCTGGCAGRTTT % S
BIP(B1-B2c) TTGTAGATACATACGGAGGATGGG 46 2 o
TCTACTTTAGTTGCATCTTTCC ?-J_ 2
o =
LF CTGCTGGCCCMCCAATTG 18 55
S
LB CATGGRGGTGGTGCATTTAG 20 ©
3. Bulgular icme ve kullanma suyu Ornegi toplanmuistir.

Bu calismada Erzincan ilinde 2016 yili Mart
ve Agustos aylar1 arasinda, 6 ay boyunca 37’
si merkez mahalle, kdy ve beldelerinden, 30’
u lli¢ ilgesine bagl kdylerden, 32’ si Tercan
ilcesine bagli koylerden, 20’ si Refahiye
ilgesine bagli koylerden, 18’1 Kemaliye
ilgesine bagl koylerden ve 3° i de Kemah
ilgesine bagl kdylerden olmak tizere 140

(Calismada Cryptosporidium tiirleri, LAMP ve
PCR yontemleriyle tanimlanmis ve bu iki
yontemin sonuglart kiyaslanmistir. Aylara
gore PCR ve LAMP analizi sonuglari
karsilastirmali1 olarak Tablo 4, 5, 6, 7, 8, 9’ da
verilmistir. Ayrica PCR teknigi jel goriintiileri
Sekil 1’de, LAMP teknigi jel goriintiileri de
Sekil 2’de verilmistir.

Tablo 4. Mart ayinda toplanan numunelerin PCR ve LAMP analizleri karsilagtirmali sonuglari.

Numune Alinan PCR LAMP Numune Alinan PCR LAMP
Noktalar

1 Izeetpaga Mah. - - 13 Hirrempalangasi Koyii - -
2 Karaagag¢ Mabh. - - 14  Keklikkayasi Mah. - -
3 Gegit Beldesi - - 15 Baspinar Koyii - -
4 inénii Mah. - - 16  Kavakyolu Beldesi - -
5 Yavuz Selim Mah. - - 17 B.Cakirman Koyi - -
6  Mimar Sinan Mah. - - 18  Uziimlii Beldesi - -
7 Bahgeyazi1 Koyii - - 19  Caglayan Beldesi - -
8 Yaylabas1 Beldesi - - 20  Derebik Koyt - -
9 Elmakdy Koyt - - 21 Mertekli Koyii - -
10 Yesilcat Koyii-Merkez + + 22 Ciftlikkoy koyii - -
11  Catalarmut Bucagi - - 23 Kayacik Koyii - -
12 Balli Koyii - - 24 Corekli Koyl - -
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Tablo 5. Nisan ayinda toplanan numunelerin PCR ve LAMP analizleri karsilastirmali sonuglari.

Numune Alinan PCR LAMP  Numune Alinan PCR LAMP
25 Kogyatagi Koyt - - 38 Yesilyayla Koyii - -
26 Gilimistarla Koyt - - 39 Yukarmumutlu Koyii - -
27 Kayacik Koyt - - 40 Karapinar Koyt - -
28 Elmali Kéyii - - 41 Akgali Koyii - -
29 Kurugay Koyii - - 42 Kemaliye - -
30 Bagistas Koyii-ilic + + 43 Cakirtas Koyii - -
31 Cayyaka Kdyii - - 44 Aslanoba Koyt - -
32 Bozyayla Koyii - - 45 Bugdaypinar Koyt - -
33 Copler Koyt - - 46 Aksogiit Koyii - -
34 Akyurt Koyt - - 47 Yayladami Koy - -
35 Sabirl Koyt - - 48 Kutluca Koyt - -
36 Dostal Koyt - - 49 Yesilyamag Koyii - -

37 Adak Kéyii - -

Tablo 6. Mayis ayinda toplanan numunelerin PCR ve LAMP analizleri karsilagtirmali sonuglart.

Numune Alman PCR LAMP Numune Alman PCR LAMP

50  Yakakdy Koyii - - 63  Yesilyayla Koyii - -
51  Basar1 Kdyii - - 64  Altinkaya Koyt - -
52  Avci Koyl - - 65 Yazioren Koyii - -
53  Tuglu Kdyii - - 66  Sogiitozii Koyii - -
54  Dolunay Koyt - - 67  Turgutlu Koyii - -
55  K.Armutlu Koyii - - 68  Yardere Kdoyii - -
56  Doruksaray Koyii - - 69  Ekmekli Koyl - -
57  Cilesiz Koyi - - 70  Yenikoy Koyl - -
58  Altintas Koyii (flig) - 71 Pekmezli Koyii - -
59  Cayh Koyi - - 72 Atma Koyii(ilig) - -
60  Kiigiikaga Koyii- Tercan + + 73 Atma koyii -Kemah -

61 Karakaya Koyii - - 74 Ortatepe Koyii- li¢ +

62 B.Armutlu Koyii - - 75  Begsaray Koyii - -

Tablo7. Haziran ayinda toplanan numunelerin PCR ve LAMP analizleri karsilastirmali sonuglari.

Numune Alinan PCR LAMP Numune Alinan PCR LAMP
76  Cadirkaya Koyii - - 88  Elaldi Koyii - -
77  Ganiefendigiftligi K. - - 89  Daritepe Koyl - -
78  Gedikdere Koyii - - 90  Miiftiioglu Kdyii - -
79  Besgoze Koyii - - 91 Yaylacik Koyii - -
80  Saglica K.-Tercan - + 92  Mustafabey Koyii - -
81  Esenevler K.-Tercan + + 93  Yaylayolu Koy - -
82  Tepebasi Koyl - - 94  Karacakiglak Koyii - -
83  Kiilliice Koyii - - 95  Beykonak Koyt - -
84  Kalecik Koyii - - 96  Aktas Koyii-Kemah - +
85  Gokpmar Koyii - - 97  Beskaya Koy - -
86  Bagbudak Koyii - - 98  Yalintag Koyii - -

87  Findikli Koyt - -
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Tablo 8. Temmuz ayinda toplanan numunelerin PCR ve LAMP analizleri karsilastirmali sonuglari.

Numune Alinan PCR LAMP Numune Alinan PCR LAMP
Noktalar Noktalar

99 Sarikaya Koyii - - 110  Yukariyenikdy Koyl - -
100  Kuzudren Koyii - - 111 Kozluca Koyt - -
101  Dallica Koyt - - 112 Cath Koyt - -
102  Karacadren Koyii- + + 113 Ugodren Koyii - -

Tercan

103 Goktas Koyii - - 114  Kozodren Koyt - -
104  Catak Koyii - - 115  Asagsiitli Koyi - -
105  Kirantepe Koyii - - 116  Tabanlh K&yii - -
106  Karayaprak Kdyii - - 117  Akcayaz1 Koyl - -
107  Kuzuluk Kéyii - - 118  Bagcagiz Koyii - -
108  Asut Koyl - - 119  Kurankoy Koyt - -
109  Oren Koyii - - 120  Biiyiikgiimiisli K. - -

Tablo 9. Agustos ayinda toplanan numunelerin PCR ve LAMP analizleri karsilagtirmali sonuglari.

Numune Alinan PCR LAMP Numune Alinan PCR LAMP
Noktalar

121 Siitliice Koyi - - 131  Altkdy Koyt - -
122 Yaling6z Koyl - - 132 Stitpinar Koyt - -
123 Kiigiikglimisli K. - - 133 Tandirli K&yii - -
124 Yilmaz Koyt - - 134  Topalhasan Koyii - -
125  Biger Kdyii - - 135  Gonye Koyii - -
126  Alapinar Koyt - - 136  Ilidere Koyt - -
127  Dolayli Kdyii - - 137 Cevizli Koyt - -
128  Damlaca Koyii - - 138 Baltasi koyi - -
129  Gokseki Koyt - - 139 Onurlu Koyii - -
130  Per¢cem Koyii - - 140  Ekinci Koyl - -

(A) (B)
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© (G)

Sekil 1. PCR Teknigi Jel Goriintiileri A:1-22 P pozitif,
N negatif, B:23-44, C:45-66,D:67-88, E:89-110, F:111-
132, G:133-140.

(A)

(E)

(B)

(F)



Erzincan 1li Farkli Su Kaynaklarindan Cryptosporidium spp’ nin Molekiiler Yontemlerle Tespit Edilmesi

(©)

(D)

(E)

(F)

(G)

Sekil 2. LAMP Teknigi Jel goriintileri A:1-22 P
pozitif, N negatif, B:23-44, C:45-66, D:67-88, E:89-
110, F:111-132, G:133-140.

4. Sonuc ve Tartisma

Calismamiz sonucunda PCR teknigi ile il
merkezine bagli Yesilcat koyii, Ili¢ ilgesine
bagli Bagistas ve Ortatepe koyleri, Tercan
ilcesine bagli Esenevler, Kiigiikaga ve
Karacadren  kdylerinden  alinan  sular
Cryptosporidium acisindan pozitif
bulunurken, LAMP teknigi ile il merkezine
bagh Yesilcat koyii, Ili¢ ilgesine bagl
Bagistas ve Ortatepe koyleri, Kemabh ilgesine
bagli Atma ve Aktas koyleri, Tercan ilgesine
bagli Saglica, Esenevler, Kiiciikaga ve
Karacadren  koylerinden  almman  sular
Cryptosporidium acisindan pozitif
bulunmustur. Erzincan ilinine baglh ilce ve
koylerde en onemli ge¢im kaynagi tarim ve
hayvanciliktir. Ozellikle ¢alisma sonucunda
Cryptosporidium agisindan en yiiksek orana
sahip olan Tercan ilgesinde gecim kaynagi
biiyiikbas hayvanciliktir. Islem gérmemis atik
sularda, filtrelenerek islenen atik sularda,
kanalizasyonda, yer alt1 sularinda, yeryiizii
sularinda ve islem goérmiis icme suyunda
ookistlerin tespit edilmesi; sularin digkr ile
kirlendigini gostermektedir (Fayer, 2000;
Koktiirk, 2002; Saygi, 1998). Bu nedenle
kirsal kesimlerden alinan su Orneklerinin
pozitif olmasi, enfekte hayvan digkilarinin
cevreye birakilmasi ve tarimda kullanilan atik
sularin ¢evresel sular araciligi ile su
kaynaklarma ulagmast sonucu digki ile
meydana gelen kirliligi akla getirmektedir.

9



Erzincan 1li Farkli Su Kaynaklarindan Cryptosporidium spp’ nin Molekiiler Yontemlerle Tespit Edilmesi

Calismamiz bu anlamda Kol6ren ve Demirel’
in (2013) Ordu ili Melet Irmagi’nin farkl

noktalarindan aldiklar1 su  orneklerinde
Cryptosporidium tiirlerinin varligini
gostermek  amaciyla LAMP  metodu

kullanarak Melet Irmagi’ nin tiim noktalarini
pozitif olarak tespit ettikleri ve bu duruma
buzagilar tarafindan Melet Irmag1’ nin igcme
suyu olarak kullanilmasi ve buzagilarin irmak
icine digkilamalarinin neden olabilecegini
bildirdikleri calisma ile benzerlik
gostermektedir. Aylara gore
degerlendirildiginde ise Mart ayinda alinan 24
numuneden 1’ i, Nisan ayinda toplanan 25
numuneden 1’i, Mayis ayinda alman 26
numuneden 3’l, Haziran ayinda almman 23
numuneden 3’ {i, Temmuz ayinda alinan 22
numuneden 1’1 Cryptosporidium agisindan
pozitif bulunurken ve Agustos ayinda alinan
20 numunede  Cryptosporidium  tespit
edilmemistir.  Erzincan’in  1926- 2016
yillarinda gerceklesen aylara gore ortalama
yagis dagilimi Tablo 10’ da verilmistir. En
cok yagis alan aylar ilkbahar aylaridir. Bu
nedenle Hashwey vd. de (1997) belirttigi gibi,
fazla yagan yagmur ve nemli havanin, igme
suyu ve c¢evresel sularda daha fazla
kontaminasyona sebep oldugu
diistiniilmektedir. Calismamiz sonug¢ olarak
Kaya’nin (2011) Ordu il merkezinde
belirlenen 5 istasyondan belirli araliklarla
topladigi su Orneklerini Cryptosporidium
tirlerine ait ookistler bakimindan MAF,
LAMP ve PCR teknikleri ile inceledigi ve
yiizey sulartyla temas halindeki ti¢ istasyonda
Cryptosporidium ookistlerini tespit edip en
yiiksek degerlerine ilkbahar mevsiminde
rastladigi calisma ile paralellik
gostermektedir. Erzincan il merkezi, ilge ve
koylerden topaldigimiz 140 su Orneginin
Cryptosporidium agisindan 9 u (%6,4)
LAMP ile pozitif bulunurken, PCR ile sadece
6 (%4,3) ornek pozitif sonu¢ vermistir.
Aradaki farkin Alhassan vd. (2007) belirttigi
gibi su numunelerinde bulunan olast PCR
inhibitorlerinin mevcudiyetinden ve PCR
inhibitorlerinin  LAMP  iizerine  etki
etmemesinden kaynaklandig1
distiniilmektedir.

Tablo 10. Erzincan ili 1926 — 2016 yillar1 arasinda
gerceklesen ortalama yagis degerleri.

- Ayhk
Aylar Orté?g?y(;%lsh Tog lam
Yagis
Ocak 94 27,5
Subat 8,9 30,8
Mart 11,2 41,8
Nisan 12,6 52,6
May1s 13,8 52,6
Haziran 8,7 30,8
Temmuz 3,3 11,0
Agustos 2,4 6,4
Eyliil 4,2 15,3
Ekim 8,2 40,7
Kasim 8,3 35,8
Aralik 9,3 28,2

Calismamiz Karanis vd. nin (2007) yaptigi
daha once IFA ile Cryptosporidium varlig
pozitif olarak rapor edilen 7 nehir suyu
oregini  LAMP ve PCR teknigi ile
inceledikleri ve analizler sonucunda tim su
orneklerini LAMP teknigi ile pozitif bulurken
PCR ile pozitif sonu¢ alamadiklar1 ve yine
Alhassan vd. nin (2007) Bulgaristan'da
yapitiklart ¢alismada 7 irmaktan alinan su
orneklerinde Cryptosporidium tiirlerini tespit
etmek amaci ile LAMP ve PCR tekniklerini
karsilastirilmal olarak kullandiklari,
sonucunda su oOrneklerinden 7' sini LAMP
yontemi ile Cryptosporidium agisindan pozitif
bulurlarken, PCR yontemi ile hi¢bir 6rnekte
Cryptosporidium belirlemedikleri
caligmalarla  benzerlik  goOstermektedir.
Ulkemizde ise Koldren vd. (2011) tarafindan
Ordu  bolgesinde  yapilan  caligmada
Cryptosporidium tiirlerinin varh@mi tespit
etmek amaciyla, farkli su kaynaklarindan
alian toplam 70 su 6rnegini IFT, LAMP ve
Nested PCR yontemlerini  kiyaslayarak
kullanmiglardir.  Incelenen bu 70 su
orneginden 18’ 1 (%25,70) IFT yontemiyle,
19’ u (%27,10) LAMP yontemi ile pozitif
bulunmustur. Uygulamanin giivenirliligini
test etmek icin rastgele segilen 16 6rnek 10
adet Cryptosporidium ookisti ile kontamine
edilmistir. Bu Orneklerin hepsi LAMP
tekniginde pozitif bulunurken, Nested PCR

10
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yontemiyle sadece 7 Ornek pozitif olarak
tespit edilmistir. Buna dayanarak, LAMP
yonteminin Nested PCR ve IFT yontemine
gore daha hassas sonuglar verebildigi
gosterilmistir. Bu ¢alisma sonucunda LAMP
yontemi ile Koloren vd. de (2010) belirttigi
gibi Cryptosporidium gibi parazitlerin kisa
zamanda  tespit  edilebildigi, teknigin
ekonomik, kolay uygulanabilir ve yiiksek
duyarliliga sahip olmasi nedeni ile bir¢ok
alandaki tan1 laboratuvarlarinda kullaniminin
miimkiin oldugu ve standart bir PCR ¢aligmasi
icin harcanan siirenin {icte biri kadar daha kisa
bir slirede sonu¢ almanin miimkiin oldugu
sOylenebilir.

5. Oneriler

Ulkemizde su kdokenli Cryptosporidium
varligin1 saptamaya yonelik ¢alismalar yok
denecek kadar az bulunmaktadir. Bu ¢alisma
Erzincan ili i¢cme ve kullanma suyu
orneklerinde  Cryptosporidium spp.” nin
varligint molekiiler yontemler ile gdstermek
icin yapilan ilk c¢alismadir. Bu ¢alisma

gelecekte planlanan epidemiyolojik
caligmalarla Cryptosporidium spp.
genotiplendirilmesi,  filogenetik  iliskinin
belirlenmesi  ve  bulas  kaynaklarinin

saptanmasinda yararli olacaktir. Calismamiz;
elde edilen veriler ile toplum sagliginin
korunmasi,  1iyilestirilmesi ve  yasam
kalitesinin arttirilmasina katki saglamaktadir.
Cryptosporidium tiirlerinin diskt
kontaminasyonu ile su  kaynaklarinin
kirlenmesi sonucu yayildig1 gézoniine alinirsa
kurumlar bu konuda bilgilendirilmeli ve bu
kurumlarin kanalizasyon atiklarini aritima
sistemleri kullanarak ya da igme suyu
kaynaklarindan uzak yerlere bosaltarak dnlem
almalar tavsiye edilmektedir. Sonug olarak;
sudan kaynaklanan cryptosporidiosis vaka ve
salginlarinin 6nlenmesi ve dolayisiyla halk
saghigmin korunmasinda Cryptodporidium

okistlerinin ~ hangi  su  kaynaklarinda
bulundugu ve bu su kaynaklart i¢in
kontaminasyon nedenlerinin  belirlenerek

gerekli Onlemlerin alinmasi ve miicadele
yontemlerinin belirlenmesi gerekmektedir.

6. Tesekkiir

Calismamizi FEN-C-YLP-240215-0127 proje
numarast  ile  destekleyen Erzincan
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigiine sonsuz tesekkiirlerimizi
sunariz.
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