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Amag: Cryptosporidium spp. icme sulariyla bulasabilmektedir ve bu 6nemli bir halk saghgi sorunudur.
Calismamizda, Mardin’deki su kaynaklarinda Cryptosporidium spp. varliginin arastirilmasi amaglanmgtir.
Yontem: Nisan 2022- Mayis 2022 tarihleri arasinda Mardin ilinin sekiz ilgesindeki ¢esme, kuyu, gélet, dere,
havuz gibi cesitli su kaynaklarindan toplanan 56 adet su 6rnedi elde edilmistir. Orneklerde Cryptosporidium
tirlerini saptamak amaciyla kinyoun asit-fast boyama, karbol fuksin boyama ve safranin metilen mavisiyle
boyama yéntemleri kullaniimistir. Karbol fuksin boyama yénteminde zemin boyasi olarak karbol fuksin, malasit
yesili ve safranin kullanilmistir. Boyama yéntemlerinin yaninda Cryptosporidium spp. saptanmasi igin hizli kaset
test kullanilmistir. Ookistlerin 45, 70 ve 100°C’de boyanma 6zellikleri incelenmistir.

Bulgular: Degerlendirilen su numunelerinin 25°i (%44.64) dere suyu, 147 (%25.0) gesme suyu, 13°U (%23.22)
kuyu suyu ve ikiser tanesi (%3.57) gélet ve havuz suyundan olusmaktadir. Derelerin besinde Cryptosporidium
spp. ookisti bulunmustur. Kinyoun asit-fast boyama ile bes (%8.92), negatif boyamanin (¢ modifikasyonunda
ve safranin-metilen mavisi boyamada ise iki 6rnekte (%3.57) Cryptosporidium spp. ookisti saptanmistir. %95’lik
etil alkol, saf metanol, potasyum dikromat icindeki 6rneklerden yapilan boyamalarda ise, potasyum dikromat
igindeki érneklerin malasit yesili ile negatif boyama yapilanlari disinda ayni sayida pozitiflik elde edilmistir.
Nusaybin ve Yesilli ilgesinden iki 6rnekte (%3.57) hizli kaset testte pozitiflik bulunmustur. Ookistlerin 45, 70 ve
100°C’de zemin son boya rengini almaya basladiklari gézlenmistir.

Sonug: Mardin ili gevresel su kaynaklarinda Cryptosporidium spp. kontaminasyonuna rastlanmistir. En uygun
boyamanin kinyoun asit-fast boyama yontemi oldugu anlasilmistir.

Anahtar kelimeler: Cryptosporidium spp., Hizli kaset test, Kinyoun Asit-Fast boyama, Mardin
ABSTRACT

Objective: Cryptosporidium spp. can be transmitted through drinking water, which is an important public health
problem. The aim of our study is to investigate the presence of Cryptosporidium spp. in water resources in
Mardin Province.

Methods: Between April 2022 and May 2022, 56 water samples were collected from various water sources such
as fountains, wells, ponds, streams and pools in eight districts of Mardin province. Kinyoun acid-fast staining,
carbon fuchsin staining and safranin methylene blue staining methods were used to detect Cryptosporidium
species. Carbol fuchsin, malachite green and safranin were used as the ground dyes in carbol fuchsin staining
method. In addition, a rapid diagnostic test was used for Cryptosporidium spp. detection. The staining properties
of oocysts at 45, 70 and 100°C were investigated, as well.

Results: Of the evaluated water samples, 25 (44.64%) were stream water, 14 (25%) were tap water, 13 (23.22%)
were well water, and two (3.57%) were of the pond and pool. Cryptosporidium spp. oocyst was detected in five
of the stream water samples. Cryprosporidium spp. oocysts were detected in five (8.92%) samples by Kinyoun’s
acid-fast staining, in two samples (3.57%) by three modifications of negative staining and by safranin-methylene
blue staining. Staining of the samples in 95% ethyl alcohol, pure methanol, and potassium dichromate revealed
equal rates of positivity, except for the samples in potassium dichromate with malachite green negative
staining. In the rapid cassette test, positivity was detected in two samples (3.57%) from Nusaybin and Yesilli
districts. It was found that the oocysts started to take the final paint color at 45, 70 and 100°C.

Conclusion: Cryptosporidium contamination has been found in environmental water resources of Mardin
province. The most suitable staining method was detected as Kinyoun’s acid-fast staining method.

Keywords: Cryptosporidium spp., Rapid cassette test, Kinyoun Acid-Fast staining, Mardin
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GIRIS

Sanayilesme, yerlegkelerin nifuslarinin  artmasi,
yasanan kirlilik, iklim degisikligi, olusan seller ve
kuraklk, insanlarin kaliteli ve yeterli su kaynaklarina
ulasmasini zorlastirmaktadir. Diinyada ve Turkiye'de
su kaynaklarinin kirlenmesi ve azalmasi bulasici
hastaliklarin yayilmasinin 6nlini agmaktadir. Cevresel
kirlilik sonucu bulasici hastaliklar 6nemli birer halk
saghg sorunu halini almaktadir. Toplumsal salginlara
neden olabilen bu hastaliklardan paraziter etkenler
arasinda protozoonlarin 6zellikle de Cryptosporidium
spp.’un yer aldigi belirtilmistir®.

GunUmiuzde Cryptosporidium spp.’nin 152’den fazlasi
memeliolmak (izere 200’U askin hayvanda40’danfazla
tir ve genotipi belirlenmistir®®. Cryptosporidium
parvum ve Cryptosporidium hominis tirleri insan
enfeksiyonlarinin %90’nindan sorumludur®,
Cryptosporidium spp./un neden oldugu enfeksiyon
‘kriptosporidiyoz’ olarak adlandiriimaktadir®.

Cryptosporidium spp. kontamine su ve yiyeceklerin
tiketilmesiyle ya da enfekte hayvan ve insanlarla
yakin temas ile fekal-oral yolla bulasmaktadir®.
Gastrointestinal epitel hicrelerini enfekte eden
Cryptosporidium spp., bagisiklhk sistemi saglam
kisilerde distal ince bagirsaklarda ve proksimal
kolonda  yogunlasirken  bagisiklik  yetmezligi
bulunan vakalarda bagirsak ve solunum yolu gibi
vicudun diger bolgelerine vyayilabilir®. Bagirsak
yerlesiminde kolerada gorilen ishale benzer bol
miktarda sulu ishal, daha nadir olarak bas ve kas
agrilari, hafif ates, halsizlik, kuvvet ve istah kayiplari
yasanabilmektedir”. Hastaligin tanisi modifiye Ziehl-
Neelsen asit fast sicak boyama yontemi, kinyoun
asit fast soguk boyama yontemi, Heine’nin “negatif
boyama teknigi”, floresan bazli auramin fenol,
safranin metilen mavisi boyama gibi farkli boyama
yontemlerinin yani sira immunokromatografik test,
enzim baglantili imminosorbent testi (ELISA) gibi
antijenik yontemler ile yapilabilmektedir®®. Ayrica
polimeraz zincir reaksiyon (PCR), floresan in situ

hibridizasyon (FISH) gibi molekiller yontemlerle
etkenin tiplendirilmesi yapilabilmektedir.

Cryptosporidium spp., icme sulariyla
bulasabilmektedir ve bu 6énemli bir halk saghg
sorunudur. Calismamizda, Mardin ilinde gegimin
¢ogunlugunun tarim ve hayvancilikla olmasi ve
bazi kesimlerde aritma ve kanalizasyon sistemine
erisimde sikinti olmasi nedeniyle Mardin’deki su
kaynaklarinda  Cryptosporidium spp. varliginin
arastirilmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu arastrma TC Tarim ve Orman Bakanlig
Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Mudurligu
(04.03.2020/ say1:21264211-288.04-E.773666)
arastirma izin onayi ile gergeklestirilmistir.

Nisan 2022- Mayis 2022 tarihleri arasinda Mardin
ilinin 8 ilcesindeki cesme, kuyu, golet, dere, havuz
gibi cesitli su kaynaklarindan toplanan 56 adet su
ornegi elde edilmistir. Orneklerinin 16’s1 Artuklu,
sekizer tanesi Savur ve Kiziltepe, dokuzu Nusaybin,
besi Mazidagi, dérdii Omerli, {icer tanesi Derik ve
Yesilli ilgesinden toplanmistir.

Ornekler Mardin il Saghk Mudurligia Halk Saghg
Laboratuvari’nda (gl vakum pompali filtrasyon
cihaziyla filtre  edilmistir.  Uzerinde  siziilen
partikillerin yer aldigi membran filtrelerin bulundugu
20’ser ml’lik ornekler halinde falkon tiplerine
alinmistir. Falkon tiplere alinan ornekler Artuklu
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda
vortekslendikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Dip c¢okeltiler tGger ml’lik (g
farkl ependorf tiipiine alinmistir. Ornekler sirasiyla
%95’lik etil alkol, saf metanol ve 10 mM %2.5’lik
potasyum dikromat ile uygun hacme tamamlanmistir
ve +4°C’de saklanmistir. Membran filtre bulunan 20
ml’lik falkon tipler ise, Gzerine 2 ml %70’lik etil alkol
konarak +4°C’de saklanmistir),
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Ornekler kinyoun asit-fast boyama ydntemi,
karbol fuksin boyama yontemi ve safranin metilen
mavisiyle boyanmistir. Kinyoun asit-fast boyama
yontemi ile boyanan ornekler mavi zemin lizerinde
kirmizi-pembe renkte yuvarlak ya da oval 4-6 um
boyutundaysa Cryptosporidium spp. ookisti olarak
kabul edilmistir. Karbol fuksin boyama ydnteminde
zemin boyasi olarak karbol fuksin, malasit yesili ve
safranin kullanilmistir. Renksiz, yuvarlak ya da oval
4-6 um boyutundaki yapilar ve safranin metilen
mavisi boyamada mavi zemin Gzerinde turuncu
renkteki yapilar Cryptosporidium spp. ookisti olarak

kabul edilmistir.

Boyama yontemlerinin yaninda Cryprosporidium spp.
antijenlerini kalitatif olarak immiinokromatografik
yontemle tanimlayan, Cryptosporidium hizli kaset
testi kiti (Microcult Cryptosporidium Test Cassette,
Hangzhou AllTestbiotech Co.,Ltd, China) dreticinin
tavsiyelerine uygun olarak galisiimistir.

Ookistlerin farkh sicakliklarda boyanma o6zelliklerini
incelemek icin 1985’de kullanilan Anderson yontemi
modifiye edilmistir. %95’lik etil alkol, saf metanol ve
potasyum dikromat eklenmemis 6rnekler 30 dakika
farkli isilarda (45°C, 70°C ve 100°C) birakilmistir*,

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2023;53(3):156-162

BULGULAR

Calisma kapsaminda 56 su numunesi
degerlendirilmistir. Bu numunelerin 25’i (%44.64)
dere suyu, 14’ (%25.0) cesme suyu, 13’ (%23.22)
kuyu suyu ve ikiser tanesi (%3.57) golet ve havuz
sularindan  olusmaktadir. besinde
Cryptosporidium spp. ookisti saptanmistir (Tablo
1). Ornek toplama alanlari ve Cryptosporidium spp.

saptanan yerler Resim 1’de goriilmektedir.

Derelerin

Kinyoun asit-fast boyama ile bes (%8.92), negatif
boyamanin ¢ modifikasyonunda ve safranin-
metilen mavisi boyamada ise iki 6rnekte (%3.57)
Cryprosporidium spp. ookisti saptanmistir. Farkh
boya yontemleri ile saptanan Cryptosporidium spp.
ookistleri Resim 2’de gosterilmistir.

Farkli saklama solUsyonlari icindeki o6rneklerden
yapilan boyamalarda ise, potasyum dikromat
icindeki orneklerin malasit yesili ile negatif boyama
yapilanlari disinda ayni sayida pozitiflik elde
edilmistir. Potasyum dikromat igindeki orneklerin
malasit yesili ile negatif boyama yapilanlarinda ise
g 6rnekte Cryptosporidium spp. ookisti saptanmistir
(Tablo 2).

Tablo 1. Numune alinan ve Cryptosporidium spp. ookisti saptanan yerler

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
Artuklu 0/8 1/4 0/4 - - 1/16
Mazidagi - 0/2 0/1 0/1 0/1 0/5
Derik - - 0/3 - - 0/3
iSSk:ar;sng:flerinin alindig Savur /1 o/6 0/1 ) ) 0/8
Omerli 0/1 0/1 0/2 - - 0/4
Yesilli - 1/2 0/1 - - 1/3
Nusaybin 0/2 2/6 - - 0/1 2/9
Toplam 0/13 5/25 0/14 0/2 0/2 5/56
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Resim 1. Ornek toplama alanlari ve Cryptosporidium spp. saptanan (Kirmizi) ve saptanmayan (Mavi) bolgeler

Resim 2. Cryptosporidium sp. ookistlerinin (a) Kinyoun asit-fast boyama, (b) Safranin negatif boyama, (c) Malasit yesili negatif boyama ve
(d) Safranin metilen mavisi boyama yéntemleri ile goriinimu

Tablo 2. Kullanilan yéntemler ve Cryptosporidium spp. ookist saptama sonuglari

Yéntem Saf (islenmemis) %95 etil alkol Saf metanol Potasyum dikromat
ornek icindeki 6rnek icindeki 6rnek icindeki 6rnek
Kinyoun asit-fast boyama 5 5 5 5
Malasit yesili negatif boyama 2 2 2 3
Karbol fuksin negatif boyama 2 2 2 2
Safranin negatif boyama 2 2 2 2
Safranin metilen mavisi boyama 2 2 2 2
Hizli kaset test 2 2 2 2
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Hizli kaset test ile Cryptosporidium spp. pozitifligi
Resim 3’de verilmektedir.

Resim 3. Hizli kaset test ile Cryptosporidium spp. pozitifligi

Ookistlerin  farkh sicakliklarda 45°C, 70°C ve
100°C’de zemin son boya rengini almaya basladiklari
bulunmustur (Tablo 3).

TARTISMA

Calismamizda farkli boyama yodntemleri ve hizh
kart test ile Mardin’deki cesitli su kaynaklarinda
Cryptosporidium spp. varhigl degerlendirilmistir.
Dinyada en sik su kaynakli enfeksiyona neden
olan protozoon Cryptosporidium spp.dir. Saglikh
insanlarda ishallere neden olmakla beraber 6zellikle
bagisikhgl baskilanmis kisilerde ve kiiglik cocuklarda
agir ishal tablolarina neden olabilmektedir.
Sporodik olgular yaninda toplumsal salginlara yol
acabilmektedir®.

Diinyada gevresel su 6rneklerinde 1995-2017 yillari
arasinda yapilan ¢alismalarda Cryptosporidium spp.
prevalansi %11.4-%100 arasinda bildirilmistir®*?.
1946 ile 2016 yillari arasinda Dinya’da su kaynakli
936 protozoa hastalik salgini rapor edilmistir.
Cryptosporidium spp. igme suyu sistemlerinden

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2023;53(3):156-162

gecen ookistleriyle bu salginlarin  %58’inden
sorumlu bulunmustur®, icme suyuyla ilgili en
buyik kriptosporidiyoz salgini 1993'te Milwaukee,
Wisconsin’de (ABD) kaydedilmis ve tahmini 403.000
kisiyi, 4.400 hastaneye yatis ve 100’den fazla 6liimle
etkiledigi bildirilmistir®™. Ayni sekilde Glkemizde
yapilan galismalar incelendiginde prevalansin %1.13-
%99.2 arasinda oldugu goérilmektedir*>2,

Mevcut calismalar su érneklerinde Cryptosporidium
spp. prevalansinin cografik bolgeye, mevsimlere,
patojenin saptanmasi igin kullanilan yéntemlere ve
hatta kullanilan boyalarin farkhihgina bagh olarak
degistigini gbstermektedir*>24),

Calismamizda Cryptosporidium spp. prevalansi
%8.9 olarak bulunmustur. Ug¢ farkli boyama
yontemi ve farkli modifikasyonlarda boyama
yontemleri kullanilarak Cryptosporidium spp. ookisti
saptanmustir. Prevalansin Cicek ve ark.®®, Yalgin ve ark.
18 Ozcelik ve ark."® calismalarindan fazla olmasinin
Mardin ilinde tarim ve hayvanciligin fazla olmasi, bazi
bolgelerde ise aritma ve kanalizasyon sistemlerine
erisimde sikinti bulunmasi ayrica iklim kosullarindan
kaynaklanmis olabilecegi dislincesindeyiz.

Mersin ili ve cevresinde 44 icme, 35 deniz, 19 atik ve
iki kuyu suyundan alinan 100 6rnekte igme suyunda
bes, kuyu suyunda bir, deniz suyunda bir ve atik
sularda dort ornekte Cryptosporidium spp. ookisti
bildirilmistir. Cryptosporidium spp. ookisti goriilme
orani %11 olarak bulunmustur. Tani igin kullanilan
boyama yontemleri Auramin O boyama ydntemi
ve soguk modifiye kinyoun aside direngli boyama
yontemidir®”,

Tablo 3. Ookistlerin farkh sicakliklarda boyanma 6zelliklerindeki farklihklar

45°Cde

Yontem 30 dakika inkiibasyon

70°C / 100°C
30 dakika inkiibasyon

Kinyon asit fast boyama

Malasit yesili ile negatif boyama Yesil boyali ookistler

Karbol fuksin ile negatif boyama Kahverengi boyali ookistler

Safranin ile negatif boyama Kirmizi-turuncu ookistler

Mavi zeminde pembe boyali ookistler ici mavi boyali yuvarlak kist yapilari (cogu kistler), az sayida

hafif pembe boyali kistler
Yesil — mavi boyali kist yapilari
Koyu kirmizi-kahverengi boyali yapilar

Turuncu boyali yapilar

Safranin — metilen mavisi boyama  Mavi zeminde turuncu boyali ookistler ~ Koyu mavi boyali yapilar
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Van ili ve ilgelerinde cevresel ve sebeke icme
sularinin incelendigi bir calismada, Cryptosporidium
spp. ookist gorilme prevalansi %1.13 olarak
bulunmustur. Ornekler modifiye asit-fast yontemiyle
boyanmistir®®, Erzincan ilinde de 140 farkli noktadan
toplanan o6rnekler PCR ve dongl-aracili izotermal
amplifikasyon (LAMP) teknigi Cryptosporidium spp.
varligi acisindan degerlendirilmistir. PCRve LAMP
teknikleri ile sirasiyla %4.3 ve %6.4 oranlarinda
pozitiflik bulunmugtur®®,

Sivas ilce ve koylerinde modifiye asit fast
boyama yontemi ve PCR ile 92 su 0&rneginin
incelendigi calismada boyama yontemiyle patojen
saptanamazken, PCR ile iki 6rnekte Cryptosporidium
spp. raporlanmistir®),

Samsun ilinde c¢evresel ve igme sularinin
degerlendirildigi bir calismada 6rnekler kinyonun
asit fast, modifiye trichrome ve trichrome boyalari
ile  boyanmistir. Cryptosporidium spp. gorilme
orani %57.9 olarak bildirilmistir?®. Ayni ilde sadece
cevresel su orneklerinin degerlendirildigi bir baska
calismada prevalansin %83.3 oldugu gorulmustir.
Cryptosporidium spp. kistleri IFA yontemi ile
saptanmistir. IFA yontemi nested-PCR teknigi ile de
dogrulanmistir®y,

Cryptosporidium spp.’nin saptanmasi icin kullanilan
hizli tani testlerinde duyarlilik ve 6zgullik farklilik
gostermektedir. Dort hizh tani testinin, ELISA,
mikroskobi ve PCR’In karsilastirildigi bir ¢alismada;
mikroskobik  (boyama yontemleri kullanilarak)
taninin, ¢ogu hizh tani testine gore daha duyarli
ve o6zgul oldugu goérulmustir®. Mikroskobiyi
degerlendiren kisinin deneyiminin bu konuda 6nemli
oldugu dislincesindeyiz

Calismamizin  kisithliklarinda;  su  orneklerinde
Cryptosporidium spp. i¢in 6zgulligl ve duyarlihg
yuksek olan molekiler yontemlerin yapilamamasi
yer almaktadir. Daha ileri ¢alismalarda yapilmasi
planlanmistir.

Sonug olarak; Mardin ili ¢cevresel su kaynaklarinda
Cryptosporidium spp. kontaminasyonuna
rastlanmistir. En uygun boyama yénteminin kinyoun
asit-fast boyama yontemi oldugu anlasiimistir.

Arastirma izin Onayi: Bu arastirma, TC Tarim ve
Orman Bakanligi Doga Koruma ve Milli Parklar
Genel Mdudurligid  (04.03.2020/ sayi:21264211-
288.04-E.773666) arastirma  izin  onayl ile
gerceklestirilmistir.
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