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OZET

Amag: Bu calismanin  amaci, i¢cme-kullanma
sularinin analizinde Cryptosporidium ookist ve Giardia
kistlerinin tespiti amaciyla TS ISO 15553 Standart
yonteminin uygulanabilirliginin dis kalite kontrol (DKK)

numunesi ile belirlenmesidir.

Yontem: Calismada, bir adet dis kalite kontrol
numunesi ile farkli zamanlarda analize alinan lc adet
pozitif kalite kontrol numunesi, TS ISO 15553 Standart
yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Ayrica her bir
calismaya negatif kalite kontrol numunesi de dahil
edilmistir.

Bulgular: Calismada, dis kalite kontrol numunesi
ve pozitif kalite kontrol numuneleri ile edilen sonuclar
birlikte degerlendirildiginde; TS ISO 15553 Standart
yontemi ile icme-kullanma sularindaki Cryptosporidium
ookist ve Giaridia kistlerinin varlig1 tespit edilmistir.

Sonug: Calismada, DKK numunesi ile elde edilen
sonuca gore TS ISO 15553 Standardinin laboratuvarda
analiz edilecek su numunelerinde uygulanabilecegi
gosterilmistir.

Anahtar  Kelimeler: Cryptosporidium  ookist,
Giardia kist, icme-kullanma suyu, TS ISO 15553, halk
sagligi

ABSTRACT

Objective: The aim of the present study was
ISO 15553
Standard method in water analyses in order to detect

to determine the applicability of TS

Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts by using
external quality control (EQC) sample.

Methods: In the study, one external quality control
sample and three positive quality control samples
analysed at different intervals, were tested by using TS
ISO 15553 standard method. Besides, negative quality
control samples were also includued in each study
design.

Results: When the results obtained with external
quality control and positive quality control samples
were evaluated together, it was determined that the
presence of Cryptosporidium oocysts and Giardia
cysts could be detected in water-intended for human

consumption by using TS I1SO 15553 Standard method.

Conclusion: According to the results obtained by
using external quality control sample, it was confirmed
that TS ISO 15553 Standard method can be used in the
laboratory for analyzing water samples.

Key Words: Cryptosporidium oocysts, Giardia cysts,

water inteded for human consumption, TS ISO 15553,
public health
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GIRiS
icme-kullanma suyu kithig1 ve Kalitesi, diinyanin

halk
surudurilebilmesi  ve

pekcok yerinde sagliginin - ve  refahinin

gelistirilmesi  konularinda
karsilasilasilan en blyuk zorluklar arasinda yer
almaktadir. Temiz su kaynaklarina erisim, halk sagliginin
korunmasinda en onemli asamay1 olusturmaktadir (1).
Su kaynakli hastaliklar ve bunlarla iliskili olarak one
cikan patojen mikroorganizmalar diinyada onemli bir
sorun olarak kabul edilmektedir. insan faaliyetleri
her gecen giin genislemekte, farkli lilkeler arasinda
gerceklesen hem is hem de turistik seyahatler de artis
meydana gelmektedir. Bu nedenle bir bolgede one
cikan ve artis gosteren bir enfeksiyonun goriilmesi,
diger bolgelere de yayilma riski tasidigi icin siiratle
gereken bir
gorulmektedir. Paraziter hastaliklar, icme-kullanma

mudahale edilmesi durum olarak
suyu kaynaklarinin planlanmasi ve yonetimi ile iliskili
olarak karsimiza cikan onemli saglik sorunlar olarak
kabul edilmektedir (2, 3).

Kullamma sunulan su icerisinde sagliga zararli
olabilecek hicbir etkenin bulunmamasi icin aritma
ve dezenfeksiyon islemi yapilmasi gerekmektedir.
Cryptosporidium ookist ve Giardia kistleri en onemli
su kaynakli patojen mikroorganizmalar arasinda
bulunmaktadir. Her iki parazit cinsi de insanlarda
goriilen gastroenteritlerin ve beslenme bozukluklarinin
en onemli etkenleri arasinda yer almaktadir. Hem
cryptosporidiosis hem de Giardiasis normalde
bagisiklik sistemi glicli bireylerde simrli diizeyde
etkilenme olustursa da, bagisiklik sistemi zayif
bireylerde (AIDS ve kanser hastalan, cocuklar, yaslilar,
vb.) hayati tehlikeler olusturabilmektedir. Diinya’da
yaklasik 200 milyon insanda semptomatik Giardiasis
gorildiigl, prevalansinin endiistrilesmis Ulkelerde %2-
5, Asya, Afrika ve Latin Amerika’nin gelismekte olan
bolgelerinde ise %20-30 oldugu rapor edilmektedir.
Cryptosporidium  ookist ve Giardia kistlerin
enfeksiyonlar gelismekte olan iilkelerde oldukca fazla
sosyo-ekonomik yilke neden oldugu icin 2004 yilinda

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan ihmal edilen
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hastaliklar girisimi icerisine dahil edilmistir (4).
Ulkemizde Cryptosporidium ookist ve Giardia
kist kaynakli enfeksiyonlar rapor edilse de, bunlarin
su kaynakli olup olmadig1 konusunda sistematik bir
dogrulamaya gidilememektedir. Rutin su analizlerinde
test edilen gosterge parametreleri icin pozitif sonuc
alindiginda; fekal kontaminasyonun oldugu, bu nedenle
de pozitif sonuc alinan bolgenin parazit, virlis ve
diger patojen bakteriler acisindan pozitif olabilecegi
yaklasimi uygulanmakta ve gerekli onlemler bu
genel yaklasima gore alinmaktadir (5). Ancak yapilan
arastirmalarda gosterge parametrelerinde saptanan
uygunsuzluk ile parazit varligimn birebir oOrtiistiigi

sonucuna ulasilamayacagi vurgulanmaktadir.

Diinya’ da su anda Cryptosporidium ookist ve
Giardia kistlerinin cevresel orneklerde belirlenmesi
amaciyla US EPA metotlarindan 1622 (6) veya 1623 (7)
ile bu metotlarin ingiltere ve diger iilkelerdeki esdeger
Bu yontemler temel
olarak (oo)kistlerin filtrasyon ile sudan deristirilmesi,
separasyon  (IMS)
izolasyonlar1 ve elde edilen (oo)kistlerin floresan
boyama yontemi ile tespit edilmeleri asamalarindan

standartlart kullanilmaktadir.

immunomanyetik yontemi ile

olusmaktadir (8). Bu calismanin amaci, icme-kullanma
sularinda Cryptosporidium ookist ve Giardia kistlerinin
tespiti amaciyla TS ISO 15553 (9) standart yonteminin
kullanilmasi icin dis kalite kontrol numunesi ¢alismasi
ile dogrulanmasidir.

GEREC ve YONTEM

numunesi:
ISO 15553
Standardina gore Cryptosporidium ookist ve Giardia

Dis kalite kontrol

Laboratuvarda

(DKK)
uygulanacak TS

kistin belirlenmesinde yontemin uygulanabilirliginin
saglanmasi icin dis kalite kontrol programlarina
katilim icin kayit yapilmistir. Kayit islemi sonrasinda
planlanan program dahilinde gelen dis kalite kontrol
numunesi, program saglayicisinin talimatlarina gore
hazirlanmis ve analiz edilmistir.



Numunenin analizi: Calisma, TS ISO 15553
Standardina gore yapilmistir (9). 10 L su numunesi
peristaltik pompa (Watson Marlow, UK) kullanilarak
1,5 L/dak’ lik akis hizinda 0,2 pym por capli (Sartorius
Stedim, Almanya) seliloz asetat membran filtreden
gecirilmistir. Filtrasyondan sonra numuneler 1100g’
de 15 dak santrifujlenmis ve imminomanyetik
separasyon (Dynabeads G/C Combo kit, Invitrogen)
uygulanarak  konsantre edilmistir.  Konsantre
edilen numunelere anti-Cryptosporidium ve anti-
Giardia monoklonal antikorlar ile konjuge edilmis
4’ 6’-diamidino-2-fenilindole (DAPI)
(FITC)  (AquaGlo,

Inc.) kullanilarak immiunofloresan boyama islemi

ve floresein

isotiyosiyanat Waterborne

uygulanmistir. Boyama yapilmis ookistler ve/
veya kistler epifloresan mikroskopi teknigi ile
incelenerek  sayimm1  yapilmistir.  Mikroskobik

inceleme asamasinda kit icerisinde yer alan pozitif
boyama kontrol numuneleri de Uretici talimatlar
dogrultusunda hazirlanmis, negatif boyama kontrol
numunesi olarak ise steril ultra saf su kullanilarak
ayn1 numune analiz basamaklar1 uygulanmistir.

Sekil 1. Membran Filtrasyon Diizenegi

Pozitif kalite kontrol (KK) numunesi:
Calismada, Cryptosporidium ookistleri ve Giardia
kistlerini iceren pozitif kontrol numunelerinin
hazirlanmasi icin Aqua-Glo™ G/C direkt kapsamli
LA, USA)

AccuSpikeTM-IR geri kazanim

kit (Waterborne,Inc., New Orleans,

icerisinde bulunan

Pozitif
kalite kontrol numunesinin hazirlanmasinda 10 L

degerlendirme cozeltileri kullamlmistir.

su icerisinde 1-5 adet ookist/kist bulunacak sekilde
pozitif ¢ozelti eklenmis ve numune ile aym islem

basamaklar1 uygulanmistir.

Sekil 2. Immunomanyetik Separasyon Diizenegi

Negatif kalite kontrol (KK) numunesi:
Calismada, negatif KK numunesi olarak 10 L ultra saf
su kullanilmis, numune icin ayni1 analiz basamaklar

uygulanmistir.

BULGULAR

Calismada, 2016 yii Aralik ay1 icerisinde analiz
edilen bir adet DKK numunesi ile farkli zamanlarda
analiz edilen ve yaklasik 1-5 adet ookist/kist iceren t¢
adet pozitif KK numunesi degerlendirilmistir. Bunun
yanisira sistemden kaynaklanabilecek herhangi bir
kontaminasyonun olup olmadiginin kontrolii amaciyla
steril saf sudan olusan bir adet negatif kontrol
numunesi de her calismaya dahil edilmistir. Calismada
elde edilen sonuclar Tablo 1’ de gosterilmistir.

DKK
DKK program saglayicisina ait web sayfasindan

Analiz  edilen numunesinin  sonuglarn

incelenmistir. DKK numunesinde Cryptosporidium
ookist ve Giardia kistlerinin varlig1 belirlenerek su
ISO 15553 Standart yonteminin
laboratuvarda uygulanabilecegi tespit edilmistir.

analizlerinde TS
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Pozitif KK numunesi olarak hazirlanan ve asilama olmasi yontemin geri kazamiminin da laboratuvarda
diizeyi olarak 10L’de 1-5 ookist ve/veya kist iceren uygulanabilirlik acisindan uygun oldugunu
numunelerin de pozitif olarak degerlendirilmis  dogrulamistir.

Tablo 1. Analiz edilen numunelerde Cryptosporidium ookist ve Giardia kistleri varligi

Numune Cryptosporidium ookistleri varligi Giardia Kkistleri varligi
DKK* + A

Pozitif KK1 + +

Pozitif KK2 + ¥

Pozitif KK3* + +

Negatif KK1

Negatif KK2

Negatif KK3*

Pozitif boyama 1 + +
Pozitif boyama 2 + +
Pozitif boyama 3* + +

Negatif boyama 1

Negatif boyama 2

Negatif boyama 3*

*: Ayn1 zamanda analizi yapilmistir.
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TARTISMA
Yapilan calismalarda; konvansiyonel, imminolojik
ve molekuler yontemlerin su kaynakli protozoalarin
varliginin,

prevalansinin, kontaminasyon

dizeylerinin ~ ve  kaynaklarinin  belirlenmesini

kolaylastirdiklar1  belirtilmistir. Su kaynakli (00)

kistlerin  rutin  izlemelerinde kullanilan  tim
yontemlerde konsantrasyon, saflastirma ve tespit
uc onemli asamayr olusturmaktadir. Bu asamalar,
suda bulunabilecek dusiik sayidaki protozoa (0o0)
kistlerinin etkin olarak geri kazammini saglayacak
sekilde optimize edilmislerdir (9). immunomanyetik
separasyon tekniginin de bugiine kadar yapilan bircok
calismanin konusunu olusturdugu ve (oo)kistlerin
tanimlanmasinda altin standart olarak kabul edildigi
bilinmektedir (10). Yontemin zaman alici olmasi ve
uzmanlik gerektirmesi disinda bazi dezavantajlara da
sahip oldugu belirtilmistir. Bunlarin yanlis negatif ya
da pozitif sonuclarin elde edilmesi ile (oo)kistlerin
manyetik kiireciklerden ayrilmasindaki zorluk oldugu

(11).

calismada Cryptosporidium ookist ve Giardia kistleri

vurgulanmistir DKK numunesi ile vyapilan

TS 1SO 15553 Standardinda tamimlandigi gibi sirasiyla;
4-6 um biyukligiindeki yuvarlak sekilli ve 9-12 pm
bliyuikluglindeki oval sekilli olarak goriilmektedir.
Moss ve ark., (12) tarafindan yapilan bir calismada
; US EPA 1623 yontemi ile elde edilen geri kazanim
degerlerinin Cryptosporidium ookist icin ortalama
%26,89, Giardia kist icin ise ortalama %27,11 oldugu
belirtilmistir. Calismada, pozitif kontrol numuneleri
ile 10 L suda 1-5 ookist ve/veya kist tespit edilmistir.
Bu standardin laboratuvarda analiz edilecek su

numunelerinde uygulanabilecegi belirlenmistir.

SONUC

TS 1SO 15553 Standart yonteminin pozitif KK
numunesi olarak kullanilan 10 L saf suda 1-5 ookist
ve/veya kisti tespit etmede etkin oldugu goriilmustdr.
DKK numunesi ile elde edilen sonuca gore TS ISO
15553 Standardinin laboratuvarda analiz edilecek su
numunelerinde uygulanabilecegi goriilmiistiir. Ayrica
bu calismamiz, laboratuvarda uygulanabilirliginin

gosterilmesi acisindan ulkemizde ilk olmasi onemlidir.
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