T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
KOORDINASYON BIRIMI

KAYSERI PARKLARINDAKI OYUN ALANLARININ ASKARIT
TURLERI ILE KONTAMINASYONUNUN PARAZITOLOJIK
VE MOLEKULER ARASTIRILMASI

Proje No: TSY-09-964

Proje Tiirii
Yiiksek Lisans Tezi

SONUC RAPORU

Proje Yiiriitiiciisii:
_ Dog. Dr. Alparslan YILDIRIM
ERU Veteriner Fakiiltesi/ Parazitoloji ABD

Vet. Hek. Ozlem BOZKURT
ERU Veteriner Fakiiltesi/ Parazitoloji ABD

Ocak 2011
KAYSERI




Do¢. Dr. Alparslan YILDIRIM danigmanhiginda Ozlem BOZKURT tarafindan
hazirlanan “Kayseri Parklarindaki Oyun Alanlarinin  Askarit Tiirleri ile
Kontaminasyonunun Parazitolojik ve Molekiiler Arastirilmasi” konulu g¢alisma
jlirimiz tarafindan Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Veteriner
Parazitoloji Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

07/01/2011

Uye : Prof. Dr. Abdullah INCI

Uye : Prof. Dr. Siilleyman YAZAR

Uye : Dog. Dr. Alparslan YILDIRIM

ONAY

Bu tezin kabulii Enstitii Yonetim Kurulunun ’”/”/ 2044 rarih vc[{ﬂﬂ ...sayili
karar1 ile onaylanmigtir.

A 19204




TESEKKUR

Tez caligmalarimin her asamasinda beni cesaretlendiren, bilgi, beceri ve tecriibesinden
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isine gosterdigi hassasiyet ile Ornek aldigim hocam ve tez damismanim sayin Dog¢. Dr.
Alparslan YILDIRIM basta olmak iizere, saha ve laboratuar ¢alismalarim esnasinda her tiirlii
destek ve yardimlarini esirgemeyen Parazitoloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Abdullah
INCI ve diger ogretim elemanlar1 Yrd. Doc. Dr. Onder DUZLU ve Ogretim Gorevlisi Zuhal
BISKIiN’e, calisma siiresince malzeme bazinda TSY-09-964 kodlu proje ile destek saglayan
Erciyes Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi’ne ve pozitif kontrol izolat temininde
destek saglayan University of Physical Education, Biology and Environmental Protection

Department’dan, Dr. Renata Fogt-Wyrwas’a sonsuz tesekkiirlerimi sunmayi bir borg bilirim.
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KAYSERI PARKLARINDAKI OYUN ALANLARININ ASKARIT
TURLERI iLE KONTAMINASYONUNUN PARAZITOLOJIK VE
MOLEKULER ARASTIRILMASI

OZET

Bu calisma, Kayseri merkez ilcelerde toplam 20 mesire alani ve parkdaki ¢ocuk oyun
alanlarindan toplanan 248 adet toprak Orneginin kopek ve kedi askarit tiirleri ile
kontaminasyon durumunu saptamak amaciyla yiiriitiilmiistiir. Bu amagla Agustos-Ekim 2009
aylar1 arasinda her bir parktan 250-300 gr toprak numunesi teknigine uygun olarak alinmis ve
ornekleme sahas1 kopek ve kedi digkilarinin varligi yoniinden kontrol edilmistir. Laboratuarda
toprak ve digski Ornekleri helmint yumurtalarinin varli§i yoniinden mikroskobik olarak
incelenmistir. Askarit yumurtasi belirlenen o6rneklerden genomik DNA ekstraksiyonu
yapilmistir. Askarit tiirlerini belirleme amaciyla elde edilen genomik DNA ekstraktlari
Toxocara canis, Toxocara cati ve Toxascaris leonina tiir spesifik primerleri ile PCR analizine
tabii tutulmustur. Parazitolojik incelemesi yapilan 20 parktan 10’u (%50,0) ve bu parklardan
orneklenen toplam 248 adet toprak orneginin 33’ii (%13,3) askarit ve diger bazi helmint
yumurtalari ile kontamine bulunmustur. En yaygin tiir %7,3 ile Toxocara sp. bulunmus, bunu
sirastyla T. leonina (%4,0), Spirocerca lupi ve Taenia sp. (%0,8) ve Ancylostoma caninum
(%0,4) izlemistir. Bu calismada Tiirkiye’de ilk kez S. lupi yumurtalart ile park c¢ocuk
alanlarinin kontaminasyonu ortaya konmustur. Askarit kontaminasyonu belirlenen toprak
orneklerinde molekiiler analiz sonuglarina gére en yaygin tiir %12,0 ile T. canis belirlenmis,
bunu sirasiyla 7. leonina (%7,5) ve T. cati (%3,0) izlemistir. Tiirlerin yayilist arasindaki
farklilik istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,001).

Sonug olarak bu ¢alisma ile Kayseri parklarindaki oyun alanlarinda zoonotik karakterli askarit

enfeksiyonlarinin yayginligi ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Ascarit enfeksiyonlari, Park, PCR, Kayseri, Kontaminasyon
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PARASITOLOGICAL AND MOLECULAR INVESTIGATION OF
CONTAMINATION WITH ASCARIT SPECIES IN
PLAYGRAUNDS IN KAYSERI PARKS

ABSTRACT

This study was designed to determine the contamination status of playgrounds with ascaris
species of dogs and cats in Kayseri parks and was carried out on totally 248 sand samples
collected from children playgrounds in 20 picnic areas and parks which are all in the Kayseri
Centrum. For this aim 250-300 gr sand sample was technically collected from each park
between August-October 2009 and each sampling area was inspected for the presence of dog
and/or cat feces. Sand and feces samples were examined by microscopically for the presence
of helmint eggs in the laboratory. Genomik DNA’s were extracted from samples which were
positive for ascaris eggs. PCR was performed to obtained genomic DNA’s with primers
specific to Toxocara canis, Toxocara cati and Toxascaris leonina. According to
parasitological results, 10 (50.0%) of 20 parks and 33 (13.3%) of 248 sand samples collected
from these parks were found to be contaminated with ascaris and some other helmint eggs.
Toxocara sp. was found as the most prevalent species with the ratio of 7.3% and this was
followed by T. leonina (4.0%), Spirocerca lupi and Taenia sp. (0.8%) and Ancylostoma
caninum (%0.4). Contamination with S. lupi eggs in children playgraunds in parks was firstly
determined in Turkey with this study. Molecular analysis results revealed that 7. canis was
the most prevalent species with the ratio of 12.0% in the ascaris contaminated sand samples,
and this was followed by T. leonina (7.5%) and T. cati (3.0%). The differences among the

prevalence rates of species were found statistically significant (p<0.001).

Consequently, the prevalence of zoonotic ascaris species was designated in the playgrounds

of Kayseri parks with this study.

Key words: Ascarit infections, Park, PCR, Kayseri, Contamination
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1. GIRIS VE AMAC

Hayvanlardan insanlara cok sayida enfeksiyon etkeni gecemekte ve olusan bu
enfeksiyonlar, “zoonoz” olarak nitelenmektedir (1,2). Zoonotik enfeksiyonlarin yayilis
gostermesinde evcil hayvanlarin 6nemli rolii bulunmaktadir. Kedi ve kopekler de insan
yasamina iyi uyum saglamis hayvanlar olup toplumun cesitli kesimleri tarafindan
yetistirilmekte veya barindirilmaktadir. Bunun yaninda Tiirkiye ve diger gelismekte
olan iilkeler ile az gelismis iilkelerde sahipsiz kedi ve kdpek sayisinin artis gosterdigi ve
sokaklarda basibos dolastig1 goriilmektedir. Zoonotik paraziter enfeksiyonlarin ortaya
cikabilmesi i¢in hayvanlar tarafindan cikarilan paraziter formlarin insanlara ulagmasi
gerekmektedir. Bu ac¢idan parklardaki oyun alanlari onem arz etmektedir. Cocuklar,
parklardaki kum ya da toprakla severek oynamaktadirlar. Cogunlukla etrafi acik olan bu
parklara sahipsiz kedi ve kopekler serbest¢ce girerek buralara digkilamakta veya
evlerinde kopek besleyenler kopeklerini gezdirirken hayvanlar digkilama ihtiyaglarini
parklarda gidermektedir. Yine son yillarda ¢ocuk oyun alani bulunan bir¢ok parkta,
ozellikle tilkemizde yaygin olan mangal aliskanligr i¢in alanlar yapildigir goriilmekte
olup bu durum da sokak hayvanlar1 i¢in cezp edici bir faktor olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Cesitli gelismis iilkelerde olanin aksine, iilkemizde, kopek diskilar1 sahipleri tarafindan
toplanmamakta, parklarda bunlarin biriktirilecegi digski kutulari, diski posetleri veya
ozel tuvaletleri bulunmamaktadir. Kopek ve kedilerin buralara biraktigi digkilardan
cesitli parazitlerin yumurtalar1 kum veya topraga karisarak, parklarda oynayan
cocuklara bulasabilmektedir. Kopek ve kedilerde yasamakla beraber insan sagligi
acisindan da i¢c organ ve okiiler (goz) larva gociine sebebiyet veren askarit etkenleri

(Toxocara canis, T. cati) paraziter zoonozlar arasinda 6nemli yer tutmaktadir (2).

Bu calisma, Kayseri park ve bahgeleri ile bazi mesire alanlarindaki ¢ocuk oyun
alanlarindan alinan kum veya toprak orneklerinde, kedi ve kopeklerde bulunan askarit
tiirlerine ait yumurtalarin saptanmasi, kontaminasyon oranlarinin belirlenmesi, saptanan
askarit tiirlerinin molekiiler teshislerinin yapilmast ve cocuk parklarinin bulagsma

yoniinden tasidigi risk derecesinin belirlenmesi amaciyla planlanmastir.



2. GENEL BILGILER

Kopek ve kedilerde yasamakla beraber insan sagligi acisindan da Onem tasiyan
parazitler arasinda Toxocara canis ve T. cati gibi askaritlerin yaninda Echinococcus
granulosus, E. multilocularis, Ancylostoma caninum, A. braziliense, A. Tubaeforme ve

Uncinaria stenocephala gibi helmintler onemli yer tutmaktadir (1,2).

Bu parazitlerden Toxocara tiirlerinin larvalar insanlarda visceral larva migrans (VLM)
ve ocular larva migrans (OLM)’a yol acarken, Echinococcus tiirlerinin larvalan kistik
ve alveolar echinococcose’a, Ancylostoma tiirlerinin larvalar1 ise cutaneous larva
migrans (CLM)’a neden olmaktadirlar (3-5). Ancylostoma caninum larvalar1 insanlarda

daha derin dokulara gegmekte, VLM’a da yol agabilmektedir (1,2).

2.1. ASKARIT ENFEKSiYONLARI

Kedi ve kopeklerde yasayan askarit tiirleri; Toxascaris leonina, Toxocara canis,

Toxocara cati tiirleridir.
2.1.1. Toxascaris leonina (Linstow, 1902)

Kopek, kedi, tilki ve diger karnivorlarin incebagirsaklarinda yasar. Servikal kanatlar
uzun ve dardir. Erkekleri 6-7 cm uzunlugunda olup, arka nihayetleri konik olarak
sonlanmakta, parmak biciminde bir wuzanti tagimaktadir. Disileri 6-10 cm

uzunlugundadir (1).

Yumurtalart hafif oval olup, 75-85x6076 um capindadir. Yumurtalar kalin kabuklu ve
kabuk dis yiizeyi diizdiir. Yumurta kabugu ile blastomer arasinda lamelli bir tabaka

mevcuttur (1).

Gelismeleri direktir. Diski ile disart atilan yumurtalarda uygun cevre sartlarinda 3-6
giin i¢inde ikinci gelisme donemi larvalar olusur. Enfektif olan bu yumurtalar agiz
yoluyla alindiginda son konagin ince bagirsaklarinda agilarak olgun parazitler sekillenir.

Fareler paratenik konak gorevi yapabilmektedir (1).
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Enfekte hayvanlarda karin sisligi, ishal, tiiylerde matlik ve gelisme geriligi gibi
semptomlar goriiliir. Bu parazit zoonotik karakterli degildir ve insanlar icin tehlike

olusturmamaktadir (5).
2.1.2. Toxocara canis (Werner, 1782)

Kopek, kedi, kurt ve tilkilerin ince bagirsaklarinda yasar. Evcil karnivorlarin sindirim
sisteminin en biiyilk nematodu olup, 10-18 cm uzunlugundadir. Servikal kanat mevcut
olup, viicudun ©on ucu ventrale dogru biikiilmiis ve erkeklerin arka ucu parmak

biciminde bir uzanti tasir (1,2).

T. canis, ovipar olup yumurtalart 75-95 um capinda, yuvarlaga yakin, bazen de
ovalimsi yap1 gosterir. Icerisinde koyu kahve veya siyah renkte bir blastomer yer alir.
Yumurta kabugu olduk¢a kalin olup, iizeri piiriizli ya da c¢ikintili-¢okiintiilii bir
yapidadir. Yumurta kabugunun; en disinda albiimin, bunun altinda kitin, en igte de lipit
tabakas1 bulunur. Albiimin tabakasinin {iizeri, disi parazitin uterus hiicrelerince
salgilanan bir madde ile kaplidir. Albumin tabakasi, ince yapida olup altinda bulunan
kitin tabakasinin seklini alacak sekilde ona yapigsmustir. Kitin tabakasi, yumurta
kabugunun en kalin boliimiidiir ve iki kistmdan olusur. Dis yiizeyinde kii¢iik ¢ikintilar
yer alirken i¢ yiizeyi diizdiir. Bu nedenle, yumurta kabugunda goriilen ¢ikinti ve
cokiintiilerin esas kaynagim kitin tabakasi olusturur (1,6). Enfektif yumurtalar uygun
sartlarda en az bir yil siireyle canligini siirdiirebilir ve ergin disi parazitler giinde

200.000 kadar yumurta iiretebilirler (6).

Toxocara canis’in biyolojisi konagin yasina ve cinsiyetine gore degisiklik
gostermektedir. Enfeksiyon, L, tasiyan yumurta ve enfekte paratenik konaklarin (fare,
rat, degisik kanatlilar) alinmasi ile meydana gelebildigi gibi vertikal ve galaktojen yolla
da olmaktadir. Son konagin diskisiyla atilan yumurtalarda 2 ile 5 hafta icerisinde L, ler
gelisir. Enfeksiyon yeteneginde olan bu yumurtalar1 alan son konaklarin ince
bagirsaginda yumurtay: terk eden larva kan ve lenf yoluyla karaciger ve akciger gocii
gecirerek, 3 ayliktan kiiciik hayvanlarda bagirsaklara giderek olgunlasirken, 3 ile 6 aylik
arast hayvanlarda bir kism1 bagirsaklara giderek olgunlasir, bir kismi1 da dokulara goc
ederek inhibisyona girer. Larvalar 6 ayliktan biiyiik hayvanlarda kan yoluyla akciger ve
kalbe gelir, biiyiik dolasima girerek biitiin dokulara dagilip inhibisyona girerler. Bu

larvalar erkek kopeklerde bir siire sonra 6liir. Disilerde ise yasamin ileri donemlerinde
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gebelik hormonlarinin etkisi ile gebeligin 42. giiniinden itibaren inhibisyondan ¢ikar, bir
kismi1 annenin bagirsaklarinda olgunlasirken, bir kismi uterus yoluyla yavruya gecer, bir
kismi da yeniden akcigere giderek kan yoluyla meme bezlerine gecer ve dogumdan

baslayarak 35 giin siireyle siitle atilir (1,2).

Toxocara canis normal konaklarinda bagirsaklarda genellikle az reaksiyona neden olur.
Karin siskinligi, gelisme bozuklugu, ishal gibi belirtiler ortaya c¢ikar. Bazen
bagirsaklarda tikanma ve delinmelere yol agarak o©liime neden olabilirler. Bu
parazitlerin esas patojen etkisi larvalarinin gogii sirasinda goriiliir. Pnomoni, oksiiriik,
burun akintisi, solunum hizlanmasi vardir. Beyine giden larvalar sara benzeri sinirsel
belirtilere yol acar ve yogun enfeksiyonlarda 3 ayliga kadar kopek yavrularinda

oldiiriicii seyreder (2).
2.1.3. Toxocara cati (Zeder, 1800)

Kedi ve yabani felidelerin ince bagirsaklarinda bulunur. Erkekleri 67 cm, disileri 4—10
cm uzunlugunda olup, servikal kanatlar ok ucu bi¢imindedir. Toxocara cati yamurtalart,
T. canis yumurtalarindan daha az koyu ve daha az tirtikli yap1 gostermekte olup 151k

mikroskobunda ayrimi zordur (1,2).

T. cati’'nin biyolojisi, 7. canis’inkine benzer yalnizca intrauterin bulagsmanin
olmamasiyla ondan ayrilir. Sonkonaklarda genel seyir itibariyla klinik ve patogenez T.

canis enfeksiyonlarina benzemektedir (2).

2.2. TOXOCARA CANIS VE T. CATI’NiN ZOONOTIK ONEMi

Bazi nematod larvalarinin normal konaklar disinda 6zellikle de insanlarin i¢ organ ve
dokularindaki goc¢ olaymna i¢ organ larva gocii (Visceral Larva Migrans) adi

verilmektedir (2).

Insanlarda i¢ organ larva gociine neden olan pek cok etken saptanmissa da bu
sendromdan birinci derecede sorumlu parazitin 7. canis oldugu bilinmektedir (1,7).
VLM’a Toxocara cati de yol acabilmektedir, ancak kedilerin digkilarini iggiidiisel
olarak kuma gomme aligkanliklarindan dolay1 bulasma riski 7. canis’e oranla daha

diisiiktiir (8).
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T. canis ve T. cati ‘nin L, tasiyan yumurtalari insanlar tarafindan agiz yoluyla alinirsa,
larvalar ince bagirsakta serbest kalir, mukozaya penetre olur, karaciger ve akciger
boyunca gog¢ ederek sonunda kan yoluyla cesitli dokulara yayilir. Bu parazitlerin kesin
konagi olmayan insanlarin i¢ organlarindaki gociine visceral larva migrans (VLM),

gozdeki goclerine ise okiiler larva migrans (OLM) denir (5).

Visceral larva migrans, insanlarda bazen hicbir belirti gostermemekle birlikte ates,
hiriltili solunum veya astim benzeri oksiiriik nobetleri, istah azalmasi, zayiflama, karin,
kas ve eklem agrilari, huzursuzluk, sinirlilik, dikkatsizlik, hareket bozuklugu, karaciger

ve dalak biiylimesi gibi belirtilere yol acar (5,7).

Okiiler larva migrans olgularinda, gbz basincinin artmasi, bulanik gdrme, bir goziin az

veya hi¢c gormemesi gibi klinik semptomlar ortaya c¢ikabilir (5).

Sekillenen patolojik degisiklikler, larvalarin hem mekanik hem de antijenik ozellige
sahip triinleriyle ilgilidir. Bu hastaliga 6zgii tipik lezyon, ¢aplar1 0.1-1.5 cm arasinda
degisen ve Ozellikle karacigerde goriilen eozinofilik granulomlardir. Ancak
granulomlara, beyin ve akcigerlerle birlikte diger organlarda da rastlanabilir. Beyinde

bulunan granulomlarin meningitis ve ensefalitise neden oldugu bildirilmektedir (5,7).

Okiiler larva migrans genellikle tek tarafli olur ve yangisal reaksiyonlar sonucu
endophtalmitis, retinoblastoma, retinitis ve goziin arka kisminda granuloma

sekillenebilir (5).
Hematolojik olarak siddetli eozinofili, 16kositozis, hipergamaglobunemi goriiliir. (9,5).

Kum havuzlari, halk pazarlar1 gibi yerlerde oynayan pika sendromlu ¢cocuklar ve kopek
yavrulariyla devamli bir arada olan ¢ocuklarda VLM’na daha ¢ok rastlanilmaktadir

(5,2).

2.3. TOXOCARA TURLERININ TURKIYE’DE SONKONAKLARDAKI
YAYILISI

T.canis’in Tirkiye’de kopeklerde yayilist %2.6-59.4 olup, Ankara’da; Mimioglu ve ark.
(10), %20, Pamukc¢u ve Ertiirk (11), %13.24, Ertiirk ve Tanzer (12), %4.10, Doganay
(13), %24, Cerci (14), %13.22, Zeybek ve ark. (15), %15.15, Aycicek ve ark. (16),
%59.4, Elaz1g’da; Giiralp ve ark. (17), %44.76, Dincer ve ark. (18), %2.7, Tasan (19),
%26, Istanbul’da; Merdivenci (20), %22.7, Sivas’da; Saygi ve ark. (21), %28, Atas
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(22), %46, Konya’da; Giiclii ve Aydenizoz (23), %14.75, Aydenizdz (24), %16.16,
Bursa’da; Tinar ve ark. (25), %39, Kayseri ‘de; Sahin ve ark. (26), %40, Kars’da; Umur
ve Arslan (27), %50 oldugunu bildirmislerdir.

T. cati’nin Tiirkiye’de kedilerde yayilist %0.32-47.2 olup, Istanbul’da; Merdivenci (20),
%?27.6, Ankara’da; Pamukcu ve Ertiirk (11), %0.32, Burgu ve ark. (28), %47, Elaz1g’da;
Dincer ve ark. (18), %47.2 olarak kaydetmislerdir.

2.4. PARKLARDAKI OYUN ALANLARINDA ASCARIT KONTAMINASYONU
UZERINE CALISMALAR

Basibos kedi ve kopekler veya dolastirildiklart sirada ev kopekleri diskilama
ihtiyaglarim parklarda gidermektedir. Hayvanlar tarafindan birakilan diskilardaki
yumurtalar doga kosullarinda etrafa dagilarak toprak ve kuma karismakta ve basta bu
alanlarda oynayan cocuklar olmak iizere, yetigskin insanlara da bulagabilmektedir. Son
zamanlarda ¢ocuk parklari, oyun alanlar1 basta olmak iizere halka acik alanlarin askarit
yumurtalari ile kontaminasyonunu belirlemek icin gerek yurtdisinda gerek yurt i¢inde
farkli yerlerde ¢ok sayida c¢alismalar yapilmis ve yapilmaktadir. Toprak ve kum
orneklerinin s6z konusu helmint yumurtalar1 ile kontaminasyonunun belirlenmesinde
bolgenin bulundugu cografya ve iklim kosullarinin (sicaklik, yagis, nem, riizgar)
yumurtalar iizerinde olumlu ve olumsuz etkisi olduguna dikkat cekilmektedir.
Arastirmanin yapildig bolgenin bu gibi gevresel sartlariin yaninda, bolgedeki kedi ve
kopek helmint enfeksiyonu durumu ve bolgenin sosyo-ekonomik yapisi gibi etmenler
de 6nemli olmaktadir (5). Diinya’da parklardaki ¢ocuk oyun alanlarinda askarit tiirleri

ile ilgili kontaminasyon ¢alismalar1 Tablo 2.1°de gosterilmistir.
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Tiirkiye’de cesitli illerdeki parklarda askarit tiirleri ile kontaminasyon iizerine yapilan
calismalarda Gii¢li ve Aydenizoz (29), Konya’da bir yil siireyle bakisi yapilan 4
parktan 48 kum (50 gr) 6rnegini incelemisler ve bu 6rneklerin %4.16’sinda Toxocara

sp. yumurtalarina rastlandigini bildirmislerdir.

Ankara’da Oge ve Oge (30) 46 parktan toplanan 170 kum 6rneginde bulunan helmint
yumurtalarinin oranimi Toxocara sp. %30.6, Toxascaris leonina %4,1, Ancylostoma sp.
%17.62, Taenia sp. %1.82, Trichuris sp. % 2,4., Enterobius vermicularis %1,2 olarak
kaydetmislerdir. Aymi ilde Avcioglu ve Burgu (31) 45 parktan toplam 955 toprak
ornegini helmint yumurtalar1 ile kontaminasyon acisindan incelemisler ve 108’inin
(%11,30) kedi kopek helmint / olasi helmint yumurtalari ile kontamine oldugu
saptamiglardir. Kontamine Orneklerin 89’unda (%82,40) Toxocara sp., 5’inde Taenia
sp. (%4,62), 2’sinde Toxascaris leonina (%1,85) yumurtalarina tek olarak rastlandigi, 1
ornekte Toxocara sp. + Taenia sp. (%0,92), 1 ornekte Toxocara sp. + Toxascaris

leonina’ya (%0,92) birlikte gézlendigi kaydedilmistir.

Istanbul’da Toparlak ve ark. (32), 63 parktan toplanan 132 kum o6rnegini Duwell
(33)’in yontemine gore incelemigler ve parklarin %15,9’unda, Orneklerin ise

%8.33’iinde Toxocara sp. yumurtalarina rastlamislardir.

Elazig’da Kaplan ve ark. (34), cocuk parki, okul bahgesi ve halka acik alanlar gibi 62
farkli yerden alinan 744 toprak orneginin 2’sinde (%3,22) Toxocara sp. yumurtalari

saptamiglardir.

Erzurum’da Avcioglu ve Balkaya (35), 36 parktan Ornekledikleri 214 toprak
numunesinde Toxocara sp. yumurtalarini %64,28, Taenia sp. yumurtalarini ise %3,12

oraninda yaygin bulmuslardir.

Van’da Ayaz ve ark. (36), Yiiziincii Y1l Universitesi Kampiisiinden ve sehir
merkezindeki cocuk parklar1 ve okul bahgelerinden alinan 107 toprak Orneginin

%25.97’sinde Toxocara sp., %11,25’inde T. leonina yumurtalarina rastlamiglardir.

Aydin’da Giirel ve ark. (37), 111 parktan alinan 111 toprak Orneginin 21 ‘inde

(%18,91) Toxocara sp. yumurtasi belirlemislerdir.
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Kirikkale’de Aydenizoz ve Ozkayhan, (38), 1 yil siireyle mevsimsel bakisi1 yapilan 8
parktan 480 Ornek toplamis, Orneklerin %15.6’sinda Toxocara sp., %1.5’inde
Toxascaris leonina, %1.0’inde Taenia sp. yamurtalarina, %0.2 Isospora sp. ookistlerine

rastlamistir.

Kiitahya’da Akdemir (39), 9 parktan topladigr 30 toprak Orneginden 3’iinde (%10)

Toxocara sp. yamurtalar belirlemistir.

2.5. KOPEK VE KEDILERDEKi ASCARIT TURLERi UZERINE YAPILAN
MOLEKULER CALISMALAR

Kopek ve kedilerde bulunan askarit tiirleri iizerine yapilan molekiiler calismalarin sinirl
oldugu goriilmektedir. Li ve ark., (40), Toxocara canis, Toxocara cati, Toxocara
malaysiensis ve Toxascaris leonina tiirlerinin nuclear ribosomal DNA bolgesi (rDNA
internal transcribed spacers (ITS-1 and ITS-2) iizerine ¢alismislar ve dizayn ettikleri
spesifik primerler ile molekiiler olarak bu parazitlerin spesifik identifikasyonunun daha
duyarli ve epidemiyolojik calismalarda daha gercek¢i sonuglar ortaya koyabilecegini

kaydetmislerdir.

Fogt-Wyrwas ve ark., (41), askarit tiirleri ile kontamine toprak érneklerinde yumurta
izolasyonu sonucu spesifik primerlerle uygulanan PCR neticesinde, bu yontemin tiir
identifikasyonunda oldukca spesifik oldugunu kaydetmislerdir. Benzer sekilde Borecka
ve Gawor (42), toprak Orneklerinden genomik DNA izolasyonu sonucu uyguladiklar
molekiiler analizde bu yoOntemin spesifik teshiste olduk¢a duyarli oldugunu
kaydetmislerdir. Buna ilave olarak yaninda molekiiler teshis yontemleri, askarit
tiirlerinin  karakterizasyonlarinin  belirlenmesinde (43,44) ve insanlarda VLM

olgularinda spesifik teshis yontemi olarak da kullanilmaya baslanmistir (45,46).

Tiirkiye’de giinlimiize kadar kedi ve kopeklerde askarit tiirlerinin molekiiler teshisi
izerine yapilmis ¢alisma yoktur. Bu ¢alisma ile Kayseri park ve bahcgelerindeki ¢ocuk
oyun alanlarindan alinan kum veya toprak Orneklerinde, kedi ve kopeklerde bulunan
askarit tiirleri hem klasik yontemlerle arastirilmis hem de kontamine parklarda izole
edilen askarit tiirlerinin molekiiler teshisleri yapilarak kontaminasyon derecesi tiir

bazinda ortaya konmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. SAHA CALISMALARI
3.1.1. Arastirma Sahasi

Calisma Agustos-Ekim 2009 tarihleri arasinda Kayseri merkezde bulunan toplam 20
parkta yiiriitiilmiistiir. Ornek toplanan parklarin bagli oldugu merkez, toplandig1 ay ile

toplanan toprak ve diski 6rnegi sayilar1 Tablo 3.1°de verilmistir.
3.1.2. Toprak ve Diski Orneklerinin Toplanmasi

Her bir parktan varsa kum havuzu yoksa ¢ocuk oyun alanlarindan her 5 metre kare i¢in,
10 cm derinliginden en az 250-300 gr toprak ornegi kii¢iik bahce kiirekleri yardimui ile
alinmistir. Her Ornekleme alani i¢in kiirekler temizlenip dezenfekte edilerek
kullanilmistir. Toplanan 6rnekler naylon posetlere konularak protokol numarasi verilmis
ve laboratuara getirilmistir. Ornek iceriginde homojeniteyi saglama acisindan 2 cm
captan biiyiik taglarin olmamasina dikkat edilmistir. Her bir parktaki oyun alam kedi-
kopek diskis1 yoniinden dikkatlice incelenmis ve bulunan digki 6rnekleri digki kaplarina

alinarak protokol numarasi verilmis ve laboratuara getirilmistir.

Tablo 3.1. incelemesi yapilan parklardan toplanan toprak ve diski 6rneklerinin dagilimi

. Toplanan 6rnek

NO | Park ismi Bagl;l(éldugu al(l)nr;;:l;y sayisi
Toprak | Diski

P1 Inonii Parki-1 Kocasinan Agustos 12 -
P2 Mimarsinan Parki Kocasinan Agustos 14 -
P3 Giirsu Parki Talas Agustos 15 -
P4 Inonii Parki-2 Kocasinan Agustos 11 -
P5 Kadir Has Kiiltiir Parki Kocasinan Agustos 10 3
P6 Bestepeler Mehmet Calik Park: Kocasinan Agustos 12
P7 Yanikoglu Parki Melikgazi Agustos 13 1
P8 Kumarl: Parki Kocasinan Eyliil 16 -
P9 Giiltepe Parki Melikgazi Eyliil 14 -
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P10 | Alparslan Park: Melikgazi Eyliil 13 2
P11 | Belsin Mahalle Parki Kocasinan Eyliil 11 -
P12 | Eskisehir Baglar1 Mahalle Parki Melikgazi Eyliil 10 -
P13 | Gesi Mesire Alan Parki Gesi Eyliil 15 -
P14 | ildem Mahalle Parki Gesi Ekim 13 -
P15 | Ali Dag Mesire Alan Parki Talas Ekim 12 -
P16 | H. Ahmet Yesevi Mahalle Park: Kocasinan Ekim 10 -
P17 | Erciyesevler Mahallesi Tuna Parki | Kocasinan Ekim 12 -
P18 | Kiranardi Kent Ormani Melikgazi Ekim 14 -
P19 | Ziimriit Mahallesi Ziimriit Parki Kocasinan Ekim 11 -
P20 | Organize Sanayi Demirciler Parki Kocasinan Ekim 10 -

3.2. LABORATUVAR CALISMALARI
3.2.1. Parazitolojik inceleme
Toprak ve Kum Orneklerinin incelenmesi

Parklardan alinan toprak ve kum ornekleri, Kazacos (8)” un onerdigi yontemin modifiye

edilmesi ile incelenmistir.

Laboratuarda her ornek iyice karistirilarak homojen hale getirildikten sonra 50 gr.
alinmis, 60 ml distile su ve 0,5 ml Tween 40 ilave edilerek 250 ml behere aktarilmistir.
Bu karisim cam bagetler yardimi ile iyice calkalanmis, sonra 300 um gozenekli elekten
gecirilmistir. Bu siiziintii 50 ml kapakli falcon tiiplerine aktarilmis, iizerine tiipiin
yiizeyine kadar distile su ilave edilmistir. Daha sonra karistm 1500 — 2000 devirde 3
dakika santrifiije edilmistir. Ustteki s1v1 dokiilerek, tiipiin yiizeyine kadar tekrar distile
su ilave edilmis ve santrifiij islemi bu sekilde iki kez tekrarlanmistir. Son santrifiij
isleminden sonra iistteki s1vi dokiilmiis ve sedimentin {izerine 50 ml tiipiin yilizeyine
kadar doymus ¢inko siilfat (ZnSQy, Ozgiil agirhik: 1,364) ilave edilerek tiip vortekste
tyice kanistirllmistir. Karisim 4 adet 15ml santrifiij tiipiine aktarilmis 2000 devirde 10
dakika santrifiije edilmistir. Daha sonra cikarilan tiiplerin iizerine yiizeyde bombe

olusturacak sekilde tekrar doymus ¢inko siilfat soliisyonu ilave edilmis ve iizerleri lamel
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ile kapatilmistir. 15 dk bekleme siiresinden sonra lameller lam iizerine alinmis ve X100
biiylitmede 151k mikroskobu altinda helmint yumurtalar1 yoniinden incelenmistir.
Lameller alindiktan sonra her bir tiip tekrar lamel ile kapatilmis ve bu sekilde 3 kez
inceleme yapilmistir. Helmint yumurtalar1 yoniinden pozitif olan 6rnekler protokole
gecilmis ve saptanan yumurtalar olympus DP70 mikroskop kameras: ile

goriintiilenmistir.
Diski Muayenesi

Diskilar kedi ve kopek helmint yumurtalar1 yoniinden cinko siilfat flotasyon yontemi ile

incelenmistir (2).

Yaklasik 3gr disk1 6rnegi doymus cinko siilfat (ZnSQy, Ozgiil agirhik: 1,364) soliisyonu
eklenerek diski muayene kabinda cam bagetle karistirilmis, bir siizge¢ yardimiyla bagka
bir kaba siiziilmiistiir. Daha sonra kabin yiizeyine kadar tekrar doymus c¢inko siilfat
eklenmis ve iizerine iki adet lamel atilmistir. Otuz dakika sonra bir pens yardimiyla,
altindaki damla diisiiriilmeden lamel bir lam iizerine alinmis ve mikroskopta helmint
yumurtalar1 yoniinden incelenmistir. Helmint yumurtalar1 yoniinden pozitif olan

ornekler protokole gecilmistir.
3.2.2. Molekiiler inceleme

DNA izolasyonu ve Standardizasyon
Toplanan toprak orneklerinden DNA ekstraksiyonu amaciyla iki farkli teknik,

etkinlikleri acisindan deneysel olarak kontrol edilmistir.

Toprak orneklerinden direkt DNA izolasyonu yapilan ilk teknikte (Borecka ve Gawor,
2008); orneklenen 250-300gr toprak numunesi iyice karistirtlarak homojen hale
getirildikten sonra 50 gr tartilarak ayrilmistir. Ayrilan bu ornekten 2,5 gr tartilarak
AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kiti (AP-MN-MS-GDNA-250, Axygen
Biosciences, USA) DNA ekstraksiyonu yapilmaistir.

Ikinci teknikte ise Modifiye Kazacos (8) yontemi ile askarit yumurtlar1 yoniinden pozitif
bulunan orneklerden lam iizerinden yumurtalar izole edilmis ve DNA ekstraksiyonu
AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kiti (AP-MN-MS-GDNA-250, Axygen
Biosciences, USA) ile yapilmistir (47). Ancak lam iizerinde bulunan yumurtalarin

distile su yardimi ile nitroseliloz membrana aktarildigi ve DNA ekstraksiyonunun
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membranda yapildig1 Graczyk ve ark. (47) tarafindan bildirilen bu teknik modifiyie
edilerek, lam {izerinde saptanan askarit yumurtalar1 toplam 500ul deiyonize su ile
mikrosantrifiij tiiplere aktarilmis 14000 rpm’de 10dk santrifiij edilerek yumurtalarin
denatiire olmasi1 ve icerigin ¢okmesi saglanmistir. Santrifiij islemi sonunda siipernatant
atilmis ve dipte kalan ¢okiintii DNA ekstraksiyonunda kullanilmistir. Her iki teknik i¢in
de lysis buffer ilavesi sonrasinda Ornekler 24 saat 65 °C’de bekletilmis ve sonra
ekstraksiyon prosediiriine devam edilmistir. Final eliisyon 50ul olarak ayarlanmistir.

Elde edilen ekstraktlar PCR’da islenene kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

S6z konusu iki teknigin genomik DNA izolasyonunda etkinliklerini belirlemek amaci
ile dnceden mikro dalga firinda steril hale getirilen toprak drneklerinden 250 gramlik
porsiyonlar ayrilmis ve sirasi ile 50, 100, 250 ve 500 adet olmak iizere anabilim dalinda
%70 alkol igerisinde muhafaza edilen 7. canis disilerinden izole edilmis yumurtalar
ilave edilmistir. Toprak ornekleri 37 °C etiivde bekletilerek kurumasi saglanmis ve
homojen hale getirmek i¢in steril baget ile karistirilmistir. Her hacim i¢in 4 tekrar
yapilmigtir. Daha sonra yukaridaki teknikler ile DNA ekstraksiyonu gerceklestirilmis

ve sonuclar PCR isleminden sonra degerlendirilmistir.
DNA Amplifikasyonu ve Elektroforez

DNA amplifikasyonu, Thermohybaid (Product no: 35195, Thermo Scientific Inc)
Thermalcycler’da gerceklestirilmistir. Toprak orneklerinden elde edilen genomik DNA
ekstraktlar1 7. canis i¢in parsiyel ITS 2 gen bolgesinden 330-bp gen bolgesini amplifiye
eden YY1 (5-CGGTGAGCTATGCTGGTGTG-3") forward ve NC2 (5-
TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3') reverse; T. leonina icin yine parsiyel ITS 2 gen
bolgesinden 350-bp gen bolgesini amplifiye eden YY2 (5'-
ATATCGGAAAAGGACGCACA-3) forward ve NC2 (5'-
TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3') reverse, T. cati i¢in de partial ITS-1 bolgesinden
660-bp gen bolgesini amplifiye eden JW4 (5'-ACTGTCGAGGATGAGCGTGA-3’) ve
NC2 (5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3") reverse spesifik primerlerle PCR
reaksiyonuna tabii tutulmustur (40). Reaksiyon karisimi her iki primer seti i¢in de 25ul

final konsantrasyonda hazirlanmistir.

Her ii¢ primer cifti icin reaksiyon karisimi; 2,5 ul 10XPCR buffer, 3 mM MgCl, 1ul 50
pmol her bir primer, 2 ul 250 mM her bir ANTP, 2U Tag DNA polymerase ve 2,5 ul
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template DNA olacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra karsim thermalcyclera
yerlestirilmis ve initial denaturation: 94°C’de 5 dk; 35 siklus, denaturation: 94°C’de 30s,
annealing: 56°C (T. canis ve T. leonina), 58°C (T. cati) 30s, extension: 72°C’de 1dk;
final extension: 72°C’de 5 dk olacak sekilde programlanmustir (40).

Pozitif kontrol olarak Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
Dalr’nda bulunan 7. canis ve T. leonina olgun parazitlerden elde edilen genomik
DNA’lar, T. cati icin ise Polonya University of Physical Education, Biology and
Environmental Protection Department’de temin edilen genomik DNA’lar kullanilmistir.
Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR iiriinleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz jelde
elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from
Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA ) kullanilarak goriintiilenip analiz

edilmistir.

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 13.0 paket programu ile gerceklestirilmistir.
Mesire alanlart ile diger parklarin kontaminasyon durumu arasindaki farklilik Fisher’s
Exact Test, parklarda askarit enfeksiyonlarinin ve ilgelere gore kontaminasyonun

dagilimlar1 arasindaki farklilik ise Pearson Chi Square testi ile aragtirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. PARAZITOLOJIK INCELEME SONUCLARI

Calismada incelemesi yapilan toplam 20 parktan 10’u (%50), bu parklardan 6rneklenen

toplam 248 adet toprak Orneginin 33’ (%13,3) askarit ve diger bazi helmint

yumurtalar1 ile kontamine bulunmustur. Toprak Orneklerinde saptanan helmint

yumurtalarinin dagilimi Tablo 4.1°de verilmistir. Tablo 4.1°de goriildiigii {izere en

yaygin tiir %7,3 ile Toxocara sp. bulunmus, bunu %4,0 ile T. leonina, %0,8 ile S. lupi

ve Taenia sp. ve %0,4 ile A. caninum izlemistir. Pozitif orneklerde saptanan helmint

tiirlerinin dagilim oranlar1 Sekil 4.1°de verilmistir. Toprak oOrneklerinde saptanan

Toxocara sp., T. leonina, S. lupi, Taenia sp. ve A. caninum yumurtalar sirasiyla Sekil

4.2-4.6’de verilmistir.

Tablo 4.1. Toprak 6rneklemesi yapilan parklarin helmint yumurtalari ile kontaminasyon durumu

P.0. Toxocara Toxas.caris Spiroc?rca Taenia | Ancylostoma

ParkNo | L.O.S. °P- leonina lupi sp. caninum

S.| % | S. % S. % S. % S.| % S. %
Pl 12 - - - - - - - - - - - -
P2 14 3 (214 - - 3 21,4 - - - - - -
P3 15 2 | 133 - - 2 13,3 - - - - - -
P4 1 |2 |182] - | - - - 2 | 182 | - | - ] ]
P5 10 21200 1 | 10,0 - - - - 1 ]10,0 - -
P6 12 | 211672 |167] - ; - A _ _
P7 13 - - - - - - - - - - - -
P8 16 8 | 50 5 | 314 1 6,2 - - 1] 62 1 6,2
P9 14 1|71 1 7,1 - - - - - - - -
P10 13 - - - - - - - - - - - -
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P11 11 - - - - - - - - - . -
P12 10 - - - - - - - - - . -
P13 15 5 (333 3 20 2 13,3 - - - - -
P14 13 - - - - - - - - - - -
P15 12 31250 3 | 250 - - - - - - -
P16 10 - - - - - - - - - . -
P17 12 - - - - - - - - - . -
P18 14 51357 3 |214 | 2 14,3 - - - - -
P19 11 - - - - - - - - - . -
P20 10 - - - - - - - - - . -
TOPLAM | 248 |33 | 133 |18 | 73 10 4,0 2 0,8 2108 0.4
1.0.S.: Incelenen 6rnek sayist; P.O.: Pozitif 6rnek; S: Sayist

60 1 54,5

50 -

40 1 30,3

X 30 -
20 1
10 - &l 6.1 3,0
-
0] T r - .
Toxocara sp T.leonina S. lupi Taenia sp. A.caninum
Sekil 4.1. Helmint yumurtalar1 yoniinden pozitif toprak 6rneklerinde tiirlerin dagilimi
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Sekil 4.2. Toxocara sp. yumurtasi (Orijinal)

Sekil 4.3. Larva gelismis Toxocara sp. yumurtasi (Orijinal)



26

Sekil 4.4. Toxascaris leonina yumurtasi (Orijinal)

Sekil 4.5. Spirocerca lupi yamurtasi (Orijinal)
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Sekil 4.6. Taenia sp. yamurtasi (Orijinal)

Sekil 4.7. Ancylostoma caninum yumurtasi (Orijinal)
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Calismada incelemesi yapilan parklardan PS5, P7 ve P10’da toplam 6 adet digki 6rnegine
rastlanmistir.  Yapilan diski muayenesinde digski Orneklerinin helmint yumurtalari

yoniinden negatif oldugu belirlenmistir.
4.2. MOLEKULER INCELEME SONUCLARI

DNA izolasyonunun etkinligi acisindan karsilastirmasi yapilan iki teknigin deneysel test
sonuglart Tablo 4.2’de verilmistir. Tablo 4.2’de goriildiigii tizere lam iizerinden yumurta
izolasyonu yapilan ekstraksiyon tekniginin (Y2), toprak Orneginden direkt izolasyon
yapilan ekstraksiyon teknigine (Y1) oranla daha duyarli oldugu belirlenmistir

(p<0.001).

Tablo 4.2. DNA izolasyonu amaciyla kullanilan iki teknigin, toprak orneklerine deneysel 7. canis
yumurtasi ekimi sonucu PCR’da degerlendirilmesi

EKkilen Yumurta Sayisi
Yontem t df p
50 100 250 500

Y1 e e e e e R O I I IR B R I B A S

-5,292 | 14 | <0.001
Y2 o S e o O O S N N R N B Bl A

t: Paired samples “t” testi

Askarit yumurtalar1 yoniinden pozitif bulunan parklarda tiir spesifik primer ciftleri ile
yapilan PCR sonuglarina gore tiirlerin dagilimi1 Tablo 4.3’de verilmistir. Tablo 4.3’de
goriildiigii iizere askarit yumurtalar1 yoniinden pozitif toplam 10 parktan altis1 (%60) tek
tiirle, dordii ise iki tiirle (%40) enfekte bulunmustur. Toxocara canis askarit tiirleri
arasinda %12,0 ile en yaygin tiir belirlenmis, bunu sirasiyla 7. leonina ve T. cati
izlemigstir. Tiirlerin yayilis1 arasindaki farklilik istatistiksel acidan énemli bulunmustur
(p<0,001). Kontamine parklarda askarit enfeksiyonlarinin dagilimi agisindan ise
istatistiksel bir farklilik saptanmamustir (p>0,05). Incelemesi yapilan parklarda askarit
tiirleri ile kontaminasyonun dagilimi Sekil 4.7’ de gosterilmistir. Kontamine parklarda 7.

canis, T. cati ve T. leonina PCR pozitiflikleri sirasiyla Sekil 4.8-4.10’da gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Askarit kontaminasyonu saptanan parklarda PCR sonucu tiirlerin dagilimi

P.O. T. canis | T.leonina | T. cati
Park No i.0.S.
S. % S. % S. % S.| %
P2 14 3 (1214 - - 3 214 | - -
P3 15 2 (13,3 | - - 2 13,3 | - -
P4 11 2 (182 | - - - - 2 | 18,2
P5 10 1 {100 1 10,0 - - - - X23 8.377
P6 12 2 (167] 2 16,7 - - - - df: 9
P8 16 6 375 5 | 31,3 1 6,2 - - p=0.497
PO 14 1 7,1 - - - - 1 7,1
P13 15 5 1333 3 | 20,0 2 13,3 | - -
P15 12 31250 2 16,7 - - 1 8,3
P18 14 5 1357] 3 21,4 2 14,3 | - -
2
X 23,231
TOPLAM 133 30 |1 22,516 | 12,0 | 10 7,5b 4 | 3,0° df: 2
p<0,001

[.0.S.: incelenen 6rnek sayist; P.O.: Pozitif 6rnek; S: Sayisi; x*: Pearson’s Chi Square

D¢ Aymi satirda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki istatistiksel farklilik nemlidir.

%

12,0

10,0

8,0

6,0

4,0

2,0

0,0

=
a

(=]

7.5

3,0

T. canis

T. leonina

T.cati

Sekil 4.8. PCR sonuglarina gore incelemesi yapilan parklarda askarit tiirlerinin dagilimi
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330 bp

Sekil 4.9. Kontamine toprak orneklerinde PCR ile T. canis pozitifligi. MWM:
Molekiiler agirlik standardi; 1-6: Pozitif toprak ornekleri; 7: Pozitif kontrol DNA;
8: No DNA

Mws 1 2 3 4

660 bp

Sekil 4.10. Kontamine toprak orneklerinde PCR ile 7. cati
pozitifligi. MWM: Molekiiler agirlik standard; 1-2: Pozitif
toprak ornekleri; 3: Pozitif kontrol DNA; 4: No DNA
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350 bp

Sekil 4.11. Kontamine toprak orneklerinde PCR ile T. leonina pozitifligi.
MWM: Molekiiler agirlik standardi; 1-5: Pozitif toprak ornekleri; 6: Pozitif
kontrol DNA; 7: No DNA

Incelemesi yapilan kontamine parklarda askarit tiirlerinin aylara gore dagilimi Tablo
4.4’de verilmistir. Tablo 4.4’de goriildiigii tizere askarit enfeksiyonlari en yiiksek Eyliil
ayinda belirlenmis, bunu Agustos ve Ekim aylar1 izlemistir. Ancak, aylar gore askarit
enfeksiyonlarinin dagilimi arasindaki farklilik istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur
(p>0,05). Ascarit tiirleri ile kontamine Orneklerin aylara gore dagilimi Sekil 4.11°de

verilmistir.

Tablo 4.4. Kontamine parklarda askarit tiirlerinin aylara gore dagilimi

P.O. T. canis | T.leonina | T. cati x» df p
Park No | 1.O.S.

S.| % |S.| % S. % |S.| %

Agustos 87 10| 11,5 3 | 35 5 57 12123

1,163 | 2 | 0,559
Eyliil 79 12 152 | 8 | 10,1 | 3 38 (1113
Ekim 82 8 198 | 5] 61 2 25 11 (1,2

TOPLAM | 248 |30 | 12,1 (16| 6,5 | 10 | 40 | 4 | 1,6

1.0.S.: incelenen 6rnek sayisi; P.O.: Pozitif 6rnek; S: Sayisi; x*: Pearson’s Chi Square



32

15,2

16 ~

12 A
10 A

%

o N B O 00
1

Agustos Eyltl Ekim

Sekil 4.12. Askarit tiirleri ile pozitif 6rneklerin aylara gore dagilim

Askarit tiirleri ile kontaminasyonun ilcelere gore dagilimi Tablo 4.5’de verilmistir. En
yiiksek kontaminasyon oram1 % 18,5 ile Talas il¢esinden Orneklenen parklarda
belirlenmis, bunu sirasiyla Gesi, Kocasinan ve Melikgazi ilgelerinden Orneklenen
parklar izlemistir. Ascarit enfeksiyonlarinin ilgelere gore dagilimi agisindan istatistiksel
farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Ascarit tiirleri ile kontamine 6rneklerin ilgelere

gore dagilimi Sekil 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.5. Kontamine parklarda askarit tiirlerinin ilgelere gore dagilimi

P.O. T. canis | T.leonina | T. cati X df p
Park No

10S. |s. | % |s.| % | S. | % |s.| %

Kocasinan 129 141109 | 8 6,2 4 3,1 |2 11,6

Melikgazi 64 6 |94 |3 |47 | 2 3,1 |1 ]1,6(2554 | 3 |0,466

Talas 27 S |185| 2| 74| 2 74 11|37

Gesi 28 51179 3 |10,7] 2 72 1 - 100

TOPLAM | 248 |30 (12,1 16| 6,5 | 10 | 40 [ 4 | 1,6

I.0.S.: incelenen 6rnek sayist; P.O.: Pozitif 6rnek; S: Sayisi; x*: Pearson’s Chi Square
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Sekil 4.13. Askarit tiirleri ile pozitif 6rneklerin ilgelere gore dagilimi

Askarit tiirleri ile kontaminasyonun mesire alanlar1 ve diger parklara gore dagilimi
Tablo 4.6’de verilmistir. Tablo 4.6’da goriildiigli tizere mesire alanlarindaki parklarda
saptanan kontaminasyon orani diger parklara oranla yaklasik altt kat daha yiiksek
belirlenmis ve bu farklilik istatistiksel acidan onemli bulunmustur (p<0,001). Ascarit

tiirleri ile kontamine 6rneklerin park tiiriine gére dagilimi Sekil 4.13’de verilmistir.

Tablo 4.6. Kontamine parklarda askarit tiirlerinin park ¢esidine gore dagilimi

P.O. T. canis | T.leonina | T. cati r df p
Park No i.0.S.

S.| % (S.| % | S. | % |S.| %

Mesire alanlari 79 22278 (16]202| 5 63 | 1 |13]15579| 1 |<0,001

Diger parklar 169 8 | 4,7 - 0,0 5 29 | 3 11,8

TOPLAM 248 | 30| 12,1 |16 | 65 | 10 | 40 | 4 | 1,6

.0.S.: incelenen 6rnek sayisi; P.O.: Pozitif 6rnek; S: Sayisi; x*: Fisher’s Exact Test
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Sekil 4.14. Askarit tiirleri ile pozitif 6rneklerin park tiiriine gore dagilim
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5. TARTISMA VE SONUC

Zoonotik enfeksiyonlarin yayilis gostermesinde evcil hayvanlarin 6nemli rolii
bulunmaktadir. Kopek ve kedilerde yerlesim gosteren askarit tiirleri de zoonotik
enfeksiyonlar arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Tiirkiye’de kedi ve kopek helmint
yumurtalariyla ¢ocuk parklar1 ve halka acik alanlarin kontaminasyonuna yonelik cok
sayida arastirma yapilmistir. Giiclii ve Aydenizoz (29), Konya’da bakisi yapilan 4
parkta Toxocara sp. kontaminasyonunu %4.16 olarak bildirmislerdir. Ankara’da Oge
ve Oge (30) 46 parkta helmint yumurtalar: ile kontaminasyon oranin1 Toxocara sp.
%30.6, Toxascaris leonina %4,1, Ancylostoma sp. %17.62, Taenia sp. %1.82, Trichuris
sp. % 2,4.ve Enterobius vermicularis %1,2 olarak kaydetmislerdir. Ayn1 ilde Avcioglu
ve Burgu (31) toplam 45 parkta kontaminasyon oranini %11,3 olarak saptamislar,
Kontamine orneklerde Toxocara sp.’nin %82,4, Taenia sp.’nin %4,6, Toxascaris
leonina’nin %1,9 yaygin oldugunu belirtmislerdir. Bunun yaninda Toxocara sp. +
Taenia sp. ve Toxocara sp. + Toxascaris leonina ile miks kontaminasyonlari %0,9
olarak bildirmislerdir. Istanbul’da Toparlak ve ark. (32), 63 parktaki Toxocara sp. ile
kontaminasyon oranin1 %15,9 belirlemislerdir. Elazig’da Kaplan ve ark. (34), ¢ocuk
parki, okul bahgesi ve halka acik alanlar gibi 62 farkli yerden alinan 6rneklerde %3,2
oraninda Toxocara sp. yumurtalar1 ile kontaminasyon saptamislardir. Erzurum’da
Avcioglu ve Balkaya (35), 36 parktan drnekledikleri 214 toprak numunesinde Toxocara
sp. yumurtalarint %64,28, Taenia sp. yumurtalarini ise %3,12 oraninda yaygin
bulmuslardir. Van’da Ayaz ve ark. (36), Yiiziincii Y1l Universitesi Kampiisiinden ve
sehir merkezindeki cocuk parklar1 ve okul bahgelerinden alinan 107 toprak 6rneginin
%25.97’sinde Toxocara sp., %11,25’inde T. leonina yumurtalarina rastlamislardir.
Aydin’da Giirel ve ark. (37), 111 parktan alinan 6rneklerde Toxocara sp. yumurtalar ile

kontaminasyonu %18,9 bulmugslardir.

Kirikkale’de Aydenizoz Ozkayhan, (38), 1 yil siireyle mevsimsel bakisin1 yaptiklar1 8
parkta Toxocara sp., Toxascaris leonina, Taenia sp. ve Isospora sp.ile kontaminasyon

oranlarini sirasiyla %15.6, %1.5, %1.0 ve %0.2 olarak bildirmislerdir.

Kiitahya’da ise Akdemir (39), 9 parktan topladigi 30 toprak 6rneginden 3’iinde (%10)

Toxocara sp. yumurtalar1 belirlemistir. Bu calisgmada ise 20 parktan 10’u (%50), bu
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parklardan 6rneklenen toplam 248 adet toprak 6rneginin 33’l (%13,3) askarit ve diger
bazi helmint yumurtalar1 ile kontamine bulunmustur. Toprak oOrneklerinde saptanan
helmint yumurtalarinin dagilimi incelendiginde en yaygin tiir %7,3 ile Toxocara sp.
bulunmus, bunu %4.,0 ile T. leonina, %0,8 ile S. lupi ve Taenia sp. ve %0,4 ile A.
caninum 1izlemistir. Parazitolojik inceleme sonuglarina gore elde edilen prevalans
oranlarinin  Avcioglu ve Burgu (31)’nun bildirdikleri oranlarla yakin oldugu
digerlerinden ise diisiik oldugu dikkati ¢ekmektedir. Ortaya ¢ikan bu prevalans
farkliliklarda aragtirmanin yapildigi bolgenin sicaklik, yagis, nem miktari, toprak / kum
yapisi, giines 1sigina maruz kalma siiresi gibi cevresel faktorlerin dnemli oldugu
diistiniilmektedir. Bunun yaninda bélgenin sosyo-ekonomik yapisi, kiiltiirel durumu da
caligmalarda sonuglar1 etkileyebilmektedir. Bolgedeki sahipsiz  kedi, kopek
popiilasyonu, bunlarin parazitlenme durumu, parklara girip c¢ikmalarin1 engelleyen
sinirlamalarin olup olmamasi, sahipli hayvanlarin digkilarinin toplanip toplanmamasi da
kontaminasyonlarda ve bunlar1 belirlemeye yonelik calismalarda sonuglari
etkilemektedir. Ayrica yerel yonetimlerin ilgili mevzuatlar 6ercevesinde halk sagligini
koruma kapsaminda gostermis olduklari duyarlilik ve uygulamalar da sonuglara etki
etmektedir. Isaret edilen bu cevresel ve yoresel faktorlerin yaninda arastirmalarda
kullanilan materyal ve metot da cok 6nemlidir. Orneklerin alindig1 yer, 6rnek niteligi,
miktari, hangi derinlikten alindigi, 6rneklerin hazirlanmasinda kullanilan soliisyonlar
veya yumurtalar1 toplama yontemleri inceleme sirasinda kullanilan geregler de ¢alisma
sonuglarin1 degistirebilmektedir. Diger yandan parklarda S. lupi kontaminasyonu

Tiirkiye’de ilk kez bu caligma ile ortaya konmustur.

Diinyada da park ve oyun alanlarinin askarit tiirleri ile kontaminasyonunun molekiiler
yontemlerle arastirilmasi sinirlidir (40-42). Tiirkiye’de ise bugiine kadar parklardaki
oyun alanlarmin askarit tiirleri ile kontaminasyonu iizerine molekiiler yontemlerle
yapilmis arastirma bulunmamaktadir. Bu durum, askarit tiirleri i¢cin yumurta bakisina
gore verilen kontaminasyon oranlart ile Toxocara sp. olarak bildirilen askaritlerin tiir
bazinda teshislerinin gerekliligini ortaya koymustur. Bu calisma ile bu durumun agikliga
kavusturulmasi saglanmistir. Bu calismada molekiiler olarak park kontaminasyonuna
yol acan askarit tiirlerinin belirlenmesi ile hem kontaminasyon derecesinin net olarak
ortaya konmas: ve bunun yaninda kontaminasyonun canidae ve/veya felidae orijinli

olup olmadigr da saptanmustir. Li ve ark., (40), Toxocara canis, Toxocara cati,
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Toxocara malaysiensis ve Toxascaris leonina tiirlerinin nuclear ribosomal DNA
bolgesinden (rDNA internal transcribed spacers (ITS-1 and ITS-2) spesifik gen
bolgelerini amplifiye eden primerler ile uyguladiklart PCR sonuglarina gore, askarit
tiirlerinin  spesifik identifikasyonlarinin daha duyarli oldugunu ve daha saglikli
epidemiyolojik verilerin elde edilebilecegini kaydetmislerdir. Diger yandan Fogt-
Wyrwas ve ark., (41), deneysel yaptiklar1 calismada, askarit tiirleri yoniinden
mikroskobik bakiyla saptadiklari pozitif ~orneklerde yumurta izolasyonu
gerceklestirmislerdir. Bu izolatlara spesifik primerlerle uygulanan PCR neticesinde,
parklardaki kontaminasyon ve spesifik tiir identifikasyonunda molekiiler yontemlerin
daha yararl oldugunu ileri siirmiislerdir. Benzer sekilde Borecka ve Gawor (42), toprak
orneklerinden genomik DNA izolasyonu sonucu uyguladiklart molekiiler analizde bu
yontemin spesifik teshiste oldukca duyarli oldugunu kaydetmislerdir. Bu ¢alismada da
yukaridaki caligmalara paralel sekilde kontamine park Orneklerinde saptanan askarit
tiirlerinin molekiiler teshisleri basarili bir sekilde gerceklestirilmis ve molekiiler
yontemlerin bu alanda olduk¢a kullanish oldugu goriilmiistir. Genomik DNA
izolasyonunda, Borecka ve Gawor, (42) tarafindan onerilen toprak orneginden direkt
DNA izolasyonunun yapildigr yontemin oOzellikle yumurta sayisinin diisiik oldugu
orneklerde (<100 yumurta) PCR ile negatif sonu¢ verdigi belirlenmistir. Askarit
yumurtlar1 yoniinden pozitif 6rneklerde lam {izerinden yumurtalarin izole edildigi
teknigin (47) ise genomik DNA ekstraksiyonunda daha etkin oldugu saptanmistir
(p<0,001). Bu yiizden mevcut calismada saha orneklerinin incelenmesinde Graczyk ve
ark.,’nin (47) bildirdigi teknik modifiye edilerek uygulanmistir. Bu c¢alismanin
sonuglarina gore askarit yumurtalart yoniinden pozitif toplam 10 parktan altist (%60)
tek tiirle, dordii ise iki tiirle (%40) enfekte bulunmustur. Saptanan askarit tiirleri
arasinda Toxocara canis’in en yaygin tiir oldugu saptanmis, bunu sirasiyla 7. leonina ve
T. cati izlemistir. Tiirlerin yayilis1 arasindaki bu farklilik istatistiksel olarak onemli

bulunmustur (p<0,001).

Bu calismada T. canis’in pozitifliginin yliksek bulunmasi, park kontaminasyonlarinin
epidemiyolojisinde canidaelerin (muhtemelen kopek) daha O©nemli oldugunu
gostermektedir. Ayrica bu calismayla zoonotik potansiyeli goz Oniine alindiginda 7.
canis’in Ozellikle sehir parklarindaki cocuk oyun alanlarinda bilhassa ¢ocuklar igin

yakin tehlike olarak risk potansiyeli olusturdugu da ortaya konmustur. Bu durum,
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Kayseri’de sehir parklarindaki c¢ocuk oyun alanlarinin kopek ve kedi diskilariyla
kontaminasyonuna karsi korumasiz olduklarimi gostermektedir. Diger yandan bu
caligmada mesire alanlarindaki parklarda saptanan askarit kontaminasyonu diger
parklara oranla yaklagik alt1 kat daha yliksek saptanmistir. Bu durum, mesire alanlarinda
zoonotik karakterli askarit enfeksiyonlarinin insanlar i¢in yiiksek risk potansiyeli

olusturdugunu gostermektedir.

Ascarit tiirleri ile kontaminasyonun mevsimsel durumu iizerine c¢esitli calismalar
yapilmistir. Glickman ve Shofer, (5), mevsimlerin, yani sicaklik, nem, yagis miktari,
riizgarin kontaminasyon oranina dolayli olarak etki ettigini kaydetmistir. Katakura ve
ark., (48), giines 1smlarinin (radyasyon) yumurtalar tizerinde dejeneratif etki yaptigini,
Smith ve ark., (49), yagmurlarin yumurtalar1 bulundugu yerden bagka yerlere tasiyarak
kontaminasyon oranina etki edecegini bildirmistir. Schantz ve Glickman, (50), ‘a gore
nemli toprakta parazit yumurtalarinin 6zellikle de Toxocara sp. yumurtalarinin aylarca
canliligin1 koruyabildigini ve golgeli alanlardaki yumurtalarin giines radyasyonundan
korundugu i¢in daha uzun siire canli kalabildiklerini kaydetmistir. Shimizu (51),
Japonya’da 5 parkta kontaminasyonun ilkbahar, erken yaz ve sonbaharda (3/5 - 5/5)
yiikksek, yaz ve kis aylart ise (2/5 - 3/5) disiik oldugunu, ayni zamanda yumurta
sayisinin yaz ve kis aylarinda daha diisiik oldugunu bildirmistir. Ilkbahar ve sonbahar
aylarinda kontaminasyonun yiiksek olmasinin nedenini, bu aylarin kedi ve kopeklerin
yavrulama donemleri olmasina ve enfeksiyonun bu donemlerde daha yaygin ortaya
cikmasina baglamaktadir. Yaz mevsimindeki kontaminasyon diisiikliigi ise bu
mevsimdeki yiiksek 1s1 nedeniyle yumurtalardaki dejenerasyonun artmast ile
iliskilendirmektedir. Tiirkiye’de yapilan bir calismada Aydenizoz Ozkayhan, (38),
Kirikkale’de bakist yapilan parklarda bulunan yumurtalara subat, mart, nisan, haziran,
agustos ve kasim aylarinda rastlandigim kaydetmistir. Avcioglu ve Burgu (31),
parklardaki kontaminasyonu yazin %4,02, sonbaharda %13,21, kisin %9,77,
ilkbaharda ise %12,64 olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismada ise askarit enfeksiyonlari en
yiiksek Eyliil ayinda belirlenmis, bunu Agustos ve Ekim aylar1 izlemistir. Ancak, aylar
gore askarit enfeksiyonlarinin dagilimi arasindaki farklilik istatistiksel acidan 6nemsiz
bulunmustur (p>0,05). Ozellikle sicak aylarda kontaminasyonun yiiksek bulunmasi,
parklardaki insan popiilasyonunun fazlalig1 ve kalis zamaninin uzamasina bagli olarak

enfeksiyon riski potansiyelini artirmaktadir.
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Sonug olarak bu ¢alisma ile Kayseri parklarindaki ¢cocuk oyun alanlarinin askarit tiirleri
ile kontaminasyonu molekiiler olarak Tiirkiye’de ilk kez ortaya konmustur. Calismada
ozellikle T. canis kontaminasyonunun yiiksek belirlenmesi insan sagligi agisindan risk
arz etmektedir. Bu acidan yorede sahipli kopeklerin veya ¢esitli barinaklarda bulunan
kedi ve kopeklerin parazitolojik kontrolleri periyodik olarak veya Veteriner Hekim
uygun gordiigiinde yetkili laboratuar / kliniklerde yaptirilmalidir. Sahipli kedi ve kopek
icin yapilan uygulamalar1 ve zamanini gosteren bir “saglik karnesi” diizenlenmis olmasi
zorunlulugu getirilmelidir. Hayvan sahiplerine kopeklerini park ve bahcgelerde ya da
halka acgik alanlarda gezdirirlerken “diskilama” durumunda bunlarin toplanmasi
gerektigi bilinci kazandirilmali ya da cezai birtakim uygulamalar getirilmelidir.
Toplanan diskilarin elde kalmamasi i¢in yalnizca bunlarin atilacagi “6zel diski kutulari,
disk1 posetleri” bu gibi yerlere konulmalidir. Bir¢ok iilkede var olan “kopek tuvaletleri”
de bu gibi yerlerde diisiiniilmelidir. Park ve bahcelerin etrafi sadece sinirlar1 belirleme
acisindan degil kedi ve kopeklerin girisini engelleyecek tarzda cevrelenmelidir. Sahipsiz
kedi ve kopek popiilasyonu kontrol altina alinmalidir. Uzun donemde kisirlagtirma
sonrasi, kulak numarasi / mikro¢ip uygulamalar ile hayvanlarin izlenmesi, gereginde
ulasilarak cesitli uygulamalarin yapilabilmesi miimkiin olabilecektir. Yukaridaki
Onerilerin hayata gecirilebilmesi i¢in yerel yonetimlerin ilgili mevzuatlar ve/veya ilave

mevzuatlar ile yonetimsel uygulama ve dnlemlerine gereksinim oldugu aciktir.
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