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KUTAHYA iLi CEVRESINDE BUZAGILARDA CRYPTOSPORIDIUM (TYZZER,
1907) TURLERININ MOLEKULER YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Balca Akalin
Biyoloji, Yuksek Lisans Tezi, 2018
Tez Damismant: Prof. Dr. Aml ICA

OZET

Cryptosporidiosis ve bu hastaliga neden olan protozoan parazit Cryptosporidium spp.’
nin Onemi gittikce artan bir sekilde anlasilmaktadir. Bagirsak hiicrelerine intraseller-
ekstrasitoplazmik yerlesim gosteren bu prootozoon parazitler zoonotik bir enfeksiyona sebep
olmasiyla bilinmektedir. Bagta insan ve evcil hayvanlar olmak iizere vahsi hayvanlarin da dahil
oldugu genis bir konak potansiyeline sahiptir. Bu hastalik etmenlerinden en bilineni zoonotik tiir

olan Cryptosporidium parvum’dur.

Caligmamizda Kitahya yoresinde yas araligi 1 giin ila 4 ay arasinda degisen sigir
gruplarindan 100 diski 6rnegi toplanmis ve PCR-Nested PCR ve RFLP yontemleri kullanilarak
bu 6rneklerin molekuler karakterizasyonu yapilmistir. Kiitahya yoresinde buzagilarda bulunan
tirler bulunma oranlarina gore sirasiyla; Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium bovis ve
Cryptosporidium ryanae’dir. Pozitif izolatlarin Kimura-2 parametre metotu ile filogenetik analizi
sonucunda tespit edilen turlerin basta Cin olmak iizere diinyanin bir ¢ok yerinde ve Tiirkiye’de

onceden belirlenen suslarla aymi kiimede bulunduklari tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Buzagi, Cryptosporidiosis, Cryptosporidium, Kiitahya, RFLP, SSU rRNA.
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INVESTIGATION OF CRYPTOSPORIDIUM (TYZZER, 1907 ) SPECIES WITH
MOLECULAR METHODS IN CALVES IN AROUND OF KUTAHYA PROVINCE
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Biology, M. S. Thesis, 2018
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SUMMARY

The protozoan parasite Cryptosporidium spp. is causing Cryptosporidiosis and this
disease is getting increasingly importance. These protozoan parasites which are found to be at
intracelullar-extracytoplasmic area in intestinal cells, are known to cause a zoonotic infection. It
has a large host potential, including wild animals, especially human beings and pets.

Cryptosporidium parvum species is the most known zoonotic species of this disease.

In our study, 100 stool specimens were collected from calf groups age ranging from 1
day to 4 months in around of Kutahya province and molecular characterization of these samples
was done by using PCR-Nested PCR and RFLP methods. Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium bovis and Cryptosporidium ryanae are the species found in calves in the region
of Kitahya, respectively. These identified species were found to be in same cluster with
predetermined strains in many parts of the world primarly in China and also in Turkey as a result

of phylogenetic analysis of positive isolates by using the Kimura-2 Parameter method.

Key Words: Calf, Cryptosporidiosis, Cryptosporidium, Kutahya, RFLP, SSU rRNA.
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1.GIRIS

Cryptosporidium; tiim omurgali siniflarinin gastrointestinal sistemine yerleserek sindirim
sistemi bozukluklarina ve ekonomik kayiplara neden olan, medikal ve veterinerlik alaninda diinya
capmda éneme sahip zoonotik bir protozoon parazittir (Fayer, 2008b; itik-Ekinci, 2012;Ryan ve
Hijjawi, 2015).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 2004 yilinda diizenlenen IThmal Edilmis
Hastaliklar Girisimi'nde “ihmal edilmis patojen” olarak tanimlanan Cryptosporidium'un énemi

gittikge artan bir sekilde anlasilmaktadir (Chalmers ve Davies , 2010).

Dinyada Cryptosporidium cinsi ilk olarak J.J. Clarke tarafindan 1895 yilinda farelerin
mide epitelleri iizerinde bulunan “spor kiimesi” olarak gozlenmistir. Daha sonraki yillarda
Edward Ernest Tyzzer evcil farelerin mide bezleri tizerinde siklikla karsilastigi “spor kiimesi”ni
Cryptosporidium olarak tanimlayan, net bir sekilde betimleyen ve bununla ilgili yaym yapan ilk
insan iinvanina sahip olmustur (itik-Ekinci, 2012). Tyzzer 1907 yilinda bu protozoan parazitin
eseyli ve eseysiz iireme asamalariyla ilgili ilk makalesini yaymlamstir (itik-Ekinci, 2012).
Ulkemizde ise Cryptosporidium ile ilgili ilk ¢alismalar 1984 yilinda Ayse Burgu tarafindan
yapilmustir (Burgu, 1984).

Cryptosporidium, kiiglk ookiste sahip bir cinstir. Genel olarak kiiresel ve eliptik sekile
sahip olmakla beraber 2 ila 6 um ¢apmdadirlar. Boyutlar: tiirler aras1 ve ¢ogalma asamalarinda
farkliliklar gostermektedir (O’Donoghue, 1995). Bulundugu konagin gastrointestinal epitelinin
mikrovillus sinirinda bulunan epitel hiicreleri enfekte edebilme yetenegine sahip bu protozoon,
bir parazitofor vakuol icerisinde intraselller-ekstrasitoplazmik yerlesim yeri bakimindan diger
hiicre i¢i parazitlerden ayrilir (Fayer, 2004; Fayer, 2008b; itik-Ekinci, 2012). Nadiren, Peyer

plaklarinda intrasitoplazmik invazyonlarda olusmaktadir (Chalmers ve Davies, 2010).

Uzun yillar Coccidia smifina dahil oldugu diisiiniilen Cryptosporidium tiirleri, siradist
otoenfektif, ookisti konak hicrelerle kurduklari garip baglanti ve anti-coccidial ilaclara
gosterdikleri direng nedeniyle aslinda her zaman atipik goriinmiislerdir (Barta ve Thompson,
2006).

Cryptosporidium tiirleri, insanlarda, ¢iftlik hayvanlarinda ve diger hayvanlarda
Cryptosporidiosis ad1 verilen diinya ¢apinda goriilen dnemli ishalli enfeksiyona neden olmaktadir
(Thompson, 2005; Sakarya vd., 2010). Hayvanlarda; bazi kanatlilarda solunum sistemi, bursa

fabricius ve konjuktivada, maymunlarda safra kesesi, safra yollar1 ve pankreasta ayrica



buzagilarda {iriner sistemde de goriilmektedirler. Bunun digsinda insanlarda ise gastrointestinal
sistem diginda insanlarda solunum sistemi ve konjuktivada goriilmiistiir (Thompson vd., 2005;

Fayer, 2008b; Itik-Ekinci, 2012).

Patojen tiirlerin olusturdugu enfeksiyonlarin siddeti ve siiresi, konagm immiin sistemine
ve yasina bagli olarak degisiklik gdstermektedir. Enfeksiyonlarin bazilari kendi kendini sinirlayan
(self-limiting) tarzda ve akut tipte iken, bazilar1 ise kronik tiptedir. Immiinyetmezligi olan ve
immin sistemi baskilanmis konaklarda hastalik daha siddetli seyreder ve 6liimle sonuglanabilir.
Insan ve hayvan saghg acisindan énemli olan Cryptosporidium tiirleri daha ¢ok bagirsak ve
mideye yerlesmektedir. Bazi tiirler konaga 6zgii iken bazilar1 ise ¢ok sayida konakta enfeksiyona
sebep olabilirler (Fayer , 2008b; itik-Ekinci, 2012).

Cryptosporidium; su, toprak, hava ve gidalar yoluyla bulasabilmektedir. Buna karsilik
kan yoluyla bulagsmadigi bilinmektedir. (Fayer vd., 2000; Mor vd., 2010; Gormley vd., 2011).
Cryptosporidiosis bulagsma déngusi 6zellikle kirsal bolgelerde enfeksiyonu tasiyan buzagi ve
kuzu gibi gen¢ hayvanlarin digkilama yoluyla ¢ok sayida ookist atmasi ile baslar. Digki yolu ile
yayilan bu ookistler dis ortamda uzun siire canli kalabilmekte ve hijyenin kotii oldugu bolgelerde
icme suyu kaynaklarinin kontaminasyonuna neden olmaktadirlar. Ayrica ookistlerin
dezenfektanlara ve sicaklik degisikliklerine dayanikli olmalar1 su aritma islemlerinde 6nemli
sorunlar olusturmaktadir. Bu sebeplerlerden dolayi ookistlerle kirlenmis sularin igilmesi igme
suyu kaynakli epidemilere sebep olmaktadir (Fayer, 2004; Thompson vd., 2005; Nichols, 2008;
Itik-Ekinci, 2012). Dunya capinda bilinen en biyik epidemi 1993 yilinda ABD’de
Milwaukee/Wisconsin’de goriilmiis 403.000 kisiyi etkilemis ve 100 kisinin de 6limune neden
olmustur (Drisdelle, 2010). Ulkemizde ise Danimarkali ve Isvecli yazarlar tarafindan 1998 yilinda
Marmaris’e gelen yabanci turistlerin ¢oklu mikrobiyal ajanlarin (¢ogunlukla Cryptosporidium
parvum Tyzzer, 1912 ve enterotoksigenik Escherichia coli-ETEC) sebep oldugu su kaynakli
salgma yakalandig1 bildirilmistir (De Jong vd., 1998). Daha sonra 2005 yilinda izmir’de meydana
gelen su kaynakli cryptosporidiosis ve Cyclospora koenfeksiyon salgini sonrasinda
Cryptosporidium, Bulasici Hastaliklar fhbar1 ve Bildirim Sistemi’nde bildirilmesi zorunlu

enfeksiyon etkeni olarak yer almaya baglamistir (Aksoy vd., 2007).

Insan ve hayvanlarm 6nemli intestinal protozoon enfeksiyon etkenlerinden olan
Cryptosporidium tiirlerinin son yiizyilda belirlenmis olmalari, donem dénem salginlara neden
olmalari, zoonotik yonii, immiin yetmezlik durumlarindaki dnemleri ve 6zellikle buzagilarda
neden olduklar1 ekonomik kayiplari ile dikkat cekmektedirler (Thompson vd., 2005; Nichols,
2008; itik-Ekinci, 2012;).



1.1. Taksonomi

Parazitin taksonomik vyeri; evrim, biyoloji, patogenez, kaynaklar ve patojenlerin
bulasiminin anlagilmasinda 6nemli oldugu kadar teshis ve tedavi agisindan da Onemlidir

(Chalmers ve Katzer, 2013).

Cryptosporidium cinsi, Okaryotlarin Mioza subesi, Apicomplexa alt subesi,
Cryptogregaria altsmifi, Cryptogregarida takimi ve Cryptosporidiidae ailesine mensup
protozoan parazittir gibi bir tanimlama yapilsa da Cryptosporidium’un taksonomisi ve filogenetik
iligkileri siirekli degisim halindedir (Olson vd., 2004). Bilinen en glncel simiflandirmasi su
sekildedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Cryptosporidium’un Siniflandirmasi (Taxonomicon, 2018).

K/
0‘0

Domain Eucaryota Chatton, 1925 - eucaryotes
Kingdom Chromista Caval.-Sm. (1981) - chromists
Subkingdom Harosa Cavalier-Smith, 2010
Infrakingdom Halvaria Cavalier-Smith, 2010
Superphylum Alveolata Cavalier-Smith, 1991
Phylum Mioza Cavalier-Smith, 1987
Subphylum Myzozoa Cavalier-Smith & Chao, 2004
o Infraphylum Apicomplexa Levine, 1970
o Superclass Sporozoa Leuckart, 1879
o Class Gregarinomorphea Grassé, 1953
o Subclass Cryptogregaria Cavalier-Smith, 2014 [monotypic]
= Order Cryptogregarida® Cavalier-Smith, 2014 [monotypic]
= Family Cryptosporidiidae Léger, 1911 [monotypic]
= Genus Cryptosporidium™ Tyzzer, 1907
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Genomik ve biyokimyasal veriler, Cryptosporidium'un apicoplast organelleri ve plastid
ve mitokondri genomlarini kaybederek diger apicomplexanlardan ayrildigina isaret eder (Zhu ve
Guo, 2014). Karakteristik olarak Apicomplexa tirleri konak spesifitesi, endojen safha konumu ve
morfolojisi ile tanimlanmaktadir. Cryptosporidium spp. ise genel olarak konak spesifite gesitliligi
ve ookist morfolojisinin diger Apicomplexalara gore daha kigik, yani 4-6 um ¢apinda kiiresel ile
daha buylk 7-5 um ¢apinda daha oval skalasinda degisim gostermesi ile ayirt edilir (Chalmers ve
Katzer, 2013).

Cryptosporidium diger tiim coccidianlardan kendine has bazi 6zellikler ile ayrilir;


http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=85966

1) Cryptosporidium’un konak hiicre igindeki yerlesimine baktigimizda endojen geligim
asamalarinin konak hiicrenin apikal yizeylerinde toplanmis oldugunu goriiriiz (intraseliiler

ekstrasitoplazmik yerlesim).

2) Parazitin konak hiicreye tutunmasi, konak hiicreden besinleri almay1 kolaylastirmak
icin, parazitofor vakuoliin tabaninda besleyici organel ya da multi membranli tutunma olarak

sekillenmigtir.

3) Ookistlerin kalin ve ince cidarli olmak iizere iki morfo-fonksiyonel tipi vardir.

Bunlardan ince cidarl olanlar enfekte olmus konakta otoenfektif dongiiyii baglatmaktadir.

4) Kiglk boyutlu ookistin i¢inde sporokist, mikrofil ve polar grantller gibi morfolojik

yapilar bulunmamaktadir.
5) Bugiine kadar test edilmis tiim anti-coccidial ajanlara kars1 dayaniklidir.

6-) Gregarin yasam dongiisiinde bulunanlara benzer yeni gamont benzeri hiicre disi
asamalarin varhigi anti-cryptosporidial monoklonal antikorun gregarinlerle ¢apraz reaksiyonu

sonucunda gézlemlenmistir.

Molekiler c¢alismalar  Cryptosporidium'un  coccidianlardan  ziyade ilkel/basit
apicomplexan gregarine parazitleriyle daha yakin baglantili oldugunu gostermistir. Yakin
zamanda Cryptosporidium ile Ascogregarina taiwanensis arasinda yapilan karsilastirmali genom

analizi bu filogenetik baglantiy1 desteklemektedir.

Buna ragmen Ascogregerina ve Cryptosporidium ayni zamanda bir gevresel ookist
asamasl, Tip I yag asiti ve poliketit sentetik enzimler ve bir dizi korunmus hiicre dis1 protein
yapilanmasi gibi metabolik yollarin dahil oldugu Coccidia tiirleriyle birlestiren 6zelliklere de
sahiptir.

Diger gregarin parazitlerinin gelecek genomik arastirmalarinda, Cryptosporidium
cinsinin daha dogru taksonomik yerlesiminin net bir sekilde anlasilabilecegi diisiiniilmektedir

(Ryan ve Hijjawi, 2015).

Gregarinlerdekine benzer yeni gamont benzeri gelisim asamalarmin ileri
karakterizasyonu da Cryptosporidium'un kontrolii agisindan 6nemli olan gevresel ekolojisinin
anlagilmasina katki da saglayacaktir (Barta ve Thompson, 2006). Ayrica, Cryptosporidium ve
gregarinler arasindaki iligkinin daha iyi anlasilmasi, Cryptospordium’un patogenezi,

epidemiyojisi, tedavisi ve kontrolliniin arastirilmasi yeni yaklagimlara yol agacaktir.



Bilinen en giincel haliyle gecerli olan 28 tiir Cizelge (1.2) ‘de belirtilmistir.

Cizelge 1.2. Bilinen Cryptosporidium tiirleri (Slapeta, 2013; Ryan ve Hijjawi, 2015).

Cryptosporidium Tarleri

Kuslar Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium baileyi ve Cryptosporidium galli

Cryptosporidium muris, Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium pestis,
Cryptosporidium wrairi, Cryptosporidium felis,
Cryptosporidium andersoni, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium hominis,
Cryptosporidium suis, Cryptosporidium bovis,
Memeliler Cryptosporidium fayeri, Cryptosporidium macropodum, Cryptosporidium ryanae,
Cryptosporidium xiaoi,
Cryptosporidium ubiquitum, Cryptosporidium cuniculus, Cryptosporidium tyzzeri,
Cryptosporidium viatorum, Cryptosporidium scrofarum ve Cryptosporidium

erinace
Amfibiler Cryptosporidium fragile
Surdngenler Cryptosporidium serpentis ve Cryptosporidium varanii
Baliklar Cryptosporidium molnari ve Cryptosporidium huwi

Molekiiler epidemiyolojik ¢alismalara gore insan iceren en az iki farkli yasam dongiisii
bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar parazitin basta konaga uyum saglamis gibi gértinen tirlerinin bir
dizi farkli bulasma dongiisii oldugunu gostermektedir. Cryptosporidium parvum’un insan ve sigir
genotipinden elde edilen bu kapsamli molekiiler bilgi ve bu iki morfolojik olarak benzer yapilarin
artmakta olan biyolojik verilerinin birlesmesinin sonucu olarak antroponotik insan genotipi
“Cryptosporidium hominis” adi altinda son dénemlerde farkli bir tiir olarak kabul edilmektedir
(Olson vd., 2004).

Sigirlarda Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium bovis, Cryptosporidium ryanae ve
Cryptosporidium andersoni olmak izere dort tiir bulunmustur. Bunlardan sadece C. parvum yeni
dogan buzagilarda ve alt1 haftadan biiyiik sigirlarda gorilen klinik hastaliklarla iliskilendirilmistir
(Thomson vd., 2017). Yasa bagh dagilim gésterme egilimi olan C. parvum, C. bovis ve C. ryanae
tirleri stitten kesilmis buzagilarin ince bagirsaklarini enfekte etmektedir. Cryptosporidium
andersoni ise buzagilardan ¢ok yetiskin sigirlarin abomasumunu enfekte etmektedir (Simsek,
2011; Thomson vd., 2017).



1.2. Morfoloji

Apicomplexa alt subesine bagh olan Cryptosporidium, bu subenin diger iiyeleri ile ortak
morfolojik karakterler ve yasam dongiisii 6zelliklerini paylasmaktadir (Tetley vd., 1998;
Borowski vd., 2009). Bu parazitler bulunduklari alt sube de ayirt edici olarak kabul edilen ¢esitli
morfolojik ozellikler gostermektedirler. Uzunlamasina bir sekle ve belirgin apikal bdolge
ozellesmesine sahiptirler (Morrissette ve Sibley, 2002). Farkli 6zelliklerinin bir ¢ogu, apikal
kompleks olarak adlandirilan benzersiz organellerin bir koleksiyonunu olusturmaktadir

(Morrissette ve Sibley, 2002). Bu organeller;

1) Polar halkalar ve Konoid

2) Roptriler ve Mikronem

3) Yogun graniiller

4) Pelikil (6r: ic membran kompleksi)

5) Mikroporlardir (Slapeta ve Morin-Adeline, 2011).

1.2.1. Polar halkalar ve konoid

Konoid, tammmlanamayan filamentlerin spiral seklini almasiyla olusan, kiigiik, koni sekilli
bir yapidir. Konak hiicrelerin istilasinda mekanik bir rol aldigi diisiiniillmekte ve sadece bazi
apicomplexanlarda bulunmaktadir (Morrissette ve Sibley, 2002). Polar halkalar1, pelikilin ic
membran tabakasindan olusmaktadir. Genelde bir adet bulunmasina karsilik bazi cinslerde iki
veya ii¢ adet oldugu da rapor edilmistir. Mikrotiibiiller ise polar halkaya baglidir. Fonksiyonu tam

olarak bilinmese de konoidin hareketinden sorumlu oldugu disiiniilmektedir (Scholtyseck, 1979).
1.2.2. Roptriler ve mikronem

Roptriler ve Mikronemler, motilite,konak hiicrelere yapisma, konak hiicrelerin istilasi ve
parazitofor vakuol olusmasi i¢in gereken firiinleri iceren benzersiz salgi organelleridir
(Morrissette ve Sibley, 2002). Roptrilerin sayilari yasam dongiilerine ve tiirlere gore
degismektedir. Cryptosporidium sporozoitleri sadece bir tane bulundugu rapor edilmistir.
Roptiriler yogun graniilli madde igeren, membrana bagli organellerdir. Mikronemler ise
roptrilere yogun graniillii madde igermeleri ve membrana bagli olmalar1 bakimindan benzeseler
de daha kiiciik, igsi veya sise benzeri sekilli ve genellikle say1 bakimindan daha fazladirlar
(Blackman ve Bannister, 2001). Mikronemler konak hiicreyi tamma ve ona tutunmada gorev
alirlar (Mercier vd., 2005).



Polar Halka

Konoid
Pelikiil
Mikropor
Subpelikiilar

mikrotiibiiler

Mikronem
Roptri

Golgi Ayaiti

Cekirdek

Cekirdekcik

Posterior halka

Sekil 1.1. Apicomplexa alt subesine ait genel morfolojik yap: (Wiser, 2018).
1.2.3. Dense granuller

Dense graniiller ayn1 mikronem ve roptriler gibi salgi organelidir. Say1 bakimindan, tiir
ve lireme asamalarida boyut ve sekil bakimindan ¢esitlilik gosteren yogun graniil icerigine sahip
zarll vezikiillerdir. Enine elektron mikrografik kesitlerde mikronem ve roptrilerle kolayca
karigtirtlabilirler (Blackman ve Bannister, 2001). Dense graniiller, parazitin ¢ogaldigi konakta

parazitofor vakuol olgunlasmasinda gorev alirlar (Mercier vd., 2005).

1.2.4. Pelikul

Sporozoit, merozoit gibi hareketli evrelerin hiicre ceperleri (pelikilleri), bir
plazmalemma (dis zar) ve birbirine siki bir sekilde bagl iki iinite zar yapisina sahip i¢ membran
tabakasindan olusmaktadir. (Scholtyseck, 1979) Plazma zar1 bltin hiicreyi kapsayan kesintisiz
bir yap1 gosterirken ic membran kompleksi, plazma zarmin hemen altinda bulunmakta ve
parazitin hem ©6n hem de arka kisimlarinda kesintiye ugramis, diizlesmis sisternalarm
birlesiminden olusmaktadir (Scholtyseck, 1979; Mercier vd., 2005). i¢ membran tabakasi

endoplazmik retikulumdan koken alir. Polar halkalardan kdken alan pelikilar mikrotubuller ise



Apicomplexa’nin bir¢ok yasam dongiisiinde hiicre geperinin altinda yer alir. Mikrottbtllerin

sayist bulunduklari cins ve tiire 6zgiidiir (Scholtyseck, 1979).
1.2.5. Mikroporlar

Mikroporlar, Apicomplexa’nin nerdeyse bditiin gelisim evrelerinde mevcuttur ve

pelikiilden koken alirlar. Beslenme mikroporlar araciligiyla saglanir (Scholtyseck, 1979).

Cryptosporidum tiirleri mide ve bagirsak epitel hiicrelerinin  mikrovilluslarinda,
ekstrasitoplazmik alanda yerlesim gostermesi nedeniyle diger hiicre i¢i protozoonlardan ayrilirlar.
Parazitin yerlestigi ve konak hiicreden kdken alan bu alana “parazitifor vakuol” adi verilir (Hazer,
2007; Simsek, 2011). Cryptosporidium 'un parazitofor vakuol(, intraseliiler olarak diisiiniilmesine
ragmen ekstrasitoplazmik kalmasi agisindan yani baska bir deyisle epitelyal hiicrelerin tstiinde
konak kokenli parazitofor vakuol zari igindeki konumunu korumasi nedeniyle benzersizdir
(O’Hara ve Chen, 2011). Parazitofor vakuol, parazit ile konak hiicre arasinda bag olugsmasina
neden olur ve bu bag sayesinde parazitin, konak hiicre temasi gergeklesir (Fayer, 2008b).

Cryptosporidium tirlerinin boyutlari tiir bazinda ve iireme safthalarinda degisim gostermektedir.
1.3. Yasam dongusu

Cryptosporidium’un yasam dongisi, enfekte konagin diskisi ile dis ortamda yayilan
sporlanmis ookistlerin uygun konaklar tarafindan solunum veya agiz yoluyla alinmasiyla baslar
(Fayer ve Ungar, 1986; Thompson vd., 2005). Sporlanmis ookist sadece konak dis1 safhada
(eksojen safha) bulunur. Dis ortama dayanikli ookist duvari ile ¢evrilidir. Digki, mukus gibi
yollarla dis ortama atilan sporlanmig ookistler 2-6pm capinda kalin duvarl yapiya sahip olup,
iclerinde 4 adet sporozoit bulundururlar (Simsek, 2011; Itik-Ekinci, 2012). Diger coccidian
parazitlerden farki ookistlerin igerisindeki sporozoitleri gevreleyen sporokistleri yoktur (Fayer
vd., 2008a; Simsek, 2011). Sporozoitler 5,2 x 1,2 um ¢apinda virgiil seklinde, ince cidarli ve
hareketli yapilardir (Thompson vd., 2005; Fayer, 2008b). Uygun konaga agiz yoluyla alinan bu
ookistler sindirim veya solunum sistemi i¢inde ekskiste olur ve enfektif sporozoitleri serbest
birakir (Reduker ve Speer, 1985; Thompson vd., 2005).

Sindirim sisteminde serbest kalan sporozoitler, hizli bir sekilde ince bagirsak epitel
hiicrelerini iggal eder ve burada yasam dongiisiiniin konak i¢indeki sathasim (endojen safha)
baslatir (Current ve Reese, 1986; Thompson vd., 2005). Sporozoitler dairesel sekil alarak tek
cekirdekli trofozoit yapisina doniistir. Trofozoitler 2-2,5 um ¢apinda yuvarlak veya oval yapi
goOstermekte olup sporozoit ve merozoit arasinda bir gegis formudur (Thompson vd., 2005;

Simsek, 2011; Itik-Ekinci, 2012). Trofozoit igerisindeki ¢ekirdek merogoni (sizogoni) vasitasiyla



bolunerek 6-8 ¢ekirdek meydana getirir ve bunlarin her birinden 6-8 merozoit olusur. Bu bélinme
parazitin eseysiz (aseksiiel) boliinme asamasidir. Merozoitleri tasiyan hiicreye meront (sizont)
denir. Genel olarak iki tip meront tanimlanmustir. Ancak C.parvum’ da 2 tip meront bulunurken
C. baileyi’ de 3 tip meront bulunmaktadir (Thompson vd., 2005; Fayer, 2008b; itik-Ekinci, 2012).
Tip I merontlarin her biri 8 adet merozoit tasir ve olgunlastiklarinda parazitofor vakuollerinden
merozoitler serbest kalir ve yeni hiicreleri enfekte ederler. Tip I merontlarin ¢atlamasi sonucu
serbest kalan Tip I merozoit yapilar1 oval veya yarim ay seklinde yaklasik 1,5 pum ¢apindadirlar
(Thompson vd., 2005; Fayer, 2008b; itik-Ekinci,2012). Enfekte ettikleri hiicrelerde yeni bir
merogoni (sizogoni) baslatirlar ve Tip | meront veya Tip II meront a doniisiirler (Simsek, 2011;
itik-Ekinci, 2012). Tip Il merontlar 4 adet, 2-3,5 um sivri sekilli ya da 1,5-1,6 um pleomorfik
sekilli Tip II merozoitleri olusturular. Bu tip Il merozoitler, serbest kaldiktan sonra gametlerin
olugsmasina yani parazitin yasam dongiisiinde ki eseyli fazin (gametogoni) baslamasina neden olur
(Thompson vd., 2005; Simsek, 2011; itik-Ekinci, 2012). Tip Il merontlardan serbest kalan
merozoitler, Tip | merontlardan serbest kalan merozoitler gibi yeni bir merogoni déngisu
baslamasina neden olmaz, farkli konak hicrelerinin igine girdikten sonra makro ve
mikrogamontlara doniisiirler. Tip II merozoitlerin baska hiicrelere girmesiyle baslayan eseyli
¢ogalma doneminde 4-5 um ¢apinda dairesel sekilli mikrogamontlar ve iki kat zara sahip, 3,2-5
pm capinda makrogamont formlar1 bulunur (Thompson vd., 2005; Fayer, 2008b).
Mikrogamontlarin her birinden 14-16 kamg¢isiz, 1,6-2,2 um ¢apinda hareketli sperm hiicreleri
mikrogamet, makrogamontlarin her birinden yalnizca bir adet 4-6 um biiytikligiinde makrogamet
olusur ve mikrogametin makrogamet ile birlesmesiyle zigot olusur (Current ve Reese, 1986;
Thompson vd., 2005; Hazer, 2007; Fayer, 2008b; itik-Ekinci, 2012).
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Sekil 1.2. Ekskiste olmamis dort sporozoitli Cryptosporidium parvum ookistinin gegirimli
elektron mikroskop gorintusi. Dért sporozoitten 3 tanesi goriindr halde, bunlardan biri boylamsal
diizlemde diger ikisi ise transversal diizlemde konumlanmaktadir. OW, Hiicre duvari; Spo,

Sporozoit; N, Cekirdek; S, Yarik; AP, On Kutup; PP, Arka Kutup (Snelling vd., 2007).

Sekil 1.3. Cryptosporidum parvum un cesitli gelisim asamalar;; A- Geng trofozoit B- Tip |
Meront C- Endopoligeni gosteren meront D-Makrogametosit E- Mikrogametosit F-

Olgunlagmamis ookist (Yu, 2010).

Zigotun etrafi, ii¢ kath ookist cidariyla c¢evrilidir. Dollenmis makrogametlerden
olgunlagsmanus ookistler olusur (Fayer, 2008b; Simsek, 2011; itik-Ekinci, 2012). Olgunlasmamis
ookistlerin gelismesiyle igerisinde enfektif dort adet sporozoit olusur. Sindirim sistemindeki
ookistler digki ile disar1 atilirken, solunum sistemindeki ookistler solunum ve nazal akintilarla

konag terk eder (Fayer, 2008b; itik-Ekinci, 2012). Sindirim sisteminde bulunan ookistlerin %80
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kalin cidarli olup konaklar arasinda bulagsmada rol oynarken, geri kalan %20 oranindaki ince
cidarli ookistler konagi terk etmeden bagirsak boslugunda agilir. Serbest kalan sporozoitler yeni
hicrelere girerek enfeksiyonun devam etmesine neden olur. Buna oto-enfeksiyon adi verilir
(Thompson vd., 2005; Hazer, 2007; Fayer, 2008b;; itik- Ekinci, 2012 ). Oto enfeksiyon, eseyli ve
eseysiz ¢cogalmanin ayni konak tizerinde fekal-oral yol ve ara konak olmadan kesintisiz bir sekilde
enfeksiyonun devam etmesidir (Thompson vd., 2005; Hazer, 2007; Fayer, 2008b).
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Sekil 1.4. Cryptosporidium yasam doéngusi (CDC, 2015a).
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1.4. Cryptosporidium-Konak iliskisi
1.4.1. Cryptosporidium’un virilans faktorleri

Cryptosporidium enfeksiyonun baslamasi, yerlesimi ve devam etmesinden sorumlu
faktorleri tanimlamak adina gesitli caligmalar yapilmustir. Cryptosporidium normal bir sekilde
sistematik enfeksiyona neden olmak ya da derin dokuya niifuz etmek yerine bagirsak epitelinin
ist ylizeyindeki hiicre zar1 bdlmesinde kendine yer edinir. Bdylece bagirsagin emilim ve
salgilama iglevlerinde O6nemli anormalliklere neden olur. Bu hasar, komsu epitel hiicreleri
etkilemesiyle dogrudan veya yangi hiicreleri ve sitokinlerin enfeksiyon bolgesine dahil olmasiyla
dolayl gergeklesebilir. Virllans faktorler, parazitin konakta baslattigi ve hastaligi devam ettirdigi
siirecler ve maddeler olarak distiniilir. Bu faktorler , yasam ddngiist boyunca parazitin viicuda
girip 0ldiigii veya dongiistinii tamamlayip ¢ikana kadar gecen herhangi bir zaman diliminde
konaga etki edebilir (Bouzid vd., 2013).

Bugiine kadar, Cryptopsporidium’a o6zgt viriilans faktorler, gerek konaga verdikleri
zarari kesin bir sekilde ortaya koyma bakimindan gerekse delesyon ve inaktivasyon sonuglarimin
konakta hastalik siddetinin azalmasi ile iligskisini kanitlama noktasinda karakterize
edilmemislerdir. Bunun nedeni ise Toxoplasma ve Plasmodium gibi diger Apicomplexan
parazitlerde uygulanan in vitro kultir ve reverse genetik tekniklerinin Cryptosporidium soz

konusu olunca daha zor olmasindandir (Bouzid vd., 2013).

Cryptosporidium igin varsayilan viriilans faktorler, ekskistasyon, kayma motilitesi,
baglanma, invazyon, parazitofor vakuol olusumu, hiicre i¢i bakim ve konak hiicre hasarmi da
iceren, konak epitel hiicreleri ile Cryptosporidium ookistleri ve sporozoitlerinin baslangi¢

etkilesim siireglerine dahil olan genler olarak tammlanmustir (Bouzid vd., 2013).

Adherens faktori

Enfeksiyon olusumundaki parazitin konak hiicreye tutunmasi kritik bir baslangic
asamasidir. Iki simf protein, yani miisin benzeri glikoproteinler ve trombospon ile iliskili adheziv
proteinler karakterize edilmis ve adhezyona aracilik yaptigi gosterilmistir. Bu proteinlerin

ozellikleri Cizelge 1.3’te Ozetlenmistir (Bouzid vd., 2013).

Hiicresel hasar

Tek katmanli enterositlerdeki hiicre hasari, siki hiicre baglantilariin dagilimi, bariyer
islevinin kaybi, laktat dehidrogenaz salinimi ve artmms hiicre 6liim oranlar ile belgelenmistir

Cryptosporidium enfeksiyonu esnasindaki hiicre hasarma neden olan mekanizmalar
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bilinmemektedir. Bununla birlikte fosfolipazlar, proteazlar ve hemolizinler gibi birka¢c molekul

dogrudan hasara neden olabilir (Bouzid vd., 2013).

Cizelge 1.3. Molekiiler ve immiinolojik yontemlerle tanimlanan olas1 Cryptosporidium virtlans

faktorleri (Bouzid vd., 2013).

Virulans Faktor

Olas1 Fonksiyonu

Serine protease Ekskistasyon

Aminopeptidase Ekskistasyon

CSL Adhezyon

gp900 Adhezyon

gp60/40/15 Adhezyon

P23 Adhezyon. Lokomasyon

P30 Adhezyon

TRAP-C1 Adhezyon, lokomasyon

Cp47 Adhezyon

CPS-500 Adhezyon, lokomasyon

Cp2 Invazyon, zar biitiinliigii

Cpal35 Invazyon

Secretory phospholipase Invazyon, hiicre ici yerlesim
Hemolysin H4 Zar lizisi

CpABC Tasima, besin tagmimi

CpATPase2 Biyomembran, agir metal tasiyicisi
CpATPase3 Biyomembran, iyon veya fosfolipid tasiyicisi
HSP70 Gerilim korumasi

HSP90 Gerilim korumasi

CpPKS1 Bilinmeyen iglev

Cysteine protease

Immiin/sitokin modiilasyonu

Acetyl cosynthetase

Yag asitleri metabolizmasi

CpSUB Invazyon
CpMIC1 Adhezyon, lokomasyon
CpMuc Invazyon

Is1-sok proteinleri

Is1 soku proteinleri, korunmus blyuk bir protein ailesidir. Genellikle yaygin olarak

bilinen HSP65 ve Cryptosporidium cinsi igin HSP90 ve HSP70 protein ailelerinin gorunir

molekiiler agirliklart sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile

tamimlanir (Bouzid vd., 2013). Isi-sok proteinlerinin sentez seviyesi, 6zellikle HSP70’in, stres

durumlarinda keskin bir sekilde artmaktadir. Bu gibi durumlara ani sicaklik degisimi, besine

ulagilabilirlikte azalma ve immiin ataklar neden olur. Is1 sok proteinleri diger proteinler i¢in hiicre

ici saperonlar olarak gorev alir; protein-protein etkilesiminde 6nemli bir rol oynar ve yeni olusan

proteinlerin tagmmasi, katlanmasi, birlestirilmesi, biyonsentezi ve salinmasini kolaylastirir.

(Okhuysen ve Chappell, 2001)
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Kosula bagl genler

Esas olarak hiicre igin gerekli olan temel fonksiyonlar1 daimi olarak yerine getiren
housekeeping genlerine karsilik kosula bagli genler yiiksek derecede cesitlidir. Kosula bagl
genler, viral, bakteriyel, fungal ve protozoan patojenlerinde dahil oldugu patojenik mikroplar
icinde yaygindirlar (Bouzid vd., 2013). Bu genler, genomdaki diger biitiin genlerin sahip oldugu
spontane rekombinasyon oranindan daha yiiksek oranlara sahiptir. Bu mutasyonal olaylar konak
icinde hayatta kalmaya ve iiremeye ve hizli fenotip degisimlerine olanak verir. Okaryotik

patojenlerde, kosula bagli genler sik sik telomerler ile iliskilendirilir (Barry vd., 2003).

Ekskistasyon e
Serin proteaz ;kw;aswu Kf!creit;iﬂe &
Aminopeptidaz e gogalma/konak icinde
Gpo00 3 hayatta kalma
Gp60/40115 CpABC
P23 CpATPzzs)
! P30 CpATPasa3
e Floskiste | pip e HSPT0
o Sporozoit | cps7 HSP20
Cps-500 Sistein proteaz
B CpMICL Asatilkosentetaz

\‘4\'
W
Apikal organellerden “%%
salgilanan proteinler  ° i A
RIS

Bagirsak mukoza epiteli

Sekil 1.5. Konak epitel hucreleri ile Cryptosporidium ookistleri ve sporozoitlerinin baslangi¢

etkilesim siireci ve bu siireci yoneten viriilans faktorler (Bouzid vd., 2013).
1.5. Tarihge

Diinya c¢apinda bulunan bu protozoan parazit, ilk olarak 1895 yilinda Clarke tarafindan
laboratuvar farelerinin mide bez epiteli tizerinde bulunan spor toplulugu olarak rapor edilmistir
(Current ve Garcia, 1991). 1907 yilinda ise Amerikali parazitolog Ernest Edward Tyzzer
tarafindan betimlenen bu kiglk coccidian parazit Cryptosporidium adin1 verdigi yeni bir cinse
dahil edilmis ve Crytosporidium muris tiirii olarak yaymlanmistir. Tyzzer’in bu cinse “gizli
sporokist” anlamina gelen Cryptosporidium adin1 vermesini sebebi, bilinen coccidialarin aksine
bu parazitin ookistleri sporozoitlerinin etrafinda sporokist bulundurmamasindan ileri gelmektedir

(Current ve Garcia, 1991).
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Tyzzer, 1910 yilinda C. muris’in yasam dongiilerinin bir¢ok agamasmi tanimlamis ve
1912 yilinda laboratuvar faresinin ince bagirsaginda buldugu, daha kiigiik ookistlere sahip yeni
tird ise Cryptosporidium parvum olarak isimlendirmistir (Xiao vd., 2004; Fayer, 2008b; Fayer,
2010; itik-Ekinci,2012). 1929 yilinda, Tyzzer, tavuklarm sekum epitelindeki Cryptosoridium
tirlerinin C.parvum’la ayni oldugunu raporlamistir. 1955 yilinda Slavin tarafindan, hindilerde,
bilinen Cryptosporidium tiirleri arasinda ilk defa hastalik ve 6ltim sebebi olan Cryptosporidium
meleagridis yeni bir tiir olarak tammlanmustir (Fayer ve Ungar, 1986; Hazer, 2007; Fayer, 2008b).

Ishalli buzagilarda Cryptosporidium tirlerinin teshisi ilk olarak Panciera ve arkadaslari
(1971) tarafindan kronik zayiflama, dehidrasyon ve ishal goriilen bir buzagida tespit edilmis olup
bu enfeksiyonun buzagilarda ilk defa Cryptosporidium alt tiirlerinin hastalik ve 6liimle iliskili
olabilecegini gostermistir (Panciera vd., 1971; Spano ve Crisanti, 1999; itik-Ekinci, 2012). Ikinci
defa ise, Meuten ve arkadaslar1 (1974), iki haftalik bir buzag1 nekropsisinde ileum ve kolonlarda
goriilen lezyonlarin incelemeleri sonucu farkli gelisim asamalarinda olan Cryptosporidium
gozlemlemislerdir (Burgu, 1984; Santin ve Trout, 2008). ilk defa 1976” da iki grup tarafindan
insanlarda iki ayr1 cryptosporidiosis vakasi rapor edilmistir. Bu ilk iki vakadan biri 3 yasindaki
bir ¢ocuk digerinin ise 39 yasinda bagisiklik sistemi baskilanmis bir sahis oldugu belirtilmistir.
AIDS epidemisinin 1983 yilinda baslamasiyla birlikte Cryptosporidium o6zellikle bagisiklig
baskilanmig bireylerde hayat tehdit eden bir parazit olarak kabul edilmeye baslamistir. Bu durum
ABD’de bu parazitin 6zellikle insanlar agisindan 6neminin kavranmasina neden olmustur

(Tzipori ve Ward, 2002; Hazer, 2007; Nichols, 2008; itik-Ekinci, 2012).

Cryptosporidium’un halk sagligi problemi olarak taninmasina neden olan, 1993 yilinda
ABD’de 403.000 kisiyi etkileyen ve su kaynakli bilinen en biiyilk salgin
Milwaukee/Wisconsin’de goriilmiistiir (Mac Kenzie vd., 1994; Nichols, 2008; itik-Ekinci, 2012).

Tirkiye’de ise buzagilarda Cryptosporidium varligr ile ilgili ilk ¢alisma Ayse Burgu
tarafindan 1984 yilinda yapilmistir (Burgu, 1984).

1.6. Epidemiyolojisi

Sigirlarda goriilen Cryptosporidium enfeksiyonunun epidemiyolojisinde birkag 6énemli

faktor bulunmaktadir. Bunlar;

1. Cryptosporidium ookistleri son derece dayanikhidir ve ekstrem sartlarda hayatta
kalabilmektedir ve ayrica guvenli seviyelerde kullanmilan dozlarda uygulanan

dezenfektanlara da dayaniklidir.
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2. Sahip olduklar1 kiigiik ookist boyutlar1 kontamine sulardan filtre edilmelerini
zorlastirir.

3. Enfektif dozu disiiktiir ve insanlara hastaligin bulagabilmesi i¢in sadece dokuz
ookistin yeterli oldugu kanitlanmigtir. Buzagilarda bu sayr 50 ookist olarak
bildirilmistir. Buna karsilik enfekte konak 10*° kadar ookist atabilir.

4. Sporlanmis ookistler, dis ortama birakildiginda enfektif formdadirlar. Bu durum yeni
konagin sporlanmis ookisti aldig1 anda enfekte olacagina isarettir.

5. Zoonotik bulasma dogrudan kontak ya da kontamine olmus su, yiyecek, esya veya

yiizeyler vasitast ile kolayca gergeklesebilir (Silverlas, 2010).
1.6.1. Sigirlarda epidemiyoloji

Cryptosporidium enfeksiyonunun sigirlardaki yayilimi ile ilgili bircok ¢alisma
yapilmistir. Bu enfeksiyon diinya ¢apinda bulunmakta olup raporlanan yayilim oranlar1 %0-100
araliginda ve oOrnek alinan hayvanlarin yas araligmma gore degisim gostermektedir.
Cryptosporidium enfeksiyonlarda genel olarak en 6nemli riski yas dagilimidir. Enfeksiyonun yas
arttik¢a daha az goriildiigii bildirilmistir. Yapilan ¢alismalar enfeksiyonun 21 giinliik buzagilarda
%92 oraninda goriildigiinii ve bir siirii icinde crytosporidiosis goruluyorsa bu siride ki bitiin
buzagilarin siitten kesilmeden enfeksiyonu kapabileceklerine isaret etmektedir. Mikroskobik
bakiya dayali eski ¢alismalar muhtemelen siitten kesilmis buzagilardaki C. parvum yayilimini
oldugundan fazla tahmin etmektedir. Glinlimiizde molekiiler yonteme dayali ¢aligmalar bu tiiriin
stitten kesilmis buzagilarda daha nadir oldugunu gostermistir. Bunun yerine C.parvum benzeri tir
olan C. bovis ve C. ryanae, C.andersoni ile baskin olup, C. bovis gen¢ sigirlarda daha gok
gorilirken C. andersoni yetiskin sigirlarda daha yaygindir. Yetiskin hayvanlarda yasa bagh
intestinal mukozanin olgunlagsmasi ile olusan dayaniklilik nedeniyle subklinik enfeksiyon ve

diisiik seviyede seyreden Cryptosporidium yayilimi gériiliir (Silverlas, 2010; Arslan, 2012).

Cizelge 1.4. Tirkiye’deki Cryptosporidium vakalarmin dagilim tablosu (Berger, 2017).

Yil Bolge Calisma Grubu % Aciklama
2008* Van Sigir 13,19 | %13,9 Van Yoresindeki buzagilarda
2008* Erzurum Sigir %22,8 | %22,8 Erzurum Ydresindeki buzagilarda
1999* Cocuklar 3,5 %3,5 diyareli cocuklarda
2002* Cocuklar 4 %4 ¢ocuklarda asemptomatik
2004-2006 Van Cocuklar 4,9 %4,9 diyareli ¢cocuklarda
2007* Mersin Cocuklar 5,5 %5,5 cocuklarda asemptomatik
2008* Cocuklar 12,35 | %12,35 1-14 yas arasi lenfoma veya 16semi hastasi
cocuklarda
2009* Mersin Cocuklar 2,8 %2,8 sosyal hizmet merkezindeki ¢ocuklarda
2012* Mersin Cocuklar 13,3 | %13,3ishalli cocuklarda
2013* Sanliurfa Cocuklar 0 Sanlurfa’daki yyetimhanedeki ¢ocuklarda
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Cizelge 1.4. (Devam) Tiirkiye’deki Cryptosporidium vakalarinin dagilim tablosu (Berger,

2017).
Yil Bolge Calisma Grubu % Aciklama
2013* Adana Mutfak Personeli 0 Adana’daki mutfak personelinde
2013* Van Mutfak Personeli 1,27 %1,27 mutfak personelinde semptomatik
2008-2015 Bagisiklik 35 %35 yaygin degisken immiin yetersizllik
yetersizligi olan sendromu hastalarinda
2008-2015 Malatya Hastalar 15 %]1,5 Malatya’daki ishal vakalarinda
1995* Hastalar 17 %17 tumorlu ve ishalli hastalarda
2008* Kocaeli Hastalar 3,37 %3,37 mide-bagirsak sikayeti olan hastalarda
2008-2009 Adana Hastalar 5,19 95,19 ishalli hastalarda
2011* Ankara Hastalar 0 Acil departmanina getirilen ishalli hastalarda
2012-2013 Kocaeli Hastalar ve 2,1 %2,1 diyaliz hastalarinda
diyalize girenler
2009* Kars Domuzlar 8,8 %8,8 domuz digki érneklerinde
2008* Koyunlar 38,8 %38,8 Kars Yoresi’ndeki kuzularda
2003-2007 Eskisehir Diski numunesi 4,5 % 4,5 Oraninda parazit, iiniversitenin tibbi
2009-2010 Izmir Diski numunesi 33,47 %33,47 laboratuvarda incelenen diski
numunelerinde
2006 Ege Ogrenciler 0.6 %0,6 ilkokul &grencilerinde asemptomatik
tesisindeki digk1 6rneklerinde bulundu
2007* Ankara Organ nakli 13 %13 ishalli bobrek veya karaciger nakledilmis
alicisi hastalar
2008* Van Cesitli 1,1-13,2- | %l,1 kesimhane calisanlarinda, %13,2
10,7-8,1 | koyunlarda, %10,7 kegilerde ve %8,1 sigirlarda
2007-2009 Mersin Su 5,2 %05,2 Mersin’deki su drneklerinde
2011 Ordu/Sinop Su 60,3-61,4 | %61,4 Ordu ve %60,3 Sinop deniz suyu
Orneklerinde

Tiirkiye’de 6nemi anlasilmadigi i¢in cryprosporidiosis vakalar1 ¢ok ge¢ rapor edilmeye

basglanmustir (Berger, 2017). Bu neden g¢ogu veri ilk raporlandigi y1l olan 2005 yilindan sonra olsa

da 1999 yil1 gibi istisnalar da bulunmaktadir.
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Sekil 1.6. 2005 yil1 itibariyle rapor edilen Cryptosporidiosis vakalar1 (Berger, 2017).
1.7. Bulasma Yollar1 ve Tanm
1.7.1. Bulasma yollan

Enfeksiyonun; su, toprak, hava ve pismemis veya enfekte insan ve hayvan diskisiyla
temas etmis ¢apraz kontaminasyona ugramis gida yoluyla bulastig1 bilinmektedir (Carpenter vd.,
1999; Fayer vd., 2000; Mor vd., 2010; Gormney, 2011; Kelley, 2014). Enfeksiyon etkeni agiz
yolu ile alinip yutuldugunda viicuda girebilmektir. Ozellikle yiizme havuzlarinin da dahil oldugu
eglence amacli kullanilan tath sular ile diizenli viicut temasi olanlar arasinda yaygindir (Carpenter

vd., 1999; Kelley, 2014).
Cryptosporidium’ a maruz kalma riski yiiksek olan bazi gruplar sunlardir;

e Cocuk bakicilari

e Enfekte olmus gocugun ebeveynleri veya enfekte kisiyle ilgilenmek durumunda
kalan insanlar

e Uluslararas1 seyahat edenler

e Filtre edilmemis, aritilmamis su icen dagcilar, kamp yapanlar

e Yuziculerinde dahil oldugu kontamine kaynaklardan su i¢en insanlar
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o Enfekte ciftlik hayvanlariyla ilgilenen veteriner teknisyenleri, ¢iftlik ¢calisanlar
veya hayvan sahipleri

e Cinsel iligki yoluyla insan digkisina maruz kalmig insanlar

e AIDS hastalari

o Enfekte evcil hayvan sahipleri (Carpenter vd., 1999; Kelley, 2014; CDC, 2015c).

Sigirlarda bulasma volu ve enfeksiyon

Ciftlik iginde bulagma

Geng buzagilar icin enfeksiyon kaynagini tespit etmek bulagsma dongiisiinii kirmak igin
onemlidir. Yetiskinlerin Cryptosporidium parvum ookisti attig1 géz oniine alindiginda bulasma,
dogrudan buzagilama/emzirme alanminin etrafindaki setler yoluyla ve dolayl olarak buzagilama
alanmindaki kontaminasyon yoluyla meydana gelebilir. Pre-patent déneminin 3 giin civarinda
oldugu diistintildiigiinde, sadece birkag giin icinde ookistleri atmaya baslayan buzagilara dair
kanitlar vardir. Buzagidan buzagiya bulasi hem dogrudan hemde kontamine buzagi yasam alani
yoluyla olmaktadir. Akut olarak enfekte buzagilardan yiiksek oranlarda atilan ookistler (pik
prevelansi ve atilma yogunlugu 1-3 haftaliklarda gerceklesir) ve diisiik infeksiy6z doz ve gevrede
bulunan dayanikli yapiya sahip ookistler diisiiniildiigiinde buzagidan buzagiya bulasinin ¢ok
onemli bir bulasma yolu olmas1 muhtemeldir. Iceride buzagilanan siitten kesilmemis siiriiler,
kirlilik birikimi nedeniyle buzagilama mevsimi ilerledik¢e, hastalikta bir artis oldugunu bildirilir.
Bireysel ya da gruplandirilmis siit sigirlart i¢in yapilan bir ¢calisma gegici, gecit tarzi buzagi
agillarmin diizenli olarak yer degistirdigi ¢iftliklerin, sinirli sayidaki sabit, beton agillara sahip
ciftliklere kiyasla ¢ok daha diisiik bir pozitif hayvan prevalansina sahip oldugunu bulmustur
(Hotchkiss vd., 2015). Teoride, buzagilar yetiskin koyun ve geyik gibi diger hayvanlardan ve
kontamine su kaynaklarindan da enfekte olabilmektedir. Wells ve arkadaslar1 (2015),
aragtirmalarinda hassas isleme yontemleri ile bahsi gegen kaynaklarda C.parvum tespit etmis
ancak gen¢ ruminantlar tarafindan yogun bir sekilde atilan ookistlere kiyasla ¢ok miktarda ki
ookistlerin yari-kantitatif degerlendirmesinde riskin diisiik oldugu 6nerilmistir. Kuzularda yiiksek
C.parvum prevelanst vardir. Enfeksiyon rezervuari olarak davranabilirler ve c¢evresel

kontaminasyona katkida bulunurlar (Hotchkiss vd., 2015).
Ciftlikler arasi bulasma

Molekiiler c¢aligmalar yerel c¢iftliklerin ayni suslart ya da genotipleri paylasip
paylagsmadigini tespit edebilir. Teorik olarak, ciftlikler arasindaki bulagma ¢iftlik i¢ci hareketler

veya ookist atan hayvanlarin (potansiyel olarak uzun mesafeler {izerinde) satin alinmas1 veya
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yerel su sebekeleri, yakin veya ortak otlatma ve serbest dolagan yaban hayati yoluyla
gergeklesebilir. Biyogiivenlik ve hayvan alimimi kisitlama goz oniine alindiginda, 6zellikle geng
ciftlik hayvanlari, hayati 6nem tagimaktadir. Hayvanlar satin alan ¢iftliklerin birden fazla sus ve
genotipik barmdirmasi daha olasidir. Bu suslarin profili kapali siiriiler ile karsilastirildiginda daha

az stabildir. (Brook vd, 2009; Hotchkiss vd., 2015).
1.7.2. Tam

Cryptosporidium enfeksiyonunun tanisi, digki 6rneklerinin tinktoryal ve floresan boyama
ya da antijen ve nukleik asit tespiti yolu ile analiz edilmesi temeline dayanmaktadir.
Organizmalarin in-vitro ortamda ¢ogaltilmast miimkiin degildir. Serolojik testler, hem
semptomatik hem de asemptomatik enfeksiyon sonrasinda spesifik antikor yamtlari gelistigi i¢in
epidemiyolojik ¢alismalar igin onemli bir aractir. Mikroskobi reaktiflerin diisiik maliyetleri
nedeniyle 6nemli bir tanm1 yontemidir ancak iyi boyama ve gorsel beceri gereklidir. Modifiye asit-
fast boyama, immiinofloresan antikor boyamaya gore %70 oraninda daha hassas olmasina karsilik
molekiiler tan1 yontemleriyle kiyaslandiginda vakalarin yarisindan ¢ogunu gozden kagirmamiza

sebebiyet verebilir (Checkly vd., 2015).

Floresan mikroskobide, 1s1k yayan diyot 151k kaynaklari gibi teknik iyilestirmeler ve
maliyet diistisleri geleneksel modifiye asit-fast boyamadan daha hassas olan auramine-rhodamin
gibi floresan boyalarla test yapilmasina olanak saglar, ancak spesifite ile ilgili problemler ortaya

¢cikabilir (Checkly vd., 2015).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Cryptosporidium ve diger enterik patojenlerin
tanimlanmas1 i¢in arastirma laboratuvarlarinda gittikce artan oranlarda kullanilan ve yiiksek
derecede hassasiyete sahip bir tanm1 yontemidir. Bu amagla en yaygin olarak SSU-rRNA gen
bolgesi kullanilir. Bunun disinda 18S rRNA y1 kodlayan genin amplifikasyonu da yaygin bir
sekilde kullanilmakta olup, hedeflenen baska genlerde bulunmaktadir. Molekiiler analizler
Cryptosporidium tiirlerini birbirinden ayirmak i¢in elzemdir. Bu nedenle 18S rRNA y1 kodlayan
genin yaklasik 800 bp lik fragmentinin sekanslanmasi ile PCR, yaygin olarak spesifikasyon igin
kullanilmaktadir. Tammlanmig daha kiiclik fragmentler i¢in gercek zamanli testler
kullanilmaktadir. C. hominis ve C.parvum DNA sekans seviyesinde %96 oraninda benzer
olduklar1 i¢in gp60 geni tiirler iginde alt tipleme amagli kullanilmaktadir. Multilokus
yontemlerinin kullanimi cazip olmasina ragmen standartlastirilmadigi bildirilmektedir. DNA
ekstraksiyonu 6ncesinde boncuk atma, dondurma-¢6zme, kaynatma veya kimyasal eritme gibi
yontemler kullanilarak ookistlerin bozulmasi gereklidir. Bununla birlikte basitlestirilmis

ekstraksiyon  yontemlerini  kullanabilen  molekiler  point-of-care  testleri  (POCT)
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gelistirilmektedir. Enteropatojenler igin kullanilan multipleks molekiiler teshislerin, diyareli ve
saglikli kontrol bireylerinde siklikla yetersiz kaldigi belirtilmistir. Bazi  veriler
Cryptosporidium’un kantitatif yiikii ile artan hastalik siddeti arasinda korelasyon olabilecegini
gostermistir. Bu nedenle nicel testlerin gelecek ¢aligmalar ve ilag rejimlerinin degerlendirilmesi

i¢in 6nem tasiyacagi bildirilmektedir (Checkly vd., 2015).

Modifiye Kinyoun asit-fast boyama

En sik kullanilan tani yontemidir. Taze digki orneklerinden veya zenginlestirilmis
orneklerden hazirlanan yayma preparatlarin bu teknikle boyanmasidir. Karbol fuksinle boyanan
ve aside direngli Cryptosporidium ookistleri metilen mavisi ile boyanmis zemin tizerinde genelde
pembe, koyu pembe, mor renkte yuvarlak/oval yapilari ile taninirlar. 100x objektif ile immersiyon
yagi yardimi ile incelenir. Olgun ookistlerde 4 adet kadar sporozoit gozlenebilir. Baz1 ookistler
ise boya almayabilir ya da kismen boyanmis olabilirler. Bu ookistlere hayalet ookist adi verilir
(Dogruman-Al, 2011; T.C.Saglik Bakanligi, 2014). Bu yontemin hasasiyet oranmim %70,
spesifitesinin %78 oraninda oldugu belirtilmektedir (Mirhashemi vd., 2015).

Yalnizca tek bir digki 6rneginin incelenmesi ile Cryptosporidium enfeksiyonlarini
yalnizca %50 oraninda teshis etmek miimkiindiir. Ik &rnegin negatif olmasi taniyr gegersiz
kilmaz, kesin negatif sonug igin 1-2 giin arayla tekrar diski incelemesi yapilmahdir (T.C. Saglik
Bakanligi, 2014).

Sekil 1.7. Modifiye Kinyoun asit-fast boyama yontemiyle boyanan diski 6rneklerinde

gozlemlemledigimiz Cryptosporidium ookistleri (100x) (Orijinal).
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR, ortamda polimeraz enzimi ve sentez i¢cin uygun molekiiller bulunmasi durumunda
bakteri, virls, mantar, parazit ve protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef niikleik asit
zincirlerinin segilip taninmasi ve cogaltilmasi temeline dayanmaktadir (Biskin vd., 2011,
Sevindik ve Abaci, 2013). Bu islem DNA polimeraz, deoksiriboz niikleotidleri (AINTP’ler), ve
hedefe 6zgii spesifik komplementer oligoniikleotidler yani primerler kullanilarak in vitro olarak
DNA hedef dizilerini ¢ogaltmaktadir (Grody vd., 2010; Biskin vd., 2011). PCR, temelde ¢
asamadan olusmaktadir. Ik basamak ¢ift iplikcikli DNA molekiiliiniin 90-95°C’de denaturasyonu
sonucu tek iplik¢ik haline gelmesi ile sonlanir. Tkinci basamak ise 37-60 °C sicakliklar arasinda
primerlerin birinci basamakta olusan tek iplik¢ikli DNA’ ya baglanma asamasidir (Sevindik ve
Abaci, 2013). Uglincli basamakta ise DNA polimeraz enzimi (Tag DNA polimeraz) ,uygun
tampon ve dort ¢esit organik bazin bulundugu deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTP) varliginda
istenilen DNA bolgesi ¢ogaltilir (Biskin vd., 2011; Sevindik ve Abaci, 2013). Bu basamaklar 30
ila 50 defa tekrar edilir ve her tekrarda DNA 2 katina ¢ikar. Sonug olarak bastaki hedef DNA
dizisinden milyonlarca yeni DNA pargacig1 ¢ogaltilmaktadir. (Grody vd., 2010; Biskin vd., 2011
Sevindik ve Abaci, 2013). RNA viral niikleik asit hedefleri PCR islemine baslamadan 6nce, ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) olarak bilinen komplementer DNA’ya
(cDNA) ters transkribe edilmelidir. PCR islemi karmasiktir ve amplikasyon reaksiyonunun her
bir unsuru sonucun etkinligini ve basarisini etkilemektedir. Primerlerin, kaliplarin, ANTP’lerin ve
Mg?* konsantrasyonun, kullanilan polimeraz tipi,kalip G+C icerigi ve dongii parametreleri gibi
faktorlerin optimum performans igin dengede olmasi gerekmektedir. PCR Urtinlerinin tespiti jel
elektroforezi ile boyutlarina ayirma ve ya diziye 6zgii isaretli haberci problarin hibridizasyonu

yontemlerinin kullanilmasi ile ger¢eklesebilmektedir (Grody vd., 2010).



. . Forward Primer Polimerizasyon/ Primer Sentezlenen Sekans i .
Dgili Sekans (vesil)  (turunew) Uzatma (noktah mavi ok} (mavi) Eﬁ:;::;::i::ﬁ ::f.:z;k)
—— - L 2 — ) >
—

Reverse Primer

I'stenmeyen Sekans

(siyah) (larmiz))

Bir sonraki déngiide sablon
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Sekil 1.8. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ¢alisma akist (Wikipedia, 2013).

1) DNA gift sarmal yapis1 90 °C ‘nin istiindeki sicakliklarda erir ve DNA zincirleri

birbirinden ayrilir.

2) Sicaklik kullanilan her iki primerin Tm degerinin biraz altina diiser ve her iki
primer uygun zincire baglanir. Bu primerler sadece dizilerin geri gelmediginden
ve birbilerine baglanmadiklarindan emin olmak icin fazladan tedarik

edilmektedir.

3) Polimerizasyon (uzatma) DNA polimeraz vasitasiyla her bir DNA zincirinde

5’3’ yoniine dogru gergeklesir.

4) Eklenen yeni nikleotidler ©nceki ilgili diziyi genisleterek yeni dizilerin

olugmasini saglar.

5) Onceden polimerize edilmis zincirler diger primer icin sablon gérevi gorir. (Eger

ilk forward primer baglandiysa, reverse primer hemen tam tersi olarak baglanir).
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6) Polimerizasyon her bir zincirde 5’23’ yoniinde DNA polimeraz vasitasiyla

gerceklesir ve ilgili sekansin sonuna kadar gider.

7) Eklenen yeni niikleotidler yalnizca ilgili sekansi kodlayan yeni zincirler meydana

getirir.

8) Ilgili diziyi kodlayan sentezlenmis iplik¢ikler son Urinin olusturulmas: igin
birbirlerine baglanirlar (Wikipedia, 2013)

Nested PCR

Nested PCR, PCR tekniginin 6zgiinligii ve hassasiyetini arttirmak igin gelistirilen
yoéntemlerden biridir. Nested PCR reaksiyonlarinda iki primer seti ve ardisik iki polimeraz zincir
reaksiyonu bulunmaktadir. Baglangi¢ asamasi i¢in kullanilacak primeler hedef DNA dizisinin dig
bélgesine 6zgui dizayn edilen birinci set primerler ile uzun bir bblgenin ¢ogaltilmasini saglar. Tlk
PCR setinden elde eldilen amplikonlar ikinci bir primer seti ile ikinci bir amplifikasyon asamasi
icin sablon olarak kullanilir. fkinci amplifikasyon asamasinda 1. Asamada amplifiye edilen
dizilerin i¢ bolgesi ¢ogaltilir. Bu teknikle DNA amplifikasyonunun 6zgiinliigii ve hassasiyetinin
10* kat kadar arttig1 diisiiniilmektedir. Tkinci asamadan sonra ortamda istenilmeyen DNA dizisi
kalmadig belirtilmistir. Tkinci PCR asamasinda kullanilan primelerin 3’ ucunda bulunan iki veya
¢ nokleotitilik dizi yontemin hassasiyetini belirlemektedir. Bahsi gecen 3° dizisi hedef DNA
dizisinin tamamlayicis1 degilse amplifikasyon ger¢ceklesmemektedir. Boylece hedef olmayan
dizilerin ¢ogaltilmasinin Oniine gegilmis olur. Bununla birlikte reaksiyonun kontaminasyon
potansiyeli amplikon driinlerinin ek manipiiasyonu nedeniyle artmaktadir. Kontaminasyon riskini
en aza indirgemek icin islemin farkli asamalar1 fiziksel olarak, tercihen farkli odalarda yapilarak

birbirinden ayr1 tutulmalidir (Grody vd., 2010; Sevindik ve Abaci, 2013).
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HEDEF DNA

Lot

ilk Primer Seti (Dis) ilk Primer Seti (Dis)

ikinci Primer Seti (ig) \ * / ikinci Primer Seti (ic)

=

\

Hedef DNA'nin Spesifik Amplifikasyonu

Sekil 1.9. Nested PCR ¢alisma akis1 (Sevindik ve Abaci, 2013).

Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizleri genellikle spesifik kisa
bolgelerde ortaya ¢ikan mutasyonlar iizerine bilgi toplamak amaciyla dolayli yoldan kullanilan
bir yontemdir. RFLP, DNA sekans seviyesinde olan polimorfizmleri tespit etmek icin uygun bir
yontem olup birinci sinif genetik belirteclerdir ve yiiksek oranda doymus linkaj haritalarinin
yapimina olanak saglar. Bu yontem, organizmanin, DNA’larinin bolinmesinden elde edilen
kaliplarin analizi ile ayirtedilebilmesi igin kullanilir. Eger iki organizma belli bir restriksiyon
endoniikleazinin boliinme tarafi arasindaki mesafesi bakimindan farklilik gosteriyorsa, Uretilen
fragmentlerin uzunlugu DNA resktriksiyon enzimi ile kesildiginde farklilik gdsterecektir.
Uretilmis kaliplarin  benzerligi tiirleri hatta suslar1 bile bir digerinden aymrmak igin

kullamlabilmektedir (Marwal vd., 2014).

Direkt floresan antikor testi

Diski orneklerindeki organizmalarin yiizeyindeki antijenlerin immiinolojik olarak
saptanmasinda kullanilan monoklonal antikor yontemine dayali bir yontemdir. Cryptosporidiosis
tamis1 i¢cin modifiye asit-fast boyama yontemine gére daha ylksek hassasiyete sahiptir. Bu

teknigin santrifiij sonrasi incelemelerde kullanilmasi tan1 sansini arttirmaktadir. Konsantre veya
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konsantre olmayan digki orneklerinde fluorescein isothiocyanate (FITC) bagh cinse 6zgiil
Cryptosporidium monoklonal antikorlarinin digki 6rnegindeki ookistlerin yiizeyine baglanarak
gorindr hale getimesi temeline dayanmaktadir. Bu yontem siipheli numunedeki antijenlerin lam
lizerine yayilmasi ve fikse edilmesi daha sonra bu antijenlerin lizerine 6zel isaretli antikorlarin
konulmas1 ve sonug¢ olarak siipheli antijenlerin 6zel isaretli antikorlarin olusmasina sebebiyet

verip vermediginin arastirtlmasi seklinde 6zetlenmektedir (T.C Saglik Bakanligi, 2014).

Enzim ilintili immiin test (ELISA)

Diski orneklerinde Cryptosporidium ookistlerinin teshisinde kullanilan immanolojik bir
yontemdir. Enzim Immun Assay (EIA) olarak da isimlendirilmektedir. Bu ydntem olusturulan
antijen-antikor kompleksine enzim ile isaretli, antiglobulinin ilave edilmesi ve son olarak
substratin eklenmesiyle renk olusumunun varligina bakilmasi esasina dayanir. Eger renk olusumu
var ise ortamda antijenin de mevcut oldugu kanitlanir. Renk olusumu kimyasal bir olaydir ve
enzimin aktivitesine baghdir. (Itik-EKinci, 2012). Normalde “kesin tani” yontemi olan ELISA
metotunda olusabilecek “sinmirda” pozitif degerler direkt floresan antikor testi ile dogrulanmalidir
(Uyar, 2014). Ancak hem hizli hemde kolay bir yontem olan ELISA yonteminin diskida
Cryptosporidium ookistlerinin tespitinde kullanilabilecek uygun bir cihaza ihtiya¢ duyulmasi v

pahali olmasi bu yontemin kullanimini géreceli olarak sinirlamaktadir (Kehl vd., 1995).
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Cizelge 1.5. Sik kullanilan cryptosporidiosis tan1 metotlart (Dogruman-Al, 2011).

Yontem Prensibi Duyarhlik Avantaj/Dezavantaj
- . s - . IFA yontemine | Kolay ve diger coccidian
pide direngl oKt oin modifiye, Ymyoun veYa | gore 10 kat parazitlerde belirlenebilir.
Y Y Y Y daha az duyarli | Spesifik degildir.
Floresan isaretli anti- ) Ozgiilliigii yiiksek
IFA Cryptosporidium antikorlart ile 10'900 50.000 Morfolojik olarak dogrulama
ookist/g diski .
boyama Canlilik belirlenemez
Spesifik ve hizli
R Tiim gelisim asamalarmin
EIA Cryptosporidium antijen yakalama [FA’dan daha antijenleri saptanir
az duyarl . -
Morfolojik dogrulama
yapilamaz
. I Hizli
Kolorimetrik yontemle - ; .
. A o : IFA’dan daha Kalite kontrolii ve kalite
Immunkromatografi | Cryptosporidium antijenleri az duyarh giivencesi hususunda
yakalanir
sorunlara agik
Floresan isaretli tamamlayict DNA Yiiksek spesifite
FISH oligoniikleotit problari kullanarak in Canlilik testi olarak da
situ hibridizasyon kullanilabilir
Iki primer seti kullamlarak iki Yiiksek duyarlilik ve
basamakli PCR yapilmasi. Yaygin Cryptosporidium tlrlerinin
Nested PCR olarak kullanilan hedef gen bolgeleri: | Tek ookist 6zgul olarak belirlenmesi
gp60, hsp70,18S rRNA, COWP ve Tiir/genotip ayrimi i¢in dizi
TRAP analizi veya RFLP gereklidir
Cryptosporidium ttir
; , izolatlarinin gogunun tiir
Srf]ml)irlilallg ]c?ri\lljﬁdglnnson ra veya genotip ayrim
PCR-RFLP phkasyonund - Tek ookist yapilabilir
amplikonun enzimle kesilip . R .
incelenmesi Real-Time PCR yontemine
gore daha fazla zaman
gereklidir.
Hizli, yiiksek duyarlilik ve
Melezleme problar1 kullamlarak spesifite
Real Time PCR DNA’y1 gergek zamanl Tek ookist Rutin olarak kullanilabilir
belirleyebilme Tiir ayriminda kullanilabilir
Yiiksek maliyet
Polimorfik belirtegler olarak zzharfr?;laa gﬁﬁféﬁfﬁgﬁﬁﬂgﬁ?h
Mikrosatellit analiz kullanilan mikrosatellitlerin PCR ile | 2% Y . . ‘y
- ihtiyac Ileri analiz gerektirmez
cogaltilmast
duyulmakta
Hizli yiiksek duyarliliga
sahip
Canlilik testi olarak
. : mRNA’nin gergek zamanli olarak Genin kopya kullamlabilir
Real Time RT-PCR belirlenmesi sayisina bagl Heniiz rutin tan1 arac1 olarak
kullanim igin yeterince veri
yoktur
Sade RNA orneklerinden
yapilan ¢ogaltma ile ookist
Kalip olarak tek zincirli RNA’nin canlilign belirlenebilir
NASBA kullanildigi, tamamlayict RNA’nin Bes ookist Is1 dongii cihaz1 gerektirmez

reaksiyon siiresince sentezlendigi
izotermal bir ¢ogaltma yontemi

Tani araci olarak kullanimi
icin ¢aligmalarin
gelistirimesine ihtiyaci
vardir.




28

1.8. Patogenez ve Klinik Belirtiler

Cryptosporidium enfeksiyonlarinda patogenez, eseyli ve eseysiz iiremenin meydana
geldigi enfekte hiicrelerden ¢ikan kalin ya da ince duvarli ookistlerden ekskiste olan
sporozoitlerin, bagirsak enterositlerindeki firga kenarli yapiya tutunmalari ile baslar. Bu konak-
parazit baglanma, invazyon ve parazitofor vakuol formu baslangi¢ etkilesimi ¢oklu parazit
ligandlarinin ve konak reseptorlerinin dahil oldugu kompleks bir siiregtir. Apicomplexalarin
invaziv asamalar1 “apikal kompleks™ olarak bilinen roptriler, mikronemler ve yogun graniiller
gibi Ozellesmis salgi organellerine sahiptir. Konak-parazit etkilesimi baglangic1 esnasinda bu
organeller baglanma, invazyon ve parazitofor vakuol olusumunu kolaylastiran proteinleri salgilar
ve basarili bir sekilde ekzositoz ederler. Bilinen bu ylzey yada apikal kompleks proteinleri
sunlardir; CSL,GP900,p23/27, TRAPC1,GP15,CP15,CP60/15,cp47,9p40/45,9p15/Cpl7 (Tzipori
ve Ward, 2002). Bu ilk etkilesimin ardindan ince ve kalin bagirsak boyunca enfeksiyonun
bagirsak iginde yayilmasina yol acan endojen formlar daha gii¢lii hale getirilmistir. Nadiren, mide
mukozasi, safra kanali, safra kesesi ve solunum epitel dokusu da enfekte olur. Enfeksiyonun
dagilimi klinik belirtilerin yogunlugunu belirleyebilir ¢iinkii proksimal ince bagirsagmn
enfeksiyonu siklikla sulu diyareye yol agarken, distal ileum ve kalin bagirsaga lokalize olan
enfeksiyon siklikla asemptomatik goriilir. Abomasum veya midenin pilorik bolgesinin
enfeksiyonu genellikle asemptomatiktir. Epitel dokunun invazyonu ve kolonizasyonu fir¢amsi
kenara sahip mikrovillusun yerini bozar. Villus kisalmasi ve flizyonunun yam sira kript
hiperplazisi de epitel hasarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Epitelyum yiizeyinin kolonizasyonu,
bagisak yiizey alani azalmasi, membrana bagl sindirim enzimlerinin kayb1 ve besin maddesi ve

elektrolit taginiminin bozulmasina yol a¢ar (Thompson vd., 2005).

Bu patolojik olaylarin neticesinde, Cryptosporidium ile enfekte olan konaklarda tekrar
emilim yapabilen bagirsak yiizeyi daralir bu nedenle kot emilim (mal-absorbsiyon) yani
bagirsaklarda iyi emilim olmamasi ve sivi salgilanmasinda artig goriiliir. (Thompson vd., 2005;
Bilal, 2013) Siv1 sekresyonundaki artisin, mukozal bariyerin bozulmasi ve bagirsak epitel
hiicreleri i¢inde bulunan iyonlarin ve suyun tekrar bagirsak bosluguna atilmasiyla olustugu

bildirilmektedir (Thompson vd, 2005; itik-Ekinci, 2012).

Patogenez s6z konusu oldugunda konak ile parazit arasinda kurulan bag ve invazyon
birinci derecede Onemli etkilesimdir. Cryptosporidium tlrleri igin konak-parazit arasindaki
baglanmay1 etkileyen c¢esitli faktorler ve baglanmayla invazyonun yapisal &zellikleri
tamimlanmustir. Ancak bu siirece dahil olan spesifik parazit ve konak molekiilleri hakkinda az
bilgi vardir (Tzipori ve Ward, 2002; Thompson vd., 2005).
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Sekil 1.10. Konak hiicrelerini parazit istilasi: Cryptosporidium sporozoiti konagin epitel

hicrelerini istila ederken (sol resim). Parazitofor vakuoliin i¢cinde Cryptosporidium trofozoiti
(sag resim). (Thomson vd., 2017).

Karmasgik

yasam dongiisi,

konakta ki

parazitik formlarin ¢esitliligi,

farkli

Cryptosporidium tiirleri ve farkli konak tiirlerinde farkli dokularin tercih ediliyor olusu da
Cryptosporidium’un konak-parazit iliskisinin anlagilmasin1 zorlastirmaktadir. Ancak son
donemde, hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalar hastaligin fizyopatolojisinin i¢ yiiziiniin ve

klinik belirtilerinin daha iyi anlagilmasina neden olmustur (Thompson vd., 2005).

Cizelge 1.6. Parazit tlrleri ve hayvan konaklarin arasinda degisen Cryptospordium enfeksiyonu

ile ilgili dokular1 6zetlemektedir (Thompson vd., 2005).

Parazit Turleri Konak(lar) Birincil doku Ikincil dokular
Mide, safra kanali, safra
C. hominis Insan Ince ve kalin bagirsak | kesesi, solunum sistemi
Mide, safra kanali, safra
C. parvum Insan, Sigir, koyun, | Ince bagirsak kesesi, solunum sistemi
keci, domuz, fare
C. andersoni Sigir Kirkbayir -
C. muris Fare Mide -
C. meleagridis Tavuk, hindi Bagirsak, kloak, bursa | Mide
fabricius
C. baileyi Tavuk Trake, bronslar, Bagirsak, kloak, Fabricius
akciger, hava keseleri | kesesi
C.serpentis Sdringenler Mide -
C. nasorum, Balik Mide bagirsak -

C. molnari
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Cryptosporidiosis’in patojenitesi hakkindaki bilgiler genellikle canlilarda biyopsi ve
Olenlerde otopsi bulgulari seklindedir (Hazer, 2007).

Buzagilarm otopsisinde ince bagirsak mukozasindaki degisikliklerin ileumda ¢ok siddetli
oldugu tespit edilmistir. Bu bolgelerde hiperemi ve 6zellikle ileumun bazi bolgelerinde sislik ve
hastaligin klinik siddetine gore degisen oranda mukoza kalinliginda azalma goriilmiistiir. Ayrica
bagirsak villuslarinda ¢esitli derecelerde erime, 6dem, yapisma ve atrofi sekillenmektedir

(Thompson vd., 2005; Itik-Ekinci, 2012).

Sekil 1.11. fleum kriptlerinde Cryptosporidium un gesitli gelisim asamalar1 (Bilal, 2013).
1.9. Genotip ve Filogenetik Analizleri

Morfolojik olarak ayirt edilemeyen Cryptosporidium spp. izolatlart DNA sekanslarinda
oldukga heterojendir ve baslangigta bir “genotip” statiisii kazananlardan birkag¢1, daha sonra ayri
tirler olarak tanimlanmustir. Cryptosporidium spp. i¢in kullanilan nomenklatiir karmasiktir. Bir
tiir ismi tamtildiginda ve bir bulguyla 6zdeslestirildiginde uluslarasi referans standart1 haline gelir.
Uluslararas1 standart, isimlerin siirekliliginin ve istikrarmin korunmasi amaci tasiyan bir dizi
kurala sahiptir. Ote yandan “genotipler” i¢in yeni 6rneklerin sunulmasi ve yeniden adlandiriimasi
icin hicbir kural bulunmamakta ve boylece siirekli olarak degisiklige izin verilmektedir. istikrarl
nomenklatiir kullanimi, Cryptosporidium spp. iizerine yayinlanan orijinal bilgilerle giincel ve

gelecekteki arastirmalari birlestirmek igin gereklidir (Slapeta, 2013).

Son 10 yilda tiir adlandirmast sabit bir sekilde artmakta olup yaklasik olarak her yil bir
yeni tlir adlandirmasi yapilmistir. Su anda toplamda 30 adet isimlendirilmis tiir bulunmaktadir.
Tamimlanan ve adlandirilan tiirler Diinya capinda yapilan molekiiler ve deneysel calismalarin
sonucudur. Bununla birlikte adlandirilmig tiirler arasinda spesifik tiirler olabilecek ya da
olmayacak biiyiik ¢esitlilikte kaliplar ya da genotipler bulunmaktadir. Bu say1 Cryptosporidium

spp. i¢in medikal ve veterinerlik agisindan adil gériinmektedir. Adlandirilan ve zaten bilinen
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tiirler, diinya ¢apinda yapilan molekiiler arastirmalar ve deneysel ¢aligmalarin tirtiniidiir. Bununla
birlikte adlandirilmus tiirler arasinda spesifik statiiye layik olabilecek ve ya bu statiiyli haketmeyen

formlar ve genotiplerde bulunmaktadir (Slapeta, 2013).

Herhangi bir tiiriin gegerliligi, cins i¢in gecerli olan test edilebilir bir tiir kalibina
dayanmaktadir. Son 10 yilda 10 Cryptosporidium tlrQ biyolojik ve genetik karakterlerine gore
adlandirilmigtir. Temel parazitik dzellik olan “konak 6zgilliigii “ Cryptosporidium spp. igin de
kullanilmaktadir ancak giivenirlige sahip degildir. Hatta yakin zamanda isimlendirilen 10
Cryptosporidium ttrinden en az 5 tanesi insanlarda bulunmakla beraber, benzer olarak on turden
besinin sigirlar i¢in deneysel olarak enfektif oldugu gosterilmistir. Belirtilen durumlarm her
ikisinde de bulunan parazitler insanlar ve sigirlarda sik¢a goriilen parazitler olmamasina ragmen
nadir olarak adlandirilmak yerine bu iki konagin da yaygin olarak taninmasinin sebebi diinya
capinda analiz edilen binlerce izolatin verilerine dayanmaktadir. Baz1 deneyler dogal olmayan
sonuglart igerebildigi i¢in deneysel kanitlar dikkatli yorumlanmay1 gerektirir. Yinede belirgin
parazit hatalar1 bu tiirlerin plastisitesini gosterir ve “ekolojik uyum” olarak bilinen ekolojik bir
kavramla tanimlanir. Kavram, bilinen ve deneysel olaylarin veya “uyum saglayanlar” in degisen
gevrelerde tir topluluklarimin olusumuna olanak tamiyan glncel adaptasyonlar oldugunu
onermektedir. “Uyum saglayanlar”, degisen gevre faktorleri ile degiskenlik gosterebilirler (Or:
bir parazit rezervuarma yakinlik). Bunun disinda Cryptosporidium scrofarum, Cryptosporidium
suis, Cryptosporidium fayeri, Cryptosporidium cuniculus ve Cryptosporidium parvum gibi
nispeten dar konak aralig1 bulunan birka¢ uzman tiiriin daha 6nce aralarinda bir iligki olduguna
dair higbir kanit bulunmayan insanlari konak olarak sectikleri tespit edilmistir. Cryptosporidium
cinsinin siiflandirilmasi ve filogenetik analizleri konak ve parazit isbirliginin sonucu ile birlikte
gecerli yaklasim olarak kabul edilmektedir. Istikarli adlandirmanin kullanilmasi, ortaya cikan
bulagict bir hastaligin kokeninin tam olarak belirlenmesinde onem arz etmektedir. DNA
isaretleyicileri, Cryptosporidium spp. arastirmalarinda 6n plandadir. Small subunit ribosomal
RNA (ssrRNA, SSU-rRNA, SSUrRNA), Cryptosporidium igin en sik kullanilan genetik
isaretleyicidir. SSU rRNA, gegmise doniik bir barkod islevi gorerek Cryptosporidium cinsinin
timindn filogenetik rekonstriksiyonuna olanak saglar. Bununla birlikte, birincil DNA
veritabanlarindan Cryptosporidium spp. igin referans gosterilebilecek bir veri seti yiuklemek icin
dogrudan yol yoktur. Aslinda Cryptosporidium spp. smflandirmast igin birincil DNA
veritabanlar1 giivenilmezdir. Bu durum bu tiir veri tabanlarma karst BLAST aramalarinin yamltici
olacagi anlamina gelmektedir. Bu nedenle, nikleotid girdilerinin bir referans ve isimlendirilmis
Cryptosporidium spp dizilimi derlenmistir. Ote yandan, tek lokus yazimma iliskin smirlamalar
bilinmektedir (6r: SSU rRNA). Ozellikle, SSU rRNA, alt tip tanimlama ve popiislasyon
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analizlerine izin vermeyen ¢ok kopyali bir gendir. SSU trRNA’ya dayanan filogenetik agag,
birkag dalda zayif bir sekilde ¢oziilmiistiir. Filogeniyi yeniden yapilandirmak i¢in aktin ve HSP70
gen dizilerinin eklenmesi, Cryptosporidium spp. igin giiglii bir filogenetik sinyal saglar (Slapeta,
2013).

FJ262725 C. cuniculus [genotype: rabbit).
Cryplosporkdium panvum AF108365 C. hominis [genotype: | human] e
species complex 56 | AF108864 C. pestis fenotype: Il boving] T ——
AF112571 C. parwum fgenotype: mouse [
AF115378 C. wrairi e o
AF112574 C. meleagridis (syn. C. tyzzan) _os— i
AF112570 C. fayeri jgenotype: marsupial [[ S Su—
JNB4ET05 C. viatorum =
AF112576 C. canis fganotype: dog] 3 I E——
AF513227 C. macropodum [genoty e Tarsup ittt
AF115377 C. suis [genotype: pig ] . “
HM209366 C ubiquitum fgenotype: deer] - -—- Species XXV
AF108962 C. felis [genotype: caf] , —-Species vl 11
AF112573 C. varanii (syn. C. saumphilum) [gencty pe:.de
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Sekil 1.12. SSU rRNA gen bélgesine gore Cryptosporidium tirlerinin filogenisi (Slapeta, 2013).
1.10. Zoonotik Onemi

Cryptosporidium parvum tirlerinin neden oldugu hastaliga Zoonotik Cryptosporidiosis
denilmektedir. Sigirlarda bulunan C. parvum tiirleri diginda bu protozoan parazitin bazi farkli
genotipleri zoonotik cryptosporidiosise neden olmaktadir. Diinya’da bilinen paraziter zoonozlar
cysticercosis, cystic echinococcosis, toxocariosis, trichinellosis, giardiosis, toxoplamosis ve

cryptosporidiosis olarak bilinmektedir. Zoonotik hastalik goriilmesinde ilkelerin gelismislik
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diizeyi, ekonomik ve sosyo-ekonomik yapisi, bulunduklar iilkenin cografi konumu, beslenme
aligkanliklari, mevsim, iklim, gelir diizeyi, dogal afetler, savaslar gibi etkenlerden bahsedilebilir
(Arslan, 2015).

1980’li yillardan itibaren sigirlar zoonotik cryptosporidiosis i¢in onemli bir kaynak olarak
goriilmiislerdir. Enfekte olmus sigir ile temas veterinerlik Ogrencileri arasinda, aragtirma
teknisyenlerinde, tarim kamplarina katilan ¢cocuklarda ve fuarlarda kiclik ¢apta cryptosporidiosis
salginlaria sebebiyet vermistir. Sigir diskisi ile kontamine olmus yiyecek ya da igcecegin ciddi
oranda yiyecek ya da icecek kaynakli cryptosporidiosis salgilarinin nedeni oldugu belirtilmistir
(Xiao ve Feng, 2008). Vaka-kontrol ¢aligmalarinda, enfekte sigir ile kontakt, Birlesik Devletler,
Birlesik Krallik, Irlanda ve Avusturalya’ da insanlarda cryptosporidiosise neden olan risk faktérii
olarak gosterilmistir. Ulkemizde Cryptosporidium yayilimi hayvanlarin yasi ve ishal derecelerine

gore cesitlilik gostermekte olup, bu oran %4-30 arasinda degismektedir (Arslan, 2015).

Sigirlardaki C. parvum’un insanlara direkt olarak bulasmasinin gozlenmesi sadece
bulasmanin bu yonde olduguyla ilgili yanlis bir alg1 olusturmaktadir. Aksine C. parvum bitin
memelilerdeki cryptosporidiosisten sorumludur. Bahsediligi tizere sigirlarda goriilen zoonotik
cryptosporidiosisin sorunlusu Cryptosporidium parvum iken insanlarda ise Cryptosporidium
hominis’tir. Ancak bu durumun insanlarda yasa bagh degisim gésterdigi saptanmustir; ¢ocuklarda
C.hominis yaygin iken 25 yas iistii insanlarda C. parvum’un daha baskin oldugu gozlemlenmistir
(Arslan, 2015).

1.11. Korunma Yollarn

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC) tarafindan 6nerilen kontrol yontemleri

genel olarak hijyen bazlidir. Ancak uygulanacak kitle bakimindan farkliliklar gostermektedir.

e Yemek hazirlamadan ve yemeden 6nce,

e Tuvalet kullandiktan sonra,

e Bez degistirdikten ve ya tuvaleti kullanan ¢ocugun altin1 temizledikten sonra,
¢ Diyaresi olan bir hastayla ilgilenmeden 6nce ve sonra

e  Ozellikle ciftlik hayvani ve ya onun diskistyla temasa gegtikten sonra,

e Bahgeyle ilgilendikten sonra (eldiven giyilmis olsa bile)

Ellerin akan su altinda 1slatilmasi daha sonra, sabun kullanilarak 20 sn. kadar ovalanarak
yikanmasini yine ellerin durulandiktan sonra temiz havlu ya da hava yardimiyla kurutulmasi
konusunda ve alkol bazli el dezenfektanlarmin Cryptosporidium parazitini dldirmekte yeterli

olmadigi konusunda uyarmaktadir. Bunun disinda ¢ocuk bakim kuruluslarinda ishalli olan
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cocugun ¢ocuk bakim merkezinden ishali bitene kadar ayr1 tutulmasi gerektigini belirtmektedir.
Havuz,su parklar1 gibi halka acik olan eglence amagl su kaynaklarinda ise diyareli iken
yiiziillmemesi gerektigini ve eger cryptosporidiosis teshis edildiyse en az iki hafta ishal bitene
kadar yiiziilmemesi gerektigini vurgulamaktadir. Yiizerken su yutulmamali ve kiigiik ¢ocuklari
her 30-60 dk. da bir mutlaka tuvalete goturilerek bezlerinin kontrol edilmesi gerektigini
belirtmistir. Seyahat esnasinda karsilagilabilinecek ¢ig ve ya iyi pismemis yiyeceklerden uzak
durulmalidir. Cinsel iligki esnasinda olusabilicek herhangi bir bulagsma i¢in ise mutlak surette
korunma onerilmektedir. Bagisiklik yetersizligine sahip olan hastalar i¢in yukarida bahsettigim
hijyen temelli biitiin bu 6nemler daha kat1 dikkat gerektiren bir diizeydedir (CDC, 2015b)

Sigirlar igin Cryptosporidiosis’ten korunmada en dnemli faktdr kolostrumdur. Kolostrum
neo- natal buzagilarda kan yolu ile aktarilmayan antikorlarin agizdan alinmasina yardimci olur.
Agiz yoluyla alman antikorlar buzagilar1 Cryptosporidium etkenlerine karsi korumaktadir.
Kolostrum aliminda siire ¢ok 6nemlidir. En ge¢ 12-24 saat zarfinda mutlak suretle yeni doganin

kolostrum almasi gereklidir.

Cryptosporidium ookistleri ¢evre kosullarina oldukg¢a dayanikli oldugu i¢in dis ortamda
uzun siire canliliklarmi devam ettirebilmektedirler. Bu nedenle enfeksiyonu kontrol altina
alabilmek i¢in ookistlerin ortamdan uzaklastirilmas: gerekmektedir. Unat (1995), ookistlerin
etkinliginin ancak -20 °C ‘de 72 saat dondurulmak veya 45 °C- 55°C’de 20 dakika 1sitilmak kosulu
ile patojenitesinin azaltilmakta ya da yok edilmekte oldugunu belirtmistir (inci, 2013).

Ayrica enfeksiyondan korunmada ciftlik yonetimi, sanitasyon ve hijyen kurallar1 ¢ok
onemlidir ve ciddiyetle ele alinmalidir. Dogum yapilan alan temiz ve kuru olmasi, yeni dogmus
buzagilarin yeterli havalandirma saglanan ancak hava akimi olmayan ve her tiirlii stres etkeninden
uzak bir ortamda bulunmasi gerekmektedir. Bunun disinda enfeksiyonu tasryan hasta sigir veya

buzagi saglikli bireylerden izole edilmelidir (Inci, 2013).

Bu calisma, Ege Bolgesi’'nde bulunan Kiitahya ili merkez ilgesine bagh koylerde 2013-
2014 willar1 arasinda yapilan saha ¢aligmalari sonucunda, 1-20 haftalik buzagilardan toplanan
disk1 orneklerinin PCR-NESTED, PCR-RFLP molekuler yéntemleriyle Crytptosporidium spp.

protozoonu varlig1 ve tiir tespiti yoniinden incelenmesi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Kitahya ili merkez ilgesine bagh 25 kdyde saha ¢alismasi yapilmistir. Saha ¢alismasi
neticesinde koylerdeki 1-20 haftalik buzagilardan 100 adet digki 6rnegi toplanmustir. Buzag

digkilar1 Cryptosporidium varlig1 yoniinden molekiler yontemlerle incelenmistir.

7 sy ka
\.Klranseyh

Kiirpe s e
[

- Eskiy regué i o' =t U
ynegazi) ) Oﬁusrex U \\_

\ Siinnetyenice
" Y J,\/&Ifmkmlcanren Yoo
= -\_QMzahmudly\ i 4 ’%Hamldlyeklzll:aoren
k R A 4 Ihea )§Ikkara
Arsvanhl\ s"’"&"‘“' Elmacik  Siroren 7 \u/n/:mIf?r,‘x acadren \“;0/63
3 = l

Sogukce%’.ﬁ
\ (ﬁ{mar

B NCUPfNAWﬁu—t

Yumakit

/_i?i",‘!g"e

FUrinli

s (¢
atb LW
YASAGI {
0! Kuynlrcl )
7, ) 9

Sekil 2.1. Saha ¢aligmasi yapilan kdyler (harita iizerinde kirmiz1 ile isaretlenmistir).
2.1.1. Kullanilan malzemeler

Ticari Kitler: GeneJET™ DNA Purifikasyon kiti (Thermo Fisher Scientific) Dream
Tag™ Green PCR Master Mix), 10X FastDigest Buffer, MgCl,dNTP Mix 10mM ve DNA jel
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Loading Dye (6X) (Thermo Scientific), FastDigest Sspl ve FastDigest Mboll (Thermo Scientific)

kitleri kullanilmustir.

Kimyasal Malzemeler: %2,5’lik potasyum dikromat, etil asetat, BSA (SIGMA A8820),
agaroz, etidium bromur, PBS soliyonu, karbol fuksin 500 ml (Alkim), %0,01°lik loeffler alkali
metilen mavisi, %1’lik siilfirik asit, TBE ve TAE soliisyonlar1 ve diger laboratuvar malzemeleri

kullanilmustir.

Cizelge 2.1. Kullanilan primerlerin a¢ilimlart (Sungur vd., 2008).

Crypto F1 5’- TTCTAGAGCTAATACATGCG - 3’

Crypto R1 5°’- CCCATTTCCTTCGAAACAGGA -3’

Crypto F2 5’ - GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG - 3°
Crypto R2 5’- AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA -3’

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Thermal Cycler Block (Thermo Scientific) PCR cihazi, Santrifiij cihazlar1 (Thermo
Scientific, Fuge), block heater (stuart), Otomatik pipetler (Thermo Scientific, Brand), Vorteks
(Stuart), Buz makinesi (Hoshizaki), Otoklav (Sanyo), Biyolojik Gilvenlik Kabini (Thermo
Scientific), 4 ‘C Buzdolab1 (Argelik), - 20 ‘C Derin dondurucu (Profilo), Mikrodalga firmn
(Zanussi), Saf su cihazlar1 (Simsek laborteknik, Thermo Scientific), Ultra-violet transilliminator
(Quantum-ST4), Yatay elektroforez tanklar1 (Thermo Scientific, Owl Easycast), Gii¢ kaynagi
(Thermo Scientific) (Bilgisayar (Casper), Hassas terazi (Ohaus), Manyetik karistirici (Lab
companion, Su banyosu ( JSR, BS-11T) kullanilmustir.
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2.1.3. Soliisyonlarin hazirlamsi

500 ml 1X TBE ve 1X TAE soliisyonlari

10X TBE soliisyonundan 50 ml alinmigtir ve lizerine 450 ml ultra saf su eklenmistir. 50X
TAE soliisyonundan 10 ml alinmistir ve {izerine 490 ml ultra saf su ilave edilmistir. Boylece 1X

TBE ve 1X TAE soliisyonlar1 hazirlanmis ve bunlar otoklavlanarak 4 °C de muhafaza edilmistir.

100 ml 1X PBS sollisyonu

10X PBS soliisyonundan 10 ml alinmistir iizerine 90 ml ultra saf su eklenmistir. Béylece

1X PBS soliisyonu hazilanmis ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Sigir Serum Albumini (BSA)

30mg/ml liyofilize toz BSA stogu tizerine 1 ml ultra saf su eklenerek hazirlandi ve 4 °C

muhafaza edilmistir.
2.2. Metot
2.2.1. Diskinin toplanmasi

Harita tizerinde isaretli Kitahya ili ¢evresindeki kdylerin buzagi sahibi hanelerinden
Kitahya Damizlik Sigir Birligi ekibi yardimlari ile numuneler toplanmustir. Saha ¢alismalarma
koruyucu kiyafetler ile ¢ikilmistir. Numuneler, buzagilardan rektal irkiltme yontemi ile

toplanmustir.
2.2.2. Modifiye Kinyoun asit-fast boyama

Boyama yapilacak lamlarm yaglh olabilecegi g6z 6nlinde bulundurularak iyi boyanmama

ihtimaline karsilik etanol ile silinerek temizlenmistir.

1. Digkinin durumuna gore pipet, cam baget ya da spatiil yardimiyla alinan digki
parcasi lama yayilarak kurumaya birakilmistir.

2. Daha sonra yaymalar saf metanolle 1 dk. muamele edilmis ve kurumaya
brrakilmastir.

3. Saf metanolle muamele edilen yaymalar Karbol Fuksin boyasi i¢eren salede 5
dk. boyanmustir.

4. Lamlar %50’lik etanolle muamele edildikten sonra musluk suyunda yikanmigtir.
Lamlar, dekolarizasyon i¢in %1’lik siilfirik asit i¢eren salede 2 dk. bekletilmis ve

ardindan musluk suyunda yikanmistir.
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6. Lamlar %0,01°lik Loeffler alkali metilen mavisinde 1 dk. bekletilerek musluk
suyunda yikanmig ve kurumaya birakilmustir.
7. Lamel kullanmadan hazirlanan preparatlar 100x objektifte mikrospkop altinda

incelenmistir. Daha sonra preparatlar daimi hale getirilmistir.
2.2.3. Isleme tabi tutulacak diskinin potasyum dikromat (KCr.0) ile saklanmasi

- Taze digkilar sahadan laboratuvara getirildiginde az miktarda saf su eklenerek
stizgec yardimiyla yabanci katt maddelerden ayristirilmistir.

- Daha sonra 10 ml saf su eklenerek sulandirilmis ve (zerine hassas terazide
Olcllen 0,25 g KoCr,0O7 eklenerek 4 °C de buzdolabinda DNA ekstraksiyonuna

kadar saklanmistir.
2.2.4. Diskinin koruyucu maddelerden arindirilmasi ve DNA ekstraksiyonu

- Potasyum dikromatli digki, yaklasik 10 ml alinarak 4 adet kapakli santrifiij tiipiine

porsiyonlanmistir.
- Bu tuipler 3000 rpm de 20 dk. santrifiij edilmistir.

- Santrifiij basamaginin ardindan siipernatant atilarak tzerine tekrar distile su eklenmistir.
Dipteki pelleti homojenize ettikten sonra tekrar ayni parametrelerde santrifiij edilmistir. Bu islem

toplam 4 kere siipernatant seffaf hale gelene kadar tekrar edilmistir.

- Son santrifiij basamagindan sonra siipernatantin hepsi atilmayarak tiip icerisinde 1 ml

hacminde numune birakilmstir.

Bu asamada caligma kosullarina bagl olarak tiiplerin i¢indeki pellet ve siipernatanti

homojenize edilebilir ve yayma hazirlanarak boyama yapilabilmektedir.

- Bu dogrultuda rastgele secilen birka¢ preparatta modifiye Kinyoun asit-fast boyama
yontemi kullanilarak 1s1k mikroskobu altinda incelenen yaymalarda mavi zemin tzerinde pembe

boyanmig, muhtemel Cryptosporidium ookistleri gézlemlenmistir.
2.2.5. DNA ekstraksiyon hazirhk asamasi

Hazirlanan dort tiip aym 6rnege ait oldugu i¢in her birine 5er ml ayni giin hazirlanan 1x

PBS eklenmis, homojenize edilerek tupler ikiser ikiser birlestirilmistir.

Elde edilen iki tip 3000 rpm de 20 dk. santrifiijlenmistir.
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Stipernatant tamamen dokiilerek iki tiiplin {izerine 2ml 1x PBS eklenmis ve homojenize

edilmistir.

Elde edilen bu son iiriin DNA ektraksiyonu i¢in hazir bir hale gelen numunedir.

2.2.6. DNA ekstraksiyonu

1. 200 pl diski alinirak tzerine 700 ul su eklenerek 1,5 ml lik santrifij tiipinde

karigtirilmis ve orta siddette 30 sn. vortekslenmistir.

2. Yaklasik 400 pl etil asetat eklenerek ve 13.000g’de 60 sn. santrifiij edilmistir.

3. Siipernatant atildiktan sonra yaklasik 200 pl hacminde kalan sediment 3 defa

daha su ile yikanmustir (Kurniawan vd., 2009).

4. Yikanan sediment Thermo Scientific GeneJET DNA Purification Kit icerisinde

ki “Cultured Mammalian Cells Genomic DNA Purification Protocol”

dogrultusunda ardigik islem basamaklarina tabi tutulmustur. Bu protokol;

200 ul Lysis buffer ve 20 ul Proteinase K soliisyonu ekleme homojen
olana kadar vorteks uygulamasi,

Numunenin mukus oranina gore 56 ‘C de min. 2 saat inkiibasyonu,

20 ul Rnase A solisyonun eklenmesi, vortekslenmesi ve 10 dk.. oda
sicakliginda inkiibasyon,

400 ul ethanol ekleme ve vorteksleme,

Hazirlanmus lizatin GeneJET Genomic DNA Purification Column iceren
toplama tiipiine aktarilmasi, column iceren tupin 6.000g‘de 1 dk..
santrifiij edilmesi,

**Santrifiij sonrasi tiip filtresi tikanirsa, otoklavlanmis paketli steril
kiirdanla ates basinda fitreye fazla zarar vermeden tikaniklik agilabilir ve
sonrasinda tekrar 6.000g’de 1 dk.. santrifiij edilerek tikaniklik devam
ediyorsa ayni islem tekrarlanabilir.

Stizlintiiniin atilmasi, column filtresinin Kite dahil olan 2ml’lik toplama
tiipiine yerlestirilmesi,

500 ul Wash Buffer | eklenerek 8.000g’de 1 dk.. santrifiijlenmesi,
siztintiinin ~ atilmast  ve column filtresinin  tekrar aym1 tiipe
yerlestirilmesi,

500 ul Wash Buffer 1l eklenerek maximum hizda ( >12.000 g ) 3 dk.
santrifiijlenmesi (tercihen fazla suyu tamamen uzaklastirmak igin

maksimum hizda 1 dk. daha santrifiij edilebilir),
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- Siizlintiiniin atilmas1 ve column kite dahil olmayan steril 1,5 ml’lik
santrifiij tlpine konulmasi,

- Column filtrenin merkezini hedef alarak 200 pl Elution Buffer eklenmesi
ve 2 dk. oda sicakliginda inkiibasyonunun ardindan 8.000 g’de 1 dk.
santrifiij edilmesi,

- Column filtrenin atilmasi ve suiziinti olarak kalan DNA’nin direkt -20 C
kaldirilarak yeni bir islem yapilana kadar muhafaza edilmesi

basamaklarini igermektedir.
2.2.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Caligmada buzagilardan toplanan 100 adet diskinin piirifiye edilmis DNA 6rnekleri, bir
adet pozitif 6rnek ve bir adet negatif 6rnek kullamilarak PCR ile ¢alisilmustir. Calismamizda
oncelikli olarak zoonotik C. parvum ve sigirlarda goriilen diger C. bovis, C. ryanae ve C.
andersoni gibi belli bash sigir genotiplerinin bulunmasi hedeflenmistir. Calismaya uygun olarak
SSU rRNA bolgesini hedef alan iki set primer dizayn ettirilmis olup, birinci asamada kullanilan
primeler Crypto F1 / Crypto Ri’dir. Sahadan toplanilan diski 6rnekleri DNA ekstraksiyonu
sonrasinda bu primeler PCR analizi ile amplifiye edilmistir. PCR hazirlik asamasi su sekilde

uygulanmugtir;

1. Amplifiye edilecek ¢rnek kadar 0,2 ml’lik PCR tiipleri hazirlanmustir. Amplifiye
edilecek ornekler diginda biri pozitif digeri negatif kontrol olmak Uzere iki adet
tiip eklenmistir.

2. Her tiipteki karisim hacminin DNA dahil 25 pl hacimde olacak sekilde tlplere
15,9 ul nikleaz-free su eklenmistir.

3. Su eklenen tuplerin her birine 2,25 ul 10X PCR Buffer, 3,3 pul MgCl,, 0,55 pl
dNTP eklendikten sonra 0,55 ul Crypto F1 ve 0,55 pl Crypto R1 primerleri
eklenmistir. Son olarak 0,125 pl Taq polymerase ve 1,3 ul BSA eklenmistir.

4. Icerisinde karisim bulunan her bir tiipe piirifiye edilmis DNA’lardan 2,5 pl
eklenmigtir. Negatif kontrol icin DNA yerine 2,5 pl su eklenirken, pozitif kontrol
icin DNA olarak hazir Cryptosporidium spp. DNA’s1 kullanmilmugtir.

Hazirlanan PCR karisimi olan tiipler Thermal Cycle cihazma yerlestirilmistir. PCR
protokol programi Cizelge 2.2 ‘de gosterilmistir;
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Cizelge 2.2. PCR protokol programu.

Asamalar Sicakhik Zaman
Denatiirasyon 94°C 3 dak'.k a
94 °C 45 saniye
Annealing 58 °C 45 saniye
72°C 1 dakika
Extension 72°C 7 dakika
4°C Bekleme
Toplam Siklus 30 siklus

2.2.8. Nested PCR

PCR asamasindan sonra amplifiye dizilerinin i¢ bolgesinin ¢gogaltilmas1 amaciyla dizayn
edilen primerlerin kullanildigi Nested PCR islemi yapilmistir. Yapilan PCR analizi ile elde edilen
amplifikasyonda, hedef DNA dizisinin dig bolgesine 6zgii iki dis primer kullanilarak uzun bir
bolgenin ¢ogaltilmasi gerceklestirilmistir. PCR’da elde edilen ilk amplifikasyondan gelen
bolgenin, i¢ bolgesine baglanmak suretiyle iki i¢ primer kullanilarak kii¢iik alanin ¢ogaltilmasi
saglanmigtir. Nested PCR, Cryptosporidium tirlerinin  PCR ile saptanmasii oldukca
kolaylastirmustir. PCR’dan elde edilen amplikonlar Nested PCR’da kalip olarak kullanilmis ve
Nested PCR analizi icin Crypto F2 ve Crypto R2 primerleri kullanilmistir. Nested PCR analizi
ise su sekildedir:

1. PCR analizine tabi tutulan amplikon sayisi kadar tiip hazirlamistir. Bu sayiya ilk
analizde kullanilan pozitif ve negatif kontroller de dahil edilmistir.

2. Hazirlanan her tiipe 17,2 pl niikleaz-free su eklenmistir.

3. Su eklenen tiplerin her birine 2,25 pl 10X PCR Buffer, 3,3 pl MgCl,, 0,55 pl
dNTP eklendikten sonra bu islemde PCR analizinden farkli olarak 0,55’ser pl
Crypto F2 ve Crypto R2 primerleri ve son olarak yine 0,125 ul Taq Polymerase
enzimi kullanilmustir.

4. Her tup icin toplam 25 pl olan bu karigimlarin her birine DNA olarak PCR
amplikonlarmdan 2,5 pl eklenmistir. Bu islem pozitif ve negatif kontrol igin de

gecerlidir.

Hazirlanan Nested PCR karisimi olan tiipler yine Thermal Cycler cihazina yerlestirilir ve

Cizelge 2.3te gosterilen Nested PCR protokol programi uygulanir.
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Cizelge 2.3. Nested PCR protokol programu.

Asamalar Sicakhik Zaman
Denatiirasyon 94°C 3 dak'.k a
94 °C 45 saniye
Annealing 58 °C 45 saniye
72°C 1 dakika
Extension 72°C 7 dakika
4°C bekleme
Toplam Siklus 25 siklus

2.2.9. Restriksiyon Fragment Uzakhik Polimorfizmi (RFLP)

Nested PCR islemi ile hedef DNA dizisinin ¢ogaltilmasinin ardindan, amplikonlar tir

tayini yapilmak tizere simirlayici enzimlerle kesilerek oda sicakliginda buz igerisinde

bekletilmistir (Kurniawan, 2009).

Bu ¢alismada Thermo Scientific - Fermantas FastDigest Sspl ve Mboll enzimleri olarak

iki tiir enzim kullanilmustir.

RFLP asamasinda kit igerisindeki yonergeler izlenerek asagida belirtilen islem

basamaklar1 uygulanmustir.

1.

Toplamda 30 ul olarak hazirlanacak olan reaksiyon karisimi her iki enzim iginde
ayr1 ayr1 hazirlanmistir.

10X FastDigest Green PCR Buffer 0,2 ml’lik UTW tlplere otomatik pipet
yardimiyla 2 pl eklenmistir.

17 ul kit icerisinde ki nlikleaz —free su eklenmistir.

Enzimler ile belirli bolgeleri kesilecek Nested PCR’a tabi tutulmus DNA
amplikonundan 10 pl eklenmistir.

Son asama olarak bahsi gegen Mboll ve Sspl enzimlerinden 1 er pl eklenerek
reaksiyon karigimi hazir hale getirilmistir.

Is1 bloklarinda 37 °C de 5 dk. inkiibe edilmistir.

65 °C de 5 dk. bekletilerek enzim inaktif hale getirilmistir.

Bu islemler neticesinde, onceden hazirlanmis %1°lik agaroz jele yiiklenen

amplikonlar ve 100 bp’lik ladder ile kosturulur.
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2.2.10. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR’1 yapilan DNA molekiillerinin analizinde en basit ve en yaygin yontemlerden biri
agaroz jel elektroforezidir. Etidium Bromid boyasinin kullanimu ile ultraviole (UV) 151k altinda,

goriintiileme cihazinda (Quantum-ST4) DNA’mn jel iizerindeki yeri belirlenmistir.

Agaroz Jelin hazirlanmasi

%1°lik 100 ml Agaroz jelin hazirlanmast igin;

1. 1 gagaroz 250 ml hacimli erlen igerisine konulup Gzerine 100 ml 1X Tris- Asetat EDTA
(TAE) soliisyonu eklenmistir.

2. Mikrodalga firin igerisine yerlestirilerek eritilmistir. Jel kaynadiktan sonra alinmustir.

3. Elektroforez tankinda kalip hazirlamp amplikonlarin yerlestirilecegi kuyucuklari
olusturmak igin kullanilan  amplikon sayist goz Oniinde bulundurularak tarak
yerlestirilmistir.

4. Jel 1lik bir 1s1ya geldikten sonra igerisine 5 pl Etidium Bromiir ilave edilmis, baloncuk
olusmamasina dikkat edilerek hafifce sallama suretiyle etidium bromdiriin jele karismasi
saglanmugtir.

5. Etidium bromarlQ jel, tarak yerlestirilmis elektroforez tankinin igerisindeki kalibin
igerisine dokiilmiistiir.

6. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikartilmis ve 1X TAE soliisyonu jelin yiizeni 1 cm asacak
sekilde elektroforez tankina doldurulmustur.

7. 1lk kuyucuga 1000 bp’lik DNA ladder calisma soliisyonu yiiklenmistir (RFLP asamasi
i¢in 100 bp’lik ladder kullanilmustir.).

8. Her bir amplikondan pipetle 10 pl alinarak sirasi ile kuyucuklara yiiklenmistir (PCR
asamasinda agirlikli olarak Loading Dye ve RFLP asamasinda ise Dream Taq Master
Mix kullanilmustir.).

9. Gii¢ kaynagina baglanan elektroforez tanki (Thermo Scientific Owl Easycast) 110 volt,
250 amps’ye ayarlanmis ve jel, biiyiik tank i¢in yaklasik 45 dk., kii¢iik tank i¢in yaklasik
25 dk. kosturulmustur.

10. Jel gorintuleme ultra-violet transilliminator (Quantum- ST4) cihazinda yapilmistir.
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2.2.11. Sekans analizi

Sekans analizine gonderilecek urunler, RFLP yéntemi sonuglarma gore farkli bant paterni
gosteren Ornekler olarak gruplandirilmis, bu gruplarda sekans analizi igin uygun, temiz bant
goriintiilerine sahip 6rnekler secilmis ve analizi yapacak olan ticari bir firmaya gonderilmistir.
Sekans analizi sonucunda elde ettigimiz veriler GenBank’taki verilerle karsilastirilmigtir. Daha
sonra pairwise analizi ve filogenetik agac MEGA7 programi, Kimura-2 parameter modeli,

Bootstrap (100) metoduna gore diizenlenmistir.
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3. BULGULAR

Calismamizda, Kiitahya ili merkez ilgesine bagli 25 kdyden saha ¢alismalari neticesinde
100 digki 6rnegi toplanmistir. Klinik belirtileri g6z 6niinde bulundurularak gruplandirilmis olan
digki orneklerinden segilen birka¢ preparat modifiye Kinyoun asit-fast boyama yodntemi
uygulanarak 1sik mikroskobu altinda incelenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Cryptosporidium varliginin incelenmesi agisindan modifiye Kinyoun asit-fast yontemi

kullanilarak hazirlanan preparatlarin 151k mikroskobu altindaki goriintiisii (100x) (Orijinal).
3.1. Cryptosporidium spp. ‘nin PCR ve Nested-PCR Yontemi ile Tespiti

DNA ekstraksiyonu sonucu elde edilen total DNA ile Crypto-F1 ve Crypto Ry primer seti
kullanilarak PCR yapilmistir. Yapilan PCR sonucunda Cryptosporidium turlerinin SSU rRNA
kodlayan bolgesinden 1,325 bp uzunlugunda gen bolgesi amplifiye edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 PCR’1n 1. asamasinda elde edilen bant goriintiileri ve yaklagik biiyiikliikleri. M:
Marker (1kb), 1-2-3-4-5-6: Izolatlar, 7: Bilinen Pozitif, 8: Negatif (Orijinal).

PCR analizlerinde C. parvum ve Cryptosporidium spp. belirlenen tiim drneklerin ssrRNA
gen bolgesinin Nested PCR ile analizleri sonucunda toplam 18 Cryptosporidium parvum ve 22
Cryptosporidium spp. pozitif izolatin jel tizeride izolata bagh olarak 826-864 bp biiyiikligiinde
amplifikasyon gosterdigi saptanmustir. Bazi pozitif izolatlarda parsiyel SSU rRNA gen bdlgesinin
Nested PCR ile amplifikasyonu sonucu elde edilen %1 ‘lik agaroz jel goriintiileri Sekil 3.3°te

verilmistir.

W ——— — — — == ~. 864bp

Sekil 3.3. Nested PCR neticesinde elde edilen pozitif bant paternleri ve yaklasik biiytikliikleri.
M: Marker (1kb), 1-2-3-4-5-6: 1zolatlar 7: Bilinen Pozitif (Orijinal).
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3.2. PCR-RFLP ile Cryptosporidium izolatlarinin genotiplendirilmesi

Nested PCR analizleri sonucunda jel iizerinde amplifikasyon gosteren toplam 40 izolatin
Sspl ve Mboll restriksiyon enzimleri ile RFLP analizleri sonucunda 6rneklerin 18’nin C. parvum,

16’niin C. bovis ile ve 6’sinin ise C. ryanae ile identiklik gosterdigi belirlenmistir.

Bazi C. parvum, C. bovis ve C. ryanae izolatlarinin Sspl ve Mboll restriksiyon enzimleri
ile RFLP analizleri sonucu belirlenen bant profillerinin %1°lik jel agaroz goriintiisii Sekil 3.4’te

verilmigtir.

Sekil 3.4. Bazi pozitif izolatlarda SSU rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu sonrasi elde edilen
trlnlerin Mboll ve Sspl restriksiyon enzimleri ile RFLP analizleri sonucu belirlenen bant
profillerinin agaroz jel elektroforezde goriniimi M: Marker (100bp); A(Mboll)-B(Sspl): C.
bovis; C(Mboll)-D(Sspl): C.ryanae; E(Mboll)-F(Sspl): C.parvum (Orijinal).



= Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium Tiir Oranlar:

= Cryptosporidium bovis

Cryptosporidium ryanae

Sekil 3.5. Orneklerin toplam tiir dagilim oranlari.

48

PCR sonuglarma gore elde edilen pozitif sonuglar ve caligma merkezlerine gore dagilimlari

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kitahya ili merkez ilgesine bagl 25 kdyden saha ¢alismalari.

Koy Adi Toplandiz1 Ay | Toplanan Ornek Sayisi Cryptosporidium Pozitif
Ornek Sayist
1 Kumari Haziran 19 8
2 Kopriidren/Agackdy | Mart 12 7
3 Ahmetolugu Mart 7 4
4 Doga Subat-May1s 3 3
5 Ortaca Haziran 7 2
6 Zigra Nisan 3 2
7 Karaagag Subat/Haziran 4 2
8 Kinik Haziran 7 2
9 Kizilcadren Nisan 1 1
10 Sofu Haziran 1 1
11 Sekidren Haziran 2 1
12 Glimiis Haziran 3 1
13 Makas Alant Nisan 4 1
14 Yazlica Mayis 1 1
15 | Ishakgilar Mayis 2 1
16 Kizik Mayis 1 1
17 Afsar Ekim 1 1
18 Derekdy Haziran 2 1
19 Calca Haziran 6 -
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Cizelge 3.1. (Devam) Kutahya ili merkez ilgesine bagli 25 kdyden saha ¢aligmalari.

Koy Ad1 Toplandigi Ay | Toplanan Ornek Sayis1 | Cryptosporidium Pozitif Ornek
Sayisi
20 Yenice Mart 1 -
21 Darica Mart 1 -
22 Okgu Haziran 1 -
23 Demircioren | Haziran 2 -
24 Kepez Subat 4 -
25 Dedik May1s 3 -
Toplam 100 40

Toplanan érnekler Cryptosporidium varligi yoniinden incelemeye tabi tutulmus, PCR ve
Nested PCR analizleriyle %40 oraninda Cryptosporidium yoniinden pozitif bulunmustur (Sekil
3.6).

m Cryptosporidium
pozitif

%40

m Cryptosporidium
negatif

Toplam 100 Sigir (n:100)

Sekil 3.6. Cryptosporidium genel dagilim.

Ornek toplanan 25 kdyiin % 72’sinde Cryptosporidium spp. pozitifligi goriilmiistiir (Sekil 3.7).

m Cryptosporidium pozitif

m Cryptosporidium
negatif

Toplam 25 Yerlesim yeri (n:25)

Sekil 3.7. Yerlesim yerine gore Cryptosporidium dagilimi.
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Yerlesim Yerlerine Gore Tiir Dagilinm

= Cryptosporidium parvum = Cryptosporidium bovis

Cryptosporidium ryanae

Sekil 3.8. Yerlesim yerlerinde belirlenen pozitif rneklerin tiir dagilim oranlari.

Koylere gore tir dagilim orani incelendiginde kéylerin genelinde C. bovis’in %52 oranla
baskin oldugu tespit edilmistir. Genel tiir dagilimda baskin olan tiir olan C.parvum’ un %28

oraninda ve C. ryanae’nin ise %20 oraninda bulundugu saptanmustir.

Pozitif olarak belirlenen oOrneklerin yas gruplarina gore dagihimi Cizelge 3.2°de
verilmistir. RFLP ve sekans analizi neticesinde gruplandirilan pozitif 6rneklerin < 1,5 ay yas
grubunda tiir bakimindan %50 Cryptosporidium parvum, %17,6 Cryptosporidium ryanae ve
%32,4 Cryptosporidium bovis gézlenmistir. 2 ay < x <4 ay yas grubunda ise %16,7 oraninda C.

parvum ve %83.3 oramnda C. bovis gorulirken bu yas grubunda C. ryanae’ye rastlanmamustir.

Cizelge 3.2. Yas gruplarina gore Cryptosporidium dagilimu.

Incelenen Ornek Cryptosporidium Cryptosporidium
Yas Grubu
Sayisi spp. (+) spp. (-)
<15ay 75 34 41
2ay<x<4ay 25 6 19
Toplam 100 40 60

3.3. Sekans ve Filogenetik Analizler

Enzim ile kesilmis bant patern goriintiileri sekans analizine gonderilmeden Onceden
birbirinden farkli kesim gosteren izolatlar gruplanmis ve her gruptan 1 adet 6rnek sekansa
gonderilmistir. Sekans sonras1 gen dizilimleri GenBank sorgulanmis ve %100 oraminda yakin
goriinen kayitli izolatlarla bant paternlerinden tahmin edilen tiirlerin konfirmasyonu yapilmustir.

Pozitif belirlenen 6rneklerde zoonotik 6zelligiyle 6n plana ¢ikan C. parvum ve buzagilarda teshis
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edilen C. bovis ve C. ryanae tiirlerinin teshisi yapilmustir. C. parvum prevalansi %45, C. bovis
prevalanst %40 C. ryanae prevelanst %15 olarak saptanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
Kiitahya Yoresinde yaygimnlik gosteren tiiriin zoonotik tiir olan Cryptosporidium parvum oldugu

tespit edilmistir.

Cizelge 3.3. Dunyadan filogenetik kiyaslamasi yapilan diger Cryptosporidium izolatlarmin

aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler.

Izolat Orijin izolasyon Turler Aksesyon
Kaynag Numarasu

CrB1 Turkiye-Burdur | Sigir C. ryanae JX886769
B683 Japonya Sigir C. ryanae AB628200
- Cin Buzagi C. ryanae HQO009807
ChB1 Tlrkiye-Burdur | Sigir C.bovis JX886772
Mannuthy Hindistan Sigir C. bovis MH166335
ECUST23057 Cin Buzagi C. bovis MF074602

CpB1 Turkiye-Burdur | Buzagi C. parvum JX886763
SCA1389 Avusturalya Sigir C.parvum MG516750
B9 Kolombiya Buzagi C. parvum MF142032

Kiitahya yoresinde buzagilarda pozitif belirlenen ve niikleotid dizisi ortaya konan
izolatlar ile diinyanin ¢esitli {ilkelerinden multiple alignmenta dahil edilen izolatlarin SSU rRNA

gen bolgesine gore pairwise aligmentlar1 Cizelge 3.4’te verilmistir.



Cizelge 3.4. Kiitahya izolatlar1 ile diinyadan ve Tiirkiye’den elde edilen diger izolatlarin SSU rRNA gen dizilimlerinin pairwise analizleri.

< T - 5 T —~
e | 2| 2| 2|2 %=
2 £ s £ | s | g & @ K% E g K%
S 22182 g |4 215 |5 18 |2 |23
s | E| =S| E|E| 2| & |85|25|25|2 | 88|88 (5%
s e ST 5| 9 8|08 |9E |9t |Tg 98 |0E | 8
SUSLAR » %) 5 \ ! O ! 'S 0T
’ S5 g 5B g9 g2|gf nE 88|82 |gE 82
- s < s > < 5 |t | gt | = §¥ 9% |95
S 5|9 | o |5 |99 |8 g g g |g /gl
2 4 lalalalel 883 |5 |7 |2 |5 |5 |=
3 | 8|88/ 8 |8 ¢
< &) O 8 O O
AB628200 - C. ryanae_(Japonya)
C01D - C.parvum_(Tr/Kitahya) 94
C08D - C. bovis_(Tr/Kitahya) 98 95
C62D - C. parvum_(Tr/KUtahya) 94 100 95
C83D - C.ryanae_ (Tr/Kitahya) 100 94 98 94
C88D - C. bovis_(Tr/Kitahya) 98 95 100 95 98
HQ009807 - C.ryanae_(Cin) 100 | 94 98 94 | 100 | 98
JX886763 - C.parvum_(Tr/Burdur) | 94 100 95 100 94 95 94
JX886769 - C. ryanae _(Tr/Burdur)| 100 94 98 94 100 98 100 94
JX886772 - C. bovis _(Tr/Burdur) 98 95 100 95 98 100 98 95 98
MF074602 - C. bovis _(Cin) 98 95 100 95 98 100 98 95 98 100
MF142032 -
C.parvum_(Kolombiya) 94 100 95 100 94 95 94 100 94 95 95
MG516750 - C.parvum
(Avustralya) 94 100 95 100 94 95 94 100 94 95 95 100
MH166335 - C. bovis
(Hindistan) 98 95 100 95 98 100 98 95 98 100 | 100 95 95

52
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Cizelge 3.4°teki pairwise analizi neticesinde genetik benzerlik C. parvum ve C.
ryanae gruplari arasinda ortalama %94; C. parvum ve C. bovis arasinda %95; C. ryanae ve

C. bovis arasinda ise %98 olarak saptanmistir.

Kiitahya yoresinde buzagilarda saptanan Cryptosporidium izolatlar ile diinyadaki
diger benzer bazi izolatlarin Neighbor Joining Metodu (Kimura-2 Parameter Modeli) ile
olusturulan filogenetik agaci Sekil 3.9°da verilmistir. Tespit edilen izolatlarin tiir

bakimindan kendi gruplarinda yer aldig1 saptanmstir.

O MF074602 C. bovis

W JX886772 (. bovis
2| MH166335 C. bovis
88D C. bovis
%| lcosD C. bovis

C83D C. ryanae

(O HQ009807 C. ryanae
7| AB628200 C. ryanae

B 1X886769 C. ryanae
COID  C. parvum
C62D  C. parvum
W MG316750 parvum
OMF12032 ¢ parvum
O IXSS6763  C. parvum
< U36463
Plasmodium falciparum

Sekil 3.9. Kiitahya yoresinde tespit edilen Cryptosporidium izolatlar1 ile GenBank’a
kayitli diger bazi izotlatlarin SSU rRNA gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklar

(Neighbour Joining-Kimura-2 Parameter modeli). Semboller; N Sigir, O Buzagi
izolatlar1 < Dis Grup olarak (U36463:Plasmodium falciparum) kullanilmustir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Cryptosporidium  tiirleri insanlarda, evcil hayvanlarda ve vahsi omurgalilarda
bulunan yaygin bir parazittir. Cryptosporidium tiirlerinin bu genis konak araligi nedeniyle,
cryptosporidiosis bazi durumlarda zoonotik bir hastalik olarak nitelendirilmektedir (Xiao
ve Feng, 2008). Sigir yetistiriciligi diinya genelinde hayvancilik sektdriinde 6nem arz
etmektedir. Sigir yetistirilen isletmelerin devamliliginda 6nemli olan etken damizlik
hayvan ve bunlardan elde edilen saglikli buzagilardir. Saglikli buzagi denildiginde;
dogumu takip eden ilk birka¢ giin ile neonatal donemde ve daha sonraki alt1 ayliga kadar
olan siire zarfinda bakteriyel, viral ve paraziter gibi enfeksiyon etkenlerinden korunan
buzag akla gelmektedir. (Santin ve Trout, 2008). Buzagilarda ishal etkenlerinden olan
Cryptosporidium ilk siralarda yer almaktadir. Buzagilarda cryptosporidiosis, yeni dogan
buzagilarda sulu yesil renkte ishal, giderek artan dehidrasyon ve 6lime kadar devam
edebilen bir tablo olusturmaktadir (Simgek, 2011). Bir¢ok molekiiler epidemiyolojik
calisma yaygin olarak Cryptosporidium tiirleriyle, sigirlarin enfekte oldugunu isaret
etmektedir. Slapeta (2013), yirmi sekiz Cryptosporidium tiiriiniin isimlendirildigini
bildirmistir. Isimlendirilen tiirlerin icinde sigirlar1 enfekte ettigi bilinen baslica tiirler;
Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium bovis, Cryptosporidium ryanae ve
Cryptosporidium andersoni’dir. Ancak bilinen doért tiir disinda C. suis, C. hominis, C.
serpentis, C. xiao, C. ubiquitum, C. meleagridis, C. muris ve C. felis gibi turler de nadiren
tespit edilmistir (Gong vd., 2017). Bu tiirlerden C. parvum insanlarda zoonoz olarak
cryptosporidiosise neden olmasi bakimindan en 6nemli tiir olarak bilinmektedir (Arslan,
2015). Cryptosporidium parvum, ozellikle, neonatal buzagilarda ince bagirsaklari enfekte
eder ve siddetli diyare ile seyreden hastalik tablosuna yol agarken; C. andersoni gen¢ ve
yetigkin sigirlarda abomasuma yerlesmekte ve siit firetiminin azalmasina etki etmektedir.
Cryptosporidium bovis ve C. ryanae genellikle semptom gdéstermemektedir. Thomson
(2016), yaptig1 calismada geng ve yetiskin sigirlarin da C. parvum ookisti attigini rapor
etmistir. Bu nedenle gen¢ ve yetiskin sigirlarin, neonatal buzagilar icin enfeksiyon

rezervuari olabilecegini belirtmistir.

Ilk olarak 1907 yilinda Ernest Edward Tyzzer tarafindan tamimlanan
Cryptosporidium etkenleri, diinyada 1970°li yillarda tilkemizde ise ilk olarak 1984 yilinda
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bildirilmistir (Simsek, 2011; Arslan, 2015). Cryptosporidium enfeksiyonlari tiim diinyada
gorilmektedir.

Prevalans calismalari, diinyada 1990’11 yillarin ortalarindan once goriilmeye
baslanmustir (itik-Ekinci, 2012). Mikroskobik incelemeye dayanan daha sonraki prevalans
verileri, sigirlarda Cryptosporidium’un diinya ¢apinda varhigini ortaya koymaktadir (Itik-
Ekinci, 2012). Yapilan birgok ¢alismada sigirlarda bildirilen prevelans oraninin %0 ila
%100 arasinda degismekte oldugu gozlenmistir. Cryptosporidium ookistlerinin
prevalansinda siirii biiyiikliigii, dogum zaman, siitten kesilme zamanlari, yas araliklari,
yetistime tipi, su kaynaklari: ahirlardaki su tanklar1 ve bulunduklari bolgedeki durgun gol
ve goletler risk faktorleri olarak bildirilmistir (Sar1 vd., 2008).

Dinyada son otuz yilda Cryptosporidium ookist teshisinde konvansiyonel
yontemler yerine molekiler methotlar tercih edilse de, diisiik maliyet nedeniyle
konvansiyonel yontem kullanan Ulkeler bulunmaktadir. Bu yontemle Cryptosporidium
ookisti prevalansi iizerine ¢alismalar yapan baz iilkeler ve Cryptosporidium oranlari su
sekildedir; Cek Cumhuriyeti’nde %25,8 (Kvac¢ vd., 2006), Tunus’ta %86,7 (Soltane vd.,
2007), Nijerya %23,4 (Ayinmode ve Fagbemi, 2010) ve Isve¢ %96 (Silverlas vd., 2009).

Tirkiye’de ise bugiine kadar yapilan calismalarin genellikle konvansiyonel
parazitolojik yontemlerle oldugu , molekiiler yontemlerle yapilan calismalar ve molekiiler
tiplendirme calismalarinin az sayida oldugu belirtilmistir (Simsek, 2011; Sar1 vd., 2008).
Buzagilarda Cryptosporidium spp. ookistleri farkli bolge ve mevsimlerde konvansiyonel
yontemlerle yapilan mikroskobik ¢alismalarla; Karacabey harasinda %26,7 (Burgu, 1984),
Ozer ve Erdogmus (1990), Elazig’da %7,2 (Sar1 vd., 2008; Simsek, 2011), Ozlem vd.
(1997), Aydin’da %10,7 (Sar1 vd., 2008; Simsek, 2011), Kars’ta %25,7- %38,8 (Arslan
vd., 2001; Sar1 vd., 2009); Arslan vd. (2003) %32,9 (Sar1 vd., 2008; Simsek, 2011),
Celiks6z vd. (2003), Konya’da %27,33 (Sar1 vd., 2008; Simgek, 2011;), Sivas’ta %8,0
(Degerli vd., 2005); Mamak vd. (2000) %70,3 (Sar1 vd., 2008), Ankara’da %35,8 (Sahal
vd., 2005), Hakkari’de %22,14 (Goz vd., 2007),Van’da %13,2 (Giil vd., 2008), Erzurum
%22,8 (Sar1 vd., 2008), Samsun %57,9 (Karaman vd., 2017) oraninda tespit edilmistir

(Simsek, 2011).

Caligmamizla benzerlik gosteren diinya genelinde sigirlarda Cryptosporidium

prevelansi iizerine molekiiler yontemlerle yapilmig bazi calismalar su sekildedir:
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Mogalistan Tuv Aimag bdlgesinde 460 ornek sigirlarda Cryptosporidium
acisindan incelenmistir. SSU rRNA gen bolgesini hedef alan Nested PCR yapilmis ve elde
edilen PCR friinleri Vspl, Sspl ve Mboll enzimleri kullanilarak kesilmistir. Orneklerin
sekans analizinde enfeksiyona neden olan yaygin tiirlerin C. bovis ve C. andersoni oldugu

saptanmugtir (Burenbaatar vd., 2008).

Bati Fransa’ da siitten kesilmemis 2-21 aylik buzagilarda Cryptosporidium
tiurlerinin molekiiler karakterizasyonunu belirlemek amaciyla 182 diski o6rnegi
toplanmustir. 18S rRNA geni hedef alinmis ve Nested PCR ile ¢ogaltilmig daha sonrasinda
da Sspl ve Mboll enzimleri ile kesilerek Cryptosporidium tirlerinin karakterizasyonu
yapilmistir. RFLP analizi ile genotiplendirilen 61 6rnegin 14 tanesi C. parvum, 15 6rnek
C. bovis, 22 6rnek C. ryanae, 10 drnekte ise C. bovis ve C. parvum 'un Karisik kombinasyon

gosterdigi saptanmustir (Rieux vd., 2013).

Hindistan’da 2012-2013 yillar1 arasinda sigirlardan ve bufalolardan toplanan 391
diski Ornegine ¢esitli konvansiyonel yontemlerle pozitiflik teshisi yapildiktan sonra
molekiiler yontemlerle tiir tayini yapilmustir. Incelenen diski rneklerinin 145°i sigirlara
aittir ve sigirlarda PCR-Nested PCR ve RFLP analizleri sonucunda %34,48 oraninda
pozitiflik teshis etmislerdir.Sekans verilerinin sonucu sigirlarda goriilen 3 tiire (C.parvum,
C. bovis, C. ryanae) de rastlanildigimi géstermistir. C. andersoni tird ise digski 6rneklerinin

sadece 9 adetinde morfometrik analiz ile tespit edilmistir (Hingole vd., 2017).
Ulkemizde cryptosporidiosis iizerine molekiiler calismalar;

Sungur vd. (2008), ishal sikayeti ile hastanelere bagvuran 18 cocuk ve ishal
tablosuna sahip 27 buzagi digkis1 olmak iizere toplamda 45 diski numunesini Nested PCR
ile incelemislerdir. Yirmi yedi buzagi diskisinin 8’inde (%29,7) ve 18 ¢ocuk digkisinin
1’inde (%5,6) toplamda 9 diski 6rneginde (%20) Cryptosporidium spp. pozitifligi tespit

etmislerdir.

Konvansiyonel yontemlere alternatif olan, teshis ve genotiplendirmede hassasiyeti
yiiksek PCR yonteminin direkt ve indirekt isleme tabi tutulan diskilarda cryptosporidiosis
tamsindaki etkisini arastirmak amactyla, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi,
Parazitoloji Klinigi’nde 22 hastaya ait 33 diski1 numunesinden 23 6rnek derhal isleme tabi

tutulmus, kalan 10 6rnek ise %10’luk formalinde saklanmgtir. Otuz {i¢ diski 6rneginin
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hepsi Nested PCR yontemi ile incelenmis ve sonug¢ olarak taze olarak islem goren
orneklerin cryptosporidiosis tanisi acisindan 6zgiilliigli ve hassasiyeti %100 bulunurken
formalinde saklanan digkilarda bu oranin %50 ye diistigii saptanmistir (Dirim-Erdogan vd.,
2009).

Ankara’da yapilan farkli bolgelerindeki hastanelere yapilan 98 ishalli hastanin
digki ornekleri ve Ankara’daki degisik sigircilik isletmelerinde 32 buzagidan toplanan
totalde 130 &rnek Nested PCR ile incelenmistir. Inceleme sonucunda buzag: érneklerinde
%37,5 ve insanlarda % 1,02 oraninda Cryptosporidium spp. pozitifligi tespit edilmistir.
(Sakarya vd., 2010).

Simgek (2011), Nevsehir yoresinde yaptig1 caligmada 150 buzag diskisi 6rnegini
Real Time PCR ile incelemis ve bu 6rneklerin %20,7’sinin cryptosporidiosis bakimindan

pozitif oldugunu belirtmistir.

Burdur yoresinde yapilan ¢alismada ise toplam 250 sigir incelemesi yapilmig
bunlarin %93’ Real Time PCR analizleriyle cryptosporidiosis yoniiniinden pozitif
bulunmustur.Bu ¢alismada ayn1 zamanda Nested PCR sonuglar1 Real Time PCR ile
karsilastirilmis Nested PCR pozitif 76 6rnegin TagMan Real Time PCR ile analizi sonucu
ile tamaminin Cryptosporidium pozitif oldugu ve Nested PCR negatif 174 6rnegin TagMan
Real Time PCR ile analiz edilmesiyle 17’sini Cryptosporidium pozitif 157’sinin negatif
oldugu saptanmistir. Nested PCR’1n Real Time PCR yontemi ile kiyaslanmasi neticesinde
sensitivite oraninin %82 ve spesifite oraninin ise %100 oldugu belirlenmistir (Yildirim vd.,

2012).

Erzurum’da 2013 yilinda 5 ayri mandiradaki 307 tane siitten kesilmemis
buzagilardan alinan diski 6rnekleri DNA ekstraksiyonu sonrasinda Nested PCR yontemi
kullanilarak ssrRNA gen bolgesinin amplifikasyonu yapilmugtir. Orneklerin %3.,9” u
Cryptosporidium agisindan pozitif ¢ikmustir.Sekans analizi sonucunda hayvanlarda
bulunan tek 6rnegin C. parvum oldugu rapor edilmistir (Giiven vd., 2013). Calismamizda
ise 25 ayr1 kdyden 100 buzag: diskist 6rnegi incelenmis olup 6rneklerimizin %40’ nin
cryptosporidiosis bakimindan pozitif oldugu tespit edilmistir. Orneklerimizin tiir tayini

neticesinde C.parvum, C. bovis ve C. ryanae tirleri tespit edilmistir.
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Bu ¢aligmada, Kiitahya ilinin civar koylerinden toplanan ve Nested PCR ile
incelemesi yapilan 100 buzag diskis1 6rneginin %40°1 cryptosporidiosis yoniinden pozitif
bulunmustur. Uygulanan bu teknik ile pozitif belirlenen drneklerde zoonotik 6zelligiyle 6n
plana ¢ikan C. parvum ve buzagilarda teshis edilen C. bovis ve C. ryanae tiirlerinin teshisi
yapilmustir. C. parvum prevalansi %45, C. bovis prevalansi %40, C. ryanae prevelanst %15
olarak saptanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda Kditahya yoresinde sayisal oran olarak
baskin olan tiiriin ayn1 zamanda zoonotik tur olan Cryptosporidium parvum oldugu tespit
edilmigtir. Buna kargin tiir oranlar1 yerlesim yerlerinde yayginlik bakimindan
incelendiginde 25 koyiin 13’linde (%52) bulunmasiyla C. bovis 'in baskin, 7 kdyde (%28)
C.parvum’un ikinci sirada ve onu sadece 5 kdyde (%20) tespit edilen C. ryanae’nin izledigi

gorilmiistiir.

Genetik benzerlik C. parvum ve C. ryanae gruplari arasinda ortalama %94; C.
parvum ve C. bovis arasinda %95; C.ryanae ve C. bovis arasinda ise %98 olarak
saptanmustir. Ulkemizde Burdur yoéresinde Yildirnm vd. (2012), yaptiklari galismada

C.ryanae ve C. bovis kiyaslamarinin sonucunu %100 identik olarak bulmuslardir.

Calismamizda izole ettigimiz Cryptosporidium tlrlerinin ~864 bp niikleotid dizisi
genel olarak analizlerimizde kullandigimiz diger iilke 6rnekleri ve TUrkiye ornekleri ile
%100 identiklik gostermektedir. Tir bazinda incelersek Cryptosporidium parvum
izolatlarrmiz CO1D ve C62D GenBank’a kayitli Avusturalya ve Kolombiya (M6516750 ve
MF142032) ile %100 identiklik gosterirken, Cryptosporidium bovis izolatlarimiz olan
C08D ve C88D, Hindistan ve Cin (MH166335 ve MF074602) ile %2100 identiklik
gostermistir. Ayni sekilde izolatimizda Cin ve Japonya (HQ009807 ve AB628200) ile
%100 identiklik gostermektedir.

Kiitahya yoresinde buzagilardan elde edilen Cryptosporidium izolatlar1 ile
diinyadan benzer diger baz1 izolatlarin Neighbor Joining Metodu (Kimura-2 Parameter
Modeli) ile olusturulan filogenetik agacinda tespit edilen izolatlarin tiir bakimindan kendi

gruplarinda yer aldig1 goriilmiistir.

Sonug olarak, Kitahya ili ¢evresinde ilk defa yapilan bu ¢alismada toplam 25
kdyde saha arastirmasi yapilmig ve 100 6rnek toplanmustir. Bu kdylerin %72’sinde (18
tanesi) %40 oraminda Cryptosporidium pozitifligi gorilmistir (Cizelge 3.1). 2013-2014

yillar1 arasinda yapilan saha ¢aligmalarinda toplanan ve pozitif oldugu belirlenen 6rnekler
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yas gruplarina gore ayrilmis ve Orneklerin tiir tayini oranlar1 hesaplanmstir (Cizelge 3.2).
Bu verilere gore < 1,5 ay yas grubundaki pozitif 6rneklerde Cryptosporidium ryanae,
Cryptosporidium bovis ve Cryptosporidium parvum tiirlerinin varligi tespit edilmistir.
Buna karsilik diger bir yas grubu olan 2 ay < x < 4 ay araliginda C. ryanae tlrlne
rastlanmamistir ve 6rnek alinan buzagilardan yasi en biiyiik olan buzagida (4 aylik) bu yas
araliginda sik karsilasilmayan C. parvum tespit edilmistir. Bu durumun C. parvum tagiyan
yeni doganlarla bir arada bulundugu bir dénem oldugu veya bu etkeni tagiyan buzagi ya da
buzagilarin temas ettigi alanlarda bulundugu disiiniilmistir. Yine sekans analizleri
neticesinde elde ettigimiz veriler dogrultusunda Kiitahya ili ¢evresinde %45 oraminda
baskin olan tiiriin C. parvum oldugu goriilmiistiir. Baskin Cryptosporidium parvum tlriniin
zoonotik olmas1 hem diger ¢iftlik hayvanlar1 hem de hayvan sahipleri bakimidan olumsuz
bir durum teskil etmekle beraber yeterli korunma yontemi ve hijyen standartlari
saglandiginda hastaligin 6nlendigi bilinmektedir. Ancak ¢alismamiz neticesinde Kitahya
ili cevresindeki kdylerde sanitasyon c¢aligmalarinin yetersiz oldugu elimizdeki veriler ile
kanitlanmistir. Calismamuz siiresince de 6rnek topladigimiz ileri seviyede ishalli buzag:

vakalarinin kisa bir siirede 6ldiigii gézlenmistir.

Hayvan kayiplarinin artmamasi ve olasi salgmlarin Oniine gecilmesi amaciyla
¢alismamizin bir 6rnek teskil etmesini ummakta ve gelecek ¢alismalarin hem insan hem de
hayvan sagligi agisindan ele alinarak daha kapsamli bir sekilde ylriltilmesinin olumlu

yonde olacagi kanaatindeyiz.
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