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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Tavsanlarda Encephalitozoon cuniculi Seropozitifliginin Arastirilmasi

Hakan TUFEK

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Ozcan OZKAN

Bu calismanin amaci, farkli bakim ve yetistirme sistemine sahip tesislerdeki Yeni
Zelanda ki laboratuvar tavsanlarinda Encephalitazoon cuniculi seroprevalansini
arastirmak; varsa toplanan verilerden seroprevalansi etkileyen faktorleri ortaya
koymaktir. Calismada, acik, yar1 agik ve kontrollii alanlarda barindirma yapilan;
saglanan c¢evresel imkanlari, hijyen durumlari, bakim ve besleme kosullar1 farkli 3 ayri
isletmeden temin edilen serum Ornekleri (30 adet) ELISA kitleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, tim Orneklerde % 63.3 oraninda seropozitiflik
belirlenmistir. Hicbir hijyen kurali olmayan, geleneksel kiimes tipi yetistrme yapilan
hayvanlar ile tamamen kontrollii sistemde yetistirilenlerin serolojik sonuglari birbirine
yakin bulunurken; geriye kalan tesisteki seropozitiflik daha diisiik bulunmustur. Elde
edilen veriler 15181nda, tesise alinan hayvanlarin orjin olarak enfekte olabilecegi, tesiste
enfekte bir hayvanin siirii i¢in enfeksiyon kaynagi olabilecegi, tesislerde olasi yliriitiilen
septik/aseptik kurallarin etkenle miicadele igin yeterli olmadigi, zoonoz karakterdeki
enfeksiyonun hayvan bakicisi, arastirmacilar icin de potansiyel risk tasidigi, Siirliye
entegre edilecek hayvanlarin serolojik taramalarin yapilmasi ve karantina siiresi
sonunda uygun olan hayvanlarin siirii saghigi i¢in olduk¢a onemli oldugu kanisina
varilmistir.

2019, 53 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Encephalitazoon cuniculi, Seroprevalans, Yeni Zelanda
tavsani



ABSTRACT

Master’s Thesis
Investigation of Seropositivity of Encephalitozoon cuniculi in Rabbits
Hakan TUFEK
Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology Sciences
Supervisors: Prof. Dr. Ozcan OZKAN

The aim of this study is to search the Encephalitazoon cuniculi seroprevalance of the
New Zealand race laboratory rabbits in different treatment and breeding systems and
also to set forth the elements that have an effect on the seroprevalance by taking into
account tha data from this reseach. The serum samples (30 pieces) that have been
maintained in open, semi open and controlled areas and which the environmental
opportunities, hygiene situations with treatment and feeding conditions have been
provded from 3 different enterprises, have been assessed by using ELISA Kits.
Consequently it has been specified 63.3 percent seropositivity in all of samples. The
serologic results of the animals that have been bred in traditional pens with no hygiene
rules and the ones that have been bred in fully controlled systems were close to each
other whereas the seropositivity in the rest of the facilities were lower. In the context of
the data obtained, it has been seen that the animals taken into facility can be infected by
getting orjin and an infected animal can be the source of infection for the many other
animals in the facility. It has also been concluded that the septic and aseptic rules which
are potentially accepted in the facilties are not enough in fighting with the factor and
that the zoonotic disease can be a risk for the animal keepers and the researchers. Other
than that, it has also been determined that the selection of the animals that will be
integrated with the herd at the end of the quarantine period after the serological
scanning is really important for the health of the herd.

2019, 53 pages
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ONSOZ VE TESEKKUR

“Tavsanlarda Encephalitozoon cuniculi Seropozitifliginin Arastirilmasi” adli bu ¢aligma
2017-2019 yillar1 arasinda hazirlanarak Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri
Enstitlistine “Yiiksek Lisans Tezi” olarak sunulmustur. Bu aragtirmanin amaci farkl
bakim ve yetistirme sistemine sahip tesislerdeki New Zelland irki laboratuvar
tavsanlarinda Encephalitazoon cuniculi seroprevalansini arastirmak; varsa toplanan
verilerden seroprevalansi etkileyen faktorleri ortaya koymaktir.

Calismanin her sathasinda yakin ilgi ve Onerileri ile beni ydnlendiren, ¢alismanin
yapilmasindan gergeklesmesine kadar yol gosteren,danisman hocam sayin Prof. Dr.
Ozcan OZKAN’ a tesekkiir ederim.

Calisma esnasinda materyal temininde ve arazi ¢alismalarinda yardimer olan, Tekirdag
Namik Kemal Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilm Dal1 6gretim tiyesi
sayin Dog. Dr. Sirr1t KAR’ a tesekkiir ederim.

Beni yetistiren, hakkini hi¢bir zaman 6deyemeyecegim, bu ¢alismanin kaleme alindig1
dénemde kaybettigimiz, canim babama rahmet ve u¢gmaga varmasm diliyor; sevgili
annem, kardeslerim, esime hayatimda olup bana her zaman destek olduklari i¢in ve
adin1 burada sayamadigim, katkisi olan degerli arkadaglarima siikranlarimi1 sunuyorum.

Hakan TUFEK

Cankir1, Haziran 2019



ICINDEKILER

L0777 ) PP i
ABSTRACT .ouiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiietietttiaiiastesntsatsssssasssssssssnssnsose sesses i
ONSOZ VE TESEKKUR...........oooviiiiiiseecee et esese st sen s, iii
SIMGELER DIZINI........oooiiiiiiiiiisee et vi
SEKILLER DIZINI........coooiiiieeeeee e viii
CIZELGELER DIZINI........coooiiieeeeeeeeeee e iX
1. GIRIS Ve AMAC . ..uvueeiiiieiecceteee ettt 1
2. KAYNAK OZETLERI....ccuvvtiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 3
8 B I ) 5 1 1 1TSS 3
2.2 Etken Morfolojisi.....ccoeeiieiiniiiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciaieneen 3
VR (100 g 11100 4 0] (1] TR 4
2.3 Sistematik Siniflandirma.......cccoeveiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 7
2.4 BiyolojiKk DOngiiSii...cccoeuiiniiieiieiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiieiieiiiiiietinieieeiasenccnne 8
ARSI D) 01 T4 (2 11110 (1) | N 13
2.5.1 Bulasma yollari......ccceieiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiieiiiiieiiiiecieciecciecnecnnn 14
2.5.2 Tiirkiye’ deKi dagilimi ......cccvveiiniiniiieiiniiimniiniineisaioecsessnsonssssssnsne. 15
2.5.3 Diinya’ daKi dagilimiI......cccoieiiniiniiiiiiniiiniiniiieiieeieciaisscssssnsonssnnn 17
2R T T0) (1 PO 20
2.7 KIHNiK Bulgular......ccuiviiiiiiniiiiiieiiiiiiieiiaioteciatirossssssssssssssasonssses 21
2.8 Teshis YOntemIeri....ooueereiiieiiiieiiiaiiieiinetennrennecennsemm. 23
2.8.1 Isik ve floresan mMiKroSKobU........ccciiiuiiieiiiniiineiiiniiieineeiocatcsneconnn 25
2.8.2 Elektron mikroSKODU.....iuveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineieneneiereinienenee 27
2.8.3 Hiicre Klltlirii....cocoveiniieiieiiiiiieiiiiimiiiiieiiiiiiiiieiiiiintnesnecnennsens 27
2.8.4 SerOlOfic e i 28
2.8.5 Molekiiler Yontemler........cccoeeviiiiieiiiiiiiiiiiiieiieiiiiiieiiecieiaciecenes 29
RS J. N7 1 T T ) 11 TR 30
0 0 T e 31
2.11 Korunma ve Miicadele........ccceevuiieiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiineciiiiieiiecieiacnnn 33



3. MATERYAL VE YONTEM......cittuuuerienruneeeenenneeeeennseeennnnsseesennnnes 35

TR Y - 1 (=] 7 | N 35
RIVZN S B VAT ) 1 o T 1 o R 35
R 28R T 41 1117 T 36
3.3.1 Tavsanlar ve klinik degerlendirme..........c.cccceveiiniiiiiiniiiiieiininnicnnnnn 36
3.3.2 Kan alma ve serum eldesi.......ccccoevveiiiniiniiiiiiiiiieiiiiiiiiiieieininnnee. 36
3.3.3. Serolojik analiz......c.cvveiiiniiiniiiiniiiniiiieiiiniiiietosarssstssssosnscssnsosnses 38
VA0 31 01 T €2 5 5 N N 39
4.1 TeSisler Ve Seroloji....cccceeiiuiiieiiniiiiieiiaiiiiiieiiniiiesintiniossssnssnsssssnsses 39
T N 1) 39
0 3 T T ] e 40
G R ) ) 40
5. TARTISMA VE SONUC ....cccttutitiiiiiiiuiieiieiiiiiiiatiecieciiieisecseccsnsoscens 42
| SOLN 0 N . N 45
L0 Y7€) 00317 I 15T 52



PDSA
AIDS
HIV
NIH-NIAID
Diseases
USA

EPA
CCL
ELISA
dot-ELISA
FISH
RFLP
PCR
MN-PCR
IFAT

IF

CIA

IF

EIA

RIA
IFA-MADbs
IgM-1IgG
BAL
BOS

MAT

Spp

CD (4-8)
LSU

SSuU

OD

SIMGELER DiZIiNi

People’ s Dispensary for Sick Animals
Acquired immune Deficiency Syndrome
Human Immunodeficiency Virus

National Institute of Health - National Institute of Allergy and Infectious

United States of America

Environmental Protection Agency
Contaminant Candidate List

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Dot - Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Fluorescence In Situ Hybridization
Restriction Fragment Length Polymorphism
Polymerase Chain Reaction

Multiplex Nested Polymerase chain reaction
Indirekt Floresan Antikor Testi

Indirekt ImmunofloresanTesti

Carbon Immunoassay Test

Immunofloresan Testi

Enzyme Immunoassay

Radyoimmunoassay

Immunofloresan Assay — Monoclonal Antibodies
Immunoglobulin M — Immunoglobulin G
Bronkoalveolar Lavaj

Beyin Omurilik Sivist

Microplate Agglutination Test

Tir

Cluster of Differentiation 4 - 8

Large Subunit

Small Subunit

Optik Dansite

vi



ABTS 2,2'-Azinobis [3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit] -Diamonyum Tuzu

G Gauge

NaOH Sodyumhidroksit

IM Intramuscular

v Intravendz

SC Subcutan

DNA Deoksiribo Niikleik Asit
m-RNA Messenger Ribo Niikleik Asit
EF Elongation Factor

PV Parazitofor Vakuol

ITS Internal Transcribed Spacer
GTTT Guanin — Timin — Timin - Timin
AML Akut Miyeloid Losemi

S Svedberg

Mb Megabase

TEM Transmission Electron Microscope
°C Santigrat Derece

AB Avrupa Birligi

g Gram

I Litre

mg Miligram

ml Mililitre

nm Nanometre

kg Kilogram

ul Mikrolitre

n Numara — Ornek Sayis1

mm Milimetre

vb ve bunun gibi

% Yiizde

pum Mikrometre

Vii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Encephalitazoon cuniculi spor morfolojisi.............ccoveiiiiiiinnnn.. 6
Sekil 2.2. Encephalitazoon cuniculi sematik gelisim evreleri........................... 10
Sekil 2.3. Spor germinasyonu sirasinda polar filamentin ters donmesi................. 12

Sekil 2.4. Encephalitazoon cuniculi enfeksiyonunda gozde ritmik vertikal

hareketler olur (NISTAgMUS)........ooie e 22
Sekil 3.1. Tavsanlarin zapturapt altina alinma iglemi..................c..coan. 37
Sekil 3.2. Tavsan kulagindan kan alma islemi.................cooooiiiiiii . 37
Sekil 3.3. Calismada kullanilan ELISA Kiti..........coooiiiiiiiiii e 38

viii



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 2.1. E. cuniculi’ nin prevalansina iliskin uluslar aras1 veriler .................. 17

Cizelge 2.2. Insanlarda Encephalitozoon cuniculi serolojik pozitiflik oranlari

(Halanova ve ark., 2003).......coiiiiiiiiii e 19
Cizelge 3.1. Calismada kullanilan geregler................cooooiiiiiiiiii i, 35
Cizelge 3.2. Calisma kapsaminda tesislerin 6zellikleri ve 6rnek sayisi.................. 36
Cizelge 4.1. Calismaya alinan A tesisi seroloji test sonuglart............................ 39
Cizelge 4.2. Calismaya alinan B tesisi seroloji test sonuclart............................. 40
Cizelge 4.3. Calismaya alinan C tesisi seroloji test sonuglart...................oooea. 41

Cizelge 4.4. Calismaya alinan tesislerde Encephalitazoon cuniculi seroprevalansi... 41



1.GIRIS

Tavsanlar gegmiste etleri ve kiirkleri igin yetistirilmistir. Giintimiizde ise kedi ve
kopeklerden sonra en ¢ok tercih edilen pet hayvani olarak popiileritesi olduk¢a artmistir.
2018 yili verilerine gore Birlesik Krallik {ilkelerinde 1 milyon tavsan, pet hayvam
olarak beslenmektedir. Bununla birlikte endiistriyel alanda ve laboratuvar hayvan bilimi

alaninda 6nemli bir yere sahiptirler (PDSA 2018).

Encephalitozoon cuniculi, basta tavsanlar olmak iizere kemirgenler, kuslar, lagomorflar,
etoburlar, ¢iftlik hayvanlari, insan dig1 primatlar ve insanlar da dahil olmak {izere bir
¢ok memelinin dkaryotik, tek hiicreli, zorunlu hiicre i¢i yasayan, sporlanan, monoksen,
zoonotik, mikrosporidyan, bir parazitidir (Didier and Weiss 2006, Baldotto et al. 2015,
Otto et al. 2015, Rodriguez-Tovar et al. 2017).

Son yillarda, edinsel bagisiklik yetersizligi sendromu (Acquired Immune Deficiency
Syndrome-AIDS) hastalarinda yiiksek morbidite, zaman zaman mortaliteye sebep olan
firsat¢1 parazitler olarak Mikrosporidialara klinik ilgi artmistir. Ayrica teshis
tekniklerinin  gelismesi  sayesinde, insan immiin  yetmezlik viriisii ~ (Human
Immunodeficiency Virus-HIV) negatif hastalarda da Mikrosporidia enfeksiyonarinin
bildirilme sayis1 artmistir. Organ nakli alicilari, kemoterapi ve immunsupresif ilag
uygulanan hastalar (AIDS hastalari), evcil kemirgen ve tavsan besleyen kisiler, deneysel
hayvan laboratuvari g¢alisanlari, turistler, ¢ocuklar ve yasli insanlar Mikrosporidia
enfeksiyonlart agisindan risk altindadir (Aguila et al. 2006, Hofmannova et al. 2014,
Rodriguez-Tovar et al. 2016, Han and Weiss 2017).

Mikrosporidian enfeksiyonlarin kaynagi heniiz tam olarak belirlenememistir. Kosta
Rika’ da kontamine su ile sulama sonucu marul, maydanoz, kisnis ve c¢ilekde
Mikrosporidia etkeni tespit edilmistir. Su kaynaklarinda da tespit edilen
Mikrosporidialar, Amerika Birlesik Devletleri’nde (USA) Ulusal Saglik Enstitiisii - Ulusal
Alerji ve Enfeksiyon Hastaliklar1 Enstitiisii (National Institute of Health - National Institute
of Allergy and Infectious Diseases- NIH-NIAID) kurumu tarafindan insidansi hizla

artma potansiyeli olan dncelikli patojenler olarak kategori B listesine dahil edilmistir.



Ayrica Birlesik Devletler’de Cevreyi Koruma Ajanst (Environmental Protection
Agency-EPA) kurumu tarafindan 1998 ve 2005 yillarinda yayinlanan
Kirletici Aday Listesi (Contaminant Candidate List-CCL-1/2) igerisinde, su kaynakl
bulagma ihtimali olan mikrobiyal kirletici ajanlar listelerine dahil edilmistir (Dider and
Weiss 2006, Moretto et al. 2012). Antartika hari¢ tiim kitalarda Microsporidiosis vakasi
tanimlanmistir. Mikrosporidia sporlarinin yaygin ve dayanikli olmasi, insanlar igin

devamli risk olusturmaktadir (Moretto et al. 2012).

Bu c¢alismada; tavsanlarda enzim bagli immiinosorbent deneyi (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay - ELISA) yontemiyle serolojik olarak Encephalitozoon cuniculi

seropozitifliginin arastirilmast amaglanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Tarihge

Encephalitozoon cuniculi, memelilerde patojen olarak ilk tanimlanan Mikrosporidia’ dir
(Lange et al. 2009).

Wright and Craighead (1922), motor paraliz bulgulari olan tavsanlarin merkezi sinir
sisteminde, bobreklerinde ve idrarinda “muhtemelen ilkel” porotozoon benzeri
mikroorganizmalara rastlamislardir; bu ¢alisma, etkene ve olusturdugu hastaliga iliskin
yaymlanmis en eski kaynaktir. Yine Twort and Archer (1922), tavsanlarda ilk kez
spontan ensefalomiyelit ve spontan nefrit tablosunun birlikte goriildiiglinii ve etkenin bir
viriis olabilecegini bildirmislerdir. Levaditi, Nicolau ve Schoen, 1923 yilinda etkeni E.

cuniculi olarak isimlendirmistir (Berkin ve Kahraman 1983).

Insanlarda ilk Encephalitozoon enfeksiyonu 1959 yilinda, Japonya® da ¢iftlikte yasayan
9 yasinda; 3 haftadan uzun siiren, tekrarlayan yiiksek ates, ndbet sonrasi biling kaybu,
kusma ve bas agrist olan bir hastada bildirilmistir (Matsubayashi et al. 1959). O
donemde, tan1 sadece spor morfolojisine bakilarak yapilip kesin tiir tayini

yapilamadigindan kesin olarak E. cuniculi’ ye atfedilmemelidir (Mathis et al. 2005).

Tiirkiye’ de tavsanlarda ilk E. cuniculi enfeksiyonu bildirimi, 3’ i aniden dlen ve ayni
laboratuvara ait, digeri paraliz teshisi konan toplamda 4 hayvanin, merkezi sinir
sisteminde fokal graniilom bulgular1 ile Berkin ve Kahraman (1983) tarafindan

yapilmistir.

2.2 Etken Morfolojisi

Mikrosporidialar, dkaryotik hiicre olarak tanimlanmasina ragmen bazi tipik Okaryotik

ozelliklerden yoksundur. Ribozom (70S), ribozomal alt iinite (30S ve 50S) ve rRNA



bolge (16S ve 23S) ozellikleri ve mitokondri, peroksizom, sentriol ve tipik bir golgi
aygitina sahip olmamasi ile prokaryotik organizmalara benzerken, zarla cevrili bir
cekirdek, intrasitoplazmik membran sistemi ve mitotik igciklerle gergeklesen
kromozomal  boliinme  Ozellikleriyle de  Okaryotik  organizma  olarak

degerlendirilmektedir (Jordan et al. 2006, Yazar vd. 2013).

Mikrosporidialar, reseptor kullanmadan hedef hiicreye sporoplasmlarini aktarabildikleri

ekstriizyon aparatina (polar tiip) sahiptirler (Aguila et al. 2006).

Isik mikroskobunda, merontlar ¢ogu zaman yuvarlak ya da oval sekilli hiicrelerdir.
Merontu, protozoonunun diger hayat sathalar1 olan sporont ya da sporoblasttan ayirmak
zordur. Ancak giemsa boyasi gibi basit boyama teknikleri kullanildiginda merontlar
sade plazma zarmdan dolay1 daha fazla boyanin hiicre i¢ine niifuz etmesi sonucu daha
koyu boyanirlar ve daha biiyiik ¢ekirdekle kolayca ayirt edilirler. Ancak sporont ve
sporoblast plazma =zarmin etrafindaki ilave tabakalar bulunur. Bu nedenle de
sitoplazmaya fazla boya ge¢isi olmadigindan daha acik renkte goriiniirler. Bir
cekirdekli veya bitisik iki ¢ekirdekli basit hiicre olan meront; sitoplazmasi graniilli olup
¢ok az gelismis veya hi¢ bulunmayan endoplazmik retikulum, ¢ok sayida serbest
ribozom ve bir ilkel tipik olmayan golgi cisimcigi i¢erir, mitokondri yoktur. Cekirdegin,
gecirimli  elektron mikroskobu (Transmission Electron Microscope - TEM)
incelenmesinde ¢ift zar bulundurmasiyla da sitoplazmadan ayirt edilebilmektedir
(Yaman vd. 2015).

Sporont sitoplazmasinda ¢ekirdegin etrafinda yogun endoplazmik retikulum kesecikleri

bulunur. Golgi aparati meronta kiyasla daha belirgindir (Yaman vd. 2015).

2.2.1 Spor Morfolojisi

Encephalitozoon cuniculi sporlari elipsoid yapida olup boyutu ortalama 1.5x2.5 um dir.

Sporlar, spor duvari, sporoplasma ve ekstriizyon aygiti olmak iizer 3 temel yapiya

sahiptir (Sancak ve Akyon 2005). Sporun iki boyutlu goriiniimii Sekil 2.1°deki gibidir.



Spor duvari, cevresel direng saglar; elektron mikroskobisi ile goézlenebilen {ig

tabakadan olusur. Bunlar; ekzospor, endospor ve plazma membranidir.

» Ekzospor: En dista yer alan, elektronca yogun, glikoprotein yapisindaki
tabakadir.

» Endospor: Elektronca fakir ve temel bileseni kitin olan, ekzospora bir koprii ile
baglanan.tabakadir Anterior ucu sporun en ince kismidir ve polar tiipiin disar1

¢ikmasi esnasinda par¢alanmaktadir (Xu and Weiss 2005).

» Plazma membrani: En icte, sporoplazmayi kusatan yaklasik 7 nm kalinligindaki

tabakadir.

Sporoplazmada ¢ekirdek (enfektif materyal, dkaryotik, monokaryon), anchoring disk
(tutunma diski), mitozom, atipik golgi aygit1 (golgi aygiti benzeri organel) ve
endoplazmik retikulum organelleri yer alir (Yaman vd. 2015). Mitokondri, peroksizom

ve tipik bir golgi aygitina sahip degillerdir.

Ekstriizyon aygiti: Polar filament (polar tlip), polaroplast (spor icinde gelisen en son

organeldir), ve posterior vakuol olmak iizere 3 yapidan olusur (Franzen 2005).

» Polar filament: E.cuniculi sporlarinin polar filamentleri, 4-7 sarmalli (genellikle
5-6 sarmalli) yapidadir. Uzunlugu, 50-100 pum, ¢ap1 0.1-0.15 pm boyutlar
arasindadir. Esnek bir yapiya sahiptir, ekstriiyon sirasinda ¢apr 0.1-0.25 pm
arasinda degisir hatta 0.4 um’ e kadar artabilir; sporoplasma gecisinden sonra,
uzunlukta %5-10 kisalma olur (Xu and Weiss 2005). Sporun anterior ucundaki
ankoring diske mantar seklinde baglanmaktadir. Polar filament, anchoring diske
baglandig1 diiz kisim ve tiiriine bagl olarak sporoplasma etrafinda 4-30 sarmal
olusturan posterior kisim olmak iizere iki kisimdan olugmaktadir. Diiz kisim ve

anterior uca en yakin olan sarmalin ¢ap1, distaldeki sarmallardan daha genistir.



» Polaroplast: Atipik bir golgi cisimcigidir. Lamellar ve vezikiiler olmak tizere iki
kisimdan olusmaktadir. Lamellar polaroplast membranlar1 genellikle anteriorda,
vezikiiler polaroplast ise sporun merkezine dogru lokalize olmustur ve tubuler

sekildedir.

» Posterior vakuol: Biiytikliik ve sekli olarak farklilik gosterir, sporun arka
kisminda lokalize olmustur. Polar filamentin bu yapi1 tarafindan meydana

getirildigi diisliniilmektedir.

Encephalitozoon cuniculi, 11 kromozomlu, 1997 potansiyel protein kodlama geni olan,
yaklasik 2.9 megabase (Mb) DNA dizilimine sahiptir. Zorunlu hiicre i¢i parazit olarak
giiclii konak bagimliligi vardir ki trikarboksilik asit dongiisii ve bazi enzimatik
reaksiyonlar i¢in gerekli bazi genlerin eksikligi bunu dogrular niteliktedir (Katinka et al.
2001). Zira hiicre i¢i biyosentetik olaylar minimuma indirilmistir, etken konak hiicre

metabolit kaynaklarina bagimlidir (Bohne et al. 2011).
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Sekil 2.1 Encephalitazoon cuniculi spor morfolojisi (Cetinkaya 2014)



2.3 Sistematik Siniflandirma

Ortak bir atadan gelen, atipik (ilkel) ve tipik (gelismis) iki grup Mikrosporidia vardir.
Ilkel Mikrosporidialarin yaklasik 13 cins, 42 tiirii bulunmaktadir. Bu subede tespit
edilerek siniflandirilmis organizmlarin ¢ogu, yaklagik 190 cins 1500 tiirii kapsayan
gelismis Mikrosporidialardir (Stentiford et al. 2016). Insanlar1 enfekte eden en az 10
cins ve 16 tiiriin tespit edildigi bildirilmistir; Anncaliia (eski ismi - Barachiola)
(Anncaliia algerae, A. connori, A. vesicularum), Tubulinosema (Tubulinosema
acridophagus), Encephalitozoon (Encephalitozoon cuniculi, E. hellem, E. intestinalis),
Enterocytozoon (Enterocytozoon  biuneusi), Microsporidium  (Mircosporidium
ceylonensis, M. africanum), Nosema (Nosema ocularum), Pleistophora (Pleistophora
ronneafiei), Trachipleistophora (Trachipleistophora hominis, T anthropophthera),
Endoreticulatus (Endoreticulatus spp.), Vittaforma (Vittaforma corneae) (Meissner et
al. 2012, Stentiford et al. 2016).

Mikrosporidia ilk bulunusundan itibaren farkli sekillerde smiflandirilmistir.
Mikrosporidian parazitlerin siniflandirilmasinda temelde, parazitin dogal konak ile olan
iligkisi, spor veya diger gelisme donemlerinin yapisal 6zellikleri, niikleus yapilari
(monokaryon — diplokaryon), polar filament helezon sayisi, gelisme donemlerinde
konak hiicre ile iliskileri (konak hiicre sitoplazmasiyla direkt kontakt, parazitoforus
vakuol (Parasitophorous Vacuole-PV) i¢inde replikasyon, endoplamik retikulum iginde
replikasyon, sporophorous vezikiil i¢inde sporogoni), hiicre ve ¢ekirdek boliinme tarzi
dikkate alinmaktadir (Joseph et al. 2005). Son yillarda molekiiler teknikler de
smniflandirma ve filogenetik caligmalarda belirleyici rol oynamaktadir. Organizma
hakkinda hiicrealt1 yapilar ve molekiiler veriler netlestikge insanlar1 da enfekte eden
bazi tiir adlar1 degismistir (Nosema algerae - Brachiola algerae — Anncaliia algerae;
Septata intestinalis — Encephalitozoon intestinalis; vb.) (Ramanan and Pritt 2014).

Edlind et al. (1996) tarafindan yapilan alfa ve beta tubulin genlerinin dizi analiz
verilerine gére Mikrosporidia’nin protozoolardan ¢ok mantarlara daha yakin olduklarin
bildirmiglerdir. Translasyonda gorev alan elongasyon faktor (Elongation Factor-EF) EF-

1 ve EF-2 ve Ribo Niikleik Asit (RNA) polimeraz II gen dizisinin karsilastirilmasi ile



Mikrosporidia ve mantarlar arasindaki yakin iliskiyi destekler sonuglar bulunmustur.
Ayrica Varimorpha necatrix ve Nosema locustae’nin mitokondrial 1s1 sok proteinleri
(Heat Shock Protein- HSP) HSP-70 geninin dizi analizi sonucunun protozoadan ¢ok
mantar HSP-70 gen dizisiyle daha yakin iliskili olmasindan dolayr giiniimiizde

mantarlar aleminde yer almaktadir. (Hirt et al. 1999, Joseph et al. 2005).

Encephalitozoon cuniculi’nin, rRNA (ribozomal) genlerinin internal transcribed spacer
(ITC) alanindaki GTTT diziliminin tekrarma gore, E. cuniculi I (tavsan- 3 GTTT
tekrarli), E. cuniculi Il (fare- 2 GTTT tekrarl1), E. cuniculi IIT (kopek- 4 GTTT tekrarli),
E. cuniculi IV (insan- 5 GTTT tekrarli) dort ana genotipi vardir (Didier et al. 1995,
Talabani et al. 2010, Latney et al. 2014, Hinney et al. 2016).

Encephalitozoon cuniculi’ nin siniflandirilmasi;
Kingdom: Fungi
Phylum: Microsporidia
Clasis: Microsporea
Ordo: Microsporida
Familia: Unikaryonidae
Genus: Encephalitozoon
Species: Encephalitozoon cuniculi seklindedir

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cqi?id=6035, 2019).

2.4 Biyolojik Dongiisii

Encephalitozoon cuniculi’nin enfektif formu, cevresel etkenlere direncli spor formdur,
ortamda uzun siire hayatta kalabilir. Gelisimlerini, konak hiicreden koken aldigi

diistiniilen bir vakuol i¢inde gergeklestirirler (parazitoforus vakuol) (Joseph et al. 2005).

Encephalitozoon cuniculi’nin yasam dongiisiiniin tamamlanmasi1 3 ila 5 hafta siirer
(Jordan et al. 2006). Pakes et al. (1975) tavsan choroid plexus hiicre kiiltiiriinde E.

cuniculi yapist ve gelisim donemlerini gozlemlemek iizerine yaptiklart caligmalarda,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=6035

inokulasyonu takiben 24. saatte konak hiicrede etkenin merontlarinin, 2. giinde olgun
sporlararin varligini ve yasam dongiisliniin chroid plexus hiicre kiiltiiriinde yaklasik 48

saat oldugunu bildirmislerdir.

Encephalitozoon cuniculi’nin epitelyal ve endotelyal hiicreleri, bobrek tiibiil hiicreleri,
kalp kast hiicreleri, fibroblast ve makrofajlar1 enfekte edebildigi bildirilmistir (Weber et
al. 1997, Couzinet et al. 2000, Franzen et al. 2005).

Sporlar enterositleri enfekte edip, muhtemelen Peyer plaklari, interepitelyal lenfositler,
interepitelyal fagositler veya peritoneal makrofajlar aracilifiyla kan dolasimi, lenfatik
sistem ile once kalp, akciger, karaciger ve dalaga ulasir ki bu asamada tavsanlar
genellikle asemptomatiktir, bu organlarda sinirli hasar meydana gelir (Jordan et al.
2006, Rodriguez — Tovar et al. 2016). E. cuniculi sporlarinin son hedef noktasi,
konak¢inin immun yanitiyla dengeye ulastigi bobrekler, gz ve beyindir. Etken bu
organlarda kinik bulgulara neden olmadan siireden bagimsiz kalabildigi gibi, bazi
tavsanlarda organlar etkenin invazyonundan daha fazla etkilenir ve klinik bulgular

sekillenebilir (Jordan et al. 2006).

Mikrosporidian yasam dongiisii, olgun spor veya enfektif donem, proliferatif donem
(merogoni) ve spor olusum donemi (sporogoni) olmak lizere ii¢ déonemi kapsar (Han
and Weiss, 2017). Sekil 2.2°de Encephalitazoon cuniculi’ nin tavsanda gelisim evreleri
resmedilmistir (Carly et al. 2006).

Mikrosporidian parazitler hiicre igerisine deneysel olarak gosterilmis iki yol ile giris
yapmaktadir. Bunlar; aktif invazyon ve endositozis’dir. Franzen et al. (2005),
Encephalitozoon cuniculi’nin konak hiicreye girisi ve davraniglarini incelemek iizere
yaptiklar1 caligmada fagositoz yoluyla endostozun aktif invazyona gore 10 kez daha sik

goriildiigiinii bildirmislerdir



Sekil 2.2 Encephalitozoon cuniculi'nin hiicre i¢i yasam dongiisii. Idrar ya da diski ile
atilan E.cuniculi sporlar1 (Al) agiz yolu ile yutulur (ya da solunur) (A2). Sindirim
sisteminde bagirsak duvarina niifuz ederek sistemik dolagima girer. Spor, bobrek gibi
bircok organa yayilabilir. (B) Olgun spor, sporoplazmasini ve c¢ekirdegini konak
hiicreye iletmek i¢in polar tiibiil kullanir. (C) Meront: Sporoplazma béliinerek merontlar
(sizontlar) olusur. (D) Proliferatif parazit formlar1 (sizonts) parazitofor vakuol i¢inde
cogalir. Ikili fisyon, hiicre ici vakuoliin zari ile temasla meydana gelir. (E) Merontlar
sporonta doniigiir. (F) Olgunlasma ilerledik¢e, sporontlardan da sporoblastlar olusur.
(G) Olgunlagsma devam ettik¢e, sporoblastlardan parazitofor vakuol igerisinde olgun
sporlar olusur. (H) Vakuole patlar, (1) sporlar renal tiibiil liimeninde serbest birakir ve
idrarla disar1 atilir. Transplesantal bulasma (A3) (Carly, 2006).

Aktif invazyon

Mikrosporidia sporlari, pasif donemlerinde icerde sarmal halde durup, aktif donemde
konak hiicre plazma zarmi delebilecek kuvvette ekstriide olan polar tiip araciligiyla
iceriklerini konak hiicreye aktararak 6zel bir enfeksion yontemi sergilerler (Ghosh et al.
2011).

Ortamdaki ¢evresel uyaricilar (pH degisimleri, dehidasyon-rehidrasyon, ¢esitli anyon ve
katyonlar, musin veya polianyon, kalsiyum gecisi, hidrojen peroksit, ultraviyole, vb.) ile
spor aktif hale gelir. Polaroplast ve posterior vakuol siser (ozmotik basincin anormal
artist ile) ve polar tiip zit yonde donerek anchoring diskten ayrilir. Polar tiip ekstriide

edilirken lastik eldivenin parmaklardan cikarken siyrilmasi gibi ters yone ivmelenir,
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protoplasttan gelen zarlar esneyip uzayarak polar tiip ile baglanir. Ekstriizyon, biiyiik bir
kuvvetle meydana gelir ve konake1 hiicrede herhangi bir tepki olusmadan penetrasyon
gergeklesir. Posterior vakuoliin hacimsel olarak genislemesi sporoplazma ve ¢ekirdegin
polar tiip araciligr ile konakg1 hiicreye transfer edilmesine katkida bulunur (Sekil 2).
Polar tiipin konak¢i hiicre icindeki kismi, parazitin dis kismini olusturmak igin
sporoplazmayi sarar. Sporoplazma ikiye boliinerek merontlari olusturur. E. cuniculi’nin
konak hiicre i¢indeki gelisim evreleri, konak hiicreden koken aldigi diisiiniilen PV

iginde olur (Wilson 1979, Jordan et al. 2006, Han and Weiss 2017).

Merontlar yapisal olarak tek katli zarla ¢evrilmis basit hiicrelerdir. Parazit, enterosit,
makrofaj, mezenkim hiicreleri gibi farkli hiicrelere yerlesip, besinlerini bu konak
hiicrelerden absorbe ederck gelisimlerine devam etmektedirler. Merontlar, merogoni
olarak bilinen ireme sekliyle vejetatif bir sekilde g¢ogalir. Bu asamanm sonunda
merontun plazma membraninin dis kisminda, elektronca yogun materyal oOrtiisii

birikmeye baglar ve merontlar sporonta doniisiir (Yaman vd. 2015).

Sporontlar boliinerek ve geliserek sporoblastlart olusturur. Sporoblast etrafindaki kalin
duvar daha da yogunlasmaya ve kalinlasmaya baslar. Genel olarak spora ait organellerin
bir¢cogu (polar filament, anchoring disk, anterior ve posterior vakuol, plazma membrani)
bu safhada olusur ve/veya gelisir. Ozellikle Mikrosporidialar igin karakteristik olan
polar filament olusumuna ait ilk bulgularin gézlenmesi bu sathanin sporoblast oldugunu
teyit etmede onemlidir. Sporoblastlar olgunlasarak enfektif sporu olustururlar (Latney et
al. 2014, Yaman vd. 2015). Konakg¢1 hiicre, olgun sporlarla doldugunda patlar ve sporlar
serbest kalir. Serbest kalan olgun sporlar, ¢evredeki hiicreleri enfekte edebilir, baska bir
konak ile uzak dokulara (beyin, bobrek, akciger, lens, miyokard) tasmabilir, deri yoluyla
ve digki-idrar atiklariyla dis ortama atilabilir (Joseph et al. 2005, Jordan et al. 2006).
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Sekil 2.3 Spor germinasyonu sirasinda polar filamentin ters donmesi. (A) Olgun spor.
(B) Ankoring disk pargalanir ve polar filament ters donmeye baglar. (C) Polar filament
ters donmeye devam eder. (D) Polar filament tamamen ters doner ve sporoplasma polar
filament icine dogru zorlanir. (E) Sporoplasma polar filament igine geger. (F)
Sporoplasma konak hiicre sitoplazmasina geger (Keeling and Fast 2002).

Endositozis

Mikrosporidia sporlari, polar tiip ekstriide olmadan konak hiicre tarafindan endositoz
yolu ile hiicre igine alimir. Igerisinde mikrosporidia sporlarmi igeren endozom
olgunlasarak lizozom ile birlesir. Lizozom i¢inde sporlar hizla yikimlanir; her nasilsa
olgunlasan lizozomun ic¢inde yikimlanmayan bazi sporlar aktif hale gecip polar tiibii
ekstriide olarak lizozomdan kurtulup konak hiicre sitoplazmasini enfekte eder (Franzen
2005). Kemirgen doku modellerinde yapilan deneysel in vitro ¢aligmalarda, etkenin
endositoz ile hiicreye girisini birincil enfeksiyon yolu olarak géstermemislerdir (Latney

et al. 2014).

Yukarida bahsedilen hiicreye giris yollarimin disinda, konak hiicre ile temas yerinde,
polar tlipiin hiicre membranin1 delmeden mekanik bir kuvvetle spor icerigini hiicre i¢ine
iterek kanal benzeri invaginasyon ile PV olusturabilecegi one siiriilmektedir (Bohne et
al. 2011).
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2.5 Epidemiyoloji

Mikrosporidialar biitiin diinyada firsatg1 patojenler olarak kabul gormeye baslamis ve
Arjantin, Avustralya, Botswana, Brezilya, Kanada, Cek Cumhuriyeti, Fransa, Almanya,
Hindistan, italya, Japonya, Hollanda, Yeni Zelanda, ispanya, Sri Lanka, Isvec, Isvicre,
Uganda, Tayland, Birlesik Krallik, Amerika Birlesik Devletleri ve Zambiya gibi bir¢ok
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde microsporidiosis vakasi bildirilmistir (Joseph et

al. 2005).

[k olarak tavsanlarda tespit edilen E. cuniculi, insanlarda dahil olmak iizere yirmiden
fazla memeli tiirde ve kuslarda rapor edilmistir (Weese and Fulford 2011, Hinney et al.
2016).

Tavsanlarda yapilan ¢alismalar sonucunda cinsiyet ile E. cuniculi prevelansi arasinda
anlamli bir iligki bildirilmemistir (Okewole 2008, Cray and Rivas 2013, Baldotto et al
2015, Pan et al. 2015).

Insanlarin, E. cuniculi III susuyla daha nadir olmakla birlikte bilinen tiim suslariyla (E.
cuniculi I-11-1IT ve IV) enfekte olabildigi bilinmektedir (Hinney et al. 2016).

Insanlarda E.cuniculi’ye iliskin seroprevalans verileri olduk¢a degiskendir. Bagisiklik
sistemi baskilanmis hastalar, tropikal hastalik gecmisi olan veya tropikal iilkeleri ziyaret
etmis insanlar ¢ogunlukta olmak iizere % 3.9 — 42 aras1 degisik oranlarda seropozitiflik

bildirilmistir (Weese and Fulford 2011).

Mikrosporidialarin daha 1iyi anlasilmasi ve tanisi1 hakkinda artan verilere ragmen,
karmasik epidemiyolojisini aydinlatmak icin daha ¢ok arastirma yapmak gerekmektedir.
Zoonoz mikrosporidialarin insanlardaki prevalansini ortaya koyan ¢aligmalar yetersizdir

(Lobo et al. 2012).
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2.5.1 Bulasma Yollar:

Tavsanlarda enfeksiyonun meydana gelmesi, enfektif doz ve konagin direncine baglh
olmakla birlikte, sporlarin agiz yoluyla alinmasi (kafeste sagilmis idrar — digki, etken ile
bulagsmis yem — su), solunmasi veya transplasental (vertikal bulagma; yavruda iiveit —
fukoklastik, graniilamatdz-, hipopiyon ve katarakt meydana gelmesine neden olur) yolla
bulagmasi ile olur (Rodriguez-Tovar et al. 2016, Jordan et al. 2006). Ayrica, tavsanlarda
yapilan deneysel caligmalarda, travmatik transmukozal, intravendz, intratekal ve rektal
bulasma yolu ile de enfeksiyon olusturulabildigi bildirilmistir (Latney et al. 2014).
Tavsanlarin % 50’sinde hastalik meydana gelmesi i¢in sadece 46 E. cuniculi sporunun
yeterli oldugu bildirilmistir (Jordan et al. 2006).

Mikrosporidianin insanlara bulasan tiirleri, hem su kaynaklarinda hem de vahsi, evcil ve
gida amagh iretilen ciftlik hayvanlarinda, laboratuvar hayvanlarinda tespit edilmistir
(Anane and Attouchi 2010, Askari et al. 2015). Polonya’da yapilan bir ¢alismada
marketten alinan numunelerden maydanozda E. cuniculi sporlar1 tespit edilmistir
(Jedrzejewski et al. 2007). Etkenin su, gida ve zoonotik yolla bulagmasi endiselendirici

bir durumdur.

Insanlar arasinda bulasmanin, hayvanlardaki gibi digk1, idrar, solunum salgilar1 yoluyla
olabilecegi dusiiniilmektedir. Transplasental gegisin sadece hayvanlarda gorildiigi
bilinmektedir. Sporlar, enfekte hayvanlarin idrar ve digkilari ile atilarak su kaynaklarini
kontamine edebilmektedir. Sporlarin ¢ok kiigiik ve dis kosullara kars1 dayanikli olmasi
enfeksiyonun bulaginda oOnemlidir. Mikrosporidia tiirlerinin konak segiciliginin
olmadig1 diisiiniilmekte, horizontal bulasma i¢cin homoseksiiel iligki, intravendz ilag
kullanimi, yiizme havuzlarindaki sular, saunalar, kontamine su ve mesleki temas risk

faktorleri arasinda gosterilmektedir (Oguz 2013).

Tavsanlarda enfeksiyonun 35. giinden baglayarak, 2-3 ay siireyle idrardan spor sag¢ilimi

oldugu bildirilmistir (Jordan et al. 2006).
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2.5.2 Tiirkiye’deki Dagilim

Ulkemizde insanlarda Microsporidiosis goriilme sikligina iliskin calisma sayis1 ¢ok
azdir. Yapilan ¢alismaya gore Karaman, Malatya ili ve ¢evresinden Inénii Universitesi
Tip Fakiiltesi polikliniklerine basvuran degisik hasta gruplarindan olusan 2665 kisinin
%8,5’inde; Atambay ve digerleri, sindirim sistemi yakinmasi ile Inonii Universitesi
Turgut Ozal Tip Merkezi polikliniklerine bagvuran 781 kisinin % 6,5’inde; Karaman ve
digerleri, yine Indnii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi’ nde kanser tanis1 almis 320
kisinin % 10,9’inda ve saglikli bireylerden olusan 320 kisilik kontrol grubunun ise %
5,6’sinda; Tiirk, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina
cesitli poliklinik ve kliniklerden rutin inceleme igin gonderilen 225 ishalli diski
orneginin % 9,8’inde; Yazar ve digerleri, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi acil
birimine basvuran Akut Myeloblastik Losemili (AML) - M3 bir hastada, Biiget ve
digerleri ise Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde tedavi goren bir AIDS
hastasinda Mikrosporidia spp. bildirmislerdir. Bu ¢alismalarda tiir ayrim1 hakkinda bilgi
yer almamaktadir. Ayrica PCR yontemi ile immun sistemi baskilanmis bir ¢ocukta; IFA
- MAbs yontemi ile onkoloji servisinde tedavi goren bir hastada E. intestinalis tespit
edilmistir (Cetinkaya 2014).

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi ve Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji laboratuvarina Ekim 2011 — Kasim 2012 yillar1 arasinda gelen 200 ishalli
disk1 6rneginin 77’sinde Microsporidia spp. tesbit etmis, daha sonra Konvansiyonel
Multipleks Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MN PCR) ile tiplendirme yapilmis ve
77 ornegin 70’inin Encephalitazoon spp., 70 6rnegin 22’°sinin E. cuniculi oldugunu
bildirmistir (Oguz 2013).

Bagisiklik sistemi baskilanmis ve immun yetmezligi olan bireylerde mikrosporidia
enfeksiyonlarina iliskin yaymlanmis c¢alismalar mevcuttur. Bununla birlikte bu
mikroorganizmalarin immunokompetan bireylerde mevcudiyetine iligkin veri azdir.
Mumcuoglu ve digerleri (2016), akut (74 hasta) ve kronik (41 hasta) diyareli
immunokompetan hastalarda ve saglikli bireylerde (88 kisi) mikrosporidia prevelansi
tizerine yaptiklari ¢calismada; mikrosporidia prevelansinin sirasiyla % 27, 34.1, 45.5

oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 ¢alisma sonucunda, mikrosporidia pozitiflik oraninin
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ilerleyen yasla arttigi ve analiz edilen kati diskilarda % 51.4 pozitiflik saptandig
bildirilmistir.

Tiirkiye'de tavsanlarda E.cuniculi enfeksiyonu ilk olarak Berkin ve Kahraman (1983)
tarafindan, 1976 yilinda paraliz teshisi konup 6len bir tavsan ve 1983 yilinda Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Deney Hayvanlari

Laboratuvarinda aniden 6len {i¢ tavsanda tesadiifi olarak tespit edilmistir.

Ankara’da bir hayvan merkezdeki hayvan bakim elemanlarinda E. cuniculi taramasi
amaciyla yapilan bir calismada, bes isciden serum ve idrar 6rnekleri alinmus; Indirekt
Floresan Antikor Testi (IFAT) yontemi ile degerlendirilen serum Orneklerinden bir
tanesi E. cuniculi seropozitif olarak degerlendirilmistir. Ayrica seropozitif 6rnegin
sahibi olan is¢inin idrar 6rneginde modifiye Trikrom boyama yontemi ile spor tespit

edilmistir (Carhan et al. 2015).

Ozkan ve Algigir (2018), 2012-2015 yillar1 arasinda giinliik olarak klinik muyene ile
gozlemledikleri 171 adet tavsandan 5 (% 2.9) tanesinde okiiler leyonlar (katarakt veya
gozi¢ci beyaz odak) tespit etmislerdir. Hastalik teshisini toplanan dokulardan
klinikopatolojik olarak yapip; makroskobik olarak kornea lezyonlari, opasite artisi, lens
yapisinda bozulma, merkezi sinir sistemi (beyin) ve bobreklerde hiperemi bulgularini
rapor etmislerdir. Her {i¢ dokudan hazirlanan preparatlarin, hematoksilen-eozin ve gram
boyama ile histopatolojik degerlendirilmesini yapip E. cuniculi iligkili parazitoforus
vakuolleri tespit etmiglerdir. Ayrica histopatolojik incelemede cornea ve lens epitelinde
dejeneratif ve nekrotik degisiklikler, nonprulent interstisyel nefritis ve ensefalit

bulgularini tespit etmislerdir.
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2.5.3 Diinya’daki Dagilim

Encephalitozoon cuniculi’nin diinya genelinde,

semptomatik (%

43-100) ve

asemptomatik (% 37-68) tavsanlarda yiiksek oranlarda goriildiigii bildirilmistir (Shin et

al. 2014).

Cizelge 2.1 Encephalitozoon cuniculi nin prevalansina iliskin uluslar arasi veriler

Ulke Tavsan sayisi Teshis Evcil Dogal Kaynak
yontemi | tavsanlard ortamda
a Yasayan
prevalans | tavsanlarda
prevalans
Ispanya 22 IF 9% Lores et al. 2002
Ingiltere- 97 pet ELISA 53,6 % Keeble and Shaw 2006
Iskogya-Galler | 175 IFAT 0% Cox and Ross 1980 A
Ingiltere- 180 pet ELISA 66,1 % Harcourt-Brown 2004
Iskogya
Ingiltere
Italya 1,600 giftlik CIA, 31,6 % Santaniello et al. 2009
260 ciftlik ELISA 75,4 % Lonardi et al. 2013
826 pet CIA 59,56 % Lavazza et al. 2016
125 pet CIA 67,2 % Dipineto et al. 2008
ELISA,
CIA
Isvigre 72 pet IFAT, 84,7% Latney et al. 2014
292 giftlik ELISA 7,5% Muller 1998
Fransa 204 IFAT 3,9% Latney et al. 2014,
Chalupsky et al. 1990)
Avusturya 71 IFAT 50%— Csokai et al. 2009
69,7%
Almanya 277 pet CIA 41,7 % Ewringmann and
773 IFAT CIA | 43% Gobel 1999,
Hein et al. 2014
Slovakya 571 IFAT 41,7% Halanova et al. 2003
Norveg 66 CIA 73% Lyngset 1980
Japonya 23 hayvanat Histopatol | 78,3 % Fukui et al. 2003
bahgesi oji 63,5% IgG Igarashi et al. 2008
337 ELISA 28,5% IgM
IgG, IgM 76,2 % Fukui et al. 2013
42 hayvanat ELISA,
bahgesi Western
Blot Testi,
Patoloji
Kore 186 pet ELISA 22,6 % Shin et al. 2014
Cin 300 giftlik ELISA 18,67 % Pan et al. 2015
1132 g¢iftlik ELISA, 21,9% Meng et al. 2015
MAT
Tayland 264 giftlik ELISA 42,4 % Intachat et al. 2018
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Iran 10 laboratuvar | PCR 10% Askari et al. 2015
Tayvan 171 CIA, 63,2% CIA Tee et al. 2011
ELISA 67,8%
ELISA
Tiirkiye 150 CIA 65,3% Eroksuz 1999
laboratuvar
Nijerya 237 IFAT 16,5% Okewole 2008
Misir 240 giftlik ELISA 15 % Ashmawy et al. 2011
Avustralya 823 IFAT 0% Cox etal 1980 B
81 IFAT 24,7 % Thomas et al. 1997
29 laboratuvar | IFAT 75,9 % Thomas et al. 1997
Amerika 203 Prospektif | 62 % Cray et al. 2009
ELISA
(protein
elektrofore
ziile
birlkte)
Brezilya 186 ELISA 81,7 % Baldotto et al. 2015
Meksika 80 ciftlik CIA 100 % Rodriguez-Tovar et al.
2016
Cekya 500 pet ELISA 68 % lgG Jeklova et al. 2010
19G, gM 32,4 %
IgM

Onceleri oldukga sinirl sayida bildirilen Mikrosporidia olgu sayisi, giiniimiizde AIDS

pandemisinden sonra gelismis ve gelismekte olan iilkeler de dahil diinyada genelinde

giderek artis gostermektedir. Tamimlamada kullanilan metotlar farkli oldugundan

prevalans verileri de degiskenlik gostermektedir. En fazla veri Kuzey Amerika, Bati

Avrupa ve Avusturalyada bulunan HIV ile enfekte hastalara aittir. Enfekte olan

hastalarda E.bieneusi'nin goriilme oram %5-50 arasinda degisirken enfekte olmayan

hastalarda da % 1.3-8 oranlarinda seropozitiflik bildirilmistir (Sancak ve Akyon 2005).

Halanova et al (2003) yaptigi ¢alismada 456 insandan alinan elde edilen serum

ornekleri, IFAT yontemi kullanilarak E. cuniculi varligi yoniinden analiz edilmistir;

caligmada ortaya ¢ikan veriler Cizelge 2.2°deki gibidir.
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Cizelge 2.2 Insanlarda Encephalitozoon cuniculi serolojik pozitiflik oranlar1 (Halanova
et al. 2003)

Immun yetmezligi olan 24 9 37,5
hastalar

Jinekolojik hastalar 57 10 17,5
HIV pozitif hastalar 4 - -
Askerler 9 2 22,2
Kopek besleyen insanlar 22 - -
Ormanda cahlisan isciler 92 - -
Kesimhanede ¢alisan isciler 98 5 51
Kan bagis1 yapan Kisiler 150 - -
Toplam sayilar 456 26 57

Ingiltere, Slovakya ve Norveg’ te, IFA ve ELSA yontemleri kullanilarak képeklerde E.
cuniculi seroprevalansi arastirilmis, % 0-37.8 oranlar1 bildirilmistir (Hollister et al.
1989, Akerstedt 2002, Halanova et al. 2003). Halanova et al. (2003) Slovakya’da
yaptig1 caligmada, E. cuniculi seroprevalans oranlarini, kedilerde % 23.6, farelerde %

16, koyunlarda % 13.6 ve tavsanlarda % 41.7 olarak bildirmislerdir.

Cekya, Slovakya ve Avusturya’da dogal ortamda yasayan toplam 701 kir tavsani
(European hare- Lepus europeus)’ndan toplanan serum ornekleri, IFAT (>1:40 titre
pozitif kabul edilmis) test yontemi ile E. cuniculi yoniinden analiz edilmis % 1,42
pozitiflik bildirilmistir (Bartova et al. 2015).

Levkutova et al. (2004), atlarda E. cuniculi prevelansini belirlemek i¢in yaptiklari
caligmada, 30’u fakiilte hastanesine getirilen klinik bulgular gdsteren; 72’si Israil” deki
3 farkl at ¢iftligindeki saglikli hayvanlar olmak iizere toplamda 102 adet attan alinan
serum Orneklerini IFA testi ile analiz etmis; sirasiyla 25 adet (% 80), 43 adet (% 60)

seropozitiflik oran1 bildirmislerdir.
Amerika Birlesik Devletleri — Florida’ da Cray ve Rivas (2013), 125 kdpekten aldiklar

serum Orneklerinde E. cuniculi varligim ELISA yontemiyle test etmis ve % 21.6

pozitiflik bildirmistir.
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Prevalansdaki bu farkliliklar, ekolojik farktorler ve yetistirme sistemlerine gore ayni
iilke icinde farkli yerlerde bile etkenin goriilme oraninin degisecegini ve endemik

oldugunu diisiindiirmektedir.

2.6 Iimmunoloji

Cogu memelide uzun siiren bir konak - parazit etkilesimi sonucunda, latent ya da hafif
semptomatik seyreden, diisiik patojeniteli microsporodial enfeksiyon olusmaktadir.
Memelilerde gozlenen Encephalitozoon enfeksiyonlarinda aktif bir immun cevap
olmasina ragmen, parazitler konak hiicrelerinde kalmaktadir. Parazitin ¢ogalmasi ve
immun cevap arasinda denge oldugu siirece enfeksiyon latent olarak kalmaktadir

(Karaman 2007).

Hayvanlarda yapilan in vivo deneylerde enfeksiyona karsi serolojik cevap gelistigi,
spesifik antikor yogunlugu ile patolojik bulgularin iligkili oldugu goriilmiistiir. Ancak
her yiiksek titre antikor pozitifligi gosteren hayvanda parazit bulunmadigi, antikor
cevabinin gecirilmis bir enfeksiyon sonucunda da gelisebildigi bilinmektedir (Karaman
2007).

Antikor varliginin korunma ig¢in tek basina yeterli olmadigi, bununla birlikte farelerde in
vitro sartlarda bazi antikorlarin, parazitin makrofajlar tarafindan fagosite edilmesini
kolaylastiran opsonize edici etki gosterdigi bildirilmistir. HIV pozitif gibi hiicresel
immiin yetmezlik durumlarinda latent Mikrosporidial enfeksiyon ortaya ¢ikabilir. Insan
microsporidiosisisinde humoral immun cevap iyi aydmlatilmamistir, ancak
Mikrosporidiaya ozgiil antikorlarin tek bagma koruyucu olmadigi bildirilmistir
(Karaman 2007).

Encephalitozoon cuniculi enfeksiyonuna karsi konak direnci agisindan hiicresel
bagisikligin kritik oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda CD8 + T hiicrelerinden
yoksun E. cuniculi pozitif farelerin hayatta kalamadigi, bu hiicrelern sitotoksik

cevabinin koruyucu bagisiklik i¢in 6nemli oldugu bildirilmistir (Moretto et al. 2010).
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Azalan CD4 + T hiicre (<100 CD4 + hiicre/mm3) seviyesi olan microsporidiosis vakasi
goriilen AIDS hastalarinda hastaligin  daha siddetli seyrettigi; bu durumun
microsporidiosise karsi konak direncinin fonksiyonel T lenfositlere dayandigi hipotezini

destekledigi bildirilmektedir (Didier and Weiss 2006, Moretto et al. 2012).

2.7 Klinik Bulgular

Tavsanlarda ensafalitazoonozis bulgular1 ani gelisebilir, siddetli vakalar Oliimle
sonuglanabilir. Vestibiiler hastalik bulgulari, head tilt (basin yana egilmesi-

karakteristik) ve ataksi ensefalitazoonozis erken donem bulgular1 arasindadir (Jordan et

al. 2006).

Yapilan ¢alismalarda, E. cuniculi seropozitif olan tavsanlarda goriilme sikligi
degismekle birlikte vestibiiler ve vestibiiler olmayan nérolojik bulgular, idrar tutamama,
bobrek yetmezligi, poliiiri, polidipsi ve okiiler lezyonlar (fakoklastik iiveit, katarakt)
gibi bulgularin mevcut oldugu bildirilmistir. Raporlanan norolojik bulgular, nobetler,
parezi, basin titremesi ve asagi biikiilerek sallanmasi, kranial sinir defisiti, davranis
bozukluklar1 (agresyon), ataksi, nistagmus (vertikal- sekil 2.4 de resmedilmistir),
viicudun boyuna eksen etrafinda donme hareketidir (Dipineto et al. 2008; Weese and
Fulford 2011, Lavazza et al. 2016, Ozkan ve Algigir 2018) Nobetler aniden meydana
gelir, bazi tavsanlarda kalici korliik, isitme kaybi ve biling kaybi-koma goriiliirken bazi

olgularda hasta tamamen eski haline donmektedir (Jordan et al. 2006).
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Nystagmus or rhythmic eye movement

S,

W,

continuous horizontal movement

Sekil 2.4 Encephalitazoon cuniculi enfeksiyonunda g6zde ritmik vertikal hareketler olur
(nistagmus) (Esther 2019)

Okiiler leyonlar ¢ogunlukla unilateraldir (Weese and Fulford 2011). Bazi aragtirmacilar,
okiiler lezyonlarin meydana gelmesi hakkinda, E. cuniculi sporlarinin uterusta fetiisiin
lens kapsiiliiniin henliz olugsmadig1 veya ince oldugu gelisim doneminde lensi enfekte
ederek dogumdan sonra lezyonlarin meydana geldigini diislinmektedir. Lensin
enfeksiyonu, ayni zamanda pastorellozda da goriilebilen fokaklastik {iveite neden
olabilmektedir. Lens kapsiiliiniin anteriorunda meydana gelen yirtilma, alanda
yangilanma sonucu zonal graniilamatdz lens iiveitine neden olabilmektedir. Yine lens

liflerinin hasarina bagl olarak katarakt olusabilmektedir (Jordan et al. 2006).

Mikrosporidialarin hedef hiicrede yasam dongiisiinii ve apoptozisi degistirebildigi
diistiniilmektedir (Aguila et al. 2006).

Encephalitozoon cuniculi ile enfekte kopeklerde korliik, biiylime geriligi ve nefritis ile
karakterize, ensefalit-nefrit sendromu yaygindir. Hastaligin erken déneminde,
depresyon, istahsizlik ve kilo kaybi; ilerleyen zamanda ataksi, hipermetri, merkezi-

kortikal korliikk ve donme hareketi goriilebilmektedir (Weese and Fulford 2011).

Encephalitozoon cuniculi’nin, bagisiklik sistemi baskilanmis insanlarda, O6zellikle

graniilamatdz  ensefalit, peritonit, hepatit, dretrit, prostatit, nefrit, siniizit,

22



keratokonjunktivit, sistit, diyare ve sistemik enfeksiyon gibi bulgulara neden olabilecegi

bildirilimistir (Weese and Fulford 2011).

2.8 Teshis Yontemleri

Ensephalitozoonosis'in klinik tanisi, veteriner hekimler icin dort ana nedenden dolay1

zor olabilir.

» Etkene maruziyet veya enfeksiyonu dogrulamak igin serolojik yontem kullanilabilir,
ancak genellesmis titreler parazitizm ve klinik belirtilerin derecesi ile iliskili
degildir. Klinik bulgular, etkenin lokalizasyonu ve konagmn immun yanitina gore
degisebilmektedir.

» Serokonversiyon, hastada bagisikliga neden olmaz.

» Norolojik semptomlu hastalarda, E. cuniculi enfeksiyonu ile iligkili lezyonlarin
histolojik siddeti ve dagilimi, ndrolojik klinik bulgularin siddeti veya néroanatomik

lokalizasyonu ile dogrudan iliskili degildir.

» Son olarak noral migrasyon ve spor sayilarmin azaltilmasinda etkinlik gdsteren
giincel tedavi Onerilerine yonelik yapilan bazi c¢aligmalarda, spor sayisinin
azalmasma ragmen klinik belirtilerin devam edebildigi bildirilmistir. E. cuniculi
enfeksiyonlarinda ¢ogunlukla hiicre rupturunun neden oldugu iltihap ile
iligkilendirilen norolojik semptomlar1 hedef alan caligmalar sinirlidir (Latney et al.
2014).

Bir kiside Mikrosporidiosis tanis1 koyabilmek i¢in:

- Viicut sekresyonlarinda ya da dokularda sporlarin gosterilmesi,

- Doku biyopsilerinde veya otopsi-nekropside gelisim safhalarinin saptanmasi,
- Hasta serumunda antikorlarin saptanmasi,

- Hiicre kiiltiiriinde gelisim donemlerinin tespit edilebilmesi gerekmektedir (Tiirk 2010).
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Mikrosporidiosis tanisinda, diski, duodenum aspirasyon sivisi, bronkoalveoler lavaj
(BAL), beyin omurilik sivist (BOS), konjonktiva siiriintiisii, balgam ve doku biyopsi
ornegi kullanilabilir. Intestinal mikrosporidiosis tanisinda diski 6rnegi tercih edilir.
Diski taze olmali, kisa siirede laboratuvara ulastirilmali ve digki incelenmesi i¢in ayni

kisiden farkli giinlerde 3 defa alinan 6rnekler degerlendirilmelidir (Oguz 2013).

Encephalitozoon cuniculi enfeksiyonunun tanisi, histopatolojik doku incelemeleri
sirasinda karakteristik lezyonlarda ve idrarda etkenin tespiti, serolojik testler ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile konabilir. E. cuniculi sporlar1 gram pozitiftir,
hematoksilen - cosin zayif boyanip, Goodpasture ve Giemsa yonteminde iyi boyanirlar.
E. cuniculi’ye kars1 serum antikorlarini tespit etmek icin indirek immunofloresan testi,
dot — enzyme — linked immunosorbent (dot — ELISA) testi ve agliitinasyon testleri
kullanilmaktadir. PCR, dogrulayici testtir ve etkenin genotip ayrimi yapilirken
uygulanir (Simmons ve Gibson, 2012). Mikrosporidiay: klinik 6rneklerden tanimlamak
icin pek ¢ok yontem mevcuttur; 151k ve floresan mikroskobu, elektron mikroskobu,
PCR, histolojik incelemeler, serolojik tani, hiicre kiiltiiri, akim sitometrisi

kullanilmaktadir (Tiirk 2010).

Histolojik incelemede beyin dokusunda, perivaskiiler hiicre infiltrasyonu ile
meningoensefalit, lenfosit ve gliyal hiicrelerin eslik ettigi fokal graniillomlar
gozlemlenir. Ayrica bazi olgularda multifokal mineralizasyon go6zlemlenir. Beyin
lezyonlar1 enfeksiyonu takiben yaklasik 3 aydan sonra veya ilk antikor tespitinden

yaklasik 8 hafta sonra goriiliir (Jordan et al. 2006).

Makroskobik muayenede bdobreklerin, soluk, kiiciilmiis, fibrotik, {izerinde diizensiz
grimsi lekeli yilizeyi yer yer cukurlasmis bir yapida oldugu goriiliir. Histolojik
incelemede, renal tiibiillerin dejenerasyonu, makrofa; infiltrasyonu ile birlikte
graniilamatoz interstisyel nefritis gozlemlenir. Ayrica bobrek biyopsisinde, antikor
tiretiminden yaklasik 5 hafta sonra veya enfeksiyonu takiben yaklasik 9. haftada E.

cuniculi sporlar goriilebilir (Jordan et al. 2006).
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2.8.1 Isik ve Floresan Mikroskobu

Konvansiyonel bir yontem olup, Mikrosporidia sporlarin1 tanimlamak igin ¢esitli
boyama teknikleri mevcuttur. Chromotrope 2R Boyama, Quick-hot Gram’s—
chromotrope boyama, Calcofluor White M2R Boyama, Giemsa Boyama, Weber’in
Trikrom Boyasi, Warthin-Starry Boyasi, % 1 Acid Fast Boyasi, Acridine orange
boyama gibi ¢ok ¢esitli boyalar ile sporlar gézlenebilmektedir. Isik mikroskobu ile tiir
ve cins ayrimi yapilamamaktadir (Jordan et al. 2006, Joseph et al. 2006, Tiirk 2010,
Oguz 2013).

Sitolojik preparatlari ile biyopsi numunelerinin boyanmalari, dokuya bagli nedenlerle ve
zeminin de boyanmasindan dolayr farkli sonuglar verebilir. Histolojik numuneler
incelenirken Mikrosporidialar gozden kagabilir, zira doku-konak immun durumuna
bagl olarak yangisal reaksiyondan dolay1r zayif boyanabilir. Soluk boyanan veya
kismen boya almayan spor duvarlar: hale goriiniimiinde olup, diizensiz yapilar1 mayalari

andirabilir (Joseph et al. 2006).

Calcofluor white M2R (kalkoflor beyazi) boyama, idrar 6rnegi, diski smear1 ve solunum
yolu lavaj orneklerinde Mikrosporidia sporlarini tanimlamak i¢in yaygimn kullanilan
kemiliiminesan bir boyadir ve 15 dakika gibi kisa siirede sonug verir. Boya, endospor
tabakasindaki kitine baglanarak mavi—beyaz floresan verir. 395-415 nm dalga boyu
uzunlugunda incelenir. Canli sporlar oval mavimsi-turkuaz renkte goriiniirken, oli
sporlar beyaz sar1 renkte goriilmektedir. Boyamanin duyarliligi yiiksektir ancak 6zgiil
degildir. Bu yontem ile spor morfolojisi anlagilmasina ragmen i¢ yapisi
goriilememektedir. Bununla birlikte, sadece Mikrosporidialara 6zgii degildir, mayalar
ve oOrnekteki diger maddeler ile karigabilir; ayrica ultraviyole 151k kaynagi olan
mikroskop gerektirdiginden sadece teshis laboratuvarlarinda uygulanmaktadir (Jordan et
al. 2006, Tiirk 2010).

Chromotrope (asit) bazli boyalar idrar, goz, diski ve solunum yolundan alinan
orneklerde Mikrosporidia sporlarini tanimlamak igin kullanilabilir. Weber’in Trikrom

boyamasi: (modifiye trikrom boyama), Ozellikle diski Grneklerinde kullanilan bir
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yontemdir. Preparatta yesil ya da mavi zemin iizerinde, spor duvari parlak pembe renge
boyanirken sporun igi seffaf ya da yatay kosegen ¢izgi seklinde (kemer benzeri bant)
goriilmekte ve bu goriiniim polar tiibiilii gostermektedir. Bu sekli ile bakterilerden ayirt
edilebilmektedir. Isik mikroskobunda kesin tan1 olarak kullanilabilen duyarlilig: yiiksek
bir yontemdir. Quick-hot Gram’s chromotrope boyasi, sporu koyu mor renge
boyamaktadir (Joseph et al. 2006, Jordan et al. 2006, Tiirk 2010).

Warthin-Starry, doku preparatlarinin boyanmasinda kullanilan en iyi yontemlerden
biridir. Bu yéntemde sporlar kahverengimsi siyah renkte goriiniir. Ozellikle E. bieneusi
ile Encephalitozoon tiirlerinin tanisinda duyarliligi oldukg¢a yiiksek olup boyama
sonuglarinin elektron mikroskobu sonuglariyla %100 uyum gosterdigi tespit edilmistir

(Tiirk 2010).

Giemsa ve Gram boyama yontemleri diski Ornekleri igin tercih edilmez, zira
Mikrosporidia sporlar1 ile oOrnekte bulunabilecek diger bakteri ve maya gibi
mikroorganizmalar ayird edilemez. Bununla birlikte Giemsa boyama idrar ve doku

orneklerinde tercih edilebilir ve sporlar a¢ik mavi renkte gozlemlenir (Jordan et al.
2006).

Gram boyama, histolojik Orneklerde tani koymada yardimci olabilir. Gram pozitif
boyanan sporlar, tomurcuklanma gostermemesi ile mayalardan ayrilirlar. Nihai karar
icin % 1’lik aside direngli boyama ya da Weber modifiye trikrom boyama ile taninin
dogrulanmasi gerekir (Sancak ve Akyon, 2005).

%1 asit fast boyama yonteminde, sporlar parlak kirmizi renkte goriiniirken arka zemin
mavisimsi renkte goriilmektedir. Kornea biyopsilerinde Mikrosporidia tespitinde
basarili bir yontemdir (Joseph et al. 2006).

Acridine orange boyama yonteminde, sporlar oval goriiniirler ve turuncu floresan

verirler. Sporlar1 arka zeminden ayirmak zordur. Mayalarla karistirilabilmekte, ancak

tomurcuklanma gostermemesi ile ayirt edilmektedir (Tiirk 2010).
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2.8.2 Elektron Mikroskobu

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM- Transmission Electron Microscope) ile biyopsi
dokulari, viicut sivi ornekleri (idrar, siniis aspirat, safra, BOS) ya da diski 6rnekleri
Mikrosporidia tanist i¢in incelenebilmektedir. Biyopsi ve otopsi-nekropsi ile alinan
dokular TEM ile incelendiginde parazitin tim evreleri goriilebilirken, viicut sivilarinda

ve diskida ise yalnizca sporlar saptanabilmektedir (Tiirk 2010).

Glinimiizde TEM, molekiiler yoOntemlerin uygulanamadigi laboratuvarlarda
tanimlamada kullanilmakta ve tiir tayininde altin standart kabul edilmektedir. TEM ile
sporlarin yapisal 6zellikleri incelenerek, Mikrosporidia’lar cins hatta tiir diizeyine kadar
tanimlanabilir. Encephalitazoon tiirleri polar tliplerine (sarmallarina) bakilarak ayirt
edilebilir. Bununla birlikte, E.cuniculi ve E.hellem’in yapis1 benzerlikten dolayr TEM
altinda bile ayirt edilememektedir, tiir ayriminin yapilabilmesi i¢in Western Blot veya
PCR tekniklerinin uygulanmasi gerekmektedir (Sancak ve Akyon 2005, Jordan et al.
2006, Oguz 2013).

2.8.3 Hiicre Kiiltiiri

In vitro hiicre kiiltiirii yontemi, konak ile mikroorganizma iliskinin daha iyi anlagilmas,
tir tayininin yapilmasi ve tamida kullanilacak yeni immiinolojik yOntemlerin
gelistirilmesi  yoniinde birgok fayda saglamaktadir (Sancak ve Akyon 2005).
Mikrosporidialar, maymun (Vero) ve tavsan bobrek hiicrelerinde (RK13), insan fotal
akciger fibroblast hiicrelerinde (MRC-5) ve kopek bobrek hiicre kiiltiiriinde (MDCK)
tiretilebilmektedir (Sancak ve Akyon 2005).

Encephalitozoon cuniculi, E.hellem ve E.intestinalis’in dahil oldugu birkag
Mikrosporidia tiirine antimikrobiyal ajanlarin etkilerini degerlendirmek igin hiicre
kiltiri  ¢aligmalar1  yapilmaktadir.  Bununla  birlikte, enfekte hiicrelerde

Mikrosporidialar1  gostermek 3-10 hafta siirebilmektedir, c¢alismayr olumsuz
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etkileyebilecek mikroorganizmalarla kontaminasyon riski vardir. Yonteminin zahmetli

ve zaman alict olmasindan dolayi klinik tanida pratik degildir (Tiirk 2010).

2.8.4 Seroloji

Serolojik testler E. cuniculi enfeksiyonu teshisi amaciyla en ¢ok kullanilan yontemdir.
Dogal yollarla olusturulan enfeksiyondan sonra 4. haftada, E. cuniculi’ye Kkarsi
antikorlarin tespit edilebildigi; 9. haftada ise titresinin pik seviyeye ulastig1 bildirilmistir

(Jordan et al. 2006).

Antijen antikor reaksiyonlarini gésterebilmek icin enzim kullanilan tiim tekniklere genel
olarak enzim immunotest (enzyme immunoassay, EIA) denir. Mikrobiyoloji tani
laboratuvarlarinda olduk¢a 6nemli bir yere sahip olan bu ydntem, enzimle isaretli
immuno reaktiflere dayanan bir antijen arama testidir. Radyoimmiinotestler (RIA)
EIA’den daha once kullanilmaya baslanmasina ragmen, isaretleme i¢in kisa Omiirlii
radyo izotoplarin kullanilmasi, toplum sagligi ve gevreye zararli radyoaktif madde
kullanilmast ve EIA’ya gore daha diisiik hassasiyet potansiyeline sahip olmasi RIA’in
endokrinoloji laboratuvarlarinda kullanimi ile sinirli kalmasina neden olmustur.
Mikrobiyoloji alaninda immiinfloresan (IF) teknikleri de RIA’ya gore daha cok tercih
edilmektedir. Ancak IF tekniklerinin uygulanmasinda iyi egitilmis eleman gereksinimi
ve sonuclarin yorumlanmasinin siibjektif olmas1 bu yontemin de yaygin kullanimini
engellemektedir. EIA’de kullanilan reaktiflerin uzun 6miirlii olmalari, atitk maddeleri ile
ilgili radyasyon tehlikesi olmamasi, basit testler olmas1 ve otomatize edilebilmesi diger
iki yonteme gore avantajlaridir. Bununla birlikte analizlerin kisa siirede sonuglanmasi
ve fazla sayida Ornekle ¢alisma olanagi saglamasi gibi avantajlart da vardir (Cirak
1999). Bununla birlikte, indirekt immunofloresan antikor testi (IFAT), mikrosporidia
enfeksiyonlarmin serolojik teshisi i¢in altin standart olarak kabul edilip; >1:20 titre
pozitif olarak nitelendirilir. Bazi teshis laboratuvarlarinda IFAT ile E. cuniculi
enfeksiyonu teshisinde kullanilmak iizere deneysel temelli, monoklonal ve poliklonal

antikorlar gelistirilmistir (Jordan et al. 2006).
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Enzim bagli immiinosorbent deneyinde (Enzyme-linked Immunosorbent Assay-
ELISA) bir enzimle baglanmis antikor (veya antijen), substrati ile reaksiyona girerek
renkli bir iriin olusturur. ELISA testleri antijen veya antikor (sinifa 6zgiil antikor da
olabilir) iligkisini arastirmak temeline dayanan kantitatif bir 6l¢iim yontemidir. (Cirak
1999). IFAT, E. cuniculi teshisine yonelik ELISA ve dot-ELISA (modifiyeli)
yontemleriyle kiyaslanmis; her iki yontemin hassasiyetiyle aralarinda istatiksel olarak

anlamli bir fark bulunamamustir (Jordan et al. 2006).

Immiin floresan, immiinoperoksidaz, ELISA ve “Western blotting” gibi bircok ydntem,
insan serumunda Mikrosporidia’ya karsi olusan IgG ve IgM tipi antikorlarin tespitinde
kullanilmaktadir. Bu testler igin gereken spesifik antijenler, doku kiiltiirlerinde iiretilen
Mikrosporidia tiirlerinden (6negin E.bieneusi kiiltiirde tiretilemez) hazirlandigindan,
ancak bu tiirlere kars1 antikor varliginin aragtirilabilmesini miimkiin kilmaktadir. HIV
pozitif hastalarda immiin yetmezlikten dolayr antikor olusturulamadigindan
Mikrosporidia serolojik tanisinda bu yontemler kullanilamamaktadir. Bununla birlikte
Mikrosporidia’ya kars1 tespit edilen antikorlarin akut ya da latent bir enfeksiyonu mu,
capraz reaksiyonu mu, yoksa poliklonal B hiicre aktivasyonunu mu gosterdigi ayirt
edilememektedir (Sancak ve Akyon 2005). Spesifik IgM antikorlari, akut, reaktif
enfeksiyon veya reenfeksiyonu isaret ederken, IgG antikorlar1 kronik enfeksiyon

varhgmi isaret etmektedir (Jeklova ve ark., 2010).

2.8.5 Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemler, taksonomik siniflama, filogenetik calismalar, 6zellikle klinik

orneklerden Mikrosporidia tespiti ve tiir ayirimi i¢in kullanilmaktadir (Tiirk 2010).

Mikrosporidia tanimlamasi ve tiir tayini, “intergenik spacer” bolgeleri veya Ribozomal
RNA’in LSU (large subunit) ve SSU (small subunit) gen bolgelerini polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemiyle amplifiye ederek yapilabilmektedir. Tan1 ve tiir tayininde
PCR disinda, RFLP (Restricted fragment length polymorphism), FISH (Fluorescence in

situ hybridization) yontemi, heterodubleks analizi ve DNA dizi analizi olmak tizere
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diger molekiiler yontemlerde kullanilabilmektedir. Son yillarda insanlar1 enfekte eden
Mikrosporidia’larin genomlarinin dizi analizi yapilmaktadir. Fransa’da bir grup
arastirmact E.cuniculi’nin tiim genomik yapisiminin dizi analizini tamamlamistir

(Sancak ve Akyon 2005).

Viicut sekretleri veya idrarda E.cuniculi sporlarmni PCR teknigini kullanarak tespit
etmek miimkiin olmasina ragmen zordur. Zira viicut sivilarinda E. cuniculi DNA’ sinin
varligi, hastalik ile direkt iligkili degildir. Bununla birlikte negatif idrar sonuglar1 da
kesin olarak aktif ensefalitazoonozis olmadigin1 géstermez, sporlar aralikli zamanlarla

idrarla sacilabilir (Weese and Fulford 2011).

2.9 Aymricl Tani

Tavsanlarda ensefalitazoonozis, bazi patojenlerin (viral, bakteriyel, protozoal),
toksinlerin veya travmatik etkilerin neden oldugu hastalik durumuyla kolaylikla
karisabilir. Tavsanlarda E. cuniculi s6z konusu oldugunda, orta kulak/i¢ kulak
enfeksiyonu, omurga travmasv/kirik, bakteriyel merkezi apseler veya ensefalit
(Pasteurella enfeksiyonu), yayvan bacak sendromu, metabolik/toksik hastaliklar (kursun
zehirlenmesi, hepatik lipidozis), Toxoplasmosis, viral ensefalit (Herpes simplex),
Listeriozis, merkezi sinir sistemi neoplazileri (lenfoma), vaskiiler bozukluklara bagh
sekonder merkezi sinir sistemi hipoksisi, dejeneratif merkezi siinir sistemi lezyonlari;
yakin zamanda yer degistiren tavsanlarda Borna viriis hastaligi, kuduz ve Baylisascaris
enfeksiyonlar1 da dikkate alinmalidir (Keeble 2016).

Norolojik bulgular goz 6niinde bulunduruldugunda, Toxoplasma gondii (ensefalit),
Baylisascaris procyonis, Listeria monocytogenes ve Pasteurella multocida etkenleri de
taniya giderken diisiiniilmelidir. T. gondii ve L. monocytogenes serolojik yontemlerle E.
cuniculi’ den ayirt edilebilir. Yine postmortem histopatolojik incelemede, T. gondii ve
B. procyonis etkenleri beyin dokusunda tespit edilebilir. P. multocida enfeksiyonu
tavsanlarda sik¢a goriiliir, birincil olarak {ist solunum yolu enfeksiyonu ve pnémoniye

neden olmakla birlikte tavsanlardaki bulgular1 ensefalitazoonozis ile karigabilmektedir.
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Klinik olarak E. cuniculi merkezi vestibiiler rahatsizliklara neden olurken P. multocida
periferal vestibiiler rahatsizliklara neden olmaktadir. Bununla birlikte P. multocida nin
direk vestibiiler sistemde yerleserek lezyon olusturmasi durumunda merkezi vestibiiler
rahatsizliklara da neden olabilir. Hematolojik degerlendirmede E. cuniculi karakteristik
bir bulgu gostermez; ancak P. multocida hastalarinda siklikla nétrofili ve sola kayma
goriiliir. Tavsanlarin ¢ogu bu etkenlere maruz kalmaktadir; seroloji direkt teshis degil

stiphenilen patojeni elemek igin yararli bir yontemdir (Jordan et al. 2006).

2.10 Tedavi

Tedavide amag, spor olusumunu durdurmayr ve yangiyla birlikte semptomlar
azaltmaktir. In vitro calismalar, benzimidazoliin parazitin hiicre zarinmn yapisini bozarak
ve sproroplazmanin konak hiicreye aktariminda gerekli olan tiibiilin proteinini inhibe
ederek etkili oldugunu gostermektedir. Tavsanlarda fenbendazol ile Onerilen tedavi
protokolii, 20 mg/kg giinde 1 kez 4 hafta siire agiz yolu ile uygulamaktir.
Fenbendazoliin ¢ok ilerlememis vakalarda klinik bulgular1 azalttig1 ve etkene maruz
kalan hayvanlarda korunmada etkili oldugu bildirilmistir. Albendazol halihazirda AIDS
hastalarinda Mikrosporidian enfeksiyonlarin sagaltiminda kullanilmaktadir. Tavsanlarda
E. cuniculi tedavisinde deneysel olarak kullanilmistir, ancak uzun siireli yan etkileri
bilinmemektedir. Bununla birlikte albendazoliin tavsanlarda teratojenik ve
embriyotoksik etkisinin oldugu bilinmektedir ve kullanimma bagl oliim de rapor
edilmistir. Tavsanlarda albendazoliin E. cuniculi tedavisinde, 7,5-20 mg/kg dozda giinde
1 kez 3-14 giin siireye kullanilmast onerilen kullanim seklidir (Brown 2009, Keeble
2016).

Encephalitozoon cuniculi ile enfekte, fakoklastik iveitis goriilen bir tavsanda Once
fakoemilsiifkasyon ile lens uzaklastirilmis; 4 ay sonra keratit ve siddetli yang1 gelisen
hasta ilk dort hafta 30 mg/kg, sonraki dort hafta 15 mg/kg giinde 1 kez agiz yolu ile
albendazol ve %1 prednizolon (6 saatte bir) ile tedavi protokolii uygulanmis, 8 hafta
sonunda yangmin iyilestigi ancak korneada hasar kaldigi bildirilmistir (Jordan et al.
2006). Yine 15-30 mg/kg giinde 1 kez agiz yolu ile 30-60 giin siireyle oksibendazol

kullanilabilir. Kisa etkili kortikosteroitlerin klinik semptomlara neden olan yangiyi
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azalttig1 bilinmektedir. Yapilan bir ¢alisma glukokortikoidlerle tedavi edilen, Merkezi
Sinir Sistemi (MSS) bulgular1 olan grupta % 50 diizelme oldugunu gostermistir. 0,3
mg/kg giinde 1-3 kez deksametazon uygulanabilir. Prednisolonun sistemik kullanimi
klinik semptomlar1 hafifletebilir ancak immunsupresif oldugu i¢in dikkatli kullanilmasi
gerekir. Nobet, konviilziyon gibi durumlarda, 0,5 mg/ kg subkutan (SC), intramuskuler
(IM), intravendz (IV) diazepam, 0,07-0,22 mg/kg IM, IV midazolam uygulanabilir.
Yine karakteristik bas egme (head tilt) durumuna kars1 0,25-0,5 mg/kg agiz yoluyla 8
satte 1 kez proklorperazine kullanilabilir. Teshis amaciyla yapilacak analizler zaman
alabileceginden, primer ve sekonder etkenlere karsi tedbir amagli antibiyotige (15-30
mg/kg agiz yolu ile 12 saatte 1 kez 7-10 giin trimethoprim-sulfamethoxazole, 10 mg/kg
agiz yolu ile 12 saatte 1 kez 7-10 giin enrofloksasin) baglanabilir. Okiiler lezyonlar i¢in
(fukoklastik iiveit) 8 hafta siireyle temel tedaviye ek olarak % 1 topikal prednizolon
asetat (12 saatte 1 kez) goz damlasi uygulanabilir. Lens kaynakli {iveit olgularinda
fakoemiilsifikasyon ile lensin ¢ikarilmasi basarili sonu verebilir. Tiim bunlarin yaninda,
genel destek yaklasimi, sivi sagaltimi, iyi diyet, bagirsak motilite diienleyiciler gibi

uygulamalar da hastaligin tedavi siirecinde 6nemlidir (Brown 2009, Keeble 2016).

Beauvais et al. (1994), MRCS5 fibroblast hiicre kiiltiiriinde baz1 ilag molekiillerinin E.
cuniculi ile etkilesimleri {izerine yaptiklar1i c¢alismada, albendazol (0,005ug/ml),
fumagillin  (0,001g/ml), 5 fluorourasil (3g/ml), siprofloksasin (30g/ml)’ nin
E.cuniculi’nin gelisimini inhibe ettigi saptanmis; ayrica Kklorokin, pefloksasin,
azitromisin ve rifabutinin de yiiksek konsantrasyonlarda kismen etkili oldugu
bildirilmistir. Mikrosporidiyi inhibe eden konsantrasyonlar1 fibroblastlar igin de toksik
oldugundan arprinocid, metronidazol, minosiklin, doksisiklin, itrakonazol ve
diflorometilnitin degerlendirilememistir. Yaplan ¢aligmaya gore, pirimetin, piritrexim,
stilfonamidler, paromomisin, roksitromisin, atovakuon ve flusitozi ise E. cuniculi’ye

kars1 etkisiz bulunmustur.
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2.11 Korunma ve Miicadele

Bir tavsan iiretim kolonisini E. cuniculi’den ari duruma getirmek, zaman ve maddi
kaynak kaybima neden olmasina ragmen miimkiindiir. Iki haftada bir 2 ay boyunca
serum antikor seviyeleri test edilirek, diisiik titreye sahip olsa bile seropozitif hayvanlar
koloniden ayrilir. Test islemi, biitiin hayvanlar 1 ay siirsince seronegatif oluncaya kadar
devam eder. Test siireci sonunda ayrilan saglikli seronegatif hayvanlar, iiretim
kolonisini tekrar olusturmak i¢in kullanilir. Bu protokolii uygulamanin pratik olmadig:
durumlarda, profilaktik fenbendazol uygulamalari (yeme ilave edilmis), seropozitif
hayvanlarin tespit edilip ayrimi, hayvanlarin yasam kalitesini artirmak, hijyen
kurallarina uymak ve periyodik dezenfeksiyon islemleri, hayvanlarin suluklarini
kaseden suluk sistemine gecirmek kolonide hastaligi kontrol altinda tutmaya yonelik

fayda saglayabilir (Keeble 2016).

Mikrosporidia sporlarinin kuruluga (dehidratasyon), distile su veya asit / alkali
tamponlarla inkiibasyona, dondurma ve ¢0zlilme islemlerine direngli oldugu

bilinmektedir, su igerisinde ve diger ¢evre kosullarinda inaktif kalabilirler (Oguz 2013).

Dis ortama olduk¢a dayanikli olan Mikrosporidia sporu, suda da uzun siire canli
kalabilmektedirler. Ayrica kiiciik ebatlarindan dolayr su filtrelerinden de
gecebilmektedirler (Yazar ve ark. 2013). Oda sicakliginda kurutulmus sporlarin en az 4
hafta hayatta kalabildigi bildirilmistir (Waller 1979).

Fekal-oral yolla direkt ve indirekt bulagsma i¢in; Kisisel hijyene, 6zellikle el temizligine
onem verilmelidir. Cesitli viicut sivilarinda enfektif sporlar bulunabileceginden 6zellikle
saglik calisanlarinin riski géz oniinde bulundurmas: geekmektedir. Konjiiktivit ve diger
g6z enfeksiyonlari agisindan kirli ellerle gozlere dokunulmamalidir. Ayrica evde

hazirlanan lens soliisyonlar: kullanilmamahidir (YYazar ve ark. 2013).
Kaynatilarak 5 dakikada, otoklavla sterilizasyon isleminde 120°C’de sporlar canliligini

yitirmektedir. Sporlarin bulunabilecegi yerlerin, dezenfektanin (% 70 Etanol, % 0,3-1

Formaldehit, % 1 Hidrojen peroksit, % 1 NaOH) yapisina ve etki mekanizmasina bagl
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olarak degismekle birlikte yeterli konsantrasyonda 30 dk dezenfeksiyon isleminin etkeni
ortadan kaldirmak igin etkili oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte dondurmak

dezenfeksiyonda etkili degildir (YYazar ve ark. 2013).

Tavsanlarda, E.cuniculi ile enfekte olmus yavrularin tespit edilip uzaklastirilmasi,

koloniden etkenin eradikasyonunda etkili olabilir (Jordan et al. 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan geregler Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan gerecler

MALZEME OZELLIK MODEL MIKTARI
Sabitleme kutusu - - 2 adet
Etil Alkol %70 CAS No. 64-17-5 1L

Ksilol - CAS No: 1330-20-7 100ml
Enjektor 21g — 5ml -Yesil plusmed-53256 50 adet
Pamuk - - 1 kavanoz
Biyokimya tiipii Jelli — 4ml SKY® 50 adet
Ependorf tiip Kapakli- 1,5ml Lp Italiana Spa 50 adet
Cam yazar Siyah - 2 adet
ELISA Kiti - Xpresshio 1 adet
Mikropipet 100ul ladet
Mikropipet 10ul 1 adet
Pipet ucu 100ul 100 adet
Pipet ucu 10ul 100 adet

3.2. Hayvan Tesisleri

Bu calismada Istanbul, Ankara ve Tekirdag’ da bulunan 3 farkli tesiste barinan
tavsanlardan (Yeni Zelanda) elde edilen kan Ornekleri kullanilmistir. Hayvanlar
tizerindeki tiim uygulamalar ulusal hayvan deneyleri etik ilkelerine uygun olarak klinik
amacl veteriner hekim uygulamalar1 kapsamindadir (Madde-2b). Hayvan sayilar1 ve

tesis Ozellikleri Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Calisma kapsaminda tesislerin 6zellikleri ve 6rnek sayisi

TESIS OZELLIK HIiJYEN KURALI ORNEK SAYISI
A Acik YOK 10

B Yar1 Acgik VAR/YOK 10

C Kontrollu VAR 10

3.3. Yontem

3.3.1. Tavsanlar ve Klinik Degerlendirme

Bu calismada, hayvanlar iizerinde deneysel amagli herhangi bir islem yiiriitiilmemistir.
Hayvan Deneyleri Etik Kurullariin Calisma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmeligin 2.
Maddesi b bend kapsaminda deneysel olmayan klinik veteriner hekimligi uygulamalar1

kapsaminda yiirtiilmiistiir.

Calisma kapsamindaki tavsanlar ayrica klinik olarak degerlendirildi, tesislerdeki higbir
hayvanda klinik bulguya rastlanmadi. Her iki cinsiyetten 2,0-3,5 kg viicut agirligina
sahip ergin tavsanlar, gilinliik olarak su, yem alimi, idrar ve digki ¢iktilar1 da izlenerek
kontrol edildi. Ensefalitozoon enfeksiyonun klinik semptomlar1 bakimimdan hayvanlar
muayene edildi. Hayvanlar klinik olarak hastaligin semptomlar: igerisinde tortikollis,
nobet, arka ve On bacaklarda paraliz, ¢cirpinma gibi norolojik bulgular, gozde katarak
benzeri olusumlar, sasilik, diizensiz vertikal goz hareketleri ve polidipsi, poliiiri gibi

semptomlarla bobrek yetmezligi bakimindan degerlendirildi.

3.3.2. Kan Alma ve Serum Eldesi

Serolojik analiz i¢in bir zaptirap kutusunda sabitlenen her bir hayvanin aseptik kosullar

i¢in kan alma islemi uygulanacak kulak tamamen dezenfekte edildi (Sekil 3.1). Kulak
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ksilollii pamukla silinerek damarin genislemesi saglandi. Sekil 3.2’deki gibi damara
(marginal kulan veni) teknigine uygun olarak 21 G igneli 5 ml hacimli enjektor
kullanilarak girildi ve 4 ml jelli biyokimya tiipiine kan 6rnegi alindi. Kan alimindan
hemen sonra tiip, 10 saniye boyunca 180 aciyla yavasca ters diiz yapildi. Sahaya olas1
kanamay1 6nlemek i¢in 30-60 sn basin¢ uygulandi. Hayvanlar tekrar kafeslerine alindi.
Araliklarla kulak veni kanamaya kars1 gozlemlendi. Alinan 6rnekler oda sicakliginda bir
saat bekletildi. Kan 6rnekleri, santrifiij cihazina dengeli yerlestirilerek 2000rpm de 10dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda her bir 6rnekten ependorf tiipiine 1ml serum alindi.

Serum Ornekleri, hayvanlarin bulundugu tesis ve hayvan numaralarmma yazilarak

serolojik analiz yapilincaya kadar -20 °C'de saklandi.
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Sekil 3.2 Tavsan kulagindan kan alma islemi

3.3.3. Serolojik Analiz

Tavsanlarda E. cuniculi'ye 6zgii antikor (Ig G) yanitlarin1 belirlemek igin, pozitif ve
negatif kontroller (tavsan serumu) iceren bir ELISA kiti (Rabbit Biotech International-
USA) kullanild: (Sekil 3.3). Ureticinin talimatlarina gore analiz adim adim yiiriitiildii.
Serum Ornekleri, kit ile saglanan 6rnek seyrelticisi ile 1:50 oraninda seyreltildi. Daha
sonra, seyreltilmis numunenin 100 pl'si E.cuniculi antijenleri ile 6nceden kaplanmis 96-
kuyucuklu bir mikrotitre plakaya eklendi. Numune ilavesinde sonra 37° C'e ayarli etiiv
icerisinde 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, her kuyucuk kitin yikama
cozeltisi ile bes kez yikandi. Kullanima hazir Peroksidaz Konjugattan her bir kuyucuga
100 pl ilave edildi. Reaktif ilavesinden sonra kuyucuklarin iistii kapatilarak 37° C'e
ayarl etiiv igerisinde 45 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra, her kuyucuk kitin
yikama ¢ozeltisi ile bes kez yikandi. Daha sonra, kullanima hazir ABTS (2,2'-Azinobis
[3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit] -diamonyum tuzu) Peroksidaz Substrattan her bir
kuyucuga 100 pl ilave edildi. Plak oda sicakliginda 30 dk tutuldu. Renk geligimi,
durdurma ¢ozeltisinden her bir kuyucuga 25 pl ilave eklenerek durduruldu. Plak, 15 dk
icinde bir ELISA mikrotitre okuyucusunda 405 nm'de okundu. Ornek optik yogunluk
(OD) ve negatif kontrol OD (A) arasindaki farkin 0.300'den biiyiik veya esit olmasi

halinde, 6rnek pozitif olarak degerlendirildi.

- XpressBio

Life Science Products
e Pty

by ELISA

Contents:
- 2 ELISA Plates - 2 Serum Diluent (1X)

- 2 Peroxidase Conjugate - 2 ABTS Substrate
- 2 Wash Solution (20X) - 1 Stop Solution

- 1 Negative Control
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Sekil 3.3 Calismada kullanilan ELISA Kkiti.

4. BULGULAR
4.1. Tesisler ve Seroloji
4.1.1 Tesis A

Bu alanda bulunan hayvanlar bir arastirmaci tarafindan olusturulan cevresel kosullar
siurl diizeyde olan agik alanda barindirilarak bakimi yapilan bir tesistir. Burada higbir
hijyen uygulamasi olmayip hayvanlar tamamen toprak zeminde ve grup halinde
bulundurulmaktadir. Hayvanlar ¢evreye tamamen agik ve toprak zeminde geleneksel
kaplarla yem ve yesilliklerle beslenmektedir. Dogal aydinlanma kullanilmakta ve
herhangi bir iklimlendirme yapilmamaktadir. Bu tesis tamamen geleneksel kiimes

yapisinda olup, burada bulunan tiim hayvanlardan (n=10) kan 6regi alinmistir.
Yapilan ELISA sonucuna gore elde edilen analiz bulgular1 ve seropozitiflik durumlar

Cizelge 4.1°de Ozetlenmistir. A tesisinde alinan Orneklerin hastalik yoniinden %70

seropozitif bulunmustur.

Cizelge 4.1 Calismaya alinan A tesisi seroloji test sonuglari

1A 2,087 0,127 1,96 +
2A 2,153 0,182 1,971 +
3A 1,831 0,103 1,728 +
4A 0,64 0,131 0,509 +
5A 1,919 0,167 1,752 +
6A 0,284 0,256 0,028

TA 0,154 0,131 0,023

8A 2,306 0,162 2,144 +
9A 0,209 0,18 0,029

10A 1,684 0,125 1,559 +
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4.1.2 Tesis B

Bu alanda gevresel kontrol sistemi olmayan yari agik, havalandirmanin pencerelerle
yapildig1 geleneksel bir aile tesisinde hayvanlar (n=46) ¢alismaya alinmistir. Tavsanlar
tel kafeslerde tek veya ikili olarak tutulmaktadir. Iklimlendirme ve aydilatmanin
kontrolsiiz oldugu bu tesiste hayvanlara ticari pelet yem su verilmektedir. Tesis

igerisinden rastgele 6rneklem ile 10 adet tavsandan kan 6rnegi alinmistir.
Yapilan ELISA sonucuna gore elde edilen analiz bulgular1 ve seropozitiflik durumlari

Cizelge 4.2°’de Ozetlenmistir. B tesisinde alinan Orenklerin hastalik yoniinden % 40

seropozitif bulunmustur.

Cizelge 4.2 Calismaya alinan B tesisi seroloji test sonuglari

KOD POZITIF 0.D NEGATIF 0.D SONUC POZITIF / NEGATIF
A
1B 0,189 0,122 0,(0(27 -
2B 0,207 0,188 0,019 -
3B 0,199 0,162 0,037 -
4B 0,133 0,132 0,001 -
5B 0,122 0,143 0,021 -
6B 0,181 0,156 0,025 -
7B 2,324 0,179 2,145 +
8B 1,908 0,152 1,756 +
9B 2,347 0,153 2,194 +
10B 2,016 0,136 1,88 +
4.1.3. Tesis C

Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan deneysel ve diger bilimsel amaglara yonelik
deney hayvani iiretim, kullanim, tedarik ve arastirma i¢in calisma izni; ayrica uluslar
arast akreditasyonu olan tesiste in vivo test materyali olarak kullanilan tavsanlar
calismaya alinmistir. Bu tesiste bulunan hayvanlar, 18 ila 21°C'lik bir sicaklikta,% 50 +

5'lik nispi nemlilikte ve 12:12'lik bir 151k / karanlik dongiisiinde kontrollii bir odada;
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1.12.2011 tarih — 28141 sayili Deneysel ve Diger Bilimsel Amagclar igin Kullanilan
Hayvanlarin Refah ve Korunmasina Dair Yonetmelik ve ilgili Avrupa Birligi
yonergesine (2010/63/AB yonergesi ek 3) uygun kafeslerde, kontrollii ve ayri ayri
barindirilmaktadir. Tavsanlar standart bir ticari pelet yem ile beslenmekte ve su ad

libitum saglanmaktadir.
Yapilan ELISA sonucuna gore elde edilen analiz bulgular1 ve seropozitiflik durumlari
Cizelge 4.3’de Ozetlenmistir. C tesisinde alinan Orenklerin hastalik yoniinden %80

seropozitif bulunmustur.

Cizelge 4.3 Calismaya alinan C tesisi seroloji test sonuglari

1C 1,596 0,215 1,381 +
2C 1,859 0,234 1,625 +
3C 1,863 0,213 1,65 +
4C 2,098 0,224 1,874 +
5C 1,902 0,030 1,602 +
6C 0,415 0,228 0,187 -
7C 1,542 0,159 1,383 +
8C 0,385 0,164 0,221 -
9C 1,87 0,176 1,694

10C 1,812 0,18 1,632

Calisma igerisinde hastaligin seroprevalansi bakimindan elde edilen serolojik bulgulara
gore tesis ya da hijyen 6zelliklerinden bagimsiz olarak degerlendirildiginde hastaligin
tavsanlarda % 63.3 (19/30) oraninda seropozitif oldugu belirlenmistir. Tiim tesislerdeki

seropozitiflik durumu Cizelge 4.4’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.4 Calismaya alinan tesislerde Encephalitazoon cuniculi seroprevalansi

A 7 70 3 30

B 4 40 6 60

C 8 80 2 20
TOPLAM 19 63.3 11 36.6

41



5. TARTISMA ve SONUC

Elazig’da 15 farkli tavsan kolonisinden toplamda 150 tavsan, CIA testi ile E. cuniculi
varlig1 acisindan taranmis, % 65.33 seropozitiflik bildirilmistir (Eroksuz et al. 1999).

Italya’da yapilan bir calismada, 2007-2010 yillar1 arasinda, pet hayvani olarak beslenen
310’u gesitli hastalik bulgusu gosteren ve 516’s1 klinik olarak saglikli toplamda 826
tavsandan elde serumlar ile yapilan ¢alismada, hastalikli tavsanlarda % 70.65 klinik
olarak saglikli tavsanlarda % 52.91 E. cuniculi seropozitiflik oran1 bildirilmistir. Ayrica,
492 pozitif tavsanda hastalik belirtisi gosteren tavsan oranit 219 (% 44.5) olarak
bildirilmistir (Lavazza et al. 2016).

Tayland’da iki farkli ildeki, gida amacl tavsan yetistirme ciftliginden elde edilen 264
numune ELISA testi ile analiz edilmis % 42.4 E. cuniculi pozitiflik tespit edilmistir.
Prevalans ciftliklerden birinde % 20, digerinde % 71.9 olarak saptanmistir. Yapilan
calismada, iki c¢iftlik arasinda aynmi kesimhaneyi kullanmak disinda herhangi bag veya
hayvan transportu olmadig; ¢iftliklerin farkli yonetim ve beslenme programi kullandigi,
havalandirma sistemleri ve kesime giden tavsanlarin yaglarinda farklilik oldugu

bildirilmistir (Intachat et al. 2018).

Yine Italya’da 40 ve 13 farkli ticari giftlikten toplanan tavsan serumlariyla yapilan iki
calismada ciftliklerin hepsinde etken tespit edildigi bildirilmistir (Santaniello et al.
2009, Lonardi et al. 2013).

Cin’ de, birbirinden farkli iklim ve ¢evre kosullarina sahip, 6zellikle belirtilen rklarin
yetistiriciligi yapilan (Japanese White, New Zealand, Rex) ii¢ farkli bolgeden klinik
olarak saglikli 300 adet tavsan ve 300 adet insan E. cuniculi seropozitifligi yoniinden
arastirilmistir. Calisma sonucunda tavsanlarda, her bolgede (irkta) farkli olmak tizere (%
9, 6, 41) toplamda % 18.67 (56/300); insanlarda, ayni siralamayla her bolgede farkli
olmak tizere (% 6, 5, 18) toplamda % 9.67 (29/300) pozitiflik saptanmistir (Pan et al.
2015).
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Japonya’da yapilan bir aragtirmada, 20 farkli ilden, klinik bulgu gosteren/gostermeyen
toplamda 337 tavsandan toplanan serum Ornekleri, ELISA test yontemi kullanilarak anti
E. cuniculi IgG ve IgM antikorlar1 yoniinden taranmistir. Calisma sonucunda, % 63.5
(214/337) 1gG- ELISA pozitif, % 28.5 (96/337) IgM- ELISA pozitif oldugu
bildirilmistir (Igarashi et al. 2008).

Ingiltere, Iskogya ve Galler’de, rutin saglik kontrolleri ve anestezi dncesi kontrollerde
klinik belirti géstermeyen 97 tavsandan elde edilen serumlar indirekt ELISA yontemiyle
analiz edilmis; 52 (% 53.6) ornek E. cuniculi seropozitif olarak degerlendirilmistir
(Keeble and Shaw 2006).

Brezilya’ da, 3 farkli ilden, 160 tanesi klinik semptom gostermeyen ve 26 tanesinde
cesitli hastalik bulgulari olan (oftalmik, norolojik) toplamda 186 tavsandan toplanan
serumlar ELISA yontemiyle test edilmis, 6rneklerden % 81.7 (152)’sinin E. cuniculi
seropozitif oldugu bildirilmistir. Ayrica ayni1 ¢alismada Baldotto et al. (2015), E.
cuniculi pozitiflik oranin1 asemptomatik hayvanlarda % 85.0 (136/160), hastalikli
hayvanlarda % 61.5 (16/26) olarak tespit etmislerdir.

Ozkan et al (2011), 50°si klinik olarak saglikli, 2 sinde egri boyun sendromu (tortikollis-
head tilt) ve ekstremitelerde gii¢siizlik bulgular1 olmak iizere ayni kolonide toplamda
52 tavsani CIA yontemiyle E. cuniculi varligi yoniinden test etmis; 4 (% 7.7) tavsani

seropozitif olarak degerlendirmislerdir.

Bu caligsmada herhangi klinik semptom bulgusu olmayan tavsanlardan alinan 6rneklerin
degerlendirilmesi sonucunda, farkli lokasyonlardaki tiim tesislerde etkene rastlanmis ve
% 63.3 oraninda seropozitiflik belirlenmistir. Bu verilerle tavsanlarla yapilan 6nceki
calismalarla benzer bulgular elde edilmistir. Bununla birlikte ¢calismada arastirma alani
olarak kullanilan tesislerin hijyen ve yetistirme sistemlerine yonelik yapilan
degerlendirmede ilging bulgular elde edilmistir. Soyle ki; hi¢bir hijyen kurali olmayan
geleneksel kiimes tipi yetistirme yapilan hayvanlar ile tamamen kontrollii bir sistemde
yetistirlen hayvanlarin serolojik sonuclar1 birbirine yakin bulunmustur. Diger taraftan

geriye kalan tesisteki seropozitiflik daha diisiik bulunmustur.
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Elde edilen bulgular 1s181inda sonug olarak; (a) Etkene, hayvan sirkiilasyonunun fazla
olmadigi, kontrol progamlar1 uygulanan akredite bir tesisde de rastlanmasindan dolay1
aliman hayvanlarin orjin olarak enfekte olabilecegi (b) Siiriiye entegre edilecek
hayvanlarin serolojik taramalarin yapilmasinin ve karantina siiresi sonunda uygun olan
hayvanlarin koloniye dahil edilmesinin siirii sagligi i¢in olduk¢a 6nemli oldugu (c)
Etkenin bulas yollar1 gz oniinde bulunduruldugunda tesiste enfekte bir hayvanin siirii
icin enfeksiyon kaynagi olabilecegi, rutin saglik taramalarinda seropozitif tespit edilen
hayvanlarin ivedilikle siiriden ayrilmasinin  dogru olacagr (d) Yine standart
protokollerin uygulandig1 tesiste insidansin yiiksek bulunmasindan dolayi, ¢evresel bir
cok faktore direncgli spor formu oldugu bilinen etkenle miicadele i¢in tesislerde olasi
yuriitiilen septik/aseptik protokollerin yeterli olmadigi (e) Zoonoz karakterdeki
enfeksiyonun hayvan bakicisi, arastirmacilar i¢in de potansiyel risk tasiyabilecegi,
toplum sagligr agisindan bu durumun goéz Oniinde bulundurulmas: gerektigi kanisina

varilmigtir.
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