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Onsoz

Cryptosporidium  etkenleri; Protista aleminin  Alveolata phylumu,
Apicomplexa subphylumu ve Cryptosporiidae ailesinde yer alan protozoon
parazitlerdir. insan ve hayvanlarda cryptosporidiosise neden olur ve hastalik kisaca
“Crypto” olarakta isimlendirilir. Cryptosporidium tiirleri insan ve hayvanlarin

sindirim sisteminde intracelliiler olarak ancak extrasitoplazmik yerlesirler.

Hayvanlarda ve insanlarda Cryptosporidium enfeksiyonlari son yiizyilin
onemli enterik patojenleri arasinda yer almaktadir. Ozellikle son 30 yildir bu
protozoonun insan ve hayvanlardaki prevalansi, epidemiyolojisi, yayilist etkileyen
risk faktorleri, bulasim kaynaklar iizerinde ¢ok sayida arastirmalar yapilmaktadir.
Cryptosporidiosisin Amerika ve Avrupa kitasindaki prevalansi, epidemiyolojisi ve
saptanan tiirlerin molekiiler karakterizasyonu ortaya konulmustur. Hayvanlarda bu
enfeksiyon iizerinde ve Ozellikle insanlara bulagimda etkili oldugu i¢in sigir
cryptosporidiosisi hakkinda detayli arastirmalar yapilmistir. Son birkag yildir ise
sigirlardan elde edilen Cryptosporidium etkenlerinin tiir diizeyinde tanimlanmasi,
tiplendirilmesi ve subtiplerinin belirlenmesi lizerinde ¢ok sayida molekiiler genetik

arastirmanin yapildig goriilmektedir.

Sigirlarda Cryptosporidium parvum, C. bovis, C. ryanae ve C. andersoni
olmak tiizere dort tiir yaygin olarak goriilmektedir. Bunlardan C. parvum zoonotik tiir
olup insanlara da bulagsmaktadir. Oldukg¢a genis bir konak potansiyeli olan C. parvum
tiirii ¢iftlik ve evcil hayvanlarin yaninda insanlarda da yaygindir. Insanlara bulasimda
buzagilar ve ozellikle de klinik olarak diyareli neonatal buzagilar rol oynarlar. Insan
cryptosporidiosis olgularinda etiyolojik olarak % 50’ler diizeyinde C. parvum
etkendir. Ayrica bu tiiriin ¢ok sayida subtipi ve subgenotipi bulunmaktadir. Simdiye
kadar yapilan arastirma sonuclarina gore sigirlardan insanlara bulasan 24 adet C.

parvum subgenotipi tespit edilmistir.

Cryptosporidium parvum o6zellikle buzagi ishallerinin etiyolojisinde primer

ajan olarak degerlendirilmektedir. Patojen tiir de olan C. parvum buzagilarda 6nemli
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verim kayiplar1 olusturan enfeksiyon ajani olarak suclanmaktadir. Buzagilarda diger
enfeksiyoz ajanlari olan; Escherichia coli, Salmonella sp., Clostridium sp., rotavirus,
coronavirus, parvovirus, Eimeria sp., Giardia sp. ve Neoascaris vitulorum tiirleri
igerisinde Cryptosporidium etkenleri ilk siralarda gelmektedir. Buzagilarda diyare
onemli ve yaygin bir klinik belirti olduguna gére Cryptosporidium enfeksiyonlari

ekonomik deger tasiyan hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Tiim Diinya’da yapilan ¢alismalarla kiyaslandiginda Tiirkiye’de sigirlarda ve
koyunlarda olmak tizere Cryptosporidium etkenlerinin cins diizeyinde prevalansi
hakkinda arastirmalar vardir. Ancak molekiiler calismalar oldukca sinirlhidir. Kars ve
cevresinde ise buzagilarda ve kuzularda cryptosporidiosis ile ilgili arastirmalar
yapilmaktadir. Bu protozoonun yillara gore degisiklik gostermekle beraber bazi
dogum sezonlarinda % 30’lar civarinda goriildiigii ve ishal olgularinda buzagi ve
kuzularda etiyolojik tanida dikkate alinmasi gerektigi vurgulanmistir. Elde edilen
tim bu sonuglar dikkate alindiginda Cryptosporidium enfeksiyonlarinin hayvanlarda
ve Ozelliklede buzagi ve kuzularda ciddi boyutlarda verim kayiplarina neden
olabilecegi agiktir. Ayrica en onemlisi gittikgce yaslanan iilke niifusunun gelecekte

Cryptosporidium gibi firsatg1 intestinal protozoonlar ile kars1 karsiya kalma riskidir.

Bu calisma ile Tiirkiye’de olduk¢a sinirli sayida arastirmanin bulundugu
Cryptosporidium tiirlerinin dagilimi belirlenmis ve molekiiler karakterizasyonu
yapilmustir. Ayrica Tiirkiye’de Cryptosporidium enfeksiyonlarina neden olan tiirlerin
sekans analizleri ile tiir konfirmasyonlar1 yapilmistir. Yine diinyada en yaygin olarak
goriilen, patojen ve zoonotik tiir olan C. parvum tiiriiniin suptip familyalar (tipleri)
ve subtipleri (subgenotipleri) bu arastirma ile ilk defa belirlenmistir. Kars
yoresindeki farkli yas gruplarindaki sigirlarda bulunan Cryptosporidium tiirleri de bu
calisma ile ortaya konulmustur. Ileride hem bdlgede hemde Tiirkiye’de
Cryptosporidium enfeksiyonlar1 iizerinde yapilacak molekiiler epidemiyolojik
aragtirmalara 151k tutacak bu ¢aligmada; buzagilarda klinik cryptosporidiosis olgulari
ile buzagi ve ergin sigirlardaki Cryptosporidium tiirleri belirlenmis, ishal
vakalarindaki Cryptosporidium tiiri, tip veya subtipinin hangisi oldugu tespit

edilmistir.
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1. GIRIS ve GENEL BILGILER

Cryptosporidium tiirleri balik, amfibia, siiriingen, kus ve memelilerin
gastrointestinal sistemine yerleserek sindirim sistemi bozukluklarina ve ekonomik
kayiplara neden olan zoonoz parazit protozoonlardir. Gastrointestinal sistem disinda
insanlarda solunum sistemi ve konjuktivada, bazi kanatlilarda solunum sistemi, bursa
fabricius ve konjuktivada, maymunlarda safra kesesi, safra yollar1 ve pankreasta
ayrica buzagilarda iriner sistemde de goriilmektedirler (Thompson ve ark. 2005,

Fayer 2008).

Cryptosporidium tiirleri yerlesim yerleri ve yasam dongiisii bigimi ile diger
coccidia etkenlerine benzer bir gelisim gostermektedir. Konak epitel hiicrelerinin
mikrovillus kenar kisimlarinda bulunan epitel hiicrelerde bir parazitofor vakuol
icinde intraselliiler-extrasitoplazmik olarak bulunmalariyla diger coccidia
etkenlerinden ayirt edilebilirler. Bazen Peyer plaklarinda intrasitoplazmik
invazyonlar da olusturmaktadirlar (Sears ve Kirkpatrick 2001, Chalmers 2010,
Karaer ve Dumanli 2010).

Konakta merogoni, gametogoni ve sporogoni gelisme donemlerini gegiren
parazitin, digki ile 4-6 mikron biiyiikliiglinde ve 4 adet sporozoit i¢eren ookistleri
atilir. Ookistler atildigr andan itibaren enfektif olup fekal-oral bulagsma bi¢imi ile
hastaligin yayilisinda 6nemli rol oynarlar. Ayrica bazi ookistler konak iginde
pargalandig1 i¢in otoenfeksiyonlara da neden olurlar (Tzipori ve Ward 2002, Xiao ve
ark. 2004, O’Handley ve Olson 2006, Fayer 2008, Bowman 2009).

Cryptosporidium tiirlerinin olusturdugu cryptosporidiosis, buzagi, kuzu ve
oglaklarda sulu-sar1 ishalle karakterize siddetli hastalik tablosu hatta geng
ruminantlarda yaygin Oliimlere neden olmaktadir. Buzagi ve kuzu gibi geng
hayvanlar digkilar1 ile fazla ookist atarak hastaligin bulagsmasinda 6nemli rol
oynarlar. Digki1 yolu ile yayilan bu ookistler dig ortamda uzun siire canli kalabilmekte
ve hijyenin kotii oldugu bolgelerde igme suyu kaynaklarinin kontaminasyonuna

neden olmaktadirlar. Ayrica ookistlerin dezenfektanlara ve sicaklik degisikliklerine



dayanikli olmalart su aritma islemlerinde Onemli sorunlar olusturmaktadir. Bu
sebeplerlerden dolay1 ookistlerle kirlenmis sularin igilmesi igme suyu kaynakll

epidemilere sebep olmaktadir (Thompson ve ark. 2005, Fayer 2008, Nichols 2008).

Patojen tiirlerin olusturdugu enfeksiyonlarin siddeti ve siiresi, konagin immun
sistemine ve yasina bagli olarak degisiklik gostermektedir. Enfeksiyonlarin bazilar
kendi kendini sinirlayan (self-limiting) tarzda ve akut tipte iken, bazilar1 ise kronik
tiptedir. Immunyetmezligi olan ve immun sistemi baskilanmis konaklarda hastalik
daha siddetli seyreder ve dliimle sonuglanabilir. Insan ve hayvan saglig1 acisindan
onemli olan Cryptosporidium tirleri daha ¢ok bagirsak ve mideye lokalize
olmaktadir. Bazi tiirler konak spesifik iken bazilar1 ise ¢ok sayida konakta
enfeksiyona sebep olabilirler (De Graaf ve ark. 1999, Ramirez ve ark. 2004, Alves
2006, Fayer 2008, Fayer 2010).

Insan ve hayvanlarin énemli intestinal protozoon enfeksiyon etkenlerinden
olan Cryptosporidium tiirlerinin son yiizyilda belirlenmis olmalari, donem dénem
salginlara neden olmalar1, zoonotik yonii, immunyetmezlik durumlarindaki 6nemleri
ve Ozellikle buzagilarda neden olduklar1 ekonomik kayiplart ile dikkat

cekmektedirler (Thompson ve ark. 2005, Fayer 2008, Nichols 2008).

1.1. Taksonomi

Cryptosporidium tiirleri insan ve hayvanlarda sindirim sisteminde
bozukluklara neden olan protozoonlardir. Cryptosporidium tiirlerinin siniflandirmasi
Leger tarafindan ilk olarak 1911 yilinda yapilmistir. Protozoa aleminin Apicomplexa
filumunda yer alan Cryptosporidium tiirleri eukaryotik protozoonlardir.
Cryptosporidium cinsindeki tiim tiirler intracelliiler parazitler olup DNA’lar bir ¢ift

zarla etrafi ¢evrili olan nukleus i¢inde bulunur (Xiao ve ark. 2004, Fayer 2008).



Cryptosporidium etkenlerinin sistematikteki yeri asagida 6zetlenmistir (Xiao
ve ark. 2004, Fayer 2010, Karaer ve Dumanli 2010).

Alem: Protista
Kok: Alveolata
Kokalti: Apicomplexa, Levine, 1970
Smmf: Coccidea, Leuckart, 1879
Dizi: Cryptosporiida
Aile: Cryptosporidiidae Leger, 1911
Soy: Cryptosporidium, Tyzzer, 1910

Tiir: C. parvum, Tyzzer 1912
C. andersoni, Lindsay, Upton,
Owens, Morgan, Mead ve Blagburn
2000
C. bovis, Fayer, Santin, Xiao 2005
C. ryanae, Fayer, Santin, Trout 2008

1.2. Tarihge

Cryptosporidium tiirleri Clarke tarafindan ilk kez 1885 yilinda “fare mide
epiteli iizerinde bulunan spor kiimeleri” olarak tanimlanmistir. Daha sonra Amerikali
parazitolog Ernest Edwart Tyzzer 1907 yilinda fare mide epitel hiicrelerinde bu
protozoonlart tespit etmis ve Yunanca’da gizli spor anlamina gelen Cryptosporidium
olarak isimlendirmistir. Daha detayli calismalariyla Tyzzer 1910 yilinda bu
protozoonun sexuel ve asexuel gelisimini agiklayarak ookistlerin digki ile disar
atildigin1 ve ookistlerin igindeki sporozoitlerin serbest halde oldugunu tespit etmistir.
Bu calismalar1 sonucu fare mide bez epitelinde smirlandirilmis olan bu ilk tiirii
Cryptosporidium muris olarak isimlendirmistir. Tyzzer 1912°de farelerin ince
bagirsaginda gelisen ve C. muris’inkinden daha kiigiik ookistlere sahip olan yeni bir
tiric ise Cryptosporidium parvum olarak tanimlamistir. Tyzzer yine diger
coccidia’lardan farkli olarak Cryptosporidium ookistlerinin konak hiicresi i¢indeyken

sporlandigin1 ve bununda otoenfeksiyonlara neden olabilecegini gdézlemlemistir.



Ayni aragtirict C. parvum tiiriinii 1929’da tavuklarin sekum epitellerinde tespit
etmistir (Xiao ve ark. 2004, Fayer 2008, Fayer 2010). Tyzzer’in Cryptosporidium
tiirleri ile ilgili ilk yayindan tam 48 yil gegmesine ragmen bu protozoon hakkinda
baska bir arastirma bulunmamaktadir (Fayer 2008). Daha sonraki yillarda yapilan
caligmalarda memeli, kanatli ve reptillerde etkili olan bir¢ok yeni tiir tespit edilmistir.
Cryptosporidium tiirlerinin sigir ve kanatlilarda ishale sebep olmalarindan dolay1
veteriner hekimlik alaninda Onemleri artmustir (Sears ve Kirkpatrick 2001).
Hayvancilik alaninda 1955 yilinda 10-14 giinliik hindi palazlarinda hastalik ve 6liime
neden olan Cryptosporidium meleagridis yeni bir tiir olarak tanimlamistir. Bu tiiriin
hindilerde yaygin olarak ishale, nadir olarak da o6liime sebep oldugu belirtilmistir

(Starling ve Arrowood 1993).

Cryptosporidium tiirlerinin sigirlarda ishal olgulari ile iligkisi 1970’lerin
baslarinda gozlenmistir. Buzagilarda Cryptosporidium etkenleri ilk olarak Paanciera
ve arkadaslar1 tarafindan 1971 yilinda kronik zayiflama, dehidrasyon ve ishal goriilen
bir buzagida tespit edilmistir. Arastiricilar nekropsisi yapilan bu buzaginin ince
bagirsaklarinin  histopatolojik  muayenesinde  villuslarda genel atrofi ve
Cryptosporidium tiirlerinin gelisme donemlerini gordiiklerini bildirilmislerdir. Daha
sonra Meuten ve arkadaslari tarafindan 1974 yilinda iki haftalik bir buzaginin
otopsisinde baglica ileum ve kolonda lezyonlara rastlandigi ve histopatolojik
incelemede Cryptosporidium tiirlerinin ¢esitli gelisme donemlerine rastlandigi
bildirilmistir (Tzipori ve Ward 2002). Tiirkiye’de ilk defa Burgu tarafindan
buzagilarda Cryptosporidium ookistleri 1984 yilinda saptanmig ve Cryptosporidium
etkeni bildirilmistir (Burgu 1984).

Insanlarda Cryptosporidium tiirlerinin ishalle seyreden bir hastalifa sebep
oldugu 1976 yilinda bildirilmistir. Kronik ishal goriilen {i¢ yasindaki bir cocukta ve
kemoterapi tedavisi sirasinda siddetli ishal goriilen bir kanser hastasinda
Cryptosporidium tiirleri tespit edilmistir. Siddetli ishalle beraber bagirsak
biyopsilerinin mikroskobik incelemesinde Cryptosporidium tiirleri tespit edildigi bu
iki kisinin de kopek ve sigirlarin bulundugu ciftliklerde yasadigi bildirilmistir.

Insanlarda {iciincii vaka olarak ise dokuz Yyasinda olan ve konjenital



hipogammaglobulinemia’si bulunan enteritisli bir erkek c¢ocuk rapor edilmistir.
Ancak bu kisinin hayvanlarla beraber yasayip yasamadigi bildirilmemistir (Fayer
2008). Bu yillarda bildirilen insan olgulari incelendigi zaman Cryptosporidium
tirlerinin bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde firsatg1 parazitler olarak
bildirildigi goriilmektedir. Cryptosporidium tiirleri 6zellikle 1980°li  yillarin
baslarinda AIDS hastalarinin yasamini tehdit eden bir paraziter enfeksiyon olarak
giindeme gelmis ve 1983 yilina kadar 50 olgu rapor edilmistir. Ancak daha sonraki
caligmalarda immun sisteminde herhangi bir problem olmayan kisilerde de
Cryptosporidium tiirlerinin siklikla gastroenteritlere neden oldugu bildirilmistir
(Sears ve Kirkpatrick 2001).

Insanlar da 1993°de Milwaukee/Wisconsin salgim (yaklasik 403 000 kiside)
ile dikkatler bu protozoon iizerine c¢ekilmis ve son 20 yildir diinyada
Cryptosporidium tiirlerinin morfolojisi, biyolojisi, bulasmasi ve molekiiler genetik

yapilar ile ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmistir (Xiao ve ark. 2004, Thompson ve
ark. 2005, Fayer 2008, Fayer 2010).

Bugiine kadar Cryptosporidium cinsine bagh 23 adet Cryptosporidium tiirii;
balik, siirlingen, kus ve memelilerde tanimlanmistir. Memelilerde saptanan 13
Cryptosporidium tiirii C. hominis, C. parvum, C. andersoni, C. bovis C. ryanae, C.
ubiquitum, C. muris, C. canis, C. felis, C. suis, C. fayeri, C. wrairi ve C.
macropodium tiirleridir. Bunlardan C. andersoni sigirlarin abomasumuna, C. muris
rodentlerin midesine diger tiirler ise ince bagirsaklara yerlesmektedirler (Fayer 2010,
Fayer ve ark. 2010). Memelilerde bulunan C. hominis insanlarda, C. parvum ise
insan ve ¢iftlik hayvanlarinda bulunmaktadir. Ayrica Cryptosporidium baileyi
kuslari, C. nasorum baliklari, C. saurophilum kokarca ve kertenkeleleri, C. serpentis
stiriingenleri, C. wrairi kobaylar1 enfekte etmektedir (Bowman 2009, Fayer 2010,
Fayer ve ark. 2010, Xiao 2010).

Sigirlarda C. parvum, C. bovis, C. andersoni ve C. ryanae olmak iizere dort
tir bildirilmistir. Bunlardan C. parvum tiiri konak spektrumu en genis olup,

buzagilarda  yaygin  olarak  goriilmektedir. ~ Cyrptosporidium  parvum



cryptosporidiosisde ishal olgularindan birinci derecede sorumlu tiirdiir. Insanlarda
cryptosporidiosis etiyolojisinin % 50 sini C. hominis ve % 45’ ini ise C. parvum
olusturmaktadir. Bu tiirlere ilaveten C. meleagridis, C. felis, C. canis ve C. suis

insanlarda bulunmustur (Thompson ve ark. 2005, Nichols 2008, Fayer 2010).

Insan ve hayvanlarda bulunan ve diinyada yaygin olarak goriilen 6nemli
Cyrptosporidium tiirleri ve bazi 6zellikleri Tablo 1.1°de verilmistir (Fayer ve ark.
2008, Smith 2008).

Tablo 1.1. insan ve hayvanlarda bulunan énemli Cyrptosporidium tiirleri ve bazi

ozellikleri

Tiir Baslica konagi Yerlestigi Yer Ookist Insan
biiytikligi enfeksiyonu
C. parvum _Ciftlik hyv./ Ince bagirsak 4.5x5.5 Var
insan
C. andersoni Sigir Mide 7.4x5.6 Yok
C. bovis Sigir Ince bagirsak 4.2-4.8x4.8-5.6 Yok
C. ryanae Sigir Ince bagirsak 3.7x3.2 ?
C. hominis Insan Ince bagirsak 4.5x5.5 Var
C. suis Domuz Ince bagirsak 4.4x5.1 Var
C. felis Kedi Ince bagirsak 4.5x5.0 var
C. canis Kopek Ince bagirsak 3.7-5.9x3.7-5.9  Var
C. muris Rodentler Mide 5.5x7.4 Var
C. wrairi Kobay Ince bagirsak 4.0-5.0x4.8-5.6 Yok
C. meleagridis Hindi Bagirsak 45-5.0x4.6-5.2  Var
C. baileyi Kiimes hayv. Trakea, bursafabricius, 4.6-6.2 Yok
kloaka

C.gali Tavuk, ispinoz Proventrikulus 6.2-6.4x8.0-8.5 Yok

1.3. Cryptosporidium Tiirlerinin Morfolojisi ve Yasam Dongiisii

Cryptosporidium parvum ve C. hominis’in esas yerlesim yeri ince
bagirsaklardir. Cryptosporidium parvum buzagilarda genellikle ileum {ist kismindan

sekuma kadar olan bodlgede yogun olarak bulunur. Cryptosporidium muris, C.



andersoni ve C. serpentis tiirleri gastrik mukozaya yerlesirler. Baz1 Cryptosporidium
tiirlerine ise ekstraintestinal olarak konjunktiva, solunum sistemi, safra kesesi, lenf

nodiilleri, testis, ovaryum, uterus ve vajinada rastlanabilmektedir (Thompson ve ark.

2005, Fayer 2010).

Cryptosporidium tiirlerinin biyolojik gelismelerinde exogenous safha (konak
disinda) ve endogenous safha (konak icinde) olmak iizere ana iki donemde gelisme
goriiliir. Konak iginde aseksuel ¢ogalma (merogoni), seksuel ¢ogalma (gametogoni)
ve sporogoni donemleri goriiliir Konak disinda ise enfektif ookist formlar1 bulunur
(Fayer 2008). Diski ile 3,5-7,5 um (ort:5um) biiyiikliigiinde kiiresel ve 4 adet
birbirine paralel ¢iplak sporozoit iceren milyonlarca ookist atilir. Ookistler atildigi
andan itibaren enfektif olup, fekal-oral bulagsma bigimi ile hastaligin yayilmasinda
onemli rol oynarlar. Yine ookistler konjunktiva araciligiyla veya solunum yolu ile de
alabilmektedirler. Ayrica ince cidarli ookistler konak icinde parcalandigr igin
otoenfeksiyonlara da neden olmaktadir (Starling ve Arrowood 1993, Tzipori ve Ward
2002, Xiao ve ark. 2004, O’Handley ve Olson 2006, Taylor ve ark. 2007, Fayer
2008).

D1s ortamda ¢evre sartlarina oldukca dayanikli olan ookistlerin dis ve i¢ cidari
protein, lipit ve karbonhidrattan olusan bir koruyucu kompleks bariyere sahiptir.
Sindirim yolu ile alinan ookistler midede pankreatik enzimler, ince barsakta ise safra
tuzlar etkisi ile ekskistasyona ugrayarak ookistlerin iginden sporozoitler g¢ikarlar
(Fayer 2008, Wyatt ve ark. 2010, O’Hara ve ark. 2011). Ookistlerin sindirim
sisteminde ekskistasyonu igin uygun viicut 1sist ve pH (6,8-7,4) ’nin yani sira
pankreatik tripsin, safra ve mide asitlerine ihtiyag duyulmaktadir. Sporozoitler 5,2 x
1,2 um boyutlarinda, hareketli, virgiil seklinde ince bir zarla ¢evrili yapilardir
(Thompson ve ark. 2005). Bu sporozoitler apikal olusumlar1 ile konak bagirsak
hiicrelerinin apikal yiizeyindeki hiicrelere tutunarak bu hiicrelere girerler (Sears ve
Kirkpatrick 2001). Parazit 6nce konak hiicre membrani ile temas kurar, roptriler
uzayarak sporozooitin konak hiicre ile temasini saglar, daha sonra mikronemler ve
yogun graniiller gibi apikal organeller harekete geger. Parazitin konak hiicresi ile

temasinda sporozoit ya da merozoitlerin sahip oldugu glikoproteinler dnemlidir.



Mucin benzeri bu glikoprotein sayesinde konak hiicre ile parazitin temasi olusur ve
bir parazitofor vakuol sekillenir. Bu parazitofor vakuol i¢indeki sporozoitler
intraselliller olup, konak-hiicre sitoplazmasi ile direkt temasi yoktur yani
ekstrasitoplazmiktir. Parazitofor vakuol iginde parazitler konoid, roptri ve mikronem
gibi organelleri ile konak hiicre arasinda bir bag olusturmaktadir. Olusturulan bu bag
konak hiicre ile direkt temasi saglamaktadir (Fayer 2008, Wyatt ve ark. 2010, O’Hara
ve ark. 2011).

Sporozoitlerin dokulari istilasinda hem konaga hem de parazite ait birgok
faktor etkili olmaktadir. Bu faktorler ookist yiizeyinde reseptorlerin eksprese
edilmesi, sporozoitlerin kistten ¢ikmasi i¢in sinyali verecek olan ookist duvarinin
tripsine maruz kalmasi, sporozoitlerin kistten ¢ikmasi igin parazitlerin gerekli
enzimleri (serin proteaz, sistein proteaz, arjinin aminopeptitaz) salgilamasi olarak
siralanabilir. Parazitin konak hiicreye yapismasini apikal ylizeyden eksprese edilen
sporozoit reseptorleri baslatmaktadir. Parazit ve konak arasindaki tutunmada etkili
oldugu diisiiniilen reseptorler GP900, GP40/15, Trap-C1, P23, Cpal35, CPS-500,
CSL, CP12 ve CP2 reseptorleridir (Thompson ve ark. 2005, Borowski ve ark. 2008).

Parazitin konak hiicre ile temas kurulduktan sonra olusan formu trofozoit
olarak isimlendirilir. Trofozoitler 2,7 x 2,7 um ¢apinda oval merkezinde bir ¢ekirdek
bulunan yapilardir. Trofozoitler sporozoit ve merozoitler arasindaki bir gecis
asamasin1 ifade eder (Thompson ve ark. 2005). Trofozoitlerin ¢oklu mitotik
boliinmesi sonucu parazitin aseksuel cogalma donemi yani merogoni (sizogoni)
donemi baglar. Merogoni sonucu tip I merontlar olugsmaktadir. Diinyada yaygin
olarak goriilen, insan ve hayvanlarda 6nemli olan C. parvum’un merogoni
doneminde 2 tip meront (sizont) goriilmektedir. Cryptosporidium baileyi’de ise 3 tip
meront bulunmaktadir. C. parvum tip I merontlarinda 6-8 adet nukleus sekillenir. Bu
tip I merontlarin ¢atlamasi sonucu 6-8 adet oval veya yarim ay seklinde, hareketli
yaklagik 1-5 um capindaki tip I merozoitler serbest kalir (Levine 1985, Thompson ve
ark. 2005, Fayer 2008). Merozoitler olgunlasinca enfekte ettigi konak hiicresini
parcalayarak terk eder ve yeni hiicreleri enfekte ederlerler. Bu yeni hiicrelerde yine

aseksuel ¢cogalma doénemi yani ikinci merogoni ile ¢ogalarak tip I merontlar1 ya da



bazilarida Tip II merontlari olustururlar. Tip I merontlardan olusan tip I merozoitler
konakta yeni hiicreleri enfekte ederek tekrar merogoni baslatirlar. Tip II merontlar
ise 4 adet merozoit igerirler ve eseysiz iireme ile ¢ogalarak 2-3,5 um sivri sekilli
veya 1,5-1,6 um pleomorfik sekilli tip II merozoitleri olustururlar. (Levine 1985,
Sears ve Kirkpatrick 2001, Fayer 2008). Tip II merontlardan olusan merozoitler
seksuel iiremeyi baslatirlar ve farkli konak hiicrelerine girerek mikrogamont (erkek,
mikrogametosist) ve makrogamont’lar1 (disi) olustururlar. Mikrogamontlarin
blytikliikleri 4-5 um olup, dairesel sekildedirler ve olgunlasmamis donemde ¢ok
sayida yogunlagsmis ¢ekirdek kisimlari, ribozomlar, endoplazmik retikulum ve
membrana bagli vakuoller igerirler. Olgunlastiktan sonra mikrogamontlarin i¢inde
14-16 adet 1,6-2,2 um ¢apinda kursun seklinde, hareketli sperm hiicresiyle esit olan
mikrogametler gelisir. Makrogamontlarin ise gen¢ formlar1 trofozoitlere benzer
biiyiik bir ¢ekirdek ve endoplazmik retikulum igerirler. Iki katli membranla gevrili
olan makrogamontlarin olgun formlar1 3,2-5 pm c¢apindadir ve ovum ile es
degerlidir. Makrogametler ise 4-6 um biiyiikliigiindedir (Sreter ve Varga 2000, Fayer
2008). Mikrogametlerin makrogamontlari nasil bulduklar1 (ya da fark ettikleri)
bilinmemekle beraber, mikrogametlerin konak hiicre membranina tutunmasi ve
penetre olmasi ile makrogamont hiicre membrani fertilizasyonu olusmaktadir. Daha
sonra ise mikrogametler makrogamont sitoplazmasina girer ve onu dolleyerek
makrogamonttan ookist gelisir (Fayer 2008). Tip II merozoitlerden zigota kadar olan
donem eseyli tireme sekli olan gametogoni’dir (Sarikaya 2004, Huang ve ark. 2004).
Bu donemde makrogamont etrafinda ii¢ katli cidar sekillenir, 2n kromozomlu
dollenmis makrogamontlar mayoz bdliinme gecirir ve 4 adet In yapili sprozoitler

gelisir (Fayer 2008).
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Cryptosporidium parvum un sematize edilerek hazirlanan biyolojik gelismesi

Sekil 1.1° de verilmistir (Fayer 2008).

Sekil 1.1. Cryptosporidium parvum un biyolojik gelismesi (Fayer 2008).

Ookistler sporogoni ile sporlanip olgunlastiklarinda iglerinde 4 adet ¢iplak
sporozoit sekillenir ve konak gasrointestinal sisteminde sporlanan bu ookistler digki
ile disar1 atilirlar. Solunum sisteminde yerlesen tiirlerde ise ookistler solunum ve
burun akintilari ile digar1 atilir (Fayer 2008). Cryptosporidium tiirlerinde iki tip
ookist sekillenir. Bunlardan kalin cidarli olanlar (yaklasik % 80 kadar olup) viicut
disina atilarak, duyarli konakcilarda enfeksiyona sebep olurken ince cidarli ookistler
ise (yaklasik % 20 kadar1) konak iginde agilarak otoenfeksiyonlara sebep olurlar
(Dubey ve ark. 1990, Thompson ve ark. 2005).

Cryptosporidium tiirlerinde prepatent siire ¢esitli hayvan tiirlerinde 2-9 giin

arasinda gozlenirken patent siirenin ise birka¢ giinden birka¢ haftaya kadar
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degisebildigi gozlenmistir (Tlzer ve Toparlak 1999, Fahey 2003, Thompson ve ark.
2005).

Enfektif ookistlerin alinmasindan parazitin endogen gelismesini tamamladigi
yani ookistlerin ilk olarak olustugu ve digk: ile atildig: siireye kadar gegcen zaman
olarak tamimlanan prepatent siire alinan enfektif ookist dozuna ve konaga gore
degismektedir. Bu siire buzagilardaki enfeksiyonlarda 2-7 giin, insanlarda 4-22
giindiir. Ookist atiliminin devam ettigi doneme ise patent donem adi verilir ve bu
stire C. parvum’la enfekte buzagilarda 1-12 giin, insanlarda 1-20 giindiir (Fayer
2008). Bazi Cryptosporidium enfeksiyonlarinda prepatent ve patent siireler Tablo
1.2’ de verilmistir (Fayer 2008).

Tablo 1.2. Cryptosporidium tiirlerinde prepatent ve patent siireler

Tiir Konak Prepatent siire (giin) Patent Siire (giin)
C. parvum Buzagi 2-7 1-12
Insan 4-22 1-20
C. bovis Sigir 10-12 18
C. ryanae Buzagi 11 15-17
C. suis Domuz 2-9 9-15
C. felis Kedi 5-6 7-10
C. muris Fare 6-21 30-90
C. baileyi Tavuk 4-24 18

1.4. Cryptosporidium Tiirlerinin Molekiiler Yapisi

Cryptosporidium tiirlerinde kromozom biiyiikligii 0,9-1,4 Mb arasinda
degisen sekiz kromozom bulunmaktadir. Kromozom iizerinde bulunan gen sayilar
tiirlerde farkliliklar gostermektedir. Ornegin; Cryptosporidium hominis’te 3994, C.
parvum’da 3952 gen oldugu disiiniilmektedir. Gen sayilarmin degismesi ayrica
genom uzunlugunu da etkilemektedir. Genom uzunluklar1 karsilastirildiginda C.
parvum’un 9,11 Mb, C. hominis’in 9,16 Mb uzunluga sahip oldugu belirtilmistir.
(Thompson ve ark. 2005, Uner ve ark. 2007, Kissinger 2008). Genlerin % 5-20’sinde

intron yoktur. (Abrahamsen ve ark. 2004, Xu ve ark. 2004). Genom uzunlugundaki
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degisikliklere ragmen Cryptosporidium parvum ve C. hominis genomlarinin % 97
oraninda ayni oldugu goriilmektedir. Cryptosporidium parvum ve C. hominis tiirleri
arasindaki fenotipik farkliliklarin genler arasindaki c¢ok kiiciik degisikliklerden
kaynaklandig1 varsayilmaktadir. Cryptosporidium tiirleri i¢ginde genomuna ait dizisi
elde edilmis iki tiir mevcuttur. Bunlardan ilki C. hominis ikincisi ise C. parvum’dur
(Abrahamsen ve ark. 2004, Xu ve ark. 2004, Uner ve ark. 2007).

Cryptosporidium hominis’in (Ia, Ib, Id, Ie, If, Ig) alti, C. parvum’un (lla, Ilb,
llc, I1d, lle, I1f, g, Ih, Hi, 11k, 111) 11 subtip familyasi tespit edilmistir (Xiao 2010).
Cryptosporidium parvum’un bu subtip familyalarindan Ila, IIb ve IId zoonotik olup
¢ok sayida subgenotipleri bulunmustur. Cryptosporidium parvum lla subtip
familyasinin 45 subgenotipi tanimlanmis olup, bunlardan 18’1 hem insan hem de
sigirlarda bulunmaktadir. Cryptosporidium parvum IId’nin ise 13 subgenotipi vardir
ve bunlardan 6’s1 insan ve sigirlarda goriilmektedir. Insan ve hayvanlarda en gok
goriilen zoonotik tip C. parvum Ila subtip familyasidir. Diinyada en yaygin olarak
goriilen zoonotik subtipler ise [TaA15G2R1 ve 11aA18G3R1’dir. Cryptosporidium
tirlerinin GP-60 gen sekans analizi sonucu yiiksek derecede genetik polimorfizim
gosterdigi ve bu nedenle cok sayida genotiplerinin belirlendigi kaydedilmistir
(Thompson ve ark. 2007, Plutzer 2009, Xiao 2010). Diinyada 61 Cryptosporidium

subgenotipi rapor edilmistir. Bunlardan 24 subgenotip insanlara bulagmaktadir.
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Konak spektrumu genis olan ve sigirlarda da yaygin olarak bulunan C.

parvum tiiriiniin GP60 lokusundaki subgenotipleri Tablo 1.3’de goriilmektedir

(Nichols 2008).

Tablo 1.3. Cryptosporidium parvum’ un subgenotipler

Subtip familyasi

Konak/Ookist kaynagi

Subgenotipi

11aA15G2R1, 11aA15G2R2, 11aA16G1R1

C. parvum lla Buzag, insan (zoonotik) (45 subgenotipi, 16’s1 s1gir ve insanlarda)
C. parvum Ilb Insan, buzagi, koyun (zoonotik) IIbAl4

C. parvum llc Insan (antroponotik) IIcA5G3a, IIcA5G3D, 11IcA5G3d,

C. parvum I1d Insan, buzag (zoonotik) H%itigjnotipi; 6’s1 s181r ve insanlarda)
C. parvum lle Antroponotik lleA12G1

C. parvum IIf IITAG

C. parvum lig 11gA9

C. parvum Ilh IIhA7G4

C. parvum lli

C. parvum llk IiAL0

C. parvum 1l
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Diinyada yaygin olarak bulunan tiirlerden olan ve insanlarin Cryptosporidium
enfeksiyonlarinda etiyolojik olarak birinci derecede rol oynayan C. hominis tiiriniin

GP60 lokusundaki subgenotipleri Tablo 1.4’de sunulmustur (Nichols 2008).

Tablo 1.4. Cryptosporidium hominis’ in subgenotipleri

Subtip familyas1 Konak/Ookist kaynagi Subgenotip

C. hominis la Insan laA23R4

C. hominis Ib Insan IbA10G2, IbA9G3
C. hominis Id Insan IdA16

C. hominis le [nsan 1eA11G3T3

C. hominis If Insan IfA19G1

C. hominis Ig Insan IgA24

Belirli genler ve proteinler evrimsel kronometreler olarak kullanilir, evrimsel
degisimi Olcerler. Diger bir degisle islevsel olarak benzer (homolog) makro
molekiillerin niikleotid ve amino asit dizisindeki farkliliklar, evrimsel uzakliklarin
sonucudur. Bu molekiillerin hepsi, ilkel hiicrelerde bile gereklidir ve bu sebeple
onlarin gen dizilerindeki varyasyonlar, evrimsel ge¢mislerinin daha derinlemesine
incelenmesine olanak saglarlar. Bu kronometreler arasinda en yaygin olani ribozomal
RNA’lardir. Ribozomal RNA’lar, oldukca biiyiik, islevsel olarak sabit, evrensel
olarak yaygin molekiiller olup, tiim hiicrelerde niikleotid dizisinin korundugu c¢ok
sayida bolge igerirler. Prokaryotlarda biiytikliikleri 5S, 16S ve 23S olan ii¢ ¢esit
ribozomal RNA molekiilii vardir. Eukaryotlarda ise dizileme caligmalari, islevsel
olarak benzer fakat biraz daha biiyiik 18S molekiilii tizerinde odaklanmistir. 16S ve
18S rRNA’lar1 ribozomun kiigiik alt biriminin (30S veya 40S) bir pargasi
olduklarindan, SSU (kiiciik alt birim) dizilemesi kisaltmasi, 16S veya 18S dizilemesi

ile es anlama gelmektedir. Ribozomal RNA dizilerinin elde edilmesi ve filogenetik
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agaclarin olusturulmasi, molekiiler biyoloji ve bilgisayar analizlerinin beraber

yiiriitiilmesi sonucu su an oldukga rutin hale gelmistir (Madigan ve ark. 1997).

Apicomplexa grubu parazitlere benzer olarak Cryptosporidium tiirlerinde 4-5
adet tRNA, 6 adet 5SrRNA ve 5 adet 5.8S ile 18S ve 28S RNA genleri
bulunmaktadir (Uner ve ark. 2007). Mitokondri ve plastid gibi diger Apicomplexa
gurubu parazitlerde ve bazi Cryptosporidium tiirlerinde bulunan organeller C.
parvum’da bulunmamaktadir (Fayer 2008).

1.5. Klinik Belirtiler

Cryptosporidium parvum neonatal ruminantlarda ileum ve kalin barsak
proksimal kismina yerleserek intestinal cryptosporidiosise ve neonatal diyareye
neden olmaktadir. Cryptosporidium parvum daha ¢ok ti¢ ayliktan kiigiik ya da siitten
kesim Oncesi buzagilarda goriildiigii halde C. andersoni, C. bovis ve C. ryanae
tiirlerine siitten kesim sonrast ya da {i¢ ayliktan ileri yaslarda rastlanmaktadir. Bu
nedenle neonatal cryptosporidiosis vakalarinda C. parvum tiirii birinci derece
sorumlu ajan olarak tanimlanmaktadir (Kvac ve ark. 2006, O’Handley ve Olson

2006, Feng ve ark. 2007, Fayer 2008).

Neonatal ruminantlarda Cryptosporidium parvun enfeksiyonlarinda en 6nemli
klinik belirti ishaldir. Ishal genellikle tipik soluk sarimsi renkli, bol sulu, bazen
mukuslu olabilir. Genel halsizlik, istahsizlik, hayvanin arka tarafinin digki ile bulasik
olmasi, killarin canliligini yitirmesi, matlasmasi ve dehidrasyon ishale eslik eden
diger 6nemli belirtilerdir. Klinik belirtiler ookistler alindiktan 3-5 giin sonra belirgin
olarak ortaya cikar ve 4 ile 18 giin kadar devam edebilir (O’Handley ve ark. 2006).
Nadirde olsa siddetli cryptosporidiosis olgularinda asir1 dehidrasyon, metabolik
asidosis, beden 1sisinda hafif artis (maksimum 40,1°C) ve olim goriilmektedir.
Cryptosporidiosis yiikksek morbidite ve diisik mortalite ile seyreden bir
enfeksiyondur. Hayvanlarin ¢ogunda tedavi olmaksizin kendiliginden iyilesme
goriiliir. Ancak iyilesmenin sekillenmesinden kisa bir siire sonra ishal yeniden ortaya

cikabilir. Bu parazit protozoonun diger enteropatojenlerle (Escherichia coli ve
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Proteus grubu bakteriler ile Rota ve Corona viruslar) birlikte ortaya ¢iktigi
enfeksiyonlarda klinik bulgularim daha siddetli ve Oliimiin daha fazla oldugu
saptanmustir. Buzag ishallerinde Escherichia coli, Salmonella sp., Clostridium sp.,
rotavirus, coronavirus, parvovirus, Eimeria sp. gibi bir ¢ok enteropatojenler etkili
olmaktadir (Thompson ve ark. 2005, O’Handley ve ark. 2006).

Buzagilar Cryptosporidium tiirleri ile genellikle 1-4 haftalik yaslarda enfekte
olurlar. Enfeksiyon 2 hafta kadar devam etmektedir. Ookist atilimi en erken 2 giinliik
iken baglar ve 2 haftalik yaslarda en yiiksek diizeye ulasmaktadir. Ookist atilimi 10
gin kadar sirmektedir (Olson ve ark. 2004). Cryptosporidiosisin siddetli
seyretmesinde alinan ookist sayisi, siirii bagisikligi, diger enfeksiyonlarin varligi,
besleme ve ciftlik yonetimi-idaresi etkili faktdrlerdir. lyi bir ciftlik yonetimi C.
parvum enfeksiyonlarinin ciddi sorunlar olusturmasini engelleyebilecegi gibi

cryptosporidiosisin daha hafif gegmesini saglamaktadir (O’Handley ve ark. 2006).

Klinik cryptosporidiosis olgularinda hayvanlarin irki da 6nemlidir. Etgi
irklarda cryptosporidiosis salginlarina siit¢ii irklardan daha az rastlanmaktadir. Ancak
etci buzagilarda enfeksiyon daha siddetli olup mortalite oran1 daha yiiksektir. Siit¢ii
buzagilarda dogum sezonunda buzagilarin siiriiye girmesini takiben enfeksiyon orani
artmaktadir. Neonatal ishal olgularinda ¢ogunlukla Cryptosporidium tiirleri ve diger
enteropatojenler birlikte goriilmektedir. Ayrica klinik belirtilerin - goriilmedigi
hayvanlarda (buzagi gibi) Cryptosporidium ookistleri  saptanabilmektedir
(O’Handley ve ark. 2006). Irmak (1991), yeni dogan buzagilarda deneysel olarak
olusturdugu Cryptosporidium enfeksiyonunda klinik olarak enfeksiyonun 4. giiniinde
sulu kivamda, acik saridan koyu sartya degisen renkte, pis kokulu yer yer mukus ve
fibrin, bazen de gaz kabarcig1 iceren ishal tespit etmistir. Ishalin siddetiyle beraber
buzagilarda anoreksi, dehidrasyon, deri elastikiyetinde azalma, gozlerin goz

cukuruna ¢ekilmesi, killarin parlakligini kaybetmesi gibi bulgularda gézlemlemistir.

Abomazum cryptosporidiosisine neden olan C. andersoni tiiriiniin tiim
diinyada siitten kesilmis et ve siit sigirlarinda bulundugu bildirilmistir. Enfeksiyon,

belirgin bir klinik belirti gdstermeden aylar hatta yillar boyunca devam edebilir. C.
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andersoni enfeksiyonlarina yakalanmis sigirlarda ishal goriilmemektedir. Sigirlarda
orta veya asir1 derecede kilo kaybi goriilmektedir. Enfeksiyon goriilen sigirlar,
yiiksek proteinli gidalarla beslenmesine ragmen, diisiik gastrik pH nedeniyle
proteinleri yeterince sindirememektedirler. Bu sebeple C. andersoni et ve siit
isletmelerinde 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Thompson ve ark.

2005, Zajac ve Conboy 2012).

Koyun ve kegilerde bagirsak cryptosporidiosisine C. parvum ve yeni bir C.
parvum genotipi sebep olmaktadir (Thompson ve ark. 2005). Neonatal kuzularda
goriilen en onemli klinik bulgu orta veya agir derecede ¢ok sayida ookist igeren
ishaldir. Ayrica depresyon, anoreksi, kas agrilar1 ve siit emmede azalma goriiliir (De-
Graaf 1999, Ramirez ve ark. 2004, Thompson ve ark. 2005). ishal tipik sar1 renkte
olup agir bir kokuya sahiptir. Kuzularda prepatent periyot 2-7 giin arasindadir.
Oglaklarda ise 4 giin civarindadir. Bu siire alinan ookist sayisinin az olmasi ve
hayvanin yasinin artmasi ile uzamaktadir. Hastaligin hafif seyrettigi hayvanlarda
ishal 3-5 giin, daha agir seyrettigi hayvanlarda ise 1-2 hafta arasinda devam eder.
Ookist atiliminin stiresi hayvanin yasi, immun durumu gibi faktorlere bagl olarak
degisebilir. Deneysel ¢alismalarda ve dogal enfeksiyonlarda ookist atiliminin kinetigi
cogu kez aymdir. Ik 2-3 giinden sonra ookist atilimi artarak 5-6. giinde maksimum
seviyeye ulagmaktadir. Sigirlarda oldugu gibi enfeksiyona viruslar (Rota virus),
bakteriler (E.coli, Clostridium perfringes, Salmonella) ve parazitler (Giardia,
Eimeria) eslik ettigi takdirde tablo daha da agirlagsmaktadir (De-Graaf 1999,
Thompson ve ark. 2005).

Cryptosporidiosis insanlarda hem immunsiiprese hem de immunokompetent
bireylerde gastrointestinal sisteme iliskin klinik bulgular olusturmaktadir. Klinik
belirtilerin siddeti ve sliresi hastalarin  yasi ve bagisiklik durumuna gore
degismektedir. Ishal immunokompetent bireylerde iki haftada kendi kendini
sinirlayan tarzda iken, immunsiiprese bireylerde bir giinde 20 litreye varabilen kolera
benzeri tarzda olup yasami tehdit etmektedir. Kilo kaybiyla karakterize olan ishal
sulu nitelikte olup mukus icerebilir. Ancak kan ve lokosit goriilmemektedir (Findik

1994, Dirim ve ark. 2003, Thompson ve ark. 2005). Diger semptomlar ise karin
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agrisi, bulanti, kusma, diisiik dereceli ates (<39 °C), myalji, halsizlik, bas agris1 ve
anoreksidir. Sindirim kanali disinda solunum sistemi, akcigerler, karaciger, safra
yollari, pankreas etkilenen diger organlar arasinda yer almaktadir (Laurent 1999,
Ramirez ve ark. 2004, Terzi 2005, Thompson ve ark. 2005). Ookistlerin
alinmasindan klinik olarak goriilmesine kadar gecen siire 2-14 giin arasinda
degismektedir (Thompson ve ark. 2005). Yine AIDS disindaki diger immunsiiprese
hastalarda hastaligin siiresi ve ciddiyeti immun supresyonun siddetine bagli olarak
degismektedir. Bu bireylerde tedavi amagh kullanilan sitotoksinlerin immun sistemi
baskilama derecesine gore hastalik asemptomatik tastyicilik, orta siddette veya ciddi

ishal seklinde goriilmektedir (Yetkin 1998).

1.6. Patogenez

Cryptosporidium enfeksiyonlarinin patogenezi parazitlerin epitel hiicrelerin
mikrovilluslarinin =~ firgams1  kenarlarina  tutunarak  bagirsak  mukozasinin
fonksiyonlarin1 bozmasiyla baslamaktadir (Giil ve Ozdemir 1990, Imren ve Sahal
1996). Cryptosporidium parvum tiirleri esas olarak ince bagirsak distal kismina
(ileum) yerlesmekle beraber, ince bagirsak proksimal kisimlar1 (jejenum, duodenum)
ile sekum ve kolonda da goriilebilirler (Tzipori ve Ward 2002, O’Handley ve Olson
2006, Fayer 2008, Santin ve Trout 2008, Wyatt ve ark. 2010). Bagirsak epitel
hiicreleri; kalin ve ince cidarli ookistlerden ekskiste olan sporozoitler ve sporogoni
sonucu olusan merozoitler tarafindan istila edilir (Clark 1999, Fahey 2003). Bunun
sonucu hizl bir epitel hiicre 6liimii ve mukoza zedelenmesi baslar. Yikimlanan epitel
hiicrelerin yenilenebilmesi icin kript hiicre hiperplazisi ve lamina propriada yangi
hiicre infiltrasyonu uyarilmaktadir. Kript hiicre hiperplazisi ve lamina propriadaki
hiicre artist PGE; ve CI" sekresyonunu arttirarak ishale sebep olmaktadir (Clark
1999). Infeksiyon sonucunda patolojik olarak villus atrofisi, villuslarda birlesme,
kript hiperplazisi, mikrovilluslarda bozulma, yangisal hiicre infiltrasyonu
sekillenmektedir. Tiim bu degisiklikler barsak yiizey kisimlarinda hasara, beslenme
bozukluguna, enzim kayiplarina ve elektrolit transportunda bozulmalara sonug olarak
da malabsorpsiyona neden olmaktadir. Ayrica parazitlerin salgilar1 ve kolera benzeri

toksinlerinin bulunmasi salgisal tip diyarenin geligmesine neden olmaktadir. Son
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yillarda yapilan arastirmalar Cryptosporidium tiirlerinin  apoptosise neden
olabilecegini iddia etmektedir. Yine bagirsak epitellerinin birlesme yerlerinde
yikimlanmaya, bagirsak bariyer fonksiyonlarinda kayba yol acabilecegi de iddia
edilmektedir (Tzipori ve Ward 2002, O’Handley ve Olson 2006, Fayer 2008, Santin
ve Trout 2008, Wyatt ve ark. 2010). Bu patolojik olaylarin sonucunda
Cryptosporidium tiirleri ile enfekte konaklarda malabsorpsiyon (koti emilim,
barsakta emilimin iyi olmamasi) ve sivi sekresyonunda artis meydana gelmektedir.
Sivi sekresyonundaki artis mukozal bariyerin bozulmasiyla makro molekiillerde
permeabilite artmas: ve bagirsak epitel hiicreleri iginde bulunan iyonlarin ve suyun
tekrar bagirsak liimenine atilmasiyla olustugu bildirilmektedir (Levine 1985, Tiizer
ve Toparlak 1999, Thompson ve ark. 2005).

Cryptosporidium andersoni tiiriiniin neden oldugu abomazumdaki klinik
belirtiler belirgin  olmadigi gibi, patolojik lezyonlarda smirlidir. Bu tip
cryptosporidiosisde peptik ve pilorik bezler etkilenir ve bunun sonucunda ise gastrik
mukozada hipertrofi, gastrik bezlerde dilatasyon ve epitel hiicrelerde atrofi
sekillenebilir. Enfeksiyon sirasinda yapilan mikroskobik muayenelerde abomazum
bez epitel hiicrelerine tutunmus ¢ok sayida gesitli evrelerdeki etkenler goriilmektedir
(Thompson ve ark. 2005, O’Handley ve ark. 2006).

Otopside bagirsaklarda gazli bir sislik, bagirsak liimeninde kan veya mukoid
stvi, agik sart sulu igerik, intestinal mukozada konjesyon, mezenteriyel lenf
yumrularinda 6dem ve biiyiime goriilmektedir. Ancak bu bulgular tani icin yeterli
degildir. Buzagilarin otopsisinde ince bagirsak mukozasindaki degisikliklerin
ileumda ¢ok siddetli oldugu tespit edilmistir. Bu bolgelerde hiperemi ozellikle
ileumun bazi bolgelerinde sislik ve hastaligin klinik siddetine gore degisen oranda
mukoza kalinliginda azalma goriilmektedir. Yine bagirsak villuslarinda cesitli
derecede erime, ddem, yapisma, atrofi sekillenmektedir (Giil ve Ozdemir 1990,

Thompson ve ark. 2005).
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1.7. immunite

Sigirlarda intestinal protozoon enfeksiyonlarinda yas 6nemli bir faktordiir. Bu
bagirsak parazitlerinden olan Cryptosporidium enfeksiyonlarinda da gengler daha
duyarhidirlar. Ozellikle yeni dogan hayvanlarin bagirsak mikroflorast ve immun
sistemi tam gelismedigi i¢in bunlarda hastalik daha siddetli seyretmektedir (Sears ve
Kirkpatrick 2001).

Cryptosporidium enfeksiyonlarinda hem hiicresel hemde humoral immun
yanit olusmaktadir. Olusan ilk immun yanit T-lenfositlerinin artisidir. Ayrica CD4™ T
hiicreleri ve interlokin-12 ve interferon IFN-y gibi bazi stokinlerin bagirsakta artisi
goriilmektedir (Sears ve Kirkpatrick 2001, Huang ve ark. 2004, Thompson ve ark.
2005). Bu enfeksiyonda spesifik antikorlarin sekillendigi IgA’nin sporozoit ve
merozoitlerin bagirsak mikrovilluslarina tutunmasini engelledigi tespit edilmistir.
Cryptosporidium tiirleri ile enfekte bireylerde 6nce IgM daha sonra IgG yanitt
olusmaktadir. IgG diizeyi birkag¢ ay icerisinde azalmakla birlikte yillarca serumda
pozitifligini devam ettirmektedir. Enfeksiyon sirasinda daha sonra IgA ve IgG

miktarinda artig goriilmektedir (Thompson ve ark. 2005).

Cryptosporidiosis insanlarda hem immunkompetent hemde immunsiiprese
konaklarda goriilen énemli bir hastaliktir. Immunkompetent insan ve hayvanlarda
belirli dokulart (genellikle bagirsaklar) etkileyerek kendi kedini sinirlayan tarzda
enfeksiyon gelismektedir. AIDS hastalar1 gibi immunsiiprese konaklarda diger
dokulara da yayilarak ciddi klinik belirtiler gosterir ve niikseden kronik
enfeksiyonlara sebep olmaktadir (De-Graaf 1999). Humoral immuniteleri saglam
olan AIDS hastalarinda hastaligin gelisimi agiklanamadigi i¢in hiicresel immunitenin
Cryptosporidium enfeksiyonlarinin gelisiminde daha etkili oldugu belirtilmistir
(Yetkin 1998).
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1.8. Epidemiyoloji

Cryptosporidium enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde etken, konak ve ¢evre
onemli rol oynamaktadir. Etken olan Cryptosporidium tiirii, konak ¢esidi, konagin
yasi, ¢evre iklimsel Ozellikleri, konaklarin bulundugu ahir ve ortamin kosullar ile
ciftlik yoOnetimi cryptosporidiosis epidemiyolojisinde genel olarak rol alan
faktorlerdir. Sigirlarda C. parvum’un prepatent siiresi 2-7 giin olup, enfekte
hayvanlar digkilar1 ile 2-3 hafta kadar (ortalama 10 giin) ookist ¢ikarirlar. Konaktan
disar1 atilan ookistler enfektiftir. Geng ve ishalli olan buzagilar gram diskida 107 den
daha fazla ookist atarlar. Enfeksiyonun olugmasi i¢in 30 ookist yeterli olmaktadir

(Fayer 2008, Wyatt ve ark. 2010, O’Hara ve Chen 2011).

Neonatal buzagilar dogduktan 2 giin sonra ookistleri atmaya baslamaktadirlar.
Ancak en yiiksek ookist atilimi yaklagik 14 giin sonra meydana gelmektedir
(O’Handley ve ark. 1999, Becher ve ark 2004, Fayer 2008). Diski ile disar1 atilan
kalin cidarli enfektif bu ookistler su, gida ya da yakin temasla oral yolla alinarak
konaklarin enfekte olmasina neden olmaktadirlar. Buzagilarda yaygin olarak goriilen
C. parvum tiiriinde genellikle su kaynakli bulasim s6z konusudur. Buzagilarin
digkilar ile kirlenen sularin igilmesi ile hayvanlara ve zoonotik olarakta insanlara
enfeksiyon bulagsmaktadir. Yani C. parvum un sigirlarda bulunan subtipleri (zoonotik
olanlar) genellikle su ile insanlarda bulunan (antroponotik tiirii) subtipleri ile C.

hominis tiirii ise gida ve su ile bulagsmaktadir (Fayer 2008).
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Cryptosporidium ookistlerinin bulasim kaynaklar1 ve bulasma yollar ile ilgili
ayrintili bilgi Sekil 1.2 de verilmistir (Fayer 2008).

CRYPTOSPORIDIUM OOKISTLERININ BULASMA YOLLARI
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Sekil 1.2. Cryptosporidium ookistlerinin bulasim kaynaklari (Fayer 2008).

Buzagilarda enfeksiyon ortalama iki hafta kadar devam etmektedir. Ookist
atilimi ise bir veya dort hafta stirmektedir (Fayer ve ark. 1998, O’Handley ve ark.
1999, de Graaf 1999). Bu siire boyunca enfekte buzagilarin diskilariyla attiklari

ookistler diger buzagilar i¢in 6nemli bir risk faktorii olusturmaktadirlar.

Cryptosporidiosisin  bulagsmasinda ve salgin hale gelmesinde geng
hayvanlarin 6nemli bir yeri vardir. Ciinkii gencler digkilar1 ile daha fazla ookist
atarlar. Buzagilarda gram digkidaki ookist atilimi yaklagik 6x107 diizeylerinde olup,
bu say1 6x10™ leri bulmaktadir (Uga ve ark. 2000). Cryptosporidium enfeksiyonlari
genglerde ishale neden olmaktadirlar. Bu nedenle ishalli buzagilarda ookist atiliminin
ve ookist yogunlugunun yiiksek oldugu belirtilmistir (Singh ve ark. 2006). Ayrica 2

aylik oOncesi (siit kesim Oncesi) yaslardaki buzagilarda ve siitgii isletmelerde,
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zoonotik olan C. parvum tiirii daha yaygindir. Bu sebeple buzagilar C. parvum’ u
insanlara daha fazla bulastirmaktadirlar (Geurden ve ark. 2006, Kvac ve ark. 2006,
Thompson ve ark. 2007, Keshavarz ve ark. 2009).

Cryptosporidium parvum neonatal ruminantlarda ileum ve kalin bagirsagin
proksimal kismina yerleserek intestinal cryptosporidiosise ve neonatal diyareye
neden olmaktadir. Cryptosporidium parvum daha ¢ok ii¢ ayliktan kiigiik ya da siitten
kesim Oncesi buzagilarda goriildigii halde C. andersoni, C. bovis ve C. ryanae
tiirlerine siitten kesim sonrast ya da ii¢ ayliktan ileri yaslarda rastlanmaktadir. Bu
nedenle neonatal cryptosporidiosis vakalarinda C. parvum tiirii birinci derece
sorumlu tiir olarak tanimlanmaktadir (Kvac ve ark. 2006, O’Handley ve Olson 2006,
Feng ve ark.2007, Fayer 2008).

Ookistlerin ¢evre sartlarina direngli olmasi, fekal-oral bulagmanin yaygin
olarak goriilmesi, su ile bulagimlarin salginlara doniismesi, isletmedeki buzagilarin
anneleri ile bir arada olmasi, sigir ve buzagi sayisinin fazla olmasi, kalabalik
yetistirmeler, siirli biyiikligl, gibi faktorler Cryptosporidium enfeksiyonlarinin
yayginliginda rol oynamaktadir. Neonatal rumimantlarda C. parvum enfeksiyonlari
etci buzagilara gore siitcli buzagilarda daha yaygin olarak goriilmektedir. Bunda
stit¢ii igletmelerdeki buzagi sayisinin fazla olmasi ve bu buzagilarinda diski ile fazla
ookist ¢ikarmasi etkili olmaktadir. Yine yetistirme tipi (kapali veya yar1 agik), iklim,
havanlarin merada olup olmamasi, yashlarla bir arada bulunma, altlik durumu, su
icme diizeni, althk temizlenme bicimi ve sikligi, hayvan sayisi, farkli yas
gruplarindaki hayvanlarin ayn1 bdlmelerde bulunmas1 gibi g¢esitli faktorler

cryptosporidiosisin yayilisinda etkili faktorler olarak sayilabilir.
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Sigirlarda cryptosporidiosis epidemiyolojisinde etkili olan risk faktorleri

Tablo 1.5’ de maddeler halinde sunulmustur (Thompson ve ark. 2005, O’Handley ve
Olson 2006, Starkey ve ark. 2006, Nichols 2008, Silverlas ve ark. 2009).

Tablo 1.5. Sigirlarda cryptosporidiosis epidemiyolojisinde etkili risk faktorleri

> C}ft.l.lktf: 1f1 hayvan sayist (siirl Ergin sigirlardaki subkilinik vakalar
biiyiikliigii)
» Buzagi ve yash hayvanlarin ayni Ahirda kopek-kedi-fare-artropod
ahirda bulunup, bulunmamasi varligi
> Ciftlik/ahirdaki hayvanlarin yas Yemlik-samanlik diski ile bulasma
dagilimi
> Beslenme tipi Ahir ile yemlik-samanlik irtibati
> I¢me suyu bicimi/sekli (ahir icinde, Merada su i¢me sekli
ahir diginda)
Ahirm hijyen durumunun kotii
» Toplu olarak dere, ¢ay, gol, gblet gibi olmasi (altlik kirli, digki var, 1slak
sulardan i¢ilmesi ]
zemin)
Siirtide bir 6nceki y1l ishal
» Buzaginin ahirdaki yeri sikayetinin olup olmadi@:
> Altlik bigimi Siiriide ishal sikayeti
> Altlik temizligi Dogum sonrasi agiz siitiiniin
verilmemesi
» Altlik temizleme bigimi Buzaginin siit emme bigimi
» Ahir ¢evresinde altlik biriktirme Sagum oncest buzagmin memeyi
emmesi
» Ahir ¢evresinde ¢amur/toprak/sap- Sagim oncesi meme temizliginin
saman/su birikintisi yapilip yapilmadigi
» Ahirda yemlik durumu

Cryptosporidium  enfeksiyonlari

endemik hayvan gruplarinda yiiksek

morbidite (%100) ile seyretmektedir. Ancak bu hayvanlarda mortalite diisiiktiir. Saf

irklarin  buzagilarinda ve bazi irklarda (Belgika mavisi, Limouzin, Charolais)
mortalite % 30’lara kadar ¢ikmaktadir (De Graaf 1999).

Kolostrum ve siitte bulunan antikorlar parazitin hareketini ve yayilmasini

yavaglatmaktadir. Bu nedenle yeterince kolostrum alan buzagilarda ciddi klinik
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belirtilerin goriilmedigi ya da engellendigi bildirilmistir (Olson ve ark. 2004,
McAullister ve ark. 2005).

Cryptosporidium parvum tiirii konak spektrumu en genis olan tiirdiir. insan
cryptosporidiosis vakalarinda C. parvum tirii C. hominis’ten sonra ikinci olarak
gelmektedir. Insanlara bu protozoonun bulagmasinda sigirlar ve dzelliklede buzagilar
onemli rol oynarlar. Cryptosporidium parvum’un sigir genotipi olarak adlandirilan C.
parvum Ila, C. parvum IlIb ve C. parvum IId subtip familyalar1 zoonotik olup,
buzagilardan insanlara bulagmaktadir. Cryptosporidiosisde bulagsma sekilleri; insan-
insan, hayvan-insan, su ve gida olmak tizere dort tiptir. Hayvandan insana bulasmada
C. parvum tiirii yaygindir ve bunda buzagilar 6nemli rol oynar (O’Handley ve Olson
2006, Fayer ve ark. 2008, Smith 2008, Fayer 2010). Halk saglig1 yoniiylede oldukga
onemli olan Cryptosporidium parvum’un bulagim kaynaklar1 Sekil 1.3> de
gosterilmistir (Nichols 2008).

Cryptosporidium parvum

cn ':\\PW‘
RO R, Y

» MM Ton

U

Toprak ,}" Nehirlerin (Sularn)

Sekil 1.3. Cryptosporidium parvum’un bulagim kaynaklar1 (Nichols 2008).
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Hastalik 3 giinlige kadar olan ruminantlarda goriildiigii halde en yaygin
olarak goriildigli yas grubu 1-3 haftaliklardir. Enfeksiyona bir aylik iizerindeki
hayvanlarda nadiren rastlanmaktadir. Ancak hastalifin yayilisinda etkili risk
faktorlerinin fazla olmasi ve salginlarin ortaya ¢ikmasi her yas grubunu duyarli hale

getirmektedir (Fayer 2008).

Cryptosporidium enfeksiyonlart kendi kendini smirlayan 6zellikte olup,
ookist atilimi1 1-2 hafta kadar devam etmektedir. Enfeksiyonlar1 takiben immunite
gelisir ve daha sonraki enfeksiyonlara karsi hayvanlar direngli hale gelirler. Yani ilk
enfeksiyonlarda ookist atilimi daha fazla olur ve yasla beraber azalmaya baslar. Tlk
enfeksiyonlar  Ozellikle neonatal donemde siddetli seyreder ve  klinik
cryptosporidiosis olusmakta ve tedavi edilmezse Oliimler sekillenmektedir.
Cryptosporidium parvum tiirii daha ¢ok genglerde yani neonatal donemde ya da
buzagi, oglak ve kuzularda goriillmekte ve yaygmlhigi % 100 lere kadar varmaktadir

(Fayer 2008).

Cryptosporidium andersoni tiirii ilk olarak 1987 yilinda sigirlarda tespit
edilmistir (daha 6nce C. muris olarak adlandiriliyordu). Koyun ve kuzular deneysel
olarak bu tiirle enfekte edilememis ancak son yillarda bir koyunda C. andersoni
ookistleri saptanmistir. Prevalansi % 5’ ler diizeyinde olup, baz siiriilerde % 30’ lara
kadar varmaktadir. Cryptosporidium andersoni esas olarak siit kesim sonrasi
yaslarda yada erigkin sigirlarda goriiliir ve enfeksiyon genellikle kronik seyirlidir ve
aylarca hatta yillarca devam edebilir (Thompson ve ark. 2005, O’Handley ve ark.
2006, Nichols 2008). Yukaridaki tiirlerden baska hakkinda daha sinirli bilgi bulunan
C. bovis tiirii ise daha yasli buzagilarda goriilmektedir (Fayer 2010).

Insanlarda olgularin yaklasik %50 sini C. hominis , % 45 ini C. parvum ve
kalan % 5 kadarini1 ise C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. suis ve geyik genotip
olusturmaktadir. Zoonotik yonii dikkate alindiginda bu dagilimda C. parvum’un
onemli diizeyde oldugu gorilmektedir. Bu durumun salginlarda ve insanlara
bulagimlarda dikkate alinmasi1 gerekmektedir (Thompson ve ark. 2005, O’Handley ve
ark. 2006, Nichols 2008).
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Bu hastaliga neden olan tiirlerden C. parvum tiirii en 6nemli zoonotik tiir
olup, insan olgularina kisilerin ¢iftlik ziyaretleri ya da buzagilarla direkt temasi
sonucu rastlanmaktadir. Cryptosporidium tiirlerinin bulasmasinda gen¢ ruminantlar
ve ozelliklede neonatal dénemdeki hayvanlar risk faktorii olarak rol oynarlar. Cilinkii
C. parvum enfeksiyonlarma 30 giinliikten biiyiik hayvanlarda nadiren rastlanmakta
ve yasl hayvanlarda atilan ookist sayis1 da diigmektedir. Ayrica yaslt hayvanlarda C.
andersoni ve C. bovis tiirleri daha yaygin olarak goriilmektedir (O’Handley ve ark.
2006, Thompson ve ark. 2005).

Ookistlerin ¢evre kosullarina son derece direngli olmalar1 bulasmaya
yardimci olmakta ve hastaligin prevalansini etkilemektedir. Ookistler soguk ve nemli
ortamlarda direnglidirler. Bu nedenle insanlar arasinda epidemik salginlarin
goriilmesinde ¢ogunlukla su kaynakli bulagsimlar 6n plana ¢ikmaktadir (Thompson ve
ark. 2005, Uner ve ark. 2009).

Insanlarda bulasma enfekte hayvanlarla direkt temas, kontamine su ve gidalar
ya da insanlarin birbirleriyle direkt temasi ile olmaktadir (Cetinkaya 2004). Diinyada
1984-1999 yillar1 arasinda Kuzey Amerika, Ingiltere ve Japonya’dan igme suyu
kaynakli, Cryptosporidium tiirlerine bagli 49 adet salgin bildirilmistir. Simdiye kadar
herhangi bir patojenden kaynaklanan en biiyiik i¢gme suyu salgmi Amerika’nin
Wisconsin eyaletinde 1993 baharinda 403 bin kisinin etkilendigi Cryptosporidium
salginidir.  Salgindan 2 yil sonraki Oliim raporlarina bakildiginda 54 kisinin

Cryptosporidium tiirlerine bagl olarak 61diigii bildirilmistir (Fayer 2004).

Cryptosporidium enfeksiyonlarinin, hayvanlardan insanlara bulagsmasinda
yogun olarak buzagilar etkili olmasina ragmen kopek, kedi yavrular1 ve kemiriciler
de rol oynamaktadir. Kirsal alanlarda yasayanlarin bu hayvanlarla temasi sonucu
bulagsma sekillenmektedir. Ayrica insan ve hayvan diskilarindan elde edilen
giibrelerin, sulamada yararlanilan kontamine sularin, ¢iftlik calisanlarinin toprakla
bulasik ellerinin, sebze yetistiricilerinin sebzelerin kontaminasyonunda énemli rolleri
vardir (Fayer ve ark. 2000, Terzi 2005). Cryptosporidium parvum hayvanlar arasinda

besi ve siit sigirlarinda, koyun ve domuzlarda oldukg¢a yaygin olarak bulundugu i¢in
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hayvansal kaynakli gida maddeleri de biiyiik risk tasimaktadir. Ayrica sigir ve
koyunlarin kesilmesi sirasinda karkas ve tiiketilebilir sakatatlar ookistlerle kontamine
olmaktadir (Fayer ve ark. 2000). Insandan insana bulasmada aile i¢i ve toplu yasanan
yerlerde (kres, ¢cocuk yuvasi) genel hijyen kurallarina uyulmamasi1 Cryptosporidium
vakalarini arttirmaktadir (Sarikaya 2004).

Seroprevalans ¢alismalar1 sonuglar1 endiistrilesmis tilkelerdeki populasyonun
%25-35’inin  gelismekte olan iilkelerdeki populasyonun ise %64 {iniin
Cryptosporidium tirleri ile enfekte oldugunu ortaya koymustur (Fahey 2003).
Gelismekte olan iilkelerde enfeksiyonun prevalansi endiistrilesmis iilkelere oranla
daha yiiksek seyretmektedir. Bunun sebebinin endiistrilesmis iilkelerde icme suyuna
uygulanan etkili temizlik ve dezenfeksiyon yontemleri oldugu ileri siirtilmektedir.
Ayrica gelismis iilkelerde hijyen ve beslenmenin yeterli olmasinin etkili oldugu
distintilmektedir. Cryptosporidiosis, ¢ocuklar, koti beslenen kisiler ile AIDS
hastalari, kanser i¢in kemoterapi goren hastalar, organ nakli gerceklestirilen kisiler,
immun supresif hastalar gibi immun sistemi zayiflamis kisiler i¢in daha ciddi bir

enfeksiyondur (Fayer ve ark. 2000, Ramirez ve ark. 2004).

1.9. Sigirlarda Cryptosporidium Tiirlerinin Diinyadaki Durumu

Diinya’da sigirlarda Cryptosporidium enfeksiyonlarmin yayginligi, hangi
tirlerin bulundugu, zoonotik 6nemi ve bu hastaligin yayilisinda etkili olan risk
faktorlerinin durumu ile ilgili arastirmalar son c¢eyrek ylizyilda daha sik olarak
yaptlmaktadir. Hastaligin goriilme sikligi ve klinik 6nemi dikkate alindiginda
cryptosporidiosis ile ilgili arastirmalarin daha cok genglerde yani buzagilarda
yapildig1 goriilmektedir (Santin ve Trout 2008). Cryptosporidium enfeksiyonlari
diinya’da 106 tilkeden, 79 hayvan tiiriinden bildirilmistir (Fayer 2008).

Isveg’te siitcii sigirlarda Cryptosporidium enfeksiyonlari iki ayliga kadar olan
buzagilarda % 52, 4-12 aylik geng sigirlarda % 29 ve ineklerde % 5,6 oraninda
bildirilmistir (Silverlas ve ark. 2009). Nijerya’da modifiye kinyoun asit fast boyama

yontemi ile Cryptosporidium tiirlerinin yayginligi alti aydan kiiciikk buzagilarda %
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27,4 7-12 aylik geng sigirlarda % 28,1 12 aydan biiyiik sigirlarda % 19,9 olarak
saptanmistir (Ayinmode ve Fagbemi 2010).

Estonya’da  Ziehl-Neelson boyama yontemi ile  Cryptosporidium
enfeksiyonlar1 {i¢ aydan kiiciik buzagilarda % 24, 3-12 aylik sigirlarda % 29, 12
aydan biyilik sigirlarda % 37 olarak bildirilmistir. Bu 6rneklerin sekizinin PCR
sonuglarinda ii¢ aydan kii¢iik buzagilarda bir C. parvum, 3-12 ayliklarda ise bir C.

parvum, bir de C. andersoni saptanmistir (Lassen ve ark. 2009).

Almanya’da 3—15 giinliikk neonatal buzagilarda asit fast boyama ile % 36
oraninda Cryptosporidium saptanmis olup, izolatlarin timiinde PCR-RFLP ile C.
parvum tiirii belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada C. parvum’un Ila subtip familyasi
(% 98,1; 52/53) ve TaA15G2R1 (% 81,1; 43/53) subtipi yaygin olarak bulunmustur
(Broglia ve ark. 2008). Fransa’da anti-Cryptosporidium monoklonal antikorlari
kullanilan ticari ELISA kiti ile yapilan arastirmada, Cryptosporidium enfeksiyonlari
biiyiikk cogunlugu (% 90,5) ishalli olan 4-21 giinliik buzagilarda % 43,4 oraninda
goriildiigii halde, ishal olgulart diisiik olan (% 5,3) 4-12 giinlik buzagilarda %
17,9’1ara kadar distiigii ve ¢iftliklerin % 55,6 sinda goriildiigii belirtilmistir (Lefay
ve ark. 2000).

Immunofloresan boyama ydntemi (FAT) ile Norveg’te siit¢ii isletmelerdeki
alt1 ayliktan kiiglik (3—183 giinliik) buzagilarin % 12’sinde ve ¢iftliklerin % 53’iinde
Cryptosporidium saptanmistir (Hamnes ve ark. 2006). Cek Cumhuriyeti’nde siitten
kesim Oncesi ve sonrasi et¢i ve siit¢li isletmeleredeki buzagilarda % 25,8 diizeyinde
Cryptosporidium gozlenmis olup, ookistlerin bilyiikliigii dikkate alinarak yapilan
taniya gore ise C. parvum ve C. andersoni tiirleri identifiye edilmistir (Kvac ve ark.
2006). Ingiltere’de ise sigirlardan elde edilen Cryptosporidium spp. isolatlarinin
subtiplendirilmesi ve molekiiler epidemiyolojisi tizerine yapilan arastirmada
buzagilarda % 28 oraninda cryptosporidiosis saptanmistir. Isolatlarin ¢ogunda C.
parvum olmak tizere C. bovis ve Cryptosporidium geyik genotipi bulunmustur.
Yapilan sekanslama da ise tiim ciftliklerde Ila subtip familyas1 ve bu familyaya bagh

alt1 farkli subtip tespit edilmistir. En yaygin subtipin ise [ITaA15G2R1’in oldugu
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bildirilmistir (Brook ve ark. 2008, 2009).

Kuzey Irlanda’da Ocak-Mayis aylar1 siiresince neonatal buzagilarda
Cryptosporidium enfeksiyonlarinin daha yaygin goriildiigii ve ishalli buzagilarda %
37,4 oraninda Cryptosporidium tiirlerine rastlandigi, neonatal cryptosporidiosisde C.
parvum’un en yaygin (% 95,1) ajan oldugu, C. parvum’un 16 adet subtipi saptandigi
ve en yaygin gorllenlerin ise [[aA18G3R1 ve IlaA15G2R1 subtipleri oldugu
kaydedilmistir (Thompson ve ark. 2007).

Macaristan’da siit kesim Oncesi yaslardaki buzagilarda C. parvum’un iki
subtip familyasi olan C. parvum lla ve C. parvum IId saptanmis olup, [laA16G1R1
subtipi yaygin (% 71,4) bulunmustur (Plutzer ve Karanis 2007). Wielinga ve ark.
(2008), Hollanda’da sigirlarda C. parvum’un insanlarda ise C. hominis’in yaygin
olarak goriildiigiinii, gocuklarda C. hominis’in baskin tiir oldugu halde 25 yas tizeri
insanlarda C. parvum tiiriiniin genel olarak goriildiigiinii, IIaA15G2R1’in insan ve
sigirlarda yaygin goriilen subtip oldugunu, bu nedenle sigirlarin insanlara bulasimda
onemli konak olabilecegini belirtmislerdir. Portekiz’de ise sigirlardan insanlara
bulasan C. parvum Ila ve IId subtip familyalar1 tespit edilmistir. Ayrica hem
sigirlarda ve hemde HIV pozitif insanlarda C. parvum IlaA15G2R1’in daha yaygin
goriilen subtip oldugu bildirilmistir (Alves ve ark. 2006).

Cryptosporidium prevalansi, ABD’nde IFA testi ile iki ayliga kadar olanlarda
% 50,3, 3-11 ayliklarda %19,7, PCR ile ise siit kesim Oncesi (<2 aylik) % 41 ve siit
kesim sonrast (3—-11 aylik) % 26,2 olarak bulunmustur. iki ayliga kadar olan
buzagilarda C. parvum, 3-11 ayliklarda ise sadece C. andersoni goriildiigii halde
Cryptosporidium geyik tipine her iki yas grubunda da rastanmistir (Santin ve ark.
2004). Yine bu iilkede sigirlarda yapilan bagka bir calismada da 1-8 haftaliklarda %
45,8, 3-12 ayliklarda % 18,5 ve 12-24 aylhk sigirlarda % 2,2 oraninda
Cryptosporidium enfeksiyonlar: saptanmis ve tanida IFA testine géore PCR’in daha

duyarli oldugu kaydedilmistir (Santin ve ark. 2008).

Erigkin sigirlarda enfeksiyon prevalansinin diisik diizeyde olmasi ve C.
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andersoni’nin yaygin goriilmesi nedeniyle 1-2 yas tizerindeki erigkin sigirlarin insan
enfeksiyonlarinda daha diisiik risk olusturdugu (Fayer ve ark. 2007) ve 12-24 aylik
sigirlarda Cryptosporidium yayginhigmin % 11,9 oldugu, C. parvum (% 0,7), C.
bovis (% 4,2), Cryptosporidium geyik genotipi (% 1,8) ve C. andersoni (%?5,1)
tirlerinin bulundugu (Fayer ve ark. 2006) bildirilmistir. Ayrica bu iilkede
buzagilarda C. parvum’un en yaygin tiir oldugu, zoonotik olan C. parvum lla subtip
familyasi ile buna bagli alt1 subtipin tespit edildigi kaydedilmistir. Amerika Birlesik
Devletleri’'nde ise sigirlarda I[TaA15G2R1 subtipinin yaygin olarak gorildiigi
belirtilmistir (Xiao ve ark. 2007, Santin ve ark. 2008).

Kanada’da alti ayhiga kadar olan saglikli buzagilarda Cryptosporidium
prevalansi1 % 6,2, 7-28 giinliikk buzagilarda % 30, siirii prevalansi % 80 olarak
saptanmis ve C. parvum tiirii tespit edilmistir (Trotz-Williams ve ark. 2008, Coklin
ve ark. 2009). Yine bu iilkede buzagilarda C. parvum’un % 21,7, C. bovis’in % 1,4
oranlarinda goriildiigii ve bu prevalans durumlar1 dikkate alindiginda C. parvum’un
zoonotik potansiyeli yoniinden Kanada’da baskin tiir oldugu belirtilmistir (Coklin ve
ark. 2007).

Arjantin’de ise neonatal buzagilarda Cryptosporidium etkenlerinin genel
prevalansinin % 17 oldugu, bu oranin ishalli buzagilarda % 37,5’lara kadar ¢iktig1 ve
tilkede neonatal buzag ishallerinde Cryptosporidium etkenlerinin ilk sirada yer aldigi
bildirilmistir (Del Coco ve ark. 2008).

Hindistan’da da buzag: ishallerinde bu protozoon 6nemli bir yer tuttugu,
ishalli buzagilarda % 32,3-62,5, sagliklilarda % 22,6-44,4 yaygilk gosterdigi, C.
parvum tiiriiniin goriildiigii kaydedilmistir (Singh ve ark. 2006, Paul ve ark. 2008).
Zambia’da li¢ ayhiga kadar olan buzagilarda Cryptosporidium yaygmligi % 19,2
olup, bu oran siit¢ii buzagilarda % 42,8’e ve siit¢ii ciftliklerde % 75,7’ye kadar
cikmaktadir. Bu iilkede C. parvum ve C. bovis tiirleri saptanmis ve bir buzagida C.

suis bildirilmistir (Geurden ve ark. 2006).

Iran’da 15 siit¢ii ¢iftlikteki 1-20 haftalik 272 buzagmin 51’inde (% 18,8)
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mZN (modifiye Ziehl Neelsen) boyama yontemi ile Cryptosporidium ookisti
saptanmustir. Bu pozitif 6rneklerin tiimii PCR ile de pozitif bulunmustur. iranda
buzagilarda C. parvum (% 72,6), C. andersoni (% 17,7), C. bovis (% 7,8) ve C.
parvum yeni subgenotipi (% 1,9) tespit edilmis olup, bu tiirlerden C. parvum iki
ayliga kadar olan siit kesim Oncesi yaslardaki buzagilarda, C. andersoni ise iki aylik
sonras! yaslardaki buzagilarda yaygin goriilmiistiir (Keshavarz ve ark. 2009). iran’da
yapilan bu ¢alismadaki buzagilardan elde edilen 25 adet C. parvum isolatinin sekans
analizi ile yapilan subtiplendirme sonucu [laA15G2R1 (22 6rnekte), [TaA16G3R1 (1
ornekte) ve IIdA15G1 (2 ornekte) belirlenmistir (Nazemalhosseini-Mojarad ve ark.
2011).

1.10. Sigirlarda Cryptosporidium Tiirlerinin Tiirkiye’deki Durumu

Tiirkiye’de Cryptosporidium tiirlerinin varligi ilk olarak 1984’te Bursa
Karacabey Tarim Isletmesindeki buzagilarda bildirilmis olup, bu isletmedeki 51°i
ishalli olan 56 adet 1-28 giinliik buzaginin 15’inde (% 26,7) Cryptosporidium ookisti
saptamistir (Burgu 1984). Cryptosporidium etkenlerinin prevalansi bir ayliga kadar
olan diyareli buzagilarda Elazig yoresinde % 7,2 (Ozer ve ark. 1990), Aydin’da %
20,6 (Ozlem ve ark. 1997) ve Ankara’da % 48,8 (Irmak ve Sahal 1993) olarak
bulunmustur. Ankara gevresinde yapilan baska bir arastirmada da Cryptosporidium

ookistlerine ishalli buzagilarda % 35,8 oraninda rastlanmistir (Sahal ve ark. 2005).

Cryptosporidium tiirlerinin yayginligi Sivas yoresindeki normal digkili
buzagilarda % 8-62,4 arasinda degismekle (Mamak ve ark. 2000, Degerli ve ark.
2005) beraber bu oran Erzurum’da % 10 (Sar1 ve ark. 2008), Van’da ise % 13,2 (Gil
ve ark. 2008) diizeyinde bulunmustur. Erzurum ve ¢evresinde siitgli isletmelerdeki
ishalli ii¢ ayliga kadar olan buzagilarda Cryptosporidium enfeksiyonlart % 30,3

oraninda gozlenmistir (Sar1 ve ark. 2008).

Tiirkiye’de yapilan arastirmalarda tan1 metodu olarak Carbol fuchsin boyama
(Ozer ve ark. 1990, Ozlem ve ark. 1997), mAF boyama (Degerli ve ark. 2005, Sari

ve ark. 2008) ve Safranin metilen mavisi ile boyama (Emre ve Fidanci 1998)
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metotlar: kullanilmistir. Ancak Tiirkiye’de de son yillarda Cryptosporidium tanisinda
PCR yontemi kullanilmaya baslanmigtir. Sungur ve ark. (2008), digki 6rneklerinde
Cryptosporiidum teshisinde nested PCR ile Carbol fuchsin yontemlerini
karsilastirmali olarak incelemisler ve nested PCR’mn daha duyarli oldugunu
belirtilmislerdir. Seving ve ark. (2003) ise ELISA metodu ile Konya yoresindeki
buzagilarda Cryptosporidium prevalansinin % 27,3 oldugunu, bu oranin ishalli
olanlarda % 63,9, sagliklilarda ise % 9.8 saptandigini ve mAF boyama yontemi ile
genel prevalansin daha diisiik (% 20,7) bulundugunu bildirmislerdir. Ayrica boyama
yontemlerine gore diskida C. parvum koproantijenlerinin saptandigit ELISA
metodunun daha duyarli oldugu, pozitiflik oraninin mZN boyamayla % 2,97
bulundugu halde ELISA ile bundan daha yiiksek (% 9,13) gozlendigi kaydedilmistir
(Seving ve ark. 2005).

Cryptosporidium tiirlerinin molekiiler prevalans: ve karakterizasyonu ile ilgili
yapilan arastirmada ise Nevsehir yoresindeki ishalli 150 buzagi digkisi Real Time
PCR ile analiz edilmis olup, incelenen 6rneklerin 23’iinde (% 15,3) C. parvum tiirii
belirlenmistir. Ayrica 2 6rnek C. ryanae, bir o6rnek ise C. bovis olarak
degerlendirilmistir (Simsek ve ark. 2011). Tirkiye’de Aydin ilindeki ishalli
buzagilarda PCR-RFLP ile C. parvum tiirii bildirilmis olup, bu tiiriin PCR ile
yayginligi % 24,2 (29/120) olarak bulunmustur (Aysul ve ark. 2009).

Kars yoresinde 1999-2005 yillar1 dogum sezonlarinda Cryptosporidium
prevalanst ii¢ ayliga kadar olan ishalli buzagilarda % 34,2 (171/500) olarak
bulunmustur (Arslan ve ark. 2001, Arslan 2005). Bu yorede adi gegen protozoona
neonatal ishalli buzagilarda % 37,7 (40/106) ve neonatal saglikli buzagilarda % 20,9
(9/43) oraninda rastlanmistir (Citil ve ark. 2004). Yine bu yo6rede ishalli kuzularda
Cryptosporidium yayginligi % 38,8 sikliginda saptanmistir (Sar1 ve ark. 2009). Kars
yoresindeki buzagilarda mAF boyama yontemi ile Cryptosporidium ookistleri
saptanan 30 digki 6rneginden elde edilen isolatlarda C. parvum tiirii saptanmis, 15
isolatin yapilan genotiplendirmesinde ise C. parvum tip II tespit edilmistir. Ayrica
mulltipli polimorfik genetik markerlar kullanilarak yapilan genotiplendirmede, Kars

cevresinde bircok isletmede (Merkez-Oguzlu Koyl ile Arpacay-Sogiitlii Koyii)
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karisik genotiplere rastlandigi halde Basgedikler’de karigik genotipin goriilmedigi
kaydedilmis olup, genel olarak Kars yoresindeki ¢iftliklerde multilokuslu genotipler
yiiksek bulunmustur (Tanriverdi ve ark. 2003, Tanriverdi ve ark. 2006).

1.11. Teshis

Cryptosporidium enfeksiyonlarinda en kolay teshis metodu digki ile atilan
ookistlerin goriilmesine dayanan teshisdir (Emre ve Fidanci 1998). Diskida
Cryptosporidium ookistleri natif, flotasyon ve gesitli boyama yontemleri ile tespit
edilebilir. Cryptosporidiosisde ookist atiliminin intermitant 6zellikte olmasi diski
muayenelerinde degisik zamanlarda ¢ok sayida 6rnek almay1 gerektirmektedir (Sears

ve Kirkpatrick 2001).

Disk1 6rneklerinde Cryptosporidium ooKistlerinin saptanmasi ve diagnostik
tanisinda cesitli boyama metotlar1 kolay ve rahat uygulanabilirligi nedeniyle yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak ookistlerin diskidaki diger ookist, kist ve mayalarla
karistirilmamas: icin dikkatli ve uzman kisiler tarafindan yapilmasi1 gerekmektedir.
Bu klasik metotlar kullanilmakla beraber son yillarda bunlara immun Floresans
Antikor (IFA), Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Flow sitometri ve
molekiiler tekniklerden Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, PCR) gibi teknikler
eklenmigtir (Sears ve Kirkpatrick 2001, Fahey 2003). Bu teknikler boyama
yontemlerine gore daha duyarlidir. PCR klinik olgularda yaygin olarak heniiz ¢ok
fazla kullanilmamaktadir. Ancak molekiiler tanida, epidemiyolojik caligmalarda,
salginlarda, tiir ve genotip ile subtiplerin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir.
PCR ile gram diskida <20 ookist varlig1 dahi pozitif sonu¢ verirken, mikroskobik
incelemelerde verim alabilmek ig¢in gram diskida 100 000 ile 500 000 ookist
bulunmas1 gerekmektedir. Bununla beraber PCR’1in zaman almasi, pahali olmasi ve
deneyimli personele ihtiyag duyulmasi gibi dezavantajlar1 g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Ayrica diskidaki bir¢ok madde, polisakkaritler, safra tuzlar1 ve
biluribin PCR asamasinda engelleyici ya da yanlis yorumlanabilecek sonuglara sebep
olabilecginden bunlar1 ortadan kaldiracak inhibitorler kullanilmalidir (Sears ve

Kirkpatrick 2001).
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1.11.1. Direkt Diski Muayenesi

Buzagilarda ishalli diski 6rnekleri genellikle tan1 igin yeterli miktarda ookist
icerdiginden etkenlerden dengesiz dagilim ve orta siddette atilim olsa bile natif ve
cesitli boyama metodlartyla tani1 kolaylikla konabilir. Fakat epidemiyolojik
caligmalarda, kronik hastaliklarda ve insanlarda ¢ok az sayida ookist atilimi
durumlarinda digki Orneklerinin konsantrasyonu 6nem kazanmaktadir (Tilizer ve
Toparlak 1999, Sears ve Kirkpatrick 2001, Carey ve ark. 2004, Thompson ve ark.
2005). Alinan digskir ornekleri sulu ise direkt olarak ya da 2 veya 3 kati kadar
sulandirilarak siiziiliir. Daha sonra bu diski 6rnekleri santrifiij edilerek dipteki
sedimentden yaymalar hazirlanir. Yaymalar direk mikroskopta incelenir. Ya da
sediment sukroz flotasyon yontemi ile flote edilerek incelenir (Smith 2008). Yine
iodin ile basit boyama yapilarak ookistler (ookistler renksiz, mayalar kahverengi)
goriilmeye calisilmaktadir (Starling ve Arrowood 1992). Direkt mikroskobik
incelemelerde Cryptosporidium ookistleri mayalarla benzerlik gosterdigi i¢in boyasiz
preparatlarda ookistleri tanimak giictiir. Ancak boyali preparatlarda bu ayirim daha
kolay yapilmaktadir.

Diski ornekleri direkt olarak hemen incelenecegi zaman herhangi bir
koruyucuya gerek duyulmamaktadir. Ancak uzun siire saklanip sonra incelenecekse
%10 luk formalin, sodyum asetat-asetik asit formalin (SAF) ve polivinly alkol (PVA)
fiksatifleri koruyucu olarak (prezervatif) kullanilmaktadir. Boyama metotlarinin
birgogunda PVA pek tercih edilmez. Ookist canliliginin uzun stire devami igin diski
orneklerinin % 2,5° luk potasyum dikromat eklenerek 4°C de saklanmasi
onerilmektedir. Fakat molekiiler analizler yapilacaksa formalinde saklanmasi tercih

edilmelidir (Smith 2008).
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1.11.2. Boyama Yontemleri

Cryptosporidium ookistlerinin tanisinda kullanilan boyama yontemleri
Safranin-matilen mavisi, Karbol-fuksin, Giemsa, nigrosin, lodine, Kinyoun asit fast
(cold), Modifiye Ziehl-Neelsen, asit fast (hot) ve Modifiye asid fast (hot), gibi
boyama yoOntemleri ile Auramine rhodamine, Auramin-fenol floresans gibi floresan
boyama teknikleridir. Bir¢cok parazitin teshisinde kullanilan Hematoksilen, Trikrom
demir hematoksilen, Polivinil alkol gibi boyama yontemleri Cryptosporidium
tirlerinin tanisinda kullanilmamaktadir (Dubey ve ark. 1990, Starling ve Arrowood
1993, Ok ve ark. 1997, Del Coco ve ark. 2000, Thoma ve Kuhis 2000, Sears ve
Kirkpatrick 2001, Bowman 2009).

1.11.2.1. Modifiye Asit-Fast Boyamalari

Cryptosporidium enfeksiyonlarinin  rutin tanisinda ookistleri  gormek
mayalardan ve diskidaki diger kiigiikk cisimlerden ayirt etmek oldukca giigtiir.
Cryptosporidium ookistleri ilk kez soguk modifiye Zichl-Neelsen boyasi kullanilarak
tespit edilmis, daha sonra ookistlerin boyanmasinda olduk¢a duyarli olan asit-fast
boyalarinin ¢esitli modifikasyonlar1 gelistirilmistir. Bunlardan modifiye asit-fast
boyasi 1s1 gerektirirken, Kinyoun'un asit fast boyasinda 1siya gereksinim yoktur. Bu
yontemlerin her ikisi de digkidan fikse edilmis yaymalara uygulanabilir. Modifiye
asit-fast yontemi rahat uygulanmasi, preparatlarin degerlendirme Oncesi
bekletilebilmesi, ucuz olmasi, ookistlerin igyapisini ayrintili gdsterebilmesi, kirmizi
ookistlerin mavi zemin iizerinde kolay ayirt edilmesi ve kalici olmasi nedeni ile
Cryptosporidium tiirlerinin tanisinda oldukga fazla kullanilmaktadir (Ok ve ark.
1997, Tanriverdi 2005).

1.11.2.1.1. Modifiye Asit-Fast Yontemi
Diski orneklerinden ishalli olanlar direkt olarak, normal kivamli olanlar ise

sulandirilarak pargalandiktan sonra sanrifiij edilmektedir. Sedimentten yayma

preparatlar hazirlanarak boyama yapilmaktadir (Ok ve ark. 1997). Boyanarak
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hazirlanan preparatlar mikroskopta 40°lik objektifte incelenmektedir (siipheli
durumlarda immersiyon objektifte de incelenmektedir). Her preparatda 10 farkli
sahadaki ookist sayisi dikkate alinarak ookist yogunlugu ve enfeksiyon siddeti
belirlenmektedir. Modifiye asit fast boyama yonteminde ookist yogunlugu ve
enfeksiyon siddetini belirleme kriterleri Tablo 1.6° da verilmistir (Burgu 1984,
Castro-Hermida ve ark. 2002, Citil ve ark. 2004, Sar1 ve ark. 2009).

Tablo 1.6. Asit fast boyama yonteminde Cryptosporidium ookist yogunlugu ve
enfeksiyon siddeti kriterleri.

Ookist Sayis1 Ookist yogunlugu Enfeksiyon siddeti
Ookist yok - -

1-10 ookist + Hafif

11-25 ookist ++ Orta

>25 ookist +++ Siddetli

Modifiye asit fast boyama yontemi ile hazirlanan preparatlarda
Cryptosporidium ookistleri yogun kirmizi renge boyanir ve birgogunun i¢inde birden
fazla sayida siyah muntazam olmayan graniiller goriiliir. Ookistler mavi zemin
tizerinde kolaylikla fark edilir. Mayalar asit-fast olmadiklar1 igin yesile
boyanmaktadir (Ok ve ark. 1997, Tanriverdi 2005).

1.11.2.1.2. Kinyoun Asit Fast Boyama Yoéntemi

Cryptosporidium ookistleri mavi veya soluk kirmizi zeminde agik pembeden
kirmiziya ¢alan renkte boyanmaktadir. Ookistler modifiye asid-fast boyasinda
oldugu gibi parlak kirmizi degildir. Digkida seyrek bulundugunda ve pembemsi
boyandiginda ookistler gozden kagabilirler (Mistik ve ark. 1992, Ok ve ark. 1997).
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1.11.2.2. Karbol Fuksin Boyama Yoéntemi

Bu yontemde eter-alkol karisiminda temizlenmis, yagi giderilmis, lam
lizerine bir baget yardimi ile bir damla digki slispansiyonundan alinir. Ayni miktar
karbol-fuksin digki damlasi yanmna konularak bir lamelin kosesi yardimi ile
karistirildiktan sonra ince bir digki frotisi hazirlanir. Hazirlanan bu frotinin 1-2
dakika igerisinde kurumasi beklenir. Immersiyon yag1 damlatilip lamelle kapatilarak
40x10 biiylitmede incelenir. Mikroskobun bu biiyiitmesinde 20 sahadaki ookist
sayilarak ortalamasi alinir. Boyama sonunda ookistler kirmizi zemin {izerinde
siddetli 151k kiric1 6zellikte, diizglin duvarl ve oval yapida gozlenirler. Karbol fuksin
boyama yonteminde x40’lik objektifte mikrometre ile ayar yapilarak ookistler iginde

sporozoitler goriilebilir (Burgu 1984, Ozlem ve ark. 1997).

1.11.2.3. Safranin-Metilen Mavisi Boyama Y 6ntemi

Safranin metilen mavisi ile boyanan ookistler turuncu kirmiz1 renkte etrafi
seffaf bir halka ile ¢evrili olarak goriiliir. Ancak ookistin i¢ yapisi pek fark edilemez.
Digki  kalintilar1 ise mavi renkte goOriilmektedir. Bu yontemde diski
siispansiyonundan ince bir froti hazirlanir ve sonra boyamaya gecilir. Boyama

sonunda ookistler kolaylikla ayirt edilmektedir (Fayer ve ark. 2000).

1.11.2.4. Modifiye Ziehl-Neelsen Boyama Y 6ntemi

Cryptosporidium tiirlerinin tanisinda degeri yiiksek bir boyama yontemidir.
Modifiye Ziehl-Neelsen yontemi ile boyanan preparatlarda ookistler yapisal
Ozelliklerini korurlar ancak fazla miktarda Ziehl-Neelsen ile boyama maya
hiicrelerinin yalanci pozitiflik reaksiyonu vermesine neden olabilir. Bu nedenle iyi
bir dekolorizasyon islemi gereklidir. Modifiye Ziehl-Neelsen (MZN) boyama
yontemi sicak, Modifiye Ziehl-Neelsen (MZN) soguk boyama yontemi olmak iizere
iki sekilde yapilmaktadir. Kesin tani i¢in 40°lik hatta 100°lik biiyiitmede inceleme
yapilmaktadir. Cryptosporidium ookistleri mavi zemin iizerinde kirmizi, koyu

kirmizi1 4-6 pm ¢apinda yuvarlak yapilar olarak degerlendirilir. Mantar sporlari,
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bakteriler, digki kalintilar1 ve asit fast Ozellik tasimayan yapilar mavi renkte

goriiliirler (Emre ve ark. 1997, Giin ve ark. 1997, Smith 2008).

1.11.2.5. Auramine-Rhodamine Boyama Yontemi

Auramine-Rhodamine(AR) boyasi hiicre duvarindaki mikolitik asite afinite
gosteren flokrom boyadir. Zit boya olarak potasyum permanganat kullanilmaktadir.
Immunfloresan mikroskop ile 40’lik biiyiitmede kirmizi zemin iizerinde parlak sar1
renkteki olusumlar Cryptosporidium ooKistleri olarak degerlendirilir. Boyanin
karekteristik rengini alan ookistlerin mantar ve mayalarla karistirilmast ¢ok zordur

(Yetkin 1998, Sears ve Kirkpatrick 2001).

1.11.2.6. Auramine Phenol Boyama Yontemi

Siipheli diski materyallerinde Cryptosporidium ookistlerinin saptanmasinda
kullanilan bir yontemdir. Diski yaymalar1 hazirlanir, boyanir ve floresans
mikroskopta incelenir. Oldukga hizli bir teknik olup, klinik vakalarda teshis koymak
icin yapilmaktadir. Ookistler 10’luk ve 20’lik objektiflerde dahi belirgin olarak
goriilmektedir. Ayrica 40 ve 100°lik objektiflerde Cryptosporidium ookistlerinin
dogrulugu onaylanarak ookist dl¢iimleri yapilmaktadir (Smith 2008).

1.11.3. immunolojik Yéntemler

Parazit hastaliklarinin teshisinde, immunolojik tan1 yontemleri yaklagsik 30 y1l
once kullanilmaya baslanmistir. Cryptosporidium tiirlerinin teshisinde Immuno
Fluorescene Assay (IFA) ve Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) gibi
immunolojik testler gelistirilmistir (Ozcel 1997, Carey ve ark. 2004). Bu
immiinolojik teknikler boyama yontentemlerinden daha duyarlidirlar ve teshis

amagch kullanilabilirler (Starling ve Arrowood 1993).
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1.11.3.1.Indirek Fluoresan Antikor Test

Immunolojik yontemlerden bir tanesi olan ve monoklonal antikor kullanilarak
yapilan IFA testinin Ozgiilligli oldukca yiiksek olup aside direngli boyama
tekniklerinden daha duyarli oldugu bildirilmektedir (Emre ve Fidanci 1997, Yetkin
1998). IFA yonteminde ookistlerin antijenik yapilar1 floresan boya ile isaretli
monoklonal antikorlara baglanarak ookistler siyah zemin {izerinde yesil renkte
gortliirler. IFA teknigi ile az sayida ookist igeren diski Ornekleri bile
saptanabilmektedir. Bu da hastaliga erken donemde tant konulmasini ve
asemptomatik tastyicilarin belirlenmesini saglamaktadir. Pahali bir teknik olmasi ve
uygulama igin floresan mikroskoba ihtiyag duyulmasi testin dezavantajlarindandir

(Carey ve ark. 2004).

1.11.3.2.Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Diski  orneklerinden  Cryptosporidium  ookistlerinin  tanimlanmasinda
kullanilan diger bir immunolojik yontem Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)’dir (Laurent ve ark. 1999). Enzyme Immun Assay (EIA) olarak da
isimlendirilen bu yontemin esasi; olusturulan antijen-antikor kompleksine enzim ile
isaretli, antiglobulinin ilave edilmesi ve sonra substratin eklenmesi ile eger antijen
var ise renk olusumunun gozlenmesidir. Kimyasal bir olay olan renk olusumu,

enzimin aktivitesine baghdir. (Ak 1997).

ELISA yontemi hem hizli hem de kolay uygulanabilir olmas1 nedeniyle
tercih edilmektedir. Ancak digkida Cryptosporidium ookistlerinin tespitinde
kullanilabilecek uygun bir cihaza gereksinim duyulmasi ve pahali olmasi ELISA’nin

kullanimini nispeten sinirlamaktadir (Kehl ve ark. 1995).

Diskida kopro antijenlerin aranmasi yontemide renk olusumuna dayanan bir
yontemdir. Bu amacgla rapid testler ya da EIA teknikleri kullanilmaktadir.
Monoklonal antikor emdirilmis ELISA mikroplaklarina siipheli diski 6rnegi

konularak renk olusumuna gore teshis edilmektedir.
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Asagida Tablo 1.7° de Cryptosporidium ookistlerinin identifikasyonunda

kullanilan bazi tan1 metotlarinin avantaj ve dezavantajlar1 verilmistir (Smith 2008).

Tablo 1.7. Cryptosporidium ookistlerinin identifikasyonunda kullanilan tani
metotlarinin avantaj ve dezavantajlari

Yontem/Boyama Sensitivite  Spesifisite Hizlihk Identifikasyon Diski kivarm — Maliyeti
(duyarlilik,  (6zgullik, kolayligt ile ilskisi
hassasiyet)  kesinlik)
mZN (modifiye Ziehl- + + ++ ++ Sivi ++
Neelsen) diskilarda
daha iyi

AP (auramine phenol) ++ ++ +++ +++ Sivi +++
diskilarda
daha iyi

IF (immunofloresans) +++ +++ +++ +++ Sivi +

diskilarda
daha iyi

EIA(ELISA) +++ +++ +++ +++ Diskinin ++

par¢alanmast
gerek

IC +++ +++ ++++ ++++ Diskinin ++

(immunokromatografik pargalanmasi

yontem) gerek

1.11.4. Molekiiler Biyolojik Yontemler

Serolojik ve kiiltiir yontemlerinden farkli olarak, aranan organizmanin sadece
niikleik asitlerinin varligim1 ortaya koymaya yonelik yontemleri igeren niikleik
asidlere dayali teknolojiler, yiiksek ekonomik maliyetlerine ragmen parazitoloji
alaninda da yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Trotz-Williams ve ark. 2005,
Jex ve ark. 2008, Xiao ve Ryan 2008). Bilim diinyasina ilk kez 1985’de
kazandirilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, PCR) klinik laboratuar tanisinda
yeni bir devir agmistir. Boylece niikleik asitlerler (DNA) in vitro olarak bir tiip
icinde ¢ogaltilabilmistir. PCR reaksiyonu DNA molekiiliiniin iki zincirinin yiiksek
1s1 ile birbirinden ayrilmasi, sonra sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA
molekiiliine baglanmasi, uzamas1 ve bu dongiilerin belirli sayida tekrarlanmasini
icermektedir (Holland ve ark. 1991). Degisik PCR tipleri ve sekanslama ile tiir
diizeyinde teshisler yapilmaktadir. Cryptosporidium tiirlerinin tani, molekiiler

epidemiyoloji, genotip ve subgenotiplerinin simiflandirilmasinda SSU rRNA,
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HSP70, actin, COWP, ITS-2, TRAP, ML1, ML2 ve GP60 yaygin olarak kullanilan
genetik markerlardir. Bunlardan SSU rRNA genin PCR-RFLP ile analizi ve
elektroforeze tabi tutulmasi ile PCR iiriiniiniin biiyiikliigii (bp) dikkate alinarak tiir
teshisleri yapilmaktadir. Bu tip tiir identifikasyonlarinda sekans analizi ile
konfirmasyon yapilmasi 6nerilmektedir. Cryptosporidium parvum veya C. hominis
gibi insan ve hayvanlarda Onemli olan tiirlerin subtip familyalarinin ve bu
familyalara bagli subtiplerinin belirlenmesinde ise GP60 gen analizi PCR ile
yapilmakta ve elde edilen PCR fiiriiniine dizi analizi yapilarak, Gen Bankasi’ndaki
mevcut dizilimler ile karsilastirilarak subtipler belirlenmektedir (Trotz-Williams ve
ark. 2005, Jex ve ark. 2008, Xiao ve Ryan 2008).

1.12. Tedavi

Cryptosporidiosisin tedavisinde birgok kimyasal madde (gesitli antiprotozoal
bilesikler, genis spektrumlu antibiyotikler) kullanilmaktadir (Sears ve Kirkpatrick
2001, Xiao ve ark. 2004). Parazitin biyolojisinin tam olarak anlagilamamasinin
tedaviyi zorlastirdig1 (Uner ve ark. 2007) ve Cryptosporidium tiirlerinin bagirsakta
intraselliiler ekstrastoplazmik bulunmalarinin kimyasallarin etkinligini azalttig:
(Fahey 2003) diisiiniilmektedir. Ishal nedeniyle bozulan sivi elektrolit dengesini
diizeltmeye yonelik sivi ve elektrolit destegi tedavinin Onemli bir kismim
olusturmaktadir. Sivi elektrolit tedavisiden oOzellikle normal immuniteye sahip

hastalarda ¢ok iyi sonu¢ alinmaktadir (Sears ve Kirkpatrick 2001, Fahey 2003).

Paromomisin, cryptosporidiosis vakalarinda denenen terapotik ajanlardan
biridir. Paromomisin, zayif emilen bir aminoglikozit antibiyotiktir ve hiicre
kiiltiirlerinde  Cryptosporidium  iiremesini  engelledigi  bildirilmistir.  Yapilan
calismalarda paromomisin uygulanan hastalarda digkida atilan ookist sayisinda ve
ishal sikliginda azalma goézlenmistir. Cryptosporidium tedavisinde denenen bir bagka
ajan spiramisindir. Ancak sipiramisin ile elde edilen sonuglar ¢eligkilidir. AIDS’li
hastalarda azitromisin uygulamasindan olumlu sonuglar alindigr bildirilmistir.
Monensin ve halofuginon yliksek dozlarda (0,8 mg/ml) kullanildiklarinda parazit
gelisimini azalttiklar1 yapilan ¢aligmalarda tespit edilmistir (Thoma ve Kuhis 2000,
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Taylor 2007). Yine buzagilarda klinik cryptosporidiosis olgularinda, lasalocid-Na, B-
cyclodextrin, a-cyclodextrin, decoquinate, sinefungin, nitazoxanide, latrazuril
veatovaquone gibi anticryptosporidial ilaglar tedavi amach kullanilmaktadir

(Thompson ve ark. 2005, Stockdale ve ark. 2008).

1.13. Korunma ve Kontrol

Cryptosporidiosisin bulasmasinda ve salgin hale gelmesinde geng hayvanlarin
onemli bir yeri vardir. Cryptosporidium enfeksiyonlart genglerde ishale neden
olmaktadir. Ishalli buzagilarda ookist atiliminin ve ookist yogunlugunun yiiksek
oldugu bildirilmistir. Enfekte buzagilarin digkilartyla attiklar1 ookistler diger
buzagilar icin ve zoonotik olarak da insanlar icin Onemli bir risk faktorii
olusturmaktadir. Dogaya atilan bu ookistler ¢evre sartlarina ve dezenfektanlara
oldukga direnglidirler. Sularin ve gidalarin kirlenmesi ile fekal-oral bulasmaya sebep
olurlar. Ergin sigirlarda uzun siiren subklinik enfeksiyonlar ciddi bir ookist
yayllmasina sebep olmaktadirlar. Buda ayni ahirda bulunan buzagilar icin risk

faktori olusturmaktadir (Thompson ve ark. 2005, Bowman 2009).

Isletmedeki buzagilarin anneleri ile bir arada olmasi, sigir ve buzagi sayisimin
fazla olmasi, kalabalik yetistirme, siirii biiytikligii gibi faktorler Cryptosporidium
enfeksiyonlarmin yayginliginda rol oynamaktadir. Siitcii isletmelerde buzag:
sayisinin fazla olmasi ve buzagilarin diski ile fazla ookist ¢ikarmasi bu isletmelerde
enfeksiyonlarin daha yaygin olmasina sebep olmaktadir. Yine yetistirme tipi (kapal
veya yar1 acgik) iklim, havanlarin merada olup olmamasi, yashlarla bir arada
bulunma, altlik durumu, su i¢gme diizeni, su igme sekli, altlik temizleme bi¢imi ve
sikligi, hayvan sayisi, farkli yas gruplarindaki hayvanlarin ayni bodlmelerde
bulunmasi gibi ¢esitli faktorler cryptosporidiosisin yayilisinda etkili faktorler olarak
sayilabilir. Bunun i¢in hijyen, giivenli su ve yetistirme tiplerine dikkat edilmelidir
(Thompson ve ark. 2005, O’Handley ve Olson 2006, Starkey ve ark. 2006, Nichols
2008, Silverlas ve ark. 2009).
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Ookistlerin uzun siire dis ortamda canli kalmalar1 ve bir ¢ok dezenfektana
direncli olmalari, az sayida ookistin enfeksiyon olusturma yetenegine sahip olmasi,
bazi genotipler i¢in hayvanlarin rezervuar olmalar1 ve konagin bagisiklik sisteminin
baskilanmis olmasi cryptosporidiosisin yayilmasinda etkili oldugu i¢in Onlemler

alimmalidir (Truong 2006, Fayer 2008).

Cryptosporidiosis neonatal buzagilarda 6nemli bir gastroenterit sebebidir.
Atildig1 andan itibaren enfektif olan ookistlerin bulagim kaynaklarinin Oniine
gecilmelidir. Ozellikle fekal-oral bulasmaya sebep olabilecek risk faktorlerinin dniine
gecilmelidir. Bu sebeple hayvanlar tek tek barindirilmali, bokslar, yerler, kullanilan
ara¢ ve malzemeler sicak suyla yikanmali, her hayvan i¢in ayri ayri su kovasi
kullanilmali, altlik sik degistirilmeli, saglikli hayvanlar ishallilerden ayrilmali
buzagilar anneleri ile bir arada barindirilmamali, yemlik ve samanliklarin digk: ile

bulagsmasina engel olunmalidir (Thompson ve ark. 2005).

Insanlarda Cryptosporidium enfeksiyonlarinda bulagsma kaynaklarinin éniine
gecilerek 6nemli bir koruma saglanmis olunur. Cryptosporidium tiirlerinin en 6nemli
bulasma kaynagi kontamine sulardir. Ayrica kisiden kisiye ve kontamine gidalarla
bulagma sekillenmektedir. Biiyiik salginlar genellikle bir¢ok kaynaktan gelen icme
suyundan veya dinlenmis suyla temastan ortaya ¢ikmaktadir. Bulagsma yollar
igerisinde; yiizme havuzlari, gol, kisiden kisiye dogrudan veya dolayli bulagma, ¢ig
stit icilmesi, enfekte hayvan ile temas, kontamine sebze ve meyvelerin yenilmesi gibi
faktorler sayilabilir. Bu nedenle isanlar bu konuda bilinglendirilmelidir (Ceber ve

ark. 2005).

Ayrica Cryptosporidium ookistleri bircok dezenfektana karst direnglidir.
Ancak %]10’luk formalin, % 5’lik amonyak parazitleri tahrip ettigi i¢in
kontaminasyonlarin énlenmesinde, fumigasyon seklinde kullanilabilir (Mistik ve ark.

1992).

Cryptosporidium tiirlerinin bulagsma sekilleri gbz Oniine alinarak ozellikle

immun yetmezlikli hastalar sularmm1 kaynatmadan i¢gmemeli, insan ve hayvan
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digkilariyla temas etmemeli, ve genel hijyen kurallarina uymalidirlar (Sarikaya
2004).

Sonug olarak yukarida ana hatlariyla anlatilan Cryptosporidium etkenleri ve
neden oldugu cryptosporidiosisin son bir asirdir belirlenmis olmasi, insan ve
hayvanlarda salginlar olusturmasi acisindan oOnemli oldugu goriilmektedir.
Cryptosporidium adli intestinal protozoonlar evcil hayvanlarda ve 6zelliklede giftlik
hayvanlarindan olan sigir ve koyunlarda hem zoonotik 6nemi hem de ekonomik
onemi nedeniyle dikkati ¢ekmeye devam etmektedir. Bu nedenle son yillarda tiim
Diinya’da Cryptosporidium tiirleriyle ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir.
Klinik olarak Cryptosporidium enfeksiyonlari yil, iklim ve iilkelere gore degismekle
beraber buzagilarda % 30’lar dolaymndadir. Enfekte buzagilarin digkilart ile fazla

ookist atmalar1 bulagmada 6nemli bir risk faktorii olusturmaktadir.

Kars yoresinde bugiine kadar sadece ii¢c ayliga kadar olan ishalli buzagilarda
arastirma yapilmistir. Normal diskili olan buzagilarda oldukca sinirli inceleme
olmustur. Daha ergin sigirlarda Cryptosporidium enfeksiyonlarmin durumu
bilinmemektedir. Ayrica yontem olarak da sadece mAF boyama yontemi ile
Cryptosporidium ookistleri incelenmis ve cins/soy diizeyinde tan1 konulmustur. Kars
cevresindeki buzagilardan elde edilen az sayidaki ornekte C. parvum tiiri ve
zoonotik olabilecek tip II saptanmistir. Ancak zoonotik ve patojen tiir olan C.

parvum’un hangi subtiplerinin goriildiigii bilinmemektedir.

Tim bu nedenlerden dolayr bu calisma planlanmis, projelendirilmis ve
yapilmistir. Bu ¢aligmanin amaci; Kars ve c¢evresindeki sigirlarda cryptosporidiosis
etiyolojisinde rol alan Cryptosporidium tiirlerini belirlemek, buzagi ve ergin
sigirlarda hangi Cryptosporidium tiirlerinin bulundugunu ortaya koymak, buzagi ve
ergin sigirlarda Cryptosporidium tiirlerinin goriillme oranmi saptamak, isalli ve
saglikli hayvanlarda hangi Cryprosporidium tiiriiniin bulundugunu tespit etmektir.
Ayrica Cryptosoridium parvum’un tip ve subtiplerini belirleyerek o6zellikle isalli
olgulardaki Cryptosporidium parvum tip ve subtipleri tanimlamak ve zoonotik

Cryptosporidium parvum’un potansiyel zoonotik Onemini ortaya koymaktir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal
2.1.1. Calisma Periyodu ve Odaklar1

Calisma 2010 yili buzagilama sezonu olan Subat-Haziran aylari arasinda
Kars merkez ve yoresini yansitacak 30 koy yerlesiminde (odak) bulunan 62 ciftlikte

(ahir) yapilmistir. Aragtirma materyalinin toplandigi yerlesim yerleri Sekil 2.1°de

sunulan haritada gosterilmistir.

Yaylacik

Kars

Baghkaya
A,mna‘_se L aisl bt Cumpuryet
" Karacabren Azat
Dikme  Galiri Atakay
B’"".""m Akbaba Karakale N.gca
5 HD:I!'S“

Esenyaz
Verimii

Sekil 2.1. Materyal toplanan yerlesim yerleri



47

Bu odak ve ciftliklerin se¢iminde daha 6nce ¢aligmalarin yapildigir odaklar
oncelikle tercih edilmistir. Ayrica klinik durum (ishal, saglikli ), siirii biyiikligii,
buzagi sayist ve yas durumu (buzagi, inek), ulasim kolaylig1 ve ciftlik sahiplerinin

izni dikkate alinarak odak ve giftliklerin se¢im yapilmuistir.

Cryptosporidium tiirlerinin molekiiler karakterizasyonunda ise Modifiye Asit
Fast ( mAF ) Boyama Yontemi ile pozitif olarak degerlendirilen 2010 yili
buzagilama sezonuna ait 110 Cryptosporidium izolati ile 2011 buzagilama sezonuna
ait 19 Cryptosporidium izolat1 kullanilmistir. Bu izolatlarin dagilimi ise ishalli buzagi

(n=47), saglikl1 buzag1 (n=28) ve saglikli ergin sigir (n=54) seklinde olmustur.

2.1.2. Cahsmanin Yapildig1 Bélgenin Ozellikleri

Kars yoresi 1700—1800 rakimli olup, bir plato seklindedir. Arazi yapisi ¢ayir,
mera ve ekilen alanlardan olugmaktadir. Tarim bitkileri arasinda bugday ve arpanin
yaninda korunga, fig gibi kaba yem bitkileri gelmektedir. Bu yorede yillara gore
degismek tlizere 6-8 ay (Kasim-Nisan veya Ekim-Mayis) kadar devam eden kis
siiresince kapali yetistirme yapilmaktadir. Nisan veya Mayis ay1 itibart ile ise
hayvanlar merada bulunmaktadir. Bu yorede buzagi dogumlar1 genellikle Subat-Mart
aylarinda olmaktadir. Bu nedenle buzagi sayist en fazla bahar aylarinda
goriilmektedir. Barinak tarzi ise ¢ogunlukla tas veya betonarme tarzda olup, gatisi
toprak veya sac kaplamadir. Dogumu takiben buzagilar ayni ahir da fakat farkl

bolmelerde bulunmaktadir.

Hayvancilik genellikle bir kdyde ortak siirii ve ortak mera kullanimi
seklindedir. Ayrica kendine ait bagimsiz mera alanlart olan ¢iftliklerde
bulunmaktadir. Sigir yetistiriciligi aile isletmeciliginden modern isletmecilige gecis
asamasindadir. Hizli bir sekilde ortalama 25-50 bas sigirdan olusan orta olcekli
isletmelerin sayisinin giin gegtikce arttifi goriilmektedir. Hayvanlarin igme su
kaynaklar1 kigin ahirda sebeke suyu, yazin ise meradaki gol, golet veya akarsulardir.
Hayvan beslemede ot ve saman basta olmak iizere kaba yem bitkileri ve yem sanayi

tiriinleri kullanilmaktadir. Bolgede son zamanlarda kdy yerlesimleri disinda bagimsiz
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ciftliklerin artmaya basladig1 goriilmektedir. Gerek koylerde ve gerekse bagimsiz
ciftliklerde ahir, mera ve igme su manzarasi ilging bir durum olusturmaktadir. Bu

manzara ile ilgili bir alan ve arastirma materyalinin toplandig1 yerlesim yerlerinden

goriintii Sekil 2.2” de gosterilmistir.

Sekil 2.2. Arastirma materyalinin toplandig yerlesim yerlerinden bir gériintii

2.1.3. Diski Ornekleri

Arastirma materyalini olusturan disk1 6rnekleri Kars yoresinde ziyaret edilen
odaklardaki ahir/ciftliklerdeki sigirlarin rektumlarindan direkt olarak alinmistir.
Calismada 30 yerlesim yerindeki 62 ciftlikte bulunan 430 buzagi, 440 inek olmak

iizere toplam 870 diski 6rnegi alinmistir.

Klinik olarak ishalli buzag tespit edilen bu igletmelerdeki hayvanlarin % 75
civarindan (ortalama %.’den) materyal alinmistir. Hayvan sayist az olan ahirlarda
ornek alma oran1 % 100’lere varmis, hayvan sayisi1 fazla olan isletmelerde ise bu
oran % 60’lara kadar diismiistiir. Ahirlardaki toplam buzaginin ise % 96’sindan diski
ornegi alinmistir. Arastirma materyalinin alindig tarih, yerlesim yeri, ahir kodu ve

ahirdaki hayvan sayilari1 ve ahirdan 6rnek alma % orani Tablo 2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1. Aragtirma materyali yerlesim yeri, ahir ve ahirdaki hayvan sayilari

Ornek Ahirdaki Toplam Hayvan
M ztlfrl;ial Yer!esim Ahngn . . Sayist Mat.eryal Alinan Hayvar.l. Say1st
Tarihi Yeri/Odak Ahir/Ciftlik Buza@ Inek, Stirti * Buza@ Inek, Toplam Ornek Alinma
Sayi1s1 dive | Biiyikligii diive orant %

27.02.2010 | Cumhuriyet cuMi 10 22 32 10 16 26 81.25
01.03.2010 | BiiyiikAkiizim | BAK1 6 0 6 6 0 6 100
04.03.2010 | Bogazkdy BGK1 9 36 45 9 24 33 73.33
08.03.2010 | Karakas KAR1 15 12 27 15 4 19 70.37
09.03.2010 Basgedikler BGD1 4 10 14 4 6 10 71.42
09.03.2010 BGD2 6 0 6 6 0 6 100
12.03.2010 | Alaca ALC1 9 12 21 9 9 18 85.71
15.03.2010 | Oguzlu 0GZ1 5 24 29 5 16 21 72.41
16.03.2010 | Caglayan CAG1 8 20 28 8 10 18 64.28
19.03.2010 | Gelirli GEL1 8 19 27 8 13 21 77.77
23.03.2010 VRM1 6 10 16 5 9 14 87.50
23.03.2010 | Verimli VRM2 4 8 12 3 8 11 90.90
23.03.2010 VRM3 5 0 5 5 0 5 100
29.03.2010 Dikme DIK1 6 12 18 6 11 17 94.44
29.03.2010 DIK2 6 7 13 6 6 12 92.30
30.03.2010 | Atakoy ATAL 9 18 27 9 15 24 88.88
30.03.2010 | Azat AZT1 12 22 34 12 10 22 64.70
31.03.2010 | Karakale KRK1 15 23 38 15 17 32 84.21
01.04.2010 | Hacihalil HCH1 7 25 32 7 13 20 62.50
01.04.2010 HCH2 7 13 20 7 7 14 70.00
02.04.2010 KUM1 4 17 21 4 12 16 76.19
02.04.2010 | Kiimbetli KUM2 3 7 10 3 5 8 80.00
02.04.2010 KUM3 7 12 19 7 7 14 73.68
02.04.2010 KUM4 3 5 8 3 5 8 100
12.04.2010 | Baskaya BSK1 8 10 18 7 6 13 72.22
12.04.2010 BSK2 8 20 28 6 11 17 60.71
14.04.2010 | Aydinalan AYD1 3 9 12 3 8 11 91.66
14.04.2010 AYD2 5 7 12 4 4 8 66.66
15.04.2010 AKB1 10 10 20 8 8 16 80.00
15.04.2010 | Akbaba AKB 2 15 14 29 13 9 22 75.86
15.04.2010 AKB 3 3 5 8 3 4 7 87.50
15.04.2010 AKB 4 5 9 14 5 8 13 92.85
21.04.2010 SUB1 10 12 22 10 5 15 68.18
21.04.2010 | Subatan SUB 2 7 0 7 7 0 7 100
21.04.2010 SUB 3 8 14 22 7 10 17 77.27
22.04.2010 | Sogiitli SGT1 7 5 12 7 2 9 75.00
22.04.2010 SGT2 14 7 21 10 3 13 61.90
27.04.2010 . BAH1 4 8 12 4 7 11 91.66
27.04.2010 | Benliahmet BAH2 3 5 8 3 3 6 75.00
27.04.2010 BAH3 11 9 20 11 7 18 90.00
04.05.2010 | Cakmak CAK1 8 19 27 8 9 17 62.96
04.05.2010 CAK?2 8 24 32 8 13 21 65.62
05.05.2010 ESY1 9 9 18 9 7 16 88.88
05.05.2010 ESY 2 11 12 23 10 7 17 73.91
05.05.2010 E ESY 3 5 6 11 5 3 8 72.72
05.05.2010 | —>emvast ESY 4 4 5 9 4 5 9 100
05.05.2010 ESY 5 4 6 10 4 6 10 100
05.05.2010 ESY 6 6 0 6 6 0 6 100
05.05.2010 ESY 7 10 0 10 10 0 10 100
08.05.2010 | Halefoglu HLF1 6 16 22 6 9 15 68.18
08.05.2010 | Bulanik BUL1 12 15 27 13 12 25 92.59
08.05.2010 BUL2 5 6 11 5 3 8 72.72
10.05.2010 | Karacadren KRC1 6 15 21 5 11 16 76.19
10.05.2010 KRC2 4 16 20 2 11 13 65.00
13.05.2010 Hasciftlik HSC1 4 6 10 4 5 9 90.00
13.05.2010 | 2s¢MH HSC2 9 0 9 9 0 9 100
13.05.2010 HSC3 9 13 22 9 4 13 59.09
15.05.2010 | Karagoban KRB1 12 9 21 12 1 13 61.90
15.05.2010 KRB2 8 6 14 8 1 9 64.28
18.05.2010 YAY1 6 14 20 5 10 15 75.00
18.05.2010 | Yavlacik YAY2 3 5 8 3 3 B 75.00
18.05.2010 YAY3 5 5 10 5 2 7 70.00

Toplam 30 Odak 62 Ahir 449 685 1134 430 440 870 76.71

* Ahir/Ciftlikteki toplam hayvan sayist (6rnek alinan igletmedeki toplam hayvan sayist)
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Calisma materyalinin toplandigi odaklarin se¢iminde dikkate alinan risk
faktorlerine ilaveten c¢iftlikteki buzagilarin yasli hayvanlar ile bir arada bulunup
bulunmamasi, buzagi altlik durumu, siit emip emmemesi ve hayvanlarin igme suyu
kaynagi gibi risk faktorleri goz Oniine alinarak anket hazirlanmistir. Hazirlanan bu

anketler 62 ¢iftlikte uygulanmaistir.

Calismada diski 6rnegi alinan ahirlarin 60°ndan buzagi althik Ornedi de
almmistir. Alinan diski 6rnekleri Kafkas Universitesi Parazitoloji Anabilim Dali
Laboratuarma getirilmis ve buzdolabinda +4°C’de saklanmustir. Modifiye Asit Fast
(MAF) Boyama Yontemi ile Cryptosporidium saptanan diski 6renekleri iki kisima

ayrilarak — 20 °C’de dondurularak saklanmaistir.



51

Calismanin molekiiler karakterizasyon kisminda kullanilan modifiye asit fast
(MmAF) boyama yontemi ile pozitif olarak degerlendirilen 129 6rnegin odak, yas ve

klinik duruma gore dagilimi1 Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Molekiiler karakterizasyonu yapilan ¢alisma materyalinin yerlesim yeri,
yas ve klinik durumuna gore dagilimi.

Molekiiler
Yerlesim Yeri Karakterizasyonu Hayvanin Yasi ve Klinik Durumu
(Odak) Yapilan Ornek ishalli Buzagi ~ Saghkh Buzag Ergin sigir
Sayisi (3 giin-3 ay) (3 giin-3 ay) (>1 yas)

Akbaba 23 10 5 8
Alaca 3 3 0 0
Aydinalan 10 2 2 6
Biiyiikakiizim 5 4 1 0
Basgedikler 5 3 0 2
Baskaya 7 0 4 3
Bogazkdy 6 2 1 3
Cumhuriyet 11 5 0 6
Caglayan 5 1 2 2
Dikme 8 0 2 6
Gelirli 5 2 1 2
Hacihalil 2 0 1 1
Karakale 3 1 0 2
Karakag 3 2 1 0
Kocabahge 1 1 0 0
Kiimbetli 20 3 5 12
Sogiitli-Arpacay 6 3 2 1
Subatan 2 1 1 0
Sogiitli-M-Klinik 1 1 0 0
Yaylacik-Klinik 2 2 0 0
Hasciftlik-Klinik 1 1 0 0

Toplam 129 47 28 54
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2.2. Metot

2.2.1. Modifiye Asit Fast ( mAF ) Boyama Yontemi

Digkr 6rneklerinden ishalli olanlar direkt olarak, normal kivamli olanlar ise
sulandirilarak parcalandiktan sonra 15 ml’lik santrifiij tiiplerine 5-10 ml alinarak
tizerine su eklenmis ve santrifiij sedimentasyon (3000 rpm/5dk.) yapilmistir.
Santrifiij sonras1 Uist kisim atilmis ve dipteki pellet ya da c¢okelti vortekslenmistir.
Hazirlanan bu sedimentten yayma preparatlar hazirlanarak boyama islemi yapilmistir

(Ok ve ark. 1997).

Bu yontem i¢in bazik fuksin, % 95 etill alkol, fenol kristalleri, konsantre
stilfuirik asit, metilen mavisi, potasyum hidroksit (% 10 ve % 0.01 sulu soliisyonlari)

ve % 10 formol kullanilmustir.

2.2.1.1. Hazirlanan Soliisyonlar

Karbol fuksin boyasi

a) Boyay1 ezmek i¢in havan ve havaneli kullanarak 3.15 gr fuksin 100 ml % 95
etil alkol i¢inde eritilmistir (bazik fuksin topaklasmigsa alkolii eklemeden
havaneli yardimi ile iyice toz hale getirilmis, daha sonra alkol damla damla

eklenmis ve iyice ezilmistir).

b) Fenol kristalleri 56 °C' lik su banyosunda eritilmis ve 45 ml erimis fenol

kristaline toplam hacim 900 ml olancaya kadar distile su ilave edilmistir.

c) Fuksin alkol karisimi fenol soliisyonuyla karistirilmig 1-2 giin bekletilmis ve

soliisyon siizililerek kullanilmistir.
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% 5 Akoz siilfiirik asit (dekolorizan ajan)

Siilfiirik asitten 5 ml dikkatli ve yavas bir sekilde 95 ml distile suya eklenerek

hazirlanmustir.

Loeffler'in alkali metilen mavisi (karsit boya)

Metilen mavisinden 0.3 gr 30 ml etil alkolde eritilmis ve 100 ml % 0.01

potasyum hidroksit soliisyonu eklenerek hazirlanmistir (OK ve ark. 1997).

2.2.1.2. Boyama Yontemi

1. Yaymalar havada kurutulmus ve lamlar alevden yavasc¢a gegirilerek fikse
edildikten sonra sogumaya birakilmaistir.

2. Lamlar boyama sehpasi lizerine yere paralel gelecek bigimde yerlestirilmis ve
tizerlerine lamlar1 tam kaplayacak bigimde karbol-fuksin boyas1 dokiilmiistiir.

3. Elli santimetre kadar uzunluktaki bir kalin tel cubugun ucuna pamuk sarilmis,
alkolle 1slatildiktan sonra yakilarak, lamlarin altinda gezdirilmistir.

4. Lamlar kurumaya basladig1 zaman tizerlerine boya eklenmistir. Isitma islemi
5 dakika stirdiiriilmiistiir. Boyanin kaynamamasina 6zen gosterilmistir.

5. Lamlar soguduktan sonra fazla boya dokiilerek hafif akan ¢esme suyunda
yikanmugtir.

6. Lam dekolorizasyon ajan olarak % 5’lik sulu siilfiirik asit iceren saleye
batirilip 1 dk tutulmustur.

7. Saleden ¢ikarilan lamlar hafif akan ¢esme suyunda yikanmis ve tekrar
boyama sehpasi lizerine dizilmistir.

8. Lamlarin lizerine Loeffler'in alkali metilen mavisi dokiiliip (preparatin iizerini
tam kaplayacak sekilde) 1 dk beklenmis, daha sonra lamlar musluk suyunda
yikanip kurutulmustur.

9. Boyanarak hazirlanan preparatlar mikroskopta 40°lik objektifte incelenmistir

(stipheli durumlarda immersiyon objektifte de incelenmistir).
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Her preparatta 40’lik objektifte 10 farkli sahadaki ookist sayisi1 dikkate
alinarak ookist yogunlugu ve enfeksiyon siddeti belirlenmistir. Diskida ookist
yogunlugunun kantitatif olarak degerlendirilmesi ve preparatlardaki ookist sayilarina
gore enfeksiyon siddetinin yorumlanmasinda daha Once yapilan laboratuar
calismalar ve diger ilgili literatiirlerden (Burgu 1984, Castro-Hermida ve ark. 2002,
Citil ve ark. 2004, Sar1 ve ark. 2009) modifiye edilerek hazirlanan Tablo 2.3” deki
kriterler dikkate alinmistir.

Tablo 2.3. Diski 6rneklerinde Cryptosporidium ookist yogunlugu ve enfeksiyon

siddeti kriterleri.
Ookist Sayis1 Ookist yogunlugu Enfeksiyon siddeti
Ookist yok - -
1-10 ookist + Hafif
11-25 ookist ++ Orta
>25 ookist +++ Siddetli

2.2.2. Buzag Althik Orneklerinin incelenmesi

Materyal toplanan 62 ¢iftligin 60’indaki buzagi bolmelerinden alinan altlik,
ornegine gore 1-2 It distile su eklenerek yikama islemi yapilmigtir. Hazirlanan bu
altlik soliisyonu 150 mikronluk elekten siiziilerek 24 saat dinlendirilmistir. Daha
sonra st kisim (3/4 kadar) atilarak dipteki kistm 3000 rpm/5dk santrifiij edilmistir.

Sedimentden yaymalar hazirlanarak modifiye asit fast (mAF) boyama yapilmistir.

2.2.3. Digki1 Orneklerinden Cryptosporidium Ookist Izolatlarinin Elde Edilmesi

Modifiye asit fast boyama yontemi ile Cryptosporidium saptanan diski
orneklerinden tuzlu su flotasyon yontemi ile (doymus tuzlu suyun spesifik yogunlugu
1.2; 390 gr NaCl + 1000 ml su) ookistler elde edilmistir. Bu islem igin ishalli
diskilarda direkt olarak, normal diskilarda ise distile su ile sulandirildiktan sonra 50

cc’lik falcon tiiplerine siiziilmiistiir. Daha sonra ise santrifiij sedimentasyon ve
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santrifiij flotasyon yontemleri ile ookistler elde edilmistir.

Diskidan ookist izolat1 elde edilmesinde sirasi ile asagidaki islemler yapilmistir

1.

Bir miktar disk1 50 cc kadar distile su ile karistiritlip, 150 pm’lik siizgegten
stizilmiistiir. Stiziintii 50 ml’lik falcon tiiplerine alinarak 3600 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant atilip, dipte kalan pellet distile su ile
siispanse edilmis ve 3600 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek yikama islemi
tekrarlanmistir.

Stipernatant atilip dipte kalan pellet, iistiindeki az siv1 ile karistirilmis ve 10
ml’lik falcon tliplerine almmistir. Yikama islemi tekrarlandiktan sonra
tizerine 10 birim eter + 35 birim digki slispansiyonu olacak sekilde ilave
edilerek karistirilmigtir. Daha sonra 3600 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra istteki kisimlar (mukus + yag + eter-su) atilmis ve dipte
kalan pellet (ookist + partikiil) distile su ile 2 kez yikanmis ve dipte kalan
pellet bir miktar distile su ile homojenize edilmistir (~ 1 ml kadar ).

Bu karisimin tizerine 12 ml doymus tuzlu su eklenip iyice karistirilmis ve
tizerine +4 °C de saklanan distile sudan 1 ml faz olusturacak sekilde yavasga
ilave edilmistir. Daha sonra 3600 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

Tiipler calkalanmadan alinarak distile su fazinin hemen altinda ince bulut
tarzinda biriken ookistler pipet yardimi ile bagka bir tiipe aktarilmistir. Tiipiin
tizeri distile su ile tamamlanarak 3600 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Stipernatant atilmig pellet vortekslenerek iizeri distile su ile tamamlanmis ve
3600 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanarak yikama
islemi yapilmistir.

Elde edilen 1 mI’lik Cryptosporidium ookist izolati iizerine 500 pl distile su
ilave edilerek 1,5 ml lik eppendorflara alinmis ve DNA ekstraksiyonu

yapilana kadar -20 °C saklanmistir (Tanriverdi 2005, Aysul ve ark. 2009).
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2.2.4. DNA Ekstraksiyonu

Cryptosporidium ookistleri igeren diski sedimentinden kolon purifikasyon
diskr kiti (DNA Stool Kiti, DNA ekstraksiyon kiti) kullanilarak total DNA elde
edilmisgtir. Modifiye asit fast boyama ile Cryptosporidium yoniinden pozitif
degerlendirilen 129 digki 6rnegi DNA ekstraksiyonu islemine tabi tutulmustur. Bu
asamada ayrica birka¢ kez dondurma c¢ozdiirme islemleri yapilarak ookistlerin
pargalanmasi saglanmistir. Klasik yontem veya kit kullanilarak DNA ekstraksiyonu
yapilan 129 6rnegin 109’undan elde edilen total ( genomik ) DNA ekstraksiyonu
kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmugtir (Xiao ve Ryan 2008). Diski
orneklerinden QIAamp DNA Diski Kiti Kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapilmastir.
Ancak calismada klasik yontemlerle de DNA ekstraksiyonu yapilmistir.

2.2.4.1. Diski Orneklerinden (QIAamp DNA Diski Kiti Kullanarak) DNA
Ektraksiyonu

1. Distile su igerisinde stoklanan Cryptosporidium ookist izolati 6000
devir/10 dk santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Pellet vorteksle
¢Ozdiiriilmiis, -80 °C’de 15 dk dondurulmustur. Dondurma isleminden
sonra oda 1sisinda ¢ozdiriilmiistiir. Bu islem {i¢ kez tekrarlanmistir.

2. Diski oOrneginden 200 ul almarak 2 ml’lik microfuge tiipiine
(mikrosantrifiij tiipii, eppendorf tiipii) konulmustur.

3. Distile su eklenerek en az iki kez santrifiij edilmistri (10 000 devir/10 dk).

4. Pellete 1M Dithiothreitol (DTT) 18,6 ul ve 1M KOH 66,6 p eklenmis ve
bir pipet ucu ile iyice karistirilmistir.

5. Inkiibe edilmistir (65 °C de 15 dk).

6. 8.6 ul % 25 HCI ve 160 ul 2-M Tris-HCI (pH 8,3) ile nétralize edilip
vortekslenmistir.

7. 250 pl fenol+kloroform+izoamil alkol (25:24:1) soliisyonu tiipe eklenmis,
vortekslenmis ve santrifiij edilmistir (10 000 devir/ 5 dk).

8. Supernatant 2 ml’lik eppendorf (microfuge tiipii) tiiplerine alinmistir.
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9. Supernatant iizerine QIAamp DNA digki kiti i¢inde bulunan buffer
ASL’den 1,4 ml (QIAGEN Inch, QIAGEN-Buffer ASL) eklenmis ve
karistirllmistir. Karisim 70°C de 5 dakika inkiibe edilmis. Ornekler
vortekslenip 1 dk yiiksek devirde santrifiij edilmistir.

10. Olusgan siipernatantdan 1,2 ml alinip yeni bir tiipe aktarilmis, diger tiip
atilmistir.

11. Her 6rnege 1 adet Inhibitex tablet ilave edilmis ve vortekslenmistir. Daha
sonra 1 dk oda 1s1sinda bekletilmistir.

12. Ug dakika 10 000 devirde santrifiij edilmis.

13. Siipernatant yeni bir tiipe aktarilmis, diger tiip atilmis, tekrar 10 000
devir/ 3 dk santrifiij edilmistir.

14. Stipernatantdan 200 pl yeni bir tiipe alinmis, lizerine 15 pl Proteinaz-K
eklenmistir. Siispansiyona 200 pl Buffer AL eklenmis ve 15 saniye
vortekslendikten sonra 70 °C 10 dk bekletilmis, 200 ul ethenol eklenmis
ve karistirtlmistir.

15. Kit i¢indeki kolonlar hazirlanmis ve silispansiyon kolonlara aktarilmais, 1
dk 10 000 devirde santrifiij edilmis, daha sonra kolonlar yeni tiipe
aktarilmistir.

16. Kolonun iizerine 500 pl Buffer AW1 eklenmis, 1 dk yiiksek devirde
santrifiij edilmis, kolonlar yeni bir tlipe aktarilmistir.

17. Uzerine 500 ul Buffer AW2 eklenmis ve 3 dk yiiksek hizda santrifiij
edilmistir.

18. Kolonlar yeni bir tiipe aktarilmis ve 1 dk santrifiij edilmistir.

19. Kolonlar atilip dipte kalan s1v1 bagka bir tiipe aktarilmis ve lizerine 200 pl
Buffer AE eklenmis, oda 1sisinda 1 dk bekletildikten sonra 1 dk santrifiij
edilmistir.

20. Elde edilen DNA ekstraksiyonu -20°C de saklanmustir.

2.2.4.2. Klasik Yontemle Diski Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

1. Distile su igerisinde stoklanan Cryptosporidium ookist izolati 6 000

devir/10 dk santrifiij edilmis, silipernatant atilmis, pellet vorteksle
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¢oziilmiis ve pellet -80°C’de 15 dk dondurulmustur. Dondurma
isleminden sonra oda i1sisinda ¢Ozdiirilmiistir. Bu islem ig¢ kez
tekrarlanmustir.

. Dondurup ¢6zdiirme isleminden sonra pelletin iizerine;

200 pl distile su, 50 pl Tris-HCL (Ph=8,3), 50 ul 0,5 M EDTA, 10 ul 0,5
M NacCl, 10 ul Proteinaz-K, 18,6 ul Dithiothreitol (DTT) eklenmis ve
lyice vortekslenmistir.

. Hazirlanan homojenat 65°C’de 15 dk inkiibe edilmis ve her 5 dakikada bir
vortekslenmistir.

Siire sonunda 3 defa fenol+kloroform+izoamil alkol (25: 24: 1) ile
muamele edilmis, bu islemde ise homojenatin miktar1 kadar
fenol+kloroform+izoamil alkol eklenmis, sonra 5 dk c¢ok yavas
hareketlerle ters diiz edilerek karistirma islemi sonunda 10 000 rpm de 1
dk santrifiij edilmistir. Olusan siipernatantin iist kismi1 bagka bir eppendorf
tiipiine aktarilmistir. Ayni uygulama iki defa daha tekrarlanmistir.

. Ornek miktarina 10:1 oraninda 3M NaAc eklenmis, toplam hacmin iki
kat1 kadar da etanol eklenmis ve -20 °C’de 5 gece inkube edilmistir.

Siire sonunda -20 °C’den alian &rnekler 10 000 rpm’de 15 dk santrifiij
edilmis, olusan supernatant dokiilmiis ve pellet kurumaya birakilmistir.

. Pellet 100 pl distile su ile ¢oziilerek tlizerine 0,3 M NaAc ’dan (10:1) 10
ul eklenmis, daha sonra 220 pl etanol ilave edilerek -20 °C’de 1 gece
tekrar inkube edilmistir.

. Ornekler -20 °C’den alinarak tekrar 10 000 rpm’de 15 dk santrifiij
edilmis, olusan supernatant dokiilmiis ve pellet kurumaya birakilmigtir.
Ekstraksiyon sonucu elde edilen DNA’lar 100 pl distile su ile ¢oziilerek -
20 °C’de saklanmistir (Sambrook ve ark. 1989).
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2.2.5. Cryptosporidium Tiirlerinin Belirlenmesi

2.2.5.1. PCR-RFLP, SSU rRNA Gen Amplifikasyonu ve RFLP Analizi

Cryptosporidium izolatlarinda (109 6rnek) SSU rRNA gen amplifikasyonu
icin primer (yaklagik 1400 bp) ve sekunder (yaklasik 840 bp) PCR olmak iizere iki
PCR yontemi (Nested PCR) uygulanmistir. Bu yontemin ilk asamasinda uygulanan
primer PCR’da SSU-F2 primer (5’-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’) ile SSU-R2
primer (5’-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’); ikinci asamasindaki sekunder
PCR’da ise SSU-F3 (5’-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’) ve SSU-R4
(5’-CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA-3’) primerleri kullanilmistir. Kontrol igin
20 pL’lik PCR dirtinii % 1,5 lik agaroz jel de 100-bp DNA marker’t (DNA ladder)
kullanilarak elektroforeze tabi tutulmus ve PCR f{iriinii pozitiflik yoniinden kontrol

edilmistir (Xiao ve ark. 1999, Jiang ve ark. 2005, Xiao ve Ryan 2008).

1- Primer PCR

a) Her PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan 100 uL ana karigim:

10x Perkin-Elmer PCR buffer 10 uL
dNTP (1.25 mM) 16 uL
SSU-F2 primer (40 ng/uL) 2.5ul
SSU-R2 primer (40 ng/uL) 2.5 uL
MgCI2 (25 mM) 6 uL

Non-acetylated bovine serum albumin 4 pL

(10mg/mL)
Distile su 56.5 uL
Taq polimeraz 0.5 uL

Toplam 98 nLL
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b) Her PCR tiipiine ana karisimdan 98 pL eklendi.

c) Her tiipe DNA siispansiyonundan 2 pL ilave edildi.

d) Asagidaki PCR programi uygulandi:
94°C: 3 dk.
35 cycle: 94°C°de 45 sn, 55°C de 45 sn ve 72°C de 1 dk.
72°C de 7 dk.

4°C bekletme (saklama)

2-Sekunder PCR

a) Her PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan ana karigim:

10x Perkin-Elmer PCR buffer 10 uL
dNTP (1.25 mM) 16 pL
SSU-F3 primer (40 ng/uL) 5ulL
SSU-R4 primer (40 ng/uL) 5ulL
MgCI2 (25 mM) 6 uL
Distile su 55.5 uL
Taq polimeraz 0.5 uL
Toplam 98 nL.

b) Her PCR tiipiine ana karisimdan 98 pL eklendi.
c) Her tiipe primer PCR reaksiyonundan 2 pL ilave edildi.

d)Asagidaki PCR programi uygulandi:
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94°C: 3 dk.

35 cycle: 94°C’de 45 sn, 58°C de 45 sn ve 72°C de 1 dk.
72°C de 7 dk.

4°C bekletme

e) 20 uL’lik PCR diriinii % 1,5 lik agaroz jel de 100-bp DNA marker’t
kullanilarak elektroforeze tabi tutulmustur (Xiao ve Ryan 2008).

Sekunder PCR firiinlerinin (80 6rnek) RFLP ile analizinde Mboll restriksiyon

enzimi kullanilmistir.

Kullanilan kesim reaksiyonu;
4 ul Mboll enzimi
4 ul 10X Mboll enzim tamponu
4 ul PCR iirtinleri

28 ul H20 seklindedir.

Hazirlanan reaksiyon tiipii 37°C’de 1-16 saat inkiibasyona birakilmistir ve
restriksiyon isleminden sonra elde edilen tiriinden 40 pL %1,2 lik agaroz jel de 100-
bp DNA marker’1 kullanilarak elektroforeze tabi tutulmustir. Cryptosporidium tiirleri
RFLP bant modelleri Tablo 2.4 dikkate alinarak identifiye edilmistir (Feng ve ark.
2007, Xiao ve Ryan 2008).
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Tablo 2.4. SSU rRNA geninin RFLP analizi ile sigirlarda bulunan Cryptospordium
tiirlerinin band modelleri

Cryptosporidium  PCR Uriin MboII Uriin
Tiirii Biiyiikliik (bp)  (bp)

C. parvum 848 771,76

C. bovis 836 412,162, 76
C. ryanae 836 574,76

C. andersoni 846 769, 76

2.2.5.2. Cryptosporidium parvum Subtiplerinin Belirlenmesi (GP60 Geninin
PCR ve Sekans Analizi)

Cryptosporidium parvum saptanan izolatlarda (odaklar1 ve ciftlikleri farkli
olan, ishalli ya da saglikli buzagilar basta olmak {izere farkli yaslardaki 13 adet sigir
disk1 6rnegi ) GP60 gen amplifikasyonu (800-850 bp) yapilmistir. Bunun i¢in ilk
PCR’da GP60-F1 primer (5’-ATAGTCTCCGCTGTATTC-3") ile GP60-R1 primer
(5’-GGAAGGAACGATGTATCT-3’); sekunder PCR’da ise GP60-F2 (5°-
TCCGCTGTATTCTCAGCC-3’) ve GP60-R2 (5-GCAGAGGAACCAGCATC-3")
primerleri kullanilmigtir. PCR sonuglarinin teyit edilmesi i¢in 15 pL’lik sekunder
PCR iiriinii % 1,5 lik agaroz jel de 100-bp DNA marker’1 kullanilarak elektroforeze
tabi tutularak sekunder PCR {iriinii tespiti yapilmistir (Xiao ve Ryan 2008).

1-Primer PCR

a) Her PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan ana karigim:

10x Perkin-Elmer PCR buffer 10 uL
dNTP (1.25 mM) 16 uL

GP60-F1 primer (40 ng/uL) 5ulL
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GP60-R1 primer (40 ng/uL) S5uL
MgCI2 (25 mM) 6 uL

Non-acetylated  bovine  serum  albumin 4 uL

(10mg/mL)

Distile su 51.5 uL
Taq polimeraz 0.5 uL
Toplam 98 uL

b) Her PCR tiipiine ana karisimdan 98 pL eklendi.
C) Her tiipe DNA 6rneginden 2 pL ilave edildi.
d) Asagidaki PCR programi uygulandi:

94°C: 3 dk.

35 cycle: 94°C°de 45 sn, 50°C de 45 sn ve 72°C de 1 dk
72°C de 7 dk

4°C bekletme

2-Sekunder PCR

a) Her PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan ana karigim:

10x Perkin-Elmer PCR buffer 10 uL
dNTP (1.25 mM) 16 uL
GP60-F2 primer (40 ng/uL) S5uL
GP60-R2 primer (40 ng/uL) S5uL

MgCI2 (25 mM) 6 uL
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Distile su 55 uL
Taqg polimeraz 0.5 uL.
Toplam 97.5 nLL

b) Her PCR tiipiine ana karisimdan 97,5 uL eklendi.
c) Her tiipe primer PCR reaksiyonundan 2,5 pL ilave edildi.

d) Asagidaki PCR programi uygulandi:

94°C: 3 dk.

35 cycle: 94°C°de 45 sn, 50°C de 45 sn ve 72°C de 1 dk
72°C de 7 dk

4°C bekletme

2.2.5.3. Sekans Analizi (Dizi Analizi)

PCR-RFLP ile Cryptosporidium tiir teshisleri yapilan (aym1 bp
biiyiikliigiindeki bant modelleri saptanan 6rneklerde) izolatlarda dogrulama i¢in 24
adet ve C. parvum subtiplerinin belirlenmesi igin 13 adet olmak {izere toplam 37 adet
Cryptosporidium izolatmin sekans analizi yapilmistir. Pozitif sekunder PCR {irlinii
agaroz jel DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak temizlenmistir. Saflastirilan PCR
liriin{i kullanilincaya kadar -20 °C de saklanmistir. Temizlenen PCR iiriinii; forward
ve reverse PCR primerleri ve intermittent (intermediar) primer R3 (5’-
GAGATATATCTTGTTGCG-3") kullanilarak sekans analizi yapilmistir (Xiao ve
Ryan 2008).

2.2.5.3.1. DNA Dizi Analizi Reaksiyonu

Dizi analizi reaksiyonu Oncesinde parganin PCR ile c¢ogaltilmasi

gerekmektedir. PCR reaksiyonuna girecek DNA miktarinin biiyiikliigiine baglh olarak
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fmol cinsinden hesaplanmasi yapilmalidir. Hesaplanan DNA miktar1 alinarak hedef

bolge PCR reaksiyonunda ¢ogaltilmistir.

Dizi analizine girecek DNA’dan gerekli miktarda alinarak dH,O ile 10 pl
hacme tamamlanmistir (8 pul DTCS ile 2 pl primer). Reaksiyon her bir dongiide
96°C’de 20 saniye, 50°C’de 20 saniye ve 60°C’de 4 dk olacak sekilde 35 déngii

olarak devam ettirilmistir.

2.2.5.3.1.1. Etanol Coktiirmesi

Calismada kullanilan (Beckman Coulter DNA Dizi Analizi) DNA dizi analizi
cihazina ait dizi analizi kitinin teknik biiltenine gore dizi analizine girecek PCR

tirtinlerinin etanol ile ¢oktiiriiliip saflastiriimasi yapilmaistir.

Protokole asagidaki adimlar ile devam edilmistir.

1. Durdurma Cozeltisi (Stop Solution) hazirlanir ¢ozeltiden 4’er ul PCR
tiriinlerine eklenmis ve 1 pl 20 pg/ul glikojen eklenerek iyice karistirilmistir.
Stop Soliisyonu: 3 M Sodyum Asetat (pH: 5,2) ile 100 mM Na,EDTA (pH:
8,0) esit hacimde karistirilmasiyla yapilmistir. Bu karisim kullanmadan
hemen 6nce oda 1s1sinda hazirlanmalidir.

2. Taze olarak hazirlanmis ve -20°C’de bekletilmis % 95°lik etanoldan 60 ul
pelet hareket ettirilmeden yavasca eklenmistir.

3. Tiipler 14.000 rpm’de 4°C’de 15 dakika siire ile santrifiij edilmis ve dipte
olusan pelet hareket ettirilmeden silipernatan  dikkatli  sekilde
uzaklastirilmistir.

4. Pelete 200 pl taze olarak hazirlanmis ve -20°C’de bekletilen %70’lik
etanolden pelet hareket ettirilmeden tiiplerin kenarindan ¢ok yavas bigimde

birakilmustir.
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5. Tiipler 14.000 rpm’de 4°C’de 2 dakika siire ile santrifiij edilmis ve dipte
olusan pellet hareket ettirilmeden siipernatan dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmustir.

6. Siipernatant dokiilmiis, tiip icindeki pelet seffaf hale gelinceye kadar 40 °C’de
10 dakika siire ile konsantratdrde alkol ugurulmustur.

7. Pellet 40 pl SLS (Sample Loading Solution) eklenmis ve iyice ¢oziilmiistiir.

Daha sonra dizi analizi i¢in gerekli 6zel tablalara yerlestirilmistir.

2.2.5.3.1.2. DNA Dizi Bilgisinin Elde Edilmesi

Cihazin i¢inde Ornek tablasi ve tampon tablasi adinda iki aparat
bulunmaktadir. Orek tabagina 40 pl SLS igeren Ornekler sirasiyla eklenmis ve
tizerlerine kit i¢inden birer damla mineral yag damlatilmistir. Tampon tablasina da
yine kit i¢inden ayirma tamponu, kuyucuklarin % 70’ini dolduracak kadar eklenmis
ve kapiller aparat1 ile jel tiipii cihaza takildiktan sonra dizi analizi islemine

baslanmistir.

Dizi analizi, Eskisehir Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimiinde bulunan Beckman Coulter CEQ 8000 8 kapillerli sisteme sahip tam
otomatize cihaz ile yapilmistir. Dizi analiz sonucunda cihaz tarafindan okunan veriler
bir metin belgesine kaydedilmistir. Dizi analizi sonucunda elde edilen dizi degisik
biyoinformatik  programlarla  (GeneTool, PepTool ve Interproscan) ile
GenBankasinda BLAST (http:www.ncbi.nlm.nih.gov:BLAST) (ALTSCHUL 1990)

analiz edilmistir.

2.2.6. Istatistiki Analiz

Calismadan elde edilen bazi verilerin istatistiki analizinde bilgisayar
programinda SPSS ve Khi-kare testi kullanilmigtir (SPSS 1999 ).
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3. BULGULAR

3.1. Dagilim Sonuglari

Calisma bulgular1 sigirlarda Cryptosporidium tiirlerinin dagilimi ile ilgili
sonuglar ve Cryptosporidium pozitif 6rneklerden elde edilen izolatlarin molekiiler

karekterizasyonunun yapildig1 sonuglar olmak iizere iki kistmdan olugmustur.

Kars yoresinde Cryptosporidium ookistleri materyal alinan yerlesim
yerlerinin % 53,3’tinde (16/30) saptanmistir. Kars ilindeki yerlesim yerlerinde

Cryptosporidium ookist dagilimi Sekil 3.1’de goriilmektedir.

M Cryptosporidium negatif (14)

M Cryptosporidium pozitif (16)

Toplam 30 Yerlesim Yeri (n:30)

Sekil 3.1. Kars’ta yerlesim yerlerinde Cryptosporidium ookistleri goriillme orani

Calismanin yapildig1 Kars ¢evresindeki yerlesim yerlerinde bulunan ve diski
ornegi alinan ciftlik/ahirlarin % 41,9’unda (26/62) Cryptosporidium ookistleri

belirlenmistir.
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Kars’ta Cryptosporidium tiirlerinin  ¢iftlik/ahir dagilimi  Sekil 3.2°de

sunulmustur.

M Cryptosporidium negatif (36)
H Cryptosporidium pozitif (26)

Toplam 62 Ciftlik veya Ahir (n:62)

Sekil 3.2. Kars yoresinde sigirlarda Cryptosporidium tiirlerinin ¢iftlik dagilimi

Aragtirmanin  yuritiildigii sigir isletmelerinde digki  6rnegi incelenen
sigirlarda Cryptosporidium tiirlerinin genel olarak dagilimi % 19,1 (166/870) olarak
bulunmustur (Sekil 3.3).

M Cryptosporidium pozitif (166)
M Cryptosporidium negatif (704)

Toplam 870 Sigir (n:870)

Sekil 3.3. Kars yoresinde sigirlarda Cryptosporidium tiirlerinin genel dagilimi
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Calismanin yapildig1 ¢iftliklerde buzagi bolmelerinde altlik 6rnegi alinabilen
60 altlik 6rneginin 23’iinde (%38,3) Cryptosporidium ookistleri goriilmiistiir. Buzagi
althk orneginde Cryptosporidium ookisti saptanan bu 23 ahirin  tiimiinde
Cryptosporidium pozitif bulunmustur. Kars’taki sigir isletmelerinde buzagi altlik

orneklerinde Cryptosporidium ookisti goriilme orani Sekil 3.4.’de verilmistir.

M Cryptosporidium negatif (37)

H Cryptosporidium pozitif (23)

Toplam 60 adet Buzagi Altlik Ornegi (n:60)

Sekil 3.4. Kars’taki sigir ¢iftlik/ahirlarinda buzag altlik 6rneklerinde
Cryptosporidium ookisti goriilme durumu

Kars ilinde sigirlarda Cryptosporidium ookistlerinin = ¢iftlik dagilimui,
sigirlarda genel yayginligt ile buzag: altlik orneklerindeki goriilme orani yerlesim

yerlerine gore Tablo 3.1’de sunulmustur.



Tablo 3.1. Kars yoresinde sigirlarda Modifiye asit fast boyama yontemi ile Cryptosporidium

ookistlerinin dagilimi

70

Yerlesim
Yeri/Odak

Materyal  Alinan
Ahir/Ciftlik Sayisi

Ahr/Ciftlikte
Cryptosporidium
ookisti durumu

Cryptosporidium
saptanan 6rnek
say1si/Incelenen

Ornek Sayist

Buzag Altlik
Ornegi

Cumhuriyet

1
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9/19

+

Baggedikler

+| [+ + |+

5/10

++

0/6

Alinmamistir

Alaca

+[

13/18

++

Oguzlu

0/21
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0/5
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Karakale
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0/9
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23/60 (%38.3)
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Cryptosporidium tiirlerinin dagilimi buzagilarda % 19,8 (86/433) olarak
bulunmustur. Bu protozoonun goériilme orani alt1 ayliktan biiyiik hayvanlarda % 18,3
(80/437) diizeyinde saptanmistir. Buzagilarda ve ergin sigirlarda Cryptosporidium

tirlerinin goriilme oran1 Sekil 3.5 ile Sekil 3.6’da sunulmustur.

25 -
19,9
20 - 18,3

H Cryptosporidium
Tirlerinin Dagilimi

Dagilim %

Buzagi >6 Ay

Sekil 3.5. Kars yoresinde buzagilarda ve ergin sigirlarda Cryptosporidium tiirlerinin
goriilme orani

Cryptosporidium ookist yayginligi 7-24 ayliklarda % 19,1 (13/68) ve
ineklerde % 18,2 (67/369) oranlarinda belirlenmistir. Cryptosporidium goriilme orani
neonatal buzagilarda % 16,3 (25/153), 1-3 aylik ya da siitten kesim Oncesi
donemdeki buzagilarda % 22,3 (56/251) ve 4-6 aylik buzagilarda ise % 17,2 (5/29)

diizeyinde tespit edilmistir.
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Sigirlarda yas gruplarma gore Cryptosporidium tiirlerinin dagilimi Sekil 3.6

da sunulmustur.

25 ~

20 A

22,3
19,1
172 S 18,2
16,3 !
15 A
10 A M Cryptosporidium
Tarlerinin Yayginlig

5 .

O n T T T T

<1Ay 1-3Aylik 4-6 Aylik 7-24 Aylik  inek

Dagilim %

Sekil 3.6. Kars yoresindeki sigirlarda yas gruplarina goére Cryptosporidium
etkenlerinin dagilimi

Bu arastirmada Kars ¢evresindeki sigirlarda yas gruplari ve yerlesim yerlerine
gore Cryptosporidium ookistlerinin dagilimi ile ilgili veriler Tablo 3.2° de

goriilmektedir.
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Tablo 3.2. Kars’ta sigirlarda yas gruplarina gére Cryptosporidium tiirlerinin dagilimi

7 -24 aylik

sigirlarda Ineklerde

Cryptosporidium

Buzagilarda

Cryptosporidium Cryptosporidium

Yerlesim saptanan ornek N Cryptosporidium N
Yeri/Odak say1si/Incelenen saptanan drmek saptanan 6rnek saptanan drek
Srnek Sayist sag1s1/lncelenen sayisi/incelenen say1si/Incelenen
rnek Sayisi A Ornek Sayisi
Ornek Sayisi

Cumhuriyet 12/26 5/10 1/4 6/12
B. Akiiziim 6/6 6/6 - -
Bogazkdy 6/33 1/9 1/8 4/16
Karakas 9/19 6/15 - 3/4
Baggedikler 5/16 2/10 2/2 1/4
Alaca 13/18 7/9 1/1 5/8
Oguzlu 0/21 0/5 0/4 0/12
Caglayan 6/18 1/8 1/1 4/9
Gelirli 10/21 4/9 0/1 6/12
Verimli 0/30 0/13 0/4 0/13
Dikme 8/29 2/12 0/1 6/16
Atakéy 0/24 0/9 0/2 0/13
Azat 0/22 0/12 - 0/10
Karakale 4/32 1/15 0/2 3/15
Hacihalil 6/34 4/14 1/6 1/14
Kiimbetli 17/46 7/17 219 8/20
Baskaya 11/30 7/13 2/4 2/13
Aydinalan 13/19 5/7 1/1 7/11
Akbaba 26/58 18/31 1/3 7124
Subatan 0/39 0/24 0/3 0/12
Sogiitlii 14/22 10/17 - 4/5
Benli Ahmet 0/35 0/18 0/2 0/15
Cakmak 0/38 0/16 0/6 0/16
Esenyazi 0/76 0/48 0/2 0/26
Halefoglu 0/15 0/6 - 0/9
Bulanik 0/33 0/18 0/2 0/13
Karacadren 0/29 0/7 - 0/22
Hasciftlik 0/31 0/22 - 0/9
Karagoban 0/22 0/20 - 0/2
Yaylacik 0/28 0/13 0/1 0/14
Toplam (%) 166/870(%19,1)  86/433 (19,9) 13/68 (19,1) 67/369 (18,2)

Modifiye asit fast boyama sonuglarina gére Cryptosporidium ookistlerinin
ishalli buzagilarda goriilme oran1 % 19,9 (48/241) olarak belirlenmistir. Bu oran
neonatal ishalli buzagilarda % 15,7 (17/108), 1-3 aylik ishalli buzagilarda % 23,1
(30/130), 4-6 aylik ishalli buzagilarda % 33,3 (1/3) olarak tespit edilmistir.
Cryptosporidium tiirlerinin dagilimi saglikli buzagilarda % 19,8 (38/192), saglikli
neonatal buzagilarda % 17,8 (8/45), 1-3 aylik saglikli buzagilarda % 21,5 (26/121),
saglikli 4-6 aylik buzagilarda % 15,4 (4/26) olarak belirlenmistir.
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Calismada modifiye asit fast boyama yontemi ile hazirlanan preparatlarda

Cryptosporidium ookistlerinin miroskobik goriintiisti Sekil 3.7° de sunulmustur.

Sekil 3.7. Cryptosporidium ookistleri, Modifiye Asit Fast Boyama, x1000

Ayrica tuzlu su flotasyon yontemi ile hazirlanan taze preparatlardaki

Cryptosporidium ookistleri Sekil 3.8* de goriilmektedir.

Sekil 3.8. Cryptosporidium ookistleri, taze preparat, x1000
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Aragtirmanin ylritiildigli Kars yoresindeki ciftliklerde bulunan ve diski
ornegi alinan sigirlarin klinik durumuna goére Cryptosporidium ookistlerinin goriilme

orani Tablo 3.3’ te verilmistir.

Tablo 3.3. Sigirlarin klinik durumuna gore Cryptosporidium ookistlerinin goriilme

orani
. Toplam
ishalli Hayvan Sayist Normal Diskili veya Saghikli Hayvan
Hayvan Sayisi
Sayist
Yas Grubu
x/n* % x/n* % x/n*
Buzag (Alt 48/241 19,9 38/192 19,8 86/433
ayliga kadar)
Dana, Diive vs. 13/68
(7-24 ayhik) 13/68 19,1
Inek
ne . . 67/369 18,2 67/369

(>24 ay)

*x/n: Cryptosporidium ookisti saptanan hayvan sayisi/ Incelenen Ornek Sayisi

Diski Ornegi incelenen hayvanlarda klinik durum ile mAF boyamada
Cryptosporidium ookist yogunlugu arasindaki iliski incelendiginde; ookist atilim
yogunlugu ishalli buzagilarin 21’inde (% 8,7) +, 9’unda (% 3,7) ++, 18’inde (% 7,5)
ise +++ olarak degerlendirilmistir. Normal diskili olan saglikli buzagilarin ise
18’inde (% 9,4) +, 6’sinde (% 3,1) ++, 14’tinde (% 7,3) +++ olarak belirlenmistir.
Ayrica ookist yogunlugu ineklerin 39’unda (% 10,6) +, 20’sinde (% 5,4) ++, 8’inde
(%2,2) +++ olarak bulunmustur (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. Sigirlarda Cryptosporidium ookist atilim yogunlugunun klinik duruma
gore dagilimi.

Ookist Ookist Buzagi Inek
Sayisi Yogunlugu (n: 433) (n: 369)
Diyareli Saglikli Diyareli Saglikli
(%) (%) (%) (%)
Ookist - 193/241 154/192 ; 302/369
yok (80,1) (80,2) (81,8)
1-10 + 211241 18/192 - 39/369
ookist (8,7) (9,4) (10,6)
11-25 i 9/241 6/192 - 20/369
ookist (3,7) 3,1) (5,4)
>25 ookist T 18/241 14/192 - 8/369
(7,5) (7.3) 2.,2)
Toplam 481241 38/192 - 67/369
(19,9) (19,8) (18,2)

Calismanin yiiriitildiigii 62 ciftlikte bulunan hayvan sayilar1 yani siirii
biiyiikliigiine gore Cryptosporidium ookist dagilimi arasindaki iligki Tablo 3.5’de
sunulmugtur. Cryptosporidium goriilme oranmi siirii biyiikligiinin 1-15 oldugu
isletmelerde % 33,3 oldugu halde, c¢iftlikteki hayvan sayist 30’lin iizerinde olan
barmmaklarda bu oran % 66,7 olarak tespit edilmistir (Tablo 3.5). Ortalamalar
arasindaki farkliliklar istatistiki olarak énemli (x*=2.43) bulunmamistir (P>0.005).

Tablo 3.5. Kars yoresindeki sigir isletmelerinde siirli biiyiikliigiine gore
Cryptosporidium ookistlerinin dagilimi

Surt Ciftlik/Ahir x/n %
Biiyiklugi Sayist
1-15 27 9/27 33,3
16-30 29 13/29 44.8
>30 6 4/6 66,7
Toplam 62 26/62

x/n: Cryptosporidium Saptanan Ciftlik Sayisi/Ciftlik Sayisi
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Bu sigir isletmelerinde bulunan buzagi, dana, diive ve inek gibi toplam
hayvan sayisina gore Cryptosporidium tiirlerinin dagilimi degisiklik gostermistir.
Aragtirmada siiri biiylikliigli yani bir ahir veya ciftlikteki hayvan sayisi arttikca

Cryptosporidium tiirlerinin goriilme oraninin da arttig1 goriilmistiir (Sekil 3.9).

70

/ 66,7
60 /
50

S / 44,8
B0 30
S 33,3
20
10
0
1-15 16-30 >30

Sird Buyuklugi

Sekil 3.9. Kars yoresindeki sigir isletmelerinde siirii biiytlikliigline gore
Cryptosporidium ookistlerinin dagilimi (Siirii Biytikliigii: Bir ahir veya
ciftlikteki toplam hayvan sayisi)

Diski o6rnegi alinan ¢iftliklerdeki buzagi sayisina gore Cryptosporidium
tirlerinin dagilimi Tablo 3.6 ve Sekil 3.10° da verilmistir. Tablodan da goriildiigii
gibi ciftliklerdeki buzagi sayisi arttikga Cryptosporidium tiirlerinin dagilimida
artmaktadir. Buzagi sayisinin 10°dan fazla oldugu ciftliklerde Cryptosporidium
tirlerinin yaygmhigt % 44,4 olarak gozlenmistir. Ancak bu fark istatistiki olarak
6nemli (x*=0.646) bulunmamistir (P>0.005).
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Tablo 3.6. Kars yoresindeki sigir isletmelerinde buzagi sayisina gore
Cryptosporidium ookistlerinin dagilimi

Buzag: Sayisi Ciftlik Sayis1 x/n %
1-5 21 7/21 33,3
6-10 32 14/32 43,8
>10 9 419 44,4
Toplam 62 25/62

x/n: Cryptosporidium Saptanan Ciftlik Sayisi/Ciftlik Sayist

50

3(5) / 4-__‘44’4
/ 43,8

35
333
30

25
20
15
10

Dagilm %

1-5 _ 6-10 >10
Isletmedeki Buzagi Sayisi

Sekil 3.10. Kars yoresindeki sigir isletmelerinde buzagi sayisina gore
Cryptosporidium ookistlerinin dagilimi
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3.2. Molekiiler Karakterizasyon Sonugclar:

Calismada; mAF boyama yontemi ile 2010 yilinda incelemesi yapilan 870
sigir disk1 orneginden (430 buzagi, 440 yash hayvan) 110, 2011 yilinda 419 diski
orneginden (285 buzagi, 134 ergin sigir) 19°u Cryptosporidium pozitif olarak
degerlendirilmis ve toplam ( — 20’de saklanan) 129 digki 6rnegi kullanilmstir.

Bu 129 6rnegin 109’undan (% 84,5) genomik DNA (total DNA) elde
edilmistir. Bu orneklerin ve elde edilen genomik DNA sayilarinin yas ve klinik

duruma gore dagilimi Tablo 3.7°de sunulmustur.

Tablo 3.7’de goriildiigii gibi gaita drneklerinde disk kiti (DNA stool kit) veya
klasik yontem ile DNA ekstraksiyonu yapilan buzagilarin % 85,3 (64/75), ergin
sigirlarin % 83,3 (45/54)’ iinden genomik DNA elde edilmistir. Ayrica mAF boyama
teknigi ile Cryptosporidium pozitif kabul edilen ishalli buzagilarda % 83,0 (39/47) ve
saglikli buzagilarda % 89,3 (25/28) oraninda genomik DNA saptanmaistir. Bu ¢aligma
icin materyal saglanan 21 ciftlik veya kdyiin 20’sinde genomik DNA saptanmustir.
Sadece bir odakta genomik DNA elde edilmemistir.



80

Tablo 3.7. Calismada incelenen Cryptosporidium izolatlar1 ve bunlardan elde edilen
genomik DNA sayilari.

Genomik DNA Elde edilen Ornek
Hayvanin Yasi ve Klinik Durumu
Sayisi

Yerlesim Yeri
(Odak)

Ishalli Saghklh  Ergin Ishalli Saghkl Ergin

Buzag Buzag sIZIr Buzag Buzag sigIr

(3 glin-ay) (3 glin-3ay) (>lyas) (3gin-3ay) (3gin-3ay) (>1yas)

Akbaba 10 5 8 5

Alaca

Aydmalan

Biiytikakiiziim

Baggedikler

Bagkaya

Bogazkdy

Cumbhuriyet

Caglayan

Dikme

Gelirli

Hacihalil

Karakale

Karakas

O O] N | N O N O W wl N O o o o
O O N | N O | & W W N O & O N

Kocabahge

Kiimbetli

Sogiitli-Arpacay

Subatan

Sogitli-M Klinik

Yaylacik-Klinik
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Hasgiftlik-Klinik
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N
oo
(62]
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w
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N
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Toplam
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Genomik DNA saptanan 109 Cryptosporidium izolatinin SSU rRNA gen
amplifikasyonu Nested PCR yontemi ile yapilmis olup, bu 6rneklerin 80’inde (%
73,4) Cryptosporidium tiirleri yoniinden pozitif olan sekunder PCR iiriinii elde

edilmistir.

Bu calismada genomik DNA saptanan buzagilarin % 78,1 (50/64), ergin
sigirlarm - % 66,7 (30/45)° sinde SSU rRNA gen amplifikasyonu sonucu
Cryptosporidium pozitif PCR iiriinii elde edilmistir. Ayrica genomik DNA saptanan
izolatlarda Cryptosporidium pozitif PCR iiriinii goriilme orani; ishalli buzagilarda %
92,3 (36/39) ve saglikli buzagilarda % 56,0 (14/25) oraninda saptanmustir.
Cryptosporidium tiirleri yoniinden pozitif olan PCR {iriinleri en yiiksek (% 92,3)
diizeyde diyareli buzagilardan elde edilmistir (Tablo 3.8).

Tablo 3.8’de de goriilecegi lizere arastirmada genomik DNA elde edilen 20
yerlesim yerinin tiimiinde Cryptosporidium pozitif PCR {iriinii saptanmigtir. Kars
cevresindeki ¢iftlik, ky ahir1 ve kliniklerdeki sigirlardan elde edilen Cryptoporidium
izolatlarmin SSU rRNA gen amplifikasyonu sonucu Cryptosporidium tiirleri
yoniinden pozitif olan Orneklerin yerlesim yerleri ve hayvan ozelliklerine gore

dagilim1 Tablo 3.8’de verilmistir.
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Tablo 3.8. Cryptoporidium isolatlarinin SSU rRNA gen amplifikasyonu sonucu
Cryptosporidium tiirleri yoniinden pozitif olan sekunder PCR iiriinlerinin

dagilimi
Genomik DNA Elde Edilen Cryptosporidium Pozitif PCR Uriinii
Ornek Sayisi Sayisi
Yerlesim Yeri ishalli Saghkh  Ergin ishalli Saghkhi  Ergin
(Odak) Buzag Buzag s181r Buzag Buzag s181r
(3 giin-ay) (3 giin-ay) (>lyas) (3gin-3ay) (3gin-ay) (>1yas)
Akbaba 8 5 7 7 3 3
Alaca 2 0 0 2 0 0
Aydinalan 2 1 4 2 0 3
Biiyiikakiiziim 4 1 0 4 1 0
Basgedikler 3 0 2 3 0 2
Bagkaya 0 4 3 0 2 2
Bogazkdy 2 1 3 2 0 1
Cumbhuriyet 2 0 4 2 0 3
Caglayan 1 2 1 1 1 0
Dikme 0 2 5 0 0 5
Gelirli 2 1 2 2 1 2
Hacihalil 0 1 1 0 1 1
Karakale 1 0 2 0 0 2
Karakas 1 1 0 1 0 0
Kocabahge 1 0 0 1 0 0
Kiimbetli 3 4 10 2 3 5
Sogiitlii-M-Arpagay 3 2 1 3 2 1
Sogitli-Klinik 1 0 0 1 0 0
Yaylacik-Klinik 2 0 0 2 0 0
Hasgiftlik-Klinik 1 0 0 1 0 0
Toplam 39 25 45 36 14 30
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Calisma baslangicinda mAF boyama yontemi ile Cryptosporidium pozitif
kabul edilen 129 diski 6rneginin 80’inde (% 62,0) SSU rRNA gen amplifikasyonu
sonucu pozitif PCR {irlinii elde edilmistir. Ayrica mAF boyama ile Cryptosporidium
ookistleri yoniinden pozitif sayilan 21 ¢iftligin 20’sinde PCR ile Cryptosporidium
tiirleri saptanmistir. Cryptosporidium pozitif PCR iiriinlerinin mAF boyama sonuglari

ile karsilastirmasi Tablo 3.9’ da sunulmustur.

Tablo 3.9. Cryptosporidium tiirlerinin goriilme oraninin mAF boyama ydntemi ve
PCR firiinii sonuglarina gore karsilastirilmasi.

mMAF boyama ile Cryptosporidium Cryptosporidium saptanan PCR

pozitif izolat sayilari Uriinii Sayis1

Yerlesim Yeri Ishalli Saghkh Ergin Ishalli Saghklh Ergin
(Odak) Buzag Buzag sigir Buzag Buzag sigir

(3 giin-ay) (3 gln-ay) (>lyas) (3gin-ay) (3gin-3ay) (>1yas)

Akbaba 10 5 7 3

Alaca

Aydmalan

Biiyiikakiizim

Basgedikler

Baskaya

Bogazkdy

Cumhuriyet

Caglayan

Dikme

Hacihalil

Karakale

Karakas

O O N| B[ N O N O W w N o o o o

Kocabahge

[E
N

Kiimbetli

Sogiitlii-Arpagay

Subatan

Sogiitli-M-Klinik

Yaylacik-Klinik

3
2
4
3
0
2
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1
0
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0
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1
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1
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Tablo 3.9’da goriildiigii gibi yas gruplart ve klinik duruma gore
karsilastirildiginda mAF boyama ile Cryptosporidium pozitif olan izolatlardaki elde
edilen PCR iirlinii goriilme sikligi; ishalli buzagilarda % 76,6 (36/47), saglkli
buzagilarda % 50,0 (14/28), yashilarda ise % 55,6 (30/54) olarak bulunmustur. ishalli
buzagilardan elde edilen izolatlardan PCR f{irlinii saptanma oranmin diger yas

gruplarina gore daha yiiksek diizeyde oldugu goriilmiistiir (Tablo 3.9).

Bu ¢aligmada Kars yoresindeki sigirlardan elde edilen ve Cryptosporidium
etkenleri yoniinden pozitif olan 36 adet diyareli buzagi, 14 adet saglikli buzag: ve 30
adet bir yas lizere si8ir olmak {izere toplam 80 adet drnege ait PCR-RFLP sonuglari
Sekil 3.11°da goriilmektedir. Cryptosporidium pozitif PCR iiriinlerinin RFLP analizi
sonucu elde edilen amplifikasyonlar C. parvum, C. bovis ve C. ryanae oldugu
gorilmistir (Sekil 3.11).

Ayrica bu sekilde calismada kullanilan ve molekiiler karakterizasyonu
yapilan toplam 129 6rnege ait tiim agaroz jel goriintiileri de izlenebilir. Agaroz jel
gorlntiilerinde 129 6rnegin 80’ninde bant goriintiileri vardir, 49 6rnekte ise herhangi
bir bant sekillenmemistir. Bu 49 6rnek Cryptosporidium tiirleri yoniinden negatif
olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Cryptosporidium tiirlerine ait PCR-RFLP jel goriintiileri. PCR {iriinlerinin Mboll enzimi
ile restriksiyon analizinin agaroz jel goriintiisii. M: 100 bp marker, (1-119 kesim iiriinleri
% 0,8’lik agaroz jel’e 3pul 100 bp marker ile birlikte yiiklenmis ve 90 V’de 50 dk
yliriitilmiistiir).
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Buzagi ve eriskin sigirlarda bulunan Cryptosporidium tiirlerinin dagilimi ile

ilgili veriler Tablo 3.10’da sunulmustur. Bu tablodan da izlenecegi iizere Kars

yoresindeki buzagi ve daha ileri ergin sigirlarda PCR-RFLP ile {i¢ farkh

Cryptosporidium tiirii saptanmistir. Belirlenen bu tiirler C. parvum, C. bovis ve C.

ryanae’dir. Saptanan bu ii¢ tiir hem buzagilarda hem de ergin sigirlarda bulunmustur.

Tablo 3.10. Kars yoresinde PCR-RFLP ile sigirlarda klinik ve yas durumuna goére

Cryptosporidium tiirlerinin dagilimi

C. parvum C. bovis C. ryanae
Yerlesim Yeri . ) . ) . )
(Odak) Ishalli Saghkh Ergin Ishalli Saghkhh  Ergin Ishalli Saghkhh Ergin
Buzagi Buzagi Siir Buzagli  Buzad Sigir Buzagr Buzagi  Sigir

Akbaba 1 1 1 3 2 1 3 0 1
Alaca 2 0 0 0 0 0 0 0 0
Aydmalan 1 0 0 1 0 0 0 0 3
Biiyiikakiiziim 0 0 0 3 1 0 1 0 0
Baggedikler 1 0 0 2 0 0 0 0 2
Bagkaya 0 0 0 0 0 1 0 2 1
Bogazkdy 0 0 0 1 0 1 1 0 0
Cumhuriyet 0 0 0 1 0 1 1 0 2
Caglayan 1 0 0 0 1 0 0 0 0
Dikme 0 0 1 0 0 4 0 0 0
Gelirli 0 0 0 2 0 1 0 1 1
Hacrhalil 0 0 0 0 1 1 0 0 0
Karakale 0 0 1 0 0 1 0 0 0
Karakas 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Kocabahge 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Kiimbetli 1 1 0 0 2 1 1 0 4
Sogiitlii-Arpacay 0 0 0 1 1 1 2 1 0
Sogiitli-M-Klinik 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Yaylacik-Klinik 0 0 0 0 0 0 2 0 0
Hasgiftlik-Klinik 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Toplam 8 2 3 15 8 13 13 4 14
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Bu calismada PCR-RFLP ile sigirlarda saptanan Cryptosporidium tiirlerinin
goriilme orant; C. parvum % 16,3 (13/80), C. bovis % 45,0 (36/80) ve C. ryanae %
38,8 (31/80) olarak belirlenmistir. Bu tiirlerin buzag1 ve eriskin sigirlardaki dagilimi
Tablo 3.11 ve Sekil 3.12’de goriilmektedir.

Tablo 3.11. Sigirlarda PCR-RFLP sonuglarina gore Cryptosporidium tiirlerinin yas
gruplarina gore dagilima.

Tiir Buzag Sigir Toplam
(3 glin-3 aylik) (>1 yas)
Cryptosporidium parvum 10 (% 20,0) 3 (% 10,0) 13 (% 16,3)
Cryptosporidium bovis 23 (% 46,0) 13 (% 43,3) 36 (% 45,0)
Cryptosporidium ryanae 17 (% 34,0) 14 (% 46,7) 31 (% 38,8)
Toplam 50 30 80

Tablo 3.11° dende izlenecegi gibi Kars yoresindeki sigirlarda C. bovis en
yaygin (% 45,0) goriilen tiir olmustur. Bunu C. ryanae ve C. parvum takip etmistir.
Buzagilarda ise ergin sigirlara gore C. parvum tiirii daha yaygin olarak saptanmuistir.
Ayrica C. ryanae tiirii buzagilara gore ergin sigirlarda daha yiiksek oranlarda

gozlenmistir.
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Sekil 3.12. Sigirlarda PCR-RFLP ile Cryptosporidium tiirlerinin yas gruplarina gore
dagilima.

Yas gruplarina ilaveten klinik olarak ishal veya normal digkili (saglikli)

kriteri dikkate alinarak yapilan degerlendirme sonuglar1 Tablo 3.12°de 6zetlenmistir.

Tablo 3.12. Sigirlarda PCR-RFLP ile saptanan Cryptosporidium tiirlerinin
hayvanlarin klinik durumuna gore dagilimi

Buzag
Ctyp"tosporidium (3 giin-3 aylik) Ergin Sigir Toplam
T Ishalli (%)  Saghkh (%)  (>1 yas) (%)
C. parvum 8(22,2) 2 (14,3) 3 (10,0) 13
C. bovis 15 (41,7) 8 (57,1) 13 (43,3) 36
C. ryanae 13 (36,1) 4 (28,6) 14 (46,7) 31
Toplam 36 14 30 80

Klinik olarak diyareli buzagilarda C. parvum daha yiiksek oranda
goriilmistiir. Cryptosporidium parvum ishalli buzagilarda % 22,2, normal digkili

olan saglikli buzagilarda ise % 14,3 oraninda saptanmustir. Ineklerde ise C. parvum
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goriilme sikligr daha diisiik oaranda (% 10,0) bulunmustur. Yas gruplarina gore
Cryptosporidium  tiirlerinin  dagilimuna bakildiginda; C. parvum’un ishalli
buzagilarda (% 22,2), C. bovis’in saglikli buzagilarda (% 57,1) ve C. ryanae’nin
ergin sigirlarda (% 46,7) daha yaygin oldugu belirlenmistir (Tablo 3.12.).

Calismada ishalli ve saglikli buzagilarda Cryptosporidium tiirlerinin
yayginlig1 Sekil 3.13’de sunulmustur.

60 - 57,1

M Cryptosporidium parvum
M Cryptosporidium bovis

i Cryptosporidium ryanae

ishalli Buzag Saglikh Buzag)

Sekil 3.13. Buzagilarda PCR-RFLP ile saptanan Cryptosporidium tiirlerinin klinik
durumuna gore dagilimi

Kars yoresindeki sigirlarda PCR iiriinii elde edilen 80 6rnegin 13’tinde (%
16,2) C. parvum saptanmistir. Cryptosporidium parvum materyal alinan
odak/yerlesim yerlerinin % 42,9 (9/21)’inde goriilmiistiir. Diger 6nemli bir bulguda
C. parvum saptanan hayvanlarin ¢ogunlukla buzagi (% 76,9; 10/13) ve ishalli (%
80,0; 8/10) olmalaridir. Ayrica C. parvum tiirii ile enfekte bu hayvanlarin digkilari ile
daha fazla ookist attiklart (% 46,2; 6/10) belirlenmistir. Cryptosporidium parvum
saptanan hayvanlarda mAF boyama ile yapilan ookist yogunlugu skorlamasinin; +++
(% 46,2; 6/13), ++ (% 30,8; 4/13) ve + (% 23,1; 3/13) oldugu saptanmistir (Tablo
3.13).
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Klinik olarak diyareli buzagilarda C. parvum daha yaygin (8/13) goriilmiistiir.
Cryptosporidium parvum belirlenen buzagilarin genellikle bir aylik civari olduklari,
en gen¢ yasta olanin bes giinliik oldugu kaydedilmistir. Calismadaki bir yas {lizeri
sigirlarin bulundugu yas grubunda ise C. parvum saptanan hayvanlarin 5-8

yaslarindaki ineklerin oldugu goriilmiistiir.

Kars ve ¢evresindeki sigirlardan PCR-RFLP ile saptanan C. parvum 6rnekleri

ile bunlara ait ayrintili 6zellikler Tablo 3.13’de verilmistir.

Tablo 3.13. Kars ¢evresindeki sigirlarda saptanan Cryptosporidium parvum
orneklerinin dagilimu.

Odak-Protokol PCR Yas Klinik mAF
No No Durumu Boyama Cryptosporidium
Ookist Tiirii
. Yogunlugu

Aydinalan—2 17 Buzagi (2 Ay) Ishalli +++ C. parvum
Caglayan—4 41 Buzagi (1 Ay) Ishalli + C. parvum
Akbaba-17 46 Buzagi (20 Giin)  Ishalli +++ C. parvum
Sogitli-M-K70 71 Buzagi (5 Giin) Ishalli +++ C. parvum
Kiimbetli-40 79 Buzagi (1 Ay) Ishalli + C. parvum
Basgedikler—14 84 Buzagi (1 Ay) Ishalli + C. parvum
Alaca—4 120 Buzagi (20 giin) Ishalli +++ C. parvum
Alaca—7 121 Buzagi (1.5 Ay) Ishalli +++ C. parvum
Kiimbetli—-30 12 Buzagi (3 Ay) Sagliklt ++ C. parvum
Akbaba-30 110 Buzagi (2 Ay) Saglikli +++ C. parvum
Karakale-17 20 Inek (8 Yas) Saglikli ++ C. parvum
Akbaba-16 30 Inek (10 Yas) Saglikls ++ C. parvum
Dikme-16 98 Inek (5 Yas) Saglikls ++ C. parvum

Kars yoresindeki buzag: ve sigirlarda PCR ile teshisi yapilan 13 C. parvum
orneginin subtiplendirilmesi yapilmis olup, bu 6rneklerin GP60 gen amplifikasyonu

ile elde edilen PCR iiriiniiniin yapilan sekans analizi sonucu Ila ve IId subtip
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familyalar1 saptanmistir. Sekans analizi yapilan C. parvum orneklerinin 12’sinde lla
(12/13) ve birinde ise Ild (1/13) subtip familyas1 tespit edilmistir. Bu subtip
familyalarina bagli olarak 11aA15G2R1 (10/13), 11aA16G3R1 (2/13) ve 11dA15G1
(1/13) subtipleri/subgenotipleri bulunmustur.

Cryptosporidium parvum’un Ila subtip familyasina bagli olarak 10 subtip, I1d
familyasina ait ise bir subtip belirlenmistir. Kars yoresindeki sigirlarda en sik goriilen
subtipin [IaA15G2R1 (10/13) oldugu gozlenmistir. Klinik olarak diyareli buzagilarda
da 11aA15G2R1 (7/8) subtip/subgenotipi daha yaygin olarak tespit edilmistir (Tablo
3.14).

Tablo 3.14. Kars ¢evresindeki sigirlarda saptanan Cryptosporidium parvum
subtiplerinin dagilima.

C. parvum C. parvum Genbank

Odak- subtip subtip/subgenotip No
Protokol No Yas-Klinik Durum familyasi

Aydinalan-—2 ishalli Buzag1 (2 Ay) Ila 11aA16G3R1 AB560739.1
Caglayan—4 ishalli Buzagi (1 Ay) lla 11aA15G2R1 AB560741.1
Akbaba-17 Ishalli Buzag1 (20 Giin) lla 11aA15G2R1 AB560741.1
Sogiitli-M-K70  Ishalli Buzag: (5 Giin) lla 11aA15G2R1 AB560741.1
Kiimbetli—40 Ishalli Buzag (1 Ay) Ila 11aA15G2R1 AB560741.1
Baggedikler—14 Ishalli Buzag (1 Ay) Ila 11aA15G2R1 AB560741.1
Alaca-4 Ishalli Buzag1 (20 giin) lla 11aA15G2R1 AB560741.1
Alaca-7 Ishalli Buzag1 (1.5 Ay) lla 11aA15G2R1 AB560741.1
Kiimbetli—30 Saglikli Buzagi (3 Ay) lla 11aA15G2R1 AB560741.1
Akbaba-30 Saglikli Buzagi (2 Ay) Ila 11aA15G2R1 AB560741.1
Karakale-17 Saglikl Inek (8 Yas) Id 11dA15G1 AB560740.1
Akbaba-16 Saglikli inek (10 Yas) la 11aA15G2R1 AB560741.1
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Tablo 3.14’de de izlenecegi gibi, Kars ¢evresindeki sigirlarda ve 6zelliklede
ishalli buzagilarda C. parvum’un zoonotik subtip familyas1 olan Ila daha siklikla
(12/13) goriilmiis olup, bu familyaya bagli olan ITaA15G2R1 de zoonotik potansiyeli

olan subtip olmasi agisindan bu ¢alisma bulgular1 yoniinden 6nemlidir.

Calismada Kars yoresindeki sigirlarda (buzagi ve inek) tespit edilen
Cryptosporidium tiirleri ile bu tirlerden olan Cryptosporidium parvum’un

subtiplerine ait dizi analizi bilgileri Sekil 3.14-18’de belirtilmistir.

Gen Bank N0:DQ991389.2

Cryptosporidium bovis 18S ribosomal RNA gene
ATGCATGTCTAAGTATAAGCTTTTATACAGCTAAACTGCGAATGGCTCATTATAACAGTT
ATAGTTTACTTGATAATCTTTACACATGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATG
CGAAAAAACCCGACTTCTTGGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAGAACCAATATTTTTGG
TGACTCATAATAACTTTACGGATCACATTATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATC
AGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGGGTAACGGGGAATTAGGG
TTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG
CGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAACCT
TACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGG
CAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTG
CAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATCTTCTGTTAATTTTTATATATAATATCTYGATRTTTAT
ATAATATTAARATAATTCATATTACTTTTTAGTATATGAAACTTTACTTTGAGAAAATTAG
AGTGCTTAAAGCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAGGATTTTT
ATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATGATGATTAATAGGAACAGTTGGGGGCATTTG
TATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAA

Sekil 3.14. Cryptosporidium bovis’e ait dizi analizi

Gen Bank No: AB513679.1

Cryptosporidium ryanae gene for 18S ribosomal RNA
AGATAAAGAACCAATATTTTTGGTGACTCATAATAACTTTACGGATCACACTATGTGACA
TATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTAT
GACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCA
CATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGAC
AAGAAATAACAATACAGAGCCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCC
TTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCA
ATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATTTTCTGTTAATTTTTA
TATACAATGCTACGGTATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTTTTTAGTATATGA
AACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCA
TGGAATAATATTAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATAATGATTAAT
AGGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAA
GACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTA
GGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACT

Sekil 3.15.Cryptosporidium ryanae’ya ait dizi analizi
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Gen Bank No: AB560741.1]

Cryptosporidium parvum
GGAACTTTAAAGGATGTTCCTGTTGAGGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCAT
CATCATCATCATCATCATCAACATCAACCGTCGCACCAGCAAATAAGGCAAGAACTGG
GAAGACGCAGAAGGCAGTCAAGATTCTAGTGGTACTGAAGCTTCTGCTAGCCAGGGTTC
TGAAGAGGAAGGAAGTGAAGACGATGGCCAAACTAGTGCTGCTTCCCAACCCACTACTC
CAGCTCAAAGTGAAGGCGCAACTACCGAAACCATAGAAGCTACTCCAAAAGAAGAATGC
GGCACTTCATTTGTAATGTGGTTCGGAGAAGGTACCCCAGCTGCGACATTGAAGTGTGGT
GCCTACACTATCGTCTATGCACCTATAAAAGACCAAACAGATCCCGCA

Sekil 3.16. Cryptosporidium parvum 11aA15G2R1 subtipine ait dizi analizi

Gen Bank No: AB560739.1

Cryptosporidium parvum
GAGGAACTTTAAAGGATGTTCCTGTTGAGGGCTCATCATCGTCATCGTCATCGTCATCAT
CATCATCATCAACATCATCATCATCATCAACATCAACCGTCGCACCAGCAAATAAGGCAA
GAACTGGAGAAGACGCAGAAGGCAGTCAAGATTCTAGTGGTACTGAAGCTTCTGGTAGC
CAGGGTTCTGAAGAGGAAGGTAGTGAAGACGATGGCCAAACTAGTGCTGCTTCCCAACC
CACTACTCCAGCTCAAAGTGAAGGCGCAACTACCGAAACCATAGAAGCTACTCCAAAAG
AAGAATGCGGCACTTCATTTGTAATGTGGTTCGGAGAAGGTACCCCAGCTGCGACATTGA
AGTGTGGTGCCTACACTATCGTCTATGCACCTATAAAAGACCAAACAGATCCCGCACCAA

Sekil 3.17.Cryptosporidium parvum 11aA16G3R1 subtipine ait dizi analizi

Gen Bank No: AB560740.1

Cryptosporidium parvum
CACTTTAAAGGATGTTTCTGTTGAGGGTTCATCATCATCATCATCATCATCATCATCGTCA
TCATCATCATCATCATCATCGACTGTAGCACCAACTCCAAAGAAAGAAAGAACTGGAGA
GGAAGTAGCTAATCCAGGTTCTGAAGGTCAGGACGGTAAAGGAGACACTGAAGAAACA
GAAGACAATCAGACCGAGAGTACTGTTTCTCAAAATACTCCAGCTCAAACTGAAGGCAC
AACTACCGAAACCACAGAAGCTGCTCCAAAGAAAGAGTGCGGTACTTCATTTGTTATGTG
GTTCGGAGAGGGTGTTCCAGTTGCATCTTTGAAGTGTGGCGACTATACTATGGTCTATGC
ACCAGAAAAGGACAAAACAGATCCCGCACCAA

Sekil 3.18.Cryptosporidium parvum IIdA15G1 subtipine ait dizi analizi
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Dizi analizi sonucu elde edilen diziler NCBI veri tabaninda bulunan BLAST
analizine gore, C. bovis olarak belirlenen dizi % 99 oraninda C. bovis 18S ribosomal
RNA genine (DQ991389.2) ve C. ryanae olarak belirlenen dizi % 99 oraninda C.
bovis 18S ribosomal RNA genine (AB513679.1) benzerlik gostermektedir. Ayrica C.
parvum olarak belirlenen diziler % 99 oraninda sirasiyla C. parvum 11aA15G2R1
subtipine (AB560741.1), C. parvum 11aA16G3R1 subtipine (AB560744.1) ve C.
parvum IIdA15G1 subtipine (AB560740.1) benzerlik gostermektedir.

Cryptosporidium tiirlerinin evrimsel yakinligin1 belirlemek i¢in hizalama
sonucu elde edilen verinin cluster algoritmasi ve ile se¢-bagla (bootstrap) yontemi
1000 tekrarl kullanilarak Sekil 3.20°de goriilen filogenetik agaci olusturulmustur.
Agac analizinde de goriildigii gibi; C.bovis ile C.ryanae’nin yakinlik gosterdigi,

C.parvum subtiplerininde kendi aralarinda yakinlik gosterdigi belirlenmistir.
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C.parvumIIaAl5G2R1 GGAACTT TARAGGA----TGTTCCTGT 23

C.parvum IIaAl6G3R1 ~  ———=—=————————m——— GAGGAACTT------ TAAAGGA----TGTTCCTGT 25

C.parvum IIdA15G1l ACTT TAAAGGA----TGTTTCTGT 21

C.bovis CGAAARAAACCCGACTTCTTGGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAGAACCAATATTTTTGG 180
C.ryanae = Sommmmmmmmmm oo AGATAAAGAACCAATATTTTTGG 23

C.parvum IIaAl5G2R1 TGAGGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCAT----CATCATCAT-CA----—— TCA 72

C.parvum IIaAl6G3R1 TGAGGGCTCATCATCGTCATCGTCATCGTCATCAT----CATCATCAT-CAACATCATCA 80

C.parvum IIdA15G1l TGAGGGTTCATCATCATCATCATCATCATCATCAT----CGTCATCAT-CA----—-—-— 67

C.bovis TGA---CTCATAATAACTTTACGGATCA-CATTATGTGACAT-ATCATTCAAGTTTCTGA 235
C.ryanae TGA---CTCATAATAACTTTACGGATCA-CACTATGTGACAT-ATCATTCAAGTTTCTGA 78

C.parvum IIaAl5G2R1 TC-ATCATCAACA- --TCAACCGTCGC----AC---CAGC---AAAT 105
C.parvum IIaAl6G3R1 TC-ATCATCAACA- —--TCAACCGTCGC----AC---CAGC---ARAT 113
C.parvum IIdA15G1l TC-ATCATCATCA--————————==—=—— TCGACTGTAGC----AC---CAACTCCARAG 103
C.bovis CCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGGGTAACGGGGAAT 295
C.ryanae CCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGGGTAACGGGGAAT 138
C.parvum IIaAl5G2R1 —-CAAGAACTGG-GAAG-- 131
C.parvum ITIaAl6G3R1 --CAAGAACTGGAGAAG-- 140
C.parvum IIdA15G1l 127
C.bovis TAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCA 355
C.ryanae TAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCA 198
C.parvum IIaAl5G2R1 -AGT--CAAGATTCTAGT-- ~GGTA----CTGAAGCTTCTGCTAGCCAG 173
C.parvum IIaAl6G3R1 AGT--CAAGATTCTAGT-- ~GGTA----CTGAAGCTTCTGGTAGCCAG 182
C.parvum IIdA15G1l —AAT--CCAGGTTCTGAA GGT AGGA: GGTARAGGA 163
C.bovis GGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAA 415
C.ryanae GGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAARATAACAATACAGAG 258
C.parvum IIaAl5G2R1 ~  ------ GGTTCTGAA----GAGGAAGGAAGTGA-AGAC----- GAT--G-GCCAA----- 209
C.parvum IIaAl6G3R1 —--GGTTCTGAA----GAGGAAGGTAGTGA-AGAC-----GAT--G-GCCAA- 218
C.parvum IIdA15G1l —-—----GACACTGAA----GAAACAG------ A-AGAC-----AATCAG-ACCGA- - 195
C.bovis CCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGA 475
C.ryanae CCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATARACCCCTTAACAAGTATCAATTGGA 318
C.parvum IIaAl5G2R1 —-ACTAGTGCTGCTTCC--CAACC-CACTA-CTCCAGCTCAAA-- 254
C.parvum ITaAl6G3R1 —--ACTAGTGCTGCTTCC--CAACC-CACTA-CTCCAGCTCAAA-~- 263
C.parvum IIdA15G1l --G--AGTACTGTTTCT--CAA----AATA-CTCCAGCTCAAA--—-—-—-——— 235
C.bovis GGGCAAGT-CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTT 534
C.ryanae GGGCAAGT-CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARAGTT 377
C.parvum IIaAl5G2R1 —-—-GCAACTACCGAAACCATAG--AAGCTACT-CCAA---—- AAGAAGAATG---CGGCA 300
C.parvum IIaAl6G3R1 —---GCAACTACCGAAACCATAG--AAGCTACT-CCAA- 309
C.parvum IIdA15G1l —-—-ACAACTACCGAAACCACAG--AAGCTGCT-CCAA- 281
C.bovis GTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATCTTCTGTTAATTTTTATATATAATATCTYGATR 594
C.ryanae GTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATTTTCTGTTAATTTTTATATACAATGCTACGGTA 437
C.parvum ITaAl5G2R1 CTT AT TTGTAATGTG-- 316
C.parvum IIaAl6G3R1 CTT AT TTGTAATGTG-- 325
C.parvum IIdA15G1l CTT AT TTGTTATGTG-———————————————— 297
C.bovis TTTATATAATATTAARATAATTCATATTACTTTTTAGTATATGAAACTTTACTTTGAGAA 654
C.ryanae TTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTTTTTAGTATATGAAACTTTACTTTGAGAA 497
C.parvum ITIaAl5G2R1 ~  ---------GTTCGGAGAAGG-—----——————=- TACCCCAGC-TG---CGACATTGAAG 350
C.parvum IIaAl6G3R1 —-TACCCCAGC-TG---CGACATTGAAG 359
C.parvum IIdA15G1l - --TGTTCCAGT-TG---CATCTTTGAAG 331
C.bovis AATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAGG 714
C.ryanae AATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATATTAAGG 557
C.parvum IIaAl5G2R1 —--TGTGGTGCCTACACTA-- —--TCGTCTAT-- 375
C.parvum ITaAl6G3R1 —--TGTGGTGCCTACACTA-- —-TCGTCTAT-- 384
C.parvum IIdA15Gl  ——————-——————- TGTGGCGACTATACTA--—-——- TGGTCTAT-——-——————————— 356
C.bovis ATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATGATGATTAATAGGAACAGTTGGGGG 774
C.ryanae ATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGG 617
C.parvum IIaAl5G2R1 CACCTATA- 404
C.parvum IIaAl6G3R1 CACCTATA 417
C.parvum IIdA15Gl CACCAGAA- 389
C.bovis CATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAA-— - 824
C.ryanae CATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGA 677

Sekil 3.19.Cryptosporidium izolatlarina ait karsilastiritlma hizalama sonuglari.
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Sekil 3.20. Cryptosporidium izolatlarina ait filogenetik aga¢ analizi (1000 tekrarli
bootstrap ile olusturulmus ve Neighboor-joining yontemi ile calisan ClustalW ve
MEGAA4 programlari kullanilmigtir).
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4. TARTISMA VE SONUC

Sigir yetistiriciligi tiim diinyada hayvancilik sektorii icinde énemli bir yere
sahiptir. Insanlarda kirmizi et ihtiyacimin karsilanmasinda sigir ilk siralarda
gelmektedir. Bu durum Tirkiye acisindan daha belirgindir. Ciinkii Tiirkiye’de
aligkanliklar nedeniyle de kirmizi et ve 6zellikle de sigir eti ¢ok tercih edilmektedir.
Sigir yetistiriciliginde en temel kriter siirli geleceginin saglanmasi, siirii
populasyonunun korunmasi ve isletmenin siirdiiriilebilir olmasidir. Bir sigir
isletmesinde devamlilig1 saglamak icin damizlik hayvan ve bunlardan elde edilen
saglikli buzagi énemlidir. Bir isletmedeki saglikli buzagi sayis1 ve buzagi kaybinin
asgariye indirilmesi ekonomik yonden dikkat edilmesi gereken hususlardir. Saglikli
buzagi; dogumu takiben buzagilarin ilk birkag giin ile neonatal déonemde ve alti
ayliga kadarki siirede hastaliklardan korunan buzagi demektir. Enfeksiyon
etkenlerinden bakteriyel, viral ve paraziter etkenlere bagli hastaliklar buzagilarda
goriilmektedir. Klinik olarak diyare buzagilarda en yaygin olarak karsilasilan
semptomlarin basinda gelmektedir. Buzag ishallerinde Escherichia coli, Salmonella
sp., Clostridium sp., rotavirus, coronavirus, parvovirus, Eimeria sp. enfeksiyoz
ajanlar olup, buzagi ishallerinde Cryptosporidium etkenleri ©nemli bir yer
tutmaktadir. Buzagilarda diyare etiyolojilerinde paraziter etkenlerden olan
Cryptosporidium enfeksiyonlar: ilk siralarda gelmektedir. Ozellikle neonatal ishalli
buzagilarda Cryptosporidium tiirleri birinci sirada yer almaktadir. Bu nedenle
cryptosporidiosise bagli buzagi verim kayiplart ve buzagi kayiplari katma deger
yoniinden 6nemlidir (Citil ve ark. 2004, O’handley ve Olson 2006, Del Coco ve ark.
2008).

Kars yoresinde 1999-2005 yillarinda, 7 yillik siiredeki 4 donemlik peryotda
(1999, 2002, 2004, 2005) ishalli buzagilarda cryptosporidiosis prevalansi: 1999°da %
25,7 (36/140), 2002°de % 37,7 (40/106), 2004’de % 40,0 (72/180) ve 2005’de %
31,1 (23/74) olarak saptanmistir. Kars g¢evresinde 1999-2005 yillarindaki genel
yaygmlik orant % 34,2 (171/500) olarak bulunmugstur. Kars yoresinde ishalli
buzagilarda Cryptosporidium ookisti goriilme oran1i 2010’da % 17,5 (62/354),
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2011°de ise % 5,6 (13/233)’lara kadar distiigii gozlenmistir Arslan ve ark. 2001,
Arslan 2005, Arslan ve ark. 2011) (Sekil 4.1).

1549 22 20HM 23 2014 2001 willer

U orann

Sekil 4.1 Kars yoresindeki buzagilarda Cryptosporidium prevalansi

Cryptosporidium prevalansinda yillara gore farkliliklar goriilmektedir. Kars
cevresinde bunu etkileyen faktorler arasinda yetistirme tarzi, besleme bicimi, ¢iftlik
gelismislik durumu, modern ve hijyenik isletmelerin ortaya c¢ikmasi sayilabilir.
Ayrica yetistiricilerde veteriner hekimlik hizmetleri sonucu olusan egitim
diizeyininde 6nemli oldugu tahmin edilmektedir. Tiim bunlarin yaninda en 6nemli
etkinin iklim degisikliklerinden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu sebeple Kars
Meterorolojik Bolge Miidiirliigii’nden alinan meteorolojik veriler yorumlanmustir.
Cryptosporidium yaygmliginda sicaklik ve yagis miktarinin oldukga etkili oldugu
belirlenmistir. Tablo 12’den de goriilecegi iizere 2011 yili Mart ayr sicaklik
ortalamasi -1,7°C ve yagis miktar1 ise 12,2 mm/cm? ile en diisiik diizeyde olmustur.
Ayrica 1999-2011 yili Mart ay1 sicaklik ortalamasi genellikle (-) lerde iken, 2004°de
1,2 °C kaydedilmistir. Yine 2004 yil1 Mayis ay1 toplam yagis miktar1 152,2 mm/cm?
ile en yiiksek olarak gozlenmistir (Anon 2011).
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Tablo 4.1. Kars’ta diyareli buzagilarda Cryptosporidium goériilme oranlarinin
sicaklik ve yagis durumu ile karsilastirilmasi*

1999 2002 2004 2005 2010 2011
Cryptosporidium 25.7 37.7 40.0 311 175 5.6
% yaygihk (36/140)  (40/106) (72/180) (23/74) (62/354) (13/233)
Mart
Ortalama Sicaklik (°C) -0.4 0.9 1.2 -1.5 1.6 -1.7
Mart
Toplam Yagis Miktar: 40.8 45.7 29.7 46.1 54.6 12.2
Nisan
Toplam Yagis Miktari 50.5 119.1 91.9 81.6 69.0 95.6
Mayis
Toplam Yagis Miktari 41.6 72.0 152.2 97.8 95.1 97.0
Bahar Mevsimi 132.9 236.8 275.6 2255 218.7 204.8
Toplam Yagis Miktari
(mm/cm?)

*Kars Meteoroloji Bolge Miidiirliigii’nden alinmistir.

Kars yoresinde Kis mevsiminde kar yagisinin fazla olmasi, Mart ayi
baslangicinda ise sicakligin yiiksek olmasi ya da ani 1sinma nedeniyle olusan sel
olaylar1 buzagilarda cryptosporidiosis olgularinin daha yaygin goriilmesine neden
olmaktadir. Ayrica Nisan-Mayis aylarinin yagmurlu ge¢mesi ve bu aylarda yagis
miktarinin fazla olmasi da buzagilarda Cryptosporidium yayginligint arttiran ikinci
onemli faktdr olmaktadir (Tablo 4.1). Ilkbahar aylarinda ahirlardaki buzagi sayisinin
fazla olmasi, ahirlarin ¢atilarinin toprak olmasi ve ahir ¢evresindeki yagmur suyu
birikintileri ve hayvanlarin i¢gme sularina bu yagmur sulariin karigmasi ve altliklarin
camur haline gelmesi cryptosporidiosis salginlarinin goriilmesinde etkili olabilecek
risk faktorleridir. Cryptosporidiosis epidemiyolojisinde ahir tipi, ahirdaki hayvan
sayis1, buzagilarin anneleri ile ayni ortami paylasmalari, buzagilarin yas gruplarina
gore farklt bolmelere alinmamalari, isletme tipi ve igme suyu etkilidir.
Cryptosporidium enfeksiyonlarna siit¢ii isletmelerde daha yaygin olarak
rastlanmaktadir (Starkey ve ark. 2006, Thompson ve ark. 2005, Nichols 2008,
Silverlas ve ark. 2009). Kars ili Tiirkiye’nin Kuzey Dogusunda bulunan 1600-1800

rakimli alanda bulunan ve olduk¢a soguk ve uzun siiren kis dénemi goriilen, yaz
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aylarinda mera hayvanciliginin yapildigi cografi alandir. Sigir yetistiriciliginde
ortalama 50 hayvan sayisinin oldugu ahir ve ciftliklerin sayist artmaktadir.
Yetistiricilik genellikle siit¢ii isletme tarzinda yapilmaktadir. Bu nedenle hemen
hemen her isletmede buzag bulunmaktadir. Bakim, besleme o6zellikleri ile genel

hijyen durumlar1 ve ¢iftlik yonetimi birbirine olduk¢a benzer 6zellikler tasimaktadir.

Sigirlarda Cryptosporidium enfeksiyonlarina C. parvum, C. bovis, C. ryanae
ve C. andersoni tiirleri neden olmaktadir. Bu tiirlerden C. parvum diinyada en yaygin
olanidir. Hem buzagilarda ciddi boyutlarda hastaliga neden olmasi, hemde
insanlardaki cryptosporidiosis olgularinda C. parvum’un % 45’ler diizeyinde
goriilmesi bu tiirlin 6nemini ortaya koymaktadir (Fayer 2010, Xiao ve ark. 2004).
Cryptosporidium parvum’un buzagilarda daha sik goriilmesi ve zoonotik olmasi son
30 yildir aragtirmalarin gen¢ hayvanlarda yapilmasma vesile olmustur. Buzagilar
dogum sonras1 3—5 giin sonra diskilar ile fazla sayida ookist atmaya baslarlar. Klinik
enfeksiyonlarda buzagilarda belirgin olarak goriilmektedir. Ozellikle neonatal
buzagilar insanlara kontaminasyonlarda ve salginlarda etkili olabilecek hayvanlardir
(Coklin ve ark. 2007, Fayer 2008, Santin ve Trout 2008, Tzipori ve Ward 2002,
O’handley ve Olson 2006). Cryptosporidiosisli buzagilar diskilari ile daha fazla
ookist cikarirlar. Ishalli buzagilarda ookist atilimi daha da artmaktadir. Ozellikle siit
kesim Oncesi yani iki ayliga kadar olan buzagilar Cryptosporidium ookist
bulagsmasinda 6nemli rol oynarlar (Uga ve ark. 2000, Geurden ve ark. 2006, Kvac ve
ark. 2006, Singh ve ark. 2006, Thompson ve ark. 2007, Keshavarz ve ark. 2009).

Hayvan ve insanlarda bulunan Cryptosporidium tiirlerini belirlemek i¢in rutin
boyama yoOntemlerinden molekiiler tekniklere kadar degisen yontemler teshiste
kullanilmaktadir. Parazitoloji’de diski muayenelerinde rutin teknik olan boyama
metodu asit-fast boyalardir. Modifiye asit fast metodu (mAF) ile hazirlanan
preparatlarda ookistler goriilerek tani konulmaktadir (Ok ve ark. 1997). Ancak bu
teknikle sadece cins diizeyinde Cryptosporidium etkenleri belirlenmektedir. Ayrica
mavi zemin iizerinde yuvarlak, oval ve kiiresel sekilde 4-7 pum biyiikliiglinde
iclerinde sporozoiti olan ookistleri gérmekle tan1 konulmaktadir. Preparat incelemede

mayalar basta olmak iizere diger bazi pseudoparazitler ile de bu ookistler
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karigtirilabilmektedir. Tanida bu kriter her zaman goz onilinde bulundurulmalidir. Her
ne kadar bazi ¢aligmalarda (Kvac ve ark. 2006) ookist biiyiikliiklerine gore tiir
ayrimlar1 yapilmigsa da bu yontemin ¢ok saglikli olmayacagi agiktir. Ayrica
taze/1slak preparatlarda ortalama 5 pm biiyiikliigiindeki ookistin ayriminin yapilmasi
oldukca deneyim gerektiren bir konu olacagi gibi genellikle de yanlis sonuglar
vermektedir. Aysul ve ark. (2009), ishalli buzagi diskilarinda Modifiye Kinyoun’s
Asit-Fast yontemi ile pozitif olarak degerlendirdikleri bir 6rnekte PCR ile negatif
bulmuglardir. Yapilan bu ¢alismada mAF boyama ile pozitif olarak degerlendirilen
129 6rnegin 80’inde (% 62,0) PCR ile Cryptosporidium pozitif bulunmustur. Ancak
ishalli buzagilarda bu oran % 76,6 (36/47) ile daha yiliksek bulunmustur. Saglikli ya
da ergin sigirlara ait digki 6rneklerinde bu oran % 50’lere kadar diismektedir. PCR
tekniklerinin daha duyarli oldugu (Sungur ve ark. 2008) dikkate alindiginda boyama
yontemleri ile pozitif olan digki Orneklerinde PCR ile negatif ise o zaman

mikroskobik tanida sorun olabilecegi diisiiniilmelidir.

Bu ¢alismada Kars bolgesinde Cryptosporidium tiirlerinin modifiye asit fast
boyama metodu (mAF) ile dagilimi belirlenmistir. Modifiye asit fast boyama metodu
sonuglarina gore ¢alismanin yapildigi 30 odaktan 16’sinda (%53,3) Cryptosporidium
tiirleri tespit edilmistir. Digk1 6rnegi alinan 62 giftlik/ahirlarin ise 26’sinda (%41,9)
Cryptosporidium ookistleri saptanmistir. Calismanin yapildigi bu sigir isletmelerdeki
Cryptosporidium tiirlerinin genel dagilimi % 19,1 (166/870) olarak gériilmistiir. Bu
oran Estonya’da % 30 (281/928) (Lassen ve ark. 2009) ve Nijerya’da % 23 (95/406)
(Ayinmode ve Fagbemi 2010) diizeyinde bulunmustur. Buzagi altlik Ornegi
alinabilen 60 ¢iftligin 23’tinde (% 38,3) Cryptosporidium ookistleri tespit edilmistir.
Buzag: altlik ornekleri pozitif olan bu ¢iftlik/ahirlarin tiimiiniin Cryptosporidium
pozitif oldugu gorilmiistir. Cryptosporidium tirlerinin dagilimmin buzagilarda
%19,9 (86/433), alt1 ayliktan biiyiik hayvanlarda ise % 18,3 (80/437) diizeyinde

oldugu saptanmustir.

Modifiye asit fast boyama ile neonatal buzagilarda % 16,3 (25/153), 1-3 aylik
ya da siitten kesim Oncesi donemdeki buzagilarda % 22,3 (56/251) ve 4-6 aylik
buzagilarda ise % 17,2 (5/29) diizeyinde Cryptosporidium ookistleri tespit edilmistir.



102

Ayrica ookist goriilme oran1 7-24 ayliklarda % 19,1 (13/68) ineklerde % 18,2
(67/369) olarak belirlenmistir. Estonya’da ti¢ aydan kiigiik buzagilarda % 24, 3-12
aylik geng sigirlarda % 29 ve 12 aydan biiyiik sigirlarda % 37 oraninda saptanmistir
(Lassen ve ark. 2009). Nijerya’da alti aydan kii¢iikk buzagilarda % 27, 7-12 aylik
geng sigirlarda % 28, 12 aydan biiyiikk sigirlarda % 19 olarak belirlenmistir
(Ayinmode ve Fagbemi 2010). Isve¢’te siit¢ii sigirlarda Cryptosporidium
enfeksiyonlar1 iki ayliga kadar olan buzagilarda % 52, 4-12 aylik geng sigirlarda %
29 ve ineklerde % 5,6 oraninda goriilmiistiir (Silverlas ve ark. 2009). Kars bolgesinde
yapilan bu calisma siitcli isletmelerde dogum sezonunda yapildigi igin inekler
genellikle periparturient donemde bulunmaktadirlar. Buda Cryptosporidium
yayginligmin Ozellikle ineklerde yiiksek olmasina sebep olmaktadir. Kars’ta
Cryptosporidium tiirlerinin yayginligi periparturient donendeki ineklerde % 7,2
olarak taspit edilirken, periparturient dig1 kontrol gurubunda ise % 4,8 olarak tespit
edilmistir (Arslan ve ark. 2012).

Calismada Cryptosporidium ookistleri ishalli buzagilarda % 19,9 (48/241)
olarak goriilmiistiir. Neonatal ishalli buzagilarda % 15,7 (17/108), 1-3 aylik ishalli
buzagilarda % 23,1 (30/130), 4-6 aylik ishalli buzagilarda % 33,3 (1/3) oranlarinda
Cryptosporidium ookisti tespit edilmistir. Saglikli buzagilarda Cryptosporidium
tirlerinin dagilmi ise % 19,8 (38/192) olarak belirlenmistir. Bu oran saglikli
neonatal buzagilarda % 17,8 (8/45), 1-3 aylik saglikli buzagilarda % 21,5 (26/121),
saglikli 4-6 aylik buzagilarda % 15,4 (4/26) olarak saptanmustir.

Ookist atilim yogunlugu ishalli buzagilarin % 8,7’sinde (21/241) +, %
3,7’sinde (9/241) ++, % 7,5°de (18/241) ise +++ olarak degerlendirilmistir. Normal
digkili olan saglikli buzagilarin ise % 9,471 (18/192) +, % 3,1°1 (6/192) ++, % 7,3’
(14/192) +++ olarak belirlenmistir. Ookist atilim yogunlugu ineklerin % 10,6’sinda
(39/369) +, % 5,4’tinde (20/369) ++, % 2,2’sinde (8/369) +++ olarak bulunmustur.
Ookist atilimimin ishalli hayvanlarda yiiksek, ineklerde ise daha diisiik oldugu tespit

edilmistir.
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Arastirmada galisilan 62 ¢iftlik/ahir hayvan sayisina (siirli biiylikliigline) gore
tic gruba ayrimistir. Bunlardan hayvan sayisinin 1-15 oldugu isletmelerde
Cryptosporidium ookist dagiliminin % 33,3 oldugu halde, hayvan sayisinin 30’iin
tizerinde oldugu isletmelerde ise bu oaranin % 66,7 oldugu tespit edilmistir. Ayrica
bu isletmelerde buzagi sayisi arttikga Cryptosporidium tiirlerinin yayginligininda
arttigi  gorilmustiir. Buzagr sayisinin 10°dan  fazla oldugu ciftliklerde

Cryptosporidium tiirlerinin yayginligi % 44,4 olarak bulunmustur.

Diskida Cryptosporidium etkenlerinin teshisinde son yillarda molekiiler tani
metotlart  ve serolojik tanida cryptosporidiosis teshisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Hamnes ve ark. 2006, Jex ve ark. 2008, Lefay ve ark. 2000, Sungur
ve ark. 2008). Molekiiler teshis metodlarindan olan nested PCR’1in rutin muayene
yontemlerinden olan Carbol fuksine gore daha duyarli oldugu bildirilmistir (Sungur
ve ark. 2008). Son yillarda Cryptosporidium etkenlerini tiir diizeyinde ve hatta o
tiiriin subtiplerini belirlemek i¢in molekiiler tekniklerden PCR yaygin olarak tercih
edilmektedir. Bu teknikle diskidan Cryptosporidium ookistleri elde edilmekte yani
izolat hazirlanmakta ve DNA ekstraksiyonu yapilarak total (genomik) DNA elde
edilmektedir. Daha sonra ise SSU rRNA gen amplifikasyonu yapilarak
Cryptosporidium pozitif PCR iriinleri elde edilmektedir. Yani o diski 6rneginde
Cryptosporidium olup olmadigi belirlenmektedir. Pozitif PCR {irtinleri ise Sspl, Vspl
ve Mboll restriksiyon enzimleri kullanilarak elektroforeze tabi tutulup, RFLP bant
modelleri dikkate alinarak Cryptosporidium tiir teshisleri yapilmaktadir. Ayrica
sekans analizi yapilarak teshis dogrulanmaktadir. Cryptosporidium parvum
orneklerinde ise GP60 gen analizi yapilip, sekans analiz sonucu subtipler
belirlenmektedir (Altschul ve ark. 1990, Jex ve ark. 2008, Trotz-Williams ve ark.
2005, Xiao ve Ryan 2008). Bu molekiiler karakterizasyon islemleri sonucu hangi
subtip veya subgenotiplerin bulundugu belirlenmektedir. Bu arastirma ile de
Tirkiye’de ilk defa Cryptosporidium cinsi protozoonun subtiplerinin ortaya
konulmasi hedeflenmistir. Yapilan proje ve ¢alismayla Kars yoresindeki sigirlarda,
buzagi ve ineklerde, ishalli olan ve olmayan saglikli buzagilarda Cryptosporidium

tiirleri ve subtipleri saptanmustir.
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Tiirkiye’de sahip oldugu hayvan populasyonu ile bolge ve iilkeye dnemli
diizeyde katki saglayan Kars ilinde sigir yetistiriciligi hayvancilik igerisinde ilk
sirada gelmektedir. Mayis-Ekim doneminde mera, Kasim-Nisan siiresince kapali
yetistirme bi¢iminde si8ir yetistiriciligi yapilmaktadir. Bolgede dogumlar Ocak ay1
ile baglamkta Subat ve Mart aylarinda yogunlagsmaktadir. Bahar aylar1 geng sigirlarin
ve buzagilarin sayica yaygin oldugu peryottur. Ancak son yillarda buzagi
dogumlarmin yili her dénemine yayilmaya calisildig1 da goriilmektedir. Iste buzag
sayisinin fazla oldugu bahar mevsiminde buzagi ishallerine en yaygin olarak
rastlanmaktadir. Siklikla goriilen bu diyare olgularinda bazi yillarda Cryptosporidium
tirlerinin etiyolojide onemli rol oynadigi kaydedilmistir. Bazi yillarda ishalli
buzagilar da % 30’lar diizeyinde goriildiigl ve hatta % 40’lara ¢iktig1 bildirilmistir.
Klinikal cryptosporidiosis olgularininda dikkati ¢eker boyutta oldugu bildirilmistir
(Arslan ve ark. 2001, Arslan 2005). Ancak son yillarda hastaligin oldukga azaldigi da
dikkati ¢ekmektedir. Cryptosporidium izolati elde etmek amaciyla yapilan saha
caligmalarinda 2011 yilinda buzagilarda bu protozoonun % 5’ler diizeyine kadar
diistiigii goriilmiistiir. Ozellikle neonatal buzagilarda énemli odugu bildirilen (Citil
ve ark. 2004) Cryptosporidium enfeksiyonlarina yoredeki kuzular da da
rastlanmaktadir (Sar1 ve ark. 2009). Kars’ta yapilan bu arastirmalarda hayvanlarda
Cryptosporidium varligi belirlenmis ve epidemiyolojik bazi veriler tartisilmistir.
Ayrica ishalli buzagilarda C. parvum tipll saptanmistir (Tanriverdi ve ark. 2003,
Tanriverdi ve ark. 2006). Yapilan bu calisma ile bolgede ishalli ve saglikli
buzagilarda ve ergin sigirlarda (ineklerde) tiir diizeyinde Cryptosporidium patojenleri

belirlenmis ve C. parvum’un subtipleri ortaya konulmustur.

Tiirkiye’de hayvanlarda Cryptosporidium tiirlerinin varligr ilk olarak 1984°te
buzagilarda bildirilmistir (Burgu 1984). Daha sonraki yillarda ise buzagilarda
Cryptosporidium enfeksiyonlari iizerinde; Elaz1g (Ozer ve ark. 1990), Aydin (Ozlem
ve ark. 1997), Ankara (Irmak ve Sahal 1993, Sahal ve ark. 2005). Sivas (Degerli ve
ark. 2005, Mamak ve ark. 2000), Erzurum (Sar1 ve ark. 2008), Van (Giil ve ark.
2008) ve Konya’da (Seving ve ark. 2003, Seving ve ark. 2005) arastirmalar yapilmis
ve Cryptosporidium goriillme sikligi ve prevalanslar ile ilgili veriler bildirilmistir.

Bugiine kadar hayvanlarda Cryptosporidium tiirlerinin molekiiler prevalansi ve
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karakterizasyonu ile ilgili Nevsehir ve Aydin illerindeki ishalli buzagilarda
aragtirmalar (Aysul ve ark. 2009, Simsek ve ark. 2011) yapilmistir. Aydin
yoresindeki ishalli buzagilarda PCR-RFLP sonucu C. parvum tiirii teshis edilmis
olup, bu tiiriin yaygmhgi % 24,2 oraninda belirlenmis ve sekans analizi ile de C.
parvum tiirii dogrulanmistir. Simsek ve ark. (2011), Real Time PCR ile buzagilarda
C. parvum yayginligint % 15,3 (23/150) olarak bulmuslardir. Ayrica C. ryanae (2
/150), C. bovis (1/150) tiirleri de saptanmustir. Kars yoresindeki ishalli buzagilarda
PCR-RFLP ile yapilan bu ¢aligmada C. parvum goriilme siklig1 % 22,2 (8/36) olarak
saptanmigtir.  Bu oran diger c¢aligmalarla (Aysul ve ark. 2009) bezerlik
gostermektedir. Ayrica Kars yoresindeki diyareli buzagilarda en yaygin tiiriin C.

parvum oldugu belirlenmis olup, C. bovis ve C. ryanae tiirleri de tespit edilmistir.

Sigirlarda Cryptosporidium enfeksiyonlarinin hem veterinerlik ve hem de
beseri hekimlik yoniinden 6nemli olmasi nedeniyle diinya da sigir cryptosporidiosisi
tizerinde arastirmalar yogunlagsmustir. Sigirlardan da yas grubu olarak buzagilarda
caligmalarin daha siklikla yapildigi goriilmektedir (Santin ve Trout 2008). Tim
diinya tlkelerinde 6zellikle gelismis iilkelerde bu arastirmalar daha ayrintili olarak
degerlendirilmistir. Avrupa kitasinda Isve¢ (Silverlas ve ark. 2009), Almanya
(Broglia ve ark. 2008), Fransa (Lefay ve ark. 2000), Norve¢ (Hamnes ve ark. 2006),
Cek Cumbhuriyeti (Kvac ve ark. 2006), ingiltere (Brook ve ark. 2008) ve Kuzey
Irlanda (Thompson ve ark. 2007)’da sigirlarda Cryptosporidium etkenlerinin
gorildiigi ve buzagilarda bu protozoonun daha yaygin oldugu kaydedilmistir.
Cryptosporidium prevalansi, ABD’nde siit kesim 6ncesi (<2 aylik) buzagilarda %
41’lere kadar ¢ikmakta (Santin ve ark., 2004), 3—12 ayliklarda % 18,5 ve 12-24 aylik
sigirlarda % 2.2 oraninda goriilmektedir (Santin ve ark. 2008). Kanada’da
buzagilarda Cryptosporidium prevalansinin genel ortalama yayginhigin % 30’lar
diizeyinde oldugu, siirii prevalansinin ise % 80 oranlarinda saptandigi belirtilmistir
(Coklin ve ark. 2007, Coklin ve ark. 2009, Trotz-Williams ve ark. 2008).
Cryptosporidiosisin Arjantin (Del Coco ve ark. 2008) ve Hindistan’da (Paul ve ark.
2008, Singh ve ark. 2006) buzagi ishallerinde 6nemli bir yere sahip oldugu, Zambia
(Geurden ve ark. 2006) ve Iran’da (Keshavarz ve ark. 2009) siit¢ii isletmelerdeki

buzagilarda daha yaygin goriildiigii bildirilmistir. Kars yoresindeki isletmelerde
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genel olarak siit¢ii isletme tarzindadir. Bu isletmelerde buzagilar da yaygin olmak

lizere tiim yas grubu sigirlarda Cryptosporidium etkenleri saptanmuistir.

Sigirlarda bildirilen Cryptosporidium tiirleri C. parvum, C. bovis, C.
andersoni ve C. ryanae’dir. Bu tiirlerden C. parvum konak spektrumu en genis olan
tir olup, genellikle 2—-3 aylik 6ncesi buzagilarda daha yaygindir. Cryptosporidium
bovis, C. andersoni ve C. ryanae tiirleri ise li¢ ayliktan biiyiik ya da siitten kesim
sonras1 yaslardaki sigirlarda siklikla goriilen tiirlerdir (Fayer 2008, Feng ve ark.
2007, Kvac ve ark. 2006, O’handley ve Olson 2006). Daha 6nceden Cryptosporidium
geyik genotipi oldugu bildirilen (Fayer ve ark. 2007) tirii C. ryanae olarak
tanimlanmistir (Fayer, 2010). Bu tiire buzagilarda ve yash sigirlarda rastanmistir
(Santin ve ark. 2004). Bu calismada diinyada sigirlarda bildirilen tiirlerden C.
parvum, C. bovis ve C. ryanae Kars yoresindeki sigirlarda tespit edilmistir. Her yas
grubundaki sigirda yani buzagi ve ineklerde her {i¢ tiirde bulunmustur. Buzagilarda
C. parvum daha yaygin goriildiigii halde, C. ryanae tiirii yaslilarda daha yiiksek
oranda saptanmustir. Saglikli ve ishalli buzagilarda her {i¢ tiirde tespit edilmistir.
Klinik olarak normal digkil1 olan saglikli buzagilarda ve ineklerde C. parvum tiirii ilk
olarak bu ¢aligma ile bildirilmistir. Ayrica bu hayvanlarda C. bovis ve C. ryanae
tirleri bildirimi de ilk kayitlardir. Sigirlarda Cryptosporidium enfeksiyonlar

etiyolojisinde bildirilen C. andersoni tiirii ise Kars’taki sigirlarda saptanmamustir.

Diinyanin degisik iilkelerinde yapilan ¢aligmalarda Cryptosporidium tiirleri
tespit edilmistir. Almanya’da neonatal buzagilarda C. parvum (Broglia ve ark. 2008),
Ingiltere’de ise sigirlarda C. parvum olmak iizere C. bovis ve Cryptosporidium geyik
genotipi bulunmustur (Brook ve ark. 2008; 2009). Kuzey Irlanda’da neonatal
cryptosporidiosisde C. parvum’un en yaygin tiir oldugu (Thompson ve ark. 2007)
ayrica C. bovis, C. andersoni ve Cryptosporidium geyik genotipi (Santin ve ark.
2004, Fayer ve ark. 2006) bildirilmistir. Kanada’da buzagilarda C. parvum ve C.
bovis (Coklin ve ark. 2007, Coklin ve ark. 2009, Trotz-Williams ve ark. 2008),
Hindistan’da da ishalli buzagilarda C. parvum tiirlinlin gorildiigii kaydedilmistir
(Paul ve ark. 2008, Singh ve ark. 2006). Zambia’da C. parvum ve C. bovis tiirleri

saptanmis ve bir buzagida C. suis bildirilmistir (Geurden ve ark. 2006). Iran’da
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buzagilarda C. parvum, C. andersoni, C. bovis (Keshavarz ve ark. 2009) tiirleri
tamimlanmistir. Kars yoresindeki sigirlardan elde edilen Cryptosporidium
izolatlarindan PCR-RFLP ile yapilan analiz ve konfirmasyon i¢in yapilan sekans
analizleri neticesinde Cryptosporidium tiirleri tanimlanmistir. Kars yoresindeki
sigirlarda C. andersoni hari¢ diger {i¢ tiir saptanmigtir. Modifiye asit fast boyama ile
pozitif olarak degerlendirilen 129 digki O6rneginden 80’inde (% 62,0)
Cryptosporidium’tiirleri yoniinden pozitif olan PCR iiriinii elde edilmistir. Bu PCR
tirtinlerinden yapilan Nested PCR ve RFLP sonucu sigirlarda C. parvum % 16,3
(13/80), C. bovis % 45,0 (36/80) ve C. ryanae % 38,8 (31/80) oranlarinda
bulunmustur. Kars yoresindeki sigirlarda C. bovis en yaygin olarak goriilen tiir

olmustur.

Sigirlarda Cryptosporidium tiirlerinin molekiiler karakterizasyonu igin digk1
Oornegi toplanan 20 odak/yerlesim yerinin 9’unda C. parvum Saptanmistir.
Cryptosporidium tiirlerinin yas gruplarina gore dagilimi; Buzagilarda C. parvum %
20,0 (10/50), C. bovis % 46,0 (23/50), C. ryanae % 34,0 (17/50), ergin sigirlarda ise
C. parvum % 10,0 (3/30), C. bovis % 43,3 (13/30), C. ryanae % 46,7 (14/30)
oranlarinda olmustur. Ishalli buzagilarda % 22,2 (8/36)’ler diizeyinde C. parvum
bulunmas1 buzag: ishalleri ve zoonotik acidan dikkate alinmasi gereken bulgular
olmustur. Cryptosporidium parvum saptanan 13 sigirin 10’u (% 76,9) buzagi, 3t (%
23,1) ise ergin sigirdir. Ayrica C. parvum saptanan buzagilarin biiyiik cogunlugunun
(% 80,0; 8/10) ise ishalli oldugu goriilmistiir. Yine C. parvum saptanan hayvanlarda

ookist atiliminin daha yogun oldugu belirlenmistir.

Digskida ookist yogunlugu durumunu mAF boyama ile hazirlanan
preparatlardaki ookistler sayilarak yapilmistir (Burgu 1984 Castro-Hermida ve ark.
2002, Citil ve ark. 2004, Sar1 ve ark. 2009). Cryptosporidium parvum saptanan
orneklerin 6’sinda (6/13) +++, 4’linde (4/13) ++ ve 3’linde ise (3/13) + diizeyinde
ookist yogunlugu puanlanmistir. Bu calisma da bir yas {lizerindeki sigirlarda
Cryptosporidium etkenleri diger arastirmalara gore daha yiiksek bulunmustur. Bunda
etkili olabilecek en 6nemli faktoriin bu caligmada digki 6rnegi alinan ergin sigirlarin

genellikle inek olmalaridir. Ayrica materyal toplama zamaninda ineklerin ¢ogunlukla
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periparturient donemde olmalart da etkili olabilecek faktorler olarak
degerlendirilebilir. Bu konuda yeni arastirmalarin yapilmasina ihtiya¢ olduguda

unutulmamalidir.

Medikal ve veterinerlik yoniinden Cryptosporidium tiirleri igerisinde C.
hominis ve C. parvum en 6nemli tiirlerdir. Clink{i her iki tiir insanlarda bulunur ve
cryptosporidiosise neden olur. Bunlardan C. parvum ise insan cryptosporidiosisinde
etiyolojik olarak 6nemli bir ajandir. Ayrica C. parvum buzagilar basta olmak {izere
sigirlarda yaygin enteropatojen tiirdiir. Hem insan ve hemde hayvanlarda goriilen C.
parvum’un Ila, IIb, Ilc, IId, Ile, IIf, IIg, IIh, IIi, IIk ve IIl omak iizere 11 suptip
familyas1 bulunmaktadir (Xiao 2010). Bunlardan lla, 1lb ve Ild zoonotiktir ve en
yaygin olanida C. parvum lla subtipi ya da subtip familyasidir. Diinyada en yaygin
olarak goriilen zoonotik subtipler (subgenotipler) ise IlaA15G2R1 ve
[TaA18G3R1’dir (Nichols 2008, Santin ve Trout 2008, Xiao ve Ryan 2008). Hem
sigirlarda ve hem de HIV pozitif insanlarda C. parvum 11laA15G2R1 subtipinin daha
yaygin goriilmesi halk saglhigi yoniinden énemlidir (Alves ve ark. 2006). Bu noktadan
hareketle tiim diinyada 6zellikle gelismis tilkelerde Cryptosporidium parvum tiiriiniin
subtiplerinin/subgenotiplerinin  belirlenmesine  yonelik ¢ok sayida arastirma

yapilmaktadir.

Almanya’da C. parvum Ila ile 1IaA15G2R1 subtipi yaygin (% 81,1) olarak
bulunmustur (Broglia ve ark. 2008). Ingiltere’de sigirlara Ila subtip familyasi ve bu
familyaya bagli alti farkli subtip tespit edilmistir. En yaygin subtipin ise
[IlaA15G2R1’in oldugu bildirilmistir (Brook ve ark. 2008, 2009). Kuzey Irlanda’da
C. parvum’un 16 adet subtipi saptanmis en yaygin goriilenlerin ise [laA18G3R1 ve
[TaA15G2R1 subtipleri oldugu kaydedilmistir (Thompson ve ark. 2007).
Macaristan’da siit kesim Oncesi yaslardaki buzagilarda C. parvum lla ve C. parvum
IId subtip familyalar1 saptanmis olup, [[aA16G1R1 subtipi yaygin (% 71,4)
bulunmustur (Plutzer ve Karanis 2007). Hollanda’da sigirlarda C. parvum
1aA15G2R1 subtipi (Wielinga ve ark. (2008), Portekiz’de sigirlardan insanlara
bulasan C. parvum Ila ve IId subtip familyalar tespit edilmistir (Alves ve ark. 2006).

Amerika Birlesik Devletleri’nde buzagilarda zoonotik olan Ila subtip familyasi ile
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buna bagl alt1 subtip tespit edilmis ve yaygin olan subtipin ise [TaA15G2R1 oldugu
bildirilmistir (Santin ve ark. 2008, Xiao ve ark. 2007). Iran’da buzagilarda C.
parvum un 1laA15G2R1, 1laA16G3R1 ve IIdA15G1 subtipleri belirlenmis olup, en
yaygin subtipin I[[aA15G2R1 (22/25) oldugu kaydedilmistir (Nazemalhosseni-
Mojarad ve ark. 2011). Kars yoresindeki sigirlarda PCR-RFLP ile teshisi yapilan 13
adet C. parvum tiiriiniin yapilan sekans analizi sonucu Ila ve IId subtip familyalari
saptanmistir. Buzagilarin tiimiinde Ila, ineklerde ise Ila ve IId subtip familyasi tespit
edilmistir. Bu subtip familyalara bagli olarak ise 11aA15G2R1, 11aA16G3R1 ve
IIdA15G1 subtipleri bulunmustur. Diinya’nin bir¢ok {ilkesinde sigirlarda yaygin
olarak bildirilen C. parvum IIaA15G2R1 subtipi Tirkiye’nin Kars yo6resindeki
sigirlarda da en yaygin olarak bulunmustur. Buzagilarda [TaA15G2R1, [TaA16G3R1
subtipleri saptanmig, ineklerde ise IlaA15G2R1, ITaA16G3R1 ve IIdA15G1
subtipleri belirlenmistir. Cryptosporidium parvum saptanan 10 buzaginin 8’inde
ITaA15G2R1 subtipi tespit edilmistir.

Bu calisma ile Kars yoresindeki sigirlarda zoonotik olan subtip familyalari ile
subtipler belirlenmistir. Tiirkiye’de ilk olarak bu arastirma ile C. parvum tiiriiniin
subtipleri ortaya konulmustur. Ornek sayismn arttirilmas: ile yeni subtiplerin
bulunabilecegi agiktir. Kars yoresindeki daha 6nce yapilan aragtirmalarda (Tanriverdi
ve ark. 2003, Tanriverdi ve ark. 2006) buzagilarda sadece C. parvum tip Il
bildirilmistir. Bu ¢alisma da da buzagilarda ve daha ergin sigirlarda C. parvum Il
saptanmistir. Bu ¢aligma ile ishalli buzagilarda da C. parvum 11aA15G2R1 subtipinin
sorumlu etiyolojik ajan oldugu saptanmustir. Ozellikle ishalli buzagilarin diskilari ile
daha fazla ookist ¢ikarmalarindan dolayi, insanlara bulasimda ve buzag ishallerinde

en 6nemli subtip olacag diisiiniilmelidir.

Sonu¢ olarak Kars yoresindeki sigirlarda Cryptosporidium tiirlerinin

dagilimi ve molekiiler karakterizasyonu adli bu ¢alisma ile;

» Kars yoresinde modifiye asit fast boyama yontemi ile Cryptosporidium
tirlerinin yerlesim yerlerinde (odaklarda) goriilme orami % 53,3 (16/30)

olarak bulunmus,
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Cryptosporidium tiirlerinin  ¢iftlik dagilimi % 41,9 (26/62) olarak
saptanmis,

Sigirlarda Cryptosporidium tiirlerinin genel dagilimi % 19,1 (166/870)
oraninda bulunmus,

Cryptosporidium ookistlerinin buzag: altlik 6rneklerindeki goriilme orani
% 38,3 (23/60) olarak belirlenmis,

Cryptosporidium tiirlerinin dagilimi buzagilarda % 19,9 (86/433) ve alt1
ayliktan biiyiik hayvanlarda % 18,3 (80/437) diizeyinde tespit eidlmis,
Cryptosporidium tiirlerinin dagilimi; neonatal buzagilarda % 16,3 (25/153),
1-3 aylik buzagilarda % 22,3 (56/251), 4-6 aylik buzagilarda % 17,2 (5/29),
7-24 ayliklarda % 19,1 (13/68) ve ineklerde % 18,2 (67/369) oranlarinda
belirlenmis,

Ishalli buzagilarda Cryptosporidium ookistlerinin dagilimi % 19,9 (48/241)
bulunmus,

Ciftlik veya ahirdaki hayvan sayisi arttikga Cryptosporidium goriilme
oranininda yiikseldigi goriilmiis,

Kars ve cevresindeki sigirlarda cryptosporidiosis etiyolojisinde rol alan
Cryptosporidium tiirlerinin C. parvum, C. bovis ve C. ryanae oldugu
belirlenmis,

Buzagi ve ergin sigirlarda bu ti¢ Cryptopsoridium tiirii bulunmus,
Buzagilarda C. bovis % 46,0, C. ryanae % 34,0, C. parvum % 20,0
oranlarinda tespit edilmis ve C. bovis en yaygin tiir olarak kaydedilmis,
ergin sigirlarda ise C. ryanae % 46,7, C. bovis % 43,0 ve C. parvum % 10,0
oranlarinda saptanmis ve C. ryanae en yliksek diizeyde belirlenmis,

Ishalli buzagilarda C. bovis % 41,7, C. ryanae % 31,1, C. parvum % 22,2;
saglikli buzagilarda ise C. bovis % 57,1, C. ryanae % 28,6 ve C. parvum %
14,3 olarak belirlenmis,

Cryptosporidium parvum’un iki subtip familyasi (Ila ve Ild) ve bu
familyalara bagli {i¢ subtip (1laA15G2R1, 11aA16G3R1 ve IIdA15G1)
tanimlanmas,

Kars yoresindeki sigirlarda C. parvum’un Ila subtip familyas: ile

[TaA15G2R1 subtipinin yaygin olarak bulundugu gozlenmis,
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» Cryptosporidium parvum saptanan buzagilarin ¢ogusunun ishalli oldugu,
bu hayvanlarda C. parvum lla subtip familyasi ve |1aA15G2R1
subtipi/subgenotipi daha yaygin olarak goriilmiis,

» Cryptosporidium parvum’un zoonotik olan ve diinyada da siklikla gériilen

tip ve subtipinin bolgede daha yaygin oldugu belirlenmistir.

Kars yoresindeki sigirlarda Cryptosporidium enfeksiyonlar1 tizerine yapilan

bu molekiiler etiyolojik arastirma sonuglarina gore yapilan,

Oneriler sunlardir:

» Kars yoresindeki sigir isletmelerinde klinik olarak ortaya ¢ikan buzagi
ishallerinde Cryptosporidium enfeksiyonlar1 goz 6niinde bulundurulmali,

» Buzagilarda C. parvum enfeksiyonlarina karsi, ¢iftlik ve ahirlarda koruyucu
tedbirler alinmalidir. Bu amagla meme civart temizligi, buzagilarin
annelerinden ayr1 farkli bir ahirda yer almasi, buzagilarin farkli yas gruplarina
gore (ilk bir haftalik buzagi, 2—4 haftalik buzagi, 1-3 aylik buzagi, 4-6 aylik
buzagi) ayr1 ayri bolmelerde bulundurulmasi, buzagi altliklarinin diiz ve
temizlenebilir hale getirilmesi i¢in uygulamalar yapilmali,

» Kars yoresindeki ¢iftlik ve koylerde bulunan ishalli buzagilar basta olmak
lizere tiim yas grubu sigirlarda cryptosporidiosis molekiiler epidemiyolojisi
ile ilgili aragtirmalara devam edilmeli,

» Klinik cryptosporidiosis olgularinin takibi yapilarak daha fazla sayida C.
parvum izolat1 elde edilmeli ve bunlarin subtipleri belirlenmeli,

» Kilinikal Cryptosporidium enfeksiyonu olgularina bagli buzagi 6liimlerini en
aza indirebilmek icin buzagilar ishal goriilmeye basladigi zaman wvakit
kaybetmeden tedaviye baglanmal,

» Klinik cryptosporidiosis olgularinda; halofuginone lactate, lasalocid-Na, (-
cyclodextrin, a-cyclodextrin, decoquinate, paromomycin, sinefungin,
nitazoxanide, latrazuril ve atovaquone gibi anticryptosporidial ilaglar ile

buzagilar tedavi edilmeli,
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Cryptosporidiosise bagli verim kayiplarint ve buzagilarda 6lim olaylarini
asgariye indirmek ve iilke ekonomisine katki saglamak icin bolgede ve
Tirkiye genelinde veteriner hekim ve yetistirici egitim programlari yapilmali,
Kars ¢evresinde Cryptosporidium saptanan odaklardaki yasayan insanlar
basta olmak iizere cocuklar, yaslilar, uzun siire hastanede yatanlar, immun
sistemi yetersiz ya da baskilanmis olanlar gibi tim risk gruplarinda
Cryptosporidium enfeksiyonlar: durum tespiti yapilmali,

Kars ilinde Cryptosporidium pozitif tespit edilen yerlesim yerlerindeki igme
sularinda Cryptosporidium tiirleri {izerine ¢alismalara baglanmali,
Cryptosporidium salgilarinda biiyiik risk olusturan 6zellikle igme sular
basta olmak iizere kdy ve sehir sebeke sularinda, halkin igme suyu olarak
kullandig1 mera ve arazilerdeki kaynak sularinda, ahirlardaki hayvan i¢me
sularinda, bireysel tiiketilen kuyu sularinda Cryptosporidium durumu
hakkinda aragtirmalar yapilmali,

Tirkiye genelinde belirlenecek  Cryptosporidium  riskli ~ bolgelerde;
“Cryptosporidium su aritma” ya da “Cryptosporidium filtrasyon cihazlar1”
gelistirilip, evlerde kullanima sunulmali,

Tirkiye’de “Crypto- Giivenli Su” biling ve slogan1 olusturulmali,

Filtrasyon islemine tabi tutulmamis ya da herhangi bir temizleme (su aritma,
dezenfeksiyon islemleri gibi) yonteminden gecirilmemis sulari kullanan
insanlarin ve bu tip sular ile kuyu sulari-gol-gélet-sular1 gibi igen hayvanlarin
Cryptosporidium enfeksiyonlart yoniinden biiyiik risk altinda oldugu

unutulmamalidir.
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OZET

Kars Yoresinde Sigirlarda Cryptosporidium Tiirlerinin Dagilin ve
Molekiiler Karakterizasyonu

Bu c¢alisma, Kars yoresinde saglikli ve ishalli sigirlarda bulunan
Cryptosporidium tiirleri ve bunlarin dagilimini1 belirlemek ve elde edilen C. parvum

tiirtintin subtiplerini ortaya koymak amaciyla yapilmstir.

Calisma 2010 yili Subat-Haziran aylari arasinda 30 koyden secilen 62
ciftlikte yuiriitilmustiir. Saglikli ve ishalli sigirlarin rektumlarindan toplam 870 diski,
buzagilarin bulunduklar1 yerlerlerden de buzag altlik drnekleri alinmustir. Ornekler
once modifiye Asit Fast (MAF) boyama yontemi ile Cryptosporidium yoéniinden
incelenmis, pozitif olanlar doymus NaCl yontemi ile zenginlestirilerek DNA
extraksiyonunda kullanilmak {izere saklanmistir. DNA ekstraksiyonu ticari Kitlerle
(Qiagen Stool Mini Kit) yapilmistir. Cryptosporidium tiirlerini ortaya koymak
amaciyla bu soyun 18S rRNA gen bolgesini hedef alan nested PCR yapilmistir.
Farkli tiirlerin ortaya konmasi i¢in PCR iiriinleri restriksiyon enzimleri ile kesilmistir.
Cryptosporidium parvum alt tiirlerini ortaya koymak i¢in ise GP60 gen bolgesi

cogaltilip elde edilen iirtinler saflastirilarak sekans analizi yapilmistir.

Modifiye asit fast boyama yontemi ile 870 diski orneginin 166’sinda
Cryptosporidium ookistleri goriilmistiir. Ookistlere 60 buzagi altlik 6rneginin 23’
tinde rastlanmuigtir. Cryptosporidium tiirlerinin yerlesim yerlerinde gériilme oran1 %
53,3 (16/30), bu yerlesim yerlerindeki ¢iftlik dagilmi % 41,9 (26/62) olarak
bulunmustur. Cryptosporidium tiirlerinin dagilimi; neonatal buzagilarda % 16,3
(25/153), 1-3 aylik buzagilarda % 22,3 (56/251), 4-6 aylik buzagilarda % 17,2 (5/29),
7-24 ayliklarda % 19,1 (13/68) ve ineklerde % 18,2 (67/369) oranlarinda
belirlenmistir. Modifiye asit fast boyama ile Cryptosporidium pozitif sayilan 129
digk1 6rneginin 80’inde (% 62,0) Cryptosporidium pozitif PCR iiriinii belirlenmistir.
Kars yoresindeki sigirlarda C. parvum (% 16,2; 13/80), C. bovis (% 45,0; 36/80) ve
C. ryanae (% 38,8; 31/80) tiirleri saptanmistir. Buzagilarda C. parvum % 20,0, C.
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bovis % 46,0, C. ryanae % 34,0, ergin sigirlarda ise C. parvum % 10,0, C. bovis %
43,3, C.ryanae % 46,7 oranlarinda bulunmustur. ishalli buzagilarda C. parvum daha
yaygin (% 61,5; 8/13) goriilmiistiir. Cryptosporidium parvum’un lla (12/13) ve Iid
(1/13) subtipleri ve bunlarin 11aA15G2R1 (10/13), 1aA16G3R1 (2/13) ve 11dA15G1
(1/13) subtipleri/subgenotipleri tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak; Kars yoresindeki sigirlarda Cryptosporidium dagiliminin
yiiksek oldugu, zoonotik olan C. parvum Ila subtip familyas1 ve [laA15G2R1
subtipinin yaygmn oldugu saptanmistir. Bu sonu¢ zoonotik Cryptosporidium
potansiyeli nedeniyle bolgedeki buzagilarin insanlar i¢in 6nemli risk oldugunu

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium, Cryptosporidium parvum, Sigir, Buzagi,
Molekiiler Karakterizasyon, 18S rRNA, GP60, Subtip, Kars
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SUMMARY

Distribution and Molecular Characterisation of Cryptosporidium
Species in Cattle in Kars Region of Turkey

This study was carried out to obtain the distribution and species composition
of Cryptosporidium spp in cattle in Kars region of Turkey and further demonstrate
the subtypes of C. parvum.

The study was carried out between February-June 2010 in 62 farms selected
from 30 localities. Fecal samples were taken from rectum of the animals and base of
calf housing. Samples were examined by mAF and positive ones were subjected to
NaCl flotation and further processed for DNA extraction. Nested PCR was utilized to
amplify a region of Cryptosporidium 18S rRNA. Positive samples were procesed by
RFLP to discriminate the species. DNA of C. parvum positive samples was later
subjected to PCR aiming to amplfy GP60 gene. PCR products were sequenced in

order to discriminate C. parvum subtypes.

Cryptosporidium oocysts were observed in 166 out of 870 fecal samples by
mAF. Oocysts were found in 23/60 fecal samples obtained from calf housings. The
distribution was 16/30 and 26/62 at locality and form level respectively. Oocysts
were observed in 25/153, 56/251, 5/29, 13/68 and 67/369 neonathal, 1-3, 4-6, 7-24
months old calfs and cattle respectively. Positive amplification products were
obtained from 80 out of 129 mAF positive samples subjected to nested PCR. Three
species were obsered; C. parvum 13/80, C. bovis 36/80 and C. ryanae 31/80. In calf
species was as 20.0% C. parvum, 46.0% C. bovis and 34.0% C. ryanae, while in old
cattle it was as 10.0% C. parvum, 43.3% C. bovis and 46.7% C. ryanae.
Cryptosporidium parvum was higher (8/13) in diarrhoeic calfs. Sequencing revealed
12/13 lla (10 11aA15G2R1, 2 11aA16G3R1) and 1/13 1id (IldA15G1)
subtype/subgenotypes of C. parvum.

According to the,
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The result of this study should that the distribution of Cryptosporidium
species is high in Kars region. The high prevalance of zoonotic 11aA15G2R1

subtype/subgenotypes of C. parvum may possess thread to human health as well.

Keywords: Cryptosporidium, Cryptosporidium parvum, Cattle, Calves,
Molecular characterization, 18S rRNA, GP60, Subtype, Kars, Turkey
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