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TAVUKLARDA ENTEROCYTOZOON BIENEUSI VE ENCEPHALITOZOON
SPP. TURLERININ MOLEKULER PREVALANSI, GENOTjPLENDil;iLMESi
VE INSAN SAGLIGI ACISINDAN RISK POTANSIYELLERI

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi, Aralik 2019
Damisman: Do¢. Dr. Onder DUZLU

OZET

Bu caligmada; Kayseri, Kirgehir ve Nevsehir bolgelerinde zoonotik karakterli .
bieneusi ve Encephalitozoon spp. turlerinin tavuklardaki molekiiler prevalansi,
genotiplendirilmesi ve insan sagligt agisindan risk  potansiyellerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Ornekleme bolgelerinde halk elinde yetistirilen
serbest gezen tavuklardan, yumurtaci tavuk ve etlik pili¢ (broyler) isletmelerinden
toplam 300 adet digki 6rnegi toplanmig ve gDNA izolasyonlari yapilmistir. Elde
edilen gDNA izolatlari, ITS, SSU rRNA ve LSU rRNA gen bolgelerini amplifiye
eden tiir spesifik ve microsporidia genel primer ¢iftleri kullanilarak Nested-PCR
yontemi ile incelenmistir. Analizler sonucu pozitif belirlenen 24 (%8) ornekten
E. bieneusi pozitifligi 22 (%7,3) orekte, Microsporidia sp. pozitifligi ise 2 (%0,7)
ornekte tespit edilmigstir. Sekans analizleri sonucu; £. bieneusi izolatlarinin iki ayr
genotipte gruplandigr ve en yaygin genotip olarak 21 ornekte (%95) Diinya’da ilk
kez rapor edilen ERUNT1 genotipi, bir (%0,5) 6rnekte ise daha énce ayni bolgede
sigirlarda rapor edilen ERUSS1 genotipi oldugu belirlenmistir. Filogenetik analizler
sonucu ERUSS1 genotipinin farkl: tlkelerden bildirilen genis konak araligina sahip
Grup 2 igerisinde, ERUNT1 genotipinin ise zoonotik karakterli genotiplerin siklikla
yer aldigi Grup 1 igerisinde oldugu tespit edilmistir. Sekans karakterizasyonu yapilan
ve aynt haplotipi paylasan diger iki izolatin ise en yakin identikligi %12 genetik
farklilikla GenBank veritabaninda Nosema ceranae turiine gosterdigi belirlenmig
olup, Microsporidia sp. olarak kayit altina alinmistir. Sonug olarak, insanlarda ve
farkli konaklarda firsatgi patojen enfeksiyonlarina yol acan FE. bieneusi‘nin
tavuklarda molekuler prevalansi, filogenetik karakterizasyonu ve insan sagligi

acisindan olusturdugu risk potansiyelleri Turkiye igin ilk kez ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: FEnterocytozoon bieneusi, FEncephalitozoon spp., tavuk,

molekiler prevalans.
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MOLECULAR PREVALANCE, GENOTYPING AND RISK POTENTIALS
FOR HUMAN HEALTH OF ENTEROCYTOZOON BIENEUSI AND
ENCEPHALITOZOON SPP. SPECIES IN CHICKENS

Erciyes University, Graduate School of Health Science
Department of Parasitology
PhD Thesis, December 2019
Supervisor: Prof. Dr. Onder DUZLU

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine molecular prevalence, genotyping and
evaluate of risk potentials for human health of FEnterocyfozoon bieneusi and
Encephalitozoon spp. species in chickens from Kayseri, Kirsehir and Nevsehir
regions. Within the scope of the study, 300 stool samples were collected from free
range chickens cultivated in public, laying hens farms and broiler chick farms in
sampling areas and gDNA extractions was performed. The obtained gDNA elutions
were examined by Nested-PCR method using species specific and microsporidia
common primer pairs that amplified ITS, SSU rRNA and LSU rRNA gene regions.
The analysis of results revealed that 24 (8%) of the totally examined chicken stool
samples were positive comprised 22 (7.3%) FE. bieneusi and two (0.7%)
Microsporidia sp. Sequence analyses of positive samples indicated the presence of
at two genotypes for . bieneusi isolates. The most common genotype ERUNT1 was
determined in 21 samples (95%) and firstly characterized in the world. The remaining
positive isolate (0.5%) belonged to ERUSS1 genotype that was previously reported
in cattle in the same region. As a result of phylogenetic analyzes, ERUSS1 genotype
was found in Group 2 with a wide host range reported from different countries and
ERUNT1 genotype was in Group 1, which included many genotypes associated with
zoonotic character. The other two isolates characterized by sequencing and sharing
the same haplotype exhibited highest identitiy to Nosema ceranae in GenBank with
a 12% genetic difference, and recorded as Microsporidia sp. Consequently,
molecular prevalence, phylogenetic characterization and risk potentials for human
health of E. bieneusi that cause opportunistic pathogen infections in humans and

several hosts, has been documented for the first time in Turkey.

Key words: Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon spp., chickens, molecular

prevalance.
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1.GIRIS VE AMAC

Microsporidian parazitler omurgali ve omurgasiz genis konak araligina sahip, yaklasik
200 cinse ait 1400’ den fazla tiiri kapsayan, spor olusturan okaryotik parazitlerdir (Didier,
2005). Tarih boyunca kirk hayvanlari, ipek bocegi, art ve balik gibi canlilarda
enfeksiyona neden olmus, bu sektorlerde faaliyet gosteren ticari isletmelerde ekonomik
kayiplara neden olmuglardir. 1980 yilindan giinimiize kadar microsporidian parazitlerin
insan hastalik etkenleri artan bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle HIV/AIDS
hastalari, organ transplantasyonu veya kemoterapi alanlar gibi immun sistemi
baskilanmig bireylerde firsatgr patojen olarak ciddi komplikasyonlara yol agtiklart

bilinmektedir (Anane ve Attouchi, 2010; Bergquist ve ark., 1984).

Yapilan c¢aligmalarda 8 cinse ait 14 tiriin insanlarda enfeksiyona yol actigi tespit
edilmistir. Bunlar arasinda Encephalitozoon soyuna bagl E. cuniculi, E. intestinalis ve F.
hellem ile Enterocyfozoon soyuna bagl E. bieneusi, insan ve hayvanlarda enfeksiyon
olusturan ve zoonotik karaktere sahip dort 6onemli microsporidia tirtidir. Enfeksiyon
bulag yollart heniiz net olarak tanimlanamamis olmasina ragmen, epidemiyolojik
caligmalarda enfeksiyonlarin su/gida kaynakli, seksiiel, respirator, konjenital, okiiler ve
zoonotik bulag yolu gibi ¢esitli yollarla ortaya ¢ikabilecegi belirtilmistir (Didier, 2005,
Stentiford ve ark., 2016). Microsporidian parazitler tizerine yapilan epidemiyolojik
caligmalar genel olarak insan enfeksiyonlar lizerine yogunlagmis olmasina kargin son
yillarda evcil ve yaban hayvanlan izerine yapilan calismalarin sayisinda da artig

gozlenmistir.

Tavuk eti dusiik kolesterol seviyesi, protein ve mineral yontinden zengin olmasinin yani
sira fiyat1 bakimindan kirmizi ete gore daha avantajlidir. Bu 6zellikleri beyaz eti 6nemli
bir hayvansal protein kaynagi yapmaktadir. Yumurta ise dengeli beslenme i¢in gerek

duyulan vitaminler, mineraller ve yiiksek protein kalitesine sahip olmasi ve sevilerek



tiketilmesi bakimindan degerli bir besin maddesidir (Kovacs-Nolan ve ark., 2005).

Ayrica yumurta ve beyaz et tilkemiz ihracatinda da 6nemli paya sahiptir.

Bu calismada insan ve hayvanlarda enfeksiyona neden olan microsporidian parazitler
Encephalitozoon soyuna bagli E. cuniculi, E. intestinalis ve L. hellem ile Enterocytozoon
soyuna baglt E. bieneusi’nin Kayseri, Kirsehir ve Nevsehir illerinde, farkli érnekleme
gruplarinda (yumurtaci isletme, etlik pili¢ (broyler) isletme ve halk eli) molekiler
prevalansinin ve genotiplerinin tespit edilmesi ve insan saglig acgisindan risk
potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu tez ¢aligmasi tlkemizde kanatli ¢iftlik
hayvanlarinda yapilan ilk arastirma olmasi bakimindan o6nemlidir. Caligma ile bu
alandaki ilk molekiiler veriler tespit edilmis olup aragtirma bolgesinde microsporidian
parazitlerin insan sagligi agisindan olusturduklari zoonotik risk potansiyelleri bilimsel

verilerle ortaya konmustur.



2.GENEL BILGILER

2.1 Simiflandirma

Microsporidialar ilk kez Nageli tarafindan Nosema bombycis olarak tammlanmigtir
(Dong ve ark., 2010). 1882 yilinda Balbiani “microsporidia” tanimini ilk kez kullanmig
ve gruplandirmistir. 1980 yilinda ise Protista alemi ve protozoa alt alemi altinda
siniflandirilmiglardir (Franzen ve Miiller, 1999; Weber ve ark., 1994). Microsporidialarin
siniflandirilmast konak-parazit iliskisi, spor yapisindaki polar filamentin helezon sayist,
gelisim donemlerinin biyiiklik ve morfolojileri ile spor ve gelisim donemlerindeki
cekirdegin konfigrasyonu gibi temel kriterler esas alinarak yapilmistir (Tablo 2.1) (Weber
ve ark., 1994). Teknolojik alanda yaganan geligsmeler molekiiler filogeni ¢aligmalarina da
katki saglamistir. o ve B tubulin gen sekanslari, glutamyl tRNA sentetaz, EF-1 vs EF-2
elongasyon faktorleri, TATA-box baglanma proteinleri, seryl-tRNA sentetaz ve hsp70
heat shock proteinleri gibi evrimsel olarak korunmus yapilarin analizi sonucu
microsporidian parazitler mantarlar alemi igerisinde yeniden siniflandirilmiglardir
(Cavalier-Smith, 1998). 2002 yilinda NCBI microsporidialarin simiflandirmasini
“okaryotik, mantar/metazoa grubu, mantar, microsporidia” olarak kabul etmis olmasina
ragmen bazi arastiricilar bu siniflandirmaya halen stuphe ile yaklagmaktadir (Didier ve

ark., 2004; Dong ve ark., 2010; Han ve Weiss, 2017; Vivares ve ark., 2002).



sisuauojLa0

INNIArIOdSOUDIN MATINL TA SNID
uumunoLLfn NVAVINVTTIIANVTAINIS
DaUL00 "/ VINYOAV.LLIA
Isnaua1q o NOOZOLADOYALNA AVAINOOZOLADOYALNA VAISdOIATILAHD
ynownd g
widgjay A NOOZOLI'TVHIAONA | AVAINOOZOLITVHIAINA
sypungsagul iy VdSVHdO'1dVH
VamEannon
swoy
VIOHAOLSIATdIHOVYIL
pidpydodogup | HVATIOHdOLSIA Td
dds vaoydaysialg VIOHdOLSIATd
winiootsan g VIOIHOVYd
WAoo "N
AVAILVINASON VAISSVHAO1d VHIAOIDOSSIA VASVHAO1dVHIA
D430 N VINASON
LHouuos "N
dNL SNID ATV IWIMVL AINIS

ISewLIpuR[Iuls uLdpizered urIpuOdSOIdIA [°7 O[qRBL




2.2 Morfoloji

Tium microsporidian parazitler hiicre i¢i zorunlu parazit olup, konak hiicresi diginda aktif
formlar1 bulunmamaktadir. Prokaryotik ile okaryotik organizmalar arasindaki evrimsel
stregte yer alan antik organizmalar olarak kabul edilen (Cavalier-Smith, 1987)
microsporidialar ribozom (70S), ribozomal alt Ginite (30S ve 50S) ve rRNA bolge (16S
ve 238) ozellikleri ve mitokondri, peroksizom, 5.8S rRNA (Vossbrinck ve Woese, 1986)
ve tipik bir golgi aygitina sahip olmamalar ile prokaryotik organizma, zarla ¢evrili bir
cekirdek, intrasitoplazmik membran sistemi ve kromozomal bolinmenin mitotik
iplikciklerle gergeklesmesi ve mRNA polidentilasyonu gibi 6zellikleriyle de okaryotik
organizma olarak degerlendirilmektedirler (Franzen ve Miiller, 1999; Keeling ve Fast,
2002). Bazi microsporidia tiirlerine ait morfolojik 6zellikler Tablo 2.2’de verilmistir.

Meront, sporont, sporoblast ve spor parazitin hayat dongiisiinde gorillen donemlerdir.

Tablo 2.2 Bazi microsporidia tirlerinin morfolojik 6zellikleri (Franzen ve Miiller, 1999)

Spor Polar tiip
Cekirdek
Tiir bityiikliigii sarmal Vakuol
yapisl
(um) sayisi
Vakuol yok. Konak
0.1-1.6x0.7-
L. bieneusi L0 5-7 hiicre sitoplazmast ile Unikaryon
' dolayl temas
Encephalitozoon | 2.0-2.5x1.0- Parazitofor vakuol ile
5-7 Unikaryon
spp. 1.5 ayrilmis
Vakuol yok. Konak
2.5-5.0x2.0- . . .
Nosema spp. 55 7-12 hiicre sitoplazmasi ile | Diplokaryon
' dolayl temas
Vakuol yok. Konak
3.0-4.5x0.7- . . .
V. cornea 127 5-7 hiicre sitoplazmasi ile | Diplokaryon
' dolayli temas
Pleistophora spp. 3.2-34x238 9-12 Sporofor vezikiil Unikaryon
Trachipleistophora ) )
4.0x2.4 11 Sporofor vezikiil Unikaryon
spp-




2.2.1 Meront Morfolojisi

Sporoplazmanin uygun konak hiicresine enjeksiyonundan sonra buylime ve niiklear
fizyondan sonra olgunlagan merontlar bolinerek merozoitleri olusturur. Merontlar
plazma membrani ile ¢evrili yuvarlak, diizensiz veya hafif oval sekilli hiicrelerdir. Konak
hiicre igerisinde merogoni olarak tanimlanan ikili veya ¢oklu fizyonlar seklinde tekrar
eden bolinmeler ile ¢ogalirlar (Franzen ve Miiller, 1999; Weber ve ark., 1994). Meront
plazma membrani daha sonra spor duvarinin ekzospor katmanini teskil edecek olan
elektron yogun halini alir. Bu safha sporont olarak adlandirilir. Merogoniden sporogoniye
gecisi tetikleyen mekanizmalar halen tam olarak anlagilamamistir. Ancak sporogoni
sathasinin baglangicindan sonra merogoniye doniigin tekrar olmadigi net sekilde
bilinmektedir. Sporontlar tek veya diplokaryon cekirdege sahip olabilmektedir. Bazi
sporontlar ikili fiizyon ile direkt olarak sporoblast haline gegerken, bazilar
multinucleated plazmoidal safhaya gegebilmektedir. Sporoblastlar farkli sitoplazmik
organellerin sentezlenmesi ve elektronca yogun plazma membraninin kalinlagmast ile
olgun sporlan olustururlar (Cetinkaya, 2014; Franzen ve Miiller, 1999; Weber ve ark.,
1994).

2.2.2 Sporont

Gelisimin bu safhasinda ilkin htcreler olarak sporontlar, sporogonik faza gecis yaparlar.
ER ve ribozom artisindan dolay: sitoplazmik yogunluk artig1 ve plazmalemma yapisinin
degisimi sporogoniye geg¢isin morfolojik degisimleridir. Birgok microsporidia tiriinde
plazmalemmal kalinlagma karakteristiktir. Membran kalinlagmanin tamamlanmasini
cinslere gore farklilik gosteren niiklear ve huicre bolinmesi takip eder. Nuklear
boliinmenin bir¢ok kez tekrarlamasi ile hiicre genisleyerek ¢ok ¢ekirdekli yuvarlak hale
gelmektedir. Sporogonial plasmodium olarak adlandirilan bu yapi, plasmotomy ile

boliinerek sporlart olusturur (Cali, 1971; Call ve ark., 1998; Franzen ve ark., 2006).

2.2.3 Spor Morfolojisi

Mikroporidian parazit sporlart konak hiicre disinda yasayabilen, mikroskobik tiir
ayriminin yapilabildigi tek sathadir. Sekilleri ve buyuklukleri (1.5-7 um) tirlere gore

degisiklik gostermekle birlikte genellikle ovaldir. Cevresel sartlara dayanikli spor duvari



distan ige dogru ekzospor, endospor ve plazma membrani olmak iizere ii¢ katmandan
olugmaktadir (Bigliardi ve Sacchi, 2001; Han ve Weiss, 2017) (Sekil 2.1). Spor duvar
yapisinin altinda plazma membrani, sporoplazma, polar filament, vakuol ve diger

organeller bulunur.

Ankoring disk

Polaroplast

Polar filament

Ekzospor
Endospor

Hicre membrani

Cekirdek

Ribozom

Posterior vakuol

Sekil 2.1. Microsporidian spor morfolojisi (Cetinkaya, 2014)

Ekzospor; 25-30 nm kalinliginda, proteince zengin ve elektronca yogun en dis tabakadir.
Ekzospor tabakasinin distan ige dogru dikenli bir tabaka, elektronca zengin lamina ve
fibrous tabaka olmak tizere ti¢ katmandan olugtugu tespit edilmistir. Kalinliklar: ve yapisi
tirlere gore farkliliklar igerir. Cevre sartlart ve konak hiicre ile direkt baglantili olan
ekzospor proteinleri sinyal, baglanma ve enzimatik interaksiyonlar gibi 6nemli
fonksiyonlar1 olan proteinleri igermektedir (Bigliardi ve Sacchi, 2001; Franzen ve Miiller,

1999; Keeling ve Fast, 2002; Yang ve ark., 2018).



Endospor; 30-35 nm kalinli§inda, elektronca fakir ve kitin yapisindadir. Kitin yapisi
microsporidialarin  floresan boyalarla teshisine olanak saglar. Fibril yapisinda
baglantilarla ekzosporun en alt tabakasina baglidir (Yang ve ark., 2018). Endospor
tabakasi spor u¢ kisminda diger bolgelere gore daha ince yapidadir (Keeling ve Fast,

2002).

Plazma Membrani; Endospor tabakasinin altinda sitoplazmayi ve organelleri ¢evreleyen
tabakadir (Didier, 2005). Plazma membrani 7 nm kalinliginda, klasik t¢ tabakali unit
yapidadir. Merogoni sathasinda plazma membrani konak hiicre stoplazmasi ile vezikiler

veya tibiler projeksiyonlar ile aktif interaksiyon halindedir (Vavra, 1976).

Sporoplazma; Microsporidian parazitlerin enfektif materyalini olugturan sporoplazma tek
veya diplokaryon cekirdek, ribozom, endoplazmik retikulum ve diger spor yapilarini

icermektedir (Keeling ve Fast, 2002).

Polaroplast; Atipik golgi cisimcigidir. Iki farkli kissmdan olusan polaroplastin son derece
organize olmusg anterior kismi1 lamellar polaroplast, daha gevsek yapida ve sporun ortasina
dogru uzanan kismi ise vezikiiler polaroplasti olusturmaktadir (Didier ve ark., 2004,
Keeling ve Fast, 2002). Polaroplast ile polar filamentin, polar filament-polaroplast
membran kompleksinin ayni olmasindan dolay1 yakin iligkili olduklarn spekiile edilmigtir

(Lom ve Corliss, 2007).

Polar Filament; Olgun spordaki en dikkat ¢ekici yapidir. Membran ve glikoprotein
tabakasindan olugmakta, ¢ap1 0.1-0.2 pm uzunlugu 50-500 pm dir. Polar filament sporun
anterior kisminda yer alan gsemsiye bigimindeki baglanma (anchoring) diskine baglanir.
Spor uzunlugunun yaklagik t¢te biri ile yarisi boyunca polar filament diizdir ve geri
kalan1 sporoplazmanin igerigi etrafinda sarmal sekilde sarilidir. Sarmallarin sayist (4-30
sarmal), diizeni, genisligi ve donis agilart mikroskobik tiir taniminda énemlidir (Didier

ve ark., 2004; Franzen, 2004, Sprague ve ark., 1992).

Posterior vakuol; Enfeksiyonda rol alan ti¢iincii yapt olan posterior vakuol sporun arka
kisminda lokalizedir. Polar filament ile fiziksel olarak baglantili olan posterior vakuol
spor hiicresinin yaklasik yarisini kaplamaktadir. Membran yapisi bazi arastiricilara gore
unit yapitdan olusurken diger bazi aragtiricilar dort veya daha fazla katmanli membran
yapist bulundugunu ileri sirmektedirler (Keeling ve Fast, 2002; Vinckier ve ark., 1993;
Williams, 2009).



2.3 Hayat Dongiisii

Enfektif sporlar solunum, kontamine su ve gidalar, direkt temas veya bazi tiirlerde sekstiel
yolla konaga ge¢mektedir. Memelilerde ortaya ¢ikan enfeksiyonun biiyiik bolimuntin
solunum ve/veya agiz bulas yolunu izledigi, vertikal veya transplasental bulas yolunun
daha ¢ok karnivor canlilarda oldugu soylenebilir (Didier ve ark., 2004; Snowden ve ark.,
1998). Microsporidian parazitlerin hayat dongusi enfektif (cevresel) faz, proliferatif
(ireme) faz1 ve sporogonik faz olmak tlzere li¢ sathadan olugsmaktadir (Chen ve ark,,
2017). E. bieneusi ve Encephalitozoon spp. tirlerinin hayat dongisi Sekil 2.2°de

verilmigtir.

Enterocytozoon bieneusi o o e o

o o Gemmination  2Poroplasminiected  Merogany Sporogony  Mature spores

through polar tubule relagsed
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Sekil 2.2 . bieneusi ve Encephalitozoon spp. tirlerinin hayat donguisi

https://www.cdc.gov/dpdx/microsporidiosis (Erigim tarihi: 7 Kasim 2019)
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2.3.1 Enfektif (Cevresel) Faz

Microsporidian parazitlerin konak hiicre diginda aktif fazlari, vektorleri veya ara
konaklar1 bulunmamaktadir. Biitiin microsporidialar ¢evresel sartlara dayanikli sporlar
olustururlar. Sporlar apikal u¢ta ankoring disk ile son bulan sarmal bigimde polar tipten
olusan 6zgiin ekstrilksiyon aparati igerirler (Franzen, 2004). Enfektif sporlarin konak
viicudunda aktif hale gegmesi (germinasyon) tiirler arast degisiklik gostermekle birlikte
pH degisimleri, ¢esitli anyon ve katyonlarin varligi, dehidrasyon/rehidrasyon, hidrojen
peroksit (H202), UV ve Ca"" konsantrasyonu gibi cesitli fiziksel ve kimyasal uyaranlarin
etkisi ile olmaktadir (Han ve Weiss, 2017). Ik fizyolojik ve biyokimyasal datalar spor
germinasyonu ve polar tiip ekstruksiyonunun spor igerisine suyun akist ile olustugu
seklindedir. Bu hipoteze gore trehaloz-trehalaz interaksiyonu ile intrasporal su miktar
artmakta, ozmotik basing artig1 ile spor germinasyonu mekanizmasinin bagladigi seklinde
onerilmigtir (Undeen, 1990; Vandermeer ve Gochnauer, 1971). Yapilan bir ¢alisma da
microsporidian sporlarda 6nemli karbonhidrat depo materyali olan trihaloz diizeyinin
cimlenme sirasinda buylik oranda azaldig tespit edilmig, trihalozun glikoz
monomerlerine yikimi neticesi yiksek oranda suyun hiicre igerisine aliminin stimile
edildigi fikri ortaya atilmig olmasina ragmen bu kadar karmagik bir olayin sadece
trihalozun monomerlerine yikimi neticesi olamayacagi, farkli hiicresel olaylarinda siirece
katilacag degerlendirilmistir. Sporoplazma endomembran sisteminin spor aktivasyonu
sirasinda yikimi neticesi serbest kalan Ca™" iyonlarinin da hiicre igi su alimini arttirdig,
ayni zamanda trihalaz enziminin aktivasyonunda da rol oynadig: ileri surtilmustir (de
Graaf ve ark., 1993; Keeling ve Fast, 2002; Keohane ve Weiss, 1999). Ancak membran
cift tabakali lipit tabakasindan suyun gegisi sinirli seviyede olmaktadir. Arastiricilar
microsporidialarin sahip oldugu aquaporin molekullerinin transmembran kanallardan
suyun akisini kolaylastirdigi, olusan hizli akimin ozmotik basing meydana getirdigi ve
spor aktivasyonuna neden oldugunu raporlamislardir (Frixione ve ark., 1992). Bu
hipotezin A. algerae sporlart germinasyonunun aquaporin fonksiyonunu bloke edici
gimilg tuzlar kullanilarak inhibe edilmesi ile gii¢lendigi belirlenmistir (Yang ve ark,,
2000). Bu mekanizma ile aktive olan spor polar tipi diizlesir ve konak hiicresine
baglanmanin ardindan sporoplazmanin bosaltilmas ile konak hticresi enfekte olmaktadir

(Keohane ve Weiss, 1999; Williams, 2009).
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2.3.2 Proliferatif (Ureme) faz

Sporoplazmanin konak hiicre igerisine bosaltilmasi ile parazitin hayat dongisiindeki
intraselltler satha olan proliferatif faz baglamaktadir. Bu faz bazi arastiricilar tarafindan
sizogoni ve merogoni olarak da tanimlamistir. Buyliyerek ¢ogalan sporoplazma meront
olarak ifade edilen yuvarlak, diizensiz veya uzamis bigimde, farklilagmig sitoplazmaya
sahip ve unit tip membranla ¢evrili hiicrelerdir. Merontlarin konak hiicre igerisindeki
geligsimleri turlere gore degisiklikler gostermektedir. Genellikle ve diger hiicre igi
parazitlerde oldugu gibi herhangi bir fagositik vakuol igerisinde bulunmadan konak
sitoplazmast igerisinde direkt olarak bulunmaktadirlar (Orn: Enterocytozoon sp. Nosema
sp. ve Brachiola sp. cinslerine ait tiirler). Encephalitozoon spp. cinsine ait tirlerde oldugu
gibi baz1 parazitler enfeksiyonun erken safhasinda kendisini ¢evreleyen bir parazitofor
vakuol olusumunu indiiklerken, Pleistophora sp. ve Trachipleistophora sp. cinsine ait
tirlerde parazit kendisini ¢evreleyen sporofor vakuol salgilamaktadir. Bazi parazit
turlerinde ise konak meront gevresinde organize olarak paraziti endoplazmik retikulum,
mitokondri gibi organelleri ile ¢evrelemektedir (Orn: Vittaforma sp. tiirleri) (Cetinkaya,

2014; Franzen ve Miller, 1999; Keeling ve Fast, 2002; Weber ve ark., 1994).

Meront ¢ekirdek konfigiirasyonu ise cinslere gore farkliliklar gostermektedir. Bazi
microsporidialarda tek gekirdek bulunurken (Orn. Encephalitozoon spp.) bazilarinda ise
ciftler halinde (diplokaryon) gekirdek bulunmaktadir (Orn. S. intestinalis). Aynca her iki
cekirdek konfigrasyonuna bazi turlerin farkli yasam fazlarinda rastlanmaktadir (Cali,
1991; Weber ve ark., 1994). Cekirdek sitokinez oncesi tekrar eden ikili veya ¢oklu
boliinerek ¢ogalir (Karyokinez). Bu asamada yuvarlak/fazla ¢ekirdekli plazmoidal sekilli
(E. bieneusi) veya kurdele sekilli/fazla ¢ekirdekli (F. intestinalis) hiicreler olusmaktadir
(Weber ve ark., 1994). Karyokinezi takiben sitokinez meydana gelir ve sayilart 50 ile
birkag yiiz arasinda degisen merontlar olusur. Merontlar olgunlasarak sporontlar

olusturur (Franzen, 2004).

2.3.3 Sporogonik Faz

Sporogoni safhast sporont, sporoblast ve olgun spor olarak {i¢ asamadan olusur ve
merontlarin elektron yogun bir yiizey katmani ile sporontlara donigimii ile baglar. Bu

katman ileriki sathalarda spor duvarinin ekzospor katmanini olusturacaktir. Sporontlar
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ikiye bolinme veya ¢oklu flizyon ile ¢ogalarak, ileri gelisme agsamalarinda olgun sporlari
olusturacak olan sporoblastlart olusturur. Sporogoni sathasi boyunca endoplazmik
retikulum ile ribozom varligt ve organizasyonu artmaktadir. Sporogoni parazitin tiiriine
gore konak sitoplazmasi igerisinde serbest halde, parazitofor vakuolde veya sporofor
vakuolde olmak uzere degisen sekillerde meydana gelebilmektedir. Yapilan
histokimyasal isaretleme caligmalart bolinmeyi takiben homolog membran sistemine
sahip golgi ve endoplazmik retikulumun ekstriikksiyon aygitint (polar filament, polaroplast
ve posterior vakuol) olusturmaktadir. Sporlarin olgunlagmasini takiben konak hiicre
membrant patlayarak olgun sporlar etrafa dagilirlar. Bu sporlar ayni konagin diger
hiicrelerini enfekte edebildikleri gibi konak idrar veya digkisi ile digari atilarak yeni
konaklar enfekte edebilirler (Franzen ve Miiller, 1999; Keeling ve Fast, 2002; Keohane
ve Weiss, 1999; Weber ve ark., 1994).

2.3.4 Hiicre invazyon Mekanizmalar

Spor germinasyonu (¢imlenmesi) 2 saniyeden daha az bir zaman igerisinde polar tipi
firlatacak olan guciin olusturulmasi, kontroli ve sporoplazmanin bosaltilmast gibi
olaylari iceren son derece karmagik ve ilging hiicresel olaylar1 igermektedir. Cimlenme
olay1 tiirlere ve habitatlarina gore degisen sekillerde olmak tizere gesitli kimyasal ve
fiziksel olaylar da iceren gevresel aktivatorler yoluyla olmaktadir. Tam bu faktorlerin
etkisiyle spor hiicre i¢i ozmotik basing artmaktadir. Microsporidia sporlarinin konak
hiicresini iki farkli yol izleyerek enfekte ettigi deneysel olarak gosterilmistir. Aktif
invazyon olarak tanimlanan ilk yolda; hiicre i¢i artan ozmotik basincin polar tiipiin
dizlesmesine ve i¢ kisminin dis kisim igerisinde kayarak ilerlemesine neden olmakta,
uzayan polar tipin hipodermik igne gibi sporoplazmayr konak hiicre igerisine
bosaltmasina neden olmaktadir (Keohane ve Weiss, 1999). Endositozis olarak tanimlanan
ikinci yolda ise spor apeksinin konak hiicre membrani ile temasi sonucu meydana gelen
fagositik iglem ile sporun konak hiicre igerisine girdigi deneysel olarak gosterilmistir.
Fagosite edilen sporlan igeren fagozomlar olgunlasarak lizozomlart olusturmaktadir.
Lizozomlar igerisinde lizozomal yikimdan kagan sporoplazmalarin polar tiip yoluyla
konak hiicre sitoplazmasina gecerek enfeksiyonu baglatmaktadir (Bigliardi ve Sacchi,

2001; Cetinkaya, 2014; Franzen, 2005; Magaud ve ark., 1997).
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2.4 Epidemiyoloji

Ilk kez 1857 yilinda Naegeli tarafindan (Franzen ve Miiller, 1999) tespit edilen
microsporidian parazitler omurgali ve omurgasiz ¢ok genis konak araligina sahip olup,
akut veya kronik enfeksiyonlara neden olarak konakta hayat kalitesini diisirmekte, verim
kayiplarina neden olmakta ve hatta ileri klinik tablolarda 6lumlere neden olmaktadir.
Teknolojik geligsmelere paralel olarak parazitolojik tan1 yontemlerinde de meydana gelen
gelismeler microsporidian parazitlerin memeliler, bocekler ve deniz canlilari gibi ¢ok
genis konak araligina sahip olduklarin1 ortaya ¢ikarmustir. Ik insan olgusu 1959 yilinda
Japon bir ¢cocukta Encephalitozoon spp. cinsi tespit edilmis olup (Matsubayashi ve ark.,
1959), 1985 yilinda Enterocytozoon bieneusi’ye ait ilk insan olgusu AIDS/HIV enfekte
bireyde yeni tiir olarak tespit edilinceye kadar 10 insan enfeksiyon olgusu rapor edilmistir
(Desportes ve ark., 1985). Tavuklarda ise L. bieneusi turine ait ilk enfeksiyon olgusu
2002 yilinda, Encephalitozoon spp. cinsine ait ilk enfeksiyon olgusu ise 1993 yilinda
tespit edilmigtir (Reetz, 1993; Reetz ve ark., 2002). Lobo ve ark. (2006a) yaptiklari
caligmada 39 kafes kusu ve 44 papagandan, 5 (%12,8) kafes kusu ve 19 (%43) papaganin
E. bieneusi (genotip Peru6) ile enfekte oldugunu rapor etmislerdir. Ayni arastiricilar
kopeklerde yaptiklart ¢alismada ise F. bieneusi pozitif iki kopegin zoonotik karaktere
sahip genotip D ve genotip Peru6 ile enfekte olduklarini belirlemislerdir (Lobo ve ark.,
2006b). Sak ve ark. (2010) kuslar Gzerinde yapmis olduklarn c¢alismada belirledikleri
izolatlari, ITS gen bolgesi sekans analizleriyle F. hellem genotip 1A (AF338367), F.
hellem genotip 3 (AF110328) ve E. cuniculi genotip 11 (GQ422153)’de yer aldigin1 tespit

etmislerdir.

Microsporidialarin enfektif formlan ¢evre sartlarina dayanikli sporlardir. Rezervuar ve
bulas yollar kesin olarak belirflenememistir. Enfekte insanlar, hayvanlar ve su kaynaklar
potansiyel rezervuarlar olarak 6ne ¢ikmaktadir. Enfeksiyonun konaktaki lokalizasyonu
dikkate alindiginda bulas yolunun fekal-oral, solunum veya okiiler enfeksiyonda goze
temas ile olacag degerlendirilmektedir (Anane ve Attouchi, 2010). Gen sekans analizi
caligmalarinda hem insan hem de hayvan konaklarda ayni veya yakin genotiplerin tespit
edilmesi, zoonotik bulas yolu i¢in gii¢li kanitlar saglamistir. Ayrica microsporidiosisli
HIV pozitif bireylerin hayvanlarla yakin temas halinde olduklarini tespit eden ¢aligmalar
mevcuttur. Hayvan-insan bulag yolunun tersine insan-hayvan bulag yolununda mimkiin

oldugu rapor edilmistir (Didier ve ark., 2004; Didier, 2005).
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Sporlarin yiizey ve sulama sularinda varligini tespit eden arastiricilar (Anane ve Attouchi,
2010; Didier ve ark., 2004; Didier, 2005) microsporidialarin su kaynakli bulag
potansiyelinin bulundugunu ve enfekte konaklarin idrar veya digkilar ile sucul sistemleri
kontamine ettigini ortaya ¢ikarmiglardir. Sporlarin ¢evre sartlarina dayanikli olmast ve
boyutlarinin ¢ok kiigiik olmasi nedeniyle standart filtreleme sistemleri ile filtrasyonunun
yapilamamasi parazitin yeni konaklar1 enfekte ederek hayat dongiisiini devam
ettirmesine olanak saglamistir. Microsporidia sporlarinin iyi pisirilmeyen et, balik
(Pleistophora spp.), yesil sebzeler ve cilek gibi meyvelerde de varlig tespit edilmistir
(Anane ve Attouchi, 2010; Didier ve ark., 2004; Didier, 2005).

Bazi kemirgen tiirleri, tavsan ve karnivor konaklarda plasental bulag yolunun mimkiin

oldugu bildirilmigtir (Didier, 2005; Franzen ve Miiller, 1999).

Bergquist ve ark. (1984) seksiiel bulag yolunu aragtirmak amaciyla yaptiklar bir
caligmada, calismaya dahil edilen homoseksiiel bireylerin %33’inde FE. cuniculi

antikorlarin tespit etmislerdir.

Brachiola algerae benzer genotiplerinin insanlar ve sivrisineklerde tespit edilmesi,
Encephalitozoon spp. tirlerinin baz1 kene turlerinin bagirsak ve tukriik bezlerinde de
tespit edilmesi vektor kaynakli bulag yolunun miimkiin olabilecegi konusunda deliller

olmustur (Cali ve ark., 2005; Didier ve ark., 2004; Didier, 2005).

Ulkemizde farkli konaklarda yapilan sinirli arastirmalarda microsporidian parazitlerin
prevalansi belirlenmeye ¢alisilmistir. Karaman (2007) ve Cetinkaya (2014) degisik hasta
gruplarinda yaptiklart calismada sirasiyla %8,5 ve %34,7’sinde, Usluca and Aksoy
(2010) immun yetmez bir ¢ocukta microsporidian parazit varligini belirlemislerdir.
Mumcuoglu ve ark. (2016) akut ve kronik diyare hastasi olan immun normal bireylerde
yaptiklari ¢aligmada modifiye trikrom boyama ile %36,4’iinde, Oguz Kaya ve ark. (2018)
Calcofluor beyazi ve Uvitex 2B kemiluminesans boyama yontemleriyle ishalli 200
hastanin %38,5’inde microsporidian parazit varligini tespit etmislerdir. Duzlu ve ark.
(2019) kopeklerde yapmis olduklar arastirmada orneklerin %12,4’tunde L. intestinalis,
%?2,1’inde E. cuniculi varligin1 molekiler olarak tespit etmislerdir. Kedilerde yapilan bir
caligmada, molekiiler analizlerle orneklerin %5,5’inde E. bieneusi ve %@4,1°inde
Encephalitozoon spp. varligi tespit edildigi raporlanmigtir (Pekmezci ve ark., 2019).
Bilgin (2018) yaptigi calismada Sivas yoresinde saglikli gortinimli farkli yas
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gruplarindaki sigirlarda £. bieneusi prevalansinin %19,3 oldugunu molekiiler olarak

ortaya koymustur.

Microsporidian parazitlerin diinya tizerinde gelismis ve gelismekte olan birgok tlkede
enfeksiyonlara neden oldugu farkli konaklar tzerinde yapilan caligmalar ile ortaya
konmustur (Santin ve Fayer, 2011) (Tablo 2.3). E. bieneusi ITS gen bolgesi analizleri
neticesi konak adaptif genotipler ve zoonotik genotipler olarak iki ana grup belirlenmistir.
Bu genotipler insanlarda, hem insan hem de hayvanlarda, sadece hayvan gruplarinda
rastlanan konak adaptif ve su kaynakli (konag: bilinmiyor) tespit edilen genotipler olarak
dort farkli grupta toplanabilir (Santin ve Fayer, 2009). £. cuniculi ITS gen bolgesi
analizleri neticesi genotip I (tavsan), genotip II (fare), genotip III (kdpek) ve genotip IV
olmak tzere dort genotip grubu belirlenmistir. Bu genotiplerden I, II ve III genotipleri
hem insan hem de hayvanlarda tespit edilmis olup £. cuniculi enfeksiyonlarinin zoonotik
karakterli olabilecegini gostermektedir (Didier ve ark., 1995; Talabani ve ark., 2010). E.
hellem ITS gen bolgesi analizleri neticesi genotip I, genotip II ve genotip III olmak tizere
¢ genotip grubu belirlenmistir (Mathis ve ark., 2005). E. intestinalis ITS gen bolgesi

analizleri neticesi genotipler arasi varyasyon belirlenmistir (Liguory ve ark., 2000).

Tablo 2.3 Insan ve diger hayvan konaklarinda tespit edilen /. bieneusi genotipleri
(Fayer ve Santin-Duran, 2014).

Genotip Sinonim Konak Ulke
CMITS1, |
Insan, at, esek, ,
BEBS, Cin, Fransa, Ingiltere, Gabon,
Type IV kedi, kopek, ,
BEB-var, K, Iran, Hollanda, Nijer, Nijerya,
(AF242478) siyah ay1,
Peru2, ‘ Portekiz, Uganda
sincap, fare
PtEBIIT
WLI11 Insan, kedi,
Peru5 Peru, Kolombiya, Amerika,
(AY237219) kopek, tilki

0

Insan, domuz Almanya, Tayland
(AF267145)




PigEBITS7

Insan, domuz,

Cin, Hindistan, Tayland, Amerika

(AF348475) maymun
Insan, kus,
Peru6 ) ) )
kopek, kedi, Portekiz, Peru, Amerika
(AY371281)
sigir
Insan, maymun,
WL k ilki Cin, Cekya, Amerik
esek, at, tilki, 1, (ekya, Amerika
(AY237223) _
sincap, rakun
Brezilya, Kamerun, Cin, Kongo,
Insan, domuz, | Ingiltere, Gabon, Hindistan, Iran,
CEDbC, .. ..
yaban domuzu, Hollanda, Nijer, Nijerya,
Peru9, o ]
D ) sigir, tilki, Polonya, Portekiz, Peru, Rusya,
PigEBIT9, ‘ , _
(AF101200) sincap, rakun, Tunus, Ispanya, Vietnam,
PtEbV1, ‘ ‘
vl kopek, at, fare, Japonya, Amerika, Abu Dabi,
babun, esek Kolombiya, Cekya, Almanya,
Kenya, Malawi.
50 I f: Cin, Al Cek
nsan, fare in, Almanya, Cekya
(FJ439682)
Esek, insan, )
Peru8 Cin, Peru, Cekya, Almanya,
maymun, ‘
(AY371283) Malawi
tavuk, fare
CZz3 Insan, fare Cekya, Almanya
(GU198951)
C , Fransa, Almanya, Cekya,
Typell Insan L
(AF101199) Portekiz, Isvigre
BEB4 Insan, fare, Cekya, Cin, Arjantin, Glney
CHNI1 ‘ ‘
(AY331008) sigir Afrika, Amerika
Domugz, insan,
EbpA . yaban domuzu, Cin, Cekya, Nijerya, Polonya,
(AF076040) at, fare, sigr, Almanya,

kus




‘ , Cekya, Japonya, Kore, Amerika,
PigITS5 Insan, domuz,
PEbA Almanya
(AF348173) fare
I (AF135836) BEB2, Insan, maymun, | Cin, Arjantin, Cekya, Almanya,
CEbE sigir Kore, Giiney Afrika, Amerika
BEBL I Cin, Arjantin, Al I
nsan, sigir, in, Arjantin, Almanya, Iran,
J (AF135837) CEDbB, _ )
tavuk Kore, Portekiz, Amerika
PtEbX
CHNS3 . .
Insan, sigir Cin
(HM992511)
CHN4 . .
Insan, sigir Cin
(HM992512)
WL12 Insan, kunduz, ' '
Brezilya, Amerika
(AY237220) su samuru
PtEbIL . .
Insan, kusg Portekiz
(DQ425108)
EbpD . C
Insan, domuz Cin, Isvigre
(AF076043)
WL7 . . .
Insan, kunduz Nijerya, Amerika
(AY237215)
Henan-1 Insan, domuz, ‘
Cin, Avusturya
(JF691564) yaban domuzu
Henan-1I1 , )
Insan, domuz Cin
(JF691566)
Henan- . .
Insan, domuz Cin
IV(JQ029727)
Henan-V Insan, maymun, '
Cin
(JQ029728) esek

2.5 Klinik ve Patogenez

Microsporidian parazitler konak viicudunda herhangi bir organ veya dokuya yerlesim

gosterebilmelerine ragmen bazi tirleri konak, organ, doku veya hiicreye tropizm



18

gosterebilmektedirler. Ornegin sindirim sistemine yerlesen tiirlerden £. bieneusi bagirsak
villuslarinin apikal ucuna tropizm gosteritken, F. intestinalis baZirsak villuslarina,
makrofajlara, fibroblastlara ve koryonun endotel hicrelerine de yerlesim
gosterebilmektedir (Anane ve Attouchi, 2010; Conteas ve ark., 2000). Microsporidiosisin
klinik seyri, konagin bagisiklik durumuna ve enfeksiyon bolgesine bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Microsporidian parazit tirleri esas olarak HIV pozitif veya immun
sistemi baskilanmig bireylerde gozlenebilse de yaslilar, ¢ocuklar, turistler gibi immun
normal bireylerde de asemptomatik olarak gozlenebilmektedir. F. bieneusi intestinal
enterositlerin yant sira ince bagirsak lamina propria hticrelerini, safra kesesi ve yollarini,
karaciger hucrelerini, pankreatik kanallari, solunum sistemi epitelyum hucrelerini de
enfekte edebilmektedir (Didier ve ark., 2004; Franzen ve Miiller, 1999). Encephalitozoon
spp. tirleri ise genel olarak makrofajlar, farkli doku ve sistemlere ait epitelyum hiicrelert,
fibroblastlar, safra yollar1 vb. dokulara ait hiicreleri enfekte edebilmelerinin yani sira £.
cuniculi beyin ve bobrek dokularina ait hiicreleri de enfekte edebilmektedir (Weber ve

ark., 1994).

2.5.1. Gastrointestinal Tutulum

Sindirim sistemi enfeksiyonlan siklikla HIV pozitif bireylerde gozlenmektedir. 1zole
edilen turler . bieneusi (en sik), E. intestinalis ve L. cuniculi’dir. Parazitin bagirsak
mukozasina yerlesimi ile epitelyumda yag birikimi, dizlesme, villuslarda atrofi ve emme
yiizeyinde %40’ a kadar azalma meydana gelmektedir. Intestinal microsporidiosisin temel
isareti ishaldir. Digki genellikle sulu, kansiz ve mukus icermez. Ates, istahsizlik, karin
agris1 ve kilo kaybi diger klinik belirtileridir. Ishal immun yetmez konaklarda genellikle
birkag ay surebilirken immun normal bireyler de klinik belirtiler kendi kendini
sinirlayabilmektedir. Nadir de olsa asemptomatik microsporidiosis gozlenebilir (Anane

ve Attouchi, 2010; Costa ve Weiss, 2000; Franzen ve Miiller, 1999).

2.5.2 Okiiler Tutulum

Gastrointestinal tutulumdan sonra en fazla rastlanilan microsporidiosistir. Okiiler
microsporidiosise iki farkl klinik tabloda rastlanmaktadir. Klinik tablolardan ilki immun
yetmez konaklarda gozlenen keratokonjunktivit olup u¢ Encephalitozoon spp. turt de

enfeksiyona neden olmaktadir. Keratokonjunktivit asemptomatik, orta veya siddetli
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olabildigi gibi nadiren kornea ulserasyonu da gozlenebilir. Gozde agri, asirt yasarma,
gorme kaybi diger klinik belirtileridir. Korneal stroma keratit ise saglikli ve immun
yetmez konaklarda agia ¢ikabilmektedir. Enfeksiyonlar Vittaforma cornea, Nosema
ocularum ve Microsporidium spp.’nin neden oldugu olgular seklinde gozlenmistir (Anane

ve Attouchi, 2010; Franzen ve Miiller, 1999; Weber ve ark., 1994).
2.5.3 Hepatik, Uriner ve Pankreatik Tutulum

E. cuniculi kaynakli hepatitis enfeksiyonu ishal, yorgunluk ve kilo kaybi sikayetli,
hepatoselliler nekrozis sonucu 6len 35 yaginda HIV pozitif hastada rapor edilmistir. F.
bineusi ve L. intestinalis kaynakli enfeksiyon HIV pozitif bir hastanin nonparankimal
karaciger hiicrelerinde tespit edilmistir. Uriner sistem enfeksiyonlar konak immun
durumuna bagli olarak asemptomatik olabilecegi gibi, sistit, intestinal nefrit, hematuri,
bobrek fonksiyon bozukluklari gibi semptomlar agiga ¢ikabilmektedir. Uriner sistem
enfeksiyonlart genellikle FEncephalitozoon spp. kaynaklidir.  Trachiplesitophora
antropophthera kaynakli pankreatik enfeksiyon HIV pozitif bireyde F. bieneusi kaynakli
pankreatik enfeksiyon rapor edilmistir (Anane ve Attouchi, 2010; Weber ve ark., 1994;
Yachnis ve ark., 1996).

2.5.4 Serebral Tutulum

Serebral microsporidiosis olgular tiir tanim1 yapilamamis Encephalitozoon spp. kaynakli
iki ¢ocukta rapor edilmistir. Her iki olguda da bas agrisi, bulanti, kusma, spastik
konvulsiyonlar gézlenmis olup idrar ve serebrospinal sivi incelemesinde parazit varlig
tespit edilmistir. F. cumiculi kaynakli serebral microsporidiosis HIV pozitif hastada
belirlenmis, bag agrisi, bulanti, kusma, gérme ve biligsel bozukluklar gibi semptomlar
rapor edilmistir. Dissemine 7rachipleistophora anthropopthers kaynakli serebral
microsporidiosis HIV pozitif iki olgu rapor edilmistir (Costa ve Weiss, 2000; Franzen ve

Muller, 1999; Weber ve ark., 1997).
2.5.5 Pulmoner Tutulum

Pulmoner microsporidiosise diger microsporidial enfeksiyonlara gore daha az

rastlanmaktadir. HIV pozitif hastalarda dissemine Encephalitozoon spp. enfeksiyonunda
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brongiyal epitelyum hucrelerinde ¢ FEncephalitozoon tirine de rastlandigr rapor
edilmistir (Franzen ve Muller, 1999). E. bieneusi kaynakli pulmoner microsporidial
enfeksiyon iki hastada tespit edilmistir (Botterel ve ark., 2002; Franzen ve Miiller, 1999;
Sodqi ve ark., 2004).

2.5.6 Diger Enfeksiyonlar

HIV pozitif iki hastada, tiir tespiti yapilamamis Encephalitozoon spp. kaynakli tretrit ve
siniizit tespit edilen hastalarin idrar, diski ve balgam orneklerinde parazit varlig tespit
edilmistir. F. hellem kaynakli prostat enfeksiyonu HIV pozitif bir hastanin prostat
dokusunda periiiretral abse belirlenmis olup, indirekt fluoresan incelemede parazitin F.
hellem oldugu tespit edilmistir. HIV pozitif, dissemine FE. cuniculi enfeksiyonlu bir
hastanin dili Gzerinde olusan iilserasyonlu bolgeden alinan 6rneklerin molekuler analizler
ve immuno fluoresan boyama ile mikroskobik incelemesinde parazit sporlarinin £.
cuniculi oldugu belirlenmistir. HIV pozitif iki hastanin iskelet sisteminde ve bir hastanin
cildinde ise kutan6z microsporidiosis tespit edilmis olup, her iki olguda da tir tayini

yapilamamistir (Franzen ve Miiller, 1999).

Tablo 2.4 Microsporidialarin yerlestigi dokular ve klinik belirtileri

: Ince bagirsak, safr . . ..
Enterocytozoon & > Satfa Diyare, yetersiz beslenme, kolanyjit,
) : yollari, solunum . .
bieneusi . . rinit, brongit
sistem1
Encephalitozoon Ince bagirsak, safra Diyare, intestinal perforasyon,
infe stinalis yollari, solunum kolanjit, nefrit, dissemine
sistemi, g6z dokusu enfeksiyon, keratokonjonktivit
Hepatit, ensefalit, peritonit, Uretrit,
Encephalitozoon ) ) nefrit, siniizit, sistit,
o Sistemik . L .
cuniculi keratokonjonktivit, dissemine
enfeksiyon
Encephalitozoon Go6z dokusu, Keratokonjonktivit, siniizit, nefrit,
IZIe Tem bobrek, solunum uretrit, sistit, diyare, pneumonia,
sistemi prostatit
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Nosema ocularum Goz dokusu Stromal keratit
Vittaforma cornea Goz do' usy, triner Keratokonjonktivit, Gretrit
sistem
Pleistoph .
ersiopnord Kas dokusu Miyozit
ronneafiei
A liia (Brachiol. . ) ..
nncaliia (Brachiola) Goz dokusu Miyozit, keratokonjonktivit
algerae
Trachipleistophora G0z dokusu, kas Miyozit, keratokonjonktivit, sintizit,
hominis dokusu ensefalit
Trachipleistophora Go6z dokusu, Ensefalit, keratokonjonktivit,
anthropophthera sistemik dissemine enfeksiyon
Mlcrogporzdzum Goz dokusu Stromal keratit
africanum
Mi idi )
ferosporiaiiimn Goz dokusu Stromal keratit
ceylonensis

2.6 immunoloji

Microsporidialar etkin ve gelisen parazitlerdir. Insanlarda enfeksiyona neden olan tiirlerin
buytk kisminin dogal veya deneysel olarak hayvanlarda da enfeksiyona neden olmasi
microsporidiosise karst konak immun yamitin anlagilmasinda 6nem arz etmektedir.
Insanlarda en sik enfeksiyona neden olan Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon
spp. cinsine ait tirlerdir. Ancak FEncephalitozoon spp. tirlerinin, Lnterocytozoon
bieneusi’ye oranla uzun sireli doku kultiriniin bagarili bigimde yapilabilmesi konak-
parazit iligkisinin ve olugan immun yanitin anlagilmasi i¢in model olusturulmasi
calismalarinda FEncephalitozoon spp. turlerinin ozellikle de F. cuniculi’nin daha ¢ok
tercih edilmesine neden olmustur (Desportes ve ark., 1985; Visvesvara, 2002).
Microsporidioisise kargi olusan immun yanit konagin immun durumuna ve parazitin

tirine gore degisiklik gostermektedir. Enfeksiyona kargi konakta spesifik ve spesifik
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olmayan bir¢ok savunma mekanizmasi rol oynamaktadir. Makrofajlar dogal ve adaptif
immun sistemleri arasinda énemli baglant1 fonksiyonuna sahiptir. Yizeylerinde bulunan
orgii tamma reseptorleri (PRR) araciligi ile patojen taninmasinda ve erken cevabin
olugsmasinda oOnemli rol oynamaktadirlar. Patojen taninmast sonucu sitokinler,
kemokinler, nitrik oksit (NO), indiklenmis nitrik oksit sentaz (iNOS) ve radikal oksijen
turleri gibi kemoatraktan mediatorlerin sentezi indiiklenir. Fagositozis konak hiicrenin
diger bir savunma mekanizmasidir. Ancak ¢esitli ¢alismalar microsporidialarin fagozom
ve lizozom fiizyonunu inhibe ettigi ve fagolizozomal kompartmanlarda microsporidian
sporlarin bulundugunu gostermistir (Valencakova ve Halanova, 2012). E. cuniculi
sporlarinin oral yoldan alinmasi sonrasi intraepiteliyal lenfositlerin (IEL) miktarinda hizli
bir artts oldugu tespit edilmistir (Moretto ve ark., 2007). Enfeksiyonun 7. giiniinde IEL
sitotoksik etkili sitokinlerin (IFN-y ve IL-10) artisin1 indiiklemektedir. Niederkorn ve ark.
(1981) vyaptiklart calismada FE. cuniculi enfekte farelerdeki enfekte konak hiicreleri
oldurebilen ve fagositik olmayan dogal oldurtci (NK) hiicreleri aktivitesinin saglikli
farelere gore daha yuksek dizeyde olduklarini tespit etmiglerdir. Microsporidian
enfeksiyonlara karst defensinler ve lizozim gibi konak mukozal sekresyonlarida savunma
mekanizmasinda o6nemli rol oynamaktadir. Ancak farkli tirlerin olusturdugu
enfeksiyonlara karst farkli defensinlerin savunmada rol oynadig ileri sirilmiistiir
(Valencakova ve Halanova, 2012). Arastiricilar microsporidiosise kargt konak immun
yanitin olusmasinda TLR4 tinde 6nemli rol oynadigini ortaya koymuslardir (Lawlor ve
ark., 2010). Microsporidial antijenlere kargt konak himoral immun yanitin 6nemli
komponentleri olan spesifik antikorlarinda enfeksiyon sirasinda tretimlerinin artti8
belirlenmistir. Microsporidiosise kargt antikorlar makrofaj kokenli fagositozu baglatan
opsonik fonksiyonu indiiklerler. Immun saglikli deney hayvanlarinda enfeksiyonun 2.
haftasinda IgG antikor cevabinin olustugu, 5-6. haftalarda en st seviyeye ulastigi ve
yasam boyu sirdiigi tespit edilmistir (Cox ve ark., 1977). Konak savunmasinda hiicresel
immun yanit da énemli rol oynamaktadir. Hiicresel immun yanit CD4" reseptor tagiyan
Th-lenfositler, CD8" reseptor Tc-lenfositler ve CD3" reseptor TCR-of3 tarafindan aktive
edilmektedir. T-lenfosit subtiplerinin hiicresel immun yanitin patojen ile savagindaki roli
agik ve kesin olmakla birlikte fonksiyonlari tam olarak agiklanamamistir. CD4" T-lenfosit
yoklugunun CD8" T-lenfosit indiiksiyonunu etkilemedigi, dolayisi ile immun yanitin

etkilenmedigini spekiile edilmistir. HIV pozitif bireylerde klinik microsporidiosis kan
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CD4" T-lenfosit seviyesini 100/mm?® seviyesinin altina diistiigi belirlenmistir

(Valencakova ve Halanova, 2012).

2.7 Tam

Microsporidiosis tanist digki, duodenal veya safra sulari, idrar, konjonktival strinti,
bronkoalveolar lavaj sivisi, nazal ¢ikartilar veya biyopsi materyalleri gibi klinik
orneklerde microsporidian sporlarin teshisi ile olmaktadir. Digki 6rnekleri enfeksiyonun
erken donem teshisinde onemli yer tutmaktadir. Bahse konu 6rneklerde sporlarin tespiti,
boyutlarinin ¢ok kiigiik olmast nedeni ile kolaylikla gozden kagabilmektedir. Teknolojik
anlamda yasanan geligsmelere paralel olarak yeni boyama tekniklerinin gelistirilmesi ve
molekiiler metotlarin tani ve arastirma laboratuarlarinda yaygin bi¢imde kullaniimaya
baglamasi microsporidiosisin teshisinde olumlu geligsmeler ortaya ¢ikarmistir (Franzen ve

Muiller, 1999).

2.7.1 Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

Microsporidialarin  standart mikroskobik teshisinde elektron mikroskobu 6zellikle
molekiler yontemlerin kullanilmadigi durumlarda kesin sonu¢ vermesi bakimindan
degerlidir. Elektron mikroskobisi ile sporlarin buyuklik, morfoloji, polar tiip sarmal
say1si, proliferatif formlari, bolinme bigimleri belirlenebilmekte, konak hiicre-parazit
iligkileri degerlendirilebilmektedir (Sekil 2.3). Bu teknik diski ve diger viicut sivilarinda
microsporidialarin identifiyesinde bagarili bigimde kullaniliyor olsa da az miktarda 6rnek
kullanilmasindan dolay1 dugtk sensiviteye sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica parazit cins
ve tirlerinin taksonomik siniflandirilmasinda  da elektron mikroskobisinden
yararlanilmaktadir. Ancak bu teknik pahali olmasi, 6n hazirlik agamasinin zaman alict
olmasi, uzman personel gereksinimi vb. dezavantajlart da igerisinde barindirmaktadir

(Weber ve ark., 1994).
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.

Sekil 2.3 £. bieneusi elektron mikroskobu gorintiisii. Oklar ¢ift sira polar tip
sarmalini gostermektedir. https://www.cdc.gov/dpdx/microsporidiosis
(Erigim tarihi: 7 Kasim 2019)

2.7.2 Isik ve Floresan Mikroskobu

Rutin tant laboratuarlarinda microsporidian parazitlerin tanist farklt boyama teknikleri
kullanilarak 151k veya floresan mikroskobisi ile olmaktadir. Ancak bu yontem
enfeksiyonun tanisi i¢in yeterli olsa da cins ve tir ayrimi1 yapilamamaktadir (Franzen ve
Muiller, 1999). Microsporidia spor duvarn protein yapisinda ekzospor ve kitin yapisinda
endospor olmak iizere iki tabakadan olusmaktadir. Spor duvarnin bu o6zelligi
microsporidian sporlarinin gram, giemsa, trichrome ve floresan boyalarla boyanmasina
imkan saglar. Ancak gram ve giemsa boyalari digki ve/veya viicut sivilart gibi klinik
orneklerdeki diger elementler ile sporlar arasinda kontrast olusturamamasindan dolay1

tanida uygun gorilmemektedir. Digki incelemelerinde en yaygin kullanilan boyama
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yontemleri Chromotrope 2R, Calcofluor white M2R ve Uvitex 2B’dir (Ghosh ve ark,,
2014). Weber ve ark. (1992) gelistirdikleri Chromotrope tabanli boyama teknigi klinik
orneklerdeki sporlarin tespiti konusunda 6nemli katkilarda bulunmustur. Bu boyama
teknigi ile sporlar ovoid goriniimli, spor duvan parlak kirmizi/pembe, spor icerigi
saydam, zemin ise mavi veya yesil renkte goriinmektedir. Ayrica polar filament ile
baglanitili ekvatoriyal ¢izgiler de gozlenebilmektedir. Parazit spor duvarinda bulunan
kitini hedef alan Calcofluor white M2R ve Uvitex 2B fluorometrik boyalarda tanida
kullanilabilmektedir. 350-440 nm dalga boylu filtreler kullanilarak, floresan
mikroskobunda spor duvarlart turkuaz-beyaz renkte gézlenmektedir. Calcofluor white
M2R teknigi ile sporlarin canliliklart da tanimlanabilmektedir. Her iki yontemin de

avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (Anane ve Attouchi, 2010; Cetinkaya, 2014).

Microsporidialarin boyutlarinin ¢ok kiigiik olmasi, mikroskobik tan1 6ncesi viicut sivist
orneklerinin santrifiije edilmesi faydali olacaktir. Ancak digski 6rneklerine tan1 Oncesi
farkli konsantrasyon tekniklerinin uygulanmasi konusunda farkli gériisler mevcuttur. Bir
kisim aragtiricilar formalin-etil asetat teknigi veya flotasyon metodunun spor kaybina
neden oldugu ve yanlig tani riskini artirdigini savunmusglardir. Diger bir kisim arastiricilar
ise su-eter sedimentasyon teknigi veya KOH uygulamasi-santrifiij tekniginin spor

miktarini artirdigini savunmuglardir (Franzen ve Miiller, 1999).

2.7.3 Serolojik Yontemler

Microsporidialarin tanisinda Indirekt Floresan Antikor Test (IFAT), Western Blot,
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Immunofloresans Test (IFA) gibi
serolojik testler kullanilmaktadir. Uygulama kolayligi bakimindan IFAT ve ELISA bu
testlerden en yaygin kullanilan testler olmasina ragmen bu testlerin spesifite ve
sensiviteleri net olarak tanimlanamamstir (Franzen ve Miiller, 1999). Immun baskilanma
veya yetersizlik durumlarinda meydana gelebilecek antikor uretimi yetersizligi, diger
turler ile ¢apraz reaksiyon veya non-spesifik reaksiyonlar serolojik tanida yanligliklara
neden olabilecektir (Garcia, 2002). Serolojik testler ile ozellikle £. cuniculi 1gG ve IgM
antikorlar tespit edilebilmektedir. F. bieneusi’nin uzun sireli kultire edilememesi
sonucu antijen gelistirilememesi nedeni ile bu tiire karsi serolojik test bulunmamaktadir.

Insanlarda patojen microsporidialarin (£.bieneusi, Encephalitozoon spp.) baz1 tiirlerine
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karst parazit spor duvari veya polar tiipiine yonelik monoklonal ve poliklonal antikorlar
geligtirilmistir. Bazi arastiricilar bu IFA testinin sensivitesini molekiiler testlerden dugiik
olarak tanimlarken bazi arastiricilar tarafindan esit olarak tanimlanmiglardir (Singh ve

ark., 2005)

2.7.4 Histolojik Yontemler

Microsporidian sporlari rutin histolojik fiksatifler kullanilarak fikse edilmis dokularin
modifiye Chromotrope 2R ve Gram boyama vb. boyama teknikleri ile hazirlanmis doku
preparatlarinda kolaylikla tespit edilebilmektedir (Garcia, 2002). Ozellikle Brown-Brenn
veya Brown-Hopps gram boyama yontemleri ile teshiste avantaj saglamaktadir. Gram
boyama ile boyanan doku kesitlerinide sporlar koyu mavi veya kirmizi renkte boyandigi
belirlenmistir (Franzen ve Muller, 1999). Warthin-Starry (Field ve ark., 1993) gibi giimiig
boyalar veya modifiye kromotrof tabanli trikrom boyamalar histolojik incelemelerde
tercih edilmektedir. Ozellikle Warthin-Starry boyama ile sporlar normal boyutlarina gore
daha buyik olarak gorinebilmektedir (Cetinkaya, 2014). Microsporidian sporlar
hematoksilen-eosin boyama yontemi ile de boyanabilmesine ragmen teshis edilmesinin

zor oldugu bildirilmistir (Marc Orenstein ve ark., 1990).

2.7.5 Hiicre Kiiltiirii ve Hayvan Modeli

Bazi microsporidian tirlerinin in vitro kultiriniin yapilabilmesi konak-parazit iligkisini
anlamamizda, tani ve tir teshisi i¢in immiunolojik ayraglarin gelistirilmesinde ve tedavi
edici antimikrobiyal ajanlarin etkilerinin belirlenmesinde 6nemli faydalar saglamaktadir.
Microsporidialar Vero, RK13, MRC-5, MDCK hiicre hatlarinda basarili bigimde kultiire
edilebilmektedir. F. bieneusi nin ise kisa siireli (6 ay) kiltiire edilebildigi belirlenmistir.
BALB/c ve C57B1/6 atimik farelerin . cuniculi, E. hellem ve V. cornea gibi parazitler
icin intraperitonal enfeksiyon hayvan modelinin yapilabildigi, /. bieneusi enfeksiyonu
icin hayvan modelinin zor oldugu tespit edilmistir (Franzen ve Miller, 1999; Weber ve

ark., 1994).
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2.7.6 Molekiiler Yontemler

Son yillarda teknolojik alanda yaganan gelismelerin bilimsel alanda gosterdigi yansimalar
neticesi klinik tani1 laboratuvarlarinda kullanilan diger tan1 yontemlerine ek olarak ve
ayrica aragtirma laboratuvarlarinda da molekiiler teshis yontemlerinin yaygin olarak
kullanilmasina neden olmustur. Nukleik asit tabanli tan1 yontemleri spesifik ve bir diziye
tamamlayict sentetik DNA molekillerini kullanir. Molekiiler tabanli yontemlerde de
diger tan1 ve teshis yontemlerinde kullanilan klinik ornekler kullanilmaktadir. Bu
orneklerden DNA ekstraksiyonu klasik protokoller ile yapilabilecegi gibi ticari kitler
kullanilarak da yapilabilmektedir. Ancak microsporidian parazitlerin gugli spor duvar
yapisindan dolay1 ekstraksiyon protokollerinde modifikasyonlar yapilmasini zorunlu
kilmakta ve spor duvarnnin fiziksel veya kimyasal ajanlar kullanilarak pargalanmasi
gerekmektedir. Bu amagla %0,5 NaClO, kitinaz, guanidin tiyosiyanat, %10 formalin, 1M
KOH, DTT, CTAB, kaynatma ve cam boncuk kullanim1 gibi islemlerin yapilmasinin
basari oranini artirdig arastiricilar tarafindan rapor edilmistir. Digki 6rneklerinden elde
edilen DNA ekstraktlarinda bulunan PCR inhibitorlerinin inaktivasyonu igin standart
dilisyon iglemi ve guanidin tiyosiyonat kullanilmasinin iglevsel oldugu belirlenmistir

(Boom ve ark., 1990; Fedorko ve ark., 1995; Ombrouck ve ark., 1997).

Microsporidialar diger 6karyotlarla karsilagtirildiklarin da ¢ok kiigiik genoma sahiptirler.
Pulse-Field jel elektroforezi g¢aligmalart neticesi bazi turlerinin haploid genomlart 5.3-
19.5 Mb olarak tespit edilmistir. F. cumiculi haploid genomu 2.9 Mb olarak diger
microsporidia tirlerinden daha kuguktir (Franzen ve Miiller, 1999). Microsporidialar
okaryotik organizmalar olmalarina ragmen rRNA genleri prokaryotik sekans ozellikleri
gostermektedir. rRNA gen bolgesi transkripsiyonu yapilmayan ara bolge ile ayrilan 16S
SSU rRNA ve 23S LSU rRNA genlerinden olusmaktadir. Diger okaryotik tturlerden farkl
olarak microsporidialar 5.8S rRNA gen bolgesi ve genler arast ikinci ara bolge
bulundurmazlar. Ayrica SSU ve LSU rRNA genleri tipik SSU ve LSU rRNA genlerinden

daha kisadir ve ¢esitli universal sekanslardan yoksundur (Vossbrinck ve Woese, 1986).

Microsporidialarin PCR tabanli molekiiler tanisinda SSU rRNA, LSU rRNA, o/B-tubulin,
polar tiip proteini, ITS gen bolgesi ve actin gen bolgesi gibi gen bolgelerini amplifiye
eden primerler kullanilmaktadir (Cetinkaya, 2014; Weber ve ark., 1994). Microsporidian

genomu rRNA gen bolgesinin korunmus ve degisken gen bolgelerinin sekans dizilerinin
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bilinmesi, PCR tabanli ¢aligmalarda microsporidian tir spesifik veya genel primer
setlerinin dizayn edilmesine olanak saglamistir. Bazi primer setleri ile c¢ogaltilan
amplikonlarin restriksiyon enzimleri ile daha kiigiik pargalara ayrilmasi ile tiir tayini net
olarak yapilabilmektedir (Franzen ve Miller, 1999). E. bieneusi ve Encephalitozoon spp.
tirlerinin PCR tabanli tanisinda kullanilan tur spesifik ve genel primer 6rnekleri Tablo

2.5’te verilmistir.

Tablo 2.5 Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon spp. tanisinda kullanilan tir
spesifik ve genel primer ¢iftleri

= s E
872 2 -
T 25 2 &
Primer cifti sekansi (5’-3°) Primer Tiir T X £ B <| Referans
== < Z
5’-GAAACTTGTCCACTCCTTACG-3’ EBIEF1 SSU (da Silva ve
E. bieneusi 607
5’-CCATGCACCACTCCTGCCATT-3” EBIER1 rRNA ark., 1996)
SSU (Coyl
oyle ve
rRNA,
ark., 1996;
5-TCAGTTTTGGGTGTGGTATCGG-3° Eb.gc ISR,
210 Franzen ve
5°.GCTACCCATACACACATCATTC-3’ Eb.gt E biencusi LSU
Miiller,
rRNA
1999)
5> TTTCGAGTGTAAAGGAGTCGA-3’ SINTF1 SSU (Da Silva ve
E. intestinalis 520
5-CCGTCCTCGTTCTCCTGC-3” SINTR RNA ark., 1997)
5 TGAGAAGTAAGATGTTTAGCA-3 Ehel-F Ssu (Franzen ve
E. hellem 547
5’-GTAAAAACACTCTCACACTCA-3’ Ehel-R RNA Miiller,
1999)
(Franzen ve
5-ATGAGAAGTGATGTGTGTGTGCG-3’ Ecun-F SSU
E. cuniculi 549 Miiller,
5’-TGCCATGCACTCACAGGCATC-3’ Ecun-R rRNA
1999)
PMP1 E. bieneusi,
5’-CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC-3’ SSU 250,268- (Fedorko ve
(V1) Encephalitozoon
5-CCTCTCCGGAACCAAACCTG-3” rRNA 279 ark., 1995)
PMP2 spp.
E. bieneusi,
5’-CACCAGGTTGATTCTGCC-3’ C1 SSU (Raynaud ve
Encephalitozoon 1200
5’-GTGACGGGCGGTGTGTAC-3’ C2 RNA ark., 1998)
spp.
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(Katzwinkel-
5 TGAATGKGTCCCTGT-3’ SSU Wladarsch
, MSP1 ve ark.,
5’GGAATTCACACCGCCCGTCRY 7 cumiculi [RNA.
TAT-3’ MSP3 1997,
E. intestinalis ISR, 289-305
5-GTTCATTCGCACTACT-3’ MSP2A Katzwinkel-
5"CCAAGCTTATGCTTAAGTCCAGG MSP4A E- hellem LSU Wiadarsch
GAG-3’ rRNA
ve ark.,
1996)
5-CCAGGUTGATUCTGCCUGACG-3’ .
Mic3U
5-TUACCGCGCCUGCUGGCAC-3’
Mic421U SSU (Kock ve
5-AAGGAGCCTGAGAGATGGCT-3’ _ E.bieneusi 132
Mic3U rRNA ark., 1997)
5-CAATTGCTTCACCCTAAGGTC-3’
Mic421U

PCR yontemi sayesinde filogenetik olarak korunmug gen bolgelerinin amplifiyesi ve
sekans analizlerinin yapilmasi ile tirlerin filogenetik karakterizasyonu ve zoonotik
potansiyelleri ile ilgili veriler saglamaktadir (Weiss ve Vossbrinck, 1999). Bazi
aragtiricilar tarafindan microsporidialarin floresans boyalar veya floresan isaretli problar
kullanilan SYBR Green Real Time PCR (RT-PCR) metodu kullanilarak tanisinin
yapilabildigi ile ilgili yayinlar bulunmaktadir (Polley ve ark., 2011). Floresan isaretli
problarin kullanildigr ve komplementer niikleik asit dizilerine baglanmasi esasina dayali
floresan in situ hibridizasyon (FISH) metodununda microsporidialarin tanisinda
kullanilabilir oldugu belirlenmistir. Ancak FISH metodunun is giicii gerektirmesi ve
zorlugunun yani sira PCR metoduna gore sensivitesinin dusik olmasi yontemin
dezavantajlaridir (Procop, 2007). Microsporidialarin klinik tani1 laboratuvarlarinda
kullanilan 151k mikroskobisi yontemi ile molekiiler tabanli PCR metodunun sensivitesini
ve spesifitesini belirlemek amaciyla yapilan bir aragtirmada ortak 50 digk1 6rnegi iki grup
laboratuarda, iki farklt yontem ile incelenerek kargilagtinilmig, 151tk mikroskobisi
yonteminin sensivitesini %54 spesifitesini %95 PCR metodunun sensivitesini %67

spesifitesini %98 olarak tespit etmiglerdir (Rinder ve ark., 1998).

2.8 Tedavi

Microsporidialar omurgali ve omurgasiz canlilar olmak iizere genis konak araliina sahip

canlilardir. Microsporidian sporlarin su kaynaklarint yani sira vahsi, evcil ve ¢iftlik
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hayvanlarinda da tespit edildigi bildirilmistir. ~ Arasgtirmalar  gastrointestinal
microsporidiosiste immun fonksiyonlarin iyilesmesinin klinik semptomlarin iyilesmesi,
patojen eleminasyonu ve intestinal yapinin normalizasyonu ile sonuglandigini
gostermistir (Foudraine ve ark., 1998; Goguel ve ark., 1997). Insanlarda enfeksiyona
neden olan baz1 microsporidia tiirleri in vitro konak hticrelerinde kultiire edilebilirken, £.
bieneusi nin uzun sureli in vitro kultira yapilamamaktadir. Bu nedenle antimicrosporidial
ajanlarin in vitro testlerinde Encephalitozoon spp. ve V. cornea turleri kullanilmaktadir.
Microsporidiosisin in vitro ve in vivo tedavi aragtirmalarinda albendazol ve fumagilin
uzun sureli ve en fazla tedavi edici etki gosteren maddeler olmuslardir. Bunlarin yaninda
metronidazol, itrakanazol, thalidomid, TMP-SMX, atovaquone gibi kemoterapik ajanlar
da kullanilmaktadir (Aarons ve ark., 1994; Blanshard ve ark., 1992; Conteas ve ark.,
2000; Costa ve Weiss, 2000; Molina ve ark., 2002).

Albendazol, [B-tubulin  kolsisin  baglanma  bolgesine  baglanarak  tubulin
polimerizasyonunu inhibe ettigi ve hiicre boliinmesini durdurarak etki gosterdigi
belirlenmigtir.  Albendazolin FEncephalitozoon spp. turlerinin  neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde etkili olurken, F. bieneusi’nin neden oldugu enfeksiyonlarda
etkisinin sinirli oldugu tespit edilmistir. . bieneusi ve Vittaforma sp. turleri B-tubulin
amino asitlerinin albendazole karst direngli oldugu raporlanmistir (Akiyoshi ve ark.,

2007; Franzen ve Salzberger, 2008).

Fumagilin ilk kez 1949 yilinda Aspergillus fumigatus ta identifiye edilmistir. Fumagilin,
ovacilin ve analoglart TNP470 parazitin Methionine Amino Peptidase 2 (MetAP2)
inhibitora olduklart belirlenmigtir. Memeli hiicrelerinin aksine microsporidialar MetAP1
geni igermezler ve MetAP2 enzimi parazitin hayat dongiisiinde elzemdir. Fumagilin ve
tirevlerinin £. bieneusi ve Nosema apis kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde umut verici
oldugu ileri surtilmistir (Didier, 1997; Didier, 2005; Han ve Weiss, 2018; Katznelson ve
Jamieson, 1952).

2.9 Korunma ve Kontrol

Immun sistemi baskilanmis, HIV pozitif veya organ nakli hikayesi olan bireylerde
microsporidiosis firsat¢t patojen olarak hayati tehlike riskleri tagiyabilmektedir. Bu

durumda olan kigilerin kisisel hijyen kurallarina riayet etmesi, siselenmis veya
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kaynatilmig su tuketmesi, yiyeceklerin iyi yikanmast ve/veya pisirilmesine dikkat

etmeleri gerekmektedir.

Microsporidian parazit spor duvarinin yapist dikkate alindiginda dig ortam sartlarina
olduk¢a dayanikli olduklart ve uzun siire canliliklarint siirdurebildikleri bilinmektedir.
Standart filtrasyon teknikleri microsporidian sporlarint filtre edememektedir. Tiiketilen
sularin en az 5 dakika kaynatilmasimin £. cuniculi sporlarin oldirdagi tespit edilmistir.
%70 Etanol (30 dk), %1 Formaldehit, Fenolik bilesikler, %2 Lysol, %1 H20, ve NaOH
iceren dezenfektanlarin sporlar1 6ldirdiagi rapor edilmistir. Laboratuvar ekipmanlarinin
120 °C’de 15 dakika otoklavi, ozon, UV ve Gamma radyasyonu uygulamalarinin da
sterilizasyon sagladigi belirlenmigtir (Didier, 2005; Didier ve ark., 2005; Weber ve ark.,
1994).

Yiyecek icecek hizmet sektorinde faaliyet gosteren kuruluglarin hijyen ve sanitasyon
kurallarina uymasi, denetleyici mekanizmalar gelistirmesi gerekmektedir. Belediyeler ve
sorumlu kamu kuruluslarinin kat1 ve sivi atik drenaji ve bertarafinin standartlara uygun
bicimde yapilmasini saglamasi, i¢gme sularina atik sularin karigmasinin 6nlenmesi
microsporidiosisin yayginliginin 6nlenmesi bakimindan énem arz etmektedir. Hayvan
ciftliklerinde atik drenajlarinin iyi yapilmasi, hasta veya stpheli hayvanlarin siriiden

ayrilmasi ve tedavilerinin yapilmasinin hastaligin yayilmasini 6nleyici tedbirler olacaktir.

2.10 Tavukculuk Sektorii

Yumurta ve beyaz tavuk eti giinliik beslenme aligkanliklarimizda 6nemli yer tutmaktadir.
Yumurta igerigindeki protein, vitaminler ve mineraller bakimindan 6nemli bir besin
maddesidir. Ayrica yumurta yag oraninin dusiklugi, risk faktorli hasta gruplarinda
giivenle tiikketilmesini saglamaktadir. Onemli hayvansal protein kaynag olan beyaz tavuk
eti yag igeriginin diger et cesitlerine gore dusik olmasi ile diyabetik 6zellik
gostermektedir (Kovacs-Nolan ve ark., 2005). Fiyatinin diger et gesitlerine gore daha
uygun olmasi tercih edilebilirligini de artirmaktadir. Hem yumurta hem de beyaz tavuk
eti Ulkemiz igin 6nemli iiretim ve ihracat sektoriidiir (Tablo 2.6). Ticari iiretime ek olarak
halk elinde bireysel ihtiyaglarin kargilanmast amaciyla veya hobi amagli yetistiriciliginin

yapiliyor olmast kanatlilarda hastalik etmeni patojenlerin yayginliginin belirlenmesi,
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etkin onleyici tedbirlerin alinmasi, uygun micadele ve tedavi stratejilerinin belirlenmesi

bakimindan 6énem arz etmektedir.

Tablo 2.6 Ulkemiz 2018 yil1 yumurta ve beyaz et iiretim ve tilketim miktarlar
https://www.yum-bir.org (Erigim tarihi: 7 Kasim 2019)

Tavuk Varllgl I“Jretim miktarl Tﬁketim miktal‘l .
. Thracat
(bin adet) (yillik) (kisi bas)
Yumurta 124,055 22,3 milyar adet 224 adet 430 milyon $
Beyaz et 229,507 ~2 milyon ton 21,5kg 626 milyon $

2.11 Microsporidia ve Diger Patojenik Etkenlerle Koenfeksiyonlar; Salmonella

spp. Enfeksiyonlar:

Diyareal hastaliklar ve sindirim sistemi bozukluklar1 40’tan fazla bakteriyel, parazitik ve
viral patojenler tarafindan meydana getirilmektedir (Becker ve ark., 2013). Microsporidia
etkenleri ile enfeksiyonlarin diger bazi onemli kanatli patojenleri ile birlikte seyir
gosterdigi cesitli aragtirmalarda gosterilmigtir (Weber ve ark., 1999). Bu patojenler
arasinda Salmonella enterica Serovar Typhimurium 6zellikle insanlar, ¢iftlik hayvanlar
ve tavuklarda su veya yiyecek yolu ile bulasir ve akut gastrointestinal enfeksiyonlara
neden olmasiyla 6nem arz etmektedir. Diistik hijyen kosullari, yetersiz beslenme, immun
yetmezlik vb. kosullar protozoan ve helmintik parazitlerin yayilmasinda onemlidir
(Supali ve ark., 2010). Bahse konu kosullarda yasayan konaklarda koenfeksiyonlar
oldukg¢a yaygindir.

Su ve ark. (2014) farelerde yaptiklar1 bir ¢aligmada helmint enfeksiyonu ile bozulmusg
immun sistemin Salmonella spp. enterokolit koenfeksiyon siddetinin artmasina neden

oldugunu bildirmiglerdir.
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Schneeberger ve ark. (2016) insan digkilarindan ¢oklu enfeksiyonlarin metagenomik
diyagnozu amaciyla yaptiklar bir ¢alismada 1srarct diyareli ve microsporidiosisli 4

hastanin 3’iinde (%75) salmonellosis tespit edilmigtir.

Park ve ark. (2008) tarafindan deneysel olarak FKimeria maxima ve Clostridium
perfringens koenfeksiyonu olusturulan etlik pili¢ (broyler) tavuklarda immunopatoloji ve
sitokin cevabini incelemistir. Arastirma sonucunda patojenlerin tek baslarina
olusturduklart sitokin/kemokin cevabina kiyasla koenfeksiyonda olusan daha yiiksek
sitokin/kemokin cevabinin daha siddetli bir hastalik fenotipi olusturdugunu tespit

etmislerdir.

HIV-seropozitifli hastalara ait digkilarin incelenmesi neticesi 32 microsporidiosisli
hastadan; iki hastada Mycobacterium avium-Mycobacterium intracellulare kompleksi,
yedi hastada Cryptosporidium parvum, bir hastada Salmonella spp. (%3,1), bir hastada
Ascaris lumbricoides yumurtast ve bir hastada ise giardiozis tespit edildigi bildirmistir

(Ferreira ve ark., 2001).

Koger (2016) tarafindan yapilan bir ¢calismada Kayseri yoresinde bir tavuk ¢iftliginde
enfestasyona neden olan Dermanyssus gallinae populasyonlarinin Salmonella spp.
vektorluk potansiyelleri incelenmis ve 32 6rnek igerisinden 9 (%23,7) érnekte Salmonella

spp. pozitifligi molekiiler olarak belirlenmistir.

Yapilan aragtirmalar dikkate alindiginda immun yetmez konaklarda firsatgr patojen
microsporidialarin  diger patojenler tarafindan enfekte veya enfeste konaklarda
olusturulan immun yetmezlik durumundan faydalanarak, konaklarda koenfeksiyon
yapabilme potansiyellerinin bulundugu spekiile edilebilir. Bu amagla ¢aligma sahasinda
ornekleme yaptigimiz tavuklarda F. bieneusi ve Encephalitozoon spp. parazit tirleri ile
Salmonella spp. turlerinin olusturabilecegi koenfeksiyon potansiyelinin ve prevalansinin
tespit edilmesi, gelistirilecek koruyucu ve tedavi edici stratejilerin olusturulmasinda énem

arz etmektedir.



3.GEREC VE YONTEM

3.1 Saha Calismalan

3.1.1 Arastirma Sahasi ve Orneklerin Toplanmasi

Calisma kapsaminda 2018-2019 yillart arasinda Kayseri, Kirsehir ve Nevsehir merkez ve
koylerinde halk elinde, yumurtaci tavuk ve broyler isletmelerinde yetistiriciligi yapilan
saglikli gorinimli veya hasta gorunimlia tavuklardan diskt 6rnekleri toplanmigtir.
Ornekleme lokaliteleri Sekil 3.1°de verilmistir. Ornekleme periyodu boyunca halk elinde
serbest gezen, yumurtact ve broyler tavuklardan 300 digki 6rnegi, diskilamay: takiben
gozetim altinda taze olarak digkinin yere temas etmeyen tst kismindan alinmigtir (Sekil
3.2). Halk elinde yetistiriciligi yapilan (Sekil 3.3) ve serbest gezen tavuk kiimeslerinden
(Sekil 3.4) kiimes i¢i ve gezinti alanlarindan, yumurtaci tavuk igletmelerinde kafes
altliklarindan (Sekil 3.5), broyler isletmelerinde ise gezinti alanlarindan (Sekil 3.6)
ornekleme yapilmistir. Toplanan digki 6rneklerinin morfolojik karakterleri ve protokol

kayitlart yapildiktan sonra soguk zincir altinda laboratuvara intikalleri saglanmistir.

Halk elinde bireysel ihtiyaglart karsilamak veya hobi amaciyla yetistirilen tavuklarin yag
ozellikleri yetistiriciler tarafindan tahmini olarak verilmis, 1rk karigik (Lohman, Lohman
Brown, Atak-S, Sussex, Leghorn gibi) kiimeslerin ¢ok olmast ve melez irklarin bulunmasi
nedeniyle irk 6zellikleri net olarak belirlenememistir. Ayrica iilkemizde son yillarda sik¢a
rastlanan serbest gezen tavuk yumurtasi tGretimi ve satigt amaciyla kurulan kiimeslerden
de ornekleme yapilmigtir. Kayseri ve Kirgehir yoresinde broyler isletmesi
bulunmamasindan dolay1 6rnekleme yapilamamig olup, Nevsehir yoresinde faaliyet

gosteren bir broyler igletmesinden 6rnekleme yapilmistir.



Sekil 3.1 Ornekleme lokaliteleri

Sekil 3.2 Digki 6rneklemesi (Orijinal)



Sekil 3.3 Halk elinde yetistirilen tavuk kiimesi (Orijinal)
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Sekil 3.4 Serbest gezen tavuk yumurtasi tretim kiimesi (Orijinal)



Sekil 3.6 Broyler isletmesi (Orijinal)
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3.2 Laboratuvar Analizleri

3.2.1 Diski Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Soguk zincir altinda laboratuvara intikal ettirilen ve -20 °C’de saklanan digki

orneklerinden genomik DNA izolasyonlarr, QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen,

Germany) ve QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Germany) kullanilarak, kit

protokollerinde modifikasyonlar yapilarak yapilmistir.

- QTAamp DNA Stool Mini Kit kullanilarak gDNA izolasyonu,

1.

10.
11.

12.
13.

Oda sicakligindaki digki 6rneklerinden ~200 mg tartilarak steril 2 ml ependorf
tiplerine alinmigtir.

Orneklerin her biri tizerine 1,4 ml Buffer ASL eklenerek, 6rnek tiip igerisinde
tamamen homojenize olana kadar vorteksleme iglemi yapilmigtir.
Vorteksleme iglemi sonrast 6rneklerin daha iyi stispanse olmalarint saglamak
amactyla ornekler QIAGEN TissueLyser LT cihazinda 1 dk isleme tabi
tutulmustur.

Ornek siispansiyonlart spor duvarinin kirilganligini artirmak amaciyla 5
siklus, 1 dk olacak sekilde kaynar su — siv1 azot igerisinde tutulmustur.

Ornek siispansiyonlart termal blok igerisinde 95 °C’de, 10 dk inkiibe
edilmistir.

Ornek siispansiyonlar1 15.000 rpm’de, 1 dk santrifiij edilerek istenmeyen
partiktller pellet halinde ¢oktirilmustir.

Her bir 6rnekten 1,2 ml stpernatant alinarak 2 ml ependorf tlplerine
eklenmigtir.

Her bir 6rnek tzerine 1 adet Inhibitex tablet eklenerek vortekslenmistir.
Ornekler oda sicakliginda 1 dk inkiibe edilmistir.

Ornekler 15.000 rpm’de 3 dk santrifiije edilmistir.

Yeni 1,5 ml ependorf tuplerine 15 pl proteinaz K eklenerek 10. basamakta
elde edilen siipernatanttan 200 ul eklenmistir.

Suspansiyon tizerine 200 pl Buffer AL eklenmig ve 15 sn vortekslenmisgtir.
Ornekler sicak su banyosunda 70 °C’de 15 dk inkiibasyona birakilmis olup,
her 5 dakikada bir vortekslenmisgtir.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
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Inkiibasyon sonrast siispansiyon iizerine 200 pl Etanol (%96-100) eklenmig
ve karigim vortekslenmigtir.

Kapaklar etiketlenen spin kolonlar yeni 2 ml toplama tiplerine alinmig ve
ornek siispansiyonlari kolon igerisine aktarilmistir. Daha sonra 15.000 rpm’de
1 dk santrifiije edilmistir.

Santriftijleme iglemi sonrasi spin kolonlar yeni 2 ml toplama tiplerine alinmus,
tzerlerine 500 pl Buffer AW1 eklenmistir. 15.000 rpm’de 1 dk santrifiije
edilmistir.

Spin kolonlar yeni 2 ml toplama tiiplerine transfer edilmis, tizerlerine 500 ul
Buffer AW2 eklenmigtir. 15.000 rpm’de 3 dk santrifiije edilmisgtir.

Spin kolonlar yeni 2 ml toplama ttplerine transfer edilmis, iizerlerine ekleme
yapilmadan 15.000 rpm’de 1 dk santrifiije edilmigtir.

Spin kolonlar etiketlenmis 1,5 ml ependorf tiiplere transfer edilerek tizerlerine
50 ul Buffer AE eklenmistir. Oda sicakliginda 1 dk inkiibasyona birakilan
kolonlar 15.000 rpm’de 1 dk santrifije edilerek gDNA elusyonu elde
edilmistir.

Elde edilen gDNA elusyonlari sonraki iglemler i¢in -20 °C’de saklanmugtir.

- QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit kullanilarak gDNA izolasyonu;

1.

Oda sicakligindaki digki 6rneklerinden ~200 mg tartilarak steril 2 ml ependorf
tiplerine alinmigtir.

Orneklerin her biri iizerine 200 ul Inhibitex Buffer eklenerek, érnek tiip
igerisinde tamamen homojenize olana kadar vorteksleme iglemi yapilmigtir.
Vortekleme islemi sonrast ¢rneklerin daha iyi siispanse olmalarini saglamak
amaciyla ornekler QIAGEN TissueLyser LT cihazinda 1 dk isleme tabi
tutulmustur.

Ornek siispansiyonlart spor duvarinin kirilganligini artirmak amaciyla 5
siklus, 1 dk olacak sekilde kaynar su — siv1 azot igerisinde tutulmustur.

Oda sicakligindaki 6rnek siispansiyonlarina 800 pl Inhibitex Buffer eklenerek
toplam hacim 1 ml’ye tamamlanmistir. Homojenizasyon saglamak amaciyla 1

dk boyunca vortekslenmistir.
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6. Ornek siispansiyonlart 15.000 rpm’de 1 dk santrifiije edilerek istenmeyen
partiktller pellet halinde ¢oktirilmustir.

7. Yeni 2 ml ependorf tiplerine 25 pl proteinaz K eklenmistir. Tiipler tizerine 6.
basamaktaki stipernatanttan 600 ul eklenmisgtir.

8. Tupler tizerine 600 ul Buffer AL eklenerek 15 sn vortekslenmigtir.

9. Ornekler sicak su banyosunda 70 °C’de 15 dk inkiibasyona birakilmis olup,
her 5 dakikada bir vortekslenmisgtir.

10. Inkiibasyon sonrast siispansiyon tizerine 600 ul Etanol (%96-100) eklenmis
ve karigim vortekslenmigtir.

11. Kapaklar etiketlenen spin kolonlar yeni 2 ml toplama tiiplerine alinmig ve 600
ul 6rnek lizatlart kolon igerisine aktarilmistir. Daha sonra 15.000 rpm’de 1 dk
santrifije edilmigtir.

12. 11. basamak islemi 6rnek lizatlar1 bitinceye kadar devam edilmistir.

13. Santriftijleme iglemi sonrasi spin kolonlar yeni 2 ml toplama tiplerine alinmus,
tzerlerine 500 pl Buffer AW1 eklenmistir. 15.000 rpm’de 1 dk santrifiije
edilmistir.

14. Spin kolonlar yeni 2 ml toplama tiiplerine transfer edilmis, tizerlerine 500 pl
Buffer AW2 eklenmigtir. 15.000 rpm’de 3 dk santrifiije edilmisgtir.

15. Spin kolonlar yeni 2 ml toplama tiiplerine transfer edilmis, tizerlerine ekleme
yapilmadan 15.000 rpm’de 3 dk santrifiije edilmistir.

16. Spin kolonlar etiketlenmis 1,5 ml ependorf tiplere transfer edilerek tizerlerine
50 pl Buffer ATE eklenmistir. Oda sicakliginda 1 dk inkiibasyona birakilan
kolonlar 15.000 rpm’de 1 dk santrifije edilerek gDNA elusyonu elde
edilmistir.

17. Elde edilen gDNA elusyonlart sonraki iglemler i¢in -20 °C’de saklanmistir.

3.2.2 gDNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Elde edilen gDNA elusyonlarinda DNA izolasyon etkinligini belirlemek amaciyla Qubit®
Fluorometric Quantitation (Life Technologies) cihazinda gDNA (ng/ul) miktarlan
olgtilmiistiir. Izolasyonu yapilan orneklerden rastgele segilen 10 ornekte 6lgiim

yapilmustir.
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1. 10 ornek, standart I, I ve microsporidia pozitif gDNA olmak tizere toplam 13
olgtim igin 2587 pl Qubit® dsDNA BR Buffer iizerine 13 ul Qubit® dsDNA
BR Reagent eklenerek working solution hazirlanmisgtir.

2. Standart I ve II solisyonlart hazirlamak i¢in kapag etiketli her bir 0,5 ml
ependorf tiiplerine 190 ul working solution eklenmistir.

3. Standart I soliisyonu igin 10 pl Qubit® dsDNA BR Standart 1 eklenerek son
hacim 200 pl’ye tamamlanmistir.

4. Standart II soliisyonu igin 10 pl Qubit® dsDNA BR Standart 2 eklenerek son
hacim 200 pl’ye tamamlanmistir.

5. Ornek soliisyonlarim hazirlamak igin kapag etiketli her bir 0,5 ml ependorf
tiplerine 198 ul working solution eklenmistir.

6. Her bir 6rnek gDNA elusyonundan ve pozitif kontrol 6rneginden ttplere 2 pl
ornek eklenerek son hacim 200 pl’ye tamamlanmistir.

7. Tupler disik hizda vortekslenerek homojenizasyon saglanmuistir.

8. Bitun tipler oda sicakliginda 2 dk inkiibasyona birakilmistir.

9. Qubit® Fluorometer cihazindan dsDNA Broad Range meniisi segilerek
standart solusyonlar ve ornekler okutulmus, gDNA (ng/pl) miktarlar

belirlenmistir.

3.2.3 E. bieneusi rRNA Internal Transcribed Spacer (ITS) Gen Bolgesinin
Amplifikasyonu

Diski orneklerinden elde edilen gDNA elusyonlarinda F. bieneusi pozitifligi, ribozomal
ITS gen bolgesini spesifik olarak amplifiye eden primer ¢iftleri kullanilarak iki basamakli
Nested-PCR analizi ile test edilmistir. Bu amagla Nested-I PCR analizinde EBITS3 (5°-
GGTCATAGGGATGAAGAG-3’) ve EBITS4 (5’-TTCGAGTTCTTTCGCGCTC-3%)
primerleri, Nested-1I PCR analizinde EBITS1 (5’-GCTCTGAATATCTATGGCT-3) ve
EBITS2.4 (5-ATCGCCGACGGATCCAAGTG-3’) primerleri kullanilarak ITS
bolgesini butiin olarak igeren yaklagik 390 bp ribozomal bolge amplifiye edilmistir
(Buckholt ve ark., 2002). Nested-I PCR ve Nested-II PCR analizlerinde kullanilan termal
profil Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1 F. bieneusi pozitifligini belirlemek amaciyla kullanilan primer giftleri ve
termal profil

Nested-I PCR Nested-II PCR
Primer Primer
Termal Profil Termal Profil
ciftleri ciftleri
EBITS3 | g950¢ 4.4k EBITST | 950¢ -4 gk
95°C -30sn 95°C -30sn
47°C-30sn 35dongi 46 °C -30sn 30 dongi
72 °C-1dk 72 °C-1dk
EBITS4 | 72°C-10dk EBITS2.4 | 72 °C - 10 dk
12°C - 12°C -

Her iki basamaktaki PCR analizleri de steril kabin igerisinde, DNase/RNase free tlip ve
pipet uglart kullanilarak yapilmistir. PCR reaksiyon karigtmi 25 ul son hacim olacak
sekilde Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific), 0,4
uM primer ¢ifti ve 10-20 ng gDNA ve DNase/RNase free dH,O kullamlarak
hazirlanmigtir. Nested-II PCR analizinde kalip olarak Nested-I PCR amplikonlarindan 1
ul kullanilmagtir.

3.2.4 Encephalitozoon spp. rRNA Internal Transcribed Spacer (ITS) Gen
Bolgesinin Amplifikasyonu

Diski 6rneklerinden elde edilen gDNA elusyonlarinda Encephalitozoon spp. pozitifligi,
rRNA SSU ve rRNA LSU gen bolgesini spesifik olarak amplifiye eden primer ¢iftleri
kullanilarak iki basamakli Nested-PCR analizi ile test edilmistir. Bu amagla Nested- PCR
analizinde MSP-1 (5’-TGAATGKGTCCCTGT-3") ve MSP-2A (5-
TCACTCGCCGCTACT-3") primerleri, Nested-Il PCR analizinde MSP-3 (5°-
GGAATTCACACCGCCCGTCRYTAT-3") ve MSP-4A (5-
CCAAGCTTATGCTTAAGTYMAARGGGT-3") primerleri kullanilarak yaklagik 289-
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305 bp ribozomal bolge amplifiye edilmistir (Katzwinkel-Wladarsch ve ark., 1996).
Nested-I PCR ve Nested-II PCR analizlerinde kullanilan termal profil Tablo 3.2°de

verilmigtir.

Tablo 3.2 Encephalitozoon spp. pozitifligini belirlemek amaciyla kullanilan primer
ciftleri ve termal profil

Nested-1 PCR Nested-II PCR
Primer Primer
cifleri Termal Profil cifleri Termal Profil
MSP-I 1 95 0¢ - 4 gk MSP-3 1 950¢ - 4 dk
95°C-30sn 95°C-30sn
40 °C-30sn 35dongi 57°C-30sn 34 dongi
72°C-1dk 72°C-1dk
MSP-2A | 72°C-10dk MSP-4A | 72°C - 10 dk
12°C - 12°C -

Her iki basamaktaki PCR analizleri de steril kabin igerisinde, DNase/RNase free tlip ve
pipet uglar kullanilarak yapilmistir. PCR reaksiyon karigimi 25 pl son hacim olacak
sekilde Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific), 0,4
uM primer ¢iftt ve 10-20 ng gDNA ve DNase/RNase free dH,O kullanilarak
hazirlanmistir. Nested-1I PCR analizinde kalip olarak Nested-I PCR amplikonlarindan 1
ul kullanilmagtir.

PCR analizlerinin her basamaginda gecerlilik ve kontaminasyon kontrolii amaciyla
pozitif kontrol olarak Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
Dalinda bulunan referans microsporidia gDNA izolatlari, negatif kontrol olarak ise
DNase/RNase free dH20 kullanilmistir. PCR amplikonlarinin elektroforetik ayriminin
yapilmast amaciyla yatay elektroforez tanki (BioRad) kullanilmigtir. 1X
konsantrasyonunda TAE (Tris-Acetate-EDTA) kosturma tamponu ve %1,5 agaroz jeli
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(SIGMA) hazirlamak i¢in kullanilmigtir. PCR amplikonlart ethidium bromide (10 mg/ml,
SIGMA) ile boyanmis %1,5 agaroz jelinde 130 V akimda 30 dk elektroforetik ayrima tabi
tutulmustur. Referans marker olarak GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific)

kullamlmistir. Islem sonrasi agaroz jel Gene Snap/Syngene analiz programi ile

gorintilenip analiz edilmigtir.

3.2.5 Pozitif PCR Amplikonlarin Agaroz Jelden Ekstraksiyonu

Agaroz jelinde elektroforetik ayrima tabi tutulan amplikonlarin jel ekstraksiyon iglemi

GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) protokoliinde ufak modifikasyonlar ile

yapilmustir.

10.

11.

PCR analizi neticesi pozitif belirlenen amplikonlar agaroz jeline her kuyucuga
10 ul hacimde olacak sekilde ¢ift kuyucuk yiiklenmistir.

Kosturma sonrasi steril bistiri yardimi ile bantlar jelden kesilerek ayrilmig ve
1,5 ml ependorf tiplerine alinmigtir.

Kesilen jelin agirligi hassas terazide tartilmig ve jel agirligt miktarinca
(6rn:100 mg-100 ul) Binding Buffer eklenmistir.

Jel stispansiyonu 56 °C’de 10 dk inkiibe edilmisgtir.

Inkiibasyon sonrasi tamamen eriyen jel siispansiyonu piirifikasyon kolonuna
aktarilmigtir. 15.000 rpm’de 1 dk santrifiije edilerek altta kalan kisim
atilmigtir.

Purifikasyon kolonuna 100 pl Binding Buffer eklenmis olup, 15.000 rpm’de
1 dk santrifiije edilerek altta kalan kistm atilmigtir.

Purifikasyon kolonuna 700 ul Wash Buffer eklenmistir. 15.000 rpm’de 1 dk
santrifije edilerek altta kalan kisim atilmistir.

Purifikasyon kolonunun kapag: agilarak 15 dk boyunca kuruma saglanmistir.
15.000 rpm’de 1 dk santrifiije edilerek toplama kolonu atilmistir.
Purifikasyon kolonu 1,5 ml ependorf tiipiine alinarak tzerine 35 ul Elution
Buffer eklenmistir.

15.000 rpm’de 1 dk santrifiije edilerek elusyonun ependorf tiipte toplanmast

saglanmigtir.
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12. Purifikasyon igleminin etkinligini kontrol etmek i¢in piirifiye elusyon referans
marker varliginda agaroz jelde ayrima tabi tutularak jel dokiimantasyon

cihazinda gorantilenmistir.

3.2.6 Gen Sekans Analizleri ve Filogenetik Analiz

E. bieneusi tur spesifik ve Encephalitozoon spp. genel primer ciftleri ile pozitif belirlenen
orneklere ait purifiye amplikonlar Nested-II PCR analizinde kullanilan primer ¢iftleri ile
¢cift yonla olarak sekans analizi yaptirilmistir (Macrogen Europe). DNA dizileri belirlenen
izolatlara ait kromotogramlar Geneious 11.0.2 programinda De Novo Assamble
tizerinden dizi analizleri yapilmig olup, yiksek kalite degerindeki konsensus sekanslar
tespit edilmigtir (Kearse ve ark., 2012; Nei, 1996). Konsensiis sekans dizilerinden esit
uzunlukta diziler elde etmek i¢in primer sekans dizileri trimlenmis ve hedef bolge final
sekans dizileri elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin GenBank veritabaninda kayitl
microsporidia izolatlarina ait hedef gen bolgesi sekanslart ile kiyaslamalar1 Geneious
11.0.2 programi izerinden BLASTn algoritmast kullanilarak yapilmistir. Genetik
cesitlilik indeksi ile inter ve intra spesifik niikleotid farkliliklarini belirlemek igin
hizalanmig sekanslar DnaSP (Rozas ve ark., 2017) ve Mega 7 (Kumar ve ark., 2016)
programi uzerinden Kimura 2-Parametresi (K2P) uzaklik modeli kullanilarak analiz
edilmistir (Kimura, 1980). GenBankta kayitli genotiplere ait hedef gen bolgesi sekans
dizileri ile data set olusturularak, niikleotid dizilerindeki polimorfizmlere gore en iyi
filogenetik aga¢ olasiligt Maximum Likelihood (ML) analizi ile yapilmigtir. Maximum
Likelihood analizlerinde sekans degisimi i¢in en uygun modelin belirlenmesinde
jModelTest v.0.1.1 (Posada, 2008) programi tzerinden en digsik AIC (Akaike
Information Criteria) degerine sahip model filogenetik agacin belirlenmesinde
kullanilmistir. Ayrica olusturulan model filogenetik agaclarin giivenilirlikleri 1000

tekrarli Bootstrap testi ile de denetlenmigtir.

3.2.7 Salmonella spp. rRNA 16S Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Diski orneklerinden elde edilen gDNA elusyonlarinda Salmonella spp. DNA’sinin
arastirilmasi, 16S rRNA gen bolgesi PCR ve sekans analizleriyle gergeklestirilmistir. Bu
amagla 16SF (5-TGTTGTGGTTAATAACCGCA-3") ve 16SR (5'-
CACAAATCCATCTCTGGA-3") primerleri kullanilarak yaklagik 570 bp rRNA bolgesi
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amplifiye edilmistir (Ziemer ve Steadham, 2003). PCR analizleri steril kabin igerisinde,
DNase/RNase free tiip ve pipet uglan kullanilarak yapilmistir. PCR reaksiyon karigimi
25 ul son hacim olacak sekilde Dream Taq Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher
Scientific), 0,5 pM primer ¢ifti ve 10-20 ng gDNA ve DNase/RNase free dH.O
kullanilarak hazirlanmigtir. PCR termal profili 95 °C’de 5 dk, 35 siklus 95 °C’de 1 dk, 55
°C’de 30 sn, 72 °C’de 1 dk ve son uzama 72 °C’de 10 dk. olarak belirflenmis ve hedef
bolge amplifiye edilmistir (Ziemer ve Steadham, 2003). PCR analizlerinin her
basamaginda gecerlilik ve kontaminasyon kontrolii amaciyla pozitif kontrol olarak
Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dalinda bulunan sekans
konfirmasyonu yapilmis referans Salmonella spp. gDNA elusyonu, negatif kontrol olarak

ise DNase/RNase free dH>O kullaniimistir.

PCR amplikonlarinin elektroforetik ayrimi yatay elektroforez tanki (BioRad) kullanilarak
1X konsantrasyonda TAE (Tris-Acetate-EDTA) kosturma tamponu ve %1,5 agaroz jeli
(SIGMA) varliginda yapilmigtir. PCR amplikonlari ethidium bromide (10 mg/ml,
SIGMA) ile boyanmis agaroz jelde 130V akimda 30 dk elektroforetik ayrima tabi
tutulmustur. Referans marker olarak GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific)
kullamlmistir. Islem sonrasi agaroz jel Gene Snap/Syngene analiz programi ile
gorintiillenip analiz edilmigtir. Pozitif belirlenen orneklere ait agaroz jel tzerinden
3.2.5’inci basamakta verilen protokole gore pirifiye edilen amplikonlar 16SF ve 16SR
primer c¢iftleri ile ¢ift yonlu olarak sekans analizi yaptirilmigtir (Macrogen Europe). Elde
edile dizilimler konsensts olusturulmug ve GenBank veri tabaninda Blastn analizleriyle

tir konfirmasyonlar saglanmisgtir.

3.3 Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler IBM SPSS statistics 20 programuiyla E. bieneusi pozitifligi ile digki

karakteri faktorlerinin iligkisi Pearson’s Chi Square testi ile aragtirilmigtir.



4. BULGULAR

4.1 Diskr Orneklerine Ait Verilerin Degerlendirilmesi

Caligmaya; Kayseri, Kirsehir ve Nevsehir bolgesinde halk elinde gerek bireysel ihtiyag
icin veya hobi amaclh yetistirilen gerekse de serbest gezen tavuk yumurtasi tiretimi yapan
kiimeslerden, yumurtact tavuk isletmelerinden ve etlik pilic (broyler) isletmesinden
usuliine uygun olarak 300 adet tavuk diskisi dahil edilmistir. Ornekleme yapilan
tavuklarin 1irk ve yag ozellikleri Tablo 4.1°de, 6rnekleme bolgelerine gore dagilimlarn ise

Tablo 4.2°de verilmigtir. Ayrica digki 6rneklerinin morfolojik 6zelliklerine gore

olusturulan gruplar Tablo 4.3te verilmistir.

Tablo 4.1 Caligsma kapsamindaki orneklerin sayi, tavuk irki ve yag 6zellikleri.

Say1 Yas
Y Irk
(adet) (hafta)
Ticari Lohman Brown
74 (%24,6) ~40-60
amach (%100)
Halk eli
Alt sinir- ~40 (%18)
(serbest gezen) Bireysel
170 (%56,6) -- ~40-60 (%58)
ihtiyac ,
~60-Ust sinir (%24)
Lohman (%47)
Yumurtaci Nick Chick (%31)
45 (%15) ~60-90
. tavuk Lohman Brown
Isletme
(%22)
Etlik pili¢
11 (%3.6) Ross (%100) ~4-5
(Broyler)

Toplam

300
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Tablo 4.2 Calisma kapsamindaki 6rneklerin bolgelere gore dagilimi

Incelenen Diski Sayisi (%)

Faktor
Kayseri Kirsehir Nevsehir Toplam
74
Ticari amach | 30 (%10) | 22 (%7,3) | 22 (%7,3)
Halk eli (%24,6)
(serbest gezen) Bireysel 55 55 170
60 (%20)
ihtiyac (%18,3) (%18,3) (%56,0)
Yumurtaci
15 (%5) 15 (%5) 15 (%5) 45 (%15)
. tavuk
Isletme
Etlik pili¢
- - 11 (%3.,6) | 11 (%3,6)
(Broyler)
105 92 103
Toplam 300
(%35) (%30,6) (%34,4)

Tablo 4.3 Digki orneklerinin morfolojik 6zelliklerine gore gruplandirmasi

Digkilarin morfolojik gériiniimiine gore gruplandirmasi (adet)

Gevsek veya
Kat1 Yumusak Toplam
sulu

Halk eli

25 127 244

(serbest gezen)

Isletme 36 20 56
Toplam 61 147 300
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4.2 Microsporidian Parazitlerin Molekiiler Prevalansi

4.2.1 E. bieneusi

Diski orneklerinden elde edilen gDNA elusyonlarindan £. bieneusi pozitifligi Nested-
PCR yontemi ile belirlenmistir. Analizler sonucu pozitif belirlenen bazi izolatlarin agaroz

jel tizerinde gortinumleri Sekil 4.1°de verilmigtir.

Sekil 4.1 Nested-PCR analizi sonucu F. bieneusi pozitif belirlenen 6rneklerin agaroz
jelinde gorinimu. M: 100bp Marker, 1:ERUSS1, 2-5:ERUNT1, P: Pozitif Kontrol, N:
Negatif Kontrol.

Incelenen 300 adet diski orneginin F. bieneusi yoniinden molekiiler analiz sonuglan
Tablo 4.4’te sunulmustur. Kayseri ilinde halk elinde serbest gezen tavuklardan alinan
digki orneklerinden 14 ve Nevsehir ilinde serbest gezen tavuklardan alinan digk:
orneklerinden 8 olmak tizere toplam 22 ornekte F. bieneusi pozitifligi tespit edilmis olup
ilgili microsporidia etkeninin molekiiler prevalansi %7,3 olarak belirlenmistir (Tablo
4.4). Pozitif 6rneklerin yas gruplarina gore dagilimi Sekil 4.2°de verilmistir. Yumurtaci
ve broyler igletmelerinden alinan 6rneklerde ve Kirsehir ilinden alinan 6rneklerde F.

bieneusi pozitifligi belirlenememistir.



Tablo 4.4 F. bieneusi pozitif érneklerin yaslara gore dagilimi

E. bieneusi Nested PCR analizleri ile

pozitif érnek sayist

Yas aralig1 Pozitif Negatif Toplam
Alt siur - ~ 40
1 30 31
hafta
Halk eli
~ 40 - 60 hafta 19 153 172

(serbest gezen)

~ 60 hafta — Ust

2 39 41
sinir
Alt sinir - ~ 40
- 11 11
hafta
Isletme ~ 40 - 60 hafta - - -
~ 60 hafta — Ust
; 45 45
sinir
Toplam 22 (%7,3) 278 300

Say1
)

< 40 hafta <40-60> hafta > 60 hafta
Yas (hafta)

E Pozitif

Sekil 4.2 Tavuklarin yas gruplarina gore F. bieneusi pozitifliginin dagilimi
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Orneklerin morfolojik gruplarina gore F. bieneusi pozitifliginin dagilimi1 Tablo 4.5’te
verilmistir. £. bieneusi pozitif 6rneklerden 13 (%38,8) adet 6rnek yumusak karakterli, 9
(%9,7) adet ornek ise gevsek-sulu karakterde olduklart belirflenmistir. Diger 6rnek
gruplarindan F. bieneusi pozitif 6rnek bulunmamaktadir. Yapilan istatistik analiz sonucu
Tablo 4.6’da verilmig olup gevsek-sulu ve yumusak karakterli 6rnekler ile sekilli 6rnekler

arasindaki farklilik énemli bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.5 Orneklerin morfolojik gruplarina gore E. bieneusi pozitifliginin dagilimi

Mortolojik grup dagilimi
Gevsek veya
Kati Yumusgak Toplam
sulu
E. bieneusi
- 13 (%8,8) 9 (%9,7) 22 /%7,3)
Pozitif
E. bieneusi
61 134 83 278
Negatif
Toplam 61 147 92 300

Tablo 4.6 Orneklerin morfolojik karakter gruplarina gore F. bieneusi pozitifliginin
istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v25)

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 6,133 o) ,047
Likelihood Ratio 10,497 b 005
N of Valid Cases
300
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4.2.2 Encephalitozoon spp.

Incelenen diski orneklerinin microsporidia genel primerlerle yapilan Nested PCR
analizleri sonucunda Kirgehir yoresinde halk elinde yetistiriciligi yapilan tavuklara ait
digki orneklerinden 2’si (%0,6) pozitif bulunmustur. Analizler sonucu pozitif belirlenen
izolatlarin agaroz jel tizerinde goriiniimleri Sekil 4.3te verilmistir. 1ki pozitif 6rnegin 40-
60 haftalik yag grubunda oldugu ve diski karakterine gére yumusak kivamli grupta yer
aldig tespit edilmistir.

Sekil 4.3 Nested-PCR analizi sonucu Microsporidia sp. pozitif belirlenen 6rneklerin
agaroz jelinde goruntimii. M: 100 bp Marker, 1-5:Negatif ornek, 6-7:TrMicChikl,
P: Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol.

4.3 rRNA ITS Gen Bolgesi Sekans Analizi Sonuclar:

4.3.1 E. bieneusi

Nested PCR analizleri sonucu pozitif belirlenen tim orneklere ait jel pirifiye amplikonlar
EBITS1 ve EBITS2.4 primer ciftleri varliginda ¢ift yonli olarak sekans analizine tabi
tutulmustur. Analiz neticesi yuksek kalite skorlu kromotogramlar elde edilmistir (Sekil
4.4 ve Sekil 4.5). Cift yonlu dizilerin birlestirilmesi sonucu konsensus sekans dizilimleri

olusturulmustur (Sekil 4.6).
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I}GACT_GTC_GT_A;Af\QGTT_T_Cf\ITTGI&-GL’TGAIG-CATTTICAGTTTTTGAGGTGTGGGTATCGGIA?TGTGTG-‘GTAGGTGATGTGTGTGTGTATGGGGGATGCCGAGGGGACCA
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GCGGTGCOCTGOTGTCTGTAGGCCTGAGNGTGTATCTGCAAGGGTGAGBGATGTCOBGCAGCOATTAGAGETGOTTCCATGTGCAATAGTGEGATTGGTACGTGATGETTGRATGRGEGA

H H n i) i 0 i i rl W 0

A A |

ATGARBNGTGTATHGMAT GAGGAAAATCGGAGGTTGCGGTGCGAGCGECAGTAGGGTGCCATCAAGAGGTGTATTTGGARATATCCCTAATACAGGATCACTTGORCCCTTCOCCGATARAR

Sekil 4.4 F. bieneusi tDNA ITS gen bolgesinin EBITS2.4 reverse primeri ile elde edilen
kromotogrami

1

Dan, muumn uwuuum hu mmumuuuumnmmmuumuuuuum lmu uum

[l

COGTATCLAT T INGANIAGAC CTCTTGRGGCABCCTACTGCCOCTCGRACCGCAACCTCCGATTTTCCTCACCCATACACACATCATTCCCCCATCCAACCATCACGTACCAATCCCACTAT

A A AR

TCCACATGGAACCACCTCTAACTCGCTGCCCCCACATCCCTCACCCTTGCAGATACACTCTCACGCCTACACACACCACCGCACCGCTRETCCCCTCOGCATCCCCCATACACACACACATC

ACCTACCACACATTCCGATACCCACACCTCAARAACTGAAAATGATCCTTCAGCTGATTCTCCAACTGAAACCTTGTTACGACTTGTACTTTATCTAGCRATATTTTTCCARAGATAATT

e

Sekil 4.5 F. bieneusi tDNA ITS gen bolgesinin EBITS1 forward primeri ile elde edilen
kromotogrami



54

W W 7 I ] ] 7 I w W [l ] [ 7 0 7] ] 5]
(oenss ; : ‘ ‘ : ‘ : |ATICW“TAAAGTACMGTCETAW\AGGTTT(AGTTuEAGAAC'AGCTGAAG.:ATC'\TTTTCAWTTTTGAGGTGTuEGTATCGuAATGTGTJGTAGGMATGTGTGTJTCT
Comrege 1
i
P N GW\A/‘ \m‘\;\/\m MM\ i \‘W[Ww i ]\ (T W I N\ [
b A A I D
FECT EBITS EBS 2., TATGGCTAGATAMGTACAAGTCOTARCAAGGTTTCAGTTGGAGAACCACCTGAAGGATCATTTTCAGTTTTTGAGGTGTO0ATATCRBARTGTGTGATAGRTGATATGTETATCET
I | [
N\ r\\ }W\}%(&{‘Uw\ (J‘Mm! /\\ I 4\ N\j ’W‘ I\ {\ | \\ (“ "\ \‘\‘\ I
RC7 EBITS FBMS .. GAGAACCACCTGAAGRATCATTTTC \‘(' TTTTGACGTGTAOGTAT (( MT(T\JT fT“('CTJT‘ T( LT q1ds

1 1!5 10 160 150 i 10 16 ) 18 1 [ I 14 [ 1% 1 1

Cotsenis AI'L%WULLUAGGGGHCA&LLJJILL%\bblblb\blAuECGTGAGA Ib\AILILLAAGGuTEAb(zb IULbbUbLACCGAGWAC%MthILLMblbuM’AGTCGEAﬂGuT»\Lb\bAI ul\thTGGGGGMIuAWthIFIbhblaAGGAMAT(GGAWIbLbb\h».bAGCGGCAu“G

Comrege

Il H ‘) ‘\\‘ Il M‘ i

FATEBITS 88 2. ATCCGGGATGCCGAGGGGACCAGCOATECGGTROTETGTGTAGCCOTGAGACTGTATCTECAAGRTE

T oy

OATETCOGGLCACCGAGTTAGAGGTGRTTCCATGTGEAATAGTCCATTGRTACGTGATCETTGGATGGGEEAATOATATGTG

sl l\.7v“ﬂ ‘U\M il

RE7 EBITS EBMS 1. ATCCGGOATOCCGAGGOGACCAGCGGTECORTOATRTATGTAGCCGTGAOACTATATCTECAAGBITEAGGRATE T(GJGG ACCGAGTTAGAGGTGGTTCCATATGEAATAGTG! ‘rrTluuH(u GATE wT uGHJLhm“T SATGT CTJfoC'CT OAGGAAAATCGGAGGTTOCOGTGCAGCGGCAGTAG

i) k] 1] i 7] 1] 7] I3 [ 1) I [ [ W [ i L]

Wems  GOTCCCATCAAGAGGTGTATTTCGAAATATCCCTAATACKGGATCACTTGGA
b
Covrege
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RC7 EBITS EBMS.1.. CJ CCATCAACAGGTGTATTTGGAAATATCCCTAATACAGGATCACTTGEA

Sekil 4.6 DeNovo analizleri sonucu konsensus sekans dizilimi

Tavuk digkilarindan izole edilen tiim izolatlarin sekans primerleri uzaklastirildiktan sonra
elde edilen 350 bp rDNA nukleotid dizilerinin blast analizleri ile tiir konfirmasyonlari
saglanmigtir. Toplam 22 E. bieneusi izolatina ait sekanslarin analizi sonucu belirlenen
genotipler ve genotiplerin i¢erdigi izolat sayisi, GenBank aksesyon numaralarn ile birlikte
Tablo 4.7°de verilmigstir. Sekanslarin hizalama analizlerinde genotiplendirmede referans
olan ITS bolgesi sekanslart (243 bp), small subunit ve large subunit rRNA dizilimlerinin
konsensiis sekanslardan uzaklastirilmast sonucu elde edilmistir. ITS rRNA gen bolgesi
sekans analizleriyle karakterizasyonlar1 yapilan F. bieneusi izolatlarinin niikleotid
sekanslarinin ikili hizalamalar1 Sekil 4.7°de gosterilmistir. Sekil 4.6’da belirlenen her
genotipe ait bir izolat gosterilmistir. . bieneusi izolatlarinin ITS sekanslart arasinda 218
(%89,7) identik bolge belirlenirken 2 farkli genotipi ortaya koyan 25 polimorfik bolge
saptanmigtir. Arastirmada belirlenen izolatlar ile Dinyanin farkl1 iilkelerinde tavuklardan

karakterize edilen F. bieneusi izolatlan arasindaki genetik farkliliklar Tablo 4.8’de
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verilmigtir. Caligmada belirlenen genotiplere ait izolatlar arasinda identiklik orani

ortalama %89,7 belirlenmigtir.

Ity
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ldéty

1.NG330SE Tukie Ta., T
NG Tie Ta., T
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{

Identty
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Sekil 4.7 E. bieneusi izolatina ait ITS rRNA gen bolgesi sekanslarinin ikili hizalamalari

Tablo 4.7 Tavuklarda belirlenen E. bieneusi izolatlarinin genotiplere goére dagilimi ve GenBank
aksesyon numaralari

Genotip
Sekanslanan .
izolat sayisi Izolasyon
Ads Ait olan GenBank
izolat sayisi Aksesyon
Yer Say1
Kayseri 13 (%61,9)
ERUNT1 21 (%95,5) MNG653957
2 Nevsehir 8 (%38,1)
ERUSSI 1 (%4.,5) Kayseri 1 (%100) MN653956
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Arastirma yorelerinde tavuklarda en yaygin genotip ilk kez bu tez calismasi ile
karakterize edilen ERUNT1 belirlenmis bunu ERUSS1 genotipi izlemistir (Tablo 4.7).
Caligmada identifiye edilen iki genotipe ait izolatlar arasinda intraspesifik nukleotid
farkliligi ortalama %12,0+2,6 saptanmis olup Diinyada giinimiize kadar tavuklardan
rapor edilen genotiplere ait izolatlarla ikili hizalama analiz sonucu belirlenen genetik

farkliliklar ayrica Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8 Tavuklardan rapor edilen £. bieneusi genotiplerinin ITS rDNA sekanslarinin
coklu hizalama analizlerine gore genetik farkliliklar (Sag st diagonalde italik karakterde
verilen degerler standart sapmay1 gostermektedir.)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 | MN633957 Turkiye Tavuk ERUNT1 0,006 | 0,007 | 0,007 | 0,007 | 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,010 | 0,011 | 0,010 0,026
2 | KT943975 Brezilya Tavuk TypelV | 0,008 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,007 | 0,009 | 0,008 | 0,024
3 | KY448453 Cin Tavuk 0,013 | 0,004 0,000 0,006 | 0,004 | 0,004 0,004 | 0,006 | 0,010 | 0,009 | 0,024
4 | KY 448452 Cin Tavuk 0,013 | 0,004 [ 0,000 0,006 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,006 | 0,010 | 0,009 | 0,024
5 | JF927959 Peru Tavuk Peru8 0,013 | 0,004 0,008 | 0,008 0,004 1 0,004 ] 0,004 |1 0,006 0,010 | 0,010 | 0,025
6 | KY448451 Cin Tavuk 0,017 | 0,008 [ 0,004 | 0,004 | 0,004 0,000 0,000 0,004 10,011 | 0,011 (0,024
7 | KT943972 Brezilya Tavuk D 0,017 10,008 [ 0,004 | 0,004 | 0,004 ] 0,000 0,000 0,004 001100110024
8 | KY448446 Cin Tavuk 0,017 | 0,008 [ 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,000 | 0,000 0,004 1001100110024
9 | KT943973 Brezilya Tavuk Perull 0,021 10,013 [ 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,004 | 0,004 | 0,004 0,01110011]0,025
10 | KF724905 Cin Tavuk CC-1 0,026 [ 0,017 [ 0,021 | 0,021 | 0,021 | 0,026 | 0,026 | 0,026 | 0,030 0,013 0,026
11 | KT943974 Brezilya Tavuk Peru6 0,026 0,017 [ 0,021 | 0,021 | 0,021 | 0,026 | 0,026 | 0,026 | 0,030 [ 0,035 0,025
12 | MN633956 Tiirkiye Tavuk ERUSS1 | 0,120 | 0,109 | 0,104 | 0,104 | 0,115 | 0,110 | 0,110 | 0,110 [ 0,116 | 0,121 | 0,115

4.3.2 E. bieneusi Pozitif izolatlarin Filogenetik Analizi

Tavuk digkilarindan izole edilerek molekiler olarak karakterize edilen F. bieneusi
genotiplerine ait izolatlarin Diinyada gesitli bolgelerdeki farkli konaklardan bildirilen
cesitli genotiplere ait izolatlarla iligkileri filogenetik aga¢ uzerinde (Sekil 4.8)
gosterilmigtir. Maximum Likelihood (ML) filogenisine gore olusturulan filogenetik
cozinirlik genogruplar bazinda yiiksek bootstrap oranlari ile desteklenmistir. Calismada
karakterize edilen genotiplerin Grup 1 ve Grup 2 olmak tzere iki grupta yer aldig

belirlemigtir. Aragtirma bolgelerinde tavuklarda en yaygin olarak belirlenen ve ilk kez bu
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tez calismast ile karakterize edilen ERUNT1 genotipine ait izolatlarin yiiksek
potansiyelde zoonotik grup olarak nitelenen Grup 1’de yer aldig tespit edilmistir. Ilgili
genotipe ait izolatlarin, genotip IV’de yer alan Brezilya’da tavuk (KT943972), Nijeryada
insan (JX683799), Cin’de at (MK789441), kedi (KX964628), Hint sican yilan
(KJ651436) ve Hint sebegi (KF305582), Peru’da alpaka (KC868884) ve genotip BEBS te
bildirilen ABD’de sigir (AY331009) izolatlariyla %99,2 oraninda yuksek identiklik
gosterdigi ortaya ¢ikarilmigtir. Calismada Kayseri yoresinde bir tavuktan izole edilerek
karakterize edilen ERUSS1 genotipinin énceden sigir-spesifik genogrup olarak nitelenen
Grup 2’de yer aldigi goriilmustiir. Ik kez Tiirkiye’den onceki calismalar kapsaminda
karakterize edilen ERUSS1 genotipi Kayseri ve Sivas yorelerinde sigir ve koyunlardan
(Sekil 4.8 filogenetik agag) rapor edilmistir. Ilgili genotipe ait izolatlarin konak
spekturumu genis olan BEB6 (%99,6) ve SHS (%99,6) genotiplerinin yaninda yine Sivas
yoresi sigirlarindan izole edilerek karakterize edilmis ERUSS2-4 (%99,2-%99,6)
genotipleri ile genetik olarak yakin olduklari tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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EU153564, ABD, sigir, BEBG
KJ489097, sveg, koyun, BEBG
KJG66737, Gin, ked, BEBG
KX383615, Gin, Sika geyidi, BEBG
KX383616, Cin, Kizi geyik, BEBG
KPOST601, i, Peder David geyi, BEBS
MK 158496, Tirkiye, koyun, BEBG
MK158503, Tirkie, s, BEB6
KT235705, Cin, kegi, BEBS
KJ728795, Gin, Hintsebeg, BEBG
KM391930, Gin, Altin maymun, BEBG
KM819103, Cin, Gingilla, BEBE
KU8G2483, Gin, Domuz geyid, BEBG
X934261, Gin,Insan, SH5
KRO75933, Gin, Koyun, BEBE
\H204103, Tirkiye, S, ERUSS
MK158493, Tirkiye, koyun, ERUSS
MK 158504, Turkiye, sidir, ERUSS1
MNB33856, Trkiye, Tavuk ERUSS1
MH204106, Trkiye, Sicir, ERUSS4
MK158499, Tirkiye, koyun, TRED4
MK 158500, Trkiye, koyun, TREDS
MK158497, Tirkiye, koyun, TREb2
MK158498, Tirkiye, koyun, TREDS
MK158502, Turkiye, sdir, TRED1
MH204104, Turkiye, Sidr, ERUSS2
MH204105, Tirkiye, Sidrr, ERUSS3
MK158501, Tirkiye, manda, TREDG
K1726796, Gin, Beyaz Eli Gibon, BEB4
KUS31573, Gin, Sigir, BEB4
AF135836, Almanya, sigir,
KUS31572, Gin, s, |

AF135837, Almanya, sidr, J
KUS31571,Gin, s, J

AF267144, Almanya, sigir, N
MH204102, Tiirkiye, Sigir N
KT943672, Brezlya, tavuk D
KU194595, Gin,at, D

KUS31574, Gin, sigir, D
KY4d8451, Gin, Tavuk

KY44B44, Cin, Tavuk

KT943973, Brezilya, tavuk, Perut {
JF827959, Peru, Tavuk, Perug
KY448452, Gin, Tavuk

KY448453, Gin, Tavuk

MNG33857, Tiirkiye, Tavuk, ERUNT1
HM392511, G, insan, CHN4
AY331009, ABD, sigr, BEBS
JX683799, Nijerya,Insan, IV
KC860884, Peru, Alpaka, IV
KF305582, Cin, Hint Sebegi, IV
KJB51436, Gin, Hint sican yilani, IV
KX964626, Gin, Ked, IV
MKT89441, Gin, AtV

KT943975, Brezilya, tavuk, TypelV
KJ688742, Gin Kedi, CC4
KUS31576, Gin, sidr, CC4
KJB68720, Gin, kipek, CM1
JF927952, Brezilya, insan, VL12
KT943974, Brezilya, tavuk, Perus
K1073872, Cin, panda, EbpC
KUS31575, Gin, s, EbpC
J0029727, Gin, Insan, Henan-V
KF724905, Gin, Tavuk, CC-1
AF267145, Almanya, domuz, 0
Grup7

GrupJ

Grup§

Grup9

Grup 6

Grup 4

Grup$

DOBB5585
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Grup 2

Grup 1

Sekil 4.8 F. bieneusi izolatlarinin ITS rRNA gen bolgesi Maximum Likelihood (ML)
analizine gore filogenetik iligkileri. Calismada belirlenen genotipler kirmizi, Tirkiye’de
cesitli konaklardan rapor edilen genotipler yesil ve tavuklarda farkli tilkelerde bildirilen
genotipler mavi karakterde gosterilmigtir. Node’larin 6ntindeki rakamlar ML bootstrap
destegini gostermektedir. Dig grup olarak E. bieneusi PtEb IX kopek izolat1 (DQ885585)

kullamlmstir. Olgek ¢izgisi yerlesim yeri basina niikleotid degisimini gostermektedir.
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4.3.3 Microsporidia sp.

Nested PCR analizleri sonucu microsporidia genel primerler ile pozitif belirlenen iki
ornege ait jel purifiye amplikonlar MSP3 ve MSP4A primer ¢iftleri varliginda ¢ift yonli
olarak sekans analizine tabi tutulmustur. Analiz neticesi yiksek kalite skorlu
kromotogramlar elde edilmigtir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Cift yonlu dizilerin

birlestirilmesi sonucu konsensus sekans dizilimleri olusturulmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.9 Microsporidia rDNA ITS gen bolgesinin MSP4A reverse primeri ile elde
edilen kromotogrami
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Sekil 4.10 Microsporidia rDNA ITS gen bolgesinin MSP3 forward primeri ile elde
edilen kromotogrami
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Sekil 4.11 DeNovo analizleri sonucu konsensus sekans dizilimi

Kirgehir yoresinden yumusak karakterdeki tavuk diskilarindan izole edilen iki izolatin
sekans primerleri uzaklastirildiktan sonra elde edilen 255 bp rDNA niikleotid dizilerinin
blast analizleri ile karakaterizasyonlart saglanmis ve identik bulunan izolatlar tek sekans
altinda MN633958 aksesyon numarast ile GenBank’a kaydedilmistir. Ilgili izolatlara ait
sekansin blastn analizleri sonucu GenBank’ta mevcut olan microsporidia tiirlerinden
farkli oldugu tespit edilmis ve ilgili sekans TRMicChik1 izolat ismiyle Microsporidia sp.
olarak gen veri tabanina kaydedilmigtir. TRMicChik1 Microsporidia sp.’nin E. bieneusi,
Encephalitozoon spp. tirleri ve diger bazt microsporida turlerine ait ITS gen bolgesi

sekanslariyla ikili hizalama analizi sonucu belirlenen farkliliklar Tablo 4.9’da verilmistir.
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4.3.4 Microsporidia sp. Pozitif Izolatlarin Filogenetik Analizi

Tavuk digkilarindan izole edilerek molekiler olarak karakterize edilen TRMicChikl
Microsporidia sp. izolatinin E. bieneusi, Encephalitozoon spp. tirleri ve diger bazi
microsporidia tirlerine ait izolatlarla iligkileri filogenetik aga¢ tizerinde (Sekil 4.12)
gosterilmigtir. Maximum Likelihood (ML) filogenisine gore olusturulan filogenetik
cozinirlik genogruplar bazinda yiiksek bootstrap oranlari ile desteklenmistir. Calismada
Microsporidia taksonunda ilk kez karakterize edilen ilgili izolatin Nosema sp. ve
Vairimorpha sp. tirleriyle birlikte filogenetik aga¢ tizerinde kiimelendigi belirlenmistir.
Mgili kiime igerisinde TRMicChikl Microsporidia sp. izolatimn Nosema sp. ve
Vairimorpha sp. turlerine dig grup olarak yerlestigi ve genetik olarak sirasiyla %12,6+3,4

ve %11,443,3 farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

4.4 Diski Orneklerinin Salmonella spp. Yoniinden Degerlendirilmesi

Diski orneklerinden elde edilen gDNA elusyonlarindan Salmonella spp. pozitifligini
belirlemek i¢in 16SF ve 16SR primer ¢iftleri kullanilmigtir. Tavuk digki 6rneklerinden
elde edilen gDNA elusyonlarindan bolgeleri ve ¢alisma gruplarini temsil edecek nitelikte,
ayrica koenfeksiyon varligini tespit etmek amaciyla microsporidia pozitif 6rnekleri de
igerecek sekilde olusturulan gen havuzuna 60 6rnek dahil edilmis olup, Salmonella spp.
pozitif 7 (%11,6) 6rnek tespit edilmistir. Ayrica microsporidia pozitif olarak tespit edilen
24 adet ornekten 2 adet ornekte (%8,3) Salmonella spp. enfeksiyonu da tespit edilmistir.
Analizler sonucu pozitif belirlenen izolatlarin agaroz jelinde gorinumleri Sekil 4.13°te
verilmistir. 1ki o6rnege ait 16S rRNA amplikonlarinin sekans analizleri sonucunda

Salmonella enterica oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14).
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g5 (AF033315, Yainmorpha lymantriae
“AFM“I 129 Vainmaorpha lymantriae
L13330 Yairimorpha lymantriae
KLS37103 Mosema ceranae
KLS37104 Mosema ceranae
KLS37105 Mosema ceranae
KF 188752 Mosema bombi
e QF‘_{ KF 188756 Mosema bombi
g4 29 L F188768 Mosema bombi
L— 1U37150 Mosema apis
@ MNE33I95E Microsporidia sp. TRMicChik
EUO01Z57 En. cuniculi
* HMD45511 En. cunicul
% | ELO01236 En. cunicul
kXH25860 En. cuniculi
gz  FMW453504 En. hellem
54|83 |l LKW453509 En. hellem
kMASI507 En. hellem
KF735186 En. intestinalis
KFY35187 En. intestinalis
%31 MKBOIE77 En. intestinalis
35l KX¥925858 En. intestinalis

g5

56

e

100

MMNEIIDEY E. bieneusi
JFBG117Y E. bieneusi
: JFB09381 E. bieneusi
AF135836 E. bieneusi
AY2ZIT21Z B bieneusi
— MME33956 E. bieneusi

AYZIT209 E. bieneusi

47 1 JQ3BR3274 E. bieneusi

0.2

Sekil 4.12 Microsporidia sp. izolatlarinin rRNA ITS gen bolgesi Maximum Likelihood
(ML) analizine gore filogenetik iliskileri. (Olgek ¢izgisi yerlesim yeri basina niikleotid
degisimini gostermektedir).
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Sekil 4.13 PCR analizi sonucu Sal/monella sp. pozitif belirlenen érneklerin bazilarinin
agaroz jelinde gorinimi. M: 100bp Marker, 1-2:Salmonella sp. pozitif, P: Pozitif
Kontrol, N: Negatif Kontrol.

Name

MN160621
MN160611
MN160606
MK808237
MKBO9236
MEB0923S
MK809233
MKB0S232
MKB09231
MK809230
MK809229
MEB09228
MKB09227
MKB09226
MK809225
MK809224
MKB09215
MKB09196
MKB09195
MKB09194
NK809193
Mk80a192
MKB09189
MKB09188
MKB0S187

ERU-SIm-1

Description

Sequence Length

Salmonella sp. strain FC5126 165 ribosomal RNA gene, partial seq... 572

Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Saimonella enterica subsp.
Salmonella enterkca subsp
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp
Salmonella enterica subsp
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonefla enterica subsp
Salmonella enterica subsp.

enterica serovar Augustenborg strain FC...572
entérica seravar Baiboukoum strain FC5...572
enterica serovar Enteritidis strain RM_A... 572
enterica serovar Enteritidis strain RM_A...

entérica serovar Enteritidis strain RM_
enterica seravar Enteritidis strain RM_A...

enterica seravar Enteritidis strain RM_A... 572
enterica serovar Enteritidis strain RM_A...
enterica serovar Enteritidis strain RM_A...
enterica serovar Enteritidis strain RM_A...
entérica seravar Enteritidis strain RM_A... 572
enterica seravar Enteritidis strain RM_A... 572
enterica serovar Enteritidis strain RM
enterica serovar Enteritidis strain RM_A... 572
enterica serovar Enteritidis strain RM_A... 572
enterica serovar Indiana strain RM_AST _...572
enterica serovar Enteritidis strain RM_A...
enterica serovar Enteritidis strain RM_A... 572
enterica serovar Enteritidis strain RM_A... 572
enterica serovar Enteritidis strain RM_#
enterica serovar Enteritidis strain RM_#
enterica serovar Enteritidis strain RM_/
enterica seravar Enteritidis strain RM_A... 572
enterica serovar Enteritidis strain RM_A... 572

Topology

linear
linear
linear
linear
linear
linear
linear
linear
linear
linear
linear
linear
finear
linear
linear
linear
linear
linear
linaar
linear
linear
linear
linsar
linear
linear

Molecule Type ¥ Sequences

DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
1
?
2
2

% Pairwise identity
100.0%
100.0%
100.0%

% Identical Sites v

100.0%
100.0%
100.0%

Query cover)
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

Sekil 4.14 Pozitif belirlenen Salmonella sp. ERU-SIm-1 izolatinin Blast analiz sonuglari.



5. TARTISMA VE SONUC

Oldukga genig bir konak spektrumuna sahip olan microsporidian parazitler insanlarda,
ciftlik ve pet hayvanlarinda, arilarda, baliklarda ve omurgasiz canlilarda enfeksiyona
neden olmaktadir. Ozellikle HIV pozitif ve organ nakli olan bireyler, gocuklar, yaslilar,
kontak lens kullanicilarinda firsat¢t patojendirler (Anane ve Attouchi, 2010).
Microsporidialarin  prevalansini  belirlemek tizere yapilan c¢aligmalar genel olarak
insanlarda yapilmig olmasina ragmen son yillarda hayvan konaklar tizerinde yapilan
caligmalarin sayist da giderek artmaktadir. Gintimiize kadar 200 cinse ait 1400’e yakin
microsporidia tirt raporlanmig olup, bunlar igerisinde 8 cinse ait 14 tiiriin insanlarda
enfektif oldugu belirlenmigstir (Keeling, 2009). Microsporidialarin zoonotik potansiyeli
ile ilgili 1995 yilinda yayinlanan ilk raporda kopeklerde ve tavsanlarda tespit edilen
Encephalitozoon cuniculi tiriiniin insanlar i¢inde enfektif oldugu 6ne strilmugtir (Cama
ve ark., 2007). Dengjel ve ark. (2001) yaptiklar filogenetik analizler neticesi insanlar ve
hayvan konaklar arasinda transmisyon bariyerinin bulunmadigini ortaya koymus ve F.

bieneusi’nin zoonotik karakterli oldugunu rapor etmistir.

Turkiye kaynakli literatiir kayitlari incelendiginde microsporidialar ile ilgili yapilan
caligmalarin daha ¢ok insan temelli caligmalar oldugu soylenebilir. Farkli hasta
gruplarinda £. intestinalis enfeksiyonu yayginligint belirlemek i¢in yapilan bir caligmada
arastiricilar farkli tan1 yontemleri kullanarak belirledikleri pozitif 6rneklerin rRNA SSU
gen bolgesi sekans konfirmasyonlarini yapmaislar ve F. infestinalis enfeksiyonu ile diger
hastaliklar arasindaki iligkileri ortaya koymuslardir (Cetinkaya ve ark., 2016). Calik ve
ark. (2011) gelisme c¢agindaki ¢ocuklarda microsporidiosis ve diger intestinal parazit
enfeksiyonlarini  arastirdiklart  ¢aligmada, alinan digkt  orneklerinin = %7,8inde
microsporidian parazit varligini tespit etmislerdir. Tirk ve ark. (2012) diyare sikayetli
farkli yag ve cinsiyet gruplarindaki hastalarda farkli boyama teknikleri kullanarak

microsporidialarin varligini aragtirdiklar ¢alismada microsporidiosis bakimindan yas ve
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cinsiyet faktorinin oOnemsiz oldugunu oOnermiglerdir. Sivgin ve ark. (2013)
miyelomonosit (M4) 16semi tanili, hematopoetik kok hiicre nakli yapilmis bir hastada
geligen sulu diyare sikayeti tanisinda, etkenin E. infestinalis oldugunu tespit etmiglerdir.
Tiurkiye’de hayvanlarda microsporidialarin yayginligi izerine yapilan c¢aligmalarin
incelenmesinde; Duzlu ve ark. (2019) kopekler tizerinde yurittiikleri calismada incelenen
digki 6rneklerinin %14,5’inde microsporidia pozitifligi tespit etmiglerdir. Pekmezci ve
ark. (2019) ev kedilerinde microsporidialarin molekiiler prevalansini belirlemek igin
yaptiklart ¢aligmada inceledikleri digki orneklerinden %35 oraninda E. bieneusi, %4
oraninda F. intestinalis varligin1 ortaya koymuslardir. Ozkan ve ark. (2019) tavsanlarda
okiiler enfeksiyon transmisyonunun intrauterin yolu ile oldugunu ilk kez molekiiler olarak
ortaya koymuslardir. Bilgin (2018) Sivas yoresinde sigirlarda E. bieneusi’nin molekiiler
prevalansini belirlemek i¢in yaptigi ¢alismada orneklerin %19,3’Uinde E. bieneusi
pozitifligi tespit etmistir. Yildinm ve ark. (2019) si8ir, koyun ve manda ¢ig sttlerinde F.

bieneusi molekiler prevalansint %10,2 olarak bulmuslardir.

Hayvan konaklar tizerinde microsporidian turlerin varliginin tespitine yonelik diger
tlkelerde yapilmis pek ¢ok aragtirma bulunmaktadir. Ancak tavuklar ve diger kanatl
hayvanlardaki ¢alisma sayist sinirlidir. Reetz (1993) yaptigi calismada duyarsizlik,
topallik, orta siddette diyare klinik belirtilerine sahip yaklasik 40 haftalik tavuktan alinan
orneklerin immunohistokimyasal incelemesinde £. cuniculi enfeksiyonu tavuklarda ilk
kez rapor etmistir. Reetz ve ark. (2002) kilo kayb1 tablosuna sahip 5 haftalik broyler
tavuklardan alinan digki 6rneklerinde £. bieneusi (genotip J) enfeksiyonunu tavuklarda
ilk kez molekiiler olarak tespit etmislerdir. Reetz (1994) yapmis oldugu calismada
incelenen 18 giinliik 100 tavuk embriyosunun 40’ 1nda (%40) L. cuniculi enfeksiyonunu
belirlemig ve galigma grubu i¢in vertikal bulag yolunun varligini ilk kez tespit etmistir.
Embriyolarin nekropsisinde parazitin biitiin organlarda 6zelliklede 6zofagus, intestinal
sistem, beyin ve kalp dokularinda varligint immunohistokimyasal incelemede
belirlemigtir. Fayer ve ark. (2003) yaptiklari ¢alismada deneysel gastrik gavaj yoluyla £.
hellem enfekte ettikleri 3-5 gunlik tavuk ve hindilerde farkli giinlerde atilan disk
orneklerini mikroskopi ve PCR metoduyla incelemisler ve tavuklarin F. hellem i¢in konak
olabilecegini rapor etmislerdir. Tavuklar iizerinde yapilan bu g¢aligmalar kontamine
yumurta veya tavuk eti titkketiminin, microsporidialarin insanlara yiyecek kaynakli bulag
yolu ile bulagabilecegi ihtimalini guglendirici veriler saglamaktadir. Lee ve ark. (2011)

pet papaganlarinda yaptiklari ¢alismada incelenen pozitif digki 6rneklerinden 7 (%13,7)



67

tanesinin £. hellem (genotip 1A ve 2B), bir (%1,9) tanesinin ise . cuniculi (genotip 1I)
oldugunu ve pet papaganlarinin insan microsporidian enfeksiyonlart i¢in kaynak
olabilecegi spekiile etmislerdir. Arastiricilar tarafindan raporlanan bir ¢aligmada yaban
kazlarinin zoonotik microsporidian parazitlerin prevalansinin artmasindaki rolunu fekal-
oral bulas yolunun 6nerilebilecegini ancak bunun giinimuze kadar net olarak ortaya
konulamadigini, su kaynakli bulas yolu potansiyelinin daha yiksek derecede oldugunu

spekiile etmislerdir (Elmberg ve ark., 2017).

E. bieneusi izolatlarinin genotipleme ¢aligmalart morfolojik kriterlere  gore
yapilamamakta ve temel olarak rRNA geni ITS bolgesinin 243 bp’lik bolimiindeki
polimorfik bolgelere gore yapilmaktadir. . bieneusi IRNA ITS bolgesi izolatlar arasinda
yiksek oranda ¢esitlilik igermektedir (Santin ve Fayer, 2009). Bu zamana kadar yaklagik
240 genotip identifiye edilmistir (Jiang ve ark., 2015). Arastiricilar rRNA ITS gen
bolgesi sekans dizilimlerinde gore olusturduklari filogenetik agaclarda FE. bienesui
genotiplerini alt gruplan da igeren 9 farkli gruba bolmiugslerdir (Karim ve ark., 2015;
Thellier ve Breton, 2008). Grup 1 filogenetik yapida en genis grup olup, zoonotik
genotipleri de igermesinden dolay1 insan enfektif grup olarak da tantmlanmaktadir. Diger
8 grup ise farkli konaklarda ve sularda tespit edilen genotipleri barindirmasindan dolay1
konak adaptif gruplar olarak nitelendirilmistir (Li ve Xiao, 2019; Stentiford ve ark,
2016). L. cuniculi ¢ok kigiik genoma sahip olmasi, polimorfizm ¢aligmalarini sinirlamig
olmasina ragmen ITS gen bolgesi polimorfik bolgelerine gore genotip I (tavsan susu),
genotip II (fare susu), genotip III (kopek susu) ve genotip IV olmak iizere dort genotip
grubu siniflandirilmiglardir. Genotip I, I ve III insan ve hayvan konaklarda da tespit
edilmis olmast insan £. cuniculi enfeksiyonlarinin zoonotik karakterli olabilecegini akla
getirmelidir (Didier ve ark., 1996; Kodjikian ve ark., 2005; Sokolova ve ark., 2011). F.
hellem TRNA ITS gen bolgesi polimorfik bolgelerine gore genotip 1, genotip 2 ve genotip
3 olmak tizere 3 genotip grubu olusturulmustur (Mathis ve ark., 1999). E. intestinalis
rRNA ITS gen bolgesi sekans analizinde herhangi bir varyasyon tespit edilememis olup,
HIV pozitif bireylerden elde edilen 15 farkli ve bagimsiz genotip tanimlanmistir (Liguory
ve ark., 2000). Tavuklarda yapilan mevcut ¢alismalar ¢er¢evesinde Reetz ve ark. (2002)
tarafindan tespit edilen F. bieneusi J genotipin insan patojen grup igerisinde yer aldigi,
ayni aragtirma grubu tarafindan broyler tavuklarda tespit edilen £. cuniculi enfeksiyonu

icin herhangi bir genotipleme yapmadiklari belirlenmigtir (Reetz, 1993).
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Microsporidia tiirlerinin teshisi igin mikroskobik yontemlerin yani sira molekiiler tabanli
konvansiyonel PCR, SYBR Green Real-Time PCR ve prob bazli qPCR yontemleri
kullanilmaktadir. Farkli aragtiricilar tarafindan bu yontemlerin microsporidia tiirlerini
saptamasindaki sensivite ve spesifite oranlari karsilagtirmali olarak belirlenmigtir (Polley
ve ark., 2011). SYBR Green Real-Time PCR teknigi ile mikroskobi yonteminin
microsporidia tirlerinin teshisinde tekniklerin sirasiyla sensivitelerinin %26,7 ve %93,3
spesifitelerinin ise %100 ve %99,3 olarak tespit etmig, konvansiyonel Nested-PCR
teknigini altin standart olarak belirtmislerdir. Bilgin (2018) yapmis oldugu calismada
SYBR Green RT-PCR yontemi ile inceledikleri 6rneklerin %13,3 tinde Ct degeri 28 tizeri
amplifikasyon egrileri saptamistir. Ayni set orneklerin altin standart Nested-PCR
analizlerinde ise SYBR Green RT-PCR yontemi ile negatif olarak belirlenen 9 6rnek
pozitif olarak belirlenmig ve orneklerin sekans konfirmasyonlari yapilmistir. Bu veriler
1s1ginda calisgmamizda daha once farkli arastiricilar tarafindan kargilagtirmali sensivite ve
spesifiteleri belirlenen tekniklerden altin standart olarak nitelenen Nested-PCR teknigini

kullanmanin gerekliligi belirlenmistir.

Calisma kapsaminda inceledigimiz 300 digki orneginden; halk elinde yetistiriciligi
yapilan tavuklardan alinan 22 6rnekte (%7,3) £. bieneusi pozititligi tespit edilmis olup,
pozitif tespit edilen bir (%4,5) 6rnegin sekans analizleri ve genotiplendirilmesi sonucu,
daha 6nce Kayseri ve Sivas yoresinde sigirlarda . bieneusi tizerine galigmalar (Bilgin,
2018) kapsaminda tespit edilen ERUSS1 genotipi ile tam olarak homoloji gosterdigi
tespit edilmistir. Konak adaptif genotipler igerisinde ve Grup 2’de yer alan genotipin
filogenetik agag tizerindeki yeri incelendiginde farkli tlkelerde sigir, koyun, geyik, kedi
ve maymun tirlerinde tespit edilen BEB6 genotipi ile (%99,2-%99,6) ve Cin’de bir
insandan tespit edilen SHS (%99,2-%99,6) genotipi ile benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir (Bilgin, 2018). Bahse konu ¢aligma sonuglan ile tarafimizca ayni bolgede
ERUSST1 genotipinin tespit edilmis olmasi, ¢alismamizin sonucunu dogrular niteliktedir.
Ayrica ERUSSI genotipinin bolgedeki yayginlig, sigir ve tavuklar gibi bolgede yogun
bigimde yetistiriciligi yapilan ve insanlarla gerek viicut gerekse de urtnleri ile yakin
iliskide olan konaklarda tespit edilmis olmasi genotipin enfeksiyon kapasitesinin yiksek
oldugu ve bolgede yasayan insanlar i¢in zoonotik microsporidia enfeksiyon riskinin var
oldugu seklinde spekiile edilebilir. Arastirma bolgemizde ve diinyada tavuk konaklarda

ilk kez tespit edilen bu genotipin, konaklar arasinda transmisyon bariyerinin bulunmadigi,
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aragtirma bolgesinde diger konaklarda ve 6zellikle insanlarda yapilacak epidemiyolojik

caligmalar ile zoonotik karakterinin ortaya konulmasinin gerekliligi 6nem arz etmektedir.

E. bieneusi pozitifligi belirlenen diger 21 (%95,5) 6regin sekans karakterizasyonu ve
genotiplendirilmesi sonucu yeni bir genotipin varligl tespit edilmstir. ERUNT1 olarak
isimlendirilen bu genotip, GenBank’ta kayitli mevcut karakterize edilmis genotiplerden
en dustk farkliligr %0,6 olarak gostermistir. ERUNT1 genotipinin Grup 1 igerisinde ve
zoonotik karakterli gruplar arasinda yer aldigi tespit edilmistir. Diinyada ilk kez tespit
edilen bu genotipin zoonotik karakterli grup igerisinde yer almasi aragtirma bolgesinde
diger konaklarda ve 6zellikle insanlarda yapilacak epidemiyolojik ¢aligmalar ile zoonotik
karakterinin ortaya konulmasinin gerekliligi 6nem arz etmektedir. Nitekim ilgili
genotipin Brezilya’da tavuk (KT943972), Nijeryada insan (JX683799), Cin’de at
(MK789441) ve kedi (KX964628), Peru’da alpaka (KC868884) ve genotip BEBS5’te
bildirilen ABD’de sigir (AY331009) izolatlariyla %99,2 oraninda yuksek identiklik
gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir.

Laboratuvar analizlerinde microsporidia genel MSP primer ¢iftleri ile pozitif olarak
belirledigimiz iki 6rnegin sekans karakterizasyonu sonucu, tek bir haplotipe ait olduklar
ve yeni bir microsporidia tirine ait olabilecegi belirlenmis olup ilgili haplotip
Microsporidia sp. TtMicChik1 izolat1 olarak adlandirilmis ve gen veri tabanina kayit
edilmistir. Tlgili genotip GenBank’ta kayitli micropsoridia izolatlar1 arasinda en yakin
genetik iliskiyi %12-15 farklilikla anlarda enfektif Nosema ceranae genotiplerine
gostermistir. Filogenetik olarak ortaya g¢ikan bu farklilik 6rnekleme veya analizler
sirasinda herhangi bir kontaminasyon ihtimalinin varlig: agisindan irdelenmistir. Ancak
daha once ve analizler boyunca laboratuvarimiz da herhangi bir Nosema sp. tirt ile ilgili
caligmanin olmamasi ve analizlerin timuyle steril kabinler igerisinde aseptik kosullarda
yapilmast laboratuvar kontaminasyonu ihtimalini ortadan kaldirmaktadir. Ornek digkinin
herhangi bir enfekte ari tirine ait ¢ikarti/viicut pargalar ile kontamine olmasi veya
enfekte arinin tavuk tarafindan yenilerek microsporidia sporlarinin digki ile atilmasi
sonucu digkinin Nosema sp. sporlart barindirma ihtimalide degerlendirilmektedir. Ancak
belirledigimiz izolat ile Nosema sp. genotipleri arasinda %10°dan fazla bir genetik
farkliligin bulunmus olmasi ilgili izolatin heniiz Diinya literatiirinde tanimlanmamais olan
yeni bir Microsporidia tiriine ait olabilecegi goriisiinii 6n plana ¢ikarmaktadir. Tim bu

verilerin ve gorislerin agikliga kavusturulmasi i¢in ilgili izolatin belirlendigi odakta tavuk
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ve diger konaklar tzerinde yeniden orneklemelerle detayli morfolojik ve molekiler

tabanli tekniklerin epidemiyolojik gercevede uygulanmasi gerekmektedir.

Saha caligmalarindaki gozlemlerimiz, yetistirciler ile yapilan karsilikli gorigmeler ve

caligma sonuglarimiz goz 6niine alindiginda;

-Gerek yumurtaci gerekse de etlik pili¢ isletmelerinin kapali kiimes sisteminin
olmasi, yemleme ve sulama sistemlerinin otomatik mekanizasyon ile kontrolli bigimde
saglanmasi, kimes girislerinde uygun dezenfekte edici kimyasal soliisyonlarin
kullanilmast microsporidian sporlarin bulag yollarin1 engelleyici faktorler olarak ortaya

citkmaktadir.

-Halk elinde yetistiriciligi yapilan serbest gezen tavuk ¢iftlik ve kiimeslerinde ise
kiimeslerin ve gezinti alanlarinin bazi yetistiriciler tarafindan kireglenerek dezenfekte
ediliyor olmasi, kiigiik 6l¢ekli kimes ve gezinti alanlarinin Gizerinin yabani kus tarlerinin
girigini engelleyecek bigimde file ile ortilmiis olmasi, sulama sularinin ¢egsme suyundan
saglanmasi gibi tedbirlerin microsporidian sporlarin bulag yollarin1 engelleyici faktorler

oldugu spekiile edilebilir.

Salmonella enterica ¢ok genis konak araligina sahip akut veya kronik enfeksiyonlara
neden olan gram (-) bakterilerdir. S. enterica asemptomatik klinikte olabilecegi gibi
gastroenterit tifoid atesi gibi sistemik enfeksiyonlara neden olabilmektedir. S. enferica
Serovar Tyhpi ve Paratytphi enfeksiyonlart diyare, yorgunluk ve ates gibi klinik belirtiler
vermektedir (Hurley ve ark., 2014).

Zoonotik karakterli Salmonella spp. kanatlilardaki en buyik problemlerden birisini
olusturmaktadir. Yumurtaci ve etlik pili¢ (broyler) isletmelerinde performans kayb1 ve
olimlere neden olarak maddi kayiplar meydana getirmektedir. Calismamizda
olusturdugumuz gen havuzu kapsaminda inceledigimiz orneklerden 7 (%11,6) 6rnekte
salmonellosis varligi molekiiler olarak tespit edilmis ve sekans analizleriyle ilgili
izolatlarin §. enterica’ya ait oldugu belirlenmistir. Microsporidiosis pozitif 6rneklerin
ikisinde (%38,3) §. enterica ile koenfeksiyon tespit edilmistir. Arastiricilar konaklardaki
Salmonella enfeksiyonunun, immun sistem elemanlarindan bir kisminin ifadesini
azalttigini rapor etmiglerdir (Bayer-Santos ve ark., 2016). Bu 6énerme ile immun sistemin
patojen enfeksiyonu kaynakli zayiflamasi, diger bazi firsatg1 enfektif ajanlar igin uygun

ortam olusturabildigi ve konakta koenfeksiyonlarin gelisebildigi spekile edilebilir.
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Insanoglunun hayvansal protein ihtiyacinin karsilanmasinda ve giinliikk diyet rejimleri
igerisinde onemli bir yere sahip olan et ve yumurta vazgegilemez gida maddeleridir.
Turkiye’de hayvansal protein ihtiyacinin karsilanmasi, hizli ireme kapasitesi ve iklim-
yer kesin istekleri olmayan tavukgulugun diger hayvansal tretim dallart arasinda énemli
yeri bulunmaktadir (Cinar, 2008). Ulkemizde kirmizi et fiyatlarinin diinya standartlarina
gore yiksek seyretmesine bagli olarak, yiikselen alim giicinin dogurdugu hayvansal
protein ihtiyaci ¢ogunlukla kanatl eti ile karsilanmaktadir. Ayrica alt kollari ile birlikte
kanatli eti ve yumurta sektori meydana getirdigi istthdam ve katma deger ile tlke
ekonomisine onemli katkida bulunmaktadir (Cinar ve ark., 2008). Bu kapsamda
tavuklarda, ihmal edilen ve firsat¢t patojen olan microsporidialarin olugturacagi
enfeksiyonlar performans kaybi ve oOlumlere neden olmasi ile bireysel ve iilke

ekonomisine zarar verecektir.

Teknolojik geligmeler, egitim seviyesinin, ekonomik ve sosyal refahin artmasi, sosyal
medya kullantminin yiiksek olmasi insanlarin organik gidalara ve saglikli beslenmeye
olan ilgisini arttirmistir. Fakat bu durum gerek sosyal medyada gerekse de basili
yayinlarda dogru bilginin yaninda yanlig bilgilerinde ortaya ¢ikmasina neden olmustur
(Saglam ve Giimus, 2019). Tavuk eti ve yumurta konusunda fazlaca rastlanilan bu bilgi
kirliligi insanlarin organik tavuk ve tavuk trtnleri tercihinin artmasina neden olmus ve
semt pazarlarinda, bakkallarda veya sarkiiterilerde koy yumurtasi, koy tavugu gibi
triinlerin satist artmigtir. Yapilan bir ¢aligmada arastiricilar tarafindan semt pazarlarinda
ve marketlerde satiga sunulan koy ve market yumurtalarinin patojen yukleri incelemis ve
koy yumurtasindaki toplam mezofilik aerob bakteri sayisinin daha yiiksek oldugu
raporlanmistir (Erkan ve ark., 2008). Microsporidian parazit enfeksiyonlarin da fekal-oral
yol bulag yolunun 6énemi goz 6niine alindiginda, kontamine yumurta ile temas eden eller,
yiyecekler, mutfak ekipmanlart ve benzerlerinin enfektif ajanin bulagmasinda rol
alabilecegi unutulmamalidir. Bu noktada tiiketicilerin hijyen kosullarina uymasi énem arz

etmektedir.

Caligmamizda halk elinde yapilan yetistiricilikte 1rk tercihinin olmamasi ve ik karigik
(ve ayrica melez 1rk) kiimeslerin yogunlukta olmasi, ureticilerin kiimeslerinde tespit
edilecek hastalik durumunda tavuklarimin itlaf edilecegi yoniinde kaygi diizeyleri,
hastalik durumlarinin ilgili kamu kurumlari ile paylagilmamasi veya sorumlularin konuya

yeterli ilgi gdstermemesi en biyiik kisitlamalardan olmustur.
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Sonug¢ olarak, Tirkiye’de insanlar ile yakin iligkide olan tavuklarda zoonotik
microsporidialarin prevalansinin tespitine yonelik literatiir kaydinin bulunmayzsi, firsatg
patojen olan bu parazitlerin mevcut durumunu ortaya konulmasi bakimindan ¢alismamiz
ilk olma ozelligi tasimaktadir. Tirkiye genelinde microsporidialarin farkli konaklardaki
prevalansinin tam olarak ortaya konulmasi i¢in ¢ok merkezli galigma planlamalar
yapilarak epidemiyolojik verilerin ortaya ¢ikarilmasi ve zoonotik karakterli genotiplerin
belirlenmesi, microsporidiosisin kontroli ve miicadele stratejilerinin sekillendirilmesi

acisindan 6énem arz etmektedir.
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