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OZET

KLINOPTILOLIT ICEREN POLIMER NANOPARTIKULLERIN
CRYPTOSPORIDIUM PARVUM UZERINE IN VITRO
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Karaoglan G. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii I¢
Hastaliklar: (Veteriner) Programi Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2017.

Cryptosporidium spp, insan ve birgok hayvan tiiriinde ishale neden olan, enterik
protozoon patojenlerdir. Cryptosporidium parvum enfeksiyonunun tedavisi igin bir¢ok
ila¢ kullanilmig; ancak tam bir parazitolojik iyilesme saglanamamistir. Gliniimiizde C.
parvum i¢in kesin bir korunma ve tedavi protokolii bulunmamaktadir. Bu kapsamda
cryptosporidiosis i¢in yeni tedavi protokoliine ihtiya¢ duyulmaktadir. Klinoptilolit
tizerine yapilan tibbi c¢aligmalarda klinoptilolit’in antiviral, antitiimoéral ve antidiyarel
olarak etkinligi aragtirllmis ve bu alanlarda olumlu etkilerinin oldugu goriilmiistiir. Bu
calismada, Kklinoptilolit igeren polimer nanopartikiill C. parvum fzerine in vitro
etkinliginin ortaya konmasi amaglandu.

Bu arastirmada deneysel in vitro enfeksiyonu gergeklestirmek igin insan kolon
adenocarcinoma (Caco-2) hiicreleri kullanildi. Dogal enfekte buzagi veya kuzu
diskilarindan elde edilen Cryptosporidium ookistlerinin tiiriiniin ve tipinin belirlenmesi
amactyla DNA izolasyonu yapildi. Cryptosporidium parvum’un tiplendirilmesi, nested
PCR ve Sspl, Vspl ve Mboll enzimleri kullanilarak RFLP analizi ile gergeklestirildi.
Deneysel in vitro enfeksiyon gerceklestirmek i¢in insan Caco-2 hiicreleri  kullanildi.
Enfeksiyon denemelerinde 12 well hiicre kiiltiirii plaklarinin igine 18 mm steril yuvarlak

lameller yerlestirilerek tlizerlerine Caco-2 hiicreleri ekildi. Hiicreler lamellerin yiizeyini

%80 kapladiktan sonra enkiste 1x10° C. parvum ookisti ile enfekte edildi.

Cryptosporidium parvum ile enfekte enterositlere 4 farkli konsantrasyonda (250, 500,
750, 1000 pg/ml) klinoptilolit i¢eren polimer nanopartikiil ve bir gruba da su ilave edilip
kontrol grubu olusturuldu. Inkubasyon sonrasi fluoresans mikroskopta 400X biiyiitmede,
ayni hat iizerinde 20 yan yana mikroskop sahasindaki hiicreler ve hiicrelerdeki ookistler

sayilarak yiizde enfeksiyon orani belirlendi. Verilerin istatistiksel degerlendirmesi



Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 19 paket programi kullanilarak
gerceklestirildi. Tlim istatistiksel degerlendirmelerde p<0.05 anlamli kabul edildi.

Bu kapsamda kontrol grubunda %23,46 olan enfeksiyon olusma yiizdesi klinoptilolit
iceren polimer nanopartikiiliin farkli konsantrasyonlarinda (1000ug/ml, 750ug/ml,
500pg/ml, 250pug/ml) sirasiyla %15.6, %8.13, %10.33 ile %13.46 araliginda belirlendi.
Klinopitilolit igeren nanopartikiiliin farkli konsantrasyonlarinda (1000pg/ml, 750pg/ml,
500pg/ml, 250pg/ml) sirasiyla inhibisyon yiizdesinin %33.54, %65.56, 9%55.99,
%42.66 oldugu ortaya kondu.

Sonug olarak C. parvum ile Caco-2 hiicrelerinde olusturulan in vitro enfeksiyonda
klinoptilolit iceren polimer nanopartikiillerin antikriptosidal aktiviteye sahip olduklar
belirlendi. Ancak bu etkinligin dozla iliskili oldugu ve inhibisyon yiizdesi (IC50)
degerine sahip klinoptilolit igeren polimer nanopartikiil konsantrasyonlarin 750ug/ml

ve 500pg/ml oldugu saptandi.

Anahtar kelimeler: Cryptosporidium parvum, klinoptilolit, nanopartikiil.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF IN VITRO EFFECTIVENESS OF
POLYMERIC NANOPARTICLES CONTAINING CLINOPTILOLIT
ON CRYPTOSPORIDIUM PARVUM

Karaoglan G. Adnan Menderes University Institute of Medical Sciences Internal
Medicine (Veterinary) Department Master’s Thesis, Aydin, 2017.

Cryptosporidium spp is an enteric protozoan pathogen causing diarrhea in human and
multi-species species. Several drugs have been used to treat Cryptosporidium parvum
infection; However, a complete parasitological recovery has not been achieved.
Currently, there is no definitive protection and treatment protocol for C. parvum. In this
context, a new treatment protocol for cryptosporidiosis is needed. Antiviral, antitumoral
and antidiarrheal activities of clinoptilolite investigated and found to have positive effects
on these fields. In this study, it was aimed to reveal the in vitro efficacy of polymer
nanoparticle containing clinoptilolite on C. parvum.

In this study, human colon adenocarcinoma (Caco-2) cells were used to perform
experimental in vitro infection. DNA isolation was performed to determine the strain and
type of Cryptosporidium oocysts from natural infected calves or lambs. Typing of
Cryptosporidium parvum was performed by RFLP analysis using nested PCR and Sspl,
Vspl and Mboll enzymes. Human colon adenocarcinoma (Caco-2) cells were used to
perform experimental in vitro infection. In infectious experiments, 18 mm sterile round
laminates were placed into 12 well cell culture plates and Caco-2 cells were plated on
them. Cells were coated with 80% of the surface of the coverslips and then infected with
1x10° C. parvum oocysts.

Clinoptilolite-containing polymer nanoparticles and water in a group were added to the
infected enterocytes at 4 different concentrations (250, 500, 750, 1000 pg / ml) and the
control group was formed. Percent infection rate was determined by counting oocysts in
cells and cells in 20 side-by-side microscope on the same line at 400x magnification on a
fluorescence microscope after incubation. Statistical evaluation of the data was performed
using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 19 package program. p <0.05
was considered significant in all statistical evaluations.

In this context, the percentage of infection occurrence in the control group was
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determined as 23,46%. Different concentrations of clinoptilolite-containing polymer
nanoparticles (1000pg / ml, 750pg / ml, 500pg / ml, 250pg / ml) was determined as
15.6%, 8.13%, 10.33% and 13.46% respectively. It was revealed that the percent
inhibition was 33.54%, 65.56%, 55.99%, 42.66% of the inhibition percentage at different
concentrations of the clinopitilolite nanoparticle (1000pg / ml, 750pg / ml, 500pg / ml,
250pg / ml).

In conclusion, anticryptocidal activity of in vitro infection of C. parvum with Caco-2
cells, clinoptilolite-containing polymer nanoparticles was detected. However, it was
determined that this activity was dose-related and the concentrations of clinoptilolite-
containing polymer nanoparticles with inhibition percentage (IC50) values were 750pg /

ml and 500pg / ml.

Key words: Cryptosporidium parvum, clinoptilolite, nanoparticle.
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1. GIRIS

Bilimsel cabalar ve kemoterapdtik yeni ilerlemelere karsin yeni dogan ciftlik
hayvanlarinda ishal olaylar1 baslica problemdir. Ulkemizde ishallere bagl direkt ve indirekt
ekonomik kayiplarin boyutu, yetistiricilerin bilgi eksikligi ve ekonomik durumlar1 nedeniyle
daha da artmaktadir. ishalli hayvanlarim tedavilerinin fazla zaman, isgiicii gerektirdigi ve
pahali olmasi; ishalin olugsmasinin engellenmesini veya azaltilmasini 6n plana ¢ikarmaktadir.
Buzagi, kuzu ve kegi enteropatojenlerinden Cryptosporidium spp, gerek Tiirkiye ve gerekse
Diinya’nin diger {ilkelerinde yenidogan ciftlik hayvanlarinin ishallerinin etiyolojilerinde ilk
siralarda yer almaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu Eyliil 2016 verilerine gére iilkemizde
sagilan 5,5 milyon sigir ve 20 milyon koyun ke¢i bulundugu bildirilmektedir. Tiirkiye’de
kiiltiir irk1 buzagi dogumunun 4 milyon, kayiplarin %20 ve bir buzaginin 2000TL oldugu
diisiiniiliirse yillik 1 milyar 600 milyonTL ‘lik bir zarar s6z konusudur. Buna yaklasik 10
milyon kuzu ve ke¢i kaybida eklendiginde rakamin boyutlarinin {ilke ekonomisine ve
hayvanciliga verdigi zararin direkt boyutu yiiksek diizeylerdedir. Bu Sliimlerin yarisinin ishale
bagli olmasi, ishalin 6nlenmesi ve tedavisini oncelikli bir konuma getirmektedir.

Glniimiizde C. parvum i¢in kesin bir koruyucu ve tedavi edici protokol
bulunmamaktadir. C. parvum enfeksiyonunun korunmasinda ve tedavisinde bircok ilag
kullanilmig; ancak tam bir basar1 saglanamamistir. Bu kapsamda kriptosporidiozis i¢in yeni
tedavi protokoliine ihtiyag duyulmaktadir. Dogal iiriinlerin, 6zellikle ilag kesfi ve kimyasal
biyoloji aracilifiyla, insan ve hayvan saglik sektorleri {izerinde Onemli bir etkisi
bulunmaktadir.

Klinoptilolit iceren zeolitlerin en Onemli komponentlerinden biri olan
aliminyumsilikatlarin 6zellikle domuz, buzagi ve ratlarda barsak hastaliklari ile iliskili ishalin
azaltilmasinda yararl biyolojik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Elde edilen arastirma
sonuglar1  klinoptilolit iceren zeolitlerin en Onemli komponentlerinden biri olan
aliminyumsilikatlarin bagisiklik sisteminin regiile edilmesinde 6nemli rol oynadigini
gostermektedir. Klinoptilolit sindirim sisteminde ¢oziintirliigi diisiik, emilmeyen, birbirlerine
kanallarla baglanan, diizgiin gbézeneklere sahip kristal yapida bilesik olup Sodyum (Na),
Potasyum (K), Kalsiyum (Ca), Magnezyum (Mg) gibi iyonlar1 igermektedir. Klinoptilolitin
su kaybetme ve kazanma 06zelligi ile C. parvum etkeninin hidrostatik basincini etkileyerek
sporlanmasint ve enfektif olmasini saglayan nem, beslenme gibi c¢evre faktorlerini

degistirebilecegi distiniilmektedir. Gerek ookistin gelismesi ve yasamasi i¢in gerekli ¢evre



sartlarin1 etkileyebilme 6zelligi gerekse immun sistemin diizenlenmesinde ve immun stimulan
olarak kullanilabilmesi klinoptilolitin C. parvum enfeksiyonunun 6nlenmesi ve tedavisinde
onemli rol oynayabilecegi 6ngoriilmektedir.

Saglik, gida, tarim ve ilag sanayi gibi alanlarda hizla yasamimiza giren
nanobiyoteknolojinin yakin gelecegimizin en etkili teknolojisi olacagi ve yasamimiza
dogrudan etki edecegi, yasam standartlarimizi da oldukc¢a arttirabilecek nitelikte iistiin bir
teknoloji olacagi kabul edilmektedir. Hazirlanilacak nanobiyoteknolojik tiriinler, insan ve
hayvan yasamini ve ekonomik faaliyetleri kokten degistirme giiciine sahiptir. Bu kapsamda,
2025 yili itibariyle hayatimizi biiyiik olgiide etkileyecegi diigiiniilen nanoteknoloji alaninda
tiretir hale gelebilmek i¢in Tiibitak'in 2023 Vizyon Programi'nda nanoteknoloji yer almis ve
yol haritast olusturulmustur. 2006 yilinda 22 iilkede nanoteknolojik {iriin iireten 250 civarinda
sirket varken 2007 yilinda 580 sirket, 2009 yilinda ise 1015 sirket sayisina hizla artig
gostermis ve giinimiizde hizla girket sayisinin artmakta oldugu bilinmektedir.

Bu kapsamda proje ile hayvan sagliginda ve beslenmesinde dogal bir zeolit olan
Klinoptilolitin nanobiyoteknolojik yontemler kullanarak biyoaktif bir polimer haline
getirilmesi ve elde edilen klinoptilolit igeren bu nanopartikiilin C. parvum iizerine in vitro

etkisinin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Cryptosporidium

Evcil hayvanlart ve insanlar1 etkileyen Cryptosporidium ilk kez 1907'de gastrik
mukozada ve daha sonra laboratuar farelerinin ince bagirsaginda tanimlanmistir. Peru'dan
koprolitler tizerine yapilan ¢alismalar Cryptosporidium’un antik insan popiilasyonlarinda
zaten yaygmn oldugunu gostermektedir (Ortega ve Bonavia, 2003). Ancak insanlar bu
parazitinin klinik 6nemini 20. yiizyilin sonlarinda kabul etmistir. Kriptosporidiozis,
giiniimiizde AIDS (Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu) hastalarinda yasami tehdit eden
bir hastalik olarak insanlarda, hem sporadik vakalarda hem de 1993'de Milwaukee'de suda
bulasan biiyiikk kriptosporidiozis salgin1 (Mac Kenzie ve ark, 1994; Fayer, 2004) gibi
salginlarin yaygin bir nedeni olarak kabul edilmektedir. Kriptosporidiozis sik goriilen su
kaynakli bir enfeksiyondur ve su tesisatlari i¢in biiyiik bir endise kaynagidir. Sosyo-ekonomik
gelisme, Ozellikle gelismekte olan iilkelerdeki etkisinden dolayi, Cryptosporidium, 2004
yilindan bu yana Diinya Saglik Orgiitii tarafindan "ihmal Edilmis Hastalik Girisimi"ne dahil
edilmistir (Savioli ve ark, 2006).

Veteriner hekimlikte Cryptosporidium spp. buzagilarda ishal etiyolojisinde onemli
patojenler olarak kabul edilmekle birlikte, parazitin patojenitesi son yiizyilin sonuna kadar
anlasilamamustir. Etkenin ilk defa 1971 yilinda buzagilarda (Panciera ve ark, 1971), 1974
yilinda kuzularda (Barker ve Carbonell, 1974) belirlenmesinden sonra bu etken farkli
yonleriyle arastirilmis ve birincil patojenik etkisi daha sonra dogrulanmistir (Tzipori ve ark,
1980b). O giinden bu yana hem Avrupa'da hem de ABD'de ishalli neonatal buzagilardan
alinan digki orneklerinin %40-70'inde Cryptosporidium spp. tespit edilmistir (Moore ve
Zeman, 1991; Otto ve ark, 1995; de Graaf ve ark, 1999b; de la Fuente ve ark, 1999; Constant,
2001; Tartera, 2002). Bu nedenle Cryptosporidium, neonatal buzag: ishalinin etiyolojisinde en
onemli patojen olarak distiniilmektedir (de Graaf ve ark, 1999b). Yapilan molekiiler
caligmalar Cryptosporidium epidemiyolojisinde daha farkli ve detayli bir bakis agist
saglamasiyla yeni dogan ruminantlarin bu yiiksek prevalansli parazitleri, insan
enfeksiyonunda potansiyel bir kaynak oldugunu gostermektedir.

Son yillarda 6nemi her gecen giin artan zoonotik ozellikli Cryptosporidium spp,
memeli, kanath ve siirlingende sindirim sistemi epitel hiicrelerine lokalize olmakta ve

ozellikle gen¢ ve immun sistemi baskilanmis hayvanlarda enfeksiyon olusturarak halk saglig:
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igin biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Cryptosporidium’un giinden giline bulunan tiir sayisi

artmis ve 26’ya ulagsmistir (Ryan ve ark, 2014) (Tablo 1).

Tablo 1: Cryptosporidium 'un gegerli tiirleri (Ryan ve ark, 2014)

Tiir Adx Konakae tipleri Major Konakel
C. muris Evcil fareler Kemirgenler
C. wrairi Cavia porcellus (Guinea domuzu) Guinea domuzu
C. felis Felis catis (Kedi) Kedi
C.serpentis Elaphe guttata, E. subocularis, Sanzinia ~ Yilanlar ve
madagascarensus (Yilanlar) stiriingenler
C. meleagridis Meleagris gallopavo (Hindi) Kuslar ve insanlar
C. parvum Bos taurus (Sigir) Ruminantlar
C. baileyi Gallus gallus (Tavuk) Kuslar
C. varanii Varanus prasinus (Monitor Kertenkele) Siirtingenler
C.andersoni Bos taurus (Sigir) Ruminantlar
C. canis Canis familiaris (Kopek) Kopekler
C. molnari Sparus aurata ve Dicentrarchus labrax Baliklar
(Balik)
C. hominis Homo sapiens (insan) Insanlar
C. gali Spermestidae, Frangillidae, Gallus Kuslar
gallus,
Tetrao urogallus, Pinicola enucleator
(Kuslar)
C. suis Sus scrofa (Domuz) Domuzlar
C. bovis Bos taurus (Sigir) Ruminantlar
C. fayeri Macropus rufus (Kanguru) Keseliler
C. fragile Duttaphrynus melanostictus (iki yasamli) Iki yasamlilar
C. macropodum Macropus rufus (Kanguru) Keseliler
C. ryanae Bos taurus (Sigir) Ruminantlar
C. xiaoi Ovis aries (Koyun) Koyun ve kegiler
C. ubiquitum Bos taurus (Sigir) Ruminantlar,
kemirgenler, primatlar
C. cuniculus Oryctolagus cuniculus (Avrupa tavsani)  Tavsanlar
C. tyzzeri Mus musculus (Fare) Kemirgenler
C. viatorum Homo sapiens (insan) Insanlar
C. scrofarum Sus scrofa (Domuz) Domuzlar
C. erinacei Erinaceus europaeus (Bat1 Avrupa Kirpiler ve atlar

Kirpisi)




Arastirmalarda C.parvum'a ayr1 bir onem verilmekte olup insan dahil olmak {izere ¢ok
cesitli konakta tanimlanmistir. izoenzim ve molekiiler analizleri, C. parvum'un insan genotipi
(genotip 1 veya H) ve zoonotik sigir genotipi (genotip 2 veya C) olarak en az iki farkli genotip
varligimi gostermektedir. Insan genotipinin biiyiik dl¢iide insana 6zgii oldugu bildirilmekte ve
C. hominis olarak smiflandirilmaktadir (Morgan-Ryan ve ark, 2002). Sigir genotipi ise C.
parvum olarak anilmaktadir.

Cryptosporidium andersoni, ruminantlarda abomasuma yerlesmektedir. Bu bolgede
mide bezlerinde yaptig1 dilatasyon, mukozada hipertrofi ve epitelyumda atrofi ile protein
sindiriminin bozulmasina yol agmaktadir (Olson ve ark, 2004). Onceleri nonpatojen olarak
degerlendirilen etken, et ve siit veriminde 6nemli ekonomik kayiplara yol agmasi nedeniyle
gliniimiizde yeni patojen olarak tanimlanmaktadir. Diinya ¢apinda yayginlhig: diisiiktiir (%2-5)
ve yalnizca sigirlarda bildirilmistir (Santin ve ark, 2004). Hem erigkin hem de siitten yeni
kesilmis hayvanlar1 etkilemektedir. Aylar hatta yillar siiren kronik enfeksiyonlara yol
acmaktadir (Olson ve ark, 2004; Santin ve ark, 2004; Fayer ve ark, 2006; O’Handley ve
Olson, 2006). Daha 6nceden bu etkeni almis olabilen hayvanlar siitten kesim sonrasinda ya da
daha ileri yaslarda klinik bulgu gésterebilmektedirler (Kvac ve ark, 2011).

Cryptosporidium bovis yeni bir tiir olarak Amerika Birlesik Devletleri’nde izole
edilmistir (Divers ve Peek, 2008). Genellikle 2-11 ay aras1 sigirlarda karsilasilmaktadir (Fayer
ve ark, 2006; O’Handley ve Olson, 2006). Sigirlarda neonatal buzagi ishallerinden sorumlu
olup olmadigi tartismalidir (Divers ve Peek, 2008).

Bu ii¢ temel tiirlin disinda siitten kesilmis 2-11 aylik buzagilarda klinik bulgu
gostermeyen C. ryanae identifiye edilmistir (Fayer ve ark, 2006; Kvac ve ark, 2011).

Bir ¢ok Cryptosporidium tiirii iginden memeli hayvanlar i¢in C. parvum en 6nemlisidir
(Tzipori ve Ward, 2002) ve yenidoganlarda ¢iftlik hayvanlarinda sik karsilasilan ve klinik
bulgu gosteren tiirdiir (Mendonga ve ark, 2007; Divers ve Peek, 2008; Imre ve ark, 2011;
Kvac ve ark, 2011; Muhid ve ark, 2011). C. parvum’un yol actig1 enfeksiyonlarda genellikle
sulu ishal goriiliirken diger 3 tiirde klinik semptomlar ¢ok nadir goriilmekte ya da enfeksiyon
subklinik seyretmektedir (Fayer ve ark, 2006; Hamnes ve ark, 2006; O’Handley ve Olson,
2006).



2.1.1. Morfoloji ve Yasam Siklusu

Cryptosporidium, aseksiiel ve seksiiel gelisim evresi ile karmasik bir yasam
dongiisiine sahiptir. Yasam dongiisii konak¢1 ince bagirsaginda 3-5 giin i¢inde tamamlanabilir.
Yakin zamana kadar Cryptosporidium zorunlu bir hiicreigi parazit olarak kabul edilmis, ancak
in vitro caligmalarla yasam dongiisiiniin tamaminin, konakgr hiicrelere ihtiyag duymadan
tamamlanabilecegini, ancak kolaylikla basarilmadigini ortaya koydu. /n vivo amplifikasyon,
konakg1 hiicrede gergeklesir ve bu, Cryptosporidium'un sadece yakin zamanda kendi hiicre i¢i
yasam alanina adapte olabilecegini diislindiirebilir (Hijjawi ve ark, 2004; Girouard ve ark,
2006).

Yasam siklusu (Sekil 1)(Geurden, 2007), enfektif ookistin (a) yutulmasi ve uygun
sicaklik ve pH sartlarinda 4 sporozoitin (b) ekskistasyonu ile baslar (Hijjawi ve ark, 2002;
Smith ve ark, 2005a). Hiicreye invazyonu sirasinda gelisme evreleri konakg1 sitoplazmasinda
bulunmaz. Yani hiicre i¢i ekstrastoplazmik bir parazittir (Heine ve ark, 1984; Kaske ve Kunz,
2003). Parazit, parazitoforoz vakiiolii olarak adlandirilan parazitin yerlestigi hiicre zari ile
hiicre sitoplazmasi arasinda korunmaktadir. Bu hiicre dis1 fakat ekstra sitoplazmik konum
Cryptosporidium i¢in essizdir ve parazitin hem hiicre dis1t hem de hiicreigi konak savunma
mekanizmalarindan kagmasina izin verir (Hijjawi ve ark, 2004).

Hiicre invazyonundan sonra sporozoitler, konagin epitelyum hiicreleri i¢ine girmekte
ve burada trofozoitlere doniismektedir (c). Dongiiniin ilk kismi ardigik olarak birbirini takip
eden iki merogoni kiimesiyle ve eseysiz ¢ogalarak merontlar1 (d) olusturur. Tip | meronontlar
(e), genellikle, 4 yeni merozoitle tip II meront (f) olusturmak iizere yeni konakg1 hiicrelere
niifuz eden 8 kiiclik merozoit igerir. Tip I merozoitlerin ayn1 zamanda siirekli olarak geri
doniisiim kabiliyetine sahip olduklar1 ve 6zellikle bagisikligr baskilanmis insan hastalarda oto-
enfeksiyondan sorumlu olduklar1 diisliniilmektedir. Tip II merozoitler mikro ve
makrogametlere doniisen mikro ve makrogametler (g ve h) olarak bilinen seksuel gelisim
evrelerine dontsiirler. Mikrogametler konakgr hiicrelerden salinir ve makrogemetlere sahip
hiicrelere niifuz eder. Birlesmeleri, direngli ookist duvarina sahip bir ookiste doniisen bir
zigota (i) neden olur. Iki aseksiiel boliinmeden (sporogoni) sonra ookist 4 sporozoiti igerir.
Ookistlerin yaklasik %80'i kalin bir duvara (j) sahiptir ve diski ile atilir. Bu kalin duvarl
ookist parazitin gevreye direngli safhasidir ve yeni konaklara enfeksiyonun bulagmasini
saglar. Geriye kalan %20'lik kisim ince duvarli ookistler (k) olarak bilinir ve bu ince duvarli
ookistlerin parcalanmasi sonucu siirekli olarak sporozoitler serbest kalir ve siklus yeniden

baslayarak oto-enfeksiyona yol agar (Hijjawi ve ark, 2001).
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Sekil 1: Cryptosporidium yasam siklusu (a)enfektif ookist; (b)sporizoit ookistten salinir;
(c)trofozoit; (d) ve (e)Tip | meront; (f)Tip Il meron; (g)Mikrogamet; (h) Makrogamet; (1)
Zigot (Guerden, 2007)

Cryptosporidium'un yasam dongiisiindeki ¢ogu hiicre dis1 asama, ince bagirsagin
koruyucu mekanizmalarmma kars1 ¢ok daha duyarlidir. Bu nedenle konak¢i hiicreden
salindiginda koruyucu mukus tabakasinin altinda kalirlar ve birka¢ saniyede bitisik bagirsak
hiicrelerini enfekte ederler (Meloni ve Thompson, 1996). Bununla birlikte, genellikle C.
parvum ve C. andersoni'nin yasam dongiisiinde ekstraselliiler trofozoit / gamont benzeri
evreler olarak adlandirilan iki yeni hiicre dis1 agsama tanimlanmistir. Bu yeni sathalar, hiicre
disindaki varligin uzamasina uyarlanmistir ve in vitro kiiltiirlerde tanimlanmistir (Hijjawi ve

ark, 2002).

2.1.2. Epidemiyoloji

Kriptosporidiozis, neonatal buzagi ve kuzularda diinya genelinde goriilen bir
hastaliktir. Etkenin goriilme siklig1 irk, tanisal yontem ve yas grubuna gore degismektedir.
Farkl:i iilkelerde, degisik yas gruplarinda prevalansin buzagilarda %3.5 - %86, koyunlarda
%1,45 - %77,4 arasinda degistigini rapor edilmektedir (Santin ve Trout, 2008). Ulkemizde
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prevelansin diinyadaki ¢aligmalarla uyumlu oldugu goriilmektedir (Ozer ve ark, 1990; Erman
ve ark, 2000; Seving ve ark, 2003; Ast1 ve ark, 2012).

Yenidogan c¢iftlik hayvanlar1 ookistlerin agiz yoluyla alinmasi ile enfekte olmaktadir.
Oro-fekal bulasma, enfekte olmus hayvanlarla temas yoluyla direkt olabilir veya dolayh
olarak kontamine bir ortamda veya kontamine olmus yem ve su igilmesi yoluyla olabilir.
Aletler, bakicilar, hatta eklembacaklilar ve kuglar gibi vektorler yoluyla mekanik aktarim
mimkiindiir (Graczyk ve ark, 1999; Fayer ve ark, 2000). Buzagilarda, dogumdan 3-5 giin
sonra ookist atilmaya baslar ancak gram diskida 10'%a kadar ookist atilimi en yiiksek 12
giinlik yaslarda gerceklesmektedir. Ookist atilimi 6-14 giin siirmekte (O'Handley ve ark,
1999; Nydam ve ark, 2001; Castro-Hermida ve ark, 2002a) ve yiiksek ookist atilimi, bir aydan
kiiciik buzagilarda en sik gorilmektedir (Fayer ve ark, 1998a; Maldonado-Camargo ve ark,
1998; O'Handley ve ark, 1999; Becher ve ark, 2004; Kvac ve ark, 2006). Yetiskin sigirlar
tarafindan ookistlerin atilimi genel olarak diisiik olmakla birlikte, koyunlarda (Xiao ve ark,
1994)  periparturient donemde anneler potansiyel bir enfeksiyon kaynagi olarak
savunulmustur (Ralston ve ark, 2003b).

Enfeksiyon icin dolayli kaynaklar olarak, annenin maternal durumu ve buzagilarin
barmaklar1 gibi durumlar distintilmelidir (Sturdee ve ark, 2003). Grup olarak yasayan
buzagilar arasindaki direkt temas bulasmayr desteklemektedir (Castro-Hermida ve ark,
2002b). Ayni zamanda bireysel bulagsmada bakic1 gibi bir vektor ya da diski atig1 ile bulagsma
da sik goriilmektedir. Ayrica, agil kosullari ile sonraki buzagilara bulagsma da miimkiindiir
(O'Handley ve ark, 1999). Genel olarak, kapali buzagi agillarinda barindirilan buzagilar,
disarida barinaklarda bulunan buzagilara gore daha fazla enfeksiyon riski altindadirlar
(Quigley ve ark, 1994).

Ookistler -4°C ve 20°C arasindaki sicakliklarda toprakta 12 hafta, suda 24 haftaya
kadar hayatta kalabilirler. Ookistler sigir diskilarinda ve giibrede en az 70 giin enfektif halde
kalirlar (Fayer ve ark, 1998c; Olson ve ark, 1999; Jenkins ve ark, 2002 ). Donma, ookistler
i¢cin Oliimciil olmasina ragmen, ookistlerin kiigiik bir kism1 donma sicakliklarinda 2 aya kadar
canlt kalabilir. Bu canli ookistlerin hala infektif olup olmadiklar1 belirsizdir (Robertson ve
ark, 1992; Walker ve ark, 2001). Kuruma 4 saat i¢inde % 100 oldiriiciidiir. Sicaklik artip
55°C'nin tlizerine ¢ikarttiktan sonra ooksitte bulasicilik azalir (Fayer, 1994; Fujino ve ark,
2002). Siirli boyutu, yavru buzagi sayisi, stok orani veya buzagilama sezonunun uzunlugu gibi
yonetim faktorler de dahil olmak iizere enfeksiyon i¢in ¢esitli risk faktorleri tespit edilmistir.
Daha yiiksek stok yogunluklar, 6zellikle gen¢ hayvanlar arasindaki temas oranim arttirarak,

enfekte olmus ve siipheli hayvanlar arasindaki bulagsma ihtimalini artirir (Garber ve ark,
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1994). Uzun buzagilama mevsimi veya yil boyu buzagilama, duyarli buzagilarin uzun siire
etkeni almasi ile sonuglanir (Atwill ve ark, 1999; Hoar ve ark, 2001). Yayginlik ve ookist
atilmasindaki mevsimsel dalgalanmalar insan ve yaban hayati popiilasyonlarinda (Atwill ve
ark, 2004; Roy ve ark, 2004) tespit edilmistir, ancak sigirlarda buzagilama mevsimi ile
cakistigi siirece (Atwill ve ark, 1999; Wade ve ark, 2000b; Becher ve ark, 2004) daha yiiksek
atilm gorilmektedir (Huetink ve ark, 2001; Sturdee ve ark, 2003; Lorino ve ark, 2005).
Epidemiyolojide 6nemli bir faktér buzagi yasi gibi goziikkmektedir: Cryptosporidium
pozitif ciftliklerde 9-12 giinliik yasta enfeksiyon riski en yiiksek olan %100 insidans
(O'Handley ve ark, 1999) gostermektedir. Bu pozitif ¢iftliklerde buzagilarin %50'si 10 giinliik
yastan once enfekte olmaktadir. Bazen bir aydan biiyiik buzagilarda, C. parvum ile birincil bir
enfeksiyon goriillir, bunun sebebi ¢ogunlukla ge¢cmiste enfeksiyon bulunmamasidir (Huetink

ve ark, 2001).

2.1.3. Zoonotik Yonii

Geligmis ilkelerde, bagisiklik sistemi olusmus konaklarda Cryptosporidium
prevalans: asemptomatik kisilerde %0,2 iken, ishal olan hastalarda %2,2’ye kadar
ulasabilmektedir (Guerrant, 1997). Ozellikle 5 yasim altindaki cocuklar ve bez degistirmenin
enfeksiyon ile iliskilendirilmesi sebebiyle anne-babalar da risk altindadir (Hunter ve ark,
2004). Insanlarda C. hominis veya zoonotik C. parvum yogun enfeksiyonlara, C. meleagridis
ise sinirli sayida olguya (Pedraza-Diaz ve ark, 2001b) neden olabilmektedir. C. canis, C. suis,
C. muris ve C. felis gibi diger Cryptosporidium tiirleri, 6zellikle immiin yetmezlikli hastalarda
bildirilmektedir (Pedraza-Diaz ve ark, 2001a; Caccio ve ark, 2005).

Su, yasam boyu hayatin, siirekliligin, yerlesimlerin ve doganin vazge¢ilmez bir
parcasi olmustur. Biitiin canlilarin oldugu gibi insanlarin da temel ihtiyaci olan su igilebilir ve
kullanilabilir nitelikte olmalidir. Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de temiz ve hijyenik
sartlara uygun suyun saglanmasi, bir saglik problemi olarak giin gectikce Onemini
arttirmaktadir. Insanlarin sagligi, farkli kaynaklardan saglanan sulardan etkilenmektedir. Bu
etkilenme iki sebepten kaynaklanmaktadir. Bunlar zararli biyolojik etkenler ile endiistri
atiklarindan dogan kimyasal ya da radyoaktif kirleticilerin sulara karigsmasidir. Suyun belli
basli zararli biyolojik ajanlar1 patojen bakteriler, virusler, parazit ve diger
mikroorganizmalardir. Oral-fekal enfeksiyon zincirinin en 6nemli halkasi igme suyudur.

Bugiine kadar C. parvum’un igme suyu kaynaklarini kontamine etmesiyle onlarca salgin
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gerceklesmistir. Bu salginlardan ikisinde (Milwaukee ve Las Vegas) immiinsistemi
baskilanmis populasyondaki 6liim oranlar1 %52-68 arasinda olmustur (Mac Kenzie ve ark,
1994). 1987 yilinda Amerika Carrolton’da yine C. parvum’un igme suyu kaynaklarini
kontamine etmesiyle 13000 kiside Cryptosporidium enfeksiyonuna rastlanirken, 1992 yilinda
Amerika Jackson County ve Oregon’da 15000 kisinin sagligini tehdit etmistir (Stein, 2001).
Bugiine kadar goriilen en biiylik salgin 1993 yili Nisan ayinda Milwaukee, Wisconsin’da
(USA) gerceklesmis olup, 403000 semptomatik vaka saptanmistir (Mac Kenzie ve ark, 1994).
Bu baglamda bakildiginda C. parvum enfeksiyonlar1 salgin olarak ortaya ¢ikabilmekte ve
toplum sagligint 6nemli oranda etkilemektedir. Nitekim C. parvum B simifi bioterorism ajani
olarak katogorize edilmekte (http://www.bt.cdc.gov/agent/agentlist-category.asp) ve ozellikle
sularin kontamine edilmesiyle ciddi problemlerin ortaya ¢ikmasina ve kaos ortamlarinin
dogmasina yol agmaktadir. Toplum sagligi i¢in boylesine énemli C. parvum enfesiyonun
profilaksisinin ve tedavisinin saglanabilmesinin basarilmas: veya katkida bulunulmasi,
tilkemiz ve diger iilkelerin dolayli yoldan ekonomilerine ve toplum sagligina katkilar
saglayacag bir gercektir. Bununla birlikte, molekiiler bilgi ¢ogunlukla salginlardan elde
edilirken, insan cryptosporidial enfeksiyonlarin ¢ogu salginla iliskili degildir (Feltus ve ark,
2006). Her ne kadar sporadik vakalarda enfeksiyon kaynagi ¢ogunlukla bilinmese de, enfekte
olmus c¢iftlik hayvanlariyla dogrudan temas art arda enfeksiyon ile iligskilendirilmigtir (Hunter
ve ark, 2004; Hunter ve Thompson, 2005). Diger risk faktorleri yurt disina seyahat etme,
ishalli hasta ile temas etme veya yiizmedir (Robertson ve ark, 2002; Roy ve ark, 2004).
Cryptosporidium parvum'un goriilme sikligi ve kosullari, enfekte olmus ve duyarl
konakgilar arasindaki temasa baglidir. Dolayisiyla, C. parvum enfeksiyonlarmin orani kirsal
alanlarda, hayvan barinaklariin yakininda kentsel alanlardan daha yiiksektir (Learmonth ve
ark, 2004). Avrupa'da, hayvancilik endiistrisi ile igme suyu kaynaklar1 veya yerlesim yeri ve
rekreasyon alanlar1 arasindaki temas, insan hastalarinda C. parvum'un yaygimligini agiklarken,
diinyanin diger bolgelerinde insan enfeksiyonlar1 C. hominis'e baghdir. Benzer sekilde, kirsal
alanda simirli erisim ve biiyiikbas hayvan katliami da dahil olmak iizere, 2001'de sap
hastaliklarmin ortaya ¢ikmasi swrasinda uygulanan diizenlemeler, Iskogya'da insan
kriptosporidial enfeksiyonlarinin azalmasina neden olmustur (Strachan ve ark, 2003). Bu
nedenle, sigir ve ozellikle geng buzagilar C. parvum i¢in bir rezervuar olarak diistiniilmelidir
(Heitman ve ark, 2002). Ayrica sigirlarda karisik C. parvum ve C. hominis enfeksiyonlari
(Tanriverdi ve ark, 2003) ve tek C. hominis enfeksiyonlari (Smith ve ark, 2005a) siklikla
bildirilmistir. Insanlarda enfeksiyonun olusmasinda koyunlar ve diger canli hayvanlarin

Oonemi si8irlara gore daha az goziikmektedir (Ryan ve ark, 2005). Pet hayvanlari muhtemelen
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insan enfeksiyonu i¢in rezervuar olarak dnemsizdir (Hunter ve Thompson, 2005). Geyik, elk
ve bizon gibi yabani hayvanlar sigir ve insanlarla ayni tiirle enfekte olmus olsalar da (Olson
ve ark, 2004), Kuzeybat1 Avrupa'daki sigir veya insan kriptosporidiosis epidemiyolojisindeki
vahsi yasamin Onemi belirsizdir. Bu nedenle sigirlar, zoonotik bulasma i¢in en Snemli
kaynaklardir (Hunter ve Thompson, 2005).

Buzagilarla dogrudan temas, ¢iftlik evlerinde (Miron ve ark, 1991; Lengerich ve
ark,1993), ciftlik ziyaretcilerinde (Evans ve Gardner, 1996; Sayers ve ark, 1996) veya
veteriner hekimlerde (Preiser ve ark, 2003) enfeksiyonlara neden olmasina ragmen, zoonotik
enfeksiyonlarin ¢cogu su veya gida yoluyla dolayli iletimden kaynaklanmaktadir (Sulaiman ve
ark, 1999; Stantic-Pavlinic ve ark, 2003; Hunter ve ark, 2004). Ookistler, giibre depolama
alanlarindan drenaj, giibre yiiklii topraklardan suyun dogrudan akarak yiizey sularina
tasinmasiyla (Fayer ve ark, 1998b; Graczyk ve ark, 2000; Sischo ve ark, 2000; Jellison ve
ark, 2002) gevreyi kontamine etmektedir. Cryptosporidium ookistleri tarim topraklarinda
yaygindir (Barwick ve ark, 2003) ve birkag ay hayatta kalabilmektedir (Jenkins ve ark, 2002).
Yagis ve akinti, yiizey sulari ve igme suyu rezervuarlarindaki toplam Cryptosporidium
yiikiine (Kistemann ve ark, 2002) biiyiik katkida bulunurlar ve tarimsal yiizey sularindaki en
yiiksek ookist seviyeleri buzagilama mevsimi ile paralellik gosterir (Bodley-Tickell ve ark,
2002). Su aritma tesislerinde en sik kullanilan dezenfeksiyon prosediirleri ookistleri tamamen
ortadan kaldirmadigindan, su, zoonotik enfeksiyonlar icin Onemli bir ara¢ olarak

diistiniilmelidir.

2.1.4. Patogenez ve Klinik Bulgu

Cryptosporidium tiirleri, C. bovis ve C. parvum, ileumda ve jejenumda bazen de
kolon, caecum ve duodenumda yasam dongiisiinii tamamlarlar (Sanford ve Josephson, 1982).
C. bovis'in patojenitesinin muhtemelen bagisikliga bagli olarak sinirli oldugu disiiniilmektedir
(Harp ve ark, 1990; Santin ve ark, 2004). Geng buzagilarda C. parvum baskindir ve oldukga
patojen oldugu disiiniiliir. Etkenin epitel yilizeyine invazyon ve kolonizasyonu, epitel
hiicrelerinin ve mikrovillus sinirinin kaybedilmesine neden olur. Ayrica, villus atrofisi, villus
dejenerasyonu sonucu epitelin gegirgenligi artar. Sonug¢ olarak bagirsak yiizey alaninin
azalmasi, laktaz gibi sindirim enzimlerinin kaybi, besin maddelerinin ve elektrolitlerin

emiliminin bozulmasina yol agmaktadir. Histopatolojik preparatlarda villus atrofisi yani sira
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kript hiperplazisi ve intra-epitel lenfositlerinde bir artis gézlemlenmektedir (Sanford ve
Josephson, 1982; Tzipori ve ark, 1983; Fayer ve ark, 1998a; Robinson ve ark, 2003).

Klinik belirtiler en sik 5 giin ile 1 ay arasindaki buzagilarda gériilmekte ve genellikle 2
hafta i¢inde kendini smirlayan malabsorptif ve sekresyonlu bir ishal ortaya ¢ikmaktadir
(O'Handley ve ark, 1999). ishal, acik sarimsi, pastdzden sulu kivama kadar degisen kivamda,
mukuslu olabilmektedir. Buzagilar dehidre, depresif ve anorektik olabilir. Klinik
semptomlarin siddeti ve siiresi eszamanli viral, bakteriyel veya paraziter enfeksiyonlara ve
konakg¢inin direncine bagli olarak olduk¢a degiskendir (Fayer ve ark, 1998a). Mortalite
degiskendir ve ¢ogunlukla birden fazla enfeksiyona sahip buzagilarda, Belcika mavisi gibi
bazi sigir cinslerinde yaygin goriilmektedir (de Graaf ve ark, 1999b). Siddetli
kriptosporidiosisli buzagilarin tamamen iyilesmesi birka¢ hafta siirebilir ve kilo kayb1 ve
tedavi masraflarindan dolay1 iiretim {izerinde kesinlikle olumsuz etkisi bulunmaktadir.
Yasamin erken donemindeki kriptosporidial enfeksiyonlarin uzun vadeli zararli etkileri olup
olmadigi belirsizdir. Cryptosporidium spp iliskili ishalden kurtarilan buzagilarda genellikle
tekrarlayan klinik enfeksiyonlar yoktur. Ookist atilimi da enfeksiyon sonrasinda en az
seviyede goriiliir.

Cryptosporidium andersoni ile enfeksiyon, diinya ¢apinda siitten kesilmis sigirlarda
bildirilmistir (Enemark ve ark, 2002; Olson ve ark, 2004). C. andersoni, mide mukozasinda
glandiiler dilatasyon ve hipertrofiye neden olan abomasum peptik ve pilorik bezlerine invaze
olur ve epitel tabakasinin incelmesini saglar. Buna ragmen bildirilenlere gore (Daniel ve ark,
2005), C. andersoni ile enfeksiyon genellikle belirgin bir ishal ile sonuglanmaz, ancak artan
mide pH'sina bagl olarak protein sindiriminin engellenmesi ve daha sonra gastrik proteolitik
aktivitenin azalmasi nedeniyle bilyiikk oranda proteolitik reaksiyona neden olur. Bu, kilo
aliminda orta ila ciddi diizeyde bozulma, azalmis yem verimi ve siit iliretiminde azalma ile

sonuglanir (Anderson, 1987; Esteban ve Anderson, 1995; Ralston ve ark, 2003a).

2.1.5. Tam

Cryptosporidiumun teshisi i¢in en yaygin kullanilan teknik, fecal smear 6rneginde
natif ve ya boyama sonrasinda ookistlerin saptanmasidir. En sik kullanilan boyama
yontemleri, modifiye Ziehl-Neelsen boyamasi (Henricksen ve Pohlenz, 1981) ve karbolfuksin
boyamasidir (Heine, 1982). C. parvum, C. hominis ve diger bir¢gok Cryptosporidium tiirii ve

genotipi gibi intestinal gruptan alinan Cryptosporidium parazitlerinin ookistleri morfolojik
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olarak ayirt edilemezler. Ortalama 5.0 ile 4.5um arasinda degisen (4.2-5.0 araliginda 4.5-5.4)
(Upton ve Current, 1985; Fayer ve ark, 2005) elipsoidal kiirelerdir. Genel olarak, mikroskopi,
Ozellikle hafif enfeksiyonlarin teshisi i¢in immiinolojik teknikler ve PCR ile
karsilastirildiginda diistik bir hassasliga sahiptir. Konsantrasyondan sonra bile, diisiik ookist
atilimi olan enfeksiyonlarin ¢ogu mikroskopi ile teshis edilmez (Fayer ve ark, 2000).

Poliklonal Florasan Antikor Testi, Latex Aglutinasyon Reaksiyonu, Monoklonal
Antikorlu Immun Florasan, ELISA (enzyme linked), Reverse Pasif Haemaglutinasyon,
Immunokromatografi  gibi immunolojik metodlar da parazitin identifikasyonunda
kullanilmaktadir (Fayer ve ark, 2000). Kullanigh olmalarina ragmen yiiksek maliyetleri bu
immunolojik metodlarin rutin kullanimini sinirlandirmaktadir (Tzipori ve Ward, 2002;
O’Handley ve Olson, 2006).

Kriptosporidiozisin tanisinda Kopraantijen temelli ELISA kitleri daha spesifik ve
duyarli olmasina ragmen insan hekimliginde kullanim olanagi daha fazladir (Garcia ve
Shimizu, 1997; Thompson ve ark, 2008). Cryptosporidium tiirlerinin ayriminda ve
epidemiyolojik calismalarda kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve diger genetik
teknikler tanida ayr1 deger tasimaktadirlar (Tzipori ve Ward, 2002; Divers ve Peek, 2008).

Sonug olarak Cryptosporidium spp igin rutin tanida mikroskobik incelemeden
yararlanilirken (Divers ve Peek, 2008), immunfloresans, ELISA ve PCR yiiksek duyarlilik ve
ozgilliige sahip tani1 teknikleridir.

2.1.6. Sagaltim ve Korunma

Bircok kemoterapétik ajan sigir Kriptosporidiozis tedavisi igin test edilmis, ancak
hicbiri ookist atiliminda %100 azalma saglayamamustir.

Avrupada yasal olarak yedi giin boyunca giinlik 100 pg/kg viicut agirligi doz
oraninda, buzagilarda tedavi i¢in kullanilan tek ilag halofuginon laktattir (Kaske ve Kunz,
2003). Koruyucu tedavi i¢in, halofuginon, dogumdan 48 saat sonra ve kiiratif tedavi igin,
klinik semptomlarin baslangicindan sonraki 24 saat i¢inde uygulanmalidir. Halofuginon laktat
ile tedavi ishal olusumunu azaltir ve ookist atilimini erteler. Halofuginon sagaltiminin
sonuglari tizerine raporlar tartigmalidir. Genel olarak, deneysel ortamlarda, yliksek ¢evresel
enfeksiyon oranina sahip dogal kosullardakinden daha iyi sonuglar alinmistir (Villacorta ve

ark, 1991b; Naciri ve ark, 1993; Lefay ve ark, 2001; Joachim ve ark, 2003; Jarvie ve ark,
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2005). Enfeksiyon tamamen ortadan kaldirilmadigindan, halofuginon laktat ile tedavi belirli
bir bagisikligin gelismesine izin verir (Peeters ve ark,1993).

Kriptosporidiosisin tedavisi igin tescillenmis olmasa da, paromomisin siilfat ile
profilaksi, 10 veya 11 giin boyunca giinde 100mg/kg canli agirlik doz oraninda, ookist
atilimini ve buzagilarda ve ke¢i yavrularinda klinik bulgu ve mortaliteyi dnlemede etkilidir.
Halofuginona benzer sekilde, etkinlik, dogal kosullarla karsilastirildiginda deneysel olarak
(Fayer ve Ellis, 1993b; Mancassola ve ark, 1995) daha yiiksekti (Chartier ve ark, 1996;
Grinberg ve ark, 2002; Johnson ve ark, 2000).

Azitromisin, Cryptosporidium'a kars1 terapotik etkililige sahip baska bir antibiyotiktir
(Elitok ve ark, 2005), ancak buzagilarda kullanilmak iizere tescilli degildir. Ayrica, siilfamidin
(Moon ve ark, 1982b; Joachim ve ark, 2003) ve koksidiostatikler gibi ¢esitli
kemoterapotiklerin etkinligi, decoquinate gibi (Mancassola ve ark,1997; Lindsay ve ark,
2000b; Moore ve ark, 2003), test edilmis ve ookist atilimi veya ishalin azaltilmasina yonelik
olumlu bir etkisinin olmadig goriilmiistiir. Bunlara ek olarak 6zellikle a ve B siklodekstrinin
insanlarda nitazoksanid gibi ishalin siddetini azalttigi ve ookist atilma siiresini kisalttigi
bildirilmektedir (Rossignol ve ark, 2006). Laktik asit tireten bakterilerin (Harp ve ark, 1996b)
veya konsantre sarimsak preparatlariyla (Hoflack ve ark, 2006) alternatif tedavisinin ookist
atilimini ve klinik semptomlar1 6nlemede etkili olmadigi vurgulanmaktadir.

Kriptosporidiozis kontrolii; hayvan tedavisinin ve uygun hijyenik tedbirlerin
yonetimin bir kombinasyonuna dayanir. Enfekte buzagilarin neden oldugu yiiksek ookist
atilimi, atilmis ookistlerin cevresel direnci ve asemptomatik tasiyicilarin varligi gibi belirli
parazit 6zelliklerinden dolay1 kriptosporidiozis enfekte ¢iftliklerde endemik bir sorun olarak
diistiniilmelidir. Bu nedenle, hijyenik tedbirler, duyarli buzagilara enfeksiyon yayilmasini
onlemek ve iletim dongiisiinii kirmak i¢in ¢evresel enfeksiyon miktarin1 en aza indirmeyi
hedeflemelidir. Yatakliklarin sik sik alinmasi ve dezenfeksiyon ile kombine temizlik
ortamdaki ookist yiikiiniin azaltilmasina yardimci olur (Garber ve ark, 1994; Castro-Hermida
ve ark, 2002a). Cryptosporidium yaygin olarak kullanilan dezenfektanlara karsi oldukca
direnglidir (Carpenter ve ark, 1999). Kriptosporidial ookistlere karsi formalin, aldehit ve
asitleri kapsayan birgok ticari dezenfektan bulunmaktadir. En etkili dezenfektanlarin; %5-10
amonyak, %6 hidrojen peroksit, %70 sodyum hipoklorit veya %]10’luk formalin oldugu
bildirilmektedir (Saini ve ark, 2000; Bopp, 2003). Ookistler asir1 sicakliklara ve kurumaya
karst duyarhidirlar (Fujino ve ark, 2002). Bu nedenle, sicak su ile temizleme, ardindan
kurutma, ookist enfektivitesini azaltmak icin etkili bir yoldur (Harp ve ark, 1996a). Ornegin

ookistlerin 55°C dereceye kadar 1sitilmasi ile enfeksiyon yetenegi 30 saniyede kaybolur. Bu
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durum 60°C derecede 15 saniye, 70°C ise 5 saniye olarak bildirilmektedir (Olson ve ark,
2004).

Iyi yonetim uygulamalari, disarida sicak ve kuru bireysel buzag kosullarini
icermelidir (Castro-Hermida ve ark, 2002a; Quigley ve ark, 1994). Enfeksiyon yayilimini
onlemek i¢in, klinik olarak etkilenen buzagilar1 ayirmak i¢in ayr aletler, ¢izmeler ve ortiilerle
ciftlikte bir 06zel birim bulunmalidir. Kolostral antikorlar buzagilar1 siddetli klinik
semptomlarin gelismesinden korudugu i¢in, yeterli kolostrum alimi saglamak da onemlidir
(Mohammed ve ark, 1999). Selenyum yetersizligi olan buzagilarda siddetli klinik bulgular
goriildiigiinden mikro besinler de kriptosporidiosis'in klinik sonucunda 6nemli bir rol
oynayabilecegi rapor edilmektedir (McAllister ve ark, 2005; Olson ve ark, 2004).

Asilama, kemoterapotik tedaviye degerli bir alternatif saglayabilir. Deney ortaminda
buzagilar, gama 1sinlarina maruz birakilmis (Jenkins ve ark, 2004) veya liyofilize ookistler
(Harp ve Goff, 1995) ile aktif asilamalardan sonra tek bir enfeksiyon dozuna karsi
korunmustur. Dogumdan sonraki giinler i¢inde klinik semptomlarin ve ookist atiliminin
ortaya c¢ikmasi nedeniyle, buzagilarin tek bir asilamasi enfeksiyon Oncesinde belirgin bir
bagisiklik korumasina aracilik yapamamaktadir (Harp ve ark, 1996b). Ayrica, maternal
antikorlar, oral olarak temin edilen as1 antijenlerinde bloke edici bir etkiye sahiptir (de Graaf
ve ark, 1999a). Dogum oncesi annenin asilanmasi yoluyla kolostral antikorlar yoluyla pasif
bagisiklik saglamanin, buzagilarda (Perryman ve ark, 1999) ve keci yavrularinda (Sagodira ve
ark, 1999) etkili oldugu goriilmiistiir. Her ne kadar kolostral asilama kemoterapétik tedavide
en umut verici alternatif olsa da asilarin basariyla uygulanmasi, yasamin ilk gilinlerinde
buzagilarin kriptosporidial ookistlere maruz kalmasini en aza indirgemek ve koruyucu immun
yanitlarin {iretilmesini saglamak i¢in hijyenik ve idare dnlemleri ile desteklenmelidir.

Denenen 200’den fazla maddeden istenilen etkinligin saglanamamas1 iizerine,
kriptosporidiozisin profilaksi ve sagaltiminda yeni arayislar giindeme gelmistir. Bu kapsamda
bifosfonat bilesiklerinin etkili olabilecegi diisiiniilmiis ve in vitro ¢alismalardan umut verici

bulgular elde edilmistir.
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2.2. Zeolitler

Zeolitler bir mineral grup ismidir. Dogada yaygin olarak bulunan volkanik kiillerin
ortaminda baskalasima ugramasi neticesinde meydana gelirler. ~ Zeolitlerin  bir mineral
grubu olarak tanimlanmasi 1756 yilinda yapilmistir. 1930’lu yillarda ise kristal yapilarinin
¢oziimlenmesi gerceklestirilmis ve 1948 de yapay olarak zeolit iretilmistir. Yapay
iretimdeki maliyet yiiksekligi nedeniyle, dogal zeolit yataklarinin aranmasina
yogunlasilmistir (Danabas, 2009).

Zeolitin en kiiciik yap1 birimi silikon tetraoksit ya da aliiminyum oksit dortytizlistidiir.
Kristal yapilar1 ve nem ¢ekme 6zellikleri bozulmadan, absorbe ettikleri suyu geri verebilir.
(Wang ve Peng, 2010). Toz haline getirilen zeolitler oral olarak alindiginda silikatlar gibi gida
veya viicut sivilariyla reaksiyona girmezler. Farelerle ve sicanlarla yapilan toksikolojik
calismalarda; 6-12 ay arasi bir donem icinde uygulanan zeolitin toksik etkisi
bildirilmemektedir (Slavko ve ark, 2004).

Giinlimiizde diinyada zeolit iiretiminde ilk sirada, Japonya yer alirken, zeolit iireten
diger iilkeler arasinda; Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Avustralya ve Kiiba yer alir.
Tiirkiye’nin zeolit rezervi 45.8 milyar ton olup, Ankara, [zmir, Manisa, Balikesir, Kiitahya ve
Kapadokya’da zeolit rezervleri bulunmaktadir (Sarioglu, 2005; Sentiirk ve ark, 2010). Modern
tip uygulamasinda birgok silisli veya kalsiyumlu inert bilesik vardir. Bunlar Tablo 2'de

Ozetlenmistir.
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Tablo 2: Tibbi uygulamalarda kullanilan aliiminosilikatlar. (Laurino ve Palmieri, 2015)

Kimyasal ve Fiziksel karakterler

Terapotik kullanimlar:

Klinoptilolit
(Zeolit)

Kil
(Clay)

Kaolin

Bentonit

Diosmektit

Attapulgit

Dogal zeolit; Kristal yap1 oksijen
baglariyla baglantili iki SiO4 ve AlO,
tetrahedronundan olusur. Iskele,

katyonlarin ve molekiillerin bulunabilecegi

cok sayida bos alana ve kanallara sahiptir

Graniiller boyutlar1 <2 um ¢apindadir;
Cogunlukla hidrat aliiminosilikatlardan
olusur; Adsorbe 6zellikli su molekiilleri;
iyonik degisim 6zellikleri ve katyonlarin
fisyonunu saglar

Sedimente taslar gogunlukla kaolinit,
killerin silisli bir minerali olusturur

Filosilikat, aliiminosilikatlar;

Kil minerali ¢ogunlukla montmorillonit,
kalsiyum ve sodyumdan olusur
Aliiminyum ve magnezyum silikat, suda
¢Oziinmez

Killerden olusan magnezyum hidrat
aliiminosilikat minerali;

Immun sistemi siirdiirme

Viicut pH'sinin dengelenmesi

Serbest radikalleri azaltma

Zararli maddeleri (toksinler, agir metaller,
amonyum, nitrosaminler) notralize etme ve /
veya yok etme

Doku oksijenasyonunu iyilestirme

Yara, cilt kizarikliklari, sivilce ve sedef
hastaliginda cildin yenilenmesi

Genel saglik durumunu iyilestirme

Kanser gibi farkli patolojilerde yardimci
Kemoterapi ve radyoterapinin yan etkilerini
azaltma

Anti-hemoraji

Gastrointestinal bozukluklar

Sentetik zeolit iiretimi

Akut ishale yonelik terapotik tedavi
Farmakolojik yardimc1 madde (anti-mikoz ve
anti-emetik ilaglar)

Diyette psyllium ile baglantili olarak mukus ve
diski kalintilarin1 bagirsaktan uzaklastirmak
icin kullanilir

Gastrointestinal bozukluklarin (Ozofagus,
mide ve bagirsak agrili hastaliklarin, GERD,
hiatal herni, kolit, meteorizm, bulbitis, gastro
duodenal iilser, kronik ve akut ishal)
tedavisinde iyi emicilerdir

Toksinler ve bagirsak bakterileri adsorbe edici
ozellikleri sayesinde antiasid ve anti-ishal

2.2.1. Zeolitlerin Simniflandirilmasi

Yaklagik 50 farkli dogal zeolit bilinmekte ve 150°den fazlasi endiistriyel kataliz veya

deterjan tiretimi gibi uygulamalar i¢in sentezlenmektedir. Dokuz zeolit mineralin dogada

oldukca fazla saf rezervler olarak bulunmaktadir. Bunlar; klinoptilolit, analsim, sabazit,

eriyonit, ferriyonit, holandit, lomantit, mordenit ve filipsittir (Melenova ve ark, 2003).
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2.2.2. Klinoptilolit

Diinyada rezerv olarak en ¢ok bulunan ve teknolojik 6zellikleri en iyi olanlardan biri
klinoptilolit olup, suyu, gazlar1 ve metal iyonlarini biinyesinde degisebilir durumda tutabilen,
zararli elementler icermeyen, 750°C sicakliga, asit ve bazlara (pH:1,5-11) dayanabilen dogal
bir mineraldir (Melenova ve ark, 2003). Klinoptilolit, géller ve deniz sularinda milyonlarca
yildir bulunan volkanik kiillerin devitrikasyonu (cam bir materyalin kristal bir materyale
dontlismesi gibi) ile olusan dogal bir zeolittir ve biitlin zeolitler iginde en ¢ok arastirilan ve en
yararli olarak kabul gérmiis olanidir (Melenova ve ark, 2003).

Dogal zeolit mineralleri i¢inde klinoptilolit tiirii lifsi olmayan mineral yapisi, zararl
elementler igcermemesi ve kalitesinin yliksekligi nedeniyle organik hayvancilikta yaygin
olarak kullanilmaktadir (Celebi ve ark, 2004).

Dogal zeolit klinoptilolit mineralinin organik hayvancilikta yem katki maddesi olarak
kullanimma Tiirkiye’de Tarim ve Koy Isleri Bakanligi Organik Tarimin Esaslar1 ve
Uygulanmasina Iliskin Yonetmeligin 10 Haziran 2005 tarihli 25841 sayili kanunun Ek7/D.6
maddesine gore; Avrupa Birliginde ise Avrupa Yem Komisyonu tarafindan 16 Haziran 1999

yil1 70/524/EEC direktifi ile izin verilmistir (Anonim, 2001).

2.2.2.1. Klinoptilolitin Genel Kullanim Alanlari

Dogal zeolitlerin essiz absorbsiyon, katyon degisimi, dehidrasyon-rehidratasyon ve
katalitik 6zelliklerinden yararlanilarak bir¢ok uygulama gelistirilmistir.

Dogal zeolitler niikleer atik ve dokiintiilerden sezyum ve stronsiyum’un, kentsel,
endiistriyel ve tarimsal atiklar ile igme sularindan amonyagin uzaklastirilmasinda
kullanilmaktadir. Bilimsel tarim ve bahgecilikte toprak islahinda, hayvan barinaklarinda
altliklara eklenerek, ortaya ¢ikan amonyak gazini absorbe ederek amonyagin hayvan sagligi
tizerindeki olumsuz etkisini giderirler. Yem katkisi1 olarak yemlere eklenerek; mikotoksinleri
ve mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirip antibiyotik kullanimini azaltilirlar. Yemdeki
besleyici maddeleri absorbe ederek daha etkin bir yem tiiketimi saglar ve boylece canli
agirligl, yumurta ve siit verimini artirma, dogum felcinin siddetini azaltma gibi etkinlikler
gosterirler. Kedi kumlarinda koku giderici, solar sogutucularda enerji esanjorii ve diyaliz
tinitelerinde amonyak filtresi gibi kullanim alanlar1 bulmustur. Uzay ¢aligmalarinda, topraksiz

bitki liretiminde ve son olarak kesik ve yara iyilesmesinde kullanim alani bulmustur.
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Gelecekte kullanim alaninin daha da genisleyecek oldugunun diisiiniilmesinden dolay1 dogal
zeolitler giinimiizde ¢ok énemli mineral {iriinler olarak kabul edilir (Parlat ve ark, 1999; Oguz
ve ark, 2000; Oguz ve Kurtoglu, 2000; Polat ve ark, 2004; Deligiannis ve ark, 2005; Demirel,

2008). Tablo 3’de zeolitlerin bazi kullanim alanlarinda yapilan ¢alismalarin sonuglar

verilmigtir.

Tablo 3: Zeolitlerin gevresel ¢alismalar1 (Laurino ve Palmieri, 2015)

Uygulama Zeolit Ornek Sonuclar
konsantrasyonlari
Klinoptilolit kursun Klinoptilolit %3 Aspergillus niger,  A.niger ve B.cinerea'nin 1000 mg

toksisitesi tizerine etkileri
(100-500-1000 mg dm™®,
mantarlarda)

FeZW'nin su
detoksifikasyonunda
etkileri

Su deperasyonunda
zeolitin etkisi (ev tipi
filtreler)

Organik giibrede Zeolitin,
NH,"’1n (amonyum)
uzaklagtirilmasina etkileri
Organik giibrede Zeolitin,
agir metal
uzaklastirilmasimna etkileri
Zeolitin kirlenmis
topraklardan civarin
uzaklastirilmasina etkileri

FeZW %5 zeolit, 3
saat siireyle

Sentetik zeolit 4A

%25 zeolit

Zeolit %1, %2 ve
%5

Botrytis cinerea ve
Fusarium
culmorum

Euglena
gracilis

Su iyodiir, iyodat,
sezyum, baryum
(konsantrasyonlar
40-50 pg/l)
Organik giibre

Organik giibre

Kirli topraklarda
yasayan bitkiler

dm®de biiyiime inhibisyonunu %25
azaltilmistir; Arastirilan tim
konsantrasyonlarda F.culmorum'un
biiylime inhibisyonunun hemen hemen
tamaminda bir azalma

TBTClI'nin hiicre igi
konsantrasyonlarinin azaltilmasi
(22.50 pg/g hiicre FeZW yoklugu, 7.53
ng/g hiicre FeZW varligi)

Tyodiir % 85, iyodat % 40, sezyum %
75-90 ve baryum >% 85'lik bir azalma;
P <0.05

NH," toplam hacimde % 98 azalma

Zeolit %12 Co, %27 Cu, %14 Cr, %30
Fe, %40 Zn, %55 Pb ve %60 Ni
emmistir

Civa konsantrasyonlari, siirgiinlerde
%86'ya, kirli topraklarda yasayan
bitkilerdeki koklerde %58.2'ye
diistirilmiistiir, kontrollere gore tedavi
edilmemistir.

2.2.2.2. Klinoptilolitin Medikal Kullanim Alanlari

Klinoptilolitin bilinen biyolojik bir yonii olmadig1 gibi yiiksek derecede toksik olan;

kursun, kadmiyum, civa ve nikel gibi agir metalleri baglama 6zelliginin oldugu bilinmektedir
(Mondale ve ark, 1995). Klinoptilolit {izerine yapilan tibbi calismalarda Klinoptilolitin
antiviral, antibakteriyel, antitlimoéral ve antidiyarel olarak etkinligi arastirilmis ve bu alanlarda
olumlu etkilerinin oldugu gorilmistir. Klinoptilolitin farkli viriisler tizerindeki etki
mekanizmasi spesifik degildir ve bu durum bilinen antiviral ilaglardan daha farklidir (Hunter,
1985). Klinoptilolitin viral partikiillerin inaktivasyonunda, oral olarak toksik etkisi olmadan
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kullanilabilmesi enteroviriis ve adenovirlisler gibi sindirim kanalin1 etkileyen viriisler

acisindan 6nemlidir. Klinoptilolit iceren dogal silikat materyallerin farkli biyolojik aktiviteler

sergiledigi goriilmiistiir. Boylece iyi bir as1 adjuvanti olarak ve ishalin sagaltiminda basariyla

kullanmilmistir (Pavelic ve ark, 2001). Tablo 4’de yapilan bazi galismalarinin sonuglari

verilmigtir.

Tablo 4: Klinoptilolitin deneysel baz1 ¢alismalarinin sonuglar1 (Laurino ve Palmieri, 2015)

Uygulama Zeolit Ornek Sonuglar
konsantrasyonlari

Klinoptilolitle diyet 28 giin boyunca 50 120 tavuk Yumurtlamada; yumurta sayisi, kabuk

takviyesinin etkileri g/kg klinoptilolit kalinlig1, gidanin kullanimi ve digkilarin
nem orant iizerine dnemli etkileri (P
<0.01)

Klinoptilolit ve 31 giin siireyle %3 Stitten Cd diizeylerinin azaltilmas (tedavi sonrasi

sentetik zeolitin klinoptilolit ve sentetik  kesilmis 11.4 ppm vs tedavi 6ncesi 16.6 ppm);

antianemik etkileri zeolit (Naz) Landrace X Karaciger Fe seviyeleri degisiklikleri

Yorkshire goriilmemistir; Zn konsantrasyonlari
domuzlar1 artmustir (P <0.001)

Radyoaktif Cs-137 50 g/giin demir-zeolit Koyun Cs-137 denge konsantrasyonunu 15 ile 50

biyoyararlanim (ZEOFe) kat diisiirmtistiir

iizerindeki etkiler

Diyete klinoptilolit Klinoptilolit %1.25 ve 52 Holstein Incelenen konsantrasyonlar, ineklerde Cu,

takviyesinin etkileri %2.5 inek Zn ve Fe'nin serum konsantrasyonlarini
negatif olarak etkilememistir

Aflatoksin Klinoptilolit 4 hafta 40 yeni dogan  Klinoptilolit ile tedavi edilen grupta,

konsantrasyonlarimin  siireyle 50 g/kg civciv kontrol grubuna gore, gida tiiketiminde

azaltilmasinda azalma (%6); Klinoptilolit ile tedavi

klinoptilolitin etkileri edilen grupta (%8) kontrol grubuna gore
daha diisiik viicut agirhigr artisi (%27)

Zeolitteki Si’un, Zeolit A 30 mg/kg, 12 Beagle Zeolit Plazmatik Si'nin dnemli derecede

sodyum aliiminyum sodyum aliimino silikat ~ kopek arttig1 (9.5+45mghr/L+ SD; P =

silikat, magnezyum 16 mg/kg, magnezyum 0.041)

aliiminyum silikat ve  aliimino silikat 20

aliiminyum mg/kg ve aliiminyum

hidroksitin hidroksit 675 mg/kg

biyoyararlanimini

arttirmasi

Klinoptililolit'in Klinoptilolit,%1.25 ve 52 Holstein Her iki klinoptilolit konsantrasyonunda

klinik ketozise etkisi ~ %?2.5; 4 hafta boyunca  inek ketozun anlamli azalmasi (P <0.01)
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Tablo 4: Klinoptilolitin deneysel bazi ¢alismalarinin sonuglari (devami)

Klinoptilolitin
dichlorvos
zehirlenmesi iizerine
etkileri

Tiif-zeolitin VX
zehirlenmesi iizerine
etkileri
Klinoptilolitin
kanserojen
ozelliklerinin
degerlendirilmesi
Melanogenezin
inhibisyonu

Klinoptilolitin anti-
ishal etkileri ve
hematokrit diizeyleri,
plazmatik fibrinojen
ve toplam proteinde
degisiklik
Klinoptilolitle diyet
takviyesinin etkileri

Klinoptilolitin
aflatoksikoz iizerine
etkileri
Klinoptilolitin saghk
durumunu
iyilestirmede ve
mikotoksin
zehirlenmesi
onlemedeki etkileri
Klinoptilolitin tiimor
hiicreleri inhibisyonu
lizerine etkileri

Klinoptilolit 1 g/kg

Tiif-zeolit 1 g/kg
(%61 Klinoptilolit)

Klinoptilit 0, 30, 60 mg

Zeolit 4A 0.16-100
pg/ml

Klinoptilolit, %1,5 ve
%3, 6 hafta boyunca

45 giin boyunca %0.5
ve %1 klinoptilolit

Klinoptilolit 15 g/kg,
42 giin boyunca

Klinoptilolit 2 giin ve
14 giin boyunca %?2

Klinoptilolit 24 saat
boyunca %85

Ratlar

Ratlar

100 Rat

B16F10
melanoma
hiicreleri

30 yenidogan
kuzu

200 tavuk

576 broiler

30 buzagi

Fare
fibrosarkom
hiicreleri,
insan
pankreast
karsinom
hiicreleri

Farkli dokulardaki kolinesteraz enzim
inhibisyonunda belirgin azalma
(P <0.01)

Farkl1 dokulardaki kolinesteraz enzim
inhibisyonunda belirgin azalma

(P <0.001)

Aragtirilan organ ve dokulardaki tiimor
insidansinda belirgin bir artis
bulunmamasi

Melanogenezin azaltilmasi (P <0.001)

Ishalin siddetinin azaltilmas1 indeksi (P
<0.05)

Mikrobiyal bagirsak enfeksiyonunun
azaltilmasi (P<0.05); Bilylime hizinin
artmast (P<0.05); Viicut agirligindaki artis
(P<0.05); N-3 ¢ok fonksiyonlu yag asitleri
seviyesinin yiikselmesi (P<0.05)
Etkilenen tavuklarin sayis1 ve organ
dejenerasyonu anlamli olarak daha asagida
idi (P<0.05).

Serum plazma fibrinojen, toplam albiimin,
beta ve gamma globulin 14 giin sonra
anlamli olarak yiikseldi (P<0.05)

Canl1 hiicrelerin sayisi, DNA sentezi,
EGF-R, pKB / Akt ve NFKB aktivitesi
anlamli olarak azalmistir (P <0.01)
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Klinoptilolit, antibakteriyal, antidiyaretik, antiviral ve antitiimoral amagla kullaniminin
yaninda medikal olarak biyosensor, diyabetik hastalar (Rosabal ve ark, 1997), kontrast madde
(Rubin ve ark, 1997), radyasyondan korunma (Valcke ve ark, 1997), agir metallerin
uzaklastirilmas: (Mojzis ve ark, 1994), hemodiyaliz ve anestezi eksternal olarak yara

sagaltim1 (Mumpton, 1999) ve hiicre kiiltiirlerinde (Capiaumont ve ark, 1995) kullanilmistir.

2.2.2.3. Klinoptilolitin Kriptosporidiozis Sagaltim ve Korunmasinda Kullanilabilirligi

Glinlimiizde C. parvum’un Onlenmesi ve tedavisi igin kesin bir protokol
bulunmamaktadir. Simdiye kadar etiyolojik sagaltim konusunda denenen pek ¢ok ilag tam bir
parazitolojik iyilesme saglamamistir. Semptomatik uygulamalar klinik bulgularin
hafifletilmesi veya ortadan kaldirilmasina yoneliktir.

Cryptosporidium ookistlerin sporlanmasi ve yasamasi i¢in uygun nem ve 1sinin
saglanmasi gerekmektedir. Mannitol hipotezi bu kapsamda en 6nemli mekanizma olarak
gosterilmektedir (Schmatz ve ark, 1989; Nichols, 1992). Cryptospordium ookistleri yasam
siklusu boyunca sekillerini, ookistin i¢indeki osmotik basinca bagli hidrostatik basincin
dengelenmesi ile korumaktadir (Nichols, 1992). Ookistin vakuoliinde depolanmis mannitol
konsantrasyonlar1 sayesinde ookist i¢ basin¢larinin korundugu ve buna bagli olarak uzun stire
ookistlerin sekillerini ve tenasitelerini koruyabildigi bildirilmistir (Schmatz ve ark, 1989).

Cryptosporidium’un ookistinin duvari bir ozmotik bariyer gibi gérev yapmakta ve
ookistlerin i¢indeki hidrostatik basingtaki degisikliklerinin ookistlerin yikimlanmasina karsi
asir1 duyarli hale getirecegi ileri siirtilmektedir (Nichols, 1992). Current ve Reese (1986),
Cryptosporidium tiirlerinin biitin yasam donemlerinde elektron mikrograf yontemi ve
Nomarski mikroskopunu kullanarak parazitin i¢ ve dig memranlari arasinda parazitoforus
vakuollerini, bu vakuollerin sekil degisikliklerini gdstermis ve bunlarin mannitol depolari
oldugunu bildirmistir. Ookistin i¢ hidrostatik basincini diizenleyen temel madde seker alkolii
olan mannitoldiir. Schmatz ve ark (1989), C. parvum’da osmotik basinci saglayan ana
maddenin parazit vakuollerinde depolanan mannitol tarafindan saglandigin1 ve parazitin
mannitol siklusunda mannitol 1 fosfat dehidrogenaz ve mannitol 1 fosfataz isimli iki enzime
sahip oldugunu goOstermistir. Parazitin i¢ine transport edilen sekerlerden bu iki enzim
aracilifiyla mannitol sentezlendigi ve bdylece parazit igindeki hidrostatik basincin saglandigi
ileri siiriilmektedir. C. parvum tarafindan mannitoliin sentezlenemedigi durumlarda

ookistlerin gelismesinin engellendigi bildirilmektedir (Tzipori ve ark, 1980a; Nichols, 1992).
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Mannitoliin sentezlendigi sekerlerin C. parvum ookistlerinin dis membranlarindan parazitin
icine gegisinde iyonlarin 6dnemli rol oynadigi bildirilmektedir (Nichols, 1992). Klinoptilolit
sindirim sisteminde ¢oziiniirliigli diisiik, emilmeyen, birbirlerine kanallarla baglanan, diizgiin
gozeneklere sahip kristal yapida bilesik olup Na, K, Ca, Mg gibi iyonlarini igermektedir.
Yapisinda biiylik farklilasma olmaksizin katyon degisim 6zelligi, su kaybetme ve kazanma
ozelligi ile karakterizedir. Klinoptilolitin apikomlexia grubu parazitlerde etki mekanizmasi
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak yukarida bahsedilen mekanizmalar kapsaminda
Kliniptilolitin C. parvum etkeninin hidrostatik basincini etkileyerek sporlanmasini ve enfektif
olmasimi saglayan nem, beslenme gibi ¢evre faktorlerini degistirebilecegi diisiiniilmektedir.
Nitekim klinoptilolitin koyunlarda apikopleksia ailesinden olan koksidiyoziste in vitro
ookistlerin morfolojilerini etkiledigi, in vivo ise ookistlerin atilimimmi ve ¢evre
kontaminasyonunu azalttigi bildirilmektedir (Alcala-Canto ve ark, 2011). Klinoptilolitin
fizikokimyasal (iyon degistirme, dehidrasyon ve rehidratasyon) 6zellikleri dikkate alindiginda
ve yukaridaki mekanizmalar diistiniildiigiinde, C. parvum ookistinin fizyolojik yapisini ve
biyokimyasal reaksiyonlarini etkileyerek, enfeksiyonun tedavisi ve oOnlenmesinde etkili
olabilecegi diislinilmektedir. C. parvum’un yenidogan ve immun yetmezligi olan giftlik
hayvanlari agisindan 6nemlilik gostermesi klinoptilolitin 6nemini daha da artirmaktadir. Elde
edilen aragtirma sonuglari1 klinoptilolit iceren zeolitlerin en énemli komponentlerinden biri
olan aliminyumsilikatlarin bagisiklik sisteminin regiile edilmesinde 6nemli rol oynadiginm
gostermektedir. Ueki ve ark (1994) ile Aikoh ve ark (1998); silika, silikatlar ve
aliminyumsilikat tiirevlerinin  siiperantijenlere  benzer olarak nonspesifik immun
stimulasyonda rol oynadigmi belirtmislerdir. Superantijenler immunsitimulan ve T hiicre
poplilasyonunu uyararak hastalik tablosuna neden olan bakteriyel, viral ve paraziter orijinli
proteinlerin bulundugu antijenik sinifta yer almaktadir. Siiperantijenler T hiicre reseptorleri ile
major histokompatibilite kompleks sinif II molekiilleri arasindaki etkilesim sonrasi meydana
gelmektedir (Ueki ve ark, 1994). Klinoptilolitin icerdigi fibrojenik silikat partikiilleri major
histokompatibilite kompleks sinif II molekiillerini aktiflestirir (Allison ve ark, 1966;
Schimmelpfeng ve Seidel, 1991; Holian ve ark, 1997). Silikat partikiillerinin lenfositler
disindaki diger hiicrelerle etkilesimi tanimlanip, literatiirdeki yerini almistir (Aikoh ve ark,
1998). Mineral partikiillerin genlere ekspresyonunda degisiklige neden olarak gen
transaktivasyonunu sagladigi1 tespit edilmistir (Tsuda ve ark, 1997). Silikat partikiillerine
maruz kalinmasi sonrasi aktive edilmis mitojen kaynakli protein kinazlarin, protein kinaz C ve
stres kaynakli aktive protein kinazlarm uyarilmasi s6z konusudur (Lim ve ark, 1997). Onemli

transkripsiyon faktorleri olan aktivator protein 1 ve niikleer faktor KB de es zamanli olarak
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aktive edilir, bdylelikle proinflamtuvar yanittan sorumlu interloykin la, interloykin 6 ve
timor nekrozis faktor o agiga ¢ikmaktadir (Simeonova ve ark, 1997). Olusan
modifikasyondan reseptér aktivasyon Kkinetigi veya integrin aktivasyonu sorumlu
tutulmaktadir. Alternatif olarak fagosite edilen partikiiller reaktif oksijen tiirlerinin liretimini
uyarmaktadir (Martin ve ark, 1997). Giiniimiizde yaygin bilgiler dogrultusunda, bir¢ok
hiicrede gen ekspresyonunun, redoks regiilasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Bu
mekanizmalar g6z 6niine alinarak dogal Klinoptilolitin in vivo yolla toksisite, antibakteriyel,
antiviral, antiparaziter ve antikanser amagli kullanimi1 saglanmustir.

Gerek ookistin gelismesi ve yasamasi igin gerekli cevre sartlarini etkileyebilme
ozelligi gerekse yukarida olast mekanizmalarla agiklanan immun sistemin diizenlenmesinde
ve immunstimulan olarak kullanilabilmesi klinoptilolitin C. parvum enfeksiyonunun

onlenmesi ve tedavisinde 6nemli rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

2.3. Veteriner Hekimlikte Biyoteknolojinin Kullanimi

Nano ve biyoteknoloji kavramlarini iginde barindiran nanobiyoteknoloji
milimetrenin milyonda birine karsilik gelen bir biiyiikliikte biyoloji ve biyokimya temelli
yontemlerin uygulamalarini arastiran, ortaya koyan, onlari iirline doniistliren, teknoloji
temelli ¢alisma alanidir (Sekil 2). Nanoteknoloji ile biyoteknolojinin birlikte gelismesi ve
molekiiler biyoloji alanindaki ¢ok hizli bilgi birikiminin, bu iki gelisen alani
beslemesiyle; nanobiyoteknoloji arastirma alami ortaya ¢ikmistir. Bu sayede, bugiine
kadar miimkiin olmayan tan1 ve tedavi artik insanda kullanilmaya baslanmistir (Erat ve
ark, 2010).

Birgok hastaliga (kanser, enfeksiyon ve allerji vb.) yonelik tedaviler,
nanobiyoteknoloji sayesinde gelistirilmektedir. Arastirmalar, nanoimplantlardan akilli
ila¢ salim sistemlerine, nanobiyomakinalardan, biyoinformatik vegenomik uygulamalar
icin DNA c¢iplerinin nanofabrikasyonuna ve kok hiicreye dayanan organ miihendisligine

kadar uzanmaktadir.
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Sekil 2: Nanoboyut ve mikroboyut (Irache ve ark, 2011)

Canlilarin  yapitast  hiicreler nanometre Olcekteki molekiillerden  olusur.
Nanoteknolojinin dogadaki islevsel karsiligi olarak hiicreyi gostermek miimkiin, dolayisi ile
bu konudaki anlayisimizi ilerlemek i¢in canlilar1 ayrintili incelememiz kaginilmazdir. Bu
yapilara nanodlcekte bakildiginda fizik, kimya, biyoloji ile beraber (bilgisayar
benzetisimlerinin) ‘‘simiilasyon, modelleme’’ de uygulandig: disiplinler arasi bir aragtirma
sahasi ile karsilagilir. Boylece disiplinler arasi is birligi nanobiyoteknoloji gibi sahalarda
onemli gelismeler yapilmasini saglayacaktir. Veteriner hekimlikte bu alanlarin basinda
gelmektedir.

Hayvan sagligt; hem ¢iftlik hayvanlarinda hem de pet hayvanlar diinyasinda giin
gectikce Onemi artan bir konu haline gelmektedir. Yapilan bircok derleme veteriner
hekimliginde, veteriner hekimligi uygulama yollarinda nanoteknolojinin biiyiik bir
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir (Feneque, 2003). Gida giivenligi ve gida kontrol
noktalarinda aym1 zamanda artan pet hayvanlart populasyonlarinda  kontrol
mekanizmalarinin ve veteriner hizmetlerinin giin gectik¢e artan maliyetleri yeni ¢oziimlerin
tretilmesine neden olmaktadir. Tam da bu noktada nanoteknolojinin sahip oldugu
potansiyeller cercevesinde medikal diinyada ve veteriner hekimliginde sunmus oldugu

firsatlar onemli ¢oziimler saglamaktadir. Nanoteknolojinin rutinde uygulanabilmesinden
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once bircok multidisipliner ¢alismanin ger¢eklesmesi gerekmektedir (Kumar ve ark, 2010).

Hayatin yapitaglar1 proteinler, niikleik asitler, lipitler, karbonhidratlar, ebatlar1 ile
kivrimlart ile dizilisleri ile belirli 6zellikleri olan nanodlgekteki malzemelere ornek
sayilabilir. Giinlimiizde gen ¢alismalarinin  zorlugunun nanodlgekteki aygitlarla
giderilebilecegi goriisii yaygindir. Bu sahadaki gelismelerin hem teshiste hem de tedavide
yeni yontemlerin gelistirilmesini saglayacag: diisiiniilmektedir.

Nanoteknoloji zirai ve ¢iftlik hayvanlarinda devrim niteliginde bir potansiyele sahiptir.
Mikro akiskanlar, nanomateryaller ve bioanalitik nanosensdrler gibi nanoteknolojik araglar
hayvan hastaliklarinin tedavi ve korunmasinda, hayvansal iireme, hayvansal iiretim ve hayvan
sagliginda karsilasilan bircok problemin ¢dziimlenmesinde biiyiik bir potansiyele sahiptir.
Gelecek yillarda nanoteknoloji sunmus oldugu olanaklar dahilinde hayvan sagliginda ve
ciftlik hayvanlarinin tiretiminde yeniliklere 6nciilitk edecektir (Patel ve ark, 2006).

Nanopartikiillerin birgok uygulamalar1 hayvan sagliginda kullanilmaktadir. Nanoilag
formulasyonlari; sahip olduklart minimum olgiileri ile kan-beyin bariyerini gegebildikleri igin
beyin tiimorlerinin tedavisinde ve intracellular organizmalara karsi kullanilmaktadir.
Nanomateryallerin medikal uygulamalarinin gelistirilmesi laboratuvar hayvanlar1 iizerinde
gerceklestirilmekte ve onaylanmaktadir. Bu sebeple evcil hayvanlarda ekonomik éneme sahip
bircok hastaliga karsi kullanilma potansiyeline sahiptir (Manuja ve ark, 2012). Veteriner
hekimliginde nanoteknolojinin gelecegi;

a) Ilac dagilim ve tagima sistemleri,

b) Hastaliklarin tan1 ve tedavisi,

c) Hayvan beslenmesi alanlarinda umut vaat etmektedir (Kumar, 2010).

2.3.1. fla¢ Dagihm ve Tasinma Sistemleri

Nanopartikiiller boyutlart 10-1000 nm arasinda olan partikiil dispersiyonlar1 veya kat1
partikiiller olarak tamimlanabilir. Ilag, nanopartikiil matriksi iginde ¢oziindiiriilebilir,
hapsedilebilir, adsorbe ettirilebilir, eklenebilir veya enkapsiile edilebilir. Son yillarda, biyo
parcalanabilen polimerik nanopartikiiller, 06zellikle uzun siire dolasimda kalabilen
nanopartikiiller olarak bilinen (long circulating), polietilen glikol gibi hidrofilik polimerlerle
kapli olanlar uzun siire dolasimda kalabilme yetenekleri sayesinde o©zel bir organa
hedeflenebilmeleri, gen terapisinde DNA tasiyicisi olabilmeleri, proteinleri, peptid ve genleri

iletme yetenekleri sayesinde potansiyel ilag tasiyici sistemler olarak kullanilmaktadir.
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Nanopartikiillerin ilag tagiyict sistemler olarak tasarlanmasindaki temel hedef partikiil
boyutu, yiizey oOzellikleri ve aktif farmasotik ajanlarin salimi kontrol edilerek ilacin
hedeflenen bolgeye 6zel, terapdtik olarak optimum dozda ve hizda etki etmesini saglamaktir.
[laglar1 degradasyondan korumasi, hedeflendirilebilmesi, toksisite veya yan etkileri azaltmasi
gibi dstiin avantajlar ile lipozomlar potansiyel tasiyicilar olarak kullanilmalarina ragmen
diisiik enkapsiilasyon etkinligi, suda ¢0zlinen ilacin kan komponentlerinin varliginda ani
salimi ve diislik saklama stabilitesi gibi problemler nedeniyle uygulamalar1 sinirhidir. Buna
karsilik, polimerik nanopartikiiller lipozomlara kiyasla bazi spesifik avantajlara sahiptir.

Omegin, ilaclarin/proteinlerin stabilitesini arttirmaya yardim ederler ve kullanish

kontrollii salim 6zelliklerine sahiptirler.

2.3.1.1. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller c¢esitli kompozisyonlari, yapilari ve ylizey 6zellikleri nedeni ile ilag
tasinmasinda ilgi g¢ekmektedirler. Nanopartikiill kompozisyonlarinin ve yapilarinin bu
cesitliligi tastyicilarin spesifik uygulamalar ve hedefler i¢in ayarlanabilir olmasina izin verir.
Hedeflendirilmis ilag¢ tastyici sistemler icerisinde en sik kullanilanlar: lipozomlar, miseller,
dendrimerler, nanokiireler ve nanokapsiillerdir (nanoteknolojinedir.com/
upload/.../201303190540Nanoteknoloj-ve-uygulamalari.pdf). (Sekil 3).
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Sekil 3: Nanopartikiiller: (A) lipozom, (B) misel, (C) fonksiyonellestirilmis (solda) ve ilag
enkapsiile edilmis (sagda) dendrimerler, (D) nanokiire ve (E) nanokapsiil. (Steichen ve ark,
2012)

2.3.1.1.1. Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller; dogal ya da sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan,
boyutlart 10-1000 nm arasinda degisen, hazirlama yontemine gére nanokiire veya nanokapsiil
(Sekil 2) olarak adlandirilan ve etkin maddenin partikiil iginde ¢oziindiiriildiigl, hapsedildigi
ve/veya yiizeye adsorbe edildigi ya da baglandig1 matriks sistemlerdir. Glinlimiizde en yaygin
olarak arastirilan polilaktik asit, poliglikolik asit ya da bunlarin kopolimeri olan poli D,L-
laktik-ko-glikolik asit gibi biyopargalanabilir ve biyouyumlu polimerlerden iiretilen
nanopartikiiler ilag¢ tasiyici sistemleridir.

Hastalik etkenine karsi olusturulacak olan cevabin elde edilmesinde temel bariyer
terapotik  molekiillerin =~ etkin  dagiliminin  olusturulmasindaki ~ basar1  oranindan
kaynaklanmaktadir. Bir¢ok ila¢ tedavide basarili olmasina karsin bir¢ogu toksisite ve hiicre

iciresine aktif bir sekilde penetre olamamak gibi dezavantajlara sahiptir. Ilgilenilen ilaglar;
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hedefe ulasmada kesinlik, ila¢ ayrigimmin minimalize edilmesi, ilacin yan etkilerinden
korunma ve ihtiya¢ duyulan bolgede ilacin ulasilabilirliginin arttirilmasinda basariya ulagmak
icin  nanopartikiill kaliplarinda  ¢oziindiiriilebilmekte, tutundurulabilmekte, adsorbe
edilebilmekte, penetrasyonu saglanmakta ya da kapsiilize edilebilmektedir. Nanotasiyici
olarak kullanilabilen bazi materyaller Tablo 5 de siralanmistir. Fonksiyonel ilag tastyicilar;
hastalik etkenini goriintiileyebilen, molekiilleri hedef alabilen ve/veya ilaca baglanacak

sekilde kontrol edilebilen nanoyapilardir.

Tablo 5: Ilag dagiliminda nanotastyici olarak kullanilabilen protein, yag ve sentetik polimer
polilsakkaritler (Manuja ve ark, 2012)

Protein Polisakkaritler Sentetik Yaglar

Polimerleri
Jelatin Alginate PECL ve PLA Lipozom
Albumin Dextran PLGA Lipid nanokapsiiller
Lektin Chitosan Polystyrene Solid lipid

nanopartikiiller

Legumin Agarose
Vicilin Pullulan

Nanomateryallerin kapsiilizasyonu, diflizyon ve ayrisim olgularini gelistirebilmekte ve
kapsiiliin ayirisim1 esnasinda ilacin difiizyonunun ve porlara ilacin saliniminin zamansal
olarak kontroliinii saglamaktadir. Bu duruma ek olarak kapsiilizasyon islemi immun sistemin
ilag etkenlerine kars1 verecegi cevaptan kurtulmada adeta bir kamuflaj gérevi gormekte ya da
kimyasal olaylar ve hastalik etkenlerinin bazi molekiillere karsi verecegi katalizor
reaksiyonlarindan siyrilmada yardimci olmaktadir. Bu sistemler ilaglarin absorbsiyon ve
dagilim oranlarinda, metabolizmada, ilaglarin ya da diger maddelerin organizmadaki
saliniminda etkiye sahiptir. Kapsiilizasyon materyalleri ilacin hedef reseptore baglanmasina
miisaade etmekte ve reseptoriin aktivasyonunu etkilemektedir. Yapilan bir c¢alismada,
domuzlarda domuz somatotropinin kontrollii salinimini saglamak amaci ile poli D,L-laktik-
ko-glikolik asiti nanokapsiil formiilizasyonunda kullanmistir. Kapsiilize edilmis hiicrelerin
organizmada kullaniminin desteklenmesi, enzim ya da hormonal eksikliklerden kaynaklanan
hastaliklarin tedavisinde degerli oldugu disiiniilmektedir. Nanoporlar, minik hiicreleri

kapsayan bosluklarda biiyiik molekiillerin gegisini engelleyip kiiciik molekiillerin gegisine
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miisaade eden kristalin silikon kiilahlar ile birlikte gelistirilmistir. Fare pankreas hiicreleri bu
bosluklarda kapsiilize edilip haftalarca ulasilabilir bir sekilde kalmis, porlara dogru insiilin
salgilamis ve ayn1 zamanda immun sistemden korunus bir sekilde muhafaza edilmistir (Leoni
ve Desai, 2004). Materyallerin nanoporlara dogru akisi, iyon transportunun kesin kontroliiniin
saglanmasinda harici bir diizenlemeyi saglayabilmektedir.

Akilli ilag dagilim sistemleri enfeksiyonlarin, beslenme noksanliklarinin ya da diger
saglik  problemlerinin  semptomlar bas goOstermeden tespitini ve tedavisinin
gerceklesebilecegini  diisiindiirmektedir. Molekiiler adres kodlanmis etiketler ilag tasiyici
nanotasiyicilara penetre edilerek ilaglarin hedefte dagilmasina olanak saglamaktadir. Bu akill
ila¢ dagilim sistemi ayn1 zamanda kimyasal tespite ve kendi kendine kontrollii salinim yapma
kapasitesine sahip formiilasyonlar: ile ihtiya¢ duyulan besin ya da ilacin dagilimina imkan
vermektedir. Akilli dagilim sistemleri farmasétiklerin, nutrasotiklerin, besinlerin, gida
takviyelerinin, bioaktif bilesiklerin, prebiyotiklerin, ilaglarin ve asilarin dagilimlarinin
tespitinede  olanak saglamaktadir (Scott, 2007). Nanosheller, superparamagnetik
nanopartikiiller ve kuantum noktalar1 hastalik hiicrelerinin yerinin tespit edilmesi, bu
hiicrelere baglanip yok edilmesi {lizerine olusturulmus yontemlerdir (Scott, 2005). Niikleik asit
mihendisligi bazli problar ve barkodlama yontemleri kismi hastaliklardan korunma ve

tedavide yeni yontemler olarak gelistirilmektedir.

2.3.2.Tam ve Tedavi

Hastaliklarin kontrol stratejilerine zamaninda yapilan tan1 anahtar rol oynamaktadir.
Geleneksel tan1 yontemlerinde sonuca ulasmak saatler ya da giinler alabilmektedir bu testler
yogun is giicli gerektirmekte ve bazen patojenlerin amplifikasyonunu igerebilmektedir. Bu
giiclikler spesifik antikor, peptid ve niikleik asitlerle bir araya getirilip {iretilen
nanopartikiillerin gelistirilmesi ile beraber tasinabilir testleri icerebilecek sekilde yiiksek
derecede duyarli, spesifik, hizli ve direngli tanilar ile ortadan kaldirilabilir. Nanoteknoloji
hastalik semptomlar1 goriilmeye baslamadan Once ¢ok erken etkenin tespitine olanak
saglayabilmesi yoniinden potansiyelini elinde tutmaktadir.

Nanoteknoloji biogiplerin optimizasyonu ve gelisimi ile beraber hastaliklarin tanisi1 ve
genetik yatkinliklarin tespitini miimkiin kilmaktadir. Bu tani ¢ipleri es zamanli olarak binlerce
genin analizini saglayabilmektedir. Biogipler bir hastalifa spesifik olan molekiillerin

identifikasyonuna olanak saglayan viicut sekret ve ekskretlerinde, kanda, plazmada, serumda,
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semende ve diger viicut sivilarinda hizli maniplasyonlar ve analizler gerceklestirebilmektedir.
Yiiksek yogunluktaki nanodiziler dip pen nanlitografiler kullanilarak olusturulmustur (Lee ve
ark, 2003). DNA ve protein mikrodizileri hastaliklarin tanisindaki biyomarkerlerin
identifikasyonunda, gen ekspresyon caligmalarinda ve ilag etkinlik testlerinde
kullanilmaktadir. Biobarkodlar proteinlerin tespiti amaci ile kullanilmaktadir ve prostat
spesifik antijenlerin (PSA) tespitinde kullanilmaktadir (Nam ve ark, 2003). PSA rutinde
insanlarda prostat kanserinin tespitinde kullanilmaktadir. Oligoniikleotidler {izerinde
polimerize zincir reaksiyonunda kullanilarak 3 attometre konsantrasyonda PSA’lar tespit
edilebilmektedir. Bu durum geleneksel tan1 yontemleri ile karsilagtirildiginda milyonlarca kez
farkli oranlarda daha duyarli oldugu kabul edilmektedir (Nam ve ark, 2003). Nanolitre
Olctilerindeki 6rneklerde DNA’nin tespiti biitiinlestirilmis akiskan kanallari, 1siticilar, sicaklik
sensorleri ve florasan dedektorlerini igeren araglar ile miimkiindiir. Lab-on-a-chip
biitiinlestirilmis Orneklerin tutulumunu ve hazirlanmasini, karistirllmasini, ayrigimini,
hiicrelerin parcalanmasini ve tespitini saglamakla avantajlarin1 gézler oniine sermektedir.

Nanoteknoloji son zamanlarda gelistirilen non-invaziv goriintiileme tekniklerine
yaptigi katkilar dolayisi ile kullanisli bulunmustur. Perflorokarbon molekiillerinin
nanopartikiilleri ultrasonografi ve manyetik rezonans goriintilleme tekniklerinde fibrin ve
trombuslarin goriintiilenmesinde kullanilmaktadir (Tran ve ark, 2007). Paramanyetik demir
oksid nanopartikiillerinin manyetik rezonans kontrast ajani olarak kullanilmasi, spesifik doku
ve organlarin daha etkin bir sekilde goriintiilenmesinde faydali oldugu tespit edilmistir (Peng
ve ark, 2008). Tani yontemlerinin goriintiilenmesinde, 60 adet saf atomun bilesiminden
meydana gelen fullerenler (buckyballs) gelecek vaat etmektedir. Radioaktif ajan tasiyan
buckyball materyalleri kan dolagim sisteminde seyahet edebilmenin yaninda organizmadan
atilabilmesi radyoaktif toksisite ihtimalini azaltmaktadir (Feneque, 2003). Sentetik olan
Dendrimerler, 3-dimensionallar makromolekiiller tek sekil elektronik, optikal, optoelektronik,
manyetik, kimyasal ve biyolojik ekipmanlar icermektedir. Dendrimerler ayn1 zamanda tani
yontemlerinde goriintiileme sistemlerinde kontrast ajan olarak kullanilmaktadir.

Kuantum nokta nanokristalleri beyaz 151k altinda florasan 15181 yayma 6zellikleri ile
beraber uzun Omirli duyarli proplara uyarlanabilen biyomolekiillerle beraber
kullanilabilmesinin diisiiniilmesi heyecan uyandirmaktadir. Etiketli c¢ift biyomolekiillerin
sahip olduklar1 6zelliklerinden dolay1 bilim adamlari, karmasik hiicresel degisimlerin ve
hastalik etkenlerinden kaynaklanan olaylarin goriintiilenebilecegi diisiiniilmektedir. Kuantum
noktalar1 kanda protein biyomarkerlarinin varliginda ve farkli viriis etkenlerinin ayni anda

goriintiilenmesinde kolay ve ucuz bir yontem olarak belirtilmektedir (Ernest ve Shetty, 2005).
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Nano tabanli tan1 ydntemlerine yapilan diger bir yaklasim siliperparamagnetik
nanopartikiillerin dolasimdaki dagilimi ve hastalik etkenindeki hedef hiicre reseptorlerine
baglanabilmesine baglidir. Bu nanopartikiiller demir oksit materyallerinden olugsmakta ve
manyetik bir alanda hastalik etkenlerine baglanabilme kabiliyetini yiikseltmektedir (Scott,
2007). Ayn1 zamanda nanosheller tam kandan yapilacak olan immiinolojik testler yoniinden
tan1 amaci ile kullanilabilmektedir. Bu olusumlar dielektrik (tipik olarak altin siilfiir ya da
silika) ¢ekirdekler ve metal (altin) kabuklarlardan olusan konsantre nanopartikiiler kiirelerdir.
Bu partikiiller, tek 6rnek altin kolloidlerinin biyobagdasilabilirlik 6zellikleri ile birlikte 1s1l
optikal aktivitelerinden dolay1r nanopartikiiller arasinda 6zel bir yere sahiptir. Altin
nanosheller antikorlara konjuge olabilmekte ve morfolojik 6lgiileri ayarlanabilmektedir. Tim
kan orneklerine tutunabilen, kizildtesi dalgalar yaymaktadirlar. Bu metot plazma ve tam
kanda, mililitrede nanomiktarda bulunabilen immunglobulin miktarinin tespitini olanak
saglamaktadir (Freitas, 2005).

Nanoolgiilerdeki ¢ok amagli sensorler fizyolojik parametrelerden toksik bilesenlere
kadar neredeyse her parametreyi tespit edebilmek amaci ile gelistirilmektedir. Karbon
nanokanallar1 glukoz, etanol, hidrojen peroksit, immunglobulinler ve elektrokimyasal DNA
hibridizasyon biyosensorii olarak kesfedilmistir (Ernest ve Shetty, 2005). PSA gibi protein
analitlerinin tespiti amaci ile manyetik mikropartikiil problar hedef protein baglayici
antikorlar ve tek tiir DNA sekanslari ile kaplanip yliksek derecede duyarlilik saglanmistir. Sap
hastaliginda viriisiin tanisinin gergeklestirilmesi amaci ile hedef molekiiliin varliginda likid
kristallerin hareketine duyarli gelistirilmis nano Olgekte hizli bir test gelistirilmistir. Tespit
edilmek istenilen alana baglanabilen likid kristallerin hareketleri ile test gergeklestirilmektedir
(Israel ve ark, 2010).

Akilli ilaglar, enfeksiyonun varliginda antibiyotiklerin salinimi gibi spesifik
durumlarda medikal olarak aktif hale gelebilecek sekilde tasarlanmislardir (Suzuki ve ark,
1998). Genel olarak yaygin kullanilan gentamisin molekiilleri peptit baglayicilar kullanilarak
hidrojel ile kaplanip sadece Pseudomanas aeruginosa tarafindan pargalanmakta ve bu
organizma olmadiginda salimmi gergeklesmemektedir (Suzuki ve ark, 1998). Bakteri
gerginligine bagli olarak aymi kaliplardan farkli spektrumlardaki antibiyotiklerin salinimi
proteaz spesifik olan bazi bakteriler belirte¢ olarak kullanilabilmektedir. Benzer sekilde
Staphylococcus aureus ile enfekte yaralarda trombin aktivitesi ile tetiklenen yiiksek
spesifitide, uyarici cevapli, kontrollii ila¢ salinimi ile gerceklestiren alternatif antibiyotik
salmiminin gergeklestigi bir sistem basarili bir sekilde test edilmistir (Tanihara ve ark, 1999).

Diger uyarict cevapli hidrojel sistemleri son zamanlarda calisilmaya devam etmektedir.
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Hidrojel kompozit membranl insiilin ve glikoz oksidaz enzim tasiyan sistemler glikoz
sollisyonuna batirildiklarinda insiilin oraninda iki kati1 bir artis gerceklestirerek kimyasal
olarak kontrollii salinimin gergeklestigini gostermektedir (Soppimath ve ark, 2002; Brahim ve
ark, 2002). Glikodendrimerler hiicre yiizeyinin disindaki elemanlar taklit edebilecek sekilde
diizenlenmistir. Viriisler hiicre ylizeyindeki komponentlere baglanmak yerine dendrimerler ile
taklit edilen yilizeylere baglanarak inaktif edilebilmektedir. Bu sistem iizerinden bazi
dendrimerler influenza viriis parcalarinin inaktif edilmesinde kullanilmislardir (Landers ve
ark, 2002). Mikroelektromekanik sistem tabanli mikrobotlarin hiicre i¢i kullanilmalar1 igin
calismalar siirmektedir. Sitobotlar ve karyobotlar kablosuz bir sekilde hiicre i¢i cerrahisinde,
suni mekanik kirmizi kan hiicreleri ya da respirositlerde ve mikrobivores olarak adlandirilan
beyaz hiicrelerde kullanilmak {izere gelistirilmektedir. Nanoshelller, ila¢ iceren hidrojel
polimerlerin i¢ine gomiilerek hedef bolgede ilacin salinimini gergeklestirmek {izere
kullanilmaktadir. Kizil6tesi lazerler ile 1sitilan nanosheller kizilotesi 1sinlar1 absorbe ederek
polimer  kabmi eritip istenilen bolgede tagimig oldugu ilacin  saliniminm
gerceklestirebilmektedir (West ve Hallas, 2000).

Nanosheller, ¢ok ince metalleri (altin) igeren dielektrik katmanlar ile kaph
ayarlanabilen yeni bir nanopartikiildiir. Dolasim sistemine verilen nanosheller, biinyesinde
bulundurdugu hedef hiicre antijenleri ile sistemde baglanmasi gereken hiicreyi bulup, bu
antijenler yardimi ile hiicrelere baglanir. Bu sistem Oncelikle kanser hiicreleri {izerinden
gerceklestirilmistir. Organizmaya kizil otesi 1sinlar uygulandiginda kanser hiicrelerine
baglanan nonosheller hiicrenin sicakligin1 55°C ¢ikarmakta ve kanser hiicresini yakarak yok
etmektedir (Hirsch, 2003). Paramanyetik nanopartikiiller “akilli” olarak nitelendirilmektedir.
Demir oksitten yapilan bu materyaller manyetik bir alanda hedef hiicrenin tiirli ne olursa olsun
yiiksek spesifite gdsterme egilimindedir ve hedef hiicrenin reseptorlerine baglanmada ytiksek
afinite gostermektedir. Hedef hiicreye baglanmada gostermis oldugu istek g6z Oniinde
bulundurularak bu nanopartikiiller ila¢c yiiklemeleri 1ile istenilen bdlgeye salinim
gerceklestirilip tedavinin saglanmaktadir. Kuantum noktalar1 nanoskaladaki kristalleri ile
birlikte optoelektronik uygulamalar ile c¢aligmaktadir. Dolasima verilmesi diisiiniilen bu

noktalarin anormal hiicrelere kilitlenebilecegi diisliniilmektedir.
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2.3.3. Hayvan Beslenmesi

Nanopartikiiller, nanoparc¢aciklarin kimyasal 6zelliklerine gore inorganik, organik,
emiilsiyonlar, dispersiyonlar ve nano killere genis bir sekilde ayrilabilir. Hayvan beslemede

esas olan nanobiyoteknoloji uygulamalart Sekil 4’de gosterilmistir.

Sindirim ve
absorbsiyonun
lyilestirilmesi

Patojenler ve

Kontaminant Ambalajlama

. Depolama
Belirleme

Besin
takviyeleri ve Nanobesleme Yem Kalitesi
teknolojileri

Besin
maddeleri ve
icerikleri

Gida
Biyoguvenligi

Sekil 4: Hayvan Beslemede Nanobiyoteknolojinin Uygulanmasi (The Food Safety
Authority of Ireland, 2008)

2.3.3.1. Sindirim ve Absorbsiyonun Tyilestirilmesi

Terapétik nano-ilaglarin kullaniminda; nanopartikiiller gastrointestinal sisteme (GIS)
gida ve su alimi gibi farkli yollarla alinabilir. Solunan nanoparcaciklar da solunum yolundaki
agikliktan yutulabilir ve GIS'e girebilirler (Hoet ve ark, 2004). Ayrica, GIS pargacik alimi ve
GIS (oral yol) igine oral veya akilli ilag dagilimmin difiizyonu ve ulastirilabilirligi; mukus ve
GIS hiicreleri ile temas miktarma baglhdir. Daha kiiciik parcacik boyutu, bagirsak epitelinin
hiicrelerine ulasmak i¢in GIS mukusundan difiizyonla daha hizli gecer ve ardindan kana

ulagmak i¢cin GIS bariyerini takip eder.
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GIS’de absorpsiyon bagirsak yolu ile saglanir ve nanoparcaciklarin barsak yolundan
alinmasi ile ilgili su an az bilgi mevcuttur. Alim, mukozal hiicreler arasinda aktif aktarim
mekanizmalar1  yoluyla ve hiicreleraras1 (O'Hagan, 1996) gerceklesir, yutulmus
nanopartikiiller er ya da gec¢ bagirsak yoluna ulasir. 300 nm'nin altindaki partikiiller kan
dolagimina katilabilirken, 100 nm'den kiigiik partikiiller ¢esitli dokularda ve organlarda
emilmektedir (Hett, 2004). Genel bir kural olarak, parcaciklar ne kadar kiigiikse, o kadar ¢ok
emilmekte ve viicutta daha derin dokulara ulagsmaktadirlar. Coziinmeyen nanopartikiillerin
(bagta inorganik, ayni zamanda polistiren gibi insan yapimi polimerik malzemeler ve
fullerenler gibi karbon esasli nanoparcaciklar da dahil olmak iizere) daha sinirl bir dagilimi
oldugu éngoriilmektedir. GIS'den alindiktan sonra, nanoparcaciklar 100 nm veya daha diisiik
polistiren nanopartikiillerinde oldugu gibi (Jani ve ark, 1990), lenf sistemi yoluyla karacigere
ve dalaga translokasyon yapabilmektedir. Villiis epiteli tarafindan alinabilen kiigiik
parcaciklar (Hillery ve ark, 1994) dogrudan kan dolasimina girebilmekte ve ¢ogu zaman
karaciger ile dalak tarafindan temizlenmektedirler. Kazein miselleri gibi organik
nanopartikiiller mikro veya makro esdegerlerine benzer sekilde davranarak kolaylikla
emilebildikleri ve oldukca yiiksek biyo-erisilebilirlikte olduklar1 diisiiniilmektedir. Vitamin
B12-dekstran nanoparcaciklarinda kapsiilize edilmis insiilin son zamanlarda bozunmaya
ugramadan GiS'den alinmistir (Floransa ve Hussain, 2001).

Latour ve Clemson Universitesindeki meslektaslari, son  dénemlerde,
biyofonksiyonellestirilmis nanopartikiiller (BN) gelistirdiler (Taylor ve ark, 2004). BN,
enterik enfeksiyonlar icin bir tedavi olarak diisiiniilmiis, dagilim ve isleme baslamadan
patojenlerin temizlenmesi igin kullanilmiglardir. Bagirsak duvari epitel dokularina yapisma,
epitel iizerindeki reseptdr bdlgelerini taniyan bir bakteri hiicresindeki adezinler veya yiizey
molekiilleri tarafindan kolaylagtirilmaktadir. BN gelistirilme amaci, bu bakteriyel adhesinlere
bir afinite olugturmaktir. Ayrica, D-mannoz varliginin hem hayvan hem de insan bagirsak
hiicrelerine bakterilerin yapismasini engelledigi bildirilmektedir (Stanley ve ark, 2000).
Campylobacter jejuninin epitelyal hiicrelere baglanmasina; bakteriyel yiizey tizerinde manoz
reseptor bolgelerine baglanan mannoz spesifik, lektin benzeri adezinler aracilik etmektedir.
BN'nin, enteropatojen C. jejuni'ye adezyona spesifik oldugu diisliniilmektedir (Cinco ve ark,
1984). Onceki ¢alismalar, BN'nin Campylobacter hiicre yiizeyi iizerindeki mannoz reseptor
siteleri i¢in bir afiniteye sahip oldugunu ve bakteri ile BN arasindaki hiicre agregasyonu veya
baglanmasimin olusabilecegini gostermektedir. Bu sayede, BN'nin Campylobacter hiicre
yiizeylerine yapisma kabiliyeti ile BN'nin konak¢i hiicre reseptorlerinin rekabet etmesini

saglayarak, kanathi bagirsak duvarindaki bakteri kolonizasyonunu azaltmasi veya ortadan
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kaldirmas1 Ongoriilmektedir. BN sentezi, intra-polimer ikili sahte faz aymrma ile
yapilandirilmis organik polimerlerin kendiliginden bir araya getirilmesine dayanmaktadir
(McSweegan ve Walker, 1986). Nanoparcacik yapisi patojenin yiizey yapismalariyla konake1
hiicre reseptor gruplar ile islevsel olarak 6zdes olan bir hidrofobik polistiren g¢ekirdegi,
polietilen glikol gibi bir hidrofilik bag, sekerler veya peptidlerden olusmaktadir. BN,
nanopargaciklarin yiizeyindeki bu ayni1 fonksiyonel gruplar sayesinde, gastrointestinal
sistemin mukozal duvari ile mikrobiyal tutunmada etkili bir sekilde rekabet etmemektedir.
Dahasi, BN nispeten genis bir ylizey yogunlugu fonksiyonel alanlar igerdiginden ¢ok sayida
patojeni agliitinlestirebilecegi, = bdylece konakgilara tutunmalarimi Onleyebilecegi ve
gastrointestinal sistemden atilmalarini saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Nanopartikiiller, havadaki gaz molekiilleri gibi davranarak, kat1 pargaciklardan daha
kolay dagilmaktadirlar. Cozeltilerdeki biiyiik molekiiller gibi, daha biiyiik parcaciklara oranla
¢okmeye daha az maruz kalmaktadirlar. Bu sayede, nanopargaciklarin dokudaki hareketi igin
de etkili olabilmektedirler. Nanopargaciklarin viicuda ve farkli organlara ulagimi, insan sagligi
ve ¢evre lizerindeki etkileri icin 6nem tasimaktadir. Bir pargacik translokasyon ¢alismasinda
(Jani ve ark, 1990), disi Sprague Dawley si¢anlara polistiren kiireleri (50 nm-3 um) sonda ile
10 giin boyunca uyguladiklarinda, 50 ve 100 nm boyutundaki nanoparcaciklarin sirastyla %34
ve% 26’simin absorbe edildigini ve 300 nm'den daha biiyiik parcaciklar kan, kalp veya akciger
dokusunda goriilmediklerini rapor etmektedir. Par¢acik ne kadar kiigiikse, mukus bariyeri
boyunca penetrasyon yetenegi o kadar fazladir.

Boyuta bagl olarak, nanoparcaciklar dolasima alinmadan GIS'ten gecebilirler, hizla
ortadan kaldirilabilirler (Oberddrster ve ark, 2005) veya GIS'nin epitelini gecerek kan
dolagim1 yoluyla diger organlara tagmirlar. GIS’den alim1 takiben, 50 nm'den daha kiigiik altin
nanopartikiiller kan dolasimina aktarilmakta ve viicudun her yerine dagitilmaktadir. De Jong
ve ark (2008), intravendz Uygulama sonrasinda altin nanopartikiillerin doku dagiliminin
boyutuna bagli oldugunu, en yaygin dagilimi gosteren nanopatikiillerin en kiigiik (10 nm)
partikiillerle gostermistir. Absorpsiyonda oldugu gibi, viicuttaki nanopargaciklarin dagilimai,
parcalanma ve atilim, ¢oziinebilirlik, yiik ve boyut gibi fiziko-kimyasal 6zelliklerinee bagl
olacaktir. Nanoparcaciklarin viicut organlarina dagilimi/translokasyonunda, mikro veya
makro boyuttaki esdegerlerinin 6zelliklerini yansitmasi beklenir. Lipid nanopartikiilleri gibi
suda az ¢oziiniir ya da yagda ¢6ziinen organik nanomalzemeler viicuda yaygin olarak dagitilir.
Bu tiir nanoparcaciklarin, olusturuldugu molekiillere dagiliminin ve parcalanmasinin,

viicuttan hizla atildiginda verimli bir sekilde gergeklestigi diistiniilmektedir.
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Nanopartikiillerin genis yiizey alani, ilaglar, sondalar ve proteinler gibi bilesikleri

baglamak, emmek ve tasimak i¢in bilylik bir avantaj saglamaktadir (Borm ve Kreyling, 2004).

2.3.4. Yem Isleme

Nanopargaciklarin ultra ince boyutlar1 ve bunun sonucu olarak ¢ok genis ylizey alana
sahip olmasi, geleneksel makro dlgekli yapilara gore daha etkili bir sekilde islev gérmesini
saglar. Mikro ve nano-elekler de dahil olmak iizere yeni gelistirilen membran tipleri gida/yem
islenmesinde uygulama alani bulabilir. Bu eleklerin gdzenekleri mikrometre ve nanometre
araliktadir. Ayrica, viicut tarafindan emilimi arttirmak veya islenmekte olan bu bilesenlerin
kaybolmasini 6nlemek icin, mineraller gibi herhangi bir maddenin kaplamasinda gida/yem
iceriklerini kapsiillemek i¢in kullanilabilirler. Viicudun gereksinimlerini karsilayan ve besin
maddelerinin daha verimli sekilde kullanilabilmesini saglayan nanobiyoteknoloji islevsel
gidalarin gelisimini etkilemektedir. Cesitli arastirma gruplari ayrica, viicut igerisinde uykuda
kalacak ve ihtiya¢ duyulduklarinda besin maddelerini hiicrelere gonderecek yeni "talep
tizerine" besinler gelistirmek i¢in c¢alismaktadir. Bu sektdrdeki en Snemli unsur, besin
maddeleri elde etmek icin gida/yemle birlestirilebilen nanokapsiillerin gelistirilmesidir.
Gida/yem isleme alanindaki diger gelismeler, besin maddelerinin artan emilimini saglamak
icin mevcut gidalara nanopartikiillerin eklenmesini icerir. Nanoselatlar, 50 nm sarilmis
nanopartikiiller olup, gidalarin/yemlerin rengini veya tadimi etkilemeksizin, vitaminler,
likopen ve omega yag asitleri gibi hiicrelere daha verimli besinler saglamak i¢in kullanilabilir

(Bunglavan ve ark, 2014).

2.3.5. Besin Takviyeleri ve Teknolojileri

Misellerin biyoyararlanimini saglamak i¢in ugucu yaglar, antioksidan, koenzim Q10,
vitaminler, mineraller, fitokimyasallar gibi tasiyicilar kullanilirlar (EIAmin, 2006).

Besin endiistrisinde protein, enzim ve antimikrobiyal bilesikler gibi besin
maddelerinin ve fonksiyonel bilesenlerin kapsiillenmesi ve verilmesi i¢in lipozomal nano
vezikiillerin uygulanmas1 gergeklestirilmistir (Wen ve ark, 2006). Minerallerin partikiil
boyutu, nanoparcacik formundaki yem katki maddeleri olarak 100 nanometre'den daha

kiiciik oldugu iddia edilmektedir. Bu nedenle, daha biiyiik parcacik boyutlu siradan
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minerallerden daha hizli bir sekilde ilgili sindirim organi duvarindan viicut hiicrelerine
gegebilirler.

Ornegin dogal kaynaklari, sebze ve soya yaglar1 olan E vitamini 1518a, 1s1ya ve
oksijene duyarlidir. Gidada kisa siirelerde dahi depolandiginda stabilitesi bozulabilen E
vitamininin sentetik versiyonlar1 daha ucuz olmasina ragmen daha diisiikk biyolojik
aktiviteye sahiptir. 158 nanometre kalinliga ve %65 gegirgenlige sahip mezo-gozenekli
silikon pargalar1 oda sicakliginda degisen siirelerde %97 viskoziteli E vitaminine
batirilarak dis yiizeyindeki biriken sivi basing ile koruma altina alinarak bozulmadan
uzun siire korunmasinin saglanmasi gergeklestirildi. (Canham, 2007).

Domuz yavrularinin diyetine bakirin (Cu) nano boyutta 50 ppm oraninda ilave edilmesi
ile yavrularin biiyiime performansinda istatistiksel olarak 6nemli gelismelerin saglandigi,
domuzlarda ham yag ve enerjinin sindirilebilirli§inin gelistirilmesinde 6nemli farkliliklar
gozlemlendigi bildirilmektedir. Ayn1 zamanda immunglobulin G, gama-globulin ve toplam
globulin seviyelerinde istatistiksel olarak O6nemli gelismeler gozlenmistir. (Eguia ve ark,

2009).

2.3.6. isleme

Gida tiretim makinelerinde de nanobiyoteknolojik uygulamalar olugmaktadir. Nano elek
(filtre ve bakteri gibi) ve makine kaplama kullanimlar1 nanoteknoloji 6rnekleridir. Ancak

kaplama ya da filtre materyal tipleri dikkat gerektirmektedir.

2.3.7. Ambalaj ve Depolama

Nanopartikiillerin ambalaj materyallerinin bariyer 6zelliklerini (nanokompozit, ¢inko
oksit ve nano giimiis gibi) arttirmak i¢in dahil edildigi sdylenebilmektedir. Nanopartikiillerin
migrasyonu ancak gida ile direkt temas yoluyla miimkiin oldugu halde, nanopartikiiller gida
ambalaj materyallerine uygulanmaktadir. Gaz bariyer Ozellikleri i¢cin ambalajlama
materyallerinde kullanilan kil ve nisasta nano kompozit filmleri migrasyonu en aza

indirgenmesi ongoriilmektedir.
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2.3.8. Yetistirme ve Uremede Nanoteknoloji
Deri altina yerlestirilen bir mikrogip yardimi ile gercek zamanli Ostrojen Olglimii

vasitast ile kizginlik zamaninin tayininde ve gen kaynakli hastaliklarin tesbitinde

kullanilabilecegi rapor edilmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cryptosporidium parvum’un Kaynag ve Hazirlanmasi

Cryptosporidium ookistleri Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Ig
Hastaliklar1 klinigine getirilen, dogal enfekte kuzu ve buzagilardan, Lorenzo ve ark (1993)
tarafindan tarif edildigi sekilde toplandi. Toplama islemi yapmadan 6nce hayvanlardan alinan
diskr 6rneklerinde E. coli K99, Cryptosporidium, Coronavirus ve Rotavirus enfeksiyonlarinin
varlig1 BoviD-4 Ag test kiti (Anigen, Kore) kullanilarak test edildi.

Sadece Cryptosporidium enfeksiyonu tespit edilen kuzu ve buzagilardan toplanan
digkilar distile su ile sulandirip, 45 pm delikli siizgeglerden gegcirilmesini takiben elde edilen
stvi kistm 1000 x g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Pelet; 20 ml distile su ve 20 ml
dietileter ile karistirilarak 1000 x g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilerek iisteki ii¢ tabaka
uzaklastirildi. Bu islem diskidaki yag tamamen uzaklastirilana kadar tekrar edildi. Elde edilen
sediment 1 ml distile suyla karistirilarak dort fakli dansiteden olusturulmus (1.13, 1.09, 1.05
ve 1.01 g/ml, her biri 2,5 ml) Percoll gradientinin {izerine yayildi. Karisim 650 x g’de 4°C’de
15 dakika santrifiij edildi. Ookist yumurtalarini i¢eren bant uzaklagtirilarak distile su ile 1000
X g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilerek yikandi ve yikama islemi {i¢ kez tekrarlandi.
Ookistler deneysel enfeksiyona kadar %2,5 (w/v) potasyum dikromat solusyonunda saklandi.

Sekil 5’de digkidan toplanmig Cryptosporidium ookistleri gosterildi.

Sekil 5: Cryptosporidium parvum ookistleri (x400)
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Cryptosporidium QOokistlerinin Tiiriiniin PCR ve RFLP ile Belirlenmesi

Elde edilen Cryptosporidium ookistlerinin tiiriiniin ve tipinin belirlenmesi amaciyla
100 ul siispansiyonunda fenol/kloroform metodu kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. Dogal
olarak enfekte kuzulardan elde edilen ookistlerin tiiriini belirlemek i¢in Nested PCR
(Polimeraze Chain Reaction) ve RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) analizi
yapildi. Bu amagla oncelikle elde edilen ookist siispansiyonundan 100 pl almarak klasik
fenol/kloroform yontemiyle (Sambrook ve ark, 1989) DNA izole edildi. Nested PCR ve Sspl,
Vspl ve Mboll enzimleri kullanilarak RFLP analizi ile C. parvum tiiriiniin belirlenmesi
gerceklestirildi.

PCR, Cryptosporidium soyuna o6zel 18S ribozomal RNA genine ait primerler
kullanilarak daha once tarif edildigi sekilde yapildi (Xiao ve ark, 1999; Aysul, 2009). Kisaca,
Cryptosporidium’un 18S ribozomal DNA geninin 1325 bp boliimiinii ¢ogaltan primerler
(forward: 5'-TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG-3' ve reverse: 5'-CCC TAA TCC TTC
GAA ACA GGA-3") kullanilarak birinci PCR gerceklestirildi. ikinci PCR, birinci PCR
iriinlinlin 826-864 bp’lik boliimiinii ¢ogaltan primerler (5'-GGA AGG GTT GTA TTT ATT
AGA TAA AG-3' ve 5'- AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A-5") kullanilarak yapildi.
PCR karigimi, 1 x PCR buffer, 6 mM MgCl,, 200 mM (her biri) deoksiniikleosid trifosfat, 100
nM primerler, 2.0 U of HotStartTaq DNA polimeraz igerdi.

PCR’larin son volume 25 pl olarak ayarlandi ve birinci PCR’da 2 pul DNA 06rnegi,
ikinci PCR da 1 pl birinci PCR f{iriinii kullanildi. Her iki PCR da 35 dongiide gergeklestirildi
(denatiirasyon 94°C 45 s, hibridizasyon 57°C 45 s, uzatma 72°C 1 min). Her iki PCR da
baslangicta 94°C 3 dakika ve sonunda 72°C 7 dakika dongiilerini igerdi. PCR {iriinlerinin
analizleri Safeview ile boyanmis %1.5 agaroz jel elektorforez ile yapildi.

Nested PCR iiriinlerinde (yaklasik 850 bp), Sspl, Vspl ve Mboll enzimleri kullanilarak
RFLP analizi daha once tarif edildigi gibi yapildi (Feng ve ark, 2007). Bu enzimler C.
parvum, C. bovis, C. andersoni ve C. ryanae genotiplerini birbirinden ayirt etmektedir. Bu
amagla, ikinci PCR friinii agaroz jelden QIAquick jel ekstraksiyon kiti yardimiyla izole
edildi. Vspl, Sspl ve Mboll enzimlerinin ayr1 ayr1 her biri i¢in 40 pl PCR {iriinii i¢in 15 unite
enzim, 5 pl buffer ve 2 pl steril de-ionize su ile karistirildi. Kesme isleminin tamamlanmasi
icin 2 saat 37°C de inkiibe edildi. Karisim Safeview ile boyanip, %3 agaroz jel lizerinde
kosturularak goriintiilendi. Sspl enzimi C. parvum veya C. bovis’i 449, 267 ve 108 bp
boyutlarinda keserken C. andersoni’yi 448 ve 397 bp boyutlarinda kesmektedir. Mboll, C.
parvum’u 771 ve 76 bp C. bovis’i ise 412, 185 ve 162 bp boyutlarinda kesmektedir. Vspl
restriksiyon enzimi C. parvum’da 628, 115 ve 104 bp, C. Ardesroni’de ise 730 ve 115 bp
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boyutlarinda pargalar olusturmaktadir. Bu calismada yapilan RFLP analizi sonucunda test
edilen biitin DNA Orneklerinin C. parvum oldugu tespit edildi. Agaroz jelin duyarliligin
diisiik olmasi nedeniyle RFLP analizi sonucunda elde edilne 100 bp civarindaki iiriinler jelde

tespit edilmedi (Sekil 6).

1000bp
900bp
800bp

700bp
500bp
400bp
300bp
200bp

100bp

Sekil 6: Cryptosporidium parvum’un nested PCR dirlininiin Sspl, Vspl, Mboll kesim
enzimleri kullanilarak yapilan RFLP analizi. A; Molekiiler Boyut Belirleyici (abm 100bp
plus), B; C. parvum nested PZR iiriinii (847 bp), C; Sspl ile kesilen nested PCR iiriinii (449 ve
267 bp), D; Vspl ile kesilen nested PCR iiriinii (628 bp), E; Mboll ile kesilen nested PCR
irtinii (771 bp), F; Negatif control. %3 agarose gel SafeView (abm) ile boyanmustir.

Ek olarak, in vitro denemede kullanilacak ookistlerin C. parvum oldugunu
kesinlestirmek i¢in nested PCR {iriinii klonlanarak sekans analizi yaptirildi. Nested PCR ile
cogaltilan DNA o6rnekleri igerisinde Safeview bulunan %?2 agaroz jel elektroforezini takiben
UV 151k altinda goriintiilendi. Yaklasik 850 bp boyutundaki band jelden kesildi ve QIAquick
jel ekstraksiyon kiti kullanilarak purifiye edildi. Daha sonra purifiye edilen {iriin pCR4-TOPO
plasmid vektoriine klonlanarak TOP10 E. coli hiicrelerine ticari kitte belirtildigi sekilde
transforme edildi. Secilen koloniler bir gece boyunca iiretildi ve hiicrelerde bulunan

plazmidler QIAGEN plasmid purification kiti kullanilarak purifiye edildi. EcoR1 enzimi ile
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kesildikten sonra %1,5 agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu ve UV 1sik altinda iginde
klonlanan DNA’y1 igeren plasmidler belirlendi. Daha sonra bu plasmidlere ait DNA 6rnekleri
sekans analizlerinin yapilmasi amaciyla lontek (Istanbul) firmasmna génderildi. Sonuglar
GenBank’ta depolanan sekanslarla karsilastirllmis ve %99-100 oranlarinda C. parvum’a

benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Sekans analiz sonucu asagida goriillmektedir (Sekil 7).

ggaagggttg
ggatcacatt
gtattggect
agcctgagaa
aatacaggga
tgagttaagt
cgcggtaatt
tggatttctg
aattcatatt
aaagcaggca
ttattggttc
cagtcagagg
ggatgttttc

agtcttaatc

tatttattag
aaatgtgaca
accgtggcaa
acggctacca
ggtagtgaca
ataaacccct
ccagctccaa
ttaataattt
actatatatt
tatgccttga
taagataaga
tgaaattctt
attaatcaag

ataaactatg

ataaagaacc
tatcattcaa
tgacgggtaa
catctaagga
agaaataaca
ttacaagtat
tagcgtatat
atataaaata
ttagtatatg
atactccagc
atagtgatta
agatttgtta
aacgaaagtt

ccaactagag

aatataattg
gtttctgacc
cggggaatta
aggcagcagyg
atacaggact
caattggagg
taaagttgtt
ttttgatgaa
aaattttact
atggaataat
atagggacag
aagacaaact
aggggatcga
attggaggtt

Sekil 7: Cryptosporidium parvum sekans analiz sonucu

gtgactcata
tatcagcttt
gggttcgatt
cgcgcaaatt
ttttggtttt
gcaagtctgg
gcagttaaaa
tatttatata
ttgagaaaat
attaaagatt
ttgggggcat
aatgcgaaag
agacgatcag

gttccttact

3.2. Klinoptilolit iceren Polimer Nanopartikiiliin Hazirlanmasi

ataactttac
agacggtagg
ccggagaggyg
acccaatcct
gtaattggaa
tgccagcage
agctcgtagt
atattaacat
tagagtgctt
tttatctttc
ttgtatttaa
catttgccaa
ataccgtcgt

cctt

Biyouyumlu mukoadheziv 06zelligi bilinen biyopolimer kullanilarak nanopartikiil
hazirlandi ve nanopartikiil icerisine klinoptilolit enkapsiilasyonu gerceklestirildi. Bu
kapsamda asetik asit i¢erisinde kitosan (%]1), klinoptilolit i¢eren ¢dzelti ve tiyaminpiirofosfat
kullanilarak sprey drier cihazinda nanopartikiillerin sentezleri gerceklestirildi. Nanopartikiil
sentezinin optimizasyonu degisen akis hizlarinda enkapsiilasyon gergeklestirilerek
nanoboyutlu partikiillerin sentezleri yapildi. Nanopatikiil sentezinin optimizasyonunda ve
optimum kosullarda hazirlanmis nanopartikiillerin karakterizasyonunda boyut Olc¢limleri

zetasizers ile gergeklestirildi.
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3.3. In Vitro Enfeksiyon

Klinoptilolit i¢eren polimer nanopartikiiliin C. parvum ookistlerine in vitro etkinligini

belirlemek amaciyla hiicre kiiltiirii galismasi in vitro olarak asagidaki sekilde incelendi.

3.3.1. Konak Hiicre

Deneysel in vitro enfeksiyon gerceklestirmek i¢in insan kolon adenocarcinoma (Caco-
2) hiicreleri daha once tarif edildigi gibi kullanild1. Hiicreler 37°C’de, %5 CO, inkiibatorde,

%10 Fotal Bovine Serum, 100U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin ilave edilmis DMEM
besi ortami (medyum) [(Dulbecco’s Modifiye edilmis Eagle Besi ortami; Sigma. Kat no:
D6429), (4500 mg/L Glukoz, 110mg/L Sodyum priivat, L-Glutaminin oldugu besi ortami)]
kullanilarak ¢ogaltildi.

Enfeksiyon denemelerinde 12 well hiicre kiiltiirii plaklarinin igine 18 mm steril

yuvarlak lameller yerlestirilerek ve iizerlerine Caco-2 hiicreleri ekildi. Hiicreler lamellerin

yiizeyini %80 kapladiktan sonra enkiste 1x10° C. parvum ookisti ile enfekte edildi.

3.3.2. In Vitro Hiicre Kiiltiirii

Cryptosporidium parvum ile enfekte enterositlere 4 farkli konsantrasyonda (250, 500,
750, 1000 pg/ml) klinoptilolit igceren polimer nanopartikiil eklenerek C. parvum’a karsi
terap6tik etkinligi in vitro incelendi. Ayni sekilde kontrol amaciyla C. parvum ile enfekte
enterosit welline su ilave edildi. Karigimlar 28°C de 12 saat siireyle ¢alkalanarak inkiibe
edildi. Inkiibasyonu takiben karisimlar ve nanopartikiilleri uzaklastirmak amaciyla 100 g ‘de 5
dk santrifiij edildi ve siipernatant baska bir falkon tiipe aktarilarak 10 dakika 1000 g’de
santrifiij edildi.

Yiizeysel sterilizasyonu saglamak amaciyla peletteki ookistlerin {izerine %10’luk
camagir suyu (%5 sodyum hipoklorit igeren ev kullanimi i¢in ¢amasir suyu) ilave
edilerek siispansiyon haline getirildi ve 10 dakika buz iizerinde bekletildi. Ustteki sivi, 8000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek uzaklastirildi ve steril PBS ile ayn1 sekilde 6-7 kez yikandi.

Son yikamadan sonra ookistler sayilarak ml’deki ookistler sayildi.
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Ookistlerin eksistasyonu baslatmak amaciyla 6nceden 37°C’de 1sitilmig, %0,75
sodium thaurocholic i¢ceren HBSS (Hanks Balanced Salt Solution) igerisinde, 37°C’de 15

dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, her bir dilusyon igin ii¢ replikasyon olacak

sekilde 1x10° ookist %80 kaplamis hiicrelerin {izerine ekildi. Plaklar 37°C’de, %5

CO, inkiibatorde 3 saat inkiibe edildi ve sonrasinda enkist olmamis ookistler ve hiicreye

girmemis sporozoitler plak kuyucuklarindan uzaklastirildi. Kuyucuklar hiicreler zarar
vermeden iki kez DMEM medyum ile yikandi1 ve sonrasinda 2 ml medyum ilave edildi.
Hiicrelerin medyumu 24 saat sonra degistirilip, 54 saat inkiibe edildi (Schupfner ve ark,
2013).

3.3.3. In Vitro Hiicre Kiiltiiriinde Enfeksiyonun immunofluoresense ile Belirlenmesi ve

Ookist Sayimm

Hiicrelerde olusan enfeksiyonun varligi Vicia villosa lectin (VVL) kullanilarak daha
once tarif edildigi sekilde gerceklestirildi (Varughese ve ark, 2014). Inkiibasyonu takiben,
kuyucuklardaki hiicreler 3 kez PBS ile yikandi ve sonrasinda soguk %4 paraformaldehid ile
4°C’de 10 dakika fikse edildi, sonrasinda ii¢ kez PBS ile yikandi. %0,25 Triton X-100 ile 10
dakika oda 1sisinda bekletilerek permeabilizasyon saglandi. Hiicreler tekrar ii¢ kez PBS ile
yikandi ve taze olarak hazirlandi. HBSS iginde %1 bovine serum albiimin (BSA) ile 5 dakika
inkiibe edildi. Fluoresans ile konjuge edilmis VVL, %1 BSA i¢eren HBSS ile 1/333 dilusyonu
yapilarak hiicrelerin iizeri kaplandi ve 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. ki PBS yikamasi
sonrasinda, hiicre ¢ekirdegi DAPI ile bir dakika siireyle boyand: ve bir kez daha PBS ile
yikandi. Daha sonra yuvarlak lameller plak kuyularindan alinarak, lamlarin iizerine aktarildi
ve lzerleri mounting medya ile kaplanarak fluoresans mikroskopta 400X biiyiitmede
incelendi. Ayni hat iizerinde 20 yan yana mikroskop sahasindaki hiicreler ve hiicrelerdeki

ookistler sayilarak yiizde enfeksiyon orani belirlendi.
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3.4. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 19 paket programu kullanilarak, aritmetik ortalama () ve standart hata degerleri
hesaplandi. Tabloda kontrol ve deneme gruplarinin in vitro doku kiiltiirtinde C. parvum
enfeksiyon olusma yiizdesi T+=SEM olarak gosterildi.

Klinoptilolit igeren polimer nanopartikiiliin in vitro kiiltiirdeki her bir diliisyonu i¢in

C. parvum inhibisyon yiizdesi asagidaki formiile gére hesaplandi.

Kontrol ookist sayisi—diliisyondaki ookist sayisi

Inhibisyon yiizdesi(%)= ~ =------===-=m=m-mmmmmmemne- m=mmmmemmemmemeeeeee X 100

Kontrol ookist sayisi
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4. BULGULAR

Calismanin Caco-2 hiicreleri ile gergeklestirilen in vitro doku Kkiltiiriinde,

klinoptilolit iceren polimer nanopartikiiliin C. parvum enfeksiyonunda yiizde etkisi Tablo
6’de gosterildi.

Tablo 6: /n vitro doku kiiltiirinde C. parvum’a klinoptilolit igeren polimer nanopartikiiliin

yiizde etkisi
Klinoptilolit Diliisyon
Gruplar Kontrol 1000pg/ml 750pg/ml 500pg/ml 250pg/ml
T+SEM T+SEM T+SEM T+SEM T+SEM
Enfeksiyon
olusma 23,46+5,50 15,6+2,54 8,13+1,40 10,33+1,70 13,46+2,06
yiizdesi (%0)

Caco-2 hiicrelerinde gergeklestirilen Cryptosporidium parvum enfeksiyonunda

Klinoptilolit igceren polimer nanopartikiiliin, in vitro muamelesinde ookistlerin goriiniimi
sekil 8’de gosterildi.

Sekil 8: Caco-2 hiicrelerinin klinoptilolit igeren nanopartikiil ile muamele edilen C. parvum

ookistlerinin in vitro goériiniimii. Es zamanli DAPI hiicre ¢ekirdegi boyamasi (400X)
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Farkli konsantrasyonlarda Klinoptilolit iceren nanopartikiillerin Caco-2 hiicrelerde
gelisen Floresans ile konjuge edilmis C.parvum ookistleri (a):pozitif kontrol (distile su),
(b):1000pg/ml, (¢):750ug/ml, (d):500 pg/ml, (e):250ug/ml.

Caco-2 hiicrelerinde gergeklestirilen C.parvum enfeksiyonunda, Klinopitilolit
iceren polimer nanopartikiiliin inhibisyon konsantrasyon yiizdesi ve standart hata sekil 9 ve
sekil 10 da gosterildi.
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Sekil 9: Klinopitilolit igeren polimer nanopartikiiliin inhibisyon konsantrasyon yiizdesi
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Sekil 10: Klinopitilolit igeren polimer nanopartikiiliin %50 inhibisyon konsantrasyon (1C50)
yiizdesi

48



5. TARTISMA

Ciftlik hayvanlarinda ishal son yillarda profilaksi ve sagaltim alanindaki tiim
gelismelere ragmen yaygin olarak goriilmekte ve oOliimlerle dogrudan, gelisme geriligi,
sagaltim giderleri ve laboratuar harcamalari ile de dolayli 6énemli ekonomik kayiplara yol
agmaktadir. Ozellikle neonatal donemde ishale daha sik rastlanilmakta ve sonuglar1 daha ciddi
olmaktadir. Ruminantlarda neonatal dénemde E. coli, Rotavirus ve Coronavirus yaninda
ishale neden olan ve 6nemi giiniimiizde daha da artan bir etken de zoonotik karakterdeki C.
parvum’dur.

Cryptosporidium ile klinik enfeksiyonun olusmasi veya olusturulmasi i¢in alinmasi
gereken ookist sayisi, bireysel duyarlilik ve konakg¢1 direncine bagl olarak oldukga farklilik
gostermektedir. Birgok arastirict (Viel ve ark, 2007; Schnyder ve ark, 2009; Al-Mathal ve
Alsalem, 2012; Zambriski ve ark, 2013) farkli hayvan tiirlerinde 1x10% ile 1x10" arasinda
Cryptosporium parvum ookist verilmesiyle deneysel klinik enfeksiyonun olustugunu ortaya
koymustur. Enfektif bir hayvanin 1 gram digki ile milyonlarca ookist sagmasi enfeksiyonun
hizla yayilip bir siirii problemi haline gelmesini kolaylastiran bir faktordiir (de Graaf ve ark,
1999; Hamnes ve ark, 2006; Divers ve Peek, 2008). In vitro ¢alismalarda ise in vivo
caligmalara benzer oranda ookist uygulanarak in vitro enfeksiyon olusturulmaktadir (Santin
ve Trout, 2008) Bu ¢alismada da diger ¢alismalara benzer sekilde 1x10° /ml dozunda bir kez
verilen C. parvum ookistleri ile Caco-2 hiicre kiiltiiriinde enfeksiyon olusturuldu.

Cryptosporium parvum enfeksiyonunun tedavisi igin birgok ilag kullanilmis olmasina
ragmen tam bir parazitolojik iyilesme saglanamamistir. Terapotik ve profilaktik amagla
insanlarda ve hayvanlarda kriptosporidiozise karsi 100’lerce madde denenmis ancak etkili
birkag madde bulunmustur. Ancak bu maddelerin toksik veya yan etkileri nedeniyle
kullannrminda  belirli sinirlamalar ~ bulunmaktadir. Gobel (1987), ionofor
polieterantibiyotiklerden Lasalocid Na’un akut kriptosporidiozisli buzagilara giinde bir kez 3
giin siireyle 15 mg/kg dozda verildiginde etkin oldugunu ve herhangi bir yan etkisinin
olmadigin1 bildirirken; Pongs (1989), belirtilen etken maddenin ayni doz ve uygulama
seklinde toksik oldugunu belirtmektedir. Deneysel enfekte buzagilarda paromomisinin
profilaktik uygulamasinin ookist atilimini inhibe ettigi, ishallin siiresini azalttig1 (Fayer ve
Ellis, 1993) ancak ilacin birakilmasi ile ishal ve ookist atiliminin devam ettigi ve hastalikta

azalmanin saglanamadig1 (Grinberg ve ark, 2002) bildirilmektedir. Azitromisinin dogal
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enfekte buzagilarda Cryptosporidium spp.’nin tedavisi lizerine kismi etkisi oldugu ancak tam
iyilesmeyi saglayamadigi bildirilmektedir (Elitok ve ark, 2005). Halofuginone tedavisinin
sonuglar1 iizerine raporlar tartismalidir. Baz1 ¢alismalarda buzagilarda énemli 6l¢iide ookist
atiliminin ve ishalin azaldigi (Joachim ve ark, 2003) ve mortalitenin diistiigii (Naciri ve ark,
1993) bildirilirken, diger c¢alismalarda halofuginone veya decoquinate’n ishal veya
dehidrasyon diizeyleri {izerinde higbir etkisinin olmadigi (Lallemand ve ark, 2006)
bildirilmektedir. Halofuginone nispeten toksik oldugu bilinmektedir ve bu durum ayr1 bir
sakinca dogurmaktadir. Nitazoxanide (NTZ) kopek, kedi, koyun ve kegilerde antiparaziter
tedaviler i¢in uygulanmis antimikrobiyal bir maddedir. NTZ c¢ocuklar ve yetiskinlerde
kriptosporidiozis ve giardiasis tedavisi i¢in beseri kullanimi i¢in FDA onaylidir (Schnyder ve
ark, 2009). In vitro ¢alismalarda ve fare modellerinde Kriptosporidiozisde etkili bulunmustur.
Hayvan modellerinde parazit sayisini azaltmis; ancak, parazitolojik kiir saglayamamistir.
Ishalli buzagilarda profilaktik ve terapotik olarak kullanilan NTZ’in ne ookist atilimini ne de
hastaligin klinik ciddiyetini azaltmak iizerine pozitif bir etkisinin olmadigi gosterilmistir
(Schnyder ve ark, 2009).

Cryptosporidium parvum enfeksiyonunun sagaltimi igin giliniimiize kadar denenen
ajanlarin higbiri klinik bulgularin tam olarak kontrol altina alinmasii ve enfeksiyonun
eliminasyonunu saglamamistir (Shadiduzzaman ve Daugschies, 2012). Bu nedenle de C.
parvum’un profilaksisi ve sagaltimina yonelik ¢alismalar devam etmekte ve farkli gruplardan
bircok ajan halen denenmektedir. Birgok arastirmaci ¢iftlik hayvanlarinda yemlere katilan
klinoptilolitin ishalleri 6nledigini bildirmektedir. Barkto ve ark (1995), buzag: ishallerinde
yemlere sagaltim amacli 2g/kg, koruma amagh 1g/kg canli agirlik dozunda klinoptilolit
ilavesinin, ishali Onlemedeki etkinliginin oldugunu rapor etmektedir. Farkli oranlarda
kolostrum ve siite klinoptilolit katilan buzagilarda 1g/kg klinoptilolit ilavesinin ishal
olugsmasini azalttig1i ancak pasif immunite {lizerine bir etkisi olmadigi rapor edilmektedir
(Sadeghi ve Shawrang, 2008). Sardinas ve ark (1991), biiylime donemindeki domuzlarin
ishallerinde diyete %20 oraninda dogal klinoptilolit ilavesinin %71 oraninda iyilesme
sagladigin1 vurgulamaktadir. Dogum sonrasi buzagilarin agiz siitiine kg canli agirlik basina 1g
klinoptilolit eklenmesinin; solunum, ishal problemleri ve antibiyotiklerin kullanimini
azalttigin1 rapor etmektedir (Vrzgula ve ark, 1988). Sindirim sistemine gastrointestinal
nematodlarin verildigi kuzu rasyonuna %3 klinoptilolit ilavesinin; nematodlarla miicadelede
etkili oldugu bildirilmektedir (Deligiannis ve ark, 2005). Klinoptilolitin koyunlarda
koksidiyozis’de in vitro ookistlerin morfolojilerini etkiledigi, in vivo olarak da ookistlerin

atilmin1 ve ¢evre kontaminasyonunu azalttigi bildirilmektedir (Alcala-Canto ve ark, 2011).
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Klinoptilolitin Cryptosporium parvum’a yonelik etkinliginin incelendigi tek c¢alismada
(Ulutas ve ark, 2015), C. parvum ile deneysel enfekte kuzularda klinoptilolitin profilaktik
etkinliginin oldugunu ve bu etkinin ookistlerinin sporlanmasi ve enfektif olmasini1 saglayan
nem gibi ¢evre faktorlerini degistirerek ve immun sistemi uyararak etkiledigini
bildirmektedirler. Ayrica baz1 yazarlar (Sverko ve ark, 2004; Papaioannou ve ark, 2005);
Klinoptilolit i¢eren zeolitlerin en dnemli komponentlerinden biri olan aliminyumsilikatlarin
Ozellikle domuz, buzagi ve ratlarda barsak hastaliklari ile iliskili ishalin azaltilmasinda yararl
biyolojik Ozelliklere sahip oldugunu ve aliminyumsilikatlarin nitrik oksit ve siiperoksid
anyonlarin etkisiyle yangisal olaylarda ve immun sistemin diizenlenmesinde dnemli role sahip
oldugu ve oOzellikle immunsupresif hastaliklarin 6nlenmesinde yeni bir alternatif yem
takviyesi potansiyeline sahip oldugu rapor etmektedirler. Klinoptilolitin ¢iftlik hayvanlarinda
ishalin onlenmesinde ve tedavisinde etkinliginin bildirilmis olmasina ragmen Klinoptilolit
iceren polimer nanopartikiiliin gerek ishalde gerekse C. parvum enfeksiyonunda etkinligi ile
ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu kapsamda bu ¢alisma ilk asama olarak klinoptilolitin
polimer nanaopartikul formulasyonunun C. parvum’a karsi in vitro etkinliginin
degerlendirmesinin amaclandigi ilk arastirmadir.

Dogal iirtinlerin, 6zellikle ilag kesfi ve kimyasal biyoloji araciligiyla, insan ve hayvan
saglik sektorleri tizerinde 6nemli bir etkisi bulunmaktadir. Dogal iiriin bazl ilaglar kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklarin yani sira viral, bakteriyel, paraziter ve mantar enfeksiyonlarinin
tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Mevcut onaylanmis farmasotik ajanlarin belirgin biiyiik bir
kismi, dogal iiriinlere dayali iriinler veya bilesiklerdir. Klinoptilolitin immunstimulan,
antitumoral, antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuvar, antiparaziter 6zellikleri hergecen giin
arastirilmakta ve yeni veriler ortaya konmaktadir. Nanobilim ve nanoteknoloji ¢ok ¢esitli
alanlarda hizla yasamimiza girmektedir. Nanobiyoteknolojinin yakin gelecegimizin en etkili
teknolojisi olacagi ve saglik, tarim, gida ve ilag sanayi gibi yasamimiza dogrudan etki eden
alanlarda koklii degisikliklere sebebiyet verecegi, yasam standartlarimizi da oldukga
arttirabilecek nitelikte iistiin bir teknoloji olacagi tiim diinyada kabul gormektedir. Literatiirde
klinoptilolit iceren polimer nanopartikiiliin C. parvum’a kars1 etkinliginin degerlendirildigi bir
calisma bulunmamasi, bu ¢alismanin sonuglarinin tartisilmasini kisitlamaktadir. Ancak farkli
nanobiyoteknolojik triinlerin C. parvum iizerine etkinlerinin arastirilmast son yillarda 6n
plana ¢ikmistir. Cameron ve ark (2016), giimiis nanopartikiillerin C. parvum ookistlerini
yikimladigin1 ve yasamini doza bagli azalttigini1 bildirmektedirler. Ayni sekilde Fallah ve ark
(2017), nano nitazoxanide’in normal nitazoxanide gore daha etkili oldugunu ve nano

tirtinlerin Cryptospordium’un tedavisinde kullanilabilecegini rapor etmektedir. Klinoptilolit
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iceren polimer nanopartikiilin C. parvum ookistlerine etkisinin in vitro olarak
degerlendirildigi  bu  c¢alismada  Klinopitilolit ~ igeren  nanopartikiiliin, farkl
konsantrasyonlarinda (1000pug/ml, 750ug/ml, 500ug/ml, 250ug/ml) sirasiyla inhibisyon
yiizdesinin %33.54, %65.56, %55.99, %42.66 oldugu gorildi. C. parvum ile Caco-2
hiicrelerinde olusturulan in vitro enfeksiyonda klinoptilolit igeren polimer nanopartikiillerin
antikriptosidal aktiviteye sahip olduklar1 ve Cryptosporidium parvum igin %50 inhibisyonu
saglayan klinoptilolit igeren polimer nanopartikiil konsantrasyonlarin (IC50) 750ug/ml ve
500ug/ml oldugu tespit edildigi gorildi. Klinopitilolit igeren polimer nanopartikiiliin bu
etkisinin, barsaklardaki gegis siiresinin uzatilmasi ve barsak mukozasi ile temas siiresinin
artirilmasi ile iligkili olarak farkli mekanizmalarla epitelyum hiicrelerindeki C. parvum’a karsi
etkinliginin pozitif yonde etkilemesinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Bu durumun
paromomisin, halofuginon ve azitromisin gibi klinoptilolit i¢ceren polimer nanopartikiiliin de,
dogrudan ve/veya dolayl etkilerle C. parvum ookist sayisinda azalmayi sagladigmi, tek
bagina veya kombine C. parvum enfeksiyonunun tedavisinde kullanilabilecegini

gostermektedir.
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6.SONUC ve ONERILER

Giliniimiizde C. parvum i¢in kesin bir koruyucu ve tedavi edici protokol
bulunmamaktadir. C. parvum enfeksiyonunun korunmasinda ve tedavisinde birgok ilag
kullanilmis; ancak tam bir basar1 saglanamamustir.

Bu c¢alismada Kklinopitilolit igeren nanopartikiiliin farkli konsantrasyonlarmnin C.
parvum ile Caco-2 hiicrelerinde olusturulan in vitro enfeksiyonda antikriptosidal aktiviteye
sahip olduklar1 belirlendi.

Sonug olarak; bu etkileri ile klinoptilolit iceren polimer nanopartikiiliin, C. parvum
enfeksiyonunda profilaktik ve tedavi amaciyla, diger antikriptosidal ajanlara ekonomik bir
alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu amagla klinoptilolitin immunstimulan 6zelliginde
devreye girebilecegi ¢iftlik hayvanlarinda C. parvum enfeksiyonunda klinoptilolit igeren
polimer nanopartikiilin klinik ve parazitolojik iyilesme igin in Vvivo arastirilmasinin

yapilmasinin yararli olacagi diisiiniilmektedir.
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