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TESEKKUR
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Projesi olarak yiiriitiilen bu g¢alismayr (Proje No: TDK-2021-9602) maddi olarak
destekleyen Van Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanligina

tesekkiir ederim.



OZET

Barlik F, Agr1 yoresinde insan ve buzagilardan elde edilen diski érneklerinde Cryptosporidium
tiirlerinin mikroskopi ve molekiiler yontemlerle arastirllmasi, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Tip Parazitoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi, Van, 2023. Bu ¢alismanin amaci,
Agr1 yoresinde insanlarda ve buzagilarda Cryptosporidium tiirlerinin yaygmhigini, modifiye asit-fast
boyama (MAF), immiinokromatografik kaset test (IKT) ve nested PCR yontemleriyle arastirmaktir.
Calismaya baslamadan once, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu ve Van
Yiiziincii Y11 Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar1 Etik Kurulundan calisma onayi alindi.
Calisma, 01.02.2022- 01.12.2022 tarihleri arasinda ishalli 100 goniillii hasta ve 193 adet buzag {izerinde
yuriitildi. Sindirim sistemi sikayetleri ile Patnos Devlet Hastanesinin ¢esitli polikliniklerine bagvuran 18-
85 yas araligindaki ishalli hastalardan digki 6rnekleri alindi. Agr1 iline bagh ve rastgele segilen 14 farkli
koye gidilerek, burada bulunan ve rastgele secilen 193 buzagmin direkt olarak rektumundan digki
ornekleri alind1. Elde edilen tiim diski érnekleri, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarina ulastirildi. Laboratuvarda biitiin diski 6rnekleri, modifiye asit-
fast boyama (MAF), immiinokromatografik kaset test (IKT) ve molekiiler yontemler ile incelendi.
Insanlardan alinan digki 6rneklerinin besinde (%5), buzagilardan alan disk: &rneklerinin ise 59’unda
(%30,56) Cryptosporidium parvum saptandi. Modifiye asit-fast boyama yontemi ile Cryptosporidium
spp. goriilen drneklerde, IKT ve nested-PCR yontemi ile de parazit belirlendi. Ancak mAF boyama
yontemi ile parazit goriilmeyen yedi 6rnekte, IKT ve nested-PCR yoéntemi ile parazit saptandi. Nested-
PCR yontemi ile parazit saptanan biitiin 6rneklerde, IKT yontemi ile de parazit belirlendi. Sonug olarak,
Agn ili ve yoresinde buzagilarda C. Parvum’un yiiksek oranda saptanmasi, buzagilarin ve bdlge
sakinlerinin cryptosporidiosis agisindan risk altinda oldugunu ortaya koymustur. Ayrica hastanelerde
Cryptosporidium spp. teshisinde mMAF boyama yéntemine ilave olarak nested PCR veya IKT yonteminin
de rutin tanida kullanilmasi gerektigi kanaatine varildu.

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium spp., Insan, Buzagi, immiinokromatografik Kaset Test, Modifiye
Asit-Fast Boyama, Nested PCR, Agr1 Province, Tiirkiye



ABSTRACT

Barhik F, Investigation of Cryptosporidium species in stool samples obtained from humans and
calves by microscopy and molecular methods in Agr1 province, Van Yiiziincii Y1l University, Health
Sciences Institute, Department of Medical Parasitology, PhD Thesis, Van, 2023. The aim of this
study is to investigate the prevalence of Cryptosporidium species in humans and calves in Agr1 province
by using modified acid-fast staining (mAF), immunochromatographic cassette test (ICT) and nested PCR
methods. Before starting the study, study approval was obtained from Van Yiiziincii Y1l University
Animal Researches Local Ethic Committee and Van Yiiziincii Y1l University Non-Invasive Clinical
Research Ethics Committee. The study was carried out on 100 volunteer patients with diarrhea and 193
calves between 01.02.2022 and 01.12.2022. Stool samples were taken from patients aged 18-85 years
with diarrhea, who applied to various polyclinics of Patnos State Hospital with digestive system
complaints. Stool samples were taken directly from the rectum of 193 randomly selected calves in 14
different villages in Agr province. All stool samples were delivered to Research Laboratory of
Parasitology Department, Faculty of Medicine, Van Yiziincii Y1l University. In the laboratory, all stool
samples were examined by modified acid-fast staining (mAF), immunochromatographic cassette test
(ICT) and molecular methods. Cryptosporidium parvum was detected in five (5%) stool samples from
humans and 59 (30.56%) stool samples from calves. Parasites were also detected by IKT and nested-PCR
methods in the samples with Cryptosporidium spp. seen by the modified acid-fast staining method.
However, in seven samples that did not show parasites by mAF staining method, parasites were detected
by ICT and nested-PCR method. Parasites were also detected by the IKT method in all samples in which
parasites were detected by the Nested-PCR method. In conclusion, in the high rate detection of C. parvum
in calves in Agr1 province revealed that calves and residents of the region are at risk for cryptosporidiosis.
In addition, it was concluded that in addition to the mAF staining method, nested PCR or ICT method
should be used in routine studies in the diagnosis of Cryptosporidium spp. in hospitals.

Keywords: Cryptosporidium spp., Human, Calf, Immunochromatographic Cassette Test, Modified Acid-
Fast Staining, Nested PCR, Agr1 Province, Tiirkiye
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1. GIRIS

Paraziter hastaliklar tim diinyada, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde onemli
oranlarda morbidite ve mortaliteye neden olurlar. Yenidogan, yasl ve kronik hastalig
olan bireyler saglikli bireylere gore paraziter enfeksiyonlar i¢in daha fazla risk
altindadir (Piperaki ve Tassios, 2016; Thell ve Pritt, 2016). Paraziter hastaliklarin klinik
seyrinde konagin bagisiklik durumunun Onemi biylktir. Bu enfeksiyonlar
malniitrisyon, malabsorbsiyon, anemi, bagirsak tikanikligi, mental ve fiziksel biiylime
geriligi ve diyare gibi onemli saglik sorunlarina yol agabilmektedir. Giiniimiizde,
bagirsak parazitozlari genellikle 6liimciil olmayan klinik bir tablo olustursa da bazi
firsatg1r patojenler, ozellikle immiin sistemi baskilanmis bireylerin yasamini tehdit
etmeleri sebebiyle bilim diinyasinda Onemleri giderek artmaktadir. Bagirsak
parazitozlarmin toplumdaki yaygmliginin simirlandirilmasi i¢in korunma ve kontrol
programlart olusturarak uygun girisimsel Onlemlerin alinmasi bilylk Onem arz
etmektedir (Polat ve ark., 2020; Feleke ve ark., 2021; Jayaram ve ark., 2021; Waly ve
ark., 2021; Teimouri ve ark., 2022).

Cryptosporidium, Cystoisospora, Cyclospora ve Microsporidia gibi koksidian
parazitler insanlarda degisen siddette ishale neden olabilmektedir. Firsatg1 enterik
parazitler arasinda bulunan Cryptosporidium tiirleri Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi (CDC) tarafindan B kategorisindeki biyolojik etkenlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Ciinkii Cryptosporidium tiirleri genellikle, bagisiklik sistemi saglam olan
bireylerde kendi kendini sinirlayan hastaliga neden olurken, bagisikligi baskilanmisg
bireylerde yasami tehdit eden hastaliga yol acabilmektedir (Ghoshal ve ark., 2016;
Vanathy ve ark., 2017; Zorbozan ve ark., 2018). Cryptosporidium spp.’nin neden
oldugu zoonotik hastaliga cryptosporidiosis denir. Insanlarda cryptosporidiosis, hem
gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde 6zellikle bagisikligi baskilanmis bireylerde
ve bebeklerde parazitozlara bagl diyarenin en sik goriilen zoonotik etkenlerinden biri
olarak kabul edilmektedir (Razakandrainibe ve ark., 2018).

Cryptosporidium spp., hayvanlarda ve insanlarda olusturdugu enfeksiyonlar
nedeniyle son yiizyilin onemli enterik patojenleri arasinda yer almaktadir.

Cryptosporidium spp.’nin bagisikligi baskilanmis hastalarda olusturdugu patojenite,



giindiiz bakim merkezlerinden bildirilen salgin raporlar1 ve diinya ¢apinda bildirilen su
kaynakli salgin raporlari nedeniyle giiniimiizde bir halk sagligi sorunu olarak
degerlendirilmektedir. Ayrica Cryptosporidium spp., suyla tasinan en yaygin
parazitlerden biri olup ookist formunun, su aritma cihazlarinda kullanilan filtrelerden
gecebildigi ve iyi bilinen dezenfektanlara kars1 direngli oldugu bildirilmistir (Cunha ve
ark., 2019).

Cryptosporidium spp. ile enfekte buzagilarda olusan ishal, buzagilarin biiyiime
ve gelismesini olumsuz yonde etkileyerek ve et kalitesini diisiirerek verim kaybina yol
actigi, ayrica buzagi dliimlerine de sebep oldugu bilinmektedir. Bunlarin yani sira
enfekte buzagilar, ¢evreye ¢ok fazla sayida ookist bulastirmalar1 nedeniyle, diger ¢iftlik
hayvanlar1 ve insanlar icin tehlike arz etmektedir (Ipek, 2021; Yasur-Landau ve ark.,
2021).

Bu tez c¢alismasinda Agri yoresindeki insanlardan alinan ve buzagilardan elde
edilen diski orneklerinde cryptosporidiosis yayginligini modifiye asit-fast boyama
(MAF), immiinokromatografik kaset test (IKT), nested PCR ve sekans analizi
yontemleri ile aragtirarak, parazitin yoredeki yayginligini ve baskin tirlerinin

belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

Cryptosporidium tiirleri, insanlarin, evcil ve vahsi hayvanlarin 6nemli
patojenleri olarak bilim diinyasinda giderek daha fazla taninmaktadir. Bu tiirler, zorunlu
hiicre i¢i (intraselliiler) ve ekstrasitoplazmik protozoon canlilar olup gastrointestinal
sistem ve solunum sistemindeki firga epitel hiicrelerinin sinirlarinda yasayan
apikompleksan parazitlerdir (Sahin ve ark., 2018; Xiao ve Cama, 2018). Parazit,
bagisiklik sistemi saglam bireylerde hafif ishale neden olup, bir siire sonra
kendiliginden sonlanirken bazen kroniklesebilir. Bagisikligi baskilanmis kisilerde ise
yasami tehdit eden siddetli ishal ve sivi kaybina neden olabilir (Ryan ve Xiao, 2014).
Enfeksiyonun  siddeti  Cryptosporidium’un  tiirine  goére  degismektedir.
Cryptosporidium’un bazi tiirleri birden fazla konagi enfekte edebilirken, bazi tiirleri
kemirgenler veya gevis getirenler gibi siirl bir grubu enfekte edebilmektedir (Fayer,
2008).

Cryptosporidium spp. giiniimiizde, diinya ¢apinda rastlanan ishallerin 6nde gelen
nedeni olarak ortaya ¢ikmis olup, kiigiik ¢ocuklar ve bagisikligi baskilanmis hastalar
icin 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde bes yasindan kiiciik
cocuklarda ise orta ile siddetli gastrointestinal sikayetlerin baslica nedeni oldugu
bildirilmistir. Gastrointestinal hastaliklarin diinyada yayilis1 ile alakali yapilan bir
calismada; Cryptosporidium spp.’nin 2005 ile 2015 yillar1 arasinda yaklasik yarim
milyonu bes yasin altindaki ¢ocuklar olmak iizere 1 milyondan fazla 6liimden ve 71
milyondan fazla insanda kalict bozukluklardan sorumlu oldugu, en yiiksek oliim
oranlarinin ise gelismekte olan {llkelerde, o6zellikle Sahra alti Afrika iilkelerinde
goriildiigii belirtilmistir (O’Leary ve ark., 2021). Cryptosporidium spp., c¢ocuklarda
oliimlere sebep olmalarinin yani sira, inatg1 enfeksiyonlara, mental sorunlara, yetersiz
beslenmeye ve fiziksel gelisme yetersizliklerine neden olabilmektedir (Troeger ve ark.,
2017; Dhal ve ark., 2022).

Cryptosporidiosis’in neden oldugu ishal salginlari son yillarda birgok tilkede
siklikla meydana gelse de bu salginlar, sadece insanlari olumsuz etkilemekle
kalmamakta, ayrica 6zellikle yenidogan ve buzag: ishallerine ve buna bagl 6liimlerle
tilkemizde de biiyiilk ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Caccio ve Tosini, 2017,
Ertas ve Ayan, 2021).



Cryptosporidium spp.’nin tanisinda temel olarak mikroskopi kullanilsa da bu
yontem birgok arastirmaci tarafindan yetersiz olarak goriilmektedir. Clinkii mikroskopi,
aside direngli olan Cryptosporidium ookistlerinin tanimlanmasinda uzmanlik ve
deneyim gerektirmektedir. Bu durum, alternatif teshis tekniklerine dogru bir arayisa
neden olmustur. Tan1 teknolojisindeki son gelismeler ile molekiiler yontemler ve antijen
saptama yontemleri kullanilarak Cryptosporidium spp.’nin dogru bir sekilde teshis
edilmesini miimkiin hale getirmistir. Molekiiler yontemler, 6zellikle PCR yontemi,
Cryptosporidium spp.’nin teshisinde mikroskopinin yerini almaya baslamistir.
Cryptosporidium tiirlerini saptamak amaciyla hem DNA izolasyon teknikleri hem de
kopro-antijen kaset test kitleri giinimiizde daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
tekniklerin daha yiiksek maliyetli ve zaman alic1 olmasina ragmen, mikroskobik tabanli
tekniklerin kullanimma kiyasla olduk¢a duyarli oldugu gosterilmistir. Ayrica,
Cryptosporidium spp.’nin karakterizasyonu ve filogenetik analizi igin kullanilan
molekiiler yontemler, bu parazitin biyolojisine, epidemiyolojisine ve saglikla ilgili
onemine biiyiik katki saglamaktadir (Cunha ve ark., 2019; O’Leary ve ark., 2021,
Sharma ve ark., 2022).

2.1. Taksonomi

Cryptosporidium cinsinin tiim tiyeleri 6karyotik protozoonlar olup zorunlu hiicre
i¢i parazitlerdir. Omurgalilarin mide-bagirsak sisteminde gelisir ve yasam dongiilerinin

tim evrelerini tek bir konakta gegirirler (Fayer, 2008).

Cryptosporidium cinsi, 6000’den fazla tiri ve 300'den fazla cinsi iceren
Apicomplexa subesindeki cinslerden biridir. Cryptosporidium spp., diger enterik
koksidiyan parazitlerin yasam dongiisiindeki benzerliklerine dayanilarak, Eucoccidiidae
takimindan bir koksidiyan parazit olarak smiflandirilmistir. Ancak, Cryptosporidium
spp.’nin gelisim agamalarinda bir besleyici (feeder) organelinin varligi, sporokistlerinin
yoklugu ve konak hiicrelerdeki episeliiler lokalizasyonunu da kapsayan biyolojik ve
molekiiler benzerliklerine dayanilarak gregarin parazitlerine daha yakin olduklarina dair
teoriler ortaya atilmistir (Ryan ve ark., 2021b). Gregarinler, dogal su kaynaklarinda bol
miktarda bulunan, omurgasiz ve alt omurgali canlilarin bagirsaklarinda veya hiicre dist
bosluklarinda yasayan biiyiik, tek hiicreli parazitlerden olusan apikompleksan bir parazit

grubudur (Ryan ve Xiao, 2014). Ascogregarina taiwanensis adli gregarinin ilk tiim



genom dizilimi, Cryptosporidium spp. ile aralarindaki monofiletik bir iliskiyi
desteklerken metabolik kapasitelerindeki 6nemli farkliliklari ortaya koymustur (Ryan ve
ark., 2021b). Ayrica, genomik ve biyokimyasal veriler Cryptosporidium spp.’nin
apikoplast organelini kaybettigi i¢in diger apikomplekslerden farkli oldugunu

gostermistir (Ryan ve Xiao, 2014).

Cavalier-Smith 2014 yilinda, 18S ribozomal DNA verilerine dayanarak, mevcut
taksonomiyi revize etmis ve Cryptosporidium'u coccidia’dan gregarin’lere aktarmustir.
Daha sonra Gregarinomorphea smifi iginde Cryptogregaria adli yeni bir alt sif
olusturmustur. Adl ve ark.’lar1 2019 yilinda, bu smiflandirmay1 Gregarinasina igindeki

Cryptogregarinorida alt sinifi olarak degistirmistir (Ryan ve ark., 2021b).

Cryptosporidium cinsi iginde, 1971 yilmidan 6nce, Cryptosporidium muris,
Cryptosporidium parvum ve Cryptosporidium meleagridis olmak {izere yalnizca fi¢
gecerli tiir mevcuttu. Yeni bir tiir olan Cryptosporidium wrairi, 1971 yilinda kobaylarda
tanimlanmistir ve toplam dort gegerli tiire ulasmustir. Cryptosporidiosis hakkinda
1970°1i yillara kadar 100'den az rapor yayinlanmis, ancak 1980'lerin son yillarinda
yaklagik 1200 rapor sunulmustur (Ryan ve ark., 2021b).

CDC 1982 yilinda, Cryptosporidium nedeniyle siddetli uzun siireli ishali ve
acquired immune deficiency syndrome (AIDS) olan 21 erkek hakkinda bir rapor
yaymlamistir. Bu rapor, cryptosporidiosis'e olan ilginin artmasina ve HIV/AIDS
hastalarinda cryptosporidiosis'in kalict ve yasami tehdit eden bir hastalik oldugunu

ortaya koymustur (Ryan ve ark., 2021b).

Cryptosporidium ditrichi, Avrupa'dan Apodemus cinsi tarla farelerinden 2018
yilinda tanimlanmistir. insanlarda C. ditrichi, bagirsak cryptosporidiosis’i ile uyumlu
klinik semptomlar gosteren Isveg'teki ii¢ hastadan 2020 yilinda ilk kez izole edilmistir
(Mathison ve ark., 2021).

Giintimiizde, en az 44 Cryptosporidium tiirii ve 120’den fazla Cryptosporidium
genotipi tanimlanmistir. Ancak, insanlarda olusturduklart enfeksiyonlarin biiytlik
¢ogunlugundan C. hominis ve C. parvum’un sorumlu oldugu bildirilmistir (Ryan ve

ark., 2021a). Ayrica, Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium cuniculus,



Cryptosporidium ubiquitum, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium felis ve
Cryptosporidium viatorum dahil olmak iizere, insanlarda yaklasik 20 farkli tiir/genotip
saptanmustir (Sekil 1) (Ledbad ve ark., 2021).
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C. hominis, C. parvum, C. canis, C. felis, C. ubiquitum,
C. viatorum, C. cuniculus, C. muris, C. andersoni,

C. fayeri, C. suis, C. erinacei, C. scrofarum,

C. tyzzeri, C. occultus, C. ditrichi, C. bovis, C. xiaoi,
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C. alticolis, C. apodemi, C. homai,

C. proliferans, C. rubeyi,
C. wrairi, C. myocastoris

Sekil 1. 2021 yilina kadar tanimlanan Cryptosporidium tiirleri (Ryan ve ark., 2021b).
2.2. Tarihce

Ernest Edwart Tyzzer, 1907 yilinda laboratuvar farelerinin mide epitellerinde ve
diskilarinda bir parazitin aseksiiel, seksiiel ve ookist evrelerine sikga rastladigini
yayinladiktan sonra bu paraziti belirsiz taksonomik statiiye sahip bir protozoon olarak
ilk kez tanimlanmig ve Cryptosporidium muris olarak adlandirmistir (Dragomirova,
2022; Chalmers, 2014). Parazitin sporozoitleri iginde bulunan sporokistleri olmadigi
icin °’gizli sporokistler’’ anlamima gelen Cryptosporidium olarak isimlendirilmistir
(Ekici, 2018). Tyzzer, 1912 yilinda laboratuvar fareleri ve tavsanlarinin ince
bagirsaginda bulunan ve C. parvum adini verdigi yeni, daha kiigiik bir tiirtin tanimini
yayinlamistir. 1955 yilinda yeni bir tiir olan Cryptosporidium meleagridis'in geng
hindilerde hastaliga ve 6liime neden oldugu bildirilmistir. 1971 yilinda Cryptosporidium
spp.’nin  sigir ishali ile iliskilendirildigi bir rapor yaymlanmstir. Ilk insan
cryptosporidiosis’i 1976 yilinda, sigir ¢iftliginde yasayan iki farkli hastada rapor

edilmistir. Hastalardan birinin, kusma, sulu ishal ve karin agrisi semptomlar1 olan 3



yasinda saglikli bir kiz ¢ocugu oldugu, diger hastanin ise kronik sulu ishali olan, ciddi
sekilde dehidrate ve bagisiklig1 baskilanmig oldugu belirtilmistir (Chalmers, 2014).

Cryptosporidiosis’in insan sagligi tlizerindeki rolii ve etkisi 1980 yillarinda
anlasilmaya baslanmustir. Cryptosporidiosis’in ortaya ¢ikmasina ve bir insan patojeni
olarak taninmasini saglayan durum, AIDS salgmi sonucu bagisikligi baskilanmis
bireylerin sayisindaki artigla olmustur. Cryptosporidium spp.’nin ince duvarl
ookistlerinin sebep oldugu otoenfeksiyonlara ek olarak hem kirsal hem de kentsel
bolgelerde yasayan immiinitesi saglam her yastan insani etkileyen bir dizi su kaynakli

salginin meydana gelmesi de bu parazite olan ilgiyi arttirmistir (Chalmers, 2014).

Daha yakin tarihli salgmlar incelendiginde, 2004 ve 2010 yillar1 arasinda
Cryptosporidium spp.’nin, su kaynakli protozoon salginlarinin baskin ajani olmaya
devam ettigini ve 199 belgelenmis salgin raporunun %60'imdan fazlasinin
Cryptosporidium enfeksiyonuna bagli oldugu gosterilmistir (Robertson, 2014).
Ulkemizde ise Cryptosporidium spp. ookistleri ilk kez 1984 yilinda saptanmustir
(Burgu, 1984).

2.3. Morfoloji ve Yasam Dongiisii

Cryptosporidium tiirleri arasinda C. parvum, veterinerlik alanindaki ekonomik
onemi, insan cryptosporidiosis’ine neden olan bir ajan ve genis konak yelpazesi olmasi
nedeniyle en kapsamli olarak calisilan tiirdiir. Bu nedenle, Cryptosporidium spp.’nin
yasam dongiisii ve konaklaridaki patojen 6zelligi, bu tiirle yapilmig calismalarm bilgi
birikimine dayanilarak agik¢a gosterilmistir. Giiniimiizde, C. parvum’un evreleri ve
yasam dongiisic  yeniden c¢alisthp degerlendirilerek Cryptosporidium  spp.’nin
gregarinlerle ortak morfolojik ve biyolojik 6zellikler tagidigi gosterilmistir (Tomazic ve
ak., 2018).

Cryptosporidium tiirleri, monoksen bir parazit olup seksiiel ve aseksiiel
asamalar1 iceren karmasik bir yasam dongiisiine sahiptir (Ryan ve Hijjavi, 2015).
Sadece ookist evresi konak disinda canli kalabilmektedir (Caccio ve Tosini, 2017; Sahin
ve ark., 2018).



Cryptosporidium spp. ookistleri genellikle kiireseldir ve ¢aplari, tiiriine gore 3,2
ile 8,3 um arasinda degismektedir. Yasam dongiileri boyunca iki tip ookist iiretirler;
ilki, digk1 ile dis ortama atilan ve g¢evreye yayilan kalin duvarli ookistler olup ikincisi
ise, otoenfeksiyona sebep olan ince duvarli ookistlerdir. Jenkins ve ark.’lari, kalin
duvarli ookistlerin dort, ince duvarli ookistlerin ise ii¢ katmandan olustugunu ve ince
duvarli ookistlerde kalin bir i¢ graniiler tabaka olmadigin1 gdstermistir. Ookistler,
ekskistasyon sirasinda salinan dort enfektif sporozoit igermektedir. Ookistin dis
yiizeyini i¢e dogru sirasiyla glikokaliks, lipid hidrokarbon tabakasi, proteinler ve yapisal
polisakkaritler  olusturmaktadir. Ookisti kaplayan glikokaliks tabakasi ise
glikoproteinler ve asidik polisakkaritlerden olusmaktadir. Lipid tabakasinda bulunan
yag asitleri, tan1 amagli yaygin olarak kullanilan asit-fast boyama 6zelligini kazandirdigi
ayrica, oosit duvar proteinlerinde (COWP) bulunan sistein agisindan zengin alanlarin,
molekiiller arasi disiilfid baglari olusturdugundan dolay: duvar sertliginden sorumlu

oldugu diistiniilmektedir (Tomazic ve ark., 2018).

Cryptosporidium spp. ookistleri dort adet sporozoit igerir. Haploit karakterde
olan sporozoitler, fekal-oral yolla konak viicuduna giren ookistlerin bagirsakta ekskiste
olmasiyla ortaya ¢ikarak ozellikle jejunum ve ileum epitel hiicrelerini istila eder. C.
parvum sporozoitleri yaklasik 5,0 x 0,5 um boyutunda olup uzun sekillidir (genellikle
muza benzetilir) ve altinda subpellikiiler mikrotiibiillerin  bulundugu pelikiil ile
cevrilidir. Sporozoitin anteriorundaki hiicresel yapilar, konak hiicreye invazyon ve
tutunmada gorev alan apikal bir kompleks olugturmaktadir. Apikal kompleks ise apikal
halkalar, konoid, dens graniilleri, mikronemler, rhoptiri ve sekretuvar organellerinden
olusmaktadir. Invazyon siirecinde, mikronemal proteinler konak hiicrelere gog,
penetrasyon ve bazen de hiicreden ¢ikis igin kullanilan kayma hareketinde gorev
alirken, rhoptiri organeli parazitofor vakuol (PV) olusumundan sorumludur (Khan,
2008; Heintzelman, 2015; Tomazic ve ark., 2018).

Cryptosporidium spp.’nin yasam dongiisii, enfektif form olan kalin duvarli
ookistlerin fekal-oral yolla alinmasiyla baslar (Sekil 2) (Pinto ve Vinayak, 2021).
Konak tarafindan yutulan ookistler ince bagirsakta pH ve safra tuzlarinin etkisiyle
parcalanir (ekskistasyon). Ookist icerisindeki dort sporozoit serbest kalarak bagirsak
limenine dokilir (Warren ve Lima, 2021). Serbest kalan sporozoitler, konagin epitel



hiicrelerine (enterositler) baglandiktan sonra episeliiler yerlesim olarak adlandirilan
hiicre igine ancak ekstrasitoplazmik bolgeye yerleserek ihtiyaci olan besin maddelerini
almasini kolaylastiran PV olusturur. Sporozoitler, burada tek ¢ekirdekli trofozoitlere ve
daha sonra tip 1 merontlara (sizontlar) doniisiir. Sizogoni ile eseysiz olarak ¢ogalan
trofozoitlerden 6-8 cekirdekli merozoit meydana gelir. Tip | Meront hiicrelerinin
parcalanmasiyla serbest hale gegen merozoitler, tekrar eseysiz ¢ogalma ile saglam epitel
hiicrelerine girip yeni bir merogoni dongiisii baslatarak ya tip | ya da tip Il merontlari
olusturur. Tip | merontlardan 6-8 merozoit olusurken tip 11 merontlardan ise sadece 4
merozoit olusur (Tomazic ve ark., 2018; Pinto ve Vinayak, 2021; Warren ve Lima,
2021). Cryptosporidiosis’te, 6zellikle immunsiipresif hastalarda meydana gelen inatci
enfeksiyonun asil sebebinin Tip | meront olusumunun siirekli tekrarindan kaynaklandigi
bildirilmektedir (Starling ve Arrowood, 1993; Caccio ve Putignani, 2014).

Gametogoni donemi: Tip Il merontlardan olusan merozoitler yeni bir dongi
baglatmazlar. Ancak, konak iginde girdikleri yeni hiicrelerde eseyli iireme fazini, yani
gametogoniyi baslatirlar. Bu asamada merozoitler, makrogamont (disi) ve
mikrogamont'a (erkek) doniismektedir. Her bir mikrogamonttan 16 adet kamgisiz
mikrogamet olusurken her bir makrogamonttan ise sadece bir adet makrogamet
meydana gelmektedir (Guerin ve Striepen, 2020; Pinto ve Vinayak, 2021; Warren ve
Lima, 2021).

Déllenme donemi: Mermi benzeri bir yapisi olan mikrogametin, makrogameti

dollemesiyle enfektif ookist haline gelecek olan zigot olusur (Ryan ve Hijjawi, 2015).

Ookist donemi: Zigot, ookist i¢inde dort adet sporozoite farklilagir. Bagirsak
limenine salman Sporlanmis oositler, dis ¢evre kosullarina dayanikli ve digki ile
viicuttan atilir atilmaz diger konaklar icin enfektiftir. Solunum yollarinda sporlanan

ookistler, burun salgilarinda ve balgamda bulunmaktadir (Caccio ve Putignani, 2014).

Sporogoni donemi: Diger koksidiyanlardan farkli olarak Cryptosporidium
tirlerinde sporlanma konak igerisinde gerg¢eklesmektedir. Ddllenme sonucu oOlusan
zigotlarm %80'i ¢ift katmanl: kalin duvarli ookistlere, %20’si ise tek katmanli ince
duvarli ookistlere doniisiir. Kalin duvarli ookistler yeni konaklar i¢in enfektifken, ince

duvarli ookistler ayni konagi enfekte etmektedir (otoinfeksiyon) (Sastry ve Bhat, 2018).



Prepatent donem: Konak tarafindan alinan ookistlerin yasam dongiisiiniin
tamamlanmasiyla yeni gelisen ookistlerin de konak digkisiyla atilmasina kadar gegen,

yaklasik 4-22 giinliik siiredir (Sastry ve Bhat, 2018).

Tip I meront (iig
niikleer bolinmeyle 4-8
merozoit salinr)

| Sporozoitler, epitel
l". r hisereleri enfekte eder
\

Makrogametosit @

ﬁf i - Mikrogamet (kamgisiz,
7 I¢ otoenfeksivon ?ekeﬂi)

Jejunumda, 1 kistten 4
sporozit salinmasi

ygu N o

Ince duvarh ookist
|
Kontamine
yiyeceklerle , igme veya
rekreasyon sularryla
alinan ookistler

Dayamkl ve klora direngli
ookistler, soguk sularda 12
aya kadar hayatta kalur. 1
um'dan kigik filtrelerden
gegemez, Kontamine su

kaynatildiginda ookistler

R -
Insandan insana bulag
Rekreasyon (eglence dongiisii
havuzlan vs) amagh /
kullanilan sular Genotype 2

_—

Zoonotik bulag dongisi
Sekil 2. Cryptosporidium tiirlerinin yasam dogiisti (Warren ve Lima, 2021).
2.4. Epidemiyoloji

Cryptosporidium spp.’nin hem dogrudan (insandan insana ve hayvandan insana)
hem de dolayli (kontamine su ve gida yoluyla) bulasma yollarinin olmasi,
epidemiyolojisini  karmasik hale getirmektedir (Caccio ve Tosini, 2017).

Cryptosporidiosis epidemiyolojisini belirleyen baslica faktorler arasinda, az sayida
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ookistin konag1 enfekte edebilmesi, ookistlerin olumsuz ¢evre kosullarinda uzun siire
hayatta kalabilmesi, ookistlerin hastanelerde kullanimi onerilen dezenfektanlara bile
direngli olmasi ve konak viicudundan atildiginda enfektif olmasi ile baz1 genotiplerinin

hayvanlarin rezervuar konumunda olmasi yer almaktadir (Casemore, 1991).

Ciftlik hayvanlarinda rapor edilen tiirlerden C. parvum ve C. hominis, halk
saglig1 agisindan biiyiik 6neme sahiptir. Buzagilar, zoonotik C. parvum'un en onemli
hayvan rezervuari olarak kabul edilirken kegiler de buzagilardan sonra 6nemli bir
rezervuar kabul edilmektedir. Ayrica, C. parvum’un insanlarla yakin temas halinde
olan evcil hayvanlardan atlara ve kopeklere bulastigi rapor edilmistir (Tomazic ve ark.,
2018).

2.4.1. Buzagilardaki epidemiyolojisi

Farkli konaklardan (buzagi, kuzu, insan, geyik) elde edilen parazit izolatlari
kullanilarak gerceklestirilen bir dizi deney sonucunda, Cryptosporidium spp.'nin yeni
dogan hayvanlara (fareler, siganlar, kobaylar, domuz yavrulari, buzagilar ve kuzular)
daha kolay bulasabilecegini gostermistir. Bu sonug, Cryptosporidium spp.’nin konak
ozgilliginiin olmadigim1 ve zoonotik bir potansiyelinin oldugunu gostermektedir

(Caccio ve Putignani, 2014).

Neonatal buzagi ishali, sigir endiistrilerinde yiiksek morbidite ve mortaliteye
neden olup tedavi maliyetleri nedeniyle de o6nemli ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Cesitli patojenler (Cryptosporidium, Escherichia coli, Rotavirus,
Coronaviriis) geng buzagilarda ishale neden olurken buzagilarda bulunan en yaygin

patojen Cryptosporidium spp.’dir (Brunauer ve ark., 2021; Zolova ve ark., 2022).

Sigirlarda ilk cryptosporidiosis vakasi, anoreksi ve kaseksi belirtileri olan 8 aylik
bir buzagida 1971 yilinda yapilan bir c¢alismayla bildirilmigti. En az dort
Cryptosporidium tiirli, sigirlart yasa bagli olarak enfekte etmektedir. Siitten kesim
Oncesi buzagilar daha ¢ok C. parvum ile, siitten kesim sonras1 buzagilar C. bovis ve C.
ryanae ile ve yash ve yetiskin sigirlar C. andersoni ile enfekte olmaktadir. Diinya
genelinde, mandira siiriilerinde bildirilen cryptosporidiosis prevalansi, %13,6 ile %78

oraninda degismektedir. Prevalansi etkileyen faktorler ise bolgenin iklim sartlari,
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mevsimler ve isletme uygulamalaridir. Daha geng sigirlarda daha yiiksek prevalans
oranlar1 saptandigi bildirilmistir (Tomazic ve ark., 2018).

Diinya’da sigirlarda Cryptosporidium enfeksiyonlarmin yayginlhigi, hangi
tirlerin bulundugu, zoonotik 6nemi ve bu hastaligin yayilisinda etkili olan risk
faktorlerinin durumu ile ilgili arastirmalar son c¢eyrek yilizyilda daha sik olarak
yapilmaktadir. Hastaligin goriilme sikligit ve klinik 6nemi dikkate alindiginda
cryptosporidiosis ile ilgili arastirmalarin daha ¢ok buzagilarda yapildig:r goriillmektedir.
Cryptosporidium enfeksiyonlar1 diinyada 106 iilkeden, 79 hayvan tiirlinden bildirilmistir
(Ekinci, 2015).

Iskogya’da yapilan bir calismada, Cryptosporidium genotip ¢esitliligini
belirlemek i¢in gebe ineklerden dogum oOncesi donemde ve bu ineklerden dogan
buzagilardan diski ornekleri toplanmistir. Calismada yetiskin sigirlarin, buzagilardan
daha fazla C. parvum genotip cesitliligine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica siit
ciftliklerinde, vyetigskin sigirlardaki genotiplerin g¢ogunlukla buzagilarda bulunan
genotiplerden farkli oldugu, sigir ¢iftliginde ise bazi yetiskin sigirlarin buzagilarla ayni
genotipi tasidigi belirtilmistir. Yetiskin sigirlar ve geng¢ buzagilar arasindaki bu
genotipik farkliliklar nedeniyle arastirmacilar, yetiskin Sigirlarinin  buzagilar igin
Cryptosporidium enfeksiyonunun ana kaynagi olmadigi kanaatine varmistir (Shaw ve
ark., 2019).

Kore’de 425 giftlikteki li¢ aydan kiiciik 951 buzagidan toplanan ishalli diski
orneklerinin Cryptosporidium spp. pozitifligi %9,9 oraninda bildirilmistir (Lee ve ark.,
2016). Tayland’da modifiye kinyoun asit fast boyama yontemi ile Cryptosporidium
tiirlerinin yayginligi 1 ile 28 giinliik buzagilarda %51 olarak saptanmistir (Doungmala

ve ark., 2019).

Cezayir’de Cryptosporidium spp.'nin ilk molekiiler arastirmasi, 17 siit
ciftligindeki 8 haftadan kii¢iik 132 buzagidan toplanan digski 6rnegi ile gergeklestirilmis
ve parazitin yayginligi %40 oraninda saptanmistir (Benhouda ve ark., 2017).
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Arjantin’de 27 siit inegi siiriisiindeki 552 buzagidan toplanan diski 6rnekleri
incelenmis ve cryptosporidiosis enfeksiyonu %16 oraninda saptanmistir (Garro ve ark.,
2016).

Tiirkiye’de Cryptosporidium tiirlerinin varligi ilk olarak 1984’te Bursa
Karacabey Tarim igletmesindeki buzagilarda bildirilmis olup, bu isletmedeki 51’1 ishalli
olan 56 adet 1-28 giinliik buzagmin 15’inde (%26,7) Cryptosporidium ookisti
saptamistir. Cryptosporidium etkenlerinin prevalansi bir ayliga kadar olan diyareli
buzagilarda Elazig yoresinde %7,2, Aydin’da %20,6 ve Ankara’da %48,8 olarak
bulunmustur. Ankara c¢evresinde yapilan bagka bir arastirmada da ise Cryptosporidium

ookistlerine ishalli buzagilarda %35,8 oraninda rastlanmistir (Ekinci, 2015).

Cryptosporidium tiirlerinin yayginligi Sivas yoresindeki normal diskili
buzagilarda %8 ile %62,4 arasinda degismekle beraber bu oran Erzurum’da %010,
Van’da ise %13,2 olarak saptanmistir. Erzurum ve ¢evresinde siitgii isletmelerindeki ti¢
ayliga kadar olan ishalli buzagilarda Cryptosporidium enfeksiyonlart %30,3 oraninda
saptanmustir (Ekinci, 2015).

2.4.2. Insanlardaki epidemiyolojisi

Ik insan cryptosporidiosis vakalar1 1976'da ii¢ yasinda bir ¢ocuk ve 39 yasinda
bir ¢ift¢ide rapor edilmistir. Her iki hastanin da siddetli sulu ishal sikayeti oldugu, sigir
ve kopeklerin bulundugu bir ¢iftlikte yasadiklar1 belirtilmistir (Fayer ve ark., 2000;
Caccio ve Putignani, 2014).

Cryptosporidium spp.’nin 6nemli bir insan patojeni oldugu 1980 yilinin
baglarinda HIV/AIDS'li bireylerde gosterilmistir. 1993 yilinda ABD’nin Wisconsin
eyaletinin Milwaukee sehrinde yaklasik 403.000 kisinin etkilendigi ve 100 6liimiin
rapor edildigi su kaynakli cryptosporidiosis salgin1 diinya c¢apinda biiyiik bir endise
uyandirmistir. Bu olay, Cryptosporidium spp.’nin igme suyuyla da bulasabilecegini
gostermistir (Caccio ve Putignani, 2014; Xu ve ark., 2020). Saglikli goniilliilerde
yapilan bir ¢alismada cryptosporidiosis’in enfektif doz araligi, C. parvum igin 132

ookist ve C. hominis i¢in 10-83 ookist olarak hesaplanmistir (Costa ve ark., 2020).
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Molekiiler yontemlerin gelismesi, Cryptosporidium spp.’nin taksonomisi ve
epidemiyolojisine iliskin anlayist 6nemli Ol¢iide degistirmistir. 1990'h  yillarin
baslarinda, Southern blot, Western blot gibi yontemlerin uygulanmasiyla insanlardan ve
ciftlik hayvanlarindan izole edilen Cryptosporidium spp. arasinda genetik cesitlilik

oldugu ilk kez gosterilmistir (Caccio ve Putignani, 2014).

Genotipik ve biyolojik farkliliklara dayanilarak 2002 yilinda, yalnizca insanlari
enfekte eden C. parvum parazitleri i¢in yeni bir tiir olan C. hominis adi onerilmistir
(Xiao ve Cama, 2018).

Insanlara en ¢ok bulasan Cryptosporidium tiirleri C. hominis (6nceki adiyla C.
parvum genotip I) ve C. parvum’dur (6nceki adiyla C. parvum genotip 1) (Sekil 3).
Insanlar1 ve insan olmayan primatlar1 enfekte ederek antroponotik yolla bulasan tiir C.
hominis’dir. Cogunlukla insanlari, gevis getiren hayvanlart ve atlar1 enfekte ederek hem
antroponotik hem de zoonotik yolla bulasan tiir ise C. parvum’dur. Insanlarda saptanan
diger Cryptosporidium tiirleri ve genotipleri az sayida bildirilmistir (Caccio ve
Putignani, 2014; Xiao ve Cama, 2018).

100 C. parvum

0 100

C. hominis

Sekil 3. C. parvum ve C. hominis'in neden oldugu insan cryptosporidiosis’inin kiiresel
dagilim1 (Nader ve ark., 2019).

Gida kaynakli bildirilen ilk biiyiik salgin, bir sigir ciftliginde yetistirilen

elmalardan taze sikilmis elma sarabi tiiketimiyle gergeklesmistir. Bu salginla
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Cryptosporidium spp., diinya ¢apinda gida kaynakli en onemli besinci etken olarak
yerini almistir (Ryan ve ark., 2021b). 2010 ve 2011 yillarinda isveg'in Ostersund
kentinde sebeke edilmis igme suyu kaynagmin kirlenmesinden dolay: biiyiik bir
cryptosporidiosis salgin1 meydana gelmistir. ingiltere, Galler, Kuzey Irlanda ve Irlanda
Cumbhuriyeti'nde de kirli su kaynakl salginlar bildirilmistir. Son zamanlarda Finlandiya,
Isvec ve Birlesik Krallik'ta birkag gida kaynakh salgim bildirilmistir. Sebzeler, 6zellikle
salatalar, gida kaynakli Cryptosporidium spp. salginlarinda 6nemli bir ajan olarak bilinir
(Carnicer-Pont ve ark., 2011; McKerr ve ark., 2015)

Cryptosporidiosis, diinya genelinde ishalli hastaliklarla iligkilendirilmektedir.
Ancak, az gelismis tilkelerde ve 2 yasindan kiiglik ¢ocuklarda daha yaygindir. Gelismis
tilkelerdeki enfeksiyon oranlarimin %0,6 ila %20 arasinda degistigi, daha az gelismis
tilkelerde ise bu oranin %32'ye kadar ¢iktigi bildirilmistir. Seroprevalans calismalart,
cryptosporidiosis’in gelismekte olan iilkelerde daha yaygin oldugunu dogrulamaktadir.
Avrupa ve Kuzey Amerika'da, insanlarin yaklasik %25 ila %35'inde Cryptosporidium
spp.’ye karst antikor bulunurken, Peru ve Venezuela'da bu oran %64 olarak
belirlenmistir. Artan enfeksiyon oranlarmin, genellikle yetersiz sanitasyon, temiz su
eksikligi, kalabalik yasam kosullar1 ve hayvanlarla yakin temastan kaynaklandig
belirtilmektedir (Mhaissen ve Flynn, 2017). Kanada’da ishalli hastalarin %15,7'sinde
Cryptosporidium spp. saptanirken Misir’da g¢ocuklarla yapilan bir ¢alismada %]1,4
oraninda saptanmistir (Igbal ve ark., 2015; Naguib ve ark., 2018). Mmbaga ve
arkadaglariin (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada, Cryptosporidium spp.’nin 4 Afrika
bolgesinin tamamimda (Gambiya, Mali, Mozambik ve Kenya'da) ve Hindistan'da,
rotaviriislerden sonra bebeklerde goriilen ishalle en ¢ok iliskilendirilen ikinci patojen

oldugu belirtilmistir.

Cryptosporidiosis prevalansi, incelenen popiilasyona ve calisgilan hasta
gruplarma bagh olarak biiyiik farkliliklar gostermektedir. Ornegin, bagisiklig1 yetersiz
veya baskilanmis diyaliz hastalarindaki yayginlik Endonezya'da %4,8 (Idris ve ark.,
2010) iken Pakistan'da %40 (Bagai ve ark., 2005), Suudi Arabistan‘'da %70 (Sanad and
Al-Malki, 2007), Tirkiye'de %61 (Arikan ve ark., 1999) oraninda saptanmuistir.
Hindistan'da bobrek nakli hastalarinda %20 (Udgiri ve ark., 2004), Pakistan'da %53
(Raja ve ark., 2014), Iran'da karaciger nakli hastalarinda %11,4 oraninda (Agholi ve
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ark., 2012) cryptosporidiosis prevalans: rapor edilmistir. Yine iran’da, bagisikligi
baskilanmis hastalarda C. parvum %69 oraninda, C. hominis %25 oraninda saptanmistir
(Rafiei ve ark., 2014).

Ulkemizde, Sarjanov ve arkadaslarinin (2020) Ankara’da 2 farkli devlet
hastanesine basvuran 4303 hastada enterik parazit olusumunu degerlendirdikleri bir
calismada Cryptosporidium spp. %0,5 oraninda saptanmistir. Okullu ve arkadaslarinin
(2020) kanser hastasi ve organ nakli yapilan hastalarda intestinal protozoonlari
arastirdigi bir caligmada Cryptosporidium spp. oranini %53,8 olarak saptanmustir.
Van’da, 450 c¢ocuk parazitolojik yonden incelenmis ve Cryptosporidium spp. orani
%2,2 olarak saptanmistir (Cigek ve Yilmaz, 2011). Beyhan ve Yilmaz (2020), Van’da
2010 ve 2018 yillar1 arasinda sindirim sistemi sikayeti ile farkli kliniklere basvuran
hastalarin digki 6rneklerini incelenmis ve %2,8 oraninda Cryptosporidium spp. antijen

pozitifligi saptamistir.
2.5. Patojenite ve Klinik Belirtiler

Cryptosporidiosis’in patogenezi ile ilgili ¢alismalarin ¢ogu C. parvum ve C.
hominis tiirleri ile yapilmis olup bu tiirlerin bagirsak epitelleri tizerindeki etkileri ele
alinmistir. Yapilan calismalarin ¢ogunda her iki tiirlin de ince bagirsagi etkileyerek

gastrointestinal hastaliklara neden olduklart gosterilmistir (Caccio ve Tosini, 2017).

Cryptosporidiosis’te,  enfeksiyonun meydana  geldigi  bagirsaklardaki
enterositlerin  yapilart Onemli Olgiide degisir. Cryptosporidiosis’in  karakteristik
ozelliklerinden biri olan sulu ishalin temel sebebinin enterositlerin gecirgenligi ile ilgili
oldugu distiniilmektedir. Ancak, ishale neden olan mekanizma g¢esitli hipotezlerle
formiile edilmis olsa da sebebi, tam olarak anlasilamamistir. Bazi arastirmacilar,
cryptosporidiosis’in  siddetinin daha ¢ok konagin immiinolojik durumuna bagh
oldugunu belirtirken bazi arastirmacilar ise enfeksiyon siddetinin C. parvum veya C.
hominis ile enfekte olma durumuna gore degistigini, hatta aym tiirlin izolatlar

arasindaki farkliliklara bagli oldugunu 6ne stirmiislerdir (Caccio ve Tosini, 2017).

Parazitin patolojik tablosu, parazitik vakuoliin yirtilmasiyla serbest kalan

merozoitlerin  diger enterositlere yayilmasi1 ile olusur. Histolojik bulgular,
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cryptosporidiosis’in villus atrofisi, kript hiperplazisi, yangisal infiltrasyon ve firgamsi
mikrovilluslarin kisalmasina neden oldugunu gostermektedir. Boylece, glikoz-NaCl
tasinmasi azalirken klor (CIY) salinimi artar. Bu durum, villuslarin emme kapasitesini
oldukc¢a azaltir ve dolayisiyla, ishal ve dehidratasyon gibi ana klinik belirtiler ortaya
cikar. Enflamasyon alaninda, CI" iyonunun aktif sekresyonunu uyaran bir néropeptit
olan fosfor (P) elementinin, deneysel olarak enfekte olmus bireylerde ve
cryptosporidiosis’li AIDS hastalarinda yiiksek oranda bulundugu belirlenmistir. P
seviyesi, ishalin siddeti ile pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir (Caccio ve Tosini,
2017).

Enfeksiyon bolgesinde epitel hiicre oliimii, cryptosporidiosis’in  bir diger
patolojik belirtisidir. Enterositlerin hem nekrozu hem de apoptozu bu duruma katkida
bulunur. Parazit, enfekte olmus hiicrelerin programlanmis hiicre 6liimiinii belirsiz bir
mekanizma ile geciktirir. Ancak parazit hiicre igindeki yasam dongiisiini
tamamlandiginda, parazitofor vakuolden ¢ikmadan 6nce konak hiicrelerinin apoptozunu
tetikler (Caccio ve Tosini, 2017).

Cryptosporidiosis, mukus ve nadiren beyaz veya kirmizi kan hiicrelerini de
igerebilen bol sulu ishal ile karakterizedir. Enfekte kisilerin %50’sinde kramp seklinde
karin agrisi, mide bulantisi ve kusma goriiliir. Asemptomatik enfeksiyonlarin yani sira
miyalji, yorgunluk, halsizlik, bas agrisi, istahsizlik, kilo kayb1 ve diisiik dereceli ates
gibi spesifik olmayan semptomlar da ortaya g¢ikabilir. Semptomlarin siddeti, atilan
ookistlerin yogunlugu ile orantilidir. Semptomlar, enfekte olunan Cryptosporidium
tirtine gore degisebilmektedir. Malabsorpsiyon, laktoz intoleransi, dehidrasyon ve
yetersiz beslenme ciddi vakalarda siklikla ortaya ¢ikar. Radyografik bulgular spesifik
olmayip, bulgularda belirgin mukozal kivrimlarina ve bagirsak duvarinin kalinlagmasi

goriilebilir (Mhaissen ve Flynn, 2017).

Cryptosporidiosis’in kulugka siiresi 2-14 giindiir. Enfeksiyon asemptomatik
seyredebildigi gibi kendi kendini sinirlayabilir veya immiinsiiprese hastalarda uzun
siireli olabilir. Immiinkompetan bireylerin cogunda, genellikle 10 ila 14 giin iginde
diizelen veya kendi kendini sinirlayan bir ishal tablosu goriilebilir, bu tablo 5 hafta
kadar uzun siirebilir. Ookist atilimi, iyilesmeden sonra 2 haftaya kadar devam edebilir.

Immiinsiiprese hastalarda, organ veya kok hiicre nakli alicilarinda, hemodiyaliz
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hastalarinda veya yetersiz beslenen Kisilerde asir1 kilo kaybi goriilebilmektedir
(Mhaissen ve Flynn, 2017; Xiao ve Cama, 2018).

Cryptosporidiosis, 0zellikle gelismekte olan iilkelerdeki ¢ocuklarda siddetli ve
yasam1 tehdit eden ishalin baslica nedeni olarak kabul edilmektedir. Hatta,
cryptosporidiosis’in neden oldugu kronik ishal sonucunda gelismekte olan iilkelerden

yiiksek o6liim oranlari bildirilmektedir (Diptyanusa ve Sari, 2021).

Safra yolu tutulumu, bagisikligi baskilanmis birgok hastada bildirilmistir. Bu
hastalarda enfeksiyon ates, sag tist kadran agrisi, mide bulantisi, kusma ve ishal ile
karakterizedir. Ayrica sarilik ve serum alkalin fosfataz, y-glutamiltranspeptidaz,
bilirubin  seviyelerinde artis olusabilmektedir. Safra kesesi, radyografi ve
ultrasonografide genislemis ve kalin duvarl olarak goriinebilir. Cryptosporidiosis’li
AIDS hastalarinin %15’inde safra yolu tutulumu gériilmektedir (Mhaissen ve Flynn,
2017).

HIV ile enfekte bireylerdeki enfeksiyonlar bagirsak disindan baska safra kesesi,
safra yollari, pankreas ve pulmoner sistemde goriilebilmektedir (Mead ve Arrowood,
2014; Diptyanusa ve Sari, 2021).

Cryptosporidium spp., AIDS'li bir ¢gocugun pankreas kanalinda saptanmis hatta
immiinkonpetan bir hastada da pankreatit ve sklerozan kolanjit ile iligkilendirilmistir
(Mhaissen ve Flynn, 2017).

Cryptosporidium spp., oksiiriik, nefes darligi, hirilti, krup ve ses kisikligr gibi
solunum yolu semptomlar1 olan kisilerde de saptanmistir. Semptomlarin ishalli ve
ishalsiz ortaya ¢ikabildigi bildirilmistir. Bu hastalarin balgam ve bronkoalveoler lavaj
orneklerinde ookistler tanimlanmistir (Caccio ve Tosini, 2017; Mhaissen ve Flynn,
2017).

Yapilan bir aragtirmada, C. hominis enfeksiyonu ile eklem agrilari, goz agrilari,
bas agrist ve yorgunluk arasinda bir iligkili oldugu saptanmistir. Kanitlar net olmasa da
cryptosporidiosis’in Crohn hastaligi ve tilseratif kolitin niiksetmesine neden olabilecegi

de 6ne stiriilmiistiir (Chalmers, 2014).
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Son zamanlarda, insanlarda cryptosporidiosis ve neoplazi (tiimor) arasindaki
olast iligkiler hakkinda bazi teoriler de ortaya atilmistir. Polonya'da yapilan iki
epidemiyolojik ¢alismada, teshisi yeni konulmus Kolorektal kanserli hastalarda ve
herhangi bir immiinosiipresif tedavi gérmemis hastalarda sirasiyla, %18 ve %12,6
oraninda cryptosporidiosis saptanmistir. Genel Avrupa niifusuyla karsilastirildiginda
bildirilen bu oranlarin yiiksek oldugu goriilmektedir. Shebl ve arkadaslarinin hem AIDS
hem de cryptosporidiosis’li 471.909 kisiden 320 kolorektal vakay1 analiz ettigi bir
calismada, Kkolorektal skuamdz hiicreli karsinom riskinin cryptosporidiosis’li AIDS
hastalarinda 6nemli oranda yiiksek oldugu bulunmustur. Bu yiizden, Kutikhin ve
arkadaglar1 epidemiyolojik kanitlara dayanarak, Cryptosporidim spp.’nin kanser
gelisimine neden olabilecek ajanlarin listesine dahil edilmesi gerektigini bildirmistir
(Shikani ve Weiss, 2014; Certad ve ark., 2016).

Cocukluk c¢agindaki cryptosporidiosis’in  uzun stireli etkileri, 6zellikle
gelismekte olan iilkelerde yetersiz beslenen ¢ocuklarda bildirilmistir. Molbak ve
arkadaslari, Gine-Bissau'da yetersiz beslenen 3 yasin altindaki cryptosporidiosis’li
cocuklarin 6nemli Ol¢lide kilo kaybi ve biiylime geriligi yasadiklarini bildirmistir.
Benzer sekilde, Checkley ve arkadaslari, Peru'da gecekondu mahallelerinde yasayan ve
ishal belirtisi olmayan cryptosporidiosis’li c¢ocuklarda biiyiime geriligi oldugunu
bildirmistir (Chalmers, 2014; Xiao ve Cama, 2018).

2.6. immiinoloji

Hiicresel yamt: Tim hastaliklarda oldugu gibi, Cryptosporidium spp.
enfeksiyonuna karsi Konagin immiin yanitin1 anlamak, konaktaki patolojiyi ve klinik
belirtileri kontrol etmede kritik 6neme sahiptir. Bu yanitta rol oynayan en 6nemli hiicre
tipi CD4+ T lenfosit hiicreleridir. HIV nedeniyle hiicre sayisi diisiik olan hastalarda
cryptosporidiosis’in baslica firsatg1 enfeksiyonlardan biri olarak ortaya g¢ikmasiyla
CD4+ T lenfosit hiicre yanitinin artmasi bu durumu kanitlar niteliktedir. Bu T
hiicresinin 6nemi, in vivo fare modellerinde gosterilmistir. CD4+ T hiicreleri olmayan
kronik cryptosporidiosis’li farelerin, bu lenfositlerin asilanmasiyla anlamli diizeyde

iyilesme gosterdikleri bildirilmistir (Shikani ve Weiss, 2014; Caccio ve Tosini, 2017).
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Efektor CD8+ T lenfosit hiicrelerinin cryptosporidiosis’teki rolii net degildir.
Ancak, bu hiicrelerin enfeksiyon bolgelerine yerlesip enfeksiyonla savasmak igin ¢ok
onemli bir sitokin olan IFN-y’y1 irettikleri bilinmektedir (Shikani ve Weiss, 2014;
Caccio ve Tosini, 2017).

Humoral yamit: immunoglobulinlerin (Ig), cryptosporidiosis’teki rolleri halen
tartisma konusudur. Ancak yapilan arastirmalar, parazit tarafindan indiiklenen humoral
tepkilerin, semptomlar1 azaltabilen etkili antikorlar trettigini gostermektedir. Hiper-
immin si@ir kolostrumuyla beslenen enfekte farelerde parazit yiikiiniin azaldig
gosterilmistir. Bu koruyucu etkiyi, c¢ogunlukla spesifik 1gG1 ve IgA'nin sagladigi
saptanmigtir. Bu nedenle, cryptosporidiosis’li AIDS hastalarina sigir kolostrumunun

uygulanmasi ishali ve kismen ookist dokiilmesini azalttig1 bildirilmistir.

Saglikli insan goniilliileriyle yapilan arastirmalarda, enfekte Kisilerin C. parvum
enfeksiyonuna immiin yanit olarak fekal IgA salgiladigi belirlenmistir. Ayrica, daha
once enfeksiyon gegirip anti-Cryptosporidium IgG antikorlari olan bireylerin yeniden
enfekte olmalar1 halinde, enfeksiyonlari daha az siddette gegirdikleri ve ishal
semptomlarinin azaldig1 gosterilmistir (Shikani ve Weiss, 2014; Caccio ve Tosini,
2017).

2.7. Tam

Cryptosporidiosis’in laboratuvar tanisi, hastalara dogru tedavinin uygulanmasi
icin gerekliyken c¢evresel Orneklerden parazitin saptanmasi, genellikle salginlarin
kaynagini bulmak ve bu salginlar1 6nlemek igin gereklidir. Laboratuvarlarin ¢ogu, 6zel
olarak istenmedik¢e Cryptosporidium spp.’yi arastirmamaktadir. Ancak, 6zel bir talep
olmasa bile Cryptosporidium spp.’yi teshis etmek i¢in bazi 6zel durumlar vardir.
Bunlar; bagisiklig1 baskilanmig bireyler, 5 yasindan kii¢iik ¢ocuklar, endemik olmayan
iilkelerden endemik iilkelere seyahat edenler, ciftlik ziyaretleri ve salgmlardir.
Cryptosporidium spp.’nin teshisinde en sik kullanilan 6rnek gaitadir. Bazen, ince
bagirsak aspiratlari, biyopsi veya doku ornekleri de kullanilmaktadir (Khurana ve
Chaudhary, 2018).
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Giliniimiizde Cryptosporidium spp.’nin tanisinda, mikroskopi, modifiye asit-fast
veya floresan boyalar ve molekiiler teknikler kullanilmaktadir. Cryptosporidiosis’te,
digki ile atilan ookist miktar1 farklilik gosterebildigi icin, kesin negatif sonug farkli
giinlerde alinan en az ii¢ gaita 6rneginin incelenmesi gerekmektedir. Cryptosporidium
spp., biyogiivenlik seviyesi Il olarak siiflandirilir. Bu nedenle, 6rneklerin bir giivenlik

kabininde incelenmesi gerekmektedir (Khurana ve Chaudhary, 2018).
Mikroskopi

Gaitanin  mikroskobik incelenmesi ucuz bir ydntem oldugu igin
Cryprosporidium spp.’nin tanisinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Sahin ve ark.
2018). Cryptosporidium spp. ookistleri yaklasik Sum c¢apinda, renksiz, kiiresel veya
hafif oval sekilde olduklari i¢in 151k mikroskobu altinda incelendiginde, diskida bulunan
diger organizmalardan ayirt edilmesi zordur (Caccio ve Tosini, 2017; O’Leary ve ark.,
2021).

Cryptosporidium spp.’nin digkida mikroskobik olarak incelenmesi, boyali
preparatlarda  yapilabilmektedir. Boyasiz preparatlarda yapilan = mikroskobik
incelemelerde ookistlerin igyapist goriilmedigi i¢in morfolojik olarak mayalarla
karisabilmektedir. Cryptosporidium ookistlerinin  teshisinde bircok 6zel boya
kullanilmaktadir. Ancak diisiik maliyetli olmalar1 ve Cystoisospora, Cyclospora gibi
patojenleri de tespit edebildigi i¢in 6zellikle gelismekte olan tilkelerde modifiye asit-fast
boyama yontemi en yaygin kullanilan yontemdir. En sik kullanilan boyalar ise,
modifiye Ziehl-Neelsen ve modifiye Kinyoun'un asit-fast boyalaridir. Bu boyalarla
boyanmis preparatlarda ookistler, kirmizi veya pembe renkte, diski artiklar1 ve mayalar
ise yesil veya mavi renkte boyanmaktadir (Caccio ve Tosini, 2017; Xiao ve Cama,
2018).

Diskidaki ookistlerin sayis1 az olabileceginden dolay1 c¢oklagtirma yontemi
kullanilabilmektedir. Bu yontem, yiizdiirme ve c¢oktiirme olmak tizere iki cesittir.
Coklastirma yonteminin kullanilmasi, ookist sayisinin az oldugu durumlarda daha fazla
ookiste rastlama ihtimalini arttirmaktadir. Yiizdiirme yonteminde, Sheather’in seker
¢ozeltisi, doymus sodyum kloriir (%36) ve doymus cinko stilfat (%33) ¢ozeltileri en ¢ok
tercih edilen yontemlerdir (Smith, 2007; O’Leary ve ark., 2021). Daha sonra

21



incelenecek digkilarin, pH’s1 7,2 olan 0,15M fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) iginde;
%2,5’lik Potasyum dikromat (K>Cr207), %10’luk formalin, sodyum asetoasetik asit-
formalin (SAF) veya merkiirik Kklorit ¢ozeltileri igerisinde muhafaza edilmesi
onerilmektedir. %2,5’lik K>Cr20y7 igerisinde ve +4°C’de muhafaza edilen diskilardaki
ookistlerin uzun siire (3 aydan- 12 aya kadar) enfektif kalabildikleri bildirilmektedir
(Smith, 2007).

Glinimiizde, immiinofloresan mikroskopi (IFM) kullaniminin  arttigi
goriilmektedir. Hatta, ABD ve Avrupa'daki referans laboratuvarlari genellikle bu teknigi
altin standart olarak kabul etmektedir. Gida, su ve ¢evresel numuneler incelenirken
capraz reaksiyonlar olusabilmesine ragmen, IFM sonuglarinin yorumlanmas: 1sik
mikroskopisine kiyasla daha kolay olup duyarliligi (%98,5-%100) ve 6zgiilligii (%96-
%100) yiiksek orandadir (Certad ve ark., 2016; Caccio ve Tosini, 2017; Xiao ve Cama,
2018).

Immiinolojik yontemlerle antijen tespiti

Cryptosporidiosis, diski orneklerindeki Cryptosporidium spp.’ye spesifik
antijenlerin imminolojik testlerle saptanmasiyla teshis edilebilmektedir. Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) testi, 1990 yilindan beri cryptosporidiosis
tanisinda kullanilmaktadir. Son zamanlarda, deneyimli personel gerektirmedikleri ve
ayn1 anda, ¢ok sayida 6rnegi taramak i¢in kullanilabildikleri igin ELISA testi popiilerlik
kazanmigtir. Cesitli ticari ELISA kitleri, klinik laboratuvarlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Digkida Cryptosporidium spp. antijenlerinin aranmasina yonelik
immiinokromatografik yontemi de glinimiizde siklikla kullanilmaktadir. Ookist
miktarinin az oldugu veya boyama yontemlerinde ookistlerin gézden kagabildigi
durumlarda bu yéntemin oldukg¢a kullanisli oldugu bildirilmistir. Immiinokromatografik
yontemlerin en biiyiik avantaji ise hem test siiresinin kisa olmasi (5-10 dakika) hem de
deneyimli personele ihtiyag olmadan giivenilir bir sonug alinabilmesidir (Certad ve ark.,
2016; Caccio ve Tosini, 2017; Xiao ve Cama, 2018; O’Leary ve ark., 2021).
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Molekiiler yontemler

Paraziter hastaliklarin tanmisinda ve parazitlerin  genotiplendirilmesinde
giiniimiizde molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Ozellikle, salgin durumunda etkili
olan tiirlerin belirlenip etkenin kaynagi ve enfeksiyonun siddeti hakkinda ayrintili bilgi
edinmeye olanak sagladigi i¢in molekiiler ¢alismalar giinimiizde 6nem kazanmuistir.
Ayrica, mikroskopi ve immiinolojik yontemlere gére hem daha duyarli ve hassas hem
de daha diisiik maliyetli oldugu i¢in molekiiler yontemler daha kullanishidir (Hassan ve
ark., 2021, Luka ve ark., 2022).

Gilinimiizde, Cryptosporidium tiirlerinin  karakterizasyonunda kullanilan
molekiiler yontemler PCR yonteminden koken almaktadir. Bunlardan bazilari; nested-
PCR, Tek Zincirli Konformasyon Polimorfizmi-PCR (SSCP-PCR), DNA prob
hibridizasyonu, Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP-PCR), multiplex-PCR
ve gercek zamanl PCR seklindedir. Nested PCR, yiizey sularinda, atik sularda ve hem
insan hem de hayvan digki 6rneklerinde Cryptosporidium ookistlerini saptamak igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ciinkii, klasik PCR yonteminden farkli olarak ikinci bir
primer takimi kullanilarak amplifikasyon yapilmaktadir. Bdylece, istenilen
amplifikasyonun spesifitesi daha ¢ok artmaktadir (Ahmed ve Karanis, 2018; O’Leary ve
ark., 2021).

En sik kullanilan geleneksel PCR yontemleri, farkli Cryptosporidium tiirlerini ve
genotiplerini tammlamak igin korunmus gen bolgelerini hedef alir. Literatiirde en ¢ok
bildirilen hedef gen bolgeleri ise 18S rRNA’nin daha kii¢iik ribozomal alt birimini
kodlayan rRNA (SSU) geni, ookist duvar proteinini kodlayan COWP geni, 1s1 sok
proteinlerini kodlayan hsp 7O0mRNA geni, rRNA igerisinde tekrarlanan ITS-1 ve ITS-2
genleri, tuzak genleri (Cryptosporidium spp.’nin trombospondin ile iliskili adeziv
proteini) ve gp60 veya gpl5/40 glikoproteinlerini kodlayan gendir (Certad ve ark.,
2016; Caccio ve Tosini, 2017; Xiao ve Cama, 2018; Cunha ve ark., 2018; Hassan ve
ark., 2021).

Diski orneklerinde Cryptosporidium spp.’nin tanist igin kullanilan yontemler

Sekil 4’te 6zetlenmistir.
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Sekil 4. Digki orneklerinde Cryptosporidium spp.’nin tanisinda kullanilan baslica
yontemler (Grace ve ark., 2019).

2.8. Tedavi

Insan cryptosporidiosis’ini tedavi etmeyi amaglayan bir¢ok calisma yapilmasina
ragmen, diger koksidian parazitlerin neden oldugu enfeksiyonlari tedavi etmek igin
kullanilan ilaglarin higbirinin cryptosporidiosis’e karsi gii¢lii bir etkisinin olmadigi
bildirilmistir (Caccio ve Tosini, 2017). Konak-patojen etkilesiminin tam olarak
bilinmemesi, hastalia karst asimmin olmamast ve hastalikta kullanilan ilaglarin
etkinlikleri sinirli olmasi sebebiyle, giinimiizde cryptosporidiosis tedavisinde daha

etkili ve pratik segenekler arayis1 devam etmektedir (Kagar ve ark., 2022).

Immiinkompetan kisilerde hastalik hafif seyrederek kendiliginden iyilesebilecegi
gibi, hastaligin tekrar niiksetmesi tehlikeli olabilmektedir. Bu tiir hastalarda sivi-
elektrolit diizeyinin optimum diizeyde tutulmasi tedavi igin yeterli olmaktadir

(Mhaissen ve Flynn, 2017). Hastaligin, immiinsuprese veya immiin yetmezligi olan
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kisilerde kronik ve daha siddetli olma olasiligi ¢ok yiiksektir. Bu hastalarin tedavisinde
en onemli adim, hastalarin bagigiklik sistemini giiglendirmektir (Certad ve ark., 2016).
Ozellikle AIDS hastalarmda CD4+ hiicre sayisinin 200/mm®’iin altina diismesi 6liimciil
olabilmektedir. Bu yiizden, anti-retroviral tedavilerle hastalarn CD4+ hiicre sayisi

yiikseltilip daha sonra hastaligin tedavisine baslanmalidir (Aksoy ve Ozkog, 2005).

Giliniimiizde, bir yasindan biiylik immiinitesi saglam kisilerde cryptosporidiosis’i
tedavi etmek icin Amerika Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan 2004 yilinda
onaylanan tek ila¢ Nitazoksanid (NTZ)’ dir. Klinik ¢alismalar, NTZ ile tedaviden sonra
diyare siiresinde ve ookist atiliminda azalma oldugunu gostermistir. Ancak NTZ,
bagisikligi saglam bireylerin tedavisinde etkili olsa bile HIV ile enfekte, lenfoma ve
I6semi gibi bagisiklig1 yetersiz hastalarda sadece orta diizeyde etki gosterir veya hig etki
gostermez. Afrika kitasinda yer alan Zimbia iilkesinde HIV ile enfekte cocuklarla
yapilan ¢aligmalarda, uzun siireli ve yiiksek doz NTZ tedavisinin faydali olmadigi
bildirilmistir. Bu yilizden, son yillarda bu parazitin hem giivenli hem de etkili
tedavilerini bulmak i¢in yeni tedavi galismalar1 baglatilmistir (Certad ve ark., 2016;
Chaveza ve White, 2018; Tomazic ve ark., 2018; Xiao ve Cama, 2018).

Hiiseyin ve arkadaslari, cryptosporidiosis’li hastalarda letrazuril, miltefosin ve
klofazimin gibi ilaglart denemis ancak etkili bir sonu¢ elde edememislerdir.
Paromomisin’in, immiin yetmezlikli ¢cocuklarda NTZ’den daha iyi bir etki gostermedigi
bildirilmistir. Ancak, yiiksek dozlarda albendazol, probiyotik veya somatostatin
analoglarinin kullaniminin, ishalin siddetinde ve digki ile atilan Cryptosporidim spp.
ookistlerin sayisinda 6nemli bir azalma gosterdigi rapor edilmistir. Azitromisin,
eritromisin ve roksitromisin gibi makrolidlerin uygulanmasiyla da ookist atiliminin

azaldigi bildirilmistir (Pane ve Putignani, 2022).

Buzagi cryptosporidiosis’inde de NTZ’nin, ookist atilimimi ve hastaligin
siddetini azalttigi bildirilmistir (Tomazic ve ark., 2018; Kagar ve ark., 2022).
Cryptosporidiosis tedavi ve profilaksisinde, ilaglar, sanitasyon ve dezenfeksiyon
protokollerine ek olarak buzaginin bagisiklik sisteminin  desteklenmesi de
onerilmektedir. Ciinkii, immiinoglobulinler ve immiinoglobulin olmayan proteinler
(HAP; yiiksek bol proteinler ve LAP; diisiik bol proteinler) igeren sigir kolostrumunun

buzagilarin immiin sistemi tizerinde etkili oldugu 6ne siiriilmiistiir. Hatta kolostrumun
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buzagi, kuzu, fare ve domuz yavrularinda da cryptosporidiosis metafilaksisi icin

kullanildiginda basarili sonuglar alindig: bilinmektedir (Kagar ve ark., 2022).
2.9. Korunma ve Kontrol

Cryptosporidiosis’e karsi etkili bir tedavi bulunmadigindan dolay1 hastaligi
onlemek icin enfektif ookistlerin ¢evreye yayilmasmi engellemek gerekmektedir.
Cryptosporidium spp. ookistleri dis cevre kosullarina ve ¢ogu dezenfektana karsi
olduk¢a dayaniklidir. Ookistler, yaygin olarak kullanilan bir¢ok dezenfektana karsi
direngli olsalar da %10 formol, %5’lik sulu veya gazli amonyak ve %3’liik hidrojen
peroksit gibi kimyasallarla enfektivitelerinin azaldigi1 gosterilmistir. Ookistlerin,
nispeten toksik olmayan hidrojen peroksitle oda sicakliginda 10 dakika, amonyak ve
formol soliisyonlartyla ise 4°C sicaklikta 18 saat maruz birakilmasiyla enfeksiyon
yeteneklerini kaybettikleri belirtilmistir. Fayer tarafindan yapilan bir ¢aligmada, %2,63
ve %5,25 konsantrasyonunda c¢amasir suyu ile inkiibe edilmis ookistlerin farelere
inokiile edildiginde enfeksiyon gézlemlenmedigi belirtilmistir. Amin bazli dezenfektan
olan Keno™cox'un %2-3 konsantrasyonda C. parvum ookistlerine kars: yiiksek etkinlik
gosterdigi rapor edilmistir (Shahiduzzaman ve Daugschies, 2012; Tomazic ve ark.,
2018).

Fekal-oral bulagsmay1 6nlemek icin kisisel hijyene, ozellikle el yikamaya ¢ok
dikkat edilmesi gerekir. Enfekte sularin yutulmasindan kaginilmasi, besinlerin iyi
pisirildikten sonra tiiketilmesi hastaliktan korunmada dikkat edilmesi gereken
hususlardandir. Besinlerdeki ookistlerin 60°C'de 30 dakika 1sitilmasiyla veya -7°C'de 1
saat dondurulmasiyla oldiigii bildirilmistir. Cryptosporidiosis ishale sebep oldugundan
dolayi, ishali olan kisilerin toplu kullanilan havuzlara girmemeleri konusunda
bilgilendirilmesi hastaligin bulagsma riskini azaltacaktir (Xiao ve Cama, 2018; Xiao ve
Griffiths, 2020).

Buzagilarda meydana gelen cryptosporidiosis’te temel kaynagin ayni ciftlikte
yasayan enfekte buzagilar oldugu belirtilmektedir. Bu yiizden, mera hayvanlarinin temiz
ve kuru yerlerde barindirilmas: ayrica kirlenmis alanlarin dezenfekte edilmesi tavsiye
edilir. Ancak hayvan sayisiin fazla oldugu ciftliklerde dezenfeksiyon islemleri

maliyetli oldugundan dolay1 ¢ogunlukla uygulanmamaktadir. Ote yandan, ishalli tek bir
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buzag1 diskismin bir graminda 107 ookist bulunabilecegi ve yenidogan buzagilar igin 17
ookistin hastalik yapmaya yeterli oldugu belirtilmektedir (Almawly ve ark., 2013; Innes
ve ark., 2020). Cryptosporidiosis ve giardiasis nedeniyle yaklasik 10 yil boyunca ciddi
buzagi ishali sorunu yasayan bir isletmenin basarili bir sekilde sanitasyonu hakkinda bir
rapor sunulmustur. Rapora gore, buzagi ahirlarindaki altliklar ¢ikartilip diskilar
temizlenmis sonrasinda agillar birka¢ giin kurumaya birakilmis. Ahirlar kaynar suyla
yikanip tizerlerini kiregli suyla kaplanmis ve bdlmeleri ayiran tiim tahta levhalar
degistirilmistir.  Sanitasyondan sonraki iki yillik siire boyunca higbir buzaginin
6lmedigi ve C. parvum ookistleri veya G. intestinalis kistleri saptanmadig belirtilmistir.
Boylece, kiregli su dezenfeksiyonunun sigir siiriilerinde etkili bir kontrol 6nlemi

olabilecegi belirtilmistir (Bjorkman ve ark., 2018; Shaw ve ark., 2020).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec

Calismaya baslamadan 6nce Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu ve Van Yiiziincii Yil Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar1 Etik Kurulundan etik kurul onay1 alindi. Calisma, 01.02.2022- 01.12.2022
tarihleri arasinda Agr1 Patnos Devlet Hastanesi ve Agri iline bagli baz1 merkez kdyler
ile Patnos, Tutak ve Hamur il¢elerine bagh bazi kdylerde yiiriitiildii. Caligmaya, Agri
Patnos Devlet Hastanesinin farkli kliniklerine basvurup Parazitoloji Laboratuvarina
yonlendirilen 18-85 yas araliginda 100 goniillii insan ile Agri ilinin merkezine bagl
Egribelen ve Yolluyaz1 koyleri (Sekil 5), Patnos ilgesine baghh Kocaklar, Kiziltepe,
Diizceli, Dogansu, Orendik, Degirmendiizii ve Akdilek kdyleri (Sekil 6), Tutak ilgesine
bagli Ge¢imli ve Dorukdibi kdyleri (Sekil 7), Hamur ilgesine bagli Asagikarabal, Civrik
ve Ekincik koyleri (Sekil 8) olmak iizere toplam 14 kdyden 6rnekleme usulii ile segilen
193 buzag: dahil edildi. Agr1 Patnos Devlet Hastanesinin farkli kliniklerine bagvurup
Parazitoloji Laboratuvarinda incelenen digki Orneklerinin artan kisimlari ile
buzagilardan elde edilen digki ornekleri Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarina ulastirildi. Digski 6rnekleri alinan
hastalara ait bilgiler hastanenin otomasyon sisteminden temin edildi. Hayvan
sahiplerinin izni alinarak ahir ve ciftliklerdeki buzag: diskilari, rektumlarindan direkt

olarak alind1 (Sekil 9). Ayrica, buzagilarin yasi, irki ve cinsiyeti kaydedildi.

0

Eskiharma

Sekil 5. Diski 6rnekleri alinan Agn ili merkez koyleri
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Sekil 9. Buzag: rektumundan digk1 6rnegi alimi (Orijinal)

3.2.1. Kullanilan bashca cihazlar ve sarf malzemeler

* Santrifiyj
* Vortex

» Hassas terazi
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* Gradient PCR cihazi

* Elektroforez

* UV transliiminator

» Mikroskop

* Mikropipet

* Sogutucu dolap

» Heater

* Mikrodalga firin

» Steril pipet uclari

* DNA izolasyon kiti (GeneMATRIX Stool DNA Purification Kiti, Polonya)
* Primerler:

BCOWPF: 5' -ACCGCTTCTCAACAACCATCTTGTCCTC-3'
BCOWPR: 5-CGCACCTGTTCCCACTCAATGTAAACCC-3'
Cry-15: 5 -GTAGATAATGGAAGAGATTGTG-3'

Cry-9: 5 GGACTGAAATACAGGCATTATCTTG-3'

* Solis biodyne 5X firepol master mix

« Kaset test kiti (Certest Crypto Biotec Ispanya)

* Kristal fenol

* Bazik fuksin

* %95’lik etil alkol

* Metilen mavisi

* Konsantre siilfiirik asit

* Meziir

* Eppendorf tiipii, lam ve lamel

* Lam

* Lamel
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3.2. Yontem

Bu ¢alismada, modifiye Asit-Fast boyama (mAF), immiinokromatografik kaset

test (IKT) ve molekiiler yéntemler kullanildi.

3.2.1. mAF boyama yontemi

a) Taze digki 6rneginden yayma preparatlar hazirlanip havada kurutulduktan sonra,
lamlar bes dakika metanol ile tespit edildi.

b) Tespit sonras1 preparatlarin {izerine her tarafin1 kaplayacak sekilde bazik fuksin
dokiilerek kaynatilmadan hafif duman ¢ikacak sekilde yaklagik bes dakika
1s1tildi.

c) Cok hizli akmayan ¢esme suyu ile yikanip atik boyalar temizlendikten sonra
dekolorizasyon islemi igin %5’lik stlfiirik asit igeren salede bir dakika
bekletildi.

d) Siilfiirik asitin uzaklastirilmasi igin su ile yikama islemi yapildi ve sonrasinda
metilen mavisi dokiilerek bir dakika bekletildi.

e) Preparat tekrar su ile yikandiktan sonra oda isisinda kurumaya birakildi.

Degerlendirme: mMAF boyama yontemiyle boyanan her preparat, 1sik
mikroskobu altinda X1000 biiyiitme ile incelendi. Mavi zeminde koyu kirmizi renge
boyanan, i¢inde birden fazla sayida siyah ve muntazam olmayan graniiller bulunan ve 4-
6um capindaki yuvarlak-oval yapilar, Cryptosporidium spp. ookisti olarak

degerlendirildi.
3.2. immiinokromatografik kaset test yontemi

Calismada IKT kiti (Certest crypto Biotec, ispanya) kullanildi. Kaset testler

tiretici firmanin 6nerdigi kullanma talimati dogrultusunda caligilda.
Test Prosediirii

a) Kaset testler, teste baslamadan 6nce oda sicakligina (15-30°C) getirildi. Testler,

uygulanacagi zamana kadar ambalajlarindan ¢ikarilmadi.

b) Kullanima hazir olarak gonderilen digski seyreltme tiipiiniin kapagi agilarak

kapakla birlesik olan ¢ubuk yardimiyla bir parca (yaklasik 125mg) diski alinip
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tiplin igine yerlestirildi ve kapagi sikica kapatildi. Sivi halde olan digki
orneklerinden ise mikro pipet yardimiyla yaklasik 125ul ¢ekilerek tiipe aktarildi.

c) Uygun ornek dagilimi elde edebilmek igin tiiplerdeki ¢6zelti, homojenize

oluncaya kadar vortekslendi.

d) Kaset testler kullanilmak iizere ambalajindan ¢ikarildi. Tiipiin, damla seklinde

akisinin saglanmasi igin kapaklardaki iist kisim koparildi.

e) Kaset testler yatay olarak diiz bir zemine yerlestirildi. Kaba partikiiller

olmayacak sekilde kaset testin dairesel penceresine 4 damla ¢ozelti damlatildi.
f) Zamanlayici, geri sayim i¢in 10dk’ye ayarlandi.
g) Sonuglar, 10dk’nin hemen sonunda degerlendirildi.

Degerlendirme: Kaset testin dikdortgen penceresinde C harfi (kontrol ¢izgisi)
ile belirtilen alanda yesil bant beliren testler negatif olarak degerlendirildi. Yesil banda
ek olarak T harfi (test ¢izgisi) ile gosterilen alanda ayrica kirmizi bant beliren testler
pozitif olarak degerlendirildi. Sonug ¢izgisinin (kirmizi) belirmesine bakilmaksizin

kontrol bandinin (yesil) olusmadigi testler ise gegersiz olarak kabul edildi.

Immunokromatografik Kaset Test ve mAF yontemleri sonrasi tim disks
orneklerine 2ml distile su eklenerek, molekiiler yontemlerle daha sonra incelemek iizere

buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi.
3.2.4. Molekiiler yontemler

Calisma icin gerekli olan DNA, ekstraksiyon kiti (EURx GeneMATRIX Stool
DNA Purification Kit, Poland) kullanilarak elde edildi. Kitin detayli ¢calisma prosediirii
asagidaki gibidir.

Modifiye edilmis GeneMatrix diski izolasyon kiti calisma prosediirii

1. DNA izolasyonuna baslamadan once, saf su eklenmis diski orneklerine pastor
pipetle pipetaj yapilarak orneklerden 1ml alindi. Ardindan 1ml PBS ¢ozeltisi
eklenerek 30sn vortekslendi. Elde edilen karigim 5000 devirde 5dk santrifiij edildi.
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10.

11.
12.

13.

14.
15.
16.

17.
18.
19.

Santrifiij sonrasi siipernatant tek hamlede atilarak ependorf tiipiindeki ¢okeltilere
DNA ekstraksiyon iglemi uygulandi.

Kolon aktivasyonu igin spin kolon tiipiine 40ul BUFFER ST eklendi.
Yogunlastirma sonrasi elde edilen ¢okelti, BEAD tiiplerine eklenerek homojen hale
gelinceye kadar vortekslendi.

Cokelti eklenmis BEAD tiiplerine 60ul LYSE ST eklendi. Eger LYSE ST partikiil
seklinde ise kuru blok 1siticida 70°C’ye kadar 1sitildi.

Tiipler vortekslendikten sonra 70°C’de bes dk, daha sonra 95°C’de 45dk boyunca
kuru blok 1siticida inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince bes dk araliklarla
vorteksleme islemine devam edildi.

Inkiibasyon sonrasinda tiipler yatay vortekse yerlestirilerek maksimum hizda 30dk
boyunca vortekslendi.

Vorteksleme isleminden sonra 14000 rpm’de iki dk santrifiij yapildi.
Siipernatanttan 400ul, 1,5ml’lik yeni eppendorf tiiplerine alindi.

400ul PR BUFFER eklenerek bes sn vortekslendi.

PR BUFFER eklenmis tiipler -20°C’den ¢ikarilmis soguk metal bloga
yerlestirilerek bes dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda 14000 rpm’de iki dk santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra siipernatantin 550ul’si i¢i bos 2ml’lik eppendorf tiipiine aktarildi
(Miktar1 550 pl’den az olan numunelerde, diger reaksiyon miktarlari ona gore
ayarland.).

Siipernatantin iizerine 650ul SOL ST ve daha sonra 400ul %95°1ik etanol eklenip
tiipler alt Gst edildi.

14000 rpm’de bir dk santrifiij edildi.

Bu karisimdan 600ul spin kolona aktarildi ve 12000 rpm’de bir dk santrifiij edildi.
Spin kolondan alta gegen sivi dikkatli bir sekilde dokiilerek, spin kolon tekrar
eppendorf tiipline yerlestirildi.

Ependorf tiiptindeki s1v1 bitene kadar 14 ve 15. basamaklar tekrarlandu.

500ul WASH STX spin kolona eklenerek 12000 rpm’de bir dakika santrifiij edildi.
Spin kolondan alta gegen sivi dikkatli bir sekilde dokiilerek, spin kolon tekrar
eppendorf tiipiine yerlestirildi.
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20. Tekrar spin kolona 500 ul WASH STX eklendi ve iki dk 12000 rpm’de santrifiij
edildi.

21. Spin kolon bagka bir steril 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine yerlestirildi.

22. Daha 6nce kuru blokta 70°C’ye kadar 1sitilan ELUTION BUFFER’dan 100ul spin
kolona eklendi ve bes dk boyunca oda 1sisinda inkiibe edildi.

23. Bir dk santrifiij edilerek DNA’nin eliisyonu saglandi. Elde edilen DNA
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

PCR amplifikasyonu

PCR islemi, digki1 6rneklerinden elde edilen DNA’lar ve primer ciftleri ile
gerceklestirildi. Pozitif Kontrol igin laboratuvarimizda daha o6nce elde edilen

Cryptosporidium spp. DNA’lar1 kullanildi.

Nested PCR ile Cryptosporidium spp.’nin COWP gen bolgesinin amplifikasyonu
icin Oncelikle etkene 6zgii primerler sec¢ildi. Birinci PCR igin 769 bp uzunlugundaki
bolgeyi amplifiye eden BCOWPF: 5-ACCGCTTCTCAACAACCATCTTGTCCTC-3'
ve BCOWPR: 5' CGCACCTGTTCCCACTCAATGTAAACCC-3' primerleri kullanildi
(Sadek, 2014). Ikinci PCR igin 553 bp uzunlugundaki bolgeyi amplifiye eden Cry-15: 5'
GTAGATAATGGAAGAGATTGTG-3' ve Cry-9: 5
GGACTGAAATACAGGCATTATCTTG-3" primerleri kullanilarak istenilen bolge
cogaltild1 (Sadek, 2014). Primerler 10 nM olacak sekilde steril distile su ile sulandirildi.
Solis Biodyne 2X Firepol (12,5 nM MgCl;) hazir master miks kullanilarak PCR
protokolii olusturuldu. PCR karisimda kullanilan malzeme ve miktarlar1 Tablo 1 ve
Tablo 2’de gosterildi.

Tablo 1: Birinci PCR bilesenleri ve miktarlari

Malzeme Miktar
2X Master Mix 12,5 ul
Primer F 1ul
Primer R 1ul
Q solution 2 ul
MgCl, 2,5 ul
DNA 1,5ul
Deiyonize saf su 4,5 ul
Toplam reaksiyon hacmi 25 pl
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Tablo 2: Ikinci PCR bilesenleri ve miktarlar:

Malzeme Miktar
2X Master Mix 20 ul
Primer F 1,75 ul
Primer R 1,75 Wl
Q solution 2,5 ul
MgCl, 2,5ul
DNA 2 ul
Deiyonize saf su 9,5ul
Toplam reaksiyon hacmi 40 ul

Omneklerin spesifik gen bélgelerinin gogaltilmast Thermo Fisher SimpliAmp
marka PCR cihaz1 ile gerceklestirildi. Birinci ve ikinci PCR sicaklik ve siireleri,

sirastyla Tablo 3 ve Tablo 4’te verildi.

Tablo 3: Birinci PCR 1s1 dongiisii

Asama Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayisi
On denatiirasyon 95°C 4dk 1
Denatiirasyon 95°C 33sn

Baglanma 58°C 45sn 18

Uzama 72°C 45sn

Son uzama 72°C 10dk 1

Tablo 4: Ikinci PCR 1s1 déngiisii

Asama Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayisi
On denatiirasyon 95°C 4dk 1
Denatiirasyon 95°C 33sn

Baglanma 45°C 45sn 40

Uzama 72°C 45sn

Son uzama 72°C 10dk 1

Jel elektroforezi
Test prosediirii
1- Thermo 50X Tris Asetat EDTA (TAE) Electrophoresis Buffer stok soliisyonunundan
500 ml 1X TAE hazirlandi.
2- Kat1 halde olan agarozdan 2 gr tartilip, lizerine 100ml 1X TAE eklendi.
3- Olusan karisim mikrodalga firinda iyice ¢oziilene kadar 1sitildi.

4- Mikrodalga firindan ¢ikartilan soliisyon, oda sicakliginda 1lik hale gelinceye kadar
bekletildi.
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5- Soliisyona 3ul etidyum bromiir eklendi.

6- Karigim tarakli tanka dokiilerek jelin polimerize olmasi i¢in 45 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda jel TAE tankina yerlestirildi.

7- Elde edilen PCR firiinlerinden 7,5ul agaroz jele yiiklenerek 90 voltta 45 dakika
yuriitildi. Amplifiye edilmek istenen 550 bp’lik bolgede bantlarin olusup
olusmadigini kontrol etmek icin 100 bp DNA ladder marker (Thermo Scientific
GeneRuler) kullanilda.

8- Siire sonunda agaroz jel tanktan c¢ikarilarak transliiminatérde UV 1sik altinda

incelendi.

Cryptosporidium spp. COWP gen bélgesinin ¢ift yonlii sekans analizi ve

sekans analiz sonuclariin karsilastirilmasi

Cryptosporidium spp.’nin COWP gen bolgesinin  PCR iriinleri ile
amplifikasyonu neticesinde 550 bp’lik bolgede bant veren 19 PCR iiriinii, sekans analizi
icin BM Lab. firmasinin Ankara temsilcisine gonderilerek ¢ift yonlii DNA dizi analizi
yaptirildi. Ilgili merkezde PCR iiriinleri, énce saflastirma islemine tabi tutulup daha
sonra ¢ift yonlii sekans analizi yapildi. Sekans analizinde Sanger Metodu tercih edildi.
Bunun i¢in firmaya PCR frtinlerinden 35ul ve her bir 6rnek i¢in Cry-15 ve Cry-9
primerlerinden 10 pmol/ul konsantrasyonda 10ul primer gonderildi.

Elde edilen sekans analiz sonuglart SnapGene 3.3 yazilimi ile kontrolden
gegirildi. Bu kontroller yapilirken her niikleotit igin olusan grafikler dikkate alindi. Cift
yonli incelenen sekans sonuglarinda niikleotit farkliligi olan bolgelerde belirgin sekilde
yiiksek olan grafiklere denk gelen niikleotitler dogru olarak kabul edildi. Sekans analiz

sonuglar1 kontrol edildikten sonra www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST adresinde blastlama

islemi yapilarak Cryptosporidium tiirleri belirlendi. Elde edilen sekans verileri
GenBank’taki referans tiirlerin dizi analizleri ile karsilastirilip gerekli raporlamalar

yapildi.

3.2.5. istatistiksel analiz

Bu c¢alismada siirekli degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler, Ortalama,
Standart Sapma, Minimum ve Maksimum degerler olarak ifade edilirken, kategorik
degiskenler say1 ve yilizde olarak ifade edildi. Kategorik degiskenler arasindaki iligkiyi

belirlemede y? (ki kare) testi kullanildi. Kullanilan yéntemlerin basar1 Kriterlerini
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belirlemek iizere sensitivite ve spesifite degerleri bulundu. Hesaplamalarda istatistik
anlamlilik diizeyi %5 (p<0.05) olarak alindi ve hesaplamalar i¢in SPSS (IBM SPSS for
Windows, Ver.26) istatistik paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 100 hastanin besinde (%5) ve 193 buzaginin 59’unda
(%30,56) Cryptosporidium parvum saptandi. C. parvum saptanan buzagilarin ilge ve
koylere gore dagilimi Tablo 5°de verildi. Parazitin hastalarin yas ve cinsiyetlerine gore

dagilim1 Tablo 6°da verildi.

Bu ¢alisma igin ongoriilen biitce gdz onitinde bulundurularak, Cryptosporidium
parvum saptanan toplam bes insan ve ayrica 14 buzagi Orneginin nested PCR
amplikonuna sekans analizi yapildi. Genbank’ta bulunan referans suslar ile sekans
analiz sonuglar1 karsilastirildiginda insan ve buzagilara ait tiim izolatlarin C. parvum
oldugu goriildii. Sekans analizi yapilan 19 6rnegin Genbank’taki referans Z22537.1
susu ile %100 uyumlu oldugu belirlendi. Bir buzag: izolatinda ise single niikleotit
polimorfizim’i saptand1 (Sekil 13, Sekil 14).

Tablo 5. Cryptosporidium parvum pozitif buzagilarin ilge ve kdylere gore dagilimi

Ilge Koy Toplanilan ~ Pozitif 6rnek  Negatif 6rnek
ornek sayist  sayist (%) sayist (%)
Egribelen 24 8 (33,3) 16 (66,6)
Merkez
Yolluyazi 21 4 (19) 17 (81)
Akdilek 8 1(12,5) 7 (87,5)
Diizceli 8 1(12,5) 7 (87,5)
Dogansu 9 3(33,3) 6 (66,6)
Patnos Kogaklar 10 5 (50) 5 (50)
Kiziltepe 12 4 (33,3) 8 (66,6)
Orendik 13 5(38,4) 8 (61,5)
Degirmendiizii 13 2 (15,3) 11 (84,6)
Gegimli 6 0 (0) 6 (100)
Tutak _
Dorukdibi 10 4 (40) 6 (60)
Asagikarabal 20 7 (35) 13 (65)
Hamur Civrik 15 5(33,3) 10 (66,6)
Ekincik 24 10 (41,6) 14 (58,3)
Toplam 14 koy 193 59 (30,5) 134 (69,4)
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Tablo 6. Cryptosporidium parvum’un hastalarin yas ve cinsiyetine gore dagilimi

Cinsiyet Yas
Hasta 1 Erkek 21
Hasta 2 Erkek 35
Hasta 3 Kadin 37
Hasta 4 Kadin 41
Hasta 5 Kadin 77

Cryptosporidiosis’li hastalarda gozlenen klinik belirtiler Tablo 7’de verilmis
olup, en sik rastlanan klinik sikayetlerin ishal, bulanti, kusma, karin agrisi, istahsizlik,

halsizlik ve ates oldugu saptandi.

Tablo 7. Cryptosporidiosis’li hastalarda gézlenen klinik belirtiler

Hastalar Klinik belirtiler

Hasta 1 Ishal, ates, bulanti, kusma

Hasta 2 Ishal, ates, bulanti, kusma, karin agrisi, istahsizlik, halsizlik

Hasta 3 Ishal, ates, bulant1, kusma, karin agris1, kronik hastalik

Hasta 4 Ishal, ates, bulant1, kusma, karin agrisi

Hasta 5 Ishal, karin agrisi, istahsizlik, halsizlik, kilo kayb1

Calismada MAF boyama yontemi ile pozitif bulunan 57 6rnek (Sekil 10), IKT
(Sekil 11) ve nested-PCR yontemi (Sekil 12) ile de pozitif bulundu. Ayrica, mAF
boyama yontemi ile negatif bulunan yedi 6rnek diger iki yontem ile pozitif bulundu
(Tablo 8).
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Sekil 11. Immunokromatografik Kaset Test ¢alismasi ile pozitif olarak degerlendirilen
buzagi1 (B-106) ve insan (I-2) &rnegi
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Sekil 12. Nested PCR sonras: elektroforez jel goriintiisii

Bu ¢alismada, nested PCR altin standart olarak kabul edildiginde mAF boyama
yonteminin sensitivitesi (duyarliligi) %89,1 spesifitesi (6zgiilliigii) %100 olarak
saptand1. Immunokromatografik Kaset Test yonteminin mAF boyama yontemine gore

daha duyarli oldugu (sensitivite ve spesifitesi %100) belirlendi (Tablo 8).

Tablo 8. Cryptosporidium parvum tanisinda nested PCR, mAF ve IKT yéntemlerinin
sensitivite ve spesifite degerleri

Yontemler Pozitif Negatif Sensitivite Spesifite
Nested PCR 64 0 %100 %100
IKT yontemi 64 0 %100 %100
MAF yontemi 57 7 %089,1 9100
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Sekil 13. SnapGene programina gore sekans sonuglarinin karsilagtirma goriintiisii
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AflTII Asel
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TATACTGGAGAATGGCACATGTAAATTAATTCAACAAATTGATACCGTTTGTCCTTCTGGTTTTGTTGAAGAAGGAAATAGATGTGTTCAATATCTCCCTGCAAATAAAA
i 1 : 1 1. 3 1 i 1 1 1 : 1 3 e | 3 1 i L 1 1
T T T et 1 T T T 1) T T T T T+ 1 T T T
ATATGACCTCTTACCGTGTACATTTAATTAAGTTGT TTAACTATGGCAAACAGGAAGACCAAAACAACTTCTTCCTTTATCTACACAAGTTATAGAGGGACGTTTATTTT

TATACTGGAGAATGGCACATGTAAATTAATTCAACAAATTGATACCGTTTGTCCTTCTGGTTTTGTTGAAGAAGGAAATAGATGTGTTCAATATCTCCCTGCAAATAAAA
4 TATACTGGAGAATGGCACATGTAAATTAATTCAACAAATTGATACCGTTTGTCCTTCTGGTTTTGTTGAAGAAGGAAATAGATGTGTTCAATATCTCCCTGCAAATAAAA
TATACTGGAGAATGGCACATGTAAATTAATTCAACAAATTGATACCGTTTGTCCTTCTGGTTTTGTTGAAGAAGGAAATAGATGTGTTCAATATCTCCCTGCAAATAAAA
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TCTGTCCTCCTGGATTCAATTTGTCAGGACAACAATGTATGGCACCAGAATCAGCTGAATTAGAATCGACATGCCCACCTAATTCAATATTTGAAAATGGAAAATGTAAA
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Sekil 14. B-161 izolatinin 350. baz ¢iftinde goriilen mutasyon
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan epidemiyolojik calismalar cryptosporidiosis’in, hem gelismekte olan
hem de gelismis iilkelerde ishalle seyreden hastaliklar i¢inde 6nemli bir yere sahip
oldugunu ve gelismekte olan tilkelerde daha yiiksek oranda seyrettigini gostermistir. Bu
parazitoz, gelismekte olan iilkelerde ¢ocuk oliimlerinin %30-50’sinden sorumlu olup
ozellikle bes yas alti ¢ocuklarda ishale neden olan en 6nemli etkenlerden biridir
(Mahmoudi ve ark., 2017). Hatta, iki yasindan kiigiik ¢ocuklarda orta ve siddetli ishalin
rota viriisiinden sonra en yaygin nedeni olarak gosterilmektedir (Dhal ve ark., 2022).
Bagisikligi baskilanmis yetiskin bireylerde, 6zellikle AIDS hastalarinda ve organ nakli
alicilarinda ¢ok daha agir seyretmekte, hatta oliimciil ishallere sebep olabilmektedir
(Chaveza ve White, 2018).

Son 30 yilda, gesitli tilkelerde bu firsatg1 protozoonun insan ve hayvanlardaki
prevalansini arastiran ¢ok sayida calisma yapilmistir (Cunha ve ark., 2019). Insanlar
tizerinde yapilan ¢aligmalarda Cryptosporidium spp. sikliginin Kuveyt’te %0,9 (Albert
ve ark., 2016), Iran’da %4,9 (Berahmat ve ark., 2017), Ingiltere’de %5,6 (King ve ark.,
2017), Cin’de %9,5 (Liu ve ark., 2020), Bat1 Afrika’da %14 (Aldeyarbi ve ark., 2016),
Katar’da %15,5 (Boughattas ve ark., 2017), Brezilya’da %15,7 (Peralta ve ark., 2016),
Fransa’da %24 (Costa ve ark., 2020), Isve¢’te %26 (Insulander ve ark., 2013) ve
Pakistan’da %53 (Raja ve ark., 2014) oranlarinda saptanmustir.

Ulkemizde insanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda Cryptosporidium tiirlerine
Sivas’ta %4,1 (Eren ve ark., 2022), Van’da %5 (Korkoca ve ark., 2013) ve %20 (EkKici
ve ark., 2022), Mersin’de %5,5 (Otag ve ark., 2007), Malatya’da %6,1 (Karaman ve
ark., 2015), Kocaeli’nde %6,25 (Tamer ve Giileng, 2008), Tekirdag’da (Yilmazer ve
ark., 2017) %8,9 ve izmir’de %21,5 (Zorbozan ve ark., 2018) oranlarinda saptanmistir.
Tarafimizdan yapilan bu calismada, Cryptosporidium parvum’a 100 ishalli hastanin
besinde (%5) rastlanmis olup, yukarida belirtilen galismalardan ikisi hari¢ (EKici ve
ark., 2022; Zorbozan ve ark., 2018) diger calismalarda bulunmus olan oranlara

benzedigi gorilmistiir.

Cryptosporidium spp.’nin siklig1 ile ilgili buzagilarda yapilan g¢alismalar Cin’de
%13,3 (Zhang ve ark., 2015), Etiyopya’da %16,2 (Tarekegn ve ark., 2021), Irak’ta %21
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(Alseady ve Kawan, 2019), Estonya’da %21,6 (Santoro ve ark., 2018), Iran’da %22,3
(Mirzai ve ark., 2014), Brezilya’da %25,7 (Conceigao ve ark., 2021), Misir’da %32,3
(Helmy ve ark., 2014), Hindistan’da %39,6 (Venu ve ark., 2012) ve Arjantin’de %67
(Garro ve ark., 2016) oraninda saptanmustir. Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada ise 193
buzaginin 59’unda (%30,56) Cryptosporidium parvum saptanmis olup bu oran,

Hindistan ve Misir’da saptanan oranlara benzer oldugu goriildii.

Ulkemizde Cryptosporidium spp.’nin buzagilardaki sikligi Erzurum’da %3,9
(Gtiven ve ark., 2013), Burdur’da %6 (Simsek ve Akkan, 2021), Sivas’ta %7 (Kilig ve
Coskun, 2019), Siirt’te %10 (Kozat ve Tuncay, 2018), Kayseri’de %18 (EKinci ve ark.,
2022), Nevsehir’de %20,7 (Simsek ve ark., 2012), Izmir’de %30,5 (Karakavuk ve ark.,
2020) ve Diyarbakir’da %56,2 (Ipek, 2022) oraninda saptanmistir. Tarafimizdan yapilan
bu ¢alismada buzagilarda saptanan %30,56 pozitiflik oraninin Diyarbakir’da yapilan
calisma hari¢ diger illerde yapilan galismalardan daha yiiksek oldugu gorildi. Bu
sonug, Agr ilinde cryptosporidiosis’in buzagilar i¢in 6nemli bir sorun ve insanlar igin

ise onemli bir kaynak oldugunu gostermektedir.

Cryptosporidium tiirlerinin tanisinda ookistlerin dogrudan goriilmesi esasina
dayanan mAF yontemi rutin laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
ooKist sayisinin az olmasi veya deneyimli personelin bulunmamasi gibi ¢esitli nedenlere
bagli olarak ookistlerin goézden kagabilmesi bu yontemin dezavantajlarindandir.
Duyarliligi daha yiiksek olan IKT ve diger serolojik yontemlerin kullanilmas: bu
etkenlere rastlama ihtimalini artirmaktadir. Ayrica, daha ileri ve ayrintili ¢alismalar igin
PCR gibi molekiiler yontemler kullanilmaktadir (Dogruman-Al, 2011; Pacheco ve ark.,
2022). Tarafimizdan yapilan bu calismada, MAF boyama yontemi ile insan ve
buzagilara ait 293 diski 6rneginin 64’iinde (%21,84) Cryptosporidium spp. saptanda.
Calismada, mAF yontemiyle yanlis pozitif sonu¢ alinmamis, ancak bu yontemle
Cryptosporidium spp. goriilmeyen yedi ornekte IKT ve nested PCR yontemleri ile
parazitozun saptanmis olmasi, laboratuvarlarda mAF yontemine ilave olarak daha

hassas olan bu iki yontemin de kullanilmasi gerektigini ortaya koymustur.

Puebla ve arkadaslar1 (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada, modifiye Ziehl-
Neelsen yontemiyle 133 hastanin {igiinde (%2,2) Cryptosporidium spp. saptanirken,
PCR yo6ntemiyle bu hastalarin besinde (%3,7) bu parazitin saptandig: bildirilmistir.
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Khalil ve arkadaslarinin (2016) yaptigi bir ¢alismada parazitoloji laboratuvarina
farkli servislerden gonderilen 450 ishalli hastanin gaita 6rneginde mAF yontemiyle
%9,1, Real Time PCR ve Dot blot hibridizasyon yontemleriyle %9,3 ve gPCR

yontemiyle %9,5 oranlarinda Cryptosporidium spp. pozitifligi saptanmustir.

Tamer ve arkadaslari (2008) tarafindan ishalli ¢ocuklarda Cryptosporidium
spp.’yi ELISA yontemiyle %12,3 oraninda saptanirken, Kinyoun asit-fast boyama

yontemi ile %7,9 oraninda saptanmustir.

Moore ve arkadaslar1 (2016), tarafindan 498 hastanin diski 6rnegi, Evergreen
fekal parazit yogunlastirma kitiyle hazirlanip mikroskobik yontemle incelenmis ve
orneklerin %2,2’sinde, PCR yontemiyle 6rneklerin %7,6’sinda Cryptosporidium spp.

saptanmustir.

Hailu ve arkadaslar1 (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada kirsalda ve kentte
saglik merkezlerini ziyaret eden 187 hastanin diski 6rneklerinde modifiye Ziehl-Neelsen
yontemiyle %17,1, nested PCR yontemiyle %24,6 ve Real Time PCR yontemiyle

%41,7 oraninda Cryptosporidium spp. saptanmustir.

Karabey ve arkadaglari (2021) tarafindan yapilan bir caligmada kemoterapi alan
94 hastada, modifiye Ziehl-Neelsen yontemiyle %2,1 ve Real Time PCR ve ELISA
yontemiyle %5,3 oranlarinda Cryptosporidium spp. saptanmustir.

Cengiz ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, immiin sistemi
baskilanmig hastalarin digki 6rneklerinde ELISA yontemiyle %11,3, mAF yontemiyle
%5,7 ve IKT yéntemiyle %0,7 oraninda Cryptosporidium spp. saptanmastir.

El-Missiry ve arkadaslar1 (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ishal sikayeti
ile hastaneye basvuran 350 hastann mAF boyama yontemiyle %5,7’sinde, IKT
yontemiyle %9,4’tinde ve nested PCR yontemiyle %11,4’inde Cryptosporidium spp.

saptanmustir.

Ekici ve arkadaslari (2022) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, immiinsiiprese 150
hastanin %20’sinde ve 50 buzagmin %10’unda C. parvum saptanmistir. Calismada

mAF yontemiyle Cryptosporidium spp. saptanamayan sekiz érnegin IKT ve nested PCR
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yontemleriyle pozitif olarak saptandigi ve boylece IKT yonteminin mAF boyama

yontemine gore daha duyarli oldugu belirtilmistir.

Abdul-Hussein ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan bir c¢alismada,
Cryptosporidium spp.’nin saptanmasinda hem IKT hem de ELISA yé&ntemlerinin
yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip olduklar1 ve Cryptosporidium spp.’nin tanisinda
IKT yonteminin konvansiyonel yontemlere gore giivenilirliginin daha yiiksek oldugu
belirtilmistir. Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada, IKT ve Neseted PCR yontemlerinin
MAF yontemine gore daha yiiksek sensitivite ve spesifite gosterdigi belirlenmis olup, bu

sonug diger ¢caligmanin sonuglarina benzemektedir.

Cryptosporidium tiirlerinin ve subtiplerinin bir iilke veya bolgedeki dagiliminin
bilinmesi, cryptosporidiosis’in bulasmasini 6nlemede, kontroliinde ve potansiyel zoonoz
kaynaklarini belirlemede olduk¢a 6nemlidir (Lebbad ve ark., 2021). Giiniimiizde, en az
44 Cryptosporidium tiiri ve 120’den fazla Cryptosporidium subtipi tanimlanmistir.
Ancak, insanlarda olusan enfeksiyonlarin biiyiik ¢ogunlugundan C. parvum ve C.
hominis sorumludur (Ryan ve ark., 2021a). Giiniimiize kadar sigirlar {izerinde yapilan
calismalarda C. parvum, C. andersoni, C. bovis ve C. ryanae tiirleri bildirilmistir.
Bunlardan C. parvum’un konak yelpazesi daha genis olup, buzagilarda daha yaygin
olarak gortildiigii bildirilmistir (Giindiiz ve Arslan, 2017; Shaw ve ark., 2020).

Kenya’da 151 hastadan izole pozitif ornegin %11,9’unun C. parvum ve
%82,8’inin C. hominis (Mbae ve ark., 2015), Sudan’da buzagilar iizerinde yapilan bir
calismada %73,5’inin C. parvum (Taha ve ark., 2017), Isve¢’te insanlar iizerinde
yapilan genis kapsamli bir subtiplendirme ¢alismasinda %75,1’inin C. parvum ve
%12,3’{iniin C. hominis (Lebbad ve ark., 2021), Ingiltere’de 2009-2017 yillar1 arasinda
cryptosporidiosis salginlarinin goriilmesi nedeniyle insanlar {izerinde yapilan bir
calismada %72’sinin C. parvum (Chalmers ve ark., 2019), iran’da kanser hastalari
tizerinde yapilan bir ¢aligmada %2,1’inin C. parvum (Pestechian ve ark., 2022), Belgika,
Fransa ve Hollanda’da buzagilar iizerinde yapilan farkli arastirmalarda sirasiyla %73,
%68 ve %86’smin C. parvum (Pinto ve ark., 2021), Arjantin’de buzagilar {izerinde
yapilan bir ¢alismada %25,5’inin C. parvum (Lombardelli ve ark., 2019), Israil’de

buzagilar {lizerinde yapilan bir ¢alismada %71’inin C. parvum (Yasur-Landau ve ark.,
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2021) ve Katar’da gida sektoriinde galisan gdgmenler tizerinde yapilan bir ¢aligmada

%4,5’inin C. parvum (Boughattas ve ark., 2019) oldugu saptanmustir.

Yildirrm ve arkadaslar1 (2020) tarafindan Kayseri ve Burdur’da buzagilar

izerinde yapilan bir ¢alismada buzagilarin %70,8’inde C. parvum saptamistir.

Kabir ve arkadaslar1 (2020) tarafindan Konya’da buzagilar {izerinde yapilan bir
caligmada %27,3 oraninda C. parvum saptandig: bildirilmistir.

Direkel ve arkadaslar (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada Malatya Huzurevi
sakinlerinde %13,4 ve Turgut Ozal Tip Merkezi’ne basvuran hastalarda %5,6 oraninda

C. parvum saptanmustur.

Cetinkaya ve arkadaslar1 (2015) bobrek nakli yapilan bir hastada birkag¢ hafta
sonra bol sulu ishal sikayeti baglamasi {lizerine, hastanin diski 6rneginin incelenmesi

sonucunda C. parvum saptadiklarini bildirmislerdir.

Atas (2020) tarafindan yapilan bir arastirmada, Sivas’ta 2006 - 2018 tarihleri
arasinda Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesine gastrointestinal sikayetler ile bagvuran hastalarda %0,3 oraninda C. parvum

saptanmustir.

Cryptosporidiosis, mukus igerebilen ancak nadiren beyaz veya kirmizi kan
hiicreleri igeren bol sulu ishal ile karakterize oldugu, etkilenen kisilerin %50°sinde
kramp seklinde karin agrisi, mide bulantis1 ve kusma goriildiigii, buna ilave olarak
asemptomatik enfeksiyonlarda oldugu gibi, bazen miyalji, yorgunluk, halsizlik, bas
agrisi, istahsizlik, kilo kayb1 ve diisiik dereceli ates vb. spesifik olmayan semptomlarla
da ortaya ¢ikabildigi bildirilmistir (Mhaissen ve Flynn, 2017). Khalil ve arkadaslari
(2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, disk1 6rneginde Cryptosporidium spp. saptanan
hastalarin  %40’1inda igtahsizlik goriildiigii bildirilmistir. Tarafimizdan yapilan bu
calismada, C. parvum saptanan hastalarin %40’inda istahsizlik semptomu bildirilmis
olup bu oran, Khalil ve arkadaslarinin galismalarinda elde edilen sonuglara birebir
uygunluk gostermistir. Tamer ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
cryptosporidiosis saptanan ishalli ¢ocuklarin %73’linde ates, %48,3’iinde bulant1 ve

%65’inde karm agris1 gorildigii bildirilmistir. Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada ise,
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digskt 6rneklerinde C. parvum goriilen hastalarin %80’inde ates, bulant1 ve karin agrisi
saptandi. EI-Missiry ve arkadaslar1 (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, hastaneye
bagvurup diski orneklerinde Cryptosporidium spp. goriilen hastalarin %82,1’inde ates
saptandig1 belirtmistir. Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada ise hastalarin %80’inde ates
saptanmis olup, bu oranin El-Missiry ve arkadaslari (2019)’nin bulgularina benzer

oldugu goriildii.
Sonugc olarak;

1. Agn yoresinde insan ve buzagilarda C. parvum’un varhigi ilk kez yapilan bu
calima ile ortaya konulmustur.

29 Bolgede, insan ve hayvanlarda sadece C. parvum tiiriine rastlanmistir.

3. Bolgede 6zellikle buzagilarda yiiksek oranda C. parvum saptanmasi hem giftlik
hayvanlari hem de bolge sakinleri i¢in biiyiik bir 6nem arz etmektedir.

4. Molekiiler yontemlerin olmadigi laboratuvarlarda, mikroskopi yontemine
alternatif olarak hem hizli hem de giivenilir sonug¢ veren immiinokromatografik
kaset test yonteminin de rutin ¢aligsmalara ilave edilmesi gerekmektedir.

5. Bilimsel ¢ahsmalarda sadece etkeni saptamanin  Yyetersiz  oldugu,
cryptosporidiosis’in bulasmasini 6nlemede, kontroliinde ve potansiyel zoonoz
kaynaklarin belirlenmesinde Cryptosporidium tiirlerinin  tiplendirilmesinin
onemli oldugu anlasilmaktadir.

6. Ulkemizde Cryptosporidium tiirlerinin tiplendirilmesi ile ilgili yapilmis yeterli
sayida caligmaya rastlanmamis olup, Agri yoresinde tiir diizeyinde yapilmig ilk
calisma olmas1 nedeniyle elde edilen sonuglarin literatiire katki sagladigi

kanaatindeyiz.
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