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Ozet: Bu calisma, Nevsehir yoresindeki ishalli buzagilarda cryptosporidiosis’in real time PCR ve nested PCR teknikleri
ile saptanmasi amaciyla yapilmistir. Bu amagla 2010-2011 yillari arasinda Nevsehir'in farkli ilge ve kdylerinden 150
ishalli buzagidan digki 6rnegi teknigine uygun olarak toplanmistir. Toplanan érneklerden genomik DNA ekstraksiyonu
yapiimistir. Elde edilen genomik DNA’lar Cryptosporidium soy spesifik 18S rRNA parsiyel gen bolgesini amplifiye eden
JVAF, JVAR primerleri ve JVAP TagMan probuyla, C. parvum spesifik JVAGF, JVAGR primerleri ve JVAGP2 probu ile
real time PCR analizine tabii tutulmuslardir. Nested PCR analizlerinde de Cryptosporidium tirlerinin 18S rRNA gen
bélgesini amplifiye eden spesifik primerler kullaniimistir. Real time PCR analizleri sonucu 23U (%15.3) C. parvum, 8'i
(%5.3) ise Cryptosporidium spp. olmak Uzere toplam 31 (%20.7) 6rnekte cryptosporidiosis pozitifligi saptanmigtir.
Orneklerin nested PCR analizleri sonucunda ise 29'u (%19.3) Cryptosporidium spp. pozitif bulunmustur. Real time
PCR teknigi altin standart test kabul edilerek nested PCR tekniginin duyarlihgr %93.5 ve 6zgulligi ise %100 olarak
belirlenmis, iki teknik arasinda %95.8 uyum saptanmistir. Cryptosporidiosis’in en yiksek %23.2 ile 1-2 aylik
buzagilarda belirlenmis bunu sirasiyla %19.3 ve %16.7 ile 0-1 ve 2-3 aylik buzagilar izlemistir. Enfeksiyonun erkek
buzagilarda %21.5, disilerde ise %19.7, Holstayn, Simental ve Montofon irkinda sirasiyla %32.6, %25 ve %11.1 yaygin
oldugu gérulmustir. Bu galisma Turkiye'de sigirlarda cryptosporidiosis’in real time PCR teknigi ile arastirildidi ilk
galismadir. Calismada Turkiye'de ilk kez Cryptosporidium soy ve C. parvum pozitifligi eszamanl olarak ortaya
konmustur.

Anahtar Kelimeler: Buzagi, Cryptosporidium spp., ishal, nested PCR, real time PCR

Detection of Cryptosporidiosis in Diarrhoeic Neonatal Calves in Nevsehir District by
Real Time PCR and Nested PCR Techniques

Summary: The aim of this study was to detect cryptosporidiosis in calves with diarrhea in Nevsehir district by real time
and nested PCR techniques. For this aim, between the 2010 and 2011 years, 150 fecal samples in total were
techniqually collected from calves with diarrhea in different localities of Nevsehir province. After the genomic DNA
extraction from the fecal samples, real time PCR analyses were carried out with Cryptosporidium spp. and C. parvum’s
specific primer pairs (JVAF, JVAR primers, JVAP TagMan prob and JVAGF, JVAGR primers, JVAGP2 prob,
respectively) which amplifies to different size regions of partial 18S rRNA gene. Specific primers that amplifies 18S
rRNA gene of Cryptosporidium species were used in the nested PCR analyses. According to results detected by real
time PCR analyses, Cryptosporidium spp. were found to be positive in 31 (20.7%) samples, which were 23 (15.3%) C.
parvum and 8 (5.3%) Cryptosporidium spp. Whereas 29 (19.3%) out of examined samples were found to be positive by
nested PCR analyses. Real time PCR was used as a gold test in the determination of the sensitivity and specificity of
the tests. Sensitivity and specificity of nested PCR technique were determined as 93.5% and 100% when comparing
with the gold test real time PCR and the compatibility between two techniques was found to be 95.8%. The highest rate
of cryptosporidiosis was determined in 1-2 months old calves with a ratio of 23.2% and this was followed by 0-1 and 2-
3 months old calves with the ratios of 19.3% and 16.7%, respectively. The infection was found as 21.5% in male and
19.7% in female calves. The occurrence of infection in Holstein, Simental and Montofon breeds was found as 32.6%,
25% and 11.1%, respectively. This study was the first investigation of bovine cryptosporidiosis by real time PCR
technique in Turkey. Besides Cryptosporidium genus and C. parvum positivities were determined simultaneously for
the first time in Turkey.
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cryptosporidiosis, Cryptosporidium soyuna bagl
protozoonlar tarafindan olusturulan ve genellikle
ruminantlarin neonatal déneminde gortlen zoono-
tik bir enfeksiyondur. Cryptosporidium turleri,
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Buzagilarda cryptosporidiosis’in saptanmasi...

Apicomplexa kok altinda yer alan zoonotik karak-
terli, monoxen parazitlerdir. insan dahil birgok me-
meli, kanath ve suriingende sindirim sistemi epitel
hicrelerinde lokalize olan bu parazitler 6zellikle
geng¢ ve immun sistemi baskilanmis hayvanlarda
enfeksiyona neden olmaktadirlar (18, 21). Gunu-
muze kadar yaklasik 30 Cryptosporidium turl kla-
sifiye edilmis olmasina karsin sigirlar, genellikle C.
parvum, C. andersoni, C. bovis ve Onceden
Cryptosporidium deer-like genotipi olarak bilinen
C. ryanae ile enfekte olmaktadir (34). Bu tirlerden
C. andersoni her yastaki sigirlarda gorilebilirken,
C. parvum genellikle 2 ayliktan kiiglik buzagilarda,
C. bovis ve C. ryanae ise 2-11 aylik buzagilarda
enfeksiyona neden olmaktadir. C. parvum’un yol
actigr enfeksiyonlarda genellikle sulu ishal gorlir-
ken diger 3 tirde klinik semptomlar c¢ok nadir
gorulmekte ya da gortilmemektedir (10, 26).

Zoonotik karakterli olan cryptosporidiosis; Turki-
ye’nin de iginde bulundugu tropik ve subtropik Ul-
kelerde sigir yetistiriciligini tehdit eden ve buyuk
ekonomik kayiplara yol agan dnemli bir hastaliktir.
Bu hastalik, 6zellikle iki haftalik buzagilarda im-
mun sistemin zayif olmasi ile birlikte 6limcul sey-
redebilmektedir (6, 11).

Turkiye’'de bu enfeksiyonun yayginhgi Gzerine ¢a-
ismalarin daha ¢ok konvansiyonel yontemlerle
yapildigi, molekller c¢alismalarin ise ¢ok sinirh
sayida oldugu goérulmektedir. Hastaligin erken
dénemde dogru teshisi, meydana gelecek kayipla-
rin 6nine gecilmesinde oldukgca dnem arz etmek-
tedir. Bu agidan klasik ydntemlere gére daha 6zgil
ve duyarli olan molekiler tani yontemleri cryptos-
poridiosis’in spesifik teshisinde ve tur, alttir veya
suslarin ortaya konmasinda gunimuizde yaygin
olarak kullaniimaktadir (21, 25, 30).

Bu calisma, Nevsehir Yoéresinde ishalli buzagilarda
cryptosporidiosis’in real time PCR ve nested PCR
teknikleri ile karsilastirilmali olarak saptanmasi
amaciyla yapilmistir.

Gereg ve Yontem

Arastirma Sahasi, Hayvanlarin Belirlenmesi ve
Digki Orneklerinin Toplanmasi

Bu ¢alisma, 2010-2011 yillari arasinda Nevsehir'in
farkh ilce ve koylerindeki Holstayn, Montofon ve
Simental irklarina ait toplam 150 bas 1-3 aylik is-
halli buzagi Uzerinde yuratulmustdar. Digkilarin top-
lanmasinda blylk bas yetistiriciligi yapilan bari-
naklarda yeni dogan veya 3 ayliga kadar olan bu-
zagilarin varligi ve ishal gorulip gortlmedigi aras-
tinlmigtir. Buzagilar arasinda ishal belirtileri gdste-
renler arastirmaya dahil edilmistir. Orneklenen
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buzagilarin rektumundan teknigine uygun olarak
digki ornekleri alinmis ve steril digki kaplarina ko-
nulmustur. Orneklerin alimi sirasinda herhangi bir
kontaminasyona sebep vermemek igin titiz ve tek-
nigine uygun olarak ¢alisiimis ve her 6rnek alimin-
dan sonra eldivenler degistirilmistir. Diski kaplari-
na protokol numaralari verilmis, érnek alinan buza-
gilarin yas, irk ve cinsiyetleri kayit altina alinmistir.
Toplanan érnekler laboratuvarda -20 ‘C'de muha-
faza edilmiglerdir.

Genomik DNA izolasyonu

Diski 6rnekleri ekstraksiyon dncesinde oda isisin-
da ¢O6zinmeye birakilmistir. Céziinen Orneklerden
genomik DNA ekstraksiyonu, tam otomatik DNA/
RNA ekstraksiyon cihazinda (Bioneer ExiprepTM
16) yapilmistir. Final elisyon 50 pl olacak sekilde
ayarlanmistir. Elde edilen genomik DNA miktarlari
Nanodrop spektrofotometre (ACT Gene ASP-
3700) kullanilarak 6lgulmis ve en uygun konsant-
rasyonlar molekuler analizler 6ncesi hazirlanmistir.
Bu sekilde hazirlanan genomik DNA ekstraktlari
kullanilana kadar -20 C’de muhafaza edilmistir.

Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPCR)

Genomik DNA ekstraktlari, Cryptosporidium soy
ve C. parvum tur spesifik primer ve problar kullani-
larak real time PCR’'da es zamanl olarak analiz
edilmistir. Bu amagla TagMan prob bazli QPCR’da
Brilliant 1l Fast QPCR Master Mix (Agilent Techno-
logies, CA) kullaniimigtir. Real time PCR analizin-
de 18S rRNA (ribozomal RNA) gen bdlgesini amp-
lifiye eden ve baglanan spesifik primer ve problar
secilmistir (Tablo 1) (15).

Nested PCR

Nested PCR tekniginin birinci basamaginda geno-
mik DNA ekstraktlari, Cryptosporidium turlerinin
18S rRNA gen bdélgesini amplifiye eden 18SiCF2
(5'- GAC ATA TCA TTC AAG TTT CTG ACC-3’)
ve 18SiCR2 (5-CTG AAG GAG TAA GGA ACA
ACC- 3’) primerleri ile analize tabi tutulmustur.
ikinci PCR basamaginda ise 18SiCF1 (5- CCT
ATC AGC TTT AGA CGG TAG G- 3’) ve 18 SiCR1
(5'- TCT AAG AAT TTC ACC TCT GAC TG- 3)
primerleri kullaniimistir. Reaksiyon karisimi her iki
primer seti icin de 25 pl final konsantrasyonda ha-
zirlanmigtir. Reaksiyon karisimi; 1 X PCR buffer,
1.5 mM MgCl,, 12.5 pmol her bir primer, 200 mM
her bir dNTP ve 0.5U Tag DNA polymerase olarak
hazirlanmistir. Birinci PCR reaksiyonu igin 50 ng/ul
template DNA, ikinci PCR reaksiyonu igin ise ilk
reaksiyon sonucu elde edilen amplikondan 1 pl
kullaniimigtir.  Thermalcyclerda protokol her iki
PCR icin de initial denaturation: 94 C’de 5 dk; 45
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Tablo 1: Cryptosporidium soy ve C. parvum igin real time PCR'da kullanilan primer ve problar

Primer Adi Primer Dizilimi (5'---3") TM* (°C)
Cryptosporidium
spp.
JVAF ATGACGGGTAACGGGGAAT 56.7
JVAR CCAATTACAAAACCAAAAAGTCC 55.3
JVAP18S Cy5- CGCGCCTGCTGCCTTCCTTAGATG -BHQ2 67.8
C. parvum
JVAGF ACTTTTTGTTTGTTTTACGCCG 54.7
JVAGR AATGTGGTAGTTGCGGTTGAA 55.9
JVAGP2 FAM-ATTTATCTCTTCGTAGCGGCG-BHQ 57.9

* Erime sicakligi

siklus, denaturation: 94 :C’de 30s, annealing: 58 ’
C’de 30s, extension: 72 C’de 30 s; final extension:
72 C'de 10 dk olacak sekilde programlanmistir
(23).

Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR Urunleri
(10 pl) %1.5 ’luk agaroz jelde elektroforeze tabi
tutularak, CLP Jel Dokimantasyon Sistemi ve
Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP
INC Uplant, CA ) ile gorlntilenip analiz edilmistir.

Istatistiksel Analiz

Aragtirmada kullanilan nested PCR ydnteminin
duyarhlik ve 6zgullik degerleri real time PCR testi,
altin standart test alinarak ilgili formillere gére
hesaplanmistir (16). Buzagilarda cryptosporidio-
sis’in yayiliginda cinsiyet, yas ve irkin etkisi Ki-
Kare (Pearson’s Chi Square) testi ile degerlendiril-
migtir.

Bulgular

Real time PCR ile molekiler analizi yapilan 150
buzagidan 31’i (%20.7) cryptosporidiosis yénun-
den pozitif bulunmustur. Pozitif belirlenen érnekle-
rin 23’Unde (%15.3) C. parvum, 8‘inde (%5.3) ise
Cryptosporidium spp. pozitifligi belirlenmistir. C.
parvum ve Cryptosporidium spp. belirlenen bazi
orneklerin TagMan prob tabanl real time PCR’da
18S rRNA genini amplifiye eden spesifik primer ve
problarla analizi sonucu elde edilen amplifikasyon
egrileri Sekil 1’de verilmistir. Nested PCR sonugla-
rina goére ise 6rneklerin 29'unda (%19.3) Cryptos-
poridium spp. enfeksiyonu saptanmistir. Nested
PCR’da pozitif saptanan tim Ornekler real time

PCR’da da pozitif bulunmustur. Nested PCR ana-
lizi sonucu pozitif belirlenen 6rneklere ait ampli-
konlarin agaroz jeldeki gérinimleri Sekil 2’'de ve-
rilmistir. Real time PCR teknigi altin standart test
kabul edilerek nested PCR tekniginin duyarlilidr %
93.5 ve 6zgulligl ise %100 olarak belirlenmis, iki
teknik arasinda Kappa uyumluluk testine gére %
95.8 uyum bulunmustur (Tablo 2).

incelemesi yapilan buzagilarda cryptosporidiosis
insidensinin yas, cinsiyet ve irka gore dagihmi
Tablo 3’de verilmistir. Cryptosporidiosis’'in yas
gruplarina gére dagilimi incelendiginde en yiksek
%23.2 ile 1-2 aylik buzagilarda oldugu goérulmus-
tir. Bunu sirasiyla %19.3 ve %16.7 ile 0-1 ve 2-3
aylik buzagdilar izlemistir. Yas gruplar arasindaki
farkhhk istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur
(p>0.05). Enfeksiyonun erkek buzagilarda %21.5,
disilerde ise %19.7 oldugu gorilmis olup farklilk,
istatistiksel agidan dnemsiz bulunmustur (p>0.05).
Cryptosporidiosis’in Holstayn, Simental ve Monto-
fon irklarinda sirasiyla %32.6, %25 ve %11.1 yay-
gin oldugu goérilmustir. Montofon ile Holstayn
irklari arasindaki istatistiksel farklilik énemli bulu-
nurken (p<0.05), Simental ve diger iki irk arasinda
istatistiksel bir farklilik gérilmemistir (p>0.05).

Tartigsma ve Sonug

Yapilan molekiler ¢alismalar, cryptosporidiosis’in
sigirlarda oldukga yaygin oldugunu gdstermektedir
(35). DlUnya’da buzagilarda cryptosporidiosis ile
ilgili galismalara 1970’li yillarda baslanmasina kar-
sin (11) Turkiye’de bu protozoonun ookistleri buza-
gilarda ilk olarak 1984 yilinda bildirilmistir (3).

81



Buzagilarda cryptosporidiosis’in saptanmasi... Erciyes Univ Vet Fak Derg 9(2) 79-87, 2012

Tablo 2: . Nested PCR tekniginin altin standart real time PCR teknigine gore duyarlihgi ve 6zgilligu ile iki teknik
arasindaki Kappa uyumluluk orani

' Ozgiin Oranlara
Real Time PCR . 2 "

(Altin Standart) Ozgiin Oranlar Ait /;Sig“Gg:Jven

% Pozitif (+) Negatif (-) Duyarlilik: 0.93 (0.79-0.98)

% Pozitif (+) 29 0 Ozgiilliik: 1.00 (0.97-1.00)

% Kappa Degeri (K): 0.958

[}

z Negatif (-) 2 119

[
=
8
g
8
g
3
2

Sekil 1: Cryptosporidium spp. ve C. parvum pozitif saptanan érneklerin TagMan real time PCR da es zamanli analizleri
sonucu belirlenen amplifikasyon grafikleri a,b,c: C. parvum , a',b',c', Cryptosporidium spp.
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Sekil 2: Cryptosporidium tirlerinin parsiyel 18S rRNA gen bdlgesini amplifiye eden 18SiCF2 ve 18SiCR2 primerleri ile
nested PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goériinimi M: Marker; 1,2,3: Pozitif érnekler; 4:
Pozitif kontrol; 5: Negatif kontrol

Tablo 3: Buzagilarda cryptosporidiosis prevalansinin yas, cinsiyet ve irkla iligkisi

. Enfekte sigir P

Faktor Incelenen sigir sayisi
Sayisi %’si

Yas gruplari (ay)
0-1 88 17 19.3
1-2 56 13 23.2 p>0.05
2-3 6 1 16.7
Cinsiyet
Erkek 79 17 21.5
Disi 71 14 19.7 p>0.05
Irk
Simental 32 8 25.0%°
Holstayn 46 15 32.6° p<0.05
Montofon 72 8 11.1°
Toplam 150 31 20.7

ab: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel agidan dnemlidir.
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Daha sonra yapilan galismalarda (5, 11, 22, 33)
cryptosporidiosis’in buzagi, kuzu ve oglak gibi
geng¢ hayvanlarda ciddi sorunlara neden oldugu
kaydedilmis ve bu hastaligin goérilmesinde suru
buyukligl, yetistirme tipi, dogum zamani ve sitten
kesme gibi risk faktorlerinin etkili oldugu bildiriimis-
tir. Tlrkiye’de glinimize kadar sidirlarda cryptos-
poridiosis Uzerine ¢alismalarin daha ¢ok konvansi-
yonel parazitolojik yontemlerle yapildigi gérilmek-
te olup molekiler ¢alismalarin sayisinin ¢ok sinirli-
dir. Degisik cografi yapi ve mevsime ait farkli bol-
gelerde konvansiyonel ydntemlerle yapilan mikros-
kobik calismalarda buzagilarda Cryptosporidium
spp. ookistlerine Karacabey harasinda %26.7 (3),
Elazig’'da %7.2 (19), Aydin’da %10.7 (20), Kars’'ta
%25.7-%38.8 (2, 28), %32.9 (1); Konya’da %27.33
(6); Sivas'ta %70.3 (8), Ankara'da %35.8 (24),
Hakkari'de %22.14 (12); Van’da %13.2 (13) ve
Erzurum’da %22.8 (27) oraninda rastlaniimigtir.

Turkiye'de sigirlarda yapilan sinirli bazi molekiler
calismalarda (9) nested PCR ile Cryptosporidium
spp. varligi belirlenmis ancak tur ve/veya genotip
ayrimi yapilmamistir. Diger yandan C. parvum tip
1 ve tip 2 genotiplerinin, spesifik real time PCR ve
PCR-RFLP teknikleri ile dinyanin farkli bélgelerin-
den insan ve buzagilardan elde edilmis izolatlar ile
deneysel laboratuar izolatlarinda arastirildigi bir
calismada (31), Kars ilindeki buzagilardan elde
edilmis 15 izolatin her iki teknik ile de tip 2 genotipi
oldugu ortaya konmustur. C. parvum’un Kars'ta
buzagilardan izole edilmis 15 izolat ile israilde
yine buzagilardan izole edilmis 61 izolatta multiple
polymorphic genetik markerlar kullanarak genotip-
lerinin arastirildidi diger bir ¢alismada (32), iki po-
pulasyon sigir yetistiriciliginin parazit populasyo-
nun yapisi Uzerine etkisi yoniunden karsilastiriimis-
tir. Kars yoresinde daha ¢ok ticarete dayali olarak
ciftlikler arasinda sik hayvan nakilleri olmasinin
parazit popullasyonlarinin yayilmasina yol agtigi,
bu durumun Israil’de ise bulunmadidi kaydedilmis-
tir. Ayni calismada (32), her iki Ulke igin farkli mul-
tilokus genotiplerinin bireysel olarak igletmelerle
sinirh kaldigi belirlenmis, ¢iftlik basina disen ge-
notip ve mikst izolat sayisinin Turkiye’de daha
yaygin oldugu saptanmistir.

Turkiye’'de cryptosporidiosis Uzerine yapilan diger
bazi molekiler ¢alismalarda Sungur ve ark. (30),
hastanelere ishal sikayeti ile bagvuran 18 ¢cocuk ve
yine ishal tablosuna sahip olan 27 buzag diskisi
olmak Uzere toplam 45 6rnegi nested PCR ile in-
celemigler, buzagi digkilarinin 8'inde (%29.7), ¢o-
cuk diskilarinin 1’'inde (%5.6) olmak Uzere toplam
9 (%20) ornekte Cryptosporidum spp. pozitifligi
saptamiglardir. Cryptosporidiosis tanisinda taze ve
formaldehitle saklanmis diski 6rneklerinde PCR
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yonteminin etkinligini arastirmak amaciyla yapilan
diger bir gaismada (9) Ege Universitesi Tip Fakiil-
tesi Hastanesi Parazitoloji Poliklinigine basvuran
ve diski incelemeleri sonucunda, Cryptosporidium
spp. ookistleri saptanan 22 hastaya ait 23'U taze,
10 tanesi ise %10 formaldehit iginde saklanmis
toplam 33 digki 6rnegi nested PCR ybntemi ile
incelenmis ve bu yontemin taze digkilarda duyarli-
hk ve 6zgulligu %100, formaldehitli digkilardaki
ise duyarhlik %50 olarak belirlenmistir. Ankara'nin
degisik hastanelerine ishal sikayeti ile bagvuran 98
hastadan ve yine Ankara'da bulunan degisik sigir-
cilik igletmelerindeki 32 buzagdidan alinan toplam
130 digki 6rneginin nested PCR ile incelendigi bir
calismada (25) sonucu, buzagilarda %37.5 insan-
larda ise %1.02 oraninda Cryptosporidium spp.
pozitifligi saptanmistir. Mevcut galismada ise mo-
lekiler incelemesi yapilan 150 buzaginin %20.7’si
cryptosporidiosis yoninden pozitif bulunmustur.
Real time PCR teknigi ile pozitif belirlenen érnek-
lerde C. parvum ve Cryptosporidium spp. enfeksi-
yonlarinin ayirici teshisi yapilmistir. C. parvum
orani %15.3, Cryptosporidium spp. orani ise %5.3
olarak saptanmistir. Bu sonuglar arastirma yore-
sinde yayginlik gosteren tiriin C. parvum oldugu-
nu ortaya koymustur. Cryptosporidiosis igin sapta-
nan bu oran, Sungur ve ark.’nin (30) sonuglar ile
paralellik gostermistir.

Son yillarda cryptosporidiosis’in  tir spesifik
teshisinde de kullaniimaya baslayan ribozomal ve
mitokondriyal cesitli gen bdlgelerini hedef alarak
spesifik primer ve problar ile real time PCR
arastirmalari yapiimaktadir. Real time PCR teknigi;
hizi, ylksek duyarlilik ve 6zgullik, segiciligi, hedef
patojen veya gen bdlgesinin kantitatif olarak
belirlenebilmesi dolayisiyla paraziteminin ortaya
konmasi ve buna bagli tedavi etkinliginin takibine
olanak saglamasi gibi ustin Ozelliklere sahiptir.
Ayrica Ozellikle miks enfeksiyonlarda farkl turlerin
es zamanl  teghisine olanak saglamasi,
otomasyona uygun olmasi ve kontaminasyon
riskinin ¢cok daha dusuk olmasi gibi avantajlarla da
konvansiyonel PCR, nested PCR ve antijen veya
monoklonal antikor tabanli ELISA gibi cesitli
tekniklere gore Ustin  bir teknik olarak
kullaniimaktadir (4, 14, 15).

Bunun birlikte Real time PCR tekniginin, sahip
oldugu ylksek duyarlilik ve 6zgullik yaninda, es
zamanli hizh teshise ve kantitasyona olanak
saglamasi ve paraziteminin belirlenebilmesi,
dolayisiyla  tedavi  etkinliginin  takibi  ve
kontaminasyon riskinin minimize olmasi gibi
avantajlara sahip oldugu goérilmdastar.



Erciyes Univ Vet Fak Derg 9(2) 79-87, 2012

Bu calismada da s6z konusu avantajlari nedeniyle
arastirma yoresinde ishalli buzagilarda
cryptosporidiosis durumunu net olarak ortaya
koyabilmek amaciyla C. parvum ve
Cryptosporidium spp. icin 18S rRNA gen bdlgesini
hedef alan spesifik primer ve problar kullaniimis ve
real time PCR analizi gercgeklestiriimistir. So6z
konusu teknik ile es zamanl olarak C. parvum ve
Cryptosporidium spp. pozitiflikleri spesifik bir
sekilde ortaya konmustur. Ct (dR) degerleri de
belirlenerek 6rneklerdeki parazitemi hakkinda
veriler elde edilmistir. Bununla beraber real time
PCR’da pozitif belirlenen ve Ct (dR) degerleri
yiksek olan (240) iki ©rnegin nested PCR
analizleri  sonrasi, agaroz  jel Uzerinde
amplifikasyonu tespit edilememistir. Her iki
teknigin de cryptosporidiosis’in teshisinde %100
O0zglllige sahip oldugu belirlenmesine karsin
Ozellikle parazitemisi diglUk olan rezervuarlarin
ortaya konabilmesinde real time PCR tekniginin
¢ok daha duyarli bir ydntem oldugu goéralmdastar.

Cryptosporidiosis'’in epidemiyolojisinde risk
faktorlerinin  basinda konak yasi gelmektedir.
Cryptosporidiosis’in  gorilme sikliginin  buzagi,
kuzu ve oglaklarin kalabalik olarak barindirildigi
isletmelerde ylksektir. Ozellikle bir ayliga kadar
olan buzagilarda klinik tablo sekillenmektedir.
Cryptosporidiosis’e en yaygin olarak 1-3 haftalik
gen¢ hayvanlarda rastlanildigi daha sonraki

yaslarda  Cryptosporidium  spp. ookistlerine
rastlanma oraninin yasla ters orantih olarak
distigl rapor edilmistir (2, 7, 17, 29). Bu

calismada ise en ylksek oran %23.2 ile 1-2 aylik
buzagilarda belirlenmis olup bunu sirasiyla %19.3
ve %16.7 ile 0-1 ve 2-3 aylik buzagilar izlemistir.
Yas gruplar arasindaki farklilik istatistiksel agidan
onemsiz bulunmustur (p>0.05). Bunun yaninda
enfeksiyonun erkek buzagilarda %21.5, disilerde
ise %19.7 oldugu goérilmus ancak bu farkhhdin da
istatistiksel agidan ©6nemsiz oldugu saptanmistir
(p>0.05). Cryptosporidiosis'’in irka gore
dagiliminda en yiksek oran %32.6 ile Holstayn
irkinda belirlenmistir. Bunu %25 ile Simental ve %
11.1 ile Montofon irklari izlemistir. Montofon ile
Holstayn irki arasindaki istatistiksel farkllik dnemli
bulunurken (p<0.05), Simental ve diger iki 1rk
arasinda enfeksiyonun gorilmesi agisindan
istatistiksel bir farklilik bulunmamistir (p>0.05).
Ortaya ¢ikan bu durum, isletme yonetiminden ve
Oornekleme dagilimindan ileri gelmis olabilir.

Sonug olarak bu galismada, Turkiye'de sigirlarda
cryptosporidiosis real time PCR teknigi ile ilk kez
arastinlmis ve Nevsehir yoresinde ishalli buzagi-
larda cryptosporidiosis’in gorilme sikhgi molekuiler
olarak saptanmistir. Arastirmada Turkiye’'de ilk kez
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Cryptosporidium soy ve C. parvum pozitifligi esza-
manli olarak ortaya konmustur. Real time PCR
tekniginin 6zellikle molekiler epidemiyolojik ¢alis-
malarda ve rezervuarlarin belilenmesinde sahip
oldugu avantajlarla 6ne ¢iktigi gordlmustir. Bu
calisma, Turkiye’de sigir cryptosporidiosis’inin
molekuler epidemiyolojisi ve hastaliktan sorumlu
turler ve genotipler Gzerine yapilacak diger calis-
malara da model olusturacaktir.

Tesekkiir

Arastiricilar, bu calismaya, TSY-10-3337 kodlu
proje ile destek saglayan Erciyes Universitesi Bi-
limsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi'ne
tesekkur eder.

Kaynaklar

1. Arslan MO, Erdogan HM, Tanriverdi S.
Neonatal buzagilarda  cryptosporidiosis’in
epidemiyolojisi. 13. Ulusal Parazitoloji Kongre-
si, Program ve Ozet Kitabi, SB6-01, Konya
2003; s. 186.

2. Arslan MO, Gicik Y, Erdogan HM, Sari B.
Prevalence of Cryptosporidium spp. oocysts in
diarrhoeic calves in Kars province Turkey. Turk
J Vet Anim Sci. 2001; 25: 161-64.

3. Burgu A. Turkiye'de buzagilarda
Cryptosporidium’larin bulunusu ile ilgili ilk ¢alis-
malar. Ankara Univ Vet Fak Derg 1984; 31(3):
573-85.

4. Calderaro A, Montecchini S, Gorrini C, Dettori
G, Chezzi C. Similar diagnostic performances
of antigen detection and nucleic acid detection
of Cryptosporidium spp. in a low-prevalence
setting. Diagn Microbiol Infect Dis 2011; 70
(1):72-7.

5. Castro-Hermida JA, Gonzales-Losada YA,
Ares-Mazas E. Prevalence of and risk factors
involved in the spread of neonatal bovine
cryptosporidiosis in Galicia (NW Spain). Vet
Parasitol 2002; 106: 1-10.

6. Celiksbz A, Celik S. Cumhuriyet Universitesi
Hastanesi’'nde gastroenteritli ve malndtrisyonlu
hastalarda Cryptosporidium spp. arastirmasi. T
Parazitol Derg 2003; 27: 85-8.

7. Citil M, Arslan MO, Giines V, Erdogan HM.
Neonatal buzagi ishallerinde Cryptosporidium
ve Eimeria enfeksiyonlarinin rolii. Kafkas Univ
Vet Fak Derg 2004; 10(1): 59-64.

8. Degerli S, Celiksdéz A, Kalkan K, Ozgelik S.
Prevalence of Cryptosporidium spp. and
Giardia spp. in cows and calves in Sivas. Turk
J Vet Anim Sci 2005; 29: 995-9.

85



Buzagilarda cryptosporidiosis’in saptanmasi...

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

86

Dirim Erdogan D, Dagci H, Turgay N, Akarca
US, Alkan MZ. The molecular diagnosis of
cryptosporidiosis in fresh and formalin
preserved fecal samples. Turkiye Parazitol
Derg 2009; 33(2): 120-4.

Fayer R, Santi’'n M, Trout JM:
Cryptosporidium ryanaen sp. (Apicomplexa:
Cryptosporidiidae) in cattle (Bos taurus). Vet
Parasitol 2008; 156: 191-8.

Fayer R. Cryptosporidium: a water-borne
zoonotic parasite. Vet Parasitol 2004; 126: 37
-56.

Go6z Y, Gul A, Aydn A. Hakkari yoresinde
sigirlarda Cryptosporidium sp.'nin yayginhgi.
YYU Veteriner Fakultesi Dergisi 2007; 18 (2):
37-40.

Gil A, Cigek M, Kiling O. Prevalence of
Eimeria spp., Cryptosporidium spp. and
Giardia spp. in calves in the Van Province. T
Parazitol Derg 2008; 32(3): 202-4.

Hadfield SJ, Robinson G, Elwin K, Chalmers
RM. Detection and differentiation of
Cryptosporidium spp. in human clinical
samples by use of real-time PCR J Clin
Microbiol 2011; 49(3): 918-24.

Jothikumar N, da Silva AJ, Moura |,
Qvarnstrom Y, Hill VR. Detection and
differentiation of Cryptosporidium hominis
and Cryptosporidium parvum by dual
TagMan assays. J Med Microbiol 2008; 57 (Pt
9):1099-105.

Lalkhen AG, McCluskey A. Clinical tests:
sensitivity and specificity. Critical Care & Pain
2008; 8(6): 221-3

Maldonado-Camargo S, Atwill ER,
Saltijeral-Oaxaca JA, Herrera-Alonso LC.
Prevalence of and risk factors forshedding of
Cryptosporidium parvum in Holstayn Freisian
dairycalves in central Mexico. Prev Vet Med
1998; 36: 95-107.

Ondrackova Z, Kvac M, Sak B, Kvetonova D,
Rost M. Prevalence and molecular
characterization of Cryptosporidium spp. in
dairy cattle in South Bohemia, the Czech
Republic. Vet Parasitol 2009; 165(1-2): 141-
4.

Ozer E, Erdogmus SZ, Kéroglu E. Elaziy
yoresinde buzagi ve kuzularda bulunan
Cryptosporidium’un yayilisi Uzerinde arastir-
malar. Turk J Vet Anim Sci 1990; 14: 439-45.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Erciyes Univ Vet Fak Derg 9(2) 79-87, 2012

Ozlem MB, Eren H, Kaya O. Aydin ybresi
buzagilarda Cryptosporidium’larin varliginin
arastirimasi. Bornova Vet Kont Arag Enst
Derg 1997; 22: 15-22.

Paul S, Chandra D, Tewari AK, Banerjee PS,
Ray DD, Boral R, Rao JR. Comparative
evaluation and economic assessment of
coprological diagnostic methods and PCR for
detection of Cryptosporidium spp. in bovines.
Vet Parasitol 2009; 164(2-4): 291-5.

Ramirez NE, Ward LA, Sreevatsan S. Review
of the biology and epidemiology of
cryptosporidiosis in humans and animals.
Microbes and Infection 2004; 6: 773-85.

Ryan U, Xiao L, Read C, Zhou L, Lal AA,
Pavlasek |. Identification of novel
Cryptosporidium genotypes from the Czech
Republic. Appl Environ Microbiol 2003; 69
(7): 4302-7.

Sahal M, Karaer Z, Yasa Duru S, Cizmeci S,
Tanyel B. Cryptosporidiosis in newborn
calves in Ankara region: clinical, haematolo-
gical findings and treatment with  Lasalocid-
NA. Dtsch Tierarztl Wochenschr 2005; 112
(6): 203-8.

Sakarya Y, Kar S, Tanyuksel M. Detection of
Cryptosporidium spp. in humans and calves
through Nested PCR and carbol fuchsin
staining methods in Ankara, Turkey. Kafkas
Univ Vet Fak Derg 2010; 16 (6): 977-80.

Santi'n M, Trout JM. Livestock. In: Fayer R,
Xiao L. Cryptosporidium and
Cryptosporidiosis. Boca Raton FL, CRC
Press 2007; 451- 83.

Sari B, Aktag MS, Arslan MO. The prevalen-
ce of Cryptosporidium spp. in calves in Erzu-
rum province. T Parazitol Derg 2008; 32(2):
116-9.

Sari B, Arslan MO, Gicik Y, Kara M, Tasgi
GT. The prevalence of Cryptosporidium
species in diarrhoeic lambs in Kars province
and potential risk factors. Trop Anim Health
Prod 2009; 41(5): 819-26.

Seving F, Irmak K, Seving M. The
prevalence of Cryptosporidium parvum
infection in the diarrhoiec and nondiarrhoeic
calves. Revue Med Vet 2003; 154(5): 357-61.

Sungur T, Kar S, Guven E, Aktas M, Karaer
Z, Vatansever Z. Detection of
Cryptosporidium spp. in feces with nested
PCR and carbol fuchsin staining method. T
Parazitol Derg 2008; 32(4): 305-8.



Erciyes Univ Vet Fak Derg 9(2) 79-87, 2012 A.T. SIMSEK, A. INCI, A. YILDIRIM, A. GILOGLU, Z. BISKIN, O. DUZLU

31. Tanniverdi S, Arslan MO, Akiyoshi DE, Tzipori
S, Widmer G. Identification of genotypically
mixed Cryptosporidium parvum populations
in humans and calves. Mol Biochem Parasitol
2003; 130(1): 13-22.

32. Tanriverdi S, Markovics A, Arslan MO, Gtik
A, Shkap V, Widmer G. Emergence of distinct
genotypes of Cryptosporidium parvum in
structured host populations. Appl Enviro
Microbiol 2006; 72(4): 2507-13.

33. Thompson RCA, Olson ME, Zhu G, Enomoto
S, Abrahamsen MS, Hijjawi NS.
Cryptosporidium and Cryptosporidiosis. Adv
Parasitol 2005; 59: 77-158.

34. Xiao L, Feng Y: Zoonotic cryptosporidiosis.
FEMS Immunol. Med Microbiol 2008; 52: 309
-23.

35. Xiao L. Molecular epidemiology of
cryptospoidiosis: an update. Exp Parasitol
2010; 124: 80-9.

Yazigma Adresi :

Prof. Dr. Abdullah INCI

Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dali

Tel: 0352 2076666/29940

E-mail: ainci@erciyes.edu.tr

87




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


