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Bu galisma insan ve birgok evcil hayvanda ishale neden olan Cryptosporidium’un Diyarbakir ve gevresinde ishalli buzagilarda yayginliginin
ve tlrlerinin belirlenmesi amaciyla ylratilmustir. Cryptosporidiosis yayginligini belirlemek icin bolgede bir ayliga kadar olan ishalli 64
buzagidan digki 6rnekleri alinmistir. Alinan 6rnekler ookist varligi yoninden direkt imminfloresan antikor teknigi kullanilarak
incelenmistir. Cryptosporidium spp. ookistleri 64 6rnegin 36 'sinda (%56.25) tespit edilmistir. Mikroskobik olarak Cryptosporidium spp.
ookistlerinin tespit edildigi pozitif bitiin 6rneklerden SSU rRNA lokusunun PCR drinleri elde edilmis ve iki Cryptosporidium tiri
tanimlanmistir. Tanimlanan C. parvum (32/36, %88.9) baskin tir olarak belirlenirken, C. ryanae (4/36, %11.1) tanimlanan diger tiirdiir. Bu
¢alismanin sonucunda Diyarbakir ve gevresinde ishalli buzagilarda cryptosporidiosisin nemi ve yine ishalli buzagilarda potansiyel zoonotik
oneme sahip olan C. parvum tiriine yiiksek oranda rastlaniimasiyla buzagilarin diger hayvan ve insanlar igin bulas kaynagi olabilecegi
ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Buzagi, Cryptosporidium, Diyarbakir, Nested PCR, zoonoz

Prevalence and Molecular Characterization of Cryptosporidium spp.’in Calves with Diarrhea in Diyarbakir Province
Abstract

This study was carried out in calves with diarrhea in order to determine the prevalence and species of Cryptosporidium, which causes
diarrhea in humans and many domestic animals, in Diyarbakir and its surroundings, located in the southeast of Turkey. Stool samples
were taken from the rectums of 64 calves with diarrhea up to one month old, using sterile gloves to determine the prevalence of
Cryptosporidiosis. The samples were examined for the presence of oocysts using direct immunofluorescence antibody technique.
Cryptosporidium spp. oocysts were detected in 36 (56.25%) of 64 samples. PCR products of the SSU rRNA locus were obtained from all
positive samples and two Cryptosporidium species were identified. While C. parvum identified 32 (88.9%) was determined as the dominant
species, C. ryanae was the other identified 4 (11.1%) species. As a result of this study, the importance of cryptosporidiosis in diarrheal
calves in Diyarbakir and its district. and the high incidence of C. parvum species, which has a potential zoonotic importance in diarrheal
calves, have been revealed to be a source of transmission to other animals and humans.
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GiRi$ kosullarin yetersiz oldugu yerlerde yasayanlar ve enfekte ki-
Cryptosporidium insan dahil bircok memelinin sindirim sis- silerle yakin temas edenlerde hastaligin yayginliginin yiksek
temi epitel hiicrelerine hiicre i¢i ekstrasitoplazmik olarak oldugu bildirilmistir (7).

yerlesen paraziter bir protozoondur. Zoonoz karekterdeki bu Cryptosporidium’un 20’den fazla farkli turd tanimlanir-
parazitin tiirlerinin neden oldugu cryptosporodiosis yiyecek ken bulundugu konaklardaki yayginligina gére Cryptospori-
ve su kaynakli bir enfeksiyon olup 6zellikle yeni dogan ve im- dium parvum ve C. andersoni (memelilerde), C. nasorum
mun supresif hayvan ve insanlarda enfeksiyona neden ol- (baliklarda), C. serpentis (surtingenlerde), ve C. meleagridis
maktadir (1-4). Hayvan sayilarinin artmasina bagh olarak ar- ve C. baileyi (kanatlilarda) olmak lzere yaygin olan 6 temel
tan hayvansal atik miktari ile birlikte bu parazitin tasinma- tur belirtiimektedir (8-10). Sigirlarin evcil hayvanlar arasinda
sinda 6nemli bir faktér olan su kaynaklarinin Cryptospori- Cryptosporidium tirlerinin en yaygin konakgisi oldugu bilin-
dium spp. ookistleri ile kirliligi artis géstermistir (5-6). Ozel- mektedir. Diinyada yapilan calismalarda sigirlarda 16'dan
likle hayvancilikla ugrasanlar, veteriner hekimler, hijyenik fazla tir ve genotip bildirilmis ve bunlarin arasinda C. par-

vum, C. bovis, C. andersoni ve C. ryanae tiirleri en yaygin olan
ve sigirlarin cryptosporidiosisine neden olan etkenler olarak
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kabul edilmektedir. Sut sigirlarinda Cryptosporidium turleri-
nin yasa bagl dagilimi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, C. par-
vum’un sitten kesilmemis buzagilarda, C. bovis ve C. rya-
nae'nin siitten kesilmis buzagilarda ve genglerde, C. anderso-
ni'in ise gogunlukla yetiskinlerde hastalik yaptigi bildirilmistir
(11-13).

Yenidogan buzagilarda yapilan calismalarda; ishalin
hem biliyiime hizint hem de karkas kalitesini azalttig1 gibi
6lim riskini de artirdigi gosterilmistir (14, 15). C. parvum bu-
zagilarin yeni dogan ishallerinde primer etiyolojik ajan olarak
tespit edildigi ve bu tirin buzagilarda sari sulu digki ile is-
hale, ilerleyici dehidrasyona, kilo kaybina, gecikmis biyime
ve ara sira 6lime neden olan bir enfeksiyon tablosu olustur-
dugu bildirilmistir (13, 16). C. parvum ile enfekte olmus siit-
ten kesilmemis buzagilar, zoonotik bulasma icin de énemli
rezervuarlar olarak kabul edilmektedir (17). Ayrica, sigir si-
rilerinde, enfekte hayvanlar, 6zellikle ishalli buzagilar, alti
haftaliktan biylk asemtomatik hayvanlar ookist ¢ikararak
diger ciftlik hayvanlari icin dogrudan enfeksiyon kaynagi ola-
rak hareket etmektedir (13, 17-19).

Cryptosporidiosis'den kaynaklanan ishal salginlarina,
son yillarda bircok tlkede sikga rastlaniimaktadir, Tirkiye'de
de ozellikle Cryptosporidiosis’den kaynaklanan neonatal bu-
zag ishalleri ve buna bagli 61im olaylari biiylik ekonomik ka-
yiplara yol agmaktadir (20-29).

Bu ¢alisma Diyarbakir merkez ve ilgelere bagl kdylerde,
bir ayliktan kuglk ishalli buzagilardan toplanan diski 6rnek-
lerinin mikroskobik ve molekiler yontemlerle Cryptospori-
dium spp. yayginliginin ve tirlerinin belirlenmesi amaciyla
yuratlilmustar.

MATERYAL VE METOT

Bu ¢alisma Ocak-Aralik 2018 yilinda Diyarbakir ve gevresinde
ylrattlmiustdr. Bir ayliktan kiglk ishalli 64 buzaginin rek-
tumlarindan diski 6rnekleri steril eldiven ve swap kullanila-
rak toplanmistir.

Mikroskobik Analiz

Diski ornekleri soguk zincirde laboratuvara getirilerek Cryp-
tosporidium ookistlerinin varligl yéninden ticari olarak te-
min edilen Crypto / Giardia-Cel FITC Staining Kit (Cellabs Inc.,
Brookvale, Avustralya) kullanilarak floresan mikroskobunda
200 x, 400 x ve 1000 x biiylitme altinda incelenmistir. Ornek-
ler molekiiler analiz yapilana kadar —20°C saklanmustir.

DNA Ekstraksiyonu Gen Amplifikasyonu Sekans Analizi

Total DNA izolasyonu ZR Fecal DNA MiniPrep kiti (Zymo Re-
search, Irvine, CA) kullanilarak yapiimistir. Tlrlerin tanimlan-
masl amaciyla, tiim DNA ektraktlari, Cryptosporidium'un SSU
rRNA geninin 830 bp pargasini amplifiye etmek icin Nested
PCR protokoliine tabi tutulmustur. PCR'In birinci turunda
1325 bp'lik bir PCR Griini, 5'-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3'
ve 5'-CCCTAATC CTTCGAAACAGGA-3' kullanilarak amplifiye
edilmistir. PCR'nin ikinci turu 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTA-
GATAAAG-3've 5'-AAGGAGTAAGGACAACCTCCA-3' primer-
leri kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonlari, 10 x
PCR tamponu, 3 mM MgClz, 0.2 mM dNTP, her primerden 20
pmol ve 2 U Taq DNA polimeraz igeren toplam 50 pL hacimde
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ve 3 dk 94°C'de ilk denatlirasyon 35 dongi, 45 sn 94°C'de 45
snicin 55° Cve 1 dk 72°C'de ve 7 dk i¢in 72° C'de son uzatma
kosullari altinda gerceklestirilmistir. ikinci adim PCR karisimi
ve kosullari, 1.5 mM MgCl, konsantrasyonunun kullaniimasi
disinda birincil PCR ile ayni olarak gergeklestirilmistir (30,
31). PCR driinleri %1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutul-
mus ve etidyum bromir ile boyanarak gorsellestirilmistir.
ikincil PCR Uriinleri, Sanger dizi analiz ydntemi ile (ABI PRISM
310 modeli; Perkin-Elmer, ABD) sekanslanmistir.

BULGULAR

Mikroskobik Analiz

Mikroskobik inceleme sonucunda bir ayliga kadar olan ishalli
64 buzaginin Cryptosporidium spp. yayginhgi %56.25 (36/64)
olarak belirlenmistir. (Tablo 1, Sekil 1).

Tablo 1. Diyarbakir ve gevresinde ishalli buzagilarda Cryptospori-
dium’un prevalansi ve tirleri

DIFAT %
Ornek sayisi 64
Pozitif 36 56.25
Negatif 28 43.75
Nested PCR %
Ornek sayisi 36
C. parvum 32 88.9
C. ryanae 4 111

Sekil 1. Fluoresan mikroskobunda X 40 objektifte DIFAT ile pozitif
belirlenen bir 6rnege ait resim goruntisi

Molekiiler Analiz

Cryptosporidium oositlerinin mikroskobik olarak tanimlan-
dig1 36 numunenin SSU rRNA lokusundan PCR Urinleri basa-
riyla elde edilmis ve iki Cryptosporidium tiri tanimlanmistir.
Tanimlanan C. parvum (36/32, %88.9) baskin tir olarak be-
lirlenirken, C. ryanae (36/4, %11.1) tanimlanan diger turdur.
(Tablo 1, Sekil 2). Ornekler sekans analizi icin ticari bir fir-
maya gonderilmis ve elde ettigimiz veriler GenBank’taki ve-
rilerle karsilastirlmistir. Calismada belirlenen C. parvum,
MN918240.1, MN918160 Genbank numarasi ile benzerlik ve
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C. ryanea, MF671876.1 Genbank numarasi ile benzerlik

gostermistir.

Sekil 2. A: Cryptosporidium spp. pozitif 6rneklerin SSU rRNA geninin
1325 bp %1 agaroz jel gorintisi, B: Cryptosporidium spp. pozitif
orneklerin SSU rRNA geninin 830 bp %1.4 agaroz jel goriintlisi, M:
Marker (100 bp DNA ladder)

TARTISMA VE SONUC

Cryptosporidium tirleri buzagilarda neonatal dénemde is-
hale neden olan en 6nemli etkenlerdendir. Son yillarda cryp-
tosporidiosis lizerine molekiiler ¢alismalarin artmasi ile bir-
likte buzagilarda gorulen Cryptosporidium turleri ve bunlarin
zoonotik dnemleri ortaya konmaya baslanmistir (32).
Tirkiye’de buzagilarda Cryptosporidium’un varhg: ilk
olarak Burgu (33) tarafindan bildirilmistir. Ulkemizde daha
sonra yapilan ¢alismalarda bu protozoonun yayginligi belirle-
mek igin g¢esitli mikroskobik tani yontemleri kullaniimakla
birlikte ginimlzde molekiiler yontemler kullanilarak yapi-
lan ¢alismalarda artis olmustur. Farkli illerde ¢esitli mikros-
kobik yontemlerle yuritalmis calismalarda ishalli buzagi-
larda Cryptosporidium spp. ookistlerine Kars'ta %25.7,
%37.7, %5.94 (34-36), Aydin’ da %10.7 (37), Ankara’da %63.3
(38), Konya’da %39.4 (39), Sivas'ta %7 (40), Erzurum’da
%30.3 (41), %13.6 (22) oraninda rastlandigi bildirilmistir.
Yine ishalli buzagilarda Cryptosporidium spp. varhgini belirle-
mek Uzerine yapilan molekiler calismalarda, Aysul ve ark.
(42) Aydin’da %24.2, Simsek ve ark. (43) Nevsehir'de %19.3,
Yildinm ve ark. (21) Burdur'da %57.5, Kayseri’de %58.2, G-
ven ve ark. (22) Erzurum’da %13.6, Bin Kabir ve ark. (24)
Konya’da %27.4 oraninda Cryptosporidium spp. tespit ettik-
lerini bildirmislerdir. Dinyada farkli dlkelerde yapilan calis-
malarda ishalli buzagilarda Cryptosporidium’un prevanlansi
Cezayir‘de %40.5 (44), Tunus’ta %55.5 (45), Fransa’da %88.6
(46), Cin’de %52.6 (47) Hindistan'da % 32.3 (48), %50 (49),
Kanada'da % 40.6 (50) oranlarinda rapor edilmistir. Diyarba-
kir ve gevresinde yapilan bu ¢alismada bir ayliga kadar olan
ishalli 64 buzagida Cryptosporidium’un prevanlansi %56.25
olarak belirlenmistir. Bu oran Burdur, Kayseri, Hindistan, Cin
ve Tunus’ta bildirilen oranlarla benzerlik gésterirken, Ankara
ve Fransa’da bildirilen oranlardan diisiik diger bildirilen oran-
lardan daha yiksektir (21, 22, 24, 34-50). Calismalar arasinda
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gorilen bu farklihga toplanan materyal sayisinin, ciftlik ko-
sullarinin, buzagilarin yasinin, giftliklerdeki hayvan sayisinin
etkili olabilecegi diistintilmektedir.

Tim diinyada sigirlari enfekte ettigi bilinen baslica
Cryptosporidium turlerinin C. parvum, C. bovis, C. ryanae ve
C. andersoni oldugu rapor edilmistir (51). Turkiye'deki Cryp-
tosporidium tirlerinin molekiler karakterizasyonu sonu-
cunda, C. parvum (20-24, 42, 43), C. bovis (20, 24, 42) ve C.
ryanae (20, 21, 23, 42) olmak Gzere 3 tirin varligi bildirilmis-
tir. Bizim galismamizda ishalli buzagilarda C. parvum ve C.
ryanae olmak lizere Turkiye’de gorilen iki tir tespit edilmis-
tir.

Dinyada ve Tirkiye’de buzagilarda bildirilen bu tirler
arasinda zoonotik bir hastalik olan cryptosporidiosis'e neden
olmasi agisindan bilinen en 6nemli tiir C. parvum'dur (52-55).
Diinya’da farkh tlkelerde yapilan bir¢ok ¢alismada C. parvum
sutten kesilmemis buzagilarda en yaygin tir olarak bildiril-
mistir (56-60). Dlinyada bildirilene benzer sekilde Tirkiye'de
de buzagilarda C. parvum'un baskin tiir olarak goruldugi bil-
diren calismalar bulunmaktadir (20-24, 42, 43). Aydin’da is-
halli buzagilarda PCR-RFLP sonucu C. parvum teshis edilmis
olup, yayginhg %24.2 oraninda oldugu bildirilmistir (42).
Nevsehir'de Real Time PCR ile buzagilarda C. parvum yaygin-
ligin1 %15.3 (23/150) olarak bildirirken, C. ryanae (2 /150), C.
bovis (1/150) turleri de saptadiklarini raporlamislardir (43).
Kars yoresinde ishalli buzagilarda PCR-RFLP ile yapilan calis-
mada en yaygin tiriin C. parvum oldugu belirlenmis olup, C.
bovis ve C. ryanae tirleri de bulunmustur (20). Glven ve ark.
(22) yaptiklari calismada ishalli buzagilarda C. parvum tek tiir
olarak bildirilirken, Ozkan ve ark. (23) C. parvum (27/28), C.
ryanae (1/28) tespit ettiklerini bildirmislerdir (22, 23).
Konya’'da C. parvum %27.1, C bovis %0.3 oraninda rastlandig
bildirilirken (24), Kayseri’de C. parvum’a %53.6, Burdur'da
ise C. parvum’a %52.5 oraninda baskin tir olarak rastlandigi
bildirilmistir (21). Bu ¢alismada 6rneklerin SSU rRNA loku-
sundan elde edilen PCR Uriinlerinin sekans analizleri sonucu
Diinya’da ve Tirkiye’'de bildirilenlere benzer sekilde C. par-
vum (%88.9) baskin tiir oldugu tespit edildi.

Sonug olarak ishalli buzagilarda enfeksiyonun prevalan-
sinin yiiksek olmasi neonatal buzagi ishallerinde cryptospori-
diosis bolge icin 6nemini ortaya koymaktadir. Ayrica ishalli
buzagilarda potansiyel zoonotik 6neme sahip olan C. parvum
tiriine ylksek oranla rastlanmasi ishalli buzagilarin diger
hayvan ve insanlar i¢in bulasma kaynagi olabilecegi kanisi
olusturmustur.
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