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OZET

Trichomonas vaginalis ve Cryptosporidium parvum PARAZITLERINDE
BULUNAN SISTEIN PROTEAZ GENLERININ KLONLANMASI VE
REKOMBINANT OLARAK URETILMESI

Aynur ZE. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Parazitoloji
(T1p) Programm Doktora Tezi, Aydin, 2020.

Protozoa aleminin Apicomplexa filumunda yer alan Cryptosporidium tiirleri okaryotik
protozoonlardir ve tiim tiirleri hiicre i¢i parazitlerdir. Cryptosporidiosis, Cryptosporidium
cinsine bagli, protozoonlarin neden oldugu, tiim diinyada oldukca yaygin olarak bulunan ve
100°den fazla canli tiirlinde goriilen zoonoz bir hastaliktir. Flagellali bir protozoon olan
Trichomonas vaginalis, insanlarda iireme yolu enfeksiyonu olan trikomoniyaza neden olur.
Trikomoniyaz diinyada viral olmayan cinsel yolla bulagan en yaygin hastaliktir. T. vaginalis,
idrar yolu, vajina ve prostata bulasan, flagellali, tek hiicreli, anaerobik bir protozoondur.
Sistein proteazlar hem Cryptosporidium hem de Trichomonas suslarinda 6nemli virulans
faktorleri arasindadir. Birgok parazitte bulunan ve invazyonda 6nemli olan bu enzimler ilag
tasarimlari i¢in hedef olarak kabul edilirler.

Bu c¢alismada patojen olan Cryptosporidium parvum ve Trichomonas vaginalis tiirlerinin
sistein proteaz genlerinin klonlanmasi amaglanmigtir. Klonlamada kullanilmak amaciyla gen
pozitif 6rnek bulmak igin 63 Cryptosporidium spp ve 28 T. vaginalis ornegi ¢alisiimis ve
cryptopain i¢in, 22(%35) ve CP39 icinse 19(%68) pozitiflik bulunmustur. Tiim cryptopain
pozitif suslarin ayni zamanda cryptostatin i¢in de pozitif oldugu saptanmistir. Cryptopain,
cryptostatin ve CP39 i¢in pozitif saptanan orneklerden, restriksiyon enzim tanima bolgeleri
eklenerek olusturulan primerler yardimiyla PCR yontemiyle ¢ogaltilmistir. Amplikonlar pET-
28a ekspresyon plazmidine yerlestirilmis ve E.coli BL21 susuna transformasyon yoluyla
aktarilmistir. Klonlanan cryptostatin, cryptopain ve cp39 genlerinden protein sentezlenip
sentezlenmedigi SDSPage yoOntemiyle test edilmistir. Transformantlarin sistein proteaz
aktivitesinin belirlenmesi i¢in jelatini par¢alama 6zelligi test edilmis sonugta hem cryptopain
hem de CP39 genleri aktarilmis E.coli BL21 suslarinin jelatinaz aktivitesi gosterdigi
saptanmistir. Cryptostatinin bu aktiviteyi 6nleme etkisi test edilmis ve jelatinaz aktivitesinin

onlendigi belirlenmistir.
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Rekombinant olarak iiretilen sistein proteazlarin tanida ve tedavide kullanim potansiyeli
vardir. Bu proteinlerin antijen olarak kullanilmasiyla elde edilecek antikorlarin tani kitlerinde
kullanim olasiligi mevcuttur. Bu proteazlarin hasarli dokuda debridman olarak
kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Ayrica sistein proteazlarin baska parazitlerde asi antijeni
olarak kullanimi {izerine ¢aligmalar mevcuttur. Proteaz inhibitérlerinin ise parazit

enfeksiyonlarinin tedavisinde ilag olarak kullanilma olasilig1 vardir.

Anahtar Kelimeler: Trichomonas vaginalis, Cryptosporidium parvum, sistein proteaz,

klonlama, rekombinant tretim
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ABSTRACT

CLONING AND RECOMBINANT PRODUCTION OF CYSTEINE
PROTEASE GENES IN THE PARASITES OF Trichomonas vaginalis and
Cryptosporidium parvum

Aynur ZE. Aydin Adnan Menderes University Institute Parasitology (Medicine)
Program PhD Thesis Aydin, 2020.

The Cryptosporidium species in the Apicomplexa phylum of the Protozoa realm are
eukaryotic protozoons and all species are intracellular parasites. Cryptosporodiosis is a
zoonotic disease that is caused by protozoal species in the genus Cryptosporidium and has
been reported in more than 100 species. Trichomonas vaginalis is a flagellated, single-celled
and anaerobic protozoon that causes trichomoniasis in humans. This protozoal infection affects
the reproductive tract, urinary tract, vagina and prostate. Trichomoniasis is the most common
non-viral sexually transmitted disease in the world.

Cysteine proteases are among the major virulence factors in both Cryptosporidium and
Trichomonas strains. These enzymes, which are found in many parasites and are important in
invasion, are considered as targets for drug designs.

In this study, it was aimed to clone the cysteine protease genes of the pathogen C. parvum and
T. vaginalis species. In order to find gene positive samples for cloning, 63 Cryptosporidium
spp and 28 T. vaginalis samples were studied and 22 (35%) and 19 (68%) positivity were
found for cryptopain and CP39, respectively. All cryptopain positive strains were also found
to be positive for cryptostatin. Cryptopain was amplified using PCR method with the help of
primers created by adding restriction enzyme recognition regions from the samples found
positive for cryptostatin and CP39. Amplicons were placed in the expression plasmid pET-
28a and transferred to E. coli BL21 strain by transformation. Protein synthesis of the cloned
cryptostatin, cryptopain and cp39 genes was tested by SDS Page method. The cysteine
protease activity of transformants was tested against gelatin. It has been determined that E.
coli BL21 strains showing both gelatinase activity have been transferred to both cryptopain
and CP39 genes. Prevention of gelatinase activity of cryptostatin was tested and it was found

that gelatinase activity was inhibited.
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Recombinantly produced cysteine proteases have the potential to be used in diagnosis and
treatment of protozoal infections. It is possible to use the antibodies produced against these
proteins as antigens in diagnostic kits. It is envisaged that these proteases can be used as
debridement in damaged tissue. Also, there are studies on the use of cysteine proteases as
vaccine antigens in other parasites. In conclusion, protease inhibitors can be used as drugs in
the treatment of parasitic infections.

Keywords: Trichomonas vaginalis, Cryptosporidium parvum, cysteine protease, cloning,

recombinant production
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1. GIRIS

Cryptosporidium spp. hiicre igi ve ekstrasitoplazmik bir protozoondur. Insanlar1 da
kapsayan ¢ok sayida omurgali tiiriinde gastrointestinal mikrovilluslarda hasara neden olan
apikompleksa subesinde yer alan parazitlerdir. Klinik tablo enfekte konagin, immun
durumuna ve yasina bagl olarak degiskenlik gosterir. Ozellikle 5 yas alt1 ¢ocuklarda ve
immunsupresif hastalarda 20 litreye varabilen kolera benzeri diyareye neden olup, hayati
tehdit edici bir tablo olusturabilmektedir. Hastalik koruma ve kontrol merkezi (CDC)’nin
verilerine gore biyoterdrizm ajani olarak degerlendirilen ve kategori B’de yer alan tek parazit
turtidiir.  Cryptosporidium  tiirlerinin  yaptigi hastaliga kriptosporidiyoz adi verilir.
Cryptosporidiosiste intestinal, respiratuar, hepatobiliyer ve pankreatik cryptosporidiosis
olmak tizere dort farkli klinik tablo goriiliir (Griffiths ve ark, 1998). Zoonotik tiir olarak 6ne
¢ikan C. parvum diinyada oldukga yaygin olarak bulunmakta gelismekte olan iilkelerin yani
sira uygulanan miicadele programlarina ragmen gelismis ilkeleri de oOnemli diizeyde
etkilenmektedir (Starling ve Arrowood, 1993). Amerika Birlesik Devletlerin’de yilda 15
milyon insanin ishal sikayeti ile kliniklere bagvurdugu, bunun yaklasik 300.000 kadarina
kriptosporodiyoz teshisi kondugu ve bu diizeyin gidaya bagli ishal olgularindan 45 kat daha
fazla oldugu bildirilmistir (Fayer ve ark, 2000).

Flagellali bir protozoon olan Trichomonas vaginalis ise, insanlarda tirogenital sistem
enfeksiyonu olan trikomoniyaze neden olur (Poole ve McClelland, 2013). Trikomoniyaz
diinyada viral olmayan cinsel yolla bulagan en yaygin hastaliktir. T. vaginalis, idrar yolu,
vajina ve prostata bulasan, flagellali , tek hiicreli, anaerobik bir protozoondur ( Schwebke ve
Burgess, 2004).

Proteazlar veya peptidazlar peptid baglarinin hidroliz reaksiyonu ile yikimini
katalizler. Peptid baglarin1 pargalamakta substrat baglama bolgelerinde bulunan sisteinleri
kullananlara sistein proteazlar adi verilir. Sistein proteazlar hem prokaryotik hem de
okaryotik organizmalarda bulunmaktadir. Sistein proteaz inhibitorleri (SPI); chagasin
inhibitorlerinin benzeri olup oldukca kiiciik proteinlerdir ve diisiik molekiil agirliklarina (11-
15 kDa) sahiptirler. Bazi parazitik protozoonlarda, bakterilerde ve arkealarda
tanimlanmislardir (Rigden ve ark, 2002). SPiler (cryptostatin, thyropin vb. ) arasinda diisiik
sekans benzerlikleri mevcuttur. ilk olarak tanimlanan SPI Trypanosoma cruzi ‘den elde edilen

chagasindir. Sistein proteinazlar bir ¢ok parazitte Oonemli viriilans faktorleridir ve ilag



tasarimlar1 i¢in hedefler saglamaktadir (Sajid ve McKerrow, 2002) T. Cruzi’de bulunan
sistein proteinaz inhibitorleri ile yapilan ¢alismalar, bunlarin Chagas hastaligina kars1 tedavide
kullanilabilecegini géstermistir. Toksoplazmoz Toxoplasma gondii parazitinin etken oldugu
Ozellikle gebelerde ve immiin yetmezligi olan hastalarda agir seyredebilen bir hastaliktir.
AIDS hastalarinda siilfa alerjilerinin siklig1, toksoplazmozun tedavisin de sorun olmaktadir.
Toksoplazmadan izole edilen cathepsinB (TgCPB) spesifik inhibitorleri in vitro ortamda
takizoitlerin istilasin1 engelledigi gosterilmistir (Que ve ark, 2002).

Bu tez ¢alismasinda patojen olan C. parvum ve T. vaginalis tiirlerinin 6nemli virulans
faktorlerinden olan sistein proteaz genlerinin klonlanmasi amaglanmigtir. Bunun ig¢in
koleksiyonumuzda bulunan T. vaginalis ve C. parvum oérnekleri kullanilmistir. Sistein proteaz
inhibitorii olan cryptostatin ve sistein proteaz olan cryptopain genleri C.parvum’dan ve sistein
proteaz kodlayan cp39 geni 7. vaginalis'ten PCR yontemiyle ¢ogaltilmistir. Amplikonlar
PET-28a ekspresyon plazmidine yerlestirilmis ve E. coli BL21 susuna transformasyon yoluyla
aktarilmigtir. Klonlanan cryptostatin, cryptopain ve cp39 genlerinin ekspresyonu molekiiler

ve mikrobiyolojik yontemlerle dogrulanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Cryptosporidium parvum

2.1.1. Taksonomi

Ik kez 1895 yilinda Clarke tarafindan fark edilen ve “fare mide epiteli iizerinde yer
alan spor kiimeleri” olarak tanimlanmistir. Daha sonra 1907 yilinda Amerikali parazitolog
Ernest Edwart Tyzzer tarafindan Yunanca’da gizli spor anlamimna gelen Cryptosporidium
olarak isimlendirilmistir. Tyzzer 1910 yilinda bu protozoonun seksiiel ve aseksiiel gelisimini
aciklayarak ookistlerin diski ile disar1 atildigini ve ookistlerin igindeki sporozoitlerin serbest
halde oldugunu tespit etmistir. 1911 yilinda ise Leger tarafindan Cryptosporidium tiirlerinin
siiflandirmadaki yeri ilk olarak belirlenmistir (Dubey ve ark, 1990). 1955 yilinda ise
hindilerde bu parazite bagli (C. meleagridis) rapor edilen ilk 6lim goriilmiistiir (Slavin,
1955).

Toxoplasma, Cyclospora, Isospora ve Sarcocystis gibi Cryptosporidium’ da
Eucoccidiorida taksonomik grubunda bulunan apikompleksan bir parazittir (Levine,1984).
Memeli, siiriingen, kus ve baliklar gibi birgok konakta hastaliga neden olan Cryptosporidium
cinsi organizmalar; koksidiyan alt sinifina ait protozoonlardir . 100’lin iizerinde farkli tiirii
rapor edilen bu parazit, diinyada yaygin olan patojen bir protozoondur (Spano ve Crisanti
2000). Insanlarda ve hayvanlarda Cryptosporidium tiirleri ishal ve gastroenteritin 6nemli

sebeplerinden biri olarak bilinmektedir.



Tablo 1. Cryptosporidium cinsinin taksonomideki yeri (Tyzzer, 1912; Xiao ve ark, 2002)

Siiflandirma  Isim Biyolojik Ozellikler

Alem Animalia

Alt Alem Protista Okaryotik, tek hiicreli canli

Sube Apicomplexa Mikrotiibiillerden olusan apikal kompleks yapilar
olup, vezikiiler bir ¢ekirdege sahiptir ve tiim tiirleri
parazittir

Simif Sporozoa Ookist olusturma, seksiiel ve aseksiiel lireme, hiicreye

giren parazitin kayma kontraksiyon seklinde hareketi
vardir

Alt Simf Coccidia Yasam dongiileri merogoni, gametogoni ve sporogoni
seklinde olup ¢ogu omurgalida parazit olarak yasarlar.

Takim Eucoccidia Merogoni evresi omurgali konakta geger.

Alt Takim Eimeriina Makro ve mikrogamet olusumu farklidir. Zigot
hareketsiz olup konoid mevcuttur.

Aile Cryptosporidiidae  Monoksen gelisim soz konusudur ve konak siireci
yiizey membrant altinda gergeklesir. Ookistleri
sporokist icermez, ¢iplak 4 sporozoiti vardir.

Cins Cryptosporidium

Bu tabloda, farkli konaklardan izole edilen Cryptosporidium tiirlerinin, ookist duvari
ve sporozoit antijenleri karsilastirmali olarak incelenmis ve tiirler arasinda farkliliklar
gosterilmistir. Tyzzer’in farelerde yaptigir calisma sonucunda, biiyiik ookist yapisiyla mide
paraziti olan C. muris ve kiigiik ookist yapisiyla bagirsak paraziti olan C. parvum olarak iki
tir tammlanmustir (Tyzzer, 1912; Xiao ve ark, 2002).

Bugiine kadar Cryptosporidium cinsine ait olan 27 tiir belirlenmistir (Ryan ve
ark,2014,2015). Bunlardan 3 tanesi (C. baileyi, C. meleagridis, C. galli) kuslarda; 19 tiirii ( C.
muris, C. parvum, C. wrairi, C. felis, C. andersoni, C. canis, C. suis, C.bovis, C. fayeri, C.
macropodum, C. ryanae, C. xiaoi, C. ubiquitum, C. cuniculus, C. tyzzeri, C. viatorum, C.
scrofarum ve C. erinacei) memelilerde; 1 tiirii (C. fragile) amfibilerde ; 2 tiirii ( C. serpentis
ve C. varanii) reptillerde ve 2 tiirii ise (C. molnari ve C. huwi) baliklarda bulunmustur. (Ryan
ve ark. 2014,2015). C.parvum, C.hominis, C.meleagridis, C.felis, C.canis, C.suis ve C.muris)

olmak iizere 7 farkli Cryptosporidium tiirii insanlarda hastalia sebep olmakta, fakat
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salginlarin ve vakalarin ¢ogunda C.parvum ve C.hominis saptanmaktadir (Caccio ve ark
1999).Su ana kadar 40 genotipi tanimlanmis olmakla beraber artan biyolojik ve molekiiler

caligmalar dogrultusunda bu sayida da artis olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.1.2.Morfolojisi

Okaryotik protozoon olan Cryptosporidium Protozoa Aaleminin Apicomplexa
filumunda yer almaktadir. Hiicre i¢i parazitler olan Cryptosporidium cinsindeki tiim tiirlerin
DNA'’lan bir ¢ift zarla etrafi ¢evrili olan niikleus i¢inde bulunur (Fayer 2008).

Cryptosporidium; konak hiicre igerisinde bulundugu yere gore; diger hiicre igi
parazitlerinden ayrilirlar (Huang ve ark, 2014).

Bu ayrima neden olan 6zellikler:

1) Hiicre i¢i yerlesim gosteren diger parazit tiirleri hiicrenin sitoplazmasina
yerlesirken, Cryptosporidium tiirleri hiicrenin ekstrasitoplazmik alaninda yerlesirler. (Unat ve
ark, 1995).

2) Parazitte konak hiicreye baglanmasmin ardindan kendi i¢in gerekli besin
maddelerini almasini kolaylastiran ¢ok membranli baglanma ya da beslenme organeli benzeri
olusan paraziter vakuol olustururlar.

3) Ince ya da kalin duvarl iki farkl1 ookistleri vardur,

4) Boyutu 5.0 x 4.5 um olan kiigiik ookistleri sporokist, mikrofil ve polar graniil
icermezler (Petry,2004).

5) Tiim anti-koksidiyal ilaglara kars1 direnglidirler (Cabada ve White, 2010).

6) Anti- kriptosporodiyal monoklonal antikorlar gregarinlerle ¢apraz reaksiyon verirler
(Bull ve ark,1998).

Ookistlerinin igindeki sporozoitleri ¢evreleyen sporokistlerinin olmamasi nedeniyle
Cryptosporidium (=gizli sporokistler) olarak isimlendirilmistir (Tyzzer 1912).

Genomik ve biyokimyasal veriler Cryptosporidium’un diger apikompleksan
parazitlerden apikoplast organelinin eksik olmasi nedeniyle de farkli oldugunu gostermistir
(Abrahamsen ve ark,2004).

Molekiiler ¢alismalar; Cryptosporidium tiirlerinin gregarinlere koksidiyanlardan daha
yakin oldugunu gostermistir. Cryptosporidium tiirleri ile gregarin tiirii olan Ascogregarina

taiwanensis‘in tim genom analizi karsilagtirildiginda filogenetik agidan benzer olduklar



saptanmigtir (Templeton ve ark,2010). Yapilacak olan genomik calismalar Cryptosporidium
tiirlerinin taksonomik yerlerinin ¢ok daha iyi anlagilabilmesini saglayacaktir.
Insanlar yaklasik 20 farkli Cryptosporidium genotipi ile enfekte olabilirken en sik

rapor edilenleri C. parvum ve C. hominis’tir (Ryan ve ark, 2014).

2.1.3. Genotipik Ozellikleri

Cryptosporidium tiirlerine ait ookistlerin yapisinda, biyiikligi 0.9-1.4 Mb arasinda
degisen 8 adet kromozom bulunmaktadir. Genomun GC oran1 %30-40 arasinda degismekte
olup, toplam genom uzunluklar1 C. parvum’da 9,11 Mb ve C. hominis ’te 9,16 Mb oldugu
bilinmektedir. Kromozom {izerinde  bulunan gen sayilari tiirler arasinda farkliliklar
gostermektedir. Oregin; C. hominis ’te 3.994, C. parvum da 3.952 gen bulunmaktadur.
(Thompson ve ark, 2005; Kissinger, 2008). Genomun G+C orani ise C. parvum’'da %30.3
iken, C. hominis ’te %31.7°dir. Genlerin %5- 20’sinde intron yoktur. C. parvum’da
kodlanmayan bolge biiytikligi 2.32 Mb iken, C. hominis’de 2.87 Mb’dir (Abrahamsen ve
ark, 2004). C. parvum ve C. hominis tiirleri incelendiginde genom uzunlugundaki
degisikliklere ragmen genomlarinin %97 oraninda ayni oldugu ve tiirleri arasindaki fenotipik
farkliliklarin genler arasindaki ¢ok kiiglik degisikliklerden kaynaklandigi disiiniilmektedir.
Her iki tiirde de 4 - 5 adet tRNA, 6 adet 5S rRNA ve 5 adet 5.8S, 18S ve 28S RNA genleri
bulunmaktadir (Kissinger, 2008).

Cryptosporidium hominis’in Ia, Ib, Id, Ie, If, Ig olmak tizere toplam 6, C. parvum’un
lla, llb, llc, 1ld, le, IIf, IIg, ITh, IIi, Ik, IIT olmak tizere toplam 11 subtip familyas: tespit
edilmistir. C. parvum’un bu subtip familyalarindan Ila, IIb ve IId zoonotik olup ¢ok sayida
subgenotipleri bulunmustur. C. parvum Ila subtip familyasinin 45 subgenotipi tanimlanmis
olup, bunlardan 18’i hem insan hem de sigirlarda bulunmaktadir. C. parvum IId’nin ise 13
subgenotipi vardir ve bunlardan 6’s1 insan ve sigirlarda goriilmektedir. Insan ve hayvanlarda
en ¢ok goriilen zoonotik tip C. parvum Ila subtip familyasidir. Diinyada en yaygin olarak
goriilen zoonotik subtipler ise [TaA15G2R1 ve 11aA18G3R1’dir. Cryptosporidium tiirlerinin
GP-60 gen sekans analizi sonucu yiiksek derecede genetik polimorfizim gosterdigi ve bu
nedenle ¢ok sayida genotiplerinin belirlendigi kaydedilmistir (Plutzer ve Karanis 2007,
Thompson ve ark. 2007). Diinyada 61 Cryptosporidium subgenotipi rapor edilmistir.
Bunlardan 24 subgenotip insanlara bulagmaktadir(Plutzer ve Karanis 2007, Thompson ve ark.
2007).



Konak spektrumu genis olan ve sigirlarda da yaygin olarak bulunan C. parvum

tirtiniin GP60 lokusundaki subgenotipleri Tablo 2 ‘de goriilmektedir (Nichols 2008).

Tablo 2. Cryptosporidium parvum’ un subgenotipleri (Nichols, 2008)

Subtip Familya Konak/OQokist Kaynagi Subgenotipi

C. parvum lla Buzagi- insan (zoonotik) 11aA15G2R1, 11aA15G2R2,
[TaA16G1R1 (45 subgenotipi, 16’s1

sigir ve insanlarda)

C. parvum Ilb Insan, Buzag1, Koyun(zoonotik) 1lbA14
C. parvum llc Insan (Antroponotik) I1cA5G3a, IIcA5G3b, 11cA5G3d
C. parvum Iid Insan, Buzag1 (zoonotik) I1dA18G1
(13 subgenotipi,6 st sigir ve
insanlarda
C. parvum lle Antroponotik 1leA12G1
C. parvum IIf IIfA6
C. parvum llg 11gA9
C. parvum llh IIhA7G4
C. parvum Ili 1iA10

C. parvum Ik

C. parvum Il

Diinyada yaygin olarak bulunan tiirlerden olan ve insanlarin Cryptosporidium
enfeksiyonlarinda etiyolojik olarak birinci derecede rol oynayan C. hominis tiiriiniin GP60

lokusundaki subgenotipleri Tablo 3.’de sunulmustur (Nichols 2008).

Tablo 3. Cryptosporidium hominis’ in subgenotipleri (Nichols, 2008)

Subtip familyas1 Konak/ookist kaynagi Subgenotip

C. hominis la Insan 1aA23R4

C. hominis Ib Insan IbA10G2, IbA9G3
C. hominis Id Insan IdA16

C. hominis le Insan leA11G3T3

C. hominis If Insan IfA19G1

C. hominis Ig Insan IgA24

Apicomplexa grubu parazitlerde bulunan mitokondri veya plastid organelleri C.

parvum’da goriilmemektedir (Uner ve ark, 2007).



Cryptosporidium spp. alt tiirlerinin belirlenmesi ig¢in son zamanlarda yapilan
molekiiler taksonomik ¢aligmalarda Cryptosporidium genotipleri 18S rRNA’ daki ve 70 kDa
heat shock protein genindeki farkliliklar esas alinmistir (Plutzer, 2008).

2.1.4. Virulans Faktorleri

Cryptosporidium enfeksiyonunun baslamasi ve devam etmesinden sorumlu faktorleri
belirlemek icin gesitli calismalar yapilmistir. Cryptosporidium normal olarak sistemik bir
enfeksiyona neden olmaz ya da derin dokuya niifuz etmez. Parazit bagirsak epitelinin apikal
yiizeyinde membrana bagli bir bdlme iginde bulunur ve bagirsagin emilim ve salgi
fonksiyonlarinda 6nemli anormalliklere neden olur. Bu hasar, konak epitel hiicrelerine ya
dogrudan hasar verebilir ya da enflamasyon hiicreleri ile sitokinlerin infeksiyon bolgesine
yonlendirilmesiyle dolayli olarak olabilir (Okhuysen ve Chappell, 2002).

Viriilans faktorleri, enfeksiyonu baslatmasi ve siirdiirebilmesi i¢in gerekli faktorlerdir.
Bu faktorler, yasam dongiisii boyunca, parazitin konak hiicresine girdigi andan 61diigii ana
kadar ya da bagka bir deyisle yasamsal dongiisiinii tamamlayana ve konak hiicreden atilana
kadar siirer. Bu sekilde konak canlilarini etkileyebilirler (Fayer ve ark, 2009).

Cryptosporidium’un varsayilan virlilans faktorleri, parazitin baslangig etkilesim
slireglerinde yer alan genler olarak tanimlanmistir. Bunlar; Cryptosporidium’ un ookist ve

sporozit evrelerinde bulunmaktadir (Wanyiri ve Ward, 2006).

2.1.4.1 Tutunma faktorleri

Enfeksiyonun olusturulmasinda kritik ilk adim, konak hiicrelere parazitin
baglanmasidir. Tutunma faktorleri; miisin benzeri glikoproteinler ve trombospondin olmak
tizere iki ana smiftan olugmaktadir (Wanyiri ve Ward, 2006). Riggs ve meslektaslar
tarafindan; 1.300 kDa' boyutunda olan circumsporozoite benzeri glikoprotein (CSL)’nin
sporozoit ve merozoitlerin apikal kompleksiyle iliskili oldugu tanimlanmistir. (Riggs ve ark,
1997, Langer ve Riggs 1999) . CSL, ¢dziiniir bir glikoprotein olarak salinir. Insan ve s1gir
bagirsak epitel hiicrelerinin yiizeyindeki bir reseptore spesifik olarak baglanan bir ligand igerir
(Langer ve Riggs 1999). CSL'ye karsi iiretilen monoklonal antikorlar sporozoitler ve

merozoitlerdeki degisimleri, sitma sirkiilerleri sporozoit ¢okelti (CSP) reaksiyonuna benzer



sekilde ortaya c¢ikar ve sporozoit bulasiciliginin ,tamamen noétralize edilmesine neden olur
(Riggs ve ark, 1997).

Glikoprotein 900 (gp900), sporozoit ekstraktlarinin hiperimmiin sigir kolostrumuyla
immiino-¢okeltilmesi ile tanimlanan biiylik bir glikoproteindir. Bu miisin benzeri biiyiik
glikoprotein, mikronemlerde ve invaziv merozoitler ile sporozoitlerin yiizeyinde bulunur.
Gp900’ {in konak hiicre invazyonunda gorev aldigi bilinmektedir (Barnes ve ark, 1998;
Bonnin ve ark,2001). Gp900'in amino asit dizisi, bir sinyal peptidine ve bir transmembran
alana sahiptir (Barnes ve ark, 1998). Cryptosporidium tiirlerinin sporozoit ve merozoit
evrelerinde ylizey proteini olarak gpl15/40/60 komplekleri de tanimlanmustir. Strong ve
arkadaglar1 gp15/40/60 mRNA boélgesinin, C. parvum yasam g¢evrimindeki , hiicre igi
asamalar1 sirasinda 60-kDa glikoprotein Onciisiine doniistiiriildiigiinii kanitlamislardir(Strong
ve ark, 2000). Bu ¢alismadan bagimsiz olarak Cevallos ve arkadaglart ayni geni C. parvum
genomik DNA'sindan klonlamis ve bunu Cpgp40 / 15 olarak adlandirmiglardir (Cevallos ve
ark, 2000). Sentezden kisa siire sonra, 60 kDa 6nciisii olan 15- ve 45-kDa glikoproteinleri de
tretilmistir. Gp40, parazitin yiizeyinde ve apikal bolgesinde lokalizedir ve yilizeyden
salinirlar, oysa gpl5 sporozoitlerin yiizeyindedir ve kayma hareketi sirasinda salinmaktadir
(Cevallos ve ark, 2000; Boulter ve ark, 2007). Bu yapilarin parazitte motilitede, hiicre
istilasinda ve parazitin konak hiicreye baglanmasinda 6nem tasidigi belirlenmistir (Wanyiri ve
Ward, 2006; O’Connor ve ark, 2009).

P23, antijenik olarak 23 kDa'lik bir sporozoit yiizey proteinidir. Enfeksiyonun ilk
safhalarinda salinirlar ve cografi olarak farkli izolatlardan elde edilmistir (Perryman ve ark,
1996). P23, C. parvum'a maruz birakilan hayvanlarda ve insanlarda antikor yanitlarini ortaya
cikarmaktadir. P23 noétralizasyona duyarli epitoplara sahiptir. P23 antijeninin olusturdugu
monoklonal antikorlar, farelerde enfeksiyonu belirgin olarak azaltmakta ve buzagilar
kriptosporidiosis'e kars1 korumaktadir (Boulter ve ark,2007) .

TRAP-C1 (trombospondin ile iligkili adeziv protein Cryptosporidium 1),
sporozoitlerin apikal kutbuna yerlesmis 76 kDa'lik bir proteindir. Diger apikomplexan
parazitlerde (Plasmodium spp, Toxoplasma gondii, Eimeria tenella ve Neospora spp.)
bulunan TRAP’ lere dizi ve yapisal homoloji gostermektedir (Boulter ve ark,2007). TRAP ve
onlarla yapisal olarak iligkili proteinler, parazitlerin kayma motilitesinden ve hiicre

penetrasyonundan sorumlu olabilmektedir (Boulter ve ark,2007).



2.1.4.2. Hiicresel hasar verenler

Cryptosporidium enfeksiyonu sirasinda enterosit mono tabakalarinda; dar hiicre
kavsaklarinin kesilmesi, bariyerlerde ki fonksiyon kaybi, laktat dehidrogenaz salimi1 ve artmis
hiicre 6lim oranlar parazitin meydana getirdigi hiicre hasarlar1 olarak bildirilmistir. Ayrica
fosfolipazlar, proteazlar ve hemolizinler dogrudan doku hasarina neden olabilmektedirler
(Okhuysen ve Chappell,2002).

Proteazlar parazitin yasam dongiisiinde, protein bozulmasina aracilik etmede, konak
dokularinin istilast ve konak hiicre bagisikligindan kaginma gibi 6nemli islevlere sahiptir
(Que ve Reed 2000). Cryptosporidium sporozoitlerinde ekskistasyon siirecinde;
aminopeptidaz, sistein proteaz ve serin proteazin belirgin proteaz aktiviteleri tanimlanmigtir
(Nesterenko ve ark,1995). Ekskistasyon sirasinda sporozoitlerdeki fonksiyonel proteazlarin
tanimlanmasi1 ve proteaz inhibitorlerinin varliginda enfeksiyonun Onlenmesi, proteazlarin
Cryptosporidium enfeksiyonunun yasam dongisiiniin ilk evrelerinde 6nemli oldugunu
gostermektedir (Okhuysen ve Chappell, 2002).

C. parvum’ da bulunan hemolizin H4 faktorii koyun kanli agarda tanimlanabilmistir
(Steele ve ark, 1995). Bu yapi enterohemorajik Escherichia coli O157:H7’ye benzer bir
hemoliz meydana getirmektedir (Steele ve ark, 1995). H4'in fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle beraber, hiicre membranlarin1 bozma kabiliyeti nedeniyle; hiicresel istilada ve /
veya vakuolar zarlarin parcalanmasinda, merozoitlerin parasitoforous vakuolden ¢ikmasinda
ve diger hiicrelere yayilmasinda gorev aldigr diisiiniilrmektedir (Okhuysen ve Chappell,
2002). Bir bagka Cryptosporidium proteini ise, C.parvum ATP baglayict kaset (CpABC)'dir
(CpABC) , bu proteinin parazitin konak hiicrelerden gerekli besin maddelerini almada kilit rol
aldig diistiniilmektedir (Perkins ve ark, 1999).

2.1.4.3. Is1 soku proteinleri

Is1 soku proteinleri (HSPs) c¢esitli stress uyarilarina cevap olarak biitiin canlilarin
hiicreleri tarafindan iretilen bir grup proteindir. Hiicreler bu proteinleri ani sicaklik
degisiklikleri, anoksi, reaktif oksijen metabolitleri ve glukoz diizeylerinde degisiklik gibi
cevresel faktorlere maruz kaldiklari zaman iretirler ve bu proteinler oldukga iyi korunan
proteinlerdir. Genellikle sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
ile belirlenen belirgin molekiiler agirliklar1 olan HSP90, HSP70 ve HSP65 tanimlanan
yapilarin ortak ailesidir (Miller ve ark, 2000). HSP'lerin, 6zellikle HSP70'in sentez seviyesi
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stres kosullar1 altinda ani bir sekilde artar (sicaklikta ani degisim, besin maddelerinin azalmasi
ve konakta immun yanit olusumu). HSP'ler diger proteinler i¢in hiicre i¢i saperonlar olarak
islev goriirler. Is1 soku proteinleri, protein-protein etkilesiminde énemli bir rol oynamaktadir;
yeni olusmus proteinlerin tasinmasi, katlanmasi, birlestirilmesi, biyosentezi ve sekresyonunu
kolaylastirirlar(Okhuysen ve Chappell, 2002). Cryptosporidium’ da HSP70 ve HSP90 olmak
tizere iki adet 1s1 soku proteini tanimlanmigtir. HSP70 geninde 6nemli polimorfizmler
tanimlanmis ve genotiplendirme amaglart icin kullanilmistir. Buna ragmen stres altinda
olusan HSP’ ler izolatlar veya alt tipler arasindaki genetik iliskiyi yansitmamaktadir (Morgan
ve ark, 2000).Apicomplexan bir parazit olan T. gondii’ de bulunan 1s1 soku proteinlerinin
ekspresyon seviyelerindeki nicel ve nitel farkliliklarin direkt olarak parazit virulansi ile iliskili

oldugu saptanmistir (Miller ve ark, 2000).

2.1.4.4. Contingency genleri

Contingency genleri patojen mikroorganizmalarda yaygin bulunan genlerdir. Bu
genlerde olusan mutasyonlar sayesinde fenotipte ¢abuk ve klonal degisikliklerin olusmasi
sonucu konaklarda patojenin hayatta kalmasina ve ¢ogalmasina destek olurlar (Barry ve ark,
2003). Cotingency genleri oldukca degiskendir. Virus, bakteri, fungus ve protozoanlar gibi
patojenik mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Contingency genleri, genomdaki diger genler
icin gecerli olan rekombinasyon oranindan daha yiliksek spontan rekombinasyon oranlarina
tabidir. Bu mutasyonel olaylar, konakta; parazitin hayatta kalmasina ve ¢ogalmasina daha
elverigli bir ortam hazirlamaktadir. C. parvum ve C. hominis genomik analizlerine
bakildiginda, s6z konusu bu genlerin kromozom sonlarina yakin oldukg¢a farkli bolgelerde yer
aldiklar goriilmektedir (Bouzid ve ark, 2010;Widmer ve Sullivan, 2012). Genomik analizlerin
karsilastirilmasi sonucunda C. parvum’ a spesifik olarak bulunan acil durum genine; Cops-1
ad1 verilirken; C. hominis’te bu gen Chos- 1 adi verilmistir. Her iki yapida 50kDa’ luk
glikoprotein yapisinda olup, benzer 6zellikleri paylagsmaktadirlar (Bouzid ve ark, 2010). Sekil

1.’de Cryptosporidium spp ’ye ait virulans faktorleri yer almaktadir
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Sekil 1. Cryptosporidium spp. ¢ ye ait virulans faktorler (Bouzid ve ark, 2013)

2.1.5.Yasam Dongiisii

Seksiiel ve asekstiel sikluslardan olusan Cryptosporidium tiirlerinin yasam ¢emberleri
komplekstir. Kimyasal ve mekanik etkilere karsi son derece dayanikli olan sert trilaminar
cepere sahip olan enfektif ookistler olumsuz ¢evre kosulart altinda sporozoitlerin
canliliklarimi korumasina yardimci olmaktadir (Fayer ve Ungar,1986). Oldukca sert olan
ceper yapsist atomik kuvvet mikroskobu altinda plastik malzemeye benzemektedir.
Monoksen bir parazit olan Cryptosporidium spp.ara konaksiz bir yasam dongiisiine sahiptir
ve konagin bagirsaklarinda siiren dongiiler sonucu enfeksiyon olusur. Cyptosporidium spp.
ookistlerinin alimi, enfekte hayvan ve kisilerden veya bunlarin digkisi ile enfekte olmus
gida ya da su ile olmaktadir. Cryptosporidium’ un yasam dongiisi memelilerde
enfeksiyona neden olan Eimeria ve Isospora gibi diger koksidian parazitlerin yagsam
dongiilerine benzerlik gostermektedir. Buna gore baslica alt1 gelisim evresi bulunmaktadir

(Ulgen ve Balcioglu, 2007).

2.1.5.1. Ekskistasyon (Kistin agilmasi) donemi

Parazitin hayat dongiisii diskiyla atilan ookistlerin agiz yolu ile alinmasiyla baglar.
Agiz yoluyla alinan ookistlerin icerisinde dort adet sporozoit bulunmaktadir. Diger
koksidiyan parazitler gibi sporokist igermezler. Enfekte olan canlinin on iki parmak
bagirsaginda ki sindirim enzimleri ve safra tuzlar1 yardimiyla ookistler pargalanmaktadir,

bunun yani sira spesifik etmenler olmadan da parcalanma (ekskistasyon) gerceklesmektedir.
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Spesifik etmenler olmadan meydana gelen ekskistasyon, konjunktival enfeksiyonu, solunum
sistemi enfeksiyonunu ve oto enfeksiyona neden olmaktadir. Konakta sekillenen
ekskistasyona benzer kist a¢ilimi bazi sartlar altinda 6zellikle osmotik stres sonucunda dis
ortamda da gergeklesebilmektedir. Bunun yani sira safra tuzlarminda kistlerin agilimin
uyardigy, total safra salgisinin da 6zellikle ookistin zayif hipoklorit solusyonu gibi oksidatif
ajanlara maruz kalmasindan sonra ekskistasyonu sagladigi yapilan deneysel caligmalar
sonucunda anlasilmistir. Ayrica yapilan bir diger arastirmada, 4-23 °C*lik bir ortamda bir gece
tutulan ookistlerin 37°C deki fosfatbuffer tuz solusyonunda saatlerce bekletildikten sonra
acildigi gozlenmistir. Ookistlerin agilabilmesi ve agilan ookistlerden g¢ikan sporozoitlerin
etkinligi i¢in en uygun pH’nin 6,8-7,4 oldugu yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir (Starling
ve Arrowood, 1993).

Ookistin agilmasi ookist duvari ilizerinden baslar ve acilan araliktan aktif hareketli 4
adet muz seklinde olan sporozoit serbest hale gecer. Sporozoitlerin bas kisimlari, bazi
kaynaklarda feeder organel olarak anilan baglayici bir protein i¢ermektedir. Serbest hale
gecen sporozoitler barsagin apikal yiizeyindeki hiicrelere derin olmayacak sekilde tutunurlar
(Sears ve Kirkpatrick, 2001).

2.1.5.2. Merogoni donemi

Sporozoit konak hiicre yilizeyine tutunduktan sonra apikal kompleksi araciligiyla
membran eritici faktor salgilmaya baslar. Boylece konak mikrovilluslarin ve membrani ile
kendisini sararak koruma alani olusturan vakuolii olusturur. Parazite intraseliiler
ekstrasitoplazmik bir konum kazandiran bu yap1 “parazitik vakuol’’olarak adlandirilir
(Starling ve Arrowood, 1993; Sears ve Kirkpatrick, 2001). Vakuol igerisinde trofozoit halini
alan protozoon eseysiz olarak (merogoni=sizogoni) ¢ogalarak tip I merontlart olusturur.
Sizogoni sirasinda trofozoitin ¢ekirdegi ard arda boliinerek 6-8 ¢ekirdekli sizontu olusturur.
Takip eden donemde her bir ¢ekirdek, sizont duvarinda farkli kisimlardan disa dogru evagine
olarak merozoitleri sekillendirir (Dubey ve ark, 1990). Sekillenen merozoitler konak hiicreyi
parcalayarak barsak liimenine dokiiliirler ve civardaki tahrip olmamis saglam hiicrelere
tutunurlar (Sears ve Kirkpatrick, 2001). Merozoitler barsak liimeninde yeni bir sizogoni
asamasina girerler ve tip I ya da tip II sizontlar1 olustururlar. Her iki sizontun da olusumu ayni
tarzda gerceklesmesine ragmen, tip I sizonttan 6-8 merozoit sekillenir tip II sizonttan ise
sadece 4 merozoit olusur. Bu asamadan sonra, Tip I sizontlardan koken alan merozoitler

konakta yeni hiicreleri enfekte ederek tekrar bir merogoni baslatirlar. Cryptosporidiosiste,
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ozellikle de immunstipresif hastalarda, Tip I sizont olusumunun siirekli tekrar1 s6z konusu
olabilmektedir ki siirekliligin temelinde yatan ana etkenin de bu oldugu bildirilmektedir
(Starling ve Arrowood, 1993).

2.1.5.3. Gametogoni donemi

Tip II sizontlardan olusan merozoitler yeni bir dongii olusturmadan konak ic¢inde yeni
hiicrelere girerler ve eseyli lireme fazi olan gametogoniyi baslatirlar. Gametogoni ile birlikte
merozoitlerden mikro ve makrogamontlar meydana gelmektedir. Gametogoni ile olusan
yapilarin biiyiik bir gogunlugu makrogamont olmaktadir (Starling ve Arrowood, 1993).

2.1.5.4. Dollenme donemi

Kiiciik kamgisiz fakat hareketli olan mikrogametler, mikrogamontlardan olusmaktadir.
Mermi benzeri bu yapilardan bir tanesi makrogameti doller ve sonucta zigot meydana gelir
(Ozcel ve ark, 2007).

2.1.5.5. Ookist dénemi

Parazitin bir konaktan digerine bulagmasini saglayan , dis ¢evre kosullarina dayanikl

olan ookist zigot duvarmin kalinlasmas ile olusmaktadir (Ozcel ve ark, 2007).

2.1.5.6. Sporogoni donemi

Diger koksidiyanlardan farkli olarak sporlanma konak icerisinde gergeklesir.
Sporlanma yolu ile ookist i¢inde enfektif sporozoitler olusur (Current ve Garcia, 1991). Sekil

2’de Cryptosporidium’un bulas yolu, Sekil 3’te ise Cryptosporidium’un yasam dongiisii yer

almaktadir.
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Sekil 2. Crptosporidium’un bulas yolu (Goldoft ve Todd, 2008)

Konak hiicre igerisinde sporogoni gegiren ookistler, konak barsak liimenine
dokildigiinde enfektif haldedir. Cyclospora, Toxoplasma ve Isospora gibi diger koksidiyan
parazit tiirlerinin ookistleri dis ortamda oksijenle temas edene kadar sporlanmamaktadirlar
(Current ve Garcia 1991). Cryptosporidium ookistlerinin % 80’1 dis kosullara dayanikli kalin
bir duvar ile gevrilidir. Kalin duvarli ookistler diskiyla atilarak diger konaklarda enfeksiyon
olusturmaktadir. Geriye kalan% 20’lik kuiisimin ookistleri ince ¢eperli olup, konak hiicrede
iclerindeki sporozoitlerin serbestlesmesiyle diger enterositlere girerler ve yeni bir yasam
dongiisii baslatarak otoenfeksiyona sebep olurlar. Otoenfektif ookistler, az sayida ookistle
enfekte olan kisilerde bile siddetli enfeksiyon tablosu gelistirirler. Bagisikligi baskilanmis
kisilerde, etken disaridan yeniden alinmasa da uzun siiren ve hastanin yasamini tehlikeye

diistirebilen tablolarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Fayer ve ark 1997).
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Sekil 3. Cryptosporidium’ un yasam dongiisii (Current ve Garcia, 1991)

Ilk kez Hijjawi ve arkadaslarmim 2002 yilindaki ¢alismalarinda Cryptosporidium’ un
yasam dongiisiindeki gamont varligi gibi hiicre dis1 asamalar1 gozlenmistir (Hijjawi ve ark,
2002). Ekstraseliiler gamont benzeri yapilar C. parvum ile enfekte farelerden izole edilmistir
(Hijjawi ve ark,2004).Ekstraseliiler yapinin kdkeni bilinmemektedir ancak bu yapilarin konak
hiicreye penetre olamamis hareketli trofozoit formlardan kaynakli olabilecegi

diigiiniilmektedir (Hijjawi ve ark,2004).

2.1.6. Epidemiyolojisi

Cryptosporidiosis epidemiyolojisini belirleyen temel faktorler arasinda, az sayida
ookistin konagi enfekte edebilir 6zellikte olmasi, ookistlerin dis ortamda uzun siire hayatta
kalabilmesi, ookistlerin bir¢ok dezenfektana karsi direngli olmasi ve konak viicudundan
atildiginda enfektif 6zellikte olmasi ile bazi genotipler i¢in hayvanlarin rezervuar konumunda
olmast yer almaktadir. Cryptosporidium spp.’nin ookistleri hem tatli hem tuzlu sularda
aylarca enfektif kalabilmektedir. Igme sularmin rutin bir sekilde klorlanmasinin veya

ozonlanmasmin Cryptosporidium spp.’nin ookistleri lizerine etkisi ya ¢ok azdir ya da hig
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yoktur. Tiim bu nedenlerden Cryptosporidium biyoterdrizm listesinde yer alan tek parazitik
tirdiir (Casemore, 1991).

2.1.6.1.insanlardaki epidemiyolojisi

1976 yilinda, 3 yasindaki gastroenteritli bir kizda ilk insan olgusu saptanmis (Nime ve
ark,1976) ve daha sonra ise immun sistemi baskilayicit ila¢ kullanan bir ¢iftgide
kriptosporidiyozis goriilmiis olup, bu olgu bir giftlikte yasayan hayvanlarda saptanan
enfeksiyonla ayni zamanda ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle cryptosporidiosisin zoonoz bir
hastalik olabilecegi diisiiniilmiistir.

1981-1982 yillarinda ise AIDS’li hastalarda Cryptosporidium enfeksiyonlar
saptanmig ve bu hastalarda siddetli ishale neden oldugu bildirilmistir. Bu kisilerde goriilen
uzun streli, siklikla bol sulu diski ve zayiflama gibi belirtiler enfeksiyonun firsat¢1 patojen
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Daha sonraki yillarda yayimlanan arastirmalarda laboratuvar
tan1 yontemlerinin gelismesiyle hayvan bakicilarinda, turistlerde ve bagisikligi saglam
kisilerde de salginlara neden oldugu bildirilmistir (Ozcel ve ark, 2007). 1985-1995 yillari
arasinda enfeksiyonun klinik ve epidemiyolojisine iliskin bilgilerin ¢ogu elde edilmistir
(Fayer ve Ungar 1986, Current ve Garcia 1991). Cryptosporidium parazitine bagli olusan
enfeksiyonlar 1982 yilinda ABD’de Hastalik Kontrol Merkezi (CDC) tarafindan AIDS’li
hastalarda ishal nedenlerinden biri olarak kabul edilmistir.

Gilinlimiizde ise 6 kitadan 90 {ilkede 6nemli bir problem boyutunu kazandigi ifade
edilmistir (Fayer ve ark, 2000). C. muris ve C. parvum’un hem insan hem de sigir genotipinin,
C. meleagridis, C. felis ve C. parvum’un kopek genotipinin insanlarda etkili oldugu
(Dillingham ve ark, 2002) ancak etkenin maymun, domuz, keseli, gelincik genotiplerinin
etkili olmadig1 (Abe ve ark, 2002) ortaya konmustur. C. hominis’in (eski adiyla C. parvum
genotip 1) insan dis1 canlilar1 pek etkilemedigi, ancak sadece bir domuz yavrusundan, bir
primattan ve bir deniz ineginden (Dugong dugon) izole edilmis oldugu bildirilmistir.
Insanlarda enfeksiyon olusturabilmek igin ortalama 132 (9 — 1042) C. parvum (eski adiyla C.
parvum genotip Il) ookistinin yeterli oldugu bilinmektedir. Milwaukee salgininda enfektif
dozun 1 -10 arasinda olabilecegi de gorilmiistiir (Dillingham ve ark, 2002).

Zoonotik tir olarak da one c¢ikan C.parvum diinyada oldukca yaygin olarak
bulunmaktadir ve gelismis {lilkelerde uygulanan miicadele programlarina ragmen hastalik
onemini siirdiirmektedir (Starling ve Arrowood, 1993). ABD’de yilda 15 milyon insanin ishal

sikayeti ile kliniklere basvurmakta ve bunun yaklasik 300.000 kadarina cryptosporidiosis
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teshisi konmaktadir. Bu oran gida kaynakli ishal olgularindan 45 kat daha fazladir (Fayer ve
ark, 2000). Yapilan epidemiyolojik taramalar sonucunda, gelismis ve gelismekte olan iilkeler
arasinda belirgin bir fark oldugu saptanmis (Sears ve Kirkpatrick, 2001) ve bu farkin iiglincii
diinya iilkelerinde su dezenfeksiyonun tam anlamiyla yapilamamasindan kaynaklandig: tespit
edilmistir (Fayer ve ark, 2000). Avrupa ve Kuzey Amerika’da insanlarda yapilan digki
taramalarinda %1-3, gelismekte olan iilkelerde ise %7-8,5 diizeyinde prevalans elde edilmistir
(Fahey, 2003).

Epidemiyolojik a¢idan asil risk grubunu ¢ocuklar, hastalarla iliskili olan aile fertleri,
hasta bakicilar, hayvan bakicilar1 (Dubey ve ark, 1990), beslenme problemi olan bireyler,
doku transplantasyonu yapilan hastalar, kemoterapi alan hastalar, zihinsel engelli kliniginde
kalan hastalar, turistler ve ozellikle AIDS hastalarinin oldugu immunsiipresif bireyler
olusturmaktadir (Fayer ve ark, 2000). Hastalikta belli bir cinsiyet veya irk yatkinligi ortaya
konamamasina ragmen insidensin, kadinlara ve damar i¢i uyusturucu kullananlara kiyasla
homoseksiiellerde daha fazla oldugu bildirilmistir (Fahey, 2003). Ozellikle 1-5 yas arasi
cocuklarda hastalik 6nemli olmaktadir (Sears ve Kirkpatrick, 2001). Hastaligin 6zellikle HIV-
pozitif bireylerde Onem tasimasi epidemiyolojik verilerin de yine bu insanlar iizerinde
yogunlagsmasina neden olmustur. AIDS’li bireylerde yapilan taramalarda insidens Amerika’da
%15-16, gelismekte olan iilkelerdeki hastalarda ise %30-50 diizeyinde bulunmustur (Fahey,
2003). Tablo 4’te Diinyada C. parvum’ un HIV pozitif insanlardaki prevalansi verilmektedir.

Tablo 4. Diinyada Cryptosporidium parvum’ un HIV pozitif insanlardaki prevalans1 (Wang
ve ark, 2018)

Prevalans Dagilimi (%) Ortalama Prevalans (%)
Avrupa 7,7-78,1 26,7
Asya 2,1- 45 15,7
Afrika 6,9-73,6 21,0
Amerika 3,9-31,3 12,9
Avusturalya 1,1-34 2,3

Hastalik gelismekte olan lilkelerde gelismis iilkelere oranla daha fazla goriilmektedir
(Casemore 1991). Ishalli ve mide-barsak sikayetleri olan, hastanede yatan ve diskis
laboratuvara gonderilen yetiskin ve ¢ocuklarin digki 6rneklerinden yapilan arastirmalara gore

cryptosporidiosis oranmin Avrupa’da %]1-2, Kuzey Amerika’da 0,6-4,3, Asya, Avustralya,
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Afrika, Orta ve Giliney Amerika’da ise % 3-4’den baslayip %10-20’ye kadar cikabildigi
bildirilmistir (Fayer ve Ungar 1986)

Cocuklarda immun sistemin ¢ok gelismis olmamasi, fekal-oral bulasmanin daha kolay
olmast ve temizlik kurallarna yeterli O6zenin gosterilmemesine paralel olarak
cryptosporidiosis prevalansininda yetiskinlere gore daha yiiksek oldugu ve semptomlarin ¢ok
daha siddetli seyrettigi belirtilmektedir (Fayer ve Ungar 1986, Ungar 1995). Ingiltere'de
incelenen semptomatik 867 hastada %35 oraninda, bes yasin altindaki ¢ocuklarda ise %7
oraninda cryptosporidiosis tanist kondugu bildirilmistir (Al-Braiken ve ark 2003). Yapilan bir
calismada okul oOncesi kreslerdeki bes yas alti semptomatik ve asemptomatik cocuklarda
cryptosporidiosis prevalansi sirastyla %3,2 ve % 4,7 olarak belirtilirken (Miller ve ark. 2003),
giindiiz bakim merkezlerindeki ¢ocuklarda cryptosporidiosis prevalansimi %8,9 olarak
bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada, cryptosporidiosis orani1 0-3 yas grubundaki ¢ocuklarda
%2,97, 4-10 yas grubundaki ¢ocuklarda %1.17 ve 11-15 yas grubundaki ¢ocuklarda %2.6
olarak bulunmustur. Kotloff ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklar1 epidemiyolojik ¢alisma;
dort Afrika ve iic Asya calisma bolgesinden 22000 iizeri c¢ocugun (5 yas altl)
Cryptosporidium ile enfekte oldugunu gostermektedir. Yine ayni ¢alismada diyare etkenleri
arasinda ikinci yaygin parazit oldugu ve 12-13 aylik bebeklerde Oliime neden oldugu
bildirilmistir (Kotloff ve ark,2013). Rotaviriisten sonra ikinci diyare etkeni olan
Cryptosporidium, diyare yiiziinden 6len 5 yas alti ¢ocuklarin %30-50’sinde etken oldugu
bildirilmistir (Snelling ve ark, 2007). Enfeksiyonun bu yas gruplarinda gelisimsel problemlere
neden oldugu da bildirilmistir (Guerrant ve ark, 1999). Asya, Afrika, ve Latin Amerika’da
yillik 250-500 milyon insan C. parvum’la enfekteli hale gelmektedir (Adal ve ark, 1995).
Diyareli bagisiklik sistemi normal kisilerde yapilan, gelismis iilkelerdeki 43, gelismekte olan
tilkelerdeki 35 ¢alisma sonucunda, cryptosporidiosis sikligi Tablo 5°te gosterilmektedir (Adal
ve ark, 1995).

Tablo 5. Cryptosporidiosis sikligi (Adal ve ark, 1995)

Alan Kriptosporidiyoz /
% total diyareli hasta
Gelismis Ulkelerde 1.486/24.269 (%6.1)
Gelismekte Olan Ulkelerde 2.232/107.329 (%2.1)

19



Tiirkiye’de cryptosporidiosis ile ilgili yapilan calismalarda, insanlarda hastaligin
prevalansimnin % 0-35,5 oldugu bildirilmistir (Al-Qubaji 2005). Cogu tan1 temelli olan bu
caligmalarda hayvanlar ve gidalar iizerine yapilan arastirmalar cogunlukla insan agirliklidir.
1980-1996 yillar1 arasinda Hacettepe Universitesi Hastanesi Parazitoloji Laboratuvarinda
yapilan bir ¢aligmada toplam 122.400 digk1 6rneginde, incelenen digkilarin 45’inde (% 0,04)
Cryptosporidium ookistlerine rastlanmistir (Sener ve ark. 1997). Ankara Onkoloji
Hastanesinin degisik kliniklerinde yatan 106 gastroenteritli kanser hastas1 Mart—Temmuz
1992 tarihleri arasinda calisma grubu olarak incelenmis, hastalarin 18’inde (%16,9)
Cryptosporidium ookistlerine rastlanmigtir (Giin ve ark. 1994). Ocak 1995-Mayis 1997
tarihleri arasinda Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi pediatri polikliniginden
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen ishalli 540 ¢ocuga ait digki 6rnegi ile 0—6 yas grubu
yetistirme yurdunda yasayan ishalli 67 ¢ocuktan alinan digki ornekleri incelenmis olup, 607
ornegin 22’sinde (%3,6) Cryptosporidium ookistlerine rastlanmistir (Dogan ve Akgiin 1998).

Degirmenci ve arkadaslarinin 2005 yilinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi’nde
yaptiklart ¢aligmada; 1 Ocak - 31 Aralik 2005 tarihleri arasinda Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Laboratuvarina bagvuran 3925 hastada bagirsak parazitleri incelenmis 30 O6rnekte (%0,76)
Cryptosporidium spp. agisindan pozitiflik bulunmustur (Degirmenci ve ark, 2007).

Otag ve arkadaslarinin Mersin ili merkezi ve semtlerinde dort ilkdgretim okulunda
O0grenim goren 8-12 yas grubu Ogrencilerinden (n=72) alinan digki 6rneklerinin Modifiye
Kinyoun’s aside direngli boyama (Soguk) yontem ve Auramin-O ile boyama yontemi ile
boyanarak  Cryptosporidium  ookisleri arastirllmis dort Ogrencide %5,5 oranda
Cryptosporidium ookisti saptanmistir (Otag ve ark,2007).

Dogan ve arkadaslarmin 2003-2007 yillar1 arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi'nde yaptiklar1 galismaya gore incelenen 34733 diski 6rneginin 1252°sinde bir
veya daha fazla parazit varlig1 tespit edilmistir (apatojen olarak kabul edilen protozoonlar
dahil). Parazit saptanan olgularin %52,5’1 kadin, %47,5’1 erkek olarak saptanmistir. Parazit
olgular1 i¢inde en ¢ok goriilen Entamoeba histolytica/dispar grubu amipler olup;
%31(397/1252), bunu Giardia intestinalis %19 (236/1252) ve Blastocystis hominis %7
(108/1252) ve C. parvum %4,5 (56/1252) izlemistir (Dogan ve ark. 2008) .

Tamer ve Giileng’ in 2008 yilinda Kocaeli Tip Fakiiltesi’nde yaptiklar1 ¢aligmada
raslantisal olarak ishal, karin agrisi, bulanti-kusma gibi gastrointestinal yakinma ile bagvuran
80 olgunun ve kontrol grubu olarak saglikli 65 kisinin diski 6rnekleri kritosporidiyozis
yoniinden Kinyoun asit fast boyama yontemi ve digkida Cryptosporidium spp. antijenlerini

aramaya yonelik hazirlanmis ELISA Kiti (r- biopharm, Germany) ile incelenmistir. Incelenen
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diskr 6rneklerinin sonuglarma bakildiginda kinyoun asit fast boyama yontemi ile ii¢ drnekte
(%3,75) Cryptosporidium spp. ookistleri, monoklonal ELISA ile yapilan degerlendirmelerde
ise bes ornekte (%6,25) Cryptosporidium spp. spesifik antijenlerin saptandigi goriilmiistiir
(Tamer ve Giileng, 2008).Tamer ve arkadaslarinin Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi’nde
yaptiklar ¢alismada; Hemotoloji-onkoloji servisinde yatan l6semi ve lenfoma tanis1 almis ve
ishali olan toplam 89 ¢ocukta cryptosporidiosis prevalansi digkida ELISA (Cryptosporidium
Rida Screen, R-Biopharm, Germany) ve kinyoun asit fast boyama ile arastirilmistir. ELISA
ile calismaya alinan 89 hastanin 11’1 (%12,35), kinyoun asit fast boyama ile 7’si (%7,86)
cryptosporidiosis tanisi almistir (Tamer ve Giileng 2008).

Cicek ve Yilmaz’in Van Ili’nde yaptiklar1 calismada 450 ¢ocugun diski &rnekleri
parazitolojik yonden incelenmis, 154 (% 34,2)\'iinde parazit saptamistir. Parazitlik agisindan
pozitiflik veren diski orneklerinde Cryptosporidium spp. orani % 2,2 olarak bulunmustur
(Cigek ve Yi1lmaz,2011).

Bayramoglu ve arkadaslarinin Adana ili gida ¢alisanlarinda yaptiklar1 ¢alismada; 500
gida calisaninin diski 6rneklerinden nativ-lugol ve Kinyoun asit fast boyama yontemleri ile
mikroskobik inceleme, Direkt Flouresan Antikor testi (DFA) ve immunokromatografik test ile
Giardia ve Cryptosporidium antijen aramasi yapilmig, Cryptosporidium spp. tespit
edilememistir (Bayramoglu ve ark, 2012).

Eren ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada; onkoloji (n=156), diyaliz (n=98) ve
malniitriisyonlu ¢ocuklardan (n=21) olusan toplam 275 immiin sistemi baskilanmis hasta ve
immiin sistemi normal ancak gastroenterit sikayeti ile laboratuvara gonderilen gastroenteroloji
hastalar1 (n=22) ve pediatri hastalar1 (n=178) olmak {izere 200 hastadan alinan diski 6rnekleri
calistlmigtir. Ayrica farkli kliniklerden gonderilen, ishal sikayeti olmayan immiin sistemi
normal 55 bireyin digki 6rnegi kontrol grubu olarak ¢aligmaya dahil edilmistir. Makroskopik
olarak da incelenen her digki 6rnegine lam-lamel arasi preparasyon, modifiye aside direngli
boyama yapilarak Cryptosporidium ve diger bagirsak parazitleri agisindan incelenmistir.
Ayrica digki  Orneklerinde "Prospect Cryptosporidium ELISA kiti" (OXOID) ile
Cryptosporidium tiirlerine ait antijenler aranmistir. Calismada, toplam 530 diski 6rneginin 17
(%3,2)'sinde modifiye aside direngli boyama yontemi ile Cryptosporidium tiirleri ookisti
saptanirken, ELISA yontemi ile 31 [31/530 (%S5,8)] hastanin digkisinda Cryptosporidium
tirlerine ait antijen tespit edilmistir. ELISA yontemi ile, 40 yas dsti immiin sistemi
baskilanmig hastalar, aside direngli boyama yonteminde oldugu gibi Cryptosporidium'un en
fazla pozitif oldugu hastalardan oldugu tespit edilmistir. Modifiye aside direngli boyama
yonteminin duyarlili@i %54, ozgilligi %100; ELISA yonteminin duyarhilign %100,
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ozgilligi de %100 olarak bulunmustur. Nativ-lugol preparasyon yontemiyle 6rneklerin 61
(%11,5)'inde ¢esitli protozoon kistleri ve 3 (%0,5)'tinde de Hymenolepis nana yumurtalar
goriilmiistiir (Eren ve ark, 2012).

Ozgelik ve arkadaslarinin Eyliil 2009- Eyliil 2010 tarihleri arasinda Sivas’a bagh farkli
koylerde yasayan 50 cift¢iden, sehir merkezinde yasayan, ishal v.b. yakinmalar1 olmayan 65
kisiden ve bu yorelerde yetistirilen 200 sigir ve buzagidan alinan diski 6rnekleri incelenmistir,
Deneylerde Cryptosporidium Stool Antigen Microwell ELISA Kiti kullanilmis olup, ¢alisma
sonucunda kontrol grubunda 4 (%6,2) kiside, hayvancilikla ugrasan 9 (%18,0) kiside ve sigir
ve buzagilarin ise 15 (%7.5)’inde Cryptosporidium spp. antijen pozitifligi saptanmistir
(Ozgelik ve ark, 2012).

Karaman ve arkadaslarinin Malatya‘da Cryptosporidium spp. epidemiyolojisini
belirlemek icin yaptiklar1 ¢aligma da toplamda 2281 digk1 6rnegi kinyoun asit fast yontemiyle
incelenmis ve 161 (%7,1) 6rnek pozitif olarak degerlendirilmistir (Karaman ve ark, 2015).

Tablo 6’da Ulkemizde ve baz iilkelerde yapilan calismalarda Cryptosporidium spp.

goriilme siklig1 verilmektedir
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Tablo 6. Ulkemizde ve baz iilkelerde yapilan galigmalarda Cryptosporidium spp. goriilme

siklig1
Yapildg1 Yer Grup % (Pozitif 6rnek/ Calismac/Y1l
Tim ornekler)
[zmir/Tiirkiye Retrospektif degerlendirme %0,76(30/3925) Degirmenci ve ark./2007
Mersin/Tiirkiye [Ikdgretim dgrencileri %5,5 (4/72) Otag ve ark./2007
Eskisehir/Tiirkiye Retrospektif degerlendirme %4,5(56/1252) Dogan ve ark./2008
Adana/Tirkiye Gida Caliganlari %0 (0/500) Bayramoglu ve ark./2012
Malatya/Tiirkiye Retrospektif degerlendirme %7,1(161/2281) Karaman ve ark./2015
Van/Tiirkiye Pediatrik onkoloji hastalari %2 (3/150) Birdal Akis ve Beyhan/2018
Van/Tiirkiye Retrospektif degerlendirme %0,7(92/13.847) Cengiz ve ark./2019
Sivas/Tirkiye Retrospektif degerlendirme %0,3(53/19.760) Atas/2020
Fransa Retrospektif degerlendirme %0,96(407/42.004) ANOFEL Cryptosporidium
National Network/2010
(WEB1)
fran Retrospektif degerlendirme %4,4(363/8387) Berahmat ve ark/2017
Tanzanya Immunsuprese hastalar %50 (63/127) Houpt ve ark./2005
Misir Immunsuprese hastalar %7 (7/100) Baiomy ve ark./2010
Polonya Retrospektif degerlendirme %1,4(4/283) Bednarska ve ark./2018
Kanada Retrospektif degerlendirme %15,7 (17/108) Igbal ve ark.2015
Almanya Retrospektif degerlendirme %1,29(1084/84.031) Caccio ve Chalmers./2016
Ingiltere %8,25(4128/50.036)
Hollanda %1,93(314/16.269)

Cryptosporidiosis olgularinin mevsimsel dagilimi incelendiginde, Kuzey Amerika’da

ilk bahar ve yazin son aylarinda, Avusturalya’da yaz ayinda, Almanya’da yazin son aylarinda

kriptosporodiyoz olgularinin sayisinda artis gozlenmistir (Meinhardt ve ark, 1996). Kosta
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Rika ve Hindistan’da cryptosporidiosis olgularinin sayisindaki artis, sicakligin yiikseldigi,
yagmurlu ve rutubetli giinlerde artmistir ( Janoff ve Reller, 1987). Tiirkiye’ de ise 6zellikle ilk
bahar ve yaz aylarinda cryptosporidiosis olgularinin sayisinda artis goriilmektedir ( Tablo 7
Dogan ve Akgilin, 1998).

Tablo 7. Tirkiye’ de cryptosporidiosis olgularinin mevsimsel dagilimi (Dogan ve Akgiin,
1998).

Aylar Incelenen Olgu Pozitif Olgu Sayis1 Pozitiflik %
Sayisi

Ocak-Subat 68 0 0
Mart-Nisan 97 2 2,1
Mayis-Haziran 107 3 2,8
Temmuz-Agustos 162 5 3,1
Eyliil -Ekim 101 11 10,9
Kasim-Aralik 12 1 1,4
Toplam 607 22 3,6

2.1.6.2. Buzagilardaki epidemiyolojisi

Sigirlarda ishal olgular ile Cryptosporidium tiirlerinin iliskisi 1970’lerin baglarinda
gozlenmistir. Paanciera ve arkadaslari tarafindan 1971 yilinda yapilan c¢aligmada, kronik
zayiflama, dehidrasyon ve ishal goriilen bir buzagida Cryptosporidium etkenleri ilk olarak
tespit edilmistir. Arastiricilar nekropsisi yapilan bu buzaginin ince bagirsaklarin
histopatolojik muayenesinde villuslarda genel atrofi ve Cryptosporidium tiirlerinin gelisme
donemlerini gordiiklerini bildirilmiglerdir. 1974 yilinda Meuten ve arkadaslar1 tarafindan iki
haftalik bir buzaginin otopsisinde baslica ileum ve kolonda lezyonlara rastlandigi ve
histopatolojik incelemede Cryptosporidium tiirlerinin gesitli gelisme donemlerine rastlandigi
bildirilmistir (Tzipori ve Ward 2002). Tiirkiye’de ise ilk kez buzagilarda (Burgu, 1984),
kuzularda (Ozer ve ark, 1990), oglaklarda (Ozkul ve ark, 1992), piliclerde (Ozkul ve
ark,1991) ve giivercinlerde cryptosporidiosisin varlig: bildirilmistir.

Sigirlarda,yiiksek bir insidense ve dneme sahip olan intestinal cryptosporidiosis etkeni
C. parvum (4,8x5,0 um), digeri ise ilk Amerika’da sigirlarda ve Almanya’da dag gazellerinde

ortaya konmus olan, abomazumda yerlesim gosteren C. andersoni olmak {izere iKi
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Cryptosporidium tiirii etkili olmaktadir (Dubey ve ark, 1990). Yine buzagilarda C. parvum 'un
insan genotipinin bulunabildigine dair bildirimler de s6z konusudur (Tzipori ve Ward, 2002).

Sigir cryptosporidiosisinin  hastalik karakteri tizerine yapilan c¢alismalar, klinik
tablonun daha ¢ok gen¢ hayvanlarda gozlendigini, herhangi bir klinik belirti gostermeyen
ergin sifirlarda da yiiksek oranda antikor titresinin olabilecegini gostermistir (Vergara-
Castiblanco ve ark,2001).

Diger pek cok hayvan tiirlinde firsat¢1 bir 6zellik tasiyan etken, buzagi, kuzu ve
oglaklarda tek basina 6liimciil hastalik tablosu olusturabilmektedir (Dubey ve ark, 1990).
Buzagilarda hastalik olusturan en temel kaynak ayni ciflikte yer alan diger enfekte
buzagilardir. Buna ek olarak bakicilar, kullanilan her tiirli aragc ve malzeme ookist
tasiniminda rol alabilmektedir. Fare ve rat gibi memeliler, buzagilarda etkili olan
Cryptosporidium tiirlerini digkilartyla ¢ikarip sagabilmekte, artropodlar, kediler, kdpekler ise
etkenin mekanik taginiminda rol alabilmektedirler. Ergin sigirlarda subklinik, uzun siireli
hastalik tablosu olusmakta ve bu hayvanlarin ¢ikardigr ookistler buzagilarda hastaligin
olusumuna neden olabilmektedir. Cryptosporidium ookistlerinin digki ile atildigi andan
itibaren enfektif olmasi, degisik ¢evre kosullarina ve dezenfektanlara direncli, oldukea kiiciik
yapida olmalar1 bulagsmay1 garanti altina almaktadir. Bulagsmada esas fekal-oral yol olup
buzagilarda enfeksiyon i¢in gerekli minimal doz 10-100 ookist arasinda degisir. Enfekte bir
buzagi ginlik 10" ookist cikarabilirken, hastalik boyunca bu sayir ortalama 4x10"’ye
ulasabilmektedir (Nydam, 2003).

Buzagilarda hastaligin ¢ogunlukla rotavirus, coronavirus, ETEC-K99 veya Salmonella
gibi etkenlerle birlikte izlendigi goriilmiistiir. ETECK99 enfeksiyonu, genelde bir haftaliktan
daha kiiclik buzagilarda, ozellikle de 1-2 giinliik yavrularda onem tagimakta iken
cryptosporidiosis, ¢ogunlukla bu dénemlerde yavruyu heniiz etkilememektedir. Rotavirus ve
coronavirus enfeksiyonlarinin cryptosporidiosis ile ortak enfeksiyon olusturma olasiligi daha
yiiksektir. C. parvum ve Salmonella ortak hastalik tablosuna en azindan 35 giinliik déneme
kadar ki buzagilarda rastlanilmaktadir. Yine, oOzellikle kalin bagirsaga tutunan non-
enterotoksijenik E. coli, Schigella benzeri toksin iireterek dizanteriyi andiran bir tablo ortaya
koymakta ve aymi bolgeye yerlesebilen C. parvum ile karsilikli sinerjik bir iligkide
bulunabilmektedir. Campylobacter tiirleri buzagilar i¢in pek 6nemli kabul edilmezler ancak,
ilgili etkene agir cryptosporidiosis olgusuna sahip buzagilarda daha ¢ok rastlandigi ortaya
konmustur. Benzer durum insanlarda da goriilebilmektedir. Protozoon hastaliklardan
giardiosis, genelde daha ileri yastaki buzagilarin bir problemi olarak karsimiza ¢ikar ve

cryptosporidiosis ile birlikteligine pek rastlanamaz. Bunun yaninda Eimeria ve
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Cryptosporidium tiirlerinin birlikte izlendigi hastalik tablolari bildirilmis ancak olaymn klinik
Onemi ortaya konamamistir (Dubey ve ark, 1990; Starling ve Arrowood, 1993).

Tiim diinyada yaygin olarak bulunan sigir cryptosporidiosisinin insidensi bolgeden
bolgeye az ¢ok farklilik gosterebilmektedir (Starling ve Arrowood, 1993). Kolombiya’da
ergin sigirlarda yapilan serolojik taramalarda %53,3 (Vergara-Castiblanco ve ark,2001),
Avrupa’nin degisik bolgelerinde buzagilarda %?20-40 dolaylarinda hastaliga rastlanmistir
(Krull, 2000).

Dogal enfekte buzagilarda cryptosporidiosis olgusu Tirkiye’de ilk kez, Burgu
tarafindan 1984’te bildirilmistir. ilgili ¢aligmada, Karacabey Harasindan, yaslar1 1-28 giin
arasinda degisen buzagilardan, rektal tuse yardimi ile alinan 51 sulu 5 normal kivamda 56
disk1 6rneginin incelenmesi sonucunda 15 (%26,7) pozitif olgu ile karsilagilmistir (Burgu,
1984). Aydin yoresinde, 1-29 giinliik 68 ishalli buzagi {izerine yapilan baska bir taramada,
%20,6 oraninda hastalik dagilimi ile karsilasilmistir (Ozlem ve ark, 1997). Sar1 ve
arkadaglarinin 2007 yilinda yaptiklar1 calismada, Erzurum il merkezi ve ¢evresinden olmak
lizere 12 odaktaki 30 buzag: ahir/giftligi 2007 yili Mart-Nisan aylarinda ziyaret edilmistir. Ug
ayliga kadar olan buzagilarin rektumlarindan alinan diski 6rnekleri santrifiij edilmis ve
sedimentten yaymalar hazirlanarak modifiye asit fast boyama yontemi ile incelenmistir.
Erzurum yoresinde buzagilarda Cryptosporidium prevalanst %22,8 (43/189) oraninda
bulunmustur (Sar1 ve ark, 2008). Tablo 8’de Diinyada ve Tiirkiye’de buzagilardaki

Cryptosporidium spp. prevalansi yer almaktadir.
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Tablo 8. Diinyada ve Tiirkiye’de buzagilardaki Cryptosporidium spp. prevalansi

Ulke Pozitiflik Orani (%) Aragtiric ve yili

Estonya %23 Santoro ve ark, 2018

Arjantin %26,3 Lombardelli ve ark,2019

Cin %11,9 Gong ve ark,2017

Nijerya %16- %78 Maikai ve ark,2011

Japonya %20 Murakoshi ve ark,2012

Fransa %41,5 Delafosse ve ark, 2015

Ingiltere %10,2 Smith ve ark,2014

Etiyopya %25,2- %17,3 Wegayehu ve ark.2016, Ayele ve ark,2018
Misir %6,9 Mahfouz ve ark, 2014

fran %22,3- %31 Mirzai ve ark,2014, Ranjbar ve Fattahi, 2017
Irak %7,3 Al-Robaiee ve Al-Farwachi,2014
Vietnam %43,3 Nguyen, ve ark,2007

Hindistan %37,25 Joute ve ark,2016

Myanmar %82 Khin, 2007

Aydim/Tiirkiye %10.7 Ozlem ve ark,1997
Diyarbakar/Tiirkiye %21,8 Icen ve ark,2013

Ankara/Tiirkiye %35,8 Sahal ve ark, 2005
Hakkari/Tiirkiye %22,14 Goz ve ark, 2007
Erzurum/Tiirkiye %22,8 Sar1 ve ark,2008

Van/Tirkiye %13,19 Giil ve ark,2008

Ankara/Tiirkiye %37,5 Sakarya ve ark,2010
Nevsehir/Tiirkiye %20,7 Inci ve Simsek, 2011
Sivas/Tiirkiye %7,5 Ozgelik ve ark,2012
Burdur/Tiirkiye %93 Yildirim ve ark,2012
Konya/Tiirkiye %47.4-%53,6 Yildirim ve ark,2013
Kars/Tiirkiye %)5,1-%3,8 Giindiiz ve Ozkan,2017

Samsun/Turkiye %57,9 Karaman ve ark,2017
Kiitahya/Tiirkiye %40 Akalin,2018
Tokat/Tiirkiye %11,21 Kaya ve Coskun,2018
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Igme suyunun hijyenik olmamasi, yetersiz kanalizasyon sistemleri gibi kotii hijyen
kosullari, hayvancilikla ugrasma, evcil hayvan besleme, veteriner hekimlik, epidemik
bolgelere yolculuk, immun sistem yetmezligi, 0-4 yas ve 60 yas iistli olma gibi yas faktorii,
enfekte Kkisilerle yakin temas, toplu yasama, Yetersiz beslenme Cryptosporidium
enfeksiyonlar1 i¢in risk faktorleri olarak bilinmektedir (Spano ve Crisanti 2000, Altintas
2002). Her gegen yil, gerek bagisiklik sistemi baskilanmis olgularin sayisindaki artis, gerekse
bagisiklik sistemi saglam kisilerde salginlara neden olmasi Kriptosporodiyozin onemini

arttirmustir (Ulgen ve Balcioglu, 2007).

2.1.6.3. Su orneklerindeki epidemiyolojisi

Gelismekte olan iilkelerde enfeksiyonun prevalansinin endiistrilesmis iilkelere oranla
cok daha yiiksek oldugu ve bu durumun endiistrilesmis tilkelerde icme suyuna uygulanan
etkili temizlik ve dezenfeksiyon prosediirlerine bagli oldugu oOne siiriilmektedir. Yapilan
seroprevalans ¢aligmalar1 sonucunda, endiistrilesmis tilkelerdeki populasyonun % 25-35’inin,
gelismekte olan ilkelerdeki populasyonun ise % 64’tniin Kriptosporidiyoz ile enfekte
oldugunu ortaya koymustur.

1993’te Amerika Birlesik Devletleri’'nin Giiney Milwaukee bolgesinde igme suyu
kaynakli olarak ortaya c¢ikan ve 400.000°den fazla kisiyi etkileyen salginla birlikte olgu
epidemik karakter tasiyan onemli hastaliklar grubuna dahil edilmistir (Sears ve Kirkpatrick
2001, Dillingham ve ark 2002, Fahey 2003). Baldursson ve Karanis’in 2011 yilinda yaptiklari
calismaya gore diinyada 2004-2010 yillar1 arasinda bildirilen, su kaynakli protozoon
enfeksiyonlarmin %60,3’tinde Cryptosporidium etmeni saptanmistir (Baldursson ve Karanis,
2011). Su kaynakli epidemi nedenleri arasinda parazitin kaynak sularindaki prevalansinin
yiiksek olmasi, igme suyu filtrelerinden gecebilmesi, klora direncli olmasi ve ¢ok az sayida
parazitin dahi enfeksiyona neden olabilmesi gosterilmektedir. Bu nedenle gilinlimiizde
kullanilan su aritma tekniklerinin yetersiz oldugu ve Kriptosporodiyoz vakalarinin igme suyu
ve ylizme havuzu sularindan salgin seklinde oldugu bildirilmistir (Ungar 1995, Topgu ve ark
2002). Ayrica yapilan ¢aligmalar sonucunda Cryptosporidium ookistlerinin 180 ppm klor
konsantrasyonunda, 25°C ve pH 7.0’de iki saat icinde oOldiigii kanitlanmistir. Su
dezenfeksiyonunda kullanilan diger bir yontem olan ozonlama isleminin Cryptosporidium
ookistleri lizerine etkisi arastirilmis ve enfektivitesinin 1 ppm konsantrasyonda 10 dakika
sonra ortadan kalktig1 gozlenmistir. Aymi sartlarda Cryptosporidium ookistlerinin, Giardia

kistlerine gore ozona 30 kat, klora ise 14 kat daha fazla direng¢li oldugu tespit edilmistir.
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Dezenfektanlarla yapilan caligmalar sonucunda, sulardaki parazitlerin inaktivasyonunda
ozonun, klor ya da klordioksitten daha etkili bir dezenfektan oldugu bildirilmistir (Over 1996,
Erickson ve Ortega 2006). Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore, farkli tipte su kaynaklarinda
(1 litrede) bulunan fekal indikatorlerin ve enterik paojenlerin sinir degerleri Tablo 8’ de igme

suyu Orneklerinde bulunan ve suyla taginan paojenler ise Tablo 9° da yer almaktadir.

Tablo 9. Farkli tipte su kaynaklarinda (1 litrede) bulunan fekal indikatorlerin ve enterik
patojenlerin simir degerleri (WHO,2016)

Patojenyada  Géller ve baraj Yerlesim Yerlesim Yeralti suyu
enterik grup golleri bolgelerindeki  bdlgelerinden
dere ve uzaktaki dere
irmaklar ve irmaklar
Campylobacter 20-500 90-2500 0-1100 0-10
Salmonella - 3-58000 1-4 -
E. coli 10000-1.000000 30000-1000000 6000-30000 0-1000
Viriisler 1-10 30-60 0-3 0-2
Cryptosporidium 4-29 2-480 2-240 0-1
Giardia 2-30 1-470 1-2 0-1
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Tablo 10. igme suyu 6rneklerinde bulunan ve suyla tagman patojenler (WHO, 2016)

Patojen Sagliga etkisi Insidans  Su kaynakli  Dogada Kimyasallara Onemli
salgin kaliciligt direngliligi hayvansal
olusturma kaynak
Entamoeba Asemptomatik- Yaygin Yaygin Orta Yiiksek Yok
histolytica siddetli
Giardia lamblia Orta Yaygin Yaygin Orta Yiiksek Var
Cryptosporidium Orta Yaygin Yaygin Uzun Cok yiiksek Var
Toxoplazma gondii Orta Yaygin Nadiren Uzun Cok yiiksek Var
Cyclospora Orta Nadir Nadiren Uzun Yiiksek Yok
cayatensis
Blastocystis Asemptomatik- Yaygin Bilinmiyor Uzun Bilinmiyor Yok
hominis Orta
Naegleria fowleri Cok siddetli Cok Bir olgu Suda Kist formlari Yok
nadir yastyor icin yliksek
Acanthamoeba Siddetli/Cok Cok Nadiren Suda Kist formlar1 Yok
siddetli nadir yastyor icin yliksek
2.1.7. Bulas

Hayvan giibrelerinin yaygin bir bi¢cimde topraga birakilmasi sonucu, aerosol
yayillmayla direk olarak veya su kaynaklarinin kontaminasyonuyla indirekt olarak enfeksiyon
olusabilmektedir (Fayer ve ark, 2000). Hasta bireylerle direk temas halinde olan insanlarda,
umumi yiizme havuzlarini kullanan kisilerde, bu hastaligin yogun olarak bulundugu yerlere
seyahat edenlerde kriptosporidiyoz riski biiyiiktiir. Enfeksiyonun olusabilmesi i¢in ookistlerin
kontamine yiyecek, igecek ve bazi diger ¢evresel etmenlerle agiz yoluyla ya da enfekte konak
tarafindan solunumla veya konjunktiva araciligiyla bulasmasi gerekmektedir (Starling ve
Arrowood, 1993).

Kriptosporidial ookist her tip suda bulunmaktadir. Dokunulmamis ylizey sularinda,

filtre edilmis yiizme havuzu suyunda, hatta klorlanmis veya filtre edilmis igme sularinda dahi

30



bulunabilmektedir (Chen ve ark, 2002). Depo ve musluk sularinda mikrobiyolojik kirliligin

tespit edilmesi, klorlama isleminin yetersiz oldugunun gostergesidir. Bu sebeple klorlamaya

karst direngli ve enfeksiyon dozu oldukg¢a diisiik olan bu parazitin kontamine yiizme

havuzlariyla temas halindeki insanlar ve kontamine derelerden su i¢cen hayvanlar (6zellikle

buzagilar) i¢in tehlike olusturdugu bilinmektedir (Ok ve Balcioglu, 2007).

Tablo 11. Diinyada su ve gida kaynakli Cryptospordium salginlar1 (Ryan ve ark,2018)

Yil Ulke Olgu Sayisi Salgin Kaynagi
1984 Ingiltere 24 Az pismis sosis veya kontamine siit
1990 Rusya 13 Kefir
1993 ABD 160 Taze sikilmus elma suyu
1995 ABD 15 Tavuk Salatast
1995 Ingiltere 50 Inek siitii
1996 ABD 31 Elma suyu
1997 ABD 54 Yesil sogan
1998 ABD 152 Sebze ve meyve
2001 Avusturalya 8 Pastorize edilmemis siit
2003 ABD 144 Ozonlanmis elma suyu
2005 Danimarka 99 Salata
2006 Japonya 4 Ciget
2008 Ingiltere 23 fcme suyu
2008 Finlandiya 72 Salata
2008 Isveg 39 Salata
2009 Norveg 74 Havug
2010 Isveg 89 Salata
2011 Isveg 186 I¢me suyu
2012 Ingiltere 648 Tiiketime hazir gida
2012 Finlandiya 250 Salata
2014 ABD 11 Pastorize edilmemis kegi siitii
2015 Ingiltere 424 Salata
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Zayif bagisiklik sistemi olan HIV/AIDS bulasmis kisiler, organ transferi yapilanlar,
kemoterapi tedavisi devam eden insanlar, bobrek hastalari, cocuk yuvalart veya ¢ocuklarin
bulundugu giinliik bakim merkezlerinde ¢alisanlar, iilkeler arasi yolculuk yapanlar (yolculuk
ishali), izciler, kampgilar gibi islenmemis su kaynaklarindan su igmek zorunda kalanlar bu
parazitin bulagmasindaki risk gruplarini olusturmaktadir. Enfeksiyon agisindan risk altinda
olan kisilerin, ishalli hastalar, ¢iftlik hayvanlari, 6zellikle 6 aydan kii¢iik hayvanlarla temastan
kaginmalar1 gerekmektedir. Ozellikle hastaneler, laboratuvarlar, giindiiz bakim evleri basta
olmak tizere toplu yasanilan alanlarda genel hijyenik onlemlere dikkat edilmesi gerektigi

bildirilmektedir (Ok ve Balcioglu, 2007).

2.1.8. Patogenez

C. parvum’ dan primer olarak ileum ve jejenum etkilenmektedir. Bunun yani sira
proksimal ince bagirsaklarda ve kalin bagirsagin bir boliimiinde de bulunabilmektedir. C.
parvum hiicrelerin apikal kisimlarinda bulundugu i¢in minimal invaze mukozal patojen olarak
simiflandirilir (Laurent ve ark, 1999).

Parazitin patolojik tablosu, parazitik vakuoliin yirtilmasi ile merozoitlerin serbest kalip
diger enterositlere yayilmasi ile olusur. Patolojik tabloda villus atrofisi, villus erimesi, kript
hiperplazisi, yangisal infiltrasyon ve mikrovilluslarin dejenerasyonu goriilmektedir (Gookin
ve ark, 2002; O’Handley ve Olson, 2006).

Bagirsaklardaki villuslarin fazla miktarda kaybi sonucu siddetli villus atrofisi meydana
gelmektedir. Koruma bariyerini olusturan villuslarin yok olmasi sonucu kaybedilen hiicrelerin
tekrar kazanilmasi igin kriptlerde hiperplazi gelisir (Gookin ve ark, 2002; Tzipori ve Ward,
2002; Foster ve Smith, 2009). Parazite bagli siddetli enfeksiyonda epitel bariyeri
yirtilmaktadir. Parazitin bagirsak villuslarinin kenarina invaze olmasiyla, ince bagirsak
mukozasinin fonksiyonlar1 ve enzim aktivitesinde bozulmalar meydana gelmektedir.Buna
bagli peptid ve disakkaritlerin yitkimlanmas: ile besin ve elektrolit transportundaki azalmalar
meydana gelmektedir (Gookin ve ark, 2002; Tzipori ve Ward, 2002; O’Handley ve Olson,
2006).

Parazitin konak hiicreye tutunmasi ekskistasyondan sonra olmaktadir (Sekil 3) Apikal
komplekste bulunan organeller ve yiizeyde bulunan proteinlerin etkisi ile parazitik vakuol
formasyonu uyarilir (Gookin ve ark, 2002; O’Hara ve Chen, 2011). Parazitik vakuoliin

olusumu, tutunmasi ve invazyonunda ¢ok karmasik bir mekanizma gorev almaktadir. Bu
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mekanizmadan bir¢ok yiizey ve apikal kompleks proteinleri sorumlu oldugu yeni ¢alismalarla
saptanmistir. (Tzipori ve Ward, 2002). Tutunmanin ardindan internalizasyon sekillenmekte ve
daha sonra parazit konak hiicre membranina invaze olmaya baslamaktadir. Konak hiicrenin
tutunma bolgelerine parazit roptri ile temas eder ve mikronemler ile dense grantilleri birlesme
bolgesine go¢ eder. Parazit bu asamadan sonra kanal benzeri bir goriinlime sahip olur ve
parazitin sitoplazmasi vakuollii bir goriinim kazanir. Bu vakuollii form konak hiicre
tarafindan kapsiillenir. Sporozoidler konak hiicre tarafindan kabul edilmekte ve parasitovorus
vakuol bu sekilde olusmaktadir (¢ift membranli-intraselliiler ekstrasitoplazmik yerlesimli).
Parazit-konak arasinda, polimerize aktinli elektron-dense yapist meydana gelmektedir.
Hiicrenin aktin dallar1 olusturduklar sinyaller ile epitel membrandan parazite su, sodyum,

glikoz gecisini saglarlar (O’Hara ve Chen, 2011).

2.1.9.Cryptosporidiosis

Tip ve veterinerlik agisindan 6nemli enterik bir protozoon olan Cryptosporidium
insanlarda ve hayvanlarda genis capli yayilim gosterir. Cryptosporidium cinsine bagl,
protozoonlarin neden oldugu cryptosporidiosis, tiim diinyada oldukg¢a yaygin olarak bulunan
ve 100’den fazla canli tiiriinde goriilen zoonoz bir hastaliktir (Miller ve ark, 2003).

Cryptosporidiosisde  intestinal,  respiratuar,  hepatobiliyer ~ ve  pankreatik

kriptosporodiyoz olmak tizere dort farkli klinik tablo goriiliir (Griffiths ve ark, 1998).

2.1.9.1. Intestinal cryptosporidiosis

2.1.9.1.1. Asemptomatik tasiyicilar

Bu tipte hig¢bir klinik belirti goriilmez ancak enfektif kisiler hastalik i¢in portor gorevi
goriirler. Asemptomatik tasiyicilik oram1 HIV pozitif olgularda saglikli bireylerden daha
yiiksektir. ABD*de yapilan bir ¢alismada normal toplumun % 6,4’ iinde, HIV pozitif olgularin

ise % 22’sinde higbir klinik belirti gozlenmezken diskilarinda Cryptosporidium ookistleri

saptanmustir (Pettoello-Mantovani ve ark, 1995).
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2.1.9.1.2. Akut simirh enfeksiyon

Immun sistemi saglam kisilerde daha yaygin gériilen bu tipte en sik gériilen semptom
bol ve sulu, mukuslu, ¢ok nadir kanli ishaldir. Barsak hareketlerinde artig, hizli kilo kayb1 ve
dehidratasyona neden olabilmektedir. Karin agrisi, anoreksia, ates (<39 °C), bulant1 kusma,
basagrisi gozlenen belirtilerdir. Bu klinik belirtiler birka¢ giin ile birka¢ hafta arasinda

kendiliginden gecebilmektedir (Ulgen ve Balcioglu, 2007).

2.1.9.1.3. Kronik enfeksiyon

Daha ¢ok yetersiz beslenen ¢ocuklarda ve HIV pozitif hastalar basta olmak iizere
bagisiklik sistemi baskilanmis grupta goriilen klinik tablodur. Olgularin %85’inde direngli
ishal, %100’tinde kilo kaybi1 ve yetersiz beslenme gézlenmektedir (Moolasart ve ark, 1995).

2.1.9.1.4. Fulminant enfeksiyon

HIV pozitif hastalarda ve bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde goriilmektedir. En
belirgin 06zelligi kolera benzeri klinik tablo olusturmasi ve ¢ok yiiksek mortalite ile
karakterize olmasidir. Viicuttan asir1 sivi kaybi ve soka neden olabilmekte bu nedenle
tedavide &ncelikle sivi elektrolit dengesinin saglanmasi dnerilmektedir (Ulgen ve Balcioglu,

2007).

2.1.9.2. Respiratuar cryptosporidiosis

Bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde yaygin olarak goriilen bu klinik tablo siddetli,
direngli okstiriik, ses kisikligi, ates, trakeal sekresyon ve solunum gii¢liigii ile karakterizedir.
AIDS olgular1 basta olmak iizere malign lenfoma ve kemik iligi transplant olgular1 gibi
bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde oldiiriicii solunum sistemi tablosu daha ¢ok

goriilmektedir (Dupont ve ark, 1996).

2.1.9.3. Hepatobiliyer cryptosporidiosis

Genellikle AIDS‘li ve kronik cryptosporidiosisli hastalarda gelisen safra kesesi ve

safra yollar1 epitelinin tutulumu ve tassiz kolesistit tablosuyla ortaya g¢ikmaktadir. AIDS
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olgularinda intestinal enfeksiyonlarin tekrari (direngli cryptosporidiosis) veya paramomisin
gibi intraluminal ajanlarla sagaltim biliyer enfeksiyon igin risk olusturmaktadir (Ulgen ve

Balcioglu, 2007).

2.1.9.4. Pankreatik cryptosporidiosis

Pankreatik kanallarin kolonizasyonuyla gelisen ve genellikle AIDS’1i hastalar basta
olmak {izere bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde gézlenen bu klinik tablo hepatobiliyer

cryptosporidiosise eslik eder (Arrowood, 1997).

2.1.10.Tam

Memelilerde cryptosporidiosis olgulari genel olarak birbirine benzer bulgularla
seyretmekte (Starling ve Arrowood, 1993) ve parazit kaynakli gelisen akut ishal tablosu,
hastaliga spesifik bir 6zellik tasimamaktadir (Fahey, 2003). Kansiz, sulu, homojen bir ishalin
gozlenmesi Cryptosporidium enfeksiyonlari igin kusku uyandirict bulgular arasinda yer
almaktadir (Sears ve Kirkpatrick, 2001). Ancak diger parazitik, viriis ya da bakteri kaynakli
enfeksiyonlar ile cryptosporidiosis arasinda 6nemli bir klinik ayrim ortaya konamamustir
(Starling ve Arrowood, 1993).

Cryptosporidiosis tanisinda direk baki, 6zel boyama yontemiyle inceleme, IFAT,
ELISA, PCR ve yavas sitometri gibi tekniklerden yararlanilabilmektedir (Gasser ve
O’Danoghue, 1999). Klinik laboratuarlarda hastaligin tanisi i¢in en temel inceleme yontemi
digk1 taramasi ve etkenin goriilmesidir (Sears ve Kirkpatrick, 2001). Bunun yani sira
endoskopi, mukozal biyopsi taramalari (Clark, 1999), etkilenen dokularin radyografisi,
bronsiolveolar lavaj (Fahey, 2003), ince bagirsak aspirati, endoskobik pankreas kanallari
grafisi gibi tekniklerden de teshis amaci ile yararlanilabilmektedir (Sears ve Kirkpatrick,
2001).

Cryptosporidium parazitin teshisi i¢in en uygun ve kolay teknik, digki taramasidir
(Emre ve ark, 1997). Hastalikta ookist atilimi aralikli oldugu igin teshis igin farkli
zamanlarda, ¢ok sayida diski 6rnegi almak gerekebilmektedir (Sears ve Kirkpatrick, 2001).
Ayrica, etken atimmin bol oldugu sulu diskilarda, ookistlerin ¢ogu mukus iginde sakli
kalabilmekte, sekilli ve az mukuslu digkilarda ise etken atimi diizensiz veya yetersiz

olmaktadir. Genel tan1 kurallar1 agisindan, alinan materyalin taze olmas1 gerekir (Sears ve
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Kirkpatrick, 2001). Diskinin makroskobik olarak incelenmesinde hastalarda %75 oraninda
16kosite rastlandig1 da bildirilmistir (Tzipori ve Ward, 2002).

Alinan taze digkilar laboratuarda direk incelenebilecegi gibi uygun kosullarda uzun
stire de saklanabilir (Dubey ve ark, 1990). Yapilan arastirmalar sonucunda ookistlerin canli
kalabildigi sicaklik araliginin  4-23 °C oldugu bunun iizerinde ki ve altindaki sicakliklarda
protozoonun canlilik oranin da distiigii bildirilmektedir (Carey ve ark, 2004). Toplanan
diskilar taze olarak, pH’s1 7,2 olan 0,15M PBS solusyonu i¢inde ; %2,5’lik K>Cr,07, %10°luk
formalin, sodyum asetoasetik asit-formalin (SAF) veya merkiirik klorit solusyonlar1 igerisinde
muhafaza edilebilir (Starling ve Arrowood, 1993). %2,5’lik K,Cr,07 igerisinde +4 °C’de
saklanan digkilarin uzun siire (3 aydan- 12 aya kadar) enfektivitelerini koruduklari
bildirilmektedir (Limor ve ark, 2002). Penicilin, streptomycin, fungizone, mycostatin gibi
antimikrobiyal ajan igeren, Hank’s dengeli tuz solusyonu gibi ¢ozeltiler icerisinde alinan
diskinin saklanilmasi ile ¢evresel kontaminasyonunda Oniine gegilebilecegi vurgulanmaktadir
(Dubey ve ark, 1990).

Mikroskobik inceleme sirasinda incelenen alanda ookist miktarinin artirilmasi
amaciyla Sheater’in sukroz flotasyon yontemi, Percoll-sukroz flotasyon yontemi, ¢inko siilfat,
sodyum Kklorit solusyonlari, demir III siilfat flotasyonu, formalin-eter, formalin-etil asetat
sedimentasyon yontemleri kullanilabilmektedir (Starling ve Arrowood, 1993).

Kriptosporidiyozisin tanisinda boyasiz preparatlarda tan1 zordur ve On bir tarama
olarak kullanilmaktadir (Dubey ve ark, 1990). Kriptosporodiyozde tani amaci ile ¢ok sayida
boyama tekniginden yararlanilabilmektedir. lodin ile yapilan boyama basit, kolay olmasi
acisindan, mantar sporu ve ookistleri faz kontrast veya differensiyel interferens kontrast
mikroskobunda ayirmanin miimkiin olabilmesinden dolay1 6n tan1 amaciyla kullanilmaktadir.
Kriptosporodiyozde teshis amaci ile carbol fuchsin, safranin-metilen mavisi, asit fast,
nigrosin, Giemsa, floresan boyama (auramin-rhodamin, auramin-fenol floresans, auramin-
carbol fuchsin, akridin oranj) gibi tekniklerden yararlanilmaktadir (Leng ve ark, 1996).
Gliniimiizde tan1 amaci ile en sik kullanilan boyama teknikleri, asit fast boyama
yontemleridir. Bu grupta kinyoun-modifiye asit fast (Roberts ve ark, 1996), modifiye Ziehl
Neelsen, soguk ve sicak asit fast teknikleri yer alir (Sears ve Kirkpatrick, 2001).

Modifiye Ziehl Neelsen teknigi ile boyanmis preparatlarda Cryptosporidium ookistleri
yesil zemin iizerinde kirmizi-pembe bir renkte goriiniir. Ookistin segilemeyen i¢ kismi,
etkenin yiizeyine gore daha koyu boyanir. Mantar sporlari, bakteriler, digk1 kalintilar1 ve diger
asit fast ozellik tasimayan yapilar mavi renkte goriiliir. Ancak bazi bakteri sporlari ve kimi

diger organizmalar ookistlerle karisabilmektedir (Emre ve ark, 1997; Garcia ve Bruckner,
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1997). Modifiye Ziehl Neelsen teknigi cryptosporidiosisin tanisinda uygun bir yontem olarak
degerlendirilmektedir (Emre ve ark, 1997). Kinyoun -asit fast boyamada, ookistler kolay
taninabilecek sekilde koyu kirmizi-pembe bir renkte boyanirken, maya ve diger doku artiklari
boya almazlar (Dogan ve Akgiin, 1998; Dirim ve ark, 2003). Soguk kinyoun boyamada ise
ookistler mavi zemin fiizerinde parlak kirmizi, heterojen boyanmis olarak goriilmektedir
(Over, 1996).

Safranin-metilen mavisi ile boyanan preparatlarda ookistler seffaf bir hale ile gevrili
olarak turuncu kirmizi renkte, diski kalintis1 ise mavi renkte gozlenmektedir. Yo6ntemin
dezavantaji ookist i¢ yapisinin se¢ilmemesidir (Fayer ve ark, 2000).

Carbol fuchsin boyamada zemin kirmizi goézlenirken, ookistler siddetli 1sik kirict
ozellikte, diizglin duvarli ve tam anlamiyla oval bir yapida goriiliirler (Erman ve ark, 2000).
Mikroskop altinda 40X objektifte, eger mikrometre ile oynanir ise ooKistlerin igerisinde
kirmizi kalintilar seklinde sporozoitler fark edilebilir (Ozlem ve ark, 1997). Carbol fuchsin
DMSO (dimetilsiilfooksit) ile kombine edilerek uygulandiginda, ayirt edilebilir bir zemin
tizerinde kirmiziya boyanmis ooKistler rahatlikla fark edilebilmektedirler (Fayer ve ark,
2000).

Mantar sporlar1 ile ookistlerin birbirinden ayrilmasi amaciyla asit fast-trikrom
kombine boyama tekniginden yararlanilmaktadir. Bu yontem ile boyanmis preparatlarda,
Microsporidium sporlari 1-2,5 um uzunlukta, oval-yuvarlak, parlak pembe renkte goriiliirken,
boya almis bir polar vakuol fark edilebilir. Cryptosporidium ookistleri 4-6 um biiyiikliigiinde,
yuvarlak oval, parlak pembe renkte goriiliir (Reisner ve Spring, 2000).

Hastaligin tanisinda, serum analizi ve etkene spesifik antikorun tespiti yoluna da
gidilebilmektedir (Bannai ve ark, 2006). Cryptosporidiosiste, ookist ve sporozoit antijenlerine
kars1 IgA, IgM ve IgG’lerin olusumu séz konusudur (Riggs, 2002). Ilgili antikorlarin tespiti
amaci ile, IFAT (indirek immunfloresan antikor testi), ELISA ve Western blot tekniklerinden
yararlanilabilmektedir. IFAT’ta ookist veya hem ookist hem de sporozoit antijenleri
kullanilabilmektedir. Etkili bir test olan ELISA, pek ¢ok arastirmaci tarafindan Western blot
teknigine gore daha duyarli bir yontem olarak kabul edilmektedir (Al-Qubaji, 2005). So6z
konusu teknikler genel olarak, klasik boyama tekniklerine gore daha duyarlidir. Hayvanlarda
ve insanda hastaligin teshisi amaci ile kullanilabildikleri gibi ¢evresel materyallerden etken
izolasyonu konusunda da yararlanilabilmektedir (Starling ve Arrowood, 1993). Ozellikle
incelecek materyalin formalin ile tespit edildigi veya stoklamanin uygunsuz yapildig:
durumlarda ELISA, IFAT gibi testler 6nemli bir teshis alternatifi konumundadir (Gasser ve
O’Danoghue, 1999). Ancak, bu yontemler antijen-antikor birlikteligi temeline dayandigi i¢in
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belli oranda diger mikroorganizmalarla ¢arpraz reaksiyon verme riski tagimaktadir (Fayer ve
ark, 2000) ELISA yontemi diger boyama tekniklerine gore olduk¢a duyarli bir yontemdir. Bu
yontemin sensitivite ve spesifitesi %94 lin tizerindedir (Garcia ve Shimizu, 2000). I[FAT tan
daha duyarli olan ELISA’nin etkinligi kitlere gore degisebilmekte (Leng ve ark, 1996),
giivenirliligi agisindan, incelenen materyalin her ml.’sinde 10°-10"ten daha fazla sayida
ookistin bulunmasi gerekmekte (Leng ve ark, 1996), testte kullanilan antikorlar ise c¢apraz
reaksiyon verebilmektedir. Tiim bu maddeler ELISA yonteminin dezavantajlari olarak
gorilmektedir

Hem semptomatik hem de asemptomatik enfeksiyondan sonra olusan antikor yaniti
Cryptosporidium igin serolojik ¢alismalarin temelini olusturmaktadir. Cryptosporidium’un
serolojik tanisinda IgA, IgG Cp23, Cpl7 (gpl5) ve P2 antijenleri kullanilmaktadir (Priest ve
ark, 2006). Luminex esasli serodiyagnostik bir platforma adapte edilen bu tahliller, filtre
kagidina veya oral sivi ile parmak ucundan toplanan kanla yapilabilmektedir(Lammie ve ark,
2012).

Cryptosporidiosisin etkensel tanisindaki zorluklar dikkate alinmis ve rastlantisal olarak
ishal, karin agris1, bulanti-kusma gibi gastrointestinal yakinma ile basvuran 80 olgunun ve
kontrol grubu olarak saglikli 65 kisinin digk1 6rnekleri cryptosporidiosis yoniinden Kinyoun
asit fast boyama yontemi ve digkida Cryptosporidium spp. antijenlerini aramaya yonelik
hazirlanmig ELISA kiti (r-biopharm, Germany) ile incelenmistir. Alinan sonuglar
karsilagtirilarak ELISA ile digkida spesifik antijen arama yonteminin etkensel taniya katki
saglaylp saglamadig1 arastirilmistir. Incelenen 80 diski &rneginin sonuglarina bakildiginda
kinyoun asit fast boyama yontemi ile {i¢ 6rnekte (%3,75) Cryptosporidium spp. ookistleri,
monoklonal ELISA ile yapilan degerlendirmelerde ise bes drnekte (%6,25) Cryptosporidium
spp. spesifik antijenlerin saptandigi gorillmistiir. Kinyoun asit fastle boyanan {i¢ 6rnek
ELISA ile de pozitif olarak bulunmustur. Kontrol grubunda ise her iki ydntemlede
Cryptosporidium etkeni saptanmamistir. Cryptosporidium ELISA kitinin bu ¢alismada
sensitivitesi %85, spesifitesi %100, negatif prediktif degeri %97,4, pozitif prediktif degeri
%100 olarak saptanmistir (Tamer ve Giileng, 2008).

Cheun ve arkadaglarinin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada diyareli hastalarda C.
parvum ve G. lamblia’ nin saptanmasi i¢in yiiksek hassasiyetli bir antikor teshis Kkiti
gelistirmeyi amaclamistir. Antikor titreleri elde etmek igin sigir ve kdopeklere C. parvum
ookistleri ve farelere G. lamblia kistleri enjekte edilmistir. Bagisiklastirilmig farenin dalak
hiicreleri ayrilmis ve monoklonal antikorlar1 olusturan hibrid hiicre ¢izgileri iiretmek iizere

miyelomlarla harmanlanmigtir. ELISA ydntemini kullanarak, ozellikle C. parvum'a tepki
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veren antikorlar ve G.lamblia segilmistir. Hiicreler, bir BALB / ¢ faresinin karin bosluguna
enjekte edilerek izole edilmistir. Yiiksek diizeyde antikor igeren hidrops abdominis. IgG
antikoru protein G jel yontemiyle saflastirtlmistir ( Cheun ve ark, 2013).

Hawash ve arkadaslar1 Giardia/Cryptosporidium antijenlerinin  insan diski
orneklerinin taranmas1 ve tanimlanmasi icin iig ticari kitini degerlendirilmislerdir. Ilk olarak,
enzim baglantili immunosorbent assay (ELISA) olan Giardia/Cryptosporidium Chekkit
(TechLab) tarama igin secilmistir. ELISA pozitif reaksiyonlar daha sonra RIDA Quick
Giardia ve RIDA Quick Cryptosporidium immunokromatografik kitleri (R-Biopharm) ile
karakterize edilmistir. Tek tek kitlerin performansi, 50 Giardia pozitif, 40 Cryptosporidium
pozitif ve 70 Cryptosporidium / Giardia negatif iceren bu numunelere karsi test edilmistir.
Cryptosporidium i¢in, ELISA ve RIDAQuick Cryptosporidium Kitlerinin spesifiklikleri
sirastyla% 95,71 ve% 100 bulunmustur. Her iki kit de% 95 hassasiyet gostermistir. Giardia
icin, ELISA ve RIDA Quick Giardia kitleri sirasiyla% 100 ve% 97,5 duyarlilik sergilemistir.
ELISA ve RIDAQuickGiardia ile elde edilen spesifiklikler sirasiyla% 95,7 ve % 100
bulunmustur. iki farkli rastgele &rneklemlerden, algoritmaya duyarlilik, &zgiilliik, olumlu
tahmini deger ve negatif prediktiv deger% 97,06,% 100,00, % 100,00 ve % 98,91 olarak
saptanmistir. Sonu¢ olarak, bu imiinoassay tabanli algoritma, ¢ok sayida numunenin
taranmasi i¢in tan1 laboratuvarlarinda rutin test olarak kullanilabilecegi saptanmistir (Hawash,
2014).

Cryptosporidium tiirlerinin klinik olgulardan ve gevresel kaynaklardan izole edilmesi
amactyla giiniimiizde PCR yaygin olarak kullanilmaktadir. PCR sayesinde 6rneklerde bulunan
bir ookist bile saptanabilmektedir (Clark, 1999) Sivi 6rneklerden ookist izolasyonu
konusunda ELISA teknigine gore ¢cok daha duyarli olan PCR, 6nemli bir tan1 teknigidir (Leng
ve ark, 1996). Bunun yani sira etkenin hibridizasyon iriinlerini hedefleyen PCR teknikleri
IFAT yontemine gore de ¢ok etkili bulunmaktadir (Jenkins ve ark, 2000). Ayrica PCR kotii
kousullarda muhafaza edilen numunelerde tan1 amaci ile kullanilabilecek mevcut en uygun
yontemdir (Gasser ve O’Danoghue, 1999).

PCR, olduk¢a hizli, yiiksek diizeyde duyarli ve dogru sonuglar ¢ikaran bir testtir.
Buna ragmen PCR yonteminin dezavantajlar1 arasinda laboratuar kontaminasyonlarindan
kaynaklanan yanlis pozitif sonuglarin olmasi, zaman alic1 olmasi, pahali bir yontem olarak
degerlendirilmesi ve deneyimli elemanlara gereksinim duyulmasi yer almaktadir (Fayer ve
ark, 2000). Bunun yani sira digkidan DNA izolasyonunda kullanilan yontemler de PCR’1n
dezavantajlari arasinda yer almaktadir. Ornegin rutinde yaygin olarak kullanilan fenol-

kloroform ekstraksiyonu (Xiao ve ark, 2000), digskida yer alan kompleks polisakkaritler, safra
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tuzlari, bilirubin ve bazi1 diger kompanentler PCR teknigi icin inhibe edici 6zellik
tasimaktadirlar (Clark, 1999). Giiniimiizde, teshiste kullanilmak {izere secilebilecek hedef
molekiiller konusunda ayritili bilgilere ulasilmistir. Izole edilen etkenin tiiriiniin, canliligmimn
ve enfektivitesinin tayini amaci ile gelistirilmis degisik PCR teknikleri bulunmaktadir.

Cryptosporidiosisin, PCR ile teshisi i¢cin HSP70 mRNA geni (Di Giovanni ve ark,
1999), 18s SSU rRNA geni, B tubulin kodlayan mRNA geni (Widmer ve ark, 1999),
amyloglikosidoz enzimini kodlayan mRNA geni (Jenkins ve ark, 2000), methionin
aminopeptidaz, T-kompleks protein 1 delta (TCP-1) igeren chaperonin kodlayan genler,
COWP, TRAP-C1 (trombospondin releated adhesive proteins Cryptosporidium-1), TRAP-C2
genleri sik kullanilan molekiiller arasindadir. Duyarlilik agisindan en yaygin gen bolgelerinin,
nested PCR tekniginde kullanilan ve genomda tek kopyasi bulunan dihidrofolat rediiktaz
enziminin kodlayan gen ile genomda 5 kopyasi bulunan 18 S rDNA geni oldugu bildirilmistir
(Pedroza-Diaz ve ark, 2001).

Gerek tanida, gerekse tiplendirmede ve de etken 6zelliklerinin saptanmasinda degisik
gen kisimlart kullanilarak yapilan PCR tekniklerinin yani sira izoenzim analizlerinden de
yararlanilabilmektedir. Bu amag igin ookist duvar proteini, zoit yiizey proteinleri, apikal
kompleks kompanentleri, proteazler, karbonhidrat metabolizmasi enzimleri, folat biyosentezi,
polyamin biyosentezi enzimleri ve antioksidatif enzimler kullanilabilmektedir (Gasser ve
O’Danoghue, 1999).

Orneklerden izole edilen ookistlerin canliliginin ve enfektivite giiciiniin saptanmast,
hastaligin veya salginin boyutlarin1 ortaya koyabilme agisindan 6nem tasgimaktadir. Bu
amaglar i¢in gelistirilmis pek c¢ok teknik s6z konusudur. Hayvan deneyleri, in vitro
ekskistasyon, hiicre kiiltiirii, hiicre kiiltiirii-PCR kombine uygulamasi, vital boyama teknikleri
ve FISH (fluorescent in situ hybridisation) bu konuda verebilecek 6rneklerdir (Fayer ve ark,
2000; Carey ve ark, 2004).

Cryptosporidium tiirlerinde biyolojik, patolojik, immiinolojik, molekiiler ve ilag
calismalarinda karsilagilan en biiyiik engellerden biri Cryptosporidium tiirlerinin in vitro
ortamlarda stirekli kiiltiirlerinin yapilamiyor olmasidir. Enfeksiyon olusturan materyal ve
izolatlarda C. parvum kiiltiirleri i¢in fare ve ineklere, C. hominis igin ise domuz ve gerbillere
stirekli olarak pasaj yapmak gerekmektedir (Tzipori ve Widmer, 2000).

Canlilik tayini amaci ile, degisik hiicre kiiltiirlerinden yogun bir sekilde
faydalanilmakta (Di Giovanni ve ark, 1999) olup, giiniimiizde 25’ten fazla kiiltiir ¢esidi
bulunmaktadir. Bunlardan baslicalar1 Caco-2 (insan kolon karsinoma hiicre kiiltiirii), sigir

fallopian tiipii epiteli hiicre kiiltiiri, Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre kiiltiirt,
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HCT-8 (insan iliosekal karsinoma hiicre kiiltlirii), insan mide adenokarsinom hiicre
kiiltiirleridir. Caligmalarda kullanilabilecek en uygun kiiltiiriin HCT-8 oldugu bildirilmistir
(Hijjawi ve ark, 2004; Karanis ve Aldeyarbi, 2011). Ekimi takiben 24.-72. saatlerde kiiltiir
taranir ise, etkenin degisik tireme formlar1 fark edilebilmektedir. HCT-8’de, 2-3 giin ara ile
yapilan pasajlar sayesinde kiiltiirii 25 giin kadar uzatabilmek miimkiindiir. Bu uzun siire
sayesinde, ilgili donemde yapilabilecek ¢alismalar rahatlikla yiiriitiilebilmektedir (Carey ve
ark, 2004).

Hiicre kiiltiirliniin en biiyiik dezavantaj1 siirekli olarak devam ettirilebilen bir kiiltiiriin
ortaya konamamis olmasi (Hijjawi, 2003) ve dogal etken biyolojik siklusunda oto-
enfeksiyonu saglayan ince duvarli ookistlerin in vitro ortamda olugsmamasidir (Gasser ve
O’Danoghue, 1999).

Etkenin kiiltiirdeki liremesini saptamak amaciyla degisik teknikler kullanilmaktadir.
Omegin, enfeksiyonun 48. saatinde etken bulunan hiicre kiiltiirii FITC ile isaretlenmis
poliklonal sporozoit spesifik antikorlar1 iceren serum ile muamele edildikten sonra etkene
tutunmus antikorlar floresan mikroskobunda taranabilmektedir (Carey ve ark, 2004).

Hiicre kiiltiirleri, etkene karsi ilag denemelerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak, etkenin gerek ekskistasyonu, gerek lireme yetisi, gerekse de ilag duyarlilig1 inokulum
hazirlama tekniklerine, inkiibasyonun siiresine, sartlarina, etkenin orijinine ve benzer bir
takim faktorlere bagimlhilik gosterir. Caligmalarda, ilgili konular1 daima g6z Oniinde
bulundurmak gerekmektedir (Gasser ve O’Danoghue, 1999).

Aksenik kiiltiir ortamlarinda kiiltiirlerinin yapilabilecegini ilk kez Hijjawi ve
arkadaslar1 bildirmislerdir. Bu ¢alismada inokiilasyondan 8 giin sonra yeni ookist olusumu
gozlemlenmistir (Hijjawi ve ark, 2004). Girouard ve arkadaglarinin 2006 yilinda serumsuz
tiretim sistemleri kullanarak yaptiklari  benzer c¢alismada Cryptosporidium iretimi

yapilamamistir (Girouard ve ark, 2006).

Hayvan deneyleri canlilik tespitinde kullanilan en kolay ve direk yontemdir. Deneysel
olarak enfekte edilen hayvanlarda etkenin gelisimi, ookistin atilimi1 ve hastaligin olusumu
izlenebilir. Bunun yani sira ilag uygulamalarinda, hastaligin patolojisi ve immunolojisi
lizerine yapilan ¢alismalarda da hayvanlardan yararlanilabilir (Carey ve ark, 2004). Deneysel
enfeksiyon ¢aligsmalarinda, neonatal donemde bulunan veya immunsiipresif olan (6-7 giinliik
fareler, 8-12 haftalik SPF fareler, 200-250 gr’lik ratlar, CD-1 veya BALB/c hatlar1 gibi)
rodentler (Widmer ve ark, 1999),SIV ile enfekte maymunlar, neonatal donemdeki kuzu ve

oglaklar kullanilmaktadir. Deneyler i¢in en uygun hayvan tiirli dezavantajlar1 bulunmasina
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ragmen faredir. Alti-yedi giinliik fareleri, oral olarak verilen 10° ookist ile enfekte edebilmek
miimkiindiir (Widmer ve ark, 1999). Uygun olarak se¢ilmis farelerde 10° ookist ile de
enfeksiyonun olusturulabilecegi, ancak basit bir yontem olmasina karsin, rutin tan1 ve canlilik
tayini amaci ile hayvanlarin kullanilmasimnin pratik ve ucuz bir yontem olmadigi ifade
edilmistir (Carey ve ark, 2004).Hayvanlar1 hastaliga duyarl hale getirmek amaci ile en yaygin
olarak kullanilan kimyasallarin basinda Dexamethasone gelmektedir (Suresh ve Rehg, 1996).

2.1.11. Tedavi

Tiim ¢alismalara karsin kriptosporidiyazis tedavisi i¢in tam etkin bir ilag yoktur (Zhu
ve Fritzler 2012). immiin yetmezlige sahip kisilerde hiicresel bagisiklik islevinin iyilesmesine
yonelik yapilan uygulamalar kriptosporidiyoz igin kilit bir role sahiptir. HIV pozitif hastalarda
kriptosporidiyoz i¢in, hiicresel bagisiklik islevinin iyilesmesine yonelik uygulamalar ile
antiretroviral tedavi birlikte uygulanmaktadir (Cabada ve White, 2010).

Cryptosporidium'a kars1 gesitli ilaglar in vitro kosullarda, hayvan modellerinde ve
hastalarda kars1 aktivite ile tanimlanmistir. HIV pozitif hastalarda spiramisin, azitromisin ve
immiinoglobiilin etkin bulunmamistir (Cabada ve White, 2010). Semptomlarda ve ookistlerin
serbestlenmesi {izerinde paromomisin ¢ok az etki gostermis ve kesin bir sonug elde
edilememistir (Hewitt ve ark, 2000). Giiniimiizde nitozoksanidin C.parvum ve C.hominis
enfeksiyonlarinda kullanilmas: “Amerika Gida ve Ila¢ Dairesi” (FDA) tarafindan kabul
gormiistiir. Nitozoksanid ile tedavi edilen malniitrasyonlu ¢ocuklarda mortalite 6nemli oranda
azalirken, HIV bulunmayan eriskinlerde ve c¢ocuklarda yapilan calismalarin bulgular ise
olumlu yondedir (Amadi ve ark, 2002). Nitazoksanid alan hastalarin %56'sinda, plasebo
etkili ilag alan hastalarin% 23'tinde ishal kesilmesinin oldugu goriilmiistiir (Amadi ve ark,
2002). Nitozoksanide ilave olarak antiretroviral tedavi uygulanmayan HIV hastalarininda
dahil oldugu ii¢ kontrollii ¢aligmada enfeksiyonda genel olarak iyilesme goriilmemistir
(Amadi ve ark, 2002, 2009).

C hominis, C parvum ve diger Cryptosporidium tiirlerine karsi genom dizilimi ve
islevsel genomik verilerin bulunmasi ile kemoterapi hedefi i¢in benzersiz metabolik yollar
kesfedilmistir (Abrahamsen ve ark, 2004; Aurrecoechea ve ark, 2013).

C. parvum’ un spesifik bir tedavisi ve onaylanmig ticari bir asis1 yoktur. Ancak as1
calismalari mevcuttur. C. parvum i¢in as1 ¢aligmalart1 immunojenik potansiyeli olan, konak

hiicreye baglanmay1 saglayan ve invazyondan sorumlu CSL, gp900, gp40, gp15/17, Cp 15/60,
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Cp23/27, Cpl2 ve Muc4 lizerine yogunlagmistir. Gp900, Gp40, Gpl5/17 ve Cp23/27
antijenlerinin hayvan ve insanlarda hiicresel immun yanit olusturdugu bulunmustur.
Cryptosporidium’ un DNA bazli as1 adaylar1 olarak ise P2, Cp12, Cp15/60,Cp23, Cp2l ve
COWP olabilecegi, bunlardan Cpl5 ve Cp23 antijenlerinden elde edilen divalent asinin
farelerde ki koruyuculugunun daha fazla oldugu bulunmustur. Mevcut ¢alismalara ragmen

heniiz kullanilabilir bir as1 onaylanmamustir.

2.1.12. Korunma

Dogada yaygin olarak bulunan C. parvum’un biyoterdrizm ajant olarak
degerlendirilmesinin nedenleri su yoluyla bulagsma potansiyelinin olmasi; ookistlerin her
zaman infektif olmasi, oldukea kiiciik olmalar1 (3,5-6,0 um) ve diislik sedimentasyon oranina
(0,5 m/s) sahip olmalaridir. Islenmemis atik sularda, filtre edilerek islenen atik sularda,
kanalizasyonda, yer alti1 sularinda, yeryiizii sularinda ve islenmis icme suyunda ookistlerin
belirlenmesi; diskiyla kontaminasyonu gdstermektedir (Fayer, 2000).

Ookistler uygun sartlarda (nem orani yiiksek ve 20°C’nin iizerindeki sicaklik), 6 ay
canli kalabilmekte ve daha sonra hizla enfektivitesini kaybetmektedir. Enfeksiyona sebep olan
bu ookistlerin, %10°luk formolde veya %50 derisik amonyak gibi kimyasal soliisyonlarda 30
dakika i¢inde, ayrica 60 °C ve iizerindeki sicakliklarda veya -20 °C sicaklikta 30 dakika
bekletmekle canliliginm1 kaybettikleri bildirilmistir. Ayrica yapilan c¢alismalar 1s18inda,
ookistlerinin 180 ppm klor konsantrasyonunda, 25°C ve pH 7’de iki saat i¢inde veya 1 ppm
ozon konsantrasyonunda 10 dk sonra o6ldigii tespit edilmistir. Sonug olarak sulardaki
parazitlerin inaktivasyonunda ozonun, Klor veya klordioksitten daha etkili bir dezenfektan
oldugu tespit edilmistir (Hazer, 2007).

Cryptosporidium enfeksiyonlarinin kontrol altinda tutulabilmesi i¢in Oncelikle
ookistlerin ¢evreye yayilmasinin oOnlenmesi gerekmektedir. Ookistlerin yok edilmesi
enfeksiyonlarin dnlenmesinde ve biiyiik ¢apli salginlarin engellenmesinde 6nem tasimaktadir.
El yikama ve kontamine olmus materyallerin uzaklastirilmas: gibi hijyen kosullarinin
diizeltilmesi ile insandan insana ve hayvandan insana ookistlerin bulagsma riski azaltmaktadir.
Ookistlerin -20°C’de 72 saat dondurulmasi, 45-55°C’de 20 dakika 1sitma islemlerinin
yapilmasi ile enfeksiyon yetenegi azalir veya yok olur. Kaynatilmis ve siselenmis sularin
kullanmasi ve sebzeleri iyice yikadiktan sonra pisirilerek tiikketilmesi 6zellikle immun sistemi

baskilanmis kisilerde enfeksiyon riskini azaltmaktadir. Tuvalete gidildikten sonra ve ishalli
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hayvanlara dokunduktan ve toprakla (bahge isleri dahi) temas ettikten sonra eller iyice
yikanmali ve ishalli kisilerin herhangi bir rekreasyonal amacli kullanilan suyla temas
etmemesi gerekmektedir. Hastaligin bulagsmasinda 6énemli bir unsur olan yiizme havuzlari,
giivenlik icin siirekli kontrol edilmeli ve kontamine sularin yutulmamasina dikkat edilmelidir.
Pastorize olmayan siit ve siit lriinleri veya meyve sularinin ic¢ilmesinden kagimilmalidir

(Murray ve ark, 2007).

2.2.Trichomonas vaginalis

2.2.1. Tarihge

[k kez Donne tarafindan 1836 yilinda vajinal akintidan izole edilerek Trichomonas
olarak adlandirilmistir. 1838 yilinda Ehlrenberg tarafindan T. vaginalis olarak adlandirilmistir
(Kuman ve Altintas, 1996). Koelliker ve Scanzoni 1855 yilinda kadinlarda %50 oraninda T.
vaginalis enfeksiyonu goriirken 1924 yilinda Katsuma tarafindan bir erkek idrarinda T.
vaginalis saptanmistir. Ardindan 1927’de Capek tarafindan bir erkek {iretrit vakasi
bildirilmistir (Merdivenci, 1981).

2.2.2 Taksonomi

T. vaginalis'in taksonimisi agsagida yer almaktadir (Schwebke ve Burgess, 2004).
e Domain: Eukarya

e Kingdom: Protista

e Subkingdom: Protozoa

e Phylum: Metamonada

e Subphylum: Mastigophora

e Class: Parabasilia

e Order: Trichomonadida

e Family: Trichomonadae

e Genus: Trichomonas

e Species: T. vaginalis
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2.2.3. Morfoloji

2.2.3.1. Genel morfolojisi

Trichomonas vaginalis,yasamini yalnizca insanda siirdiirebilen ve kist formu olmayan
tek hiicreli kamgili bir protozoondur. Trofozoit formu, yap1 olarak armuta benzer bir sekilde
olup, genis kisimda kese seklinde biiyiik ve oval niikleus ve igerisinde kromatin tanecikleri
olan ve blefaroblast olarak adlandirilan yapi bulunmaktadir (Sekil 4) Blefaroblastlarin her
birinden dorder adet kamgi ¢ikar ve govdenin disinda serbest olarak hareket ederler. Besinci
kamgi, parazitin membran1 boyunca asagi dogru uzanir ve membran ile kamgi1 arasinda dalgali
zar ad1 verilen baglar olusur (Altintas, 2002; Saygi, 2009; Honigberg, 2012). Bu zarin gérevi,
T. vaginalis’ in kendi etrafinda donme hareketini saglamaktir. Blefaroblasttan koken alan ve
dalga zar boyunca uzanarak onu destekleyen kosta adi verilen bir yapi1 da bulunmaktadir.
Niikleustan baslayip parazitin sivri ucundan disar1 ¢ikan aksositil adi verilen bir olusum
bulunmaktadir (Sekil 4) Hastalardan izole edilen T. vaginalis trofozoitlerinin, bir yillik
kiltiri yapildiktan sonra aksostil uzunlugu OoOlgiilmiis, yeni elde edilen T. vaginalis
trofozoitlerinde ki aksostil uzunlugunun , kiiltiir ortamindan elde edilen trofozoitlerdekine
oranla iki kat daha uzun oldugu tespit edilmistir (Cheon ve ark,2013). Bunun nedeni ¢evresel
sartlara daha iyi adaptasyon saglamaktir (Honigberg;2012, Cheon ve ark, 2013).

Aksositilin yaninda mitokondri benzeri yapilar, niikleusla dalgali zar arasinda
parabazal golgi cisimcigi ve lif bulunmaktadir. Sitosom adi verilen bu yap1 parazitin gida
alimini saglayan yapidir. (Kuman ve Altintas, 1996).

Insan patojeni olarak bulunan T. vaginalis enerji iiretimi igin gerekli olan
mitokondrilerden yoksundur. Bunun yerine, parazitte aksostil ¢gevresinde ve sitoplazma iginde
koyu renkli tanecikler halinde bulunan mitokondriyal benzeri hidrogenozomlar
bulunmaktadir. 0,5-1 p biiyiikliglinde olan ve etraflarinda ¢ift membran bulunan
hidrogenezomlar, T. vaginalis sitoplazmasinda ki piriivat metabolizmasinda hidrojen
molekiilii olusturarak ATP olusumunda gorev alir ve bdylelikle parazitin enerji gereksinimi
karsilanmis olur ( Lindmark ve Miiller;1973,1975).

Boyutlari, 10-25 mikron boy ve 5-10 mikron eninde olan trofozoitler, dis etkenlere
dayanikli olmayip, suda bir saat icinde 6lmektedir. Idrarda 24 saat, kirli esyalarda 6 saat canl
kalabilmektedir (Ozcel ve Zeyrek, 2007).
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Resim 1. In vitro kiiltiirde Giemsa ile boyanmus trofozoit goriiniimii (T6z ,2011)

Blefaroblast

Nikleus

Parabazal cisim
(orta cisim)

Sekil 4. T. vaginalis trofozoitinin sematik goriintiisii (Unat ve ark,1995).

2.2.4. Beslenme ve Hareket

T. vaginalis paraziti fagositoz ve pinositoz yoluyla besinlerini alir. 4,4 mikrometre

boyutuna kadar olan, epitel hiicreleri, bakteriler, sperm hiicrelerini ve eritrositleri fagosite
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edebilme yetenegine sahiptir. T. vaginalis vajina pH’ s diizenleyen bakterileri fagosite
ederek vajina pH’sinin alkaliye doniismesine neden olur. Bu sayede parazit i¢in daha uygun
pH ortam1 saglanmis olur. Parazitin eritrositleri fagosite etmesi sonucunda agiga ¢ikan demir
molekiilii parazitin gelisimi ve patojenitesi agisindan oldukca énemlidir (Oz, 2009).

T. vaginalis dalgali zar yardimiyla kendi etrafinda donerek hareket etmekte 6n kisimda

bulunan kamg¢ilarda bu hareketi hizlandirmaktadir (Heine ve McGregor, 1993).

2.2.5. Molekiiler Yapisi

160 Mb boyutunda genoma sahip olan T. vaginalis, parazitik protistler i¢inde en
biiyiik genoma sahip olanlardan biridir. T. vaginalis genomunda 59 672 protein kodlayan gen
bulunmakta ve bunlardan yalnizca 65 tanesi intron i¢ermektedir. Parazitin bagirsaktan
tirogenital sisteme goci ile birlikte ¢evresel degisimin sonucunda DNA igerigi ve hiicre
hacmindeki artiga paralel olarak genom biiyiimesininde olabilecegi varsayilmaktadir (Ozcel
ve ark, 2009).

T. vaginalis suslar1 arasinda protein, polisakkarit ve izoenzim profillerinde, klinik
tablo ve metranidazol duyarliliginda farkliliklar gézlenmektedir. Bu farkliliklarin parazitin
biyolojik ve virulans farkliliklarina bagl olabilecegi varsayilmaktadir (Ozcel ve ark, 2009).

T. vaginalis TVV adi verilen (Trichomonas vaginalis viriis) adi1 verilen ¢ift sarmalli
RNA viriisii barindirmaktadir. TVV, 33-200 nm boyutunda ikozahedral, lifli, silindirik ve
kiiresel viral partikiilleri i¢eren heterojen yapi olarak gézlenmektedir ( Wang ve Wang, 1985;
Benchimol ve ark, 2002). Klinik izolatlarda viriis varlig1 yaklasik %82 olarak saptanmaktadir
(Wang ve Wang, 1985).

2.2.6. Virulans Faktorleri

2.2.6.1.Hiicre penetrasyonu(sitoaderens)ndan sorumlu virulans faktorler

Parazitin insanlarda lirogenital sistem enfeksiyonu yapabilmesi i¢in hiicreye penetre
olmasi sarttir (Lehker ve Alderete; 2000). Bu siiregte yalnizca yilizey proteinleri olan
(adezinler) degil, aynm1 zamanda glikokonjugatlar, mikrotiibiil ve mikrofilament gibi hiicre

iskeletini olusturan maddeler, laminin, fibronektin , kollajen gibi ECM proteinleri ve sinyal
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iletimi ile otofaj siirecleri de gorev almaktadir ( Arroyo ve ark, 1992, 1993; Carlton ve ark,
2007).

T. vaginalis’te konak hiicreye baglanmay1r saglayan 5 adet yiizey proteini
tamimlanmistir (AP120,AP65,AP51, AP33 ve AP23)(Arroyo ve ark,1992). Bu adezinler
trichomonadlarin i¢inde hidrogenozom ya da parazit yiizeyinde lokalize olmaktadirlar. Parazit
epitelle temas ettiginde, ylizeyden salinan adezyon proteinleri artar. Salinimlar1 demir ile
diizenlenen bu proteinler, farkli islevler gosteren proteinler olarak tanimlanmiglardir. Bu
ylizey proteinler, molekiiler taklit yontemiyle parazitin immun sistemden kag¢masini
saglamaktadirlar (Lehker ve Alderete, 2000).

Adezyondan sorumlu bir diger virulans faktor ise laminindir. Laminin, epitelin alt
tabakasinda bulunan bir glikoproteindir. Laminin reseptorleri makrofaj, bakteri ve kanser
hiicrelerinde de bulunmustur (Ozcel ve Zeyrek, 2007). Trichomonas yiizeyinde D-Laktoz ve
N-asetil-D-glikozamin gibi lektin baglayan karbonhidratlarin eritrosit hemolizi, hedef hiicre
fagositozu ve ilag duyarliliginda rol oynadigi bilinmektedir. Parazitin yiizeyinde bulunan
lektinin de adezyonda rol aldig: bildirilmektedir (Petrin ve ark, 1998).

Sistein proteazlardan TvCP30 ve TvCP62, yiizey fosfoglikan (TvLPG) parazit
yiizeyinde lokalize olup, trikomal hiicre adezyonundan sorumludur (Arroyo ve Alderete,
1989,1995; Mendoza- Lopez ve ark, 2000; Hernandez ve ark, 2004). TvCP30 hiicre
adezyonuna katilir, immiinojeniktir, trikomoniyaz hastalarinda vajinal sekresyonlarda bulunur
ve enfeksiyon sirasinda vajinada bulunan pH ve sicakliklarda aktiftir. Bu sistein proteaz,
vajinada bulunan fibronektin, kollajen 1V ve hemoglobin gibi proteinleri degrade eder
(Arroyo ve Alderete, 1989,1995; Mendoza- Lopez ve ark, 2000).

Bsp-A benzeri proteinler, 16since zengin tekrar bolgeleri icermektedir. Bakteriyel
BspA lar konak epitel hiicresine baglanmada ve ECM proteinleri ile hiicre agregasyonunda
gorev almaktadirlar. Noel ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaptiklart calismada T. vaginalis’ e
ait Bsp-A proteinlerinin uzun siireli tirogenital enfeksiyonlarda ki hiicre adezyonunda 6nemli

rol oynadiklari saptanmistir ( Noel ve ark, 2010).

2.2.6.2. Sitotoksisite

Trikromal sitopatojenite c¢ok asamali diger siireclere bagimli bir olaydir. Bu
mekanizma parazitin konak hiicreye adezyonu ile baslar bunu sirasiyla, sitoliz, fagositoz c-ve
hiicrenin tek katmaninin parglanmasi ile devam eder. TVF , cell free T. vaginalis kiiltiirlerinde

bulunan 250 kDa biiyiikligiinde olan ve hiicreleri parcalamadan bir araya gelmelerini
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indiikleyen maddedir.Hiicre ayrilma faktorii (CDF), ayrilmadan sorumlu bir glikoproteindir
(200 kDa) ve ortama epitel hiicreleri ile temasta olan T. vaginalis tarafindan salinir. Porin,
Fosfolipaz A2 ve ylizeyde bulunan sistein proteazlar (TvCP12, TvCP39, TvCP65) da
sitotoksik etki gosterirler (Lubick ve Burgess; 2004). TvCP39 ve TvCP65 Trikomoniyaz
hastalarinin vajinal sekresyonlarinda bulunan kollajen IV ve fibronektini degrade eden ve
ekspresyonlar1 i¢in poliamine gereksinim duyan immunejenik karakterdeki sistein
proteazlardir (Alvarez- Sanchez ve ark, 2008; Ramon-Luing ve ark, 2011).

TvCP39 ve TvCP65, vaginal sekresyonlarda bulunan, enfeksiyon sirasinda vajinada
bulunan pH ve sicaklikta aktif olan, Coll IV ve Fn gibi vajinal ortamin proteinlerini bozan,
ekspresyonu i¢in poliamin gerektiren hastalarda immiinojeniktir ve demir ile ¢inko tarafindan

regiile edilirler.

2.2.6.3. Hemoliz

T. vaginalis igin eristrositler, lipit ve demir gibi 6nemli molekiillerin kaynagi olarak
kullanilmaktadir (Lehker ve ark, 1990). Beta hemolitik aktivite yeni alinan T. vaginalis
izolatlarinda virulans faktorlerle iliskilidir. Bu virulans faktorler arasinda, yiizey sistein
proteazlar1 (TvCP30, TvCP4), gbzenek olusturucu proteinler, fosfolipaz A2 ve triasil gliserol
lipaz (TvLIP) bulunmaktadir (Arroyo ve Alderete, 1995; Lubick ve Burgess, 2004).

2.2.6.4. Apoptozis

In vitro ortamda, T. vaginalis’ in neden oldugu hiicre ayrilmasi ve yikimlanmasini
gostermek amaciyla vajinal epitel hiicre kiiltiiri kullanilmis ve kiitle spektrometresi
yontemiyle analiz yapilmistir. Sonugta 30 kDa boyutuna kadar olan sistein proteazlarin
(TvCP2, TvCP3, TvCP4 Ve TvCPT) apoptozisi indiikledigi ve hiicre tahribatina neden
oldugu saptanmistir. S6z konusu bu sistein proteazlar demir iyonuna bagli olarak

diizenlenmektedir. (Kummer ve ark, 2008).

2.2.6.5. Immun sistemden kagis

T. vaginalis kaynakli kronik vajinal enfeksiyonlarda, parazit mikrogevreyi degistirme
ve konak immun sisteminden kagma yollarmi kullanmaktadir. Immun sistemden kagis farkli

yontemlerle olmaktadir. (Figueroa- Angulo ve ark, 2012) 7. vaginalis’ te bulunan proteinazlar
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yardimiyla konak immunoglobulinlerin degredasyonu yapilmaktadir. Bu yontemde parazitte
bulunan sistein proteazlar ve metalloproteinazlar nem kazanmaktadir. 60 kDa (TvCP60) ve
39 kDa (TvCP39) biiyiikliigiinde olan sistein proteazlar, immunglobulin ve hemoglobulini
degrade ederek hem immun sistemden kagabilmeyi hem de parazit i¢in gerekli olan besinin

elde edilmesini saglarlar( Lehker ve Alderete, 2000).
2.2.7. Yasam Dongiisii

Kamgili bir protozoon olan T. vaginalis monoksen bir parazittir ve konagi insandir.
Konak zinciri insan-insan seklinde olmaktadir. Hastalik belirtisi gostermeyen kisiler bu
parazit i¢in tastyict konumundadir. Kist sekli olmayan T. vaginalis trofozoit formuyla
insanlarda enfeksiyon olusturmaktadir (Saygi, 1998; Polat ve ark, 2011). Trofozoit formu
insandan insana genellikle cinsel iliskiyle bulagmakta olup nadiren kontamine esyalarla da
bulas goriilebilmektedir (Saygi, 1998). Trofozoit organa yerlestikten sonra burada ikiye
boliinerek ¢ogalir. Boliinme esnasinda yeni olusan protozoalarda ikiser adet kamg1 bulunur.
Dalgalanan zar, kosta, parabazal cisim ile aksostil bir hiicrede kalmaktadir. Yeni olusan

hiicrelerdeki eksik organeller blefaroblasttan ¢ikarak tamamlanmaktadir (Sekil 5) (Ozcel ve

Zeyrek, 2007).
l\/ Cinsel |I|§k|y|e bulag
/ e”ék

A= infektifform

A=Tan| formu
Trichomonas vaginalis
///‘ =
" — /f ZJ
0[01 zoit: va une besit ikiye

Vejinel ve proststik baliinme ile gogeir.
sekresyoniarde, idrards

Sekil 5. Trichomonas vaginalis’in yasam dongiisii (WEB2 ,2019)
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2.2.8. Epidemiyolojisi

Diinya da birgok tiilkede cinsel yollarla bulusan hastaliklar bildirimi zorunlu hastaliklar
arasinda yer almaktadir. T. vaginalis enfeksiyonlar1 kozmopolit bir dagilima sahiptir, tim
irksal ve sosyoekonomik gruplarda tespit edilmektedir. Diinya Saghik Orgiitii’niin (DSO)
verilerine gore her yil yaklasik 250 milyon T. vaginalis enfeksiyonu saptanmakta ve bunun da
yarisindan fazlasinin erkeklerde gorildigi bildirilmektedir (WHO, 2019). Buna karsilik,
yaygin T. vaginalis vakalarinin% 89'u kadinlar arasinda bulunmaktadir (WHO, 2019).
Erkekler ve kadmlar arasindaki biyolojik farkliliklar, T. vaginalis enfeksiyonunun goriilme
sikligi ve prevalansindaki farkliliklar1 saglamaktadir. Klinige bagvuran kadinlar arasinda,
gebelerde, AIDS’ 1i hastalarda ve ¢ok eslilerde yiiksek oranda T. vaginalis saptanmaktadir. Bu
enfeksiyonun yaygin goriilmesinin nedenleri arasinda, gelismekte olan iilkelerde cinsel egitim
programlarinin yetersizligi, cinsel iligski yasinin kiigiilmesi, evlilik dncesi cinsel iligki, seyahat
imkanlarinin yaginlagsmasi, cinsel davraniglarda ki degisiklikler, kondom dis1 dogum kontrol
yontemleri ve parazitin antibiyotiklere direng gelistirmesi ile tedavi de yasanan giicliikler yer
almaktadir.

Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda, kullanilan ydntemlerin farkliligina bagl olarak T.
vaginalis goriilme sikligi %3-72,3 arasinda degismektedir (Aksoy ve Ozkog, 2005).
Ertabaklar ve arkadaglarinin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi’ nde 2003 yilinda
yaptiklari bir caligmada kadin hastaliklari ve dogum poliklinigine vajinal akint1 sikayeti ile
basvuran 220 hastada yaptiklari inceleme sonucunda; direkt mikroskobi yoOntemiyle 12
(%5,45), kiiltiir yontemi ile 16 (%7,27) T. vaginalis saptanmistir (Ertabaklar ve ark, 2004).
Ankara’da 2004 yilinda yapilan ve nonspesifik vajinal akintisi olan hastalarin jinekolojik
muayenesi sirasinda 114 adet vajinal akinti 6rnegi alinmig ve T. vaginalis sikligi direkt
mikroskobik baki ve kiiltlir yontemleri ile incelenmistir. Sonugta incelenen 6rneklerin 8’ inde
(%7) T. vaginalis tespit edilmistir (Akarsu, 2006). Cumhuriyet Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi’nde Selvitopu ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, 61
hastadan vajinal stiriintii 6rnekleri alinmig ve ikisinde (%3,2) T. vaginalis saptanmistir(
Selvitopu ve ark, 2006). 2006 yilinda Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinigine bagvuran 275 hastanin vajinal siriintii ornekleri T.
vaginalis agisinda degerlendirilmis ve sonugta 6 (%2,18) hastada parazit saptanmistir (Culha
ve ark, 2006). 2006-2008 yillar1 arasinda Dumlupmar Universitesi Tip Fakiiltesi Kadm
Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinigine basvuran 273 hastadan arka forniksten vajinal siirlintii

ornegi alinmig, DNA hibridizasyon, nativ liigol ve Giemsa boyama yontemleri ile
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incelenmistir. Sonugta nativ boyama yontemi ile, 18(%7,6), Giemsa boyama yontemi ile
17(%7,2) ve DNA hibridizasyon yontemi sonucunda ise 19 (%8) ornekte parazit varligi
saptanmistir (Akdemir ve ark, 2010). 2011 yilinda Sivas Devlet Hastanesi Kadin Hastaliklar1
ve Dogum Polikliniginde vajinit 6n tanili hastalardan alinan 258 vajinal siriintii 6rnegi, T.
vaginalis varligi agisindan direkt mikroskopi ve kiiltiir yontemiyle incelenmistir. Sonugta
direk miroskobi incelemesinde 5 (%1,9) ve kiiltiir yonteminde ise 4 (%1,5) 6rnekte parazit
acisindan pozitiflik saptanmustir (Degerli ve ark,2011). Ertabaklar ve arkadaslarinin Adnan
Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi’nde yaptiklar1 baska bir ¢alismada , 102 vajinal siiriintii
orneginin iiclinde DM ile (%2.94), besinde TYM besiyeri (%4.90) ile ve besinde PCR
yontemi (%4.90) ile T. vaginalis saptamislardir (Ertabaklar ve ark, 2011). 2011 yilinda
Ankara’ da Polat ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada 114 hastanin , direk mikroskobi ile 8’
inde (%7) ve direk baki ile kiiltiir yontemlerinin ikisi birlikte kullanilarak yapilan incelemede

ise 13’tinde ( %9) parazit saptanmistir ( Polat ve ark, 2011).

2.2.9. Patogenez ve trikomoniyaz

Trikomoniyaz, cinsel yolla bulasan ve tedavi edilebilen en yaygin paraziter hastaliktir.
Yenidoganlarda pndmoniye sebep olabilecegi bildirilmistir (Ozcel ve Zeyrek, 2007).
Enfeksiyon olusturma ve hastaligin siddeti, konaga ve parazite ait faktorlerle iligkilidir.
Enfeksiyon, kadinlarin yaklasgik %85’ inde erkeklerin ise %77°sinde semptomatik
seyretmektedir. Asemptomatik olan hastalarin iigte biri alt1 aylik siirecte semptomatik hele
gelmektedir ( Petrin ve ark, 1998). Hastaligin semptomatik seyrettigi bireylerde iiretral akinti
ve idrar yollar1 enfeksiyonu goriilmektedir. Kadinlarda vajinal bolgede kotii kokulu, sari- yesil
renkte akinti, kaginti, vulvada tahris ve karm agris1 goriilebilmektedir. T. vaginalis epitel
hiicreleri fagosite ettiginden, genital sistem i¢inde iltihaplanmalara yol agmakta ve vajina
stvist i¢inde polimorfoniikleer 16kositlerin sayisinin yiikselmesine neden olmaktadir. Bu
durum T. vaginalis’ in tanisina yardime olabilmektedir (Oz ve ark, 2000).

T. vaginalis gelisebilmek ic¢in vajina florasini bozmakta ve florada bulunan
Lactobacillus acidophilus baklterilerinin  gelisimini olumsuz etkilemektedir. Bunun
sonucunda, vajina pH degeri alakaliye dogru degismekte ve vajina mukozasinda yangi
olugsmaktadir. Vajinit olarak adlandirilan klinik tablo meydana gelmektedir. T. vaginalis ‘in
neden oldugu ¢ilek serviks (Coplitis macularis) durumu parazitle enfekte kadinlarin yaklasik

%?2’ sinde goriilmektedir. Parazitin neden oldugu diger komplikasyonlar arasinda, adnekslerin
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( yumurtaliklar, fallop tiipleri) ,endometrium ve Skene ile Bartholin bezlerinin enfeksiyonlar
yer almaktadir (Walner- Hanssen ve ark, 1989).

T. vaginalis erkeklerde, epididimite, prostatite neden olnakta ve sperm hareketliligini
azaltabilmektedir. Semptomatik erkek hastalarda iiretral akinti siklikla goriilmektedir.
Trikomoniyaz erkeklerin %95’inde idrar yolu enfeksiyonu ile kendini gostermekte ve 8-30
giin siiren kulucka déneminin ardindan ortaya ¢ikmaktadir ( Ozcel ve ark,2007). infertilite,
pelvik inflamatuvar hastalik, servikal ve prostat kanseri gibi komplikasyonlara da neden

olabildigi bildirilmektedir (Ibanez-Escribano ve ark, 2014).

2.2.10. Tam

Trikomoniyaz, bakteriyel vajinite benzemekte ve pek ¢ok olguda semptomsuz olarak
seyretmektedir. Bu yiizden T. vaginalis tanisi zor olabilmektedir (Stemmer ve ark, 2012). T.
vaginalis tanisinda en giivenilir yontem parazitin goriilmesiyle olmaktadir. Tani, direkt veya

indirekt yontemlerle yapilabilir (Rein, 2000).

2.2.10.1. Direkt mikroskobik inceleme

Vajinal akinti, idrar sedimenti , prostat akintis1 gibi 6rneklerden alinan bir damla 6rnek
bir miktar serum fizyolojik ile karistirilip tizerine lamel kapatilarak direkt mikroskop altinda
incelenebilmektedir. 22Ccaltindaki sicakliklarda parazit motilitesi azalmakta ve direk
mikroskobide negatif sonug verebilmektedir. Preparat iizerine eklenen %5’lik paraamino
salisilik asit hareketsiz haldeki parazitleri harekete ge¢irmek i¢in kullanilabilmektedir. Direk

mikroskobi yonteminde duyarlilik %40-70 arasinda degisebilmektedir (Stemmer,2012).
2.2.10.2. Boyama
Ornekler yayma yapilip, tespit edildikten sonra Giemsa boyamasi yapildiktan sonra
immersiyon objektifiyle inceleme yapilabilmektedir. Bunun disinda May Griinland, Gram ya

da Papanicalaou boyama yontemleri de kullanilabilmektedir. Boyama sonucunda parazitin,

kamgi, niikleus, aksostil gibi organelleri kolaylikla ayirt edilebilmektedir.
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2.2.10.3. Kiiltiir

T. vaginalis tanisinda kiiltiir yontemi altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu amag
icin kadin hastalardan arka forniksten aliman vajinal siirlintii veya genital akint1 ile erkek
hastalardan alinan {iretral siiriintii veya idrar sediment 6rnekleri kullanilmaktadir. T. vaginalis
kiiltiirleri yapilirken, Modifiye Diamond (MD), CPLM (Laktoz, Sistein, Karaciger tozu veya
ekstresi, Maltoz) Besiyeri ve Tripticase-Yeast Extract Maltose (TYM), VF Diamond
besiyerleri kullanilmaktadir. T. vaginalis’te kiiltiir yonteminin duyarliligt  %95’lere
ulasmaktadir (Oncel ve Zeyrek, 2007).

2.2.10.4. Serolojik testler

T. vaginalis tanisinda serolojik testlerden pek yararlanilmamaktadir. Asemptomatik
olgularda, parazitin goriilmedigi durumlarda, epidemiyolojik ¢alismalarda serolojik testlerden
yararlanilabilmektedir. Parazitin tanisinda, ¢esitli yontemlerle hazirlanan antijen ile insan kan
serumundaki Trichomonas antikorlarin1 aramak i¢in kullanilan indirek hemagliinitasyon
(IHA), indirek fliioresan antikor testi (IFAT), Direk fliioresan antikor testi (DFAT) ve
Enzyme Linked Immunonosorbent Assay (ELISA) kullanilmaktadir (Oncel ve Zeyrek, 2007).

2.2.10.5. Hizh tam Kitleri

Trichomonas antijenlerini veya niikleik asitlerini aramaya yonelik olan ve 10-60
dakika arasinda sonug¢ veren testler gelistirilmistir (Hobbs ve Sena, 2013). Trichomonas
antijenlerine yonelik olan; OSOM Trichomonas Rapid Test (Sekisui Diagnostics, ABD) ve
Kalon Tv Lateks Agliitinasyon Testi (Kalon Biological, Ingiltere) ile niikleik asit taramaya
yonelik olan Affirm VPIII (Becton Dickinson, ABD) kullanilmaktadir. Bu hizli tan1 kitlerinin
duyarliliklart %40-95 arasinda degisirken, segicilikleri yiiksektir (%92-100) (Suud ve Kapil,
2008).

2.2.10.6. Molekiiler testler

Molekiiler tan1 yontemleri parazitin direkt mikroskobi ile goriilmemesi, parazit
sayisinin az olmasi , serolojik testlerde olusabilecek ¢apraz reaksiyon nedenleriyle tercih

edilmektedir. Molekiiler tan1 yontemlerinin temelini, parazit niikleik asitlerinin aranmasi ya
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da varlig1 olusturmaktadir. Molekiiler tan1 yontemleri arasinda ise en bilineni polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) dur. Bu yontem sayesinde parazitin, genetik tiplendirmesi,
karakterizasyonu, taninmasi, klinik teshisi ve filogenetik analizi yapilabilmektedir (Monis ve
ark, 2002). PCR yonteminde parazitin tek bir niikleik asiti bile yeterli olabilmektedir
(Bardaker ve Yenidiinya, 2010). PCR yonteminin duyarlilii ve se¢iciligi oldukca yiiksektir
ve parazitin tanisina, rekombinant teknoloji ile as1 gelistirilmesine, immiinoloji ve konak-

parazit etkilerinin arastirilmasina, sekans analizlerine olanak saglamaktadir.

2.2.11. Tedavi

Trichomaniasiste eslerin birlikte tedavi edilmesi gerekmektedir. Nitroimidazol tiirevi
ilaglar trichomaniasis tedavisinde kullanilan en etkili ila¢ grubudur. Giiniimiizde parazitin
tedavisine yoOnelik standart, 7 giin boyunca metranidazol uygulanmasi seklinde olmaktadir.
Metranidazol parazite diffiizyon yoluyla penetre olmakta ve hiicre i¢inde serbest radikallere
dontigserek hiicre DNA’sina baglanmaktadir. DNA replikasyonu ila¢ sayesinde duracagindan
hiicre oOliimleri meydana gelmektedir. Metranidazoliin yani sira tedavide seknidazol,
tinidazol, ornidazol ve warfarinde kullanilmaktadir. Amfoterisin B tiirevi olan ve
Hindistan’da kullanilan hamisin adi verilen organik bir bilesigin metronidazol direncli
olgularda etkili oldugu bildirilmektedir (Aksoy ve Ozkog, 2005). Tedavi gerceklestikten 3 ay
sonra hastalar tekrar kontrole ¢agrilarak reenfeksiyon agisindan incelenmelidir (WEB3, 2018).

Trikomoniyaz olgularinda, 1962°den beri metronidazole direng gelisimi
bildirilmektedir (Poppe, 2001). T. vaginalis izolatlarnin %2,5-5’inin metronidazole karsi

degisen derecelerde direncin oldugu rapor edilmistir (Schwebke ve Burgess, 2004).

2.3. Proteazlar

Proteazlar, proteinlerin yapisindaki peptid baglariin su varliginda pargalanmasini
katalize eden enzimlerdir. Proteazlar uzun amino asit dizilerini fragmentlere ayirarak biitiin
proteinlerin sentezinde, biiylikliiklerinin kontroliinde, kompozisyonlarinda, sekillerinde,
dongiilerinde ve son yikilimlari igin gerekli olan fizyolojik siirecte rol oynarlar (Seife, 1997).
Proteinlerin doniisiimii sentezini ve aktivasyonunu kontrol eden proteazlar; organizmalarin

dogumundan O6limiine tiim fizyolojik siireglerinde gorev alirlar (Poorman ve ark, 1991).
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Proteazlarin canlilarin yasamlari boyunca diizenleyici rollere sahip olmasindan dolay1

hastaliklara kars1 gelistirilen terapotik ajanlar i¢in potansiyel bir hedef olmustur. Proteazlar,

metabolik siireclerde gorev aldiklar1 gibi endiistride de yaygin olarak kullanilmakta tiim

enzimsatiglarinin %60’ 1n1 olusturmaktadirlar (Gupta ve ark, 2002).

2.3.1. Proteazlarin Siniflandirilmasi

Proteazlar, katalizledikleri reaksiyon tipi, katalitik bolgenin kimyasal yapisi ve

yapilartyla ilgili evrimsel iliskilerine gore 3 ana kriterle siniflandirilmaktadir.

1. Katalitik bolgedeki islevlerine gore:

1.1.Ekzopeptidazlar

1.1.1. Aminopeptidazlar

1.1.2.

Karboksipeptidazlar

1.1.2.1.Serin tipi

1.1.2.2. Sistein tipi

1.1.2.3.Metallo tipi
1.2. Endopeptidazlar

1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
1.2.4.

2.Aktif bolgedeki fonksiyonel gruplara gore:

Serin proteazlar
Sistein proteazlar
Aspartil proteazlar
Metallo proteazlar

2.1. Serin proteazlar

2.2.Sistein proteazlar

2.3. Aspartil proteazlar

2.4. Metallo proteazlar

3. Kaynagina gore

3.1. Bitkisel proteazlar

3.2. Hayvansal protezlar

3.3. Mikrobiyal proteazlar
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2.3.1.1. Katalitik bolgedeki islevlerine gore proteazlar

Proteazlar etki yerlerine gore; substratin amino yada karboksil ucuna yakin peptid
baglarin1 ayiran ekzopeptidazlar ve peptid zincirinin N- ve C- uglart disinda zincirin ig
bolgelerindeki peptid baglarma etki eden endopeptidazlar olmak ftizere iki gruba

ayrilmaktadir.

2.3.1.1.1.Ekzopeptidazlar

Substrat karbonil ucunu katalizleyen karboksipeptidazlar ve
amino ucunu katalizleyen aminopeptidazlar olmak iizere iki grupta incelenmektedirler.

A)Aminopeptidazlar; Sindirim, protein baglanmasi, sinyal iletimi, peptid hormonlarinin
regililasyonu gibi fizyolojik ve patofizyolojik islevlere sahiptirler. Genellikle notral pH’ larda
aktif olup, optimal galisma sicakliklar1 37-50 C° arasinda degismektedir (Raksakulthai ve
Hard;2003).

B) Karboksipeptidazlar: Polipeptid zincirinin karboksil ucunda bulunan son peptid

bagindan bir onceki peptid bagini hidroliz ederler. Karboksipeptidazlar (CP) kendi aralarinda
serin tip, metalloproteaz, sistein tip, dipeptidil dipeptidaz ve dipeptidaz olarak alt siniflara

ayrilmaktadir (Duran ve ark,2007).

2.3.1.1.2. Endopeptidazlar

Amino ve karboksil uglarindan uzak polipeptid zincirinin daha i¢ bdlgelerinin peptid
baglarindaki islevleriyle karakterize edilirler. Endopeptidazlar katalitik mekanizmalarina gore
serin proteaz, aspartik proteaz, sistein proteaz, metalloproteaz olmak iizere 4 gruba ayrilmistir
(Rao ve ark,1998).

2.3.1.2. Aktif bolgedeki fonksiyonel gruplarina gore proteazlar

2.3.1.2.1. Serin proteazlar

Serin proteazlar, aktif merkezlerindeki serin grubunun varligiyla karakterize edilirler ve

tiim organizmalarda bulunurlar.
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2.3.1.2.2.Aspartil proteazlar

Asidik proteazlar olarak bilinen aspartil proteazlarin katalitik aktiviteleri aspartik asit
kalintilarima baghdir. Bitki, bitki viriisleri ve retroviriislerde bulunurlar. Asidik proteazlarin

dogada bulunabilirlik oranlar1 serin proteazlara goére daha azdir.

2.3.1.2.3. Metallo proteazlar

Metallo proteazlar katalitik tiir yoniinden proteazlarin en farklisidir. Diger proteazlardan
protein dizilimleri ve yapilariyla ayrilmalarimin yani sira aktiviteleri i¢in ¢inko iyonuna
gereksinim duymalariyla karakterize edilirler. Bazi durumlarda, ¢inko, kobalt veya nikel gibi
metallerle aktivitesini kaybetmeden yer degistirebilirler (Salleh ve Basri, 2006).

2.3.1.2.4. Sistein proteazlar

Okaryot ve prokaryotlarda bulunan sistein proteazlar 20 alt simfa ayrilirlar. Aktiviteleri
histidin ve sistein iceren katalitik triada baglidir. Sistein ve histidin kalintilarinin sirast ( Cys-
His veya His-Cys) familyalar arasinda farklilik gosterir. Genelde sistein proteazlar HCN veya
sistein gibi indirgeyici ajanlarin varhiginda aktiftir Papain benzeri, tripsin benzeri, glutamik
asite 6zgii olanlar ve digerleri olmak iizere yan zincirlerine gére 4 e ayrilirlar. Papain sistein
proteazlarin en bilinenidir.

Sistein proteazlarin en uygun ¢alismasi notral pH’da olmaktadir (Rao ve ark,1998). Papain
benzeri birgok sistein proteazlar molekiil agiligi 20-35 kDa olan bagil olarak kiiciik

proteinlerdir.

2.3.1.3. Kaynagina gore proteazlar

Proteazlar, farkli fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirirler ve bitki, hayvan ve

mikroorganizmalar gibi kaynaklardan elde edilirler (Rani ve ark, 2012).

2.3.1.3.1. Bitkisel kaynaklh proteazlar

Bitki proteazlari; kok, govde, yaprak, cicek, meyve, tohum, regine ve lateks gibi bitkinin

hemen hemen her yerinde bulunmaktadir. Bitkilerde sistein ve serin endoproteazlari yaygin
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olarak bulunmakta aspartik proteaz ve aminopeptidaz ise nadiren bulunmaktadir (Mahajan ve
Badgujar, 2010). Bitkisel proteazlar arasinda en ¢ok bilineni Carica papaya lateksinden elde

edilen papaindir. Resim 2’de papain enziminin 3 boyutlu yapisinin gosterimi yer almaktadir.

Resim 2. Papain enziminin ti¢ boyutlu yapisinin gésterimi (WEB4,2019).

2.3.1.3.2. Hayvansal kaynakh proteazlar

Hayvansal kaynakli proteazlarin en yaygin olanlar1 ve en bilinenleri pankreatik tripsin,
kimotripsin, pepsin ve rennindir (Kooi ve Sokol, 1996). Sadece arjinin ve lizin tarafindan
karboksil gruplariyla sarilan protein molekiillerindeki peptid baglarina kars1 aktif olan tripsin
ti¢ temel sindirim enzimlerinden biridir. (Rani ve ark, 2012). Kimotripsin memelilerin
bagirsaklarinda aktif olan proteolitik bir enzim iken, pepsin hemen hemen tiim omurgalilarin

midesinde bulunan asidik bir enzimdir (Binnie ve ark,1995; Rao ve ark, 1998).

2.3.1.3.3. Mikrobiyal kaynakh proteazlar

Diinya enzim gereksinimlerinin yaklasik T{gte ikisi mikrobiyal proteazlardan

karsilanmaktadir (Kumar ve Takagi, 1999; Mahajan ve Badgujar, 2010).
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Mikroorganizmalar proteazlar hiicre i¢i ve/veya hiicre dist olarak iiretebilmektedir. Hiicre
ici proteazlar sporlanma ve farklilasma, enzimler ve hormonlarin olgunlagsmasi gibi gesiti
hiicresel ve metabolik siirecler i¢in 6nemlidir. Hiicre dis1 proteazlar hidrolitik {iriinlerden
yararlanmak ve hiicre ¢evresindeki proteinlerin hidrolizi i¢in 6nemlidir. Ayni1 zamanda ¢esitli
endiistriyel islemlerde protein yikimina yardimei olmasi agisindan da énemlidir (Kumar ve
Takagi, 1999).

Proteazlar, hemen hemen her biyolojik siirecte anahtar rol oynayan genis, gesitli ve her
yerde bulunan enzim gruplardir. Proteazlarin pek ¢ok kullanim alaninin olmasiin yani sira
¢ogu hastalik iginde tedavi edici ajan olarak kullanilma potansiyelleri vardir (Stoch ve
Wagner, 2008).

2.3.2. Parazitik Protozoonlarda Bulunan Sistein Proteazlar

Patojenik protozoalarda bulunan sistein proteazlar, genellikle Clan CA sinifinin C1A
ailesinde (papain siiperailesi) yer alirlar ve bu organizmalarda ana virulans faktorleri veya
potansiyel ilag hedefleri olarak goriiliirler (McKerrow ve ark, 2008)

Proteazlarin  canli  hiicre = metabolizmasindaki esas fonksiyonu, hidrolizi
gerceklestirmeleridir. Proteazlar basitce bozucu enzimler olarak adlandirilmaktadirlar. Cogu
proteaz belirli bir hiicre ya da organizmada spesifik fonksiyonlar1 yerine getirir ve organizma
icin gereklidir. Proteazlar ile daha ayrintili ¢alismalarin yapilmas: sonucunda, aktivitelerini

diizenleyen kontrol mekanizmalar1 oldugu da saptanmistir (McKerrow ve ark, 2008)

2.3.2.1. Cryptosporidium parvum’ da sistein proteazlar

Sistein proteazlarin (SP'ler) klan CA (papain benzeri) ailesi, Apikompleksan ve
Kinetoplastidler de dahil olmak {izere bir¢ok protozoon parazit i¢in dnemli bir enzim ailesidir.
Sistein proteazlar hiicre invazyonunu, konak proteinlerin besleyici degradasyonunu ve yasam
dongiisiiniin  gesitli safhalarinda parazit proteinlerinin  modifikasyonunu kolaylastirirlar
(McKerrow ve ark, 1993, 2006).

MEROPS’ ta klan CA ° ya ait tanimlanan C. parvum parazitine ait 20 farkli proteaz
bulunmaktadir ve bu proteinlerin deneysel olarak karakterizasyonu tam olarak yapilmamistir
Cryptopainler, C.parvum genomunda tanimlanan katepsin-L benzeri klan CA (alternatif bir
terminolojiye gore CpaCATL olarak adlandirilir) ailesinde yer alan ve sporozoit safthada

eksprese olan proteazlardir (Abrahamsen ve ark, 2004; Caffrey ve Steverding; 2009; Na ve
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ark, 2009). Cryptopain 1 CryptoDB veritabaninda cgd6 4880 olarak bulunmaktadir. Bunun
yani sira crytopain 2 ve 3 olarak adlandirilan diger iki cathepsin L benzeri enzim ise sirastyla
cgd3 680 ve cgd7 2850 olarak bulunmaktadir (Heiges ve ark, 2006). C. parvum ‘daki sistein
proteaz aktiviteleri parazitin birkag gelisim evresinde tanimlanmistir. Bu enzimlerin biyolojik
ve biyokimyasal dzellikleri tam olarak bilinmemesine ragmen, parazitin eksistasyon ve konak
hiicre istilasiyla iligkili olabilecegi varsayillmaktadir (Nesterenko ve ark, 1995).
Cryptosporidium sistein proteazlarmin Kkarakterizasyonun tam olarak yapilmasi parazit
biyolojisinin daha iyi anlagilmasini saglayacagi gibi Kkriptosporidiosis tedavisinde de
kemoterapotik hedefler olarak daha ayrintili incelenmesi igin gereklidir (Na ve ark, 2008).

Cryptopain-1 401 amino asit tarafindan kodlanan 1206 bp’lik bir diziden
olugmaktadir. Kathepsin L benzeri sistein proteazlarinin karakteristigi olan modifiye edilmis
ERFNIN ve GNFD motifleri, enzimin pro-domaininde tanimlanmistir. Tiyolat-
imidazolyum'un stabilizasyonu i¢in ¢ok onemli olan Q(glutamin), C(sistein), H(histidin), N
(asparajin)ve W(triptofan) kalintilari, iyon ¢ifti veya gecis halleri iyi korunmustur. Buna ek
olarak {igiinciil yapinin olmasi icin kritik, disiilfiir kopriileri olusturan 6 sistein kalintis1 da iyi
korunmustur (Na ve ark, 2008).

Cryptopain-1 , maksimum pH 6.5'te genis bir pH araliginda (pH 5.5 - 7.0) aktivite
gostermektedir. Enzim, notr pH'larda nispeten daha kararli iken, asidik kosullarda nispeten
kararsizdir. (Na ve ark,2008). Cryptopain-1'in substrat 6zgiilliigi birka¢ florojenik peptit
substrati ile karakterize edilmistir. Cryptopain-1 katepsin substrati olan Z-FR-MCA ve Z-LR-
MCA'y1 hidrolize ederken Z-RR-MCA'ya kars1 aktivite gostermemistir.

Cryptopain-1’in biyolojik rolii tam olarak bilinmemektedir ancak C. parvum 'un
sporozitlerinde cryptopain-1’in muhtemel roliinii tespit etmek i¢in immunofloresans analizleri
yapilmaktadir. Cryptopain-1; parazitin sporozoit, merozoit ve ookist formlarinda bulunmakta,
ancak trofozoit formunda bulunmamaktadir. Konak hiicre dis1 matriks unsurlar1 olan,
fibronektin ve kollajeni hidrolize etmekte oldugu Westerm bloth analizi ile ortaya konmustur.
Cryptopain-1’ in bu 6zellikleri ; konak hiicre invazyonunda énemli bir enzim olabileceginin
kanitidir (Na ve ark, 2008).

Proteazlar, tiim organizmalardaki c¢esitli biyolojik siireglerde Onemli roller
oynamaktadir, ancak faaliyetlerinin siki diizenlenmesi de esastir. Proteaz aktivitesi, gen
ekspresyonunun diizenlenmesinden spesifik inhibitérlerin sentezine kadar uzanan cesitli
seviyelerde diizenlenebilmektedir. Proteolitik enzimlerin endojen protein inhibitorleri,
organizmalardaki normal fizyolojik proseslerin hassas regiilasyonunda endojen proteazlarin

aktivitelerini diizenleyerek ve organizmalari eksojen proteazlarin zararli etkilerinden
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koruyarak 6nemli rol oynamaktadir (Laskowski ve Kato, 1980; Kang ve ark, 2012). Chagasin
benzeri ailenin (MEROPS ailesi 142) sistein proteaz inhibitorleri (SPiler) son zamanlarda 11-
15 kDa'lik diisiik molekiil agirlikli kiigiik proteinler olarak tanimlanmaktadir (Monteiro ve
ark, 2001; Rigden ve ark, 2002). SPi'ler birbiriyle oldukca diisiik sekans &zdeslikleri
sergilemekte ve sistatinler, tiyropinler ya da daha dnce tanimlanmis herhangi bir bagka sistein
proteaz inhibitorii ile nemli bir dizi benzerligi gostermemektedirler (Rigden ve ark, 2002).

[k tanimlanan SPI, T. cruzi'de bulunan cruzipain inhibitériidiir. Bu SPI, cruzipain'e
sikica baglanmakta, parazit farklilasmasinda ve memeli konak hiicrelere invazyon igin
gerekli olan cruzipain'in endojen aktivitesini diizenlemektedir (Monteiro ve ark, 2001; Santos
ve ark, 2005, 2006). Bu proteinlerin biyolojik fonksiyonlari tam olarak anlagilmamakla
birlikte, kendi endojen sistein proteazlarmin yani sira, konak-parazit etkilesiminde olasi
rollerini One siliren papain ve memeli katepsin B ve kathepsin L'yi etkili bir sekilde inhibe
ettikleri diistiniilmektedir.

C. parvum'da bulunan sistein proteaz inhibitorii cryptostatin olarak adlandirilmistir.
Cryptostatin 173 amino asidi kodlayan 537 bp uzunlugunda ve 19,7 kDa biiytikliginde ki
kiiciik bir molekiildiir. Dizi karsilastirma algoritmasi (Sinyal P) kullanilarak, Cryptostatin ‘in
tipik bir N terminal sinyal peptid sekansinin oldugu ve chagasininkinden ¢ok daha uzun bir
N-terminal boliimii icerdigi saptanmistir (Kang ve ark, 2012). Cryptostatinde chagasin
ailesinde bulunan sistein proteaz inhibitorlerinde muhafaza edilen (NPTTG, GXGG ve RPW /
F motifleri) ve chagasin baglanma bdlgelerinde (sirasiyla 2, 4 ve 6 dongiileri) bulunan hedef
enzimlerin olugsmast ic¢in gerekli olan 1i¢ karakteristik motif bulunmustur. Diger
apikompleksan parazitlerden olan Toxoplasma gondii (toxostatin-1 ve -2) ve Plasmodium
falciparum (falstatin) 'da tipik NPTTG motifi bulunmamakta bunun yerine GXGYXW (F / L)
motifi bulunmaktadir (Pandey ve ark,2006, Huang ve ark,2009). Cryptostatin ile diger
chagasin-ailesi sistein proteaz inhibitorleri arasindaki benzerlik % 14.5-21.4 kadardir (Kang
ve ark, 2012) (Sekil 7).
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C.parvum : ENKTTERIN 49
E. histolytica : BEQFIEEAN 18
T. brucei ) 1
T.cruzi 1
L. major ' _ ; A
P.aeruginosa : ESESPSRENLPLSIAVIAG-~-~--—-===-===m=mmm e e c: 20
Loop2
C.parvum : NSKEAIINVQODESSsSpsIEyr I« ETERvNIKES 96
E. histolytica : ---------- HILTEKEDHATLHISENDLEKIQLR 57
T. brucei : =-SHNL---FTEEDNNKTE---RMVI[EETFRIELE 42
T.cruzi : ==SHKVTKA----HNGATL---lfAVEELVEIQLP 41
L. major : -—QPKMTAPLTMKDNNKCL---S§§R { ; 45
P.aeruginosa : AGQQKPVVSLOLCADDCSPL---KLT ERW-~--—— 61
Loop4
C.parvum : IReNDSIVRVECAE psHvECBHBES -———-- YEE¥RERESEvGE : 138
E. histolytica : TDTFSLSQDTIKMZ----- HPSG------- FPSIREIQLKPLKV : 93
T. brucei : AGTE-LSDCTFAIQSKFNNRAPHDNHKNHRRL TMVLEVKEILKP : 90
T.cruzi : TRES-PNESMETVEN POSR = esasmmicii TEHEHVTVKVA : 80
L. major : VGKEMLSDEHLEVTS KFVsSGS~—————- SYQ\VEVKPLRK : 87
P.aeruginosa : ----ELRNFAAGVLRRLGEEVYSNPDDNG--~ ESAWREREAAS : 103
Loop6 Identity (%)
C.parvum sEvsTIERAR YEBREPKCIFRTEI QXN IDLPCEEIEKE : 178 -
E. histolytica TETIKLGS B PWEKGKE~~~~PLRSLTY~~~~~ SVVER- : 123 187
T. brucei KHTLSLARGERIPWVGENA-~-~-AAKRYNI—-—~~ HVEATA : 121 15.7
T.cruzi THAVNL PWA§SH----DSEP§I! ----- YLEAN- : 110 145
L. major : EOHAVQLVEARPE KP--==DNERYTL~==~~ HLNVE- : 117 214
P.aeruginosa : EDDRLELVEREPWEKLAE-~-~EAESESC-~~~~ AIQUVR- : 133 195

Sekil 6. Coklu dizi hizalamas1 yapilarak Cryptosporidium ve diger tiirlerin karsilastirilmasi

(Kang ve ark, 2012)

Chagasin ve chagasin benzeri ailenin sistein proteaz inhibitorlerine benzer sekilde,

Cryptostatin 'in sekonder yapisi a-heliks yapisindan yoksundur ve ¢ogunlukla B-ipliklerinden

olusmustur (Sekil 8) (Kang ve ark, 2012).

Sekil 7. Cryptostatin ‘nin Entamoeba histolytica EnSPI2'nin (pdb: 3M86) Kristal Yapisina

Dayandirilarak Yapilan Homoloji modellemesi (Kang ve ark, 2012)
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Cryptostatin; Cryptosporidium‘un hayat dongilisinde meront ve ookist evrelerinde
goriilmektedir. Hiicre igi organellerde ya da membranlarda tam bir lokalizasyon olmadan
dagilmis halde bulunmaktadir Sekil 9°da Cryptostatin ve Cryptopain-1’in lokalizasyonu yer
almaktadir(Kang ve ark, 2012).
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Sekil 8. immungold Elektron Mikroskobu Yoéntemiyle Cryptostatin ve Cryptopain-1’in
Lokalizasyonunun Gosterilmesi (Kang ve ark, 2012)

Immunogold elektron mikroskobu analizi, anti-Crytostatin veya anti-crytopain-1
kullanilarak gergeklestirilmistir. Diffiiz paternli reaksiyona giren altin pargaciklari esas olarak
ookistler ve merontlar icerisinde tanimlanirken, trofozoitler icinde belirgin degildir. Olgek
cubuklar1 = 1 um (Kang ve ark, 2012).

Cryptostatin; parazitin kendi sistein proteazi olan Cryptopain-1'e, ayrica papain, insan
katepsin B'ye ve insan katepsin L'ye karsi inhibe edici aktivite gostermektedir (Kang ve ark,
2012) Tim chagasin ailesi sistein proteaz inhibitorleri gibi cryptostatinde, kaynatma
sonrasinda bile inhibe edici 6zelligini koruyabilmektedir (Monteiro ve ark, 2001; Santos ve
ark, 2005).

Cryptostatin ve cryptopain, Cryptosporidium tiirlerine karsit potansiyel ilag hedefi
olarak tanimlanmigtir. C. parvum'un yasam dongiisii i¢inde kilit rol oynayan proteazlarin ve
proteaz inhibitorlerinin biyokimyasal ozelliklerini ve biyolojik islevlerini aydinlatmaya
yonelik kapsamli ¢aligsmalar, parazitin fizyolojisinin anlasilmasini ve anti-cryptosporidial

ilaglarin gelistirilmesi saglayacaktir (Dou ve Carruthers, 2011; Teixeira ve ark, 2011).
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2.3.2.2. Trichomonas vaginalis’ te bulunan sistein proteazlar

T. vaginalis® in tiim genom sekansina bakildiginda 400’den fazla proteinaz kodlayan
gene rastalanilmaktadir. Bunlarin 220’ si sistein tipte olup, yalnizca 23’iiniin bugiine kadar,
substrat jel elektroforezi (zimogram) yapilarak iki boyutlu yapisi aydinlatilabilmis (Neale ve
Alderete,1990; Carlton ve ark, 2007) ve kiitle spektrometrisi ile 9 farkli gen ile baglantili
olduklar1 bulunmustur (Ram’on-Luing ve ark, 2011). T. vaginalis bulunan sistein proteazlar;
CA, CD, CE, CF,CO ve CP klanlarinda bulunmaktadir (Carlton ve ark, 2007). CA ve CD
klanlarina ait olan sistein proteazlar; parazitte yiiksek oranda ifade edilebilmeleri ile
proteomik c¢aligsmalarinda siklikla kullanilmaktadir (Neale ve Alderete, 1990; Huang ve ark,
2009). KlanCA’ da bulunan sistein proteazlar Carica papaya ‘ dan izole edilen proteinaz ile
yiiksek sekans homolojisine sahip olduklari icin “papain benzeri” olarak adlandirilir.Bugiine
kadar karakterize edilen papain benzeri sistein proteazlarin tiimii katepsin L benzeri C1
ailesinde bulunmaktadir. T . vaginalis’ te bulunan sistein proteazlarin bir diger 6nemli klani
olan Klan CD ise Canavalia ensiformis bitkisinden izole edilen sistein proteazlara benzer ve
leglimein benzeri olarak adlandirili. Bu grupta bulunan sistein proteazlar C13 ailesine dahildir

(Huang ve ark, 2009; Ram on-Luing ve ark, 2010).

Thr (17} Asp (6}

Ser (80)

Cys (220)

Metallo (123)

Sekil 9. T. vaginalis genom sekansinda smiflandirilan 440 proteinazin daire grafiginde
gosterimi (Ram on-Luing ve ark, 2010)

T. vaginalis’ te bulunan papain benzeri sistein proteazlarin katalitik bolgeleri biiyiik
Olciide korunmustur ve Cys25 (sistein), His159( histidin) ve Asnl75 ( asparajin) den olusan
katalitik tigliiden olusmaktadir. Katalitik triadda Cys ve His kalintilar1 ile Asn arasinda bir
hidrojen bagiyla stabilize edilmis bir iyon ¢ifti olusturulur (Arroyo ve Alderete, 1995).

T. vaginalis’ te TvCP1, TvCP2, TvCP3, TvCP4, TvCP4 benzeri, TvCP12, TvCP25,

TvCP39 ve TvCP65 olmak tizere katepsin L benzeri 9 sistein proteaz, parazite ait virulans
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faktorleri olarak tanmimlanmaktadir (Ram’on Luing ve ark, 2010; Figueroa-Angulo ve
ark,2012). Her biri benzer yapiya ve motife sahip olan bu Katepsin L benzeri sistein
proteazlar, C1 ailesinde yer almakta ve prodomain ile katalitik domain olmak iizere 2
bolgeden olusan zimojenler olarak ifade edilmektedirler. TvCP2, TvCP3 ve TVvCP4 ayrica bir
sinyal peptidi dizisine sahiptir. TvCP3 disinda, tiim katepsin L benzeri sistein proteazlar
aralarinda 3 disiilfit bagi olusturan korunmus 6 sistein kalintis1 ile ERFNIN motifine sahiptir
( Carlton ve ark, 2007; Solano- Gonzalez ve ark, 2007) .

Bugiine kadar, T. vaginalis'de klan C13 ve CD ailesinde yer alan TVLEGU-1 ve
TVLEGU-2 olmak iizere iki sistein proteaz tanimlanmistir (Leon — Felix ve ark, 2004).
Baklagillerden olan Canavalia ensiformis’ ze bulunan sistein proteazlara benzedikleri i¢in
legiimein benzeri olarak adlandirilmaktadirlar. Bu sistein proteazlarda da bir propeptid ve
katalitik bolge vardir, ancak Klan CA’ da bulunan sistein proteazlarin aksine, propeptit
katalitik bolgenin karboksi ucunda bulunmaktadir.

Bazi sistein proteazlar demir tarafindan farkli bir sekilde diizenlenirler. Sistein
proteazlar, sitoaderens, sitotoksisite, hemoliz, kompleman direnci, immun sistemden korunma
ve insan hiicrelerinin apoptoziside dahil olmak tizere T. vaginalis’in pek c¢ok virulans
ozelliginde kritik rol oynarlar (Ramon — Luing ve ark, 2010; Figueroa-Angulo ve ark, 2012).
Buna ek olarak, trimonad sistein proteazlari, trichomoniasisli hastalarin vajinal
sekresyonlarinda bulunur ve bazilar1 immiinojeniktir (Hernandez ve ark,2004; Figueroa-
Angulo ve ark,2012) Alderete ve Provenzano’ ya gore sistein proteazlarin salinimi enfeksiyon

sirasinda ki gevresel sartlara bagl olarak diizenlenir (Alderete ve Provenzano, 1997).
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Tablo 12. T. vaginalis’ te bulunan sistein

proteazlarin virulans o6zellikleri (Arroyo ve

ark,2015)
Proteinaz Virulans Ozelligi Demirle diizenlenme Diizenlenme tipi
CP (30kDa) Hiicre iskeletinde bozulma Tanimlanmamig Tanimlanmamig
TvCP4 Hemoliz + Posttranskripsiyonel asama
TvCP12 Sitotoksisite - Posttranskripsiyonel agsama
Sitoaderens
TvCP30 Protein degredasyonu - Tanimlanmamig
TvCP39 Sitotoksisite - Posttranskripsiyonel agsama
Immunoglobulin Posttranslasyonel agama
degredasyonu
TvCP62 Sitoaderens + Tanimlanmamig
TvCP65 Sitotoksisite - Posttranskripsiyonel agama
Posttranslasyonel agama
Transkripsiyonel asama
CP2, CP3, CP4 ve CPT Konak hiicre apoptozisisin - Tanimlanmamig
indiiklenmesi
CP1 Tanimlanmamig Tanimlanmamig Transkripsiyonel asama
TvLEGU-1 Sitoaderens + Posttranslasyonel agama

Transkripsiyonel asama

T. vaginalis’ te bulunan proteolitik enzimlerin bir ¢ogu asidik 6zellige sahiptir. Bu
ozellik T. vaginalis’ in  bulundugu mikro ortama ve adet dongiisii boyunca degisen demir
konsantrasyonuna adaptasyonunun bir sonucu olarak gosterilebilir (de Jesus ve ark, 2007;
Cuervo ve ark, 2008; Huang ve ark, 2009).

Bazi sistein proteazlar, 7. vaginalis’ in amoeboid formunda, ovoid formundan daha
fazla bulunmaktadir. Bu, T. vaginalis izolatlarinin sistein proteaz profillerinin, yiiksek ve
diisiik virlilans fenotipleri sergiledigini ifadesindeki

gostermektedir. Sistein proteaz
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farkliliklar, bu parazitin olusturdugu hiicresel hasar1 saglayan ana faktorlerden biri oldugunu
ortaya koymaktadir (de Jesus ve ark, 2007; Cuervo ve ark, 2008; Huang ve ark, 2012).

T. vaginalis’ te bulunan 43 kDa biiyiikliigiinde ki proteaz, CP65, CP30 ve CP39
parazit ylizeyinde bulunmaktadir ( Neale ve Alderete, 1990; Alvarez- Sanchez ve ark, 2000,
Mendoza- Lopez ve ark,2000). Bu sistein proteazlar konak hiicre yiizeyiyle baglanti saglar,
sitotoksisite ve sitoaderensten sorumlu olup, trichomaniasis hastalarinda immunojenik 6zellik
gosterir ve hastalik siliresince olusan cevre kosullarina karsi paraziti korur (Hernandez-
Gutierrez ve ark, 2003).

T. vaginalis’ te bulunan 39 kDa biyiikliigiinde ki CP39; 4-50 C° aralikta ki
sicakliklarda ve 3,6- 9 arasinda ki pH’ da etkinlik gosterebilir. CP39” un optimum calisma
kosullar1 ise 37 C ° sicaklik ve pH:7’dir. Yapilan ¢alismalarda CP 39’un insan kollajen I ,III
IV ve V, fibronektin, immunoglobulin A ve G’ yi degrade edebildigi saptanmistir
(Hernandez- Gutierrez ve ark, 2003).

Sistatinler, papain benzeri sistein proteazlarin geri dondiiriilebilir inhibitorleridir ve
stefinler, sistatinler ve kininojenler olmak {izere ii¢ aileye boliinmiis homolog proteinlerden
olusan bir iist aile olustururlar. Sistatinlerin temel fonksiyonlari, istenmeyen proteolizi kontrol
etmek ve boylece hiicreleri korumaktir (Turk ve ark, 2002). T. vaginalis, sistein proteaz
inhibitér benzeri protozoon inhibitorlerinden ziyade daha kompleks organizmalara
karakteristik olan sistatin benzeri inhibitorlere sahiptir. T. vaginalis'teki sistatinleri kodlayan
ic genin varligi, cok sayida CP'ye sahip organizmalarda, CP'lerin uygun diizenlenmesinin ve
slirdlirilmesinin Onemini ortaya koymaktadir. Bu nedenle, belirli noktalardaki ve belirli
cevresel kosullardaki CP'ler ile ayr1 trichocystatins arasindaki proteine protein
etkilesimlerinin, T. vaginalis'de tarif edilenlere ek olarak, translasyon sonrasi seviyede bagka

bir viriilans diizeyi seviyesi olabilecegi 6nerilmektedir (Figueroa-Angulo ve ark, 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. izolasyon 6rnekleri

Calismamizda koleksiyonumuzda bulunan ve Nisan 2016- Kasim 2017 tarihleri
arasinda, Burdur/Yesilova ve Aydin/ Kocgarli ilgelerindeki 14 farkli isletmedeki inek ve
buzagilardan toplam 88 farkli diski &rnegi ve Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Parazitoloji Laboratuvari koleksiyonunda bulunan toplamda 28 farkli Trichomonas
vaginalis DNA 6rnegi kullanilmistir.

3.1.2. Klonlama vektorleri ve kompetan hiicre

Klonlamada kullanilmak tizere pET28a klonlama vektdorleri ile kompetan hiicre olarak

kullanilacak olan Escherichia coli BL21 6rnekleri ticari olarak satin alinmistir.
3.1.3. Besiyerleri
3. 1. 3. 1. Blood Agar (Merck 1. 10886)

Blood AQar.....oouiiii i 409

DISHIE SU. ..ttt 1000 ml
Karisimm pH’st 7,2-7,4’e ayarlanmig, 121°C‘ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize

edildikten sonra, 50 °C’ye kadar sogutulup, i¢ine %7 oraninda steril koyun kani ilave edildi.

3. 1. 3. 2. Brain Hearth Infusion Broth (BHIB) (OxoidCM 0225)

Karigimin pH’ s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 121°C*ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize edildi.
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3. 1. 3. 3. Trypton Soy Broth (TSB) (Oxoid CM 129)

DISHIE SU. .ttt 1000 ml
Karigimin pH’ s1 7,2-7,4’¢ ayarlanip, 121°C‘ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize edildi.

3. 1. 3. 4. Kanamisin Iceren Secici Besiyerinin Hazirlanmasi

BHIA (Brain Heart Infusion Agar)............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieen e 499

DISHLE SU. ..ttt 1000 ml
Karisimm pH’st 7,2-7,4’e ayarlanmig, 121°C‘ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize

edildikten sonra, 50 °C’ye kadar sogutulup, petriler i¢cine 1 mL steril distile su dagitilmitir. Bu

suyun iizerine 50mg/mL’ lik kanamisin soliisyonu eklenmistir. Bunun {izerine 19 mL BHI

Agar dokiiliip hafifge karigtirllmis ve olusan hava kabarciklari alev gegirilerek patlatildi.

3.1.3. 5. Jelatinaz aktivitesinin belirlenmesi i¢cin segici besiyerinin hazirlanmasi
DISHIE SU. .ttt 100ml

Karisim hazirlandiktan sonra % 3 Jelatin (Sigma) ilave edilip, 121 °C’de 15 dk otoklav
edildi.

3. 1. 3. 6. Skim Milk Powder (Oxoid-LP0031)

Distile su igerisinde %10’luk karisim hazirland1 ve karisim 121 C°'de 5 dk otoklav
edildi.

3.1.4. Kullanilan Soliisyonlar ve Ayraglar

3.1.4.1. EDTA (0,5 M)

Disodium EDTA-2 H20. ..o 186,1 g
EDTA 800 mL distile suda manyetik karistiricida ¢alkalanarak eritilip, NaOH ile pH
8,0’e ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlanip 121 °C’de 15 dk otoklav edildi.
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3.1.4.2. %10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Stok Soliisyonu

SDS 1000 mL distile suda eritilip, 68 °C’ ye 1sitilir ve pH:6,6’ ya ayarlandi.

3.1.4.3. %1,5 Amonyum Persiilfat (APS)

3.1.4.4.Tris (1M)
TS BaSE. ..ttt 121 g
Tris Base 800 mL distile suda eritilip, yaklagik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek

pH: 7,4’e ayarlanarak karisim 1000 ml’ye tamamlanir. 121 °C’de 15 dk otoklav edildi.

3.1.4. 5. NaCl (5M)

NaCl distile suda ¢oziildiikten sonra son hazim 500 ml’ ye tamamlanur.

3.1.4.6. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu

TS BaSC. .ttt 121,1 g
BOTIK ASIE. .o 61,83 ¢
2 0 5,84 ¢

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklav edilip, pH 8,0
ayarlanarak buzdolabinda saklanmustir.
0,5X TBE Kullanma Solusyonu
LOX TBE . .. 50 ml
DISHIE SU. .t 950 ml

Karistirilarak soliisyon hazirlanmistir.
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3.1. 4. 7. Gel Loading Buffer (6X)

Bromfenol Mavisi...........cooooiiiii i 25 mg
SUKIOZ .. v e, 4¢g
HoO e 10 ml

Karistirilarak soliisyon hazirlandi.

3. 1. 4. 8. TE Buffer (10mM tris+ 1ImM EDTA)
I 5 TS 01 T .10 ml
EDTA(0,5 M)ttt e e e e 2 ml

Karistirildiktan sonra karisim 1000 ml distile su ile tamamlandi.

3.1.4.9. Sarkozin (%10)

SANKOZIN. .. 5gr

DIStILE St v 50 ml

3. 1. 4. 10. Kanamisin Stok Soliisyonu

Kanamisin (Si@ma)..........ooririniiiiii e e 50 mg

DSTILE UL . e ettt e e 1mi

Karigimin ¢6ziinmesi saglandiktan sonra 0.22um por caph filtreden siiziilerek

sterilizasyonu saglanmustir.

3.1.4.11. IPTG Stok Soliisyonu (0.1M)

1.2 g IPTG (izopropil — B-D-1 tiyogalakpiranosid) tartilarak tizerine son hacim 50 mL

olana kadar distile su ilave edilir. Karisim tamamen ¢oziindiiriildiikten sonra 0.22um por ¢apl

filtreden suzilerek, 4°C de saklanir.
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3.1.4.12. 1M CaCl; Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi
CaCly .2H20(Si@Ma). .. .cvieie e 58.8¢
DT 81 (] 400 ml
Karigimin ¢oziinmesi saglandiktan sonra, 121 °C’de 15 dk otoklav edilir.
0,1 M CacCl; Soliisyonunun Hazirlanmasi
Karistirilarak soliisyon hazirlanir.
3.1.4.13. 1M MgCI; Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi
MQCl; .BHO(SIZMA). .. ettt 101,659
DISHILE SU. .ttt e e e 500 ml

Karigimin ¢oziinmesi saglandiktan sonra, 121 °C’de 15 dk otoklav edilir.

0,1 M MgCl; Soliisyonunun Hazirlanmasi

Karistirilarak soliisyon hazirlanir.
3.1.4.14. %10 Gliserol iceren Soliisyonun Hazirlanmasi

DISHILIE SU. .ttt ettt et e e e e 900 ml
Karigimin ¢oziinmesi saglandiktan sonra, 121 °C’de 15 dk otoklav edilir.
3.1.4.15. Sodyum deoksikloat (%0610)

Sodyum deoKSIKIOAL. ... ... ..ot 10g

D) R 31 (S P 80 ml

Karigimin ¢oziinmesi saglandiktan sonra, son hacim 100 ml’ ye tamamlanir.
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3.1.4.16. RIPA Buffer Hazirlama

IM THIS-HCL PH 7,4 .o 5ml
BIMINACL. ., 3ml
0,5 E D T A . oo s 1ml
NP0 e, 1ml
%10 Sodyum DeokSiKIOat.........uiueii i 5 ml
3 (U] B 1 T 1ml
DT 31 (S 84 ml

3.1.4.17. Separasyon Buffer Hazirlanmasi

TS BaSC. .ttt 1825¢
Tris Base, 40 ml dH,O igerisinde ¢ozildi. pH HCl ile 8,8 e ayarlanarak, son hacim

50 ml’ ye tamamlandi.
3.1.4.18. Stacking Buffer Hazirlanmasi
I T3 7 T P 39
10 ml dH,0 igerisinde ¢oziilir. pH HCI ile 6,8’ e ayarlanir. Son hacim 50 ml’ ye

tamamlanir.

3.1.4.19. Sample Buffer Hazirlama

0,6 M THIS-HCIPH:0,8. ..ot e aaa 5ml
S D S . e 50
SUKTOZ, ettt 5¢
B- merkaptoetanol...........o.iirii i 0,25 ml
%0,5 Bromfenol BIUE. ..ot 5ml

Yukarida verilen maddeler karistirildiktan sonra son hacim 50 ml’ ye tamamlandi.

3.1.4.20. Running Buffer Hazirlama

IS BaS . .ottt e 30,39
GlISIN. L 28,89



S DS e 10¢g

Tris Base ve glisin 500 ml dH,O igerisinde ¢oziildii. Son hacim 1000 ml’ ye
tamamlandi.

3.1.4.21. Destaining Soliisyon Hazirlanmasi
DISTHE SU. .. 75 ml
IMELANOL. .. .o 15 ml
ASCUIK ASTL. .ottt ettt et e e e 10 ml
Yukarida verilen oranlarda maddeler eklenerek karisim hazirlandi.

3.1.4.22. Coomassie Brilliant Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi
Coomassie Brilliant BIUE. ..........oviuii i e 0,25 ¢
IMBLANOL. ..o 50 ml
DISHIE SU.e ettt 40 ml
G1aSTyEl ASELIK ASTE. ...\ ue ettt ettt ettt et e 10 ml

Yukarida verilen oranlarda maddeler eklenerek karisim hazirlandi.

3.1.5. Genotipik Calismalar

3.1.5.1. 10X Taq Buffer, dNTP, Tag DNA Polimeraz

10X Taq Buffer (100 mM Tris-HCI , pH 8,3, 500 mM KCI, 25 mM MgCl,), 100 mM
deoksiniikleotid trifosfat (INTP) set (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), Taq DNA Polimeraz (5U)

(Fermentas) kullanildi.

3.1.5.2. Primerler

Cryptosporidium spp.” nin molekiiler olarak dogrulanmasi igin; Tablo 13’ de verilen

primer ¢iftleri kullanilmistir.
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Tablo 13. Cryptosporidium spp.” nin molekiiler olarak dogrulanmasi i¢in gerekli olan cinse

0zgl 18s rRNA primer ¢iftleri

Primer Dizi (5°-3°) Uriin Tm Referans
Uzunlugu(bp)

XF1F TTCTAGAGCTAATACATGCG 325 56 Xiou ve

XR1R CCCATTTCCTTCGAAACAGGA 67 ark,1999

XF2F GGAAGGGTTGTATTTATTAGAT 830 55 Park ve ark,

XR2R CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA 60 2006

.Cryptosporidium parvum sistein proteaz geni Cryptopain ve sistein proteaz inhibitorii
Cryptostatin ile Trichomonas vaginalis sistein proteaz geni Cp39’ un taranmasinda ve

klonlanmasinda dizayn edilen primer ciftleri Tablo 14 de verilmistir.

Tablo 14. Kullanilan Primerler

Primer Dizi (5°-3°) Hedef Uriin Tm
Gen Uzunlugu(bp)

TvCP39ECO AAAGAATTCATGTTCGTTCAACAACATGA Cp39 987 bp 59
TvCP39XHO AAACTCGAGTTTGTCTGTTGGGATGCAAG

61
CPFECO  CTGGAATTCATGGACATAGGAAACAACG  Cryptopain 1281 bp 58
CPRAHO CTGCTCGAGATTGAATTGATTAATCACTGG 56
CSFECO  CGTGAATTCATGAATAAGACAATTTTTAG Cryptostatin 537 bp 49
CsRXHO CGTCTCGAGTTCCTTTATTATTTCTTCG 51

Bu primerlerin dizayni i¢in C. parvum’ a ait olan cryptopain ve cryptostatin genleri ile T.
vaginalis’ e ait olan CP39 genine ait olan dizilerin lizerinde baslangi¢ ve stop kodonlar
isaretlendi. Dizayn edilen primerlerde bu bolgelerin de dahil olmasina dikkat edildi. Klonlama
islemini saglamak amaciyla dizayn edilen primerlere restriksiyon kesim bolgeleri eklendi.

Eklenen kesim bolgelerinin genin i¢inde olmamasina dikkat edildi.

1 Cryptosporidium parvum cryptopain precursor, gene, complete cds
GenBank: AF091366.1

LOCUS AF091366 1663 bp DNA linear INV 07-JUL-
1999

DEFINITION Cryptosporidium parvum cryptopain precursor, gene, complete
cds.

ACCESSION AF091366

VERSION AF091366.1

KEYWORDS

SOURCE Cryptosporidium parvum

76



ORGANISM

Cryptosporidium parvum

Eukaryota; Alveolata; Apicomplexa; Conoidasida; Coccidia;

Eucoccidiorida; Eimeriorina; Cryptosporidiidae;

Cryptosporidium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1663)
AUTHORS Petersen,C. and Huang,J.-X.
TITLE Characterization and expression of the gene for cryptopain, a
Cryptosporidium parvum cysteine proteinase homologue
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1663)
AUTHORS Petersen,C. and Huang,J.-X.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (09-SEP-1998) Medicine, University of California San
Francisco - San Francisco General Hospital, Bldg 30, Rm 405,
1001
Potrero Avenue, San Francisco, CA 94110, USA
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1663
/organism="Cryptosporidium parvum"
/mol type="genomic DNA"
/strain="NINC"
/db xref="taxon:5807"
CDS 259..1464
/note="similar to cathepsin L"
/codon start=1
/product="cryptopain precursor"
/protein id="AAD42940.1"
/translation="MDIGNNVEEHQEYISGPYIALINGTNQQREPNKKLKNIIIATLT
AIFIVLVVTVSLYITNNTSDKIDDEFVPGDYVDPATREYRKSFEEFKKKYHKVYSSMEE
ENQRFEIYKQNMNFIKTTNSQGFSYVLEMNEFGDLSKEEFMARFTGYIKDSKDDERVF
KSSRVSASESEEEFVPPNSINWVEAGCVNPIRNQKNCGSCWAFSAVAALEGATCAQTN
RGLPSLSEQQFVDCSKQNGNFGCDGGTMGLAFQYAIKNKYLCTNDDYPYFAEEKTCMD
SFCENYIEIPVKAYKYVFPRNINALKTALAKYGPISVAIQADQTPFQFYKSGVFDAPC
GTKVNHGVVLVEYDMDEDTNKEYWLVRNSWGEAWGEKGY IKLALHSGKKGTCGILVEP
VYPVINQSI"
sig peptide 259..783
mat peptide 784..14061

/product="cryptopain"

77


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5807
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5807
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF091366.1?from=259&to=1464
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5381317
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAD42940.1?from=1&to=175
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAD42940.1?from=176&to=401

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

caaaacttcc
tggataaatg
gtaaataatt
agatgacatg
aaaaagtaat
tctggaccat
ttgaaaaaca
tctttgtata
gttgatccag
aaagtatata
aactttatta
ggtgatttgt
gatgatgaaa
gttcccccaa
aagaattgtg
gctcaaacaa
caaaatggca
aagaacaaat
atggattcat
ccgagaaata
attcaggccg
ggaaccaagg
aaagaatatt
aaactagctc
ccagtgatta
tcagcattct
ccatacttaa

atttatggac

taatttctca
aattattttc
atttgcatgce
acaagatatt
taagtaaaat
acattgcatt
taataattgc
ttactaataa
caactaggga
gctctatgga
aaacaacaaa
cgaaagaaga
gggtatttaa
attctattaa
ggtcatgttg
accgaggatt
actttggatg
atttatgtac
tttgcgagaa
ttaatgcatt
atcaaacccc
ttaatcatgg
ggctagtaag
ttcattctgg
atcaatcaat
cagagataat
ttatttattg
gttctattgt

atgtattact
tctataccgg
aattatgtgg
caaaaaaatt
ggacatagga
aattaatggc
aacgttgatt
caccagtgac
gtatagaaag
ggaggaaaat
tagccaagga
gtttatggca
gtcaagtaga
ttgggtggaa
ggctttctct
accaagcttg
tgatggagga
taatgatgat
ttatatagag
aaagactgct
tttccagttt
agttgttcta
aaatagctgg
aaagaaggga
a gcattt
tttagttcaa
attttaataa
tcttacttca

aattaataga
catttgcatg
gcatgtcata
tgatgattat
aacaacgtgg
actaatcaac
gcaatcttta
aaaattgacg
agttttgagg
caaagatttg
ttcagttatg
agattcacag
gtctcagcaa
gctggatgcg
gctgttgcag
agtgaacagc
acaatgggat
tacccttact
attcctgtaa
ttggctaagt
tataaaagtg
gttgaatatg
ggtgaagcgt
acatgtggta
cagtgtttga
atgaacaatc
aatgtttggc

ataataatcc

aagtttgttt
caattttgta
gtttttcaag
atgttgaagt
aagaacatca
aaagggaacc
tagttttggt
atttcgtacc
agttcaaaaa
aaatttataa
tgttagaaat
gatatataaa
gcgaatcaga
tgaacccaat
ctttggaggg
aatttgttga
tggcttttca
ttgctgagga
aagcctacaa
atggaccaat
gagtattcga
atatggatga
ggggagagaa
tattggttga
ctaagtaatt
tattcatata
taaagaaagc

Tttt

2 Cryptosporidium parvum cysteine protease inhibitor gene, complete cds

GenBank: G

LOCUS
2012
DEFINITION

complete

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

U433606.1
GU433606

537 bp

DNA

linear

tattttcatg
tgactaaaat
aataataata
taattgaact
ggaatatatt
gaataaaaag
tgttactgta
tggtgattat
gaaataccac
gcaaaatatg
gaatgaattt
agattccaaa
agaggaattt
aagaaatcaa
agcaacgtgt
ttgcagtaaa
gtatgcaatt
aaaaacatgt
atatgtattt
ttcagttgca
tgctccttgt
agatactaat
aggatacatc
gccagtgtat
ctaatatatt
tataagcatt

aatcaagata

INV 17-SEP-

Cryptosporidium parvum cysteine protease inhibitor gene,

cds.
GU433606

GU433606.

1

Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum

Eukaryota;

Alveolata;

Apicomplexa;

Conoidasida;

Coccidiay;
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Gyeongnam

gattggcatt
ccttgaaaaa
tgttcaagac
ggaaattact
taaaccgaat
acacccagaa
atccggatca

tatttttaag

Eucoccidiorida; Eimeriorina; Cryptosporidiidae;
Cryptosporidium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 537)
AUTHORS Kang,J.M, Ju,H.L, Yu,J.R, Sohn,W.M. and Na,B.K.
TITLE Cryptostatin, a chagasin-family cysteine protease inhibitor of
Cryptosporidium parvum
JOURNAL Parasitology 139 (8), 1029-1037 (2012)
PUBMED 22444160
REFERENCE 2 (bases 1 to 537)
AUTHORS Na,B.-K. and Kang,J.-M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-JAN-2010) Parasitology, Gyeongsang National
University School of Medcine, 90 Chilam-dong, Jinju,
660-751, Korea
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..537
/organism="Cryptosporidium parvum"
/mol type="genomic DNA"
/db xref="taxon:5807"
mRNA <1l..>537
/product="cysteine protease inhibitor"
CDS 1..537
/codon start=1
/product="cysteine protease inhibitor"
/protein id="ADU20409.1"
/translation="MNKTIFRLLFFFAIYIMIGISNASDMTSSGSLKASNNLEKVKLV
NLDLCNSKEAIINVQDISSSDSIIYFITVKPGTEITVNIKGNPTTGYSQQMIIKPNDS
IVKVIDAEPSYVPDPHPEGMVGYGGKYTFRFSAVGSGSTVSTIEYARYFERPPKCIFK
TEIQFKVIDLPCEEIIKE"
ORIGIN
1 @tgaataaga caatttttag acttttattt tttttcgcaa tttatataat
61 tcaaacgcct ctgatatgac atctagtggt agcttgaagg catccaacaa
121 gttaaactcg taaatttgga tttgtgtaac tcgaaagaag caattatcaa
181 ataagtagct ctgattccat aatatatttc attactgtta agcctggaac
241 gtgaatataa agggcaatcc cacgacaggg tatagccaac agatgattat
301 gattcaattg taaaagttat cgacgctgag ccaagttacg ttccagatcc
361 ggtatggttg gatatggtgg caagtatact ttcaggttct cggcagttgg
421 acagtttcga ctattgaata tgcaagatac tttgaaaggc cgccaaaatg
481 acagaaattc aattcaaagt tatcgatcta ccctgcgaag aaataataaa

ggaa-

3 Trichomonas vaginalis cytotoxic cysteine proteinase (cp39) gene, complete cds
GenBank: EU141965.1

LOCUS
2011

EU141965

918 bp

DNA

linear

INV 13-0CT-
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU433606.1?from=1&to=537
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/315440807

DEFINITION

gene,

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE
cytotoxic
JOURNAL
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
involved i
JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL
Av. Ipn 25
FEATURES

sourc

gene

CDS

kDa;

Trichomonas vaginalis cytotoxic cysteine proteinase (cp39)

complete cds.
EU141965
EU141965.1

Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis

Eukaryota; Parabasalia; Trichomonadida; Trichomonadidae;
Trichomonas.
1 (bases 1 to 918)
Ramon-Luing Lde,L, Rendon-Gandarilla,F.J, Puente-Rivera,d,
Avila-Gonzalez,L. and Arroyo,R.
Identification and characterization of the immunogenic
TvCP39 proteinase gene of Trichomonas vaginalis
Int. J. Biochem. Cell Biol. 43 (10), 1500-1511 (2011)
21777690
2 (bases 1 to 918)
Ramon-Luing,L.A. and Arroyo,R.
Identification of the 39-kDa cysteine proteinase, cp39,
n Trichomonas vaginalis cytotoxicity
Unpublished
3 (bases 1 to 918)
Ramon-Luing,L.A. and Arroyo,R.
Direct Submission
Submitted (06-SEP-2007) Experimental Pathology, Cinvestav-Ipn,
08, Mexico City, D.F. 07360, Mexico
Location/Qualifiers
e 1..918
/organism="Trichomonas vaginalis"
/mol type="genomic DNA"
/isolate="CNCD147"
/db_xref="taxon:5722"
1..918
/gene="cp39"
1..918
/gene="cp39"

/note="clan CA papain-like cysteine proteinase; 39

involved in host cellular damage"

/codon_start=1

/product="cytotoxic cysteine proteinase"

/protein id="ABX56032.1"
/translation="MFVQQHEQKAFLSWMRETGNMFTGEEYQTRLGIWLSNKRLVQEH
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ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

NRANLGFTVALNKLAHLTPAEYKSLLGFRMNKAERKAVKSNATIANDDCDWRKHNVVNG

IKDQGQCGSCWAFSTIQAQESQYAITTGTLOSLSEQNLVDCVTTCYGCNGGLMDAAYD

YVVKHQGGKFMTEADYPYTAQDGSCKESAAKGTSKVTGYVNVVEGDEKDLATKVSTLG

PAATAIDASAWSFQLYSSGIYDESACSSYNLDHGVGCVGYGTEGSKNYWIVRNSWGTS

WGEKGYIRMIKDKNNQCGEATMACIPTDK"

atgttcgttc
atgttcacag
gtccaggagc
cttacaccag
gctgtcaagt
aacggcatca
caggaatccc
gttgactgcg
tatgttgtca
caggatggct
aacgttgttg
gctatcgcta
gaatccgcectt
gaaggttcca
ggctacatcc

atcccaacag

aacaacatga
gcgaagagta
acaaccgtgce
ctgaatacaa
ccaacgctat
aggatcaggg
agtatgctat
ttacaacatg
agcaccaggg
cctgcaagtt
aaggcgatga
tcgatgcttc
gctcctctta
agaactactg
gcatgatcaa

acaagag

gcagaaagcc
ccagacacgc
taacctcggce
gtccctectt
cgctaatgat
ccagtgcggce
cacaacaggc
ctatggctgc
cggcaagttc
ctctgctgcet
gaaggatctt
tgcttggtca
caacctcgac
gatcgttcgt

ggacaagaac

ttcctcaget
cttggcatct
ttcacagtcg
ggtttccgca
gattgcgact
tcctgctggg
accctccaat
aatggtggtc
atgacagaag
aagggcacat
gctacaaagg
ttccagcttt
cacggtgttg
aactcctggg

aaccagtgcg

ggatgcgcga
ggctctccaa
ctcttaacaa
tgaacaaggc
ggcgtaagca
ctttctctac
ccctctetga
tcatggatgc
ctgactaccc
caaaggttac
tttccaccct
actcctctgg
gctgcgttgg
gcacatcttg
gtgaagctac

gacaggcaac
caagcgcctt
gctcgcccac
cgagcgcaag
taatgtcgtc
aatccaggct
acagaacctt
tgcttacgac
atacacagct
aggctacgtt
cggcccagcet
catctatgat
ctacggcaca

gggtgaaaag
aatggcttgce

Gen bankasindan alinmig olan genlere ait dizileri gosteren kisimlar yukarida

belirtilmistir. Start kodonu olan ATG yesil renk ile , stop kodonu TAA ve TAG kirmizi renk

ile ve dizayn edilen primerler mavi renk ile gosterilmistir.

3.1.5.3.Kullanilan Cihazlar

PCR 96 6rnek kapasiteli LongGene A300 (Cin) kademeli termal dongiileme cihazinda

gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi Thermo marka, 80 kuyucuk kapasiteli elektroforez

tankinda ve goriintiileme islemi Vilber Lourmat marka goriintiileme cihazinda gergeklestirildi.

3.1.5.4. Agarose Jel Hazirlanisi

Agarose (Sigma)

TBE (0,5X)

Buffer, sise icerisindeki agarozun lizerine ilave edilip, karigtirlldi ve mikrodalga

firinda yaklasik 3-5 dk kaynatilan karisim, 40-50 °C’ye kadar sogutuldu. Uzerine UV altinda
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goriintiilenmeyi saglayacak olan ve ticari olarak satin alinan Spl SafeView (ABM, Canada)
solisyonu eklenerek karigtirildi.  Halen sivi halde olan karigim, jel kalibinin igerisine
yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde dokiildii ve igerisine yiikleme kuyucuklarini
olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda 1sisinda so§umaya birakildi.

Sogutulan jel, kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina dikkatlice yerlestirildi.

3.1.5.5. Marker

Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Fermentas) ve Pstl enzimi ile kesilmis lambda
faj DNA’s1 (Fermentas) kullanildi.

Pstl Enzimi ile Kesilmis Lambda Faj DNA sinin Hazirlanigi:
30 ul A DNA (Fermentas)
30 ul 10X Buffer
4 ul Pstl enzimi (Fermentas)
236 ul enjeksiyonluk distile su

Bir saat 37 °C’de bekledikten sonra 30 pl loading dye eklendi. Her elektroforez
reaksiyonu i¢in 7 pl kullanildi (Anderesson 2009).

3.1.6. Protein Analizi

3.1.6.1. Seperasyon Jelinin Hazirlanmasi

Hazirlanacak Jel 20.0% 17.5% 15.0% 12.5% 10.0% 7.5% 5.0%

%30 Acrylamide/Bis Solution 20 175 15 125 10 75 5
Seperasyon Buffer 3.75 375 375 375 375 375 375
10% SDS 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 03
1.5% Ammonium Persulphate 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 15 15
DD su 445 695 945 1195 1445 16.95 19.45

TEMED 15ul  15ul  15ul 15pul 15ul  15ul 15 pul
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3.1.6.2. Stacking Jelinin Hazirlanmasi

Bis- akrilamid SOIGSYONU. ... ..ouitit ittt e 0,25ml

Stacking Jel Buffer...... ..o 0,5 ml

10 S DS . i 0,2ml

%1,5 Amonyum Perstlfat............ooooiiiiii i, 0,1 ml

TEMEDD . e e, 1,5 ul

ISt SU. .o 1,13 ml
3.2. Yontem

3.2.1. Cryptosporidium spp. siipheli diski 6rneklerinden ookist coklastirmasi

Coklastirma Mini Parasep ® hazir kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amag i¢in;
bezelye biyiikliigiindeki digki 6rnegi kit igerisinde bulunan koleksiyon tiipiine konulmus,
tizerine 0,9 ml asetat ilave edilerek karistirllmig ve kitte bulunan filtreli kapak yerlestirilmistir.
Ardindan 1000 rcf” de 1 dakika santrifiij islemi yapilmistir. Santrifiij isleminin ardindan tek

hamlede iist s1v1 kisim atilmastir.

3.2.2. Cryptosporidium spp. tayini icin Kinyoun Asit-Fast Boyama (Ozcel ve
ark,2009)

1)Lam iizerine ¢oklastirilan 6rnek yayilmis ve kurumaya birakilmistir.

2) Lam saf metanol icerisinde 1 dakika tutularak, fikse edilmis ve oda isisinda
kurumaya birakilmstir.

3) Kinyoun karbol-fuksin igeren salede 5 dakika tutulmustur.

4) Lamlar, %50 alkol iceren saleye batirilarak 1-2 saniye ¢alkalanmig ve yikanmistir.

5) Dekolorizasyon ajani olarak kullanilan %1 siilfirik asit i¢erinde 2 dakika bekletilen

lamlar, akar su altinda yikanmustir.
6) Lamlar en son olarak Loeffler’in metilen mavisi icerisinde 1 dakika bekletilerek

yikanmis ve oda 1sisinda kurumaya birakilmigtir.
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7) Kuruyan preparatlar 100X biyiitmelik 151k mikroskobunda immersiyon yagi

yardimiyla goriintiilenmistir.

3.2.3. Cryptosporidium spp. tayini icin Immunfloresan Antikor Testi

Kinyoun asit fast boyamasi sonrasinda pozitif olarak degerlendirilen bir adet 6rnek
Immunfloresan Antikor Testine tabii tutulmustur. Bu amag i¢in Crypto/Giardia Cel® ticari
kiti kullanilmastir.

1) 20 pl disk1 6rnegi lamin {izerine konularak lam kurutulmustur.

2) Lamlar 5 dakika aseton igerisinde fikse edilmis ve kurumasi beklenmistir.

3) 25 ul reagent fikse edilen 6rneklerin ve pozitif kontrol drneginin tizerine konulmus
ve 37 C° “ lik nem kiivetinde 30 dakika inkiibe edilmistir.

4) Inkiibasyonun ardindan lamlar, Fosfat Buffer Salin (PBS) dolu kiivette nazikce
yikanmustir.

5) Lamlar siiziilmiis ve kurumaya birakilmistir.
6) Kit icerisinde bulunan “mounting fluid” soliisyonundan lam iizerine bir damla
damlatilarak tizerine lamel kapatilmistir.

7) Hazirlanan preparat floresan mikroskobunda X1000’ lik biiyliltmede incelenmistir.

3.2.4. Mikroskobi sonras1 Cryptosporidium spp. pozitif bulunan 6rneklerden DNA

izolasyonu

Bu amag icin , Qiagene Stool Kit ® kullanilmistir.

1) Bezelye biiyiikligiindeki diski eppendorfa alindi.

2) 1,4 ml Buffer ASL eklenir ve vortekslendi.

3) Ornekler 95 C°* de 10 dakika inkiibasyona birakildk..

4) Inkiibasyonun ardindan ornekler 15 saniye yiiksek hizda vortekslenmis ve 1 dakika
maksimum hizda santrifiij islemine tabii tutulmustur.

5) Santrifiij isleminin ardindan, siipernatant kismi 2 ml’ lik yeni ependorfa alinmis
{izerine kit icerisinde bulunan Inhibitex tablet eklendikten sonra hemen vortekslenmistir ve 5

dakika oda 1s1sinda inkiibasyona birakilmistir.
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6) Inkiibasyonun ardindan 3 dakika maksimum hizda santrifiij islemi gerceklestirilis ve
stipernatant kism1 1,5 ml’ lik yeni bir ependorfa alinmistir.

7) 15ul proteinaz K enzimi 1,5 ml’ lik yeni ependorfa ilave edilmis ve bunun iizerne
200 pl bir 6nceki islemden elde edilen slipernatant eklenmistir.

8) Igerisinde siipernatant ve proteinaz K karisimi bulunan ependorfa 200 pl Buffer AL
eklendikten sonra 15 saniye vortekslenmis ve 70 C°’ lik termal blokta 10 dakika inkiibasyona
brrakilmustir.

9) inkiibasyonun ardindan 200 pl soguk %96 lik etanol eklenmis ve vortekslenmistir.

10) Kit igerisinde bulunan 2 ml’ lik koleksiyon tiipiine karisim aktarilmig ve maksimum
hizda 1 dakika santrifiij islemi yapilmistir.

11) Koleksiyon tiipiiniin filtreli kism1 yeni bir ependorfa koyulmus ardindan, filtreli
kismun tizerine 500 pl Buffer AW1 eklenmis ve ve maksimum hizda 1 dakika santrifiij islemi
yapilmustir.

12) Koleksiyon tiipiiniin filtreli kismi yeni bir ependorfa koyulmus ardindan, filtreli
kismin tizerine 500 pl Buffer AW2 eklenmis ve ve maksimum hizda 3 dakika santrifiij islemi
yapilmistir. Filtreli kisim yeni bir ependorfa alindiktan sonra maksimum hizda 1dakika daha
santrifiij islemi yapilmistir.

13) Ust filtreli kistm yeni ependorfa almip iizerine 100 ul Buffer AE eklenerek, 1
dakika oda 1sisinda bekletilmis ve maksimum hizda 1dakika daha santrifiij islemi
yapilmistir.

14) Santrifiij isleminin ardindan filtreli kisim atilarak ependorfta kalan kissm DNA

kaynag olarak kullanilmak tizere -20 C°’ de saklanmustir.

3.2.5.PCR

3.2.5.1 PCR miksinin hazirlanmasi

Master Mikslerin  Hazirlanisi: PCR  reaksiyonlarinda bir ornek i¢in PCR
amplifikasyonu 50 pl toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon ¢ozeltisi

1X, dNTP 0,2 mM, primer (her biri i¢in) 0,4 pmol, Taq DNA polymerase 0,3 ul/50 ul olacak

sekilde gergeklestirildi. Kullanilan malzemeler ve voliimleri Tablo. 15 de belirtilmistir.
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Tablo 15. Mastermiksin hazirlanma oranlari

Malzeme (Ticari)

istenen Son Konsantrasyon

1 6rnek icin alinan miktar (ul)

%1,5 MgCl,Buffer (10X)
dNTP (10 mM)
Primer-F (100 pmol)
Primer-R (100 pmol)
Taq Polimeraz (5 U)
DNA
dH,0

TOPLAM

1x

0,2 mM

0,4 pmol
0,4 pmol
0,3 /50 pl

5

1
0,2
0,2
0,3
2
41,3
50

Amplifikasyon icin PCR reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra 6rnek adedi kadar

numaralandirilan eppendorf tiipleri icine 50” ser pl ilave edildi. Daha sonra iizerine 2 * ser pl

izole edilen DNA’ dan konularak tiiplerin agz1 kapatildi. Hazirlanan tiipler termal dongiileme

cihazlarma yiiklenip programlandi. 18s rRNA, cryptospain, cryptostatin ve cp39 genlerinin

1s1l dongii ve siire diyagrami sirasi ile Tablo 16, Tablo. 17, Tablo. 18. ve Tablo. 19. ¢ da

verilmistir

Tablo 16. Cryptosporium spp. spesifik 185 rRNA PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire

diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siiresi
Baglangi¢ Denatiirasyon 1 94 5 dk
Denatiirasyon 35 94 45 sn
Baglanma 35 60 45 sn
Uzama 35 72 60 sn
Son Uzama 1 72 7 dk

Tablo 17. Cryptopain geninin amplifikasyonundaki 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siiresi
Baglangi¢ Denatiirasyon 1 94 4 dk
Denatiirasyon 35 94 30sn
Baglanma 35 54 30 sn
Uzama 35 72 60 sn
Son Uzama 1 72 6 dk

Tablo 18. Cryptostatin geninin amplifikasyonundaki 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94 4 dk
Denatiirasyon 35 94 30sn
Baglanma 35 50 30sn
Uzama 35 72 60 sn
Son Uzama 1 72 6 dk
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Tablo 19. CP39 geninin amplifikasyonundaki 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siiresi
Baglangi¢ Denatiirasyon 1 94 4 dk
Denatiirasyon 35 94 30 sn
Baglanma 35 57 30 sn
Uzama 35 72 60 sn
Son Uzama 1 72 6 dk

Her bir gen i¢in PCR isleminden sonra elde edilen pozitif bir amplikon sekans analizi

icin 6zel bir firmaya gonderildi.

3.2.5.2. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

6x loading dye boyasindan pipet yardimiyla alinip her bir 6rnek i¢cin 1 pl kadar
dagitildi, daha sonra elde edilen 5 pl PCR iiriinleriyle loading dye karistirildi. Olusturulan
karisimdan 6 pl alinarak, jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklendi.

3.2.5.3. Yiiriitme

Hazirlanmis olan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra 100V
400A akimda 30 dakika yiriitiildii.

3.2.5.4. Goriintiileme ve Degerlendirme

Otuz dakikalik elektroforez siiresinin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde
icerisinde %]1°lik etidyum-bromiir olan tanka koyuldu. Burada 15 dakika boyanmaya
birakildi. Siire sonunda boyanan jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminatdr cihazindaki
odaciga yerlestirildi. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra, bant uzunluklari her PCR igin
ayr1 degerlendirildi.

Degerlendirme daha oOnce belirtildigi sekilde elektroforez islemi yapilarak
gerceklestirildi. Cryptosporidium spp.’ nin molekiiler olarak tanimlanmasinda kullanilan X1
ve X2 primerlerinde sirasiyla 325bp ve 830 bp uzunlugunda , Cryptosporidium sistein
proteazi cryptopain ile sistein proteaz inhibitorii cryptostatin primerlerinde 1281bp ve 537 bp
uzunlugunda bant olusumu beklenirken, 7. vaginalis 'te bulunan ve immunojenik etkisi bilinen

sistein proteaz CP39’ da; 987 bp uzunlugunda bant olusumu gozlemlenmistir.
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Cryptopain, cryptostatin ve CP39 genlerine ait pozitif amplikonlar klonlama islemi
icin -20 C°’ de muhafaza edildi.

3.2.6. Klonlama

3.2.6.1. pET28a iceren Escherichia coli BL21 Susundan Plazmit Ekstraksiyonu

PCR ile ¢ogaltilan genlerin klonlanmasi amaciyla ekspresyon vektorii olan pET28a
secilmistir. E. coli BL21 igerisinde yer alan pET28a plazmidi ticari bir kit (Plazmid Miniprep
Kit) kullanilarak iireticinin belirttigi protokol uygulanarak asagidaki gibi elde edildi.

1) Bakteri BHIB’a ekildikten sonra 37 C°* de bir gece inkiibasyona birakild

2) Tiiplerde gelisme gozlemlendikten sonra plazmid izolasyonu igin mikrosantrifiij
tiipline alinarak 5 dakika 14000 rpm’ de santrifiij edildi.

3) Ust s1v1 atilarak pellet 250 ul Solution I (Siispansiyon Soliisyonu) ile homojen hale
getirildi.

4) 250 pl Solution II (Lizis Soliisyonu) eklenerek 4-5 kez alt-iist edilerek karigtirtldi.

5) 350 ul Solution III (Notralizasyon Soliisyonu) eklenip aymi sekilde 4-5 kez alt-iist
edilerek karistirildi, 12000 rpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi.

6) Olusan beyaz pellete zarar veremeden sivi kisim GeneMark Spin kolonuna aktarildi
ve 1 dakika santrifiij edildi.

7) Toplayici tiipteki (Collection Tube) sivi bosaltilip, kolona 600 pul Washing Solution
eklenerek tekrar 1 dakika santrifiij edildi. Toplayict tiipteki sivi atildi. Bu iglem bir kez daha
tekrar edildi.

8) Toplayic tiipteki sivi atilarak spin kolon bos olarak tekrar santrifiij edildi.

9) Spin kolon yeni bir ependorf igerisine alinarak ethanolu uzaklastirmak igin 5 dakika
37 *C’de bekletildi

10) Spin kolon iizerindeki filtreli membran kisma dokunmadan tizerine 50 pl Elution
Buffer eklenip 2-3 dk. oda sicakliginda bekletildi ardindan 2 dk 14000 rpm hizda santrifiij
edilerek kolon atildi. Eppendorfta kalan kisim plazmid kaynagi olarak -20 °C’de saklanildi.
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3.2.6.2. pET28a Plazmidi ile Klonlanacak Genleri Iceren Amplikonlarin
Restriksiyonu

Izolasyonu yapilan pET28a plazmid DNA’ si ile restriksiyon kesim yerleri eklenmis
modifiye primer ile ¢ogaltilan cryptopain, cryptostatin ve CP39 genleri EcoRl ve Xhol
endoniikleaz enzimleri ile kesilerek dogrusal hale getirilmistir. Bu amag igin; Tablo 20°de yer
alan maddeler ve miktarlar kullanildi.

Tablo 20. pET28a plazmid DNA’sinin EcoRI ve Xhol endoniikleaz enzimleri ile kesim

reaksiyonu

Icerik Alnan Miktar (ul)
pET28a plazmid DNA’s1 10 pl

Fast Digest Buffer 2 ul

EcoRlI 1 ul

Xhol 1 ul

Deionize Su 6 ul

Toplam 20 pl

Tablo 21. Hedef Bolgeye Ait Amplikonlarin (Cryptopain, Cryptostatin ve CP39) EcoRI ve

Xhol endoniikleaz enzimleri ile kesim reaksiyonu

Icerik Alman Miktar
(uD)
Hedef Bolgeye Ait Amplikon 10 ul
Fast Digest Buffer 2 ul
EcoRlI I ul
Xhol 1 ul
Deionize Su 6 ul
Toplam 20 pl

Kesim reaksiyonlar1 37 °C’ de yaklasik olarak 30 dakika inkiibe edildildikten sonra
5 er pl’ leri alinarak %1 w/v’lik agaroz jelde incelendi. Geriye kalan 15’er pl reaksiyon

irlinli presipitasyon islemi i¢in kullanildi.
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3.2.6.3. Presipitasyon

1)Kalan 15 pl kesilmis amplikonlara ve plazmide 85 ul distile su eklendi.

2) 100 pl Fenol:Kloroform:Izoamilalkol eklenip karistirilarak 10.000rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi.

3)Ust fazlar yeni bir ependorfa alinir. (hedef gene ait amplikon ve plazmid bu asamada
birlestirildi.)

4) 1/10volim 3 M Na Asetat (pH:5.2) eklenip karigtirildiktan sonra v/v isopropanol
eklenerek karistirildi. 20 dakika -20 °C’de bekletildi.

5) 30 dakika +4 °C’sicaklikta ki cihazda maksimum hizda santrifiij islemi yapildu.

6) Ust sivi atilarak pellet iizerine 300 pl %70’lik ethanol eklendi ve +4 °C’sicaklikta
ki cihazda maksimum hizda 5 dakika santrifiij islemi yapildu.

7) Ust siv1 atilarak pelletin tamamen Kurumast igin 37 °C’sicaklikta ki etiivde yeterli
stire bekletildi.

8) Pellet tamamen kuruduktan sonra tizerine 17 pl steril distile su eklenerek ¢6ziilmesi

saglandi.

3.2.6.4. pET28a Plazmidi ve Klonlanacak Genleri iceren (cryptopain, cryptostatin
ve CP39) Amplikonlarin Ligasyonu

Presipitasyon asamasinda hedef bolge ve pET28a vektorii birlestirilerek, ligasyona
hazir hale getirilmistir. Genlere ait amplikonlar ve pET28a vektorii i¢in ligasyon reaksiyonu

Tablo 22’ de verilmistir.

Tablo 22. Ligasyon Reaksiyonu Bilesenleri

Icerik Alman
Miktar (ul)

pET28a plazmidi+ Hedef gene ait amplikon 17 pl

T4 DNA Ligaz Buffer 2 ul

T4 DNA Ligaz 1 ul

Toplam 20 pl

Elde edilen ligasyon iirlinii karisimlar1 1 saat oda 1sisinda bekletildikten sonra, 22
°C’sicaklikta ki 1s1 blogunda 1 gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan ligasyon
triinleri enzim ve diger kimyasal inhibitérlerden saflagtirilmak igin, presipitasyon islemi
yinelenmistir. Presipitasyon isleminin ardindan kompetan hiicreye aktarma yapabilmek i¢in
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tamamen kurutulan pellet 10 pl deiyonize su ile sulandirilmis ve transformasyona kadar -20

°C’ de saklanmustir.

3.2.6.5. Kimyasal Transformasyon Yolu ile E.coli BL21 Hiicrelerinin

Hazirlanmasi

1) Tek koloniden bakteri alinarak 5 ml BHI Broth igerisine ekim yapildi ve 37
°C’sicaklikta ki etiivde 1 gece inkiibasyona birakildi.

2) Steril bir tiipe 50 ml BHI Broth alinarak igerisine 1 ml gecelik kiiltiirden inokiile
edilerek, 37 °C’sicaklikta ki etiivde yaklasik 3 saat OD600 degeri 0.4-0.6 olana kadar inkiibe
edildi.

3) Inkiibasyonun ardindan hiicreler buz icerisinde 20 dakika bekletildi ve ardindan +4
°C ’sicaklikta ki santrifiij cihazinda 5000 rpm hizda 10 dakika santrifiij islemi yapildi.

4) Ust siv1 uzaklastirilarak pellet iizerine 10 ml soguk distile su eklendi. +4 °C
’sicaklikta ki santrifiij cihazinda 5000 rpm hizda 10 dakika santrifiij islemi yapildi. Ust sivi
atilarak pellet tekrar 10 ml soguk distile su ile yikandi ve santrifiij islemi yinelendi.

5) Ust s1v1 atilarak pellet 10 ml %10 gliserol igeren su ile homojenize edildi ve +4 °C
’sicaklikta ki santrifiij cihazinda 5000 rpm hizda 10 dakika santrifiij islemi yapildi ve
siipernatant atildi.

6) Pellet iizerine soguk 80 mM MgCl,- 20 mM CaCl; soliisyonundan 30 ml eklenerek
homojenize edildikten sonra +4 °C ’sicaklikta ki santrifiij cihazinda 5000 rpm hizda 10 dakika
santrifiij islemi yapild1 ve slipernatant atildi.

7) Pellet tizerine yaklasik 2 ml 0,1 M CaCl; soliisyonundan ilave edilerek homojenize

edildi ve steril pipet yardimiyla 100 er pl buz igerisindeki eppendorflara dagitildi.

3.2.6.6. Kimyasal Transformasyon

1) Hazirlanan 100 pl kimyasal kompetent hiicre icerisine 10 pl rekombinant plazmid
eklenerek dikkkatli bir sekilde karistirild1 ve 20-30 dakika buzda inkiibe edildi.

2) 42 °C ‘ye ayarlanmis su banyosu veya heat block igerisine transfer edildi 2 dakika
151 soku uygulandi.

3) Siire bitiminde tiip derhal buz igerisine alinarak 2 dakika bekletildi.

4) Uzerine 900 pl TSB eklenerek 1 saat 37 °C “de inkiibe edildi.
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5) Inkiibasyonun ardindan her bir transformant segici kanamisin igeren besiyerlerine
50 ve 200 pl’ lik hacimlerde alinarak yayma ekim yapildi. 37 °C sicakliktaki etiivde 1 gece
inkiibasyona birakildi.

6) Ertesi giin se¢ici besiyerinde tireyen koloniler degerlendirmeye alindi.

3.2.6.7. Insert Alan Rekombinant Plazmidleri iceren Kolonilerin Secimi ve

Dogrulanmasi

Secici kanamisinli besiyeri plaklarinda iireyen pET28a plazmidi icerisine hedef DNA
fragmanlarinin (Cryptopain, Cryptostatin ve CP39 genleri) eklendigi diisiintilen koloniler
secildi ve klonlama i¢in kullanilan primerler ile PCR islemi yapilarak kontrol edildi. PCR
sonucunda pozitif olan koloniler 50 pg/ ml kanamisin igeren segici sivi besiyerlerine inokiile
edildi. Inokiile edilen ve iireyen transformantlardan plazmid ekstraksiyonu yapilarak, EcoRI
ve Xhol endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Elektroforez islemi yapilarak, plazmid ve insert
incelemesi yapildi. Her iki yontemle de dogrulanan transformantlardan 50 pg/ ml kanamisin

iceren segici besiyerlerine gegilerek, ileri calismalar i¢in stoga alindu.

3.2.6.8. Sekans Analizi

Secici besiyerinde secilen klonlarin dogrulanmasi yapildiktan sonra elde edilen
kolndan klonlama primerleri ile PCR yapildi ve sekans analizi igin &6zel bir firmaya
gonderildi. Firma saflagtirmay1 takiben sekans analizini gergeklestirdi. Fasta formatinda
tarafimiza gonderilen sekanslar gen bankasi ile karsilastirildi. Bunun igin nucleotid- protein

BLAST programi kullanildi.

3.2.7.SDS

3.2.7.1. Kismi Protein Saflastirmasi

1) Klonlanarak rekombinant iiretimi gergeklesmis olan cryptopain, cryptostatin ve
CP39 genlerini igeren E.coli hiicreleri ile kontrol amaciyla kullanilacak olan pET28a igeren
BL21 50 mg/ml kanamisin igeren 12 ml TSB (tryptic soy broth) sivi besiyerlerine inokiile
edilerek 37 °“C’de gecelik kiiltiire birakilmustir.
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2) Ertesi giin 50 mg/ml Kanamisin igeren 150 ml TSB besiyeri bulunduran cam siseye,
5 ml gecelik kiiltiirden inokiile edilmis ve 37 °C’de yaklasik 6 saat inkiibe edilerek OD600
‘deki absorbans degeri OD 0.6-0.8 oluncaya kadar inkiibe edildi.

3) Bu s1v1 besiyerine ImM IPTG eklenerek bir gece boyunca 37 °C’de ¢alkalanarak
kiiltiire birakildi.

4) Absorbansi 0.6-0.8e erigsen 150 ml bakteri kiiltiiriinii 50 ml’lik falkonlara (3 tiip)
aktaritlip 5000 rpm’de 20 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Bundan sonraki islemler buz
igerisinde gergeklestirilmistir.

5) Her ii¢ falkondaki siipernatant atilarak dipteki bakteri pelleti {izerine 10 ml RIPA
lysis buffer konularak pipetaj yapilarak homojenize edildi.

6) Bu homojenizatlar 1.5 ml’lik ependorflara dagitilmistir ve 10 000 rpm de 10 dakika
+4 °C’de santrifiij edilerek yikandi ve siipernatant kismi atildi. Homojenizat ayni falkonlar
icerisinde tekrar 5000 rpm’de 20 dakika +4 °C’de santrifiij edilip stipernatant kism1 atildi.

7) Dipteki pelletlerin iizerine 1ml RIPA lysis buffer soliisyonundan konularak pipetaj
yardimiyla homojenize edilmistir. Bu homojenizatlardan 500’lik tiiplere 300 pl konularak
dagitilmistir. Daha sonra her bir tiip icerisine en kiigiik 6l¢ii kasigi ile bir kasik Zirconium
Oxide Beads (ZrOBO05 0.5 mm diameter) homojenizasyon boncugu eklenmistir.

8) Bu tiipler homojenizator cihazina (Tehtnica Millmix 20) yerlestirilerek 25 frekansta
30 sn 10 kez (aralarda 1 dk bekleme siiresiyle) isleme tabi tutuldu. Igerisinde boncuklar
bulunan parcalanmig hiicreler 1.5 ml lik ependorflara aktarilarak 10 000 rpm de 5 dakika +4
°C’de santrifiij edildi.

9) Tiplerdeki silipernatant yeni bir ependorfa alinarak protein ekstrakti olarak

kullanilmistir (- 20 °C de saklanmalidir).

3.2.7.2. SDS Jelinin Hazirlanmasi

Proteinlerin goriintiilenmesi i¢in SDS-PAGE jeli hazirlanmistir. Ornekler yiiklenerek
proteinler jelde dikey elektroforez cihaziyla yiritilmistir. Daha sonra jel boyanarak
proteinler gorilintiilenmistir.

Camlar (diiz cam ve kesik cam) alkolle iyice temizlenip, her iki seperatdr sagh sollu
kenarlara yerlestirilip ve posetinin i¢ine konup jel dokme aparatina kesik camli kisim size
bakacak sekilde yerlestirilmistir. Aparatin dengesi ayarlanmistir. Trichomonas vaginalis’ e
ait sitotoksik etkili sistein proteaz CP39; 39 kDa, Cryptosporidium spp.’ e ait sistein proteaz

olan cryptopain; 45, 47 kDa ve sistein proteaz inhibitorii olan cryptostatin; 19,79 kDa agirliga
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sahip oldugu i¢in %15 lik separasyon jeli hazirlanmistir. Bu amag i¢in; Tablo 23’ de yer alan

oranlar ve malzemeler kullanilmstir.

Tablo 23. %15 lik Separasyon Jeli Hazirlamak I¢in Gerekli Kimyasallar ve Miktarlar:

Igerik % 15’lik jel i¢in gerekli miktar
%30 Acrylamide/Bis Solution 5ml

Seperasyon Buffer 1,25ml

10% SDS 0,1ml

1.5% Ammonium Persulphate 0,5ml

Distile su 3,15 ml

TEMED 5ul

TEMED ve Amonyum persiilfat polimerizasyon islemini baslattig1 i¢in en son ilave
edildi ve hi¢ bekletilmeden hemen cam levhalarin aralarina bir pipet yardimiyla aktarilmastir.
Jel cam levhalar lizerine aktarildiktan sonra, iizeri etanol ile kaplanarak piiriizsiiz bir ylizeyin
elde edilmesi saglanmistir. Yaklasik 30-40 dakika separasyon jelinin donmasi i¢in beklenildi.
Ayrim1 saglayacak olan Separasyon jelinin donmasmin ardindan iizerine Orneklerin
yiiklenmesi i¢in gerekli olan Stacking Jel Tablo 24’ deki malzemeler kullanilarak tabloda

belirtilen oranlarda hazirlanmistir.

Tablo 24. Stacking Jeli Hazirlamak I¢in Gerekli Kimyasallar ve Miktarlar

Igerik % 15’lik jel i¢in gerekli miktar
Acrylamide Bis Solution 0.25 ml

Stacking Gel Buffer 0.5ml

%10 SDS 0.2 ml

1.5% Ammonium Persulphate (APS) 0.1 ml

TEMED 1.5 ul

Distile su 1.13 ml

94



TEMED ve amonyum persiilfat polimerizasyon islemini baglattig1 i¢in en son ilave
edilmis ve hi¢ bekletilmeden separasyon jeline bir pipet yardimiyla dokiilmiis ve taraklar

yerlestirilmistir.

3.2.7.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Her bir kuyucuga yaklagik 30 pl 6rnek ve sample buffer karisimi ilave edilmistir.
Ornekler hazirlanirken 15 ul érnek 15 pl sample buffer bir eppendorf icerisine konulmus ve

100 °C deki thermal blokta 5-10 dakika denatiire edilip, spin yapilarak buhari toplanmustir.

3.2.7.4. Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi:

Donmus olan jel naylon posetinden ¢ikarilip ve ¢esme suyu altinda kenarlarindaki jel
partikiilleri temizlenip ve tarak dikkatlice ¢ikarilmistir. Kuyucuklardaki su silkelenerek
bosaltilip dikey elektroforez cihazina kesik cam arkada kalacak sekilde yerlestirilip vidalarla
hafif¢e sikistirilmistir. Running Buffer camlarin iist ¢izgisine gelecek ve tanktaki elektroforez
tellerini gegecek sekilde doldurulmustur (250 ml). Hazirlanan 6rnekler ve marker’lar pipet
yardimiyla kuyucuklara yiiklenmistir. Enerji kaynagiyla baglantis1 yapilan tankin elektrik
diizeyleri 110V da boya en alt cizgiye gelene kadar -elektroforez islemi (2 h)
gerceklestirilmistir.

3.2.7.5. Jel Boyama

Jelde yiirtiyen proteinleri goriintiilemek i¢in, jel dikkatlice boyama yapilacak kiivete
alimmistir. Stacking jel kismu dikkatli bir sekilde uzaklastirildiktan sonra su ile jel yikanmustir.
Jeli boyamak i¢in, commasie blue boyasi kullanilmigtir. Commasie blue boyasi jeli kapatacak
sekilde kap igerisinde ki jel iizerine dokiilmiis, kabin kapagi yarim kapatilarak, 1 dakika
mikrodalga firinda yiiksek derecede 1siya tabi tutulmustur. Daha sonra 15-20 dakika shaker’da
yavasca inkiibe edilmistir. Boya geri toplanip ve destain soliisyonu jelin iistiine dokiilmiistiir
ve mikrodalgada 1 dakika 1sitilip sonra 20-30 dakika karistiricida yavasga inkiibe edilmistir.

Bu son iglem bantlar net goriinene kadar tekrar edilmistir.
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3.2.8. Rekombinant Olarak Uretilen Proteinlerin Jelatinaz Aktivitesinin

Degerlendirilmesi

Sistein proteaz enzimlerinin substratlar1 arasinda jelatin, kollajen, fibronektin gibi
ekstraselliller matriks elemanlart  bulunmaktadir. Calismamizda rekombinant olarak
rettigimiz Sistein proteazlarin (CP39, cryptopain) ve sistein proteaz inhibitoriiniin
(cryptostatin) islevsel olup olmadigmin belirlenmesi igin jelatini pargalama aktivitesi
degerlendirilmistir. Bu amag igin;

1) Klonlanarak rekombinant iiretimi gergeklesmis olan cryptopain, cryptostatin ve
CP39 genlerini igeren E.coli hiicreleri ile kontrol amaciyla kullanilacak olan pET28a igeren
BL21 50 mg/ml kanamisin i¢eren 12 ml TSB (tryptic soy broth) sivi besiyerlerine inokiile
edilerek 37 “C’de gecelik kiiltiire birakilmustir.

2) Ertesi giin %3 jelatin igeren 4 ayri segici TSB igerisine, pET28a, cryptopain,
cryptostatin ve CP39 ayr1 ayri inokiile edilmis ve 37 °C’sicaklikta ki etiivde inkiibe edilmistir.
Bunun yani sira cryptostatin igeren ve kontrol amagh pet28a iceren E.coli hiicreleri birinci
giiniin ardindan enzim inaktivasyonu saglayip saglayamamasini degerlendirmek amaciyla,
icerisinde cryptopain i¢eren E.coli bulunan TSB igerisinde inokiile edilmistir.

3) Inkiibasyonun ardindan besiyerleri buzdolabina konularak jelatinaz aktivitesi, besi

yerinde katilasma olup olmamasina gére degerlendirilmistir.

96



4. BULGULAR

Calismamizda koleksiyonumuzda bulunan ve Nisan 2016- Kasim 2017 tarihleri
arasinda, Burdur/Yesilova ve Aydin/ Kocarli ilgelerindeki 14 farkli isletmedeki inek ve
buzagilardan toplam 88 farkli digki 6rneginden ookist ¢coklastirma islemi yapilmistir. Bunun
ardindan, Kinyoun asit fast boyama yontemi ile 6rnekler degerlendirilmistir. Boyama sonrasi
mavi zemin iizerinde pembe ookistlerin goriilmesi diskida Crytosporidium oldugunun
gostergesi olarak kabul edilmistir. Resim 3¢ de pozitif olarak degerlendirilen bir adet 6rnege

ait mikroskop goriintiisii verilmistir.

Cryptosporidium spp. ookistleri

Resim 3. Cryptosporidium Ookistlerinin Kinyoun Asit Fast Boyama Yontemi ile

Gosterilmesi
Pozitif olarak degerlendirilen bir adet 6rnek Crypto-Giardia immunfloresan Antikor

Testi ile degerlendirilmistir. Resim 4’ de pozitif olarak degerlendirilen bir adet 6rnege ait

floresans mikroskop goriintiisii verilmistir.

97



Cryptosporidium spp. ookistleri

Resim 4. Crypto-Giardia Immunfloresan Antikor Testi ile Degerlendirme Sonrasi Floresans

Mikroskopisi Goriintiisii

Kinyoun asit fast boyamasi sonrasinda Cryptosporidium agisindan pozitif olarak
degerlendirilen 6rneklerden DNA izolasyonu yapilmis ve Cryptosporidium spp. ‘ ye spesifik
enzimlerle PCR islemi gerceklestirilmistir. PCR agisindan pozitif olarak degerlendirilen bir
adet ornek sekansa gonderilerek dogrulanmistir. Tablo 25. ¢ de 6rnegin alindigr yer, ¢iftlik,

ookist varlig1 ve PCR islemi sonrasinda ki bulgular verilmistir.

Tablo 25. Cryptosporidium Siipheli Disk1 Orneginin Alindig1 Yer, Ciftlik Numarasi, Ookist
Varligi ile Cryptosporidium Spesifik PCR Sonuglart

Ornek No Almman Koy Ciftlik No Ookist Varhg: 18T:,Cera
no:1 Alankdy/Yesilova/Burdur ciftlik 1 POZITIF POZITIF
no:2 Alankdy/Yesilova/Burdur ciftlik 1 POZITIF POZITIF
no:3 Alankdy/Yesilova/Burdur ciftlik 1 POZITIF POZITIF
no:4 Alankdy/Yesilova/Burdur ciftlik 2 POZITIF POZITIF
no:5 Bayindir/Yesilova/Burdur giftlik 3 POZITIF POZITIF
no:6 Bayndir/Yesilova/Burdur ciftlik 3 NEGATIF D.Y.
no:7 Beykdy/ Yesilova/Burdur ciftlik 4 NEGATIF D.Y.
no:8 Beykdy/ Yesilova/Burdur ciftlik 4 POZITIF POZITIF
no:9 Beykdy/ Yesilova/Burdur ciftlik 4 POZITIF POZITIF

no:10 Alankdy/Y esilova/Burdur ciftlik 2 NEGATIF D.Y.
no:11 Alankdy/Yesilova/Burdur ciftlik 1 POZITIF POZITIF
no:12 Biiyiikyaka/Yesilova/Burdur ciftlik 5 POZITIF POZITIF
no:13 Biiytlikyaka/Yesilova/Burdur ciftlik 5 NEGATIF D.Y.
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ORNEK

18s rRNA

NO ALINAN KOY CIFTLIK NO OOKIST VARLIGI PCR
no:14 Alankdy/Yesilova/Burdur ciftlik 6 POZITIF POZITIF
no:15  Alankdy/Yesilova/Burdur  ciftlik 7 POZITIF POZITIF
no:16 Alankdy/Yesilova/Burdur ciftlik 7 POZITIF POZITIF
no:17 Alankdy/Yesilova/Burdur ciftlik 2 NEGATIF D.Y.
no:18 Alankdy/Yesilova/Burdur ciftlik 2 POZITIF POZITIF
no:19  Alankdy/Yesilova/Burdur  ciftlik 1 POZITIF POZITIF
no:20 Alankdy/Yesilova/Burdur ciftlik 1 POZITIF POZITIF
no:21 Cardak/ Yesilova/Burdur ciftlik 8 NEGATIF D.Y.
no:22 Kavacik/ Yesilova/Burdur  ¢iftlik 9 NEGATIF D.Y.
no:23 Kavacik/ Yesilova/Burdur  ¢iftlik 9 NEGATIF D.Y.
no:24 Gokeeyaka/Yesilova/Burdur ¢iftlik 10 POZITIF POZITIF
no:25 Gokgeyaka/Yesilova/Burdur ciftlik 10 POZITIF POZITIF
no:26 Alankdy/Yesilova/Burdur  ciftlik 1 POZITIF POZITIF
no:27 Alankdy/Yesilova/Burdur ciftlik 1 POZITIF POZITIF
no:28 Alankdy/Yesilova/Burdur  ciftlik 7 POZITIF POZITIF
no:29 Biiyiikyaka/Yesilova/Burdur ¢iftlik 11 NEGATIF D.Y.
no:30 Biiyiikyaka/Yesilova/Burdur ¢iftlik 11 POZITIF POZITIF
no:31 Biiylikyaka/Yesilova/Burdur ¢iftlik 12 NEGATIF D.Y.
no:32 Biiyiikyaka/Yesilova/Burdur ciftlik 12 POZITIF POZITIF
no:33 Biiyiikyaka/Yesilova/Burdur ¢iftlik 13 POZITIF POZITIF
no:34 Biiyiikyaka/Yesilova/Burdur ciftlik 13 NEGATIF D.Y.
no:35 Biiyiikyaka/Yesilova/Burdur ¢iftlik 13 POZITIF POZITIF
no:36 Alankdy/Yesilova/Burdur  ciftlik 1 POZITIF POZITIF
no:37 Alankdy/Yesilova/Burdur ciftlik 1 POZITIF POZITIF
no:38 Biiyiikyaka/Yesilova/Burdur ¢iftlik 5 POZITIF POZITIF
no:39 Biiyiikyaka/Yesilova/Burdur ¢iftlik 5 NEGATIF D.Y.
no:40 Biiyiikyaka/Yesilova/Burdur ciftlik 12 POZITIF POZITIF
no:41 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:42 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:43 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:44 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:45 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:46 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:47 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:48 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:49 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:50 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:51 Dedekoy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:52 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:53 Dedekoy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:54 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF NEGATIF
no:55 Dedekoy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:56 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF NEGATIF
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ORNEK ALINAN KOY CIFTLIK NO OOKIST VARLIGI 185 rRNA

NO PCR
No:57 Dedekoy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:58  Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:59 Dedekoy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:60 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:61 Dedekoy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:62  Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:63 Dedekoy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:64 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:65 Dedekoy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:66 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:67 Dedekoy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:68 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:69 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:70 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:71 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:72 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:73 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:74 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:75 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:76 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:77 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:78 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:79 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:80 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:81 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:82 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 NEGATIF D.Y.
no:83 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:84 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:85 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:86 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:87 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF
no:88 Dedekdy/Kogarli/Aydin ciftlik 14 POZITIF POZITIF

D.Y. Degerlendirme Yapilmayan

Incelenen 88 &rnegin 63’iinde (%72) kinyoun asit fast boyama ydntemi ile
Cryptosporidium’ a ait ookist saptanmistir. Kinyoun asit fast ile pozitif sonug¢ alinan 63
ornegin 61’1  (%97) ise Cryptosporidium spesifik primerler ile pozitif olarak
degerlendirilmistir. Dedekdy/Kogarli/Aydin’ dan alinan 54 ve 56 numarali 6rnekler harig tiim
orneklerde kinyoun asit fast boyama yontemi ve Cryptosporidium spesifik primerleri ile

yapilan PCR arasinda paralellik bulunmustur
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Cryptosporidium spesifik primerler PCR sonucu pozitf ¢ikan bir adet 6rnek dogrulama

amaciyla sekans analizi i¢in O6zel bir firmaya gonderilmistir. Fasta formatinda tarafimiza

gonderilen sekanslar gen bankasi ile karsilastirildi. Bunun i¢in nucleotid- nucleotid BLAST

programi kullanildi. Resim 5’de sekans sonrasi degerlendirme sonucu verilmektedir.

Jop Titte Nucleotide Sequence
RID 13SYEDEDOIR  Searchexpires on 01-06 20:25pm  Download All ¥
Program BLASTN@  Citation v

Database nt  Seedetails v

Query ID Icl|Query_17175

Description None

Molecule type dna
Query Length 1746

other reports Distance tree of results MSAviewer @

Graphic Summary Alignments Taxonomy

rIer Kesuits

Organism oniy top 20 will appear \:\ exclude

‘ Type common name, binomia taxid or group name ‘

=+ Add organism

Query Coverage

Percent Identity Evalue

to

to

to

Sequences producing significant alignments

selectall 100 sequences selected

Description

ce, isolate: Sakha109

Cryptosporidium parvum gene for 18S ribosomal RNA, partial sequen

isolate” Sakha211

Cryptosporidium parvum gene for 188 ribosomal RNA _partial sequence,

Download ~ Manage Columns ~ Show (2]

GenBank  Graphics Distance tree of results

Max | Total Query E Per
Score | Score | Cover value | Ident

Accession

3225 3225 100% 0.0 100.00% AB513864.1
3223 3223 9%% 00 100.00% AB513880.1

Resim 5 . Sekans sonrasi degerlendirme sonucu.

Degerlendirme sonucunda gonderilen Ornegin,

ribozomal RNA ile %100 uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Kinyoun asit fast ile ile pozitif sonug¢ alinan 63 6rnek cryptostatin ve cryptopain geni

Cryptosporidium parvum 18s

acisindan degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucu 63 6rnegin 22 tanesinde (%35) her iki

gen agisindan (cryptopain ve cryptostatin) da pozitiflik saptanmistir.

Her bir gen i¢in pozitif olarak belirlenen bir adet PCR iiriinii ve pET28a vektorii

klonlama yapilmak tizere ECORI ve Xhol enzimleri ile kesilmis, sirkiiler form linear hale

getirilmistir. Resim 6.” da cryptostatin ve pET28a’ nin ile cryptopain ve pET28a’ nin EcoRl

ve Xhol ile endoniikleaz enzimleri ile kesim sonrasi goriintiisii yer almaktadir.
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M pET28a c¢s pET28a cp

Resim 6. cryptostatin ve pET28a ile cryptopain ve pET28a’ nin EcoRIl ve Xhol ile
endoniikleaz enzimleri ile kesim sonrasi1 goriintiisii M: Marker. Marker olarak Lambda-Pstl

kullanilmistir.

Restriksiyonu takiben presipitasyon, ligasyon ve transformasyon islemleri yapimistir.
Transformasyonun ardindan  kanamisin  igeren segici besi  yerlerine eksmler
gerceklestirilmistir. Resim 7’de cryptostatinin klonlama sonrasi segici besi yerindeki
goriintiisii Resim 8’ de ise cryptopainin klonlama sonrasi segici besi yerindeki goriintiisii yer

almaktadir.
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Resim 7. Cryptostatin’ nin pET28a’ya transformasyonu sonrasi segici besiyerindeki

gorunumu

Resim 8. Cryptopain’in pET28a’ya transformasyonu sonrasi segici besiyerindeki goriiniimii
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Rekombinant olan yani klonlamanin gergeklestigi kolonilerden birkag farkli koloni
secilmistir. Secilen koloniler, gene spesifik olarak tasarladigimiz primerler yardimiyla koloni

PCR vyapilarak degerlendirilmistir. Resim 9’da cryptostatin Resim 10°da cryptopain’e ait

koloni PCR sonrasi elektroforez goriintiileri yer almaktadir.

M k1 k2 k3 k4 k5 k6 k7 NK M

—_
>

Resim 9. Cryptostatin’ e ait Koloni PCR Sonras1 Elektroforez Goriintiisit M: Marker. Marker
olarak Lambda-Pstl kullanilmistir. K1..K7 : secici besiyerlerinden segilen koloniler. NK:

Negatif Kontrol

Resim 10. Cryptopain’e Koloni PCR Sonrasi1 Elektroforez Goriintiisit M: Marker. Marker
olarak Lambda-Pstl kullanilmistir. K1..K3 : segici besiyerlerinden segilen koloniler. NK:
Negatif Kontrol
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Pozitif olarak degerlendirilen kolonilerden genlere ait birer adet koloni segici besi
yerine ekilmistir. Ertesi giin segici siv1 kiiltlire alinarak gerekli tireme saglandiktan sonra, bu
orneklerden plazmid ekstraksiyonu yapilarak, EcCORI ve Xhol endoniikleaz enzimleri ile
kesime tabii tutulmustur. Resim 9’da cryptostatin insertini almig c¢s7 klonunun restriksiyon
analizi ve Resim 11°’de cryptopain insertini almig cp3 klonunun restriksiyon analizi yer

almaktadir.

Resim 11. cryptostatin Insertini Almis cs7 Klonunun Restriksiyon Analizi M: Marker.
Marker olarak Lambda-Pstl kullanilmistir. R.O. : Restriksiyon oncesi icine insert aldig
diisiiniilen plazmid. R.S. Restriksiyon sonrasi pET28a igerisinde cryptostatin insertini almis

oldugu goriintii

Resim 12. cryptopain Insertini Almis cp3 Klonunun Restriksiyon Analizi
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M: Marker. Marker olarak ticari 1000bp lik marker kullanilmustir. R.O. : Restriksiyon
Oncesi i¢ine insert aldigi diislinlilen plazmid. R.S. Restriksiyon sonrasi pET28a igerisinde
cryptopain insertini almis oldugu goriintii

Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Laboratuvari
koleksiyonunda bulunan toplamda 28 farkli Trichomonas vaginalis DNA &rneginde sitotoksik
etkili sistein proteaz olan CP39 geni taramasi yapilmis olup 19 (%68) ornekte pozitiflik
saptanmistir.

CP39 geni icin pozitif olarak belirlenen bir adet PCR iirlinii ve pET28a vektorii
klonlama yapilmak tizere ECORI ve Xhol enzimleri ile kesilmis, sirkiiler form linear hale
getirilmistir. Resim 13’ de CP39 ve pET28a’ nin EcoRI ve Xhol ile endoniikleaz enzimleri

ile kesim sonrasi goriintiisii yer almaktadir.

pET28a CP39 |

. -~
o |

Resim 13. CP39 ve pET28a’ nin EcoRI ve Xhol ile endoniikleaz enzimleri ile kesim sonrasi

goriintlisii M: Marker Marker olarak Lambda Pstl kullanilmigtir

Restriksiyonu takiben presipitasyon, ligasyon ve transformasyon islemleri yapimaistir.
Transformasyonun ardindan  kanamisin  igeren segici besi  yerlerine eksmler
gergeklestirilmistir. Resim 14 ‘de CP39’ un klonlama sonrasi segici besi yerindeki goriintiisii

yer almaktadir.
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Resim 14. CP39’ un Klonlama Sonras1 Segici Besi Yerindeki Goriintiist

Rekombinant olan yani klonlamanin gergeklestigi kolonilerden birkag farkli koloni
secilmistir. Segilen koloniler, gene spesifik olarak tasarladigimiz primerler yardimiyla koloni
PCR yapilarak degerlendirilmistir. Resim 15° de CP39’a ait koloni PCR sonrasi elektroforez

goriintlisii yer almaktadir.

Resim 15. CP39 ‘a ait koloni PCR sonras1 elektroforez goriintiisii
M: Marker. Marker olarak Lambda-PstI kullanilmistir. K1..K3 : se¢ici besiyerlerinden
secilen koloniler. NK: Negatif Kontrol
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Pozitif olarak degerlendirilen kolonilerden gene ait 1 koloni segici besi yerine
ekilmistir. Ertesi giin segici sivi kiiltiire alinarak gerekli iireme saglandiktan sonra, bu
orneklerden plazmid ekstraksiyonu yapilarak, ECORI ve Xhol endoniikleaz enzimleri ile
kesime tabii tutulmustur. Resim 16’ da CP39 insertini almis ts1 klonunun restriksiyon analizi

yer almaktadir.

Resim 16. CP39 insertini almis ts1 klonunun restriksiyon analiziM: Marker. Marker olarak
Lambda-PstI kullanilmistir. R.O. : Restriksiyon dncesi igine insert aldig1 diisiiniilen plazmid.

R.S. Restriksiyon sonrasi pET28a igerisinde CP39 insertini almis oldugu goriintii

Koloni PCR ve restriksiyon analizleri ile konfirmasyonu saglanmis olan genlere ait
birer adet amplikon dogrulama amaciyla ticari bir firmaya sekans analizi i¢in gonderildi. Fasta
formatinda tarafimiza gonderilen sekanslar gen bankasi ile karsilastirildi. Bunun i¢in
nucleotid- protein BLAST programi kullanildi. Resim 17, 18. ve 19 da sirasiyla rekombinant
olarak iiretilen cryptostatin, cryptopain ve CP39’a ait sekans sonrasi degerlendirme sonuglari

yer almaktadir.
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Organism only top 20 will appear || exclude

Program BLASTX @  Citation v
Database nr o See details v Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Query ID lcl|Query_60296 =+ Add organism
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna

to to to
Query Length 537

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ Manage Columns ~  Show 2]
selectall 100 sequences selected GenPept  Graphics
N Max Total Query E  Per )
Descript A
sserptien Score Score Cover walue Ident ceession
ical protein [Cr idium parvum lowa Il 342 342 93% 1e-118 10000% XP_6275531
Proteinase inhibitor 142 chagasin [Cry idium tyzzeri] 328 328 99% 9e-113 9494% TRYS12141

Resim 17. Rekombinant cryptostatin’ e Ait Sekans Sonrasi1 Degerlendirme Sonucu

Distribution of the top 7 Blast Hits on 7 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
[ Bl W40-50 [l0-80 Weo-200  W>=200
e [ | |
0 750 1000 1250

=

|
250 5

—

:; Alignments o]

Max Total Query E

Ident  Accession
score score | cover value

Description

[ crptosporidium panvum lowa Il cryptopain - cysteine proteinase secreted. possible iansmembrane domain near N-erminus (cad§ 4880) mRNA, complete cds 876 876 39% 00 99% XM G278141

[J Cruptosporidium parum chromosome 6 complets sequence; seament 414 876 86 9% 00 99% Bx3383531

Resim 18. Rekombinant cryptopain’e Ait Sekans Sonrasi Degerlendirme Sonucu

Distribution of the top 18 Blast Hits on 17 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W <40 W40-50 M 50-80 W 80-200 W >=200
I Query 1
) 1 | 1 I | |
1 150 300 450 600 750 200
-)Descriptions

Sequences producing significant alignments:

Select All None Selected0

i1 Alignments [*)

Description Max | Total Quary| E || accession
score score cover value
O Trichomonas vaginalis cytotoxic cysteine proteinase (cp39) gane. complete cds 1445 1445 92% 00 97% EU1419651

Resim 19. Rekombinant CP39 ‘a Ait Sekans Sonrasi Degerlendirme Sonucu

Sekans analizi sonuglari ile dogrulanan koloniler ileri ¢alismalar i¢in Skim milk igeren
besiyerinde — 20 C°’ de ve %10 gliserol igeren besiyerinde -80 C°’ de saklanmigtir. SDS Page

analizi igin her bir gene ait koloniler, ayr1 ayr1 segici besi yerlerine ekilmistir. Uremenin ardindan
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IPTG indiiklemesi yapilmis ve kismi protein izolasyonu gerceklestirilmistir. Resim 20,21 ve 22°de

cryptostatin, cryptopain ve cp39’ ait SDS Page goriintiileri yer almaktadir.

75

60
45
35

25

10

~19 kDA

Resim 20. pET28a +cryptostatin iceren BL21 total proteini M: Marker 1: pET28a i¢eren BL21 2:

pET28a+cryptostatin iceren BL21

75
60

45

35

15

10

~45 kDa

Resim 21. pET28a +cryptopain igeren BL21 total proteini M: Marker 1: pET28a igeren BL21 2:

pET28a+cryptopain igeren BL21
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M 1 2

75
60
45

Resim 22. pET28a +CP39 iceren BL21 total proteini M: Marker 1. pET28a i¢eren BL21 2:
pET28a+CP39 iceren BL21

SDS page analiz yonteminin sonucuna gore; elde edilen rekombinant proteinlerin dogru
boyutlarda goriintii vermesi secilen klonlarin protein olarakta ifade oldugunu gdostermektedir.

SDS page analiz yontemiyle de konfirmasyonu saglanan rekombinant proteinlerin
jelatinaz aktivitesi %3 jelatin igeren TSB ile degerlendirilmistir. Resim 21’de jelatinaz

aktivitesinin degerlendirme goriintiisii yer almaktadir.
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Resim 23. Uretilen Rekombinant Proteinlerin ve pET28a igeren BL21’ in Jelatinaz Aktivitesi

Buna gore sistein proteaz olan cryptopain ve CP39’da jelatinaz aktivitesi saptanirken
sistein proteaz inhibitorii olan cryptostatin ve kontrol olarak kullanilan pET28a i¢eren BL21
orneginde jelatinaz aktivitesi saptanmamistir. Ayn1 zamanda rekombinant olarak iirettigimiz
cryptostatinin, cryptopainin aktivitesini inhibe ettigi jelatinaz aktivitesi ile belirlenmistir.
Sistein proteaz olan cryptopain baslangigta jelatinaz aktivitesi gosterirken, cryptostatin
eklendiginde bu etkinin ortadan kalktigi gézlenmis ancak kontrol grubunda pet28a eklenen

cryptopainin jelatinaz aktivitesinde herhangi bir degisiklik olmamustir.
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5. TARTISMA

Cryptosporidium spp.’in tam ve etkin bir tedavisi yoktur. Trichomonas vaginalis’in
tedavisinde metranidazol tiirevi ilaglar kullanilmaktadir ancak bu antibiyotiklere direng
gelisimi goriilmektedir. Her iki tiir i¢inde etkin ve yeni ilaglara gereksinim duyulmaktadir.
Bunun yani sira her iki tiir i¢in kullanilabilir ticari bir asida mevcut degildir.

Cryptosporidium spp. intraselliiler ve extrasitoplazmik bir protozoondur. Insanlar1 da
kapsayan ¢ok sayida omurgali tiliriinde gastrointestinal mikrovilluslarda hasara neden olan
apikomplexa subesinde yer alan parazitlerdir.

Klinik tablo enfekte konaga, immun durumuna ve yasina bagl olarak degiskenlik
gosterir. Ozellikle 5 yas alti ¢ocuklarda ve immunsupresif hastalarda giinliik 20 litreye
varabilen digki atilimiyla kolera benzeri diyareye neden olup, hayati tehdit edici bir tablo
olusturabilmektedir. CDC tarafindan biyoterdrizm ajani olarak tanimlanmistir ve Kkategori
B’de yer alan tek parazit tiiriidiir (CDC, 2019).

Zoonotik tiir olarak da 6ne ¢ikan C. parvum diinyada olduk¢a yaygin olarak
bulunmakta, gelismis iilkeler de uygulanan miicadele programlarina ragmen hastaliktan
onemli diizeyde etkilenmektedir (Starling ve Arrowood, 1993). ABD’de yillik 15 milyon
insanin ishal sikayeti ile kliniklere basvurdugu, bunun yaklasik 300.000 kadarina
kriptosporidiozis teshisi kondugu ve bu diizeyin gidaya bagli ishal olgularindan 45 kat daha
fazla oldugu bildirilmistir (Fayer ve ark, 2000). Baldursson ve Karanis’in 2011 yilinda
yaptiklar1 caligmaya gore diinyada 2004-2010 yillar1 arasinda bildirilen, su kaynakli
protozoon enfeksiyonlarinin %60,3’iinde Cryptosporidium etmeni saptanmigtir (Baldursson
ve Karanis, 2011). Su kaynakli epidemi nedenleri arasinda parazitin kaynak sularindaki
prevalansinin yliksek olmasi, igme suyu filtrelerinden gecebilmesi, klora direngli olmasi ve
cok az sayida parazitin dahi enfeksiyona neden olabilmesi gosterilmektedir. Bu nedenle
giintimiizde kullanilan su aritma tekniklerinin yetersiz oldugu ve kriptosporidiozis vakalarinin
icme suyu ve yiizme havuzu sularindan kaynaklanan salgin seklinde oldugu bildirilmistir
(Ungar 1995; Topgu ve ark, 2002).

Cryptosporidium parvum i¢in etkene yonelik spesifik bir tedavi heniiz
gelistirilmemistir (Zhu ve Fritzler, 2012). Genis spektrumlu antiparazitik ve genis spektrumlu

bir antiviral olan Nitozoksanid’in C. parvum ve C. hominis enfeksiyonlarinda da kullanilmasi
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“Amerika Gida ve ilag¢ Dairesi” (FDA) tarafindan kabul gormiistiir. As1 calismalar1 olmasina
karsin heniiz ticarilesmis bir asis1 bulunmamaktadir.

Cryptosporidium ozellikle veteriner sahada neonatal hayvanlarda ishal etkeni olarak
siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. Yaptigimiz ¢calismada incelenen ishalli hayvanlardan alinan 88
disk1 6rneginin 63’1 (%72) kinyoun asit fast boyama yontemi ile Cryptosporidium’a ait ookist
saptanmistir. Kinyoun asit fast ile pozitif sonu¢ alinan 63 Ornegin 61’1 (%97) ise
Cryptosporidium spesifik primerler ile pozitif olarak degerlendirilmistir. Tiirkiye’de ve
diinyada Cryptosporidium spp.’in sigirlardaki prevalansinin % 0-100 arasinda degistigi
bildirilmistir (Sar1 ve ark,2008). Buzagilarda Cryptosporidium prevalansini etkileyen faktorler
arasinda stirii biiyiikliigli, dogum zamanu, siitten kesilme zamanlari, yas araliklari, yetistirme
tipi, ahirlarda su tanki bulunmasi ve bulunduklar1 bolgedeki durgun gol ve goletlerin
kontaminasyon durumu yer almaktadir. Bunun yani sira 6rnegin alindigi mevsim ve bolge de
prevalansi etkileyebilmektedir. Diinyada buzagilarda Cryptosporidium prevalansina yonelik
calismalar sonucunda farkli pozitiflik oranlar1 tespit edilmistir; Estonya’da %23 (Santoro ve
ark, 2018), Arjantin’ de %26,3 (Lombardelli ve ark,2019), Cin’ de %11,9 (Gong ve ark,2017),
Nijerya’ da %16 -%78 (Maikai ve ark,2011), Japonya’ da % 20 ( Murakoshi ve ark,2012),
Fransa’da %41,5 (Delafosse ve ark, 2015) ingiltere’de %10,2 (Smith ve ark,2014), Etiyopya’
da %25,2- %17,3 (Wegayehu ve ark.2016, Ayele ve ark,2018), Misir’da %6,9 (Mahfouz ve
ark, 2014), Iran’da %22,3- %31 (Mirzai ve ark,2014, Ranjbar ve Fattahi,2017) Irak’ta %7,3
(Al-Robaiee ve Al-Farwachi,2014) Vietnam’da %43,3(Nguyen, ve ark,2007), Hindistan’da
%37,25(Joute ve ark,2016) ve Myanmar’da %82 (Khin, 2007) olarak bulunmustur. Tiirkiye’
de ise Cryptosporidium spp’ nin buzagilarda ki prevalansi % 3,8-93 arasinda degismektedir
(Sar1 ve ark,2008; Yildirim ve ark, 2012). Calismamiz da elde ettigimiz %72’lik oran Tiirkiye
ve diinya ortalamasinin tizerinde yer almaktadir.

Cryptosporidium parvum igin as1 ¢alismalart immunojenik potansiyeli olan, konak
hiicreye baglanmay1 saglayan ve invazyondan sorumlu CSL, gp900, gp40, gp15/17, Cp 15/60,
Cp23/27, Cpl2 ve Mucd iizerine yogunlagsmistir. Gp900, gp40, gpl5/17 ve Cp23/27
antijenlerinin hayvan ve insanlarda hiicresel immun yanit olusturdurdugu bulunmustur
(Boulter-Bitzer ve ark, 2007,Mead; 2014). Cryptosporidium’ un DNA bazli as1 adaylari
olarak ise P2, Cpl2, Cp15/60, Cp23, Cp21 ve COWP olabilecegi, bunlardan Cp15 ve Cp23’
antijenlerinden elde edilen divalent asinin farelerde ki koruyuculugunun daha fazla oldugu

bulunmustur (Liu ve ark, 2010; Yu ve ark, 2010, Benitez ve ark, 2011).
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Diinya da birgok tilkede cinsel yollarla bulasan hastalik olan trichomoniasis bildirimi
zorunlu hastaliklar arasinda yer almaktadir. T. vaginalis enfeksiyonlart kozmopolit bir
dagilima sahiptir ve tiim irksal ve sosyoekonomik gruplarda tespit edilmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin (DSO) verilerine gore her yil yaklasik 250 milyon yeni T. vaginalis enfeksiyonu
saptanmakta ve bunun da yarisindan fazlasinin erkeklerde goriildiigii bildirilmektedir (WHO;
2019). Buna karsilik, yaygin T. vaginalis vakalarmin %89'u kadinlar arasinda bulunmaktadir
(WHO, 2019). Ulkemizde yapilan calismalarda, kullanilan yontemlerin farkliligina bagh
olarak T. vaginalis goriilme siklig1 %3-72,3 arasinda degismektedir (Aksoy ve Ozkog, 2005).

Trichomonas vaginalis’te kullanilabilir ticari bir asi olmamasina karsin asi adayi
olarak sunulan antijenler mevcuttur. T. vaginalis’te a- aktinin geninin rekombinant olarak
tiretilmesiyle elde edilen antijenin 1 ay siireyle %100 koruyucu olabildigi, rekombinant
antijenle asilanan farelerde IgG, IFN-y, IL-6, IL-17A ve IL-10 diizeyinde 6nemli dlgiide bir
artis oldugu saptanmistir (Xie ve ark, 2017). Yapilan bir diger ¢calismada rekombinant olarak
tietilen ve kalsiyum tasinmasinda 6nemli rol oynayan TVTRPV (Transient Receptor Potential
of T. vaginalis)’nin farelerde deneysel olarak olusturulan enfeksiyonlarda koruyucu etkisinin
oldugu saptanmigtir (Mendoza-Oliveros ve ark, 2019). Bunun yan1 sira rekombinant olarak
tiretilen homosistein alfa gama-liyaz, elimine edici beta liyaz, adohikaz, prolin bakimindan
zengin P65’in T. vaginalis enfeksiyonlarina karsi asi adayi antijenler olarak kullanilma
potansiyelleri vardir (WEB-5, 2020).

Sistein proteazlar, papain ailesinde bulunurlar ve bu enzimlerin ana fonksiyonlart
proteinlerin parcalanmasini saglamaktir. En bilinen sistein proteaz olan ve Carica papaya’dan
izole edilen papainin sagliktan gida ve kimya endiistrisine kadar ¢ok genis bir kullanim alani
mevcuttur (Khaparde ve Singhal,2001). Bromeliaceae bitki ailesinin iiyesi olan ananas
bitkisinden izole edilen bromelainde sistein proteaz tiirevi olup saglik alaninda genis kullanim
alanina sahiptir. Ik kez 1957 yilinda terapotik destek olarak kullanilabilecegi bildirilmis olan
enzim, viicuttaki proteinleri ayristirict sindirici 6zelliginden dolay1 saglk alaninda genis bir
kullanim alanina sahiptir (WEB-6, 2019 ). Sistein proteazlar ayn1 zamanda laminin, kollajen,
fibronektin ve jelatin gibi bag dokunumn yapisal proteinlerini degrade ederler ve bu
ozelliklerinden dolay1 debridman olarak kullanilma potansiyelleri de mevcuttur (Na ve ark,
2009). Calismamizda sistein proteaz olarak bilinen cryptopain ve TvCp39’ un jelatin
pargalama aktivitesinin oldugu saptanmistir. Cryptosporidium parazitine ait sistein proteaz
inhibitdrii olan cryptostatinin, cryptopainin jelatin parcalama aktivitesini inhibe edebildigi

yine ¢alismamizda gosterilmistir.
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Diinya genelinde parazitlere ait olan sistein proteazlarin rekombinant {iretimi ve
etkilerinin degerlendirilme c¢alismalar1 olduk¢a azdir. Mevcut ¢aligmalarin bir¢ogunda sistein
proteazlarin biyokimyasal yap1 ve Ozellikleri iizerine durulmus olup, bu enzimlerin olasi
kematerapotik ajanlar olabilecegi hususuna deginilmistir. Bununla birlikte Leishmania
parazitine kars1 gelistirilen bir asida sistein proteazlar asi antijeni olarak kullanilmaktadir
(Shahbazi ve ark, 2015)

Papain benzeri proteazlar kanser yayiliminda, artirit, osteoporoz ve mikrobiyal
enfeksiyonlarin patogenezinde onemli rol oynamaktadirlar. Sistein proteaz inhibitorlerinin
kullanilmas: ile hepaptit C, osteoporoz, osteoartitis, sedef hastalifi, kanser yayiliminin
onlenmesi, bronsektazi ve norolojik agrilarin giderilmesi gibi pek ¢ok saglik problemine
¢ozlim bulunabilecegi vurgulanmaktadir (Vizovisek ve ark,2020)

Patojenik protozoalarda bulunan sistein proteazlar, genellikle Klan CA sinifinin C1A
ailesinde (papain siiperailesi) yer alirlar ve bu organizmalarda ana virulans faktorleri olarak
bulunurlar. Bugiine kadar parazitik protozoalarda karakterize edilen ve islevi tanimlanan , E.
histolytica (alt1), Leishmania spp. (alt1), Plasmodium spp. (bes), T. gondii (bes), T. cruzi (ii¢),
T. brucei (iki) ve Cryptosporidium spp. (iki) olmak iizere toplamda 29 tane sistein proteaz
vardir (Siqueira-Neto ve ark, 2018). Sistein proteazlar, parazitik tiirlerdeki en 6nemli islevi
parazitin konak hiicre igine girebilme, konak hiicre igerisinde hayatta kalabilmesidir. Bunun
yani sira makrofaj proinflamatuar yanitin olusturulmasi, konak hiicre dis1 matriksinin
bozulmasi, parazitte ki yasam dongilisii asamalarmin (enkistasyon- ekskistasyon)
gerceklestirilmesi, parazit metabolizmasimin modiilasyonu ve otofajide sistein proteazlarin
gorevleri arasinda yer almaktadir. Bazi protozoalarda ise, IgA, IgG ve hemoglobin
degredasyonu, kan-beyin bariyerinin gecilmesinin saglanmasi, ookist liretiminin arttirilmast,
sporozoitlerin kan hiicrelerine invazyonu, apikoplast gelisimi ve sitosolik proteinlerin
sindirimi gibi spesifik gérevleri mevcuttur (Abaza, 2019).

Sistein proteazlar hastalik prognozunuda etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir.
Sistein protezlara sahip olan parazitlerde prognoz daha agir seyretmektedir. Ornegin amebik
karaciger hastaligi olan kisilerden izole edilen Entamoeba tiirlerinde yiiksek oranda sistein
proteaz ifadesi mevcuttur ve sistein proteaz inhibitorlerinin verilmesiyle hastalik sagaltimi
saglanmistir (Keene ve ark, 1990; Stanley ve ark, 1995). Buna ek olarak sistein proteazlarin,
bagirsak enflamasyonuna, kolitte doku hasarina ve bagirsak disi enfeksiyonlarada neden
oldugu saptanmistir (Zhang ve ark, 2000; Lejeune ve ark, 2009). Invaziv E. histolytica’in
klinik izolatlar1 , kiiltiir ortaminda tiretilen noninvaziv E. dispar’dan 10-1000 kat daha fazla

sistein proteaz aktivitesine sahiptir (Reed ve ark, 1989). Leishmania parazitinin neden oldugu
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lezyon biiyiikliigiiniin de sistein proteazlarla iligkili oldugu sistein proteazlarin inhibisyonu ile
lezyonlart kiigiildiigii saptanmistir (Mottram ve ark, 1996). Yaptigimiz c¢alismada da
Cryptosporidium spp. siipheli diski 6rneklerinde sistein proteaz enzimine sahip olanlarda
hastalik seyrinin agir oldugu ve alinan 6rneklerden 13’iiniin hastalik nedeniyle 6ldiigi diger
vakalarda ise 6liim olmadig1 saptanmuistir.

Sistein proteazlar parazitin yasam donglisiinde ki tiim evrelerde eksprese olmazlar.
Genellikle parazitin daha aktif oldugu donemlerde eksprese olurlar. Ornegin; Cryptostatin ve
cryptopain Cryptosporidium ‘un hayat dongiisiinde merozoit ve ookist evrelerinde eksprese
olurlar (Na ve ark, 2008). Leishmania tiirlerinde bulunan sistein proteazlar memeli amastigot
evresinde boceklerde gegiririlen promastigot evresinden daha fazla eksprese olurlar. Bunun
nedeninin konak hiicreye giriste sistein proteazlarin ana virulans faktorii olmasindan kaynakli
olabilecegi disiiniilmektedir (Mottram ve ark, 1992).

Sistein proteazlar parazitik organizmalar i¢in ana virulans faktorii olmasimna ragmen
calismamizda inceledigimiz tiim Orneklerde sistein proteaz saptanamamistir. Bunun
nedeninin;

1)Sistein proteazlarin parazitlerin belli bolgelerinde lokalize olabilmeleri: Entamoeba
histolytica’da bulunan sistein proteazlardan EnCP1 intraselliiler vezikiillerde, EnCP2 i¢ ve dig
hiicre membranlarinda, ENCPS5 ise hiicrenin yiizeyinde bulunur (Siqueira-Neto ve ark, 2018).

2) Sistein proteaz ekspresyon mekanizmasini diizenleyen cesitli etkenlerin mevcut
olmasi: T. vaginalis’ te bulunan ¢ogu sistein proteaz demirle diizenlenmektedir (Arroyo ve
ark,2015). Sistein proteazlarin salinim1 enfeksiyon sirasinda ki ¢evresel sartlara bagli olarakta
diizenlenebilmektedir (Alderete ve Provenzano, 1997). Trichomonas vaginalis’te bulunan
sistein proteazlarin eksprese olmalarinda TVV dsRNA viriislerininde etkili olabildikleri
soylenmektedir. Leishmania major’de bulunan papain benzeri sistein proteaz olan kalpainde
kalsiyum ile diizenlenmektedir (Branquinha ve ark, 2013) olabilecegi diistiniilmektedir.

Sistein proteazlar parazitik organizmalar i¢in as1 olabilme potansiyeline sahip iken,
proteaz inhibitdrleri de s6z konusu bu organizmalar i¢in etkili kemoterapatik ajanlar olarak 6n
plana ¢ikmaktadir.

Trypanasoma parazitine duyarli olan sigirlara antijen olarak verilen sistein proteazlar,
sigirlarda kismi koruma saglamaktadir (Playfair ve ark, 1990) Sistein proteaz inhibitorii
olarak kullanilan K11777, WRR-483, Cz007, Cz008 ve tetra-floro-fenoksi-metil ketonlarin
Trypanasoma parazitinin neden oldugu chagas hastaliinin tedavisinde kullanilabilecegi
bildirilmistir (Abaza, 2019).
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Leishmania tiirlerinde bulunan Katepsin L ve B benzeri sistein proteazlar parazit i¢in
olast1 as1 potansiyelleri olarak goriiliirken, bu enzimlerin inhibitorleri kemoterapatik ilag olarak
kullanilmaktadirlar. 1999 yilinda Selzer ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada ZLI1143A,
ZLII115A ve K11002 adlarinda ki sistein proteaz inhibitorlerini deneysel olarak Leishmania
ile enfekte edilen farelerde denemislerdir. Inhibitér uygulanan farelerde Leishmania
lezyonlarinin  kiigiildiigiinii ve tedavi siirecinin hizlandigimi saptamiglardir (Selzer ve
ark,1999).

2013 yilinda Branquinha ve arkadaslarimin ve 2017 yilinda Chavez-Fumagalli ve
arkadaglarinin yaptiklart  ¢alismalarda  Leishmania tiirlerinde bulunan kalsiyum bagimli
sistein proteaz tiirevi calpain’nin insanda Leishmania tiirlerine karsi potansiyel ilag ve as1
hedefi olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Branquinha ve ark,2013; Chavez-
Fumagalli ve ark, 2017).

Shahbazi ve arkadaslarinin iran Pasteur Enstitiisiinde yaptiklar1 ¢alismada; kopek
visseral leishmaniasise karsi; sistein proteaz ve A2 geni kullanilarak as1 gelistirilmeye
calisgilmistir. Bu ¢alismada; Leishmania donovani’ nin A2 geni ve sistein proteaz genleri
(CPA ve CPB CTE ) rekombinant Leishmania tarentolae’ ye eksprese edilmis ve L.
infantum’a karst immiinojenikligi ile koruyucu bagisikligi degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda asilanan hayvanlar ile kontrol gruplari karsilastirildiginda; 6nemli dl¢tide 1gG2
yiikselisi saptanirken, IL-10 diizeyi disiik seviyede kalmis IgGl,IFN-y ve TNF-a
diizeylerinde artis gdozlenmemistir. Asilanan kopeklerde yiiksek DTH yanit1 olugsmus ve diisiik
parazit yiikii goriilmistiir (Shahbazi ve ark, 2015).

Musyoka ve arkadaglarinin 2016 yilinda yaptiklar calismada hemoglobin bozunma
slirecini katalize eden Plasmodium falciparum'un falcipainlerini (falcipain-2 ve falcipain-3),
onaylanmus ila¢ hedefleri olarak sunmuslardir. Calismalarinda Plasmodium tiirlerinde bulunan
falsipainler ve bunlarin homologlarina kars1 potansiyel peptit onleyici ilaglar1 belirlemeyi
amaclamislardir. 11 farkli peptit o6nleyici faktorle calisma yapmis, bu bilesiklerin kolesterol
benzeri ¢ekirdekleri oldugu i¢in insanda iyi tolere edilebilecegini saptamislardir (Musyoka ve
ark, 2016).

Sistein proteaz inhibitorii olarak kullanilan gallinamide A ve symplostatin-4’ iin P.
falciparum etkeninin neden oldugu sitmanin tedavisinde kullanilabilme potansiyellerinin
oldugu vurgulanmaktadir (Abaza, 2019)

Kumari ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaptiklan ¢alismada P. falciparum’ da bulunan
bir gesit sistein proteaz olan metakaspaz-2 in inhibisyonu ile apoptozis benzeri parazit

Olimiiniin gergeklestigi ve parazitin yasam dongiisiinii tamamlayamadigi saptanmistir.
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Inhibisyonu saglayan maddelerin anti- malaryal ilag olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir.
(Kumari ve ark, 2020).

Zhao ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Toxoplasma gondii’de
bulunan sistein proteazlar olan TgCPB/TgCPL’ nin immunejenik etkisi BALB-c tiirii
farelerde test edilmistir. Yapilan bu c¢alismada TgCPB/TgCPL’nin ayr1 ayrt verildigi
durumlarda IFN-y ve 1gG seviyesinde belirgin bir artis gozlemlenmistir. Antijen birlikteligine
dayali divalent uygulamada ise IFN-y ve IgG seviyesinde ki artis antijenlerin ayri ayri
verildigi duruma gore yaklasik iki kat1 seklindedir (Zhao ve ark, 2013)

Ndao ve rakadaslarinin 2013 yilinda yaptiklart ¢alismada; Cryptosporidium parvum’
da bulunan papain benzeri sistein proteaz olan cryptopain inhibitdrii olan N-methyl
piperazine-Phe-homoPhe-vinylsulfone phenyl (K11777)’ yi fare modellerinde kullanarak
cryptosporidiosise karsi potansiyel ila¢ olma potansiyelini arastirmislardir. K11777 in vivo ve
in vitro ortamlarda herhangi bir toksik etki gdstermemis buna ek olarak, ookist sayisinda
belirgin bir azalma saglanmigtir.(Ndao ve ark, 2013). Buna ek olarak K11777’ in Chagas
hastaliginin tedavisinde terapotik bir ajan olarak kullanilabilecegi cesitli arastiricilar
tarafindan belirtilmistir ( Engel ve ark, 1998; Barr ve ark, 2005).

Trichomonas vaginalis’te bulunan sistein proteazlarin immunejenik etkisinin
arastirilmasina yonelik pek ¢ok ¢aligma mevcuttur. Hernandez ve arkadaslarinin 2004 yilinda
yaptiklar1 ¢calismada 62 kDa boyutunda ki sistein proteazin parazitin konak hiicre yiizeyine
penetrasyonu Onemli oOlgiide azalttigi ve Ozellikle kolera toksinin adjuvan olarak
kullanilmasiyla deneysel enfekte farelerde  enfeksiyonun %5’lere kadar geriledigi
saptamiglardir (Hernandez ve ark, 2004). Jia ve arkadaslarmin 2009 yilinda yaptiklari
calismada rekombinant olarak iiretilen TvCP3 ve TvCP3C’nin deneysel enfekte farelere
verilmesiyle yliksek diizeyde antikor olusumuna neden oldugu saptanmistir (Jia ve ark,
2009). Carvajal-Gamez ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptiklart ¢alismada putresin adi
verilen kimyasal bir maddenin sitotoksik etkili sistein proteaz olan TvCP39’ un etkinligini
%380 oraninda azalttigini, bu sistein proteazin proteolitik aktivitesini ve hiicre lokalizasyonunu
diizenledigini saptamislardir (Carvajal-Gamez ve ark, 2014). Puente Rivera ve arkadaglarinin
2014 yilinda yaptiklar ¢alismada sistein proteaz inhibitorii olan Trichocystatin-2” nin Hela
hiicre hattinda sistein proteazlarin neden oldugu sitotoksik etkiyi azalttigi saptanmistir
(Puente- Rivera ve ark, 2014).

Jimenez ve arkadaglarinin 2009 yilinda yaptiklarn ¢aligmada parazite ait Sitein proteaz
iceren ekstretuvar- sekretuvar proteinler deneysel enfekte BALB-c tiirli farelere verilerek

immunizasyon saglanmis ve konakta humoral ve hiicresel immun yanitin degerlendirlmesi
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yapilmistir. Bu ¢alismada asilanan farelerde yliksek diizeyde IgG ve IgE tespit edilmis bunun
yani sira IL-4, IL-5 ve IL-10 miktarlarinda da 6nemli diizeyde bir artis meydana gelmistir.
S6z konusu proteinler 1s1 ve sistein proteaz inhibitorii olan E64 ile muamele edilip
uygulandiginda ¢ok daha diisiik IgG, IgE, IL-4, IL-5 ve IL-10 seviyeleri tespit edilmistir.
Calismada E64 uygulanmasi ile yalnizca sistein proteazlar inhibe oldugu i¢in immunizasyonu
saglayan ana faktoriin sistein proteazlar olabilecegi vurgulanmigtir  (Jimenez ve ark, 2009).
Enkistasyon ve ekskistasyon siireglerini belirleyen ve bu siireglerde aktif rol oynayan sistein
proteazlar, ¢ogu parazitte oldugu gibi Giardia tiirlerinde de potansiyel tedavi yontemleri
olarak One c¢ikmaktadir. Parazite ait sistein proteaz olan EHCP (katepsin- C benzeri
enkistasyon spesifik sistein proteaz) parazitin kist duvarmin olusumunda gorev almaktadir.
Giardia’ da tanimlanan sistein proteazlarin (SP) bir digeri ise ekskistasyondan sorumlu olan
GICP2’dir. Her iki sistein proteazin da inhibasyonu ile enkistasyon ve ekskistasyon siiregleri
engellenmistir. Bu parazitin yasam dongiisiinii tamamlayamamasina neden oldugu i¢in bu
inhibitorler Giardia i¢in potansiyel terapotik hedefler olarak gosterilmektedirler (Tian ve ark,
2010).

Melendez- Lopez ve arkadaslariin 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada sistein proteaz
inhibitorleri olan K11777 ve WRR483, rekombinant EhSP1'e karsi insan kolon hiicre
hattinda denemislerdir. Her iki inhibitorde giiglii enzim inhibisyonu saglamis ve bu sayede
kolonda parazit yiikiiniin 6nemli 6l¢iide azaldigi belirtilmistir (Melendez-Lopez ve ark,2007).
Cornick ve Shadee’ nin 2017 yilinda yaptiklar1 derlemede; Entamoeba histolytica © da
bulunan sistein proteazlar olan EhSP’lerin konak hiicre adezyonunda, konak immun
sisteminden kagista, mukus bariyerinin parcalanmasinda kisacasi parazitin konak hiicre
adaptasyonu ve patogenez tablosunda kilit rol oynadigi gosterilmistir. (Cornick ve Chadee,
2017).
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6. SONUC VE ONERILER

Cryptosporidium ve Trichomonas vaginalis’ te bulunan sistein proteazlarin
klonlandig1 ve rekombinant iiretildigi bu ¢alismada;

1) Sistein proteazlarin Cryptosporidium ve Trichomonas vaginalis’ teki yaygmligida
belirlenmistir. Sistein proteazlarin parazitin patogenezinde ki Onemli oldugu Klinikle
iligkilendirilerek saptanmaya calisilmistir. Parazitlerde bulunan diger virulans faktorlerin de
taranmastyla ¢ok daha saglikli veriler elde edilebilecegi ongoriilmektedir.

2) Sistein proteazlarin diger pek ¢ok parazitte oldugu gibi asi galismalarinda
kullanilabilecegi, bunun igin Cryptopain ve TvCp39 genlerinin rekombinant iiretiminin asi
calismalarinin ilk basamagi olabilecegi diistiniilmektedir.

3) Enfektif hiicre kdltiirii yardimiyla rekombinant olarak iiretilen Cryptostatin ve
Cryptopain geninin Cryptosporidium parazitinin hiicre invazyonununda nasil gorev aldiginin
saptanabilecegi 6n goriilmektedir.

4) TvCp39 geninin hiicre kiiltiiriinde kontrollii ¢alismalarinin yapilarak sitotoksik
etkilerinin gozlenebilmesi saglanabilir.

5) So6z konusu genlerin parazitlerin hizli tam kitleri igin kullanilabilme
potansiyellerinin oldugu varsayilmaktadir.

6) Rekombinant olarak {iretilen sistein proteazlarin fibronektin, kollajen gibi dokunun
yapisal proteinlerini degrade edebilme oOzelliklerinden yararlanilarak, hasarli dokuda

debridman olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir.
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