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Sivas ilindeki Kdpeklerde Cryptosporidium Spp.’nin
Prevalansi

Cryptosporidium spp. zoonotik 6zellie sahip, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde
hastalik olusturan bir protozoondur. Bu galisma, Sivas ilindeki farkli yas araliindaki kdpeklerde,
farkli metotlarla Cryptosporidium spp. prevalansini belilemek amaciyla yapildi. Bu galismanin
materyalini farkh irk, yas ve cinsiyetten 100 adet kopek olusturdu. Calismaya dahil edilen
kopeklerin istah durumu, vicut sicakhgi, kalp atim sayisi, solunum sayisi, solunum tipi, kapiller
dolum zamani, dehidrasyon orani, mukoza muayenesi ve mental durumlari muayenelerinde
anormal bir durum gézlenmedi. Hayvanlardan diski drnekleri plastik kaplara alindi. Toplanan digki
orneklerinde Cryptosporidium spp. ookistlerinin saptanmasi amaciyla direkt inceleme, asit-fast
boyama ve Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) yéntemi kullanildi. incelenen digki drneklerinde
pozitiflik orani direkt incelemede %0, asit-fast boyamada %2 ve PZR testinde ise %4 olarak
belirlendi. Sonug olarak, bu galismada Sivas ilinde Cryptosporidium spp. pozitiflik orani hayvan
hastanesine kontrol amaciyla getirilen képeklerde %0, barinak képeklerinde %8 oldugu belirlendi.
Ayrica 1 yasin alti, 1-5 yas ile 6 yas Ustlindeki barinak kdpeklerinde sirasi ile %13.3, %5.8 ve %5.5
oraninda pozitiflik saptandi.

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium, képek, prevalans, Sivas

Prevalence of Cryptosporidium Spp. in Dogs in Sivas City

Species of Cryptosporidium is a zoonotic protozoan that affects both people and animals'
gastrointestinal tracts and causes illness. In this study, Cryptosporidium spp. was performed to
determine its prevalence in which Sivas. The study included 100 dogs of various breeds, ages, and
genders as its subject matter. The study's included dogs' assessments of their hunger, body
temperature, heart rate, respiratory rate, respiratory type, capillary filling time, rate of dehydration,
mucosal examination, and mental status revealed no abnormalities. Animal feces were collected
and stored in plastic containers. Oocysts were found using direct inspection, acid-fast staining, and
the Polymerase Chain Reaction (PCR) method. In the studied stool samples, the positive rate was
0% for direct examination, 2% for acid-fast staining, and 4% for the PCR test. In this study,
Cryptosporidium spp. The positive rate was 0% for dogs brought to the veterinary clinic for control
and 8% for dogs from shelters. In addition, shelter dogs under 1 year, 1 to 5 years, and over 6
years old, respectively, had positive rates of 13.3%, 5.8%, and 5.5%.

Key Words: Cryptosporidium, dog, prevalence, Sivas

Girig

Cryptosporidiosis, Cryptosporidium soyuna bagh protozoonlar tarafindan
olusturulan, diinyada yaygin sekilde gorilen ve farkli hayvan tirlerini etkileyen bir
hastaliktir. insan dahil olmak (izere birgok hayvan tiriinde sindirim sistemi epitel
hicrelerine lokalize olan bu parazit ¢gogunlukla gen¢ ve immun sistemi baskilanmis
hayvanlarda enfeksiyona sebep olabilmektedir (1). Cryptosporidia, Apicomplexa
subesinin Coccidia grubuna dahil olan Cryptosporidium cinsi ilk kez 1895 senesinde
Clarke tarafindan belirlenmis, fare mide epiteli Gizerinde yer almakta olan spor kiimeleri
olarak tanimlamigtir (2). Daha sonra Tyzzer tarafindan sirasiyla 1907 yilinda farelerin
gastrik bezlerinde, 1912 yilinda ince bagirsaklarinda ve 1929 ise tavuklarin Bursa
fabrisiyusunda gorilmistir (3, 4).

Cryptosporidium canis kdpeklerde en sik gorulen turdur. Cryptosporidium canis ile
enfeksiyon genellikle asemptomatiktir ve gram digki basina birkag ookist atilir. Buna
karsilik, bagisikligi baskilanmis kdpek ishal, uyusukluk ve fiziksel bozulma gibi klinik
belirtiler gosterebilir (5). Birgok arastirmada insanlarda Cryptosporidium canis tespit
edilmistir (6,7).

Bu calisma, Sivas ilindeki farkli yas araliginda ki kdpeklerde Cryptosporidium spp.
varhdini farkli metotlar kullanarak hastaligin prevalansini belirlenmesi amaciyla
yapilmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calisma Sivas Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun onayi ile yapimistir
(22.02.2022 tarih ve 65202830-050.04.04-632 Nolu).
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Hayvan Materyali: Bu ¢alismanin materyalini farkli
irk, yas ve cinsiyetten 100 adet kopek (50’si Sivas lli
hayvan barinagindan diger 50’si Sivas Cumhuriyet
Universitesi Veteriner Fakiiltesi hayvan hastanesine
kontrol amaciyla getirilen hayvanlar) olusturdu (Tablo 1).
Tdm hayvanlarin genel klinik muayeneleri usuline uygun
olarak gerceklestirildi. Kdpeklerde anormal bir klinik
semptom gozlenmedi.

Tablo 1. Galismada kullanilan hayvanlarin yas arahgi
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Il. PZR reaksiyonunda 2 uL I. PZR Grin0 kullanildi.
PZR reaksiyon kosullari (Tablo 4); 94°C de 3 dk
baslangi¢, 35 déngl (94°C’de 45 sn, 58°C’de 45 sn ve
72°C’de 60 sn) final fazda 72°C’de 7 dk olarak ayarlandi.
Pozitif 6rneklerin 823 bp bilylkliginde son (rin
olusturmasi beklenmektedir. Il. PZR iglemi i¢in kullanilan
primerler Tablo 5'te verilmistir PZR drlnleri -20°C de
saklandi.

Tablo 2. I. PZR protokol programi

Grup 1<yas 1-5yas 62yas Toplam
Barinak Grubu 15 17 18 50
Hastane Grubu 16 20 14 50
Toplam 31 37 32 100

Digki Orneklerinin Toplanmasi: Calismaya dahil
edilen képeklerin rektumundan usuliine uygun bir sekilde
tani konulabilecek miktarda digki o6rnekleri alindi.
Ornekler su gekmeyen plastik kaplara toplandi. Ornekler
hayvanlardan alindiktan sonra ayni gin Sivas
Cumbhuriyet Universitesi Hayvan Hastanesi
laboratuvarlarinda gogaltma ydntemi, direkt inceleme ve
Asit fast boyamalar igin gerekli islemler yapilirken,
Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) calisiimasi igin her
drnekten ayri bir tiipe béliinen digkilar Sivas ileri
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde islemleri
gerceklestirildi.

Direkt inceleme: Natif-lugol ile 40 X biiyiitme ile
direkt olarak yapildi.

Kinyoun Asit-Fast Boyama: Kinyoun asit-fast
boyama ydntemi icin yayma preparatlari hazirlandi ve
100x lik objektifle Cryptosporidium spp yoninden
incelendi. Supheli durumlarda seker ylzdirme yapilarak
yeniden yayma ve boyama iglemi uygulandi.

Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR):
Konvansiyonel PZR yoéntemi uygulanmistir.  Tim
orneklerden DNA izolasyonu ticari bir DNA izolasyonu
kiti (QIAGEN - QlAamp DNA Stool Mini Kit) kullanilarak
yapildi. izolasyon éncesi érmekler -80°C’de 30 dk ve
56°C de 10 dk olmak Uzere 5 kere dondurulup
¢ozdurulda. Kit protokolinde herhangi bir degisiklik
yapllmadan uygulandi. Elde edilen DNA &érnekleri PZR
calismasi yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Cryptosporidium 18S SSU rRNA Lokusunun
PZR Gogaltiimasi: PZR calismasi Xiao ve ark. (8)
protokoline gore yapilmistir. I. PZR reaksiyonunda 1 pL
DNA kullanildi. PZR reaksiyonu 6ncesi Thermal Cycler
30 dk acik tutularak “hot start” baglamasi saglandi. PZR
kosullari Tablo 2’de belirtildigi gibi; 4°C de 4 dk
baslangi¢c denatlrasyonu, 94°C de 45 sn denaturasyon,
55-58°C de 45 sn annealing, 72°C de 60 sn extension,
35 dongl, 72°C de 7dk final extension seklinde
olusturuldu. |. PZR sonucunda beklenen Uriin boyutu
1,325 bp'dir. I. PZR iglemi icin kullanilan primerler Tablo
3’te verilmigtir.

|. PZR Master Mix; 4 yL 5 x FIREPol® Master Mix
(12.5 mM MgCI2), 0.5 4 yL F primer, 0.5 4 pL R primer,
1 uL DNA ve 14 pL deiyonize su eklenerek total hacim
20 L olarak ayarlandi.

Sicakhk Zaman Dongi
(°C) (Saniye)
ilk denatiirasyon 94 °C 240 1
Denatiirasyon 94 °C 45 sn 35
Baglanma 55°C 45 sn 35
Uzama 72°C 60 35
Son uzama 72°C 420 1
Tablo 3. I. PZR islemi igin kullanilan primerler
F1: 5- TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’
R1: 5- CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’
Tablo 4. Il. PZR protokol programi
Sicakhk Zaman Dongii
(°C) (Saniye)

ilk denatiirasyon 94 240 1
Denaturasyon 94 45 35
Baglanma 55°-58 45 35
Uzama 72 60 35
Son uzama 72 420 1
Tablo 5. Il. PZR igin ikinci primerler (8)
F2: 5- GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3

R2: 5'- CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA-3

Jel Elektroforezi ve Goriintileme: PZR urunleri
etidyum bromurlt (EtBr) %1’lik agaroz jel hazirlanarak
elektroforezde ydrGtilmdstir. 100 bp’lik  belirteg
kullaniimistir. Tim PZR islemleri tamamlandiktan sonra
calisan PZR urinleri ve DNA'lar tek bir jelde ylrutilerek
SynGene GBox marka goriintileme cihazinda fotografi
cekilmigtir.

istatistiksel Analiz: Calismamizdan elde edilen
veriler SPSS 22 programina yuklendi. Farkli yontemlerle
tespit edilen Cryptosporidium spp. oranlari arasindaki
onemlilik Khi-kare testi ve gruplar arasindaki fark igin
Fisher's exact testi kullanildi ve 6nemlilik dizeyi 0.05
olarak alindi.

Bulgular

Arastirmada  dahil edilen  kopeklerin  klinik
muayenesinde istah durumu, vicut sicakhgi, kalp atim
sayisl, solunum sayisi, solunum tipi, kapiller tekrar
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dolum zamani, dehidrasyon orani, mukoza muayenesi
ve mental durumlari muayenelerinde anormal bir durum
belirlenmedi. Alinan 100 diski érnekleri Cryptosporidium
spp. agisindan degerlendirildi. Toplanan tim numuneler
ilk olarak direkt inceleme ve Kinyoun asit-fast
boyamasina tabi tutuldu. Sonrasinda tim Orneklere DNA
izolasyonu vyapilarak PZR ile pozitiflik test edildi.
Calismamizda direkt inceleme sonucunda pozitif stipheli
ornek tespit edilemedi. Kinyoun asit-fast boyamasi
sonucunda barinak grubunda 2 (%4) érnekte asidofilik
boyanan Cryptosporidium’lar mikroskop altinda tespit
edildi (Sekil 1), hayvan hastanesine kontrol amaciyla
getirilen grupta ise pozitif 0 (%0) 6rnek tespit edilmedi
(Tablo 6).

Alinan numunelerin tim PZR islemleri
tamamlandiktan sonra c¢alisan PZR drlnleri ve DNA’lar
tek bir jelde yuratilerek pozitif sonuglar gortntilenmistir
(Sekil 2). PZR sonuglar incelendiginde barinak
grubunda 4 (%8) pozitif 6rnek belirlenirken hasta
grubunda ise pozitif drnege rastlanmadi (Tablo 6).

Pozitif drnekler incelendiginde, érneklerin hepsinin
barinak grubunda oldugu buyik ¢ogunlugunun da bir
yasin altindaki kdpeklerde oldugu gozlendi (Tablo 7).

Tablo 6. Farkli yontemlerle tespit edilen Cryptosporidium
spp. sayisl

Sivas Ilindeki Képeklerde Cryptosporidium Spp.’nin Prevalansi
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Tablo 7. Farkli yontemlerle tespit edilen Cryptosporidium
spp. sayis|

Yas N Natif Asit- fast PZR % Toplam
% Boyama
%
1< 15 0 %0 2 %13,3 2 2 %13.3
%13.3
1-5 17 0 %0 0 %0 1 %5.8 1 %5.8
62 18 0 %0 0 %0 1 %5.5 1 %5.5
Toplam 50 0 %0 2%4 4 %8 4 %8

Grup Natif ~ Asit-fast Boyama PZR Toplam
Barinak Grubu 0 2 4 4
Hastane 0 0 0 0
Grubu
Toplam 0 2 4 4
. » X\ o
= W R
< | 28
i ?‘ :
v
el *}. <
» ™ ‘ " ~
. ‘ s
9 y
- - |

“%

el

Sekil 1. Kinyoun asit-fast boyamasi sonucu Cryptosporidium
spp. gérinimu (100X)
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Sekil 2. PZR drlnleri ve DNA’larin SynGene GBox
marka goruntileme cihazinda gorinimi. M: Marker
(100bp),s23, s24, s35, s37: Pozitif numuneler

Tartisma

Cryptosporidium tdrleri bircok hayvan turinde
bulunan yaygin bir parazittir. Cryptosporidium tirlerinin
genis konak araligi nedeniyle ve zoonotik bir hastalik
olarak ifade edilmesinden dolayi hem insan sagh hem de
hayvan sagl agisindan son derece Onemlidir (9).
Gunuimuizin en etkili hastaliklarindan biri  olan
cryptosporidiosis,  Cryptosporidium  soyuna  bagh
protozoonlarin neden oldugu diinya uzerinde yaygin bir
sekilde gortlmektedir. Bu parazitler genellikle geng ve
immun sistemi baskilanmis insan ve hayvan saghgini
tehdit etmektedir (1).

Kdpeklerde Cryptosporidium enfeksiyonuna iligkin
¢ok az rapor vardir ve vakalarin cogu 6 ayliktan kuguk
yavrulari icerir. Kdpeklerde cryptosporidiosis'in ilk kaniti
1981'de Tzipori ve Campbell tarafindan 20 kdpek Tzipori
serum orneginden 16'sinda Cryptosporidium antikorlari
saptanarak rapor edilmistir (10). Wilson ve ark. ise 1983
yilinda, akut ishal sikayetli 1 haftalik bir yavru kdpekte
Cryptosporidium'un karakteristik yagsam donguisi evreleri
tanimlayarak, ilk klinik képek cryptosporidiosis vakasini
bildirmistir (11).

Endonezya’nin Surabaya sehrinde yapilan bir
calismada kopek digkisinda, aside direnc¢li boyama ve
PZR ile Cryptosporidium pozitifligi arastiriimis ve
arastirma sonucunda 50 kopegin 40’inda
Cryptosporidium tespit edilmistir. Yapilan PZR analizleri

sonucunda pozitif érneklerin 4’Gnun Cryptosporidium
canis, 2’sinin ise Cryptosporidium parvum oldugu tespit
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edilmistir (12). Baska bir calismada Kalifornia eyaleti
San Bernardino sehri hayvan barinagindan 200 képek
digkisi aside direngli boyama yéntemi ile incelenmis ve
4(%2) oraninda pozitifik bulunmustur (13). Diger bir
calisma Ispanya’da 44 sokak képegi diskisinin aside
direngli boyama yontemi ile 6(%7,4)sinda ookist
gorildigu rapor edilmistir (14). Yapilan diger bir
calismada 30 Ekim 2019 tarihine kadar olan
arastirmalarda meta analiz yapilmis ve dinyada
koépeklerde Cryptosporidium prevalansinin mikroskobik
yontemlerle %8 oldugu raporlanmistir. Yapilan analizde
molekuler analizler sonucunda kopeklerdeki
Cryptosporidium tirlerinin %3.64’Gnin Cryptosporidium
canis, %1.28'inin ise Cryptosporidium parvum oldugu
bildirilmistir (15).

Tarkiye’de  kopeklerde  Cryptosporidium  spp.
yayginlig: ile ilgili yeterli calisma bulunmamaktadir.
Yapilan bir ¢alismada bir képekte genclik hastaligina
ilaveden cryptosporidiosisin tespiti laboratuvar, histolojik,
immunohistokimyasal ve elektron mikroskopik
bulgulariyla tespit edilmistir (16). Ege bolgesindeki
kopeklerde  Cryptosporidium  spp.  prevalansinin
belirlenmesini amaglayan bir calismada farkli irk, yas ve
cinsiyette saglikh (n=50) ve ishalli (n=150) olmak lzere
200 kopek incelenmis, digki 6rnekleri modifiye
ZiehINeelsen teknigi ile boyanmis ve mikroskopta
incelenmigtir. Tim kdpeklerden alinan digki drneklerinde
Cryptosporidium spp. prevalansi %15.5, saglikli ve
ishalli kopeklerde ise sirasiyla %14 ve %16 olarak tespit
edilmigtir  (17). Kirikkale’de yapilan baska bir
arastirmada ise 200 sokak kopegi diski incelemesi
sonucunda Cryptosporidium spp. prevalansi %2 olarak
tespit edilmistir (18). Bu galismada ise Sivas hayvan
barinagindan 100 kdpek digkisi direkt inceleme, boyama
ve molekiler yontemlerle test edilmis ve boyama
yontemi sonucunda %2, PZR sonucunda ise %4

oraninda Cryptosporidium spp. yayginligi tespit
edilmigtir.  Kopeklerde  enfeksiyonun  ¢ogunlukla
asemptomatik seyredebilecedi ve digkida ookist

atiliminin  az olabilecedi degerlendirilecek olursa
prevalans galismalarin asemptomatik képeklerle birlikte
ve fenotipik analizlerin yaninda molekiler analizlerle
desteklenmesi gerektigi calisma bulgularimiza
dayanarak sdylenebilmektedir.

Bu c¢alisma sonuglari irdelendiginde; incelenen 100
digki orneginde %4 (4 Ornek) oraninda pozitiflik tespit
edilmistir (Tablo 7). Analiz ydntemleri baz alindiginda bu
oran asit-fast boyama yonteminde %2 (2 6rnek), PZR
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