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OZET

Bu ¢alisma, kopeklerde Encephalitozoon cuniculi ve diger zoonotik karakterli microsporidia
tirlerinin molekiiler olarak arastwmilmasi ve belirlenen izolatlarin haplotip ve genotip bazinda
karakterizasyonlarinin  yapilarak filogenetik yapilanmalarinin ortaya konmasi amaciyla
ylritiilmustiir. Cahsmada toplam 282 kopek diski Orneginin  yaninda 400 adet kan 6rnegi
mncelenmistir. Digki ve kan 6rneklerinden genomik DNA (gDNA) izolasyonlarini takiben elde
edilen gDNA izolatlarmin SSU rRNA gen bolgesinin amplifiye eden tir spesifik primerlerle
PCR analizleri gerceklestirilmistir. Incelenen diski &rneklerinin 41°i (%14,5) microsporidia
tirleri ile enfekte bulunurken kan 6rneklerinde pozitiflik saptanmamistir. Microsporidia pozitif
orneklerin 35’inde E. intestinalis, altisinda ise E. cuniculi identifiye edimis, E. hellem ve
Enterocytozoon beunesi pozitifligine rastlanmamistir. Pozitif Orneklerin tek tirle enfekte
olduklar1 belirlenmis miks enfeksiyonlara rastlanmamustir. Genotiplendirme ve filogenetik
analizler i¢in poztif gDNA izolatlarinin Small Subunit (SSU)-Intergenic Spacer- Large Subunit
(LSU) rRNA gen bolgesi amplifiye edilmistir. Sonraki basamakta amplifikasyon Grinlerinin
klonlama, plazmid pirifikasyonu ve sekans analizleri gergeklestirilerek genotiplendirmeleri
saglanmistir. GenBank aksesyonlar1 saglanan izolatlarin Diinyadaki homolog izolatlarla
filogenetik yapilanmalar1 belirlenmistir. E. intestinalis izolatlar1 arasmda birbirine yiksek
diizeyde identik (ort %99,4) ti¢ haplotip saptanmus ve bu haplotiplerin diinyadan cesitli memeli
ve kanath konaklardan izole edimis homolog izolatlarla ortalama %21,0+0,4 genetik farklilik
gosterdigi  belirlenmistir. E. cuniculi izolatlarina ait sekanslar arasmda polimorfik bdlge
bulunmamis ve neticesinde bir haplotip belirlenmistir. Karakterize edilen bu haplotipin E.
cuniculi Genotip 1lI’e (Kopek genotipi) ait oldugu saptanmis Ve aym genotipte belirlenen
izolatlara filogenetik olarak yakm bulunmuslardir.

Sonug olarak bu cahsma ile Tiirkiye’de kopeklerde enfeksiyona yol agan zoonotik karakterli
microsporida tirleri ilk kez molekiiler olarak saptanmustir. Elde edilen verilerle Tiirkiye’de E.
cuniculi ve E. intestinalis genotipleri ik kez karakterize edimis ve filogenetik yapilanmalari
ortaya konmustur. Ayrica bu c¢aligmayla koOpeklerin insan microsporidia enfeksiyonlar1 i¢in

rezervuar olarak risk potansiyeli tasidigi da belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Encephalitozoon cuniculi, microporidia, kopek, PCR, molekuler

karakterizasyon



GENETIC CHARACTERIZATION AND MOLECULAR PREVALENCE OF
ENCEPHALITOZOON CUNICULI IN DOGS

ABSTRACT

This study was conducted to investigate Encephalitozoon cuniculi and other zoonotic
microsporidia species molecularly and to determine phylogenetic construction of the isolates
by characterizing the isolates on the base of haplotypes and genotypes. Totally 282 dog stool
samples along with 400 blood samples were examined. Following the genomic DNA (gDNA)
isolation from stool and blood samples, SSU rRNA gene region of the gDNA isolates was
amplified by species specific primers in PCR. A total of 41 (14.5%) out of the examined stool
samples were found to be infected with microsporidia species. Whereas there was no posttivity
in the examined blood samples. Thirty-five and six of the microsporidia positive samples were
identified as E. intestinalis and E. cuniculi, respectively. Neither E. hellem nor Enterocytozoon
beunesi positivity was identified. Positive samples were infected with single species and there
were no mix infections. SSU-Intergenic Spacer- LSU rRNA gene region of the positive gDNA
isolates was amplified in order to genotyping and phylogenetic analyses. In the next step
genotyping of amplification products were provided by utilizing cloning, plasmid purification
and sequence analyzes. Phylogenetic constructions of the isolates that recorded into GenBank
along with the homologous isolates from the World were provided were determined. Three
haplotypes of E. intestinalis that were highly identical to each other (mean 99.4%) were
determined among the isolates and these haplotypes showed a mean of %1.0+0.4 genetic
distance to the homologous isolates isolated from several mammalian and avian hosts in the
World. No polymorphic region was found among the sequences of E. cuniculi isolates, thus
only one haplotype was determined. This haplotype was characterized as Genotip Ill (dog

genotype) and found as phylogenetically close to the isolates in the same genotype.

In conclusion, the zoonotic microsporidia species that infect dogs was firstly determined
molecularly in Turkey. E. cuniculi and E. intestinalis genotypes and their phylogenetic
constructions were firstly characterized in Turkey by the obtained data. Furthermore, the risk
potential of the dogs as a reservoir for the human microsporidia infections were also

determined.

Key words: Encephalitozoon cuniculi, microporidia, dog, PCR, molecular characterization



1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Mikrosporidialar Onceleri protozoa olarak klasifiye edilmesine karsm giinlimiizde yapilan
taksonomi ¢ahgmalarinda Mantarlar aleminde yer aldig bildirilmistir (1). Mikrosporidia
filumunda yaklasik 100 cinse bagh 1200’den fazla tiir bulinmaktadir. Okaryotik, zorunlu hiicre
ici mikrosporidian parazitler hem omurgalilarda hem de omurgasizlarda Ozellkle msektlerde,
balk ve memelilerde tanmlanmistir (2). Mikrosporidian parazitlerin 8 cinse ait 14 tirindn
insanlar1 enfekte ettigi  bildirilmistir (3, 4). Bunlardan Enterocytozoon bieneusi ve
Encephalitozoon spp. (Encephalitozoon intestinalis, Encephalitozoon hellem ve
Encephalitozoon cuniculi) o6zellikle HIV poztif hastalarda ve doku nakillerinde firsatgt
patojenler olarak tanmlanmislardr (5, 6). Bu tlrler ile hayvan enfeksiyonlar1i bu patojenlerin
zoonotik potansiyelini  gostermektedir (3, 4, 7-9). Mikrosporidial sporlar enfekte konaklarin
solunum sistemi, diski ve idrar ile ¢evreyi kontamine etmekte ve su, toprak ve besinlerde uzun
bir zaman canh kalabilmektedir (10). Bu projede, Kayseri yoresindeki sahipli ve sokak
kopeklerinden daha once ERU Bilimsel Arastrmalar Projeleri Birimi tarafindan desteklenen
“Kayseri ve Yoresi Kopeklerinde Filaria Enfeksiyonlarinin ELISA ve Membran Filtrasyon Asit
Fosfataz Histo Kimyasal Boyama Yontemleri ile Arastirilmasi” bashkli ve VA-05-04 kodlu ve
TUBITAK tarafindan desteklenen “Kayseri ve Civarinda Kopeklerde Leishmaniosis'in Nested-
PCR ile Molekiiler Biyolojik Tamis1” bashkli ve 1040302kodlu arastrma projeleri kapsaminda
Kayserinin cesitli bolgelerindeki kopeklerden toplanmis ve Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dah Cryo-Bankinda (-20°C) muhafaza edilen toplam 400 adet
EDTA'h (di-sodium ethylenediamine tetra-acetate) kan 6rnegi ile “Kayseri Yoresi Koyun, Sigir
ve Kopeklerinde Echinococcosis’in Prevalans1 ve Cystic Echinococcosis’e Bagh Ekonomik
Kayplarn  Aragtirilmas1”  bashkli ve VA-06-07 kodlu arastrma projesi kapsaminda
Kayseri’nin cesitli bolgelerindeki kopeklerden toplanmis ve Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Cryo-Bankmnda (-80°C) muhafaza edilen toplam 300 adet
diski O6rneginde E. cuniculi ve diger zoonotk microsporidia etkenleri molekiler olarak
arastrilmig ve saptanan izolatlarm molekiler karakterizasyonlar1 yapilarak genotipleri ortaya
konmugtur. Elde edilen sonuglar ile yorede kdpeklerde microsporidia enfeksiyonlarinin varligi
ve epidemiyolojisi tizerine molekiiler zeminde verilere ulasilmistr. Bununla birlikte molekiler
epidemiyolojik veriler siginda halk saghgi agismdan kopeklerdeki E. cuniculi ve diger
microsporidia enfeksiyonlarinin olusturdugu zoonotik risk potansiyelleri de ortaya konmustur.



2. LITERATUR BIiLGIi

2.1 Tarih¢e ve Smflandirma

[k olarak 1857 yiinda Nageli tarafindan, Nosema bombycis olarak adlandirilan mikrosporidian
parazitler Schizomycetes’ler igerisme dahil edilmistir. Mikrospora subesi ise 1882 yilinda
Balbiani tarafindan tammlanmig, 1977°de mikrosporidian parazitler yapisal ozellikleri, spor ve
gelisme sathalarindaki cekirdegin sekli, konak-parazt iliskisi ve polar tiipteki sarmal sayilarina
g6z oninde bulundurularak smiflandrilmistr (8).

Mikrospora subesi 1980°de Protista alemi ve protozoa altalemi altnda gosterilmistir. Takiben
1986 yiinda mikrosporidian parazitler, diplokaryon olup olmamasi, mayoz bolinmesi ve
sporofaz organeline gore tekrar klasifiye edimisler ise de bu smiflandrma, filogenetik analiz

acismdan uygun bulunmamis ve sporun morfolojisine ve gelisme sathalarina gore 1986 yilinda
yeniden smiflandrilmislardr (2).

Encephalitozoon intestinalis baslangigta Orestein ve ark. (11) tarafindan Encephalitozoon
cuniculi'ye benzer olarak tanimlanmustr. Cali ve ark. (12) ise 1993 yilinda bu paraziti yeni bir
cins olarak tammlamis ve vakuol igerisinde parazitler septa ile ayridig1 icin Septata intestinalis
olarak isimlendirmislerdir. Hartskeerl ve ark. (13) ise antijenik Ozellikleri ve molekiler
dizeylerindeki benzerlik nedeniyle Encephalitozoon cinsine dahil etmis ve E. intestinalis

olarak isimlendirmislerdir.
Mikrosporidian paraztlerin smiflandirilmasinda esas olan kriterler asagidaki gbidir (9,10);
» Dogal konak ile olan iligkileri
» Spor veya diger gelisme donemlerinin biiylkligii.
» Tek veya iki niikkleusa sahip olmalar1
» Spor i¢indeki polar filament helezon sayisi
» Organizmanin konak hiicre sitoplazmasi ile iliskisi

Bu kriterler si@inda E. intestinalis; Microspora subesi, Haplopasea smifi, Glugeida takimu,

Encephalitozoonidae ailesi ve Encephalitozoon cinsi igerisinde yer almaktadir.
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Microspora subesi igerisinde bugiine kadar tanimlanmis 144 cins ve bu cinslere bagh 1200’den
fazla tdr bulunmakta olup bunlardan 7 cinse bagh 14 mikrosporidia tirl ise insanda patojen
olarak tammlanmigtir. E. intestinalis ve insanda enfcksiyon olusturan diger tiirlerin
smiflandirilmast Sekil 2.1°de verilmistir (14).

Microsporidium, tam belirgin olmayan mikrosporidia tiirleri i¢cin kullanilan ortak bir terimdir.
Bu grup igerisinde insani enfekte eden iki tiir bulinmaktadir; M. ceylonensis ve M. africanum
(14).

11
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Sekil 2.1 Mikrosporidian parazitlerin smiflandirilmasi

12

E cunnrienli




2.2 Morfoloji

Encephalitozoon intestinalis diger mikrosporidian parazitler gbi konak hiicre dismda aktif
formu bulunmayan, tek hiicreli, spor olusturan zorunlu hiicre i¢i paraztidir. Okaryotik hiicre
olarak tanimlanmalariyla birlikte baz tipik Okaryotik Ozellklerden yoksundurlar. Ribozom
(70S), ribozomal alt dnite (30S ve 50S) ve rRNA bolge (16S ve 23S) Ozellikleri; mitokondri,
peroksizom ve tipik bir golgi aygtina sahip olmamalar1 ile prokaryotikk organizmalara
benzerlerken, zarla cewrili bir cekirdek, intrasitoplazmik membran sistemi ve mitotik
iplk¢iklerle gerceklesen kromozomal bolinme ozellikleriyle de Okaryotik organizm olarak
degerlendirilmektedirler (4, 15).

Meront, sporont, sporoblast ve spor parazitin hayat dongistinde gorilen dénemlerdir (3).

2.2.1 Merontlarin M orfolojisi

Biiyik merkezi g¢ekirdekli, yuvarlaklasmis veya hafif oval sekilli ve bir plazma membrani ile
kusatlmus olan hiicrelerdir. Sitoplazma homojen olarak granillii ve ayrica ¢ok sayida serbest
ribozoma ve az gelismis endoplazmik retikuluma sahiptir. Merontlar ikili veya daha fazla
flizyonla ¢ogalmaktadir (3).

2.2.2 Sporontlanin M orfolojisi

Merozoitten sporonta doniisiim esnasinda iki 6nemli degisiklik meydana gelmektedir. ik olarak
graniilli endoplazmik retikulum artar, sonrasinda ise plazma zarmmn kalnligi ve karmagikligi
disaridan elektronca yogun materyal eklenmesi ile birlikte artar (3).

2.2.3 Sporoblastlarin M orfolojisi

Sporonttan sonra olusan donemdir. Oval sekilli hiicrelerdir ve bunlarin olgunlagsmasiyla olgun
sporlar meydana gelir (3).

2.2.4 Spor Morfolojisi

Mikrosporidian paraztlerin en tipik gelisimsel evresi spordur. Spor, icerigini konak hiicre i¢ine
enjekte edebilme mekanizmasma sahip olan enfektif ve diagnostik donemdir. Ayrica konak
hiicre disinda uzun siire yasayabilen tek evrim donemidir. Boyutlari 1-20 pm’dir. Fakat

13



memelileri enfekte eden tirleri daha kugiktir (1-3 pm). Oval, kiresel, cubuk veya armut
seklinde olabilirler (3, 14).

Sporlar ii¢ genel yapiya sahiptir. Bunlar; spor duvari, sporoplasma ve ekstriiksiyon aygitidir
(Sekil 2.2).

Anchoring Disk
Lammellar Polaroplast
«— EXospore

Endospore
Vesicular Polaroplast

Nucleus

Polar Filament
(Polar Tube)

Posterior Vacuole

Sekil 2.2 Spor morfolojisi (https://microbewiki.kenyon.edu/indexphp/File:Microcell. jpg_copy.jpg)
2.24.1 Spor Duvar

Cevresel direng saglayan spor duvari elektron mikroskobisi ile gozlenebilen ii¢ tabakadan
olusmustur. Bunlar; ekzospor, endospor ve hiicre membranidir (12,15,16).

Ekzospor: Elektronca yogun olan en dista, glikoprotein yapisndaki tabakadwr. Ekzospor
kompleks bir yapida olup ii¢ tabakalhdir. Bunlar; dis kisimda dikenli bir tabaka, ortada lamina
ve icte fibroz tabakadwr (4, 14).

Endospor: Elektronca fakir ve temel birleseni kitin olan tabakadwr. Ekzospora bir koprii ile
baglanmistir. Endospor tabakasmm anterior ucu sporun en ince kismidir ve polar tiipiin disari

¢ikmasi esnasnda pargalanmaktadir (4, 14).

Hiicre membram: En icte, sitoplazmay1 kusatan yaklagkk 7 nm kalnmhgindaki tabakadwr (4,
14).

14



2.2.4.2 Sporoplazma

Spor sitoplazmasi, monokaryon ya da diplokaryon nikleus, prokaryotik boyda ribozomlar,
karakteristikk bir sekilde konumlanmis endoplazmik retikulum igerir. Cekirdek okaryotik
tiptedir. Mitokondri, peroksizom ve tipik bir golgi aygitina sahip degillerdir (3, 4).

2.2.4.3 FEkstriiksiyon Aparatt
Ekstriiksiyon aparati {i¢ kisimdan olusmaktadir. Bunlar; polar filament, polaroplast ve posterior

vakuoldur (3, 4).

Polar filament: Sporun anterior ucundaki ankoring diske mantar seklinde baglanmaktadir.
Polar filament, ankoring diske baglandigi diiz (manubroid) kisim ve tlirline bagh olarak
sporoplasma etrafinda 4-30 sarmal olusturan posterior kisim olmak iizere iki bolgeye
ayrilmaktadir. Polar filamentin, manubroid kismu ve anterior uca en yakmn olan sarmali

distaldeki sarmallardan daha genis ¢apa sahiptir (3, 4).

Polaroplast: Atipik bir golgi cisimcigidir. Lamellar ve vezkiiler olmak iizere ki kisimdan
olusmaktadir. Lamellar polaroplast membranlar1 ¢ogunlukla anteriorda lokalize olmustur.
Vezikller polaroplast ise tubuler sekildedir ve sporun merkezine dogru lokalize olmustur (3,
4).

Posterior vakuol: Ekstriikksiyon aparatmm tigliincli komponenti posterior vakuoldir. Biyuklik
ve sekli oldukca farkh olan posterior vakuol, sporun arka kismmnda lokalize olmustur ve icerigi
tipikk bir unit membran ile smrlandirilmistr. Polar filamentin bu yap1 tarafindan meydana
getirildigi distiniilmektedir (4).

Zoonotkk ve msanlarda enfeksiyon olusturan tiirlerin morfolojik o6zellikleri Tablo 2.1°de
verilmistir (3, 14, 16).

Tablo 2.1 Zoonotik karakterli ve insanlarda enfeksiyona yol agan microsporidia turlerinin morfolojik 6zellikleri

Tar Cekirdek Gelisim yeri Spor boyutu Polar tup
yapisi (nm) sarmal sayisi
Encephalitozoon ] .
o Tek parcah  Parazitoforoz vakuol icinde  2.5-32 x 1.2-1.6 4-7

cuniculi
Encephalitozoon ] .

Tek parcah  Parazitoforoz vakuol icinde 2-25 x1-15 6-8
hellem
Encephalitozoon ] .

Tek parcah  Parazitoforoz vakuol icinde 22 x12 5-7

intestinalis
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Enterocytozoon Konak hiicre sitoplazmas1
. . Tek pargah o . 15x05 4-6
bieneusi ile direkt temas halinde
Pleistophorasp. Tek par¢ah Sporofor vezikil 28 x34 9-12
Trachipleistophora
o Tek parcal Sporofor vezikil 52 x24 11
hominis
Tip | sporofor
vezikil icimdeki
Trachipleistophora ) sporlar; 3.7 x 2
Tek pargali Sporofor vezikil . 4-5
anthropophthera Tip Il sporofor
vezikil icindeki
sporlar2.5 x 1.4
) , Konak hiicre endoplazmik
Vittaforma corneae Iki par¢ah 38x12 5-7
retikulum ile ¢evrelenmis
. Konak hiicre sitoplazmasi
Nosema ocularum Iki pargah 5x3 9-12
ile direkt temas halinde
] ] Konak hiicre sitoplazmasi
Brachiolasp. Iki pargal o ) 2529 x1.9-2 7-10
ile direkt temas halinde
Microsporidium
) 35x15 9
ceylonensis
Microsporidium
4.5-5 x 2.5-3 11-13

africanum

2.3 Hayat Dongusut

Mikrosporidian parazitlerin hayat dongiisii 3 fazdan olusmaktadr (Sekil 2.3). Bunlar; Enfektif

(Cewresel) faz, Proliferatif (Ureme) faz ve Sporogonik faz.
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konak tarafindan almir, polar tiip
diizlesir, sporoplasma konak hiicre » Faz I- Enfektif /Cevresel faz
sitoplazmasina kansir ve gelisir

Merontlar . Faz II- Proliferatif Faz/ Ureme faz:
cogalma

ince bir zar ile ¢evrilerek

Sporontlar
gogalma

SpOFOblClSﬂClr' — Faz III- Sporogonik Faz

olgunla§masxylal

SPORLAR

Sekil 2.3 Mikrosporidialarn genel hayat dongiisii.

2.3.1 Faz I-Enfektif (Cevresel) Faz

Parazitin hayat dongiisiindeki ekstraselliiler fazdwr. Cevresel sartlara direngli olan ve uzun stire
enfekte kalabilen sporlar solunum veya agiz yoluyla almmaktadir. Konak viicuduna giren spor,
konak hiicre sitoplazmasina sporoplazmasini bosaltmaktadr (3, 4).

2.3.1.1 Mikrosporidian Parazitlerin Hiicreye Giris Mekanizmalart

Mikrosporidian paraztler hiicre i¢erisine deneysel olarak gosterilmis iki yol ile giris yapmaktadir.
Bunlar; Aktif invazyon ve Endositozis (3, 4).

Aktif invazyon

Sporlar, g¢esitli  fiziksel ve kimyasal degisiklikler (uygun pH, sicaklk, nem, iyon
konsantrasyonlar1, sindirim enzimleri, basm¢ gibi) ve diger bazi uyaranlara maruz kaldigi zaman,
spor icerisindeki ozmotik basm¢ anormal derecede artmakta, posterior vakuol genislemekte ve
bu degisim polar tiipilin ters doniisiinii tetiklemektedir. Polar tiipiin i¢c kismu dis kismmin i¢inden
kayarak ilerlemekte ve konak hiicre plazma membranmna penetre olarak hipodermik igne seklinde
konak hiicre sitoplazmasma sporoplazmasmi enjekte etmektedir. Sporoplazma tlpin icinden
gecerek konak hiicre sitoplazmasina gegmekte ve bdylece konak hiicre enfekte olmaktadr (Sekil
2.4). Sporoplazmanin polar tiipten limene dogru gecisi 5-30 sn’de gergeklesmektedir (3, 4).

17



Sekil 2.4 Spor germinasyonu sirasinda polar filamentin ters donmesi.

A-Olgun spor.

B-Ankoring disk pargalanir ve polar filament ters donmeye baslar.

C-Polar filament ters donmeye devam eder.

D-Polar filament tamamen ters doner ve sporoplasma polar filament i¢ine dogru zorlanir.
E-Sporoplasma polar filament icine gecer.

F-Sporoplasma konak hiicre sitoplazmasmna geger (15).

Endositozis

Mikrosporidia sporlarmin ¢ogu, polar tiip acimasi olmadan internalizasyonla sitoplazmaya
girer. Konak hiicre tarafindan spor endositoz yolu ile hiicre i¢cine alnr ve spor fagozomla
cevrilir. Igersinde mikrosporidia sporlarmi iceren fagozomlar once endozomal daha sonra
lizozomal kompartmanlara doniisiir. Lizozomal kompartmanlar igersinde sporlarm hizlica
ykidig1 fakat baz sporoplazmalarin lizozomlardan kactift ve polar tiip salnmasi yoluyla
konak hiicre sitoplazmasini enfekte ettigi gosterilmistir (3, 4).

2.3.2 Faz ll- Proliferatif (Ureme) Faz

Bu faz hayat dongusinde c¢ogalmanin oldugu fazdr. Sporoplazmanin konak hiicre
sitoplazmasina girmesi ve merontlara doniismesi ile baglamaktadwr. Merontlar yapisal olarak

basit, tek kath zarla ¢evrilmis hiicrelerdir. Parazit, enterosit, makrofaj, mezenkim hucreleri gibi
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farkli hiicrelere yerlesebilmektedirler. Besinlerini de bu konak hicrelerden absorbe ederek
gelisimlerine devam etmektedirler. Merontlar konak hiicre icerisinde parazitin tiirline gore

asagidaki gibi farkh sekillerde gelisimini siirdiirebilirler;

1-Direkt konak hiicrenin sitoplazmasinda. Nosema, Brachiola ve Enterocytozoon cinslerine ait

parazitler bu sekilde gelisimlerini siirdirmektedirler.

2-Parasitoforoz vakuol icinde. Encephalitozoon cinsine ait parazitler bu sekilde gelisimlerini

surdirmektedirler.

3-Paraztin salgiladigr sekilsiz bir kabuk icinde (Sporofor vezikil). Pleistophora ve

Trachipleistophora cinslerine ait paraztler bu sekilde gelisimlerini stirdiirmektedirler.

4-Konagm endoplazmik retikulumuyla cevrilerek. Vittaforma cinsine ait paraztler bu sekilde

gelisimlerini strdurmektedirler.

Merontlar ikiye (Encephalitozoon, Nosema, Vittaforma cinsleri) veya daha fazla sayiya
(Enterocytozoon, Pleistophora, Trachipleistophora cinsleri) boliinerek ¢ogalma gosteren
hiicrelerdir.  Bolinme srasmda ik olarak nikleer kiif bozulmadan paraztin nikleusu
bolinmektedir  (karyokinezis). Karyokinezis sonucunda, yuvarlaklasmis c¢ok ¢ekirdekli
hiicreler olusur. Hicre boélinmesinde karyokinezisi sitokinezis takip eder ve bu g¢ogalma
sonucunda tek bir hiicre icerisinde yaklasik 50-100 meront olusur. Merontlar gelismeye devem
eder ve sonugta sporontlari olustururlar (3, 4).

2.3.3 Faz Il1-Sporogonik Faz

Bu faz cevresel sartlara direngli olan ve uzun siire enfekte kalabilen sporlarm olusturuldugu
fazdr. Sporontlarn olusmasi ile sporogonik faz baslamaktadwr. Sporontlar, ikiye bolinme ya
da c¢oklu flizyon il c¢ogalp, sporoblastlar1 olusturur. Oval sekilli sporoblastlarin
olgunlagsmasiyla olgun sporlar meydana gelir. Sporogoni de yine parazitin tirine gore
parazitoforoz vakuolde, konak hiicre sitoplazmasindan serbest olarak ya da sporoforoz vakuol
icerisinde meydana gelir. Sporlar konak hiicresini tamamen doldurdugu zaman plazma
membran1 patlar ve sporlar ¢evreye dagihr. Bu sporlar ya konak igerisinde yeni bdlgelere
tagmarak cevredeki diger hiicreleri enfekte edebilir ya da yeni konaklar enfekte edebiimek igin
idrar, disk1 gibi viicut ¢ikartilar1 ile disar1 atilabilirler (3, 4).

E. cuniculi’nin hayat dongiisii Sekil 2.5°de verilmistir.
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Sekil 2.5 E. cuniculi’nin hayat déngusu (http://www.vetfolio.com/parasitology/encephalitozoon -cuniculi-
infection-in-rabbits).

2.4 Epidemiyoloji, Patogenez ve Klinik

Encephatlitozoonosis’in ik defa 1922’de Wright ve Craighead tarafindan felgli laboratuvar
farelerinden rapor edildigi bildirilmistir (17, 18). O tarihten bu yana, tavsanlarda ve insanlarda
E. cuniculi enfeksiyonlar1 tizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Parazitin insanlarda AIDS’li
HIV hastalarinda ve/veya immun sistemi baskilanmis (immunocompromised) diger kisilerde
opportunistik  infeksiyonlara neden oldugu (7, 19-21), laboratuvar farelerinde planlanmisg
deneysel c¢alismalari interfere ederek sik sk problemlere yol agtigi rapor edimistir (22).
Parazit, tavsanlarda tercihen merkezi sinir sistemi, bobrekler ve gozlere yerlesir. Histolojik
olarak lezyonlar beyin, bobreklerde gozlemlenmistir (23). Bu yiizden laboratuvar hayvanlari
tizerinde bir deneysel ¢alismay1 baslatmadan 6nce hayvan materyalinin E. cuniculi infeksiyonu
yoniinden rutin bir serolojik test ile monitorize edilmis olmasi gereklili§i genel bir laboratuvar
prosediirii haline getirilmistir (24).
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Kendi cinsi igerisinde 1920’1 yillarin baslarmda memelilerde tarif edilen ilk microsporidian E.
cuniculi, ¢ok genis bir konak spektrumuna sahip olup kemiriciler ve tavsanlar, kopek, kedi, tilki
ve egzotik karnivorlar, sigr, at, primatlar, insan (17) ve kanathlarda (25) enfeksiyon meydana
getirir.  E. cuniculi enfeksiyonu primer olarak ¢iftik ve laboratuvar tavsanlarinda
goriilmektedir. Hasta tavsanlarda E. cuniculi, gozleri, bobrekleri ve beyini enfekte eder ve
klinkk olarak katarakt, bag donmesi ve felg gibi klinik semptomlar ve 6lim goriilebilir. Ayrica
veteriner hekimlikte, encephalitozoonosis evlerde yetistirilen (pet) tavsanlarda yaygin olarak
gorlilen norolojik bir hastalk olarak tammlanmaktadir. Bununla birlkte hasta hayvanlarin
tedavisinde, secenekleri degerlendirebilecek gelistirilmis tiniform bir “tedavi protokoli” de
heniiz bulunmamaktadir (24, 26). Ote yandan klink olarak saghkli gdriinen tavsanlarm kanmnda
%52 oraninda spesifik antikor poztifligi saptandigi rapor edilmistir (27). Tavsanlarin disinda
E. cuniculi, tavuklardan ve diger kanatllardan da izole edimistir. Yumurta yoluyla vertikal
olarak nakledilen paraztin yol agtifi enfeksiyon embriyo Olimiiyle seyretmektedir. Enfekte
tavuklarda topallk ve buna bagh hareketsizlik, orta dereceli ishal ve agrlik kaybi meydana
gelmektedir. Nekropsisi yapilan tavuklarm sindirim ve tirogenital kanallarindan ve kaslarmdan
parazit izole edilmistir. Ayrica embriyonlarin beyin ve kalpleri de te E. cuniculi ile enfekte
bulunmustur (28, 29).

Kopek ve kedilerde E. cuniculi enfeksiyonunun goriildiigii (30), deneysel enfekte kopeklerde
histopatolojik lezyonlarin gosterildigi ancak hastahgin yetigkinlerde klinik semptomlara yol
acmadigi, enfeksiyonun, transplasental yolla nakledildigi ve kopek yavrularinin encephalitis -
nefritisden wzdwrap duyduklar1 rapor edimistir. Enfekte kopek yavrularinda klinik olarak korlik,
ataksi ve kriz nobetlerinden olusan sinirsel bulgular gozlenmektedir (31). Kopeklerde
encephalitozoonosis seropoztifligi {izeri yapilan g¢esitli seroepidemiyolojik calismalarda
degisik pozitiflik oranlar1 rapor ediimistir (18, 32-35).

Encephalitozoon cuniculi, mikrosporidian parazitler igerisinde, tek zoonotik karakterli tir
olarak tarif edilmis (7, 30) olmasma karsm E. intestinalis ve E. hellem’in farkli genotiplerinin
ve E. bieunesi'nin de zoonotik potansiyeli oldugu son yillardaki arastrmalarla ortaya
cikarlmustir. Hali hazrda E. cuniculi’nin dort susu karakterize edilmis bulunmaktadir.
Bunlardan Tip 1 tavsan, Tip 2 fare, Tip 3 kdpek ve Tip 4 de insan genotipleri olarak karakterize
edimistir (30, 31, 36) izole edilmistir. Kopeklerin de bulindugu ortak habitatlarda yaygin
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gorililen Tip 1 susu insanlarda primer enfeksiyona yol acan sus olarak bilinmesine karsm Tip 3
susunun da insanlar i¢in yakm diizeyde enfektif oldugu kaydedilmistir (30, 31, 37).

25 Tam

Mikrosporidialarin tanisi, viicut ¢ikartilarinda parazite ait sporlar1 gorerek konmaktadw. Fakat
spor boyutlarinin oldukg¢a kiigiik olmasi nedeniyle rutin diski incelemelerinde genellikle gbozden
kagmaktadr. Bu nedenle de mikrosporidia sporlarmm tammlanmast ve enfeksiyonun
dogrulanmas1 i¢in farkl yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu yontemler igerisinde farkl
boyama yontemleri ile boyanan preparatlarm 15k veya floresan mikroskobunda incelenmesi,
transmisyon elektron mikroskobisi, serolojik testler, molekiler testler, histolojik incelemeler,
hiicre kiiltiirii ve akim sitometrisi yer almaktadr (14, 38).

251 Tamda Kullamlan Klinik Ornekler

Encephalitozoon turlerinin tamisi genel olarak klink Orneklerde parazte ait sporlart gorerek
olmaktadr. Tamda kullanilan klinik Orneklerin basnda diski  gelmektedir ki, 6zellikle
enfeksiyonun erken doneminde tanmin konabilmesi i¢cin diskmin incelemesi Onemlidir. Diski
dismda diger inceleme materyalleri ise idrar, duodenal aspirasyon materyali, balgam,
bronkoalveoler lavaj swvisi, beyin omurilik sivisy, konjonktival siirtintii ve nadiren perifer kan
ornegidir (39).

2.5.2 Isik ve Floresan Mikroskobisi Yonte mleri

Mikrosporidian parazitlerin tanis1  birgok laboratuarda, klinikk orneklerin farkh boyama
yontemleri ile boyanarak 15k veya floresan mikroskobunda degerlendirilmesiyle
gerceklesmektedir.  Bu konvansiyonel tam yontemleri ile cins ve tiir diizeyinde ayrim
yaplamamaktadir. Ayrica i¢yapt incelemesinde pratikk olmayan bu yontemlerde sporlarin
tanmabilmesi icin de deneyimli personele ihtiyag vardr (38, 39).

Konvansiyonel tani yontemlerinde, floresan boyalar1 (Calcofluor White 2MR, acridine orange
ve Uvitex 2B), Giemsa boyasi, Acid Fast-Trikrom boyasi ve Weber’in Trikrom Boyasi (WTS)
en cok tercih edilen boyalar arasmda yer almaktadir.
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2.5.3 Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

Giiniimiizde TEM, molekiiler yontemlerin uygulanmadigi laboratuarlarda halen tammlamada
kullanilan ve tiir tayininde altn standart kabul edilen bir yontemdir (40). TEM ile vicut
sivilarinda ve digkida sporlarm boyutu ve morfolojisi, polar tiibiil sarmal sayis1 ve konak parazit
iliskileri gosterilebilmektedir. Paraztin polar filamentinin 6zelliklerine gore ayrica tiir tayini
yapilabilmektedir. Sporlarm yapilarmi detayh inceleyebilmek ve yeni tiirlerin taksonomik
smiflandirilmalar: icin TEM’den yararlanilmaktadir (40).

Mikrosporidialarin tamsmda TEM yonteminin 0zgiilliigi yilksek olup duyarhiligr distiktiir.

Ornek hazrlama asamasmm uzun ve pahah olmasi ydntemin dezavantajlar1 arasmdadr (40).

2.5.4 Serolojik Yontemler

Mikrosporidian parazitlerin tamsinda Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Western blot, Indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT) ve immun floresan gibi serolojik testler
kullanilmaktadir. Seroepidemiyolojik ¢alismalarda kullanilan bu testler ile mikrosporidialara
karst tespit edilen antikorlarm, yeni enfeksiyon, latent enfeksiyon, c¢apraz reaksiyon veya
poliklonal B hiicre aktivasyonu olup olmadiginin gosteriimesinde zorluklar yasandig:
belirtilmistir (41).

fmmun sistemi baskilanmis hastalarda, ilerleyen immun yetmezlik ve sonraki evrelerde yetersiz
antikor tiretimi bulunmaktadir. Microsporidiosisli HIV pozitif hastalarin  sadece %50’sinde
yikksek seviyede antikor bulundugu ve ayrica serolojik testlerin tiirler arasmda ve hatta diger
parazilerle ¢apraz reaksiyon verme olasiliginin da bulundugu bilinmektedir.

2.5.5 Monoklonal antikorlann kullamldigi Immun Floresan Antikor (IFA-MADs)

Yontemi

Bazi mikrosporidia tiirlerine karst monoklonal ve poliklonal antikorlar gelistirilmistir. Tiire
0zgli ylizey molekiilleri veya polar tiibiil yapisii taniyan floresan isaretli monoklonal antikorlar
tamda kullanilmaktadir. Monoklonal antikorlar Ornekte bulunan sporlarm spor duvarmdaki
proteinlere baglanmakta ve floresan mikroskobunda sporlar parlak yesil rofle vermektedir.
Fakat bu yontemlerin duyarhlik ve 6zgiillikleri ile ilgili bazi celiskiler bulunmaktadir (42).
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2.5.6 Molekuler Tam Yontemleri

Son yillarda E. cuniculi izerine baz PCR tabanh mdlekiller cahgmalar yapimistir. E.
cuniculi’nin zoonotik bir tiir oldugu anlagildiktan sonra, insan orneklerinin PCR-tabanh teshisi
ve difer mikrosporidialardan diferensiye edimeleri, DNA sekansi yapimasi ve genotpinin
tayini ve zoonotk orijinin saptanmasi zorunlu hale gelmistir (7). Elektron mikroskobik
inceleme, cogunun diferensiye edilmesine imkéan saglasa da bunun i¢in mikrosporidia tiirlerinin
tamaminin hiicre kiiltiiriinde tretilmesi gereklidir (7, 43, 44). Klinikk uygulamalar icin, ya tir
spesifik (44) primerler veya geleneksel primerler kullanarak direkt PCR amplifikasyonlar1
yapildiktan sonra sekans analizi veya restrikksiyon fragment length-polimorfizm analizi gibi
teknikler uygulanmaktadr (45). Alternatif olarak, teshiste sensiviteyi artrmak i¢in Nested PCR
kullanmilmustir (46, 47). Tavsanlarda Nested PCR ile teshis ¢ok yaygm degildir. Ancak
sensitiviteyi artrmak i¢in uygulanabilir. E. cuniculi DNA’s1 dokularda (48, 49) ve nested PCR
ile enfekte tavsanlarm idrarlarinda (50) tespit edimistir. Bununla beraber klinik olarak hasta
hayvanlarin viicut svilarinda PCR ile E. cuniculi DNA’s1 arastirilmig ancak sonu¢ negatif
olmustur (49, 50). Doku 6rneklerinde, konvansiyonel veya nested PCR ile amplifikasyon,
spesifik boyamadan sonra sporlarm histopatolojik tespitinden daha sensitif olarak rapor
edimistir (49, 50). Ote yandan, phacoclastic uveitisli tavsanlarda phacoemilsifikasyondan
sonra hazrlanmig lens materyalinde E. cuniculi'nin saptanmasi i¢cin PCR’m ¢ok daha uygun
oldugu bildirilmistir (26, 49).

Encephalitozoonosis’in ~ monitorize  edilmesinde  serolojik  testler yaygm  kullanilan
yontemlerdir. Ancak, kronik E. cuniculi enfeksiyonuna karsi olusmus antikorlarn varhginin
serolojik olarak gosterilmesi hastahgi yapan patojeni dogrulamaz (18). Hastaligin kesin teshisi
canh hayvanlarda zordur. Genellikle kesin teshis, 6rnegin tavsanlarda veya kopek yavrularinda
Klinik-norolojik/oftalmolojik muayene bulgulary, serolojik poztiflik ve ayrict teshis

sonuglarinin bir araya gelmesi ve molekiler analizlerin konfirmasyonuyla olabilmektedir.

Viicut sekresyonlarinda ve swilarinda E. cuniculi DNA’smmn PCR ile saptanmasi, patojenin
varhginin dogrulanmasinda oldukca sensitif ve spesifiktir. Ancak heniiz diinyada kopeklerde
encephalitozoonosis iizerine yapilan molekiiler cabsmalar smrhdir. iran’da saghkli ve
asemptomatik sokak kopekleri ve kedilerde PCR ile yapilan bir ¢aligmada, 100 kdpegin 31’inde
(%31) mikrosporida tiirleri, 18’inde (%18) E. cuniculi, 8’inde (%8) E. bieneusi, 5’inde (%5) E.
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intestinalis; 40 kedinin 3’iinde (%7.5) E. bieneusi saptanmustir (51). Ote yandan Tiirkiye’de bu
giine kadar mikrosporialar tizerine yapilmis ¢aligmalarin (52-58) oldukga smirli oldugu ve insan
enfeksiyonlar1 iizerine yapildigir goriilmekte olup kopeklerde microsporidia enfeksiyonlari
lizerine ise yapihmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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3. GERECVE YONTEM

3.1 Hayvan Materyali, Kan ve Diski Ornekleri

Cabsmanin materyalini, Kayseri yoresindeki farkh yas, wk ve cinsiyetteki sahipli ve sokak
kopeklerinden daha 6nce ERU Bilimsel Arastrmalar Projeleri Birimi tarafindan desteklenen
“Kayseri ve Yoresi Kopeklerinde Filaria Enfeksiyonlarmmm ELISA ve Membran Filtrasyon Asit
Fosfataz Histo Kimyasal Boyama Yontemleri ile Arastirilmasi” bashkli ve VA-05-04 kodlu ve
TUBITAK tarafindan desteklenen “Kayseri ve Civarinda Kdpeklerde Leishmaniosis'in Nested -
PCR ile Molekiiler Biyolojik Tams1” bashkli ve 1040302 kodlu arastrma projeleri kapsaminda
Kayseri’nin cesitli bolgelerindeki kopeklerden toplanmis ve Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Cryo-Bankmnda (-20°C) muhafaza edilen toplam 400 adet
EDTA'l (di-sodium ethylenediamine tetra-acetate) kan drnegi ile “Kayseri Yoresi Koyun, Sigir
ve Kopeklerinde Echinococcosis’in Prevalans1 ve Cystic Echinococcosis’e Bagh Ekonomik
Kayplarin ~ Aragtirilmas1”  bashkli ve VA-06-07 kodlu arastrma projesi kapsaminda
Kayseri’nin cesitli bolgelerindeki kopeklerden toplanmis ve Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Cryo-Bankinda (-80°C) muhafaza edilen toplam 282 adet
disk1 6rnegi olusturmustur.

Arastrmaya dahil edilen 6rneklerin 6rnek toplama merkezi, yas, cinsiyet, wk, ve sahipli/sokak
kopegi olma durumuna gore dagihmlar1 Tablo 3.1-3.2°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kan 6rneklerinin toplama merkezi, yas, cinsiyet, wk ve sahipli/sokak kopegi olma

durumuna gore dagilimlar1

Kopek sayisi
Arastirma Yas (yil) Cinsiyet Irk Sahipli/Sokak TOPLAM
Merkezi 05- [4-6 | 7- | Erkek [ Disi | Kiguk [ Biyik | Sahipli | Sokak
3 10

Kayseri Merkez 152 | 37 11 63 137 79 121 151 49 200
Incesu 31 12 6 20 29 22 27 26 23 49
Pmarbasi 16 6 4 7 19 9 17 19 7 26
Felahiye 15 7 3 9 16 9 16 14 11 25
Talas 30 13 3 15 31 17 29 34 12 46
Tomarza 14 9 1 7 17 10 14 14 10 24
Yahyah 12 16 2 8 22 10 20 19 11 30
TOPLAM 270 | 100 | 30 129 | 271 156 244 277 123 400
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Tablo 3.2. Diski 6rneklerinin toplama merkezi, yas, cinsiyet, wk ve sahipli/sokak kopegi olma

durumuna gore dagilimlari

Kopek sayisi
Arastirma Merkezi Yas (y1l) Cinsiyet Irk Sahipli/Sokak
TOPLAM
1-3 | 4-6 | 7-10 | Erkek | Disi | Kucuk | Buyik | Sahipli | Sokak

Kayseri Merkez 101 | 34 5 87 53 62 78 74 66 140
Incesu 22 9 3 20 14 12 22 20 14 34
Pmarbasi 10 5 3 10 8 6 12 10 8 18
Felahiye 11 6 2 13 6 5 14 11 8 19
Talas 21 8 3 25 7 11 21 19 13 32
Tomarza 9 6 3 11 7 5 13 9 9 18
Yahyali 14 4 3 12 9 10 11 12 9 21
TOPLAM 188 | 72 | 22 178 104 111 171 155 127 282

3.2 LABORATUAR CALISMALARI

3.2.1 Kan Omeklerinden Genomik DNA Ekstraksiyonu

Kopek kanlarmdan DNA ekstraksiyonu, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiltesi Parazitoloji
Anabilim Dah Laboratuarinda bulunan ekstraksiyon iinitesinde yapilmistir. Analize tabi
tutulana kadar -20°C'de muhafaza edilen EDTA’li kan ornekleri ekstraksiyon Oncesinde oda
isisinda ¢oziinmeye brakilmistir. Coziinen orneklerden DNA ekstraksiyonu, Axygen Firmasina
ait AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kit'min prosediirine gore yapimustir. Final
elisyon 50ul olacak sekilde ayarlanmis ve elde edilen DNA miktarlari Qubit® Fluorometric

Quantitation (Life Technologies) cihazinda islenerek DNA izolasyon etkinligi ve total genomik
DNA miktarlar1 (ng/ul) belirlenmistir.

Ekstraksiyon iglemine baglamadan once ticari kitin prosediiriine gore Buffer W1A ve Buffer
W2A solusyonlar1 lizerine %100'lik ethanol eklenmistir. Kit, kullanilana kadar oda isisinda
muhafaza edimistir.

Ticari kitin Onerileri dogrultusunda DNA ekstraksiyon islemi su sekilde yapimistir:

1. Isleme baslamadan o6nce, kan omekleri vorteksle homojenize edildi. Islenecek numune
sayisma gore, Orneklerin karigmamasi amaciyla ependorf tliplerinin lizerine hayvanlara ait
protokol numaralar1 yazildi Kit icerisinde bulunan Buffer TE, oOnceden sis1 65 °C'ye

ayarlanmig su banyosu igerisine konuldu.
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2. 1.5 mllik ependorflara 500 pl Buffer AP1 eklendi.

3. Herbiri farkh sigra ait kan 6rneklerinden 200 pl kan, pipetle almarak protokol numaralarina
gore ependorflara ilave edildi. Tiplerin agwzlar1 kapatilarak 10 saniye vortekslendi.

4. lyice vortekslenen orneklerin iizerine 100 pl Buffer AP2 ilave edilerek ependorf tiipleri tekrar

vortekslendi.

5. Ornekler oda sisinda 14.000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek hiicresel kismlarin dibe

¢Okmesi sagland1.

6. Her bir 6rnek icin 2 mllik ependorf tiiplerine miniprep kolon yerlestirildi. Santriftij islemi
sonucu istte kalan siipernatant pipet yardimiyla almarak miniprep kolonlar igerisine konularak
10.000 rpm'de 1 dakika santrifuj edildi.

7. Santrifligasyon sonucu, stpernatant icerisinde parazite ait genomik DNA varsa, bunlar
DNA'y1 tutma 6zelliginde olan miniprep column'da kaldi ve geri kalan siipernatant da 2 ml'lik
ependorflarin  dip kisimlarina siizildii. Dibe ¢oken siipernatantlar dokiildi ve miniprep
columnlar tekrar bu tiiplerin igerisine yerlestirildi. Miniprep kolonlar icerisine ik ykama
solusyonu olan 700 pl Buffer W1A ilave edilerek oda isisinda 2 dakika bekletildi. Sonra 10.000
rpm'de 1 dakika santriftij edildi.

8. Miniprep kolondan suizilerek ependorfun dibine ¢oken sivi uzaklastirildi. Miniprep kolonlar

tekrar bu tiiplerin igerisine yerlestirildi. Igerisine ikinci yikama solusyonu olan Buffer W2A'dan
800 W ilave edildi ve 14.000 rpm'de 1 dakika santriflj edildi.

9. Siizilen s tekrar uzaklastirilarak miniprep kolonlar bu tiiplere geri yerlestirildi. Bu
basamakta ikinci ykama solusyonu Buffer W2A'dan 500 pl eklenip 14.000 rpm'de 1 dakika
santrifij edilerek tekrar ylkkama islemi yapidi. Bu son yikkama opsiyonel olarak yapilan bir
islem olup sekanslama islemlerinde problem teskil edebilecek tuz ve enzimlerin tamamen
elimine edilmesi amaciyla yapimstir.

10. Yikama islemi sonucu dibe siizilen svi kisi uzaklastrilarak miniprep columnlar bos
ependorflar igerisine yerlestirildi. Herhangi bir solusyon eklenmeden bos tiipler 14.000 rpm'de
1 dakika santrifiij edilerek ykama solusyonlar1 igerisindeki ethanoliin tamamen ugmasit
sagland1.
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11. Herbir ornege ait miniprep kolonlar 1,5 mllik yeni ependorf tiiplerine yerlestirildi.
Uzerlerine, onceden 65 °C'lik su banyosuna konulmus olan Buffer TE'den 80 pl ilave edilerek
odasisinda 1 dakika bekletildi. Daha sonra 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij yapilarak genomik
DNA elde edildi. Elde edilen DNA'lar analize tabi tutulana kadar derin dondurucuda (-20 °C)

muhafaza edildi.

3.2.2 Diski Omeklerinden Genomik DNA Ekstraksiyonu

Disk1 drneklerinden genomik DNA ekstraksiyonu, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dah Ekstraksiyon iinitesinde yapimstir. -20 °C'de muhafaza edilen
ornekler ekstraksiyon oncesinde oda wsisinda ¢ozinmeye brrakilmistir. Su eter yontemi ile
coklastirilan  6rneklerden DNA ekstraksiyonu QlAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN,
Germany) ile asagidaki gibi yapilmugtir.

1- Coklastrma yontemi ile elde edilen pellet tizerine 1.4 ml ASL buffer ve 5mm glass bead
(Sigma-Aldrich, Germany) eklenmistir. Homojenizatore (Tissue Lyser LT; Qiagen)

yerlestirilen 6rnekler 2 dk vortekslenmistir.

2. Vortekslenen Ornekler sporlarm daha iyi pargalanmasi i¢in 5 siklus Once swvi azotta

dondurulmus ve hemen ardma tiipler kaynayan su igerisine konularak 5 dk kaynatilmistir.

3. Kaynama iglemi sonunda Ornekler tekrar homojenizatore yerlestirilerek 20 sn

vortekslenmistir.
4. Vorteksleme islemi sonunda ornekler 15300 rpm’de 1 dk santrifij edilmistir.

5. Ust sm 2 ml'lik yeni bir ependorfa aktarimuis Ve Gzerine Kit icerisinde yer alan InhibitE X
tablet eklenmistir. Tablet tamamen homojen olana kadar vortekslenen 6rnekler sonrasmda 1 dk
oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

6. Inkiibasyon sonrasmda &rnekler 15300 rpm’de 3 dk santrifijj edilmistir.
7. Ust sm 2.5ml’lik yeni bir ependorfa almarak yeniden 15300 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir.

8- Yeni 1,5 ml'lik ependorf tipiine 15 pl proteinaz K ve tizerine 200 pl santrifiij edilen

orneklerin st stvisindan konmustur.

9. Proteinaz K+Ornek karismm {izerine 200 pl AL buffer eklenerek 15 sn vortekslenmistir.

10. Tipler 70 °C’de 10 dk inkiibe edimistir.
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11. Inkiibasyon sonras1 érnek iizerine 200 ul etanol eklenerek vortekslenmistir.

12. Vorteksleme islemi sonrasmda elde edilen karisim spin koluma (kit icerisinden) aktarilmais
ve 15300 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

13. QIAamp spin kolumu yeni bir toplama tiipiine yerlestirdikten sonra iizerime 500 pl Buffer
AWI1 eklenmis ve 15300 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

14. QlAamp spin kolumu yeni bir toplama tiipiine yerlestirdikten sonra lizerme 500 pl Buffer
AW?2 eklenerek 15300 rpm’de 3 dk santriftij edilmistir.

15. QIAamp spin kolumu yeni 2 ml'lik bir toplama tiipiine yerlestirdikten sonra 15300 rpm’de
1 dk bos santrifiij edimistir.

16. QIAamp spin kolumu yeni 1.5 ml’'lik bir mikrosantriflij tiipiine transfer edilmis ve kolum

membraninin direkt {izerine 100 pl AE buffer eklenmistir.

17. Kolum oda sisinda 1 dk inkiibe edildikten sonra 15300 rpm’de 1 dk santrifj edilerek
genomik DNA elde edilmistir.

18. Elde edilen DNA kullanilana kadar - 20°C’de saklanmustir.

Elde edilen genomik DNA ekstraktlarindan alman 6rnekler Qubit® Fluorometric Quantitation
(Life Technologies) cihazinda islenerek DNA izolasyon etkinligi ve total genomik DNA
miktarlar1 (ng/pl) belirlenmistir.

3.2.3 Tur Spesifik Primerlerle Small Subunit (SSU) Gen Bdélgesinin Amplifikasyonu

Genomik DNA ekstraktlar1 Encephalitozoon cuniculi, E. intestinalis, E. hellem ve
Enterocytozoon bieneusi icin SSU rRNA geninin swrasiyla 549 bp, 527 bp, 547 bp ve 607 bp
kismin1  parsiyel olarak amplifiye eden yine swrasiyla tir spesifik ECUNF (5° -
ATGAGAAGTGATGTGTGTGCG-3") /ECUNR (5° -TGCCATGCACTCACAGGCATC-3")
(59); SINTF (5> -TTTCGAGTGTAAGGAGTCGA-3’) / SINTR 5 -
CCGTCCTCGTTCTCCTGCCCG-3") (60); EHELF (5-TGAGAAGTAAGATGITTTAGCA-
3) / EHELR (5-GTAAAAACACTCTCACACTCA-3) (60) ve EBIEF1 (5°-
GAAACTTGTCCAC TCCTTACG-3’) / EBIERI (5’-CCATGCACCACTCCTGCCATT-3")
primerleri ile ayri ayr1 PCR analizlerine tabii tutulmustur (59). Mater mix tiim reaksiyonlar igin
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25 |l final konsantrasyonda hazirlanmistr. Reaksiyon karigimlari; 10X PCR buffer, [6 mM
MgCI2 1. PCR; 3mM MgCI2 2. PCR], 100 nM her bir primer, 200 mM dNTP ve 2,5U Taq
DNA polymerase olarak ayarlanmis ve 50ng/ul template DNA kullanilmistir. Thermalcyclerda
protokol initial denaturation: 94 T’de 5 dk; 35 siklus, denaturation: 94C’de 30 s, annealing:
55C’de 30 sn (E. intestinalis icin 45°C), extension: 72 T’de 1,5 dk; final extension: 72 T’de 10
dk olacak sekilde programlanmistir (61). PCR gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun
olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla; pozitif kontrol olarak Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal’ndan temin edilen referans microsporidia izolatlari,

negatif kontrol olarak ise sterilize ediimis deiyonize su kullanilmugtir.

3.24 Small Subunit (SSU)-Intergenic Spacer- Large Subunit (LSU) rRNA Geninin
Amplifikasyonu

Tir spesifik SSU rRNA analizleri ile pozitif belirlenen 6rneklere ait genomik DNA izolatlari
Microsporidia Small Subunit (SSU)-Intergenic Spacer- Large Subunit (LSU) rRNA gen
bdlgesininin E. cuniculli icin 290-311 bp, E. intestinalis igin 288 bp ve E. hellem igin de 310
bp kismmmi parsiyel olarak amplifiye eden primerlerle Nested PCR analizlerine tabii
tutulmustur. Nested PCR’m birinci basamaginda MSP-1 (5’-TGA ATG(G/T) GTC CCT GT-
3’) ve MSP-2A (5>-TCA CTC GCC GCTACT-3") primerleri, ikinci basamaginda ise MSP-3
(5’-GGA ATTCAC ACC GCC CGT C(A/G) (CIT)TA T-3’) and MSP-4A (5’-CCAAGC TTA
TGC TTA AGT(C/T) (AIC) AA(A/G)G GGT-3’) i¢ primerleri kullanilmistir (14, 46).
Reaksiyon karigimlar1 25 pl final konsantrasyonda hazrlanmistir. Reaksiyon karigimlari; 10X
PCR buffer, [6 mM MgCIR2 1. PCR; 3mM MgCI2 2. PCR], 100 nM her bir primer, 200 mM
dNTP ve 2,5U Taq DNA polymerase olarak ayarlanmistir. Ik PCR reaksiyonunda 50ng/pl
template DNA, ikici PCR raksiyonunda ise ik PCR iriniinden 1 p kullanilmistir.
Thermalcyclerda her iki PCR i¢in de protokol initial denaturation: 94 C’de 5 dk; 40 siklus,
denaturation: 94C’de 1 dk, annealing: 55°C’de 30 s, extension: 72°C’de 1 dk; final extension:
72TC’de 10 dk olacak sekilde programlanmistir (62). PCR gecerliliginin ve herhangi bir
kontaminasyonun olup olmadigmin tespit edilmesi amaciyla; pozitif kontrol olarak Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal’ndan temin edilen referans microsporidia

izolatlar1, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su kullanil mistir.
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3.25 Kilonlanlama ve Plazmid DNA izolasyonu

PCR analizleri sonucu elde edilen amplikonlar jel piirifikasyon islemleri sonrasi sekans ve

filogenetik analizler amaciyla klonlama ve plazmid piirifikasyon islemlerine tabii tutulmustur.

Klonlama prosediirlerinin ligasyon basamaginda ilgili gen bdlgesine ait amplikonlar High Pure
PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye ediimistir. Jel piirifiye 6rneklerin
klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir.
Ligasyon reaksiyonu iireticinin agiklamalar1 dogrultusunda asagidaki sekilde hazrlanmigtir:

2X Reaction Buffer 10 ul

PCR product 1-5 pl (~10ng/ul)
Nuclease free water 17 ul'ye kadar
DNA Blunting Enzyme Il

Toplam 18 ul

Hazrlanan karigim vortekslenip santriftij edildikten sonra 70°C’de su banyosunda 5 dk inkiibe
edilerek hemen buz istine alnmistir. Karism {izerne daha sonra 1 pl pJETI1.2/blunt
CloningVector (50 ng/ pul) ve 1 ul T4 DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20 pl'ye tamamlanmistir.
Karigim 25 dk oda sicakhginda bekletildikten sonra 5 pl’si transformasyon i¢in kullanilmugtir.
pJET1.2/blunt Cloning Vector haritas1 Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1 pJET1.2/blunt cloning vector haritas1

Klonlama prosediiriiniin transformasyon basamaginda 5 pL’lik ligasyon tirlinii buz iizerinde

tutulan E. coli TOP 10 hiicreleri iizerine eklenmis ve buz iizerinde 30 dk inkiibasyona
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brrakimistir. Sonra hiicreler 6nce 42°C’de 2 dk daha sonra buz iizerinde 4 dk bekletidik ten
sonra iizerme 250 pL SOC Medium eklenmistir. 37°C’de calkalayic1 iizerinde 1,5 saat nkiibe
edilen transformasyon karigimi uygun konsantrasyonda ampicilin ihtiva eden LB (Lurie-
Bertani) kat1 besi yerine ekilerek kolonilerin gelisimi i¢in bir gece 37°C’de inkiibe edilmistir.
LB kati besi yerinde {ireyen kolonilerden (Sekil 3.2) izolat basma 2 koloni seciimis ve steril
pipet uclart ile bu koloniler almarak isaretlenmis LB kat1 besi yeri igeren pleytler iizerine (her
pleyt dorde bolinerek her bolmeye bir koloni gegilmistir) tekrar ekilerek 37°C’de 1 gece daha
inkiibasyona brrakilmustir.

Sekil 3.2 LB kati besi yerinde iireyen koloniler

LB kat1 besiyerinde lireyen kolonilerin rekombinant plasmidi icerip igermedigini anlamak i¢in
ayni koloniye ait her bir isaretlenmis bdlgeden tek bir koloni secilerek koloni secreening PCR
yapimistrr. Koloni PCR’da vektor spesifik pJET1.2 forward ve pJET1.2 reverse primerleri
(Thermo Scientific) kullanilmistir. PCR sonucu olusan amplikonlar %1.5’luk agaroz jelde

yiriitiilip goriintiillenmis ve vektor+insert varhgi yoniinden konfrmasyonu saglanmistir.

Vektor+insert varhg yoniinden konfirme edilen kolonilerden (Isaretlenmis pleytlerde ayni
bolmede bulunan koloniler) en az iki adedi secilerek steril Ozeler ile alnmis ve uygun
konsantrasyonda ampicilin ihtiva eden 5 ml hacimde LB s besi yerlerine ekimleri yapilarak
37°C’de ¢alkalayic1 tizerinde bir gece inkiibasyona bmrakilmustir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Kolonilerin LB siv1 besi yerinde iiretilmesi

Sv1 besi yerinde iiretilen hiicrelerden 2 ml alnarak 8000 rpm’de 2 dk santriftij islemine tabii
tutulmus ve hiicrelerin ¢Okmesi saglanmigtir. Santrifiij sonrasi Ustteki svi kisim  dokiiliip
hiicresel pelet GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) ile plazmid purifikasyonuna
almmis, aym Orneklere ait diger bir kisim hiicresel pelletler ihtiyag halinde kullanilmak iizere
-20°C’de muhafaza altma alnmistir. Elde edilen plazmidler nsertlerin varhgi yoniinden vektor
spesifik pJET1.2 forward ve pJET1.2 reverse primerleri ile prosedirine uygun olarak PCR’da
analize tabi tutulmustur.

3.2.6 Sekans ve Filogenetik Analizler

Ilgili gen bolgesi icin elde edilmis olan plazmid DNA’lar pJET1.2 forward ve reverse primerleri
cift yonlii olarak sekanslanmistir. Cift yonlii DNA dizisi belirlenen plazmidlere ait
kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious 9.1.3 (63) yazihimi ile forward ve
reverse dizilimlerin pairwise alignmentlar1 yapilarak, vektor DNA’s1 ile kiyaslanmig, insert
olmus hedef gen bolgesi belirlemis ve izolatlara ait final dizilimler elde edimistir. Elde edilen
sekanslarin ~ blastn  (http//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  analizleri yapildiktan sonra
GenBank’ta mevcut homolog izolatlara ait ilgili gen bolgesi sekanslariyla Geneious 9.1.3 (63)
yazihmi lizerinden ¢oklu hizalamalar1 yapilarak interspesifik ve mtraspesifik niikleotid
farkhilhiklar1 belirlenmistir. Filogenetik yapilanmalarin  belirlenmesinde Bayesian (BA) ve
Maximum Likelihood (ML) analizleri uygulanmustir. BA ve ML analizlerinde sekans evrimi
icin en uygun modelin belirlenmesinde jModeltest v.0.1.1 (64) kullanilms ve en diisik Akaike
Bilgi Kriteri (AIC) degerine sahip TIM3 + Gamma distributed modeli filogenetik agaglarin
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olusturulmasinda kullanilmistir. Bayesian analizleri Geneious 8.1.8 (63) yazlimi iizerinden
MrBayes (65) ve PHYML (66)pluginler kullanilarak gerceklestirilmis, Markov Chain Monte
Carlo taramalar1 1.100,000 jenerasyon i¢in 4 zincirle ve aga¢ Orneklemesi her 200 jenerasyonda
bir (ik 100,000 aga¢ “burn n” olarak ¢ikarilmistir). Karakterizasyonu saglanan tiim izolatlarin
GenBank kayitlar1 saglanmustir.

3.3 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistk analizler IBM SPSS Statistics 20 yazliminda gergeklestirilmistir. Incelenen
kopeklerde microsporidiosis prevalanst ile yas, cinsiyet, wk ve sahiplisokak kopegi

faktorlerinin iligkisi Pearson‘s Chi Square testi ile arastrilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 MICROSPORIDiA ENFEKSiYONLARININ MOLEKULER
IDENTIFIKASYONU VE PREVALANSI

SSU rRNA gen bolgesi tir spesifik PCR analizleri sonucunda, incelemesi yapilan toplam 282
kopege ait diski 6rneginin 41°i (%14,5) microsporidia etkenleri yoninden pozitif bulunurken
incelenen 400 adet kan 6rneginde pozitiflik belirlenmemistir. Microsporidia pozitif belirlenen
41 disk1 6rneginin 35’inde E. intestinalis, altisinda ise E. cuniculi identifiye edilmis, E. hellem
ve E. beunesi pozitifligine rastlanmamistir. Ayrica enfeksiyonlarin tek tiirle oldugu belirlenmis,
identifiye edilen iki tiirle miks enfeksiyonlara rastlanmamistir.

Diski Orneklerine ait genomik DNA izolatlarmin E. cuniculi ve E. intestinalis tir spesifik
primerleriyle  SSU rRNA gen Dbolgesi amplifikasyonlar1 sonucu pozitif izolatlarda hedef
blyiklikte amplikonlar saptanmis olup bazi ornekler i¢in belirlenen amplikonlarin agaroz jel
iizerinde goriiniimleri swasiyla Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir. Yapilan analizlerde E.
hellem ve E. beunesi i¢in tiir spesifik primerlerle pozitiflik saptanmamis ancak referans
izolatlarin hedef biyiiklikte amplikonlar (Sekil 4.3, Sekil 4.4) verdigi belirlenerek PCR
metodolojisinin etkinligi ortaya konmustur.

Sekil 4.1 E. cuniculi pozitif belirlenen izolatlara ait SSU rRNA gen bdélgesini amplifiye eden primerler ile PCR
sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde gériiniimii M: Marker (100bp); 1-6: Pozitif drnekler;
7: Referans DNA izolat1
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Sekil 4.2 E. intestinalis pozitif belirlenen izolatlara ait SSU rRNA gen bdlgesini amplifiye eden primerler ile
PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarm jel elektroforezde goriintimii M: Marker (100bp); 1-4, 6-8: Pozitif
omekler; 5: Referans DNA izolaty; 9: No DNA

Sekil 4.3 E. hellem SSU rRNA gen bélgesini amplifiye eden primerler ile PCR sonucu jel elektroforezde
gorinim M: Marker (100bp); 1-3: Negatif 6rnekler; 4: Referans DNA izolati; 5: No DNA
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Sekil 4.4 E. beunesi SSU rRNA gen bolgesini amplifiye eden primerler ile PCR sonucu jel elektroforezde
goriunim M: Marker (100bp); 1-6: Negatif 6rnekler; 7: Referans DNA izolat; 8: No DNA

Microsporidia etkenleri ile pozitif belirlenen o6rneklerin kopeklerin ¢gesitli faktorlerine gore
dagihmlar1 Tablo 4.1°de verimistir. Tablo 4.1°de goriilecegi ilizere microsporidia
enfeksiyonlar1 en yiiksek 1-3 yas grubunda belirlenmis bunu 7-10 ve 4-6 yas gruplar1 takip
etmistir. Erkek ve disi kopeklerde enfeksiyon oranlart yakin olmakla birlikte erkeklerde yiiksek
bulunmustur. Biiyik wk kopeklerde kiicik wklara oranla ve sokak kopeklerinde sahipli
kopeklere oranla prevalansin daha yiiksek oldugu saptanmustir. Kopeklerin sahipli veya sokak
kopegi olma faktoriindeki farklilik istatistiksel agidan Onemli (p>0,05) bulunurken diger tiim
kategorilerdeki farkhliklar onemsiz (p>0,05) bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Microsporidia tiirlerinin képeklerin gesitli faktorlerine bagh olarak dagiimlari ve istatistik analiz

sonuglar
Microsporidia tlrt '
Hayvan E. intestinalis E. cuniculi TOPLAM Square
Sayis1
PH % PH % PH % 22 P
Yas (1)
1-3 188 29 154 4 2,1 33 17,6
4-6 72 5 6,9 1 14 6 8,3 4,132 0,127
7-10 22 1 4,5 1 45 2 9,1
Cinsiyet
Erkek 178 23 12,9 4 2,2 27 15,2
Disi 104 12 115 2 19 14 13,5 0695 0,730
Irk
Kiguk 111 10 9,0 2 18 12 10,8
Blyuk 171 25 14,6 4 2,3 29 17,0 0152 0.170
Sahipli/Sokak
Sahipli 155 14 9,0 1 0,6 15 9,72
Sokak 127 21 16,5 5 3,9 26 20,5 0011 0017
TOPLAM 282 35 12,4 6 2,1 41 145

PH: Pozitif hayvansayisi
ab: Aynisiitunda farkli harfle gosterilen gruplar arasmdaki farklihk 6nemlidir (p<0,05)
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4.2 GENOTIPLENDIRME, SEKANS VE FILOGENETIK ANALIZLER
4.2.1 SSU-Intergenic Spacer-LSU rRNA Geninin Amplifikasyon Sonuglan

Tir spesifik SSU rRNA analizleri ile E. cuniculli ve E. intestinalis yoninden pozitif belirlenen
genomik DNA izolatlar1 microsporidia small subunit (SSU)-intergenic spacer- large subunit
(LSU) rRNA gen bolgesine gore genotiplendirme ve sekans analizleri icin ilgili primer ciftleri
lle nested PCR’da amplifiye edimis ve her ki tiir icin agaroz jel lizerinde hedef biiytikliik te
DNA bantlar1 elde edimistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 izolatlarm SSU-Intergenic Spacer-LSU rRNA geninin amplifikasyonu sonucu agaroz jel iizerinde
gorantmleri. 1-3: E. intestinalis; 4,5: E. cuniculi

4.2.2 Sekans Analizi ve Genotiplendirme Sonuglan

Calsmada E. intestinalis icin 10 izolat ve E. cuniculi i¢in de tiim izolatlarm (6 izolat) SSU-
Intergenic Spacer-LSU rRNA gen bolgesi niikleotid dizileri klonlama ve sonrasmda elde edilen
plazmidlerin sekanslanmasiyla elde edimistir. E. intestinalis sekanslar1 arasmda 285 (%99,0)
identik bolge belirlenirken 3 farkh haplotipi ortaya koyan toplam 3 polimorfik bdolge
saptanmustir.  E. intestinalis izolatlar1 igcin ortalama niikleotid diversitesi  %0,44+0,18
belirlenmistir.  E. cuniculi sekanslart arasmda polimorfik bélge bulunmamis ve buna bagh
olarak da bir haplotip belirflenmistir. Karakterizasyonlar1 yapilan haplotip bazinda izolatlarinin
nikleotid sekanslarmin ¢oklu hizalamalar1 Sekil 4.6’da gosterilmistir. Karakterizasyonlar1
yapilan E. cuniculi izolatlarinin tiimiiniin Genotip III (Kopek genotipi) olduklar1 saptanmistir.
E. cuniculi Genotip III’e 6zgii “internal transcibed spacer” gen bolgesinde “GTTT” Ugli sirah
tekrart ilgili haplotipe ait niikleotid sekansi {izerinde gosterilmistir (Sekil 4.7). Haplotip ve
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genotip bazinda karakterize edilen izolatlar KX925857-KX925860 aksesyon numaralari ile
GenBank veri tabanmna kayit edilmigtir.

T 1, ESLHErus e O NG TIC ¢ C A CCGCCCGTCGMMTATCTAAGATGACGC AT GGACGAANGH TIMGGABRGOTCTGAGTCC TINMGTGTTA
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Sekil 4.6 Haplotip ve genotip bazinda karakterize edilen microsporidia tirlerine ait izolatlarm SSU-Intergenic
Spacer-LSU rRNA gen bdélgesi niikleotid sekanslarmin goklu hizalamalari

Sekil 4.7 ERU-Ecunil izolatma ait internal transcribed spacer gen bélgesinde E. cuniculi Genotip I1I’e &zgi
swrall niikletid tekrarlar
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4.2.3 Filogenetik Analiz Sonuglan

Molekdler olarak karakterize edilen microsporidia turlerine ait izolatlarin Diinyada c¢esitli
bolgelerden izole edilmis homolog izolatlarla birlikte ¢oklu hizalama identiklik oranlar1 Tablo
4.2°de, filogenetik yapilanmalar1 da Sekil 4.8°de gosterilmistir. Bayesian ve Maksimum
likelihood analizleri benzer topoloji gostermis ve Bayesian filogenetik agaci tlizerinde posterior
olasiliklar ve bootstrap degerleri (1000 replkasyon) birlikte gosterilmistir. Analize dahil edilen
izolatlarin tiir ve genotip bazmda kiimelenme gosterdikleri belirflenmis olup bu filogenetik
yapilanma ayrica yiiksek posterior olasilik ve bootstap degerleriyle desteklenmistir. Caligmada
karakterize E. intestinalis haplotiplerinin kendi aralarmda genetkk farkhligi %0,6+0,4
belirlenirken diinyadan ¢esitli konaklardan izole edimis homolog izolatlarla (Sekil 4.8) bu
farklilik  %1+0,4 olarak saptanmustir. ERU-Eint1-3 olarak isimlendirilen E. intestinalis
haplotipleri en yiksek identikligi ortalama %99,7 (%99,6-%100) ile Almanya’dan rapor
edilmis izolatla (GenBank aksesyon: Y11611) gdstermistir. Yine aym izolatlar Iran’da bir
giivercinden izole edilmis izolatla da (GenBank aksesyon: JF792394) %99,6 oraninda yiksek
identik bulunmustur. Genotip III’de yer aldigi belirlenen E. cuniculi ERU-Ecunil izolat1
filogenetik olarak ayni genotipte belirlenen izolatlara yakm yerlesim gostermistir (Sekil 4.8).
Iigili izolat genotip III’de yer alan diger izolatlarla (Sekil 4.8) ortalama %31,98+0,6 genetik
farklilk gosterirken genotip I, II ve IV’de yer alan izolatlarla (Sekil 4.8) swrasiyla %2,13+1,0,
%3,77£0,6 ve %3,85+0,5 farkh bulnmustur. E. cuniculi ERU-Ecunil izolat1i en yiksek
identikligi %98,9 ile Polonya’dan bir swti ¢izgili orman faresinin (Apodemus agrarius)
dalagmdan izole edilmis bir izolatla (GenBank aksesyon: KX189630) gostermistir. Ayrica ilgili
izolat Amerika Birlesik Devletlerinden cesitli kopek rklarindan izole edilmis genotip III’de yer
alan izolatlarla da (Sekil 4.8) %98,0 identk bulunmustur.
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Tablo 4.2 Coklu hizalama analizleriyle filogenetik analizlere dahil edilen microsporidia izolatlari arasmndaki identiklik oranlar
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Sekil 4.8 Microsporidia turlerine ait izolatlarmin SSU-Intergenic Spacer-LSU rRNA gen bdlgesiBI ve ML
analizlerine gore filogenetik iliskileri. Calismada belirlenen izolatlar kirmizi ve kalin karakterde gosterilmistir.
Node’larin 6niindeki rakamlar sirastyla ML bootstrap destegive Bayesian posterior olasiligint gostermektedir.

Olgek ¢izgisi yerlesim yeri basma niikleotid degisimini gostermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Microsporidia filumu en az 150 cins igerisinde 1200’{in iizerinde tirti kapsamaktadr (9, 67).
1980 yilinin ortalarmdan bu yana bu organizmalar msan hastalk etkenleri olarak artan bir
sekilde ortaya ¢iktigi belirtilmekte olup Ozellkle HIV hastalar1 (9, 68) ve organ
transplantasyonu veya kemoterapi alanlar gbi immun sistemi baskilanmis bireylerde (38)
firsat¢1 patojen olarak ciddi komplikasyonlara yol agtiklar1 bilinmektedir. Giinlimiize kadar
sekiz soyda 14 tiirin insanlarda enfeksiyona yol agti@i ortaya konmustur (8). Serolojik
cahsmalar (69, 70) microsporidialarin yaygm oldugunu fakat genel popllasyon icerisinde
kendini smrlayan veya asemptomatik karakterde oldugunu One ¢ikarmistir. Bulagsma yollar1
epidmiyolojik cahgsmalarda heniiz net olarak ortaya konulamamis olmasma karsin,
enfeksiyonlarin  su-kaynakh, respirator, sekstliel, kongenital, zoonotik bulusma ve okiiler
infeksiyon gibi ¢esitli yollarla ortaya ¢ikabilecegine dair kantlar bulinmaktadr (9). TUm
microsporidialar g¢evresel etmenlere direngli sporlar iiretirler ve bu sporlar sarmal tarzmda ig
polar filamentlerini ¢ikarma yeteneginde olup bu sekilde igerigini yakmn konak hiicresine
mokiile ederler. Yap1 ve fonksinel agidan 6zgiin olmak iizere, polar filamentin identifikasyonu
bu filum i¢in temel tam kriteridir. Cok kiiclik ¢apta mikroorganizmalar olmalar1 (6rn, insanlar1
enfekte eden bir cok tir 1-2 um (38) oOlglisindedir) sebebiyle, microsporidialarin teshisi
geleneksel olarak transmisyon elektron mikroskop (TEM) ile polar filament ultra yapisal
karakterlerin identifikasyonuna dayanmustir. Halen gold standart nitelenen bu teknik, yogun
emek gerektirmesi ve zaman alict olmasi, pahall araglara ihtiya¢ olmasi, Onemli derecede
uzamlik gerektirmesi gibi c¢esitli handikaplar1 bulunmaktadir. Teshiste TEM’e gore daha hizli
ve daha dutarll 15k mikroskobu tabanli metodlar da gelistirilmis olmasina karsm, bu teknikler
de heniiz basarih bir degerlendirme i¢in uzman patolojistlere gereksnim gostermektedir. Bu
metodlar modifiye trichrome boyama ve ya bu boyann Gram veya Warthin-Starry silver ile
kombine kullanimi  gbi rutin histolojik boyalar1 kapsamaktadr (67). Bu teknikler
microsporidialarin  viicut swilar1 ve dokularda saptanmasinda TEM’e gore daha uygun
olmalarina karsm internal polar flament bu tekniklerle her zaman kolay bir sekilde identifiye
edilemez. Bunun yannda teshis daha ¢ok ¢ift katmanli ve modifiye trichrome boyama icin
secici boyama karakteristikleri saglayan kaln spor duvarmin saptanmasina gore yapimaktadir.
Kemofloreson parlayicilar (Om., Calcoflior White, Uvitex 2B, Fungifluor) spor duvari
icerisindeki kitn hedef almak i¢cin kullanilmaktadw. Bu teknikler de duyarh olmakla birlikte,

acesith mantarlar ve diski Ornekleri igerisindeki kalnti materyalleri ile kros reaksiyon
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gosterebilmektedir. Dolayisiyla 6zellikle diski Orneklerinin - incelenmesinde daha yiksek
duyarhlik ve Ozginlik icin kemofloresan parlayicilarin geleneksel histolojik boyamalarla
kombine kullanilmalar1 gerektigi kaydedilmisti. Ancak her nekadar en uygun doku
preperasyonu ve boyama yapimis olsa da isik mikroskobu nadiren microsporidialarin tiir
spesifik teshisine olanak saglar. Bu da insanlar1 enfekte eden gesith microsporidian tiirlerinin
farkli tedavileri icin 6nemli bir eksiklik olarak ortaya ¢ikmaktadir (4).

Bu filuma 06zgii polar flamentin veya diger ultrayapisal ozelliklerin TEM ile ortaya konmasi
microsporidiosis’in konfirmasyonu i¢in tartisilmaz olmasma karsm yalmzca morfoloji tabanh
daha 6zgiin teshis her zaman miimkiin olmamaktadir. Ozellikle birbirine yakm tiiflerde ayirt
edici karakterler yalmzca belirli gelisim evrelerinde ortaya ¢ikmakta olup bu evrelerin timu
belirli klnk &rneklerde aym zamanda bulunmamaktadir. Insanlada enfeksiyona yol agan
tirlerin teshisinde i vitro kiiltlir yardimct bir ara¢ olarak diisiiniilebilir olsa da, bu teknikler
zahmetli, kontaminasyona agik ve genellikle pratik degildir. Bunun birlikte insanlarda en
yaygin gorillen microsporidia tiirii olan E. bieneusi i¢in heniz bir in-vitro kultlr sistemi
bulunmamaktadir (71). Neticede hem klinik 6rneklerde hem de gevresel orneklerde daha hizli,
spesifik ve kolay uygulanabilir tashis icin yaklagimlara ihtiya¢ ¢ikmistr. Son on yil igerisinde
molekiiler biyoloji tabanh teknikler klnik anlamda mikrobial patojenlerin teshisi ve
karakterizasyonu i¢in artan bir sekilde kullanilmaktadwr. Bu teknikler niikleik asit sekanslarini
ve/lveya patojene spesifik antijenleri belileme amaciyla dizayn edimektedir. Geleneksel
mikroskopi veya kiiltiir tabanh tekniklerle kiyaslandiginda molekiiler tekniklerin potansiyel
avantajlariyla One ciktigi gorilmektedir. Bu avantajlarin basnda sinyal amplifikasyonunun
etkinligi ile artan sensitivite, 6zellikle uyugun saptama problarmin uygulanmasi ile daha yiiksek
Ozgiinliik, sonuca daha hizli ulasma ve uzman olmayanlar tarafindan dahi kolay uygulanabililik
gibi faktorler gelmektedir (72). insanlar1 enfekte eden microsporidialar “emerging” patojenlerin
farkl bir grubudur ve bu organizmalar iizerine mevcut genetik bilgi smrh olmakla birlkte giin
gectikce artmaktadwr. GenBank microsporidia sekans verilerinin biiyik kismu rRNA genlerine
ait verilerdir. Sekanks bilgisinin bulunabilir olmasi ile birlkte korunmus ve degisken bolgeleri
icermesiyle PCR tabanh tekniklerde genel olarak rRNA gen boélgesi hedef alnmig ve
microsporidialarin karakterizasyonlar1 yapilmistir. Bu gen icerisinde korunmus bolgeleri hedef
alan primerler insanlarda enfeksiyona yol acan Enc. cuniculi, Enc. hellem, Enc. intestinalis,
Ent. bieneusi ve Vittaforma corneae ¢esitli tiirlerin rRNA geninin amplifiye ve takiben
sekanslarinin elde edimesinde kullanilmistir (73, 74). Bu rRNA genleri Katinka ve ark. (75)
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tarafindan Enc. cuniculi genomunda 20 kopyadan fazla olarak bulunmus olup bu durum da
teshis amach PCR testlerinde sensitivitenin artmasmi (tek kopya genlerine oranla)
saglamaktadir. Calgmamizda da kopeklerde microsporidia enfeksiyonlarina yol agan tiirlerin
arastrilmasmda s6z konusu avantajlar1 e SSU rRNA gen bolgesinin tiir spesifik
amplifikasyonu temelinde molekiiler analizler gerceklestirilmistir. Nitekim poztif izolatlar
lizerinde yapilan sekans analizlerinde ilgili teknik ve kullanilan primerlerin yiiksek dzginlikte

oldugu gortilmiistiir.

Tiirkiye’de microsporidia enfeksiyonlar1 iizerine arastrmalarin daha ¢ok insanlarda yapildig:
buna karsm hayvanlarda c¢absmalarm cok smrh oldugu goriilmektedir. Insanlarda yapilan
morfolojik identifikasyon g¢ahsmalarinda (52, 56-58) klasik morfoloji ve boyama yontemiyle
farkl hasta gruplarinda degisik oranlarda microsporidia enfeksiyonlari rapor edilmistir. Yine
monoklonal antikor tabanh kitlerle yiiriitilen serolojik ¢ahgmalarda (53-55, 76) insanlarda E.
intestinalis ve E. bieneusi seropozitiflikleri rapor edimisti. Buna karsm insanlarda
microsporidia tlirlerinin molekiller zeminde arastmrildigi c¢ahgmalar olduk¢a smirhdir. Bu
cabsmalardan Oguz ve ark. (77), ishalli hastalarda tespit ettikleri microsporidia etkenlerinin
nested PCR ile identifikasyonunu gerceklestirmisler ve sekans konfirmasyonu yapmaksizin
amplifikasyon biiyiikliklerine gore farkh oranlarda E. intestinalis, E. cuniculi ve E. hellem
pozitiflikleri rapor etmislerdir. Ozkog ve ark., (78), yine farkli hasta gruplarinda genus spesifik
SSU rRNA PCR anaizleriyle microsporidia pozitifligini %14,2 olarak kaydetmislerdir.
Cetinkaya ve ark. (54), Kayseri yoresinde farkl hasta gruplarinda E. intestinalis yaygmnligini
IFA-MADbs ve Real Time PCR teknikleri ile arastwrmuslar ve pozitif belirledikleri izolatlar1 SSU
rRNA gen bolgesi sekans analizleriyle E. intestinalis olarak kaydetmiglerdir. Tiirkiye’de evcil
hayvanlarda microsporidia enfeksiyonlar1 {izerme gliniimiize kadar her hangi bir ¢alisma
yapiimamistir. Buna karsn tavsanlarda Ankara ve Elazig yorelerinde yiirtitiilen iki ¢cahymada
(79, 80) nekropsi, konvansiyonel morfolojik boyama ve serolojik yontemlerle E. cuniculi
pozitifligi ve yaygmhgi rapor edimistir. Erol ve ark. (81), Izmir ydresinden oOrnekledikleri
midyelerde genus spesifik SSU rRNA PCR analizleriyle microsporidia etkenlerine
rastlhamadiklarini  bildirmislerdir. Mevcut ¢ahsma ile Tiirkiye’de ik olarak k&peklerde

microsporidia tiirlerinin varhgi ve yaygmlhigi molekiiler olarak ortaya konmustur.

Hem Encephalitozoon spp. hem de Enterocytozoon bieneusi insanlarda enfeksiyona yol

acmasma ve Ozellikle immun sistemi baskilanmis bireylerde potansiyel 6ldiiriicii bir hastalik
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olusturmasina karsm, bulasma yollar1 ve zoonotik potansiyelleri heniiz yeterli diizeyde
anlagilamamistir (3, 41, 82). Buna karsm giincel ¢alsmalarla insan ve diger bazi omurgali
hayvanlarda goriilen ¢esitli microsporidia tiirlerinin benzer genotipte nesilleri tasidigi ortaya
konmasmin (7, 51, 61, 83, 84) ardndan zoonotk bulagsmanin 6nemli bir yol oldugu goriisii
yaygmlagsmistir. Encephalitozoon soyunda insanlarda en yaygm gorilen tir E. intestinalis
olarak bilnmesine karsm c¢esith hayvan tiirlerinde bu tirin daha az yaygm oldugu
kaydedilmistir  (85-87). Ancak c¢alismamizda kopeklerde E. intestinalis en yaygm tiir
belirlenmis ve insan saghg1 agismdan kopeklerin rezervuar olarak potansiyel risk olusturdugu
goriilmistir. Encephalitozoon cuniculi microsporidia etkenleri arasmda tavsan, rodent, kopek
ve insan dahil en genis konak spekturumuna sahip tiir olarak bilinmektedir (41). E. cuniculi
kdpek genotipi olarak bilinen sus Ill; Brezilya, Kolombiya, ingiltere, Norveg, Slovakya ve
Amerika Birlesik Devletleri gibi bir ¢ok lilkede kopeklerden izole edilmis ve insanlarda da bu
genotipin enfeksiyona yol agabildigi belirlenmistir (31, 32, 34, 88, 89). Kdpeklerde Klinik
semptomlar genellikle geng veya immun yetmezligi olan hayvanlarda goriilmekte olup
depresyon ve kasma nobetleri tarzmda ortaya ¢ikmaktadr (90). Ayrica agr nefritis,
encephalitis ve yiksek mortalitenin kopeklerde E. cuniculi’nin transplasental nakli ile iliskili
oldugu kaydedilmekte ancak dogum sonrasi alman enfeksiyonlarin genellikle subklinik
seyrettigi belirtilmektedir (89, 91). Calismamizda E. cuniculi pozitifligi belirlenen kopekler
daha ¢ok 1-3 yas grubu geng¢ hayvanlar olmasma karsm higbirinde klinik tablo gorilmemis ve
yukaridaki arastiricilarin bulgular1 zemininde enfeksiyonlarin transplasental nakilden ziyade
muhtemelen dogum sonrasi alindig1 disiiniilmiistiir. Daha 6nce insan spesifik bir parazt olarak
disiiniilen ve daha ¢ok AIDS hastalarinda ortaya ¢ikan E. bieneusi, sonraki ¢alsmalarla kanath
ve memeli smiflarina dahil genis spekturumda evcil, vahsi ve pet hayvanlardan daizole edilmis
ve zoonotik potansiyeli lizerine veriler elde edimistir (92). En yaygn microsporidia tiirlerinden
biri olan E. bieneusi genotiplerinin zoonotk karakteri, evcil ve vahsi hayvanlarda ITS sekans
benzerlikleri temelinde konfirme edimistir (93-96). E. hellem 6zellikle HIV hastalar1 gibi
immun suprese bireylerde basta keratokonjuktivitis olmak {iizere enfeksiyona yol acan diger bir
microsporidia tiirii olup genellikle kanathlardan izole edilmis ve kanathlarin nsan ve diger
hayvanlara enfecksiyonun naklinde ana rezervuar oldugu kaydediimistir (84, 97-99). Ancak
cahlsmamizda incelenen kopeklerde E. bieneusi ve E. hellem pozitiflikleri belilenmemistir. Bu
iki yaygmn tiiriin insanlara bulasma dinamiklerinde zoonotk potansiyelin ve risk faktorlerinin
ortaya konmasi i¢in Tiirkiye’de genis caph arastrmalara ihtiyag bulunmaktadir.
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Mevcut ¢aligmada microsporidia etkenlerinin prevalansiin kdpeklerin yas, cinsiyet ve wklarina
bagh olarak istatistiksel bir farkhlik gostermedigi belirlenmis olup elde edilen bu sonuglarin
bazi arastwricilarin (35, 51, 82) bulgular1 ile paralel seyrettigi gOriilmiistir. Buna karsin
enfeksiyonlarin sokak kopeklerinde sahipli kopeklere oranla daha yiiksek goriildiigii ve bu
farkliliginda istatistiksel acidan Onemli oldugu belirlenmistir. Bu agidan o6zellikle sokak
kopeklermin microsporidia enfeksiyonlarinin yayilmasinda rezervuar olarak dnemli zoonotik
potansiyele sahip oldugu gorilmektedir. Tim bu sonuclar temelinde, diger zoonotik
enfeksiyonlar da g0z oniine alndiginda sokak kopeklerinin kontrolii ve hastaliklarla miicadele
icin etkin strateji ve programlarin ivedilikle olusturulmasi ve hayata gegirilmesi gerekliligi
ortaya ¢ikmustir.

Microsporidia tiirlerinde ribosomal RNA’nn ITS gen bolgesindeki yiikksek diizeydeki cesitlilik,
bu gen bdlgesinin insan ve hayvanlardaki izolatlarin genotiplerinin arastrilmasmda ve zoonotik
karakterleri tizerine veriler elde edilmesinde yogun olarak kulamlmasina yol agnustr (100-
104). ITS geninin sekans analizi ve databanklardaki referans sekanslarla kiyaslanmalar1 E.
bieneusi, E. hellem ve E. cuniculi genotiplendirmesi i¢in standart bir teknik olmustur (92, 100,
102). Molekiiler epidemiyolojik c¢ahgmalar farkli konaklardan bu iig tire ait yikksek sayida
genotiplerin varligini ortaya koymustur (100, 102, 103). Buna karsn insan ve hayvanlardan
simdiye kadar izole edilen E. intestinalis sekanslarinda polimorfik bdlgeler bulunmadigi ve
neticesinde genetik farkliligin bulunmayisiyla konak olarak identifiye edilen tiirler arasmda bir
bulasma bariyerinin olmadig1 rapor edilmistir (Pirestani etal., 2013, Kim et al., 2015). Paralel
olarak mevcut ¢alsmada da E. intestinalis izolatlar1 i¢cin niikleotid diversitesi diisiik belirlenmis
(ort., %0,44+0,18), yalnizca {ic polimorfik bdlge ve buna bagh i¢ haplotipin varlig:
saptanmustir. Calsmada belirlenen bu ii¢ haplotipe ait izolatlarin ayrica kendi aralarmda ve
diinyadan cesitli konaklardan izole edilmis homolog izolatlarla genetik farkliliklarinin da diisiik
oldugu (<%]l) belirlenmistir. Cahsmada karakterize edilen E. intestinalis haplotiplerinin en
yiiksek identikligi Almanya’dan Ve iran’da bir giivercinden izole edilmis izolatlarla gosterdigi
belirlenmistir. Yine ilgili haplotiplere bagh izolatlar nsanlardan karakterize edilen ¢esitli
izolatlarla da genetik olarak yakm bulunmus ve neticesinde zoonotik potansiyelleri agisindan
risk olusturduklari ortaya konmustur. E. cuniculi icin ITS gen bdlgesindeki kisa tandem
tekrarlar baznda giiniimiize kadar dort farkh fakat tam anlamiyla konak spesifik olmayan
genotip (I = “tavsan”, II = “fare”, III = “kopek”, IV = “insan”) bulunmustur (36, 105).

Giiniimiize kadar bu genotipler arasmda genotip | ve genotip IllI’iin insanlarda da enfeksiyona
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yol actigi belirlenmis ve zoonotikk potansiyelleri ortaya konmustur (7, 30, 37, 95, 106).
Calsmamizda genotiplendirmesi yapilan E. cuniculi izolatlarinin tiimiiniin ITS gen bolgesinde
“GTTT” ighi tandem tekrar gosterdigi ve buna bagh olarak Genotip III’de yer aldiklar1 ve
izolatlar arasmda polimorfik bdlge bulunmamasiyla bir haplotipe ait olduklar1 saptanmustir.
Karakterize edilen E. cuniculi izolatlarinin filogenetik olarak aymi genotipte bulunan izolatlara
(%1,98+0,6 genetik farkhilik) yakmn olduklar1 goriimiis, genotip I, II ve IV’de yer alan
izolatlarla ise swastyla 9%2,13+1,0, %3,77+0,6 ve %3,8540,5 genetik farkhlik gosterdikleri
saptanmustir. Ilgili haplotipe ait izolatlar ayrica en yilksek identikligi Polonya’dan bir sirt1
cizgili orman faresinin (Apodemus agrarius) dalagmdan izole edilmis genotip III’de yer alan
bir izolatla gOstermis, yine Amerika Birlesik Devletlerinden cesith kopek wklarindan izole
edimis genotip III’de yer alan izolatlarla da yiiksek identik (%98,0) identikk bulinmuslardir.
Elde edilen bu sonuglar genotip III’iin zoonotik potansiyeli de géz Oniine almdiginda aragtirma
yoresinde E. cuniculi’nin insan ve diger konaklara bulasmasinda kopeklerin rezervuar olarak

Oonemli bir rol tistlendigini ve risk olusturduklarini ortaya c¢ikarmustir.

Sonu¢ olarak bu cahsma ile Tirkiye’de evcil hayvanlarda ik olmak {lizere microsporidia
enfeksiyonlarinin molekiiler epidemiyolojisi iizerine veriler ortaya konmustur. Kopeklerde E.
intestinalis enfeksiyonlarinin  yaygin oldugu, yine zoonotikk karakterli E. cuniculi kopek
genotipi olarak bilinen genotip III’iin sporadik olarak seyir gosterdigi ve her iki tiiriin de insan
saghg1 agisinda risk olusturduklar: goriilmiistiir. Bu agidan microsporidia enfeksiyonlariyla
miicadele i¢in etkin kontrol stratejilerinin gelistirilmesi ve ozellikle sokak kopeklerinin denetim
altma almarak olusturduklar1 risk faktorlerinin monitorize edilmesi ve gerekli yaklasimlarin
hayata gecirilmesi geremektedir. Bu caligma aym zamanda microsporidia enfeksiyonlarinin
molekiiler epidemiyolojisi lizerine yapilacak ileriki cahsmalara da model olusturmustur.
Nitekim microsporidia enfeksiyonlarmin bulagsma dmnamikleri, konak spekturumlar1 ve bu
konaklardaki nesillerin genotiplendirilmesi ile zoonotk potansiyellerinin ortaya cikarilmasi
iizerme Tirkiye’de genis caph molekiiler epidemiyolojik calsmalara ihtiya¢ oldugu da ortaya
cikmustir.
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