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ONSOZ

Kazlar evcillestirilen ilk kanatli hayvanlar olup, diger kanatlilara gore farkl
verim Ozelliklerine sahip olan; yabani bitkileri, otlari, seliiloz igerigi ylksek yem
maddelerini sindirebilen, soguk iklim kosullarina, hastalik etkenlerine dayanikli,
barmak gereksinimi az olan besi kabiliyeti yiliksek kanatlilardir. Oldukg¢a zeki, kolay
Ogrenen, 1yi bir hafizaya sahip olan kazlar su kuslar1 arasinda yer alan, 6rdek ve

kugularla benzer 6zellikler gosterirler (Acha ve Szyfres 1989, Tilki ve Saat¢i 2013).

Diinyada ve ilkemizde kanathh hayvan yetistiriciligi icerisinde kaz
yetistiriciligi (Kazlarin tireme yeteneklerinin diger kanatlilara gore daha sinirli olmasi
nedeniyle) son siralarda yer almaktadir. Diinyada; ingiltere, Kanada, Cin, ABD,
Polonya, Fransa, Bulgaristan ve Rusya’da kaz yetistiriciligi yapilmaktadir. Diinya’da
bir¢ok iilkede kaz yetistiriciliginin ekonomik bir yeri olmasina ragmen, Tiirkiye’de
yapilan yetistiricilik ekonomik olmaktan uzaktir. Ulkemizde kaz iiretimi Dogu
Anadolu, Orta Anadolu ve i¢ Ege Bolgesi olmak iizere basta Kars, Erzurum, Agri,
Van, Mus gibi sehirlerimizde yapilmakta olsa da kii¢iik kaz gruplarina {ilkemizin her
ilinde rastlanmaktadir. Dogu Anadolu Bélgesinde 6zellikle Kars ve Ardahan’da kaz
yetistiriciliginin yaygin olmasinin nedenleri arasinda; tarim iriinlerinin ¢esitliginin
fazla olmamasi, soguk havalarda kaz eti ve yagmin tercih edilmesi, sanayinin
yeterince gelismemesi, gelir kaynaginin daha ¢ok hayvanciliga dayali olmasi ve
kazin aile tip1 kanath yetistiriciligine uygun olmasindandir (Acha ve Szyfres 1989,

Tilki ve Saatci 2013).

Kaz tiiyii, karaciger, kaz eti, yumurta kazlardan elde edilen baglica tiriinlerden
olup bas, ayaklar, taslik ve bagirsaklar da tiiketilmektedir. Kaz tiiyii; hijyenik,
terletmeyen, yikanabilir bir dolgu maddesi oldugundan mont, yorgan, yastik, uyku
tulumu, olta ignesi yapiminda kullanilmaktadir. Kaz eti lezzetli bir et olup, Diinya
kanath eti tretimi icinde kaz ve oOrdek etinin payr %7,2°dir. Kaz etinin her
kilograminda tavuk etinden ¢ok daha fazla enerji vardir. Ciinkii kazlarda daha fazla
yag bulunur. Kazlar etleri i¢in beslendiklerinde diger kanatl tiirlerine gore ¢ok daha
fazla canli agirhiga ulasirlar. Kaz yetistiriciliginin 6nemli iriinlerinden birisi de

karacigerdir. Basta Fransa, Macaristan, Israil olmak iizere diinyada bir¢ok iilkede



karaciger iiretimi yapilir. Kazlarin iireme ve kulugka performanslart mevsimlere gore
degisiklik gosterir. Soguga dayanikli olan kazlarin yumurta verimi ocak-subat ayinda
baslaylp haziran-temmuz aylarina kadar devam eder. Kars ve cevresinde yapilan
arastirmalara gore Tirkiye’de kaz yetistiriciliginde kaz basina diisen yumurta
sayisinin 20-30 adet/y1l oldugu, ancak kosullarin iyilestirilmesi ile bu oranin artacagi

vurgulanmigtir (Acha ve Szyfres 1989, Tilki ve Saatgi 2013).

Kazlarin paraziter hastaliklar1 arasinda sindirim sistemi parazitleri yaygin
goriilmekle birlikte, kaz palazlarinda Cryptosporidium tiirlerinin durumu hakkinda
tim diinyada ve iilkemizde sinirli bilgi bulunmaktadir. Kars yoresinde ekonomik
degeri bulunan hayvan yetistiriciligi acisindan sigir ve koyun yetistiriciliginden sonra
liclincii sirada yer alan kaz yetistiriciliginde paraziter hastaliklarla ilgili arastirma
sayist yok denecek kadar azdir. Kars yoresinde buzagi ve kuzularda yaygin goriilen
Cryptosporidium tiirlerinin kazlardaki durumunun ilk defa belirlenebilmesi amaciyla

bu tez konusu iizerinde aragtirma yapilmaistir.

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen, tez
konumun sec¢imi ve yiiriitilmesinde teorik ve pratik deneyimlerinden faydalandigim

tez danismanim saym hocam Prof. Dr. Barig SARI’ya;
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Prof. Dr. M. Ozkan ARSLAN, sayin Prof. Dr. Zati VATANSEVER, saym Dog. Dr.
Gencay Taskin TASCI, Arastirma Gorevlisi Nilgiin AYDIN ile Kars Meslek Yiiksek
Okulu Ogretim Gorevlisi Neslihan GUNDUZ e, ayrica “Kazlarda Cryptosporidium
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tezimiz icin Kafkas Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’ne;

Egitimimin her asamasinda maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen aileme

ve emegi gecen herkese sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET
KARS YORESINDE EVCIL KAZLARDA (Anser anser)
CRYPTOSPORIDIUM TURLERI UZERINE ARASTIRMALAR

Kars ili ve civari, Tiirkiye'de kaz yetistiriciliginin en yaygin yapildigi
yerlerden birisidir. Bu bolge kaz yetistiriciligi, 6zellikle yoksul koylii kadinlar basta
olmak iizere yerel halk i¢in onemli bir ek gelir kaynagidir. Saglikli ve verimli kaz
yetistirme acgisindan paraziter hastaliklar olduk¢a Onemlidir. Cryptosporidiosis
diinyada hayvan ve insanlarin en yaygin intestinal protozoon enfeksiyonlarindan
birisidir. Hastalik, o6zellikle gen¢ hayvanlar olmak iizere yenidoganlarin ishali
etiyolojisinde birincil derecede role sahiptir. Cryptosporidium parvum, C. hominis,
C. baileyi, C. meleagridis, Cryptosporidium sp., 5 farkli kaz ve 6rdek genotipi,
kazlarin solunum yolu, bagirsak, bursa Fabricius, kloaka ve konjaktivasinda tespit
edilmistir. Bu ¢alisma, buzag1 ve kuzularda cryptosporidiosisin yaygin olarak tespit
edildigi Kars ilinde kazlardaki Cryptosporidium tiirlerinin durumunu belirlemek

amactyla yiriitiilmiistiir.

Bu c¢alisma, Kuzeydogu Anadolu Bolgesi'ndeki Kars ilinde yiiriitiilmiistiir.
Diski ornekleri rastgele secilen 188 saglikli kazdan Mayis-Aralik 2016 arasinda
toplanmistir. Hayvanlar, 0-1 aylik (n = 81), 1-3 aylik (n = 25), 3-4 Aylik (n =49) ve
5-6 aylik (n = 33) olmak iizere 4 gruba ayrilmistir. Disk1 6rnekleri her bir hayvandan
kloakal sivaplar kullanilarak alinmis ve her bir 6rnek tek kulanimlik plastik
posetlerde saklanmustir. Ornekler karbol fuksin boyama yontemi ve ticari bir enzim
immunoassay kiti (EIA) olan Remel ProSpecT Cryptosporidium Microplate assay
(Thermo®) kullanilarak Cryptosporidium yoniinden incelenmistir. Kazlardaki
Cryptosporidium goriilme sikligi karbol fuksin boyama ile %3.72 (7/188), EIA ile ise
%38.2 (72/188) olarak belirlenmistir. Cryptosporidium enfeksiyonu EIA yontemi ile
0-1 aylik, 1-3 aylik, 3-4 aylik ve 5-6 aylik kazlarda sirasiyla %19.75, %28, %51.02

ve %72.7 oraninda tespit edilmistir.
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Kazlarda Cryptosporidium spp. ookistlerinin prevalanst Avrupa’da %50-72,
Amerika’da ise %6.8-77.8 oranlarinda bildirilmistir. Bu c¢alisma ile Kars ve
Tiirkiye'de yerli kazlarda Cryptosporidium tiirlerinin varhig: ilk kez bildirilmektedir.
Bu arastirmanin sonuclar1 Kars bdlgesinde yapilan onceki caligmalarin sonuglari ile
karsilastirildiginda, pozitiflik oraninin hem boyama yontemlerinde hem de ELISA'da
daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu, 6nceki ¢calismalarin semptomatik hayvanlarda
veya daha yiiksek risk grubu hayvanlarda Cryptosporidium prevalansinin

arastirilmasindan kaynaklandigini diistindiirmektedir.

Bununla birlikte, Cryptosporidium tiirlerini tanimlamak ve kontaminasyon
kaynagindaki genotipleri belirlemek i¢in daha kapsamli ve detayli molekiiler

calismalara ihtiya¢ vardir.

Bu calisma Kafkas Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinatorliigii

(2016-TS-88) tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium spp, Kaz, Karbol Fuksin Boyama,

Enzim Immunoassay (EIA), Kars
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SUMMARY

Investigations On Cryptosporidium Species In Domesticated Geese (Anser

anser) In The Province Of Kars, Turkey

Kars province and the surrounding area are one of the most common goose
breeding places in Turkey. Goose breeding in this region is an important additional
source of income for the locals, particularly for the poor peasant women. Parasitic

diseases are a very important constraint on healthy and efficient goose production.

Cryptosporidiosis is one of the common major intestinal protozoan infections
of animals and man in the world. The disease plays a primary role in the etiology of
neonatal diarrhea especially in young animals. Five different goose and duck
genotypes, Cryptosporidium parvum, C. hominis, C. baileyi, C. meleagridis,
Cryptosporidium sp., have been identified in the respiratory tract, intestine, bursa of

Fabricius, cloaca and conjunctiva of geese.

This study was carried out in order to determine the status of
Cryptosporidium species in geese in the province of Kars in which cryptosporidiosis

is commonly detected in calves and lambs.

The study was performed in Kars province in the Northeastern Anatolia
region of Turkey. Fecal samples were collected from 188 randomly selected healthy
geese from May 2016 to December 2016. The animals were classified into four age
groups: 0-1 month old (n=81), 1-3 months old (n=25), 3-4 months old (n=49) and 5-6
months old (n=33). Fecal samples were taken from each animal using cloacal swabs
and deposited into disposable plastic bags. The samples were examined by carbol
fuchsin staining and using a commercial enzyme immunoassay (EIA) kit, the Remel

ProSpecT Cryptosporidium Microplate assay (Thermo®) for Cryptosporidium.

The prevalance of the presence of Cryptosporidium among the geese was
3.72% (7/188) with carbol fuchsin staining and 38.2% (72/188) with EIA.
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Cryptosporidium infection was detected by EIA in 19.75%, 28%, 51.02% and 72.7
% of the geese aged 0-1 month, 1-3 months, 3-4 months and 5-6 months,

respectively.

The prevalence of Cryptosporidium spp. oocysts in geese has been reported
to be 50-72% in Europe and 6.8-77.8 % in USA. The presence of Cryptosporidium
species in domesticated geese in Kars and in Turkey is reported for the first time in
this study.

When the results of this study are compared with the results of previous
studies undertaken in the Kars region, it is seen that the positivity rate is lower with
both the staining method and ELISA. This may be due to the fact that the previous
studies investigated the prevalance of Cryptosporidium in animals with symptoms or

in animals in higher risk groups.

Molecular studies are required in order to determine the Cryptosporidium

spp. and to identify agent genotypes at the source of contamination.

This study was financially supported by the Scientific Research Council of
Kafkas University (2016-TS-88).

Key Words: Cryptosporidium spp., Goose, Carbol Fuchsin Dying, Enzyme
Immunoassay (EIA),Kars.



1. GIRIS ve AMAC

Zoonotik oOzelligi, su ve gidalarla bulasan hastaliklardan birisi olmasi,
Ozellikle ruminatlarda ekonomik kayiplara sebep olmasi nedeniyle Diinya’da son
yillarda parazitolojide en ¢ok arastirmanin yapildigi parazitlerden birisi de

Cryptosporidium tiirleridir.

Tiirkiye’nin Dogu Anadolu Boélgesinde yer alan Kars ilinde kaz
yetistiriciliginin yaygin olarak yapilmasina bagh olarak; yore halk: icin gerek eti ve
karacigeri, gerekse de tiiyliniin ekonomik degeri sebebiyle ge¢im kaynagi olmasi

acisindan kazlarin sagligi 6nem arz etmektedir.

Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de ve Kars yoresinde kanatli hayvanlarin
ve bu kanatli hayvanlarin igerisinde kazlarin sagligini tehdit eden hastaliklardan biri
de cryptosporidiosisdir. Bu calisma, Kars ilinde daha once buzagi, kuzu gibi
hayvanlarda tespit edilen cryptosporidiosis’in aynmi ilde kazlardaki durumunun
belirlenmesi amaciyla yiiriitiilmiistiir. Zoonotik ve ekonomik acidan 6nemli bir grubu
olusturan Cryptosporidium enfeksiyonlarinin kazlardaki teshisinin rutin muayenede
siklikla kullanilan karbol-fuksin boyama ve Kkopro-antijen ELISA testi ile

karsilastirmali olarak belirlenmesi amag¢lanmistir.

1.1. Hastahigin Tanimi, Tarihge ve Etken

Cryptosporidiosis, Cryptosporidium soyuna bagli parazit protozoonlarca
olusturulan zoonotik bir enfeksiyondur. Cryptosporidiosis diinyada yaygin olarak
gozlenen bir hastalik olup memeliler, kanathilar, baliklar, keseli hayvanlar ve
stirtingenlerde dahil olmak tizere 200’1 agkin hayvan tiiriinli enfekte edebilmektedir.
Cryptosporidiosise sebep olan etkenler; Apikomplexa kokii, Sporozoa sinifinda yer

alan Cryptosporidium soyuna bagli protozoonlardir. Bu soyda hastaliga sebep olan



bir¢ok tiirden bahsedilse de yapilan epidemiyolojik taramalar, zoonotik onemi ile
dikkat ¢eken ve memelilerdeki baslica tiir olan Cryptosporidium parvum’un diinyada
oldukca yaygin oldugunu gostermistir (Dubey ve ark. 1990, Fayer 2008, Anonim
2019Db).

Cryptosporidium 1885 yilinda ilk defa Clarke tarafindan fark edilip “fare
mide epiteli lizerinde yer alan spor kiimeleri” seklinde bildirilmistir (Fayer ve Ungar
1986; Dubey ve ark. 1990; Fayer 2008). Eski Yunancada “sakli kist” anlamina gelen
Cryptosporidium Tyzzer tarafindan 1905 yilinda gastrik mukoza hiicrelerinde
gosterilmistir. 1912°de Cryptosporidium parvum Tyzzer tarafindan ilk kez tiir
diizeyinde laboratuvar farelerinin ince bagirsaklarinda bulunarak tanimlanmis ve
etkenin olusturdugu hastalik cryptosporidiosis olarak adlandirmistir (Fayer ve Ungar
1986, Fayer 2008).

Cryptosporidium  enfeksiyonlarinin ~ civcivlerin - sekal epitelinde ilk
tanimlanmast Tyzzer (1929) tarafindan yapilmistir. Slavin (1955) yeni bir tiir olarak
isimlendirdigi C. meleagridis’in geng¢ hindilerde mortaliteye sebep oldugunu
bildirmistir. Evcil kazlarda Cryptosporidium anserinum olarak isimlendirilen tiirii
(Proctor ve Kemp, 1974) ve etlik piliclerde (Fletcher ve ark. 1975) bursa Fabricius’ta
Cryptosporidium ilk kez bildirilmistir. Ayrica Current ve ark. (1986) evcil tavuklarda
C. baileyi isimli tiirdi, yine tavuklarin proventrikulusunda Pavlesek (1999) tarafindan

C. galli tiiriinii tanimlamiglardir.

Giliniimiizde insan ve hayvanlarda baz tiirlerin isimleri tartisilsa da yaklagik
30-35 adet Cryptosporidium tiirii tespit edilmis olup, biitiin diinyada C. parvum ve C.
hominis tiirlerinin en yaygin tiirler oldugu bildirilmistir (Fayer ve Ungar 1986, Zhou
ve ark. 2004, Nakamura ve Meireles 2015, Ryan ve ark. 2016, Thomson 2016,
Anonim 2019b). Ayn1 zamanda birgok hayvan tiirii ve insanlarda da 40 civarinda
genotip ve subtip olarak bildirimler mevcuttur (Fayer ve Xiao 2008, Ryan ve ark.
2014, Thomson 2016, Anonim 2019b).



Cryptosporidium tiirleri apikompleksan intraseliiler parazitler olup canlilarin
solunum, bosaltim ve sindirim yollarinin epitelyal hiicrelerinin mikrovilluslarini

enfekte ederler (Fayer ve Xiao 2008).

Lager tarafindan 1911 senesinde Cryptosporidium tiirlerinin siniflandirmasi
yapilmustir. Okaryotik protozoon olan Cryptosporidium tiirlerinin DNA’lar1 bir ¢ift
zarla etrafi cevrili olarak niikleus ig¢inde bulunmaktadir. Cryptosporidium tiirleri,
Apicomplexa bolimi, Sporozoa sinifi, Coccidia alt sinif, Eucoccidida takimi,
Eimeriorina alt takimi, Cryptosporididae ailesi, Cryptosporidium cinsine dahil olarak

smiflandirilmistir (Fayer ve Xiao 2008).

Sistematikteki Cryptosporidium etkenlerinin ayrintili  siiflandirilmasi
asagida gosterilmistir (Xiao ve ark. 2004, Fayer ve ark. 2010, Karaer ve Dumanli
2010).

Alem: Protista
Kok: Alveolata
Kokalti: Apicomplexa, Levine, 1970
Smif: Coccidea, Leuckart, 1879
Dizi: Cryptosporiida
Aile: Cryptosporidiidae Leger, 1911
Soy: Cryptosporidium, Tyzzer, 1910
Onemli Tiirler: C. parvum, Tyzzer, 1912
C. hominis, Morgan-Ryan ve ark. 2002

C. andersoni, Lindsay, Upton, Owens, Morgan, Mead ve
Blagburn 2000



Insan ve hayvanlarda tespit edilen 6nemli ve yaygin Cryptosporidium tiirlerinin

ookist biiyiikliikkleri, bulunduklar1 ana konaklar ve zoonotik durumlarini iceren

C. bovis, Fayer, Santin, Xiao 2005

C. ryanae, Fayer, Santin, Trout 2008

bilgiler Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Insan ve hayvanlarda bulunan énemli Cryptosporidium tiirleri ve bazi 6zellikleri (Fayer

2008, Smith 2008, Plutzer ve Karanis 2009, Anonim 2019a).

Ortalama ookist arahg: insan
Tiirler Yerlesim Yeri Ana Konak .
(nm) Enfeksiyonu
C. andersoni Mide, abomazum Sigir 7.4x55/6.0-8.1x5.0-6.5 Yok
o Trake, Bursa
C. baileyi gl Kanath 6.2 X 4.6/5.6-6.3 x 4.5-4.8 Yok
Fabricius, Kloka
C. bovis Ince bagirsak Sigir 4.9x4.6/4.8-5.4 x 4.2-4.8 Yok
C. canis Ince bagirsak Kopek 5.0x4.7/3.7-5.9 x 3.7-5.9 Var
C. felis Ince bagirsak Kedi 5.0 x4.5 Var
C. galli Proventrikulus Tavuk, Kuslar 8.3 x6.3/8.0-8.5x6.2-6.4 Yok
C. hominis Ince bagirsak Insan 5.2x4.9/4.4-59x4.4-54 Var
C. meleagridis Ince bagirsak Hindi 5.2x4.6/45-6.0 x4.2-5.3 Var
C. molnari Bagirsak Balik 4.7x4.5/3.2-55x3.0-5.0 Yok
C. muris Mide Rodent 7 x5 Var
Memeliler
. (Ciftlik
C. parvum Ince bagirsak 4.5x5.5 Var
hayvanlar),
insan
) Bagirsak, nadiren
C. scophthalmi . Balik 4.4x3.9/3.7-5.0 x 3.0-4.7 Yok
mide
C. serpentis ? Siiriingenler 2.8x3.6 ?
C. suis Ince bagirsak Domuz 4.6 x 4.2/14.4-4.9 x 4.0-4.3 Var
C. varanii Ince bagirsak Siirtingenler 48x4.7/48-51x4.4-4.8 Yok
L . Gine domuzu,
C. wrairi Ince bagirsak 5.4 x 4.6/4.8-5.6 x 4.0-5.0 Yok
kobay
C. ryanae Sigir ? 3.7x3.2 ?
C. fayeri Kanguru Ince bagirsak 4.9x4.3 ?




1.2. Morfoloji

Cryptosporidium tiirleri kiigiik ookistlere sahip olup yaklasik 4.5-5.4 x 4.2-
5.0 p ¢apinda yuvarlak ve oval sekillidir (Sekil 1). ince ve kalin duvarli ookistlerin
buytiklikliikleri gelisme donemlerine gore farklilik gosterip 4 adet sporozoit ve
ookist kalintis1 igerirler (Dubey ve ark. 1990). Sporozoitler 5.2x1.2 um boyutlarinda,
hareketli, virgiil seklinde ince bir zarla gevrilidir (Thompson ve ark. 2005). Bu
sporozoitler apikal olusumlar1 ile konak bagirsak hiicrelerinin apikal yiizeyindeki
hiicrelere tutunarak bu hiicrelere girerler (Sears ve Kircpatrick 2001). Dis gevre
kosullarina kars1 fazlaca direncli olup atildig1 an itibariyle enfektif olan ookistlerdir

(Fayer ve Xiao 2008).

sporozoit
ookist kalirtisi

Cryptospornidium ookisti

Sekil 1. Cryptosporidium ookistinin morfolojik yapisi (Alvarez-Pellitero ve ark. 2004’den
faydalanilmistir).



Ookistler; parlak alan, faz-kontrast veya diferansiyel interferans kontrast
mikroskobu ile tespit edilebilir. Dogru dl¢limler yapmak i¢in ookistler su gibi bir
ortamda siispansiyon haline getirilmelidir. Ookistler kiigiik olduklar1 i¢in, varliklarin
dogrulayabilmek icin yiiksek biiyiitme hedefleri kullanilmahdir. Olgiimler 100X
objektifle yapilmalidir. Bu yontemler genellikle konsantrasyona tabi tutulmamis
diskilardaki ookistlerin saptanmasi i¢in tavsiye edilmemektedir. Ancak saflastirilmig
ookistlerin tespiti i¢in kullanilabilir (Fayer ve Xiao 2008). Insanlar, evcil ve yabani
hayvanlar1 enfekte eden biiyilk ve kiigiik Cryptosporidium tiirleri Tablo 2’de

gosterilmistir.



Tablo 2. insanlar, evcil ve yabani hayvanlari enfekte eden biiyiik ve kiigiik Cryptosporidium tiirleri
(Fayer ve Xiao, 2008).

Bulundugu Konak Biiyiik tiirler Kiigiik tiirler

Deve C.andersoni, C.parvum?

Kedi C. felis

Sigir C.parvum, C. bovis, C.andersoni C.suis

deerlike genotype

Tavuk C. baileyi C. meleagridis, C.galli
Cakal C. canis ¢akal genotipi

Geyik C. parvum

Geyik C. parvum geyik genotipi

Kopek C. canis

Ordek ve kaz Kaz genotipi Ive Il C. baileyi, 6rdek genotipi

Balik C. scophthalmi, C. molnari

Tilki C. canis tilki genotipi C. canis, kopek genotipi, tilki

genotipi Il
Kegi C. parvum
Gine C. wrairi
At At genotipi
Insan C. hominis, C. parvum C. meleagridis, C.felis, C. canis,
C. baileyi
Kertenkele C. serpentis, C. varanii Kertenkele genotipi

Fare C. muris, fare genotipi

Sican Sigan genotipi [ Sican genotipi I1
Domuz C. suis Pig genotip Il
Koyun Geyik genotipi 1-3, sigir genotipi C. parvum, koyun genotipi
Yilan C. serpentis C.varanii, yilan genotipi
Sincap C. muris, sincap genotipi

Hindi C. meleagridis, C. baileyi

1.3. Biyoloji

Monoksen bir gelisim gosteren Cryptosporidium tiirleri fekal-oral yolla
bulasma gosterirler. Cryptosporidium’lar tim yasam siklusunu tek bir konakg¢ida

gecirerek gelismelerini aseksiiel ve seksiiel olarak siirdiirtirler (Sekil 2). Ookistlerinin



konaker1 i¢inde sporlanmasi ve diskiya gectigi anda enfeksiyon olusturabilmesi onlari

diger coccidialardan ayiran 6nemli bir 6zelliktir (Fayer ve Xiao 2008).
Cryptosporidium’un yasam dongiisii evreleri sirastyla (Fayer ve ark. 2008):
1. Ekskistasyon
2. Merogoni (Aseksiiel Cogalma)
3. Gametogoni (Seksiiel Cogalma)
4. Dollenme (Fertilizasyon)
5. Ookist duvarinin olusmasi

6. Sporogoni
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Sekil 2. Cryptosporidium tiirlerinde genel biyoloji (Fayer ve Xiao 2008).

Konakgilarin digkilart veya solunum yolu sekresyonlari ile ¢ok sayida ookist
cevreye atilir. Cevreye yayilan bu ookistler duyarl konakgilar tarafindan kontamine
su ve gidalarla sindirim yoluyla, konjuktiva araciligiyla ya da solunum yoluyla
alinirlar. Gastrointestinal sistemde sporlanmis kalin duvarl ookistlerin safra tuzlar
ve sindirim enzimlerinin etkisiyle agilmasiyla 4 adet hareketli sporozoit serbest hale

gecer (De Graff ve ark. 1999, Sears ve Kirkpatrick 2001, Thomson ve ark. 2005,
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Fayer 2008). Sindirim yoluyla konak tarafindan alinan ookistlerin ince bagirsakta
acilmasi "ekskistasyon” olarak adlandirilir. Ookistin agilmasinda etkili olan faktoérler
arasinda pankreatik ve proteolitik enzimler, safra tuzlari, viicut 1sis1 ve sindirim
sistemindeki degisik indirgeyici enzimler siralanabilir. Karekteristik etmenler
olmaksizin da ekskistasyon gerceklesebilmektedir. Ornegin 1lik mukozal sivi
icersinde ookistler agilabilmektedir. Bu durum konjuktiva, solunum sistemi, vajina,
uterus, ovaryum, testisler, lenf nodiilleri, safra kesesi gibi, ekstraintestinal yerlerde de
enfeksiyonlar olusturarak otoenfeksiyonu desteklemektedir (Dubey ve ark. 1990,
Thompson ve ark. 2005, Fayer 2008).

Acilan ookistlerden serbest kalan sporozoitler baglayict proteinleri ile
bagirsak epitel hiicrelerinin ylizeyine tutunarak aseksiiel ve seksiiel olarak ¢cogalirlar

(De Graff ve ark. 1999).

Muz dilimi seklindeki sporozoitler tutundugu konak epitel hiicresinde konak
hiicresi ve parazit kokenli 2 membrandan olusan parazitofor vakuoller iginde
intraseliiler-ekstrasitoplazmik  olarak bulunurlar. Epitel hiicrelerde bulunan
sporozoitler belirgin ¢ekirdege sahip olan yuvarlak sekilli trofozoitlere doniisiirler.
Olusan bu trofozoitlerin aseksiiel (merogoni) ¢ogalmasiyla dénce 6-8 merozoitli tip |
merontlar daha sonra 4 merozoitli tip I merontlar meydana gelir. Tip | merozoitlerin
bazilar1 tekrar yeni bir konak hiicresine gegerek kuvvetli bir otoenfeksiyon siklusu
baglatirken bazilar1 ise zigotu olusturmak iizere seksiiel ¢ogalmaya baglar. Tip 1l
merozoitler, mikro ve makrogamont olarak farklilasarak gametogoni yoluyla
cogalirlar. Mikrogamontlar yogun ve kiiciik ¢ekirdekli olup gelismelerini siirdiirerek
11-16 mikrogamet meydana getirirler. Glikojen ve amilopektin graniillerinden zengin
makrogamontlar ise makrogamet halinde gelismelerini siirdiirtirler (Current ve ark.
1986, Berger 2006, Ozcel ve ark. 2007, Fayer 2008, Fayer ve ark. 2008, Fayer ve
Xiao 2008).

Bagirsak liimeninde serbest olarak bulunan mikrogametler konak hiicre

membranindaki makrogametle birlesirler. Makrogamet ile mikrogametin birlesmesi
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sonucu zigotun olusmasi ile fertilizasyon gergeklesmis olur. Mikrogametler kamgisiz
ama hareketlidir. Makrogametlerde konak hiicrenin membranina yapigsmis olarak
bulunurlar. Bu mikrogametlerin makrogametleri dollemesi sonucu zigot ve daha

sonra ise ookist meydana gelir (Ozcel ve ark. 2007, Fayer 2008).

Tip II merozoitlerden zigota kadar olan donem eseyli iireme sekli olan
gametogonidir. Ookist duvarmin olugmasi ile olusan zigot, viicut igerisinde
sporogoni yoluyla c¢ogalarak 4 sporozoitli sporlanmis ookistleri meydana getirir.
Boylece sporogoni evresi tamamlanmis olur. Ookistler sporlanmis olarak cevreye
atilirlar. Cryptosporidium tiirlerinde iki tip ookist sekillenir; birincisi kalin cidarlidir
ve (yaklasik %80 kadari) viicut disina atilarak, duyarli konakgilarda enfeksiyona
sebep olur. Digeri ise ince cidarli oositlerdir (yaklasik %20 kadari) ve viicut i¢inde
acilarak otoenfeksiyonlar meydana gelmesine sebep olur. Cryptosporidium tiirlerinde
prepatent siire ¢esitli hayvan tiirlerinde 2-9 giin arasinda gdzlenirken, patent siirenin
birka¢ giinden birka¢ haftaya kadar degisebildigi belirlenmistir (Tzipori ve Ward
2002, Fayer ve ark. 2008, Xiao ve Fayer 2008, Seving ve Dik 2015).

Sporozoit ve merozoitler arasindaki bir ge¢is asamasi olan trofozoitler
(Thompson ve ark. 2005) yuvarlak veya oval, 2x2.5 um biiyiikligiinde olup konakgi
bagirsak epitelyum hiicreleri mikrovilluslarinda meydana getirilen, intraselliiler-
extrasitoplazmik vakuoller i¢inde bulunurlar (Crawford ve Vermund 1988, Dubey ve
ark. 1990).

Merozoitlerin I ve II tipleri yuvarlak ya da yarim ay seklinde ve 1x5 pm
biiyiikliigiindedir. Mikrogametositler ikinci tip merozoitlerin farklilagmas: sonucu
olusup, 4x5u biyiikliigiinde olup kisa siire i¢inde mikrogametleri olusturmalari
nedeniyle her zaman goriinmezler. Mikrogametler (erkek) 0.4x0.95 um
biiyiikliigiinde ve ¢ivi seklindedirler. Makrogametositler (disi) kiigiik ¢ekirdekli ve
kiiremsi sekillidir (Boch ve ark. 1982).
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1.4. Cryptosporidiosis de Epidemiyoloji-Bulagsma

Monoksen gelisen ve konak spesifitesi gostermeyen zoonoz karakterde olan
Cryptosporidium tiirleri insan ve hayvanlarda ince bagirsak, mide, solunum sistemi,
bursa Fabricius, trake, safra kesesi ve pankreas gibi organlarda tespit edilmistir
(Seving ve Dik 2015).

Ozellikle hayvanlarda Cryptosporidium enfeksiyonlarm da etkili olan risk
faktorleri; yas, ookistlerin ¢evre kosullarina dayanikli olmasi, fekal-oral bulagsma, su
ve gida ile salgin olusmasi, mevsimsel kosullar, uzun kis kosullar1 nedeniyle
hayvanlarin kapali ortamda kalmasi, dogum o&ncesi ve sonrasi donem, siril
biiyiikliigii, yetistirme tipi, besleme tipi, gen¢ ve yaslhh hayvanlarin bir arada
barindirilmasi, igme suyu sekli (ahir/ahil igi veya dist), altlik-yemlik tipi ve temizligi,
toplu olarak enfekte dere, cay, gélet vb. yerlerden su igilmesi, isletmede subklinik
vakalarin olmasi, ahir/agil hijyen durumu, siiriide eski ve yeni ishal vakalarinin
goriilmesi, dogum sonrasi kolostrum verilmemesi, sagim oncesi meme temizligi vb.

olarak bildirilmektedir (Sar1 ve Arslan 2012).

Firsatg1 (oppurtunistik) bir protozon olan Cryptosporidium tiirleri insan ve
hayvanlarda neonatal donemde yogun ve siddetli enfeksiyonlar olusturmasi yaninda
bagisiklik sisteminin giigsiiz oldugu hayvan ve insanlarda (AIDS ve immun sistemi
baskilayan ilag kullanimi, operasyonlar ve yetersiz beslenme gibi) daha yaygin
goriilmekte ve siddetli enfeksiyonlar olusturabilmektedir. Ozellikle hayvancilikla
ugrasan insanlarda, genclerde ve bagisilik sistemi zayif insanlarda goriilmektedir
(Seving ve Dik 2015). Bulagsma enfekte konaklarin digkilariyla atilan ookistlerle
kontamine i¢me sular1 ve gidalarla oral yolla alinmasi ile gerceklesmektedir.
Ookistlerin sounum yoluyla da bulasabilecegi bildirilmistir. insanlarda bulasma
enfekte hayvanlarla direkt temas, kontamine su ve ¢ig gidalar ya da insanlarin
birbirleriyle direkt temas: ile olmaktadir (Cetinkaya 2004). Cryptosporidisis;

cocuklar, kotii beslenen kisiler ile AIDS hastalari, kanser i¢cin kemoterapi goren
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hastalar, organ nakli gerceklestirilen kisiler, immun supresif hastalar gibi immun

sistemi zayiflamis kisiler i¢in daha ciddi bir enfeksiyondur (Fayer ve ark. 2000).

Bulasma direkt oral yolla, igme sulariyla, kirli sularla kontamine olmus
tarimsal triinlerle, yiizme havuzlariyla ve partnerler arast Seksiiel yolla
olabilmektedir (Keusch ve ark. 1995). Ookistlerle kirlenmis sularin kullanilmasinin,
iyi yikanmamis sebze ve meyvelerin yenmesi veya uygun sekilde pastorize
edilmemis siitlerin i¢ilmesinin de bulasmada rol oynadig bildirilmektedir (Harp ve
ark. 1996, Steiner ve ark. 1997). Hayvandan insana bulagsmada yogun olarak kuzu ve
buzagilar etkili olmasina ragmen kopek, kedi yavrulari, kemirici ve kanatlilar da rol
oynamaktadir. Kirsal alanlarda yasayanlarin bu hayvanlarla temas: sonucu bulasma
sekillenmektedir. Ayrica insan ve hayvan diskilarindan elde edilen giibrelerin,
sulamada kullanilan kontamine sularin, ¢iftlik calisanlarinin toprakla bulasik
ellerinin, sebze yetistiricilerinin sebzelerin kontaminasyonunda 6nemli rolleri vardir
(Fayer ve ark. 2000, Ryan ve ark. 2016). Yine kontamine su ile sulanmig sebzelerden
havug, salatalik, domates, kirmizi-turp ve marulda Cryptosporidium ookistlerinin
tespit edildigi bildirilmistir (Terzi 2005). C. parvum hayvanlar arasinda besi ve siit
sigirlarinda, koyun ve domuzlarda olduk¢a yaygin olarak bulundugu i¢in hayvansal
kaynakli gida maddeleri de biiylik risk tasimaktadir. Ayrica sigir ve koyunlarin
kesilmesi sirasinda karkas ve tiiketilebilir sakatatlar ookistlerle kontamine olmaktadir
(Fayer ve ark. 2000). Insandan insana bulasmada aile ici ve toplu yasanan yerlerde
(kres, cocuk yuvasi) genel hijyen kurallarina uyulmasi gerekmektedir (Sarikaya
2004). Cryptosporidium parvum’un bulagma yollar1 ve epidemiyolojisinde rol alan
faktorler Sekil 3’te gosterilmistir (Xiao ve Fayer, 2008).

Insanlarda cryptosporidiosisin salgin halde gériilmesinde ruminantlar ve
ozelliklede sigirlar 6nemli rol oynar. Bu hastaliga neden olan tiirlerden C. parvum
tirii ana zoonotik tiir olup, insan olgularina kisilerin ¢iftlik ziyaretleri ya da
buzagilarla direkt temasi sonucu rastlanilmaktadir. Cryptosporidium tiirlerinin
bulagsmasinda, gen¢ ruminantlar ve Ozellikle neonatal donemdeki hayvanlar risk

faktorii olarak rol oynamaktadirlar. Ciinkii C. parvum enfeksiyonlarina 30 giinliikkten
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biiylik hayvanlarda nadiren rastlanmakta ve yasli hayvanlarda atilan ookist sayis1 da
diismektedir. C. andersoni ve C. bovis tiirleri yagh hayvanlarda daha yaygin olarak
goriilmektedir. (O’Handley ve ark. 1999). Yetistirme tipi (kapali veya yar1 agik)
iklim, hayvanlarin merada olup olmamasi, yaslilarla bir arada bulunma, atlik
durumu, su i¢gme diizeni, su igme sekli, altlik temizleme bigimi ve sikligi, hayvan
sayis1, farkli yas gruplarindaki hayvanlarin hayvanlarin ayni bélmelerde bulunmasi
gibi cesitli faktorler cryptosporidiosisin yayilisinda etkili faktorler olarak sayilabilir.
Bunun i¢in hijyen, giivenli su ve yetistirme tiplerine dikkat edilmelidir (Thompson

ve ark. 2005, O’Handley ve Olson 2006, Nichols 2008).
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Sekil 3. Cryptosporidium parvum’un bulagma yollar1 ve epidemiyolojisinde rol alan faktorler (Fayer
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Cryptosporidium tiirlerinin diinyanin bircok bdlgesinde insanlarda ve
hayvanlarda olusturdugu enfeksiyonlar  son 40-50 yilda ¢ok fazla dikkat
cekmektedir. Enfeksiyonun prevalansi iilkeler arasinda farklilik gosterse de diinyanin
degisik bdlgelerinden cesitli hayvan tiirlerinde ve insanlardan bildirilmistir. Ozellikle
su ve gida kaynakli bulasan hastaliklar igerisinde paraziter etkenlerden Giardia ve
Cryptosporidium konusunda son yillarda ¢ok sayida arastirma ve bildirim

yapilmaktadir.

Cryptosporidium insanlarda ilk kez 1976 yilinda ABD’de 3 yasinda, immiin
sistemi saglam, ishal ve karin agrist olan bir gocukta ve 39 yasinda sindirim
sisteminde emilim bozuklugu olan, immiin sistemi baskilanmis bir erkekte tespit
edilmis olup ilk iki cryptosporidiosis vakasi olarak rapor edilmistir (Casemore ve
ark. 1985, Tirk¢apar 2001). Cryptosporidium tiirlerinin prevalansi, temizligin ve
sanitasyon dnlemlerinin tam uygulanmadig: gelismemis ve gelismekte olan tilkelerde
daha yiiksek saptanmistir (Chen ve ark. 1992, Chacin-Banilla ve ark. 1993).
Gelismekte olan iilkelerde hastaligin yayginliginin endiistrilesmis tilkelere oranla ¢ok
daha yiiksek bulundugu ve bu durumun endistrilesmis {iilkelerde igme suyuna
uygulanan etkili temizlik ve dezenfeksiyon yontemlerine bagli oldugu ileri

stiriilmektedir (Fayer ve Xiao, 2008).

Son yillarda, AIDS’li ve immun sistemi baskilanmis olanlarda agir seyirli
ishallere sebep olan patojenlerden C. parvum’un klinigi ve epidemiyolojisine iligkin
ayrmtili bilgiler verilmistir. C. parvum calismalari, sulardan kaynakli salginlarin
rapor edilmesiyle de hizlanmistir. Ik igme suyu kaynakli salgin 1985’de Kuzey
Amerika’da C. parvum’un i¢gme su kaynaklarimi kontamine etmesiyle rapor
edilmistir. 1993 Nisan aymda ise en biliylk su kaynakli salgin Milwaukee-
Wisconsin’de gerceklesmis olup 403.000 semptomatik vaka belirtilmistir. Yine ayni
yillarda kontamine gida tiiketimi ile olusan Ccryptosporidiosis vakalar1 da belirtilmistir

(MacKenzie ve ark. 1994, Over 1996, Strausbauhgh, 2000).
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Cryptosporidium yiiksek oOlgiide klora dayaniklidir. Sonu¢ olarak, i¢cme
sularindan bertaraf edilmesi olduk¢a zordur (Binkley 2015). Cryptosporidium
enfeksiyonlarinda su ile gecis icme sulari, eglence amagli kullanilan sular ve tarimsal
alanlarda kullanilan sulama sulariyla olmaktadir. Sularda yapilan bir ¢alismada 66
icme su Orneginin % 27’sinde C. parvum ookistlerine rastlanmistir. Yiizey su
kaynaklarinin ise % 66-97’sinde C. parvum ookistlerinin var oldugu gosterilmistir
(Turk¢apar 2001). Kuzey Amerika’da 1985-1994 yillar1 arasinda igme suyu
kaynaklarmin C. parvum ile kontamine olmasi nedeniyle 12 salgin gergeklesmistir.
Bu salginlarda ikisinde immunsistemi baskilanmig popiilasyonundaki 6liim oranlari

% 52-68 arasinda olmustur (MacKenzie ve ark. 1994).

Cryptosporidium enfeksiyonlarinda inkiibasyon periyodu 5-7 giin arasinda
degismektedir. Insan ve hayvanlar tarafindan diski ile atilan ookistler cevre
kontaminasyonunda 6nemli rol oynar. Atilan ookistlerin ¢ogunlugu sporlanmis
olarak bir kismi ise 2 giin i¢inde sporlanmay1 tamamladig: i¢in kisa bir siire i¢inde
baska canlilar1 enfekte edebilir. Ookistlerin dis ortamda ve dezenfektanlara karsi
direngli olmalar1 da enfeksiyonun yayilisinda olduk¢a Onemlidir (Seving ve Dik
2015, Bogan 2018). Ayn1 zamanda ¢ok sayida ookist atilmasi ve az sayida ookistin
alinmasiyla enfeksiyon gerceklesebildigi igin Cryptosporidium enfeksiyonlar
kolayca yaygmligim devam ettirebilmektedir. Ornegin buzagilarda 30 ookist
enfeksiyonun olusmasi i¢in yeterlidir. ishalli gen¢ buzagilar gram diskida 10”°den
daha fazla ookist atarlar. Konaktan atilan ookistler enfektiftir. Sigirlarda C.
parvum’un prepatent siiresi 2-7 giin olup, enfekte hayvanlar digkilar1 ile 2-3 hafta
kadar (ortalama 10 giin) ookist ¢ikarirlar (Fayer 2008, Wyatt ve ark. 2010, O’Hara ve
Chen 2011). 83-123 arasinda ookistin sularda enfeksiyon olusturmak igin yeterli
oldugu belirtilmistir (Chappell ve ark. 2006).

1.5. Patogenez ve Klinik-Patolojik Bulgular

Enfeksiyon protozonlarin epitel hiicrelerin mikrovilluslarinin fircamsi

kenarlarina tutunarak bagirsak mukozasinin fonksiyonlarini bozmasiyla baglar.
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Sindirim  sisteminde ince bagirsak mikrovilluslarinin  atrofisi  sonucunda
malabsorbsiyon ve laktoz aktivitesinde azalma meydana geldigi, bunlara bagli olarak
da fircams1 kenarlarda ki maldigesyonun orta siddetli bir ishale neden oldugu ileri

stiriilmektedir (Xiao ve Fayer 2008).

Cryptosporidiosis de ishal gelismesinde rol oynayan faktorler arasinda
Cryptosporidium’larin epitel hiicreleri istilasi ile epitel biitiinliigiiniin bozulmast,
enfeksiyona bagli olarak bagirsak fonksiyonlarinin  bozulmasi, parazitten
enterotoksin salgilanmasi ve konagin enfeksiyona verdigi cevap seklinde sayilabilir.
Cryptosporidium enfeksiyonlarinda, mukozal bariyer bozulur ve bunun sonucunda
makro molekiillerin permaabilitesi artar. Artan permaabiliteye bagli olarak bagirsak
epiteli igerisinde bulunan iyonlar ve su tekrar liimene atilir ve limen igi sivi

miktarinda artis olur (Thompson ve ark. 2005).

Hastalikta goriilen en belirgin semptom sari sulu pis kokulu bir ishal
tablosudur. Istahsizlik, dehidrasyon, kas titremeleri, kilo kayb1, killarda karisiklik ve
ates eslik eden diger belirtilerdir. Hastaligin ilerlemis donemlerinde ishalin mukus,
fibrin, gaz kabarcig1 ve kan izleri tagidig: bildirilmektedir. Cryptosporidiosis yliksek
morbidite ve diisiik mortalite ile seyreden bir enfeksiyondur. Bu protozoonun diger
enteropatojenlerle (Giardia, Eimeria gibi protozoonlar, E.coli ve Proteus grubu
bakteriler ile Rota ve Corona viruslar) birlikte ortaya ¢iktigi enfeksiyonlarda klinik
bulgularin daha siddetli ve 6limiin daha fazla oldugu saptanmistir (Thompson ve
ark. 2005, Xiao ve Fayer 2008, Anonim 2019a).

Tavuklarda ve hindilerde sindirim sistemiyle alinan C. meleagridis bursa
Fabricius ve kloaka da enfeksiyon olusturur. Ishalle karakterize olan enfeksiyonun
hindilerde mortalitesi distiktiir. C. baileyi; tavuk, ordek, hindi gibi kanatlilarda
Olimle sonuglanabilen solunum sistemi enfeksiyonlarina neden olur. Geng
bildircinlarda bazen tablo agirlasir ve %90’a varan oliimle sonuglanabilir. Klinik
olarak; depresyon, hiriltili solunum, g6z ve burundan akintinin gelmesi, solunum

gicliigii, aksirma, kuvvetli 0ksiiriik, anoreksi, konjiktivitis ve infraorbital sinuslarda
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sisme oldugu tespit edilmistir. Ancak bursa Fabricius ve kloaka enfeksiyonlarinda
klinik belirti gézlenmemistir (Current ve ark. 1986, De Graff ve ark. 1999, Sreter ve
Varga 2000).

Bagirsak cryptosporidiosisinde otopsi bulgusu olarak bagirsaklarda gazli bir
sislik, bagirsak limeninde kan veya mukoid sivi, acik sart sulu igerik, intestinal
mukozada konjesyon, mezenteriyel lenf yumrularinda 6dem ve biiyiime gorildigi
gozlenmektedir. Ancak bu bulgular tam1 i¢in yeterli degildir. Buzagilarda
Cryptosporidium ookistlerinin ince bagirsaklarin distal kisminda bulundugu ve ileum
mukozasinda degisikliklerin ¢ok siddetli oldugu belirlenmistir. Bu bdlgelerin
hiperemik ve ileumun bazi boélgelerinde sislik goriildiigi, mukoza kalinligindaki
azalma enfeksiyonun klinik siddetine gore degismektedir. Yine bagirsak villuslarinda
farkli derecelerde ddem, yapisma ve atrofi gézlenmektedir (Ozer 1990, Thompson ve
ark. 2005, Anonim 2019b).

Kanatlilarda, Cryptosporidium’lar daha ¢ok larinks, trake gibi solunum
sistemi organlarina yerlesirler. Bu sistemde olusturduklar1 makroskobik bulgular;
burun delikleri, infraorbital sinuslar ve tracheada bol mukus, sinuslarda sisme, hava
kesesinde opaklagma, akcigerlerde kirmizi-gri benekli bir gériinim ve mukozalarda
nekroz, inflamasyon olarak bildirilmektedir (De Graff ve ark. 1999, Sreter ve Varga
2000, Anonim 2019b). Kiigiikerden ve ark. (1997), Elaz1g yoresinde 1-45 giinliik 454
civcive ait bursa Fabricius ve ince bagirsaktaki incelemeleri sonucu %8,1 bursal,
%4,4 intestinal cryptosporidiosis bulmuslardir. Patolojik muayenelerde ise
bagirsaklarda sulu icerik, villuslarda atrofi, mononiiklear hiicre infiltrasyonu, bursa

fabricusda ise yangisal reaksiyon, lenfoid follikiillerde atrofi saptanmustir.

Histopatolojik olarak ileum mikrovilluslarinda sisme, kisalma ve atrofi,
lamina propriada fazla sayida mononiiklear hiicre ve nétrofil infiltrasyonu goriiliir.
Ayrica intestinal kanalda hiicre dokiintilleri ve mikrovillus epitellerinde
Cryptosporidium’larin degisik formlar1 histopatolojik incelemelerde goriilmiistiir

(Ozer 1990). Klinik bulgu gdstermeyen abomazum cryptosporidiosisinde bez
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liimenlerinde genisleme ve epitel hiicrelerinde atrofi gibi bulgulara rastlanmustir.
Enfeksiyon sirasinda yapilan mikroskobik muayenelerde abomazum bez epitel
hiicrelerine tutunmus cok sayida ¢esitli evrelerdeki Cryptosporidium ’lar gérilmiistiir

(Thompson ve ark. 2005).

Kanatlilarin bursa Fabricius enfeksiyonlarinda klinik ve makroskobik
bulgular gozlenmemektedir. Buna karsilik histopatolojik olarak plikalar1 doseyen
epitel hiicrelerinin mikrovillus kenarlarinda c¢ok sayida Cryptosporidium larin
gelisme evrelerine, plikal epitellerde hiperplaziye ve heterofil infiltrasyonuna
rastlanmaktadir. Yine kanatlilarin, solunum sistemi epitel hiicrelerde hipertrofi ve
hiperplazi supepitelyal bag dokuda lenfosit, plazmosit, histiyosit ve heterofil
infiltrasyonu goriilmektedir (Bermudez ve ark. 1984, De Graff ve ark. 1999, Sreter
ve Varga 2000).

1.6. Cryptosporidiosis de Teshis

Cryptosporidium tiirlerinin teshisi, Tablo 3’te goriildiigii gibi; mikroskobik
teknikler (direkt diski muayenesi), serolojik-immunolojik yontemler, flow sitometri,
histopatolojik ve molekiiler yontemler olmak iizere 5 farkli bicimde konulmaktadir
(Shams ve ark. 2016, Anonim 2019a). Ayrica 1990’11 yillardan gliniimiize kadar
sularda C. parvum teshisinde cesitli giincel metodlar gelistirilmistir (Betancourt
2002). Su oOrneklerinde hazirlanan  preparatlar  degisik metodlar ile
boyanabilmektedir. Bu boyama metodlar1 icerisinde; Iodine boyama, Giemsa
boyama, Trikrom boyama, Auramine-Rodamin boyama, modifiye Ziehl-Neelsen
boyama, Acridine Orange boyama ve modifiye Koster metodu siralanabilir
(Casemore 1991, Murray ve ark. 1994).

Cryptosporidium’larin  klinik tanis1 oldukca giictiir. Tipik semptomlara
bakilarak hastaliktan siiphe edilebilir. Akut Cryptosporidium enfeksiyonlarinda en

kolay tani digk: ile atilan ookistlerin goriilmesi ile konulabilir. Direkt mikroskobik
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incelemede Cryptosporidium ookistleri mayalarla benzerlik gosterdigi i¢in boyasiz

preparatlarda Cryptosporidium ’lari tanimak giigtiir (Sreter ve Varga 2000).

Cryptosporidium’larin teshisi amaciyla safranin-methylen blue, karbol-
fuksin, Asit-fast, Auramine-Rhodamine, Acridine Orange, giemsa, nigrosin, Kinyon
asit-fast, Ziehl-Neelsen ve modifiye asit-fast gibi boyama yontemlerinin kullanildigt
bildirilmigtir. Asit-fast yontemiyle boyanan Cryptosporidium ookistleri parlak
kirmizi renkte goriliir. Genelde sik yapilan laboratuar tanisinda zor olmayisindan

kisa siirede sonug¢ alinmasi sebebiyle en c¢ok kullanilan teknik diski boyamadir

(Sungur ve ark. 2008).

Immunolojik tamda kullanilan ydntemler Immuno Fluorescene Assay (IFA)
ve Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) testleridir. ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) yontemi hem hizli hem de kolay uygulanabilir olmasi
nedeniyle diskida Cryptosporidium ookistlerinin tespitinde kullanilabilecek uygun
bir yontemdir. Genel anlamda ELISA testinin duyarliligit %93, ozgilligi ise
%99°dur. Giardia lambia veya diger parazitlerle ¢apraz reaksiyon vermez Ve
genellikle 9%10’luk formalin ¢ozeltisinde saklanan Orneklerle c¢alisilmaktadir.
Cryptosporidium larin immunolojik teshis yontemlerinden bir taneside monoklonal
antikor kullanilarak yapilan IFA (Immuno Fluorescene Assay) testi olup bu testin
Ozgiilliigli oldukga yiiksektir. Cryptosporidium ookistlerinin tanimlanmasinda
kullanilan IFA yontemi, ookist yiizeyinde bulunan antijenik yapilara floresan boya
ile isaretli monoklonal antikorlarin baglanmasi prensibine dayanmaktadir. IFA
teknigi ile yapilan direkt floresan antikor boyama yontemi diger protozoonlar,
helmintler, enterik bakteriler ve maya benzeri mantarlarla gapraz reaksiyon vermez.
IFA teknigi ile az sayida ookist igeren digkilarda bile teshise gidildigi i¢in erken
donemde tan1 konulmasinda ve asemptomatik tastyicilarin saptanmasinda kullanilan
onemli bir yontemdir. Bunlardan rutin olarak boyama yontemleri ve direkt floresan
antikor testi ( DFA) ile enzim immunoassay (EIA, ELISA) ve hizli dipstick benzeri
testler, parazitin prevalansini belirlemede tercih edilmektedir. Boyama yontemlerine

gore immunolojik metodlarin daha duyarli oldugu belirtilmektedir (Casemore 1991,
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Ok ve ark. 1997, Geurden ve ark. 2008, Smith 2008, Uyar ve Taylan Ozkan 2009).
Immiinolojik yéntemlerden bir tanesi olan ve monoklonalantikor kullanilarak yapilan
IFA testin 0zgiinliigii oldukca yiiksek olup, aside direngli boyama tekniklerinden
daha duyarl: oldugu bulunmustur (Quilez ve ark. 1996).

Histopatolojik teshis; aliman doku oOrneklerinin hematoksilen-eozin ile
boyanarak Cryptosporidium’larin ¢esitli gelisme evrelerinin 151k ve elektron
mikroskop ile goriilmesi esasina dayanir. Bu yontem pahali ve uzun zaman aldig
i¢in giinimiizde pek tercih edilmez. Serolojik olarak spesifik IgG, IgM antikorlarinin
ve sporozoit antijenlerinin gdsterilmesi ile tan1 konulabilir. Ozellikle bagirsak disi
yerlesen etkenlerin neden oldugu cryptosporidiosis teshisi amaciyla (safra, karaciger,
akciger gibi) trake sivisi, bronkoalveolar lavaj sivisi ve organ biyopsi drneklerinde
ookist ve diger gelisme donemlerinin goriilmesi esasina dayanir (Vohra ve ark.

2012).

PZR ise Cryptosporidium ookistlerinin tanisinda kullanilabilecek hassas ve
0zel molekiiler bir tekniktir. Parazitin cins, tiir ve genotipinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. PZR yontemi kullanilarak sulardaki ya da asemptomatik
tastyicilardaki  Cryptosporidium ookistlerini tespit etmek miimkiin olmaktadir
(Guerrant 1997, Pollok ve Farthing 1997).



Tablo 3. Cryptosporidium tiirlerinin teshisi ig¢in kullanilan yontemler (Shams ve ark.

2016, Anonim, 2019a’dan faydalanilmistir).

TESHIS TIPLERI

KULLANILAN YONTEMLER

| Mikroskobik Teknikler

Flotasyon Yontemleri (Sheather’in
seker  soliisyonu, Cinko siilfat,

Doymus Tuzlu Su)

Sedimentasyon Yontemleri

(Formalin-eter, Formalin etil-asetat)

Boyama Yontemleri (H-E,
Romanowski, Modifiye asit-fast,
Safranin-metilen  mavisi, DMSO
Modifiye asit fast)

Serolojik-immunolojik
Teknikler

Antijen arayan metodlar
(Immunokromatografik  hizli  tam
testleri (ICT), Enzim Immonoassay

(EIAS), Hemaglutinasyon testleri)

Antikor Arayan Metodlar (IFA)

i Flow Sitometri

v Histopatolojik Incelemeler

V Molekiiler Teknikler

PZR, Real-time PZR,
Multipleks PZR, Nested PZR

FISH (Floresans in situ

hibridizasyon)

LAMP
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1.6.1. Direkt Disk1 Muayenesi

Cryptosporidium tanis1 i¢in alinan diski 6rnekleri ookistler yoniinden
incelenmektedir. Alinan digki 6rnekleri sulu ise direkt, eger sulu degilse diski bir
kaba konulup iyice ezildikten sonra iizerine distile su dokiiliip iyice ezdikten sonra
baska bir kaba siiziiliip bir santrifiij tiipiine alinip santrifiij edilir. Santrifiij ettikten
sonra lizerindeki siviy1 dokiip dipteki sedimenti iyice karistirip vorteksledikten sonra
yaymalar hazirlanir ya da {izerine ¢inkosiilfat koyup santrifiij edilip flotasyona tabi
tutularak incelenmektedir. Digki oOrnekleri eger hemen incelenecekse fiksatif
kullanmaya gerek yoktur. Eger uzun siire saklanip ve sonrasinda incelenecekse %10’
luk formalin, sodyum asetat-asetik asit formalin (SAF) ve polivinil alkol (PVA) gibi
fiksatifler koruyucu olarak (prezervatif) kullanilmaktadir. Boyama yontemlerinin
birgogunda PVA pek tercih edilmemektedir. Ookist canliliginin uzun siire devami
icin disk1 6rneklerinin  %2,5 luk potasyum dikromat eklenerek 4°C de saklanmasi
onerilmektedir. Fakat molekiiler analizler yapilacaksa formalinde saklanmasi tercih

edilmelidir (Smith 2008).

1.6.2. Boyama Yontemleri

Cryptosporidium enfeksiyonlarinin teshisinde; karbol fuksin, Auramin Fenol
(AP), Modifiye Ziehl-Neelsen, Kinyoun Asit-fast, Modifiye Asid-fast (mAF) gibi
boyama yontemleri kullanilmaktadir. Boyama yoOntemlerine gdére immunolojik
metotlarin tanida daha duyarli oldugu belirtilmektedir (Ok ve ark. 1997, Geurden ve
ark. 2008, Smith 2008, Uyar ve Taylan Ozkan 2009). Boyama yontemleriyle
hazirlanan preparatlardaki ookist sayilari, ookist atilim yogunlugu ile hayvandaki
enfeksiyon siddeti belirlenmektedir (Burgu 1984, Castro-Hermida ve ark. 2002, Sar1
ve ark 2009).
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1.6.2.1. Modifiye Ziehl-Neelsen (mZN) Boyama Yoéntemi

Diskida Cryptosporidium ookistlerinin varligini belirlemek igin yapilan bir
boyama yontemidir. Ookistler solgun yesil zemin iizerinde kirmiz1 yapilarda 20’lik
objektifte goriilebilmektedir. Boyanmis ookistler daha sonra DNA ekstraksiyonu i¢in
kullanilabilirler (Smith 2008).

1.6.2.2. Kinyoun Asit-Fast Boyama Yontemi

Cryptosporidium ookistleri mavi veya soluk kirmizi zeminde, agik pembeden
kirmiziya ¢alan renkte boyanmaktadir. Ookistler parlak kirmizi olmadiklarinda ve
diskida seyrek bulundugunda gbézden kagabilirler (Mistik ve ark. 1992, Ok ve ark.
1997).

1.6.2.3. Modifiye Asit-Fast Yontemi

Cryptosporidium ookistleri, modifiye asit fast boyama yontemi ile hazirlanan
preparatlarda yogun kirmizi-pembe renge boyanir ve ¢ogunun i¢inde birden fazla
saylda siyah muntazam olmayan graniiller (sporozoitler) goriilmektedir. Ookistler
mavi zemin ilizerinde kolaylikla fark edilmektedir. Mayalar1 maviye boyayan metilen

mavisi karsit boya olarak kullanilmaktadir (Ok ve ark. 1997).

1.6.2.4. Karbol Fuksin Boyama Yoéntemi

Bu yontemde eter- alkol karisiminda temizlenmis digki 6rnegi lam iizerine bir
baget yardimi ile bir damla kadar alinir. Ayn1 miktar karbol-fuksin digki 6rneginin
yanina konularak bir lamelin kosesi yardimi ile karistirildiktan sonra ince bir diski
frotisi hazirlanir. Hazirlanan froti 1-2 dakika kurumasi i¢in bekletilir. Kuruyan froti
tizerine bir damla immersiyon yagi damlatilir ve lamelle kapatilarak 40x10

bliylitmede incelenir. Mikroskobun bu biiylitmesinde 20 sahadaki ookist sayilarak
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ortalamast alinir. Boyama sonunda ookistler kirmizi zemin iizerinde siddetli 151k
kiric1 ozellikte, seffaf, parlak, diizgiin duvarli ve oval yapida gozlenirler. Karbol
fuksin boyama yonteminde x40’lik ve x100’lik objektifte mikrometre ile ayar
yapilarak ookistler icinde sporozoitler goriilebilir (Burgu 1984, Ozlem ve ark. 1997,
Sungur ve ark. 2008).

1.6.3. Immunolojik Yontemler

Parazitolojide immunolojik tan1 yontemleri yaklasik olarak 30 yil kadar 6nce
kullanilmaya baglanmistir. Cryptosporidium tiirlerinin digkida immunolojik olarak
arastirilmasinda, Direct Immunfloresans Assay (DFA), Indirekt Fluoresan Antikor
Assay (IFA) ve Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ve hizli tani testleri
gelistirilmistir (Ok ve ark. 1997, Carey ve ark. 2004, Dogruman-Al 2011).

Immunolojik teknikler boyama ydntemlerinden daha duyarhlardir (Starling
ve Arrowood 1993). Cok sayida 6rnek calisilabilmesi, degerlendirme yapilmasinda
deneyim gerektirmemesi gibi avantajlar1 sayesinde immunolojik testler

laboratuarlarda tercih nedeni olmustur.

1.6.3.1. Direkt Immunfloresans Antikor Testi (DFA)

Direkt immunofloresans testi (DFA), Cryptosporidium tiirlerinin yiizey
antijenlerini taniyan floresan isaretli monoklonal antikor icermektedir. Direkt
immunfloresansin giiniimiizde referans test olarak kabul edilmesinin nedeni,
modifiye asit-fast boyama yontemlerine gore daha yiiksek duyarlilik (%99) ve
ozgilliige (%100) sahip olmasidir. Bu yontem ayn1 zamanda SAF soliisyonu i¢inde

saklanilan digk1 6rneklerine de uygulanabilmektedir. (Dogruman-Al 2011).
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1.6.3.2. indirekt Fluoresan Antikor Test (IFAT)

Immunolojik ydntemlerden biri olan IFA testinin monoklonal antikor ve
ozgiilliigii oldukca yiiksektir. Serolojik tan1 yontemlerinden olan Indirekt Fluoresan
Antikor Assay (IFA) testinde; Cryptosporidium ookistlerine karsi konakta olusan
IgA, IgG ve IgM antikorlar1, Enzyme Linked Immnosorbent Assay (ELISA) testinde
ise bu antikorlara ek olarak IgE antikorlar1 tespit edilir. Bu testler ile kisa siirede ¢ok
sayida ornegin ¢aligilabilmesi, degerlendirme yapilmasinda deneyim gerektirmemesi

gibi nedenlerden dolay: tercih sebebidir (Dogruman-Al 2011).

IFA yonteminde ookistlerin antijenik yapilar1 fluoresan boya ile isaretli
monoklonal antikorlara baglanarak ookistler siyah zeminde yesil renkte goriliirler.
Yine bu teknigin onemli Ozelliklerinden biride diski 6rneginde az sayida ookist
bulunsada erken donemde teshisin ger¢eklesmesi ve asemptomatik tasyicilarin
belirlenmesi olarak ifade edilmistir. Uygulama i¢in fluoresans mikroskoba ihtiyag

duyulmast ve maliyetin yiiksek olmasi testin dezavantajlarindandir (Carey ve ark.
2004).

1.6.3.3. Enzyme- Linked Immunsorbent Assay (ELISA)

Antijen antikor reaksiyonlarin1 gdstermek i¢in enzimlerin kullanildig
serolojik bir tan1 yontemidir. Duyarliliga sahip olmasi, kolay uygulanabilmesi,
kullanilan reaktiflerin uzun siire saklanabilmesi, ¢ok sayida 6rnegin kisa siirede
calisilabilmesi sonuglarin spektrofotometrede objektif olarak degerlendirilebilmesi
bu testi avantajli yapmaktadir. Bu nedenle parazitolojide yaygin olarak
kullanilmaktadir (Zeyrek ve Dirim Erdogan 2011). Bu yontemin esas amaci; antijen-
antikor kompleksine enzim ile isaretli antiglobulinin ilave edilmesi ve substratin
eklenmesi ile eger antijen var ise renk olusumunun gozlenmesidir. Yine bu renk

olusumu kimyasal bir olay olup enzimin aktivitesine baglidir (Ak 1997).
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Diskida Cryptosporidium ookistlerinin tespitinde kullanilabilecek uygun bir
cihaza gereksinim duyulmast ve pahali olmasi ELISA’nin kullaniminm

sinirlamaktadir (Kehl ve ark. 1995).

Cryptosporidium antijenlerinin fokal orneklerde ookist konsantrasyonu ile
veya ookist konsantrasyonu olmadan aranmast mimkiindiir. ELISA ve
immiinokromatografik ticari kitler i¢inde en ¢ok kullanilan uygulamalardir. ELISA
96 kuyucuklu mikropleytlerinin veya seritlerinin kuyucuklarina baglanan bir
antikorun, fekal siispansiyonlarda Cryptosporidium antijenine baglanmasi ilkesine
dayanir. Ikinci bir antikor, yakalanan antijen iizerindeki maruz kalmis epitoplara
baglanir ve onu iki antikor arasinda sandvi¢ yapar. Bu reaksiyon iki sekilde
gorsellestirilebilir. Ya ikinci antikor bir enzim ile etkilenebilir veya ikinci antikora
baglanan bir {iciincii antikor enzim ile etiketlenir. Ugiincii enzim etiketli antikorun
kullanilmasi, tahlilin hassashigini artirabilir. Reaksiyon, enzim tarafindan katalize
edilen bir substrat ilave edildikten sonra gorsellestirilir; yogunlugu gorsel olarak
degerlendirilebilen ¢oziiniir bir renk iiretir veya spektrofotometre ile bazi ticari
ELISA Kkitleri, farkli IFA grubundan ¢ok farkli rapor gruplarma sahip olsalarda
enfeksiyon tespitinde bazi IFA Kitlerinden daha iyidir. Kliniksel numuneler, %10
formalin, SAF, PVA veya diger fiksatif maddelerde fiske edilmeden veya fiske
edilerek tani laboratuvarlarinna gonderilebilir. Teshis uzmani, kullanilan herhangi bir
fiksatifin, kullanilan test yonteminin dogruluguna miidahale edip etmedigini
belirlemelidir. Bunlar normalde kitlerin uygulanma prosediiriinde listelenir. Herhangi
bir laboratuarda antijen tespit yoOntemlerinin uygunlugu, Cryptosporidium
enfeksiyonlarmin goreceli prevalansina, giinlik islenen numune sayisina ve test
maliyeti ile zamandan tasarruf arasindaki dengeye baglidir. Kopro-antijen tespiti
immiinoassay’lar1  mikroskopik  yontemlerden daha kisa siirede  yapilip

gerceklestirilmesi daha kolaydir ve deneyim gerektirmez ( Fayer ve Xiao, 2008).
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1.6.4. Molekiiler Biyolojik Yontemler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Cryptosporidium ookistlerinin tanisi igin
ilk defa 1990 yilinda kullanilmistir (Laxer ve ark. 1991). Molekiiler yontemler
tiir/genotip ve subtiplendirme diizeyinde farkli Cryptosporidium tiirlerini ayirt etmek
i¢in gelistirilmistir. Bu yontemler genellikle insan ve hayvanlardaki Cryptosporidium
tirlerini  karakterize etmek ic¢in kullanilmaktadir (Xiao 2010). Cansiz
mikrorganizmalar, labaratuar kontaminasyonu, ¢iplak niikleik asitlerden kaynaklanan

yanlis pozitifler ortaya ¢ikabilmektedir (Fayer ve ark. 2000).

Son zamanlarda, az ookist atiliminin oldugu ve diger teshis yontemleri ile
etkenin tespit edilmesinin giic oldugu hasta ve tasiyicilarda, degisik cevresel
kaynaklarda, Cryptosporidium tiirlerinin tanimlanmasi amaciyla yogun olarak
kullanilan PZR’m cryptosporidiosisin teshisinde kullanilabilecek en etkin ve uygun

yontemlerden oldugu bildirilmistir (Sungur ve ark. 2008).

Cryptosporidium tiirlerinin tespitinde molekiiler yontemlerin (PZR vb.), diski
boyama ve serolojik teshis yontemlerine gore (ELISA, IFA gibi) daha duyarli oldugu
ve uygun olmayan kosullarda saklanmis 6rneklerde bile etkenin tespit edilmesinde
avantajlar sagladigi Dbilinmektedir (Sungur ve ark. 2008). Cryptosporidiosis
teshisinde kullanilmis olan ger¢ek zamanli PZR yonteminin, yiiksek duyarlilik ve
Ozgiillik yaninda, kontaminasyon riskinin az olmasi, parazitemi oranini
belirleyebilmesi, es zamanli hizli tam1 ve Kkantitasyona olanak saglamasi ve
dolayisiyla tedavi etkinliginin takibi gibi avantajlarinin oldugu bildirilmistir (Simsek

ve ark. 2012).

1.7. Cryptosporidiosis de Tedavi-Korunma-Kontrol

Cryptosporidiosis tedavisi amaciyla ¢cok sayida etken madde denenmis, ancak

hastaligi tamamen ortadan kaldiracak etkili bir ilag bulunamamistir. Ilag
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uygulamalar1 ve arastirmalar1 giiniimiizde halen devam etmektedir. Ishal nedeniyle
bozulan sivi elektrolit dengesini diizeltmeye yonelik sivi ve elektrolit destegi

tedavinin 6nemli bir kismini olusturmaktadir.

Cryptosporidiosis’in tedavisinde 200 lizerinde antimikrobiyal, anticoccidial
ve antriprotozoal bilesikler, antihelmintikler ve genis spektrumlu antibiyotikler gibi
cesitli kimyasal maddelerin kullanimi1 denenmistir (Tzipori ve Griffiths 1998, Sears
ve Kirckpatrick 2001, Xiao ve ark. 2004). Lasolosid sodyum, spiramisin,
halofuginone  laktat, paromomisin, azitromisin, nanozoxide, artesunate,
sulfonamidler, nitazoxanide ve monensin gibi ilaglar profilaktik ve terapotik amacla
kullanilan bazi etken maddelerdir. Kullanilan bu ilaglarin enfeksiyonu tamamen
ortadan kaldirmadigi, ancak ookist sayisinda ve ishalin siddetinde azalma
sagladiklar1 bir gergektir (Sreter ve Varga 2000, Thompson ve ark. 2005, Xiao ve
Fayer 2008, Seving ve Dik 2015, Checkley ve ark. 2015, Mostafa ve ark. 2018).

Immun sistemi saglam olan canlilarda tedavi igin su ve elektrolit kaybini
karsilamak yeterli olmaktadir. Immun sistemi bozulmus kisilerde ilk dnce immun
sistemini baskilayan dis faktorlerin ortadan kaldirilmasi amaglanmaktadir (OK ve ark.
1995, Lovery ve ark. 2001, Sears ve Kirckpatrick 2001, Fahey 2003).

Anti-Cryptosporidium antikorlar1 igceren kolostrum da yararli olabilmektedir
(Thompson ve ark. 2005, Checkley ve ark. 2015, Seving ve Dik 2015). Buzagilarda
yapilan bir ¢alismada kolostrum almayan buzagilarin kolostrum alanlara gore 2-4 kat
hastalik ve oliim riski tasidigi belirtilmektedir (Seving ve Dik 2015). Son yillarda
parazitin ylizey antijenleri gp 15, gp 40 ve g p60 ile devam eden as1 ¢aligmalar1 da
yogunlagmistir (Checkley ve ark. 2015, Ryan ve ark. 2016).

Cryptosporidium enfeksiyonlarinda bulasma kaynaklarinin 6niine gegilerek
onemli bir koruma saglanmis olur. Cryptosporidium ’larin en 6nemli bulasma

kaynagi kontamine sulardir. Ayrica kisiden kisiye ve kontamine gidalarla bulasma
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sekillenmektedir. Biiyiik salginlar genellikle bir¢ok kaynaktan gelen igme suyundan
veya dinlenmis suyla temastan ortaya ¢ikmaktadir. Kontamine yiizme havuzlari ve
g0l gibi su kaynaklarindan agiz yoluyla su alinmasi, kontamine sebze ve meyvelerin
yenilmesi, kisiden kisiye dogrudan veya dolayli bulasma, ¢ig siit igilmesi, enfekte
canli ile temas bulagsma yollar1 igerisindeki Onemli faktorler olarak dikkati
¢ekmektedir (Xiao ve Fayer 2008).

Cryptosporidiosise  karst tam olarak etkili bir tedavi yOntemi
gelistirilememistir. Bu ylizden uzun siire dis ortamda canliliklarin1 devam ettiren
ookistlerin  ¢evreye  bulasmasini  kontrol altina almak  gerekmektedir.
Cryptosporidium ookistleri +4-6 °C’de nemli ortamda 1 yildan fazla canliligini
stirdiirebilir (Graczyk ve ark. 2008, Anonim 2019b). Ookistler 70 C°’de 20 dakikada,
80 C>de ise 2 dakikada inaktif olurlar (Bogan, 2018). Ayrica Cryptosporidium
ookistleri birgok dezenfektana (sodyum hipoklorit, klorin, fenol gibi) kars1 direnglidir
(Yoder ve ark. 2012). Ancak %10’luk formalin, %5’lik amonyak parazitleri tahrip
ettigi i¢in kontaminasyonlarin Onlenmesinde fumigasyon seklinde kullanilabilir
(Bogan 2018, Anonim 2019b). UV ve irradiye 1sinlar ile etilenin, ookistler tizerinde
etkili oldugu bildirilmistir. Igme suyundan ookistlerin ayrilmasi igin 1 mikronluk
filtrasyon etkilidir (Anonim 2019b). 1-4 haftalik buzagilarda dnemli bir gastroenterit
sebebi oldugu i¢in fekal-oral bulasmanin &niine gecilmelidir. Bu sebeple hayvanlar
tek tek barindirilmali, bokslarin, yerlerin, kullanilan ara¢ ve malzemenin kaynatilmis
sularla yikanmasi, her hayvan i¢in ayr1 su kovasi kullanilmasi, ahir havasiin ¢ok
rutubetli ve sicak olmamasi, altliklarin sik sik degistirilmesi ve saglikli hayvanlar
ishalli olanlardan ayrilmas1 gibi hijyenik kurallar 6nem kazanmaktadir (Ozer 1990,

Seving ve Dik 2015).

Ookistlerin uzun siire dis ortamda canli kalmalar1 ve bir¢ok dezenfektana
kars1 direncli olmalari, az sayida ookistin enfeksiyon olusturma yetenegine sahip
olmasi, bazi genotipler i¢in hayvanlarin rezervuar olmalar1 ve konagin bagisiklik
sisteminin baskilanmis olmasi Cryptosporidiosisin yayilmasinda etkili oldugu icin

onlemler alinmalidir (Truong ve Ferrari 2006, Fayer 2008).
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2. KANATLI HAYVANLARDA CRYPTOSPORIDIOSIS

Cryptosporidium soyundaki protozoonlar; memeli, kanatli, siiriingen, amfibi
ve baliklarda gastrointestinal ve solunum sistemi, bursa Fabricius, daha az siklikla
diger organlarda parazitlenerek klinik ve subklinik enfeksiyonlara neden olmaktadir
(Bermudez ve ark. 1984, Sreter ve Varga 2000, Barta ve Thompson 2006, Gomes ve
ark. 2012, Santin 2013). Cryptosporidiosis; Antartika kitas1 disinda 30’dan farkli
kanath tiirtinde sindirim ve solunum sistemini etkileyen bir hastaliktir (Ryan 2010,

Nakamura ve Meireles 2015).

Kanatlilarda Cryptosporidium tiirlerinin ilk tanimi, Tyzzer (1929) tarafindan
tavuklarin sekum epitelinden bildirilmistir. Daha sonra Slavin (1955) tarafindan geng
hindilerde Oliimlere neden olan Cryptosporidium meleagridis tanimlanmstir.
Yaklasik yirmi yil sonra evcil kazlarda (Anser anser) (Proctor ve Kemp, 1974) ve
etlik piliclerde (Fletcher ve ark, 1975) cryptosporidiosis teshisi yapilmistir. Current
ve ark. (1986) evcil tavuklarda Cryptosporidium'un biyolojik dongiisiini
tanimlayarak, Cryptosporidium baileyi tiiriinii adlandirmistir. Cryptosporidium galli
1999 yilinda Pavlasek, 2003 yilinda ise Ryan ve ark. tarafindan tavuklarin

proventrikulusundan tanimlanmastir.

Kanatlilarda; C. baileyi, C. galli, C. meleagridis, C. avium olmak iizere dort
ana Cryptosporidium tiirii bildirilmistir. Cogunlukla molekiiler veriler 1s18inda birgok
genotip de tanimlanmustir (Sreter ve Varga 2000, Smith ve ark. 2007, Xiao ve Fayer,
2008, Ryan 2010, Ryan ve ark. 2014, Nakamura ve Meireles 2015, Holubova ve ark.
2016, Anonim 2019b). Kanatlilarda goriilen Cryptosporidium tiirleri ve bazi
genotiplerin ookist morfolojileri Tablo 4’te gésterilmistir (Xiao ve Fayer 2008, Ryan
2010). Biyolojik, morfolojik veya konakg1 oOzgiilliik verilerinin eksikliginin,
Cryptosporidium kanatli genotipleri ile ilgili yeni tiirlerin adlandirilmasina bir engel
olarak Dbildirilmistir (Fayer 2010). Kanathi hayvanlarda 4 ana tir disinda C.
andersoni, C. muris, C. parvum, C. hominis tiirleri ile kanatli genotipleri (I-V), kaz
genotipleri (I-V), siyah 6rdek genotipi ve Avrasya culluk genotipi tanimlanmistir
(Ryan ve ark. 2003, Jellison ve ark. 2004, Zhou ve ark. 2004, Ng ve ark. 2006,
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Nakamura ve ark. 2009, Ryan 2010, Qi ve ark. 2011, Gomes ve ark. 2012, Nakamura
ve Meireles 2015, Laatamna ve ark. 2017, Anonim 2019b).

Tablo 4. Kanatlilarda goriilen Cryptosporidium tiirleri ve bazi genotiplerin ookist morfolojileri (Xiao
ve Fayer, 2008, Ryan, 2010).

Tiir/Genotip Ookist Ookist Genislik (w)
Uzunluk (w)

C. meleagridis 4,5-6,0 4,2-5,3

C. baileyi 6,0-7,5 4,8-5,7

C. galli 8,0-8,5 6,2-6,4

Kanatli genotip II 6,0-6,5 4,8-6,6
Kanatli genotip II1 7,5 6,0
Kanatli genotip IV 8,25 6,3
Avrasya culluk genotip 8,5 6,4

Cryptosporidium baileyi, 12 kanathh takiminda 6zellikle Galliformes
takiminda en sik klinik veya subklinik hastalik raporlar1 ile en ¢ok teshis edilen
tirdiir. Cryptosporidium galli ise cogunlukla Passeriformes ve Psittaciformes
takimlarinda olmak tizere bes farkli kanath takiminda bulunurken, C. meleagridis, 4
kanatl takiminda 6zellikle de Galliformlar arasinda enfeksiyon meydana getirmistir.
Ayn1 zamanda Cryptosporidium meleagridis memelileri etkileyen tek kanatli
Cryptosporidium tiirii olup hem dogal hem de deneysel enfeksiyonlar bildirilmistir
(Sreter ve ark 2000, Cama ve ark 2003, Darabus ve Olariu 2003, Xiao ve Fayer 2008,

Nakamura ve Meireles 2015).

Evcil ve yabani kanatlilarda Cryptosporidium tiirlerinin yayginligi % 0.8 (Li
ve ark. 2015) ile % 44.4 (Oliveira ve ark. 2008) arasinda tespit edilmistir.

Cryptosporidium tiirlerinin morfoloji ve gelisim evreleri diger coccidialara
benzese de; enfekte konaklardan sporlanmis olarak atilan ookistlerin su ve kontamine
gidalarla veya direkt solunum yoluyla alinmasiyla sporozoitlerin sindirim ve

solunum sistemi epiteline niifuz etmeleri 6nemli farklarindan birisidir (Fayer ve
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Ungar 1986). C. baileyi’nin yasam dongiisii memeli cryptosporidiosisinden biraz
farklidir ve III. tip merontta gelismektedir (Current ve ark. 1986). Diger bir 6zellikte
C. baileyi ¢ok sayida organinin mukozal epitelinde gelisimini tamamlamaktadir
(Sreter ve Varga 2000). C. baileyi igin 2-7 giin olan prepatent siire, C. meleagridis
icin 3-5 giin olup, patent siire sirasiyla 4-32 ile 6-16 giin arasinda degismektedir
(Lindsay ve ark. 1988, 1999, Sreter ve Varga 2000). Ayrica C. baileyi
enfeksiyonlarinin aksine C. meleagridis enfeksiyonlarinda ookist atilimi daha diisiik
olmaktadir (Lindsay 1997).

C. meleagridis ince ve kalin bagirsakta, bursa Fabricius ve proventrikulusun
epitelyumunda bulunarak enterit ve 6liime neden olabilen enfeksiyonlar olusturur.
(Bermudez ve ark. 1984, Ryan 2010, Thomson 2016). Kanatlilar (hindi, tavuk,
papagan, keklik, 6rdek) disinda buzagi, domuz, tavsan, rat, fare, kopek ve insanlarda
enfeksiyon olusturabilmektedir (Morgan ve ark. 2001, Soltane ve ark. 2007, Ryan
2010). Hindilerde C. meleagridis (intestinal cryptosporidiosis) ya subklinik seyreder
ya da enterit tablosu ile seyreden gazli ve mukuslu bir ishal ve agirlik artisinda
azalmanin gozlendigi klinik formda ortaya ¢ikmaktadir (Goodwin ve ark. 1988).
Evcil tavuklarda C. meleagridis enfeksiyonlarin da klinik cryptosporidiosis nadir
olarak gozlenir ve genellikle diger etiyolojik ajanlarla birlikte seyreder (Goodwin ve
Brown 1989, Lindsay ve ark. 1989). Cryptosporidium tiirlerinin bildircin, keklik gibi
kanatlilarda yiiksek oranlarda morbidite ve mortalitiye (Hoerr ve ark. 1986, Pages-
Mante ve ark. 2007) sebep oldugu, ayrica giivercinlerde klinik olarak ishal yaninda
histopatolojide incebagirsaklarda hiperemi ve parazitin gelisim evrelerine
rastlanildig1  bildirilmistir (Ozkul ve Aydm 1994). Intestinal cryptosporidiosis
muhabbet kuslar1 ve papaganlar gibi ekzotik kuslarda da gozlenmistir (Goodwin ve
Krabill 1989).

Cryptosporidium  spp. ve C. baileyi (respirator/bursal/kloakal
cryptosporidiosis) ozellikle baykus, sahin ve kirlangig gibi yabani kuslarda (Van
Zeeland ve ark. 2008, Molina-Lopez ve ark. 2010, Bougiouklis ve ark. 2013) {ist
solunum sistemi, orta kulak ve okiiler konjuktivada enfeksiyon olusturmakla birlikte

tavuklar, kaz, hindi, 6rdek gibi evcil hayvanlarda da enfeksiyonlara neden olmustur
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(Glisson ve ark. 1984, Current ve ark. 1986, Mason 1986, Blagburn ve ark. 1991,
Chvala ve ark. 2006, Hamidinejat ve ark. 2014, Anonim 2019b). Cryptosporidium
enfeksiyonlar1 sadece iist solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi goriildiigii gibi bazen
Escherichia coli ve infeksiy6z bronsitis virusu gibi diger ajanlarla seyrederek brons,
akciger ve hava keselerine yayilarak oliimlere neden olabilir (Goodwin 1989,
Meireles ve ark. 1999). C. baileyi’nin neden oldugu raspirator cryptosporidiosis iist
solunum yollarmi etkileyen siniizit ile karakterize (siskin kafa) sendromu veya alt
solunum yollarmi (trake, brons, hava kesleri, akciger) etkileyen depresyon,
uyusukluk, istahsizlik, okstriik, hapsirik, nefes darligi, konjuktivit ve oliim gibi
semptomlarla seyreden diger sendroma neden olmaktadir (Sreter ve Varga 2000).
Ayrica Cryptosporidium baileyi, kanatlilarda humoral immiin yanittan sorumlu organ
olan bursa Fabricius’ta ciddi bir enfeksiyon sekillendirmektedir (Scott 2004, Anonim
2019Db).

Cryptosporidium tiirleri ve C. galli (gastrik cryptosporidiosis) genellikle
subklinik olarak seyrederek ishal, kilo kaybi ve apati gibi klinik bulgulara bazen
sporadik mortaliteyle seyredebilmektedir (Antunes ve ark. 2008, Silva ve ark. 2010).
C. galli ilk kez tavuklarda Pavlesek (1999, 2001) tarafindan bildirilmistir.
Proventrikulusun glandiiler epitelyum hiicrelerine yerlesen yerlesen C. galli
enfeksiyonlar1 geng¢ ve yetiskin kanatlilarda goriilmesinin yaninda ookist atiliminin
aralikli olmasi ile de karakterizedir (Pavlasek 1999, 2001, Silva ve ark. 2010).
Kanatli genotip III enfeksiyonlar1 C. galli enfeksiyonlarina benzer bir seyir
gostermekte kusma, kilo kaybi ile proventrikulusta makroskobik ve mikroskobik

lezyonlara sebep olmaktadir (Ravich ve ark. 2014, Anonim 2019a).

Kanatli genotipleri (I-1V) c¢ok farkli tiirde kanatlidan izole edilmis olup,
molekiiler ¢alismalarda genotip I-1l ve 6rdek genotipinin C. baileyi tiiriine genetik
olarak cok benzedigi tespit edilmistir (Meireles 2006, Ng ve ark. 2006). Kanath
genotip III ise Avrasya ¢ulluk genotipi ile kanatli genotip IV ise C. galli ile identik
bulunmustur (Ryan 2010).
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Tavuk, ispinoz ve orman tavuklarinda Cryptosporidium tiirlerine bobrekte de
rastlanilmigtir. Nekropside bobreklerin biiylimiis ve solgun oldugu, histopatolojik

olarak {ireter epitellerinde hiperplazi tespit edilmistir (Sreter ve Varga 2000).

Kanatli cryptosporidiosisinde teshis, Genel Bilgilerde “Cryptosporidiosis de
Teshis” boliimiinde verilen bilgilerle aynidir. Ancak ookist morfolojisinde elipsoidal
ookistler (7.5-8.5x6.0-6.4pn) gastrik crptosporidiosis=C.galli, kiiresel, diizensiz
kiiresel veya hafif uzun ookistler (4.5-6.0x4.2-5.3p) intestinal cryptosporidiosis= C.
meleagridis, yumurta seklinde ookistler (6.0-7.5x4.8-5.7p) ise
solunum/bursal/kloakal cryptosporidiosis=C. baileyi’nin varsayimsal teshisine isaret
etmektedir (Current ve ark. 1986, Lindsay ve ark. 1989, Ryan 2010).

Insan cryptosporidiosisinde C. hominis ve C. parvum en baskin tiirlerdir.
Insan cryptosporidiosisinde iigiincii siklikta rastlanan tiir C. meleagridis olarak tespit
edilmektedir (Xiao ve Feng 2008, Insulander ve ark. 2013). Bununla birlikte,
kanatlilar memelilerle iliskili olan Cryptosporidium tiirleri tarafindan enfekte
olmakta ve Ozellikle su kuglar1 C. parvum ve C. hominis gibi zoonotik tiirlerin
ookistlerini mekanik olarak tasiyarak g¢evrenin kontaminasyonunu artirarak insan
cryptosporidiosisinde  epidemiyolojik  zincirinde o6nemli rol oynamaktadirlar
(Graczyk ve ark. 1998, Zhou ve ark. 2004, Graczyk ve ark. 2008, Plutzer ve Tomor
2009). Ornegin Almanya’da bir arastirmada kanatlilarda en yaygin olarak C. parvum
tiirti bildirilmistir (Anonim 2019b).

Cryptosporidiosis tedavisi i¢in bir¢ok ilag test edilmistir. Ancak, ABD gida
ve ilag Dairesi (FDA) sadece insanlarda kullanilmak {izere nitazoksanidi onaylamistir
(Checkley ve ark. 2015). Halofuginon, degisken etkinlik gdstermesine ragmen,
hayvan cryptosporidiosis de korunma ve tedavi igin hala etkili bir ilag degildir
(Nakamura ve Meireles 2015, Anonim, 2019b). Kanatli cryptosporidiosisinde

kullanilan bazi ilaglar Tablo 5’te verilmistir (Sreter ve Varga 2000, Fayer ve Xiao,
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2008). Antikoksidiyallerin higbiri Cryptosporidium spp.’ye etkili degildir. Cevresel
strese ve kanath yetistiriciliginde kullanilan dezenfektanlara direngli olan
Cryptosporidium oositleri i¢in besleme ve bakim kosullarinin iyilestirilmesi
gerekmektedir (Dikmen ve ark 2017).

Cryptosporidium ookstleri ¢evresel kosullara ve kanatl tesislerinde yaygin
olarak kullanilan dezanfektanlara kars1 direnglidir. Kanatli cryptosporidiosis’in
onlenmesi ve kontroliinde, ookistlere maruz kalmay1 engellemek ile saglik yontemi
ile ilgili siki tedbirlerin alinmasina baghdir. Ayrica cryptosporidiosise eslik eden
hastaliklarin profilaksisine dikkat etmekte olduk¢a 6nemlidir (Sreter ve Varga 2000,

Nakamura ve Meireles 2015).



Tablo 5. Kanatlilarda kullanilan gesitli antikriptosporidial ilaglarin etkinlikleri (Sreter ve Varga 2000,
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Fayer ve Xiao 2008).
Hayvan/Tiir Yas Mlac Dozaj Ve Tedavi Yontemi Etki
Tavuk 7 gilin Lasalocid Tek veya antioksidan duokvin -
Maduramicin ile kombine edilen 1x veya 2x -
(C. baileyi) Monensin onerilen seviyede eklenen -
Narasin ilaglar -
Salinomycin -
Semduramicin -
Tavuk lgiin Halofuginone 3mg/kg besleme -
Salinomycin 60mg/kg -
(C. baileyi) Lasalocid 75mg/kg -
Monensin 110mg/kg -
5 giin 6nce enfeksiyon sonrasi -
20 giin boyunca besleme
Tavuk 6 giin Garlic extract 7 MI/L +/-
Diclazuril 1 ppm
(C. baileyi) Toltrazuril 25ppm
125 ppm
250 ppm
Tedaviler oral yolla 0-2 giin
sonra uygulandi
Tavuk 6 giin Enrofloxacin 50-100 mg/kg enfeksiyondan 1
(C. baileyi) glin sonra i¢gme suyuna eklendi +
Paromomycin 333-666 mg/kg enfeksiyondan 1 +
giin sonra eklendi
4-6 giin Oxytetracycline ? -
Bildircin Neomycin ? -
Furazolidone ? -
Hindi 7 haftalik Amprolium ? -
Chlortetracycline ? -
Tavuskusu 3-4 glinliik Oxytetracycline 200 ppm suda uygulandi -
HCI

+ = C. parvum ve C. baileyi i¢in etkili

+/- = kismen etkili

- = C. parvum ve C. baileyi etkisiz

? = Veri yok
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3. KAZLARDA CRYPTOSPORIDIOSIiS

Evcil kazlarda cryptosporidiosis ile ilgili ilk rapor kalin bagirsak epiteli
mikrovilluslarinda parazitin goriilmesi ile bildirilmistir (Proctor ve Kemp 1974).
Daha sonra Olmiis bir kazin kloaka ve bursa Fabricius kazmtilarinda
Cryptosporidium ookistleri bulunmustur (Palkovic ve Pecka 1989). Cryptosporidium
baileyi ookistleri ile kazlarin deneysel enfeksiyonu sonucunda 2 giinliik kazlarda bile
bursa Fabricius’un epitel hiicrelerinde c¢ok sayida endojen gelisim evreleri
gozlenmigtir (Current ve ark. 1986). Dogal enfekte ordek ve kazlarda bursa
Fabricius, kloka ve bagirsaklara ek olarak konjuktiva, sinus infraorbitalis, trake ve
akciger kazintilarinda az sayida Cryptosporidium ookistleri belirlenmistir (Richter ve
ark. 1994).

Kazlarda yapilan ¢alismalarda; C. baileyi, C. parvum, C. hominis tiirleri ile
siyah ordek genotipi, misk sicani genotip I ve kaz genotipleri (1-V) tespit edilmistir
(Grackyz ve ark. 1998, Morgan ve ark. 2001, Jellison ve ark. 2004, 2009, Zhou ve
ark, 2004, Chavala ve ark. 2006, Nakamura ve Meireles, 2015). Laatamna ve ark.
(2017) tarafindan Cezayir’de ylriitilen bir aragtirmada yaban kazlarinda C.

meleagridis tiirii mikroskopi ve PZR yontemi ile tespit edilmistir.

Kazlarda cryptosporidiosis ile ilgili genel bilgiler “Kanatlilarda
Cryptosporidiosis”  kisminda  verilmistir. Bu bolimde sadece kazlarda

Cryptosporidium ile ilgili calismalara yer verilecektir.

Avrupa’da kazlarda ve oOrdeklerde Cryptosporidium enfeksiyonlarinin
prevalansinin %50-72 arasinda degistigi bildirilmistir (Kozakiewicz ve Palkovic
1989, Richter ve ark. 1994). Yapilan bir arastirmada yaslar1 8-63 giin arasinda
degisen 74 Danimarka kazinin konjuktiva, sinus infraorbitalis, trake, akciger,
bagirsaklar, kloaka, bursa Fabricius ve bobrek dokularindan alinan 6rnekler Ziehl-

Nielsen Boyama ve Immunfloresan ydéntemle Cryptosporidium ookistleri ydniinden
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incelenmistir. Pozitifligin en yaygin oldugu sirasiyla bagirsaklar, bursa Fabricius ve
solunum sistemi olarak Dbelirlenmistir. Kazlarda 8-35 giinlik olanlarda
Cryptosporidium pozitifligi tespit edilmis, 35 giinden biiyiik kazlarda pozitiflik
goriilmemistir (Richter ve ark. 1994).

Ozelikle Kanada kazlariin diskilar ile kirlettikleri su kaynaklar1 veya baska
bir su kaynagina (6zellikle eglence amaciyla kullanilan gol vb. sular) tasidiklari
Cryptosporidium ookistlerinin halk sagligini1 tehdit ettigi konusunda arastirmalar
mevcuttur. Ancak kazlarda prevalans oraninin diisiik olmasi1 nedeniyle kazlarin pasif
tagiyict olarak zoonotik bulasmada kiiclik bir rol oynadiklar1 kabul gérmektedir
(Graczyk ve ark. 1998, Zhou ve ark. 2004, Graczyk ve ark. 2007, Novaes ve ark.
2018). Kanada kazlarinin digkilarinda canli C. parvum ookistlerinin tespit edilmesi
(Graczyk ve ark. 1998), Ingiltere’de hayvan diskilariyla (hangi hayvan oldugu
belirtilmemis?) kontamine i¢gme suyu kaynakli cryptosporidiosis salgininin
bildirilmesi (Howe ve ark. 2002) ozellikle Kanada kazlarinin Amerika ve Kanada
gibi iilkelerde gocleri esnasinda ¢ok sayida genel kullanim alanini (park, gol, diger su
kaynaklar1 vb.) diskilariyla kontamine ederek insan enfeksiyonlari ig¢in potansiyel bir
kaynak olabilecegini diisiindirmistiir (Kassa ve ark. 2001, 2004). Bu nedenle
Amerika’da 2000-2001 yillar1 arasinda insanlarin genel kullanim alanindaki (park,
mezarliklar, golf sahalari, saghk ve egitim tesisleri gibi) yerlerde kaz digkilar
toplanarak Prospect Microplate Assay kiti kullanilarak Cryptosporidium antijenleri
yoniinden incelenmis ve digki toplanan bolgelerde 9%81,8-90 arasinda pozitiflik
bulunmustur. Sonug olarak kaz digkilarmin Cryptosporidium tiirleri yoniiniiden insan
sagligini tehdit eden potansiyel bir kaynak oldugu belirtilmistir (Kassa ve ark. 2004).
Macaristan’da evcil ve yabani su kuslari iizerine yiiriitiilen bir arastirmada, Indirekt
Floresan antikor mikroskobisi, PZR ve LAMP yontemi kullanilarak Anser anser ve
Anser anser f. domestica irki kazlarda Cryptosporidium baileyi ve Cryptosporidium
sp. tespit edilmistir. Hem evcil hemde yabani su kuslarinda tespit edilmis olan
Cryptosporidium tiirlerinin insanlar i¢in bulasmada oynadigi rol disinda, evcil ve
yabani kazlarin enfeksiyonu birbirlerine bulastirmasinin da muhtemel oldugu

bildirilmistir (Plutzer ve Tomor 2009).
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Zhou ve ark. (2004), Amerika’da 209 yabani Kanada kazindan toplanan diski
orneklerinin  49’unda Cryptosporidium spp. (%23,4) tespit etmislerdir. Bu
orneklerden 36 tanesinin kaz genotip I, 9 6rnegin kaz genotip II, 35 6rnegin 6rdek
genotipi, 4 6rnegin Cryptosporidium parvum ve 2 6rnegin ise C. hominis oldugu
belirlenmistir.  Yine Jellison ve ark. (2004) Kanada kazlarinda yiirittiikleri
arastirmada 161 6rnegin 11’inde nested PZR yontemiyle Cryptosporidium pozitifligi

tespit etmislerdir.

Chavala ve ark (2006) tarafindan yliriitiilen bir arastirmada; PZR teknigi ile
C. baileyi ile dogal enfekte olduklari (klinik bulgular gdstermeyen ve yetersiz
histolojik reaksiyonlarin oldugu) belirlenen 16-36 giinlilk 20 kazin nekropsilerinde
Hematoksilen-Eozin (HXE), Periodic Acid-Schiff (PAS), elektron mikroskobi ve in-
situ hibridizasyon teknigi ile bursa Fabricius ve konjuktivada (diger organlarda etken
goriilmemistir) belirgin  6lgiide pozitiflik belirlemislerdir. Ozellikle in-situ
hibridizasyon tekniginin doku kesitlerinde az sayida Cryptosporidium etkenleri
bulundugu durumlarda, etkeni tanimlama ve tespitinde iyi bir metod oldugunu

belirlemislerdir.

Kanada kazlarinda ELISA yontemi kullanilarak yapilan bir arastirmada
89/199 (%44.7) Cryptosporidium seropozitifligi belirlenmis olup, yetiskin kazlarda
%49.1, genglerde %51.9, gecekondu bolgelerinde %40.5, kentsel alanda ise %47.2
seropozitiflik tespit edilmistir (Binkley 2015).

Brezilya’da birgok kanatl tiirlinde yiiriitiilen bir ¢alismada Anser cygnoides
(kugu kaz1) irki bir kazda C. baileyi tespit edilmistir (da Cunha ve ark. 2017).

Tiirkiye’de kazlarda Cryptosporidium tiirleri ile ilgili herhangi veri tespit
edilmemistir. Kanatli hayvanlarda ise Cryptosporidium ile ilgili smirli sayida
arastirma mevcuttur. Bunlardan birinde etlik pili¢lerin 21/61’inde (%34,7) oraninda
bursa Fabricius’ta Cryptosporidium ookistlerine rastlanilmis olup (Ozkul ve ark,
1991), digerinde ise 10 giinliik bir giivercin yavrusunda ince bagirsaklarda

Cryptosporidium ookistleri belirlenmistir (Ozkul ve Aydin, 1994). Yine Izmir’de
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etlik piliglerde 10/300 (%3,3) oraninda Cryptosporidium ookistleri bulunmustur
(Erman 1998). Son olarak Van ilinde yabani kuslarin (marti, giivercin, 6rdek, beg
tavugu ve sahin) diskilarinda modifiye asit fast boyama teknigi kullanilarak 37/127
(%29) oraninda Cryptosporidium pozitifligi tespit edilmistir (Kiling ve ark, 2016).

4. MATERYAL VE METOT

4.1.Materyal

4.1.1. Hayvan Metaryali

Arastirmanin yapilabilmesi i¢in gerekli olan hayvan materyali, Kuzeydogu
Anadolu Bolgesi’nde bulunan Kars ilindeki modern kaz ciftlikleri ile kdylerde
yetistirilen geleneksel kaz isletmelerinde yetistirilen 6 ayliga kadar olan kaz civciv ve
palazlarindan elde edilmistir. Arastirmanin yapilabilmesi i¢in gerekli olan izin
Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KAU-HADYEK) nca
17.12. 2015 tarih ve 2015/127 sayili karartyla alinmistir.

4.1.2. Diski Ornekleri

Arastirma materyalini olusturan digki 6rnekleri; Mayis-Aralik 2016 tarihleri
arasinda toplanmustir. Digki 6rnekleri 0-1 aylik kaz civcivlerinden 81, 1-3 aylik kaz
palazlarindan 25, 3-4 aylik kazlardan 49, 5-6 aylik kazlardan 33 olmak iizere rastgele
secilen toplamda 188 adet kaz civciv,palaz ve eriskin kazin kloakasindan sivap
yardimiyla taze olarak elde edilmistir. Bu arastirma da kullanilan digki 6rnekleri

Tablo 6°daki gibi gruplandirilmustir.
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Tablo 6. Aragtirma da Kullanilan Diski Orneklerinin Gruplandirilmasi.

(0-1) ayhk (1-3) ayhk (3-4) ayhk (5-6) ayhik Toplam

81 25 49 33 188

Arastirma materyalini olusturan diski Ornekleri; Kars ilinin Merkez
mahalleleri ve Merkez kdylerinden farkli odaklardan (Subatan mahallesi, Sukap1
mahallesi, Pasacayir mahallesi, Dikme Kdyii, Subatan Koyii, Karacadren Koyii,
Mezra Kdyii, Ozel Veteriner Hekim Kliniklerine gelen hasta hayvanlardan) toplanan
173 ornek ile Arpacay ilgesi Merkezinden toplanan 15 6rnekten olugmustur. Bu
calismada kullanilan digki 6rneklerinin toplandigi yerlerin detaylari Resim 1 ve

Tablo 7°de verilmistir.

Resim 1. Kaz yavrularindan alinan digki 6rneklerinin toplandigi yerlerin haritada goriintimii.
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Tablo 7. Kaz civciv, palaz ve eriskinlerinden alinan digki 6rneklerinin toplandig yerler ve detaylart.

Kullanilan Diski Orneklerinin Toplandig: Yerler ve Detaylari

Merkez Mahalleler Merkez Koyler Arpacay | Toplam Diski
Yas (Ay) Tlcesi Ornegi Sayis
Merkez | Pasacayiri Subatan Sukapt Dikme | Karacadren | Mezra | Subatan
0-1 5 5 18 - 21 19 8 - 15 81
1-3 4 13 1 - 5 1 1 - - 25
3-4 23 10 - - - - - 16 - 49
5-6 1 5 - 5 - - 12 10 - 33
Yerlesim Yerlerine 33 33 19 5 26 20 21 26 15 188
Gore Toplanan Ornek
Sayilar




44

Calisma i¢in alinan digki ornekleri sivap yardimi ile kazlarin kloakalarindan
alinarak tek kullanmlik posetlere konulup (Resim 2), karbol fuksin boyama yontemi
icin +4 C° de muhafaza edilmis ve genellikle ayn1 giin incelenmis ve ELISA testinde

kullanilmak tizere — 20 C° de dondurularak saklanmustir.

Resim 2. Kazlardan digki 6rneklerinin alinmasi.

4.2. Metot

4.2.1. Karbol-fuksin Boyama Metodu

4.2.1.2. Boyama Yontemi

Kaz civciv,palaz ve eriskinlerinden toplanan diski 6rnekleri laboratuarda bir
diski kabina alinmis ve baget yardimi ile iyice ezilmistir. Ezilen digkinin {izerine 1-2
ml distile su damlatilarak digkinin tamamen homojenize olmasi saglanmis ve baska
bir digki kabina 150 pm goézenekli siizgeglerden siiziilmiis ve buradan 15 ml’lik
santriflij tiiplerine alinmistir. Bu 6rnekler 2000 rpm devirde 3 dakika siire ile santrifiij

edilerek sedimentasyonu yapilmistir. Santrifiij sonrasi iist kisim dokiilerek, dipteki
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pellet vorteks ile iyice karistirilmistir. Bu karisimdan bir lamin {izerine 1 damla alinip
tizerine de 1 damla karbol fuksin boyas1 dokiilmiis ve baget yardimiyla lam {izerine
yayilarak elde edilen yayma preparatlarin yaklasik 1-2 dakika i¢inde kurumasi
beklenmistir. Hazirlanan yayma preparatlar mikroskopta iizerine immersiyon yagi

damlatilip 40’11k objektifte incelenmistir.

4.2.2. ELISA Metodu (Enzim Linked Immunosorbent Assay)

Santriflij sonras1 santrifiij tiiplerinde kalan peletler 2ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine alinarak -20 C° de mikroplate ELISA da kullanilmak {izere saklanmistir.
188 ornek ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay (ThermoFisher Scientific,
Remel products) ile idretici firmanin Onerdigi sekilde Cryptosporidium
koproantijenleri yoniinden incelenmistir. Hazirlanan mikropleytler ELISA

okuyucusunda (Spectramax 384 plus) 450 nm boyunda okutulmustur.

4.2.2.1. ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay (ThermoFisher Scientific,
Remel) Test Kiti

4.2.2.1.1. Testin Kullamim Amaci ve Prensibi

ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay Test Kiti (Resim 3 ve 4),
diskt oOrneklerinin sulu ekstraktlarinda Cryptosporidium tiirlerine 6zgii spesifik
(CSA) antijenlerin tespiti icin monoklonal antikorlar kullanmaktadir. Bu antijenler
(CSA) oldukga spesifik olup diger enterik patojenlere karsi carpraz reaksiyon tespit

edilmemistir.

ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay, Cryptosporidium &zgi
antijenlerin tespiti i¢in kullanilan kat1 fazli bir immunoassay testidir. Sulandirilmig ve

seyreltilmis diski Ornekleri, anti-Cryptosporidium spesifik antijenlerinin (CSA)
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antikoruna baglandigi mikropleyt kuyucuklarina eklenir. CSA mevcutsa, bagh
antikor tarafindan "yakalanir". Kuyucuklar inkiibe edilir ve daha sonra baglanmamig
materyali ¢ikarmak i¢in yikanir. Enzim konjugati (yaban turpu peroksidaz enzimi ile
etiketlenmis monoklonal anti-CSA antikoru) eklenir. Kuyucuklar inkiibe edilir ve
daha sonra baglanmamis enzim konjugatin1 uzaklastirmak i¢in yikanir. Pozitif bir
reaksiyonda, CSA enzim konjugatini kuyucuga baglar. Enzim i¢in substrat, 3,3', 5,5'-
tetrametilbenzidin (TMB) eklenir. Pozitif bir reaksiyonda, CSA tarafindan kuyucuga
baglanan enzim, substrati renkli bir reaksiyon iiriinline doniistiiriir. Renk gelisimi
gorsel veya spektrofotometrik olarak tespit edilebilir. Negatif bir reaksiyonda, enzim
konjugatin1 baglamak i¢in higbir CSA yoktur veya yetersiz CSA seviyesi oldugundan

renkli reaksiyon iirlinii gelismez.

4.2.2.1.2. Test Kitinin I¢erigi

Mikropleyt: 1 adet 96 kuyucuklu mikropleyt. Tavsan anti-CSA antikorlar ile

kaplanmistir. Kullanilmayan mikropleytler nem igermeyen folyolarda saklanmalidir.

Conjugate (Enzim konjugat): Sigir serum ve antimikrobiyal ajanlar ile
yaban turpu ile isaretlenmis fare monoklonal anti-CSA igeren 5 veya 25 ml’lik

damlalikli sisede bulunmaktadir.

Pozitif Kontrol: Antimikrobiyal ajanlar igeren tamponlanmis bir ¢ozelti
icerisinde Cryptosporidium ookist ekstraktt da bulunan 4ml’lik damlalikli sisede

bulunur.

Negatif Kontrol: 4 m1’lik damlalikli sise i¢erisinde antimikrobiyal ajanlar ile

kirmiz1 boya ile tamponlanmis soliisyondur.

Numune Seyreltme Tamponu: Antimikrobiyal ajanlar, kirmizi boya ve

tavsan serumu ile tamponlanmis 35 veya 120 ml’lik soliisyon iceren sisededir.

Yikama Tamponu: 50 ml’lik veya 120 ml’lik siselerde antimikrobiyal
ajanlar igeren konsantre tamponlanmis ¢ozeltidir. Seyreltik yikama soliisyonu

hazirlamak i¢in 1 kisim yikama tamponu alinir, 9 kisim distile veya deiyonize su
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ilave edilerek hazirlanir. Seyreltilmis yikama soliisyonu 2-8 °C ‘de saklnirsa 1 ay

igerisinde kullanilabilir.

TMB substrat (Renkli substrat): 12 ml veya 25 ml’lik sisede 3,3°,5,5°-

tetramethylbenzidine (TMB) igeren tamponlanmis soliisyon.

Stop soliisyonu (Durdurma Soliisyonu): 0,46 mol/Silfiiriik asit iceren 12

ml’lik damlaliklr sise.

Resim 3-4. ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay (ThermoFisher Scientific,
Remel) Test Kiti ve Igerigi.

4.2.2.1.3. Orneklerin Hazirlanmasi

ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay test kitinde kullanilan diski
orneklerinin temiz ve sizdirmayan kaplar i¢cinde saklanmasi gerekmektedir. Taze
disk1 6rnekleri 2-8 °C de saklanarak 48 saat igerisinde test edilmelidir. Dondurulmus
ornekler (-20-70 °C), %10 formol gibi fiksatiflerde muhafaza edilen 6rnekler daha
sonra (2-3 ay) test edilebilir. Bu ¢alismada dondurulmus (-20 C°) 6rnek kullanilmig
olup, mikropleyt kuyucuklarina konulmadan 6nce digki 6rnekleri 2-8 C° de 8 saat

boyunca bekletilip seyreltilerek kullanilmistir. Teste baslamadan o6nce 2ml’lik
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ependorf tiiplerinde bulunan diski 6rnekleri vorteks yardimiyla iyice homojenize

edilmistir.

4.2.2.1.4. Testin Yapilisi

1. Etiketlenerek tlizerinde bilgileri bulunan ve igerisinde her bir kaz i¢in ayri

disk1 6rnegi bulunan 188 ependorf tiipii 2 adet tiip sporunda siralandi.

2. Her bir ependorf tiipiine 1 ml 6rnek dilusyon soliisyonu eklenmistir.

Vorteks yardimiyla karigtirilmistir.

3. Her ependorf tiipiine 0,3 ml 6rnek diliisyon soliisyonu tekrar eklendi ve

seyreltilmis bu 6rnekler oda sicakliginda 8 saat bekletildi.

4. Mikropleytler muhafaza edildigi folyodan ¢ikartilarak A1 (sol iistteki ilk
kuyucuk) kuyucuguna 4 damla negatif kontrol, A2 kuyucuguna (Sol iistten 2.

kuyucuk) ise 4 damla pozitif kontrol eklendi.

5. Her bir ependorf tiipiindeki ornekler karistirildiktan sonra 0,2 mi
seyreltilmis Ornekler mikropletteki diger kuyucuklara farkli transfer pipetleri
kullanilarak aktarildi.

6. Son diski ornegininde kuyucuga konulmasindan sonra mikropleytler

tizerleri ortiilerek oda sicakliginda (20-25 °C) 60 dakika inkiibasyon i¢in bekletildi.

7. Inkiibasyondan sonra mikropleytin kuyucuklar sallanarak aspire edildi.
Her kuyucuga yaklagik 350-400 pL seyreltilmis yikama soliisyonu pipetle
doldurularak 3 kez yikama yapildi. Son yikama soliisyonu kullanildiktan sonra kagit

havlu tizerine mikropleyt birka¢ kez vurularak iglem tamamlandi.

8. Mikropleytin her bir kuyucuguna 4 damla (200 pL) enzim konjugat ilave
edildi.

9. Mikropleytin tizeri Ortiilerek oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona
birakildi.
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10. Inkiibasyondan sonra mikropleytin kuyucuklar1 sallanarak aspire edildi.
Her kuyucuga yaklasik 350-400 pL seyreltilmis yikama soliisyonu pipetle
doldurularak 5 kez yikama yapildi.

11. Mikropleytin her bir kuyucuguna 4 damla (200 pL) renkli substrat ilave
edildi.

12. Mikropleytin iizeri ortiilerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona
birakildi.

13. Inkiibasyondan sonra mikropleytin her bir kuyucuguna 1 damla (50 pL)
durdurma soliisyonu ilave edildi. Pozitif kuyucuklarda sar1 renk uniform oluncaya

kadar vortekslenir.

14. Durdurma soliisyonu ilave edildikten 10 dakika sonra reaksiyon tamamen

gerceklesti ve okuma yapildi.

15. Gorsel veya spektrofotometrik olarak 450 nm’de (tekli dalga boyu) veya
450/620 nm (cift dalga boyu) ile 650 nm de okutularak sonuglar elde edildi.
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Resim 5-6-7. ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay (ThermoFisher Scientific, Remel) Test

Kitinin Uygulanmasi.

4.2.2.1.5. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sonuglar gorsel ve spektrofotometerik olarak degerlendirilmistir. Gorsel
olarak; mikropleytin kuyucuklarinda en az 1+ yogunluga sahip sar1 renk gelismisse
diski 6rneginin Cryptosporidium spesifik antijeni (CSA) igerdigi kabul edilerek
pozitif sonu¢ olarak degerlendirildi. Mikropleyt kuyucuklarinda renksiz bir
reaksiyonun goriilmesi digski 6rneginde CSA olmadigini veya saptanamayan bir CSA

diizeyinde oldugunu gosterdiginden negatif sonug olarak degerlendirildi.

Hazirlanan mikropleytler ELISA okuyucusunda (Spectramax 384 plus)
450 nm boyunda okutulmustur. Spektrofotometrik olarak; optik yogunluk degeri
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(0.D.) 0.050’ye esit ve fazla olan 6rnekler CSA igermesi nedeniyle pozitif, optik
yogunluk degeri 0.050’den az olan kuyucuklardaki diski 6rnekleri CSA igermemesi

veya tespit edilecek diizeyde olmamasi nedeniyle negatif olarak kabul edildi.

5. BULGULAR

5.1. Karbol Fuksin Boyama Yontemi Sonuclar:

Kazlardan alinan diski orneklerinin karbol fuksin boyama ydntemine gore
Cryptosporidium pozitifligi sonuglar1 Tablo 8’da ve tespit edilen Cryptosporidium

ookistleri ise Resim 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Karbol Fuksin Boyama Yontemi ne gore kazlarda Cryptosporidium pozitifligi.

Ornek Alinan . PP oo
Kazlarin Yaglart Ince[gnenvl?lskl Pozitif Ornek | Negatif Ornek Yiizdelik Oram
Ornegi Sayisi Sayisi

(Ay)
(0-1) 81 3 78 3,7
(1-3) 25 1 24 4
(3-4) 49 2 47 4,08
(5-6) 33 1 32 3,03

TOPLAM 188 7 172 3,72
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Resim 8. Karbol Fuksin boyama yonteminde goriilen Cryptosporidium spp. ookistleri (x 40, oklar).

5.2. ELISA Kiti (ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay (ThermoFisher

Scientific, Remel products) ile Yapilan Test Sonuclari

Kazlardan alinan digki Orneklerine uygulanan ProSpecT Cryptosporidium
Microplate Assay (ThermoFisher Scientific, Remel products) Test kiti yontemine
gore Cryptosporidium pozitifligi sonuglar1 Tablo 9°da ve pozitif ve negatif

orneklerin goriinimii ise Resim 9’da gosterilmistir.
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Tablo 9. ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay (ThermoFisher Scientific, Remel products)

Test kiti yontemine gore Cryptosporidium pozitifligi sonuglar.

Ornek Alinan . PPN e
Kazlarm Yaslar: Incelfenenvl.)lskl Pozitif Ornek Negatif Ornek Yiizdelik Oramt
Ornegi Sayisi Sayisi

(Ay)
(0-1) 81 16 65 19,75
(1-3) 25 7 18 28
(3-4) 49 25 24 51,02
(5-6) 33 24 9 72,7

TOPLAM 188 72 116 38,29

Resim 9. ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay (ThermoFisher Scientific, Remel products)
Test kiti yonteminde pozitif ve negatif sonuglarin goriiniimii. Al: Pozitif kontrol A2: Negatif Kontrol
A7, A8, BI10, .....: Pozitif Sonuglar. A4, C1, D1, ........:Negatif Sonuglar
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5.3. Karbol Fuksin BoyamaYontemi ile Elisa Kiti Test Sonuclarinn

Karsilastirilmasi

Kazlar arasinda Cryptosporidium tiirlerinin goriilme sikligi, karbol fuksin
boyamasiyla %3,72 (7/188) ve ELISA kiti ile %38,2 (72/188) olarak belirlendi.
Karbol Fuksin boyama yontemi ile mikroskobide Cryptosporidium ookistlerinin
goriilme orani sirastyla 0-1 aylik kazlarda %3,7, 1-3 aylik kazlarda %4, 3-4 aylik
kazlarda 4,08, 5-6 aylik kazlarda ise %3,03 olarak tespit edilirken, Cryptosporidium
antijenlerinin digkida goriilme orani ise, sirasiyla 0-1 ay, 1-3 ay, 3-4 ay ve 5-6 ay
yagslar1 arasindaki kazlarda % 19,75, % 28, % 51,02 ve % 72,72 olarak tespit edildi.
Yas gruplart acisindan karbol fuksin boyama yontemi (mikroskobi) sonuglari ile
ELISA sonuglar1 ile Kkarsilagtirildiginda istatistiki agidan 6nemli bulunmustur
(P<0.001).

Kars yoresinde 0-6 aylik kazlarda karbol fuksin boyama yontemi ve ELISA
kiti (ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay (ThermoFisher Scientific, Remel
products) ile elde edilen Cryptosporidium pozitifligi sonuglarinin karsilastirmasi

Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10. Karbol fuksin boyama yontemi ile mikroskobi ve ELISA kiti yontemi ile Cryptosporidium

pozitiflik sonuglari.

YAS/Ay | Ornek Sayisi K;g)';’;’r'n';“((‘f/i')” ELISA (%) P degeri
0-1 81 (;o/g .17) (tyi%%s) 0,002
1-2 25 (10225 (Z/é gg) 0,022
3-4 49 (O/ffgs) (tyfgfgz) 0,000
5-6 33 ("/if&) (0/5%3.732) 0,000

Toplam 188 (;0/315?82) ([;2’81532%) 0,000
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Karbol fuksin boyama yoOntemine gore yapilan mikroskobik inceleme
sonuglarinin yerlesim yerine gore degerlendirilmesi yapildiginda; 0-1 aylik kazlarda
Subatan mabhallesinde 2/18 (%11,11), Karacadren koyiinde 1/19 (%5,26), 1-3 aylik
kazlarda Dikme koyiinde 1/5 (%20), 3-4 aylik kazlarda Pasacayiri mahallesinde 2/10
(%20) ve 5-6 aylk kazlarda Sukapi mahallesinde 1/5 (%20) oraninda
Cryptosporidium ookistleri tespit edildi. Mikroskobide pozitif bulunan diski
orneklerinin tamami ELISA yontemi ile de pozitif bulundu. Kaz civciv, palaz ve
eriskinlerden alinan diski 6rneklerinde yerlesim yerlerine gore ELISA Kiti ile

belirlenen pozitiflik oranlar1 Tablo 11°de verilmistir.



Tablo 11. Kaz civciv, palaz ve eriskinlerden alinan diski 6rneklerinde yerlesim yerlerine gére ELISA kiti ile belirlenen pozitiflik oranlari (%).
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Kullanilan Diski Orneklerinin Toplandigi Yerler ve Detaylar

Merkez Mahalleler Merkez Koyler Arpacay | Toplam Pozitiflik
Yas (Ay) Iicesi Oram
Merkez Pasacaywrt Subatan Sukapi Dikme Karacadren Mezra Subatan
0-1 S 2/5 3/18 - 11 10/19 8 - 1/15 16/81
(%40) (%16.7) (%52.6) (%6.7) (%19.75)
1-3 4 5/13 (%38.5) 1 - 1/5 1/1 1 - - 7125
(%20) (%100) (%28)
3-4 8/23 7/10 - - - - - 10/16 - 25/49
(%34.8) (%70) (%62.5) (%51.02)
5-6 1 5/5 - 4/5 - - 8/12 7/10 - 33
(%100) (%80) (66.7) (%70)
Yerlesim 8/33 19/33 3/19 4/5 1/16 11/20 8/21 17/26 1/15 72/188
Yerlerine Gore (%24.2) (%57.6) (%15.8) (%80) (%06.3) (%55) (38.1) (%65.4) (%6.7) (%38.3)
Toplam Pozitiflik
Oram
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6. TARTISMA VE SONUC

Cryptosporidium enfeksiyonlart; su ile bulasan yaygin protozoonlardan biri
olmasindan otiirii salginlara neden olabilmesi, zoonotik 6zelligi, fekal oral yolla
bulagmasi, immun sistemi baskilanmis canlilarda (6zellikle AIDS hastalarinda)
oldukga patojen olmasi nedeniyle son 30-40 yilda giderek Onemi artan hastaliklar
igerisinde yer almaktadir. Bu sebepten 6tiiriide bu protozoon konusunda son yillarda

giderek artan diizeyde arastirmalar yapilmaktadir.

Enfekte insan veya hayvanlarda protozoonu teshis edebilmek amaciyla rutin
digki muayenleri (boyama ydntemleri), ELISA, IFAT gibi serolojik testler ile
molekiiler yontemler (PZR), enfekte dokularin biyopsisi ile histopatolojik

incelemeler gibi tekniklerden faydalanabilecegi bildirilmistir.

Cryptosporidiosis’in teshisinde degisik teknikler kullanilsa da rutinde uygun
maliyeti, hizli sonu¢ vermesi, sonuglarinin duyarlilik ve 6zgiilliik agisindan kabul
edilebilir diizeyde olmasindan dolayr diski 6rneklerinin incelenmesinin en ideal
yontemin oldugu distiniilmektedir (Sungur ve ark. 2008, AL-Megrin 2015).
Cryptosporidiosis teshisinde birgok boyama yontemi olmasina ragmen tant
konusunda yeterince kullanisli olmadigi bildirilmis olup, karbol fuksin boyama
teknigini kullanan kisinin deneyimli olmasi ile avantaj saglayabilecegi ve genellikle
biitiin mikroskobik tan1 yontemlerinde oldugu gibi diski igerisinde belirli miktardan
az olan etken var ise teshis konusunda diigiik duyarliliga sahip olabilecegi

bildirilmistir.

Bu arastirma ile, rutin muayenede siklikla kullanilan karbol fuksin boyama ve
digkida koproantijenlerin saptandigi ELISA testi kullanilarak, kazlarda zoonotik ve
ekonomik agidan 6nemli  olabilecek  Cryptosporidium  enfeksiyonlarinin
karsilagtirmali olarak tespit edilmesi amaglanmistir. Sonug olarak bu arastirmada
kazlardaki Cryptosporidium varlig1 karbol fuksin boyama ile %3,72 (7/188), ELISA

kiti ile % 38,2 oraninda bulunmustur ve iki yontem arasindaki farklilik istatistik
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acidan onemli bulunmustur (P<0.001). ELISA’nin aksine; karbol fuksin boyama
yontemi ile mikroskobik incelemenin Cryptosporidium ookistlerinin tespitinde daha
az etkili oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada bulunan sonuglar ile daha 6nce yapilan
caligmalarda da (Qilez ve ark. 1996) bulunan sonuclarin benzer oldugu dikkati
cekmektedir. Diger taraftan diski 6rneginde diisiik diizeyde antijen bulundugu
durumlarda ELISA yontemine gore boyama yontemlerinin daha duyarli oldugunu

bildiren ¢alismalar da mevcuttur (Johnson ve ark. 2003, Mirhashemi ve ark. 2015).

Sungur ve ark. (2008) tarafindan yiiriitiilen bir aragtirmada, ishalli 18 ¢cocuk ve
27 ishalli buzagi diskisi1 (toplam 45 6rnekte), Karbol Fuksin Boyama ve nested
PZR yontemleri ile incelmislerdir. Karbol fuksin boyamada buzagilarda %11,2,
cocuklarda ise %5,6 Cryptosporidium spp. ookistlerine rastlanmistir. Nested PZR ile
buzagilarda %29,7, gocuklarda ise %5,6 oraninda Cryptosporidium spp. spesifik
amlifikasyonu gosteren bantlar elde etmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda; karbol fuksin
boyama yonteminin nested PZR yodntemine gore; tami acisindan 6zgil (%100)
oldugunu ancak duyarlilik agisindan (%44) yetersiz kaldigini tespit etmisler ayrica
nested PZR yonteminin kuskulu ishal olgularinda cryptosporidiosis tanisi i¢in uygun

bir yontem oldugunu bildirmislerdir.

Kazlarda Cryptosporidium spp. ookistlerinin prevalanst Avrupa’dan %50-72
(Sreter and Varga 2000), Amerika’dan ise %6,8-77,8 oraninda bildirilmistir (Jellison
et al. 2004, Zhou et al. 2004, Chvala et al. 2006, Ryan 2010). Zhou ve ark. (2004)
yilinda Ohio ve Illinois eyaletlerinde 13 bdlgede bulunan 209 yabani Kanada
kazindan toplanan digski1 Orneklerinin  49’unda Cryptosporidium spp. tespit
etmiglerdir. Jellison ve ark. (2004) yilinda Kanada kazlarinda yiirittikleri
arastirmada 161 6rnegin 11’inde nested PZR yontemiyle cryptosporidium pozitifligi

tespit etmislerdir.

Bu ¢aligma ile Kars ve Tiirkiye'de yerli kazlarda Cryptosporidium tiirlerinin
varlig1 ilk kez bildirilmektedir. Bu arastirmanin sonuglar1 Kars bolgesinde yapilan

onceki calismalarin sonuglari ile karsilastirildiginda (Arslan ve ark. 2001, Sar1 ve
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ark. 2009), pozitiflik oraninin hem boyama yontemlerinde hem de ELISA'da daha
disik oldugu goriilmektedir. Bu sonug, Onceki ¢aligmalarin semptomatik
hayvanlarda veya daha yiiksek risk grubu tasiyan hayvanlarda Cryptosporidium
prevalansinin arastirilmasindan kaynaklandigimi diistindiirmektedir. Bununla birlikte,
kazlarda Cryptosporidium tiirlerini tanimlamak ve kontaminasyon kaynagindaki
genotipleri belirlemek i¢in daha kapsamli ve detayli molekiiler ¢aligmalara ihtiyag

bulunmaktadir.

Calismamizda 0-1 aylik kazlardan alinan digski Orneklerinin ELISA ile
%19,75’inin, 1-3 aylik kazlarin %28’inin, 3-4 aylik kazlarin % 51,02’sinin ve 5-6
aylik kazlarin da % 72,7’sinin cryptosporidiosis yoniinden pozitif belirlenmis olmasi
kazlarda yasin arttikga Cryptosporidium spesifik antijenlerinin diskida daha c¢ok
goriildiigii lizerine epidemiyolojik veriler saglamis olsa da bu durumun daha ayrintili

caligmalar yapilarak desteklenmesi gerekmektedir.

Sonu¢ olarak, Tirkiye’de kazlarda Cryptosporidium tiirlerinin ilk kez
belirlendigi bu ¢alismanin bulgularina dayanarak; birka¢ farkli mikroskobik boyama
yonteminin bir arada kullanilmasi (karbol fuksin boyama, modifiye asit fast
boyamalar gibi) veya ELISA testlerinin de Cryptosporidium tanisi igin uygulanmasi
onerilmektedir. Ayrica daha duyarlh ve Ozgilligi yiiksek olan molekiiler

tekniklerden de (PZR, Nested PZR) faydalanilabilir.
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