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ONSOZ

Tirkiye’nin en dogusunda bulunan Kars ilinin en 6nemli ge¢cim kaynagi,
sahip oldugu daglik arazi yapis1 nedeniyle hayvanciliktir. Son yillarda sayis1 ciddi
oranda azalmasma ragmen Tiirkiye’deki hayvan varligmin biiylik bir kismi1 Kars
yoresinde bulunmaktadir. Yoredeki hayvanlarm saghigi, hem insan sagligi hem de

yore halkinin gecim kaynagi olmasi agisindan oldukca onem arz etmektedir.

Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de ve Kars yoresinde 6zellikle buzagilarin

sagligini ciddi oranda tehdit eden hastaliklardan biri de cryptosporidiosistir.

Intestinal protozoonlardan olan Cyrptosporidium tiirleri gen¢ hayvanlarda
ishallere, zoonotik 6zelliiyle de insanlarda sindirim sistemi bozukluklarma neden

olmaktadir.

Hayvanciligin 6nemli bir yere sahip oldugu Kars yoresinde yapilan bu
calismada Cryptosporidium enfeksiyonunun yayginliginin modifiye asit-fast boyama

(mAF) ve ELISA yontemleriyle karsilastirmali olarak belirlenmesi amaglanmistir.

Bu tez konusunun belirlenmesi ve yiiriitiilmesinde bana her zaman yon
gosteren ve destek veren, caligmalarim siiresince ilgi ve yardimlarini esirgemeyen
Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi
saymn Prof. Dr. M. Ozkan ARSLAN, Anabilim Dali gretim iiyeleri saym Prof. Dr.
Zati VATANSEVER, saym Prof. Dr. Atila AKCA, sayin Prof. Dr. Murat KARAya,
saym Dog. Dr. Barig SARI, sayin Dr. G. Taskin TASCI, Kars Saglik Yiiksek Okulu
Ogretim Uyesi saym Yrd. Dog. Dr. Neriman MOR, Kars Meslek Yiiksek Okulu
Ogretim Goérevlisi Dr. Aysel ITIK EKINCI’ye, ve materyal toplama esnasindaki
yardimlar1 nedeniyle Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Hayvan Sagligi Sube

Miidiirliigii Veteriner Hekimlere ve ¢iftlik sahiplerine,



Vil

Projeye destek saglayan KAU Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Y&netim

Kurulu Baskanligi’na,

Egitimimin her asamasinda maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen

aileme ve emegi gegen herkese sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



1. GIRIS ve GENEL BILGILER

Cryptosporidiosis, Cryptosporidium cinsi protozoon parazitlerin memeli,
siirlingen, kanathh ve baliklarda olusturdugu zoonotik bir enfeksiyondur.
Cryptosporidiosis evcil hayvanlarda ve insanlarda ishale neden olan diinya genelinde
oldukc¢a yaygin bir hastaliktir. Cryptosporidium tiirleri omurgalilarin gastrointestinal
sistemlerinde, epitel hiicrelerindeki mikrovilluslarin kenar kisimlarinda, intraselliiler-
ekstrasitoplazmik olarak bir parazitofor vakuol i¢cinde bulunmaktadirlar. Ayrica,
kanatlilarda solunum sistemi, bursa fabricius ve konjunktivada, insan ve domuzlarda
solunum sisteminde, maymunlarda safra kesesi, safra yollar1 ve pankreasta
Cryptosporidium tiirleri saptanmistir. Cryptosporidiosisde, insan ve hayvanlarda
immun sistemin rolii olduk¢a 6nemlidir. Zira immun sistemi baskilanmis konaklarda
hastalik ileri diizeye ulasabilmekte ve 6liimler goriilebilmektedir (Thompson ve ark.,

2005, O’Handley ve Olson 2006, Fayer, 2008).

Cryptosporidium tiirleri, konakta merogoni, gametogoni ve sporogoni olmak
iizere ii¢ endojen gelisme donemi gegirerek digki ile 4-6 mikron biiyiikliigiinde ve 4
adet sporozoit igeren ookist olarak atilmaktadir. Bu ookistler atildigi andan itibaren
enfektiftir ve fekal-oral bulagsma bi¢imi ile hastaligin yayilisinda 6nemli rol oynarlar.
Ayrica bu ookistlerin yaklasik %20°s1 konak i¢inde parcalanip otoenfeksiyonlara da
neden olmaktadirlar (Tzipori ve Ward 2002, Xiao ve ark. 2004, O’Handley ve Olson
2006, Fayer 2010).

Insan ve hayvanlarin sindirim sistemlerine yerlesen Cryptosporidium’larm
20. yiizy1l baslarinda belirlenmis olmasi, donem donem salgmlara neden olmasi,
zoonotik yonii, immun yetmezlik durumlarindaki énemi ve 6zellikle buzagilardaki
ekonomik kayiplar1 dikkati g¢eker boyuttadir. Cryptosporidium’lar diinyada ve
Tirkiye’de de yaygin olarak goriilmekte olup, buzagi gibi gen¢ hayvanlar diskilari
ile daha fazla ookist atarak hastaligin bulasmasinda 6nemli rol oynarlar. Bugiine

kadar sigirlarda Cryptosporidium parvum, C. bovis, C. andersoni ve C. ryanae olmak



iizere dort tiir bildirilmistir. Bunlardan C. parvum’un konak spektrumu daha genis
olup, buzagilarda yaygin olarak goriilmektedir. Ayrica C. parvum tirii insanlarda
cryptosporidiosis etiyolojisinin %45 ini olusturmaktadir (Thompson ve ark. 2005,

Nichols 2008,Fayer 2010).

1.1. Taksonomi

Cryptosporidium adli protozoonun sistematikteki yeri 1911 yilinda Leger
tarafindan belirlenmistir. Cryptosporidium’lar Okaryotik protozoonlar olup, tek
hiicreli organizmalardir. DNA’lar1 bir ¢ift zarla etrafi ¢evrili olarak niikleus iginde
bulunmaktadir. Cryptosporidium etkenlerinin sistematikteki yeri Tablo 1.1°de

verilmistir (Xiao ve ark. 2004, Fayer 2010, Karaer ve Dumanli 2010)

Tablo 1.1. Cryptosporidium Etkenlerinin Sistematikteki Yeri (Fayer 2008)

Alem Protista

Kok Alveolata

Kokalti Apicomplexa, Levine, 1970
Simf Coccidea, Leuckart, 1879

Dizi Cryptosporiida

Aile Cryptosporidiidae Leger, 1911
Soy Cryptosporidium, Tyzzer, 1910

C. parvum, Tyzzer 1912
C. andersoni, Lindsay, Upton, Owens Morgan, Mead ve Blagburn 2000
C. bovis, Fayer, Santin, Xiao 2005

Tiir

C. ryanae, Fayer, Santin, Trout 2008

1.2. Etiyoloji

Cryptosporidium tiirleri ilk kez 1885 yilinda Clarke tarafindan bulunmus ve
“fare mide epiteli iizerinde bulunan spor kiimeleri” olarak tanimlanmistir. Ernest
Edward Tyzzer tarafindan 1907 yilinda yapilan laboratuvar ¢alismalarinda farelerin
mide epitel hiicrelerinde etken ilk kez agikca belirlenmistir ve yayimlanmustir.

Tyzzer fare diskisinda ookistleri belirleyerek bu paraziti Cryptosporidium muris

2



olarak isimlendirmistir. Arastrmaci 1912°de farenin ince bagirsaginda gelisen ve
ookistleri Cryptosporidium muris’ inkinden daha kiiclik yapida olan yeni bir tiirii
bulmus ve bu yeni tiirii Cryptosporidium parvum olarak isimlendirmistir. Devam
eden caligmalar siirecinde kanatlilarda, memelilerde ve siiriingenlerde etkili olan
tiirler tespit edilmistir. Tyzzer 1929 yilinda, tavuklarin sekum epitellerinde
Cryptosporidium etkenini tespit etmistir. Slavin tarafindan 1955°te hindilerde yeni
bir tir tespit edilmis ve Cryptosporidium meleagridis olarak isimlendirilmistir.
Ayrica bu etkenin nadirde olsa Oliime sebebiyet verdigi belirtilmistir. Sigirlarda
Cryptosporidium etkeninin diyareye neden oldugu 1970’lerin basinda rapor edilmis
ve bununla beraber hastaligin 6nemi ortaya ¢ikmistir (Sears ve Kirkpatrick 2001,

Fayer, 2008).

Cryptosporidium etkenini, buzagilarda ilk olarak 1971 yilinda Paanciera ve
ark. saptamislardir. Klinik olarak, kronik zayiflama, dehidrasyon ve ishal goriilen bir
buzaginin nekropsisinde ince bagirsaklara yapilan histopatolojik bakida villuslarda
genel atrofi ve Cryptosporidium tiirlerinin ¢esitli gelisme donemlerine rastlanmaistir.
Ikinci olgu 1974 yilinda Meuton ve ark. tarafindan, 2 haftalik bir buzagmin
otopsisinde ileum ve kolonlarda lezyonlara rastlanmis ve histopatolojik bakilarda
yine Cryptosporidium etkenlerinin ¢esitli gelisme donemlerine rastlanildig:

bildirilmistir (Tzipori ve Ward 2002).

Cryptosporidium etkenlerinin insanlarda da ishalle seyreden bir hastalik
olusturdugu 1976 yilinda bildirilmistir. Bu durum ilk olarak kronik ishal ile seyreden
3 yasindaki bir ¢ocukta ve kemoterapi alan, bunun sonucunda da siddetli ishal
gosteren bir hastada saptanmistir. Current ve ark. (1983), yaptiklar1 bir ¢alismada
Cryptosporidium’un normal ve immunsiipresif hastalarda ishale neden oldugunu
rapor etmislerdir. A.B.D.‘de Giliney Milwaukee bolgesinde igme suyu kaynakli
olarak ortaya c¢ikan ve 403.000 kiside siddetli hastalik olusturan, en ¢ok AIDS
hastalarin1 etkileyen salginla, olgu epidemik karakter tasiyan onemli hastaliklar
grubuna dahil edilmistir (Sears ve Kirkpatrick 2001, Truong ve Ferrari 2006, Fayer,
2008).



Tiirkiye’de ise Cryptosporidium ookistleri ilk defa 1984 yilinda Burgu
tarafindan, Karacabey Harasinda 1-28 giinliik buzagilarda tespit edilmistir (Burgu
1984).

Diinyada son 20 yildan beri Cryptosporidium’larla 1ilgili biyolojik,
epidemiyolojik ve molekiiler ¢calismalar yapilmaktadir. Bugiline kadar baliklarda 2,
amfibian ve siirlingenlerde 3, kuslarda 3 ve memelilerde 12 adet olmak iizere toplam
20 Cryptosporidium tiirii kesin olarak belirlenmistir (Fayer 2010). Memelileri
enfekte eden C. parvum tiiriiniin ookistlerinde bulunan sporozoitlerin ¢esitli niikleik
asit ve enzimlerini kodlayan genlerin molekiiler analizlerine gore farkli ¢cok sayida
genotipinin varhigi tespit edilmistir. Molekiiler analizler sonucunda insanlardaki
cryptosporidiosisden sorumlu olan C. parvum etkeninin 2 farkli genotipinin oldugu,
bunlarda insan genotipinin (genotip 1; genotip H) sadece insanlarda, sigir genotipinin
(genotip 2; genotip C) ise sigwr, insan, koyun, geyik ve nadiren domuz ve fareleri
enfekte edebildikleri belirlenmistir. Bu genotipler sonradan C. hominis (genotip 1) ve
C. parvum (genotip 2) olarak isimlendirilmis ve farkli 2 tiir olarak tanimlanmistir
(Fayer, 2008, Fayer ve ark. 2008). Bu tiiriin son ¢aligmalarda C. ryana oldugu
belirtilmistir. (Fayer, 2010).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada, buzagilarda identifiye edilen C. ryanae
tirti; C. bovis, C. andersoni ve Cryptosporidium sp. geyik genotipi gibi yaslh
sigirlarda yada siitten kesim sonrasi yaslarda goriilmektedir. Bu tiirlerin aksine C.
parvum tiirtine genellikle siit kesim Oncesi yaslarda rastlanmaktadwr. C. ryanae
tiirliniin sigirlarda bildirilen Cryptosporidium geyik genotipi olabilecegi ve ileriki
arastirmalarda bunun kesinlik kazanabilecegi de iddia edilmektedir (Fayer ve ark.

2008).

Cryptosporidium parvum gen¢ ruminantlarda, siitten kesilmis yetigkin
hayvanlarda oncelikle ishale neden olur. Ishalli buzagilar diskinin her graminda
5x10° ve 2x10° arasinda ookist disar1 atmaktadirlar. Cryptosporidium andersoni ise
genellikle siitten kesim sonrasi denilen 3 ayliktan itibaren olan yaslarda yani daha
yaslilarda goriilmektedir. Cryptosporidium andersoni mideye yerlesmekte, diyareye
yol a¢mamakta fakat kilo kaybi ve siit veriminin azalmasina neden oldugu

disiiniilmektedir. Enfekte olmus hayvanlar aylarca ookistleri digar1 atabilir fakat C.



parvum’la enfekte olmus hayvanlara gore daha az ookist atma egilimindedirler
(diskinin her grami i¢in 300-1500 e kadar) (Smith, 2008).

Sigirlarda C. parvum oncelikle neonatal buzagi diyaresinin etiyolojik
ajanlarindan biridir ve potansiyel olarak 6nemli kayiplara neden olur. C. andersoni
degisik zamanlarda sigirlardan izole edilmistir. Bu organizma morfolojik
karakterleriyle C. parvum 'dan kolaylikla ayirt edilir (Starkey ve ark. 2005).

Insan ve hayvanlarda bulunan 6nemli Cryptosporidium tiirleri ve baz1 dzellikleri

Tablo1.2’te 6zetlenmistir (Fayer 2008).

Tablo 1.2. insan ve hayvanlarda bulunan énemli Cryptosporidium tiirleri ve bazi

ozellikleri
Tiir Bashca konag Enfeksiyon Yeri Ookist biiyiikliigii ~ Insan enfeksiyonu
C. hominis Insan Ince barsak 4.5x5.5 Var
C. parvum 'Ciﬁlik hayl. Ince barsak 4.5x5.5 Var
insan
C. suis Domuz Ince barsak 4.4x5.1 Var
C. felis Kedi Ince barsak 4.5x5.0 Var
C. canis Kopek Ince barsak 3.7-5.9x3.7-5.9 Var
C. meleagridis Hindi Barsak 4.5-5.0x4.6-5.2 Var
C. muris Rodentler Mide 5.5x7.4 Var
C. andersoni Sigir Mide 5.6x7.4 Yok
C. wrairi Kobay Ince barsak 4.0-5.0x4.8-5.6 Yok
C. bovis Sigir Ince barsak 4.2-4.8x4.8-5.6 Yok
C.baileyi Kiimes hayvl. Triea, PUS L 662 Yok
fabricius, kloaka

C. gali Tavuk, ispinoz Proventrikulus 6.2-6.4x8.0-8.5 Yok
C. ryanae Sigir ? 3.7x3.2 ?

1.3. Morfoloji ve Yasam Dongiisii

Cryptosporidium  tiirlerinin ~ biyolojik  gelismelerinde konak diginda
(eksojen=exogenous) ve konak iginde (endojen=endogenous) olmak iizere iki ana
donemde gelisme goriilmektedir. Konak i¢inde aseksiiel ¢ogalma (merogoni) ve

seksuel ireme (gametogoni) ve sporogoni donemleri goriiliir (Fayer ve ark. 2008).



Cevresel olarak parazitin bulasici1 ve enfektif formu ookistlerdir. Sporlanmis
ookistlerin yalnizca ekzojen evrede digki ile enfekte olmus konagin viicudundan
disar1 atildig1 saptanmistir. Enfekte hayvan digkilarindan milyonlarca ookist digar1
atilir. Bu ookistler atildig1 andan itibaren enfektif olduklar1 i¢in, su (waterborne=su
ile tasman), gida (foodborne=gida ile taginan) ya da yakin temasla ile oral yolla

almarak konagin enfekte olmasina neden olurlar (Fayer ve ark. 2008).

Buzagilarda yaygin olarak goriilen C. parvum tiirtinde genellikle su kaynakl1
bulagsma s6z konusudur. Ciinkii hayvanlarin diskisi ile sularin bulagsmasi ve buradan
hayvanlara ve zoonotik olarak ta insanlara enfeksiyon bulasir. Yani C. parvum un
sigirlarda bulunan subtipleri (zoonotik tiirler) genellikle su yoluyla, insanlarda
bulunan (antroponotik tiirii) subtipleri ile C. hominis tiiri gida ve su yoluyla

bulagmaktadir (Fayer ve ark. 2008).

Etkenin digki ile dis ortama atilan formu; sporlanmis ve tam olarak enfektivite
kazanmus, icerisinde 4 adet sporozoit bulunan ookistlerdir. Sporlanmis bir ookist
elverissiz kosullar altinda, 4 sporozoitin yagamini stirdiirmesini saglayan ve ¢evresini
saran dayanikli bir yap1 olan ii¢ katmanli (trilaminar) duvardan meydana gelmistir.

Bu sporozoitler yeni enfeksiyon ajanlarina doniismektedirler (Fayer ve ark. 2008).

Cryptosporidium parvum ve C. hominis’in esas yerlesim yeri ince
bagirsaklardir. Cryptosporidium parvum, buzagilarda genellikle ileum iist kismindan
sekuma kadar olan bdlgede yogun olarak bulunmaktadir. Ayrica hayvanlarda ve
immun sistemi baskilanmig insanlarda ekstraintestinal olarakta rastalanabilir.
Cryptosporidium muris, C. andersoni ve C. serpentis tiirleri ise mide mukozasinda

yerlesmektedir.

Yasam dongiisli, Eimeria ve Isospora gibi coccidian parazitlerin yasam
dongiilerine benzer sekildedir ve 6 gelisim evresi gegirmektedirler (Fayer ve ark.

2008).



A) Ekskistasyon donemi

Endojen satha, uygun konak tarafindan ookistin parcalanmasindan sonra
baslar. Enfeksiyona dogru ilk adim ekskistasyondur. Bu olayda ookistin i¢ kisminda
direk bir siitiir boyunca ookist duvari agilarak 4 sporozoit ookistten ayrilir.
Cryptosporidium ile akraba olan Apicomplexan parazitlerin bir¢ogu igin ince
bagirsaktaki safra tuzlari, midede ki degisik indirgeyici etmenler, pankreatik
enzimler, cesitli proteolitik enzimler ve viicut 1sis1 gibi etkilere maruz kalinmasi
durumunda sporozoitlerin ekskistasyonu gergeklesir. Cryptosporidium igin boyle
kosullar ekskistasyonu arttirabilir ancak deneysel kosullar altinda, 1lik akéz soliisyon
icinde ookistlerden ekskit olabilen sporozoitler goriilmiistiir. Bu durum, vajina,
uterus, ovaryum, testisler, lenf nodiilleri, safra kesesi, solunum sistemi, gozlerde
konjuktiva gibi ekstraintestinal yerlerde enfeksiyonlar olusmasima ve otoenfeksiyona
imkan vermektedir. Ookistlerden ekskist olan sporozoitler hareketlidirler, ilk olas1

giris yerleri konak hiicrenin apikal ucudur ve aktif bir sekilde hiicreye saldirirlar.

B) Merogoni Donemi (Aseksiiel Cogalma)

Diinyada yaygin olarak goriilen, insan ve hayvanlarda da onemli olan C.
parvum’ un merogoni doneminde 2 tip meront (sizont) goriilmektedir (C. baileyi’ de
3 tip meront vardir). Aseksiliel ¢ogalma olarak isimlendirilen merogoni (sizogoni)
sonug¢landig1 zaman trofozoitlerin nukleuslar1 boliiniir. Serbest kalan sporozoitler
konagin epitel hiicreleri icerisine girmektedirler. Parazitin konak hiicresi ile
temasinda sporozoitlerin sahip oldugu glikoprotein 6nemlidir. Mucin benzeri bu
glikoprotein sayesinde temas olusmakta ve bir parazitofor vakuol sekillenmektedir.
Bu parazitofor vakuol i¢indeki sporozoitler intraselliiler olup, konak-hiicre
sitoplazmas1 ile direkt temasi1 yoktur yani ekstrasitoplazmiktirler. Bu parazitofor
vakuol siiresince parazit konoid, roptri ve mikronem ile olusturulan konak hiicresi
arasindaki bag sayesinde iliski kurulmakta ve bu organeller ile konak hiicre
sitoplazmasi ile direkt temas kurulmaktadir. Epitel hiicrelerin mikrovillus bolgesine
parazitofor vakuoller i¢inde tek nukleuslu olan merontlar trofozoitlere

doniismektedir. Daha sonra eseysiz olarak (merogoni) ¢ogalarak Tip 1 merontlar1



olusturmaktadirlar. Tip I merontlardan meydana gelen merozoitler yeni hiicrelere
girerek tekrar eseysiz c¢ogalma ile Tip I merontlar1 veya Tip II merontlar:

olusturmaktadir.

(0)] Gametogoni Donemi (Seksiiel Cogalma)

Tip II merontlardan meydana gelen merozoitler seksiiel liremeyi baglatirlar ve
farkli konak hiicrelerine girerek mikrogamont (erkek, mikrogametosit) ve
makrogamont (disi) olustururlar. Mikrogamontlar ¢ok nukleusludur ve bir sperm
hiicresiyle esit olan mikrogametlere doniismektedirler. Makrogamontlar ise tek

nukleusa sahiptir.

D) Déllenme Donemi

Kamgisiz, hareketli olan mikrogamontlar, makrogamont sitoplazmasina girerek
dollenmeyi gerceklestirirler ve dollenme sonucunda makrogamontlardan ookist
gelismektedir.

E) Ookist Donemi

Zigot duvar1 kalinlagarak, dis ortama dayanikli ve konak tiirleri i¢in enfektif
olan ookist formu gelismektedir. 2n kromozomlu déllenmis makrogamontlar, mayoz

boliinme gegirmekte ve 4 adet 1n yapili sporozoitler gelismektedir.

F) Sporogoni Donemi

Konagin gastrointestinal sisteminde sporlanan ookistler digki ile disar1
atilmaktadirlar. Konagm solunum sisteminde yerlesenlerde ise solunum ve burun
akintilar1 ile digar1 atilmaktadirlar. Olusan ookistlerden ince cidarl olanlar konakta
otoenfeksiyona neden olmaktadirlar. Dis ¢evre sartlarina direngli olan kalin cidarl

ookistler viicut disma atilmaktadirlar.



Cryptosporidium ookistleri konak hiicre i¢indeyken sporogoni gecirdikten
sonra bagirsak limenine dokildiklerinde enfektif hale gegmektedirler (Sears ve

Kirkpatrick 2001, Fayer, 2008)

Prepatent periyot (siire), enfektif ookistlerin alinmasindan parazitin konak
icinde gelismesini tamamladigi, ookistlerin ilk olarak olustugu, digkiyla atildigi

siireye kadar gecen zamana verilen isimdir.

Ookist atiliminin devam ettigi giine kadar enfeksiyonun devam ettigi doneme
ise patent periyot (siire) adi verilir. Enfeksiyonun siirekliligi genellikle ookistlerin
ekskresyon giinleri ile karakterizedir. Bu donem konak ve enfektif doz gibi

Cryptosporidium tiirlerine bagl olarak degisiklik gostermektedir (Fayer, 2008).

Cryptosporidium tiirlerinde prepatent ve patent siireler (giin) Tablo 1.3.’te

goriilmektedir (Fayer 2008).

Tablo1. 3. Cryptosporidium tiirlerinde prepatent ve patent siireler (giin).

Tiir Konak Prepatent siire Patent Siire
C.parvum Buzag 2-7 1-12
Insan 4-22 1-20
C.suis Domuz 2-9 9-15
C.muris Fare 6-21
C.felis Kedi 5-6 7-10
C.bovis Sigir 10-12 18
C.baileyi Tavuk 4-24 18
C.ryanae Buzag 11 15-17

Cryptosporidium parvum’ un yasam dongiisii Sekill.1’de gosterilmistir (Fayer

2008).



Trofozoit

Sporozoit

Otoenteksiyon \
I Digkayla Asthr

Ince Cidarli

Ookist Kalm Cidarh Ookist

Olgun Ookist Gcng; dc-;kisi Makrogamont

Sekil 1.1: Cryptosporidium parvum’ un yasam dongiisii (Fayer 2008).

1.4.Epidemiyoloji

Cryptosporidium enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde etken, konak ve ¢evre
onemli rol oynamaktadir. Etken olan Cryptosporidium tiirii, konagin tiirii ve yasi,
cevresel ozellikler, konagin bulundugu ahir ve ahirin kosullar: ile ¢iftlik yonetimi
cryptosporidiosisin epidemiyolojisinde rol alan faktorlerdir. Sigirlarda C. parvum’ un
prepatent siiresi 2—7 giin olup, enfekte hayvanlar diskilar1 ile 2-3 hafta kadar
(ortalama 10 giin) enfektif olan ookistleri disar1 atarlar. Ishalli olan neonatal
buzagilar gram diskida 10" den daha fazlaya varan sayida ookist atabilirler.
Cryptosporidiosisin klinik hal almasinda ve patojenitesinde alman ookist sayisi
oldukea etkilidir. Cryptosporidium. parvum’da minimum enfektif doz 30 ookisttir.
Disk ile disar1 atilan kalin cidarli enfektif bu ookistler su, gida ya da yakin temasla
oral yolla alinarak konaklarin enfekte olmasina neden olmaktalardir. Buzagilarda
yaygin olarak goriilen C. parvum tiriinde genellikle su kaynakli bulasim s6z
konusudur. Buzagilarin diskilart ile kirlenen sularin igilmesi ile hayvanlara ve
zoonotik olarak ta insanlara enfeksiyon bulagsmaktadwr (O’Handley ve ark.1999,

Fayer 2008, Nichols 2008).
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Ookistlerin ¢evre kosullarmma son derece direncli olmalar1 bulagmaya
yardimc1 olmakta ve hastaligin prevalansini etkilemektedir. Ookistler soguk ve nemli
havalarda aylarca canli kalabilmektedirler. Ayrica sularda yapilan standart klorlama
diizeylerine de direnglilerdir. Bu nedenle insanlar arasinda epidemik salginlarin
goriilmesinde ¢ogunlukla su kaynakli bulagimlar 6n plana ¢ikmaktadir (O’Handley

ve ark.1999, Thompson ve ark. 2005, Nichols 2008).

Diinyada daha onemli tiir olan C. parvum neonatal buzagilar basta olmak
iizere diger ruminantlarda ve insanlarda cryptosporidiosisin baslica etkenidir.
Hastalik 3 giinliige kadar olan ruminantlarda goriildiigii halde en yaygin olarak
goriildigli yas grubu 1-3 haftaliklardir. Enfeksiyona 1 aylik {izerindeki hayvanlarda
nadiren rastlanmaktadir. Ancak hastaligin yayilisinda etkili risk faktorlerin uygun
olmas1 ve salgmlarm ortaya ¢ikmasi olgular1 bu yas grubu sinirlamalar1 disindadir

(O’Handley ve ark.1999, Thompson ve ark. 2005, Fayer 2008, Nichols 2008).

Cryptosporidium enfeksiyonlar1 kendi kendini smirlayan ozellikte olup,
ookist atilimi1 1-2 hafta kadar devam etmektedir. Enfeksiyonlar1 takiben immunite
gelisir ve daha sonraki enfeksiyonlara karsi hayvanlar direngli hale gelmektedir. Yani
ilk enfeksiyonlarda ookist atilimi daha fazla olmaktadir ve yasla beraber azalmaya
baslamaktadir. Ilk enfeksiyonlar 6zellikle neonatal dénemde siddetli seyretmekte,
klinik  cryptosporidiosis olusmakta ve hatta tedavi edilmezse Oliimler
sekillenmektedir. C. parvum tiirii daha ¢ok genglerde yani neonatal donemde ya da
buzagi, oglak ve kuzularda goriilmekte ve yayginligr %100’lere kadar varmaktadir

(O’Handley ve ark.1999, Thompson ve ark. 2005, Fayer 2008, Nichols 2008).

Neonatal ruminantlarda C. parvum enfeksiyonlar1 et¢i buzagilara gore siitcii
buzagilarda daha yaygin olarak goriilmektedir. Bunda siit¢ii isletmelerdeki buzagi
sayisinin fazla olmasi ve bu buzagilarinda daha fazla ookist cikarabilecegi etkili
olabilen faktorlerdir. Yetistirme tiplerinin yani kapali veya yar1 acik kapali, iklim,
mera donemi olup olmamasi, yaslilarla bir arada bulunma, altlik durumu, su i¢me
diizeni, altlik temizlenme bi¢imi ve sikligi, hayvan sayisi, farkli yas gruplarindaki

hayvanlar1 ayn1 bdlmelerde bulunmasi1 gibi c¢esitli faktorler cryptosporidiosisin
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yayilisinda etkili faktorler olarak sayilabilir (O’Handley ve ark.1999, Thompson ve
ark. 2005).

Cryptosporidium andersoni tiri ilk olarak 1987 yilinda sigirlarda tespit
edilmistir (daha once C. muris olarak adlandirilmistir). Koyun ve kuzular deneysel
olarak bu tiirle enfekte edilememis ancak son yillarda bir koyunda C. andersoni
ookistleri saptanmistir. Prevalanst %5 ler diizeyinde olup, bazi siirtilerde %30 lara
kadar varmaktadir. Cryptosporidium. andersoni esas olarak siit kesim sonrasi
yaslarda ya da eriskin sigirlarda goriiliir ve enfeksiyon genellikle kronik seyirlidir ve
aylarca hatta yillarca devam etmektedir. Bu tiirlerden baska hakkinda daha smirl
bilgi bulunan C. bovis tiirii ise daha yash buzagilarda goriilmektedir (O’Handley ve
ark.1999, Thompson ve ark. 2005,Fayer 2008, Nichols 2008).

1.5. Klinik Bulgular ve Patogenez

Neonatal ruminantlarda Cryptosporidium parvum enfeksiyonlarinda klinik
olarak diyare, belirgin ve bilinen onemli bir bulgu olarak goriilmektedir. Diski,
genellikle soluk sarimsi renkte olup bol sulu 6zelliktedir. ishal bazen mukuslu
olabilir. Genel halsizlik, istahsizlik, hayvanin arka tarafinin digki ile bulasik olmasi,
killarin canliligini yitirmesi ve matlagsmas1 ve dehidrasyon da ishale eslik eden
belirtilerdir. Klinik belirtiler ookistlerin alinmasindan sonraki 3-5 giinde belirgin
olarak ortaya ¢ikmakta ve 4-18 giin kadar devam edebilmektedir (O’Handley ve ark.
1999, Thompson ve ark., 2005, Fayer 2008).

Siddetli cryptosporidiosis olgularinda asir1 dehidrasyon, metabolik asidosis ve
Olim goriilebilmektedir. Ancak bu tip durumlara nadiren rastlanilmaktadir. Etci
buzagilarda cryptosporidiosis salginlarina siit¢ii buzagilara gore daha az siklikla
rastlanmakla beraber, cryptosporidiosis et¢i buzagilarda daha siddetli seyretmektedir.
Et¢i buzagilarda mortalite oran1 daha yiiksek olup %30 lara kadar varmaktadir. Siitcii
buzagilarda klinik cryptosporidiosis olgular1 dogum sezonunda buzagilarin siiriiye
girmesiyle daha cok ortaya cikar. Neonatal diyareli olgularda, Cryptosporidium
tiirleriyle beraber diger enteropatojenler de goriilebilmektedir. Ayrica klinik

belirtilerin goriilmedigi hayvanlarda da (buzagi gibi) Cryptosporidium ookistleri
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saptanabilir. Cryptosporidiosisin siddetli seyretmesinde, alinan ookist sayisi, siirii
bagisikligl, baska enfeksiyonlarin varligi, besleme ve ¢iftlik yonetimi-idaresi etkili
faktorlerdir. Iyi bir ¢iftlik yonetimi; C. parvum enfeksiyonlarmin ciddi sorunlar
olusturmasin1 engelleyebilecegi gibi cryptosporidiosisin daha hafif gegmesini

saglamaktadir (O’Handley ve ark. 1999, Thompson ve ark., 2005).

Klinik belirtiler intestinal cryptosporidiosisde gozlenmektedir. Bu tip
hastalikta malabsorpsiyon (kotlii emilim, bagirsakta emilimin iyi olmamasi) ve sivi
sekresyonunda artis meydana gelmektedir. Bu olayda hem parazite hem de konaga
ait faktorler etkili olmaktadir. Cryptosporidium parvum esas olarak ince barsak distal
kismina (ileum) yerlesmektedir. Ayrica, ince barsak proksimal kisimlar1 (jejenum,
duodenum) ile sekum ve kolonda da goriilebilirler. Enfeksiyon sonucunda patolojik
olarak villus atrofisi, villuslarda birlesme, kript hiperplazisi, mikrovilluslarda
bozulma, yangisal hiicre infiltrasyonu sekillenir. Tiim bu degisiklikler bagirsak yiizey
kisimlarinda hasara, beslenme bozukluklarina, enzim kayiplarma ve elektrolit
transportunda bozulmalara ve nihayet malabsorpsiyona neden olabilmektedir. Ayrica
parazitlerin salgilar1 ve toksinlerin bulunmasi da salgisal tip diyarenin gelismesine
neden olabilmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalar Cryptosporidium tiirlerinin
apoptozise neden olabilecegi iddia edilmekle beraber, barsak epitellerin dar birlesme
yerlerinde yikimlasmaya, barsak bariyer fonksiyonlarinda kayiplara yol acabilecegi
de iddia edilmektedir. Bu patolojik olaylarin neticesinde Cryptosporidium’larla
enfekte konaklarda malabsorpsiyon ve salgisal ishal (sekratoryal diyare)

gelismektedir (O’Handley ve ark. 1999, Thompson ve ark., 2005,).

Cryptosporidium andersoni‘nin neden oldugu abomazal cryptosporidiosisde
klinik belirtiler belirgin degildir ve patolojik lezyonlar smirhidir. Bu tip
cryptosporidiosisde peptik ve pilorik bezler etkilenir ve bunun sonucunda ise mide
mukozasinda hipertrofi, gastrik bezlerde dilatasyon sekillenebilir. Bu tablo tip 2
ostertagiosis’e benzer yapidadir. Abomazal PH ve plazma pepsinojen diizeyi

yiikselmektedir (Thompson ve ark., 2005, O’Handley ve ark. 2006).
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1.6. Teshis

Cryptosporidium enfeksiyonlarinin diagnozunda boyasiz preparatlar, boyama
yontemleri, immunolojik yontemler ya da antijen tan1 yontemleri ve molekiiler tani
yontemleri kullanilmaktadir. Bunlardan rutin olarak boyama yontemleri ve direkt
floresan antikor testi (DFA) ile enzim immunoassay (EIA, ELISA) ve hizli dipstick
benzeri testler, parazitin prevalansini belirleme ¢alismalarinda tercih edilmektedir.
Boyama yontemlerine gore immunolojik metotlarmn tanida daha duyarli oldugu
belirtilmektedir (Ok ve ark. 1997, Geurden ve ark. 2008, Smith 2008, Uyar ve
Taylan Ozkan 2009).

1.6.1. Direkt Diski Muayenesi

Cryptosporidium tanist i¢in alman digki Ornekleri ookistler yoniinden
incelenmektedir. Bunun i¢in digki 6rnegi sulu ise direkt olarak yada 2 veya 3 kati
kadar sulandirilarak, yumusak yada kat1 kivamda ise sulandirilarak iyice ezildikten
sonra siiziilerek santrifiij edilir ve dipteki sedimentten yaymalar hazirlanarak ya da

sukroz flotasyon yontemi ile flote edilerek incelenmektedir.

Disk1 ornekleri direkt olarak hemen incelenecegi zaman herhangi bir
koruyucuya gerek olmaz. Ancak uzun siire saklanip ve sonra incelenecekse %10 luk
formalin, sodyum asetat-asetik asit formalin (SAF) ve polivinly alkol (PVA)
fiksatifler1 koruyucu olarak (prezervatif) kullanilmaktadir. Boyama metotlarmin
bircogunda PVA pek tercih edilmemektedir. Ookist canliliginin uzun siire devami
igin digk1 Orneklerinin %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 enfeksiyonlarmin diagnozunda Karbol Fuksin, Auramin
Fenol (AP), Modifiye Ziehl-Neelsen, Kinyoun Asit-fast, Modifiye Asit-fast (mAF)

boyama yoOntemleri kullanilmaktadir. Boyama yontemlerine gore immunolojik
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metotlarin tanida daha duyarli oldugu belirtilmektedir (Geurden ve ark. 2008, Ok ve
ark. 1997, Smith 2008, Uyar ve Taylan Ozkan 2009). Boyama ydntemlerinde
hazirlanan preparatlarda goriilen Cryptosporidium ookistleri sayilarak, ookist atilim
yogunlugu ve hayvandaki enfeksiyon siddeti belirlenmektedir (Burgu 1984, Castro-
Hermida ve ark. 2002).

1.6.2.1. Auramine Phenol (AP, Auramin Fenol) Boyama Yontemi

Cryptosporidium ookistlerinin  saptanmasinda kullanilan bir boyama
yontemidir. Hazirlanan digki yaymalar1 Cryptosporidium ookistleri yoniinden
floresans mikroskopta incelenir. Olduk¢a hizli bir tekniktir. Cryptosporidium
ookistleri siyah zemin {iizerinde parlak yesil floresans veren, yuvarlak, 3-7 mikron
biiytikliglinde goriilmektedir. AP ile boyanmis preparatlardaki ookistler daha sonra
DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilabilirler (Smith, 2008).

Metanolle Tespit

'
\

AP Boyasinda 10 dk

Preparat kurutulur
Floresans mikroskopta R
incelenir

Preparat Yikanr

Preparat Yilcanr %03tk HCI'de 5 dk Preparat Yikanr Potasyum permanganat-30 sn

Sekil 1.2: Auramine Phenol Boyama Yonteminin Yapilis1 (Cizim: Orijinal, Resim:

http://bestpractice.bmj.com/best-practice/monograph/11 49/res0urces/image/bD/Z.html)
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1.6.2.2. Modifiye Ziehl-Neelsen (mZN) Boyama Yontemi

Diskida Cryptosporidium ookistlerinin varligi yoniinden yapilan bir boyama
yontemidir. Ookistler 20 lik objektifte goriilebilir. Ookistler solgun yesil zemin
tizerinde kirmizi yapilarda goriilmektedir. Boyanmis preparatlardaki ookistler daha

sonra DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilabilirler (Smith, 2008).

Metanolle tespit-3 dk

Mikroskopta incelenir

Preparat Kurutulur

%4'liik Malasit Yesili

Preparat Yikamr Asit-Alkol de 10-15 sn.
£ Prparet Yoo Bovasmda 30 Sn.

Sekil 1.3: Modifiye Ziehl-Neelsen Boyama Yonteminin Yapiligt (Cizim: Orijinal,

Resim: http://veterinarymedicine.dvm360.com/vetmed/Medicine/ArticleStandard/Article/detail/509560).

1.6.2.3. Kinyoun Asit-Fast Boyama Yontemi

Cryptosporidium ookistleri mavi veya soluk kirmizi zeminde ag¢ik pembeden
kirmiziya ¢alan renkte boyanmaktadir. Ookistler modifiye asit-fast boyasinda oldugu
gibi parlak kirmizi degildir. Ookistler diskida seyrek bulundugunda gozden
kagabilirler (Mistik ve ark. 1992, Ok ve ark. 1997).
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Saf Metanolde 1 dk tepit

Kinyoun karbol fuksin
bovasi-5 dk.

Mikroskopta incelenir

¢

Preparat Kurutuur

Preparat Yikamir
%50'lik Alkol

Preparat Yikamr Preparat Yikanir

Metilen Mavisi-1 dk
% 1'lik Siilfirik Asit-1 dk.

Sekil 1.4:Kinyoun Asit-Fast Boyama Yonteminin Yapilist (Cizim: Orijinal, Resim:

http://www.tparazitolderg.org/text.php3?id=358)

1.6.2.4. 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
sayida siyah muntazam olmayan graniiller goriilmektedir. Ookistler mavi zemin
iizerinde kolaylikla fark edilmektedir. Mayalar1 maviye boyayan metilen mavisi

karsit boya olarak kullanilmaktadir (Ok ve ark. 1997)
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Yayma Alevden Gegirilir

LA S—
R
A

e

Mikroskopta fncelenir

Preparatlar karbol fucsin
boyasyla isiilarak boyanr-5 dic

Preparat Kurututur

Preparat Yilcanr 45k Silfik asii-1 dk Preparat Yikanr Loeffler’n alkah Preparat Yikcarr
metilen mavisi-1 dic

Sekil 1.5: Modifiye Asit-Fast Boyama Yonteminin Yapilisi (Cizim: Orijinal, Resim:
Orijinal)

1.6.2.5. Karbol Fuksin Boyama Yontemi

Bu yontemde eter-alkol karisiminda temizlenmis digki 6rnegi lam iizerine bir
baget yardimi ile bir damla kadar almir. Ayn1 miktar karbol-fuksin digski1 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
iizerine bir damla immersiyon yagi damlatilir ve lamelle kapatilarak 40x10
biiylitmede incelenir. Mikroskobun bu biiyiitmesinde 20 sahadaki ookist sayilarak
ortalamasi alinir. Boyama sonunda ookistler kirmizi zemin {izerinde siddetli 151k
kirict Ozellikte, seffaf, parlak, diizgiin duvarli ve oval yapida gozlenirler. Karbol
fuksin boyama yonteminde x40’lik objektifte mikrometre ile ayar yapilarak ookistler

icinde sporozoitler goriilebilir (Burgu 1984, Ozlem ve ark. 1997).
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st,lctOrn:t';\ {\Ka:rbol Fuksin Boyasi
* @

Digka 6rmegi ve bova kanstinlr
knrutuher

" r Mikroskopta incelenir

immersiyon eklenerek
lamel kapatihr

Sekil 1.6:  Karbol-Fuksin  Boyama  Yonteminin  Yapilist  (Resim:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023307000123

1.6.3. immunolojik Yéntemler

Immunolojik tam ydntemleri parazitolojide yaklasik 30 yil kadar once
kullanilmaya baslanmistir. Cryptosporidium tiirlerinin diskida immunolojik olarak
arastirilmasmda, Direct Immunfloresans Assay (DFA), indirekt Fluoresan Antikor
Assay (IFA) ve Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ve hizli tani testleri
gelistirilmistir (Ozcel ve ark 1997, Carey ve ark. 2004, Dogruman-Al F, 2011). Bu
testlerin kisa siirede ¢ok sayida 6rnegin calisilabilmesi, degerlendirme yapilmasinda
deneyim gerektirmemesi gibi avantajlar1 laboratuvarlarda tercih edilmesine neden
olmustur (Dogruman-Al F, 2011). Bu immiinolojik teknikler boyama yontemlerinden

daha duyarhlardir (Starling ve Arrowood 1993).

1.6.3.1. Direkt Immunfloresans Antikor Testi

Direkt immunofloresans testi (DFA), Cryptosporidium tiirlerinin yiizey

antijenlerini taniyan floresan isaretli monoklonal antikor icermektedir. Bu test

19



modifiye asit-fast boyama yontemlerine gore daha yiiksek duyarlilik (%99) ve
ozgiilliige (%100) sahip olmasi1 sayesinde giiniimiizde referans test olarak kabul
edilmektedir. Bu yontem ayni zamanda SAF soliisyonu iginde saklanilan digki

orneklerine de uygulanabilmektedir (Dogruman-Al F, 2011)

1.6.3.2. indirekt Fluoresan Antikor Test

Immunolojik yontemlerden olan IFA testi, monoklonal antikor kullanilarak
yapilmaktadir ve 6zgiilliigli oldukca yiiksektir. Aside direncli boyama tekniklerinden
daha duyarli oldugu bildirilmektedir (Emre ve Fidanci 1997). IFA yonteminde
ookistlerin antijenik yapilar1 floresan boya ile isaretli monoklonal antikorlara
baglanarak ookistler siyah zemin tizerinde yesil renkte goriiliirler. IFA teknigi ile az
sayida ookist igeren digki drnekleri bile saptanabilmesi ve dolayisiyla hastaliga erken
donemde tan1 konulmasi ve asemptomatik tastyicilarin belirlenmesini saglamaktadir.
Pahal1 bir teknik olmas1 ve uygulama i¢in floresans mikroskoba ihtiya¢ duyulmasi ise

testin dezavantajlarindandir (Carey ve ark. 2004).

1.6.3.3. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Enzimli Immun Test veya Enzyme Immun Assay (EIA) olarak ta adlandirilan
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) testi, antijen antikor reaksiyonlarini
gostermek i¢in enzimlerin kullanildig1 serolojik bir tani yontemidir. Yiksek
duyarlilik, kolay uygulama, kullanilan reaktiflerin uzun siire saklanabilmesi, ¢ok
saylida numunenin kisa siirede ¢alisilabilmesi, sonuclarin spektrofotometrede objektif
olarak degerlendirilebilmesi gibi avantajlara sahip olmasi1 nedeniyle parazitolojide
yaygin olarak kullanilmaktadir (Zeyrek ve Dirim Erdogan 2011).

Bu yontemin esasi; olusturulan antijen-antikor kompleksine enzim ile isaretli,
antiglobulinin ilave edilmesi ve sonra substratin eklenmesi ile eger antijen var ise
renk olusumunun goézlenmesidir. Buradaki renk olusumu, kimyasal bir olaydir ve
enzimin aktivitesine baghdir (Ak 1997).

Diskida kopro antijenlerin aranmasi yontemi de renk olusumuna dayanan

bir yontemdir. Bu amacla rapid testler ya da EIA teknikleri kullanilmaktadir.
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1.6.4.

Monoklonal antikor emdirilmis ELISA mikroplaklarina siipheli diski Ornegi
konularak renk olusumuna gore teshis edilmektedir.

Diskida Cryptosporidium ookistlerinin tespitinde kullanilabilecek uygun bir
cthaza gereksinim duyulmast ve pahali olmasi ELISA’nin kullanimini

siirlamaktadir (Kehl ve ark. 1995).

Molekiiler Biyolojik Yontemler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR, PCR) Cryptosporidium ookistlerinin tanisi
icin Laxer ve ark. tarafindan ilk defa 1990 yilinda kullanilmistir (Laxer ve ark.
1990). Molekiiler yontemler tiir/genotip ve subtiplendirme diizeyinde farkl
Cryptosporidium tiirlerini ayirt etmek i¢cin gelistirilmistir. Bu yontemler genellikle
insan ve hayvanlardaki Cryptosporidium tiirlerini karakterize etmek icin
kullanilmaktadir (Xiao 2010). PCR c¢ok hizli olmasina ragmen ¢ok hassastir. Cansiz
mikroorganizmalar, laboratuvar kontaminasyonu, c¢iplak niikleik asitlerden

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

1.7. Tedavi

Evcil hayvanlar icin cryptosporidiosis enfeksiyonuna karst bir tedavi
simdilerde mevcut degildir. Hastalik siklikla gen¢ buzagilarda 2 hafta siiresince
kendini sinirlamaktadir (Thompson ve ark. 2003). Cryptosporidiosisin tedavisinde
cesitli kimyasal maddeler (¢esitli antiprotozoal bilesikler, genis spektrumlu
antibiyotikler) kullanilmaktadir (Sears ve Kirkpatrick 2001, Xiao ve ark. 2004).
Paramomycin, halofugione lactate, lasalocid gibi ilaglar kuzu ve buzagilarda umut
verici oldugu saptanmistir. Buzagilarda cryptosporidiosisin tedavisinde, sivi tedavisi
ve asit-baz dengesini diizenleme yoluyla tedavi edilebilmektedir (Thampson ve ark.
2003). Elektrolit tedavisiden 6zellikle normal immuniteye sahip hastalarda ¢ok iyi
sonu¢ alimmaktadir (Sears ve Kirkpatrick 2001, Fahey 2003). Anti-Cryptosporidium
antikorlar1 iceren kolostrum da faydali olabilmektedir (Thampson ve ark. 2003).
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1.8. Korunma ve Kontrol

Evcil ve yabani hayvanlarda Cryptosporidium’un bir¢ok tiirii ve genotipleri
enfeksiyona neden olabilmektedir. Bu enfeksiyonlar klinik seyirli ya da subklinik
seyirli olabilmektedir. Enfeksiyonlar beslenme bozuklugu, kilo kaybi ve oliimlerle
sonuclanabileceginden ekonomik olarak 6nemlidirler (Thompson ve ark.2003).

Insanlarda cryptosporidiosisin salgm halde goriilmesinde ruminantlar ve
ozelliklede sigirlar 6nemli rol oynar. Bu hastaliga neden olan tiirlerden C. parvum
tiirli ana zoonotik tiir olup, insan olgularinda kisilerin ciftlik ziyaretleri ya da
buzagilarla direkt temasit sonucu rastlanilmaktadir. Cryptosporidium tiirlerinin
bulagsmasinda gen¢ ruminantlar ve oOzellikle neonatal donemdeki hayvanlar risk
faktorii olarak rol oynamaktadirlar. Ciinkii C. parvum enfeksiyonlarmma 30 giinliikten
biiylik hayvanlarda nadiren rastlanmakta ve yasl hayvanlarda atilan ookist sayis1 da
diismektedir. Ayrica yaslt hayvanlarda C. andersoni ve C. bovis tiirleri daha yaygin
olarak goriilmektedir (O’Handley ve ark. 1999).

Yetistirme tipi (kapali veya yar1 acik) iklim, hayvanlarin merada olup
olmamasi, yaslilarla bir arada bulunma, altlik durumu, su igme diizeni, su i¢cme sekli,
altlik temizleme bicimi ve siklig1, hayvan sayisi, farkli yas gruplarindaki hayvanlarin
ayn1 bolmelerde bulunmasi gibi ¢esitli faktorler cryptosporidiosisin yayilisinda etkili
faktorler olarak sayilabilir. Bunun ic¢in hijyen, gilivenli su ve yetistirme tiplerine
dikkat edilmelidir (Thompson ve ark. 2005, O’Handley ve Olson 2006, Nichols
2008,).

Ookistlerin uzun siire dis ortamda canli kalmalar1 ve bir ¢ok dezenfektana
kars1 direngli olmalari, az sayida ookistin enfeksiyon olusturma yetenegine sahip
olmasi, baz1 genotipler i¢in hayvanlarin rezervuar olmalar1 ve konagin bagisiklik
sisteminin baskilanmis olmasi cryptosporidiosisin yayilmasinda etkili oldugu icin
onlemler almmalidir (Truong ve Ferrari 2006, Fayer 2008).

Ookistler atildig1 andan itibaren enfektif olduklar1 i¢in bulasim kaynaklarinin
oniine gecilmelidir. Onlem olarak; hayvanlar tek tek barindirilmali, ahirda yeterli
havalandirma bulunmali, ahir ve kullanilan malzemeler sicak suyla sik sik yikanmali,
her hayvan i¢in ayr1 ayr1 su kovasi kullanilmali, althik sik degistirilmeli, buzagilar

anneleri ile bir arada barindirilmamali, yemlik ve samanliklarin digk: ile bulagsmasia
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engel olunmalidir. Hasta hayvanlar, bulagsmayr Onlemek icin ayr1 yerde

barindirilmalidir (Thompson ve ark. 2005).

1.9. Buzagilarda Cryptosporidiosis Enfeksiyonlarinin Diinyadaki Durumu

Modifiye Asit-Fast Boyama ile Yayginhg:

Diinya’da buzagilarda Cryptosporidium enfeksiyonlarmnin yaygmligi, hangi
tiirlerin bulundugu, zoonotik 6nemi ve bu hastaligin yayilisinda etkili olan risk
faktorlerinin durumu ile ilgili arastirmalar yapilmaktadir (Santin ve Trout 2008).
Isveg’te asit fast boyama ile ii¢ ayliga kadar olan ishalli buzagilarda %11, saglikli
buzagilarda %5 (Bjorkman ve ark. 2003), Almanya’da 3-15 giinliik neonatal
buzagilarda asit fast boyama ile %36 (Broglia ve ark. 2008) oraninda pozitiflik

saptanmuistir.

ELISA Metodu ile Yayginhg:

Ispanya’da 1-30 giinliik ishalli buzagilarda ELISA yontemi ile %40,7 (de la
Fuente ve ark. 1999) oranlarinda Cryptosporidium prevalanst bildirilmistir.
Fransa’da anti-Cryptosporidium monoklonal antikorlar1 kullanilan ticari ELISA kiti
ile yapilan arastirmada, Cryptosporidium enfeksiyonlar1 biiyiik ¢ogunlugu (%90,5)
ishalli olan 4-21 giinliik buzagilarda %43,4 oraninda, ishal olgular1 diisiik olan
(%5,3) 4-12 giinliik buzagilarda %17,9 olarak tespit etmislerdir. Ciftliklerin ise
%355,6’s1nda pozitiflik saptamislardir (Lefay ve ark. 2000).

Zambia’da ELISA teknigi ile digkida antijen aranarak yapilan ¢aligmada, ii¢
ayliga kadar olan buzagilarda Cryptosporidium yaygmligi %19,2 olup, siit¢ii, etci ve
ticari isletmelerdeki prevalansi ise sirasi ile %42,8, %8 ve %6,3 olarak bulunmustur

(Geurden ve ark. 2006).
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1.10. Buzagilarda Cryptosporidiosis Enfeksiyonlarinin Tiirkiye’deki Durumu

Modifiye Asit-Fast Boyama ile Yayginhg

Cryptosporidium’larm yaygmligi mAF boyama ydntemiyle, Sivas yoresindeki
normal digkili buzagilarda mAF boyama yontemi ile yapilan arastirmada %38-62,4
arasinda degismekte (Degerli ve ark. 2005, Mamak ve ark. 2000), Van yoresindeki
buzagilarda %13,2 oraninda (Giil ve ark. 2008), ayn1 metotla Erzurum yoresinde
yapilan arastirmada ise ishalli buzagilarda %30,3 iken saglikli buzagilarda %10
olarak saptanmistir (Sar1 ve ark. 2008). Tiirkiye genelinde mAF boyama yontemiyle
yapilan incelemeler ele alindiginda Kars yoresindeki cryptosporidiosis varliginin

yine biiyilik oranda diistiigii tespit edilmistir.

ELISA Metodu ile Yayginhg

Seving ve ark. (2003), ELISA metodu ile Konya yodresindeki buzagilarda
Cryptosporidium prevalansinin %27,3 oldugunu, bu oranin ishalli olanlarda %63,9,
sagliklilarda ise %9,8 oraninda saptandigini ve mAF boyama yOntemi ile genel
prevalansin daha diisiik (%20,7) bulundugunu bildirmislerdir. Ayrica boyama
yontemlerine gore diskida C.parvum koproantijenlerinin saptandigi ELISA
metodunun daha duyarli oldugu, pozitiflik oraninin mAF boyama ile %2,97
bulundugu halde ELISA ile bundan daha yiiksek (%9,13) gozlendigi kaydedilmistir
(Seving ve ark. 2003). Kars yoresinde yapilan bu caligmada ise ELISA metoduyla
Cryptosporidium’ un genel prevalansini %5,1 oraninda, mAF boyama yontemiyle ise
%3,8 olarak tespit edilmistir. Genel yayginlik ELISA metoduyla daha yiiksek iken
mAF boyama yontemiyle daha diisiik oldugu saptanmis ve Cryptosporidium
koproantijenlerinin saptandigi ELISA metoduyla %35,1 pozitiflik bulunurken mAF
boyama yonteminin daha diisiik (%3,1) oldugu ve ELISA metodunun daha duyarl
oldugu tespit edilmistir.

Ozgelik ve ark. (2012) Sivas yodresinde ELISA yontemiyle yaptiklari
calismada 68 buzagmmn %5,8’inde Cryptosporidium spp. yoniinden pozitiflik
saptamislardir. Bu ¢alismayla Kars yoresinde ELISA metoduyla tespit edilen
pozitiflik oran1 (%35,1) birbiriyle ortiismektedir.
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Kars yoresinde bugiine kadar sadece ii¢ ayliga kadar olan ishalli buzagilarda
arastirma yapilmis ve sadece mAF boyama yontemi ile Cryptosporidium ookistleri
incelenmis ve cins/soy diizeyinde tani konulmustur. Normal digkili olan buzagilarda
olduk¢a simirlt inceleme olmustur. Serolojik taniya yonelik hi¢bir calisma mevcut

degildir.

Bu calismada, buzagilarda Cryptosporidium enfekiyonlarmin prevalansini
belirlemek i¢in iki farkli yontem olan mAF boyama ve ELISA metodu kullanilmistir.
Cryptosporidium’larin diagnozunda duyarliligt boyama yontemlerine goére daha
yiliksek oldugu bildirilen immunolojik tekniklerden olan ELISA metodu ile elde
edilen sonuglar, mAF boyama sonuglar1 ile karsilastirilmistir. Bu calisma ile alt1
ayliga kadar ishalli ya da saglikli buzagilarda Cryptosporidium enfeksiyonlarmin
prevalansi saptanmis ve buzagilarin yasi ile klinik durum gibi risk faktorlerin bu

prevalanstaki etkileri belirlenmistir.

Bu noktadan hareketle; Kars yoresinde ciftlik veya koy kosullarinda, siit¢ti
isletmelerde bulunan buzagilarda Cryptosporidium enfeksiyonlarinin prevalansi
modifiye Asit Fast (mAF) boyama ve Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
yontemleri ile karsilagtrmali olarak belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Kars ve
cevresinde bulunan modern ciftlik ve yoOresel ahir tipi yetistirmelerde alt1 ayliga
kadar olan buzagilarda; Cryptosporidium enfeksiyonlarmin yaygmnhigr ve
bulagmasinda etkili olan;

-Buzagilarin yas1 (3 ayliga kadar, 3-6 aylik),

-Buzagilarin klinik durumu (ishalli veya saglikli/normal digkili olmasi)

gibi temel risk faktorleri dikkate alinarak her iki yontem ile elde edilen sonuglar
karsilagtirilmistir.

Ayrica mAF boyama yontemi ile hazirlanan preparatlarda Cryptosporidium
ookist yogunlugu yoniinden degerlendirme (+, ++, +++) yapilmistir. Bu
degerlendirme ile farkli yas gruplarinda, ishalli ve saglikli buzagilarda ookist atilimi1
tespit edilmistir. Yine bu ookist yogunluguna gore enfeksiyonun siddeti (hafif, orta

ve siddetli enfeksiyon) ortaya konulmustur.
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ELISA testinde C. parvum tiiriine ait koproantijen kiti kullanilarak yapilan bu
calisma ile buzagilarda cryptosporidiosis etkenlerinden en yaygin tiir olarak goriilen

C. parvum’un prevalansi saptanmistir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Hayvan Materyali

Arastirmanin yliriitiilecegi hayvanlar, Kars ve ¢evresindeki modern ciftlik ve
koy ahirlarindaki sigir isletmelerinde bulunan buzagilardan olusmustur. Yoredeki
sigir yetistirme tarzi siit¢ii isletme tarzinda oldugundan her isletmede buzagi

bulunmaktadir.

2.1.2. Diski Ornekleri

Arastirma materyalini olusturan diski 6rnekleri; Mart-Haziran 2011 dogum
sezonunda Kars ili merkez kdyleri ve ¢iftlikler olmak tizere 22 odaktaki (Kiimbetli,
Biiyiik Akiliziim Kars-Merkez, Bogazkoy, Agadeve, Esenyazi, Kocabahge, Caglayan,
Cumhuriyet, Basgedikler, Dikme, Karakas, Esenkent, Halefoglu, Sogiitli, Oguzlu,
Biiyiik Bogatepe, Atakdy, Azat kdyleri, KAU Veteriner Fakiiltesi Ciftligi, Nadiroglu
Ciftligi ve ishal vakali kliniklere gelen hastalar) buzagilarin rektumlarindan
almmustir. Buzagilar 3-90 giinliik (3 aylhiga kadar) ve 91-180 giinliikk (3 ayliktan
biiyiik) olmak iizere iki gruba ayrilmistir. Calisma materyali 313 diski 6rneginden
(146°s1 ishalli, 167’s1 saglikli) olusmustur. Buzagilarin 253’1 3 ayliga kadar, 60°1 ise
3 ayliktan biiyiikk buzagilardan olusmustur. Calismada kullanilan digki ornekleri
Tablo 2.1.’deki gibi gruplandirilmistir.

Tablo 2.1. Calismada Kullanilan Disk1 Orneklerinin Gruplandirilmas:
<3 aylik 3-6 aylik
Ishalli Saglikli Ishalli Saglikli
138 115 8 52

253 60
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Calisma i¢in alinan digk1 6rneklerinin tiimii modifiye asit-fast (mAF) boyama
yontemiyle incelenmis ve degerlendirilmistir. Her digki 6rnegi ELISA testinde

kullanilmak tizere +4 C° de saklanmustir.

2.2. Metot

2.2.1. Modifiye Asit-Fast (mAF) Boyama Metodu

Ishalli olan diski Ornekleri direkt olarak, normal kivamli olanlar ise
sulandirilarak ezildikten sonra 15 ml’lik santrifiij tiiplerine 5-10 ml alinarak iizerine
su eklenerek santrifiij sedimentasyon yapilmistir. Santrifiij sonrasi iist kisim atilmis
ve dipteki pellet karistirilarak bu kisimdan yayma preparatlar hazirlanmistir.
Hazirlanan diski yayma preparatlar1 modifiye asit fast (mAF) boyama yontemi ile
boyanarak mikroskopta 40’lik objektifte incelenmistir. (Ok ve ark. 1997).

Boyama yontemi i¢in bazik fuksin, % 95 etil alkol, fenol kristalleri, konsantre
stilfiirik asit, metilen mavisi, potasyum hidroksit (% 10 ve % 0.01 sulu soliisyonlar1)

ve % 10 formol kullanilmistir.

2.2.1.1. Hazirlanan Soliisyonlar

Karbol fuksin boyasi

a) Boyay1 ezmek i¢in havan ve havaneli kullanarak 3.15 gr fuksin 100 ml % 95
etil alkol i¢inde eritilmistir (bazik fuksin topaklagsmigsa alkolii eklemeden havaneli
yardimi ile iyice toz hale getirilmelidir. Daha sonra alkol damla damla eklenmis ve
lyice ezilmistir).

b) Fenol kristalleri 56 °C' lik su banyosunda eritildi ve 45 ml erimis fenol
kristaline toplam hacim 900 ml olancaya kadar distile su ilave edilmistir.

C) Fuksin alkol karisimi fenol soliisyonuyla karistirilmig 1-2 giin bekletilmis ve

soliisyon siiziilerek kullanilmistir.
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%S AKkoz siilfiirik asit (dekolorizan ajan)

Silfiirik asitten 5 ml dikkatli ve yavas bir sekilde 95 ml distile suya eklenerek

hazirlanmstir.

Loeffler'in alkali metilen mavisi (karsit boya)

Metilen mavisinden 0.3 gr 30 ml etil alkolde eritilmis ve 100 ml % 0.01

potasyum hidroksit soliisyonu eklenerek hazirlanmistir (Ok ve ark. 1997).

2.2.1.2. Boyama Yontemi

I.

Yaymalar havada kurutulmus ve lamlar alevden yavasca gecirilerek fikse
edildikten sonra sogumaya birakilmaistir.

Lamlar boyama sehpasi iizerine yere paralel gelecek bigimde yerlestirilmis ve
iizerlerine lamlar1 tam kaplayacak bi¢cimde karbol-fuksin boyas1 dokiilmiistiir.
Elli santimetre kadar uzunluktaki bir kalin tel ¢ubugun ucuna pamuk sarilmas,
alkolle 1slatildiktan sonra yakilarak, lamlarin altinda gezdirilmistir.

Lamlar kurumaya basladig1 zaman iizerlerine boya eklenmistir. Isitma islemi 5
dakika siirdiiriilmiistiir. Boyanin kaynamamasima 6zen gosterilmistir.

Lamlar soguduktan sonra fazla boya dokiilerek hafif akan ¢esme suyunda
yikanmigstir.

Lam dekolorizasyon ajan olarak % 5’lik sulu siilfiirik asit iceren saleye batirilip
1 dk tutulmustur.

Saleden ¢ikarilan lamlar hafif akan ¢esme suyunda yikanmig ve tekrar boyama
sehpasi lizerine dizilmistir.

Lamlarin tizerine Loeftler'in alkali metilen mavisi dokiiliip (preparatin lizerini
tam kaplayacak sekilde) 1 dk beklenmis, daha sonra lamlar musluk suyunda
yikanip kurutulmustur.

Boyanarak hazirlanan preparatlar mikroskopta 40’lik objektifte incelenmistir

(stipheli durumlarda immersiyon objektifte de incelenmistir).
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Mikroskobik olarak X40’lik biiylitmede 10 farkli sahadaki ookist sayisi
dikkate almarak ookist yogunlugu ve enfeksiyon siddeti belirlenmistir Ookist
yogunlugunun degerlendirilmesi ve preparatlardaki ookist sayilarina gore enfeksiyon
siddetinin yorumlanmasida daha 6nce yapilan laboratuar ¢aligmalar1 ve diger ilgili
literatiirlerden (Burgu 1984, Castro-Hermida ve ark. 2002, Citil ve ark. 2004, Sar1 ve
ark. 2008) modifiye edilerek hazirlanan Tablo 2.2’ deki kriterler dikkate alinmistir.

Tablo 2.2. Disk1 6rneklerinde Cryptosporidium ookist yogunlugu ve enfeksiyon
siddeti kriterleri.

Ookist Sayisi Ookist yogunlugu Enfeksiyon siddeti
Ookist yok - -

1-10 ookist + Hafif

11-25 ookist ++ Orta

>25 ookist +++ Siddetli

2.2.2. ELISA Metodu (Enzim Linked Immunosorbent Assay)

Orneklerin degerlendirilmesinde dnce mAF boyama ydntemi ile incelenmis
olan drneklerden 222°si Cryptosporidium parvum ELISA kiti (Bio-X Diagnostics,
Veterinary, cattle ) ile 91°1 ise Cryptosporidium ELISA kiti (Diagnostic Automation,
Inc., USA, Veterinary cattle ) ile iiretici firmanin 6nerdigi bicimde Cryptosporidium
koproantijenleri yoniinden incelenmistir. Yani ELISA metodu ile Cryptosporidium
koproantijeni aranan toplam 313 digski 6rneginin 222’sinde Cryptosporidium parvum

tiir diizeyinde ve 91°1 ise Cryptosporidium cins diizeyinde belirlenmistir.

Hazirlanan mikroplaytler ELISA okuyucusunda (Spectramax 384 plus) 450

nm dalga boyunda okutulmustur.
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2.2.2.1. Cryptosporidium parvum ELISA Kiti

2.2.2.1.1. Testin Prensibi

Cryptosporidium parvum ookistleri i¢in spesifik antikorlar tarafindan
sensitive edilmis 96 kuyucuklu mikropletleri kullanilan bir testtir. Bu antikorlar digk1
orneklerinde mevcut olan patojenlerin spesifik yakalanmasina miisaade etmektedir.
A, C, E ve G srralar1 bu antikorlarla kaplanmistir ve B, D, F ve H siralar1 spesifik
olmayan antikorlar1 (kontrol kuyular1) icermektedir. Bu kontrol swralar1 spesifik
immunolojik reaksiyon ile non-spesifik baglanmalar1 ayirt etmeyi saglamaktadir.

Boylece, yanlis pozitiflerin biiyiik bir gogunlugu elimine edilir.

2.2.2.1.2. Kitin ¢erigi:

Mikroplates- (ELISA Plaklar): 2 adet 96 kuyucuklu plak igermektedir. Bu
plaklarn A C E G siralar1 anti-crypto spesifik antikorlarla kaplanmis iken B D F H
siralarindaki  kuyucuklar non-spesifik antikorlarla kaplanmistir. Bu siradaki
kuyucuklar negatif kontrol olarak kullanilacaktir.

Washing Solition — (Yikama Soliisyonu): Her kit 1 adet 100 ml’lik 20 kat
konsantre yikama soliisyonu igermektedir. Soliisyonu 1:20 oraninda distile ya da
deiyonize suyla sulandirilmalidir. Dilue edilmis soliisyonu +2 ile +8 C° arasinda
saklaymiz.

Dilution Buffer- (Diliisyon Soliisyonu): Her kitle 6rnekleri dilue etmek i¢in bir 50
ml’lik 5 kat konsantre buffer gelmektedir. Bu konsantre soliisyonu 1:5 oraninda
distile veya deiyonize suyla dilue edilmelidir. Dilue edilmis soliisyonu +2 ile +8 C°
arasinda saklanmalidir.

Conjugat- (konjugat): Bu kitle 1 adet 25 ml’lik sise i¢inde anti-crypto peroksidaz
konjugat1 (horse-radish peroksidaz ile isaretli anti-crypto monoclonal antikoru)
gelmektedir. Bu soliisyon kullanima hazirdir.

Pozitif kontrol: 4 ml’lik soliisyon kullanima hazirdir.

TMB- (Substrat): 25 ml’lik tetramethylbenzidine kromojen soliisyonu kullanima

hazirdir.
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Stopping Solition- (Durdurma Soliisyonu): Bir adet 15 ml’lik sise i¢cinde 1M

fosforik asit stop soliisyonu.

Kitin igerigi Sekil 2.1.’de gosterilmistir

Sekil 2.1: Cryptosporidium parvum ELISA kiti

2.2.2.1.3. Ornegin Hazirlanmasi

2,5 ml’lik godeler i¢inde 1-1 oraninda diliisyon buffer ile sulandirilan diski 6rnekleri
yaklagik 10 dakika dik durumda bekletildi ve tortu oynatilmadan iist kisimdan

numune kuyucuklara koyulmak tizere alindi.

2.2.2.1.4. Prosediir

1- Tim malzemeleri (soliisyonlar + plate) kullanmadan en az yarim saat dnce
oda 1sisma (+21 C°, +- 3 C°) ¢ikartilmustir.
2- Yikama soliisyonunu 20 kat distile su ile seyreltildi. Diliisyon soliisyonu ise 5

kat distile su ile seyreltildi.
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3- Digk1 6rnekleri 1°e 1 oraninda hazirlanan Diliisyon buffer ile sulandirildi ve
dilue edilmis Ornekler her bir géze 100 mikrolitre asagida tarif edildigi sekilde
konuldu;

v 1.6rnek A, ve By gozlerine; yani 1 numarali 6rnekten 6nce 100 mikrolitre bir
pipet yardimiyla almip dnce A; goziine konuldu. Sonra aynm1 drnekten dipteki tortu
oynatilmaksizin tekrar 100 mikrolitre ¢ekilerek B, géziine konuldu.

v Sonra pipet ucu degistirilip 2.6rnekten alindi. Yukaridaki gibi 2. Ornekte C,
ve D, gozlerine konuldu. Bu islem tiim 6rnekler bitene kadar sirayla yapildi

v Ayni sekilde hazir olarak sunulan pozitif kontrol Ornegi hafifce
calkalandiktan sonra 100 mikrolitre siradaki gozlere konuldu.

4- Numuneler plakaya konulduktan sonra plakanin {istii aliiminyum folyo ile
kapatilarak oda 1sisinda 1 saat inkiibasyona birakildi.

5- Inkiibasyondan sonra plaka daha &nce (2 numarali asamada agiklandig1 gibi)
hazirlanmis olan yikama soliisyonu ile 5 kez yikand1.

6- Kullanima hazir konjugat her goze 100 mikrolitre olacak sekilde tiim gbzlere
eklendi ve yine plakanm kapagi kapatilarak oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi.

7- Plaka tekrar yikandu.

8- Plakadaki her bir goze 100 mikrolitre kullanima hazir olarak sunulan
kromojen (substrat) soliisyonundan eklendi. Plaka, substrat eklendikten sonra oda
1s1sinda 10 dakika karanlik bir ortamda inkiibe edildi.

9- Her goze 50 mikrolitre kullanima hazir stop soliisyonu eklendi.

10-  Renk degisimi 450 nm filtre kullanarak ELISA okuyucusunda okutuldu.

2.2.2.1.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

Her bir 6rnek i¢cin net OD degerini, pozitif kuyucuktaki (A; mesela) OD
degerinden onun esi olan negatif kuyucuktaki (6rnegin B,) OD degerinin
cikarilmasiyla hesaplanmaktadir. (A;’de ki OD- B;,’de ki OD = 06rnegin net OD
okuma degeri). Bu test yalnizca 10 dakikalik bir kromojen karbasyonundan sonra
pozitif kontrol antijeni ile elde edilen OD ‘nin veri sayfasinda (1 numarali
deger=0,895) verilen degerden biiylik olmasi1 halinde gecerli kabul edilir. Daha sonra
her bir 6rnek i¢in elde edilen NET OD degerleri ayni1 plakada yiiriitillen NET pozitif
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kontrol antijen OD degerine boliiniir ve 100 ile carpilarak yiizde pozitivite
hesaplanir.

[% pozitifite = NET OD (6rnek)/NET OD (pozitif kontrol)*100]

Daha sonra %38,38’in lizerindeki pozitif olan ornekler (+), digerleri (—) olarak

belirlenir.

2.2.2.2. Cryptosporidium spp. ELISA Kiti

2.2.2.2.1. Testin Prensibi

Bu kit, anti-Cryptosporidium poliklonal antikorlar1 kullanilarak sandwich
ELISA teknigine gore hazirlanmis olup digki siipernatanindan antijen yakalama

ozelligine sahiptir.

2.2.2.2.2. Kitin ¢erigi:

*Test strips: Kuyucuklar1 anti-Cryptosporidium antikorlar1 iceren 96 kuyucuklu
ELISA plagi

*Enzyme Conjugate: Thimerosal ile anti-Cryptosporidium antikoru etiketli
peroksidaz igeren 11ml’lik 1 sisedir.

*Pozitif Kontrol: 2 ml’lik sisede kullanima hazirdir.

*Negatif Kontrol: 2 ml’lik sisede kullanima hazirdir.

*Kromojen: Chromogen tetramethylbenzidine (TMB) igeren 11 ml’lik sise
kullanima hazirdir.

*Yikama Soliisyonu:25 ml’lik 2 sise.

Diliisyon Soliisyonu: 30 ml’lik 4 sise.

*Durdurma solution: 1 molar phosphoric asid igeren 11 ml’lik sisede kullanima
hazirdr.

Kitin igerigi Sekil 2.2.’de verilmistir.
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Sekil 2.2.: Cryptosporidium sp. ELISA kiti

2.2.2.2.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Her 6rnek 2,5 ml’lik godeler i¢cinde (ishalli ornekler direkt, kati kivamli
ornekler sulandirilarak) alindi ve yaklagik 10 dakika dik durumda bekletildikten

sonra supernatant kismi testte kullanilmak i¢in alind1.

2.2.2.2.4. Prosediir

1- Istenilen sayida kuyucuk hazirlandi (pozitif ve negatif kuyucuklar i¢in fazladan
iki kuyucuk) ve plaga yerlestirildi.

2- Mikropipetle 1. kuyucuga 100 pl negatif kontrol, 2.kuyucuga 100 pl pozitif
kontrol eklendi.

3- Kontrol kuyucuklari hari¢ her kuyucuga 50 ul diliisyon buffer eklendi.

4- Dillisyon buffer eklenmis her kuyucuga sulandirilarak santrifiij edilen diski
orneklerinin supernatant kismindan 50 pl eklendi.

5- Oda sisinda (15-25 °C) 60 dakika inkiibasyona birakildi ve sonra yikama
soliisyonu kuyucuklara eklenerek yikandi.

6- Her kuyucuga 2 damla Enzim Konjugat eklendi.
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7- Oda isisinda 30 dakika inkiibasyona birakildi ve sonra yikama soliisyonu
kuyucuklara eklenerek yikandi.

8- Her kuyucuga 2 damla Kromojen eklendi

9- Oda 1s1sinda 10 dakika inkiibasyona birakildi.

10-  Her kuyucuga 2 damla stop soliisyonu eklendi.

11- Sonuglar ELISA okuyucusunda 450 nm’de okutuldu.

2.2.2.2.5. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sonuglarin degerlendirilmesi, ¢aligma kilavuzuna uygun olarak, absorbans degeri

0.15 OD ve iizeri olanlar pozitif, altinda olanlar ise negatif olarak belirlendi
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3. BULGULAR

3.1. Modifiye Asit-Fast Boyama Yontemi Sonuclar

Buzagilarda Cryptosporidium yayginligi; toplam 313 diski 6rnegine yapilan
mAF boyama yontemi ile %3.8 (12/313) olarak bulunmustur (Sekil 3.1).

3,80%

B Pozitif Ornek Sayisi (n:12)

O Negatif Ornek Sayisi
(n:301)

J9620%

Toplam 313 buzagi (n:313)

Sekil 3.1: Kars yoresinde buzagilarda cryptosporidium yayginlig.

Modifiye asit-fast boyama yontemine gore pozitif saptanan drneklerin ookist
yogunluklari; 7 drnekte (+), 3 ornekte (++) ve 2 drnekte (+++) olarak belirlenmistir.
Bu 6rneklerden 11 tanesi 3 aydan kiiciik (7’si ishalli 4’1 normal digk1), 1 tanesi ise 3-

6 aylik normal digkili buzagi 6rneginde saptanmustir (Sekil 3.2.).
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L+ L4+ M+

Buzagilarda Cryptosporidium
ookist yogunlugu

(Toplam 12 pozitif 6rnek)

Sekil 3.2.: Kars yoresinde buzagilarda mAF boyama yontemine gore
cryptosporidium ookist yogunlugu

Cryptosporidium goriilme orant mAF yontemine gore; lic ayliga kadar ishalli
buzagilarda %5 (7/138), saglikli olanlarda %2,60 (3/115), 3-6 ayliklarda ise ishalli
olanlarda %12,5 (1/8), saglikli olanlarda ise %1,9 (1/52) olarak belirlenmistir (Sekil
3.3).

14% -
12% -
10% - _lishalli
8% -

M Normal

6% -

4% -

2% -

0% -

<3ay >3ay

Sekil 3.3.: Modifiye asit-fast boyama yontemine gore pozitif olgularmn klinik durum
ve yasa gore dagilimi
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Calismada mAF boyama yontemiyle saptanan Cryptosporidium ookistleri sekil

3.4.’te gosterilmistir.

Sekil 3.4.: Modifiye asit-fast boyama yoOntemiyle saptanan Cryptosporidium
ookistleri (x100)

3.2. Cryptosporidium parvum ELISA Kkiti ile Yapilan Test Sonuclar

Cryptosporidium parvum ELISA kiti (Bio-X Diagnostics, Veterinary, cattle )

ile koproantijenler yoniinden incelenen 222 diski 6rneginin sonuglart Sekil 3.5te

gosterilmistir.
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14,0% -
12,50%

12,0% -

10,0% -

8,0% - )
I shalli

6,0% - M Normal

4,0% -
1,90%

2,0% -

0,0% I T 1
< 3aylk 3-6aylik

Sekil 3.5. Kars yoresindeki buzagilarda C.parvum koproantijenlerinin klinik durum

ve yasa gore yayginligi.

ELISA plaginda pozitif ve negatif kuyucuklarin gorinimii Sekil 3.6.’da

verilmistir.

Sekil 3.6: ELISA plaginda pozitif ve negatif kuyucuklarin goriiniimii
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Cryptosporidium parvum yaygmhgi %5.9 (13/222) bulunmus olup, bu oran
ii¢ ayliktan kii¢iik buzagilarda (%6.2; 12/194) 3-6 aylik gruba gore (%3.6; 1/28) daha
yiiksek saptanmistir. C. parvum saptanan 13 pozitif olgunun 9’nun ishalli, 4’niin
sagliklt oldugu gozlenmistir. C. parvum koproantijenleri en yiiksek oranda (%7.4;

8/108) ii¢ ayliktan kiigiik ishalli buzagilarda goriilmiistiir.

3.3. Cryptosporidium sp. ELISA Kkiti ile Yapilan Test Sonuclar

Cryptosporidium’lar1 cins/soy diizeyinde belirleyen Cryptosporidium ELISA

kiti (Diagnostic Automation, Inc., USA, Veterinary cattle ) ile Cryptosporidium

koproantijenleri yoniinden incelenen 91 Ornege ait sonuclar ise Sekil 3.7.°de

sunulmustur.

7,0% - 6,66%

|

6,0% - / ‘J
|

5,0% - / 1
o

4,0% /|

3,33% | 3,12% m<3ayhk

3,0% - / / ' |
"‘ /j |

2,0% - / // |

1,0% T ////
[ o

0,0% T
ishal Normal

m 3-6aylk

Sekil 3.7. Kars yoresindeki buzagilarda Cryptosporidium koproantijenlerinin

yaygmligi.

Sekil 3.7.de gorildigii gibi cins diizeyinde Cryptosporidium etkenlerinin
belirlendigi ELISA testi ile ise buzagilarda Cryptosporidium kopronatijenlerinin
goriilme oran1 %3.3 (3/91) bulunmus olup, bu oran {i¢ ayliga kadar olanlarda %3.4

(2/59), 3-6 ayliklarda %3.1 (1/32) olarak belirlenmistir.
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3.4. Modifiye Asit-Fast Boyama Yontemi ile ELISA Kitleri Test Sonu¢larinin

Karsilastiriimasi

Buzagilarda Cryptosporidium yaygmligi; mAF boyama yontemi ile %3.8
(12/313), ELISA ile %5.1 (16/313) oraninda bulunmustur. mAF boyama ile
Cryptosporidium ookisti goriilen tim Ornekler ELISA yontemi ile de pozitif

saptanmustir (Sekil 3.8.).

6,0% 7 5,5%
5,0%

4,0% -
33% 3,3%

/ mAF
W ELISA

//

< 3ayhk 3-6aylik

3,0% -

2,0% -

1,0% A

0,0% -

Sekil 3.8.: Modifiye asit-fast boyama ve ELISA testinin Cryptosporidium

ookistleri yayginlig1 iizerine karsilastirilmasi

Kars yoresinde buzagilarda yas ve klinik duruma gore Cryptosporidium

yayginligi Tablo 3.1.’de oldugu gibi belirlenmistir.
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Tablo 3.1.: Kars yoresinde buzagilarda yas ve klinik duruma gore

Cryptosporidium yaygimnligi

<3 aylik 3 -6aylik

ishal Normal ishal Normal

mAF ELISA mAF ELISA mAF ELISA mAF ELISA

n 7/138 10/138 | 3/115 4115 1/8 1/8 1/52 1/52
%5 %72 %2,6 %34 | %125 | %125 | %I,9 %1,9
n 14/253 2/60
%5,5 %3,3
Tonl mAF ELISA
oplam 12/313 ; %3,8 16/313 ; %5,1

x/n: Cryptosporidium saptanan drnek sayisi/,ncelenen 6rnek sayisi

Calismada kullanilan mAF boyama yontemi ile ELISA testinin kiyaslanmasinda ilk
olarak iki testte gozlenen oranlarda uyumluluk (OP) ile beklenen oranlardaki uyumluluk
(EP) degerleri hesaplanmistir. Daha sonra iki test arasindaki uyumluluk degerini hesaplamak
icin Kappa istatistik testi uygulanmistir. Bu istatistik degerlerinin hesaplanmasinda;

OP= (atd)/n

EP=[ (a+b)/n x (atc)/n | + [ (ctd)/n x (b+d)/n ]

Kappa= (OP-EP) / (1-EP)
formiilleri kullanilmigtir. Kappa istatistik testine gore;

>75 — ¢ok iyi

40-74 — orta

< 40— zayif uyumluluk oranlarina isaret etmektedir.
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Tablo 3.2: Modifiye asit-fast boyama ve ELISA testleri sonug¢larmin

karsilastiriimasi
mAF
ELISA
pozitif Negatif Toplam
pozitif 12 (a) 4 (b) 16
negatif 0(c) 297 (d) 297
Toplam 12 301 313 (n)
a: Her iki testte pozitif b: ELISA pozitif, mAF negatif

c: ELISA negatif, mAF pozitif d: Her iki testte negatif

OP= (12+297)/313=0,987
EP=[(12+4)/313 x (12+0)/313] + [(0+297)/313 x (4+297)/313]= 0,914

Kappa= (0,987-0,914) / (1-0,914) =0,85

Istatiki olarak iki test arasindaki uyumluluk %85 oraninda ¢ok iyi derecede
uyumluluk oldugu tespit edilmistir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Zoonotik ve ekonomik agidan 6nemli bir grubu olusturan Cryptosporidium
enfeksiyonlarinin son durumu rutin muayenede siklikla kullanilan mAF boyama ve
diskida koproantijenlerin saptandigi ELISA testleri ile buzagilarda karsilastirmali
olarak  belirlenmistir. ~ Cryptosporidium’larin  laboratuar  tamisinda  diskida
koproantijenlerin belirlendigi ELISA testlerinin mAF boyama yOntemlerine gore
daha duyarl oldugu gdzlenmistir (Starling ve Arrowood 1993, Ozgelik ve ark. 2012).
Karsilagtirmali olarak yapilan bu g¢alismada da mAF boyama yontemi ile %3,8
(12/313), ELISA ile %5,1 (16/313) oraninda pozitiflik saptanmistir. Modifiye asit-
fast boyama yontemi ile pozitif olan 6rnekler ELISA ile de pozitif bulunmustur.
Ancak Kars yoresindeki daha dnce yapilan arastirma sonuclari (Arslan 2005, Arslan
ve ark. 2001, Citil ve ark. 2004) ile kiyaslandiginda bu arastirmada buzagilarda
Cryptosporidium enfeksiyon oranmin oldukca distiigi dikkati ¢ekmistir.
Cryptosporidium yaygmhgmin bu kadar diismesinde meteorolojik veriler basta
olmak {izere yetistirme tarzlarindaki 1iyilesmelerin de etkili olabilecegi
diistiniilmiistir.

Kars yoresinde 1999-2005 yillar1 dogum sezonlarinda Cryptosporidium
prevalanst mAF boyama yontemiyle lic ayliga kadar olan ishalli buzagilarda %34,2
(171/500) olarak bulunmustur (Arslan 2005, Arslan ve ark. 2001). Bu yorede
Cryptosporidium’lara yine mAF boyama yontemiyle, neonatal ishalli buzagilarda
%37,7 (40/106) ve neonatal saglikli buzagilarda %20,9 (9/43) oraninda rastlanmistir
(Citil ve ark. 2004). Yapilan bu calismada, 6 ayliga kadar olan hem ishalli hem
saglikli buzagi diski 6rnekleri mAF boyama ydntemine gore degerlendirildiginde
oranin %3,8” e kadar diistiigii saptanmistir. Bu biiyiik diisise neden olabilecek
sebepler arasinda ilk olarak iklimsel degisiklikler akla gelmistir. iklimsel degisikligin
yani sira hayvan sahiplerinin yetistiricilik adia bilingclenmese, bilingli ila¢ kullanimi1

gibi faktorler sayilabilir.
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Diinya geneliyle Kars yoresinde tespit edilen sonuglar kiyaslandiginda
pozitiflik oraninin hem mAF boyama yontemine gére hem de ELISA metoduna gore
daha diisik oldugu goriilmektedir. Cryptosporidiosisin saptanan bu diisiik
prevalansina daha 6nce yapilan caligmalarin genelinde hem semptomlu hayvanlar
iizerine hem de risk faktorii daha yliksek olan neonatal hayvanlar iizerine arastirma
yapilmis olmasinin etkili olabilecegi diistiniilmiistiir.

Aragtrmadan amaclanan rutin muayene teknigi olan mAF boyama
yonteminin ELISA testi ile enfeksiyonun yayginligmin belirlenmesidir. Bu amaci
sonuca ulastirmak i¢in yapilan bu ¢alismada enfeksiyon oraninin ¢ok diisiik ¢ikmasi
nedeniyle istatistiki karsilastrmalar da yapilamamistr. Bu nedenle ileriki
donemlerde bu tip arastirmalarin belirli ¢iftliklerde molekiiler tan1 metotlarinin da
eklenerek yapilmasmna ihtiyag duyulmaktadir. Yapilacak bu arastirmalar ile
cryptosporidiosisin  yoredeki risk durumu daha ayrintili olarak ortaya
konulabilecektir.

Sonug olarak Kars yoresindeki siitcii isletmelerde bulunan ishalli ve saglikli
buzagilarda Cryptosporidium cinsi protozoonlarin goriilme orani rutin teshis metodu
olan asit-fast boyama teknigi ve ELISA ile saptanmustir. Siit¢li buzagilarda
Cryptosporidium prevalanst mAF ile %3.8, ELISA ile %5.1 olarak bulunmustur. Bu
sonuglar bolgede buzagilarda Cryptosporidium enfeksiyonlar1 goriilme oraninin
distiigiinii gostermistir. Calisma da ayrica digskida koproantijenlerin arandigi ELISA
yontemi ile de cins diizeyinde ve tiir diizeyinde Cryptosporidium goriilme durumu
belirlenmistir. Her iki ELISA kiti sonuglar1 da birbirine yakin bulunmustur. Ayrica
asit fast boyama ile pozitiflik saptanan 6rneklerin ELISA ile de pozitif bulunmasi
onemli bir bulgu olmustur. Ciinkii digki muayenelerinde mAF ile mikroskobik
inceleme de yanlis ookist degerlendirmeleri yapilabilmektedir. Ayrica boyama
tekniklerinin yapilmasinda laboratuvarda uzun zaman harcanmaktadir. Bu nedenle
hazirlanacak yerli liretim koproantijen arama kitleri ile bu protozoonun ve diger
intestinal protozoonlarin laboratuvar teshisleri kolaylikla yapilabilecektir. Ayrica

kliniklerde kesin tani1 i¢in pratik olarak bu testler kullanilabilir.
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Kars Yoresindeki Buzagilarda Cryptosporidium Enfeksiyonlarinin

Prevalansinin Asit Fast Boyama (mAF) ve ELISA Yontemleriyle Belirlenmesi

OZET

Calismada, Kars yoresinde siitcii isletmelerdeki buzagilarda Cryptosporidium
enfeksiyonlarinin prevalanst modifiye Asit Fast (mAF) boyama ve Enzim Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) yontemleri ile karsilastirmali olarak belirlenmistir.
Arastirma Mart-Haziran 2011 dogum sezonunda 22 isletmede yiiriitiilmiistiir. Disk1
ornekleri bu isletmelerdeki buzagilarin rektumlarindan alinmistir. Calisma materyali
313 diski 6rneginden (146°s1 ishalli, 167’°s1 saglikli) olusmustur. Her diski 6rnegi
once mMAF boyama yontemi ile incelenmis olup, bu Orneklerden 222’si
Cryptosporidium parvum ELISA kiti (Bio-X Diagnostics, Veterinary, cattle ), 91’1
ise Cryptosporidium ELISA kiti (Diagnostic Automation, Inc., USA, Veterinary
cattle ) ile Cryptosporidium koproantijenleri yoniinden incelenmistir.

Buzagilarda Cryptosporidium yaygmligi; mAF boyama yontemi ile %3.8
(12/313), ELISA ile %5.1 (16/313) oraninda bulunmustur. mAF boyama ile
Cryptosporidium ookisti goriilen tiim 6rnekler ELISA ile de pozitif saptanmustir.
Cryptosporidium goriilme orant mAF boyama ile ishalli buzagilarda %5.5 (8/146),
sagliklilarda %2.4 (4/167), iic ayliga kadar olanlarda %4.0 (10/253), 3-6 ayliklarda
ise %3.3 (2/60) olarak belirlenmistir. Cryptosporidium goriilme oram1 ELISA
yontemlerine gore ise ishalli buzagilarda %7.5 (11/146); sagliklilarda %3.0 (5/167);
ii¢c ayliga kadar olanlarda %35.5 (14/253); 3-6 ayliklarda 9%3.3 (2/60) olarak
bulunmustur. Cryptosporidium parvum yaygmlhigi %5.9 (13/222) bulunmus olup, bu
oran li¢ ayliktan kiigiik buzagilarda (%6.2; 12/194) 3-6 aylik gruba gore (%3.6; 1/28)
daha yiiksek saptanmistir. Cryptosporidium parvum saptanan 13 pozitif olgunun
9’nun ishalli, 4’niin saghkli oldugu gozlenmistir. Cryptosporidium parvum
koproantijenleri en yiiksek oranda (%7.4; 8/108) 1t¢ ayliktan kiiciik ishalli
buzagilarda saptanmistir. Cins diizeyinde Cryptosporidium etkenlerinin belirlendigi
ELISA testi ile ise buzagilarda Cryptosporidium koproantijenlerinin goriilme orani
%3.3 (3/91) bulunmustur.

Sonu¢ olarak hem mAF boyama hem de ELISA testleri ile buzagilarda

Cryptosporidium prevalansinin son yillarda oldukea diistiigli gézlenmistir.
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Determining the Prevalence of Cryptosporidium Infections with Acid Fast

Staining (mAF) and ELISA Methods of in Calves in Kars Province of Turkey

SUMMARY

In this study, the prevalance of Cryptosporidium infections with modified
acid fast (mAF) staining and enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) methods
was determined in calves in dairy farms in Kars region of Turkey

This researh was carried out betweeen March-June 2011 in 22 dairy farms.
Fecal samples were taken from rectum of calves in this farms. Total study material of
313 fecal samples (146 diarrheic, 167 healthy) were collected. Samples were
examined by mAF. Than, 222 of these samples were analyzed by using
Cryptosporidium parvum ELISA kit (Bio-X Diagnostics, Veterinary, cattle), 91 of
these samples by Cryptosporidium ELISA kit (Diagnostic Automation, Inc., USA,
Veterinary cattle) for coproantigens.

Prevalance of Cryptopsoridium spp. were observed in 3.8% (12/313) of
calves by mAF staining and 5.1% (16/313) by ELISA. All the samples which were
positive by mAF staining were found to be positive by ELISA. The rate of
Cryptopsoridium by mAF staining was found to be 5.5% (8/146) in diarrhoeic
calves, and 2.4% (4/167) in healthy calves, The rate was 4.0% (10/253) in those up to
three months olds and it was 3.3% (2/60) the group of 3-6 months.

The rate of Cryptopsoridium infections by ELISA was found to be 7.5%
(11/146) in diarrhoeic calves, 3.0% (5/167) in healthy calves, The rate was 5.5%
(14/253) in calves which were up to three months old and it was 3.3% (2/60) in the
3-6 month group. Prevalance of C. parvum in calves was found to be 5.9% (13/222).
This ratio was higher calves which were older than three months old (6.2%, 12/194)
comparing to to groups of 3-6 months (3.6%, 1/28). Calves infected with C.parvum
were observed in 9 out of 13 cases in which animals were diarrhoeic and in 4 out of
13 cases in which the animals were healthy. The highest rate (7.4%, 8/108) in

coproantigen testing of C.parvum were deteremined in the group of diarrhoeic calves
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which were older than three months old. Prevalance of Cryptosporidium by ELISA
was found to be 3.3% (3/91) in calves.
As a result, prevalance of Cryptosporidium was observed as quite low in recent
years comparing prevous studies by using both the mAF staining and ELISA tests.
Keywords: Cryptosporidium, Cryptosporidium parvum, Calves, Acid Fast
Staining, ELISA, Prevalence, Kars, Turkey
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