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OZET

NEONATAL BUZAGILARDA CRYPTOSPORIDIUM’ UN YAYGINLIGI VE
CIFTLIK YONETIMI ILE ILISKIiSI

Toprak Cmar Z, Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Veterinerlik Parazitolojisi, Doktora Tezi, Aydin, 2023.

Amag: Bu ¢alismada Denizli ilindeki neonatal buzagilarda Cryptosporidium spp. tiirlerinin
yaygiliginin  belirlenmesinin  yaninda, ¢iftlik yonetimi ile iligkisinin aydinlatilmasi

amaclanmaktadir.

Gerec ve Yontem: Tanimlayici nitelikte gerceklestirilen arastirma, Mart 2021 ve Ekim 2021
tarihleri arasinda, Denizli ilindeki 26 farkli biiylikbas hayvan iiretme-yetistirme ¢iftliginde
bulunan 250 neonatal donemdeki buzagidan diski numunesi alinarak ve ciftliklere dair bilgiler
kaydedilerek gerceklestirilmistir. Bu kapsamda alinan numuneler Kinyoun’un Asit-Fast
Boyama yontemi ile mikroskobik olarak incelenmis, ardindan PCR ve Nested PCR
yontemleri kullanilarak Cryptosporidium spp. tiirlerinin varligi belirlenmistir. Verilerin

analizinde tanimlayici istatistik olarak pearson Ki-kare testi kullanilmistir.

Bulgular: Denizli ilinde neonatal buzagilarda Cryptosporidium spp.’nin yayginligi
Kinyoun’un Asit-Fast boyama sonuglarina gore %38,8 iken PCR ve Nested PCR analizleri
sonuglarina gore %068,4 olarak belirlenmistir. Yas arttikga enfeksiyonun goériilme oraninin
azaldigi, en yiiksek 1-10 giinliik (%84) yasta gorildiigii, disi buzagilarda (%87,4) erkek
buzagilara oranla daha fazla goriildiigii, dogar dogmaz hiperimmun serum (E. coli) kullanan

buzagilarda daha az oranda (%46,2) rastlanildig1 tespit edilmistir.

Sonu¢: PCR ve Nested PCR yontemi, Kinyoun’un Asit-Fast Boyama yontemine gore daha
duyarlidir. Denizli ili neonatal buzagilarda Cryptosporidium spp. yaygimligi oldukea yiiksektir
(%68.,4). Enfeksiyon ile iligkili epidemiyolojik faktorler olduk¢a degisken ve cesitli olmasi
sebebiyle etki eden etmenleri ortaya koymak ve koruyucu hekimlik uygulamalarini dogru
sekilde siirdiirebilmek i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Halk sagligini

korumak adina “Tek Saglik™ stratejisi benimsenmelidir.
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Anahtar Kelimeler: Ciftlik yonetimi, Cryptosporidium, Epidemiyoloji, Neonatal buzagi,
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ABSTRACT

PREVALENCE OF CRYPTOSPORIDIUM iN NEONATAL CALVES AND
ASSOCIATED WITH FARM MANAGEMENT

Toprak Cmar Z, Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences,
Parasitology (Veterinary Medicine), Doctorate Thesis, Aydin, 2023.

Objective: This study aimed to determine the prevalence of Cryptosporidium spp. in neonatal

calves in Denizli province and to investigate its relationship with farm management.

Material and Methods: This descriptive study was conducted between March 2021 and
October 2021 in 26 different cattle breeding farms in Denizli province, where 250 neonatal
calves were sampled for fecal analysis, and information about the farms was recorded. The
collected samples were examined microscopically using Kinyoun's Acid-Fast Staining
method, and then the presence of Cryptosporidium spp. was determined using PCR and
Nested PCR methods. Pearson chi-square test was used as descriptive statistics in the analysis
of the data.

Results: The prevalence of Cryptosporidium spp. in neonatal calves in Denizli province was
found %38,8 according to Kinyoun's Acid-Fast staining, while it was %68,4 according to
PCR and Nested PCR analysis. The infection rate was found to decrease with age, with the
highest rate of infection occurring in calves aged 1-10 days (%84). The infection was found
more common in female calves (%87,4) than in male calves. It was also found that the use of

hyperimmune serum (E. coli) in newborn calves resulted in a lower rate of infection (%46,2).

Conclusion: The PCR and Nested PCR methods are more sensitive than Kinyoun's Acid-Fast
Staining method. The prevalence of Cryptosporidium spp. in neonatal calves in Denizli
province is quite high (%68,4). Due to the variable and diverse epidemiological factors
associated with the infection, further studies are needed to identify the contributing factors
and to implement appropriate preventive measures. The "One Health" strategy should be

adopted to protect public health.
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Keywords: Cryptosporidium, Epidemiology, Farm management, Neonatal calves,

Prevalence.
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1. GIRIS

Neonatal donem, dogumu takip eden 0 ile 28. giinler arasindaki buzagi yetistiriciliginin
en kritik donemi olarak tanimlanmakta (Mickelsen ve Evermann, 1994) ve hayvanlarin
gelecekteki verim parametrelerini etkileyen en onemli donem olarak kabul edilmektedir
(Lorenz ve digerleri, 2011a; Smith, 2012). S6z konusu donemde buzagi ishalleri yaygin
goriilen bir semptom (Acha ve digerleri, 2004; Khan ve Zaman, 2007; Ozkan ve digerleri,
2011) olmakla birlikte neonatal buzag ishallerinin uzun vadeli etkilerinin 6nemi tam olarak
aciklanamamakta; ancak bu donemdeki ishal, 6zellikle yasamin ilk alti ayinda buzagilarin

ortalama giinliik agirlik artisin1 6nemli 6l¢iide azaltabilmektedir (Donovan ve digerleri, 1998).

Yapilan bir calismada ilk 15 giin ve 16-60 giinliik donemin her ikisinde ishal olan
buzagilarin viicut agirlik artisinin daha diisiik oldugu bildirilmektedir (Topal ve Batmaz,
2020). Waltner Toews ve digerleri (1986a), yasamin ilk 90 giiniinde diyare tedavisi goren
diivelerin 900 giin sonra buzagilamasinin diger diivelerden 2,9 kat daha fazla oldugunu
bildirmislerdir. Baska bir ¢aligmada da, yine ishal anemnezi olan diivelerin, bu semptomlar1
gostermeyen buzagilara kiyasla ilk buzagilama yasimin yiiksek oldugu belirtilmektedir
(Aghakeshmiri ve digerleri, 2017; Rossini, 2004).

Gelismis iilkelerde yapilan bazi calismalarda buzagi mortaliteleri %?2-12 arasinda
bulunmaktadir (Donovan ve digerleri, 1998; Dutil ve digerleri, 1999; Sivula ve digerleri,
1996). Amerika Ulusal Saglik Izleme Sistemi siit isletmelerinde 1 ayliktan kiigiik siitten
kesilen buzagilarda oliimlerin %357'sinin ishalden kaynaklandigini bildirmektedir (USDA,
2008). ABD’de buzagi 6liim orani ise %7 oraninda sinirli kalmaktadir (Klein ve digerleri,
2009). Donovan ve digerleri, 0-6 aylik buzagilarda genel mortalite oranint %11,7 olarak
belirtirken, bunun %10 unun diyareden, %55,4 iiniin pndmoniden, %21,9’unun septisemiden
ve %11,8’inin ise diger sebeplerden kaynaklandigini ifade etmektedir (Donovan ve digerleri,
1998). Dutil ve digerleri ise ishalden %29 ve pnomoniden %18 oraninda Oliimlerin
gerceklestigini bildirmektedir (Dutil ve digerleri, 1999). Buzagi 6liim oranlart Tiirkiye’de
devlet isletmelerinde %10, bireysel isletmelerde ise %50’lere kadar ¢ikabilmektedir (Akyiiz
ve digerleri, 2017). Buzag: ishali kaynakli buzagi oliimlerinin ekonomik kayiplar1 yilda
280.000 buzag iiretimi olan Norveg i¢in yaklasik 10 milyon dolar olarak hesaplanmaktadir
(Osteras ve digerleri, 2007). ABD’de 976 milyon dolar yillik ekonomik kayip bildirilmektedir



(Toombs ve digerleri, 1994). Tiirkiye’de ise buzagi dliimlerine bagl kaybin en az %15 oldugu
ve 2018 yil1 i¢in ortalama 3,15 milyar TL’lik bir ekonomik kayip yasandigi diisiiniilmektedir
(Sahal ve digerleri, 2018).

Karmasik etiyopatogenezi olan bu sendrom, yiiksek morbidite-mortalite oranlari, tedavi
maliyetleri ve etkilenen buzagilarda diisiik biiylime oranlari nedeniyle 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Zhu ve digerleri, 2011). Buzag: ishallerinden sorumlu olan en
yaygin paraziter ajanlar Giardia, Cryptosporidium, Eimeria, Neoascaris vitulorum ve
Toxocara vitulorum gibi parazitlerdir. Paraziter ajanlara ilaveten, bakteriyel (enterotoksijenik
Escherichia coli K99 ve Salmonella spp.) ve viral ajanlar (rotavirus, coronavirus), beslenme
faktorleri de ishalde rol oynayan faktorler arasinda siralanmaktadir (Bartels ve digerleri, 2010;
Izzo ve digerleri, 2011; Kumar ve digerleri, 2010). Cryptosporidiosis insanlara enfekte sigir,
koyun, kedi ve kdpeklerden fekal-oral yolla bulasabilen zoonotik bir enfeksiyondur (Olson ve
digerleri, 2004; Reif ve digerleri, 1989). Gelismis iilkelerde %4,3 ve az gelismis iilkelerde
%10,4 oraninda bildirilen insan enfeksiyonlar1 Cryptosporidium un, kiiresel olarak diyare
hastaliginin 6nde gelen bulasicit nedenlerinden biri oldugunu gostermektedir (Robinson ve

digerleri, 2022).

Ulkemizde neonatal dénemdeki buzagi kayiplarina dair halen net bir veri elde
edilememesine ragmen en az %15 oldugu disiiniilmektedir. Bu oran ¢iftliklere ve bolgelere
gore degisiklik gostermekle birlikte, koruyucu hekimlik hizmetlerinin uygulandig: ¢iftliklerde
dahi yiikksek oldugu disiiniilmektedir. Ancak; neonatal donemdeki buzagilarda
Cryptosporidium’un yayginhigi ve ¢iftlik yonetimi arasindaki iliskiye dair literatiir bilgi
olduk¢a smirhidir. Dolayisiyla ciddi ekonomik kayiplara yol acan neonatal kayiplarin
temelindeki sebepler tam olarak aydinlatilamamakla birlikte, koruyucu tedbirlere yonelik
eylem planlar1 da eksik kalmaktadir. Bu nedenle, bu calismada neonatal buzagilarda
Cryptosporidium spp. tiirlerinin yaygmliginin belirlenmesinin yaninda, ¢iftlik yonetimi ile

iliskisinin belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Etken

Cryptosporidium tiirleri, monoksen yasam dongiisiine sahip, hiicre i¢i, ekstrasitoplazmik
protozoanlar olarak bilinmektedir. Cesitli omurgali tiirlerin gastrointestinal ve solunum
epitelinin mikrovillus smirmi isgal etmekte ve c¢iftlik hayvanlarinda 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Egyed ve digerleri, 2003). Bagisiklig1 yeterli bireylerde
enfeksiyon genellikle kendi kendini sinirlar, ancak bagisikligi baskilanmis hastalarda yasami

tehdit edici hale gelmektedir (O' Donoghue, 1995).

2.1.1. Taksonomi

Cryptosporidium cinsi, >6000 tiir igeren Apicomplexa filumundaki 300'den fazla tiirden
biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Rueckert ve digerleri, 2019). Tarihinin biiylik bir
boliimiinde Cryptosporidium, diger enterik koksidiyen parazitlerle yasam dongiisii
benzerliklerine dayali olarak Eucoccidiidae ailesinde bir koksidiyen parazit olarak
smiflandirildigr goriilmektedir (Levine, 1980). Cryptosporidium’un “Systema Naturae 2000”e

gore siiflandirilmasi su sekildedir (Taxonomicon, 2022):

> Natura-natiire

> actualia-actual entities

> Mundus Plinius-physical World

> naturalia-natural bodies

> Biota Wagner 2004 [Wiemann, de Queiroz, Rowe, Planavsky, Anderson,

Gogarten, Turner& Gauthier 2020]

> “neomura” Cavalier-Smith 1987
> Domain Eukaryota Chatton, 1925-eukaryotes
> “neokaryotes”- Cavalier- Smith 1993-mitochondrial eukaryotes



> “neozoa” Cavalier-Smith 1993

v Ustalem Corticata Lankester, 1878

v Alem Chromista Caval.-Sm. (1981)-chromists
v Altalem Harosa Cavalier-Smith, 2010

v Infraalem Halvaria Cavalier-Smith, 2010

¢ Ust Sube Alveolata Cavalier-Smith, 1991

e Sube Miozoa Cavalier-Smith, 1987

e Altsube Myzozoa Cavalier-Smith & Chao, 2004

e Infrasube Apicomplexa Levine, 1970

= Ustsinif Sporozoa Leuckart, 1879

» Sinif Gregarinomorphea Grassé, 1953

= Altsinif Cryptogregaria Cavalier-Smith, 2014 [monotypic]
» Takim Cryptogregarida™ Cavalier-Smith, 2014 [monotypic]
X Aile Cryptosporidiidae Léger, 1911 [monotypic]

v Cins Cryptosporidium™ Tyzzer, 1907

Cryptosporidium spp. ilk olarak 1895 yilinda Clarke tarafindan, farelerin mide
epitelinin lizerindeki spor kiimeleri olarak tanimlanmis ve burada goriilen sporlar; yiizen,
yayilan sporlar anlamina gelen “swam spores” olarak adlandirilmistir (Yilmaz, 2015).
Akabinde Tyzzer, 1907 yilinda yapmis oldugu ¢aligmasinda, laboratuvar farelerinin mide bez
epitel hiicrelerine yerlesen bu canlilarin yeni bir cins oldugunu ileri siirmiis ve diger coccidian
parazitlerin aksine, bu parazitlerin, ookistlerinin i¢inde bulunan sporozoitleri g¢evreleyen
sporokist yapilarinin bulunmamasi nedeniyle “hidden sporocysts (gizli sporokistler)” olarak
tanimlanan “Cryptosporidium” ismini vermistir. Ayni arastirict 1910 yilinda yaptigi bir
calismada buldugu bu paraziti Cryptosporidium muris olarak isimlendirmis, 1912 yilinda
yapmis oldugu bagka bir caligmada ise laboratuvar farelerinin ince bagirsaginda bulunan ve
farkli bir tiir olan C. parvum’u kesfetmekle kalmayip, calismalarinda bu coccidian
protozoonun ekstraseliiler olarak konaga yerlestigini belirtmistir. Tyzzer, caligmalarinda
Cryptosporidium muris’in eseysiz ve eseyli iireme dongiileriyle, sporogoni-merogoni

safhalarinin tlimiini gérmiis ve parazitin ookistlerinin digki yolu ile konaktan atildigini da



ifade etmistir (Alabdeen, 2014; Celik, 2001; Hazer, 2007; Leng ve digerleri, 1996; Simsir,

2006; Yu, 2010).

Cryptosporidium cinsinin birkag tiiri, enfekte ettikleri konaklar1 ile eslestirilerek

adlandirilmaktadirlar. Daha sonraki morfolojik ve capraz bulasma g¢alismalar1 ise birgok tiirti

gecersiz kilmaktadir. Tzipori ve digerleri (1980), Cryptosporidium'un tek bir tiir olabilecegini

one siirmektedir. 1990'larda Fayer, C. baileyi, C. felis, C. meleagridis, C. muris, C. nasorum,

C. parvum, C. serpentis, C. wrairi olmak tizere sekiz gegerli tiiri adlandirilmis kabul etmekte

ve birka¢ isimsiz tiirlin varligimi 6ne siirmektedir (Fayer, 2008). Cryptosporidium'da tiir

ayrimi, blylk Olciide Xiao ve digerleri (2004) tarafindan belirlenen dort kritere

dayanmaktadir. Bunlar: ookist morfolojisinin bir tanimi, dogal konak o6zgiilliigliniin bir

tanimi, genetik karakterizasyonlar ve Uluslararasi Zoolojik Adlandirma Koduna uygunluktur

(ICZN) (Xiao ve digerleri, 2004a). Boylelikle giiniimiizde ¢cogu omurgali konaklara 6zgii olan

cok sayida Cryptosporidium tiirii tanimlanmaktadir (Smith ve digerleri, 2005) (Tablo 1).

n=6

wﬂ‘éﬁﬁvd’{

C. hominis, C. parvum, C. canis, C. felis, C. ubiquitum,
C. viatorum, C. cuniculus, C. muris, C. andersoni,
C. fayeri, C. suis, C. erinacei, C. scrofarum,

C. tyzzeri, C. occultus, C. ditrichi, C. bovis, C. xiaoi,

C. macropodum, C. ryanae, C. ratti, C. microti,

C. alticolis, C. apodemi, C. homai,
C. proliferans, C. rubeyi,
C. wrairi, C. myocastoris

C. ornithophilus,
C. proventriculi,
C. avium, C. galli, C. baileyi
C. meleagridis

n=4

-

C. abrahamseni,
C. bollandi, C. huwi,
C. molnari

C. scophthalmi??

"\ C. serpentis, C. varanii,
. Ctestudinis,
N C ducismarci 4

n=1

&

C. fragile

Sekil 1. Cinste tanimlanan Cryptosporidium tiirleri (Ryan ve digerleri, 2021).

Su anda en az 44 onaylanmig Cryptosporidium tiirii bulunmaktadir; kuslarda alti tiir (C.

ornithophilus, C. proventriculi, C. avium, C. galli, C. baileyi ve C. meleagridis); baliklarda

dort tir (C. abrahamseni, C. bollandi, C. huwi, C. molnari); bir amfibi tiirii (C. fragile);

stiriingenlerde dort tir (C. serpentis, C. varanii,

C. testudines ve C. ducismarci) ve

memelilerde ise 29 tiir (C. hominis, C. parvum, C. canis, C. felis, C. ubiquitum, C. viatorum,
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C. cuniculus, C. muris, C. andersoni, C. fayeri, C. suis, C. erinacei, C. scrofarum, C. tyzzeri,

C. occultus, C. ditrichi, C. bovis, C. xiaoi, C. alticolis, C. apodemi, C. homai, C. proliferans,

C. rubeyi, C. wrairi, C. myocastoris) tanimlanmaktadir (Ryan ve digerleri, 2021) (Sekil 1).

Tablo 1. Cryptosporidium cinsinde tanimlanmus tiirler.

Tiirler Konak Kaynak

C. hominis Insan Morgan-Ryan ve digerleri, 2002

C. parvum Sigir, insan Gomez-Bautista ve digerleri, 2000

C. andersoni Sigir Lindsay ve digerleri, 2000

C. muris Kemirgen Pavlasek ve Ryan, 2007

C. suis Domuz Gherasim ve digerleri, 2012; Ryan ve digerleri,

2004

C. felis Kedi Morgan ve digerleri, 2000

C. canis Kopek Fayer ve digerleri, 2001

C. wrairi Gine domuzu Vetterling ve digerleri, 1971

C. baileyi Kiimes hayvanlari | Current ve digerleri, 1986

C. meleagridis Hindi, Insan, | Baroudi ve digerleri, 2013; Morgan ve digerleri,
Hayvanat bahgesi | 2000; Rohela ve digerleri, 2005; Xiao ve
kuslari digerleri, 2001

C. bovis Sigir, Koyun Fayer ve digerleri, 2005

C. galli Ispinoz, Tavuk Ryan ve digerleri, 2003

C. serpentis Siiriingen Pedraza-Diaz ve digerleri, 2009

C. saurophilum | Kertenkele, Yilan | Pavlasek ve Ryan, 2008; Xiao ve digerleri, 2004a

C. molnari Balik Alvarez-Pellitero ve Sitja-Bobadilla, 2002

C. scophtalmi Balik Alvarez-Pellitero ve digerleri, 2004

C. xiaoi Koyun, Yak, Ke¢i | Fayer ve Santin, 2009




Tablo 1. Cryptosporidium cinsinde tanimlanmus tiirler (devam).

Tiirler Konak Kaynak
C. fragile Kurbaga Jirku ve digerleri, 2008
C. ryanae Sigir Fayer ve digerleri, 2008
C. marcopodum | Kurbaga Power ve Ryan, 2008
C. fayeri Kurbaga Ryan ve digerleri, 2008
C. ubiquitum Sigir Fayer ve digerleri, 2010

44 tiire ek olarak, muhtemelen cogu gelecekte resmi tiir olarak tanimlanacak 120'den

fazla genotip rapor edilmektedir (Ryan ve digerleri, 2021)

Kigiik alt birim (SSU) rRNA geninin dizi analizi, farkli Cryptosporidium tiirleri
arasinda niikleotid farkliliklar1 gostermektedir. Bu dizilere dayanan filogenetik agaclar
Cryptosporidium'un mide parazitleri (C. muris ve C. serpentis) ve bagirsak parazitleri (C.
parvum, C. wrairi, C. felis, C. meleagridis, C. saurophilum ve C. baileyi), olarak iki gruba
ayrilabilecegini ve mide parazitlerinin daha biiyiik ookistlere sahip oldugunu bildirmektedir

(Delling ve digerleri, 2022).

2.1.2. Morfoloji ve Biyoloji

Cryptosporidium tiirleri mide bagirsak epitel hiicrelerinin mikrovilluslarinda, hiicre igi
ekstrasitoplazmik alanda yer almakta ve apicoplast bulundurmama gibi 6zellikleri ile diger
intraselliiler protozoonlardan ayirt edilmektedir (Current ve Garcia, 1991; Fayer, 2004; Sears

ve Kirckpatrick, 2001).

Boyutlan tiirler arasinda (Tablo 2) ve ¢ogalma asamalarinda farkliliklar gostermektedir
(O’Donoghue, 1995). Cryptosporidium tiirlerinin ookistleri kiiresel sekilde olup, C. ryanae
3,7x3 um, C. xiaoi 3,9x3,4 um, C. suis 4,4x5,1 um, C. bovis 4,5x5,3 um, C. parvum 4,5x5,5
um ve C. andersoni 7,4x5,6 um ebatlarinda bildirilmektedir (Fayer ve Santin, 2009).
Sigirlarin ince bagirsagin distal boliimiinii enfekte eden C. parvum ve abomazumu enfekte

eden C. muris ookistlerin boyut ve sekillerindeki farkliliklara gére mikroskobik incelemede



kolaylikla ayirt edilebilmektedir. C. parvum 4,5-5,0 mm boyutta ve kiiresel sekilde, C. muris
ise 5,6-7,4 mm boyutta ve oval sekilde goriilmektedir. Ayrica C. parvum sadece yenidogan
ishalleri ile iliskilendirilirken, C. muris yetiskin sigirlarda siit veriminde azalma ve kilo

kaybiyla iliskilendirilmektedir (De Graaf ve digerleri, 1999).

Tablo 2. Cryptosporidium tiirleri, baskin konak ozellikleri ve birincil enfeksiyon

bolgeleri (Carey ve Trevors, 2004).

Cryptosporidium | Baskin Konak | Ookist Ookist Enfeksiyonun birincil
spp. Uzunlugu (um) | Genisligi (um) | yerlesim yeri
C. andersoni Sigir 6,6-8,1 5,0-6,5 Abomasum
C. baileyi Kus 6,0-7,5 4,8-5,7 Bursa fabricius, kloaka
C. felis Kedi 3,2-5,1 3,0-4,0 Ince bagirsak
C. hominis Insan 4454 4,459 | Ince bagirsak
C. meleagridis Kus 4569 4,2-53 | Ince bagirsak
C. muris Fare 6,5-8,7 4,6-6,3 Mide
C. nasorum Balik 3,547 4,2-5,0 Mide, ince bagirsak
C. parvum 152 Memeli 4554 4,2-5,2 Ince bagirsak
Tiiri
C. saurophilum Sink, 4456 4,2-5,2 Mide, ince bagirsak
Kertenkele
C. serpentis Birgok 5,6-6,6 4,8-5,6 Mide
suriingen tiirt
C. wrairi Gine domuzu 4,8-5,6 4,0-5,0 | Ince bagirsak

Cryptosporidium tiirlerinin biyolojik gelismesinde konak dis1 (ekzojen) ve konak igi

(endojen) olmak tizere iki temel gelisme donemi goriilmektedir (Fayer, 2008). Konak disinda
enfektif ookist formlar1 bulunurken, konak i¢inde aseksiiel ¢ogalma (merogoni) ve seksiiel
cogalma (gametogoni) ile sporogoni donemleri goriilmektedir (Fayer, 2008). S6z konusu

dongii, oocystin alinmasini takiben sirasiyla sekillenen kistin agilmasi, merogoni, gametogoni,



fertilizasyon, oocystin olusumu ve sporogoni asamalarindan olusmaktadir (Starling ve

Arrowood, 1993).

Diski ile ortalama 5 um biiyiikliigiinde 4 adet birbirine paralel ¢iplak sporozoit i¢eren
kiiresel ookistler atilmaktadir. Bu ookistler enfektif olup, fekal oral bulagma ile hizlica
yayilmaktadir (Tzipori ve Ward, 2002). Dis ortamda cevre sartlarina oldukg¢a dayanikli olan
ookistlerin dis ve i¢ cidar1 protein, lipit ve karbonhidrattan olusan bir koruyucu kompleks
bariyere sahiptir (O’Hara ve Chen, 2011). Digski, mukus gibi yollarla dis ortama atilan
sporlanmis ookistler 2-6 um c¢apinda kalin duvarli yapiya sahip olup, iclerinde 4 adet
sporozoit bulundurmaktadir. Diger coccidian parazitlerden farklt olarak ookistlerin
icerisindeki  sporozoitleri ¢evreleyen sporokistler bulunmamaktadir (Fayer, 2008).
Sporozoitler 5,2 x 1,2 um c¢apinda virgiil seklinde, ince cidarli ve hareketli yapilardan
olugmaktadir (Fayer, 2008; Thompson ve digerleri, 2005). Sindirim yolu ile alinan oocystler
normal sartlarda ince bagirsakta agilmasina “‘ekskistasyon” denilmektedir (Starling ve
Arrowood, 1993). Sindirim yolu ile aliman ookistler midede pankreatik enzimler, ince
bagirsakta safra tuzlari, 1s1, pH ve asitlerin etkisiyle ekskiste olmakta ve sporozoitler serbest
hale gegmektedir (Tzipori ve Ward, 2002; O’Hara ve Chen, 2011). Arastirmacilar, genel
olarak oocystlerin agilabilmesi ve agilan oocystlerden c¢ikan sporozoitlerin etkinligi i¢in en
uygun pH araligmin 6,8-7,4 oldugunu ifade etmektedir (Starling ve Arrowood, 1993).
Sindirim sisteminde serbest kalan sporozoitler, hizli bir sekilde ince bagirsak epitel
hiicrelerini isgal etmekte ve burada yasam dongiisiinliin konak igindeki sathasini (endojen
satha) baglatmaktadir (Current ve Reese, 1986; Thompson ve digerleri, 2005). C. parvum
sporozoitleri esas olarak ileumun bagirsak epitel hiicrelerini enfekte eder; bununla birlikte,
abomazumdan kolona kadar herhangi bir yerde gastrointestinal sistemi enfekte edebilmektedir
(Foster ve Smith, 2009). Ayrica, etkenler sindirim kanalinin yaninda ikincil olarak safra
kanali, pankreatik kanallar1 ve solunum sistemini de istila edebilmektedir ki buralarda da
sporozoitlerin yerlesme yeri yine ylizlek mukozanin lumene bakan yiiziinde yer alan
mikrovilluslarin arasinda bulunmaktadir (Fayer ve digerleri, 1990; Sears ve Kirkpatrick,
2001). C. hominis’in esas yerlesim yeri ince bagirsaklar olmakla birlikte, C. muris, C.
andersoni ve C. serpentis tiirleri gastrik mukozaya yerlesmektedir. Bazi Cryptosporidium
tiirlerine ekstraintestinal olarak konjunktiva, solunum sistemi, safra kesesi, lenf nodiilleri,
testis, ovaryum, uterus ve vajinada da rastlanabilmektedir (Fayer 2010; Thompson ve
digerleri, 2005). Sporozoitler apikal kompleks yapilar1 ile konak bagirsak hiicrelerinin apikal

ylizlerindeki hiicrelere tutunarak parazitofor vakuol olusturmaktadir (O’Hara ve Chen, 2011;



Tzipori ve Ward, 2002). Parazit dnce konak hiicre membrani ile temas kurmakta, roptriler
uzayarak sporozooitin konak hiicre ile temasini saglamakta ve daha sonra mikronemler ve
yogun graniiller gibi apikal organeller harekete ge¢mektedir. Parazitin konak hiicresi ile
temasinda sporozoit ya da merozoitlerin sahip oldugu glikoproteinler 6nem kazanmaktadir.
Mucin benzeri bu glikoprotein sayesinde konak hiicre ile parazitin temasi olusur ve bir
parazitofor vakuol sekillenmektedir. Bu parazitofor vakuol i¢indeki sporozoitler intraselliiler
olup, konak-hiicre sitoplazmasi ile direkt temasi bulunmamaktadir yani ekstrasitoplazmiktir.
Parazitofor vakuol i¢inde parazitler konoid, roptri ve mikronem gibi organelleri ile konak
hiicre arasinda bir bag olusturmaktadir. Olusturulan bu bag konak hiicre ile direkt temasi
saglamaktadir (Fayer, 2008; O’Hara ve Chen, 2011; Tzipori ve Ward, 2002). Sporozoitlerin
dokular istilasinda hem konaga hem de parazite ait bir¢ok faktdr etkili olmaktadir. Bu
faktorler ookist ylizeyinde reseptorlerin eksprese edilmesi, sporozoitlerin kistten ¢ikmasi i¢in
sinyali verecek olan ookist duvarinin tripsine maruz kalmasi, sporozoitlerin kistten ¢ikmasi
icin parazitlerin gerekli enzimleri (serin proteaz, sistein proteaz, arjinin aminopeptitaz)
salgilamasi olarak siralanabilmektedir. Parazitin konak hiicreye yapismasini apikal yiizeyden
eksprese edilen sporozoit reseptorleri baslatmaktadir. Parazit ve konak arasindaki tutunmada
etkili oldugu diisiiniilen GP900, GP40/15, Trap-C1, P23, Cpal35, CPS-500, CSL, CP12 ve
CP2 reseptorleridir (Borowski ve digerleri, 2008; Thompson ve digerleri, 2005). Sporozoitler
dairesel sekil alarak tek g¢ekirdekli trofozoit yapisina doniismektedir. Trofozoitler 2-2,5 pm
capinda yuvarlak veya oval yap1 gostermekte olup; sporozoit ve merozoit arasinda bir gegis
formu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Thompson ve digerleri, 2005). Parazitin konak hiicre ile
temas kurduktan sonra olusan ilk formu olan oval sekilli merkezinde cekirdek olan
trofozoitlerin (2,7x2,7 pm) merogoni ile ¢ogalmasi ile Tip I merontlar (6-8 g¢ekirdekli)
olugmaktadir (Fayer, 2008; Thompson ve digerleri, 2005). Cryptosporidiosiste, ozellikle de
immunsiipresif hastalarda, tip I sizont (meront) olusumunun siirekli tekrar1 s6z konusu
olabilmektedir ve persistensligin temelinde bu durum oldugu bildirilmektedir (Starling ve
Arrowood, 1993). Tip I merozoit yapilar1 oval veya yarim ay seklinde yaklasik 1,5 pm
capinda goriilmektedir. Tip I merontlarin pargalanmasi ile serbest kalan hareketli Tip I
merozoitler yeni hiicreleri enfekte ederek ve merogoni ile ¢ogalarak Tip II merontlar1 (4
¢ekirdek) olusturmaktadir (Fayer, 2008; Thompson ve digerleri, 2005). Tip Il merontlar 4
adet, 2-3,5 pum sivri sekilli ya da 1,5-1,6 um pleomorfik sekilli Tip II merozoitleri
olusturmaktadir (Thompson ve digerleri, 2005). Tip II merontlardan serbest kalan merozoitler,
Tip | merontlardan serbest kalan merozoitler gibi yeni bir merogoni dongiisii baglamasina

neden olmaz, farkli konak hiicrelerinin igine girdikten sonra makro ve mikrogamontlara
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doniismektedir (Fayer, 2008; O’Hara ve Chen 2011; Tzipori ve Ward, 2002; Thompson ve
digerleri, 2005). Mikrogamontlarin her birinden 14-16 kamgisiz, 1,6-2,2 um g¢apinda hareketli
sperm hiicreleri mikrogamet, makrogamontlarin her birinden yalmizca bir adet 4-6 pum
blyiikliiglinde makrogamet olugsmakta ve mikrogametin makrogamet ile birlesmesiyle ise
zigot olusmaktadir (Current ve Reese, 1986; Fayer, 2008; Thompson ve digerleri, 2005).
Zigotun etrafi, li¢ katli ookist cidariyla gevrili bulunmaktadir. Déllenmis makrogametlerden
olgunlasmamis ookistler olusmaktadir. Ookistlerin sporogoni doneminde sporlanmasiyla
iclerinde dort adet ¢iplak sporozoit sekillenmekte ve digki ile disar1 atilmaktadir (Sekil 2).
Sindirim sistemindeki ookistler diski ile disar1 atilirken, solunum sistemindeki ookistler
solunum ve nazal akintilarla konag1 terk etmektedir (Fayer, 2008; O’Hara ve Chen, 2011;

Tzipori ve Ward, 2002).
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Sekil 2. Cryptosporidium’un yasam dongiisii (Thomson ve digerleri, 2017).

Ag1z yoluyla alinan sporlanmis ookistler (a), gastrointestinal sistemin (ya da solnum sistemi) epitel
hiicrelerini istila eder (b, c) istila eder. Eseysiz ¢ogalma (sizogoni veya merogoni) (d, e, f) ve ardindan eseyli
¢ogalma (gametogoni) ile mikro (g) ve makro gametler (h) olusur. Zigot (i) kalin duvarli ve ince duvarl olmak
iizere iki tip ookist meydana getirir. Ince geperli ookistler (j) epitel hiicrelerde otoenfeksiyona yol agarken kalin

ceperli ookistler (k) diski ile atilir (Thomson ve digerleri, 2017).
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Cryptosporidium tiirlerinde iki tip ookist sekillenmekte olup, kalin cidarli ookistler
(%80°1) digk: ile ¢evreye atilarak oral alimiyla parazitin bir konaktan digerine aktarimini
saglamakta (Delling ve Daugschies, 2022), ince cidarlt ookistler ise (%20’s1) konak i¢inde
acilarak otoenfeksiyona neden olmaktadir (Marshall ve digerleri 1997; O’Hara ve Chen,
2011; Tzipori ve Ward, 2002). Otoenfeksiyon, eseyli ve eseysiz ¢ogalmanin ayni konak
tizerinde fekal-oral yol ve ara konak olmadan kesintisiz bir sekilde enfeksiyonun devam
etmesi olarak tanimlanmaktadir (Fayer, 2008; Thompson ve digerleri, 2005). Oto enfeksiyona
neden olan ince duvarli oocystlerin ve tip I merontlarin az sayida etken alarak enfekte olan
bireylerde sekillenen siddetli enfeksiyonlardan sorumlu olduklart ve immun sistemi
baskilanmis kisilerde, disaridan yeniden parazit alinmamasina ragmen gelisen, uzun siireli,
Olimciil de olabilen hastalik tablolarinin ortaya g¢ikmasindan sorumlu olabilecegi ifade
edilmektedir (Fayer ve digerleri, 1990). Cevreye direngli ookistler fekal-oral yolla bulasir;
ancak zoonotik enfeksiyon ve kisiden kisiye bulagsma da bilinmektedir (O'Donoghue, 1995).

2.2. Epidemiyoloji

Global olarak, Cryptosporidium'un prevalansinin gelismis iilkelerde ortalama %4,3,
gelismekte olan {ilkelerde %10,4 ile ~%7,6 oldugu diisiiniilmekte; ancak prevalanslarin
%69,6'ya kadar c¢iktigr bildirilmektedir (Dong ve digerleri, 2020). Buzagilarda, bu
protozoalarin neden oldugu yenidogan ishali, diinya ¢apinda, 6zellikle bir aylik veya daha
kiiciik hayvanlarda 6nemli bir morbidite ve mortalite nedeni olarak goriilmektedir (Ouakl ve

digerleri, 2018).

Diinya’da 1970’1i yillarin basindan beri sigirlarda Cryptosporidium spp. enfeksiyonu ile
ilgili ¢alismalar yiriitiilmektedir (Panciera ve digerleri, 1971). Cryptosporidium tiirlerinin
farkl iilkelerdeki prevalanslari; Israil’de %16,5 (Brenner ve digerleri,1993), Meksika’da %25
(Maldonado-Camargo ve digerleri, 1998), Fransa’da %17,9 (Lefay ve digerleri, 2000),
Ispanya’da % 47,9 (Castro-Hermida ve digerleri, 2002), Tayland’da %9,4 (Jittapalapong ve
digerleri, 2006), Cekya’da %25,8 (Kvac ve digerleri, 2006), Hindistan’da, ishalli olan
hayvanlarida %50 ve ishalli olmayan hayvanlarda %25,68 (Singh ve digerleri, 2006),
Kanada’da %30 (Trotz-Williams ve digerleri, 2008), Amerika’da %2,4 (Wade ve digerleri,
2000), ve %3,2 (Starkey ve digerleri, 2006), Arjantin’de %19,35 (Tiranti ve digerleri, 2011)

olarak bildirilmektedir.
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Ulkemizde buzagilarda cryptosporidiosis ilk olarak 1984 yilinda bildirilmistir (Burgu,
1984). Sigirlarda Cryptosporidium tiirlerinin prevalansi; Karacebey Harasi’'nda %26,7
(Burgu, 1984), Ankara’da %63,3 (Emre ve digerleri, 1998), Kars’ta %25,7 (Arslan ve
digerleri, 2001), Sivas’ta %70,3 (Degerli ve digerleri, 2005), Hakkari’de %22,14 (G6z ve
digerleri, 2007), Van’da %13,19 (Gil ve digerleri, 2008), Ankara’da %37,5 (Sakarya ve
digerleri, 2010), Konya’da akut ishalli buzagilarda %39,4 (Derinbay Ekici ve digerleri, 2011),
Erzurum’da %3,9 (Guven ve digerleri, 2013), Kiitahya’da %40 (Akalin, 2018) olarak
bildirilmektedir. Real Time PCR yontemi, ilk kez Nevsehir bolgesindeki ishalli buzagilardan
alian disk1 6rneklerinde kullanilmig ve C. parvum %15,3, Cryptosporidium spp. %5,3 olarak

saptanmistir (Simsek ve digerleri, 2012).

Cryptosporidium enfeksiyonlarinda prepatent ve patent siireler tiirlere gore degisiklik
gostermektedir. C. parvum enfeksiyonlarinda prepatent siire 2-7 giin, patent siire 1-12 giin, C.
bovis’te prepatent siire 10-12 giin, patent siire 18 giin, C. ryanae’de ise prepatent siire 11 giin,

patent siire 15-17 giin arasinda degismektedir (Fayer, 2008).

C. parvum, C. bovis, C. ryanae ve C. andersoni tiirleri sigirlarda siklikla tespit
edilmekle birlikte, bu tiirlerin yayginlig1 yasa bagl olarak degismektedir (Santin ve digerleri,
2004). Enfeksiyonun yas arttikca daha az gorildiigii bildirilmektedir (Arslan, 2012). Hastalik
ic glinliige kadar olan ruminantlarda goriildiigii halde en yaygin olarak goriildiigii yas grubu
1-3 haftalik yaslardir (Fayer, 2008; Nichols, 2008). Enfeksiyona bir aylik {izerindeki
hayvanlarda nadiren rastlanmaktadir. Ancak hastaligin yayilisinda etkili risk faktorlerin uygun
olmast ve salginlarin ortaya c¢ikmast durumunda bu yas grubunun disinda da
goriilebilmektedir (Fayer, 2008; Nichols, 2008). Sigirlarda yaygin olarak goriilen ve tek
zoonotik tir olan C. parvum, siitten kesilmemis buzagilarda Cryptosporidium
enfeksiyonlarmin yaklasik %85'inden, siitten kesilmis buzagi ve diivelerin ise %]1'inden
sorumlu tutulmaktadir. Siitten kesilmis buzagilar ve 1-2 yasindaki diiveler cogunlukla C.
bovis, C. andersoni ve C. deer-like genotipleri ile enfekte olmaktadir (Feng ve digerleri,
2007). Cryptosporidium andersoni, geng ve yetiskin sigirlarda abomazumu enfekte etmekte
ve baska hicbir klinik belirti olmaksizin siit {iretiminde azalamaya neden oldugu
bildirilmektedir (Fayer ve digerleri, 2006). Siitten kesilmis buzagilarda da C. bovis, C. ryanae
ve C. andersoni bulunmakta ancak, sadece C. parvum neonatal ishalden sorumlu
tutulmaktadir (Fayer ve digerleri, 2006; Holzhausen ve digerleri, 2019). C. hominis’in son
zamanlarda buzagilarda rapor edilmesi hayvanlardaki varligmin hafife alindigini

diistindirmektedir. Hayvanlarda C. hominis enfeksiyonunun goriilmesi, hayvanlar tarafindan
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kontamine insan digkilarinin yutulmasi ile meydana gelmis olabilecegini diisiindlirmektedir

(Razakandrainibe ve digerleri, 2018).

Buzagilarda 2 aylik yas oncesi ve siit¢ii isletmelerde, zoonotik olan C. parvum tiiriiniin
daha yaygmn oldugu bildirilmektedir (Thompson ve digerleri, 2007). Yine neonatal
buzagilarda C. parvum enfeksiyonlar1 et¢i buzagilara gore siit¢ii buzagilarda daha yaygin
olarak goriilmektedir (Thompson ve digerleri, 2005). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda da
prevelansin diinya genelindeki yapilan ¢alismalara paralellik gosterdigi belirtilmektedir (Asti
ve digerleri, 2012). Benzer calismalarda, et¢i siirilerde goriilme oraninin %3-25, siitci
stiriilerde ise %100’e yakin oldugu bildirilmektedir (Gow ve Waldner, 2006; Jager ve
digerleri, 2005).

Ishalli buzagilarda ookist atiliminin ve ookist yogunlugunun yiiksek oldugu
belirtilmektedir (Singh ve digerleri, 2006). Cryptosporidium enfeksiyonlari kendi kendini
siirlayan ozellikte olup, ookist atilimi 1-2 hafta kadar devam etmektedir. Enfeksiyonlar
takiben immunite gelismekte ve daha sonraki enfeksiyonlara karsi hayvanlar direngli hale
gelmektedir. Yani ilk enfeksiyonlarda ookist atilimi daha fazla olmakta ve yasla beraber
azalmaya baslamaktadir. ilk enfeksiyonlar dzellikle neonatal donemde siddetli seyretmekte,
klinik cryptosporidiosis olusmakta ve hatta tedavi edilmezse oOliimler sekillenmektedir.
Cryptosporidiosisin klinik hal almasinda ve patojenitesinde alinan ookist sayisi oldukga
etkilidir. Cryptosporidium parvum’da minimum enfektif doz 30 ookist olarak kabul
edilmektedir (Fayer, 2008; Nichols, 2008). Hastaligin olusmasi veya olusturulmasi igin
alinmas1 gereken ookist sayisi, bireysel duyarlilik ve konak direncine bagl olarak oldukca
farklilik gostermektedir. Duyarli ya da immunsupresif hayvanlar diisiik ookist dozlarinda (10
ookist) bile enfeksiyona yakalanabilmektedir (O’Hara ve Chen, 2011; Van Metre ve digerleri,
2008). Enfektif bir hayvanin 1 gram diski ile milyonlarca ookist sagmas1 enfeksiyonun hizla
yayilip bir siirli problemi haline gelmesini kolaylastiran bir faktordiir (De Graaf ve digerleri,

1999; Hamnes ve digerleri, 2006; Van Metre ve digerleri, 2008).

[k insan cryptosporidiosis vakasi, sigirlarla bir ¢iftlikte yasayan 3,5 yasindaki bir kiz
cocugunda bildirilmistir (Nime ve digerleri, 1976). Amerika Birlesik Devletleri'nde yliriitiilen
vaka kontrol ¢alismalari, insanlarin sigirlarla temasiin cryptosporidiosis i¢in bir risk faktorii
oldugunu gostermektedir (Roy ve digerleri, 2004). Zoonotik bulagsmasina iliskin ilk rapor,
buzagilarda Cryptosporidium arastirmasini baglattiktan 3 hafta sonra cryptosporidiosis'e
yakalanan aragtirma personelini icermektedir. Bagka bir rapor, cryptosporidiosisli iki buzagiya

destekleyici bakim saglayan bir veteriner fakiiltesi Ogrencisinde cryptosporidiosis'i
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tanimlamaktadir (Ryan ve digerleri, 2021). Bagisiklig1 yeterli 12 kiside (alt1 6grenci, li¢
hayvan bakicisi, bir veteriner hekim ve iki aragtirmaci) buzagilarla temastan kaynaklanan bir
zoonotik  cryptosporidiosis  salgini,  cryptosporidiosis  epidemiyolojisinde  zoonotik
enfeksiyonlarin roliinii dogrulamaktadir (Current ve digerleri, 1983). Neonatal buzagilarda
mortalitenin %100 olmasi ve diski ile ookist sagilimmin ¢ok yiiksek olmasi sebebiyle C.
parvum insanlara daha fazla bulagsmaktadir (Thompson ve digerleri, 2007). Yine sigirlarin,
diinya ¢apindaki ¢esitli insan cryptosporidiosis salginlarinda potansiyel kaynaklar oldugu

baska calismalarda da ifade edilmistir (Alsmark ve digerleri 2018; Zhang ve digerleri, 2021).

Diski ile disart 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 tiirtinde genellikle su kaynakli bulasma s6z konusudur. Buzagilarin
digkilart ile kirlenen sularin igilmesi ile hayvanlara ve zoonotik olarak da insanlara enfeksiyon
bulagmaktadir (Fayer, 2008; Nichols, 2008). Bilinen ilk su kaynakli cryptosporidiosis salgini
1984°te, kontamine i¢gme suyuyla baglantili olarak Teksas, ABD'de bildirilmistir (D'Antonio
ve digerleri, 1985). Carrollton, Georgia, ABD'deki 1987 salgininda 13.000 kisinin etkilendigi
diistiniilmektedir (Hayes ve digerleri, 1989). Sularin standart klorlanmasi ookistlerin yok
olmasini saglamamakta, bu nedenle igme sulari ile bulagsma insan ve hayvanlar i¢in 6nem
tasimaktadir (Betancourt ve Rose, 2004; Olson ve digerleri, 2004; Ramirez ve digerleri,
2004). ik eglence amagcl su ile iligkili salgin 1988 yazinda Birlesik Krallik'ta bir yiizme
havuzunda meydana geldigi bildirilmistir (Joce ve digerleri, 1991). Cryptosporidium su anda
stirekli olarak kontamine igcme ve eglence sular1 nedeniyle su kaynakli protozoan enfeksiyon
salginlarmin 6nde gelen kiiresel nedeni (>%60) olarak bilinmektedir (Ryan ve digerleri,
2021).

[k belgelenmis biiyiik gida kaynakli salgin, bir sigir ¢iftliginde yetistirilen elmalardan
yapilan taze sikilmig elma sarabi tiiketimi ile iliskilendirilmektedir (Millard ve digerleri,
1994). Cryptosporidium, kiiresel olarak gida kaynakli en Onemli besinci parazit olarak

gosterilmektedir (Ryan ve digerleri, 2021).

2.3. Klinik ve Patolojik Belirtiler

Cryptosporidium tiirleri, ¢cok ¢esitli konakgilarin sindirim ve solunum yollarinin liimen

ylizeylerini kaplayan epitel hiicrelerini enfekte eden (Arrowood, 2002), genellikle geng
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buzagilarda ishale yol agan zorunlu, hiicre i¢i parazitler olarak bilinmektedir (Coklin ve
digerleri, 2007).

Cryptosporidium oncelikle yeni dogan buzagilar1 etkilemektedir (de Graaf ve digerleri,
1999). Enfeksiyonun bagisiklig1 yeterli konakgilarda kendi kendini sinirladigi, ancak geng ve
bagisiklig1 baskilanmig hayvanlarda yasami tehdit eden akut ve kronik ishale neden oldugu
bildirilmektedir  (Snelling ve digerleri, 2007). Enfeksiyonun klinik  goriiniimii
asemptomatikten oOliimciile kadar degismektedir (Santin, 2013). Baslica klinik belirtiler:
halsizlik (Fayer, 2010), depresyon (O'Donoghue, 1995; Olson ve digerleri, 2004), ates (Brar
ve digerleri 2017; Foster ve Smith, 2009; Li ve digerleri, 2019; O'Donoghue, 1995; Santin,
2013), karin agrist (de Graaf, 1999; Fayer, 2010; Olson ve digerleri, 2004), istahsizlik
(O'Donoghue, 1995; Olson ve digerleri, 2004), anoreksi (Fayer ve digerleri, 2006; Fayer,
2010; Foster ve Smith, 2009; de Graaf, 1999; Klein ve digerleri, 2008; Rieux ve digerleri,
2013; Santin ve digerleri, 2004; Santin, 2013) emilim bozuklugu (Naciri ve digerleri, 1999;
Savioli ve digerleri, 2006; Wegayehu ve digerleri, 2017), ishal (Brar ve digerleri, 2017; Cho
ve Yoon, 2014; de Graaf ve digerleri, 1999; Fayer, 2010; Klein ve digerleri, 2008; Li ve
digerleri, 2019; Lombardelli ve digerleri, 2019; Nydam ve digerleri, 2001; O'Donoghue,
1995; Silverlas ve digerleri, 2010a; Snelling ve digerleri, 2007; Santin, 2013; Thomson ve
digerleri, 2017), dehidrasyon (Brar ve digerleri, 2017; de Graaf, 1999; Fayer, 2010; Li ve
digerleri, 2019; Naciri ve digerleri, 1999; Sanford ve Josephson, 1982; Silverlas ve digerleri,
2010a), metabolik asidoz ve elektrolit dengesizlikleri (Kasari, 1999), akut veya kronik
gastrointestinal rahatsizliklar (Brook ve digerleri, 2008; Chalmers and Katzer, 2013;
Featherstone ve digerleri, 2010; Hofstra ve digerleri, 2013; Santin, 2013; Smith ve digerleri,
2006; Shirley ve digerleri, 2012), biiylime geriligi (Savioli ve digerleri, 2006; Silverlas ve
digerleri, 2010a; Wegayehu ve digerleri, 2017), kilo kayb1 (Brook ve digerleri, 2008; Smith
ve digerleri, 2006), siit tiretiminde azalma (Brook ve digerleri, 2008; Smith ve digerleri,
2006), verim kayb1 (Thomson ve digerleri, 2017), kardiyovaskuler kollaps, (Foster ve Smith,
2009; Santin, 2013) ve 6limdiir (Brar ve digerleri, 2017; Brook ve digerleri, 2008; de Graaf
ve digerleri, 1999; Fayer, 2010; Foster ve Smith, 2009; Li ve digerleri 2019; Naciri ve
digerleri 1999; Sanford ve Josephson 1982; Santin, 2013; Silverlas ve digerleri, 2010a; Smith
ve digerleri, 2006; Thomson ve digerleri, 2017).

Cryptosporidiosis'in kulugka siiresi ortalama olarak 5 ila 7 giin arasinda degismekte;
ancak semptomlar enfeksiyondan 2 giin sonra baglayabilmektedir (Abeywardena ve digerleri,

2015). Enfekte buzagilar tipik olarak yaklasik 2 hafta boyunca digkiyla ookist atmaktadirlar
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(Fayer ve digerleri, 1998). Deneysel kosullar altinda, diskidaki Cryptosporidium ookist sayisi
ishalin baglamasindan bir giin 6nce yiikselmekte, zirve yapmakta ve ishalin siddeti azalmadan
2 giin 6nce diismektedir (Operario ve digerleri, 2015). Daha 6nceki longitiidinal ¢alismalarda,
en yliksek sayida Cryptosporidium ookisti buzagilarin yasamlarinin ikinci veya {iglincii
haftasinda bulunmustur (Coklin ve digerleri, 2010; Santin ve digerleri, 2008). Bazi deneysel
enfeksiyonlarda ise enfekte hayvanlarin, hastaligin klinik belirtilerini géstermeksizin ookist

attig1 ifade edilmistir (Thompson ve digerleri, 2008).

Klinik cryptosporidiosis 7-30 giinliik buzagilarda goriilmekte (Foster ve Smith, 2009;
Santin, 2013), belirtiler enfeksiyondan 3-5 giin sonra ortaya ¢ikmakta ve 4-17 giin devam
etmektedir (Delafosse ve digerleri, 2015). Hastalikta, degisken morbidite ve diisiik mortalite
orani bildirilmektedir (Foster ve Smith, 2009; Santin, 2013).

Buzagilarin, enfeksiyona nasil tepki verdikleri ve enfeksiyondan nasil kurtulduklari
konusunda bireyler arasinda biiyiik farkliliklar olmasina ragmen, ¢ogunlukla 1-2 hafta i¢inde
kendiliginden iyilestigi goriilmektedir. Hastaligin diger enterik patojenlerle birlikte seyretmesi
halinde, klinik belirtilerinin daha da siddetlenebildigi ve enfeksiyona maruziyet siiresinin
uzayabildigi bilinmektedir (O'Donoghue, 1995). Diger bir deyisle, hastaligin siddeti diger
patojenlere ve koenfeksiyonlara bagli olarak degismektedir (Foster ve Smith, 2009; Santin,
2013).

Patojenin dogrudan bir yasam dongiisii bulunmaktadir. Enfekte hayvanlarin
gastrointestinal epitel hiicrelerinde gelisebilmekte ve ¢ogalabilmektedir (Chen ve digerleri,
2003). Cryptosporidium spp. enfeksiyonu, jejunum, ileum ve kolon dahil olmak iizere
bagirsagin  birgok yerinde lokalize olmaktadir (Tomas-Lopez ve digerleri, 2020).
Enfeksiyonun ana bolgesi ince bagirsaktir, ancak enfeksiyon gastrointestinal sistem boyunca
ve akciger gibi ekstra bolgelerde de karsimiza ¢ikmaktadir (Sponseller ve digerleri, 2014)
Gastrointestinal ve solunum yollarinin epitel ylizeyinin mikrovilluslarina yerleserek 6nemli

derecede morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir (Kotloff ve digerleri, 2013).

Cryptosporidium  tiirleri  gastrointestinal epitel hiicrelerinde g¢esitli  patojenik
degisikliklere neden olmaktadir. Parazitler 6nce bagirsak epitelinin apikal yiizeyinde zara
bagli bir bolmeye yerlesmektedir. Buna ragmen, hizli mikrovillus sinir kaybi, villus kisalmasi,
kripta uzamasi ile villus fiizyonu, submukozal &dem ve lamina propriada inflamatuar
mononiikleer hiicre infiltrasyonu dahil olmak {izere bagirsakta akut rahatsizlifa yol acan

bagirsak epitelinde 6nemli anormalliklere neden olmaktadir (Chalmers ve Davies, 2010). Agir
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enfeksiyonlarda konak epitel hiicrelerinin dejenerasyonu, mikrovilluslarin kayb1 ve villus
atrofisi siklikla goriilmektedir (Scorza ve Tangtrongsup, 2010). Ayrica bagirsak kript iltihab1
ve malasimilasyon (de Graaf ve digerleri, 1999; Paraud and Chartier, 2012) sonucu bagirsak
gecirgenliginin artmasi (Wyatt ve digerleri, 2010), emilim kapasitesinin azalmasi (de Graaf ve
digerleri, 1999; Klein ve digerleri, 2008), s1v1, elektrolit ve minerallerin saliniminin artmasina
neden olarak yetersiz beslenme goriilmektedir (Rossle ve Latif, 2013). Sonug¢ olarak, bu
patolojiler ishale ve buzagilarda o6liim riskinin artmasma neden olmaktadir (Delafosse ve

digerleri, 2015).

2.4. Tam

Cryptosporidiosis'in tanisinda, rutin parazitolojik teknikler (Flotasyon, boyama
teknikleri), koproantijen arayan serolojik yontemler (IFA, ELISA, rapid testler), flow
sitometri, molekiiler teknikler (PCR) siklikla kullanilmaktadir. Ancak diskida ookist
atiliminin  aralikli  olmasi nedeniyle diski Orneklerinin degisik zamanlarda alinarak
incelenmesi gerekmektedir (Smith, 2008). Klinik olarak etkilenmis hayvanlarda; atilan
ookistlerin sayisinin yiiksek olmasi nedeniyle digkida kolaylikla ookistler belirlenebilmektedir
(Tzipori ve Ward, 2002). Ayrica Cryptosporidium ookistlerinin ¢ok kiiciik olmasi nedeniyle
mikroskobik incelemenin uzman ve tecriibeli Kkisilerce incelenmesi, ookistlerin diski
orneginde bulunabilecek diger ookist, kist ve mayalarla karistirlmamasi i¢in mikroskobik

incelemenin boyanmis preparatlarda yapilmasi avantaj saglamaktadir (Smith, 2008).

Parazitin identifikasyonunda immunolojik metotlar da kullanilmaktadir. Bu metotlar;
Poliklonal Floresan Antikor Testi, Latex Aglutinasyon Reaksiyonu, Monoklonal Antikorlu
Immun Florasan, Enzim Linked Immunosorbent Antikor Testi (ELISA), Reverse Pasif
Haemaglutinasyon, immunokromatografidir (Fayer ve digerleri, 2000). Hayvan modellerinin
enfeksiyonlarinda intestinal ksenograft yontemi de kullanilabilmektedir (Laurent ve digerleri,

1999).

Serolojik yontemler; flow sitometri, molekiiler teknikler, direkt diski incelemeleri ve
boyama yontemlerine gore daha duyarli olarak kabul edilmektedir. Diger taraftan, serolojik ve
molekiiler yontemlerin zaman almasi, pahali olmasi ve deneyimli personele ihtiya¢c duyulmasi
gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Smith, 2008; Xiao ve Ryan, 2008). Kisacasi,
Immunfloresans, ELISA ve PCR yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip tani teknikleridir;
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ancak diger yoOntemlere gore nadir olarak kullanilmaktadir. Rutin tanida temel olarak

mikroskobik incelemeden yararlanilmaktadir (Van Metre ve digerleri, 2008).

Cryptosporidium tiirlerine bagli enfeksiyonlarin teshisi genellikle diskida etkenin
goriilmesi temeline dayanmaktadir (Rossle ve Latif, 2013). Teshis amaci ile endoskopi,
mukoza biyopsisi, ince bagirsak aspirati, bronkoalveolar lavaj gibi yontemler de
kullanilmaktadir. Ancak, bu tekniklerin tek basina kullanilmasi etkeni kesin olarak bulmada
bazen yetersiz kalmaktadir. Digki ile atilan ookist miktar1 degiskenlik gdosterebildiginden
dolay1, cryptosporidiosis enfeksiyonu aragtirilirken farkli giinlerde en az ii¢ ayr1 gaita

orneginin incelenmesi gerekmektedir (Rossle ve Latif, 2013).

ABD ve Avrupa'da, referans laboratuvarlar1 genellikle immiinofloresan mikroskopiyi
altin standart olarak kabul etmektedir. Enzim immiin testi veya immiinokromatografik
yontemler gibi diger antijen saptama yontemleri daha yiiksek verime sahiptir, tan1 igin giderek
daha fazla kullanilmaktadir ve ticari olarak da mevcuttur. Bazi hizli testler, C. parvum veya C.
hominis digindaki tiirler igin spesifikligi ve duyarliligi azaltmistir ve pozitif reaksiyonlarin

dogrulanmasi gerekmektedir (Checkley ve digerleri, 2015).

Ookistlerin floresan izotiyosiyanat konjuge anti Cryptosporidium monoklonal antikoru
(FITC-C-mAb) ile immiinofloresan boyamasmin &zellikle spesifik (%96-100) ve hassas
(%98,5-100) oldugu bildirilmektedir. Ote yandan, Cryptosporidium koproantijen, ookistlerin
atilimi1 baslamadan once bile diski 6rneklerinde tespit edilebilmektedir. Koproantijene 6zgii
farkli ELISA'lar ve immiinokoromografik (IC) testler hakkinda, bildirilen %97 ila %100
arasinda bir 6zgiillikk ve duyarliliga sahip ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu koproantijen
saptama tahlillerinin bir baska avantaji, ¢ok sayida numuneyi hizli ve uygun maliyetli bir
sekilde test etmek i¢in kullanilabilmeleridir. Ancak, daha detayli epidemiyolojik c¢aligmalar
icin testler, mevcut Cryptosporidium'un tiirii veya genotipi hakkinda herhangi bir bilgi

saglamadigindan uygun bulunmamaktadir (Ezzaty Mirhashemi ve digerleri, 2015).

2.4.1. Boyama Yontemleri

Cryptosporidium ookistlerinin tanisinda yaygin olarak kullanilan boyama yontemleri:
safranin-metilen mavisi, iodine, nigrosin, giemsa, kinyoun asit fast, modifiye ziehl-neelsen,
asit fast, modifiye asit fast yaninda auramine rhodamine ve auramine fenol gibi floresan

boyama teknikleridir (Smith, 2008).
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Ziehl-neelsen teknigi, safranin-methylene blue boyamasi, kinyoun boyamasi, dimetil
stilfoksit karbol fuchsin boyamalar1 ookistlerin ¢evrelerinin parlak kirmizi renk almasini
saglamaktadir. Bu uygulamalar oldukc¢a yararli olmakla birlikte uzun zaman gerektirmektedir
(Fayer ve digerleri, 2000). Ookistler oval, 4-5 um boyutunda, interiorunda bulunan 2-4
sporozoid niikleusu igeren yapilar olarak goriilmektedir. Bu sekilleriyle digki partikiillerinden
ve diger mikroorganizmalardan kolaylikla ayrilmaktadir (O’Handley ve Olson, 2006; Tzipori
ve Ward, 2002). Boyama yoOntemlerine goére immiinolojik metotlarin tanida daha duyarl

oldugu belirtilmektedir (Geurden ve digerleri, 2008; Smith, 2008).

Buzagilarda ishalli digki Ornekleri, genellikle tant igin yeterli miktarda ookist
icerdiginden, etkenlerde dengesiz dagilim ve orta siddette atilim olsa bile natif ve gesitli
boyama metodlariyla tan1 kolaylikla konulabilmektedir. Fakat epidemiyolojik ¢aligmalarda,
kronik hastaliklarda ve insanlarda ¢ok az sayida ookist atilimi1 durumlarinda diski 6rneklerinin
konsantrasyonu Onem kazanmaktadir (Carey ve digerleri, 2004). Mikroskobik inceleme
Oncesi ookist konsantrasyonunun arttirilmasi i¢in doymus seker ¢ozeltisinin kullanilmasi
yaygin bir metoddur. Diger kullanilan metot ise ¢inko kloriir-sodyum kloriir soliisyonu ya da
diger tuzlarla flotasyon yontemidir (O’Handley ve Olson, 2006; Thompson ve digerleri,
2008).

Modifiye asit fast boyama, immiinofloresan antikor boyalari ile karsilastirildiginda %70
daha duyarli oldugu; ancak molekiiler yontemlerle karsilagtirildiginda vakalarin %50’sinin
teshis edilebildigi bildirilmektedir. Floresan mikroskobundaki teknik iyilestirmeler ve maliyet
distisleri, geleneksel modifiye asit fast boyamadan daha hassas olan auramin-rodamin gibi

floresan boyalarla test yapilmasina olanak tanimaktadir (Checkley ve digerleri, 2015).

2.4.1.1. Safranin-Metilen Mavisi Boyama Yoéntemi

Safranin metilen mavisi ile boyanan ookistler turuncu kirmizi renkte etrafi seffaf bir
halka ile g¢evrili olarak goriilmektedir; ancak ookistin i¢ yapist pek fark edilememektedir.
Diski kalintilar1 ise mavi renkte goriilmektedir. Bu yontemde digk siispansiyonundan ince bir
froti hazirlanarak boyama asamasina gecilmektedir. Boyama sonunda ookistler kolaylikla

ayirt edilmektedir (Fayer ve digerleri, 2000).
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Nigrosin ile negatif boyamada, ookistler haricindeki tiim arka plan agik yesil
merbromide ve malasit yesile boyanarak ookistlerin taninmasi saglanabilmektedir; ancak ¢ok

giivenilir bulunmamaktadir (Fayer ve digerleri, 2000).

Baz1 orneklerin boyanmasinda canli boyalar (propidium iodide ve 4,6, diamino- 2’-
phenylindole) kullanilmaktadir. Yasama giicii FISH yontemi ile test edilebilir ve hiicre

kiiltiiri real time-PCR tarafindan takip edilmektedir (Fayer ve digerleri, 2000).

2.4.1.2. Modifiye Kinyoun Asit-Fast Boyama

En sik kullanilan tan1 yontemi olarak kabul edilmektedir. Taze diski 6rneklerinden veya
zenginlestirilmis Orneklerden hazirlanan yayma preparatlar bu teknikle boyanmaktadir.
Karbol fuksinle boyanan ve aside direngli Cryptosporidium ookistleri metilen mavisi ile
boyanmis zemin iizerinde genelde pembe, koyu pembe, mor renkte yuvarlak/oval olarak
goziikmektedir. 100x objektif ile immersiyon yagi yardimi ile incelemektedir. Olgun
ookistlerde 4 adet sporozoit gozlenmektedir. Bazi ookistler ise boya almayabilmekte ya da
kismen boya almaktadir. Bu ookistlere hayalet ookist ad1 verilmektedir (Dogruman-Al, 2011).
Bu yontemin hasasiyet oranmin %70, spesifitesinin %78 oraninda oldugu belirtilmektedir

(Ezzaty Mirhashemi ve digerleri, 2015).

2.4.1.3. Modifiye Ziehl-Neelsen (mZN) Boyama Y 6ntemi

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

ekstraksiyonu i¢in kullanilabilmektedir (Smith, 2008).

2.4.1.4. Karbol Fuksin Boyama Yo6ntemi

Bu yontemde eter-alkol karisiminda temizlenmis digki 6rnegi lam iizerine bir

baget yardimi ile bir damla kadar alinmaktadir. Ayn1 miktar karbol-fuksin digki 6rneginin
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yanina konularak bir lamelin kosesi yardimi ile karistirildiktan sonra ince bir diski
frotisi hazirlanmaktadir. Hazirlanan froti 1-2 dakika kurumasi i¢in bekletilmektedir. Kuruyan
froti lizerine bir damla immersiyon yagi damlatilmakta ve lamelle kapatilarak 40x10
bliyiitmede incelenmektedir. Mikroskobun bu biiylitmesinde 20 sahadaki ookist sayilarak
ortalamast alinir. Boyama sonunda ookistler kirmizi zemin {izerinde siddetli 151k kirici
ozellikte, seffaf, parlak, diizgiin duvarli ve oval yapida gozlenmektedir. Karbol fuksin boyama
yonteminde x40’lik objektifte mikrometre ile ayar yapilarak ookistler i¢inde sporozoitler

goriilebilmektedir (Burgu, 1984).

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

Cryptosporidium ookistlerinin saptanmasinda kullanilan bir boyama yontemidir.
Hazirlanan digki yaymalar1 Cryptosporidium ookistleri yoniinden floresans mikroskopta
incelenmektedir. Oldukg¢a hizli bir teknik olarak bilinmektedir. Cryptosporidium ookistleri
siyah zemin {lizerinde parlak yesil floresans veren, yuvarlak, 3-7 mikron biiytikliigiinde
goriilmektedir. Auramine phenol ile boyanmis preparatlardaki ookistler daha sonra DNA

ekstraksiyonu i¢in kullanilabilmektedir (Smith, 2008).

2.4.1.6. Auramine-Rhodamine Boyama Yéntemi

Auramine-Rhodamine (AR) boyasi hiicre duvarindaki mikolitik asite afinite gosteren
flokrom boyadir. Zit boya olarak potasyum permanganat kullanilmaktadir. Immunfloresan
mikroskop ile 40’lik biiylitmede kirmizi zemin iizerinde parlak sar1 renkteki olusumlar
Cryptosporidium ookistleri olarak degerlendirilmektedir. Boyanin karekteristik rengini alan

ookistlerin mantar ve mayalarla karistirilmasi ¢ok zordur (Sears ve Kirkpatrick, 2001).

2.4.2. indirekt Tan1 Yontemleri

Parazit hastaliklariin teshisinde, immunolojik tani yontemleri yaklasik 30 yil once

kullanilmaya baslanmustir (Carey ve digerleri, 2004). Indirekt yontemler kullanilarak
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Cryptosporidium ookistlerine duyarli antikorlarin varligi arastirilmaktadir. Bu ydntemler
arasinda ELISA, IFA ve Western blot (WB) bulunmaktadir (Dogruman-Al, 2011).

2.4.2.1. Serumda Antikor Aranmasinda Kullanilan Yontemler

Monoklonal antikorlarla yapilan IFA’nin duyarliliginin %100 oldugu ve boyama
yontemlerinden 20 kat daha duyarli oldugu bildirilmektedir (Dogruman-Al, 2011). IFA
yonteminde ookistlerin antijenik yapilar1 floresan boya ile isaretli monoklonal antikorlara
baglanarak ookistler siyah zemin {izerinde yesil renkte goriilmektedir. IFA teknigi ile az
sayida ookist iceren diski ornekleri bile saptanabilmektedir. Bu da hastaliga erken donemde
tan1 konulmasimi ve asemptomatik tasiyicilarin belirlenmesini saglamaktadir (Carey ve
digerleri, 2004). Ayrica serumda Cryptosporidium tiirlerine spesifik antikorlarin
saptanmasinda kullanilan IFA’nin, diskida ookist saptama yontemleri ile kombine edilmesi
durumunda  cryptosporidiosis  prevalansinin daha dogru olarak Dbelirlenebilecegi
bildirilmektedir. Fakat genel anlamda antijen antikor olusumunun ortaya konulmasi
prensibine dayanan testlerde mikroorganizmalarla ¢apraz reaksiyon verme riski bulunmakta
olup, bu da yanlis teshise sebep olabilmektedir (Dogruman-Al, 2011). Pahal1 bir teknik olmasi
ve uygulama i¢in floresan mikroskoba ihtiya¢ duyulmasi testin dezavantajlari olarak kabul

edilmektedir (Carey ve digerleri, 2004).

Serolojik ve kiiltiir yontemlerinden farkli olarak, aranan organizmanin sadece niikleik
asitlerinin varligin1 ortaya koymaya yonelik yontemleri iceren niikleik asidlere dayali
teknolojiler, yiiksek ekonomik maliyetlerine ragmen parazitoloji alaninda da yaygin olarak

kullanim gérmektedir (Jex ve digerleri, 2008; Trotz-Williams ve digerleri, 2005a)

2.4.2.2. Diskida Cryptosporidium spp.’ye Ozgii Antijen Aranmasinda Kullanilan

Yontemler

Diski 6rneklerinden Cryptosporidium ookistlerinin tanimlanmasinda kullanilan diger bir
immunolojik yontem Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)’dir (Laurent ve
digerleri, 1999). Kopraantijen temelli ELISA Kitleri cryptosporidiosisin tanisinda daha
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spesifik ve duyarhidir; ancak insan hekimliginde daha fazla kullanim olanagi bulmaktadir

(Garcia ve Shimizu, 1997; Thompson ve digerleri, 2008).

Monoklonal antikorlarin kullanildigr immiinofloresan ve ELISA yoOntemleri gaitada
Cryptosporidium tiirlerinin teshisinde kullanilan olduk¢a duyarli yontemlerdir. Buna ragmen
ELISA’da capraz reaksiyon sonucu yalanci pozitiflikler de goriilebilmektedir. Ayrica diskida
Cryptosporidium tiirlerinin  antijenlerinin aranmasina yonelik immiinokromatografik
yontemler ile kombine antijen taramasi da yapilabilmektedir. Ookist miktarinin az oldugu ve
boyama yontemlerinde etkenin goézden kacgabildigi durumlarda bu yontem oldukga
kullanishdir. immiinokromatografik yontemlerin en biiyiik avantaji test siiresinin kisa olmasi
ve deneyimli personel olmamasi halinde bile giivenilir bir sonug¢ alinabilmesidir (Dogruman-

Al, 2011).

Cryptosporidium i¢in serolojik testler, hem semptomatik hem de asemptomatik
enfeksiyondan sonra spesifik antikor yanitlart gelistigi i¢in epidemiyolojik ¢aligmalar i¢in
onemli bir aractir. IgA yanitlar1 genellikle kisa Omiirlii iken, IgG yanitlar1 birka¢ ay
siirebilmektedir. Cp23'e karst olusan antikor, uzak enfeksiyonla korele gibi goriiniirken,
Cpl7'ye (gpl5 olarak da adlandirilir) verilen yanitlar yakin zamandaki enfeksiyonu
disiindiiriir ve P2'ye verilen yanitlar, tekrarlanan enfeksiyonla iligkilendirilmektedir

(Checkley ve digerleri, 2015).

2.4.3. Molekiiler Tam Yontemleri

Molekiiler tekniklerin gelismesiyle parazitoloji alaninda tan1 koyma ve parazitlerin alt
tiirlerinin belirlenmesi amaciyla molekiiler ¢alismalar kullanilmaya baslanmistir (Sarikaya,
2004). Molekiiler teknikler daha ¢ok epidemiyolojik arastirmalar, tiir, genotip ve subtiplerin
belirlenmesi, salginlarda, su kaynaklarinda teshis amaciyla kullanilmaktadir (Smith, 2008;
Xiao ve Ryan, 2008). Insan ve diger memelileri enfekte eden Cryptosporidium tiirlerinin
taksonomisi yapilirken alt tiirlerinin belirlenmesi, genetik farkliliklarin ortaya konulmasi gibi
etken hakkinda daha ayrintili bilgiler, molekiiler caligmalar ile elde edilebilmektedir.
Ozellikle de salginlarda etkili olan tiirlerin belirlenerek etkenin kaynag: hakkinda daha fazla
bilgi edinmeye olanak sagladigi icin molekiiler calismalar ile tiplendirilmesi 6nem

tasimaktadir (Sarikaya, 2004). Salgin arastirmalart veya epidemiyolojik siirveyans i¢in
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Cryptosporidium parvum'un alt tiplendirilmesi genellikle 60 KDa'lik bir glikoproteini (gp60)
kodlayan bir genin DNA dizi analizine dayanmaktadir (Robinson ve digerleri, 2022).

Ayrica diger klasik yontemlerle kesin taninin yapilamadigi durumlarda, molekiiler
taniin hassasiyetinden dolay1 bu ¢alismalar giiniimiizde siklikla kullanilmaktadir. Molekiiler
yontemlerin duyarliligi, digkinin mikroskobik olarak degerlendirilmesine gore oldukga
yiiksektir. Digkida ookist sayisinin ¢ok az olmasi durumunda veya c¢evresel kaynaklardan
etkeni izole etmek amaciyla da yaygin olarak molekiiler yontemlere basvurulmaktadir
(Sarikaya, 2004). PCR ile gram diskida 20 ookist varliginda pozitiflik verirken, mikroskobik
incelemelerde gram digkida 100-500 bin ookist bulunmasi gerekmektedir (Smith, 2008; Xiao
ve Ryan, 2008).

Giiniimiizde Cryptosporidium tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan birgok molekiiler
tiplendirme yontemi bulunmaktadir. Bunlardan; plasmid DNA analizi, genomik DNA
restriksiyon analizi, prob hibridizasyon teknikleri, gen sekans analizleri, PCR’ye dayali
tiplendirmeler (PCR-RFLP, PCR-RAPD, PCR-REP, PCR-AFLP vb.) ve ribotiplendirme
baslica kullanilan yontemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sarikaya, 2004).

2.4.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu islem ile DNA polimeraz, deoksiriboz niikleotidleri (ANTP’ler), ve hedefe 6zgii
spesifik komplementer oligoniikleotidler yani primerler kullanilarak in vitro ortamda DNA
hedef dizileri ¢ogaltilmaktadir (Biskin ve digerleri, 2011).

PCR yiiksek sensiviteye sahip, giivenli ve hizli uygulanan bir metoddur; ancak ¢evresel
faktorlerden (kontaminasyon) etkilenerek yanlis pozitif sonuglar verebilmektedir (Fayer ve

digerleri, 2000).

PCR ile C. parvum'un saptanmasini tanimlayan ilk raporun iizerinden yirmi yildan fazla
zaman gectigi ve Cryptosporidium tiirlerini, tiir/genotip ve alt tip diizeyinde tespit etmek ve

ayirt etmek icin gelistirildigi bildirilmektedir (Ezzaty Mirhashemi ve digerleri, 2015).

PCR, aragtirma laboratuvarlarinda Cryptosporidium ve diger enterik patojenlerin tespiti
icin giderek daha fazla kullanilmaktadir ve miikkemmel hassasiyet saglamaktadir. 18S rRNA'y1
kodlayan Cryptosporidium geninin amplifikasyonu bu amag¢ igin yaygin olarak

kullanilmaktadir; ancak diger genler de hedeflenmektedir. Molekiiler analiz, Cryptosporidium
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tirlerini ayirt etmek igin gereklidir. 18S rRNA'y1 kodlayan genin yaklasik 800 baz gifti
fragmaninin dizilimi ile PCR, tiirlesme icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira
daha kiiglik parcalara dayali gercek zamanli testler tanimlanmaktadir. C. hominis ve C.
parvum, DNA dizi seviyesinde benzer olduklarindan (>%96), gp60 geninin dizilimi, tiirler
icinde alt tipleme icin kullanilmaktadir. DNA ekstraksiyonundan 6nce ookistlerin boncuk-
dovme, donma-¢oziilme, kaynatma veya kimyasal lizis yoluyla bozulmasi gerekmektedir.
Ancak, basitlestirilmis ekstraksiyon yontemlerini kullanabilen bakim noktasi molekiiler
testleri gelistirme asamasindadir. Enteropatojenler icin ¢ok sayida molekiiler tani, hem ishalli
bireylerde hem de saglikli kontrol bireylerinde, kaynaklari kisitlh ortamlarda ¢oklu
enfeksiyonlarin yaygin oldugunu gostermektedir. Bazi veriler, Cryptosporidium'un kantitatif
yiikiiniin artan hastalik siddeti ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir, bu nedenle kantitatif
testler gelecekteki calismalar ve ila¢ rejimlerinin degerlendirilmesi i¢in 6nemli olacagi

disiiniilmektedir (Checkley ve digerleri, 2015).

Cryptosporidium tiirlerinin molekiiler tanisi ve genotiplendirme ¢alismalarinda; 70-kDa
1s1 sok proteini geni (hsp 70mRNA), Cryptosporidium-1 geninin Thrombospondin-related
adhesive proteini (TRAP-C1), Cryptosporidium-2 geninin Thrombospondin-related adhesive
proteini (TRAP-C2) geni, methionin aminopeptidaz, P tiibiilin kodlayan mRNA geni,
amiloglikozidaz enzimini kodlayan mRNA geni, Cryptosporidium ookist duvar protein
(COWP) geni PCR yontemi ile yapilan arasgtirmalarda baslica kullanilan gen bdolgeleridir.
Sekans analizi ve PCR-RFLP analizi gibi yontemlerde COWP, Ribosomal internal transcribed
spacer (ITS rDNA) boélgeleri, dihidrofolat rediiktaz-timidilat sentaz (dhfr-ts), TRAP-C1,
TRAP-C2 ve HSP70 Cryptosporidium tiirlerinin ayriminda en sik kullanilan gen bolgeleridir
(Xiao ve Ryan, 2008).

Degisik PCR tipleri ve sekanslama ile tiir diizeyinde teshisler yapilmaktadir.
Cryptosporidium tiirlerinin tani, molekiiler epidemiyoloji, genotip ve subgenotiplerinin
siniflandirilmasinda SSU rRNA, HSP70, actin, COWP, ITS-2, TRAP, ML1, ML2 ve GP60
yaygin olarak kullanilan genetik markerlardir. Bunlardan SSU rRNA genin PCR-RFLP ile
analizi ve elektroforeze tabi tutulmasi ile PCR {iriiniiniin biiyiikligii (bp) dikkate alinarak tiir
teshisleri yapilmaktadir. Bu tip tiir identifikasyonlarinda sekans analizi ile konfirmasyon
yapilmasi Onerilmektedir. Cryptosporidium parvum veya C. hominis gibi insan ve
hayvanlarda 6nemli olan tiirlerin subtip familyalarmin ve bu familyalara bagl subtiplerinin

belirlenmesinde ise GP60 gen analizi PCR ile yapilmakta ve elde edilen PCR {iriiniine dizi
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analizi yapilarak, Gen Bankasi’'ndaki mevcut dizilimler ile karsilastirilarak subtipler

belirlenmektedir (Jex ve digerleri, 2008; Trotz-Williams ve digerleri, 2005a).

2.4.3.2. Nested PCR

Digskida ¢ok farklt etkenler bulundugundan dolay1r klasik PCR yontemleriyle
cogaltilmak istenen etkene ait hedef dizinin spesifik bir sekilde amplifikasyonu bazen
miimkiin olmamaktadir. Cogaltma yapilmaya calisilan bdlgede non-spesifik bolgelerin
amplifiye olmasiyla hatali sonuglar alinabilmektedir. Bundan kagimmak icin Nested PCR
yontemi en ¢ok tercih edilen metotlardandir. Bagka bir ifadeyle Nested PCR, PCR tekniginin
Ozglinliigii ve hassasiyetini arttirmak igin gelistirilen yontemlerdendir (Sevindik ve Abaci,

2013).

Nested PCR reaksiyonlarinda iki primer seti ve ardisik iki polimeraz zincir reaksiyonu
bulunmaktadir. Baglangic asamasi i¢in kullanilacak primeler hedef DNA dizisinin dis
bolgesine 6zgli dizayn edilen birinci set primerler ile uzun bir bdlgenin g¢ogaltilmasini
saglamaktadir. Ilk PCR setinden elde eldilen amplikonlar ikinci bir primer seti ile ikinci bir
amplifikasyon asamasi i¢in sablon olarak kullanilmaktadir. ikinci amplifikasyon asamasinda
1. asamada amplifiye edilen dizilerin i¢ bdlgesi cogaltilmaktadir. Bu teknikle DNA
amplifikasyonunun 6zgiinliigii ve hassasiyetinin 10* kat kadar arttig1 diisiiniilmektedir. Ikinci
asamadan sonra ortamda istenilmeyen DNA dizisi kalmadig1 belirtilmektedir. Ikinci PCR
asamasinda kullanilan primerlerin 3’ucunda bulunan iki veya ti¢ niikleotitilik dizi yontemin
hassasiyetini belirlemektedir. Bahsi gecen 3 dizisi hedef DNA dizisinin tamamlayicist degilse
amplifikasyon gerceklesmemektedir. Boylece hedef olmayan dizilerin ¢ogaltilmasinin 6niine
gecilmis olur. Bununla birlikte reaksiyonun kontaminasyon potansiyeli amplikon iiriinlerinin
ek manipiilasyonu nedeniyle artmaktadir. Kontaminasyon riskini en aza indirgemek i¢in
islemin farkli asamalar: fiziksel olarak, tercihen farkli odalarda yapilarak birbirinden ayri

tutmak gerekmektedir (Sevindik ve Abaci, 2013).
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2.4.3.3. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Enfeksiyon etkeninin tiirii, canlilig1 ve enfektivitesinin belirlenmesi i¢in gelistirilmis
farkl1 PCR yontemleri bulunmaktadir. Bunlar arasinda en sik kullanilan; genomun uygun bir
bolgesinin PCR ile ¢ogaltilarak uygun enzimlerle muamele edilmesi sonucu kesim yapilmasi
ve sonrasinda jelde yiiriitiilerek kesim yerlerine gore etkenin genetik analizlerinin yapilmasina

olanak saglayan PCR-RFLP y6nteminin uygulanmasidir (Xiao ve digerleri, 2004b).

Cryptosporidium dis duvar proteini (COWP) geninin PCR restriksiyon fragmani
uzunlugu polymorfizmi analizi (RFLP) ile ayirt edilebilmektedir. COWP geni i¢in ayni
PCR/RFLP teknigi ile ayn1 zamanda C. parvum’un iki genotipini de ayirt edebilmektedir
(Patel ve digerleri, 1999). Molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda da, Cryptosporidium spp.
genotiplendirilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Ono ve digerleri, 2001; Xiao,

2010).

2.5. Tedavi

Cryptosporidiosis tedavisinde etkili antiparaziter tedavi zor oldugundan, tedavide
rasyonel antisekretuar farmakolojik stratejiler tasarlamak i¢in bu enfeksiyonun
patofizyolojisini agik bir bigimde ortaya koymaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Sears ve Guerrant,
1994). Kullanimda olan ilaclarin sekonder etkileri ve enfeksiyonun kendini sinirlandirmasi
ozelligi nedeniyle, cryptosporidiosis olgularinda temel olarak nonspesifik ve destekleyici

sagaltim tercih edilmektedir (Tzipori ve Ward, 2002).

Yapilan caligmalar apicomplexa kok altinda yer alan parazit tiirlerinde bulunan
apicoplastin, bu gruptaki parazitlerin yasamlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in hayati oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla ilag tedavisindeki tiim calismalarda hedef, plastid apicoplasta
yonelik olmaktadir (Ralph ve digerleri, 2004). Cryptosporidum parvum ekstrasitoplazmik
parazitovor vakuol i¢inde bulundugundan ilaglarin etkilemesi olduk¢a zordur. Uygulanan
ilaclarin ya hiicrelere penetre olmadan bagirsak liimeninden gectigi ya da hiicrenin
sitoplazmasinda biriktigi goriilmektedir. Sagaltimda kullanilan ilacin sadece hiicrenin

sitoplazmasina ve parazitovor vakuole penetre oldugunda veya etkilenen hiicrenin
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yikimlanmasinin tamamlanmasinda basarili olabilecegi belirtilmektedir (Tzipori ve Ward,

2002).

Bir¢ok ilag ve asi, cryptosporidiosis i¢in potansiyel terapotik veya profilaktik ajan
olarak degerlendirilmektedir; ancak ¢ok az basar1 saglanmaktadir (Santin ve Trout, 2008).
Buzagi ve kuzularda klinik cryptosporidiosis olgularinda B-cyclodextrin, nitazoxanide,
decoquinate, toltrazuril, azitromisin, halofuginon ve paromomisin etken maddeli ilaglar

kullanilmaktadir (Thompson ve digerleri, 2005).

Halofuginon laktat, C. parvum'un sporozoit ve merozoit asamalarinda
kriptosporidiostatik aktiviteye sahip sentetik bir kinazolinon olup (Jarvie ve digerleri, 2005);
yeni dogan buzagilarda hastalifin dnlenmesi ve tedavisi i¢in mevcut tek lisanslt ilagtir (De
Waele ve digerleri, 2010; Jarvie ve digerleri, 2005). Plasebo tedavisi goren buzagilardan
alian 73 6rnekten 31’1 (% 42,5) C. parvum pozitif iken, halofuginone laktat tedavisi géren 67
ornekten 15’inin (%22,4) pozitif sonu¢ verdigi, halofuginone laktat ile tedavi edilen
buzagilarda ishal insidansinda 3,1 giinliik 6nemli bir gecikme oldugu bildirilmektedir (Jarvie

ve digerleri, 2005).

Halofuginon sagaltiminin sonuglar iizerine raporlar tartismali kabul edilmektedir. Baz1
calismalarda, buzagilarda ookist atilimini ve ishali 6nemli Olgiide azalttigi (Joachim ve
digerleri, 2003) ve mortalitenin diistiigii (Naciri ve digerleri, 1993) bildirilirken, diger
caligmalarda halofuginon’un ishal veya dehidrasyon diizeyleri ilizerinde higbir etkisinin
olmadig bildirilmektedir (Lallemand ve digerleri, 2006). Bir baska calismada ise buzagilari
dogumdan hemen sonra halofuginone laktat ile tedavi etmenin, kontamine bir ortamda C.
parvum kaynakli cryptosporidiosis'in 6nlenmesine yardimei oldugunu ve cryptosporidiosis'i
kontrol etmek i¢in baska etkili yontemin olmamasinin halofuginon laktat1 6zellikle degerli
kildigin1 savunmaktadir (Lefay ve digerleri, 2001). Halofuginone laktatin ishalin baglamasini
geciktirmedigi ve yiiksek derecede kontamine bir ortamda birlikte yetistirilen buzagilar
arasinda enfeksiyon riskini azaltmadigi, 7-13 giinliik buzagilarda cryptosporidiosis riskini
azaltmak icin temiz, bireysel padoklarda hayvan yetistirmek gibi iyi hijyen Onlemleriyle
birlikte halofuginon laktat kullaniminin en etkili yontem oldugu belirtilmektedir. Bir baska
deyisle, parazitin kontroliiniin halofuginone laktat gibi etkili koruyucu ilaglarin kullanilmasi
ve 1yl hayvancilik prosediirlerinin kombinasyonu ile saglanabilecegi sonucuna varilmaktadir

(De Waele ve digerleri, 2010).
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Nitazoksanid kopek, kedi, koyun ve kecilerde antiparaziter sagaltim i¢in uygulanmis
antimikrobiyel bir maddedir. Nitazoksanid, ¢ocuklar ve yetiskinlerde cryptosporidiosis ve
giardiasis sagaltim1 icin FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) onaylidir. In vitro ¢alismalarda
ve fare modellerinde cryptosporidiosis’de etkili bulunmaktadir. Hayvan modellerinde parazit
sayisini azaltmakta; ancak tedavi dozu saglanamamaktadir. ishalli buzagilarda profilaktik ve
terapotik olarak kullanilan nitazoksanid’in ne ookist atilimini ne de hastaligin klinik siddetini
azaltmasi iizerine pozitif bir etkisinin olmadig1 gosterilmektedir (Schnyder ve digerleri, 2009).
Giinde 2 kez nitazoxanide (1,5 g) bes giin boyunca uygulanmasi ile buzagilarin % 85’inde
ookist dokiintiileri kesilmigken, plasebo grubundakilerde bu oran %15 olarak bildirilmektedir.
Tedavi goren buzagilarda diski kivamimin iyilestigi, ookist sagilim siiresinin azaldigi
goriilmektedir (Ollivett ve digerleri, 2009). Ancak, baska bir ¢aligmada ishalli buzagilarda
kulanilan nitozoxanide’in tedavi ve koruyucu amagla kullanimi ookist atilimina ve hastaligin
klinik siddetinin azalmasi iizerine etkisi olmadig1 saptanmaktadir (Schnyder ve digerleri,
2009).

Saha kosullarinda azitromisin, co-trimaxozole ve kalanji'nin (¢orek otu)
Cryptosporidium parvum enfeksiyonlarina karsi tedavi sonrast 21. giindeki etkileri, sirasiyla
% 88,2, % 45 ve % 27,8 olarak siralanmaktadir (Nasir ve digerleri, 2013).

Deneysel enfekte buzagilarda paromomisinin profilaktik uygulamasinin ookist atilimini

inhibe ettigi, ishalin siiresini azalttig1 bildirilmektedir (Fayer ve Ellis, 1993).

Diisiik seviyeli C. parvum maruziyetlerinde Glukagon benzeri peptit 2(GLP-2) ve
sucram tedavilerinin intestinal biitlinliige, morfolojiye ve yangi cevabina katkis1 olabilecegi

bildirilmektedir (Connor ve digerleri, 2017).

Bumped Kinase Inhibitor (BKI)’lerin daha dnce buzagilarda klinik skorlari iyilestirdigi,
ookist sayilarin1 ve ishal siddetini 6nemli Ol¢lide azalttigi; ancak ishali veya diger klinik
belirtileri tamamen hafifletmede basarisiz oldugu ortaya konulmaktadir (Schaefer ve digerleri,
2016). BKI 1369'un ise in vitro olarak C. hominis ve ti¢ farkli C. parvum susuna karsi
nitazoksanid’ten daha gii¢lii oldugu, yeni dogan buzagilarda ishal ve iligkili dehidratasyon
dahil tiim klinik belirtileri 6nemli olgiide iyilestirdigi, parazit atihmmi azalttig

bildirilmektedir (Hulverson ve digerleri, 2017).

Ayrica yapilan c¢alismalarda neonatal buzagilarda goriilen ishal vakalarinda yemlere

ilave edilen probiyotikler (Lactobacillus acidophilus, Streptococcus faecium ve Bacillus spp.)
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ve prebiyotiklerin (Mannan oligosakkarit) hastaligin insidensini azalttig1 ileri siiriilmektedir

(Kocaoglu Giiglii ve Kara, 2009).

Nekka-rich (10gr) igeren siit ikame yeminin 8 hafta aralikla 4 giin ist tiste buzagilarda
kullanilmasiyla 24 saat sonra diizelme goriildiigii, 48 saat sonra digki orneklerinde ookist
tespit edilmedigi ileri siiriilmektedir. Dolayisiyla yeni dogan buzagilarda, Nekka-rich’in

cryptosporidiosis tedavisinde etkili olabilecegi bildirilmektedir (Watarai ve digerleri, 2008).

Konak-patojen etkilesiminin tam olarak anlasilamamasi, cryptosporidiosis i¢in bir
asinin olmamas1 ve hastalikta kullanilan ilaglarin ve etkinliklerinin sinirli olmasi nedeniyle
giliniimiizde hastaligin tedavisine dair arayislar devam etmektedir (de Graaf ve digerleri, 1999;
Innes ve digerleri, 2020; Thomson ve digerleri, 2017). Cesitli anti-paraziter ilaclara karsi
olumsuz etkiler ve direng gboz Oniine alindiginda, arastirmacilar, potansiyel yeni tedavi
kaynag1 olarak bitki 6zlerine odaklanmaktadir (Gaafar, 2012). Allium sativum (sarimsak
0ziitl) ile hazirlanan ekstraktin cryptosporidiosis ile enfekte farelere, iki hafta boyunca giinde
50 mg/kg dozunda uygulandiginda tedavi edildigi bildirilmektedir (Farid ve digerleri, 2022).
Enfekte farelerin 14 giin boyunca, i¢me suyuna 250 mg/L'lik bir giinliik dozda Aloe vera
jelinin oral yoldan verilmesi ile bagisiklig1 yeterli farelerde %100 ve bagisiklig1 baskilanmis
farelerde %99,67 oraninda azalma gozlemlendigi, IFN-y, IL-4, -6 ve -17 seviyelerini azaltmak
icin bir anti-inflamatuar ajan olarak gdrev yaptig1 bildirilmektedir (Farid ve digerleri, 2021).
Bir bagka caligmada sunulan sonuglar, konsantre nar ekstratinin diyette kullaniminin bagirsak
morbiditesini hafiflettigini gostermektedir. Bdylece, yiiksek insidansa sahip siiriiler i¢in
olumsuz ekonomik sonuglarin en aza indirilmesinde ve organik tarimda 6nemli bir yere sahip
olabilecegi oOngoriilmektedir (Weyl-Feinstein ve digerleri, 2014). Zencefil (Zingiber
officinale), ginseng (Panax ginseng) ve adacay1 (Salvia officinalis) metanolik ekstraktlarinin
deney farelerinde cryptosporidiosis'in ilerlemesi tiizerindeki etkinliginin arastirildigi bir
calismada, Anti-cryptosporidial (C. parvum) aktiviteye sahip olan zencefil, ginseng ve
adacaymin metanolik ekstraktlariin ookistlerin dokiilmesini azalttigi, bagirsak epitelini C.
parvum'un zararl etkilerinden korudugu ve saglikli hayvanlar1 enfeksiyondan koruyabilecegi

sonucuna varilmaktadir (Aboelsoued ve digerleri, 2020).
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2.6. Korunma ve Kontrol

Hayvan refahi, insan sagligina yonelik riskleri azaltmak ve etkilenen endiistrilerdeki
ekonomik kayiplar1 sinirlandirmak i¢in C. parvum'un kontroliine daha fazla Onem
verilmektedir (Brainard ve digerleri, 2020a). Cryptosporidiosis ookistlerin bir¢cok
dezenfektana kars1 direngli olmasi (Chalmers ve Giles, 2010), tedavi se¢eneklerinin sinirl ve
mevcut bir asmmin olmamasi sebebiyle kontrolii zor; ancak zorunlu bir hastalik olarak

goriilmektedir (Meganck ve digerleri, 2014).

Cryptosporidiosis, bagisiklig1 yeterli bireylerde kendini smirlamaktadir (Gerace ve
digerleri, 2019). Bu nedenle, Cryptosporidiosis’den korunmada en énemli faktor, buzagilarin
yasamlarinin ilk birka¢ haftasinda yeterli miktar ve kalitede kolostrum almalar1 sonucu viicut
direncinin desteklenmesidir (Innes ve digerleri, 2020). Kolostrum yonetimi, buzagi sagligini
ve hayatta kalmasini belirlemedeki en 6nemli etmen olarak kabul edilmektedir (Falkenberg ve

digerleri, 2022).

Buzagilar agamaglobulinemik dogduklarindan, yasamlarinin ilk haftalarinda hayatta
kalmalar1 ve enfeksiyonlara karst direngleri biiyiik Olgiide yemlerden elde edilen
immiinoglobulinlere bagli olarak saglanmaktadir (Vildu ve Mé&tus, 2022). immiinoglobulinler
ve immiinoglobulin olmayan proteinler iceren sigir kolostrumunun, farkli immiinolojik
stireclerdeki rolleri nedeniyle bagisiklik sistemi iizerinde etkili oldugu ileri siiriilmektedir
(Godden, 2008; Hernandez-Castellano ve digerleri, 2014). Agizdan alinan kolostral antikorlar
sayesinde buzagilar enfeksiyonlara karsi korunmaktadir. Kolostral antikor alamayan
buzagilarin, alan buzagilara kiyasla 2-4 kat daha fazla 6liim ve hastalik riski tasidiklari
belirtilmektedir. Dogumdan 16 saat sonra hem annenin hem de yavrunun antikorlar1 reabsorbe
etme yetenegi azalmakta, tam koruma saglanamamaktadir (Seving, 2004). Laktojenik
(kolostral) bagisiklik, patojene 6zgii antikorlarin bagirsak liimeninde siirekli olarak yiiksek
miktarlarda bulunmasini ve patojeni hizla nétralize edebilmesini saglamaktadir (Crouch ve
digerleri, 2001; Durel ve digerleri, 2017). Maternal antikorlarin yeni dogan buzagilara pasif
transferi, C. parvum'un neden oldugu neonatal ishali azalttigi (Furman-Fratczak ve digerleri,
2011), diistik dozda C. parvum enfeksiyonuna karsi kismi koruma sagladigr bildirilmektedir
(Jenkins ve digerleri, 1998). Bu nedenle buzagilarin dogumdan hemen sonra miimkiin olan en
kisa siirede (en ge¢ 12-24 saat) kolostrum almasi gerekmektedir (Pakkanen ve Aalto, 1997;

Robertson ve digerleri, 2014). Hatta Isvec'te buzagilara dogumdan sonraki 6 saat iginde
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kolostrum verilmesinin yasal bir zorunluluk haline getirildigi bildirilmektedir (Bjorkman ve
digerleri, 2015). Buzagilarin ilk beslemede viicut agirliklarinin (BW) %10 ila %12'si kadar
kolostrumla beslenmesi 6nerilmektedir (Holstein buzagi i¢in 3—4 L) (Falkenberg ve digerleri,
2022). Bunun yam sira buzagilarin annelerinden erken ayrilmasinin ve dogumdan sonraki 6
saat icinde artan miktarda kolostrum ile beslenmesinin, pasif transfer basarisizlii riskini
onemli Olgiide azalttigi ve boylece gelismis bir bagisiklik sistemi olusturuldugu oOne
stiriilmektedir (Trotz-Williams ve digerleri, 2008). Hastaliklardan ve 6liimden korunmaya ek
olarak, uzun siireli kolostrum ve TM (gegis siitii) besleme, yasamin sonraki donemlerinde
yapilacak asilar i¢in hiicresel bagisiklik tepkilerini giliglendirmekte ve gen¢ buzagilarin kilo
alimi1 ve bagirsak villuslarinin gelisimini artirabilmektedir (Biihler ve digerleri, 1998; Langel

ve digerleri, 2016).

Ookistler ¢evre kosullarina olduk¢a dayanikli olup, birka¢ ay canliliklarin1 devam
ettirebilmektedir (Jenkins ve digerleri, 2003; Robertson ve digerleri, 1992). Pastorizasyona
maruz birakmanin (15 sn i¢in 72°C), su veya siit i¢inde siispanse edilen ookistleri dldiirdigi
(Harp ve digerleri, 1996), asir1 sicakliklara (-20 °C'ye kadar ve 60 °C'ye kadar) ve kurumaya
duyarli olduklar1 bildirilmektedir (Robertson ve digerleri, 1992). Bununla birlikte, ookistlerin
1 hafta boyunca —10°C'de hayatta kaldiklar1 gosterilmektedir (Fayer ve Nerad, 1996). Bunun
yan1 sira ookistler yaygin olarak kullanilan dezenfektanlara karst oldukca direnglidir, bu da
onlar1 yok etmeyi zorlastirmaktadir (Carpenter ve digerleri, 1999; Weir ve digerleri, 2002).
Ticari dezenfektanlar, onerilen konsantrasyonlarda kullanildiklarinda genellikle C. parvum'a
karsi etkili olmamaktadir. C. parvum'u 6ldiirmeye yeterli konsantrasyon ya da maruz kalma
stiresinde kullanim ise, insanlar ve ¢iftlik hayvanlari i¢in kabul edilemez bir tehlike arz

etmektedir (O’Donoghue, 1995).

Enfeksiyondan korunmada c¢iftlik yonetimi, sanitasyon ve hijyen kurallarina titizlikle
uyulmasi, barinaklarin temiz ve kuru olmasi, yeni dogan iinitelerinin temiz ve birbirinden ayr1
padoklar seklinde tasarlanmas1 ve hastalarin saglikli hayvanlardan izolasyonunun saglanmasi
(Inci, 2016), bakicilarin bu iinitelerde ayri ¢izme ve tulum kullanmasi, tedavi siireci
sonlandirildiginda  padoklarin  temizlik ve dezenfeksiyonunun saglanmasi Onemli
goriilmektedir (O’Donoghue, 1995). Buzagilama alanlarindan ve buzagi padoklarindan digki
ve kontamine yataklarin sik sik c¢ikarilmasi, buharla temizleme ve hidrojen peroksit bazli
dezenfektanlarin kullanimi ile dezenfeksiyonlarinin gergeklestirilmesi, ¢evresel birikimin

azalmasina katki saglamaktadir (Thomson ve digerleri, 2017).
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Deneysel kosullar altinda, kismen basarili olan as1 gelistirme girisimleri bulunmaktadir.
Ormegin, oldiiriilen (y-1smnlanmis veya liyofilize) C. parvum ookistleri ile bagisiklik
kazandirilan buzagilarda, bagisiklanmamis buzagilara kiyasla daha az ookist dokiilmesi ve
ishal goriildigii (Harp ve Goff, 1995), ancak as1 saha kosullarinda test edildiginde etkili
olmadig1 goriilmektedir (Thomson ve digerleri, 2017). Buzagilarda C. parvum ile deneysel
miicadeleye karsi koruma saglayan oral bir ag1 da gelistirilmistir; ancak sahada agir endemik
C. parvum enfeksiyonu olan biiyiik bir siit isletmesi lizerinde test edildiginde, asinin koruma

saglamada basarisiz oldugu bildirilmektedir (Harp ve Goff, 1998)

Cryptosporidium ile enfeksiyon genellikle yasamin ilk haftasinda meydana gelmektedir.
Bu nedenle, enfeksiyondan once 6nemli bir bagisiklik tepkisi olugmasi igin yeterli zaman
bulunmadigindan, yeni dogan buzagilar asilayarak etkili bir as1 gelistirilme olasiliginin diistik
oldugu diisiiniilmektedir (Innes ve digerleri, 2011). Bu sorunu ¢dzmek i¢in, gebe inekleri
asilayarak Cryptosporidium'a karsi antikor tretmeleri ve kolostrum yoluyla buzagilara
koruyuculuk saglanmasi se¢enegi degerlendirilmektedir. Bu sekilde rekombinant olarak C.
parvum ile agilanmis ineklerden kolostrum alan buzagilar, agilanmamis ineklerden kolostrum
alan buzagilara kiyasla ishale kars1 korundugu ve ayrica ookist dokiilmesinin azaldig1 tespit
edilmistir. Ancak; rekombinant C. parvum'un etkinligi saha kosullarinda heniiz tespit
edilmemekle birlikte simdiye kadar gelistirilen ticari bir as1 bulunmamaktadir (Thomson ve

digerleri, 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Gergeklestirilen caligma tanimlayici nitelikte bir aragtirma tiirii olup; Denizli ilinde
bliyiikbag hayvan iiretme-yetistirme ¢iftliklerinde bulunan neonatal dénemdeki 250 adet

buzagidan alinan disk1 6rnekleri kullanilmistir.

2021 yil1 istatistik verilerine gére Denizli ili biiyiikbas hayvan varligi 295.800°diir. Bu
calismada orneklem biiyikligi ilgili literatiir (Martin ve digerleri, 1987) kullanilarak
belirlenmeye calisiimistir. Epidemiyolojik formiil; n= 4xPxQ/L? olarak tanimlanmaktadir (P=
daha 6nceki yillarda galisma alaninda ilgili etkenin prevalansi [Denizli ilinde insanlarda 4,67
(Ozkan, 2021), tarimsal sularda ise 58,33 (Saglam, 2018) oraninda tespit edilmistir ve ikisinin
aritmetik ortalamasi alindiginda %31,5 oraninda tahmini bir prevalans degeri elde
edilmektedir]; Q= 1-P; L= dogruluk pay1 tahmini (%95) olan 0,05). Bu formiilii uygularsak;
{n= 4x0,315x0,685/0,0025} n sayimiz 345 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ancak, gerek maddi
olanaklar, gerekse yapilabilirlik noktasinda aksaklik yasanmamasi amaciyla 250 adet 6rnek ile

calisma gerceklestirilmistir.

3.1.1. Diski Orneklerinin Toplanmasi

Denizli ilinin farkh ilgelerindeki 26 ayri ciftlikte bulunan 0-28 giin yas arasindaki
buzagilar ¢alismaya dahil edilmistir. Ornekler 25 Mart 2021 ve 16 Ekim 2021 tarihleri
arasinda toplanmistir. Calisma kapsaminda orneklerin toplanacag ciftlikler, toplam hayvan
sayis1, ¢iftlik yonetimi, buzagi barmmak durumu gibi kriterler goz 6niinde bulundurularak bir
on degerlendirmeye tabi tutulmustur. Belirlenen uygun ciftliklerde neonatal dénemdeki
buzagilardan rektal irkiltme yontemiyle digki Ornekleri toplanmistir (Resim 1). Ayrica
buzagilara ait yas, cinsiyet, irk, saglik durumu, kolostrum alma siiresi ve zamani, beslenme

programi, barinak durumu, ilag ya da as1 uygulama bilgileri, ciftliklerdeki toplam hayvan
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sayisi, toplam buzagi sayisi, uygulanan rutin asilar, barinaklarin durumu, temizlik ve

dezenfeksiyon uygulamalarina ait bilgiler kaydedilmistir.

Resim 1. Diski 6rneklerinin toplanmasi (Orijinal)

3.2. Yontem

Bu calisma Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
2021 Yili III. Oturum 64583101/2021/040 sayili karara uygun olarak yiiriitilmiistir (Ek 1).
Tez ¢alismas1 kapsaminda 250 digki numunesinin her birinden yayma preparat hazirlanarak
havada kurutulmus, ardindan metil alkol ile tespit edilmistir. Digki numunelerinin geri
kalanlar1 -20 °C’de saklanmistir. Boyama asamasinda sicaklik gereksinimi olmamasi ve daha
pratik olmasi nedeniyle Modifiye Asit-Fast Boyama yerine Kinyoun’un Asit-Fast Boyama
tercih edilmistir. Kinyoun’un Asit-Fast boyama yoOntemiyle tiim numuneler boyanip,

mikroskobik olarak incelemeye alinmustir.

Boyali mikroskobik incelemeyi takiben tiim numunelere PCR ve Nested PCR analizleri

uygulanmis, ardindan agaroz jel elektroforezi yapilmistir.

3.2.1. Kinyoun’un Asit-Fast Boyama

Kinyoun karbol fuksin yapihisi:

¢4 g bazik fuksin, 20 ml %95°lik etanol icerisinde eritilmistir.
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¢ 8 g fenol kristali 100 ml distile su icerisinde eritilmistir.

e Hazirlanan bu iki soliisyon karistirilarak 2 giin oda sicakliginda bekletilmistir.
¢ Karisim kullanimdan 6nce gazli bez yardimiyla filtre edilmistir (Turgay, 2011).
%1 siilfirik asit yapihsi:

99 ml distile suya 1 ml konsantre siilfirik asit ilave edilerek hazirlanmistir (Turgay,
2011).

Loeffler’ in alkali metilen mavisi yapihsi:

¢ 0,3 g metilen mavisi 30 ml %95’lik etanol icerisinde ¢ozdiirilmiistiir.
eBu karistma %0,01’lik potasyum hidroksidden 100 ml eklenerek hazirlanmistir
(Turgay, 2011).

Preparatlarin Boyanmasi:

e Sahada digki numunesi alinir alinmaz hazirlanip, metil alkol ile tespit edilmis halde
laboratuvara getirilen frotiler, boya kopriisii iizerine alinmistir. Kinyoun karbol fuksin ile
preparatlarin iizeri kaplanarak 5 dakika bekletilmistir (Resim 2a). Ardindan boyanin fazlasi

dokiilmiistiir.

Resim 2a. Preparatlarin boyanmasi (Orijinal)

e Lamlar %50 etanol igeren salede 3-5 saniye ¢alkalanmistir ve beklemeden ¢esme suyu
ile yitkanmustir.

e Tekrar boya kopriisii lizerine alinan lamlarin tizeri %1°lik siilfirik asit ile kaplanarak 2
dakika dekolorize edilmistir.

e Siirenin sonunda musluk suyu ile yikanmistir.
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e Son agsamada lamlar %0,01°lik Loeffler’in alkali metilen mavisi ile kaplanarak (Resim
2b), 1 dakika bekletildikten sonra musluk suyunda yikanmistir ve oda 1sisinda kurumaya

birakilmistir.

Resim 2b. Preparatlarin boyanmasi (Orijinal)

e Hazirlanan preparatlar Olympus BX51 model mikroskopta bir damla immersiyon yagi
damlatilarak X100’likk biiyiitmede incelenmis ve yine Olympus marka, DP 70 model

kamerayla fotograflanmistir.

3.2.2. DNA Ekstraksiyonu

Diski 6rnekleri -20°C’den ¢ikartilarak ¢oziinmeye birakilmistir. Erime sonrasi 2 ml’lik
eppendorflara her biri 0,2 g diski 6rnegi icerecek sekilde tiim numuneler porsiyonlanmis ve
her bir eppendorf numaralandirilmistir (Resim 3). DNA ekstraksiyonuna baslamadan 6nce 6n
hazirlik olarak NW Buffer soliisyonuna 24 ml ethanol eklenerek toplam hacmi 30 ml’ye
cikarilmistir. Ayrica FL Buffer soliisyonu, olusan ¢okelmeleri gidermek i¢in 56 °C’de su

banyosunda bekletilmistir.

On hazirliklarin tamamlanmasinin ardindan numuneler, “Exgene™ Stool DNA” ticari
kit igerisinde belirtilen protokol islemlerine tabi tutularak DNA ekstraksiyonu

gerceklestirilmistir. S6z konusu protokol basamaklar su sekilde uygulanmustir:

e Eppendorfa 1000 pl PBS eklenerek, yaklasik 1 dk, digki tamamen homojen hale
gelinceye kadar vortekslenmistir.
e Karisim oda sicakliginda 30 sn bekletilmistir.

e Karisim 2 dk 14.000 rpm hizda santrifiij edilmis ve slipernant kismi atilmistir.
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¢ 1300 pl FL Buffer eklenmis ve pipetaj yapilmstir.

e Karisim 5 dk oda sicakliginda bekletilmis ve ardindan 12.000 RCF’de 5 dk santrifiij
edilmistir.

e Santrifiij sonrasit olusan silipernant EzPass filter’e (650-700 nl) aktarilarak 12.000
RCF’de 1 dk santrifiij edilmistir. Dipte kalan s1v1 bosaltilip filtre geri takilmistir.

e Ornegin geri kalan kismi1 kullanilarak son iki basamak tekrar edilmistir.

e Santrifiij islemi bittikten sonra filtre yeni bir 1,5 mI’lik ependorfa takilmistir.

e EzPass filtresine 100 ul EB Buffer eklenerek oda sicakliginda 1 dk bekletilmistir.

¢ 12.000 RCF’de 1 dk santrifiij edilmis ve filtre atilmistir.

¢ Eppendorfa 500 ul PB Buffer eklenerek pipetaj yapilmis ve olusan karisim kolon G’ye
aktartlmistir.

¢ 12.000 RCF’de 1 dk santrifiij edilmis, kolon’dan gegen sivi kisim atilarak mini kolon
tekrar toplama tiipiine yerlestirilmistir.

e Mini kolona 500 pl NW Buffer eklenerek 12.000 RCF’de 1 dk santrifiij edilmis ve
gecen s1vi kisim atilarak tekrar toplama tiipline yerlestirilmistir.

el dk 14.000 rpm’de santrifiij isleminin ardindan mini kolon yeni bir 1,5 ml’lik
eppendorfa takilmistir.

e Kolon’nun membran merkezine 50 pl EB Buffer eklenerek oda sicakliginda 1 dk
bekletilmistir.

¢12.000 RCF’de 1 dk santrifiij edilmis ve genomik DNA elde edilmistir. Tim DNA

ornekleri etiketlenerek -20°C’de muhafaza edilmistir.

Resim 3. DNA ekstraksiyonu (Orijinal)
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3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Buzagi diskilarindan izole edilen genomik DNA’larin, Aydin Adnan Menderes
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali stoklarinda bulunan
Cryptosporidium pozitif digkidan elde edilen genomik DNA pozitif kontrol ve negatif kontrol
(steril dH20) kullanilarak PCR analizleri gergeklestirilmistir. PCR uygulamalarinda SSU-
rRNA bélgesinin 1325 bp’lik bir bolgesini hedef alan Crypto F1 ve Crypto R1 primer setleri
tercih edilmistir (Xiao ve digerleri, 1999) (Tablo 3). Uygulanan 30 ul son hacimli reaksiyon
karigimi; 15 pl Dream Taq Miks, 0,55 ul Crypto F1 (10 pmol/ul), 0,55 pl Crypto R1 (10
pmol/ul), 9,6 ul steril (niikleaz-free) distile su, 1,3 ul BSA (30 pg/ml) ve 3 ul genomik DNA
icermektedir. PCR protokolii; 6n denatiirasyon (ag¢ilma) 94°C’de 3 dakika; denatiirasyon
94°C’de 45 saniye; annealing (baglanma-tutunma) 58°C’de 45 saniye; extension (uzama)
72°C’de 60 saniye 30 siklus ve son uzama 72°C’de 7 dakika olacak sekilde uygulanmustir.
Amplikonlar hazirlandiktan sonra “SimpliAmp Thermal Cycler” cihazinda PCR reaksiyonlari

gerceklestirilmistir.

Tablo 3. Kullanilan primer dizilimleri (Xiao ve digerleri, 1999).

Crypto F1 (PCR Forward Primeri): 5’- TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’

Crypto R1 (PCR Reverse Primeri): 5’>-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’

3.2.4. Nested PCR

Nested PCR, PCR ile elde edilen 1325 bp biiyiikliigiindeki DNA dizilerinden daha kisa
ve daha spesifik DNA dizilerinin elde edilmesi amaciyla (826-864 bp) 2. set primerler
kullanilarak gergeklestirilmistir. Kullanilan primer dizilimleri (Crypto F2 ve Crypto R2)
Tablo 4’te verilmistir. Uygulanan 30 pl son hacimli Nested PCR reaksiyon karisimi; 15 pl
Dream Taq Miks, 0,55 ul Crypto F2 (10 pmol/ul), 0,55 ul Crypto R2 (10 pmol/ul), 10,9 ul
steril (nilikleaz-free) distile su ve 3 pl PCR fiiriinii DNA dizileri icermektedir. Nested PCR
protokolii; 6n denatiirasyon (agilma) 94°C’de 3 dakika; denatiirasyon 94°C’de 45 saniye;

annealing (baglanma-tutunma) 58°C’de 45 saniye; extension (uzama) 72°C’de 60 saniye 25
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siklus ve son uzama 72°C’de 7 dakika olacak sekilde “SimpliAmp Thermal Cycler” cihazinda

reaksiyonlar gergeklestirilmistir.

Tablo 4. Kullanilan primer dizilimleri (Xiao ve digerleri, 1999).

Crypto F2 (Nested PCR Forward Primeri): 5> GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’

Crypto R2 (Nested PCR Reverse Primeri): 5’-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’

3.2.5. Agaroz jel elektroforezi

Nested PCR’dan elde edilen iiriinlere, dizilerin tespiti amaciyla agaroz jel elektroforezi
uygulanmis ve UV g1k altinda gorsellestirilmistir. %1°lik 100 ml agaroz jel su sekilde

hazirlanmistir:

100 ml 1X Tris-Asetat EDTA (TAE) soliisyonu 250 ml hacimli bir erlen igerisine
konulup 1 g agaroz eklenmistir.

e Mikrodalga igerisine yerlestirerek, kaynama noktasina getirmeden, ara sira
karistirilarak agarozun erimesi saglanmaistir.

e Jel 1lik bir 1s1ya geldiginde 6,5 pl Safe ViewTM eklenmis ve erlen hafifce sallanarak
karigsmasi saglanmstir.

e Elektroforez tankinin igerisindeki kaliba goriintiilenmek istenen 6rnek sayisina gore
tarak yerlestirilmis ve hazirlanan jel dokiilmiistiir.

e Jel donduktan sonra tarak ¢ikarilmis ve 1 X TAE soliisyonu jelin iizerini 1 cm kadar
gececek sekilde tank doldurulmustur.

eilk ve son kuyucuga 5 ul Loading Dye (GENESTA™ 100 bp DNA Ladder), diger
kuyucuklara ise parafin kagidin lizerinde 1 pl Loading Dye ile 10 pl Nested PCR iiriinii
pipetaj yapilarak aktarilmistir.

e “Thermo Scientific Owl EasyCast™ B1” elektroforez tankinin gii¢c kaynagi 250 amps,
110 volt’a ayarlanarak yaklasik 1 saat kosturulmustur (Resim 4).

eJel goriintileme UV 151k altinda “UVP EC3 Chemi HR410 Imaging System”

cihazinda yapilmistir.
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Resim 4. Agaroz jel elektroforezi (Orijinal)

3.2.6. istatiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirme, SPSS (IBM SPSS for Windows, versiyon 25) paket
programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismadaki kategorik degiskenler i¢in tanimlayict
istatistikler; say1 ve ylizde olarak ifade edilmistir. Alinan 6rneklerde digki boyama yontemine
gore elde edilen sonuglar ile molekiiler analizler sonucunda elde edilen verilerin oranlarinin
dagilimlarmin farkliliklar1 Pearson Ki-kare testi ile belirlenmistir. Bunun yaninda arastirilmasi
hedeflenen Cryptosporidium spp.’nin ¢iftlik yonetimi ile iligkisi belirlenerek, epidemiyolojik
faktorlere ve mobidite/mortalite oranlarina etkisinin ortaya konulmasi sinamak amactyla
Pearson Ki-kare testi analizi kullanilmistir. Analiz sonuglart %95 giliven araliginda test

edilmis ve hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi %5 olarak alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kinyoun’un Asit-Fast Boyama Bulgular

Hazirlanan preparatlar Olympus BX51 model mikroskopta bir damla immersiyon yagi
damlatilarak X100’liik biiylitmede incelenmis olup; 250 oOrnegin 97’sinde ookist tespit
edilmistir ve olympus marka, DP 70 model kamerayla fotograflanmistir (Resim 5a, Resim
5b). Mikroskobik incelemeler yapilirken ishal goriilen hayvanlardan alinan 38 ornegin 23’1
ve ishal gorilmeyen 212 Ornegin 74°l cryptosporidiosis yoniinden pozitif (+) olarak

belirlenmistir.

Resim 5a. Cryptosporidium spp. ookistleri-1 (Orijinal)

Resim 5b. Cryptosporidium spp. ookistleri-2 (Orijinal)
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4.2. PCR ve Nested PCR Bulgulari

Kinyoun’un Asit-Fast boyama ydntemiyle incelenen tiim orneklerin PCR ve Nested
PCR analizleri de yapilmistir. Nested PCR analizi sonucunda Cryptosporidium spp. pozitif
orneklerin 826-864 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon gosterdigi saptanmistir (Resim 6). 171
ornekte Cryptosporidium spp. pozitif (+) olarak belirlenirken 79 6rnek negatif olarak
belirlenmistir. Boyama yontemi ile inceleme ve molekiiler yontem ile analiz arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmistir (p<0,05) (Tablo 5). Mikroskobik inceleme
sonucu pozitif olarak tespit edilen her 6rnek, molekiiler yontem ile de pozitif olarak tespit
edilirken; mikroskobik olarak negatif belirlenen 74 6rnek, molekiiler yontem ile analiz sonucu
pozitif olarak belirlenmistir. Prevalans degeri= Pozitif 6rnek sayisi/ Toplam o6rnek sayisi

olarak hesaplanmis ve (171/250= 0,684) %68.,4 olarak tespit edilmistir.

M 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87788 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 P N

~864bp

Resim 6. Nested PCR sonuglarinin agaroz jel goriintiisii (Orijinal).

M: Marker (100 bp), P: Bilinen pozitif, N: Bilinen negatif.

Tablo 5. Kinyoun’un Asit-Fast Boyama Sonuglari ile PCR + Nested PCR verilerinin

oranlarinin dagilima.

PCR+Nested PCR Sonucu PCR+Nested PCR

Mikroskobik Inceleme Pozitif Sonucu Negatif Toplam %
Pozitif 97 0 97 100,00
Negatif 74 79 153 48,40
Toplam 171 79 250 68,40
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4.3. Cryptosporidium spp.’nin Ishal ile liskisi

Ishal gozlemlenen 38 ornegin 26’sinda Cryptosporidium spp. pozitif tespit edilirken
12’sinde s6z konusu etkene rastlanilmamustir. Ishalli diskilarin pozitif olma oram1 %68,4,
negatif olma oran1 %31,6’dir. Digki kivami ile molekiiler analiz sonucunda istatiksel olarak

anlamli bir iligki tespit edilmemistir (p>0,05) (Tablo 6).

Tablo 6. Diski kivami ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilima.

Diskinin Kivami Pozitif Ornek Sayis1 NegatifOrnek Sayis1  Toplam %
Ishal 26 12 38 68,40
Normal Kivam 145 67 212 68,40
Toplam 171 79 250 68,40

4.4. Cryptosporidium spp.’nin Ilcelere Gére Dagihm

Calismamizda farkli ilgelerden toplanan diski 6rneklerinde Cryptosporidium spp.
enfeksiyonunun yaygimlig1 arastirilmis olup; molekiiler analiz sonuglarinin 6rnek alinan
ilgelere gore oranlart asagidaki gibi elde edilmistir (Tablo 7). Toplanan Orneklerde
Cryptosporidium spp. enfeksiyonunun prevalansi ilgeler arasinda farklilik gosterdigi
goriilmektedir. En yiiksek prevalans orani %90,90 ile Beyagag ilgesinde tespit edilirken
Cameli ilgesinden alman 2 Orneginde negatif oldugu belirlenmistir. Diger ilcelerde ise
prevalans oranlari degiskenlik gostermektedir ve istatiksel olarak anlamli bir iligki tespit

edilmistir (p<0,05).

Tablo 7. PCR + Nested PCR verilerinin ilgelere gore oranlarinin dagilimi.

Diski Orneginin  Pozitif Ornek  Negatif Ornek
) Toplam %
Alindigr Ilge Sayis1 Sayis1

Acipayam 25 11 36 69,40
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Tablo 7. PCR + Nested PCR verilerinin ilgelere gore oranlarinin dagilimi (devam).

Diski Orneginin  Pozitif Ornek  Negatif Ornek

Almdig flce Sayisi Sayisi Toplam v
Baklan 10 6 16 62,50
Beyagac 10 1 11 90,90
Bozkurt 6 5 11 54,50
Buldan 1 5 6 16,70
Cardak 4 1 5 80,00
Cameli 0 2 2 0,00
Civril 2 3 5 40,00
Honaz 43 21 64 67,20
Pamukkale 26 16 42 61,90
Saraykoy 18 3 21 85,70
Tavas 26 5 31 83,90
Toplam 171 79 250 68,40

4.5. Cryptosporidium spp.’nin Siirii Boyutu ile fliskisi

Siirii boyutu ile Cryptosporidium spp.’nin bulunmasi arasinda istatiksel olarak anlamli
bir iligki tespit edilememistir (p>0,05). En yiiksek pozitif olma oran1 %76,9 ile 51-100 bas
arasi olan stiriiler iken, en diisiik oran %54,5 ile 101-200 bas aras1 olan siiriiler olarak tespit

edilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Siirii boyutu ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilima.

Siirii Boyutu Pozitif Ornek Sayis1 Negatif Ornek Sayis1 Toplam %

1-20 bas arasi 9 3 12 75,00
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Tablo 8. Siirii boyutu ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilimi (devam).

Siirii Boyutu Pozitif Ornek Sayis1 Negatif Ornek Sayis1 Toplam %
21-50 bas arasi 16 12 28 57,10
51-100 bas arasi 20 6 26 76,90
101-200 bas arasi 12 10 22 54,50
201-500 bas arasi 114 48 162 70,40
Toplam 171 79 250 68,40

4.6. Cryptosporidium spp.’nin Mevsim ile fliskisi

Cryptosporidium spp.’nin mevsim ile iligkisi arasinda istatiksel olarak anlamli bir sonug
elde edilmemekle birlikte (p>0,05), en fazla pozitiflik oranina sonbahar mevsiminde

rastlanmistir (Tablo 9).

Tablo 9. Mevsim ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilimi.

. Pozitif Ornek Negatif
Diski Orneginin Alindig1 Ay N Toplam %
Sayisi Ornek Sayisi

Mart-Nisan-Mayis 49 34 83 59,00
Haziran-Temmuz-Agustos 86 34 120 71,70
Eyliil-Ekim 36 11 47 76,60
Toplam 171 79 250 68,40

4.7. Cryptosporidium spp.’nin Yas ile liskisi

Buzagi yasi ile pozitif olma orani arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki tespit
edilmistir (p<0,05). Buzag yasi (giin) arttik¢a pozitiflik oraninin azaldigi, en fazla pozitiflik
oranina 1-10 giinliik buzagilarda rastlanildigi goriilmiistiir (Tablo 10) (Sekil 3).
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Tablo 10. Yas ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilimi.

Buza@ Yas1 (Giin) Pozitif Ornek Sayis1 Negatif Ornek Sayis1  Toplam %
1-10 79 15 94 84,00
11-20 66 21 87 75,90
21-29 26 43 69 37,70
Toplam 171 79 250 68,40

Buzagi Yasina gore degisim
90,0%
80,0%
%75,9

70,0%
60,0%
50,0%
10.0% %37,7 e P07
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

1-10 gin 11-20 gln 21-29 glin

Buzag! Yas (Gin)

Sekil 3. Cryptosporidium spp.’nin yas ile iliskisi.

4.8. Cryptosporidium spp.’nin Irk ile liskisi

Irklara gore pozitif olma oran1 simental %66,1, holstein %69,7, danimarka kirmizisi

%54,5 ve montbeliarde 1rk1 ise %100°diir. Irk ile molekiiler analiz sonucu arasinda istatiksel

olarak anlamli bir iliski tespit edilmemistir (p>0,05); ancak ¢alismaya alinan montbeliarde

irkinin tamamu pozitif olarak tespit edilmistir (Tablo 11).
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Tablo 11. Irk ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilimi.

Irk Pozitif Ornek Sayis1 Negatif Ornek Sayis1  Toplam %

Simental 39 20 59 66,10
Holstemn 124 54 178 69,70
Danimarka Kirmizisi 6 5 11 54,50
Montbeliarde 2 0 2 100
Toplam 171 79 250 100

4.9. Cryptosporidium spp.’nin Cinsiyet ile Tliskisi

Molekiiler analiz sonucu Cryptosporidium spp. disi buzagilarda %87,4 ile daha fazla
oranda gortlmistiir. Cryptosporidium spp. ile cinsiyet arasinda istatiksel olarak anlamli bir
iligski bulunmustur (p<0,05) (Tablo 12).

Tablo 12. Cinsiyet ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilima.

Cinsiyet Pozitif Ornek Sayis1 Negatif Ornek Sayis1  Toplam %
Disi 118 17 135 87,40
Erkek 53 62 115 46,10
Toplam 171 79 250 68,40

4.10. Cryptosporidium spp.’nin Kolostrum Kullanimu ile Tliskisi

Kolostrum kullanim siiresi, kolostrum alim zamani, kolostrum miktar1 ve alim yéntemi
ile molekiiler analiz arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir (p>0,05)
(Tablo 13, Tablo 14, Tablo 15, Tablo 16). Her ne kadar aralarinda iligki tespit edilmemis olsa
da kova ile kolostrum alanlarin tamami ve 2,5 It + 2,5 1t giinde 2 kez seklinde kolostrum

alanlarin tamami pozitif olarak belirlenmistir (Sekil 4).
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Tablo 13. Kolostrum alma stiresi ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin

dagilimi.
Kolostrum .. g
Pozitif Ornek  Negatif Ornek
Kullanim Toplam %
Sayis1 Sayis1
Siiresi/Giin
2 giin 73 37 110 66,40
3 giin 98 42 140 70,00
Toplam 171 79 250 68,40

Tablo 14. Kolostrum alim zamani ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin

dagilimi.
Pozitif Negatif
Kolostrum Alim Zamani Ornek Ornek Toplam %
Sayis1 Sayisi
Belirsiz 18 4 22 81,80
flk 12 sa + 8' er sa arayla 86 41 127 67,70
Ik 12 sa + 12' ser saat arayla 61 29 90 67,80
Dogar dogmaz biberonla simirsiz
genelde 5- 6 It, 3 giin annenin yaninda 6 5 11 54,50
kendisi emiyor
Toplam 171 79 250 68,40

Tablo 15. Kolostrum miktar1 ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilimi.

Kolostrum Miktar: Pozitif Ornek Sayis1 Negatif Ornek Sayis1 Toplam %

Belirsiz 18 4 22 81,80
Ik (2-251t) + 1-15 It 5 1 6 83,30
251t+251t 2 0 2 100,00
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Tablo 15. Kolostrum miktar1 ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlariin dagilimi

(devam).

Kolostrum Miktar1 Pozitif Ornek Sayis1 Negatif Ornek Sayis1 Toplam %
flk (44,5 kg) + 2-2.5 kg 8 5 13 6150
Ik (4-4,5 kg) + 1-1,5 kg 132 64 196 67,30
Ik (ilk 5-6 It) + Belirsiz 6 5 11 54,50
Toplam 171 79 250 68,40

Tablo 16. Kolostrum alma yontemi ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin

dagilimu.

Kolostrum Alma Yontemi Pozitif Ornek Sayis1 Negatif Ornek Sayis1  Toplam %
Dogrudan anneden 18 4 22 81,80
Biberon 151 75 226 66,80
Kova 2 0 2 100
Toplam 171 79 250 68,40

120,00%

100,00%

80,00%

60,00%

40,00%

20,00%

0,00%

Sekil 4. Kolostrum alma yonteminin Cryptosporidium spp. ile iliskisi.

Kolostrum Alma Yontemi

100,00%
81,80%
66,80%
33,20%
18,20%
- 0,00%
Dogrudan anneden Biberon Kova

H Pozitif ® Negatif
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4.11. Cryptosporidium spp.’nin Yem ile Iliskisi

Cryptosporidium spp.’nin pozitif olma durumu ile buzagilara verilen ilave yemlerin
¢esidi arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilememistir (p>0,05) (Tablo 17).
Buzagi beslemesinde ilave yem olarak buzagi biiylitme yemi ile birlikte yulaf ve buzagi
biiyiitme yemi ile birlikte yonca ile beslenen buzagilarin %100 pozitif olma oran1 goriiliirken,
%54,50 ile en diislik orana formik asitle kestirilmis siit ile birlikte buzag: biiyiitme yemi ile

beslenen buzagilarda goriilmistiir.

Tablo 17. Yem ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilimu.

Pozitif  Negatif
Ek Gida Ornek  Ornek Toplam %
Sayisi Sayis1

Buzag Biiyiitme Yemi + Yulaf 2 0 2 100,00
Buza@ Biiyiitme Yemi + Yonca 3 0 3 100,00
Buza@ Biiyiitme Yemi 38 31 69 55,10
1,5 aya kadar buzagi bolmesinde formik asitle

6 5 11 54,50
kestirilmis siit+buzag biiyiitme yemi
Buzag biiyiitme yemi+ 7. giinden sonra anne

51 16 67 76,10
ile ayn1 yem
Buzag biiyiitme yemi +Kaba Yem 45 11 56 80,40
Kesif Yem 26 16 42 61,90
Toplam 171 79 250 68,40

4.12. Cryptosporidium spp.’nin Siitten Kesim Zamam ile iliskisi

Siitten kesim zamani ile Cryptosporidium spp.’nin pozitif olarak tespit edilmesi arasinda

istatiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmemekle birlikte (p>0,05), anneleri ile birlikte
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biiyiiyen ve belirli bir siitten kesim zamani olmayan buzagilarin tamami pozitif olarak

belirlenmistir (Tablo 18).

Tablo 18. Siitten Kesim Zamani ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilima.

Siitten Kesme Pozitif Ornek  Negatif Ornek

Zamany/ Ay Sayis1 Sayis1 Toplam v
1-1,5 21 14 35 60,00
1 148 65 213 69,50
Belirsiz 2 0 2 100,00
Toplam 171 79 250 68,40

4.13. Cryptosporidium spp.’nin Hiperimmun Serum (E.coli) Uygulamast ile Tliskisi

Dogar dogmaz septiserum (E.coli) uygulanan buzagilarin pozitif olma oran1 %46,2,
negatif olanlarin oran1 %53,8’dir. S6z konusu uygulama yapilmayan buzagilarin pozitif olma
orant %71, negatif olma oran1 ise %29’dur. Hiperimmun serum uygulamasi ile
Cryptosporidium spp. pozitif olma durumu arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski tespit
edilmistir (p<0,05) (Tablo 19).

Tablo 19. Hiperimmun Serum (E.coli) Uygulamasi ile PCR + Nested PCR verilerinin

oranlarinin dagilima.

o ) Pozitif Negatif

Hiperimmun Serum (E. coli) N N

Ornek Ornek Toplam %
Uygulamasi

Sayis1 Sayis1
Dogar dogmaz uygulama 12 14 26 46,20
Uygulama yok 159 65 224 71,00
Toplam 171 79 250 68,40
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4.14. Cryptosporidium spp.’nin Uygulanan Tedavi/Takviye ile Iliskisi

Uygulanan tedavi/takviye ile molekiiler analiz sonucu arasinda istatiksel olarak anlamli
bir iliski kurulamamistir (Tablo 20). Ozisdur, amoksisilin, trimetoprim-siilfanmaid,
tetrasiklin+ sivi tedavisi, sivi tedavisi +seftifour kullananlarin tamami pozitif; enrofloksasin,
s1v1 tedavisi + multivitamin, sivi tedavisi + multivit + tetrasiklin kullananlarin ise tamami

negatif olarak tespit edilmistir (Tablo 20).

Tablo 20. Uygulanan Tedavi/Takviye ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin

dagilimi.

Pozitif Negatif

Ornek Ornek Toplam %
Tedavi/Takviye Sayis1 Sayis1
Ozisdur (ilk 3 giin) 2 0 2 100,00
Uygulama Yok 113 57 170 66,50
Amoksisilin 1 0 1 100,00
Enrofloksasin 0 2 2 0,00
1.Giin--Novostrum// 2.Giin--Zactran// 3-4-5-6-7-
8.Giin-- Halofuginon laktat > H >4:30
Trimetoprim-siilffanmaid 1 0 1 100,00
Tetrasiklin+ Sivi Tedavisi 1 0 1 100,00
Sivi tedavisi+ multivit 0 1 1 0,00
Sivi tedavisi+ multivit+ tetrasiklin 0 1 1 0,00
Sivi Tedavisi +seftifour 2 0 2 100,00
Parofor likit 4 1 5 80,00
D Vit, Demir, Makrolit+Siilfamisin 6 4 10 60,00
injocam C 26 5 31 83,90
Yeldif 9 3 12 75,00
Toplam 171 79 250 68,40
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4.15. Cryptosporidium spp.’nin Mortalite ile Tliskisi

Neonatal donemde o6len 6 buzagmin 4’4 Cryptosporidium spp. pozitif olarak
belirlenmistir. Cryptosporidium spp. pozitif olarak belirlenen 167 buzaginin ise neonatal
donem boyunca hayatta kaldig1 belirlenmistir (Tablo 21). Istatiksel olarak Cryptosporidium
spp. ile neonatal déonemde gozlemlenen 6liim arasinda anlamli bir iligki tespit edilememistir

(p>0,05).

Tablo 21. Mortalite ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarmin dagilimu.

Pozitif Negatif

Ornek Ornek Toplam %
Mortalite Sayis1 Sayis1
Neonatal donemde 6len 4 2 6 66,70
Neonatal donemde hayatta

167 77 244 68,40
kalan
Toplam 171 79 250 68,40

4.16. Cryptosporidium spp.’nin Buzag Saghk Durumu ile liskisi

Genel durumu iyi ve herhangi bir klinik belirti géstermeyen buzagilarin %6841,
cesitli klinik belirtiler gosteren buzagilarin %80°1 ve ishal goriilen ancak, genel durumu 1yi
olan buzagilarin ise %64,3’i Cryptosporidium spp pozitif olarak belirlenmistir (Tablo 22).
Ancak Cryptosporidium spp. ile buzagilarin genel saglik durumu arasinda anlamli bir iligki

tespit edilememistir (p>0,05).
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Tablo 22. Buzagi saglik durumu ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilimi.

Pozitif )

. Negatif

Ornek . Toplam %

Ornek Sayisi

Buzag Saghk Durumu Sayis1
Saghkl/ Genel Durumu Tyi 145 67 212 68,40
Hasta 8 2 10 80,00
Ishal ancak; genel durumu iyi 18 10 28 64,30
Toplam 171 79 250 68,40

4.17. Cryptosporidium spp.’nin Temizlik/Sanitasyon ile iliskisi

Ciftliklerde uygulanan ya da uygulanmayan temizlik/sanitasyon iglemleri ile molekiiler
analiz sonucu arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligski bulunamamustir (p>0,05) (Tablo 23).
En yiiksek pozitif orana %75 ile diskinin mekanik olarak uzaklastirilmasinin ardindan basingh
su ile temizleme yapilan g¢iftliklerde rastlanirken, en diisiik pozitif orana ise %61,90 ile 3

giinde bir padoklardaki altliklarin temizlendigi ¢iftliklerde rastlanmistir.

Tablo 23. Temizlik/Sanitasyon ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilimi.

Pozitif  Negatif
Temizlik- Sanitasyon Ornek  Ornek  Toplam %

Sayis1 Sayis1

Uygulama yok 111 49 160 69,40
Uc giinde bir suyla temizlik, iki haftada bir

) 25 11 36 69,40
virkones, Prophyl S
3 giinde bir padoklarda althk temizligi 26 16 42 61,90
Diskinin uzaklastirilmasi, basin¢h su 9 3 12 75,00
Toplam 171 79 250 68,40
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4.18. Cryptosporidium spp.’nin Barmaklar ile iliskisi

Barinak tipi ve durumu ile molekiiler analiz sonucu arasinda istatiksel olarak anlamli bir
iliski tespit edilemese de (p>0,05), kapali-ayr1 buzagi boliimii olan-altliklarin durumu koti,
kapali-ayri buzagi boliimii yok-altliklarin durumu kétii, yar: agik-ayri, bitisik ahsap padoklar-
altliklar kott 6zellikteki barmaklardan alinan tiim 6rnekler pozitif olarak belirlenmistir (Tablo

24).

Tablo 24. Barmak durumu ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarmin dagilima.

Pozitif  Negatif

Ornek Ornek Toplam %
Barmak Tipi Sayis1  Sayisi
Kapal, ayr1 buzag boéliimii var, althklarin
2 0 2 100,00
durumu kotii
Yan acik, ayr1 buzag boliimii var, althklarin
6 1 7 85,70
durumu kotii
Kapal,, ayr1 buzag béliimii yok, althklarin
palb & . Yo 2 0 2 100,00
durumu kotii
Kapali, ayr1 buzagi boliimii yok, althklar temiz 4 1 5 80,00
Kapali, buzagi bolimi bolme ile ayrilmis
’ Tl 2 3 33,30
althklar kotii
Kapali,, buzagilar ayr1 boliimde, birbirinden
6 5 11 54,50
ayr1, yerden yiiksek, althklar temiz
Kapali, bolme yok, althklar temiz 1 1 2 50,00
Kapali, bitisik diizen- ayr1 boélmeler, althklar
5 3 8 62,50
kotii
Yan acik, buzagilar ayr1 boliimde yas gruplarina
> PRAsTar Ay yas grip 2 1 3 66,70

gore ayrilmis, althklar kotii
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Tablo 24. Barmak durumu ile PCR + Nested PCR verilerinin oranlarinin dagilimi

(devam).
Pozitif Negatif
Ornek Ornek Toplam %
Barmak Tipi Sayis1  Sayisi
Yar acik, bolme yok, althklar 1slak 2 1 3 66,70
Kapali, yan yana bolmelendirilmis, althklar
) 27 10 37 73,00
temiz
Yan acik, bitisik, ayr1 padoklar, althklar temiz 17 14 31 54,80
Buzag1 kuliibesi, bitisik, althklar temiz, otel, 3
25 11 36 69,40
giinden sonra buzagi kuliibelerine ayriliyor.
Yan acik, ayr, bitisik, ahsap padoklar, althklar
9 0 9 100,00
kotii
Kapali, buzagilara ait tek bolme, althklar temiz 0 2 2 0,00
Yan acik, yan yana beton duvarlarla ayrilmis
yan y Y 26 16 42 61,90
padoklar, althklar kotii durumda
Yarn acik, buzagilar yas gruplarina gore demir
’ 8 yay grip 8 27 8 35 77,10
bolmelerle ayrilmis
Acik, bitisik diizen, ayr1 padoklar, althklar
9 3 12 75,00
saman+ musir 1slak ve kotii durumda
Toplam 171 79 250 68,40
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5. TARTISMA

Hayvanlarin 6zellikle neonatal doneminde goriilen hastalik ve dliimlerin en Onemli
nedeni, agresif ve inat¢1 seyreden ishallerdir (Seving ve Dik, 2010). ishal, genellikle
gastrointestinal sistemin, ozellikle de incebagirsak ve kalinbagirsak boliimlerinin gesitli
nedenlerle etkilenmesi sonucunda olusan, enfeksiy6z ve enfeksiydz olmayan bir hastalik
belirtisidir (Simsir, 2006; Perez-Cordon ve digerleri, 2016). Neonatal donemde ishalden
kaynaklanan bu hastalik tablosu “Neonatal Diyare Sendromu” olarak da adlandirilir. Bu
sendromun etiyolojisinde enteropatojenik viruslar (Rotavirus, Coronavirus), bakteriler
(enterotoksijenik Escherichia coli K99 ve Salmonella spp.) ve parazitler (Giardia spp.,
Cryptosporidium spp., Eimeria spp., Neoascaris vitulorum ve Toxocara vitulorum vb.) yer
alir (Kumar ve digerleri, 2010). Bunun yaninda c¢evresel kosullar, ciftliklerde yonetim
uygulamalari, fizyolojik-immiinolojik kosullar, uygun olmayan diyet veya beslenme
uygulamalar veya diisiik kaliteli siit yemleri gibi beslenme faktorleri de ishale sebep olan
faktorler olarak siralanmaktadir (Arslan, 2012). Neonatal Diyare Sendromu'nun en 6nemli
etiyolojik ajan1 olarak kabul edilen Cryptosporidium; tim omurgali smiflarinin
gastrointestinal sistemine yerleserek sindirim sistemi bozukluklarina ve ekonomik kayiplara
neden olan, medikal ve veterinerlik alaninda diinya capinda O6neme sahip zoonotik bir
protozoon parazittir (Fayer, 2008). Insanin da i¢inde bulundugu bu genis yelpazede etkili olan
coccidian protozoon (Cigek ve Yilmaz, 2011), zorunlu hiicre i¢i parazittir (Hazer, 2007).
Sigirlarda C. parvum, C. bovis, C. andersoni ve C. ryanae tiirleri bulunmaktadir. Bunlardan
C. parvum konak spektrumu en genis olan tiir olup, buzagilarda en yaygin olan ve ishalli
olgularda en ¢ok belirlenen patojen etken olarak kabul edilmektedir (Fayer, 2010; Nichols,
2008; Thompson ve digerleri, 2005). Cryptosporidium parvum neonatal ruminantlarda ileum
ve kalin bagirsagin proksimal kismina yerleserek intestinal cryptosporidiosise ve neonatal

diyareye neden olmaktadir (Arslan, 2012).

Cryptosporidium  spp. enfeksiyonuna ait bulgularin  diger  gastrointestinal
enfeksiyonlarin bulgularindan farkli olmamasi, ishalli tim digkilarin Cryptosporidium spp.
yoniinden rutin olarak test edilmemesi ve pek ¢ok ishal vakasinda, etkeni yakalama adina
gelismis bir tant yOnteminin kullanilmamasi gibi etkenler, bu patojene ait vakalarin

belirlenememesiyle sonu¢lanmaktadir (Khalil ve digerleri, 2016; Simsir, 2006).
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Cryptosporidiosisin teshisinde en kolay teknigin taze diskidan preparat hazirlanip
boyanmasiyla digki tarama oldugu bildirilmistir (Dag, 2010). Tan1 da ¢esitli digki boyama
yontemlerinden yararlanilmaktadir. Ookistlerin bolca lipit ihtiva etmesi Cryptosporidium’un
aside direngli boyalarla boyanmasin1 miimkiin kilmistir. En iyi yontemlerden birinin Modifiye
Asit-Fast boyama yontemi oldugu bildirilmistir. Pembe/kirmizi boyanan ookistlerin mavi
zeminde kolayca ayirt edilebilmesi, ookist i¢yapisinin ayrintili bir sekilde gortilebilmesi ve
kalici1 bir boyama yontemi olmasi nedeniyle Cryptosporidium ookistlerinin teshisinde
kullanilmast uygun goriilmektedir. Bununla birlikte, yetismis insan giiciine duyulan
gereksinim, protozoonun ookistlerinin bagirsaktan aralikli olarak atilimi nedeniyle tek
numuneyle tani koymanin zorlugu ve mikroskobik incelemenin zaman gegirilmeden
yapilmasinin zorunlu olmasi gibi dezavantajlarindan dolay1 direkt taniya yardimci olabilecek
daha giivenilir yontemlere 6nem verilmistir. Hastaligin tan1 ve teshisi, hasta canlidan alinan
serum analizi ve spesifik antikor tayini gibi yontemlerle de yapilabilmektedir. Hastaligin
teshisinde IFAT (indirekt immiinfloresan antikor testi), ELISA ve Western Blot, Indirekt
Hemagliitinasyon (IHA) gibi serolojik (Koéreng, 2011) veya PCR gibi molekiiler tani
teknikleri kullanilabilmektedir (Dogruman-Al, 2011; Yilmaz, 2015).

Mikroskobik veya immiinolojik yontemlere kiyasla SSU rRNA genini hedefleyen bir
PCR analizi, Cryptosporidium ookistlerinin saptanmasi i¢in daha duyarli ve spesifik olarak
kabul edilmektedir (Ezzaty Mirhashemi ve digerleri, 2015). Boyama yontemi %100 6zgiilliik
ortaya koyar; ancak PCR’a gore daha az duyarliliga sahiptir (Bin Kabir ve digerleri, 2020).
Modifiye Ziehl - Neelsen boyama yontemi ile mikroskobik incelemede prevalans %9,4 tespit
edilirken, PCR yontemi ile prevalans %15,8 olarak saptanmistir (Wegayehu ve digerleri,
2016). Calismamizda mikroskobik incelemede pozitif olarak tespit edilen her bir 6rnek,
molekiiler analiz sonucu da pozitif olarak belirlenmistir. Bunun yan sira 74 6rnekte yalnizca
molekiiler olarak Cryptosporidium spp. tespit edilebilmistir. Bu sonuglar ¢er¢evesinde PCR
ve Nested PCR yoOnteminin duyarliliginin boyama yontemine gore daha yiiksek oldugu

anlagilmaktadir.

Ulkemizde veteriner alanda Cryptosporidium enfeksiyonlari ile ilgili yapilan az sayidaki
calisma ookistlerin mikroskobik incelenmesine ve ELISA yontemiyle koproantijenlerin
saptanmasina dayanmaktadir (Bin Kabir ve digerleri, 2020). Az sayidaki molekiiler
calismalardan birinde, Kiitahya’daki 1 giin ila 4 ay arasindaki buzagilarda Cryptosporidium
spp. prevalansi %40 bildirilirken (Akalin, 2018), bir bagka ¢alismada Real Time PCR yontemi
ile Nevsehir’deki O0-1 aylik ishalli buzagilarda prevalans %19,3 olarak bildirilmektedir
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(Simsek ve digerleri, 2012). Bizim ¢alismamizda ise Kinyoun’un Asit-Fast boyama bulgulari
sonucu neonatal buzagilardaki prevalans %38,8, PCR ve Nested PCR analizleri sonucu %68,4
olarak belirlenmistir. Ishalli ve ishalli olmayan neonatal buzagilarda Hindistan’in Pencap
bolgesinde yapilan bir ¢alismada ise prevalans %26,15 olarak tespit edilmistir (Joute ve
digerleri, 2014).

Genel olarak, ishalli digki Orneklerinde tanimlanan en yaygin enteropatojen
Cryptosporidium spp.’dir (Geurden ve digerleri, 2007; Langkjaer ve digerleri, 2007; Xiao ve
digerleri, 2007). Ozellikle de C. parvum 1 ayliktan kiiciik hem ishal olan buzagilarda hem de
ishal goriilmeyen buzagilarda baskin tiir olarak bildirilmis (Broglia ve digerleri, 2008; Brook
ve digerleri, 2009; Feng ve digerleri, 2007; Kvac ve digerleri, 2006; Plutzer ve Karanis, 2007;
Thompson ve digerleri, 2007) ve enfeksiyon, yenidogan buzagilarda sulu ishalin varlig: ile
iliskilendirilmektedir (Zhang ve digerleri, 2021). Ozellikle yasamlarmin ilk haftasinda goriilen
ve yenidogan ishali olarak bilinen semptomun en Onemli etiyolojik ajani olarak kabul
edilmektedir (De graaf ve digerleri, 1999; Radostits ve digerleri, 2007). Cryptosporidium, 2
haftadan kii¢iik buzagilarda ishal ile 6nemli 6l¢iide iliskilendirilirken (Diaz ve digerleri, 2018;
Duranti ve digerleri, 2009; Garro ve digerleri, 2016; Kvac ve digerleri, 2006), C. parvum <20
giinliik buzagilarda ishal ile giiclii bir sekilde iliskilendirilmistir (Delafosse ve digerleri, 2015;
Garro ve digerleri, 2016; Jang ve digerleri, 2021; Trotz-Williams ve digerleri, 2005b). Daha
onceki calismalarda Cryptosporidium spp.’ye ishal gozlemlenen buzagilarda normal digki
gozlemlenen buzagilara gére daha yiiksek oranda rastlandigi bildirilmektedir (Constable ve
digerleri, 2017; Delafosse ve digerleri, 2015; Ranjbar ve Fattahi, 2017; Zhang ve digerleri,
2022). Hatta baz1 ¢caligsmalarda bu oran ii¢ kat fazla olarak tespit edilmistir (Ayele ve digerleri,
2018; Hailu ve digerleri, 2020). Lichtmannsperger ve digerleri (2020) de diger ¢alismalarla
benzer dogrultuda, ishal gézlemlenen hayvanlarda normal digkili hayvanlara kiyasla 6nemli
olglide daha fazla C. parvum tespit etmislerdir. Bu durum Cryptosporidium ookist dokiilmesi
ile buzag: ishali arasinda giiclii bir iliski oldugunu diisiindiirmekte (Causape ve digerleri,
2002; El Khodery ve Osman, 2008; Lise ve digerleri, 2007; Onrat ve digerleri, 2009; Tong ve
digerleri, 2015; Wang ve digerleri, 2015) ve ishal, Cryptosporidium enfeksiyonunun bir
bulgusu olarak kabul edilmektedir (Hailu ve digerleri, 2020).

Bunun yan1 sira diyare ile enfeksiyonun iliskilendirilemedigi c¢alismalar da
bulunmaktadir (Abebe ve digerleri, 2008; Manyazewal ve digerleri, 2018). C. parvum saglikli
ya da ishal sorunu olmayan buzagilarda da yaygin olarak tanimlanmaktadir (Bendali ve
digerleri, 1999; Jager ve digerleri, 2005). Ranjbar ve Fattahi (2017) de calismalarinda
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Cryptosporidium spp. enfeksiyonunu hem saghkli hem de ishalli buzagilarda
gozlemlediklerini bildirmislerdir. Kvac ve digerleri (2011), ishalli buzagilarin %65'inin
Cryptosporidium spp. ile enfekte olmadigini ve Cryptosporidium spp. ile enfekte buzagilarin
sadece %52'sinde ishalin goriildiigiinii gostermistir. Benzer sekilde ishalli sigirlarda
Cryptosporidium spp.'nin daha yiiksek prevalansi gosterilmis olmasma ragmen,
Cryptosporidium ishal olmayan sigirlarda da tanimlanmistir (Azami, 2007). Calismamizda
neonatal donemdeki ishalli buzagilarin Cryptosporidium ile enfekte olma oran1 %68,4 iken
ishal olmayan buzagilarinda Cryptosporidium ile enfekte olma oranmi yine %68,4 olarak tespit
edilmistir. Dolayisiyla ishal semptomu goriilen ya da ishal semptomu goriilmeyen buzagilarin
esit oranda enfeksiyon riski tagidigi goriilmektedir. Bu sonuglar, Cryptosporidium spp.’nin
ishal semptomuna neden olabilen 6nemli bir etken olabilecegini; 6te yandan diski kivaminin
bu etkenle iliskili olmadigini, ishal semptomunun goriilmesinin etkenin varligina yonelik bir
belirteg olarak  kullanilamayacagimi  gostermektedir.  Ancak; neonatal diyarelere,
Cryptosporidium enfeksiyonlarinin yani sira rotaviriis, koronaviriis, E. coli, Salmonella ve
Eimeria gibi diger enteropatojenlerin de neden olabilecegi g6z ardi edilmemelidir
(O’Handley, 2007). Cryptosporidiosis ile enfekte buzagilar ishal durduktan 1 hafta sonrasina
kadar ookist dokebilecegi i¢in bu siirecte de saglikli hayvanlardan ayr1 olarak barindirilmalidir
(Innes ve digerleri, 2020). Hasta buzagilar diger buzagilardan ayrilmali hatta ayr1 bir binada
barindirilmalidir; yan yana olan barmaklar hastaligt yaymanin garantili bir yoludur

(O’Donoghue, 1995).

Farkli ilgelerden toplanan diski 6rneklerde Cryptosporidium spp. enfeksiyonunun
prevalansi ilgeler arasinda farklilik gostermistir. Bu bulgular, ilgili bolgelerde enfeksiyonun
yayginhigini ve riskli bolgeleri belirlemede, kontrol dnlemlerinin alinmasinda faydali olabilir.
Ancak; ilgeler arasinda sicaklik, rakim, nem, drneklem biiyiikliiklerinin farkli olmasi gibi
farkl risk faktorlerinin oldugu da unutulmamalidir. Dolayisiyla bu sonuglar, enfeksiyonun
yayilimi ve kontrol edilmesi gereken riskli bolgeleri belirlemek i¢in yalnizca bir baslangi¢
noktast olusturabilecegi, farkli kontrol oOnlemlerinin uygulanmas: gerektigini ve

epidemiyolojik ¢caligmalarin detaylandirilmas: gerektigini gostermektedir.

Bir diger risk faktorii olarak siirii biiyiikliigii degerlendirilmektedir (Garber ve digerleri,
1994). Yapilan bir arastirmada kii¢iik Olgekli ciftliklerdeki buzagilarin, biiylik o6lgekli
ciftliklerdeki buzagilara gore 5,3 kat daha fazla Cryptosporidium ookisti yayma potansiyeli
oldugu bildirilmistir (Hailu ve digerleri, 2020). Benzer sekilde ¢calismamizdaki en kiigiik siirii
boyutu (1-20 bas arasi)’unda oldukga yiiksek bir oranda (%75) enfeksiyon tespit edilmistir.
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Silverlas ve digerleri (2009), Szonyi ve digerleri (2012), Urie ve digerleri (2018) tarafindan
yapilan ¢aligmalarda ise, daha biiyiik siirli boyutundaki buzagilarin C. parvum ookisti dokme
riskinin yiiksek oldugu bulunmustur. Calismamizda da 101-200 bas aras1 ile 201-500 bas aras1
biiyiik siirli boyutlarinda sirasiyla %54,50 ile %70,40 gibi yiiksek enfeksiyon oranlariyla karsi
karsiya kalinmigtir. Kuvvetle muhtemel buzagilarin diger buzagilar ile temasinin artmasi
enfeksiyon riskini artirmaktadir (Brainard ve digerleri, 2020b). Daha biiyiik buzagi siiriilerinin
yikksek C. parvum enfeksiyonu ile iliskili olabilecegi veriler bildirilirken (Brainard ve
digerleri, 2020b), biiyiik siiriiler ile risk artis1 arasinda bir etki bulunamayan ¢alismalar da
mevcuttur (Trotz-Williams ve digerleri, 2008). Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da siirii
biiylikliigii ile enfeksiyon arasinda net bir iliski tespit edilememistir. Kiiglik siiriilerdeki
hayvanlarin daha az stres altinda olmasi, bulunduklar isletmede ayni anda az sayida buzagi
bulunmas1 sonucu enfeksiyon riskinin daha az olmasi beklenirken, ¢alismamizda en yiiksek
ikinci enfeksiyon oranma sahip oldugu goriilmektedir. Bunun yanisira ¢aligmamizdaki en
yiiksek enfeksiyon orant %76,90 ile orta 6lgekli (51-100 bas arasi) siiriilerde tespit edilmistir.
Daha oOnceki calismalarin da birbiriyle celistigi g6z Oniine alinarak, siirli boyutunun
Cryptosporidium enfeksiyonu ile iliskili olabilecegini; ancak tek basina bir risk faktori olarak
ele alinamayacagi kanaatine varilmaktadir. Bu nedenle, siirii boyutunun enfeksiyon riski
tizerine etkisi, ¢iftlik kosullari, yonetim uygulamalari, hayvanlarin beslenme ve su kaynaklari,

yas ve benzeri gibi diger faktorlerle birlikte degerlendirilmelidir.

Enfeksiyonun goriilme sikligini etkileyen risk faktorlerinden biri de mevsimdir (Garber
ve digerleri, 1994). Kuzey Amerika'da kis aylarinda daha yiiksek buzagi ishali vakalari
bildirilmektedir (Waltner-Toews ve digerleri, 1986b; Curtis ve digerleri, 1988; Frank ve
Kaneene, 1993). Ranjbar ve Fattahi (2017), mevsimsel olarak en yiiksek prevalansin kis
aylarinda (%21), ardindan sonbahar (%18), ilkbahar (%14) ve en diisiik yaz aylarinda (%11)
gozlemlendigini bildirmistir. Molloy ve digerleri (2009) de benzer sekilde buzagi ve sigirlarda
Cryptosporidiosis prevalansinin kis aylarinda daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Buzagilarda
Kanada'da yapilan bir ¢calismada, kis ve ilkbahar aylarinda en yiiksek prevalansa rastlandigi
belirtilmistir; ancak bu ¢alismada hastaligin goriildiigii mevsim ile buzagilama doneminin en
fazla oldugu donemin Ortlistiigli anlasilmaktadir (Mann ve digerleri, 1986). Szonyi ve
digerleri (2010) de benzer sekilde C. parvum'un ilkbahar ve kis aylarinda baskin oldugunu
gostermistir. Mart ve Ekim aylar1 arasinda yapilan saha ¢alismalarinda yeterli sayida ornege

ulasildigi i¢in calismamiz sonucunda kis mevsimine ait bir veri elde edilememistir.
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Amerika Birlesik Devletleri’nin New York eyaletinde siit sigirlarinin Cryptosporidium
tarafindan kisin yaz mevsimine gore enfekte olma olasiligi daha yiiksek olarak bulunmustur
(Mohammed ve digerleri, 1999). Bununla birlikte, c¢evresel kontaminasyon seviyesinin
dalgalanmalara daha az maruz kaldigi yi1l boyunca buzagilama olan Amerikan siit
ciftliklerinde enfeksiyon yaz aylarinda daha yaygindi (Garber ve digerleri, 1994). Benzer
oranlar Cin’de de rapor edilmistir (Wang ve digerleri, 2011). Cryptosporidium'un yaz
aylarinda kis aylarina gore daha yiiksek oranda goriilmesi, yaz aylarindaki yiiksek sicaklikla
iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Lee ve digerleri, 2016). Trotz-Williams ve digerleri
(2007), Urie ve digerleri (2018) daha sicak ve daha nemli aylarda dogan buzagilarin C.
parvum enfeksiyonu agisindan daha yiiksek risk altinda oldugunu bildirmektedir.
Calismamizin gergeklestigi bolgede en diisiik sicakligin ortalama 21°C, en yiiksek sicakligin
ise ortalama 36°C olarak kaydedildigi yaz mevsiminde %71,70 gibi oldukg¢a yliksek bir

oranda enfeksiyon goriilmesi ¢alismalarla paralellik gostermistir.

Bazi c¢alismalar vaka artiglarini mevsimden ziyade yagisin fazla olmasi ile
iligkilendirmistir. Brezilya ve Endonezya’da yagisin fazla goriildiigli sonbahar ve kis
mevsimlerinde vaka artiglar1 yasanirken, Kuveyt’te Kasim ve Nisan aylar1 arasinda yiiksek
prevalans bulunmustur (Chandler ve digerleri, 2012). Benzer sekilde ¢alismamizda da en
yiiksek enfeksiyon oranina sonbahar mevsiminde (%76,60) rastlanmistir; ancak calismanin
gerceklestirildigi bolgede oOrneklerin alindigr Eyliil ve Ekim aylar sicaklik ortalamalari
yiiksek, yagislt gilin sayisi1 diisiik olarak gozlemlenmistir. En fazla yagis ise ilkbahar aylarinda
goriilmiistiir. Dolayisiyla mevsimler yerine yagisin enfeksiyon oranlari iizerinde daha biiyiik
bir etkiye sahip olabilecegi one siiriilemez. Onceki c¢alismalarin yapildig1 iilkelerdeki
mevsimsel veriler arasinda sicaklik, yagis, nem gibi farkliliklar bulundugu anlasilmaktadir.
Ancak; bolgemizde ilkbahar mevsiminin yagishh ve daha diisiik sicaklikta gecmesi disinda

herhangi keskin bir ayrim gézlemlenmemistir.

Bagka bir ¢alismada en yiiksek prevalansa yazin (%56,8), ardindan ilkbahar (%50,0),
kis (%46,8) ve sonbaharda (%41,7) rastlanmistir. Sonug olarak yeni dogan buzagilarda yil
boyunca yaygin olarak Cryptosporidium goriilmiis ve enfeksiyon prevalansi iizerine
mevsimin etkisinin olmadig: bildirilmistir (Zhang ve digerleri, 2022). Thompson ve digerleri
(2009), Zhang ve digerleri (2009) de mevsimin prevalans iizerine belirli bir etkisinin
olmadigin1 agiklamistir. Benzer sekilde bu calismada da mevsim ile agikca bir iliski
kurulamamistir. En yiiksek prevalansa sirasiyla sonbahar (%76,6), yaz (%71,7) ve ilkbahar

(%59) aylarinda olmak iizere oldukca yaygin olarak rastlanmstir.
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Bizim c¢alismamizda oldugu gibi yapilan pek c¢ok calismada da ik faktord,
Cryptosporidium enfeksiyon orani lizerinde bir risk olarak etki gostermemistir (Al Mawly ve
digerleri 2015; Ayele ve digerleri, 2018; Brook ve digerleri, 2008; Maddox-Hyttel ve
digerleri, 2006; Szonyi ve digerleri, 2012; Urie ve digerleri, 2018). Ancak, saf irklarin melez
irklardan daha yiiksek risk altinda oldugunu (Imre ve digerleri, 2015), Holstein irki
buzagilarin C. parvum ile enfekte olma olasiliginin daha yiiksek oldugunu belirleyen
caligmalar da mevcuttur (Starkey ve digerleri, 2007). Bu ¢alismadan elde edilen oranlar
sOyledir; montbeliarde %100, holstein %69,7, simental %66,1 ve danimarka kirmizisi
%54,5’tiir. Her ne kadar montbeliarde irkina sahip olan buzagilarin enfeksiyon orani %100
gibi goziikse de ¢alismaya dahil olan buzagilarin sadece 2’si bu irktandi. Diger irklarin ise

benzer oranlarda enfeksiyon riski tagidigi goriilmektedir.

Daha onceki ¢alismalarda Cryptosporidium spp. atilimi ile cinsiyet arasinda bir iligki
bulunmamakta ve bu sonug¢ farkli calismalarla dogrulanmaktadir (Ayele ve digerleri, 2018;
Garro ve digerleri, 2016; Ranjbar ve digerleri, 2017; Salmasi ve digerleri, 2010). Bunun
aksine Deak ve digerleri (2008), Gu ve digerleri (2007), Ibrahimet digerleri (2016) ile Lee ve
digerleri (2016), erkek buzagilarda disi buzagilara gére daha yiiksek Cryptosporidium
prevalanst bildirmislerdir. Elimizdeki verilere gore, daha once yapilan calismalar,
Cryptosporidium spp. enfeksiyonu ile cinsiyet faktorii arasinda tutarl bir iliski olmadigina
dair farkli sonuclar ortaya koymustur. Baz1 ¢caligmalar, erkek buzagilarda disi buzagilara gore
daha yiiksek enfeksiyon gézlemledigini belirtmistir. Bizim ¢alismamizda ise Cryptosporidium
spp. ile cinsiyet arasinda bir iliski tespit edilmekle birlikte %87,4 oranda disilerde daha fazla
olarak belirlenmistir. Bu sonu¢ dnceki ¢alismalarla tutarlilik gostermemektedir. Bu farklilik,
orneklem sayisi, buzagi popiilasyonunun o&zellikleri, ¢alismada kullanilan yontemler ve
enfeksiyonun yayginligi gibi pek ¢ok nedene bagli olabileceginden konu ile ilgili daha fazla

arastirma yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Buzagilarda en biiyiik 61iim riski, yasamlarinin ilk 21 giliniinde yasanmaktadir (Waltner-
Toews ve digerleri, 1986b; USDA, 1994; Wells ve digerleri, 1996, 1997). Siitten kesilmemis
buzagilarin en yaygin protozoant Cryptosporidium olarak kabul edilmektedir (Wang ve
digerleri, 2017). Ozellikle 1 ayliktan kiiciik olanlarin, yaygin olarak enfekte oldugu (de Graaf
ve digerleri, 1999), %40,9 prevalans ile en yaygin enteropatojen olarak Cryptosporidium spp.
gosterilmistir (Abuelo ve digerleri, 2019).

PR

Neonatal donemdeki mortalite oraninin %1,5 ile %8 arasinda degistigi bildirilmektedir

(Franck ve Kaneene 1993, Quigley ve digerleri, 1995, Schumann ve digerleri, 1990, Sivula ve
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digerleri, 1996, Waltner- Toews ve digerleri, 1986b, Wells ve digerleri, 1996). Farkli
tilkelerde bildirilen buzagi 6liim oranlart su sekildedir: Cin, 3-60. giin %5,5 (Zhang ve
digerleri, 2019), Isvec, 0-90 giin %2,6 (Olsson Ve digerleri, 1993), Hollanda 0-14 giin %3,3
(Santman-Berends ve digerleri 2019), Amerika Birlesik Devletleri %7,8 (NAHMS, 2014) ve
Isvigre 1-21 giin %10 (Bahler ve digerleri, 2012). Birkag iilkede buzagilarda siitten kesim
oncesi morbidite %35 ve mortalite riskleri %7 olarak rapor edilmistir (Abuelo ve digerleri,
2019). Baz iilkelerde ise morbitide %35, mortalite ise %2,1 ila 14 olarak bildirilmistir (Mee,
2013; NAHMS, 2014; Windeyer ve digerleri, 2014). ABD Ulusal Hayvan Sagligi Izleme
Sistemine gore, buzagi 6liimlerinin %57'sinin nedeni ishaldir (ABD Tarim Bakanligi, 2008).
Tek patojen olarak C. parvum belirlenen buzagilarda, uzun siireli ve inatg1 diyare ile birlikte
yiiksek 6lim orani bildirilmistir (Naciri ve digerleri, 1999). Bizim caligmamiza katilan
buzagilarin 6’sinda neonatal donemde Olim gergeklesmistir ve bunlardan 4’{iniin
Cryptosporidium spp. ile enfekte oldugu ve siddetli ishal goriildiigii tespit edilmistir. S6z
konusu buzagilarda sivi kaybina bagli olarak dehidrasyon sekillenmis, viicuttaki ani elektrolit

dengesizlik sonucu hayati organlarin diizgiin ¢alismasi engellenmis ve 6liim gézlemlenmistir.

Trotz-Williams ve digerleri (2007) bir ¢calismada C. parvum ookistlerinin dokiilmesine
kars1 E. coli asisinin koruyucu oldugunu bildirirken; bir baska ¢alismada E. coli asisinin
hastalik riskini arttirdig1 sonucuna ulasilmistir (TrotzWilliams ve digerleri, 2008). Bir baska
arastirmada ise E. coli asisinin buzagi cryptosporidiosisi lizerine higbir etkisinin olmadigi
bulunmustur (Diaz ve digerleri, 2018). E. coli asisinin enfeksiyona karsi koruyucu olup
olmadig1 ya da risk ile iliskisine dair kanitlar olduk¢a karisiktir (Brainard ve digerleri, 2020Db).
Calismamizda ise dogar dogmaz E. coli hiperimmun serum uygulamasi yapilan buzagilarin
daha az oranda enfeksiyona yakalandigi (%46,2) belirlenmistir. Hiperimmun serum kullanimi1
direkt olarak Cryptosporidium enfeksiyonuyla iligkili olmasa da E. coli riskinin azaltilmasi ya
da yok edilmesiyle Cryptosporidium enfeksiyon riskini de azaltabilmesi olasidir. Bir baska
yonden bagisikligin gliclii olmasi, bagirsak epitellerinde hasara yol acan bir bagka

enfeksiyonun goriilmemesi ile iliskilendirilebilir.

Tiim buzagilara proflaktik olarak vitamin takviyesi yapilmasi onerilmektedir (Reimus
ve digerleri, 2020). Bununla birlikte, siv1 diyetle E vitamini, selenyum, antibiyotikler, katki
maddeleri ve antimikrobiyallerin verilmesinin hastalik riskini etkilemedigi goriistide
bulunmaktadir (Trotz-Williams ve digerleri, 2008; Urie ve digerleri, 2018). Calismamizda sivi
tedavisi, multivitamin, tetrasiklin ve setifour kullanilan buzagilarin ookist yoniinden negatif

oldugu goriilmektedir. Ayrica vitamin C kullanilan buzagilarda %83,9 oraninda, vitamin D ve
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demir takviyesi yapilan buzagilarda %60, dogar dogmaz yeldif uygulananlarda ise %75
oraninda pozitiflik tespit edilmistir. S6z konusu takviyeler ile enfeksiyon iliskisini ortaya

koymak i¢in daha kapsamli ¢alismalar yapilmasi gerektigi goriilmektedir.

Cryptosporidiosisli buzagilarda paromomisinin etkinlik gdsterdigi bilinmektedir (Harp
ve Goff, 1998). Profilaktik olarak yapilan uygulamalarda ookist dokiilmesini engelledigi ve
ishalli giin sayisini azalttig1 bildirilmektedir (Fayer ve Ellis, 1993). “Parofor crypto” ardisik 7
giin boyunca 10 kg CA’na 2,5 ml, yalnizca Cryptosporidium tanis1 dogrulanmis hayvanlara ve
diyare baslamadan oOnce uygulanmalidir (Hyperdrug, 2022). Ancak bizim calismamizda
parofor kullanildig1 bildirilen 5 buzaginin 4’tinde Cryptosporidium tanisi dogrulanmuistir.
Ancak s6z konusu ciftlikte uygulamaya sadece 3 giin devam edildigi, ishal semptomu
kesildiginde uygulamanin sonlandirildigi beyan edilmistir. Dolayisiyla etkinlik gosterip

gostermedigi ile ilgili bir degerlendirme yapilamamustir.

Halofuginon laktat sentetik olarak iiretilen bir bitki alkaloididir (Pines ve Nagler, 1998).
Halofuginone laktat, C. parvum'un merozoit ve sporozoit evrelerinde etki gostererek
cryptosporidiyozisin siddetini azaltir, enfeksiyonun baslamasini geciktirir ve ookist
dokiilmesini azaltir ve buzagilar i¢in terapétik ve koruyucu bir ajan olarak dnerilmektedir
(Jarvie ve digerleri, 2005; Klein, 2008). Bdylelikle mortaliteyi de azalttigi bildirilmigtir
(Joachim ve digerleri, 2003; Naciri ve digerleri, 1993). Halofuginon laktat klinik belirtileri ve
cevresel kontaminasyonu azaltmada etkili olmustur (De Waele ve digerleri, 2010).
Halofuginon laktat ile tedavide buzagilarin ookist sa¢iliminda ve diyarede 6nemli bir azalma
oldugunu bildiren pek ¢ok calisma mevcuttur (de Waele ve digerleri, 2010; Joachim ve
digerleri, 2003; Keidel ve Daugschies, 2013; Klein, 2008; Lefay ve digerleri, 2001; Trotz-
Williams ve digerleri, 2011). Aydogdu ve digerleri (2018) cryptosporidiosisli buzagilara 7
giin boyunca 100 pg/kg/giin halofuginon laktat uyguladiklar bir ¢alismada 1. giinden itibaren
ookist atiliminda azalma gozlemlese de, istatistiksel olarak anlamli bir azalmay1 3. giinden
itibaren belirlemistir. Halofuginon veya dekokinat ile yapilan tedavilerin, diyare veya
dehidrasyon seviyeleri tiizerinde higbir etkisinin bulunmadigi; ancak halofuginonun,
ookistlerin atilimini 6nemli dlcilide azalttig1 ve dekokinatin, buzagilarin ortalama giinliik kilo
alimin artirdigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur (Lallemand ve digerleri, 2006). Baska bir
caligmada, buzagilara ilk 7 giin boyunca halofuginon laktat verilmesi sonucu, ookist
atiliminin 2 hafta inhibe edildigi; ancak diyare insidansinin sadece 3,1 giin 6telendigi ve kilo
aliminda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur (Jarvie ve digerleri, 2005). Yine de 7-13

giinliik buzagilar arasinda cryptosporidiosis riskini azaltmak i¢in en etkili yontemin, temiz ve
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bireysel buzagi barmaklarinda, iyi hijyen 6nlemleriyle birlikte halofuginon laktat kullaniminin

oldugunu bildirilmektedir (Cruvine ve digerleri, 2020).

Bir baska arastirmaci tarafindan hem terap6tik hem de profilaktik olarak halofuginon
laktat ve paromomisinin birlikte kullanimi1 6nemli derecede tavsiye edilmektedir (Aydogdu ve
digerleri, 2018). Aydogdu ve digerleri (2018) calismalarinda cryptosporidiosisli buzagilarin
tedavisinde halofuginon laktat (7 giin 100 pg/kg/giin) ve paromomisinin (7 gin 100

mg/kg/glin) birlikte kullaniminin etkili oldugunu gostermistir.

Halofuginon tedavisinin onemli bir proflaktik etkisi de tespit edilmistir (Diaz ve
digerleri, 2018). Bu sonuglar, halofuginonun Cryptosporidium enfeksiyonlarinin profilaksisi
i¢in de etkili bir ilag oldugunu ve hem ookist dokiilmesinde hem de diyarede azalmaya neden
oldugunu belirten diger arastirmalarla benzerdir (Delafosse ve digerleri, 2015; Trotz-Williams
ve digerleri, 2011). Siirli diizeyindeki rutin uygulamalarda, rutin uygulama gergeklestirmeyen
ciftliklerin daha yiiksek buzagi 6liim oranlarina sahip oldugu goriilmiistiir (Falkenberg ve
digerleri, 2022). Calismamizda ise yenidogan tiim buzagilara rutin olarak 3-4-5-6-7 ve 8. giin
halofuginon laktat uygulamasi yapilan bir ¢iftlikteki pozitiflik oram1 %54,5 olarak
belirlenmistir. Bu durum halofuginon laktat kullaniminin kesin ¢6ziim olmadigini, iyi
hayvancilik prosediirleri ile birlikte ve dogru siire ve dozda kullanilmasi gerektigini

distindiirmektedir.

Kolostrumdaki nétralize edici antikorlarin, parazitlerin hareketini engelleyerek,
istilalarin1 bloke ederek ve konakg1 hiicrelere yapigmayi engelleyerek veya Cryptosporidium
sporozoitlerine karst dogrudan sitotoksik etki gostererek Cryptosporidium'un enfektivitesini
azalttigina inanilmaktadir (House ve digerleri, 2015; Jenkins, 2001). Genel tavsiye, buzaginin
dogumdan sonraki 2 saat i¢inde annesinden ayrilmasi ve ilk beslemede viicut agirliginin en az
%10'unu (40 kg'llk bir buzag icin yaklasik 4 L) kaliteli kolostrum (IgG>50 g/L) ile
dogumdan sonraki 4 saat i¢inde beslenmesidir (Godden, 2008; McGuirk ve Collins, 2004).

Matoock ve digerleri (2005), baz1 kolostrumlarin koruyucu oldugunu bildirmistir.
Yiiksek titreli spesifik antikorlara sahip annelerden alinan kolostrumla beslenen buzagilar,
enfeksiyona karsi kismen korunmaktadir (Fayer ve digerleri, 1989a). Perryman ve digerleri
(1999), metafilaktik kolostrum kullanan buzagilarda ishalin goriilmedigini bildirmekte ya da
diyare siiresinin daha kisa olmasi bu durumu desteklemektedir (Nord ve digerleri, 1990;
Perryman ve digerleri, 1999). Yeterli pasif transferin Cryptosporidium enfeksiyonunu en aza

indirmeye veya ortadan kaldirmaya yardimer olabilecegi bildirilmistir (Fayer ve digerleri,
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1989b; Lopez ve digerleri, 1988; Petersen ve digerleri, 1992). Bu nedenle, yiiksek kaliteli
kolostrum ile beslenmesi ve pasif transferin saglanmasi, protozoal enfeksiyonlar: en aza
indirmek i¢in 6nemli bir yonetim uygulamasidir (Urie ve digerleri, 2018). Pasif transfer
basarisizligi olan buzagilarda Cryptosporidium enfeksiyonunun daha siddetli oldugu
bildirilmektedir (Constable ve digerleri, 2017; de Graaf ve digerleri, 1999; Thomson ve
digerleri, 2017)

Bu durumun aksine yenidoganda kolostral immiinoglobulinlerin ve/veya aktif immiin
hiicrelerin kayda deger pasif transferi, Cryptosporidium spp. enfeksiyonunu 6nlemede ¢ok az
role sahip oldugu da belirtilmektedir (Trotz-Williams ve digerleri, 2007; Quigley ve digerleri,
1994; Harp ve Goff, 1998). Pasif bagisiklik, buzagilarda bu parazite diren¢ kazandirmaz,
baska bir ifadeyle kolostrumla beslenen buzagilarin ookist dokme riski daha az degildir
(TrotzWilliams ve digerleri, 2007). C. parvum'a karsi antikor igeren kolostrum ile yogun
beslemenin bile (7 giin boyunca giinde alti1 kez) ne ookist dokiilmesi ne de diyarenin
baslangict veya siiresi agisindan fark yaratmadigi bildirilmektedir (Harp ve Goff, 1998).
Trotz-Williams ve digerleri (2008), kolostrumun higbir etkisi olmadigini bildirmektedir.
Kolostrumun C. parvum enfeksiyonuna karsi koruyucu olabilecegine dair zayif kanitlar
mevcuttu; ancak bir risk veya koruyucu faktor olarak kolostrum alimi hala etkili bir sekilde
test edilmemistir (Brainard ve digerleri, 2020b). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde
kolostrum alan buzagilarda da yiiksek oranda ookist tespit edilmis ve kolostrum alimi ile ilgili
bir iligki ortaya konulamamistir. Kolostral antikorun buzagilar1  enfeksiyondan
koruyamamasinin olasi1 bir nedeni, C. parvum'un hiicre i¢i bir parazit olmasidir. Parazit,
oncelikle buzaginin bagirsaginit kaplayan bagirsak epitel hiicreleri i¢ini istila eder ve bu

nedenle, antikorun etkilerinden biiyiik 6l¢tide korunur (Harp ve Goff, 1998).

Sterilize edilmis veya bekletilmis kolostrum antikor etkinligini kaybetmektedir
(Elizondo-Salazar ve digerleri, 2010); bununla birlikte kolostrumun cryptosporidiosise kars1
etkili olmak i¢in yeterince antikor icerdigine dair kanitlar sinirlidir (Burtoni ve digerleri,
2011). Ayrica sterilize edilmemis kolostrum alimiin da koruyucu olduguna dair bir kanit
bulunamamistir (Silverlas ve digerleri, 2009). Kolostrumun 1sil iglemi, protein (yani
immiinoglobulin) denatiirasyonunu 6nlemek i¢in siit pastorizasyonuna kiyasla daha uzun bir
siire (60 dakika) boyunca diisiik bir sicaklikta (60°C) gerceklestirilmelidir (Godden ve
digerleri, 2006).
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Sodyum bikarbonatli kolostrumda daha belirgin iyilesme ve daha kisa klinik iyilesme
stiresi, proteomlarin bagirsaklarda sistemik ve lokal etkileri ile tedavide olumlu etkileri

oldugunu ortaya koymustur (Kagar ve digerleri, 2022)

Birden fazla anneden kolostrumun toplanmasinin genellikle genel kolostrum kalitesini
diistirdiigii ve hastalik riskini artirdig1 disiiniilmektedir, boylece, daha biiyiikk hacimlerde
diisiik kaliteli kolostrum ile daha kiiclik hacimlerde daha yiiksek kaliteli kolostrumun
karigsmasina ve olas1 hastalik patojenlerinin karigmasina neden olabilmektedir (Urie ve

digerleri,2017).

Kolostrum (veya siit) i¢cin herhangi bir 6zel besleme dagitim sisteminin digerlerinden
daha riskli veya koruyucu olduguna dair tutarli kanit bulunmamaktadir (Brainard ve digerleri,
2020b). Trotz-Williams ve digerleri (2007) ve Silverlas ve digerleri (2009), biberonla
beslemenin enfeksiyon riski lizerinde hicbir etkisi olmadigin1 bulmuslardir. Kontamine
biberonlar veya sagim islemi sirasinda siitiin kontamine olmast miimkiindiir (Xiao ve Fayer,
2008). Ancak; bizim g¢alismamizda en az (%66,8) oranda biberon ile kolostrum alanlarda
enfeksiyona rastlanmistir. Trotz-Williams ve digerleri (2008) ise, kolostrumun 6zofagus tiipii
ile verilmesinin riski artirmadigini bildirmistir. Dogrudan anne ile beslenen buzagilarda ise
%81,8 olarak yine oldukga yiiksek bir orana rastlanilmistir. Bu durum ookistlerle kontamine
olan zemin ile siirekli temas eden meme araciligiyla buzaginin ¢ok sayida ookiste maruz

kalmastyla agiklanabilir.

Caligmamizda kullanilan buzagilardan yalnizca 2’si kova ile besleniyordu ve tamami
enfeksiyon pozitif olarak tespit edildi. Buzagilar1 beslemek igin emziksiz kovalarin
kullanilmasi, emme ihtiyacin1 karsilayamadigindan ookist dokiilmesi riskini artirdigi
diistiniilmektedir (Delafosse ve digerleri, 2015). Meme basi beslemenin, kovalardan beslenen

buzagilara kiyasla capraz emmeyi azalttigini bildirmistir (Jensen ve Budde, 2006).

Kullanilan yem kaynaginin da Cryptosporidium enfeksiyonu olusumunu etkiledigi
bulunmustur. Siit ve mera ile beslenme, tek basina meraya gore daha yiiksek enfeksiyon orani
(%23.4) ile sonuglanmistir (Ayele ve digerleri, 2018). Siitiin yan1 sira baslangic tahillar ile
besleme (siit ikamelerine kiyasla), ookist dokme riskinin artmasiyla iligkili faktorlerdir
(MaldonadoCamargo ve digerleri, 1998; Mohammed ve digerleri, 1999). Cryptosporidium
pozitifligi ile siit ikame yemlerinin birlikteligi, siit ikame yemlerinin hijyenik olmayan
kosullarda hazirlanmas1 veya saklanmas1 nedeniyle ookist kontaminasyonu ile iligkili olabilir

(McGuirk 2003). Ek olarak, yetersiz beslenme ayni zamanda immiinosupresyonla da iliskili
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oldugundan, diisiik kaliteli siit ikamelerinin kullanilmast 16kosit tepkilerini ve farkli
enteropatojenlere kars1 direnci olumsuz etkileyebilir (Ballou ve digerleri, 2015; Hammon ve
digerleri, 2018), dolayisiyla cryptosporidiosis’i destekleyebilir. Siit ikame yemlerinin
kullaniminin daha yiiksek enfeksiyon riskine yol agtig1 bulunmustur (Diaz ve digerleri, 2018;
Trotz-Williams ve digerleri, 2008). Bagka caligmalarda, siit ikame yemi kullaniminin hastalik
riskinde ¢ok az fark yarattig1 veya hi¢ fark yaratmadigi bulunmustur (Imre ve digerleri, 2015;
TrotzWilliams ve digerleri, 2008; Urie ve digerleri, 2018). Siit ikamesinin ya 6énemli olmadigi
(Urie ve digerleri (2018) ya da riski artirdig1 (Trotz-Williams ve digerleri 2008) idi. Siit ikame
yemi kullaniminin riski artirdigina dair kanitlar karisik ve sonugsuz; ancak, bu risk faktori
oldukg¢a degistirilebilir oldugundan daha fazla arastirmaya deger goriilmektedir (Brainard ve

digerleri, 2020Db).

Fermente siit takviyesi, C. parvum'a karst koruyucu bir faktoér olarak goriilmiistiir.
Fermente siit, fermente edilmemis siitten daha fazla probiyotik (6rnegin; Lactobacillus sp)
icerir ve modifiye edici aktiviteleri sayesinde bu faydali bakteriler patojenlerin kolonize
olmasini ve ¢ogalmasimi Onleyebilir. Farelerde ve siganlarda Lactobacillus acidophilus ve
Lactobacillus reuteri ile yem takviyesi, C. parvum ookistlerinin diski ile dokiilmesini azalttigi

goriilmiistiir (Guitard ve digerleri, 2006).

Buzagi biiytimesini ve rumen gelisimini desteklemek i¢in yagamin ilk giiniinden itibaren
stitten kesim Oncesi donem boyunca, yiiksek kaliteli buzag1 baslangi¢c yemi ve taze temiz su
dahil olmak iizere beslenme gereksinimleri karsilanmalidir (BAMN, 2003). Calismamizda ise
kullanilan ilave yemler ile herhangi bir iliski tespit edilememekle birlikte en diisiik enfeksiyon
oranma formik asit ile muamele edilmis soguk siit ve buzagi biiyiitme yemi kullananlarda
rastlanmistir. Ancak sadece bir ciftlikte s6z konusu uygulamanin yapiliyor olmasi, diger pek
cok degiskenin de degerlendirilmesi gerektiginden, iliskinin dogru bir sekilde ortaya

c¢ikarilabilmesi i¢in daha fazla ¢aligma yapilmasi gerektigi diigiiniilmektedir.

Ookistler asir1 sicakliklara ve kurumaya karsi hassastir. Sicak suyla temizleme ve
ardindan iyice kurutma, C. parvum'u 6ldiirmede etkili bir yoldur (Fayer, 2008). Dondurma,
zamana ve sicakliga bagli olarak ookistleri 6ldiirebilmekle birlikte, 1 hafta boyunca —10°C'de
hayatta kaldiklar1 da gosterilmistir (Fayer ve Nerad, 1996). Bu nedenle, en iyi temizleme
yontemi, ookistler 60°C'nin lizerindeki sicakliklarda inaktive oldugu i¢in buzagi bdliimlerinin

diizenli olarak buharla temizlenmesidir (Robertson ve digerleri, 1992).
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Ciftliklerde siklikla kullanilan  dezenfektanlardan Virkon'un  Cryptosporidium
ookistlerine karsi etkili oldugu (Fayer, 2008), hidrojen peroksit iceren dezenfektanlarla
yapilan dezenfeksiyonun kontamine diski birikimini azaltmaya yardimci olabilecegi
(Thomson ve digerleri, 2017), sénmemis kirecin ookist sayisini1 azalttigi bildirilmektedir
(Graczyk ve digerleri, 2008; Zintl ve digerleri, 2010). Caligmamizda 2 haftada bir diizenli
olarak Virkon kullanilan ¢iftliklerden elde edilen 6rneklerin %69,4’ti Cryptosporidium pozitif

olarak tespit edilmistir.

Olasi tiim dezenfektanlarin C. parvum'a karsi etkili olmadig: bilinmektedir (Brainard ve
digerleri, 2020b). Birkag arastirma, kalin duvarli Cryptosporidium ookistlerinin, hayvancilikta
en yaygin olarak kullanilan dezenfektanlar da dahil olmak iizere, olumsuz dis kosullara karsi
olduk¢a diren¢li oldugunu kanitlamistir (Fayer, 2008). Ticari dezenfektanlar, Onerilen
konsantrasyonlarda kullanildiklarinda genellikle C. parvum'a kars1 etkili degildir. C. parvum'u
oldiirmek icin yeterli konsantrasyonlarda veya maruz kalma siirelerinde kullanim, insanlar ve
ciftlik hayvanlari i¢in kabul edilemez bir tehlike arz eder (O’Donoghue, 1995). Rutin temizlik
ve dezenfeksiyon uygulamalari protozoanin daha yiiksek prevalansi ile 6nemli olgtide iliskili
bulunmustur. Bu durum sasirtici olsa da uygulamalarin hatali yapilmasi ya da kullanilan
dezenfektanlarin etki etmedigini diisiindiirmektedir (Fayer, 2008). Maddox-Hyttel ve digerleri
(2006) temizleme tipinin hastalik riskini etkilemedigini ileri slirmiistiir (basingli su ile
temizleme). Calismamizda da higbir rutin temizlik uygulamasi yapilmayan yerler ile
birbirinden farkli da olsa rutin olarak temizlik ve dezenfeksiyon uygulamasi yapan yerler
arasinda benzer pozitiflik oranlara rastlanilmistir. Dezenfeksiyonun ise yaramamasinin olasi
bir agiklamasi, ¢iftcilerin dogru ve etkili temizlik yapmak yerine enfeksiyon riskini azaltmak
i¢in yalnizca dezenfektana giivenmeleridir. Diizgiin bir temizlik yapilmadig: takdirde sadece
iist tabaka dezenfekte edilir, patojenler alt kisimda gelismeye devam edebilir ve {ist tabaka
bozulur bozulmaz risk tekrar agiga ¢ikar. Cryptosporidium ookistleri gogu ticari dezenfektana
kars1 direnglidir (Fayer, 2008). Genellikle ishal sorunu olan siiriilerde dezenfeksiyon
islemlerinin baglatildig1; ancak bu siiriilerde hali hazirda sorun oldugu icin dezenfeksiyon ise
yaramiyor ya da yetersiz olarak  goriilebilmektedir. Ya da dezenfeksiyon rutinleri
orneklemeden kisa bir siire once baslatilmigsa, 6rnekleme sirasinda tam etkiye ulasilmamis
olabilecegi dikkate alinmalidir (Silverlas ve digerleri, 2010b). Diaz ve digerleri (2018),
dezenfektan kullaniminin hastalik riskini giiclii bir sekilde artirdigin1 bulmuslardir; ancak

dezenfektanlarin nasil kullanildigini tam olarak agiklamamaktadir.
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Hastalik kontrolii acisindan bakildiginda, ciftlik hayvanlarinda cryptosporidiosis ile
miicadelede onleyici hijyen onlemleri en 6nemli araglardir, amag parazitin dig formlari yok
etmek ve hayvanlar arasinda ve ¢evreden konak¢iya bulasmasini 6nlemektir (Angus, 1990).
Bu nedenle, uygun yonetim ve hijyen uygulamalar1 yoluyla buzagi bagisikliginin arttirilmasi
ve buzagilarin patojene maruz kalmasinin azaltilmasi, buzagilarda cryptosporidiosis
insidansini azaltmanin anahtaridir (Abuelo ve digerleri, 2019). Kontamine digki ile temasi en
aza indirmek (Robertson ve digerleri, 1992), uygun temizleme (su ile), ardindan kurutma ve
toz sonmemis kire¢ kullanimi, derin ve temiz altlik kullanimi (yiizeyin diizenli olarak kuru,
temiz altlik malzemesiyle kaplanmasi sartiyla), derin ve temiz saman yatagi (Robertson ve
digerleri, 1992; Silverlas ve digerleri, 2010b), Cryptosporidium enfeksiyonundan korumanin
iki etkili yolu olabilir (Silverlas ve digerleri, 2010Db).

Buzag1 besleme kaplarin1 yikarken sabun veya deterjan kullanilmasi, ookist dékme
prevalansinin azalmasiyla iliskili oldugundan, koruyucu yonetim uygulamalar olarak ortaya
cikmistir (Trotz-Williams ve digerleri, 2008). Trotz-Williams ve digerleri (2008), beslenme
kaplarin1 dezenfektanla yikamanin (sabun veya su ile yikama) hastalik riski lizerinde hicbir
etkisi olmadigini bildirmistir. Bununla birlikte, sabun ve su ile yikama (temizlik/dezenfektan

kullanmama ile karsilagtirildiginda) enfeksiyon riskini azaltmistir (Brainard ve digerleri,
2020D).

Iyi hijyeni kolaylastiran buzagi besleme ve barmma uygulamalarinin, geng siit
buzagilarinda C. parvum dokiilme prevalansinin azaltilmasinda Onemli olabilecegi
goriilmektedir (Trotz-Williams ve digerleri, 2008). Ayrica, hijyen durumu da enfeksiyon
prevalansini 6nemli Olgiide etkilemektedir. Hijyenik olmayan buzagilarda (%34.,4) hijyenik
buzagilara (%15,2) gore ili¢ kat daha fazla goriilmustir (Ayele ve digerleri, 2018).
Cryptosporidium enfeksiyonunun siit hayvanlarinin ve ciftliklerinin hijyenik durumu ile
Oonemli baglantisint tanimlayan Abebe ve digerleri (2008), bulgusu tarafindan
desteklenmektedir. Benzer sekilde, El-Khodery ve Osman (2008), ve Castro-Hermida ve
digerleri (2002), kotii hijyenin enfeksiyon oranini artirdigini ve Cryptosporidium tiirlerinin
hayvanlarda yayilmasmi sagladigimi bildirmistir. Bu durum, kirli ve camurlu ¢iftligin,
muhtemelen c¢iftliklerde veya hayvan evlerinde Cryptosporidium ookistlerinin varligr veya
hayatta kalmasi i¢in uygun bir mikro iklimsel faktorler veya kosullar olusturabilecegine
baglanabilir. Bu, yem ve su kontaminasyonunu arttirir ve bu da buzagilarin Cryptosporidium

enfeksiyonuna maruz kalmasina neden olabilir (Ayele ve digerleri, 2018).
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Bulasicilik, buzagilama, besleme, barindirma ve genel olarak buzagi bakimi alanlarinda
genel hijyen yoluyla azaltilabilmektedir (Lorenz ve digerleri, 2011b). Yine, diger ¢alismalar
ahirlarin sik temizlenmesinin ciftliklerde diisiik ookist birikimine yol agtigin1 gosterdiginden,
iyi hijyen uygulamalarinin bir sonucu olarak ciftliklerde genel olarak daha iyi yonetim ile
ilgili olabilmektedir (Muhid ve digerleri, 2011). Enfekte buzagilarin bakimi sirasinda saglam
yonetim ve hijyene dikkat edilmesi tavsiye edilse de, C. parvum bireysel buzagilar1 enfekte
etmek i¢cin o kadar az ookist gerektirebilir ki bu tavsiyeler bosuna olacaktir (Moore ve

digerleri, 2003).

Buzagi barmnaklarina girislerde personel icin dezenfeksiyon iiniteleri bulunmalidir
(Brainard ve digerleri, 2020b). Hasta buzagilarin bakiminda bakicilar tarafindan ayri bir bot
ve tulum seti kullanilmali, hasta buzagilarin bakimi bittiginde kiyafetleri degistirilmeli ve
bakici iyice yikanmalidir. Hasta buzagilarin bakim ve tedavilerinden 6nce daima saglikli
buzagilara dikkat edilmelidir (Harp ve Goff, 1998). Bir iiretim ortaminda buzagi padoklari

bosaldiginda yeni hayvan girisinden dnce iyice temizlenmesi 6nemlidir.

Temizleme yontemlerinin hastalik riskiyle iligkisinin, ahir zemini (toprak, beton v.b.) ile
de iligkili oldugu bildirilmistir. Beton zeminde diskinin siyrilma ile bertaraf edilmesi ve
basingli su ile yikama uygulanabilmektedir (Trotz-Williams ve digerleri, 2008). Baska bir
deyisle temizleme yoOntemi ile temizlenecegi zemin tipine bagli olarak degiskenlik

gosterecektir (Brainard ve digerleri, 2020b).

Sischo ve digerleri (2000), yilda 12 kereden fazla yatak degistirmenin hastalik riskini
artirdiin1  bildirmistir. Buzagilarin yataklarinin degistirilmesi ya da padoklarin temizlik
islemleri personel ve ekipman enfeksiyon yaymak i¢in fomit haline gelir. Daha 6nceki bir
calismada s0z konusu durumun ookist dokme olasiligmi arttirdigr bildirilmektedir
(Maldonado-Camargo ve digerleri, 1998). Hijyen, dezenfeksiyon rutini, yatak derinligi, hasta
hayvanlarin ayrimi1 ve beslenme durumu o6nemli risk faktorleri olarak ortaya c¢ikmayan
caligmalarda bulunmaktadir (Brainard ve digerleri, 2020b). Derin saman yataklarinin
hayvanlar digkidan uzak tuttugu diisiiniilmektedir. Ek olarak, yataklar miimkiin oldugunca

kuru tutulmalidir (Brainard ve digerleri, 2020D).

Cryptosporidium parvum ile ilgili 6nemli bir sorun, enfeksiyonu kontrol etmek ve
ookistlerle ¢evresel kontaminasyonu azaltmak i¢in etkili bir yolun olmamasidir (De Waele ve
digerleri, 2010). Ookistler ¢evresel streslere ve bircok dezenfektana karsi oldukg¢a direncli

olduklarindan, buzag: yetistirme tesislerinin enfeksiyon ve uzun siireli kontaminasyonunu
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onlemek i¢in hijyen 6nlemleri tek basina yeterli degildir (O'Donoghue, 1995). Calismamizda
rutin olarak temizlik ve dezenfeksiyon islemlerinin yapilmamasi ya da yapiliyorsa da

kullanilan yontem ile enfeksiyon arasinda anlamli bir iliski ortaya koyulamamastir.

Cryptosporidium enfeksiyonu olusumunun hayvanlarin bulundugu ortama ve barinma
kosullarima bagli oldugu dogrulanmistir (Kvac ve Vitovec, 2003). Geng¢ buzagilar, yash
buzagilara gore enfeksiyona karsi daha savunmasiz oldugu igin buzagilarin benzer yas
gruplari ile birlikte barindirilmasi tavsiye edilmektedir (Innes ve digerleri, 2020). Ciinkii geng
hayvanlar, yasli, asemptomatik hayvanlar tarafindan sagilabilen C. parvum enfeksiyonuna
yakalanma agisindan en riskli grup olarak goriilmektedir (Brainard ve digerleri, 2020b;

Silverlas ve digerleri; 2009).

Silverlas ve digerleri (2009), buzagilart dogumdan sonra hemen ayirmaya gore anne ile
4 giine kadar kalmanin C. parvum enfeksiyon riskini diislirdiigli, sonucuna ulagmistir. Dogum
padoklarinda uzun siire kalmanin enfeksiyona karsi koruyucu oldugunu gosteren galismalar
bulunmaktadir (Brainard ve digerleri, 2020b; Silverlas ve digerleri, 2009). Bunun aksine
dogumdan sonra ayirmanin higbir etkisinin olmadigina dair calismalar da mevcuttur (Trotz
Williams ve digerleri, 2008). Ayrica dogumdan sonra 1 saatten fazla anne ile ayni yerde
kalmanin ishal riskini artirdigi sonucuna ulasilmistir (Trotz Williams ve digerleri, 2007).
Dogumdan once annelerin siiriiden ayrilarak dogum padoklarina ayrilmasiin enfeksiyon
riskine bir etkisinin olmadig1 bulunmustur (Maddox-Hyttel ve digerleri, 2006). Buzagilama
alanlarinda yogun bir ¢evresel kontaminasyon bulunmakta ve buzagilar enfektif ookistlere
dogumdan hemen sonra maruz kalmaktadir. Dolayisiyla enfeksiyon dogumdan hemen sonra
meydana gelebilmektedir (Del Coco ve digerleri, 2008). Bizim ¢alismamizda da 3 giinliik
yasta pozitiflige rastlanmasi bu durumu dogrular niteliktedir. Buzaginin birden fazla anne ile
ayni yerde tutulmasinin ise hastalik riskini artirdigina dair bir kanit bulunamamstir (Trotz-

Williams ve digerleri, 2007; Weber ve digerleri, 2016).

Dogumdan sonra kullanilan buzagi barinak tipinin 6nemli bir risk faktorii olmadig
gosterilmistir (Delafosse ve digerleri 2015). Bireysel padoklarda barindirmanin hastalik riski
tizerine herhangi bir etkisi bulunamamistir (Brook ve digerleri 2008; Diaz ve digerleri, 2018;
MaddoxHyttel ve digerleri, 2006; Urie ve digerleri, 2018). Ayn1 ahir1 paylasan buzagilar ise
yiiksek risk altindadir (Imre ve digerleri, 2015). Buzagilarin bireysel veya gruplar halinde
barindirilmasinin hastalik riski iizerinde higbir etkisi olmadig1 gosterilmektedir (Brainard ve
digerleri, 2020b). Siitten kesilme oncesi farkli kosullarda barindirilan buzagilarda ishal

olusumunda higbir fark olmadigini gosteren c¢alismalar da bulunmaktadir (Kvéc ve digerleri
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2011). Sischo ve digerleri (2000), buzagilarin bulundugu boliimlerde hayvanlarin birbiriyle
temasinin ookist dokme riskini artirdigini goézlemlemistir. Birbirinden ayr1 sekilde tekli
barinaklarda yetistirilen buzagilarin ise daha az risk tasidigi bildirilmistir (Cruvine ve

digerleri, 2020; Waele ve digerleri, 2010).

Asirt kalabalik ve hayvanlarin toplu olarak barindirildigi durumlarda, buzagidan
buzagiya ya da enfekte buzagi diskisi ile ineklerin kontamine olmasi ve meme yolu ile tekrar
buzagiya gecis dongiisii ile enfeksiyon hizla yayilabilmektedir (Angus, 1990). Hem tekli hem
de coklu emziren sig1r siiriilerinde (Reynolds ve digerleri, 1986) ve dogum bdliimiinde birden
fazla inek bulunan ¢iftliklerde Cryptosporidium enfeksiyonlari daha yaygin olarak
goriilmektedir (Garber ve digerleri, 1994). Emziren siiriilerde buzagilar, birbirine yakin
tutulan siit buzagilarina kiyasla ineklerle daha genis bir alanda tutulur ve bu da onlar1 daha
diisiik bir enfeksiyon basincina maruz birakir (Bjorkman ve digerleri, 2015). Bu durum,
cryptosporidial diyare ile ¢iftlik tipi ve 0Ozel hijyenik kosullar1 arasindaki iligkiyi
aciklamaktadir (de Graaf ve digerleri, 1999).

Kompost altlik sistemi benzeri toplu olarak yetistirilen buzagilarda hastaligin ortaya
egilimi daha yiiksektir (Cruvine ve digerleri 2020). Buzagi barinma alanlarinda beton zemin
bulunan giftliklerde C. parvum dokiilme prevalanst %41 daha diisiiktiir ( Trotz-Williams ve
digerleri, 2008). Matoock ve digerleri (2005), beton zeminin toprak zemine gore daha az
enfeksiyon riski tasidigini bulmustur. Weber ve digerleri (2016) ise yaptiklari ¢alismada
zemin tipini dnemsiz bulmustur. Ote yandan, Trotz-Williams ve digerleri (2008) beton zemini

daha diistik riskli bulurken, toprak ya da ¢akil zemini hastalik ile iliskilendirmemistir.

Diaz ve digerleri (2018), ¢itali doseme tipini (diski ile temas1 azlattigindan) C. parvum
enfeksiyonuna karsi olduk¢a koruyucu oldugunu bulurken, Maddox-Hyttel ve digerleri (2006)

c¢italt désemenin enfeksiyon riski ile iligkili olmadigini bulmustur.

Castro Hermida ve digerleri (2002), buzag: barinaklarinda saman altlik kullanilmasini
C. parvum riskiyle iligkili bulurken; s6z konusu durumla iligkili bulmayan pek ¢ok caligmada
bulunmaktadir (Maddox-Hyttel ve digerleri, 2006; Silverlas ve digerleri 2009; Urie ve
digerleri, 2018; Weber ve digerleri, 2016). Saman yataklarinin daha fazla risk
olusturabilecegine kanitlar yetersiz bulunurken diger yatak tipleri hakkinda énemli bir kanit
bulunmamaktadir (Brainard ve digerleri, 2020b). Szonyi ve digerleri (2012) ise saman
altliklarin enfeksiyon riskini artirdigini bulmuslardir. Derin ve kuru saman yataklarinin

hayvanlar1 diskidan uzak tuttugu disiiniilmektedir. (Brainard ve digerleri, 2020b). Brook ve

76



digerleri (2008), 11-15 cm derinligindeki yataklarin 0-5 cm derinligindeki yataklara gore daha
az hastalik riski tasidigini bulmustur. 6-10 cm derinligi 0-5 cm derinlige gore koruyucu
bulurken, 15 cm biiyiik derinlikleri 0-5 cm derinlige kiyasla koruyucu bulmamistir. Yani
yatak derinligi ile hastalik riski arasinda tutarl bir iliski bulunamamistir (Brook ve digerleri,
2008; Brainard ve digerleri, 2020b). Bol nem ve yetersiz drene edilmis zeminin varlig
kistlerin hayatta kalma siiresini uzatabilmektedir (Barwick ve digerleri, 2003). Onceki
calismalarda farkli sonuglar elde edilmesi, bizim ¢alismamizda da barinak tipi ve barinma
kosullar ile hastaliga dair net bir iligki tespit edilememis olmas1 diger faktorlerle birlikte
degerlendirilmesi gerektiginin yani sira daha kapsamli ¢alismalarla konunun irdelenmesi

gerektigini diistindiirmektedir.

Havalandirma kosullarinin hastalik riskini etkileyip etkilemedigi tam olarak aciga
cikmis degildir (Brainard ve digerleri, 2020b). Iyi havalandirilmis ahirlarda yasayan ve ayni
zamanda yeterli glines 15181 alan buzagilarin daha az riske sahip oldugu bildirilmistir
(Matoock ve digerleri, 2005). Basingli tiip veya capraz havalandirma kosullari ile dogal
havalandirmanin hastalik riskiyle bir baglantis1 olmadig: bildirilmektedir (Urie ve digerleri;

2018).

Buzagilarin bagli ya da serbest halde dolagmasinin enfeksiyon ile bir iliskisi
bulunamamistir (Brainard ve digerleri, 2020b; Silverlas ve digerleri, 2009; Szonyi ve
digerleri, 2012). Weber ve digerleri (2016), acikta barindirilmanin (¢atisiz) hastalik riskini
biiylik Olclide artirdigin1 bulurken, Szonyi ve digerleri (2012) ookistlerin dokiilmesi ile

barindirilma arasinda higbir baglant1 bulamamislardir.

Bireysel veya ortak alanlarda barindirma, kapali veya acik alanda bulunma, siiriide
cryptosporidiosis olup olmamasi, cins, kolostrum, dogumdan sonra anne ile gecirilen siire,
althk veya yatak tipi, buzagilarin bagli veya serbest olup olmadigi ve besin takviyesi
kullanim1 olup olmadig: hastalik riski ile iligkili oldugu gosterilmistir (Brainard ve digerleri,

2020D).

Siitten kesim Oncesi donemdeki buzagilarda en yaygin tiir olarak C. parvum
bildirilmektedir (Fayer ve digerleri, 2006; Fayer ve digerleri, 2007; Garber ve digerleri, 1994;
Geurden ve digerleri, 2007; Langkjaer ve digerleri, 2007; Lichtmannsperger ve digerleri,
2020; Santin ve digerleri, 2008; Trotz-Williams ve digerleri, 2005b; Trotz-Williams ve
digerleri, 2008; Xiao ve digerleri, 2007; Zhang ve digerleri, 2021; Zhang ve digerleri 2022).

Kvac ve digerleri (2011), siitten kesim 6ncesi donemde C. parvum prevalansini %53,3 olarak
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bildirmistir. Hatta baz1 siiriilerde %100'e kadar ¢ikan enfeksiyon oranlari bildirilmektedir
(Abuelo, 2016; de Graaf ve digerleri, 1999; Olson ve digerleri, 2004). Heniiz gelismemis
bagisiklik sisteminden dolayr C. parvum enfeksiyonlar1 genellikle dort haftaliktan kiiclik
yenidogan buzagilarda goriilmektedir (Fayer ve digerleri, 2007; Santin ve digerleri, 2008). En
yiiksek C. parvum prevalansina siit emen buzagilarda rastlansa da 3 giinliik yastan yetiskin
sigirlara kadar degisen yaslarda farkli oranlarda goriilebilmektedir (de Graaf ve digerleri,
1999; Quilez ve digerleri, 1996). En yiiksek C. parvum prevalansina 6+15 giinliik yasta
(%76.7), ardindan 3+4 giinliik yasta (%44.4) rastlanmistir (Quilez ve digerleri, 1996). 7-21
giinliik buzagilarda C. parvum siirii i¢i prevalansi %0 ila %70 arasinda degismektedir (Trotz-
Williams ve digerleri, 2005b). 1 ayliktan kiiglik buzagilarda, %35 ila %100'lik bir siirii igi
prevalansi bulunmustur (Trotz Williams ve digerleri, 2008). Tim C. parvum
enfeksiyonlarmin sulu ishalin meydana geldigi 1-4 haftalik buzagilarda gézlendigi, ancak
daha yasl buzagilarda goriilmedigi gozlemler de bildirilmistir (Zhang ve digerleri, 2021). Bu
durum vyasla birlikte bagisikligin gelisimi sayesinde enfeksiyona karsi direncin arttigi
gorilistinii desteklemektedir (Kvac ve digerleri, 2006). Bazi calismalar buzagilarda ookist
dokiilme sikliginin 20 giinliik yastan sonra azaldigini bulmustur (Garro ve digerleri, 2016).
Bizim ¢alismamizdan elde edilen bulgular da benzer dogrultudadir. Bu durumun yasa bagh
olarak azalan duyarliliktan veya ilk maruziyetten sonra kazanilmig bagisikliktan
kaynaklanabilecegini diistiniilmektedir (Silverlas ve digerleri, 2009). Baska bir ¢caligmada en
geng pozitif buzagilara 1 ve 2 giinlik yasta rastlanilmistir ve yas ile Cryptosporidium
enfeksiyonu arasinda bir iliski belirtilmemistir (Bjorkman ve digerleri, 2015). Garber ve
digerleri (1994), enfeksiyon sikligini 1 ila 3 haftalik buzagilarda en yiiksek olarak bulmustur.
Buzagilar en yiiksek Cryptosporidium ookistlerini 3 haftalik yasta dokerler ve en baskin tiiriin

C. parvum oldugu dogrulamaktadir (Thomson ve digerleri, 2019).

Cryptosporidium enfeksiyonunun prevalansi, 1 ayliktan kiigiik buzagilarda 6nemli
Olctlide en yiiksektir ve yasla birlikte giderek azalmaktadir (Castro-Hermida ve digerleri, 2006;
Castro-Hermida ve digerleri, 2011; Diaz ve digerleri, 2021; Langkjaer ve digerleri, 2007,
Mendonga ve digerleri, 2007; Santin ve digerleri, 2004; Santin ve digerleri, 2008; Smith ve
digerleri, 2014; Thomson ve digerleri, 2017). Sischo ve digerleri (2000), Garber ve digerleri
(1994), 3 haftanin altindaki buzagilarda sirasiyla %15 ve %48 Cryptosporidium prevalansi
bildirmistir. 0-3 aylik buzagilarda, onceki gozlemlerle tutarli olarak, diger herhangi bir yas
grubundan daha yliksek prevalansa rastlanmaktadir (Ayeleve diegrleri, 2018; Delafosse ve

digerleri, 2015; Manyazewalve diegrleri, 2018; Venu ve digerleri, 2013). Cryptosporidium
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pozitif digk1 sonucu alma riski 2 haftalikken en yiiksek orandadir (Ranjbar ve Fattahi, 2017;
Santin ve digerleri, 2008; Urie ve digerleri, 2018). Cryptosporidium'un yasam dongiisii goz
Oniine alindiginda, buzagilarin dogum zamanina yakin dogrudan kontaminasyon yoluyla
enfekte olmas1 muhtemeldir ve bu nedenle, ookistlerin digkida en yiiksek diizeyde dokiilmesi
yaklagik 2 haftalikken goriiliir (Olson ve digerleri, 2004). Enfeksiyon c¢ogunlukla bir
yenidogan problemidir (Naciri ve digerleri, 1993; Quilez ve digerleri, 1996; Xiao ve Herd,
1994). Ishal ve ookist dokiilmesi 4 giinliikken ortaya ¢ikabilir ve 8-10 giinliikken en yiiksek
seviyeye ulasir ve buzagilarin %90 ila %95'1 enfekte olur (Xiao ve Herd, 1994). Yenidogan
buzagilarda yapilan bir ¢alismada, Cryptosporidium prevalansinin salgin sirasinda (%80,3)
salgin sonrasma (%22,7) gore 6nemli Ol¢iide daha yiiksek oldugu ve Cryptosporidium
prevalansinin 3 haftaliktan kiiciik buzagilarda daha yiiksek oldugunu 6ne siiriilmektedir (Li ve
digerleri, 2019). Cryptosporidium'un en yiiksek prevalansina siddetli ishalin 2 ila 3 haftalik
buzagilarda goriildiigii ¢alismalar da bulunmaktadir (Cui ve digerleri, 2014). En yiiksek
prevalansin 1 ila 3 hafta arasinda degistigi ¢calismalar da bulunmaktadir (Zhang ve digerleri
2022). Ookistlerin atilimi <7 giinliik yas gruplarinda daha yiiksek oranlarda bildirilirken, >21
giinliik yas gruplarinda ise daha disiik oranlarda bulunmustur (Sari ve digerleri, 2009). Bizim
calismamizda ise en yiiksek orana %84 ile 1-10 giinliik yasta rastlanmistir ve 21-29 giinliik

yasta bu oran %37,7’ye inmistir.

Geng¢ buzagilarda prevalansin daha yiiksek goriilmesi ve biiylik ¢iftliklerde bu
yaslardaki buzagilarin daha fazla bulunmasi, nispeten daha sik ookist dokiilmesi ile ¢evresel
kontaminasyona daha fazla katki saglamaktadir (Hailu ve digerleri, 2020). Kontaminasyon
daha sonra ilk yeni dogan buzagilarin enfeksiyonu ile giiclenmektedir (Naciri ve digerleri,

1999).

Yetigkin sigirlarda da C. parvum enfeksiyonuna rastlanmaktadir (Lorenzo-Lorenzo ve
digerleri, 1993; Mann ve digerleri, 1986; Naciri ve digerleri, 1999; Thomson ve digerleri,
2019; Villacorta ve digerleri, 1991; Wells ve digerleri, 2015). Gorliniiste saglikli olan inekler
giinde 750.000 ila 720 milyon ookist salgilayabilir, boylece yeni dogan buzaginin c¢evresini
kontamine eder (Naciri ve digerleri, 1999). Buzagilar i¢in olasi bir enfeksiyon kaynagi,
dogumda annelerinden bulagmadir (Thomson ve digerleri, 2019). Geng¢ buzagilar dogumdan
¢ok kisa bir siire sonra C. parvum ile enfekte olabilmektedir (Santin ve digerleri, 2008;
Silverlas ve digerleri, 2010b; Silverlas ve Blanco-Penedo, 2013; Rieux ve digerleri, 2013).
Buzagilar, annelerini emerek veya kontamine altliklarla temas ederek kolayca enfekte olabilir

(Naciri ve digerleri, 1999). Yapilan molekiiler calismalarda 1 giinliik buzagilarin digkisinda C.
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parvum DNA's1 tespit edilmistir. Oysa C. parvum'un prepatent siiresi 2-7 giin olarak
bilinmektedir, dolayisiyla bu hayvanin parazitle aktif olarak enfekte olmasi olasi degildir
(Tzipori ve digerleri, 1983); bununla birlikte, bununla birlikte, buzagilarin paraziti yasamin
cok erken donemlerinde alabildigini gostermektedir (Thomson ve digerleri, 2019). Yine 3
giinliik yastaki buzagilarda Cryptosporidium ookistleri tespit edilen bir ¢alismada dogumdan
hemen sonra enfekte olabilecegi gosterilmektedir (Avendano ve digerleri, 2018; Garro ve
digerleri, 2016). Bizim calismamizda da en erken 3 giinliik yasta pozitiflige rastlanilmistir. Bu
gozlem, parazitin yaklasik 4 giin oldugu tahmin edilen yasam dongiisiiniin siiresi ile tutarlidir
(Naciri ve digerleri, 1993) ve ayrica buzagilama alaninda yogun cevresel kontaminasyon
oldugunu disiindiirmektedir (Santin ve Trout, 2008). Bu sonug, Cryptosporidium spp. ile
enfeksiyonun, bildirilen minimum prepatent siiresinin 2 (Silverlas ve digerleri, 2009) ile 3 giin
arasinda (Fayer ve digerleri, 1998) olmasi nedeniyle dogumdan sonraki ilk saatlerde meydana

geldigini gostermektedir (Naciri ve digerleri, 1999).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; Denizli ilinde neonatal buzagilarda Cryptosporidium spp.’nin yayginligi
%68,4 olarak belirlenmistir. Yas arttikca enfeksiyonun goriilme oranmin azaldigi, disi
buzagilarda erkek buzagilara oranla daha fazla goriildiigii, dogar dogmaz hiperimmun serum

(E. coli) kullanan buzagilarda daha az oranda rastlanildig: tespit edilmistir.

Neonatal buzagilarda Cryptosporidium spp. ishal sendromundan sorumlu olan yaygin
bir patojendir ve hem buzagi kayiplar1 hem de tedavi masraflar1 neticesinde diinya genelinde
hayvancilik sektorii icin biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Yetersiz ahir sartlari,
kotii ¢iftlik yonetimi, uygun olmayan bakim ve besleme kosullar1 proflaktik amacl ilaglart
bile yetersiz kilmaktadir. Ayn1 zamanda siirdiiriilebilir ve ekonomik olmamakla birlikte uzun
vadede olumsuz sonuglara yol agabilmektedir. Yiiksek morbidite ve mortalite ile seyretmesi
onemli ekonomik kayiplara yol agmasinin yaninda, gida giivenligi ve arzimi tehdit etmekte,
thracaat kayiplarina yol agmaktadir. Diger yandan bilingsiz ve asir1 antibiyotik kullanimini

artirmakta mikrobiyal direncte artiga yol agmaktadir.

Cryptosporidium parvum, sigirlarda tanimlanmis zoonotik Oneme sahip tek tiirdiir.
Insanlarda C. parvum salgmlarina pek cok iilkede rastlanmakta ve bu durum g¢ogunlukla
buzagilarla iliskilendirilmektedir. Ozellikle ookistlerin hem yeralt1 hem de yiizey sularina
karismasi sonucu su kaynakli kiiresel salginlar goriilebilmektedir. Bu durum ¢ocuklarda, HIV
ve AIDS gibi immun sistemi baskilayan hastaliklara sahip insanlarda 6nemli derecede yiiksek
bir risk faktoriidiir. Cevresel ookist yiikiinli azaltmak, su kaynakli salginlar1 onlemek igin
dogru ¢iftlik yonetimi uygulamasinin 6nemi vurgulanmalidir. Bu noktada halk sagligi ve

hayvan saglig1 bir biitiin olarak goriilmeli, “Tek Saglik” stratejisi benimsenmelidir.

Calismamiz kisithi bir alanda, sinirh sayida 6rnek ile gergeklestirilmis olsa da elde
edilen epidemiyolojik verilerin etkenin bulas yollarin1 anlama ve koruyucu tedbirleri
degerlendirme noktasinda katki sagladigia inaniyoruz. insan ve hayvan saghgmi korumak,
ekonomik kayiplar1 azaltarak tilkemizdeki hayvanciligin siirdiiriilebilir olmasini saglamak
adina, enfeksiyonun epidemiyolojik faktorlerle iligkisini inceleyen daha kapsamli ¢alismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Cryptosporidium teshisinde Kinyoun Asit- Fast boyama yontemi gii¢lii bir tan1 yontemi
olarak kabul edilse de ¢aligmamiz molekiiler yontemin duyarliliginin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla molekiiler yontemler yardimiyla teshisin gerceklestirilmesi,
tiirlerin ve alt tiplerin belirlenmesi gerektigi hatta son yillarda gelistirilen nano PCR

yonteminin saha kosullarinda kullaniminin artirilmasi gerektigi kanaatindeyiz.
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