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OZET

Kuzu Enteritislerinde Cryptosporidiosis Hastaliginin
Patolojik Yontemlerle Arastirilmasi

Amac¢: Kuzu ishallerinde Onemli patojenlerinden birisi olan C. parvum
etkenlerinin, bagirsak smear1 ve parafin kesitlerden MZN, immunohistokimyasal ve
immunfloresan boyama yontemleri ile kesin teshisini yapmak, makroskobik ve
histopatolojik bulgularin1 degerlendirmek ve bir ayliga kadar olan kuzulardaki
yayginligini ortaya koymaktir.

Materyal ve Metot: Konya Veteriner Kontrol Enstitiisii Patoloji Laboratuarina
bir y1l boyunca, ishal sikayeti ile 6lmiis (85 adet) ve agoni halde getirilerek nekropsileri
yapilmis (60 adet), 0-30 giinliik, 145 adet kuzudan alinan bagirsak Orneklerinden
hazirlanan parafin kesitler histopatolojik, immunfloresan ve immunohistokimyasal
yontemlerle; taze elde edilmis 60 bagirsakdan hazirlanan mukoza kazinti 6rneklerinin
MZN boyamalar1 da sitopatolojik olarak incelendi.

Bulgular: Bagirsak smearlar1 elde edilen 60 6rnegin MZN boyamalarinda %13.3
oraninda (8 Ornek) kirmizi renkte boyanmis, 3-4 w biyiikliikkte oval-yuvarlak sekilli
etkenler tespit edildi. Parafin bloklar1 hazirlanan 145 Ornekten alinan kesitlerin
immunfloresan ve immunohistokimyasal boyamalarinda ise %13.8 oraninda (20
ornekte) pozitif reaksiyon gozlendi. immunfloresan ve immunohistokimyasal
boyamalarda, C. parvum antijenik yapilarinin tipik olarak bagirsak epiteli boyunca
siralandi@1 tespit edildi. Etken tespit edilen bagirsak kesitlerinin histopatolojik
incelemelerinde ise; epitel hiicre dejenerasyonu, nekroz ve deskuomasyonu, propriada
hiperemi, mononiikleer hiicre ve eozinofil 16kosit infiltrasyonlar: ile epitel yiizyinde
parazite ait yapilar sik¢a goriilen histopatolojik degisiklikler olarak belirlendi.

Sonu¢: Arastirma sonunda, ishal sikayeti ile nekropsisi yapilmis 0-30 giinliik
kuzularda %13.8 oraninda C. parvum tespit edilmis ve erken donem kuzu kayiplarinda
onemli bir faktér oldugu sonucuna varilmistir. Calismada immunfloresan,
imunohistokimya ve MZN boyamalari ile etkili sonuglar alinmstir.

Anahtar Kelimeler: C. parvum, enteritis, histopatoloji, immunohistokimya,

immunfloresan.
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ABSTRACT

The Pathologic Investigations of Cryptosporidiosis in Lamb Enteritis

Aim: Cytologic, histopathologic, immunofluorescence and
immunohistochemical detection of C. parvum, an important pathogen of lamb enteritis,
from intestinal smears and tissue sections, evaluation of histopathology and to
determine the prevalence in 0-30 days aged lambs with enteritis.

Material and Method: For this aim, intestinal smears and tissue sections
obtained from 0-30 days aged 145 lambs, dead (85 lambs) or in agony (45) because of
enteritis during 1 years. Smear samples were stained by MZN. For histopathology,
immunofluorescence and immunohistochemistry, tissue section were routinely
processed according to histopathology procedures and prepared paraffin sections. Slides
were stained according to hematoxylin-eosine, immunohistochemistry and
immunofluorescence procedures.

Results: 13.3% of smear samples were found positive in MZN stainings.
Antibody positivity was detected in the rate of 13.8% immunofluorescence and
immunohistochemistry. C. parvum antibodies were observed eptihelial surface of
intestinal sections. In histopathologic examination desquamative, degenerative and
necrotic changes of epithelium, cellulary infiltration of propria and parasitic structures
on the surface of epithelium were observed.

Conclusion: At the end of the study, Cryptosporidium parvum antibodies were
detected as 13.3%, and 13.8% in smear samples and immunostainings, respectively.

Keywords: Cryptosporidium parvum, enteritis, histopathology,

immunofluorescence, immunohistochemistry.



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

C. parvum : Cryptosporidium parvum

DAB : 3,3-diaminobenzidine

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FAO : Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
FITC : Fluorescein isothiocyanate

HE : Hematoksilen-Eozin

H,0; : Hidrojen peroksit

Ig : Immunoglobulin

MZN : Modifiye Ziehl-Neelsen (Modified Ziehl-Neelsen)
PBS : Phosphate buffered saline

TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu

4X : 4’1liik objektif biiyiitmesi

10X : 10’luk objektif biiyiitmesi

40X : 40’lik objektif biiyiitmesi
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1. GIRIS

Kuzu ishalleri ¢ogu zaman virus, bakteri, protozoon ve diger etkenlerden biri ya
da birkac1 tarafindan olusturulan multifaktoryel bir durumdur. Ozellikle neonatal dénem
olarak tamimlanan 0-28 gilinlerde sik¢a ortaya c¢ikan ishalli hastaliklar koyun

yetistiriciliginin en énemli sorunlarindan birisi olarak gériilmektedir.'

Bir protozoon olan Cryptosporidium, Apicomplexa smifina ait koksidian bir
protozoon olup, veteriner ve beseri dnemi bulunmaktadir. Buzagi, kuzu, oglak ve
kanathilarda yiiksek morbidite ve mortalite gosterebilen Cryptosporidium enfeksiyonlari
ayn1 zamanda zoonoz karakterlidir.””

Rutin histopatolojik muayenelerde etkenin tanisi, ¢cogu zaman siipheli olarak
kalmaktadir. Hizli tan1 yontemlerinden birisi olan, digki 6rneklerinde MZN boyama
yonteminin de diger yontemlere oranla daha yetersiz oldugu dikkat ¢ekmektedir.’

Bu caligmanin amaci; neonatal déonem kuzu ishallerinde 6nemli bir patojen
olarak goriilen Cryptosporidium parvum etkenlerinin, bagirsak smearlarinda; MZN,
doku kesitlerinde ise immunohistokimyasal ve immunfloresan boyama yontemleri ile
teshisini yapmak, makroskobik ve histopatolojik bulgularini degerlendirerek, bir ayliga

kadar olan kuzu ishallerindeki durumunu ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Koyun Yetistiriciliginin Onemi

Glinlimiizde hayvancilik gelismis iilkelerde endiistriyel bir sektore doniligmiis ve
tilke ekonomilerinde olduk¢a dnemli bir yer tutmaktadir. FAO’nun 2012 yili verilerine
gore diinyada 1,5 milyar bas sigir, 199 milyon bas manda, 2.2. milyar bas koyun-keg¢i ve
24 milyar adet kanatl varligi bulunmaktadir.”

Ulkelerin gelismislik gostergelerinden birisi de kisi basi tiiketilen hayvansal
protein miktaridir. FAO’nun 2009 verilerine gore, kisi basina hayvansal kdkenli protein
tiiketimi Avrupa Birligi iilkelerinde 62 gr/giin, Amerika Birlesik Devletleri’'nde 72
gr/glin ve diinya ortalamasit 31 gr/giin iken Tiirkiye’de 28 gr/giin’diir. Diinyada kisi bas1
yillik et tretimi 42 kg iken, Tiirkiye’de 39 kg olarak bildirilmektedir. Kisi bast siit
iiretimi ise diinyada 103 kg iken Tiirkiye’de 235 kg’dir. TUIK 2013 verilerine gore
Tiirkiye’de 14 milyon 415 bin 257 bag sigr bulunurken, 38 milyon 509 bin 795 bas
koyun-kegi bulunmaktadir. Ulkemizde kirmizi et iiretiminin % 29°u, siit iiretiminin ise
% 8’1 koyun ve kegilerden saglanmaktadir.’

Uyum yetenegi yiikksek bir hayvan olan koyunun, ayni zamanda iireme
yeteneginin yiiksek olmasi, meraya dayali yetistirilmesi, verime gegis slirecinin kisaligi,
yem giderlerinin diisiikliigii ve disa bagimliligin azlig1 gibi olumlu 6zellikleri dikkate
alindiginda koyunculugun 6nemi artmaktadur.®

Koyunculugun gelisimindeki pozitif faktorlerin yaninda, bilingsiz yapilan
hayvancilik, yeterli koruma tedbirlerinin alimnmamasi, uygun olmayan yetistirme
kosullar1 gibi olumsuzluklar ve enfeksiyon hastaliklari, koyunculuk sektoriinii olumsuz
yonde etkilemektedir. Yapilan arastirmalarda koyunlarda gastrointestinal hastaliklara

bagli kayplarin 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir.’



Neonatal donem olarak tanimlanan 0-28. giinlerde sik¢a ortaya c¢ikan ishalli
hastaliklar uzun yillardir iizerinde durulan en 6nemli konulardan birisi olarak dikkat
cekmektedir.'

2.2. Kuzularda Neonatal Ishaller

Yeterli koruma tedbirleri alinmamis isletmelerde altlik, ahir, mera ve birlikte
barmdirilan diger yash hayvanlarda bulunan ishal etkenleri ile kars1 karsiya kalan kuzu
ve oglaklarin neonatal dénem ishalleri 5nemli bir problem olarak goriilmektedir.'

Kolostrum veya pasif bagisiklikla kazanilmasi gereken immunoglobulin
yetersizlikleri, annedeki latent enfeksiyonlar, bakim-besleme kosullarinin
uygunsuzlugu, dogum zamani, dogum agirlig1 ve parite neonatal donem hastaliklarinin

11,12

olusmasinda hazirlayici rol oynayan 6nemli etmenler olarak bildirilmektedir. Kuzu

ve oglaklarda ilk iki hafta igerisinde sekillenen ishal olgular1 tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Kuzu ve oglaklarda ilk iki hafta i¢erisinde sekillenen ishal olgularL11

Hastalik etkeni Hastalik periyodu Semptomlar
Kuzu dizanterisi 1-7 giin (14) Abdominal sanci, hafif timpani,
(CL perfiringes Tip B) once yesil-sar1, daha sonar kahve-

kirmizi1 kanli ishal merkezi sinir
sistemi belirtileri

Enteropatojen E. coli 1(2)-8 giin Kanli veya siit pihtilar1 iceren gri-

tiirleri sar1 renkli ishal, abdominal sanci.

Salmonellozis Dogum sonras1 3. Yiiksek ates, sar1 renkli ishal, sanci

giinden itibaren

L. monocytogenes 2-8 (28) giin Ishal ve septisemik tablo

Rotavirus enfeksiyonu 1-8 giin (14) Sar1 renkli sulu digki, kisa siirede
eksikozis olusumu, miks
enfeksiyon

Coronavirus enfeksiyonu 3-8 giin (14) Mukoza ve siit pargalari iceren
sulu diski, dehidrasyon, miks
enfeksiyon

Cryptosporidiosis 5-8 giin (14) Gri-beyaz, yesil renkli ishal,
abdominal sanci, hizli gelisen
eksikozis




2.3. Cryptosporidiosis

Cryptosporidiosis, bircok hayvan tiirii ve insanda Apicomplexa sinifina ait
koksidian bir protozoon olan Cryptosporidiumlar tarafindan olusturulan, o6zellikle
ruminantlarin neonatal donemlerinde etkisini gosteren ve ayni zamanda zoonoz 6zellikli
bir enfeksiyondur.”

Cryptosporidium’larm taksonomi igerisindeki yeri su sekildedir."

Alem: Protista

Kok: Alveolata

Kokalti: Apicomplexa (Sporozoa)

Smif: Coccidea

Dizi: Cryptosporiida

Aile: Cryptosporiidae

Soy: Cryptosporidium

Cryptosporidium soyu igerisinde 16 gegerli tiir bildirilmistir. Ancak, morfoloji,
biyoloji biyokimya, patojenite, konoke¢1 6zellikleri ve immunoloji gibi bir ¢ok calisma
C. parvum lizerine yogunlagsmistir. Bu sebeple C. parvum insan ve veteriner hekimlik
alaninda 6nemli bir patojen olarak goriilmektedir.'*

Ik olarak farelerde tanimlanan ve kiiciik bir parazit olan C. parvum sigir, diger
ruminantlar ve insanda; C. andersoni si8irda; C. suis domuzda; C. felis kedide; ve C.
canis kopekte bildirilen 6nemli tiirlerdir. C. parvum, C. suis, C. felis ve C. canis zoonoz
ozellikli olmakla birlikte en etkili tiir C. parvum’dur. C. hominis ise hayvan temasi ile

15,16
> Bununla

iliskisi olmayan ve insan salginlarinin ¢ogunlugundan sorumlu olan tiirdiir.
birlikte ishalli insanlardan izole edilen Cryptosporidium sp.’nin kuzularda deneysel

Cryptosporidiosis olusturduguna dair veriler de bulunmaktadir."”



2.4. Tarihce ve Epidemiyoloji

Cryptosporidia’lar ilk olarak Tyzzer tarafindan sirasiyla 1907 yilinda farelerin
gastrik bezlerinde ve 1912 yilinda ince bagirsaklarinda ve 1929 yilinda ise tavuklarin
Bursa fabrisyusunda tespit edilmistir.'*'® Cryprosporidium parvum’da yine Tyzzer
tarafindan 1912 yilinda tamimlanmistir. '* Etkenin ishalle iliskilendirilmesi ise uzun
yillar sonra ortaya konulmustur. Cryptosporidium meleagridis Slavin tarafindan 1955
yilinda geng¢ hindilerde ishalle ilskilendirilmis, takip eden yillarda morfoloji ve hayat
déngiisii {izerine ¢alismalar artmistir.'*'® Cryptosporidiumlar sigir ishallerinde ise ancak
70°1i yillarin baslarinda farkedilebilmistir.'*

Insanlardaki ilk Cryptosporidium raporlar1 ise 1976 yilinda kontamine ¢iftliklerle
iligkisi olan ve direnci diisiik 2 ayr1 insanda bildirilmis, 1982 yilinda ise Centre for
Disease Control (CDC), Amerika Birlesik Devletleri’nde farkli eyaletlerden AIDS
(Acquired Immuno Deficiency Syndrome) sebebiyle bagisiklik direnci diismiis
hastalarda Cryptosporidiosis bildirilmistir.*"

Yapilan ¢alismalarda koyunlarda; C. parvum, C. bovis, C. hominis, C. andersoni,
C. ubiquitum, , C. fayeri, ve C. suis olmak tizere 7 farkli Cryptosporidium tiirii tespit
edilmistir."” Bu tiirler arasinda C. parvum ve C. ubiqutum en yaygm tiirler olarak
tanimlanmaktadir.”

Diinyada yaygin bir enfeksiyon olarak bildirilen Cryptosporidiosis19 hastalig1
tizerine Tirkiye’de farkli yoOntemlerle yapilan c¢aligmalarda, ishalli kuzularda
Cryptosporidiosis oraminin %2.97-%46.5 arasinda degistigi gozlenmistir.>*'

2.5. Morfoloji

Cryptosporidium’lar;  Plasmodium, Babesia, = Toxoplasma, Neosprora,
Sarcocystis, Cyclospora ve Eimeria veteriner ve beseri hekimlik agisindan 6énemli diger

protozoonlarla birlikte apicomplexa kokaltinda siniflandirilirlar.”’



Cryptosporidium genusu icerisindeki tiim iiyeler hiicre i¢i parazitler olup diger
okaryotik protozoonlar gibi ¢ekirdeklerinde ¢ift katmanla ¢evrili DNA’ya sahiptirler ve
cogunlukla mitekondri tasirlar. Giiniimiizde genom dizi analizleri tam olarak ortaya
konulan tiirler C. parvum ve C. hominis’dir.”

Gelisim evrelerine gore mikroorganizmanin biiyiikliigii 2-6 mikron arasinda
degisir. Makrogamontlar 5 mikron biiytkliigiinde olup kiiciik graniiller icerirler.
Parazitin farkli evreleri 151k mikroskobu altinda tanimlanabilir ancak en iyi goriintiiler
elektron mikroskobunda elde edilir. Dort sporozoit iceren ookistler digki flotasyonu ya
da Giemza, MZN, Auramine, floresan isaretli antikor teknikleri ile boyanmis diski
smearlarinda ortaya konabilir. MZN boyamalarda ookistler parlak pembe-kirmizi
boyanurlar, %%

2.6. Biyoloji

C. parvum’un hayat siklusu, Eimeria ve Toxoplasma gibi kist olusturan diger
mikroorganizmalarla benzerlik gostermekle birlikte farkli olarak Cryptosporidium’larda
ookist sporulasyonu konak icerisinde sekillenir ve bu sekilde diski ile atilirlar.”” Bunlar
aym zamanda enfektif ozellik gosterirler.”® C. hominis ve C. parvum genellikle
incebagirsaklarda lokalize olur. Fare ve buzagida ileo-sekal kavsagin ileum tarafi, C.
parvum i¢in favori yerlesim bolgesidir. C. muris, C. andersoni ve C. serpentis gastrik
mukozaya yerlesirken, C. baileyi tavuklarda solunum yollar1 ve kloakay1 tercih
etmektedir."*

Cryptosporidium tiirleri monoksen ve zorunlu intraseliiler mikroorganizmalardir.
Enfektif ookistler icerisinde, 4 adet ciplak ve hareketli sporozooit tasirlar. Enfekte
konakta eksitasyon, hiicresel invazyon ve internalizasyon, merogoni, gametogoni,
fertilizasyon, ookist duvarmin olusumu ve sporogoni olmak iizere farkli evreler

sekillenir. Eksitayon evresinde enfekte konakc¢inin diskisi ile atilan ookistler diger



konak tarafindan agiz yoluyla alinir. Agiz yolu ile alinan ookistlerin duvari viicut 1sisi,
asidik etki, tripsin ve safra tuzlar etkisiyle yikimlandiktan sonra muz seklinde olan 4
adet sporozooit serbest kalirlar. Serbest kalan sporozoitler apikal kompleks organelleri
vasitastyla bagirsak enterositlerinin mikrovilluslarma tutunurlar. Cryptosporidium
tiirlerinde bu gelisim intraseliiler fakat ekstrasitoplazmik olarak sekillenen parazitofor
vakuoller igerisinde devam eder. Apikal kompleks organelleri ile konak hiicre ile
temasa gelen parazitin 6n kisminda hilal seklinde baslayan ve oval ya da sferik devam
eden ve kokenini parazitten alan bir vakuol sekillenir ve paraziti ¢evreler. Bu ilk vakuol
preparazitofor alarak tanimlanir.”’ Olusan vakuol daha sonra konakgi hiicre membrani
ile flizyona ugrayarak konak¢1 ve parazit arasinda bir arayiiz olusur. Sonrasinda parazit,
konak¢1 bagirsak epiteli mikrovilluslarindan koéken alan ince zarli bir vakuol ile
cevrelenir ve olgun parazitofor olusturulur.*® Parazitofor igerisindeki parazit intraseliiler
olmakla birlikte dogrudan konakg1 sitoplazmasi ile ilgkili olmayip ekstrasitoplazmiktir.
Internalizasyon siiresinde sporozoit kiiresel bir yap1 degisikligine ugrayarak trofozoit
adin1 alir. Hiicre kiiltiirli calismalarinda ilk temasla birlikte internalizasyon isleminin 15
dakika stirdiigii bildirlmektedir. Bu asamadan sonra etkenin eseysiz (merogoni-
sizogoni) ve eseyli (gamegoni) cogalma donemi baslar. C. baileyi gibi bazi cinslerde 3
meront bulunurken C. parvum 'da 2 meront olusumu vardir."*

Sizogoni ile trofozoit igerisindeki ¢ekirdek bdliinerek 6-8 yeni ¢ekirde olusur. Bu
yeni c¢ekirdeklerin herbirisi tekrar bdliinme gecirerek 6-8 merozoite doniislir.
Merozoitleri tasiyan ana hiicreye Tip I meront (sizont) ismi verilir. Tip I merontlarin
zarlarinin pargalanmastyla agiga ¢ikan merozoitler yeni hiicreleri enfekte ederler ve yeni
bir merogoni evresi baglatirlar ve tekrar Tip I merontlarla birlikte Tip II merontlar
olusur. Tip II merontlar 4 merozoit iretirler. Sadece Tip II merontlardan {ireyen

merozoitlerin mikrogamont (mikrogametosit, erkek) ve makrogamont (disi)’lara



farklilagmasi ile eseyli liremenin olustugu diisiiniilmektedir. Her bir mikrogamont ¢ok
cekirdekli olur ve her bir cekirdekten sperm hiicresi esdegeri olan mikrogametler
sekillenir. Ovum esdegeri olan makrogamontlar ise tek cekirdekli olarak kalirlar.
Fertilize makrogamontlar ookist olarak gelisirler. Ookistlerin sporlanmasi konakgida
sporlanirlar. sporlanan okist olgunlastiginda 4 sporozoit igerir. Gastrointestinal sistemde
diski ile, respiratorik sistemde ise nazal sekresyonla atilirlar.'* Ookistlerin maksimum
atilma giinii 11. giindiir. Iki tip ookist sekli vardir. Bunlarin ¢ogunlugu kalin duvarl
olup disar1 atilir. Diger bir kisim ookistler ise ince duvarli olup otoenfeksiyon
olustururlar.''®2*

2.7. Bulasma

Di1s ortama atilan ookistler olduga direnclidirler. 4 C’de 6 ay, oda 1sisinda 4 ay
enfeksiyon yetenegini korurlar. 65 C’de kisa siirede etkisiz kalirlar. Geng kedi ve
kemirgenler ookistleri yayarlar. Ayrica karasinekler kontamine diskilardan alarak
mekanik olarak etkeni tagirlar."'

Insanlara bulagma, insandan insana olabilecegi gibi ¢iftlik, hayvanat bahgesi gibi
enfekte hayvanlarla birliktebulunan insanlarda da sekillenebilir. igme sular ile birlikte
eglence-siis sulamalar1 da aktarimda onemli rol oynarlar. Yine sulama sularindan ve
taze sebzelerden de kontaminasyonlar bildirilmistir.'>?*=

Kuzulara bulagma, fekal-oral yol araciligiyla kuzudan kuzuya ya da yetiskin
koyunlardan kuzuya nakil seklinde olur. Ortak yasam alanlar1 ve kontamine su bu
asamada onemli rol oynar. Enfeksiyon dozu ¢ok diisiik olup ¢ok az sayida (5’den az)
ookist bile enfeksiyon olsturabilir. Etken aseksiiel (eseysiz) ¢cogalma doneminde ¢ok
hizli ¢ogalarak enfektif 6zellikli merozoitlere doniisiir. Enfekte olan bir kuzu 5-10 giin

icerisinde hastalif1 ¢ok daha biiyiik stiriilere yayabilir. Ciftlik ortamindaki rodentler

potansiyel bulas kaynagidirlar. Serbest dolagimli bir ¢ok hayvan aemptomatiktir ve



kuslar araciligiyla mekanik bulagsma da s6z konusudur. Tiim bu faktérler géz Oniine
alindiginda Cryptosporidiosis kontrolii gii¢ bir hastaliktir.’

2.8. Patoloji

Enfeksiyon 6zellikle bakim beslemesi yetersiz kuzularda yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyreder. Dis ortamda bulunan ookistlerin dezenfektanlara karsi direncli
olmalar1 ve 20 C de aylarca canli kalabilmeleri, enfeksiyonun yayilisinda énemli bir
etkendir.”*?® Cryptosporidiumlari merogoni, gametogoni ve sporogoni dénemleri
enfekte epitel hiicrelerinin firgams: kenarlarinda goriiliir.'® Biyoloji kisminda da
anlatildig1 tizere, bu etkenler konak¢inin hiicre membrani ile ¢evrili vakuoller i¢inde
yerlesiktirler. Sporozoit membraninda bulunan 6zel bir protein (CP47), ileal epitel hiicre
boyunca yerlesik fircamsi1 kenarda yer alan hedef hiicrelerdeki bir glikoprotein olan P57
aracih@1 ile hedef hiicrelere baglanir.”” C. parvum kuzularda alt jejenum ve ileumda
yerlesirken siddetli olgularda sekum, kolon ve rektuma kadar yayllabilir.3

Cryptosporidiosis bazi tiirlerde ve cogu zaman asemptomatik seyreder. Ozellikle
yenidogan ruminantlar (buzagi, kuzu, oglak, geyik yavrusu) enfeksiyona yatkindirlar ve
bunlarda C. parvum etkili olur. Ilk 1-4 haftalik dénem buzagilarda ve 5-14 giinliik
kuzularda ishal, istahsizlik ve depresyon goriiliir.'°

Cryptosporidium enfeksiyonlarinda immunolojik olarak daha ¢ok hiicre aracili
savunma goriiliirken humoral savunma da destek saglar. Kombine immunolojik
yetmezIligi bulunan arap at1 taylarinda, Feline Leukemia Virus ile enfekte kedilerde ve
Distemper’li kdpeklerde agir enfeksiyonlar bildirilmistir."

Cryptosporidiumlar immun olojik yetersiz bireylerde, 6zefagustan kolona kadar
sindirim sisteminin herhangi bir yerinde bulunabilir. Solunum yollarinda oldugu kadar

karaciger, safra ve pankreas kanallarinda da goriilebilir. Cryptosporidiosis geng



ruminantlarda ¢ogunlukla enterotoksijenik E. coli, rotavirus ve coronavirus ile birlikte
bulunacag: gibi primer patojen olarak da kendini gosterebilir.'>'®

Intestinal Cryptosporidiosis tiim tiirlerde degisen derecede villus atrofisi ile
kendisini gosterir. Villuslarda kiitlesme, yapigmalar ve Lieberkiihn kriptlerinde
hipertrofi vardir. Mukoza epiteli ¢ogu zaman kiibik, yuvarlak yada kisa prizmatik
degisiklige ugrar ve villuslarda diizensiz ¢ikintilar olusur. Villus epitelinin mikrovillus
ylizeyi boyunca ¢ok sayida Cryptosporidium goriilebilir. Etken ince bagirsaklarin distal
yarimi Ozellikle de ileumda belirgin olup sekum ve kolonda nadiren yelesir. Hafif
notrofil 16kosit birikimi ile birlikte mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekebilir.
Enfekte buzagilarda intraepitelyal T lenfositlerde artis bildirilmistir.'®

2.9. Klinik Bulgular

C. parvum enfeksiyonlar1 4-10 giinliik neonatal dénem kuzularinda en onemli
hastaliklardan birisi olarak gortilmektedir. Enfekte kuzularda bol sulu bir ishal goriiliir.
Ishal sebebiyle dehidrasyon, istahsizlik, uyusukluk ve abdominal gerginlik dikkati
ceker. Ishal ilk ookist alimimni takiben 3-7 giin sonra baslar ve diskidaki ookist miktarimna
bagl olarak (10°-10"/ gr) en list seviyeye ulagir. Klinik belirtiler azalsa bile ookist atilimi
giinlerce devam edebilir. Siddetli olgularda ishalle birlikte 2-3 giin igerisinde Sliimler
goriilebilir. Klinik bir vakada, 7-10 giin igerisinde 10'* adet ookist iiretimi miimkiin
olmaktadir. Erigkin koyunlarin hastaligi asemptomatik olup ¢ok daha az sayida ookist
yayarlar.>**

Duyarli genclerde ishal 14 giin kadar siirebilir. Sulu, pis kokulu, mukuslu bir
ishal vardir. Viicut 1s1s1 ylikselmez. Gozler orbita icerisinde ¢okiiktiir. Asir1 sivi kaybina

bagli olarak 24-36 saat gibi kisa siirede dehidrasyon, asidozis, eksikozis ve hipoglisemi

11
olusur.
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Cryptosporidiosis’te villus atrofisi ile birlikte gelisen absorpsiyon bozukluguna
bagli olarak ishal gelisir. Mukoza yiizeyinde olgunlasmamis epitel hiicre
populasyonunda artig vardir. Absorptif hiicre yiizeyler biiyiik oranda Cryptosporidium
etkenleri tarafindan isgal edilmistir. Basta prostoglandinler olmak iizere yangisal
mediatorlerin salgilanmast mukozal sekresyonu epitel hiicrelerinin permeabilitesini
artirir. '

2.10. Teshis

Cryptosporidiosis enfeksiyonlariin teshisinde diski drneklerinin MZN ya da
Auromine gibi boyamalarla birlikte, HE ile boyanmis doku kesitlerinde epitel
hiicrelerinin  fircams1 kenarlarinda tipik goriiniimlerinden yararlanilabilmektedir.
Etkenler konak¢inin epitel hiicrelerinin firgamsi kenarlari boyunca, hiicre membrani ile
cevrili vakuoller igerisinde goriilebilirler. Daha spesifik teknik olarak; ELISA,
immunfloresan ve immunohistokimyasal boyamalar ile birlikte molekiiler teknikler
kullanilmaktadir,?>**2628

2.11. Tedavi ve Koruma

Cryptosporidosis hastaliginin etkili bir tedavisi yoktur. Halofuginon, 60-125
ug/kg dozda 7 giin siire ile kullanildiginda ookist sagilimini azaltmakla birlikte yiiksek
dozlarda kanli ishal, dehidrasyon gibi komplikasyonlara, 3 kat dozda ise oliimlere yol
actig1 bildirilmistir. Yine bir diger etkili ilag olan Lasolacid Sodyum’da toksik etkisi
sebebiyle tercih edilmemektedir. Antiprotozoal ilaglarla birlikte destekleyici tedaviler
denenebilir. Koruma olarak enfekte hayvanlarin ayrilmasi, ortamdaki ookistlerin tahrip
edilmesi 6nemlidir. Ookist yikimlanmasinda dezenfektanlar etkisiz olup ancak buharla
miimkiindiir."'

Tiirkiye’de Cryptosporidiosis enfeksiyonunun teshisine yonelik calismalarin

daha ¢ok diski drneklerinden parazitolojik muayenelerle yapildigi gériilmektedir.>'%2"
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#2220 Bynunla birlikte C. parvum’un doku diizeyinde antijenik lokalizasyonu ve

histopatolojik 6zellikleri iizerine sirli sayida calisma bulunurken, ** parafin kesitlerde
immunfloresan, bagirsak smearlarinda se sitolojik yontemle teshis edilebilirligi {izerine
kapsamli bir arastirmanin bulunmadigi dikkati ¢ekmistir.

Calisma, ishal belirtisi gosteren 0-30 giinliik kuzularda, C. parvum’un MZN,
immunohistokimya ve immunfloresan boyama yontemleri ile teshisini yapmak,
makroskobik ve histopatolojik bulgularmi degerlendirmek ve kuzu ishallerindeki

durumunu ortaya koyarak bu alandaki agiklig1 gidermek amaciyla yapilmstir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calisma Materyali ve Ornekleme

Calisma materyalini, Haziran 2013-Mayis 2014 donemi igerisinde Konya
Veteriner Kontrol Enstitiisii Patoloji Laboratuarina, 129 farkli isletmeden ishal sikayeti
ile getirilen 6lmiis (85 kuzu) ve agoni haldeki (60 kuzu) 0-30 giinliik toplam 145 adet
kuzudan alinmis bagirsak drnekleri olusturmustur.

3.2. Makroskobik Muayeneler

Ornek temini yapilacak kuzularin anamnezinde ishal sikayetinin olmasina dikkat
edildi. Ishal sikayeti veya belirtisi olan, 0-30 giinliik yastaki 145 adet kuzunun sistemik
nekropsileri yapildi. Caligmanin amacina uygun olarak, karin boslugu, ince ve kalin
bagirsaklar, mezenterik lenf diiglimleri muayene edildi.

Makroskobik muayene sirasinda dis bakida ishal, dehidrasyon, kaseksi; i¢ bakida
ise karin boslugunda sivi, bagirsaklarda hiperemi, seroza yiizeylerinde kanama,
mezenterik lenf diigiimlerinde biiylime gibi degisiklikler kaydedildi. Sonraki asamada
bagirsaklar usuliine uygun olarak agilarak bagirsak lumeni ve mukoza incelendi. Bu
amagla mukoza yiizeyinde eksudat, nekroz, kanamali igerik, irinli igerik, fibrinli igerik
gibi farkli lezyonlar dikkate alindu.

Calisma sonrasinda Cryptosporidiosis yoniinden pozitif olarak tespit edilen
vakalar tekrar degerlendirildi ve Cryptosporidiosisli kuzularda goriilen makroskobik
lezyonlar ayrica tespit edildi.

3.3. Bagirsak Smearlarindan MZN Boyamalari

Calisma siiresi icerisinde agoni halde elde edilen 60 kuzunun nekropsileri
sirasindan ince bagirsaklarin mukoza yiizeylerinden kazint1 6rnekleri alindi. Bu amagla
nekropsi sirasinda taze alinan bagirsak ornekleri dncelikle makas yardimiyla lumen

boyunca acildi. Bagirsak icerigi bosaltildiktan sonra, temiz bir lam kenar1 ile mukoza
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yiizeyi temizlendi. ikinci bir lam kenar1 ile bagirsak mukozasi boyunca kazinti alind.
Alman kazintt 6rnegi, farkli temiz lamlara yayildi ve metil alkol ile kaplanarak
kurumalari saglandi (Sekil 3.1).

MZN boyamalar1 igin ticari temin edilen boyama seti (ZIEHL-
NEELSEN modified for Cryptosporidium, Bio-optica, 04-110803, italya) kullanildi.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda kit prosediiriine uygun olarak preparatlar
boyandi.

Bu amagla smearlar A ayracinda 10 dakika bekletildi ve distile su ile yikandi.
Ayni sekilde B ayracinda 15 saniye, C ayracinda 30 saniye bekletildi. Her iki ayrag
sonrasinda distile su ile yikandi. Havada kurumalar1 saglanan 6rnekler, 151k mikroskobu
altinda (DP72 kamerali Olympus BX51, Tokyo, JAPONYA) sirastyla 4X, 10X ve 40X

biiyiitme ile incelendi ve fotograf ¢ekildi.

Sekil 3.1. Bagirsak mukozasindan kazinti 6rneginin alinig1 (a) ve yayma Orneginin
hazirlanisi (b).
3.4. Histopatoloji Yontemleri
Nekropside elde edilen bagirsak ornekleri, lumenleri agildiktan sonra diiz bir
zemine agildi. Katlanmalar1 6nlemek i¢in mukoza yiizeylerine % 10’luk tamponlu
formalin solusyonu damlatildi. Bir ka¢ dakikalik 6n tespit isleminden sonra &rnekler
tekrar % 10’luk tamponlu formalin solusyonu iceren kavanozlara alinarak tespit
islemine devam edildi. Akar su altinda yikanan doku Orneklerinden sirasiylar rutin

alkol-ksilol takip islemleri yapilarak parafin bloklar hazirlandi. Hazirlanan parafin
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bloklardan alinan 5 mikron kalinligindaki mikrotom kesitleri hematoksilen-eozin (HE)
ile boyandi. Tiim kesitler 151k mikroskobunda (DP72 kamerali Olympus BX51, Tokyo,
JAPONYA) sirastyla 4X, 10X ve 40X biiylitme ile incelendi ve uygun goriilenlerden
mikroskobik fotograflar ¢ekildi.

3.5. Immunohistokimyasal Incelemeler

Deparafinizasyon islemi i¢in kesitler 3x5 dk. ksilolden gecirildikten sonra 2x2
dk. 99°, 1dk. 96° alkollerde rehidre edildi. Ardindan dokular distile su igerisinde
yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in kesitlere nemli ortamda
10 dakika siire ile %3’liik H,O, uygulandi. Daha sonra dokular 2 defa 5 dakika boyunca
PBS ) ile yikandi. Dokulardaki antijeni aciga ¢ikarma islemi i¢in 3x5 dk. 500 watt’da
sitrathl tampon c¢ozeltisi (10mM sitrik asit, %0.05 Tween 20, pH6) uygulandi. Bu
asamadan sonra kesitler sitratli tampon c¢ozeltisi igerisinde oda 1sisina gelene kadar
bekletildi. Ardinda dokular 2 kez 5 dakika boyunca PBS ile yikandi. Sonrasinda protein
bloklama soliisyonu dokularin iizerini kapatacak sekilde eklendi ve 5 dakika siireyle oda
1s1sindan inkube edildi. Protein bloklama soliisyonu uzaklastirildi ve yikama islemi
yapilmaksizin lamlarin {istiine uygun oranda antikor dilusyon buffer (Dako S0809,
Carpinteria CA,ABD) ile 1/50 (1/50, 1/100 ve 1/500 6n denemeleri yapilmistir)
oraninda sulandirilmis primer antikor (Cryptosporidium parvum antibody, BDI370,
mouse monoclonal IgG1, Santa Cruz Biotechnology, Katolog no: sc-57693) konularak
dokular 37°C de 45 dakika inkubasyona birakildi. Inkubasyonu takiben primer antikor
uzaklastirillarak 2 defa 5’er dakika siireyle PBS ile yikandi. Daha sonrasi kesitler
biotinlenmis sekonder antikor ile oda 1sisinda 10 dakika muamele edildi. Tekrar PBS ile
2 defa 5’er dakika siireyle yikanan kesitler, streptavidin- peroksidaz ile oda 1sisinda 10
dakika inkubasyona birakildi. PBS ile yikamanin ardindan kesitler 3,3-

diaminobenzidine (DAB) ile muamele edildi. Son olarak, ¢esme suyu ile yikanan
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keistler Mayer’s hematoxylin ile 45 saniye boyandi. Sirasiyla 96° (1 dakika), absolut
alkol serisi (2 dakika) ve ksilolden (2 kez 5’er dakika) gecirildi. Kesitler lamel ile
kapatild1 ve tiim kesitler 151k mikroskobunda (DP72 kamerali Olympus BX51, Tokyo,
JAPONYA) sirastyla 4X, 10X ve 40X biiyiitme ile incelendi. Uygun goriilenlerden
mikroskobik fotograflar ¢ekildi.

3.6. Immunfloresan Incelemeler

Immunohistokimyasal boyamalarda uygulanan prosediiriin primer antikor ile
inkubasyon kismina kadar olan boliimii Immunfloresans boyamalarda da ayni sekilde
uygulandi. Bu asamadan sonra primer antikor uzaklastirilarak PBS (2 defa 5’er dakika)
ile y1ikandi. Daha sonra dokular 37°C de 45 dakika boyunca 1/20 oraninda sulandirilmis
Goat anti Mouse Ig FITC (Biox, Katalog No. BIO156) ile inkubasyona birakildi.
Tekrar PBS ile yikanan (5 dakika) kesitlerin iizerine gliserin damlatilip, lamel ile
kapatild1 ve floresans mikroskopta (Carl Zeiss axioskop A1, Colibri 2 led fluorescence)

incelendi. Uygun goriilenlerden mikroskobik fotograflar ¢ekildi.
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4. BULGULAR

4.1. Orneklerin Aylara Gére Dagilimi

Calisma siiresi igerisinde 0-30 giinliikk ve ishal sikayeti bulunan 145 kuzudan
ornek alinmigtir. Donem igerisinde Aralik, Ocak, Subat, Mart ve Nisan aylarinda
materyal temini yapilmig olup, Mayis, Haziran, Temmuz, Agustos, Eyliil, Ekim ve
Kasim aylarinda yas grubu dahilinde 6rnek temini yapilmamaistir. Elde edilen 6rneklerin
aylara gore dagilimi ve pozitif 6rnek sayilart Tablo 4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1. Orneklerin aylara gore dagilimi ve C. parvum pozitif 6rnek sayilari

Aylar (2013-2014)  Ornek ahnan C. parvum pozitif C. parvum
kuzu sayisi ornek sayis1 (n=20) pozitiflik orani

% (n=145)
Aralik 8 2 1,38
Ocak 20 2 1,38
Subat 56 8 5,52
Mart 48 4 2,76
Nisan 13 4 2,76
TOPLAM 145 20 13,8

4.2. Makroskobik Bulgular

Calisma siiresi igerisinde nekropsileri yapilan kuzularda dis bakida soluk-sari
renkli veya daha agik renkte ishal, degisen diizeyde dehidrasyon ve kaseksi bulgulari
gdzlendi. I¢ bakida ise karin boslugunda sivi, bagirsak serozalarinda ve mezenteryumda
6dem ve hiperemi (Sekil 4.1) goriildii. Bagirsaklarin bazi olgularda sarimsi-beyaz
(Sekil 4.2) bazen de daha koyu bir icerik (Sekil 4.3) dolu oldugu dikkati cekti.
Mezenterik lenf diigiimlerinde biiyiime (Sekil 4.3), bagirsak mukozal yiizeyinde
hiperemi ve genelde miikdz eksudatla kapli oldugu tespit edildi.

Ishal sikayetli, 0-30 giinliik 125 ve ishal ile bitlikte Cryptosporidium parvum
tespit edilen 20 kuzuda goriilen makroskobik bulgularin gériilme oranlar1 Tablo 4.2°de

sunulmustur.
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Sekil 4.1. Karin boslugu ve bagirsak serozalarinda hafif 6dem. Beyaz-sarimsi igerikle
dolu ince bagirsaklar (oklar).

Sekil 4.2. Mezenteryumda hiperemik damarlar (beyaz oklar), serozada 6dem, hiperemi
ve sulu icerikle dolu ince bagirsaklar (siyah oklar).
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Sekil 4.3. Mezenterik lenf diigiimlerinde biliylime (ok).

Tablo 4.2. C. parvum tespit edilen ve edilmeyen kuzularda goriilen makroskobik

bulgular ve oranlar1

C. parvum’lu Diger ishalli
Makroskobik bulgu kuzularda kuzularda
(n=20) (n=125)
Goriillme % Goriillme %
saylis1 saylis1
ishal 20 100 125 100
dehidrasyon 20 100 76 60,8
kaseksi 11 55 51 40,8
karin boslugunda sivi 2 10 3 2,4
mezenteryum ve serozada 6dem 6 30 21 16,8
seroza yiizeylerinde kanama 1 5 7 5,6
mezenterik lenf diiglimlerinde biiyiime 12 60 110 88
bagirsak mukozal yiizeyde hiperemi 7 35 73 58,4
mukoza yiizeyinde kanama 1 5 13 10,4
mukoza ylizeyinde mukus 13 65 54 43,2
mukoza yiizeyinde irin 0 0 1 0,8
mukoza ylizeyinde fibrin 0 0 0 0
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4.4. MZN Boyama Sonuglari

Calismada agoni halde olup nekropsileri yapilan ve ince bagirsaklardan taze
olarak hazirlanan 60 Ornegin MZN boyamalarinda, 8 ornekte (%13.3) etken
gbzlenmistir. Koyu pembe- acik kirmizi tonlarda boyanan etkenler yuvarlak yapili, 3-4
mikron capinda ve kiimelenme Ozelligi gostermeden, dagmik olarak yayilmislardi

(Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Bagirsak epiteli ve yangt hiicreleri arasinda dagilmus C. parvum ookistleri
(oklar). Ince bagisak smeari. MZN boyama.

Arka planin agik-koyu mavi tonlarda boyandigi smear 6rneklerinde, mikroskop
alaninda C. parvum ookistleri ile birlikte epitel hiicreleri, yangi hiicreleri ve ¢cogu zaman
bakteriyel yapilar da dikkati ¢ekti (Sekil 4.5). Epitel hiicre ¢ekirdekleri daha poligonal
ve soluk boyanmisken, lenfositik hiicreler yuvarlak ve daha koyu boyanmig olarak

dikkati ¢ekti. Smear ornekleri genel olarak eritrositlerden fakirdi.
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Sekil 4.5. C. parvum ookisti (beyaz ok) ve bakteri kiimeleri (siyah ok). ince bagisak
smeart. MZN boyama.

4.3. Histopatolojik Bulgular

Hastaliktan  etkilenmis hayvanlarin  bagirsak  kesitlerinin  histopatolojik
incelemelerinde; villuslarda kiitlesme (Sekil 4.6 ve 4.7), epitel dejenerasyonu ve
deskuomasyonu, propriada eozinofil graniilosit (Sekil 4.8) ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonu (Sekil 4.9), kript epitelinde mitoz arts1 (Sekil 4.10 ve 4.11), lenfatik
kanallarda genisleme (Sekil 4.12), lenfoid dokuda azalma (Sekil 4.10) ve intraepitelyal
lenfositler (Sekil 4.13) gozlendi. Etkilenmis bagirsak kesitlerinde, parazite ait yapilarin
epitel ylizeyi boyunca ve bazen kriptlerde dagilim gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.14).
Az sayida Ornekde ise baska bir protozoon enfeksiyonu olan koksidiozis etkenleri
Cryptosporidium parvum ile birlikte ya da bagimsiz olarak dikkati ¢ekti.

Histopatolojik bulgular ve yaygmhiginin degerlendirmesi tablo 4.3’de

sunulmustur.
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Tablo 4.3. Cryptosporidium parvum tespit edilen ve edilmeyen kuzularda goriilen
histopatolojik bulgular ve oranlari

Histopatolojik degisiklik Cryptosporidium Tiim ishalli kuzularda
parvum’lu kuzularda (n=125)
(n=20)
Goriilme % Goriilme %
sayisl sayisi

Villuslarda atrofi 12 60 56 448
Deskuamasyon 15 75 84 43,2
Epitel nekrozu 17 85 39 31,2
Propriyada hiperemi 14 70 106 84,8
Propriada nétrofil graniilosit 3 15 21 16,8
Propriada eozinofil graniilosit 10 50 27 21,6
Propriyada mononiikleer hiicre 18 90 88 70,4
Lenfoid dokuda azalma 2 10 29 23,2
Intraepitelyal lenfosit artist 14 70 67 46,2
Kript epitelinde mitoz 13 65 71 56,8
Kilus kanalinda genisleme 6 30 11 8,8
Propriada kanama 1 5 4 3,2
Eimeria sp. 3 15 11 8,8

Sekil 4.6. Kiitlesmis atrofik villuslar, propriyada yangisal hiicre infiltrasyonu (siyah ok)
ve kript epitelinde mitoz (beyaz ok). HE boyama.
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Sekil 4.7. Atrofik villuslar ve epitel kaybi (beyaz ok) propriyada yangisal hiicre
infiltrasyonu ve hiperemi. HE boyama.

Sekil 4.8. Proriyada eozinofil granulositler (beyaz ok) ve fibroz proliferasyon (siyah
ok). HE boyama.
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Sekil 4.10. Lenfoid dokuda (peyer plaklari) azalma (siyah ok) ve kript epitelinde mitoz
(beyaz oklar). HE boyama.
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Sekil 4.12. Lenf kanallarinda genisleme (beyaz oklar) ve epitel boyunca yerlesmis C.
Parvum’un gelisim evreleri (oklar). HE boyama.
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Sekil 4.14. Villuslarin epitel yiizeyleri boyunca C. Parvum’un gelisim evreleri (oklar).
HE boyama.
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4.4. Iimmunfloresan Boyama Sonuclar
Kesitlerin Immunfloresan incelemelerinde 20 6rnekte (%13.8) pozitif reaksiyon
elde edildi (Sekil 4.15). Pozitif boyanmalar zaman zaman tipik olarak zincir seklinde

siralanma gostermekteydi (Sekil 4.16).

4.5. Iimmunohistokimya Boyama Sonuclar

Immunohistokimyasal boyamalarda da immunfloresan boyamalarda oldugu gibi
20 ornekte (%13.8) pozitif reaksiyon gozlendi (Sekil 4.17). Pozitif reaksiyon veren
antijenik lokalizasyonlarin bagirsak villuslarinin epitel yiizeyi boyunca dizildigi dikkati
cekti (Sekil 4.18). Benzer boyanmalar eksudat icerisinde ve az da olsa kriptlerde
lokalize oldugu dikkati gekti.

Sekil 4.15. Parafin kesitlerde pozitif reaksiyon. C. parvum antibody-mouse monoclonal
IgG1, Goat anti Mouse Ig FITC.
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Sekil 4.16. Farkli bir Ornege ait parafin kesitlerde pozitif reaksiyon. C. parvum
antibody-mouse monoclonal IgG1, Goat anti Mouse Ig FITC.
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Sekil 4.17. Parafin kesitlerde epitel ylizeyi boyunca ve eksudatta antijen pozitif
reaksiyon. C. parvum antibody-mouse monoclonal IgG1, streptavidin- peroksidaz, DAB
kromojen. Mayer’in hematoksileni ile zit boyama.

28



Sekil 4.18. Baska bir 6rnege ait parafin kesitde epitel yiizeyi boyunca antijen pozitif
reaksiyon. C. parvum antibody-mouse monoclonal IgG1, streptavidin- peroksidaz, DAB
kromojen. Mayer’in hematoksileni ile zit boyama.
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5. TARTISMA

Neonatal donem olarak tanimlanan 0-28. giinlerde ortaya ¢ikan ishalli hastaliklar
kuzu kayiplarimin en 6nemli sebeplerinden birisidir.'? Yeterli koruma tedbirleri
alimmamuis isletmelerde altlik, ahir, mera ve birlikte barindirilan diger yasl hayvanlarda
bulunan ishal etkenleri ile kars1 karsiya kalinmasi, kolostrum veya pasif bagisiklikla
kazanilmas1 gereken immunoglobulin yetersizlikleri, annedeki latent enfeksiyonlar,
bakim-besleme kosullarinin uygunsuzlugu, dogum zamani, dogum agirlig1 ve parite
neonatal donem hastaliklarinin olusmasinda hazirlayici rol oynayan onemli etmenler
olarak bildirilmektedir.'*""?

Tiirkiye’de neonatal kuzu problemleri {izerine yapilan bir arastirmada total
morbidite orant % 48.6 olarak belirlenirken, bunlarin igerisinde ishal olgular1 % 15.4 ile
en basta yer aldig1 bildirilmistir.'

Neonatal donem kuzu ve oglak ishallerinin en onemli enfeksiyo6z sebepleri
olarak; rotavirus ve coronaviruslar, enteropatojenik ve toksijenik E. coli,
Cryptosporidium, CIL. perfiringens tip B (kuzu dizanterisi), Salmonella sp. ve Listeria
monocytogenes goriilmektedir. "'

Neonatal ishalin 4-5 giinliikten kii¢iik buzagilarda goriilmesi, Enterotoksijenik E.
coli enfeksiyonlarini, 5-15 giinliiklerdeki ishallerde ise; rotavirus, coronavirus ve C.
parvum ya da kombine enfeksiyonlar g6z éniinde bulundurulmalidir.”®

Neonatal donem olarak kabul edilen 0-28. giinler arasinda ishalli kuzularda
yapilan ¢alismalarda énemli sonuglar ortaya konulmustur. Gokge ve ark * tarafindan
neonatal donem ishalli kuzularin digk1 6rneklerinde yapilan ELISA ¢alismasinda; E. coli
F5 %10.5, E. coli O157 %10.9, C. parvum %21.05, rotavirus %5.3, coronavirus %21.4

oraninda belirlenmistir. Tiirkiye disinda yine kuzularda yapilan baska bir calismada da

C. parvum %45, E. coli %48, rotavirus %8.1, CIl. perfringens %10.8 olarak
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belirlenmistir.*® Literatiir bilgileri dogrultusunda, C. parvum enfeksiyonunun neonatal
donem kuzularda 6nemli bir ishal etkeni oldugu goriilmektedir.

Diinya iizerinde koyunlarda Cryptosporidiosis ilk olarak 1974 yilinda
Avustralya’da 1-3 ayhik kuzularda rapor edilmistir.’® Cryptosporidiosis hastaligimnin
prevalans veya insidensi; Norveg’de %15.4, Ingiltere’de %36-50, Ispanya’da %30.7-45,
Belgika’da %13.1, Polonya’da %10.1, italya’da %17.44, Kanada’da %24, Amerika
Birlesik Devletleri’nde %77.4-85, Brezilya’da %1.6, Meksika’da %34.3, Cin’de %4.85,
Avustralya’da %18.5-24.5, Tunus’da %11.2 Misir’da %68.3 ve Iran’da %4 olarak
bildirilmistir.™

Tiirkiye’de kuzularda Cryptosporidiosis iizerine yapilan ilk arastirma Ozer ve
ark”' tarafindan gerceklestirilmis ve incelenen 267 ishalli kuzunun 32’sinde (%]12)
Cryptosporidium ookisti tespit edilmistir. Sonraki yillarda yapilan g¢alismalarda ise
hastalik; Izmir yoresinde %23.3%, Aydin yoresinde %46.5%, Konya merkez ve
koylerinde yapilan bir ¢alismada MZN yontemiyle %2.97, ELISA teknigi ile %9,13
oraninda pozitiflik tespit edilmistir.® Bu verilere ilave olarak Cryptosporidiosis, Van
yoresinde %13.63%, Kars yoresinde ise iki farkli ¢alismada sirasiyla %21.05 ve % 38.8
oranlarinda rapor edilmisitir.>*®

Cogunlugu parazitolojik olmak {izere yukarida bahsedilen c¢alsmalarin
sonuclarina gore, Tiirkiye’de ishalli kuzularda Cryptosporidiosis oraninin, %2.97 ile
%46.5 arasinda degistigi dikkati ¢ekmektedir. Arastirma sonuglarmin farklilik
gostermesinde ¢alisma metodlariin farkliligi, 6rnekleme sekillerinin (hayvanlarin yas
durumlari, salgin) sonuglar iizerine etkili oldugu sdylenebilir.

Sunulan calismamizda mevsimsel etkilenmeler de dikkate alinarak Haziran
2013-May1s 2014 tarihleri arasinda 1 yil siire ile 129 farkli isletmeden ishal sikayeti ile

Olmiis veya agoni haldeki 0-30 giinliik 145 adet kuzudan alinmig bagirsak 6rnekleri
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incelenmistir. Calisma sonunda siipheli bagirsak kesitlerinin immunfloresan ve
immunohistokimyasal boyamalarinda %13.8 oraninda antijen varlig1 tespit edilmistir.
Calismamizda 6rnek toplama isleminin belirli bir peryoda yayilmasi, farkli siiriilerden
toplanmast ve doku diizeyinde teshisinin yapilmasi sebebiyle sonuglarimiz degerli
oldugunu diistiniilmiistiir.

Calismada ornek toplama bakimindan 12 aylik periyod dikkate alinmis, ancak
Aralik-Nisan aylar1 arasinda uygun oOrnekler toplanabilmistir. Haziran-Kasim aylari
arasinda ise yas grubuna uygun (0-30 giinliik) hayvan bulunmadigindan ishal sebebiyle
Olimler Aralik-Nisan aylarinda kendini gostermis, dolayisiyla C.  parvum
enfeksiyonunun da bu donem igerisinde etkili oldugu dikkati c¢ekmistir.  Aylar
degerlendirildiginde ise sirasiyla Subat, Mart ve Nisan aylarinda hastalik daha fazla
goriilmiistiir. Bu durum bolgede kuzulama donemi ve neonatal donemin bu aylara
karsilik gelmesi ile agiklanabilir.

Yapilan ¢alismalarda enfeksiyon prevalansinin hastalanma yasi ile yakin iliskili
oldugu ortaya konmus, hastaliktan etkilenme yasinin kuzularda en c¢ok 1-21. giinler

14,40 .
Y Naciri ve ark. tarafindan

oldugu 30. giinden sonra azaldigi bildirilmistir.
buzagilarda yapilan bir ¢calismada, siit emen erken donem buzagilarda enfeksiyon daha
yiiksek oranda tespit edilmistir.*' Seving ve ark. tarafindan yine buzagilarda yapilan ayri
bir ¢aligmada, hastaligin goriilme orani yas grubu olarak 1-10 giinliiklerde 9%50.75; 10-
20 giinliiklerde %35.71; 20-30 giinliiklerde %25.45; 30-45 giinliiklerde %14.71 ve 45
giinden biiyiiklerde ise %13.24 oraninda bildirilnistir.*’

Neonatal donem kuzular1 i¢in enfeksiyon kaynagi olarak hastalik belirtisi
gostermeyen daha biiylik kuzular ve erigkin koyunlarin 6nemine vurgu yapilmaktadir.

1442 Sunulan ¢alismanuzda 0-30 giinliik ishalli kuzularda %13.8 oraninda enfeksiyon

tespit edilmistir.
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Calismamizda C. parvum tespit edilen kuzularin dis bakilarinda soluk-sar1 renkli
ishal, dehidrasyon ve kaseksi Onemli oranda dikkati ¢ekmistir. Ulutas ve ark
Cryptosporidiosis enfeksiyonlu bir siiriide yaptiklar1 ¢alismada Cryptosporidium spp.
ookistlerini ishalli kuzularda %79.1, ishalsiz kuzulara ise %18.2 oraninda rapor
etmislerdir.”> Benzer olarak Casuape ve ark.’da hastaligin %79.4 oraninda ishal ile
birlikte seyretigini bildirmislerdir.* Benzer olarak Seving ve ark. buzagilarda yaptiklar:
ayr1 bir ¢calismada, ishalli buzagilarda %63.92; ishalsiz buzagilarda ise %9.85 oraninda
Cryptosporidiosis bildirilmistir.”® Sunulan ¢alismamizda bu veriler dikkate alinarak
ishalli kuzulardan 6rnek toplanmis ve 145 6rnegin 20’sinde, %13.8 oraninda C. parvum
antijeni tespit edilmistir.

Cryptosporidiosiste villus atrofisi ile birlikte gelisen absorpsiyon bozuklugu
ishalin temel sebebi olarak gosterilmektedir. Absorptif hiicre yiizeyleri biiyiik oranda
Cryptosporidium  etkenleri tarafindan isgal edilmistir. Mukoza ylizeyinde
olgunlagsmamuis epitel hiicre populasyonunda artis vardir. Basta prostoglandinler olmak
tizere yangisal mediatorlerin salgilanmast mukozal sekresyonu ve epitel hiicrelerinin
permeabilitesini artirir.'®

Bagirsaklarin makroskobik muayeneleri dikkate alindiginda, C. parvum antijeni
tespit edilen vakalarimizda Onceki raporlara uyumlu olarak mezenterik lenf
diigimlerinde biiyiime, bagirsak mukozasinda 6dem ve kataral eksudat 6nemli oranda
tespit edilmistir. "'

Arastrmamizda  histopatolojik  bulgular  degerlendirildiginde,  bagirsak
degisikliklerin 6zellikle epitel katinda dejenerasyon, nekroz, dokiilme ve villus atrofisi
ile propria kisminda mononiikleer hiicre ve eozinofil graniilosit infiltrasyonlar: dikkati

cekmistir. Bu bulgulara ilave olarak hiperemi, lenf kanalarinda genisleme ve bazi

olgularda lenfoid doku kayiplar1 ve intraepitelyal lenfosit ile karakterize oldugu
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gbzlenmistir. Cryptosporidium etkenleri ise farkli gelisim evrelerinde, tipik olarak
enfekte hiicrelerin mikrovillus kenarlarinda dikkati ¢ekmistir. Mikroskobik bulgular
Onceki arastirma sonuglari ile uyumlu bulunmugtur, '°2%4-4¢

Histopatolojik degisikliklerin daha ¢ok epitel bolgesinde olmasinin sebebi
etkenin biyolojisi ile iliskilendirilebilir. Brown ve ark. Cryptosporidiumlarin merogoni,
gametogoni ve sporogoni donemleri enfekte epitel hiicrelerinin firgamsi kenarlarinda
yerlestigini bildirmistir.'® Ayrica neonatal dénem igerisinde C. parvum, E. coli,
rotavirus ve coronavirus gibi etkenler tek baglarmma enfeksiyon olusturduklari gibi

genelde miks enfeksiyon seklinde ortaya cikmaktadir. "'

Enfeksiyonun durumu,
bireysel direng, immunite gibi diger faktdrler de goz Oniine alindiginda histopatolojik
bulgularin morfolojik karakteri ve siddetinin de vakadan vakaya degiskenlik
gosterebilecegi soylenebilir. Arastirmamizda C.parvum diginda diger enfeksiyon
etkenleri belirlenmediginden makroskobik ve histopatolojik bulgularin ne diizeyde C.
parvum enfeksiyonu ile iligkili oldugu hakkinda bir fikir yiiriitmek zor olacaktir. Tiim
bunlarin yaninda arastirmamizda C. parvum tespit edilen bagirsak kesitlerinde
histopatolojik olarak wvillus atrofisi, epitel dejenerasyonu, eozinofil granulosit
infiltrasyonu, intraepitelyal lenfosit artisi, kript epitelinde mitoz ve lenfatiklerde
genisleme One ¢ikan bulgular olarak dikkati ¢ekmistir.

Cryptosporidiosis tanisi i¢in en giivenilir yontem diski 6rneginde ookistlerin
goriilmesi veya antijenlerinin belirlenmesi olarak bildirilmistir.*’ Ookist tespiti i¢in
digk1 Orneklerinin Ziehl-Neelsen yaninda Auramine boyamalarinin da oldukga etkili
hatta daha pratik oldugu Kuhurana ve ark. tarafindan rapor edilmistir.**

Seving ve ark tarafindan yapilan bir arastirmada, ayni digki 6rneklerinde MZN

yontemiyle %2.97, ELISA teknigi ile %9.13 oraninda pozitiflik tespit edilmistir.® Bu

sonug¢ dogrultusunda digkr orneklerinden MZN yontemi ile hastalik teshisinin yetersiz
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kaldig1 diistiniilebilir. Bu hipotezi destekleyici olarak, klinik gdzlemlerde asemptomatik
olan baz1 hayvanlarda, ookist sagiliminin da yetersiz oldugu durumlarda ookist
tespitinin zor oldugu belirtilmistir.*’

Calismamizda diski 6rneginden farkli olarak, smearlar dogrudan bagirsak
mukoza kazintilarindan hazirlanmistir. Bu yolla hazirlanan 60 smear 6rneginin MZN
boyamalarinda %13.3 oraninda etken tespit edilmis olup doku kesitlerinden
immunohistokimyasal ve immunfloresan sonuglarina yakin oranda bulunmustur. Elde
ettigimiz sonuglar dogrultusunda, 6zellikle nekropsi sirasinda taze hazirlanacak bagirsak
kazintt smearlarinin  MZN  boyamalarinin, hastalifin teshisinde etkili olacagi
sOylenebilir.

Bagirsak  kazinti  smearlarmin = MZN  boyamalarinin 151k mikroskobik
incelemelerinde, etkenler kirmizi1 renkte, morfolojik olarak oval-yuvarlak sekilli ve 3-4
um capinda olup, kiimelenme gostermeden daginik yayildiklar1 goriildii. Ayni preparat
alaninda, epitel hiicreleri, bakteriyel flora ve yangi hiicreleri de hastalik etkenleri ile
birlikte dikkati ¢ekti. Epitel hiicre ¢ekirdekleri daha poligonal ve soluk boyanmisken,
lenfositik hiicreler daha yuvarlak ve koyu boyanmis olarak dikkati ¢ekti. Smearlardaki
lenfositik ve diger yangisal hiicrelerin yogunlugu da, enfeksiyon tablosunun énemli bir
gostergesi olarak degerlendirildi. Smear Ornekleri genel olarak eritrositlerden fakirdi.
Yapilan literatiir arastirmasinda bagirsak smearlarindan yapilmig benzer bir ¢alismaya
rastlanilmamustir.

Literatiir taramalarinda C. parvum antijenlerinin immunfloresan yontemi ile
teshisine yonelik ¢caligmalarin genelde diski é’)rne1<lerinden,49'52 daha az olarak da parafin
kesitlerden® yapildig1 goriilmektedir. Calismamizda da parafin kesitlerinden yapilan

immunfloresan boyamalarla %13.8 oraninda pozitiflik tespit edilmistir. Sferik yapili
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ookistler enfekte hiicre yiizeyleri boyunca tespit edilmis ve bu bulgular Bejan ve ark. ile
uyumlu bulunmustur.*

Arastirmamizda doku kesitlerinin immunohistokimyasal boyamalarinda da
immunfloresan boyamalarla uyumlu olarak %13.8 oraninda pozitiflik tespit edilmistir.
Pozitif reaksiyon veren antijenik lokalizasyonlarin epitel boyunca dizildigi dikkati
¢ekmis ve Loose ve ark.’nm bulgulari ile uyumlu bulunmustur.”

Immunohistokimya ve immunfloresan boyamalarda kullanilan primer antikorun
1/50 sulandirmasinda daha etkili sonuglar alinmustir.

Cryptosporidiosis, 0Ozellikle ruminantlarin neonatal donemlerinde etkisini
gosteren ve aym zamanda zoonoz 6zelligi olan énemli bir enfeksiyondur.”” Sunulan
calismada Konya ve c¢evresinde ishal sebebiyle o6lmiis 0-30 giinliikk kuzularda
Cryptosporidiosis oram1 %13.8 olarak belirlenmistir. Bagirsak smearlarinin MZN
boyamalar1 ile birlikte immunohistokimya ve immunfloresan boyamalarin benzer
sonuclar verdigi ve histopatolojik taniy1r kesinlestirmek i¢in her {i¢ testin de etkili

oldugu sonucuna varilmstir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan ¢aligmada kuzularin neonatal donem ishallerinde dnemli patojenlerden
birisi olan Cryptosporidium parvum etkenleri, bagirsak smear1 ve parafin kesitlerden
MZN, immunohistokimyasal ve immunfloresan boyama yontemleri ile teshisi yapilmus,
makroskobik ve histopatolojik bulgularin1 degerlendirilmistir.

Arastirmada 0-30 giinliik ishalli kuzularda, bagirsak smearlarinin MZN
boyamalarinda %13.3, Parafin bloklar1 hazirlanan kesitlerin immunfloresan ve
immunohistokimyasal boyamalarinda ise %13.8 oraninda pozitif olguya rastlanmistir.
Her ii¢ teshis yonteminin de hastalik teshisinde etkili oldugu goriilmiistiir. Arastirma
sonuclar1 dikkate alindiginda, Cryptosporidiosis hastaliginin kuzu kayiplarinda énemli
bir yeri oldugu dikkati cekmistir.

Cryptosporidiosis hastalig1 i¢in etkili bir tedavi yontemi olmadigindan koruma
tedbirleri oncelikle uygulanmalidir. Koruma igin, 6zellikle hastalifin neonatal donem
kuzulara bulasmasi engellenmelidir. Ancak bu zor ve sabirli bir miicadele
gerektirmektedir. D1g ortama atilan ookistler olduca direnclidirler. Ortak yagam alanlari
ve kontamine su bu agsamada 6nemli rol oynar. Enfeksiyon dozu ¢ok diisiik olup ¢ok az
sayida ookist bile enfeksiyon olsturabilir. Geng kedi ve kemirgenler ookistleri yayarlar.
Serbest dolagimli bir ¢ok hayvan asemptomatiktir. Ayrica kuslar ve karasinekler
mekanik olarak etkeni tasirlar.”"!

Bu bilgiler dogrultusunda, 6zellikle neonatal donem kuzularin yasam alanlarinin
ayrilmasi gerekir. Yine, yasam alanlarinin ve i¢gme sularimin hijyenik durumuna dikat
edilmelidir. Kemirgen ve karasineklerle miicadele edilmeli, bu zararlilarin ¢iftlik

ortamindan uzaklastirilmasi saglanmalidir.
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