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Amaç: Çalışmada, Kars yöresinde sütçü işletmelerde bulunan buzağılarda Cryptosporidium enfeksiyonları prevalansının modifiye Asit Fast 
(mAF) boyama ve Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yöntemleri ile karşılaştırmalı olarak belirlenmesi amaçlanmıştır.
Yöntemler: Araştırma materyali dışkı örnekleri; Mart-Haziran 2011 doğum sezonunda Kars çevresinde bulunan köy ve çiftlikler olmak üzere 22 
odaktaki buzağıların rektumlarından alınmıştır. Buzağılar 3-90 günlük (3 aylığa kadar) ve 91-180 günlük (3 aylıktan büyük) olmak üzere iki gruba 
ayrılmıştır. Çalışma materyali 313 dışkı örneğinden (146’sı ishalli buzağı, 167’si sağlıklı buzağı) oluşmuştur. Dışkı örnekleri önce mAF boyama yön-
temiyle incelenmiştir. Daha sonra bu örneklerden 222’si Cryptosporidium parvum ELISA kiti (Bio-X Diagnostics), 91’i ise Cryptosporidium ticari 
ELISA kiti (DiagnosticAutomation, Inc.; USA) ile değerlendirilmiştir. 
Bulgular: Buzağılarda Cryptosporidium yaygınlığı; mAF boyamayla %3,8 (12/313), ELISA ile %5,1 (16/313) oranında bulunmuştur. mAF bo-
yama ile Cryptosporidium ookisti görülen tüm örnekler ELISA ile de pozitif saptanmıştır. Cryptosporidium görülme oranı mAF ve ELISA 
yöntemlerine göre sırasıyla; ishalli buzağılarda %5,5 (8/146), %7,5 (11/146); sağlıklılarda %2,4 (4/167), %3,0 (5/167); üç aylığa kadar olanlarda 
%4,0 (10/253), %5,5 (14/253); 3-6 aylıklarda ise her iki teknik ile %3,3 (2/60) olarak belirlenmiştir. Cryptosporidium parvum yaygınlığı %5,9 
(13/222) bulunmuş olup, bu oran üç aylıktan küçük buzağılarda (%6,2; 12/194) 3-6 aylık gruba göre (%3,6; 1/28) daha yüksek saptanmıştır. Cr-
yptosporidium parvum saptanan 13 pozitif olgunun 9’nun ishalli, 4’nün sağlıklı olduğu gözlenmiştir. Cryptosporidium parvum koproantijenleri 
en yüksek oranda (%7,4; 8/108) üç aylıktan küçük ishalli buzağılarda görülmüştür. Cins düzeyinde Cryptosporidium etkenlerinin belirlendiği 
ELISA testiyle buzağılarda Cryptosporidium koproantijenleri %3,3 (3/91) bulunmuş olup, bu oran üç aylığa kadar olanlarda %3,4 (2/59), 3-6 
aylıklarda %3,1 (1/32) olarak belirlenmiştir. 
Sonuç: Kars yöresinde buzağılarda Cryptosporidium enfeksiyonları prevalansının son yıllarda düştüğü tespit edilmiştir.
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ABSTRACT

Objective: This study aimed to comparatively determine the prevalence of Cryptosporidium infections in calves grown at dairies under farm or 
village conditions at the Kars Province using modified acid-fast (mAF) staining and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Methods: Stool samples constituting the study material were collected between March and June 2011 from rectums of calves at 22 centers in 
the villages and farms of the Kars Province. Calves were divided into 2 groups: 3-90 days old (up to 3 months old) and 91-180 days old (older 
than 3 months). The study material comprised 313 stool samples (146 diarrheal samples and 167 healthy samples). Each of the samples was first 
examined using mAF staining; of these samples, 222 were examined using the C. parvum ELISA kit (Bio-X Diagnostics), whereas 91 were exam-
ined using the Cryptosporidium commercial ELISA kit (Diagnostic Automation, Inc., USA) for the presence of Cryptosporidium copro-antigens.
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GİRİŞ

İnsan ve hayvanların intestinal protozoonlarından olan  
cryptosporidiumların zoonotik yönü, immun yetmezlik durumla-
rındaki önemi ve özellikle buzağılardaki ekonomik kayıpları dik-
kati çeker boyuttadır. Cryptosporidium’lar dünyada ve ülkemizde 
yaygın olarak görülmekte olup, buzağılar gibi genç hayvanlar dış-
kılarıyla daha fazla ookist atarak hastalığın bulaşmasında önemli 
rol oynarlar. Bugüne kadar sığırlarda Cryptosporidium parvum, 
C. bovis, C. andersoni ve C. ryanae türleri bildirilmiştir. Bunlar-
dan C. parvum konak spektrumu daha geniş olup, buzağılarda 
yaygındır. Ayrıca C. parvum insan cryptosporidiosis etiyolojisinin 
%45 ini oluşturmaktadır (1-3).

Cryptosporidium türlerinin yaygınlığında işletmedeki hayvan sa-
yısı, hayvanların yaşı, ishalli veya sağlıklı olması, barınak tipi, süt 
emme durumu, altlık tipi, su kaynağı, sürü büyüklüğü, ahır veya 
çiftlikteki buzağı sayısı gibi risk faktörleri rol oynamaktadır (4-8).

Cryptosporidium enfeksiyonlarının diagnozunda boyama yöntemle-
ri (Auramin Fenol, ModifiyeZiehl-Neelsen, Kinyoun Asit-fast, Modi-
fiye Asit-fast), immunolojik yöntemler, antijen tanı yöntemleri (direkt 
floresan antikor, immunofloresan, enzim immunoassay, immunokro-
matografik) ve moleküler tanı yöntemleri (PCR) kullanılmaktadır. 
Bunlardan rutin boyama yöntemleri, direkt floresan antikor (DFA), 
enzim immunoassay (EIA, ELISA) ve hızlı tanı testleri, parazitin preva-
lansını belirleme çalışmalarında kullanılmaktadır. Boyama yöntemle-
rine göre immunolojik metotların daha duyarlı olduğu belirtilmiştir 
(9-12). Boyama yöntemlerinde ise hazırlanan preparatlarda görülen 
Cryptosporidium ookistleri sayılarak, ookist atılım yoğunluğu ve 
hayvandaki enfeksiyon şiddeti belirlenmektedir (5, 13).

YÖNTEMLER

Bu çalışma için Kafkas Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 
Kurulu’ndan 15.12.2009 tarihinde etik kurul onayı alınmıştır.

Hayvan materyali:
Kars ve çevresindeki modern çiftlik ve köy ahırlarındaki sığır iş-
letmelerinde bulunan buzağılardan oluşmuştur. Yöredeki sığır 
yetiştirme tarzı sütçü işletme tarzında olduğundan her işletmede 
buzağı bulunmaktadır. 

Dışkı örnekleri:
Dışkı örnekleri; Mart-Haziran 2011 doğum sezonunda Kars çevre-
sindeki köy ve çiftlikler olmak üzere 22 odaktaki (Kümbetli, Büyük 
Aküzüm Kars-Merkez, Boğazköy, Ağadeve, Esenyazı, Kocabahçe, 
Çağlayan, Cumhuriyet, Başgedikler, Dikme, Karakaş, Esenkent, 

Halefoğlu, Söğütlü, Oğuzlu, Büyük Boğatepe, Ataköy, Azat köy-
leri, KAÜ Veteriner Fakültesi Çiftliği, Nadiroğlu Çiftliği, kliniklere 
gelen hastalar) buzağıların rektumundan alınmıştır. Buzağılar 3-90 
günlük (3 aylığa kadar) ve 91-180 günlük (3 aylıktan büyük) olmak 
üzere iki gruba ayrılmıştır. Çalışma materyali 313 dışkı örneğinden 
(146’sı ishalli, 167’si sağlıklı) oluşmuştur. Buzağıların 253’ü 3 aylığa 
kadar, 60’ı ise 3 aylıktan büyük buzağılardan oluşmuştur.

ELISA metodu ile incelenen dışkı örnekleri sodyum asetat-asetik 
asit- formalin solüsyonu (SAF; 1,5 gr sodyum asetat, 2 mL glasiyal 
asetik asit, 4 mL %37-40 lık formaldehit, 92,5 mL distile su) içinde 
+4°C de saklanmıştır.

Boyama yöntemi:
Dışkı örneklerinden ishalli olanlar direkt olarak, normal kıvamlı 
olanlar ise sulandırılarak parçalandıktan sonra 15 mL’lik santrifüj 
tüplerine 5-10 mL alınarak üzerine su eklenip santrifüj sedimantas-
yon yapılmıştır. Santrifüj sonrası üst kısım atılıp ve dipteki pellet-
vortekslenmiştir. Peletten yayma preparatlar hazırlanmış ve örnek-
lenerek -20°C de ELISA da kullanılmak üzere saklanmıştır. Ayrıca 
bir kısım örnekte ileride moleküler çalışmalarda kullanılmak üzere 
%2,5’ lik potasyum dikromat içinde +4°C de saklanmıştır. Hazırla-
nan dışkı yaymaları modifiye asit fast (mAF) boyama yöntemiyle 
boyanarak mikroskopta 40’lık objektifte incelenmiştir (10).

Mikroskobik olarak X40’lık büyütmede 10 farklı sahadaki ookist 
sayısı dikkate alınarak ookist yoğunluğu ve enfeksiyon şiddeti 
belirlenmiştir. Bu değerlendirmede laboratuvar çalışmalarımız ve 
ilgili literatürlerden (5, 13-15) modifiye edilerek hazırlanan Tablo 
1’deki kriterler dikkate alınmıştır.

ELISA metodu (enzim linked ımmunosorbent assay): 
Her dışkı örneği önce mAF boyama yöntemiyle incelenmiş olup, 
bu örneklerden 222’si Cryptosporidium parvum ELISA kiti (Bio-X 
Diagnostics, Veterinary, cattle), 91’i ise Cryptosporidium ELISA 
kiti (DiagnosticAutomation, Inc.; USA, Veterinarycattle) ile Cryp-
tosporidium koproantijenleri yönünden incelenmiştir. Hazırlanan 
mikroplaytler ELISA okuyucusunda 450 nm’de okutulmuştur. 

BULGULAR

Buzağılarda Cryptosporidium yaygınlığı; mAF boyama yöntemi 
ile %3,8 (12/313), ELISA ile %5,1 (16/313) bulunmuştur. mAF bo-
yama ile Cryptosporidium ookisti görülen tüm örnekler ELISA 
yöntemiyle de pozitif saptanmıştır (Tablo 2).

Cryptosporidium görülme oranı mAF ve ELISA yöntemlerine 
göre sırasıyla; ishalli buzağılarda %5,5 (8/146), %7,5 (11/146); 
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Results: The incidence of the presence of Cryptosporidium among the calves was 3.8% (12/313) with mAF staining and 5.1% (16/313) with ELISA. 
All the samples in which the presence of Cryptosporidium oocysts was determined using mAF staining were determined to be positive using 
ELISA. Cryptosporidium was found to be present in 5.5% (8/146) and 7.5% (11/146) of diarrheal calves, 2.4% (4/167) and 3.0% (5/167) of healthy 
calves, 4.0% (10/253) and 5.5% (14/253) of calves aged up to 3 months, and 3.3% (2/60) (via both tests) of calves aged 3-6 months. C. parvum 
was present in 5.9% (13/222) of the calves; it was found at a higher concentration in calves aged up to 3 months (6.2%; 12/194) than in those 
aged 3-6 months (3.6%; 1/28). Of the C. parvum-positive cases, 9 cases were found to have diarrhea, whereas 4 were observed to be healthy. C. 
parvum copro antigens were observed at the highest level (7.4%; 8/108) in diarrheal calves aged up to 3 months. At the species level, the rate 
of incidence of Cryptosporidium copro-antigens in calves examined using ELISA for determining Cryptosporidium factors was found to be 3.3% 
(3/91), and the same rate was found 3.4% (2/59) in calves aged up to 3 months and 3.1% (1/32) in those aged 3-6 months. 
Conclusion: The prevalence of Cryptosporidium infections among the calves was observed to decrease in recent years.
Keywords: Cryptosporidium parvum, calf, acid-fast staining, ELISA, Kars
Received: 15.04.2016		  Accepted: 25.01.2017



sağlıklılarda %2,4 (4/167), %3,0 (5/167); üç aylığa kadar olanlarda 
%4,0 (10/253), %5,5 (14/253); 3-6 aylıklarda ise her iki test ile de 
%3,3 (2/60) olarak belirlenmiştir (Tablo 3).

Cryptosporidium parvum ELISA kitiyle (Bio-X Diagnostics, Ve-
terinary, cattle) koproantijenler yönünden incelenen 222 örne-
ğin sonuçları Tablo 4’te gösterilmiştir. Bu tablodan görüleceği 
üzere Cryptosporidium parvum yaygınlığı %5,9 (13/222) bulun-
muş olup, bu oran üç aylıktan küçük buzağılarda (%6,2; 12/194) 
3-6 aylık gruba göre (%3,6; 1/28) daha yüksek saptanmıştır.  
Cryptosporidium parvum saptanan 13 pozitif olgunun 9’nun is-
halli, 4’nün sağlıklı olduğu gözlenmiştir. Cryptosporidium par-
vum koproantijenleri en yüksek oranda (%7,4; 8/108) üç aylıktan 
küçük ishalli buzağılarda görülmüştür. Cryptosporidium’ları cins 
düzeyinde belirleyen Cryptosporidium ELISA kitiyle (Diagnos-
tic Automation, Inc.; USA, Veterinary cattle) Cryptosporidium 
koproantijenleri yönünden incelenen 91 örneğe ait sonuçlar ise 
Tablo 4’te sunulmuştur. Bu tabloda görüldüğü gibi cins düze-
yinde Cryptosporidium’ların belirlendiği ELISA testiyle buzağı-
larda Cryptosporidium kopronatijenlerinin görülme oranı %3,3 
(3/91) bulunmuş olup, bu oran üç aylığa kadar olanlarda %3,4 
(2/59), 3-6 aylıklarda %3,1 (1/32) olarak belirlenmiştir. 

TARTIŞMA

Buzağılarda zoonotik ve ekonomik yönden önemli olan Cryp-
tosporidium enfeksiyonlarının prevalansı; rutin muayenede sıklık-
la kullanılan mAF boyama ve dışkıda koproantijenlerin saptan-
dığı ELISA testleriyle karşılaştırmalı olarak belirlenebilmektedir. 
Cryptosporidium’ların laboratuvar tanısında dışkıda koproanti-
jenlerin belirlendiği ELISA testlerinin mAF boyama yöntemleri-
ne göre daha duyarlı olduğu gözlenmiştir (16, 17). Karşılaştırmalı 
olarak yapılan bu çalışmada da mAF boyama yöntemiyle %3,8 
(12/313), ELISA ile %5,1 (16/313) oranında pozitiflik saptanmıştır. 
Modifiye asit-fast boyama ile pozitif olan örnekler ELISA ile de 
pozitif bulunmuştur. Ancak Kars yöresindeki daha önce yapılan 
araştırma sonuçları (14, 18, 19) ile kıyaslandığında bu araştırma-
da buzağılarda, Cryptosporidium enfeksiyon oranının oldukça 
düştüğü dikkati çekmiştir. Cryptosporidium yaygınlığının bu ka-
dar düşmesinde birçok faktörün etkili olabileceği ancak bunların 
başında yetiştirme tarzlarındaki iyileştirmelerin etkili olabileceği 
düşünülmüştür. 

Kars yöresinde 1999-2005 yılları arasındaki doğum sezonlarında 
Cryptosporidium prevalansım AF boyama yöntemiyle üç aylığa 
kadar olan ishalli buzağılarda %34,2 (171/500) olarak bulun-
muştur (18, 19). Bu yörede Cryptosporidium’lara yine mAF bo-
yama yöntemiyle, neonatal ishalli buzağılarda %37,7 (40/106) 
ve neonatal sağlıklı buzağılarda %20,9 (9/43) oranında rastlan-
mıştır (14).

Aşti ve ark. (20) yaptıkları bir çalışmada, Türkiye’de 17 farklı il-
den aldıkları ishalli 267 buzağı dışkı örneğini karbol-fuksin bo-
yama yöntemi ile Cryptosporidium spp. yönünden incelemiş ve 
54’ünde (%20.22) etken tespit edildiğini bildirmişlerdir.

Erzurum yöresinde 2013 yılında yapılan bir çalışmada bir aydan 
küçük 307 buzağı dışkısında Nested PCR yöntemiyle cryptospori-
diosis prevalansı %3,8 olarak bulunmuştur (21).

Elazığ yöresinde yapılan bir çalışmada, 1-28 günlük 30 buzağı 
dışkı örneği (ishalli) ticari in vitro Rapid Diagnostic Test ile içinde 
Cryptosporidium’un da bulunduğu dört farklı enteropatojen yö-
nünden incelenmiş ve hiçbir örnekte Cryptosporidium etkenine 
rastlamamıştır (22). 

Yapılan bu çalışmada, 6 aylığa kadar olan hem ishalli hem sağlıklı 
buzağı dışkı örnekleri mAF boyama yöntemine göre değerlendi-
rildiğinde oranın %3,8’e kadar düştüğü saptanmıştır. Bu düşüşün 
sebepleri arasında ilk olarak iklimsel değişiklikler akla gelmiştir. 
İklimsel değişikliğin yanı sıra hayvan sahiplerinin yetiştiricilik adı-
na bilinçlenmesi, bilinçli ilaç kullanımı gibi faktörler sayılabilmek-
tedir. 

Cryptosporidiosis ile ilgili yapılan çalışmalar ile Kars yöresinde 
tespit edilen sonuçlar kıyaslandığında pozitiflik oranının hem 
mAF boyama yöntemine göre hem de ELISA metoduna göre 
daha düşük olduğu görülmektedir (3-9, 12-15, 17-20). Diğer çalış-
malarda cryptosporidiosis prevalansının daha yüksek çıkmasında, 
hem semptomlu hem de risk faktörü daha yüksek olan neonatal 
buzağılar üzerinde araştırma yapılmış olmasının etkili olabileceği 
düşünülmektedir. 

Araştırmada amaçlanan rutin muayene tekniği olan mAF boyama 
yönteminin yanında ELISA testi ile de enfeksiyonun yaygınlığının 
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Tablo 1. Asit fast boyama yönteminde ookist yoğunluğu ve 
enfeksiyon şiddeti kriterleri

Ookist sayısı	 Ookist yoğunluğu	 Enfeksiyon şiddeti

Ookist yok	 -	 -

1-10 Ookist	 +	 Hafif

11-25 Ookist	 ++	 Orta

>25 Ookist	 +++	 Şiddetli

Tablo 2. Kars Yöresinde Buzağılarda Cryptosporidium yaygınlığı

	 Yöntem	 x/n (%)

mAF Boyama	 12/313	 (%3,8)

ELISA*	 16/313	 (%5,1)
*Dışkıda Cryptosporidium koproantijeni arama
x/n: Cryptosporidium pozitif örnek sayısı / İncelenen örnek sayısı

Tablo 3. Kars’ta buzağılarda klinik ve yaş grubuna göre 
Cryptosporidium görülme oranı

Yöntem	                 < 3 aylık		                  3 - 6 aylık

	 İshal	 Normal	 İshal	 Normal

mAF Boyama	 7/138   (%5)	 3/115  (%2,6)	 1/8 (%12,5)	1/52 (%1,9)

ELISA	 10/138 (%7,2)	 4/115  (%3,4)	 1/8 (%12,5)	1/52 (%1,9)

Toplam	                 14/253 (%5,5)		                  2/60 (%3,3)

Tablo 4. Kars yöresindeki buzağılarda Cryptosporidium parvum 
ve Cryptosporidium koproantijenleri yaygınlığı

Test Adı	 <3 aylık	 3 - 6 aylık	 Toplam

C.parvum  
ELISA kiti	 12/194    %6,2	 1/28    %3,6	 13/222    %5,9

Cryptosporidium  
ELISA kiti	 2/59     %3,4	 1/32   %3,1	 3/91    %3,3



belirlenmesidir. Yapılan bu çalışmada, enfeksiyon oranının çok 
düşük çıkması nedeniyle istatistiki karşılaştırmalar da yapılama-
mıştır. Bu nedenle ileriki dönemlerde bu tip araştırmaların belirli 
çiftliklerde moleküler tanı metotlarının da eklenerek yapılmasına 
ihtiyaç duyulmaktadır. Yapılacak bu araştırmalar ile cryptospori-
diosisin yöredeki risk durumu daha ayrıntılı olarak ortaya konu-
labilecektir. 

SONUÇ

Kars yöresindeki sütçü işletmelerde bulunan ishalli ve sağlıklı 
buzağılarda Cryptosporidium cinsi protozoonların görülme ora-
nı rutin teşhis metodu olan modifiye asit-fast boyama tekniği 
ve ELISA ile saptanmıştır. Sütçü buzağılarda Cryptosporidium 
prevalansın AF ile %3,8, ELISA ile %5,1 olarak bulunmuştur. 
Bu sonuçlar bölgede buzağılarda Cryptosporidium enfeksiyon 
oranlarının yıllara göre değiştiğini göstermiştir. Çalışmada ayrı-
ca dışkıda koproantijenlerin arandığı ELISA yöntemiyle cins ve 
tür düzeyinde Cryptosporidium görülme durumu belirlenmiştir. 
Her iki ELISA kiti sonuçları da birbirine yakın bulunmuştur. Ay-
rıca modifiye asit fast boyama ile pozitiflik saptanan örnekle-
rin ELISA ile de pozitif bulunması önemli bir bulgu olmuştur. 
Çünkü dışkı muayenelerinde mAF ile mikroskobik incelemede 
ookist olmayan yapılar yanlışlıkla ookist olarak değerlendirile-
bilmektedir. Ayrıca boyama tekniklerinin yapılmasında labora-
tuvarda uzun zaman harcanmaktadır. Bu nedenle hazırlanacak 
yerli üretim koproantijen arama kitleri ile bu protozoonun ve 
diğer intestinal protozoonların laboratuvar teşhisleri kolaylıkla 
yapılabilecektir. Ayrıca kliniklerde kesin tanı için pratik olarak bu 
testler kullanılabilir.
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