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Kars Yoresinde Buzagilarda Crypeosporidium Fnfeksiyonlari Prevalansimin
Asit Fast Boyama (mAF) ve ELISA Yontemleriyle Belirlenmesi

Determining the Prevalence of Cryprosporidium Infections with Acid Fast Staining and ELISA in
Calves at the Kars Province of Turkey
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Amag: Calismada, Kars yoresinde sitcl igletmelerde bulunan buzagilarda Cryptosporidium enfeksiyonlar prevalansinin modifiye Asit Fast
(mAF) boyama ve Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemleri ile karsilastirmali olarak belirlenmesi amaclanmistir.

Yéntemler: Arastirma materyali diski érnekleri; Mart-Haziran 2011 dogum sezonunda Kars cevresinde bulunan kéy ve ciftlikler olmak tzere 22
odaktaki buzagilarin rektumlarindan alinmistir. Buzagilar 3-90 gunlik (3 ayliga kadar) ve 91-180 ginlik (3 ayliktan blylk) olmak tzere iki gruba
aynlmistir. Calisma materyali 313 digki 6rneginden (146's1 ishalli buzagi, 167'si saglikli buzadi) olusmustur. Digki érnekleri 5nce mAF boyama yoén-
temiyle incelenmistir. Daha sonra bu érneklerden 222'si Cryptosporidium parvum ELISA kiti (Bio-X Diagnostics), 91'i ise Cryptosporidium ticari
ELISA kiti (DiagnosticAutomation, Inc.; USA) ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Buzagilarda Cryptosporidium yayginligi; mAF boyamayla %3,8 (12/313), ELISA ile %5,1 (16/313) oraninda bulunmustur. mAF bo-
yama ile Cryptosporidium ookisti gorilen tim ornekler ELISA ile de pozitif saptanmistir. Cryptosporidium gorilme orani mAF ve ELISA
yontemlerine gére sirasiyla; ishalli buzagilarda %5,5 (8/146), %7,5 (11/146); saglkllarda %2,4 (4/167), %3,0 (5/167); t¢ ayliga kadar olanlarda
%4,0 (10/253), %5,5 (14/253); 3-6 ayliklarda ise her iki teknik ile %3,3 (2/60) olarak belirlenmistir. Cryptosporidium parvum yayginhgr %5,9
(13/222) bulunmus olup, bu oran g aylktan kicik buzagilarda (%6,2; 12/194) 3-6 aylik gruba gére (%3,6; 1/28) daha ylksek saptanmistir. Cr-
yptosporidium parvum saptanan 13 pozitif olgunun 9'nun ishalli, 4'ntin saglikli oldugu gézlenmistir. Cryptosporidium parvum koproantijenleri
en yiksek oranda (%7,4; 8/108) li¢ ayliktan kiiclik ishalli buzagilarda gérilmustir. Cins diizeyinde Cryptosporidium etkenlerinin belirlendigi
ELISA testiyle buzagilarda Cryptosporidium koproantijenleri %3,3 (3/91) bulunmus olup, bu oran U¢ ayliga kadar olanlarda %3,4 (2/59), 3-6
ayliklarda %3,1 (1/32) olarak belirlenmistir.

Sonug: Kars yoresinde buzagilarda Cryptosporidium enfeksiyonlar prevalansinin son yillarda diistigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cryptosporidium parvum, buzagi, asit fast boyama, ELISA, Kars
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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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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.
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GiRiS

insan ve hayvanlarin intestinal protozoonlarindan olan
cryptosporidiumlarin zoonotik yénd, immun yetmezlik durumla-
rindaki dnemi ve &zellikle buzagilardaki ekonomik kayiplar dik-
kati ceker boyuttadir. Cryptosporidium’lar diinyada ve tlkemizde
yaygin olarak gorilmekte olup, buzagilar gibi geng hayvanlar dig-
kilariyla daha fazla ookist atarak hastaligin bulagsmasinda énemli
rol oynarlar. Bugtine kadar sigirlarda Cryptosporidium parvum,
C. bovis, C. andersoni ve C. ryanae tirleri bildirilmistir. Bunlar-
dan C. parvum konak spektrumu daha genis olup, buzagdilarda
yaygindir. Ayrica C. parvum insan cryptosporidiosis etiyolojisinin
%45 ini olugturmaktadir (1-3).

Cryptosporidium tirlerinin yayginliginda isletmedeki hayvan sa-
yisi, hayvanlarin yasl, ishalli veya saglikli olmasi, barinak tipi, stt
emme durumu, altlik tipi, su kaynadi, strt blyukluga, ahir veya
ciftlikteki buzagi sayisi gibi risk faktorleri rol oynamaktadir (4-8).

Cryptosporidium enfeksiyonlarinin diagnozunda boyama yontemle-
ri (Auramin Fenol, ModifiyeZiehl-Neelsen, Kinyoun Asit-fast, Modi-
fiye Asit-fast), immunolojik ydntemler, antijen tani ydntemleri (direkt
floresan antikor, immunofloresan, enzim immunoassay, immunokro-
matografik) ve molekiler tani yontemleri (PCR) kullaniimaktadir.
Bunlardan rutin boyama ydntemleri, direkt floresan antikor (DFA),
enzim immunoassay (EIA, ELISA) ve hizli tani testleri, parazitin preva-
lansini belirleme calismalarinda kullaniimaktadir. Boyama yéntemle-
rine gdre immunolojik metotlarin daha duyarli oldugu belirtilmistir
(9-12). Boyama yontemlerinde ise hazirlanan preparatlarda goérilen
Cryptosporidium ookistleri sayilarak, ookist atilim yogunlugu ve
hayvandaki enfeksiyon siddeti belirlenmektedir (5, 13).

YONTEMLER

Bu calisma icin Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan 15.12.2009 tarihinde etik kurul onayr alinmistir.

Hayvan materyali:

Kars ve cevresindeki modern ciftlik ve kdy ahirlarindaki sigir is-
letmelerinde bulunan buzagilardan olusmustur. Yoredeki sigir
yetistirme tarzi stit¢U isletme tarzinda oldugundan her isletmede
buzagdi bulunmaktadir.

Diski 6rnekleri:

Digki 6rnekleri; Mart-Haziran 2011 dogum sezonunda Kars ¢evre-
sindeki koy ve ciftlikler olmak lGzere 22 odaktaki (Kimbetli, Blylk
Aklzim Kars-Merkez, Bogazkdy, Agadeve, Esenyazi, Kocabahce,
Caglayan, Cumhuriyet, Basgedikler, Dikme, Karakas, Esenkent,

Halefoglu, S6gutli, OJuzlu, Blylk BogJatepe, Atakdy, Azat kdy-
leri, KAU Veteriner Fakiiltesi Ciftligi, Nadiroglu Ciftligi, kliniklere
gelen hastalar) buzagilarin rektumundan alinmistir. Buzagilar 3-90
gunlik (3 ayhiga kadar) ve 91-180 glnlik (3 ayliktan blyik) olmak
Uzere iki gruba aynlmistir. Calisma materyali 313 diski érneginden
(146's1ishalli, 167'si saglikh) olusmustur. Buzagilarin 253'G 3 aylida
kadar, 60"t ise 3 ayliktan blylk buzagilardan olusmustur.

ELISA metodu ile incelenen digski drnekleri sodyum asetat-asetik
asit- formalin solisyonu (SAF; 1,5 gr sodyum asetat, 2 mL glasiyal
asetik asit, 4 mL %37-40 lik formaldehit, 92,5 mL distile su) icinde
+4°C de saklanmustir.

Boyama y6ntemi:

Digski 6rneklerinden ishalli olanlar direkt olarak, normal kivamli
olanlar ise sulandirlarak parcalandiktan sonra 15 mLlik santrifd;j
tuplerine 5-10 mL alinarak tzerine su eklenip santrifij sedimantas-
yon yapilmistir. Santriflj sonrasi Ust kisim atilip ve dipteki pellet-
vortekslenmistir. Peletten yayma preparatlar hazirlanmig ve 6rnek-
lenerek -20°C de ELISA da kullanilmak tzere saklanmistir. Ayrica
bir kisim drnekte ileride molekiler calismalarda kullanilmak tzere
%2,5' lik potasyum dikromat icinde +4°C de saklanmigtir. Hazirla-
nan diski yaymalari modifiye asit fast (mAF) boyama yontemiyle
boyanarak mikroskopta 40'lik objektifte incelenmistir (10).

Mikroskobik olarak X40'lik biyitmede 10 farkl sahadaki ookist
sayisi dikkate alinarak ookist yogunlugu ve enfeksiyon siddeti
belirlenmistir. Bu degerlendirmede laboratuvar ¢alismalanimiz ve
ilgili literaturlerden (5, 13-15) modifiye edilerek hazirlanan Tablo
1'deki kriterler dikkate alinmistir.

ELISA metodu (enzim linked immunosorbent assay):

Her digski 6rnegdi dnce mAF boyama yéntemiyle incelenmis olup,
bu érmeklerden 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 ydninden incelenmistir. Hazirlanan
mikroplaytler ELISA okuyucusunda 450 nm’de okutulmustur.

BULGULAR

Buzagilarda Cryptosporidium yayginlidi; mAF boyama ydntemi
ile %3,8 (12/313), ELISA ile %5,1 (16/313) bulunmustur. mAF bo-
yama ile Cryptosporidium ookisti gorilen tim ornekler ELISA
yontemiyle de pozitif saptanmistir (Tablo 2).

Cryptosporidium gorilme orani mAF ve ELISA yontemlerine
gore sirasiyla; ishalli buzagilarda %5,5 (8/146), %7,5 (11/146);



Turkiye Parazitol Derg
2017; 41:5-8

Giindiiz ve Arslan 7
Kars Yéresinde Buzagilarda Cryptosporidium

saglikhlarda %2,4 (4/167), %3,0 (5/167); ¢ ayliga kadar olanlarda
%4,0 (10/253), %5,5 (14/253); 3-6 ayliklarda ise her iki test ile de
%3,3 (2/60) olarak belirlenmistir (Tablo 3).

Cryptosporidium parvum ELISA kitiyle (Bio-X Diagnostics, Ve-
terinary, cattle) koproantijenler yéninden incelenen 222 6rne-
gin sonuclar Tablo 4'te gosterilmistir. Bu tablodan goérilecegdi
Uzere Cryptosporidium parvum yayginhgr %5,9 (13/222) bulun-
mus olup, bu oran g ayliktan kiclk buzadilarda (%6,2; 12/194)
3-6 aylk gruba gore (%3,6; 1/28) daha ylUksek saptanmistir.
Cryptosporidium parvum saptanan 13 pozitif olgunun 9'nun is-
halli, 4'nin saglikh oldugu gézlenmistir. Cryptosporidium par-
vum koproantijenleri en ylksek oranda (%7,4; 8/108) ¢ ayliktan
kiclk ishalli buzagilarda gérilmistir. Cryptosporidium’lar cins
dizeyinde belirleyen Cryptosporidium ELISA kitiyle (Diagnos-
tic Automation, Inc.; USA, Veterinary cattle) Cryptosporidium
koproantijenleri yonlinden incelenen 91 drnede ait sonuglar ise
Tablo 4'te sunulmustur. Bu tabloda goérildigu gibi cins dize-
yinde Cryptosporidium’larin belirlendigi ELISA testiyle buzagi-
larda Cryptosporidium kopronatijenlerinin gériilme orani %3,3
(3/91) bulunmus olup, bu oran U¢ ayliga kadar olanlarda %3,4
(2/59), 3-6 ayliklarda %3,1 (1/32) olarak belirlenmistir.

TARTISMA

Buzagilarda zoonotik ve ekonomik yénden énemli olan Cryp-
tosporidium enfeksiyonlarinin prevalansi; rutin muayenede siklik-
la kullanilan mAF boyama ve diskida koproantijenlerin saptan-
digr ELISA testleriyle karsilastirmali olarak belirlenebilmektedir.
Cryptosporidium’larin laboratuvar tanisinda diskida koproanti-
jenlerin belirlendigi ELISA testlerinin mAF boyama yontemleri-
ne gore daha duyarl oldugu gdzlenmistir (16, 17). Karsilagtirmali
olarak yapilan bu ¢alismada da mAF boyama yontemiyle %3,8
(12/313), ELISA ile %5,1 (16/313) oraninda pozitiflik saptanmistir.
Modifiye asit-fast boyama ile pozitif olan érnekler ELISA ile de
pozitif bulunmustur. Ancak Kars yéresindeki daha énce yapilan
arastirma sonuglan (14, 18, 19) ile kiyaslandiginda bu arastirma-
da buzagilarda, Cryptosporidium enfeksiyon oraninin oldukga
distugu dikkati cekmistir. Cryptosporidium yayginhiginin bu ka-
dar digmesinde bircok faktorin etkili olabilecegdi ancak bunlarin
basinda yetistirme tarzlarindaki iyilestirmelerin etkili olabilecedi
disUnilmustdr.

Kars yoresinde 1999-2005 yillari arasindaki dogum sezonlarinda
Cryptosporidium prevalansim AF boyama yontemiyle G¢ ayliga
kadar olan ishalli buzagilarda %34,2 (171/500) olarak bulun-
mustur (18, 19). Bu yorede Cryptosporidium’lara yine mAF bo-
yama ydntemiyle, neonatal ishalli buzadilarda %37,7 (40/106)
ve neonatal saglikli buzagilarda %20,9 (9/43) oraninda rastlan-
mistir (14).

Tablo 1. Asit fast boyama yonteminde ookist yogunlugu ve
enfeksiyon siddeti kriterleri

Asti ve ark. (20) yaptiklar bir calismada, Turkiye'de 17 farkli il-
den aldiklar ishalli 267 buzagi diski 6rnegdini karbol-fuksin bo-
yama yontemi ile Cryptosporidium spp. yoninden incelemis ve
54'tnde (%20.22) etken tespit edildigini bildirmislerdir.

Erzurum yoresinde 2013 yilinda yapilan bir calismada bir aydan
kiclik 307 buzagi digkisinda Nested PCR yéntemiyle cryptospori-
diosis prevalansi %3,8 olarak bulunmustur (21).

Elazi§ yoresinde yapilan bir calismada, 1-28 ginlik 30 buzadi
diski &rnedi (ishalli) ticari in vitro Rapid Diagnostic Test ile i¢inde
Cryptosporidium’un da bulundugu dért farkl enteropatojen yo-
ninden incelenmis ve hicbir drnekte Cryptosporidium etkenine
rastlamamistir (22).

Yapilan bu ¢alismada, 6 ayliga kadar olan hem ishalli hem saglikli
buzadi diski 6rnekleri mAF boyama yontemine gére degerlendi-
rildiginde oranin %3,8’e kadar distigu saptanmistir. Bu digtistin
sebepleri arasinda ilk olarak iklimsel degisiklikler akla gelmistir.
iklimsel degisikligin yani sira hayvan sahiplerinin yetistiricilik adi-
na bilinglenmesi, bilingli ilag kullanimi gibi faktérler sayilabilmek-
tedir.

Cryptosporidiosis ile ilgili yapilan ¢alismalar ile Kars yoresinde
tespit edilen sonuglar kiyaslandiginda pozitiflik oraninin hem
mAF boyama ydntemine gére hem de ELISA metoduna gore
daha dustk oldugu goérilmektedir (3-9, 12-15, 17-20). Diger calis-
malarda cryptosporidiosis prevalansinin daha yiksek cikmasinda,
hem semptomlu hem de risk faktéri daha yiksek olan neonatal
buzadilar Uzerinde arastirma yapilmis olmasinin etkili olabilecedi
dustnilmektedir.

Arastirmada amaglanan rutin muayene teknigi olan mAF boyama
yonteminin yaninda ELISA testi ile de enfeksiyonun yayginliginin

Tablo 2. Kars Yéresinde Buzadilarda Cryptosporidium yayginligi

Yéntem x/n (%)
mAF Boyama 12/313 (%3,8)
ELISA* 16/313 (%5,1)

*Diskida Cryptosporidium koproantijeni arama
x/n: Cryptosporidium pozitif drnek sayisi / Incelenen &rnek sayisi

Tablo 3. Kars'ta buzagilarda klinik ve yas grubuna goére
Cryptosporidium gérilme orani

Yéntem < 3 ayhk 3 -6 aylik

ishal Normal ishal 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 yoresindeki buzagilarda Cryptosporidium parvum
ve Cryptosporidium koproantijenleri yayginligi

Ookist sayisi Ookist yogunlugu | Enfeksiyon siddeti
Ookist yok - -

1-10 Ookist + Hafif

11-25 Ookist ++ Orta

>25 Ookist +++ Siddetli

Test Adi <3 ayhk 3 -6 ayhk Toplam
C.parvum

ELISA kiti 12/194  %6,211/28  %3,6 (13/222  %5,9
Cryptosporidium

ELISA kiti 2/59 %34 [1/32 %31 | 3/91 %3,3




8 Glnduz ve Arslan

Kars Yéresinde Buzagilarda Cryptosporidium

Turkiye Parazitol Derg
2017; 41:5-8

belirlenmesidir. Yapilan bu ¢alismada, enfeksiyon oraninin cok
dislk ¢ikmasi nedeniyle istatistiki kargilagstirmalar da yapilama-
mistir. Bu nedenle ileriki dénemlerde bu tip arastirmalarin belirli
ciftliklerde molekuiler tani metotlarinin da eklenerek yapiimasina
ihtiyag duyulmaktadir. Yapilacak bu arastirmalar ile cryptospori-
diosisin yoredeki risk durumu daha ayrintili olarak ortaya konu-
labilecektir.

SONUC

Kars yoresindeki sitcl igletmelerde bulunan ishalli ve saglikli
buzagilarda Cryptosporidium cinsi protozoonlarin gérilme ora-
ni rutin teshis metodu olan modifiye asit-fast boyama teknigi
ve ELISA ile saptanmistir. Sttcl buzagilarda Cryptosporidium
prevalansin AF ile %3,8, ELISA ile %5,1 olarak bulunmustur.
Bu sonuclar bélgede buzagilarda Cryptosporidium enfeksiyon
oranlarinin yillara gére degistigini gdstermistir. Calismada ayri-
ca diskida koproantijenlerin arandigi ELISA yéntemiyle cins ve
tur dizeyinde Cryptosporidium goérilme durumu belirlenmistir.
Her iki ELISA kiti sonuclar da birbirine yakin bulunmustur. Ay-
rica modifiye asit fast boyama ile pozitiflik saptanan érnekle-
rin ELISA ile de pozitif bulunmasi énemli bir bulgu olmustur.
Cunku digki muayenelerinde mAF ile mikroskobik incelemede
ookist olmayan yapilar yanliglikla ookist olarak degerlendirile-
bilmektedir. Ayrica boyama tekniklerinin yapilmasinda labora-
tuvarda uzun zaman harcanmaktadir. Bu nedenle hazirlanacak
yerli Uretim koproantijen arama kitleri ile bu protozoonun ve
diger intestinal protozoonlarin laboratuvar teshisleri kolaylikla
yapilabilecektir. Ayrica kliniklerde kesin tani icin pratik olarak bu
testler kullanilabilir.
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