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ONSOZ

Cryptosporidium parvum kaynakli kriptosporidiyoz son 50 yildir veteriner
hekimligin c¢oziilemeyen en biiyiilk sorunlarindan biri olmus ve olmaya devam
etmektedir. Bu tez calismasinda C. parvum ile deneysel enfekte edilen siganlarda
koruyucu oral heparin uygulamasinin enfeksiyonun ortaya ¢ikisina etkisini ve diger
gruplarda oral heparinin enfeksiyonu takiben tedavideki etkinligini ortaya koymak
amaclanmistir. In vitro ortamda kriptosporidiyal invazyonu kisitladig: bildirilen
heparinin; heparin sodyum olarak oral yolla enfeksiyon oncesi tek doz, tedavi amaciyla
ise 3 farklhi dozda (7,5 mg/kg, 15 mg/kg, 22,5 mg/kg) uygulanmasi sonrasi ortaya
cikacak klinik tablo ve ookist atilimi, biyokimyasal parametreler degerlendirilmis ayni

zamanda halofuginon laktat ve lasalosid sodyum tedavileri ile karsilastirilmistir.

Doktora egitimim boyunca benden derin bilgi birikimini, zamanini, giileryiiziini
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Prof. Dr. Ebubekir CEYLAN ve Prof. Dr. Aslan KALINBACAK’a, tez ¢alismama olan
derin katkilarindan dolay: tez izleme komitesi iiyesi hocam Prof. Dr. Ender YARSAN’a,
bilimsel katkilarindan dolay1 Prof. Dr. Miyase CINAR’a, deneysel enfeksiyon materyali
elde edilmesinde mutlak yardimlari igin Dr. Ogr. Uyesi Neslihan SURSAL SIMSEK e,
istatistiksel analizlerin yapimindaki yardimlar1 i¢in Prof. Dr. Serkan ERAT’a,
histopatolojik degerlendirmelerdeki yardim ve emekleri i¢in Dog¢. Dr. Hasan Tarik
ATMACA’ya , bu siirecte yardim ve desteklerini esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Ruhi
Kabak¢1 ve Dr. Sedat SEVIN’e, Dr.Taha Burak ELIFOGLU’na sonsuz saygi ve

tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Kriptosporidiyoz apikompleks, hiicre i¢i, sitoplazma dis1i Okaryotik
protozoonlar  olan  kriptosporidyum  tiirlerince  olusturulmaktadir.  Parazit
gastrointestinal sistemin mikrovillus epitelini enfekte ederek insanlar da dahil olmak
lizere genis yelpazede omurgali konakgida epitel dokunun erozyonuna ve devaminda
ishale neden olur (Fayer ve Xiao, 2007; Xiao ve ark., 2004). Enfekte hayvanlarin
diskilariyla ¢evreye sacilan ve su kaynaklar basta olmak {izere ¢evreyi kontamine
eden parazit ookistleri saglikli hayvanlar ve insanlar i¢in siirekli bir tehdittir. Bu
durum hayvancilik endiistrisinde basta diisiik verimlilik ve ciddi ekonomik kayiplara
neden olur (Blewett, 1989). Kriptosporidyumlar ozellikle yenidogan buzagilarda
kendini sinirlayan ishale neden olurlar. Hayvanlar cevrelerinden aldigi ookistlerle
enfekte olur ve enfeksiyondan sonraki birkag¢ giinden 2 haftaya kadar siirebilen siirenin
sonunda basta macunsu ila sulu ishal olmak tizere klinik hastalik belirtileri gdsterirler
(Rommel, 2000). Kriptosporidiyozun mortalite oran1 ¢ok yiiksek olmamakla beraber
buzagilarda %35 lere varabilmektedir (Kageruka ve ark., 1984). Cryptosporidium
parvum zoonotik potansiyeli ve genis konak¢1 ag1 nedeniyle diinya ¢apinda en yaygin
kriptosporidyum tiiriidiir (Chalmers ve Katzer, 2013). Rotaviriis, koronaviriis ve
enterotoksijenik escherichia coli enfeksiyonlar1 ile birlikte yenidogan buzagi

ishallerinin %75-95’inden sorumludur (Constable ve ark., 2016).

Parazit eseyli ve eseysiz bir yasam dongiisiine sahiptir, diger apikompleks
parazitlerin aksine aninda enfektiftir ve tim yasamsal dongiisiinii tek bir konakta
gecirdigi icin monoksen parazitler grubuna dahildir (Current ve Reese, 1986; O’Hara

ve Chen, 2011; Patton, 2000).



[k tanimlanan kriptosporidyum tiirii olan Cryptosporidium muris ilk defa 1907
yilinda Ernest Edward Tyzzer tarafindan fare mide bezlerinde saptanarak tanimlanmis
ve 1910 yilinda kriptosporidyum cinsi altinda bir tiir olarak isimlendirilmistir (Tyzzer,
1907; Tyzzer 1910). C. parvum ise 1912 yilinda yine Ernest Edward Tyzzer tarafindan
fare ileum mukozasinda C. muris’den daha kiicliik olan ookistleri ile ayirt edilerek

tanimlanmis ve ookistlerin diskiyla atildig1 ortaya konmustur (Tyzzer, 1912).

Parazitin 1955 yilinda 10-14 giinliik hindilerdeki klinik ishalin sebebi olarak
gosterilmesinden sonra ¢iftlik hayvanlarinda da hastalik yapabilecek potansiyele sahip
oldugu kabul edilmis ve bu baglamdaki ilk tiir isimlendirmesi ‘Cryproporidium
meleagridis’ i¢in yapilmustir (Slavin, 1955).

C. parvum’un sigirlarda ishalle iliskilendirildigi ilk vaka 1971 yilinda kronik
ishalli, anorektik 8 aylik Santa Gertrudis 1rki bir diivenin jejenum kesitlerinde parazitin
histopatolojik tespiti ile ortaya konmustur. Kriptosporidyumun hindi ve kobayda daha
once bildirilen lezyonlarina ¢cok benzer lezyonlar goriilmiis buna karsin gézlemlenen
klinik hastalikta diger viral ve bakteriyel patojenlerle ko-enfeksiyon belirtileri de
saptandig1 icin buzagidaki hastaligin Kriptosporidiyal enfeksiyondan kaynaklanmig
olabilecegi diisiiniilmiis fakat hastalik yalmizca kriptosporidyuma atfedilememistir
(Panciera ve ark., 1971). Insanlardaki ilk kriptosporidiyoz vakalari ise (Meisel ve ark.,
1976; Nime ve ark., 1976) bundan 5 yil sonra bildirilmistir. Insanlarda goriilen her iki

ilk vakada da hastalarin uzak ¢iftlik temasi s6z konusudur.

Amfibiler, siiriingenler, kuslar ve memeliler dahil olmak {izere farkli siniflarin
konak¢1 gorevi gordiigli tamami morfolojik, biyolojik ve molekiiler verilerle

dogrulanmis 19 tiir Cryptosporidium spp. mevcut iken baliklar destekleyici molekiiler



verilerden yoksun olan {i¢ ek tiire de ev sahipligi yaparlar. Cryptosporidium spp’nin
cesitli omurgali konak¢idan elde edilmis 40'tan fazla izolatinin da gen dizisi verileri

literatiirlerde rapor edilmis ve genbank'ta listelenmistir (Fayer, 2010).

Sigirlarda genel itibariyle neonatal donemde ortaya c¢ikan hastalikta,
abomazumu enfekte eden C. andersoni (Lindsay ve ark., 2000) ve ince bagirsak
epitelini enfekte ederek klinik hastaliga yol agan C. parvum, C. bovis, C. ryanae olmak
iizere toplamda 4 tiir sorumludur (Fayer ve ark., 2005; Fayer ve ark., 2006; Xiao,
2010; Xiao ve Feng, 2008). C. parvum 'un en ¢ok 4 haftaya kadar olan buzagilarda
goriildiigii bilinmektedir. Ince bagirsakta gelisen C. parvum 6zellikle jejenumun son
kismi, ileum ve bazen de kalin bagirsakta bulunmaktadir. Kriptosporidiyoz asir1 sivi
ve elektrolit kayiplariyla metabolik asidoz, devaminda negatif enerji dengesi ve
Olimlere neden olabilmektedir (Constable, 2016). C. parvum tek basina zoonoz
olgularin biliyiik kismindan sorumludur (Xiao, 2010). Tiim diinyada en sik goriilen
zoonoz hastaliklardan olan C. parvum kaynakli kriptosporidiyoz enfekte yenidogan

buzagilarin diskilartyla etrafa yayilir (Fayer ve ark., 2000; Santin ve ark., 2004).

Siklikla goriilen diger zoonotik tiirler ise C. meleagridis, C. canis, C. felis ve C.
hominis’dir (Caccido ve ark., 2002; Cama ve ark., 2003; Leoni ve ark., 2006;
McLauchlin ve ark., 2000; Xiao ve ark., 2001).



1.1. Taksonomi

Takson; taksonomik siniflandirmadaki sube, sinif, takim, aile, cins ve tiir gibi
bir resmi birim ve addir (Fayer ve Xiao, 2007). Taksonomik olarak, C. parvum
Protozoa alemi, Apicomplexa subesi (apikal komplekse sahip), Sporozoasida sinifi,
(ookist olusumu ile aseksiiel ve seksiiel sathalarla ¢ogalan), Coccidiasina altsinifi
(merogoni, gametogoni ve sporogoni igeren bir yasam dongiisii ile), Eucoccidiida
takimi, Eimeriina alttakimi (bagimsiz mikro ve makrogaminin gelistigi),
Cryptosporiidae ailesi (ookistlerin i¢inde dortlii sporozoit igeren-ancak sporosist
icermeyen), Cryptosporidium cinsine dahildir (Fayer ve Xiao, 2007; Tzipori ve
Griftiths, 1998).

Cryptosporidium spp’nin ¢esitli omurgali konak¢idan elde edilmis 40'tan fazla
izolat1 taksonomik statiiden yoksundur ve kokene bagli olarak genotip olarak
adlandirilir. Bugiine kadar sadece memeli takiminin 12 iiyesinin konake¢1 olarak rapor
edildigi 150°den fazla kriptosporidyum tiirii bildirilmistir. Neredeyse tiim raporlar
parazit ookistlerinin mikroskobik gozlemine dayanmaktadir ve spesifikasyon igin
gerekli verilerden yoksundur (Fayer, 2010; Fayer ve Xiao, 2007). Taksonomik statii
alabilmeleri i¢in yeterli morfolojik, biyolojik ve molekiiler veriler gereklidir. Tiir
isimlendirilmeleri Uluslararas1 Zoolojik Adlandirma Komisyonu (UZAK) kurallarina
uygun olmahdir. UZAK kurallart isimleri Oneren kisiler tarafindan farkh
yorumlanabilecegi, tiirlerin isimleri ve daha yiiksek taksonlar da degisebilecegi;
orijinal isimler yanlis bir sekilde atanabilecegi, orijinal literatiir gézden kacabilecegi
icin veya taksonomik durumu belirlemek i¢in yeni bilimsel yontemler uygulanabilir.
Cryptosporidium sp'min hizla gelisen taksonomik durumu da bu durumu
yansitmaktadir (Fayer, 2010). Parazitin kimligine iliskin net bilgi ve belirli bir parazit

grubundaki varyasyon aralifinin anlasilmasi, asilarin ve yeni teshis yontemlerinin



gelistirilmesinde de ¢ok 6nemlidir (McManus ve Bowles, 1996). Jirku ve ark. (2008),
yeni tlirlerin UZAK kurallarina uygun olarak adlandirilmasia yonelik tavsiyelerini su

sekilde Ozetlemislerdir;

-Parazitin tutundugu ve biriktigi dokunun ortaya konmasi,
-Eslik eden ookist gelisim asamalarinin taniminin yapilmasi,
-Biyolojik karakterizasyonunun yapilmasi,

-Ayirici tanisinin tanimlanmast,

-Miimkiinse genetik karakterizasyonunun yapilmasi ve gelecekte yapilabilecek DNA
karakterizasyonlar1 i¢in tiim genetik materyal ile gen dizilimlerinin bir miize veya

akademik kurumda muhafaza edilmesi.

1.2. Morfoloji, Yasam Cemberi ve Bulasma

Parazitin yasam siklusu ekskistasyon, merogoni, gametogoni, fertilizasyon,
ookist duvari olusumu ve sporogoni olmak iizere 6 ana evreden olusur (Constable,
2014). Ookistler > 4,5 um biiyiikliiglinde oval veya kiiresel sekildedir. Enfekte
konagin diskist ile ¢evreye atilan sporlu ookist formu parazitin bilinen tek ekzojen
sathas1 olup, parazitin bu formda yeni enfeksiyonlarin kaynagi olacak sporozoitleri
cevreleyerek kimyasal ve mekanik bozulmalara, c¢evresel kosullara karsi
dayanikliligini artiran yaklasik 49 nm kalinliginda {i¢ kath bir duvar yapis1 mevcuttur
(Fayer ve Xiao, 2007; Harris ve Petry, 1999). Bu {i¢ katli duvar yapisindan en distaki
katmanin kalinlig1 diizensiz olup ortalama 10 nm’dir. Orta katman 2,5 nm kalinliginda,
i¢ katman ise kendi i¢inde iki katmanli olup sirasiyla 11,6 ve 25,8 nm kalinlhigindadir.

Rezidiiel cisimcigi 2,4 um x 2,5 um boyutlarindadir. Cap1 0,2 um ila 1,2 pm olan bir



dizi graniille ¢evrilidir. Dort sporozoitin ortalama uzunlugu 4,9 pm x 1,2 um dir ve
rezidiiel cisimcigin yaninda yer alir (Weber ve ark., 1991). Duvar, ¢evresinin tigte biri
ila yaris1 kadar uzunluga sahip tek bir girintiye sahiptir. Ekskistasyon sirasinda bu
girinti agilir, girintinin her iki tarafindaki ookist duvar1 geri ¢ekilip i¢e dogru kivrilir
ve sporozoitler ookistten ¢ikarak serbest kalirlar (Fayer ve Xiao, 2007; Reduker ve
ark., 1985). Parazitin diyagramatik yasam ¢emberi Sekil 1.1 de verilmistir (Fayer ve
ark., 1997).

Ouoenfeksivon
J Dlrlilwl: Betis

ince duvarh oul:m“m R e

' w ‘. b i . o
fp s N ¥ et =

Olgun ookist Olgunlasmamis ookist Makrogametosit

Sekil 1.1. C. parvum’ un diyagramatik yasam ¢emberi.



Bulagsma genellikle ookistlerle kontamine gida ve sularin uygun konake1
tarafindan ag1z yolu alinmasina miiteakip sekillenir; boylelikle endojen satha baslar (R
Mide ortamindaki asidik etki, pankreatik enzimler ve safra tuzlar ile ookist duvari bir
kutuptan ayrilmaya baslar ve 4 sporozoit serbest kalir (Fayer ve Xiao, 2007).
Ookistlerden ¢ikan yaklasik 3,5 x 4,0 pm boyutundaki piiriizlii dis ylizeye sahip
sporozoitler hareketlidir ve potansiyel konak¢i hiicrenin apikalinden yaklasarak
hiicreyi aktif olarak istila eder (Reduker ve ark., 1985; Wetzel ve ark., 2005).
Sporozoitler, baslangicta ince, hilal veya bumerang sekilli iken oval veya kiiresel hale
gelir. Vakuoller anterior uca yakin bir yerde paraziti ¢evreleyen bir parazitofor vakuol
olusturarak birlikte kiimelenirler. Bu vakuoler alan, konakgi-parazit arayiizii
olusturmak i¢in konak hiicre membrani ile birlesir. Konake1 hiicre mikrovillilerinden
ince membrana bagli sitoplazmik uzantilar ¢ikarak paraziti cevreler ve sonunda olgun
bir parazitofor vakuol haline gelir. Parazitofor vakuol i¢indeki sporozoitler hiicre
icindedir ancak konak¢i hiicre sitoplazmasi ile dogrudan temas halinde degil,
ekstrasitoplazmiktir. Bu siirecin sonunda sporozoitler kiiresel hale gelir ve
trofozoitlere doniistirler (Huang ve ark., 2004; Reduker ve ark., 1985; Umemiya ve

ark., 2005).

Aseksiiel cogalma da denilen merogoni sathasinda trofozoit c¢ekirdegi
boliinerek Tip 1 ve Tip 2 merontlart olusturur. Tip I merontlar alti veya sekiz
cekirdege sahiptir ve her biri yapisal olarak sporozoite benzer merontlari olustururlar.
Her olgun merozoit teorikte baska bir konake1 hiicreyi enfekte etmek ve baska bir Tip
I veya Tip II meront gelistirmek icin meront birakir. Tip II merontlar dort merozoit
iiretir. Boylece mikrogametositler ve makrogametositler ortaya ¢ikar (Goebel ve
Braendler, 1982; Smith ve Rose, 1998). Mikrogametler niikleer boliinmeyi iistlenir ve
parazitoforlu vakuolden serbest birakildiklarinda makrogametten gelistirilen tek
hiicreli makrogametositlerin yerini belirleyip dolleyen 16 mikrogamet olusturur.
Doéllenme {iriinii olan zigot, dort sporozoit igeren ince veya kalin duvarli ookisti

iiretmek icin iki aseksiiel sporogoni dongiistine maruz kalir (Current ve Reese, 1986).



Mikrogametlerin makrogametositlert nasil tespit ettigi tam bilinmemekle beraber
dollenme icin konakgr hiicre zarna baglanarak ve niifuz etmeleri gerekmektedir.
Mikrogamet, makrogametosit sitoplazmasina girdikten sonra c¢ekirdege girer veya
niikleer icerigini makrogametositin membranindan gecirir. Sadece dollenmis
makrogametositlerin ~ ookistlere  doniistiigli =~ varsayilmaktadir. Bu  esnada
makrogametosit cevresinde 3 kathi bir duvar olusur, dollenmis makrogametin 2n
cekirdegi mayoz boliinerek dort n sporozoite doniisiir. Koksidiyan parazitlerde ookist
duvar cesitli cevresel faktorler ve kimyasal hareketlere dayanikli saglam bir yapidir.
Bu durum ookistlerin uzun siire hayatta kalmasina olanak saglayarak konaktan konaga
gecisi kolaylastinir (Fayer ve Xiao, 2007). Sporlanan kriptosporidium ookistleri
olgunlastiginda 4 sporozoit igerir. Ookistler ince ve kalin duvarli olmak {izere iki
tirlidiir. Bu yapilarin rolii belirsizligini halen korumakla birlikte ince duvarh
ookistlerin konakg¢ida parazit gelisim dongiisiinii sagladigi, kalin duvarli ookistlerin ise
disk1 ile cevreye yayildigr diisiiniilmektedir (Current ve Reese, 1986; Templeton ve
ark., 2004).

Bagirsak liimenine salinan kalin duvarli enfektif ookistler, diski ile konak¢idan
atilir ve enfeksiyonun diger duyarli konakgilara hizla yayilmasini saglar (Smith ve
Rose, 1998). Diger koksidiyan parazitlerin aksine Cryptosporidium spp. ayni konagi
otoenfekte de edebilir. Otoenfeksiyon, ince duvarli ookistlerce epitelden ayrildiktan
sonra olusturulur ve dongii yeniden baslar (Current ve Reese, 1986; Sinski ve Behnke,

2004).

C. parvum’un neden oldugu patofizyolojik degisiklikler, gelisim asamalarinin
konumu ile agiklanmaktadir. Bagirsak villusunun epitel hiicrelerine yapistiklart i¢in
fonksiyonel bozukluga sebep olurlar, bagirsak mukozasi ile ylizey alani azalir, ¢ok

sayida mikrovillus kaybolur ve villuslarin atrofisi sekillenir. Bu durum Onemli



sindirim enzimlerinin kaybina da yol acar ve besin sindiriminin, 6zellikle seker ve
proteinlerin pargalanmasi yetersiz hale gelir, malabsorbsiyon olusur (Nagy ve Pohlenz,
1982). Bagirsak liimenindeki ozmotik olarak aktif disakkarit ve oligosakkaritler suyu
baglar ve kagmilmaz olarak ozmotik ishal sekillenir (Dahme ve Weiss, 1988).
Kriptosporidyum ookistlerinin ¢evresel kontaminasyonunun hem sigir erisiminin
oldugu ahir tabani, toprak, mera, su kaynaklarinda hem de buzagi bdlmelerinde ¢ok

yiiksek oldugu gosterilmistir (Faubert ve Litvinsky, 2000).

Yenidogan buzag Oliimlerinin toplamda yarisindan fazlasi ishallere bagh
sekillenmekte olup kriptosporidiyoz bu nedenler arasindaki yerini ve 6nemini yillardir
korumaktadir. Buzagi kayiplari; ishal periyodu boyunca siiren soguk stres ve
beslenememenin sonucu sekillenmektedir. Enfeksiyon digki ile atilan ve dis sartlara
olduk¢a dayanikli ookistlerin agiz yoluyla alinmasi sonucu meydana gelir. Oral alim
sonras1t bagirsak epitellerinin mikrovililerine hiicredisi yerlesen parazit bu yapilarin
atrofisine, mukozanin hiperemisine, buna bagli sindirim ve emilim bozukluklarina yol
acar. Enfeksiyonun seyri sirasinda bir¢cok buzagi enfekte olmasina karsin klinik
hastalik belirtilerini gostermeyebilir (Fayer ve Xiao, 2007; Shahiduzzaman ve

Daugschies, 2012).

1.3. Prevalans

Tiirkiye'de ilk defa 1984 yilinda yapilan ¢alismada 56 buzagi diskisindan
15’ inde (% 26,7) kriptosporidyum ookistlerine rastlanmis, ishalli buzagilarin
% 27,4 ‘linde; saglikli buzagilarin ise % 20 'sinde kriptosporidiyoz tespit edilmistir
(Burgu, 1984).



Sahal ve ark. (2005), Ankara’da 109 ishalli buzagi diskisini incelemis ve
enfeksiyon prevalansini %35,8 olarak saptamistir. Hastali§in daha ziyade kis aylarinda
goriildiigli ve ookist atilimina gore enfekte buzagilarin %64 iiniin siddetli enfeksiyon

gecirdigini ortaya koymuslardir (Sahal ve ark., 2005).

Ulkemizde yapilan bir diger calismada diski numunesi incelenen toplamda 300
buzagidan 1-10 giinliik 67 buzaginin 34’iinde (%50,75), ishalli 39 buzaginin digki
incelemesinde ise 33’ilinde (%84,62) C. parvum enfeksiyonu saptanmistir. Ayni
aragtirmada tiim yas gruplarindaki ishalli buzagilarda enfeksiyon orani1 %27,33, ishalli

olmayan buzagilarda ise %9,85 oldugu ortaya konmustur (Seving ve ark., 2003).

Ekici ve ark. (2011), ise Konya’da ishalli buzagilarda yaptiklar1 prevalans
caligmalarinda 368 buzagiya ait diskinin laboratuvar incelemesinde 145 buzaginin
(%39,4) kriptosporidyum ile enfekte oldugunu ve ookistlerin en sik %46 oranla 1-10
glinliik yastaki buzagilarca atildigini ortaya koymuslardir.

Erzurum ve g¢evresinde sigir yetistiriciligi yapilan siitcli isletmelerdeki
buzagilarda kriptosporidyum prevalansinin incelendigi ¢alismada ise oranin %22,8
oldugu, ve prevalansin ishalli hayvanlarda daha da yiikseldigi, klinik kriptosporidiyoz
vakalarinin daha sik goriildiigii klasik yetistiricilikte enfeksiyonun daha da siddetli
oldugu saptanmistir (Sar1 ve ark., 2008) .
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Kars ve cevresinde 3 aylik yasa kadar olan buzagilarda kriptosporidyum
prevalansinin arastirildigi ¢alismada 140 buzagidan 36sinda  kriptosporidyum
ookistleri saptanmis ve prevalans %?25,7 olarak belirtilmistir (Arslan ve ark., 2001).
Benzer sekilde Kars yoresinde yapilan bir diger ¢alismada ishalli ve saglikli 149
buzag diskisinin incelenmis kriptosporidyum prevalansi %32,9, kriptosporidyum ile
enfekte buzagilarin yas ortalamasi ise 9,5 giin olarak belirtilmistir (Citil ve ark., 2004).

Nalbantoglu ve ark. (2012), 17 farkli ilden farkli yas, itk ve cinsiyetteki 267
ishalli diski 6rnegini kriptosporidyum yoniinden incelemis ve 54 hayvanda

kriptosporidyum ookisti tespit ederek prevalansi %20,22 hesaplamislardir.

Ulkemizin muhtelif bélgelerinde neonatal diyare sendromu gdsteren
buzagilarda kriptosporidiyoz yaygin olarak goériilmektedir (Arslan ve ark., 2001; Citil
ve ark., 2004; Ozlem ve ark., 1997; Sar1 ve ark., 2008; Seving ve ark., 2003; Zisan ve
ark., 1998).

Amerikan ulusal hayvan saglig1 izleme sistemi raporlarina gore Amerikan siit
isletmelerinde en ¢ok 1-3 haftalik yastaki buzagilarda olmak {izere kriptosporidiyoz

prevalansi %20lere, isletme bazinda ise %40lara varmaktadir (Nahms, 1993).

ABD’de bir siit ciftliginde hepsi 5 aylik dénem igerisinde dogmus safkan
Holstein 30 buzagida dogumdan 2 yasa kadar gecen siiregte kriptosporidyum tiir ve
genotiplerinin yayginligi ve yas dagilimi incelenmis ,1 haftalik yasta iken C. parvum
30 buzagidan 24'tinde (% 80), 2 haftalikken ise 29 buzagida (% 96.6) hastalik tespit

edilmistir. Buzagilar 10 haftalik olduktan sonra, yalnizca iki buzaginin; biri 16
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haftalik, digeri 6 aylikken C. parvum ile enfekte oldugu bildirilmistir (Santin ve ark.,
2008).

Ingilterede yapilan prevalans calismalarmin sonucuna gore kriptosporidyum
son 10 yildaki en 6nemli buzag ishali nedeni olup VIDA Raporu’na gore (2012) ise
rapor edilen yeni dogan buzag ishal vakalarmin tek basima %38’ini olusturmaktadir.
Ingiltere ve Galler’de 2007 yilinda si@irlarda rapor edilmis 990 salgin kayitlara gegmis
ve cogu salgimin bahar aylarinda 6zellikle nisan ve mayis aylarinda oldugu dikkati

cekmistir (Defra, 2008; Pollock ve ark., 2010).

Ispanyada yapilan bir calismada odak ciftlikteki 32 yenidogan buzag
hayatlarinin ilk 30 giiniinde C. parvum enfeksiyonu yoniinden monitdrize edilmis,
dogumdan itibaren 2-3 giin boyunca havuzlanmis kolostrumla beslenen, ayr1 bokslarda
iyl hijyenik standartlarda tutulan, yasam alanlarmin altlar1 hergiin basingh su ile
yikanan buzagilarin %50 sinin ortalama 9,4 giinliik yasta iken kriptosporidyum ile
enfekte oldugu saptanmistir (Castro-Hermida ve ark., 2002). Baska bir calismada ise
ortalama 49 inegin oldugu 65 siit isletmesinden ortalama yaslar1 12 giin olan 218
buzag diskisi incelenmis; kriptosporidyumun en sik karsilasilan (9%52,3) enfeksiyoz
ajan oldugu ve monoenfeksiyon olarak dahi c¢iftlikte %?27,5’lere varan oranda
bulundugu ortaya konmustur. Kriptosporidyumla miksenfeksiyon olgularinin da %20
lere varan oranlarda ve en ¢ok rotaviruslarla miisterek olarak bulundugu bildirilmistir

(de la Fuente ve ark., 1998).

Cin’de 2017 de yayimnlanan bir ¢alismada ise gecen 30 yilda yayinlanmis 97
sigir kriptosporidiyoz arastirmasi incelenmis ve genel enfeksiyon orami %14,50

(5265/36316), ishalli buzagilardaki genel kriptosporidiyoz orani %45,78 (141/308)
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olarak bulunmus, genotiplemeleri yapilan 1960 kriptosporidyum pozitif izolatin
C. bovis, C. andersoni, C. ryanae, C. parvum, C. xiaoi, C. ubiquitum, C. meleagridis,
C. hominis, C. tyzzeri, C. serpentis olmak tlizere 10 ayr1 tiire ve C. suis-like genotip,
ve yeni genotip olmak iizere 2 genotiplerinin oldugu bunlar arasinda C. parvum’un en

baskin olanlardan 119/394 biri oldugu ortaya konmustur (Wang ve ark., 2017).

Almanya’da Heine ve Boch (1981), Miinih ve Steinfurt bolgelerinde 5-28
giinlik 597 buzag ile yaptiklari calismada ishalli buzagilarin %39,5’inde, klinik
olarak saglikli buzagilarin %13,7’sinde kriptosporidiyoz oldugunu tespit etmislerdir.
C. parvum’un rutin laboratuvar incelemelerinde Oneminin anlasilmasi ile de son
yillarda C. parvum kaynakli ishal vakalarmin artmis oldugu bildirilmistir (Joachim ve

ark., 2003).

House (1978) ve de la Fuente ve ark. (1998), kriptosporidyumlari rotaviriisler

ile birlikte yeni dogan buzagilarda ishalin en dnemli nedeni olarak siniflandirmiglardir.

Hindistan’in Pencab eyaletinde yapilan prevalans ¢alismasinda Singh ve ark.
(2006), 80 ishalli buzag1 ve 74 ishalli olmayan buzag diskisini incelemis ve toplamda
50 buzagi diskisinda (%25,68) kriptosporidyum ookistlerini tespit etmiglerdir. Ayni
caligmada 0-30 giinliik yastaki her iki gruptaki buzagilarda enfeksiyon prevalansinin
sirastyla %86,4 ve %66, mortalite oraninin ise %35,2 ve %44,4 oranla pik yaptigini
gozlemlemis, enfeksiyon prevalansi ile yas arasinda negatif bir korelasyon oldugunu

belirtmislerdir (Singh ve ark., 2006).
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Kriptosporidyum prevalansi evcil hayvanlarda da yaygindir; Ingiltere'de
yapilan c¢alismada arastirmacilar (Bowman ve Lucio-Forster, 2010) inceledikleri
kedilerde % 15 ve kopeklerde % 45'e varan prevalans bildirmislerdir. Hayvanlarin
yaklasik % 20’sinin ookist attiklarina dair sonuglar da bulunmaktadir (Smith ve ark.,

2009).

1.4. Ekonomik Etkileri

Hayvanlarda kriptosporidiyoz en sik heniiz siitten kesilmemis giftlik
hayvanlarinda, 6zellikle buzagilarda, daha az siklikta ise kuzular ile oglaklarda goriiliir
ve ekonomik olarak ¢ok 6nemli bir hastaliktir. Hayvan vakalarinin degerlendirilmesi
insan vakalarindan farkli sekilde yapilir, insandaki gibi bireysel tanilardan ziyade siirii
diizeyindeki insidans veya salgin ortaya konmaya ¢alisilir (Chalmers ve Giles, 2010).
Ureticiye ¢ikan veteriner faturalar, tedavi masraflar1 ve verim diisiikliigii de dikkate
alimdiginda kriptosporidyum ekonomik agidan cok daha Onemli hale gelmektedir

(Holland, 1990).

Yakin tarihte Birlesik Krallik’ta yapilan ve yenidogan buzagilarda
kriptosporidiyozun liretime uzun siireli etkilerinin ilk defa ortaya kondugu belirtilen
calismada yenidogan buzagilarda C. parvum kaynakli siddetli hastaligin 6 aylik siire
sonunda biiyiime oranlarin1 onemli Ol¢lide azalttigi ve siddetli enfekte hayvanlarin
saglikli hayvanlarla aradaki biiylime kaybini asla kapatamadiklar1 bildirilmistir.
Calismaya gore ciddi sekilde enfekte olmus buzagilarin 6 aylik siire sonundaki
gelisme geriliginin klinik hastalik belirtisi olmayan buzagilarla karsilastirilmasinda

ortalama 34 kg. canli agirlik farki oldugu goriilmiis ve ortalama pazar fiyat: ile her bir
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buzagi igin iireticinin 128.18£ (~ 1250 %) degerinde ekonomik kaybr oldugu ortaya
konmustur (Shaw ve ark., 2020).

Kriptosporidiyozun ekonomik etkileri denildiginde sadece hastalik sonucunda
sekillenen Oliimlere bagli ekonomik kayip degil ayn1 zamanda tedaviye harcanilan
zaman, dehidrasyona bagli biiyiime geriligi, is¢ilik ve zaman alici olmas1 kadar da
yiiksek maliyetli olan tedavide kullanilan ilaglar, damarigi soliisyonlar v.b., veteriner
masraflar1 ve ekstra bakima bagl is¢ilik gibi ek kayiplar da diisiiniilmelidir (de Graaf
ve ark., 1999).

Iskog Ziraat Koleji toplam 3619 etkilenen buzagi olan 212 buzagi ishali
salginini inceledigi ¢alismada sadece ishale yonelik yapilan tedavinin buzagi basina el
emegi hari¢ ortalama 34 £ (~39 €) civarinda oldugunu hesaplamistir (Gunn ve Stott,
1997).

1.5. Zoonotik Onemi

Evcil hayvanlardaki enfeksiyon duyarli insanlarin enfeksiyonu igin bir
rezervuar olabilmektedir. Bazi immunyeterli kisilerde, 6zellikle ¢cocuklarda, C. parvum
kendini sinirlayan, viral olmayan, nispeten yaygin ishallerin nedeni olarak kabul
edilmektedir. Hastalik immunsupresif kisilerde yasami tehdit edebilir (Majeed ve ark.,
2018; O’Donoghue, 1995).
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Insanlarda klinik tabloya karin agrisi, mide bulantisi, kilo kaybi, ates ve bas
agris1 eslik edebildigi gibi hastalik asemptomatik de seyredebilmektedir (Caccio ve
Pozio, 2006). ingiltere’de yapilan ¢aligmada bir buzag ciftliginde 2007 yilinda 6
veteriner fakiiltesi 0grencisinde goriilen hastalikla ayn1 bolgede bir dnceki sene baska
bir veteriner fakiiltesi 6grencisinde goriilen hastaligin kaynaginin ayni ¢iftlik oldugu
mikrobiyolojik analizler sonucu hastalik etkeninin C. parvum oldugu gosterilmis ve
salginin, buzagilarda enzootik C. parvum bulunan bir ¢iftlikte 6zellikle el yikamadaki
hata ve eksiklikler gibi hijyenik hatalardan kaynaklandig1 gosterilmistir (Gait ve ark.,
2008). Bununla birlikte Kriptosporidiyozun g¢ocuklardaki ana nedeninin yetersiz
beslenme oldugunu, pozitif vakalarin tamaminin 6-12 yas grubunda enfeksiyona
maruziyetin daha fazla oldugu kotii sanitasyon kosullarinda kalan bolgelerde yasayan
cocuklar oldugunu ortaya koyan ¢alismalar da mevcuttur (Ghenghesh ve ark., 2012;
Khalil ve ark., 2018).

Massey Universitesi'nde veteriner fakiiltesi 6grencileri arasinda goriilen bir
diger salginda ise bir hayvan bakimi uygulama dersinde kullanilan, goriiniiste saglikli
buzagilarin rol oynadig: bildirilmistir. Bu nedenle buzagilarla temas halinde olan tiim
insanlarin hastalik riskinden ve alinmasi gereken Onlemlerden haberdar olmasi

gerekmektedir (Grinberg ve ark., 2011).

Bagisiklik baskilanmis kisilerde klinik hastalik belirtileri daha siddetli olabilir.
Bu nedenle bu kisilerin enfekte insan ve hastaligi tasimas1 muhtemel geng hayvanlarla
temas1 onlenmelidir. Enfeksiyon agirlikli olarak insandan insana bulagmaktadir, ancak
dogrudan hayvanlardan bulasan enfeksiyon veya su kaynaklarmin evcil ve/veya
yabani hayvan digkisi ile kirlenmesi de biiylik 6neme sahiptir. Bir ¢iftlikteki hayvan
bakicilari, enfekte buzagilardan bulasabilecek kriptosporidiyoz nedeniyle yiikse risk
altinda olabilmektedir (Ghenghesh ve ark., 2012). Hastaligin zoonotik karakterde
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olmasi ciftlik calisanlarmin da dikkatli davranmasinmi gerektirmektedir. Ozellikle
buzagilarla temastan sonra kisisel hijyen saglanmali, eller ve ¢evre diizenli olarak
temizlenmelidir. Bu durum sadece hayvan saglig1 i¢in degil, insan ve kamu saglig1 i¢in
de gereklidir (Harp ve Goff, 1998). Ayrica hayvanlarin immun sistemlerini
giiclendirmek i¢in vitamin A, D3, E, selenyum ve demir uygulamalarmin da yararl

oldugu belirtilmektedir (Kaske ve Kunz, 2003).

Cryptosporidium  parvum kaynakli insan enfeksiyonu, insan niifusu
yogunlugunun daha az, 6zel su kaynaklarinin daha ¢ok, ¢iftlik sayisi1 ve ¢iftlik hayvani
yogunlugunun insan popiilasyonuna oranla daha fazla oldugu bolgelerde daha sik

karsilasilan bir sorundur (Pollock ve ark., 2010).

Ingiltere ve Galler’de vaka kontrol calismalariyla sporadik vakalar igin
zoonotik risk faktorleri tanimlanmis olup C. parvum’a 6zgii dogrudan bulasma risk
faktorleri, cogunlukla ¢iftlik hayvanlarina temas veya C. parvum ile enfekte bir ¢iftligi
ziyareti icermektedir (Goh ve ark., 2004; Hunter ve ark., 2004). Birlesik Krallik'taki
analitik epidemiyolojik calismalarda (Hunter ve ark., 2004; Smith ve ark., 2009),
insanlara yakin olmalar1 dolayisiyla daha sik temasta olmalarima ragmen evcil
hayvanlar insan kriptosporidiyozu ile baglantili goriilmemistir. Buna karsin bagisiklik
sistemi ciddi sekilde zayiflamis bireylerin, yetersiz beslenen c¢ocuklarin, evcil
hayvanlardan gegebilecek ookistler ile enfekte olabilecegi bildirilmekte ve cevresel
kontaminasyonu 6nlemek, enfekte ookistlerle karsilasma olasiligini azaltmak i¢in evcil
hayvani olan kisilerin iy1 hijyen ve sanitasyon kurallar1 uygulamasi1 gerekliligi rapor
edilmektedir (Bowman ve Lucio-Forster, 2010). Smith ve ark. (2009), yaptiklari
calismada kopeklerin, kriptosporidyum ookistlerini diger evcil hayvan tiirlerinden
daha fazla sagtiklarini bulmuslardir. Kriptosporidyum ookistlerini ekskrete eden evcil

hayvanlar, Kriptosporidyum negatif hayvanlara gére sahiplerinin yiizlerini yalayarak
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daha cok temas etmislerdir. Bu tiir yliz temas1 da olast bir bulasma yolu olarak

belirtilmistir.

Kriptosporidiyoz, kiiresel bir saglik sorunu olma yoniindeki 6nemini giderek
artirmaktadir. Hastalik baslangigta AIDS hastalar1 gibi bagisikligi baskilanmig
kisilerde bildirilirken, artik ¢ocukluk ¢agi diyaresinin ana nedeni ve ¢ocukluk ¢caginda
yetersiz beslenmede 6nemli bir risk faktorii olarak da belgelenmistir (Sparks ve ark.,

2015).

1.6. Cevresel Etkiler ve Kontrol

Kriptosporidiyoz, enfektif dozunun ¢ok diistik, digki ile sagiliminin ¢ok yiiksek
olmasi ve cevresel kosullara oldukca dayanikli ookistleri ile kontrolii olduk¢a zor bir
hastaliktir (Casemore ve Watkins, 1998; Chalmers ve Giles, 2010). Ookistleri
-20 °C ile 60 °C arasindaki sicaklikta canli kalabilmekte ve sadece 10 ookist buzagida
enfeksiyon igin yeterli olabilmektedir. Enfekte bir buzaginin 1x10° ookist tiretebildigi
g6z Oniine alindiginda potansiyel olarak bir buzagi 100 milyon buzagiyr enfekte
edebilecek kadar ookist tiretebilir (Wells ve Thomson, 2014). Parazit ookistleri klorin,
monokloramin, sodyum hipoklorid ve ethanol basta olmak iizere sik kullanilan
dezenfektanlara karsi direnglidir (Fayer, 1995; Korich ve ark., 1990; Weir ve ark.,
2002) ve enfekte bir buzaginin gram digkisinda neredeyse milyarlara varan ookistlerle
etrafa sacilirlar (Nydam ve ark., 2001). Mera, diger hayvanlar, 6zellikle buzagilar, su
kaynaklar1 ,¢iftliklerin fiziksel ¢evresi, hayvan bakicilar, ziyaret¢iler veya Veteriner
Hekimler bulasin kaynagi olabilmektedir. Sonug¢ olarak enfeksiyon buzagilar arasinda

kolaylikla yayilir ve ciftliklerde Kriptosporidiyoz kontrolii zor hale gelir. Veteriner
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Hekimlikte C. parvum yenidogan buzagilarin en Oonemli enteropatojenlerinden biri
olarak Onemini siirdiirmektedir. Hastaligin tedavisi ve onlenmesinde ilaglarin sinirh
etkinligi nedeniyle iyi hijyenik Onlemler almak ve iyi yonetim uygulamaya dayali
kontrol stratejilerini benimseyerek hastaligin hayvandan hayvana, ¢iftlikten ¢iftlige ve
hayvandan insana hizli yayilma potansiyelini en aza indirmek hastalig1 kontrol etmede
temel yaklagim olarak onerilmektedir (de Graaf ve ark., 1999; Palmer ve ark., 2011;

Shahiduzzaman ve Daugschies, 2012; Taylor ve Webster, 1998).

Enfekte konakgilarda C. parvum'un hizla ¢ogalmasi, dnemli sayida ookistin de
iretilmesine neden olmaktadir. Etrafa yayilan ookistlerin ¢evresel kosullara
dayanikliligini artiran kalin duvar formasyonu, kii¢iik boyutlar1 gibi yapisal 6zellikleri
ookistlerin insan sagligi icin Onemli bir c¢evresel tehdit olusturdugu anlamina
gelmektedir. Kriptosporidyumun en yaygin bulasma kaynaklarindan biri kirli su
oldugundan, su kaynaklarini kriptosporidyumdan ari tutmak ilgili devlet kurumlar1 ve
su sirketleri i¢in biiylik bir zorluk teskil etmekte ve bu durum potansiyel olarak ¢ok
sayida insanin enfekte olmasina yol acabilmektedir. Birlesik Krallik'ta mera alanlari
icme suyunu bir alana toplamaya yarayan havzalarla cevrelenmis ve siklikla
kriptosporidiyoz salginlar1 su havzalarinin sigir giibresiyle kirlenmesine baglanmistir

(Thomson ve ark., 2017).

Her yil Ingiltere ve Galler’de 3000-6000 kriptosporidiyoz vakasi saglik
koruma ajansina; Iskogya’da 400-900 laboratuvar onayli kriptosporidiyoz vakasi ise

Iskogya Saghigi Koruma Dairesi’ne rapor edilmektedir (Phe, 2016).

1985'ten beri Amerika Birlesik Devletleri'nde kirli su kaynaklariyla iligkili
15°den fazla biiyiikk olgekte kriptosporidiyoz salgini meydana gelmistir. 1993 yili
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bahar aylarinda, Wisconsin, Milwaukee'de goriilen yaygin kriptosporidiyoz salgininda
niifusun yaklasik % 25'ini olusturdugu tahmin edilen 403.000 kiside klinik ishal
gelistigi tahmin edilmistir. Bu salginda 285 hastaya laboratuvar onayl
kriptosporidiyoz teshisi konuldugu, bu hastalardan 48'inin (%17) immunsupresif
oldugu ve bu kisiler arasindaki vaka Oliim oraninin % 50'ye yaklastigi kayitlara

gecmistir (Mac Kenzie ve ark., 1994).

Icme suyu kaynaklarini korumak ve optimum kontrol saglayabilmek igin her
bir havzadaki potansiyel kaynaklarin degerlendirilmesi ve AB Su Cerceve Direktifi
(Directive, 2000) tarafindan gerekli goriilen uygun bariyerlerin kurularak

siirdiiriilmesine dayali risk temelli yaklasim onerilmektedir.

Enfeksiyondan muzdarip hayvanlar asir1 ookist atilimi ve enfeksiyonu hizla
bagka konaklara yaymalar1 nedeniyle diger hayvanlardan ayri tutulmali, enfeksiyonun
yayilmasi engellenmeli, ookistlerin bilinen bir¢ok dezenfektana karsi direngli olduklari
g0z Oniine alinarak genis spektrumlu dezenfektanlar tercih edilmelidir. Bunlardan en
etkilileri; 25% p-chloro-m-cresol, 5-10% amonyak, 6% hidrojen peroksit, 70%
sodyum hipoklorit veya 10%’luk formalin olarak bildirilmektedir (Bopp, 2003; Biirger
ve ark., 2006; Harp ve Goff, 1998; Keidel ve Daugschies, 2013; Kennedy, 1996; Saini
ve ark., 2000).
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1.7. Tam

Kriptosporidiyozun klinik semptomlar1 spesifik degildir bu nedenle gézden
kagmasi miimkiindiir. Klinik olarak, Cryptosporidium parvum kaynakli ishal ile
neonatal buzagilardaki basta rotaviriis ve koronavirlis olmak tizere diger sik goriilen
enfeksiyonlarin neden oldugu ishali ayrrmak miimkiin olmayabilir (Krull ve ark.,
1999). Kriptosporidiyoz tanisi igin digki, tiikiiriik, safra veya diger viicut sivisi
ornekleri taze olarak kullanilabilecegi gibi, % 10 formalin veya sodyum asetat-asetik
asit-formalin koruyucularinda fikse edilerek de kullanilabilir. Biyogiivenlik 6nlemleri
nedeniyle fikse edilmis numune kullanimi daha giivenlidir (Current ve Garcia, 1991).
Laboratuvar teshisi amaciyla 6zgiil agirliklarindan yararlanarak Sheather’in seker
soliisyonu, ¢inko siilfat veya doymus sodyum klorit soliisyonunda ookistlerin
flotasyonu esasina dayanan konsantrasyon teknikleri, boyama teknikleri veya serolojik
tan1 yontemleri kullanilabilir (Garcia ve ark., 1983; Nydam ve ark., 2002; Zierdt,
1984).

Enfeksiyonun kesin tanisi i¢in bir¢cok teknik olmakla beraber en c¢ok kabul
goren ve kullanilan boyama yontemleri olarak karbolfuksin boyama (Heine, 1982),
modifiye Ziehl-Neelsen boyama (mZN) (Casemore, 1991; Henriksen ve Pohlenz,
1981) ve modifiye Kinyoun (Ma ve Soave, 1983) boyama sayilabilir. Bu yontemler
disinda metonalde fikse edilmis gimsa boyama (Pohlenz ve ark., 1978), metilenmavisi
ile saranin boyama (Baxby ve Blundell, 1983), modifiye Koster boyama (Kageruka ve
ark., 1984) diger boyama yontemleri olarak gosterilmektedir. Modifiye Ziehl-Neelsen
metodu ile minimum tespit miktar1 50.000 ookist/gr, (Balatbat ve ark., 1996; Seving ve
ark., 2005) modifiye Kinyoun boyama metodu ile 1-5 x 10* ookist/gr digki olarak
bildirilmektedir (Weber ve ark., 1991).
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Geleneksel mikroskopide ookistlerin  dogru ve etkin bir sekilde
tanimlanabilmesi zaman alicidir ve kalifiye teknisyen — mikroskopist gerektirir

(Current ve Garcia, 1991; Fayer ve Xiao, 2007).

Yakin zamanda dlen buzagilarda enfeksiyon, ileumdan mukozal kazintilarin
veya fikse edilmis doku sekresyonlarinin mikroskobik incelenmesi yoluyla

postmortem de teshis edilebilmektedir (Current, 1985; Weber ve ark., 1991).

Seving ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢calismada modifiye asit fast (mAF) boyama
ve mikroskobik inceleme sonucu C. parvum pozitif ¢ikan 62 ve negatif ¢ikan 202 diski
numunesinin ELISA incelemesi sonucu pozitiflerin tamaminin ELISA sonucunun da
pozitif ¢iktigini, mAF sonucu negatif ¢ikan toplamda 20 numunenin ise ELISA da
pozitif oldugunu belirtmisler ve her ne kadar asit boyamanin 6zgiilliik ve duyarliligi
yiiksek olsa da ELISA’nin teshis i¢in daha 0zgiil ve duyarli oldugunu ortaya

koymuslardir.

Herhangi bir iilke i¢in, kriptosporidyumun rutin teshisinin ve yerel veya ulusal
gbzetim organizasyonlarina raporlanmasinin énemi asikardir. Vakalarin teshisi olmadan,
salginlar tespit edilemeyecek ve hastalik tanimlamasi1 olmaksizin hastalig1 azaltmak i¢in
de bir irade ortaya konmayacaktir (Fayer ve Xiao, 2007). Ulkemizde kriptosporidiyoz
hayvanlarda ihbar1 zorunlu bir hastalik degilken insanlarda D grubu bildirimi zorunlu
hastaliklar icerisindedir (Bulasici Hastaliklarin Ihbar1 ve Bildirim Sistemi Hakkinda
Teblig, 2004).
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1.8. Tedavi

C. parvum enfeksiyonunun sagaltimi i¢in bir¢ok ila¢g denenmis olmasina
ragmen tam bir parazitolojik iyilesme saglanamamistir. Uygulanan higbir tedavi
kriptosporidiyozu siirekli olarak kontrol edememis ve ortadan kaldiramamistir. Sadece
bazi ilaglar kullanilarak ookist atilimi azaltilabilmistir. Enfeksiyonun etkili bir sekilde
kontrol altina alinabilmesi i¢in basta hijyenik kosullarin iyilestirilmesi onerilmektedir

(De Graaf ve ark., 1999; Shahiduzzaman ve Daugschies, 2012).

Kriptosporidiyoza karsi halofuginon laktat ilk defa Naciri ve Yvoré (1989),
tarafindan kuzulardaki enfeksiyonun tedavisinde kullanilmis ve devamindaki
calismalarda bu sentetik kinazolinin 60 pg altindaki dozlarda buzagilardaki deneysel
enfeksiyonu durdurmadigi, uygulanan diger dozlarda da ookist atilimini
durduramadig1 ortaya konmustur (Naciri ve ark., 1993). Ilacin etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle beraber parazitin merozoit ve sporozoit asamalarini etkiledigi
bilinmektedir (Jarvie ve ark., 2005; Naciri ve ark., 1993). Rehg (1995), yaptigi
calismada sicanlardaki deneysel kriptosporidiyozun tedavisinde kullanilan halofuginon
laktat1 hastaligin klinik siddetini azaltmada basarili bulmustur. Halofuginon laktat;
kriptosporidiyozun hem oOnlenmesi hem de tedavisi icin Avrupa Birliginde

onaylanmistir.

Buzag kriptosporidiyozunun tedavisi amaciyla lasalosid sodyum ise ilk defa
Gobel (1987) tarafindan 15 mg/kg dozda 3 giin boyunca uygulanmis ve etkili oldugu
ortaya konmustur. Daha sonra lasalosid sodyum deneysel olarak enfekte edilmis

yenidogan buzagilara onerilen dozda uygulandiginda toksik etkilere neden oldugu, 3
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ve 5 mg/kg dozlarda uygulandiginda da ookist atilimin1 durdurmadigi ortaya konulmus
ve 15 mg/kg lasalosid sodyum uygulamasinda da toksikasyon ve oliimlere neden
oldugu raporlanmistir (Pongs, 1989). Daha sonra 8 mg/kg dozda 3 giin boyunca yeni
dogan ishalli buzagilara uygulandiginda tiim tedavi gruplarinda ookist sagiliminin
belirgin diizeyde azaldigi, hastalarin %36’sinda gram diskidaki ookist sayisinin

milyonlardan sifira indigi ortaya konmustur (Sahal ve ark., 2005).

Divalent polieter iyonofor grubu bir antibiyotik olan lasalosid, Streptomyces
lasaliensis tarafindan tretilir ve kanatlilarda koksidiyozun kontrolii amaciyla tibbi bir
yem katki maddesi olarak kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Diger karboksilik polieter
iyonoforlar gibi, lasalosid de iyonik homeostazi bozar ve koksidiyanin ozmotik
parcalanmasina yol acar. Lasalosid ve diger iyonoforlarin etki mekanizmasi kapsamli

bir sekilde arastirilmig ve rapor edilmistir (Yuan ve Friedlander, 2014) .

Diger hastaliklar i¢in gelistirilen muhtelif ilaglarin tedavide kullanimi ve yeni
hedefler i¢in inhibitorlerin gelistirilmesi daha iyi tedaviler i¢in umut vermekle birlikte

higbiri klinik ¢aligma agamasina ilerlememistir (Tzipori ve Griffiths, 1998).

Insanlarda ise kriptosporidiyoz tedavisi icin Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA) onayma sahip tek ilag nitazoksanidtir (Checkley ve ark., 2015; Sparks ve ark.,
2015). 2002 yilinda, FDA tarafindan ilacin 1 ila 11 yas arasindaki ¢ocuklarda, 2004
yilindan itibaren de daha biiyiik cocuklar ve yetiskinlerde kriptosporidiyoz tedavisi
icin kullanilmasina onay verilmistir (Ghenghesh ve ark., 2012). Misir'in Nil Deltasi
bolgesinde yiiriitiilen plasebo kontrollii bir ¢aligmada 12 yas ve {istli immunyetmezIligi
olmayan hastalarda kriptosporidium tiirlerinin neden oldugu ishal ve enteritin

tedavisinde 3 giinliik bir nitazoksanid kullaniminin etkili oldugu ortaya konmustur
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(Rossignol ve ark., 2006). Nitazoksanid 1980'lerde yapisal olarak metranidazole
benzeyen tiyazol halkasinin serit kurt tedavisinde kullanilan benzamidin ile
birlestirilmesiyle sentezlenmistir. Yapilan kontrollii ¢aligmalarda oldukc¢a basarili
genis spektrumlu antiprotozoer, antihelmintik ve antiviral etkisinin oldugu ortaya
konmustur (Anderson ve Curran, 2007; Checkley ve ark., 2015; Lateef ve ark., 2008;
Teran ve ark., 2009; White Jr, 2004).

Tedavide kullanilan ajanlarin parazitin biiylimesi ve ookist atilimi {izerine
simirli  etkisinin olmasi, eradikasyonda basarili olamamasi, nefrotoksisite ve
sitotoksisite gibi bir¢ok yan etkilerle karsilagilmis olmasi; yeni, etkili, anti-
kriptosporidiyal ila¢ ve kombinasyonlarin acil ihtiyacin1 vurgulamaktadir (de Graaf ve

ark., 1999; Inomata ve ark., 2015; Shahiduzzaman ve Daugschies, 2012).

Heparin iyi1 bilinen ve tipta siklikla kullanilan antikoagulan bir ilagtir (Wardrop
ve Keeling, 2008) 80 yildan uzun zamandir tromboembolik sorunlarin 6nlenmesi ve
tedavisinde klinik kullanimi ¢ok yaygin olan, dogal olusuma sahip, negatif yiikli,
siilfatli, suda ¢oziinebilen glikozaminoglikan (GAG) yapida bir polisakkarittir (Alban
ve Franz, 2001). Zincir uzunlugu farkli asidik polisakkaritlerden olusmus bir
mukopolisakkarittir (Wardrop ve Keeling, 2008). Bircok memeli ve memeli olmayan
vertebralinin mast hiicrelerinde bulunur (Giinther ve Ruppert, 2006). Bir antikoagiilan
olarak heparin kullanimi, yapisal heterojenliginden kaynaklanan yan etkilerin yani sira
kanama, osteporoz, deri dokiintiileri, kontakt dermatitler, iirtiker veya deri nekrozu
gibi ciddi yan etkiler nedeniyle de sinirlamalara sahiptir (Maas ve ark., 2012).
Veteriner pratikte baslica kullanim alanlar1 akut nekrotize pankreatit (Xin-Sheng ve
ark., 2009), immun iliskili hemolitik anemi (Carr ve ark., 2002), kalp kurdu
hastaliklar1 (Davidson ve ark., 2006), kedi kalp hastaliklar1 (Koors ve Marshall, 2010),

kopeklerde gastrik dilatasyon-volvulus (Hasa ve ark., 2019), neoplaziler (Li ve ark.,
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2019), parvo viral enterit (Otto ve ark., 2000), nefropatiler (Littman, 2011;
Tenhiindfeld ve ark., 2009), sepsis ve soktur (Good ve Manning, 2003).

Fizyolojik kosullarda, heparin tuzu olugmasi pozitif yiiklii kars1 iyonlarin, daha
yaygin olarak sodyumu g¢eken siilfat ve karboksilik asit gruplarinin iyonlagmasi ile
gerceklesmektedir. Bununla birlikte heparinlerin  oral antikoagulan olarak
kullanimlarinda; yiliksek negatif yiikleri, yaklasik 15 kDa agirhigindaki biiyiik
molekiiler agirliklar1 ve gastrointestinal kanaldaki hizli metabolizmalar1 nedeniyle oral
biyoyararlanimlart ¢ok diistiktiir (Jandik ve ark., 1996; Qi ve ark., 2004). Bu durumun
temel olarak diisiik pH ve bagirsak mikroflorasi tarafindan gergeklestirilen enzimatik
bozulmadan kaynaklandigi ortaya konmustur (Ahn ve ark., 1998; Kim ve ark., 1998).
Ayrica gastrointestinal emilimden sonra heparin, karacigerde heparinaz tarafindan
yikksek oranda ilk gecis metabolizmasina maruz kalmaktadir. Bu sebeplerle oral
biyoyararliligi ¢ok diisiik olan heparin, rutin klinik uygulamalarda siirekli ve yavas
damari¢i infiizyon veya aralikli subkutan enjeksiyonlar seklinde kullanilmaktadirlar

(Linker ve Hovingh, 1972).

Heparin, hayvan organlarindan; agirlikli olarak domuz intestinal mukozasindan
izole edilir ve farmasotik amaglar i¢cin kullanilmadan 6nce kapsamli bir saflagtirma
stirecinden gecer (Linhardt ve Gunay, 1999; Liu ve ark., 2009). Heparin, sigir akcigeri
veya s1g1r intestinal mukozasindan da izole edilebilmektedir. Yaygin olarak ‘deli dana’
hastalig1 olarak adlandirilan sigir siingerimsi ensefalopatisi ve insanlardaki benzer
prion bazli Creutzfeldt-Jakob hastaligi riski ile iliskilendirilmesi sigir kaynakli heparin
kullanimint sinirlandirmigtir. Heparin temel olarak membranlardan gegemedigi icin
parenteral (iv, sc) olarak uygulanmaktadir (Schonberger, 1998). Heparin molekiiliiniin
yiiksek negatif yiikii ve boyutu ile bagirsaktaki sindirim enzimlerinin yani1 sira diisiik

pH, heparinin emilim i¢in uygun olmadig1 varsayimina yol agmistir. Oral uygulamay1
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takiben antikoagulan aktivitesindeki ¢ok kiiciik degisiklik de bu varsayim
desteklemektedir (Arbit ve ark., 2006).

Oral biyoyararlanimi artirmaya yonelik glisiretinik asit (Motlekar ve ark.,
2006), sodyum kaprilat (Berkowitz ve ark., 2003; Rivera ve ark., 1997), sodyum
deoksikolat (Guarini ve Ferrari, 1985) v.b. muhtelif polimerik tagima ydntemleri
denenmis ve denenmeye devam edilmektedir (Hoffart ve ark., 2006; Mousa ve ark.,
2007). Bu yontemler genellikle heparinin lipofilisitesinin artirilmasi, hedef-reseptor
aracili endositoz, hiicreler aras1 siki baglantilarin  modifikasyonu, hiicre
permeabilizasyonunun gelistirilmesi ve heparinin mide ile gastrointestinal kanalin

asidik pH sindan korunmasina yoneliktir (Neves ve ark., 2016).

Heparin, antikoagulan etkisinin yanisira baska bir¢cok biyolojik etkiye de
sahiptir. Yapilan c¢alismalar diisik doz heparinin immiinomodiilatér etkiler
gosterdigini de ortaya koymustur. Heparin hiicredisi matrisi sindirip heparanaz
ekspresyonunu bloke ederek hedef dokulara hiicre penetrasyonuna izin veren lenfosit
akisini degistirir (Li ve Ma, 2017; Robertson, 2006). Bu dogal polimer ayrica antiviral
aktiviteye de sahiptir, ¢esitli biliylime faktorlerine baglanarak komplement
aktivasyonunu inhibe eder ve anjiyogenik aktiviteyi diizenler (Casu, 1985; Folkman ve

ark., 1983; Weiler ve ark., 1992).

Inomata ve ark. (2015), tarafindan yapilan invitro ¢calismada (Inomata ve ark.,
2015) siilfath polisakaritlerin (heparin, kondroitin siilfat, diisiik ve yiiksek molekiil
agirlikli dekstran stilfat ve fucoidan) konakg1 hiicrelerinde C. parvum invazyonunu
inhibe edici etkisini degerlendirilmis ve siilfath polisakaritlerle etkilesime giren parazit

ligandlan tespit edilmistir. Test edilen bes siilfathh polisakkarit arasinda heparinin,
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paraziter invazyona karsi en yiiksek doza bagli inhibisyon etkisine sahip oldugu ve
heparin siilfatli hiicrelerin C. parvum enfeksiyonuna daha az duyarli oldugu
saptanmistir. Calismada ayrica heparin ile potansiyel olarak etkilesime giren 31 parazit
proteini de tespit edilmis ve bunlar arasinda, C. parvum invazyonunda rol oynayan C.
parvum elongation factor 1a proteininin (CpEF1a), heparinin yilizeyine baglanarak bu
yiizeyleri parazite karst daha az duyarl hale getirdigi saptanmistir. Calismada in vitro
tespit edilen etkinin, hayvan deneyi ve klinik ¢aligmalardan yararlanarak yeni ve etkili

antikriptosporidiyal ajan gelistirmede dnciil olabileceginin alt1 ¢izilmistir.

Deneysel  kriptosporidiyozun  degerlendirilmesi i¢in  hayvan modeli
kullanilmas1 uzun bir ge¢mise sahiptir ve son 30 yilda cesitli diizeylerde hassasiyet
gosteren bir¢ok hayvan modeli gelistirilmistir (Brasseur ve ark., 1988; Fayer ve Xiao,
2007; Heine ve ark., 1984; Reese ve ark., 1982; Rehg, 1991; Rehg ve ark., 1987; Rehg
ve ark., 1988). Deneysel hayvan modellerinin gelistirilmesi ookist izole etme ve
saflagtirma yontemlerinde de varyasyona neden olmustur (Arbit ve ark., 2006; Dryjski
ve ark., 1989; Linhardt ve Gunay, 1999; Liu ve ark., 2009; O’Brien ve Jenkins, 2007;
Schonberger, 1998; Yildiz ve Ozsoy, 2007).

O’Brien ve Jenkins (2007), tarafindan deneysel kriptosporidiyoz icin C.
parvum ile dogal enfekte yenidogan buzagilardan yiiksek saflikta ookist saglanmasi
amactyla oOzellikle ookist atiliminin en fazla oldugu 5-7. gilinlerde alinan diski
ornekleri havuzlanmig, farkli por biiyiikliiglindeki paslanmaz g¢elik siizgecler ile
siizdiikten sonra elde edilen siispansiyonun ¢esitli diliisyon ve santrifiijiinii takiben bir
buzagidan 10° ookist elde edilmistir. Bu uygulamalar sirasinda sodyum hipoklorit ile
miidahalenin normalde beher mililitre sulu digkida toplam 2.5x10* olan bakteri yiikiinii
de sifira indirdigi ortaya konulmustur. Bu saflastirma protokoliiniin bakteriyel yiikii

ortadan kaldirmasi, ¢ok yiiksek say1 ve saflikta ookist elde edilebilmesi, sezyum kloriir
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veya percoll bilesikleri gibi pahali reaktiflere ihtiyag duyulmamasiyla diger

yontemlere gore avantaj sagladig belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda; eriskin siganlarda C. parvum ile deneysel enfekte edilecek
sicanlarda enfeksiyon Oncesi oral heparin uygulamasinin enfeksiyonun ortaya ¢ikisina
etkisini ve diger gruplarda enfeksiyonu takiben tedavideki etkinligini ortaya koymak
amacglanmistir. Daha Once in-vitro ortamda kriptosporidiyal invazyonu kisitladig
bildirilen heparinin, heparin sodyum olarak oral yolla enfeksiyon dncesi tek doz,
tedavi amaciyla ise 7,5mg/kg, 15mg/kg, 22,5 mg/kg olmak iizere 3 farkli dozda
uygulanmasi1 sonrasi1 ortaya c¢ikacak klinik tablo, ookist atilimi, biyokimyasal
parametreler ile prognoz degerlendirilecek; ayni zamanda halofuginon laktat ve
lasalosid sodyum tedavileri ile karsilastirilacaktir. Bu amagla halofuginon laktat oral
yolla 150 pg/kg dozda, divalent polieter iyonofor antibiyotik olan lasalosid sodyum ise
oral yolla 9mg/kg giinlik dozda 3 giin verilecektir. Boylece heparinin oral
uygulamasinin parazit invazyonunu durdurup durdurmadiginin ortaya konulmasi ve
tedavi silirecinin ¢iktilarim1 mevcut tedavilerle Kkarsilastirilmast amacglanmuastir.
Heparin’in oral uygulamasinin kriptosporidyal invazyonu canli organizmada Inomata
ve arkadaslarinin (Inomata ve ark., 2015) yaptig1 in vitro calismadaki gibi durdurup
durdurmadigin1 ortaya koyabilmek, tespit edilecek olasi etkinin ileriki asamada
buzagilara uygulanmas1 ile yenidogan buzagi ishallerinin en ciddi enfeksiydz
nedenlerinden biri olan Kriptosporidiyoza karst uygulama kolayligi saglayan,
ekonomik ve erisilebilir, yan etkileri olmayan veya alternatiflerine gére minimal
diizeyde olan yeni bir tedavi protokolii gelistirilmesine 151k tutmak, bu alandaki bagsta
ekonomik kayiplarin, buzagi Olimlerinin, is glici kaybinin Onlenmesi, {ilke
hayvanciligina katkida bulunulmasi1 ve tedavi siireci ile sonrasini diger tedavilerle
karsilastirabilmesi hedeflenmistir. Calisma in vitro ortamda paraziter invazyonu inhibe
ettigi ortaya konmus olan heparinin C. parvum invazyonuna etkisini in-vivo

degerlendirmeye yonelik ilk ¢alismadir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu tez c¢alismast Prof. Dr. Mehmet Sahal’in yiiriitiiciiliigiinde
‘Cryptosporidium parvum ile Deneysel Enfekte Sicanlarda Oral Heparin
Uygulamasinin Terapotik Etkinliginin Lasalosid Sodyum ve Halofuginon Laktat
ile Karsilastirmali Degerlendirilmesi’ baslikli 1900239001 numarali lisansiistii tez
projesi olarak Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatdrliigii
tarafindan desteklenmis ve Kirikkale Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deneysel,
Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde yiiriitiilmiistiir. Bu amagla calisma oncesinde
Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna bagvurularak etik kurul
onay! alinmistir. Caligmanin tamanu Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun (KKUHADYEK) 22.03.2018 tarih, 2018/04 toplanti, 04/28 karar

numarali izni ile gerceklestirilmistir.

2.1. Deneysel Enfeksiyon Materyali

Bu tez calismasinda deneysel enfeksiyon olusturma maksatli kullanilan
saflastirilmis  ookistler, Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Hastanesi’'ne getirilen klinik kriptosporidiyozlu buzagilarin digkilarindan elde
edilmistir. Bu amagla ookist atiliminin pik yaptigi 5-7. giinlerde Cryptosporidium
parvum ile monoenfekte olan buzagilardan digki numuneleri taze olarak toplanmaistir.
Toplanan numunelerdeki kriptosporidyum tiiriintin Cryptosporidum parvum olup
olmadigini teyit etmek icin tiir spesifik hizli test kiti ile de kontrol edilmis, hizli test

kitinde pozitiflik veren ve karbol fuksinle boyanan diskinin mikroskobik
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incelemesinde de kuvvetli pozitif digkilar alinarak havuzlanmistir. Sonrasinda sirasiyla
150 pm ve 45 pm por genisligine sahip paslanmaz ¢elik Orgii silizgeglerden
gecirilmigtir. Siiziilen silispansiyonlar 1 litre hacimli polipropilen siselerde 720 g
kuvveti (RCF) hizda 15 dakika santrifiij edilmis ve sonrasinda 750 ml hacmindeki
stipernatant atilirken kalan kisim karistirilip 1:4 NaCl (360 g/L ,spesifik gravite 1,21)
diliisyonu hazirlanmis ve siispansiyon tekrar 720 g de 20 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra tezgah iizerine alinan sigeler 10 dakika bekletilmis ve her
bir siseden 200-300 ml siipernatant alinip tek bir sisede birlestirilmis ve 1:4 oraninda
soguk su ile diliie edilmistir. Hemen ardindan tekrar 720 g hizinda 20 dakika santrifiij
islemi yapilarak siipernatant tekrar atildiktan sonra siispansiyon 2 kez suyla yikanmis
ve tekrar ayni hiz ve siirede santrifiije tabi tutulmustur. Sonrasinda soguk su ile 240
ml’ye tamamlanan siispansiyon 40 ml lik esit hacimler halinde 50 ml kapasiteli konik
santrifiij tiiplerine boliiniip iizerlerine 8 ml eter eklenmistir. Karisim lipitlerin
coziindiiriilmesi i¢in 20 saniye karistiritlip ve daha sonra 1.200 g hizinda 10 dakika
santrifiij edilmistir. Santriflij isleminden sonra ookist kiimeleri iizerinde bulunan
3 katli tabakalagsmanin, giderilmesi, 6zellikle fekal dokiintiilerden arindirilmasi igin 3
defa deiyonize su ile yikama yapilmis ve son kez 1200 g hizinda 10 dakika santrifiij
islemi yapilmistir (O’Brien ve Jenkins, 2007).

2.2. Hayvan Materyali

Calismanin hayvan materyalini; 8-10 haftalik yasta, canli agirliklar1 230-260
gram arasinda degisen, 49 adet Sprague Dawley 1rki disi sigan olusturmustur. Sigcanlar
Kirikkale Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi’'nden temin edilmis olup barindirma, bakim ve deneysel islemler de bu
merkezde yliriitilmustir. Calismada kullanilan sicanlar Avrupa mevzuatina uygun

olarak (Directive, 2010) her kafeste en ¢ok 3 sican olacak sekilde 1820 c¢cm? taban
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alan1 ve 20 cm ylikseklige sahip, tabanina re¢ine ve kokusu olmayan, tozsuz yumusak
ahsap talas1 serilmis polikarbonat kafeslerde barindirilmis, ortam 1s1s1 23 £ 1°C de
sabit tutularak, %45-60 rolatif nemde ve 12 saat aydinhik 12 saat karanlik
dongiisiindeki (06:00-18:00) kontrollii bir ¢cevre saglanmistir. Siganlar ad-libitum tahil
bazli standart pelet yemle beslenmis ve igme suyu olarak filtre edilmis musluk suyu

saglanmustir.

Calismaya baslamadan Once siganlarin ¢alisma siiresince kalacaklari ortam ve
popiilasyona adaptasyonlarinin saglanmasi1 amaciyla 14 giin calisma odasinda
tutulmuslardir. Calismaya baslanilan 1. giin hayvanlar tekrar tartilarak rastgele
gruplara ayrilmistir. Hayvanlarmm kimliklendirmesi kafesteki her birey i¢in ayri
yapilmis olup kulak boyama ve kuyruk numaralandirma yontemi kullanilmistir.
Ornegin 3 sigan olan bir kafesteki 1. birey igin sag kulak, 2. birey i¢in sol kulak yar
kalic1 boya ile isaretlenmis olup 3. bireye isaret konmamistir. Yine her 3 siganin da
kuyruklarina numaralar1 yazilmis, kafesler iizerine de birey ve grup ad ve numaralari
iceren kimlik kartlar1 takilmistir. Calismanin is-zaman g¢izelgesi Cizelge 2.1°de

sunulmustur.
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Cizelge 2.1 s - zaman cizelgesi.

mg/kg Grubu (H3), Halofuginon Laktat Grubu (HL),
Lasalosid Sodyum Grubu (L)

GRUPLAR GUNLER UYGULAMALAR
Kontrol Grubu (K), inokulasyon Oncesi Heparin
Uygulama Grubu (i0H), Heparin 7,5 mg/kg Grubu
(H1), Heparin 15mg/kg Grubu (H2),Heparin 22,5 1.Gun |Tartim +rastgele gruplarin olusturulmasi

Gruplar: K, iOH, H1, H2, H3, HL, L

K, iOH, H1, H2, H3, HL, L

2-8.gln
8. Gin

Deksametazon ile immunsupresyon olusturulmasi

K, iOH, H1, H2, H3, HL, L

. GUn

I0H

iOH Grubuna inokulasyon éncesi 15mg/kg dozda oral heparin uygulanmasi

K, iOH, H1, H2, H3, HL, L

9. Gin

Tum gruplardaki her hayvana 1 x 10° ookist iceren 100 pl inokulumlarin verilmesi

K, iOH, H1, H2, H3, HL, L

10-11. Gln
11. Gin

Klinik gozlem ve takip

K, iOH, H1, H2, H3, HL, L

12-16. Gun

Klinik gozlem ve takip

K, iGH, H1, H2, H3, HL, L

K, iOH, H1, H2, H3, HL, L

17. Gin

K, iOH, H1, H2, H3, HL, L

K, H1, H2, H3, HL, L

Deneysel enfeksiyonun teyidinin yapiimasi

Digki numunelerinin alinarak ookist sayimi yapilmasi
Tedavilerin uygulanmasi

K, iOH, H1, H2, H3, HL, L

K, iOH, H1, H2, H3, HL, L

18. Giin

K, H1, H2, H3, HL, L

Klinik gozlem ve takip
Digki numunelerinin alinarak ookist sayimi yapilmasi
Tedavilerin uygulanmasi

K, H1, H2, H3, HL, L

19. Gin

K, iOH, H1, H2, H3, HL, L

Digki numunelerinin alinarak ookist sayimi yapilmasi
Tedavilerin uygulanmasi

K, iOH, H1, H2, H3, HL, L

20. Gin

Digki numunelerinin alinarak ookist sayimi yapilmasi

Tum gruplardaki hayvanlarin 6tenazisi ile doku ve organlarin toplanmasi

2.3. Deneysel Enfeksiyon Modelinin Olusturulmasi

Konvansiyonel immunyeterli laboratuvar kemirgenlerinde C. parvum kaynakli

kriptosporidiyozun subklinik veya kendini smirlayan sekilde seyretmesi, hastalik

patojenitesinin tam olarak anlasilamamasi (Reese ve ark., 1982) nedeniyle deneysel

enfeksiyon olusturmadan 6nce bagisikligin baskilanmasi yoluna gidilmistir.

Bu amagla buzagilardan elde edilen C. parvum ookistlerinin inokulasyonundan

once Rehg ve ark. (1988) ’nin uyguladig1 prosediir benimsenerek siganlarin 7 giin
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boyunca i¢cme suyunda 0,25 mg/kg dozunda deksametazon (Dexacure® - Provet
Veteriner Uriinleri San. Tic.A.S.) almalar1 saglannmustir. Bu prosediirde
immunsupresyon ortadan kalktiktan sonra enfeksiyonun 10 hafta kadar latent
seyredebildigi ve tekrar immunsupresyon olustugu durumlarda yeniden aktive

olabildigi bildirilmektedir (Rehg, 1991).

7 giin boyunca immunsuprese edilen siganlara 8. giin 1 x 103 ookist igeren 100
pl hacmindeki inokuliim 16 ga 76 mm uzunlugundaki balon uglu paslanmaz celik
sican oral gavaj kaniilii (Sekil 2.1) ile verilmistir. Verilen ookistlerin gavajin
liimeninde kalmasini 6nlemek icin gavaj uygulama 6ncesi igme suyu ile doldurulup
uygulama sonrasi1 gavaj kaniili mideden ¢ikarilmadan 200 pl daha igme suyu
verilerek tiim hacmin mideye verildiginden emin olunmustur. Inokiilasyon sonrasi 4.
giinden itibaren digkida ookist atiliminin olup olmadig: kontrol edilmeye baslanmis ve
klinik muayene takip formu tutulmustur. Her ne kadar 7. giin olarak planlansa da
inokulasyon sonrasi 8. giinde tiim gruplarda diskida enfeksiyon varligi ortaya konmus
ve sonrasinda ookist sayimi yapilarak tedavi protokoliine gecilmistir. Tedaviye
baglanilan 17. giin sabahina kadar igme suyu ile deksametazon verilmeye devam

edilmistir.
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Sekil 2.1 Oral Gavaj Kaniilii ve Gavajin Uygulanmasi.
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2.3.1. Calisma Gruplar ve Tedavi Protokolii

Calismada 3 ayr1 dozda uygulama yapilan heparin uygulama gruplarinin
yanisira halofuginon laktat ve lasalosid sodyum uygulama gruplari, kontrol grubu ve
ookist inokulasyonu Oncesi uygulanan oral heparinin olast koruyucu etkisini
degerlendirme amagl heparin verilen uygulama grubu da dahil olmak tizere 7 grup

(n=7) ve toplamda 49 si¢an kullanilmistir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2 Caligma gruplari, uygulanan tedavi, doz ve siireleri.

GRUP UYGULAMA DOz UYGULQMA UYG..ULAI.VlA
SIKLIGI SURESI
K Kontrol Grubu Sadece igme suyu G1K 3gin
iOH Ookist inokulasyonu dncesi heparin uygulanan grup 15mg/kg G1K 1gin
H1 Heparin uygulama grubu 7,5 mg/kg G1K 3gin
H2 Heparin uygulama grubu 15mg/kg G1K 3gin
H3 Heparin uygulama grubu 22,5 mg/kg G1K 3gln
HL Halofuginon laktat uygulama grubu 150 ug/kg G1K 3gin
L Lasalosid sodyum uygulama grubu 9mg/kg G1K 3gln

Calisma gruplar1 olusturulurken daha 6nce heparinin oral uygulamasinin ayni
amagla yapilmadigr géz oniinde bulundurularak 3 ayr1 heparin uygulama grubunun
kullanilmas1 planlanmistir. Siganlarda 100 mg/kg dozda oral olarak uygulanan
heparinin (Larsen ve ark., 1986) farkli etkileri de incelenmis ve baslangi¢c dozu olarak
daha yakin tarihte yaymlanmis bir ¢alismada heparinin kdpeklerde uygulanip giivenli
bulunmus olan 7,5 mg/kg ve artan kat dozlar1 (15mg/kg ve 22,5 mg/kg) oral uygulama

dozu olarak belirlenmistir (Erickson ve ark., 2014).
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Oral heparinin olas1 koruyucu etkisinin degerlendirilmesi maksadiyla ookist
inokulasyonu Oncesi oral heparin uygulanan gruba ise 15mg/kg dozunda heparin
verilmistir. Heparin verilen tiim gruplarda heparin sodyum tuzu igeren inokulum
uygulamasi oncesi her bir hayvana verilecek doz, giinliik canli agirlik degisimleri goz
oniline alinarak her bir sican i¢in gilinlik canli agirlik 6lgiimii sonrasi hazirlanmistir.
Hassas terazide tartilan heparin igme suyu ile 200 pl hacime tamamlanmis,

vortekslenip homojen bir ¢ozelti olarak tatbik edilmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Heparinin tartim1 ve uygulamaya hazir homojen ¢ozeltisi.

Halofuginon laktat ve lasalosid sodyum gruplarinda ise siganlarda daha once
yapilmis ¢aligmalarda (Rehg, 1993; Rehg, 1995) etkin ve giivenilir bulunmus dozlar
(150 pg/kg ve 9mg/kg) referans kabul edilerek secilmistir. Lasalosid sodyum igme
suyunda %100 c¢oziinmedigi i¢in daha homojen bir ¢dzelti olugmasini saglamak
amactyla oncesinde havanda doviilerek ezilmis ve toz haline getirilmistir (Sekil 2.3.).
Halofuginon laktat ve lasalosid sodyum uygulamalarinda da yine her bir hayvana

verilecek doz her bir sican icin gilinliik canhi agirlik Ol¢limii sonrasi taze olarak
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hazirlanmis, hassas terazide tartilan halofuginon laktat ve lasalosid sodyum i¢gme suyu
ile 200 pl hacime tamamlanarak gruplara uygulanmigtir. Bu asamada Halofuginon
laktat igme suyu ile homojen bir ¢ozelti olustururken lasalosid sodyum emiilsiyon
haline gelmis (Sekil 2.3) ve oral gavaj ile gruplara uygulanmistir. Kontrol grubuna ise
sadece 200 pl hacminde igme suyu verilmistir. Tiim gavaj uygulamalar1 sonrasi gavaj

kaniiliiniin yikanarak limendeki tiim igerigin mideye inmesini saglamak amactyla 200

pl icme suyu igme suyu igirilmistir.

Sekil 2.3. Lasalosid sodyumun havanda ezilerek toz hale getirilmesi ve uygulamaya hazir emiilsiyonun

olusturulmasi.
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2.3.2. Klinik Muayeneler ve Dokiimantasyon

Ookist inokulasyonunu takiben 4. giinden itibaren hergiin siganlarin viicut
agirligl, genel durumlar, ayakta durma yetenegi, deri elastikiyeti, diski kivami ve
icerigi, giinliik digk1 miktar1, yem ve su tiiketim miktar1 gézlemlenerek klinik muayene

takip formu ile kayit altina alinmistir.

2.3.3. Kan Numuneleri ve Analizleri:

Calismaya baglanilan giin (1.gilin), hayvanlarda immunsupresyon olusturduktan
sonra (9.glin), ve deneysel enfeksiyonu takiben tedavi uygulanan 3 giin boyunca
sicanlarin genel saglik durumunu ortaya koymak, enfeksiyon, anemi gibi anormal
durumlarin tespitini yapmak amaciyla tedaviye baslanilan giin (17. giin) ve tedavi
bittikten sonraki giin (20. giin) kan Ornekleri alinarak tam kan sayimi yapilmistir.
Tedavinin 3. ve son giiniinde uygulanan tedavinin etkilerinin de goriilebilmesi
amactyla son kan alimi tedaviye baslanilan 72. saatte (20. Giin) gerceklestirilmis,
sonrasinda hayvanlara 6tenazi uygulanmistir. Bu amagcla 1-9., 9-17., 17-20. giinlerde
16kosit sayisi, 1-9. giinlerde notrofil sayisi, 17-20. giinlerde ise hematokrit deger ile

eritrosit sayilarinin degisimi istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Renal ve hepatik fonksiyonlar1 degerlendirmeye yonelik olarak tiim gruplarda
deneysel enfeksiyon Oncesi ve tedavi sonrasi olmak iizere lire, kreatinin, alanin

aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP),
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gamma glutamil transferaz (GGT) Olglimleri i¢cin kan oOrnekleri alinarak serumdan
analizler yapilmistir. Ayrica tiim gruplarda koagulasyon profilinin ortaya konmasi ve
oral heparin uygulamasini takiben heparin gruplarinda koagulasyon profilindeki olasi
degisimin takibi amaciyla protrombin zamani (PT), aktif parsiyel tromboplastin
zamani (aPTT) ve antitrombin III’iin (AT III) 6lgtimleri i¢in kan numuneleri alinmais,

plazmalar1 ayrilarak koagulasyon analizleri yapilmistir.

Tim siganlarda kan numuneleri lateral kuyruk veninden 21 ga 0,80x38 mm
ebatli hipodermik igne ile toplanmistir. Uygulama sirasinda vazodilatasyon saglanarak
manipiilasyon ve drnek toplamay1 kolaylastirma amaciyla hayvanlar restrainer iginde
tespit edilerek 1sitmali operasyon masasinda calisilmistir. Her seferinde tam kan
saymmi i¢in 100 pl, koagulasyon profili takibi i¢in 1000 pl, renal ve hepatik
fonksiyonlar1 degerlendirmeye yonelik serum analizleri i¢in ise 400 pl kan sirasiyla 1
ml hacimli EDTA’1 mor, antikoagulansiz kirmizi ve sodyum sitratli mavi pediatrik

kan tiiplerine (Greiner Bio- One — Minicollect® — Avusturya; Sekil 2.4) toplanmistir.

E
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Sekil 2.4 Kullanilan Minicollect® kan tiipleri.
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Deksametazon uygulamasi Oncesi, ookist inokulasyonundan 1 giin Once,
tedavinin 1. glinii ve 3. gilinii sonrasinda tam kan sayimi i¢in 100 pl, koagulasyon
profillerinin ortaya konmasi amaciyla her sicandan ookist inokulasyonu Oncesi ve
heparin uygulamalar1 sonras1 1000 pl, tedavi oncesi ve tedavi sonrasi her bir sigandan
uire, kreatinin, ALT, AST, ALP, GGT diizeylerinin 6l¢iimii i¢in 400 pl olmak {izere
toplamda 1500 pl hacimde kan 6rnegi toplanmistir. Toplam hacmin tek seferde
alindig1 tek giin ¢alismanin bitirildigi ve sonrasinda hayvanlarin 6tenazi yapildig giin
olup diger uygulamalarda her kan numunesinin farkli giinlerde alinmasima 6zen

gosterilmigtir.

Tam kan sayimu i¢in alinan 6rnekler numune toplama islemini takiben ayni giin
3 parti halinde alinarak bekletilmeden islenmis, tam kan sayimi1 otomatik kan hiicresi

sayim cihazi (Sekil 2.5) ile yapilmistir (Abacus Junior Vet5S® , Diatron, Hungary).

Sekil 2.5 Otomatik kan hiicresi sayim cihazi.

Koagulasyon profilinin incelenmesi amaciyla sodyum sitrath tiiplere alinan kan
numuneleri ise 15 dk 2000g hizda santrifiij edilerek plazmalar1 ayrilmis ve otomatik

hemostaz analizorii ile (STAGO Start 4®- Paris, Fransa) PT ve aPTT olgiimleri
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yapilmistir. Hemen sonrasinda AT III olgiimii (Multiskan Go, Thermo Scientific,

Finlandiya) mikroplate okuyucusunda (Sekil 2.6) ger¢eklestirilmistir.

Sekil 2.6. Mikroplate okuyucu.

Tedavi Oncesi ve sonrast serum ire, kreatinin degerleri ile karaciger enzim
diizeylerinin belirlenebilmesi amaciyla antikoagulansiz kirmizi kapakli tiiplere alinan
kan 2000 g hizinda 10 dakika santrifiij edilerek serumu ayrilmis ve Ol¢limler tam

otomatik otoanalizorde (Mindray BS2000M — Cin Halk Cumhuriyeti) yapilmistir.
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2.3.4. Diski Numuneleri:

Deneysel C. parvum enfeksiyonunun teshisi amaciyla ookist inokulasyonu
sonras1 4. giinden itibaren her gilin sicanlarda stres olusturmadan taze diski 6rnegi
alinmis, sonrasinda digkinin sivi, yumusak veya kati olarak kivamini belirlemek i¢in
makroskobik olarak incelenmis, kan veya mukus icerigi olmasi durumu klinik
muayene takip formuna not edilmistir. Digki numunesi alirken defekasyonu uyarmak
icin siganlarin tutuldugu kafes kapagi acilip kuyruklarinin 2/3 liik kismindan tutulan
siganlar kafes disina alimmistir. Bu esnada yeterli numune alimamadiysa veya
defekasyon gergeklesmediyse bir elle kuyrugu gergin tutulan sicanin 6n ayaklar ve
kafast c¢ene altindan diger elle simirlandirilarak (Sekil 2.7) tespit edildiginde
defekasyon saglanmistir. Alinan diski numuneleri kilitli numune posetlerinde
muhafaza edilerek iizerlerine siganlarin grup ve numaras: ile numune giin bilgileri

yazilmistir (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Sicanin tutulmasi, tespiti ve digki numunelerinin muhafazasi.
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Digski numuneleri analizler siiresince buzdolabinda strafor kopiik igerisine
dizilmis sekilde +4 °C'de saklanmis ve daha sonra % 10 formalinde muhafaza
edilmistir. Mukus istiraki olan diski numunelerine, ookistlerin etkin bir sekilde
degerlendirilebilmesi i¢in % 10 KOH ile muamele edilmistir. Teshis amaciyla alinan
diskt numuneleri Modifiye Ziehl-Neelsen (mZN) metoduyla boyanmistir. Bu amagla
mikroskop lami {izerine ince bir tabaka olarak yayilan diski Orneginin hava ile
kurumasi saglanarak sonrasinda metanolde 3 dakika sabitlenen 6rnek, 15-20 dakika
karbol fuksin boyaya tabi tutulmus hemen ardindan ¢esme suyundan gegirilerek 3-5
damla asit alkol damlatilip 15-20 saniye bekletilmistir. Daha sonra tekrar g¢esme
suyundan gecirilen 6rnek metilen mavisi ile 60 saniye siire ile karst boyamaya tabi
tutulmus son asama olarak tekrar ¢gesme suyundan geg¢irilip kurutulan 6rnek hava ile
kurutulup 100liik objektifte immersiyon yagi damlatilarak incelenmis ve ookist sayimi

yapilmistir (Henriksen ve Pohlenz, 1981).

Inokulasyon sonrasi 8. giinden itibaren tiim hayvanlarda giinliik olarak diskida
ookist sayimi yapilacagi icin karbol fuksin boyama tercih edilmistir (Heine, 1982).
Diski peledinden numune alinirken her bir digki 6rnegi tek kullanimlik plastik 6ze ile
kismen homojenize edilerek peledin farkli yerlerinden 6rnek alinmasi saglanmis, pelet
formunda olmayan daha yumusak kivamli diskilarda ise diski karistirilarak o6rnek
alinmistir. Mikroskopik sayimda ise 100liik biiyiitmede immersiyon yagi damlatilarak
10 rastgele baki alanindaki tamami goriinen ve net olarak ayirt edilebilen ookistler

sayilmistir.
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2.3.5. Nekropsi ve Histopatalojik Muayeneler

Otenazi sonrasi sistemik nekropsileri yapilan hayvanlarin tiim bagirsak
dokular1 alinarak %10 luk nétral formalin soliisyonunda tespit edildikten sonra, ileum
segmentinden 3-4 mm araliklarla, 4-5 mm boyutlarinda 6’sar kesit alindi. Bu 6rnekler
rutin olarak otomatik patoloji doku takip cihazinda (Leica® TP1020) islendi ve
parafine gomiildii. Bu islem kisaca formol tespitinden sonra yikanan orneklerin
%350‘den baslayarak absolii alkole kadar dehidre edilmesi ve ksilolden sonra parafine
gomiilmesi asamasiydi. Bu siire¢ yaklasik 12 saat siirdii. Parafine gomiilen dokular
yar1 otomatik mikrotom (Leica® RM2245) ile 4-5 pm kalinhiginda kesildi ve
hematoksilen ve eozin boyama ile boyanarak 15tk mikroskobu altinda (Leica®
DM2500) incelendi ve dijital fotograflar mikroskoba bagli kamera ile (Leica® MC170
HD) cekilerek bilgisayara kaydedildi.

2.3.6. istatistiksel Analizler

Oncelikle  tim  veri  parametrik test varsayimmlarmin  karsilanip
karsilanmadiginin anlasilmas1 icin 6n testlere tabi tutuldu. On testlerde veri hem
normalite testi (Shapiro Wilk) ve varyans homojenite testine (Levene testi) tabi
tutulurken hem de grafiksel (histogram, kutu biyik, Q-Q grafikleri gibi) veya gorsel
olarak incelendi. Ayrica dagilimlarin diklik ve ¢arpiklik katsayilarina da bakildi. On
analizler sonucunda verinin parametrik test varsayimlarim1 karsilamadigr goriildii ve
analizlerde parametrik olmayan (non-parametrik) testler kullanildi. Ookist sayiminin
bagimsiz gruplar arasinda farkli olup olmadigina dnce Kruskal Walllis testiyle bakildu.

Gruplar aras1 farkin onemli c¢iktigt durumlarda gruplarin ikili karsilastirmasi
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Bonferroni diizeltmesi yapildiktan sonra Mann-Whitney U testi ile yapildi. Ookist
sayilarinin gilinlere gore her grup icindeki karsilagtirmasi ise Friedman testi ile yapildi.
Gilinler arasinda fark c¢iktigi durumlarda ikili karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmesi
yapildiktan sonra Wilcoxon testi ile gerceklestirildi. Koagulasyonun tedavi oncesi ve
tedavi sonrasi arasindaki farkinin anlamli olup olmadigi ile serum biyokimyasal
analizlerinde bazi kan parametrelerinin tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi arasindaki
farkinin anlamli olup olmadig1 her grup i¢inde ayr1 olmak {izere Wilcoxon testiyle
yapildi. Tam kan sayiminda 16kosit (WBC) ve nétrofil (NEU) sayilarinin 1. ve 9. giin,
16kosit sayilarinin 9. ve 17. giin, lokosit, hematokrit (HCT) ve eritrosit (RBC)
sayilarinin 17. ve 20. giin farklarinin anlamli olup olmadig1 her grup iginde Wilcoxon
testi ile yapildi. Istatistiki dnem derecesi olarak P<0,05 kabul edildi. Istatistik analizler
sonucu P degerleri tablolarda verildi. P degerinin 0,000 oldugu durumlarda bu deger

P<0,001 seklinde belirtildi. Tiim analizler SPSS v25 (Chicago, IL, A.B.D.) ile yapild.
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3.BULGULAR

3.1. Genel Klinik Bulgular

Deneysel enfeksiyon dncesi immunsupresyon olusturulan siganlarin tamaminin

bu siirecte zayifladigi, viicut kondisyon skorlarimin diistiigii, tiiylerinin parlakligini

kaybederek mat ve karigik bir hal aldigi, hareketlerinin azaldig: goriildii. Yedi giinliik

immunsupresyon olusturma doneminde sicanlarda ortalama 55 g (%19), calismanin

son giiniine kadar ise yaklasik 69 g (9%24) canli agirlik kaybi tespit edildi. Canli agirlik

degisiminin 1. Giin, tedaviye baslanmadan Once ve tedavi gilinlerindeki degisimi

gruplar bazinda asagidaki cizelge ve sekilde (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1) verildi.

Cizelge 3.1. Caligma siiresince canli agirlik degisimleri.

GRUPLAR| n 1.0Olgim | 2.0lgim | 3.0lgim | 4.0lgim | 5.0lI¢im

‘ . |ortalama Agrik (g) 291,4 2421 225,1 2244 225,0

Standart Sapma 9,1 13,2 1,7 8,5 11,2

i6H ; Ortalama Agirlik (g) 281,7 220,9 206,1 201,9 202,4

Standart Sapma 12,1 15,0 15,5 13,8 12,5

" . |ortalama Agirik (g) 289,0 233,7 225,6 223,7 220,0

Standart Sapma 17,0 17,7 19,3 19,3 18,2

2 - Ortalama Agirlik (g) 289,9 243,9 230,0 228,0 227,3

Standart Sapma 13,7 11,7 16,6 18,1 16,2

H3 - Ortalama Agirlik (g) 295,4 247,0 234,3 232,7 232,4

Standart Sapma 10,1 8,1 12,8 16,6 14,4

" . |ortalama Agrik (g) 284,7 214,9 207,4 204,0 202,7

Standart Sapma 13,2 17,3 18,7 17,6 17,4

) . |ortalama Agrik (g) 293,7 239,4 233,7 232,3 232,6

Standart Sapma 10,5 23,7 21,1 211 21,7
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Sekil 3.1. Immunsupresyon dncesi ve sonrasi canli agirlik degisimleri.

3.2. Deneysel Enfeksiyonun Tanisi

Inokulasyon sonrasi 4. giinden itibaren siganlardan diski numuneleri alinip
boyanarak preparatlar C. parvum ookistleri yoniinden incelendi, ilk ookist atilim1 7.
giinde goriildii (16/49). Sicanlarin biiylik ¢ogunlugunda (43/49) inokulasyon sonrasi 8.
giin diskida C. parvum ookistlerinin saptanmasiyla deneysel enfeksiyonun basarili
oldugu ortaya konarak tani saglandi (Sekil 3.2). Bes tanesi ookist inokulasyonu oncesi
oral heparin uygulanan gruptan olmak iizere 6 sicanda 8. giin ookist atilimi tespit

edilmedi.
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Sekil 3.2. Deneysel enfeksiyonun 8. giiniinde 100 lik biiyiitmede tek baki alaninda ookistlerin
gOrinimii.

3.3. Kan Numuneleri ve Analizleri

3.3.1. Tam Kan Sayimlari

Calismaya baglanilan 1.giin alinan kanlarin sayimi otomatik kan hiicresi sayim
cihazi ile yapildi. Bu baglamda ortalama Iokosit (WBC), lenfosit (LYM), monosit
(MON), ndétrofil (NEU), alyuvar (RBC), hematokrit deger (HCT), ortalama
korpuskiiler hacim (MCV), trombosit (PLT), kirmiz1 hiicre dagilim genisligi (RDWCc),
plateletkrit (PCT), ortalama platelet hacmi (MPV), trombosit dagilim genisligi
(PDWc) ortalama degerleri Cizelge 3.2 de, calisma boyunca nétrofil sayisinin
gruplardaki degisimi Cizelge 3.3 de verildi. Calismaya baslanilan 1. giin, 7 giin
deksametazon uygulamasini takiben 9.giin, deneysel enfeksiyonu takiben 17. giin ve

tedaviler sonras1 20. giin 16kosit, nétrofil, hematokrit, eritrosit sayilarindaki degisimin
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onemli oldugu giinlere gdre ortalama ve standart hatalar1 Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5 de

verildi.

Cizelge 3.2. Caligmaya baglanilan 1.giinde tiim gruplardaki ortalama tam kan degerleri.

WBC 10,35 * 1101
LYM 7,88 X | 1090
MON 0,59 X | 1091
NEU 1,88 X | 1091
RBC 7,44 X | 102/L
HCT 4677 |
MCV 63,73 |1l
PLT 777,67 | X | 10°L
RDWc 1564 | %
PCT 0,63 %o
MPV 8,21 fl
PDWc 336 | %

Cizelge 3.3. Notrofil sayisinin gruplarda giinlere gore degisimi.

NEU 1. glin 9. giin 17. giin 20.giin

K 225x10%L  |3,2x10%L 584x10%L |637x10%L
I0H 186x 10%L  |2,92x 10%L | 600x 10%L | 5,11 x 10°L
H1 1,89x 10%L  |3,08x10%L |793x10%L |626x 10°L
H2 1,85 xx10%L |229x10%L 10,13 x 10%L |12,34 x 10°L
H3 1,64x 10%L  |428x10%L |737x10%L |4,64x 10°L
HL 2,08x 10%L |4,67x10%L |7,10x 10%L |8,96 x 10%L
L 1,57x 1%L |334x10%L |78 x 10°L 13,97 x 10°/L
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Cizelge 3.4. Lokosit sayisinin giinlere gore ortalama ve standart hatalari.

Lokosit sayis1 (WBC) 10°/L

Lokosit sayis1 (WBC) 10°/L

Lokosit sayis1 (WBC) 10°/L

1. giin 9. giin 9. giin 17. giin 17. giin 20. giin

Grup* n Ort+SH' Pdegeri | n | Ort=SH' | n [ Ort=SH' | Pdegeri | n | OrttSH' | n | OrttSH' P degeri
K 7 111,5040,82 | 3,940,551 | 0,018 | 7 | 3942051 | 7 | 6,84+0.64 | 0,018 | 7 | 6842064 | 6 | 8.45:1.64 | 0463
I0H 7 110,50+1,26 | 3,67+0,30 0,018 71 3,67£0,30 | 7 | 7,42+1,74 0,128 7| 742£1,74 | 7 | 6,80£1,05 0,735
H1 71 9314047 | 4,41+0,59 0,018 7| 4,41£0,59 | 7 | 9,48+3,39 0,176 719484339 | 7 | 8,13£1,87 0,499
H2 7 110,4741,55 | 2,83:031 | 0,018 | 7 | 2.83x031 | 7 |12,5242,07| 0,018 | 7 [12,5222,07| 7 [ 1535+2.61| 0,499
H3 7 110,79+1,03 | 6282072 | 0,018 |7 | 628x072 | 7 [ 8,73:257 | 0735 |7 |873x257 | 7| 6022052 | 0612
HL 719730,72 | 6315103 | 0,028 | 7| 63121,03 | 6 | 9,76:2,12 | 0,116 |6 | 976=2,12 | 6 [ 1240263 06

L 7 110,11£139 | 428025 | 0,018 | 7 | 428+025 | 7 | 9.96+2,76 | 0,063 | 7 | 9962276 | 6 |1724+211| 0,075

*K: Kontrol Grubu; IOH: Ookist inokulasyonu dncesi heparin uygulanan grup; H1: Heparin uygulama grubu (7,5 mg/kg); H2: Heparin uygulama grubu
(15 mg/kg); H3: Heparin uygulama grubu (22,5 mg/kg); HL: Halofuginon laktat uygulama grubu; L: Lasalosid sodyum uygulama grubu.

f Ortalama+Standart Hata ( p<0,05 ; istatistiksel olarak fark anlaml)

51




Cizelge 3.5. Notrofil, Hemtokrit ve Eritrosit sayisinin giinlere gore ortalama ve standart hatalari.

Notrofil sayis1 (NEU) (10°/L)

Hematokrit deger (HCT) (%)

Eritrosit sayis1 (RBC) (10'%/L)

1. giin 9. giin 17. giin 20. giin 17. giin 20. giin
Grup* n Ort+SHY Pdegeri | n | OrtxSH' | n | Ort+SH' Pdegeri | n | Ort+SH' | n | Ort+SHY P degeri
K 7 | 2,2540,21 | 3,20+0,44 0,018 7 147,04+1,19| 6 |40,44+0,64 0,046 7 1 7,02£0,25 | 6 | 5,78+0,13 0,028
I0H 7 | 1,86+0,28 | 2,92+0,18 0,028 7 141,982,411 7 |40,69+1,93 0,499 71 6,24+£0,37 | 7 | 5,99+0,31 0,31
H1 7 | 1,804025 | 3,08£0,54 | 0,091 | 6 |42.46x1,65| 7 |4036+2,13| 0075 | 7 | 6362025 | 7 | 5.82+031 [ 0,063
H2 7| 1,8540,19 | 229028 | 0,091 | 7 [42,88+3,65| 7 |42,03:328| 0612 | 7 | 632+052 | 7 | 6,04x049 | 0,612
H3 7 | 1,64+0,16 | 4284044 | 0,018 | 7 [50,51=328| 7 [40,06:3.05| 0028 |7 | 7742071 | 7 | 578040 [ 0,018
HL 7 | 2,08:025 | 4,670,690 | 0,063 | 7 [41,84=5.41 7 |3920+424| 0,735 | 7| 612:077 | 7 | 5.66+061 | 0612
L 7 | 1,57+0,16 | 334022 | 0,018 | 7 [3871323| 6 |31,78+1.45| 0075 | 7| 5742052 | 6 | 4502023 | 0,075

*K: Kontrol Grubu; IOH: Ookist inokulasyonu éncesi heparin uygulanan grup; H1: Heparin uygulama grubu (7,5 mg/kg); H2: Heparin uygulama grubu
(15 mg/kg); H3: Heparin uygulama grubu (22,5 mg/kg); HL: Halofuginon laktat uygulama grubu; L: Lasalosid sodyum uygulama grubu.

 Ortalama=Standart Hata ( p<0,05 ; istatistiksel olarak fark anlaml)
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3.3.2. Serum Biyokimyasi

Arastirma gruplarinda tedavi oncesi ve sonrasinda alinan kan serumunda iire,

kreatinin, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalen

fosfataz (ALP), gamma glutamil transferaz (GGT) diizeyleri 6lgiildii. Bu parametreler

ile yapilan istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7 de sunuldu.

Cizelge 3.6. Kan serumu iire ve kreatinin degerlerinin tedavi dncesi ve tedavi sonras: ortalama ve standart hatalar1.

Ure-O* Ure-SY Kreatinin-O* | Kreatinin-SY

(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Grup* n Ort+SHT P degeri Ort+SH' P degeri
K 7 58,14+2,49 66,71+8,87 0,499 0,54+0,02 0,52+0,04 0,553
I0H 7 52,71+3,21 51,43+4,88 0,6 0,52+0,02 0,5340,05 0,917
H1 7 48,71+1,54 49,14+4,08 0,917 0,53+0,02 0,50+0,02 0,446
H2 7 66,14+5,07 68,71+9,74 0,866 0,50+0,02 0,56+0,04 0,236
H3 7 57,57£1,77 54,57+8,93 0,866 0,52+0,01 0,54+0,04 0,497
HL 7 55,43+3,05 48,29+3,67 0,027 0,57+0,02 0,46+0,01 0,018
L 7 58,57+2,47 53,14+5,24 0,31 0,51+0,02 0,50+0,04 1
*K: Kontrol Grubu; IOH: Ookist inokulasyonu éncesi heparin uygulanan grup; H1: Heparin uygulama
grubu (7,5 mg/kg); H2: Heparin uygulama grubu (15 mg/kg); H3: Heparin uygulama grubu (22,5 mg/kg);
HL: Halofuginon laktat uygulama grubu; L: Lasalosid sodyum uygulama grubu.
O*: Tedavi Oncesi ; S¥: Tedavi Sonrast
T Ortalama+Standart Hata ( p<0,05 ; istatistiksel olarak fark anlaml)

53



Cizelge 3.7. Karaciger enzim degerlerinin tedavi dncesi ve tedavi sonrasi ortalama ve standart hatalari.

ALT-O* ALT-SY P AST-O* AST-SY P ALP-O* ALP-SY P GGT-0* | GGT-SY P

(IU/L) (IU/L) degeri (IU/L) (IU/L) degeri (IU/L) (IU/L) degeri | (IU/L) (IU/L) | degeri
Grup* [ n Ort+SH Ort+SH' Ort+SHY Ort+SH
K 7| 474,86+72,32 | 505.14+£104,20 | 0,735 | 473,14+72,70 | 576,71+123,58 | 0,735 | 168,43+30,41 | 125,57+27,12| 0,018 | 3,14+1,75 | 3,43+1,09 | 0,439
IOH | 7| 449,43+71,48 | 489,71+84,43 | 0,612 | 476,00£62,30 | 575,57+79,93 | 0,398 | 365,29+46,56 | 196,86+31,32 | 0,028 | 3,29+1,13 | 2,57+0,92 | 0,524
H1 71603,43+126,63 | 585,57+69,92 | 0,866 | 623,00+86,54 | 666,14+67,44 | 0,31 |163,29+24,22 | 193,71+33,82 ] 0,398 | 2,00+0,82 | 3,00+1,09 | 0,458
H2 71 277,29+78,43 | 602,00£116,29 | 0,018 | 393,43+75,94 | 592,00+84,39 | 0,043 | 161,86+41,59 | 206,86+15,77 | 0,128 |2,57+1,13 | 3,43£1,17 | 0,458
H3 71 451,294+52,17 | 984,14+302,91 | 0,091 | 513,71£51,72 | 855,714£226,34 | 0,063 | 190,43+25,40 | 218,43+£30,12 | 0,398 |2,00+0,72 | 4,29+0,78 | 0,8
HL 71490,14+143,81 | 388,57+75,56 | 0,735 | 516,00+71,24 | 513,00+49,70 | 0,866 | 178,86+33,99 | 176,29+24,62 | 0,735 | 1,57+0,53 | 3,29+0,81 | 0,111
L 7| 433,14+76,19 | 378,29+£163,19 | 0,866 | 478,71+66,19 | 470,86+155,54 1 199,14+15,62 | 188,29+26,04 | 0,735 | 3,86+1,47 | 1,86+0,40 | 0,173

*K: Kontrol Grubu; IOH: Ookist inokulasyonu &ncesi heparin uygulanan grup; H1: Heparin uygulama grubu (7,5 mg/kg); H2
H3: Heparin uygulama grubu (22,5 mg/kg); HL: Halofuginon laktat uygulama grubu; L: Lasalosid sodyum uygulama grubu.

: Heparin uygulama grubu (15 mg/kg);

O*: Tedavi Oncesi ; S¥: Tedavi Sonrasi

 Ortalama+tStandart Hata ( p<0,05 ; istatistiksel olarak fark anlamlr)
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3.3.3. Koagulasyon Parametrelerinin Olciimii

Calisma sirasinda toplam 4 gruba uygulanan oral heparinin koagulasyon
parametrelerine olasi etkisini ortaya koymak, diger gruplarla karsilastirmak amaciyla
uygulamalar 6ncesi ve sonrasi kan plazmasinda protrombin zamani (PT), aktif parsiyel
tromboplastin zamani (aPTT) ve antitrombin III (ATIII) 6l¢iimleri yapilmis ve sonugta
PT ve aPTT 0l¢lim sonuglari ortalama degerlerinin uygulama oncesi (14,67 ve 22,9 s)
ve sonrasi (14,67 ve 22,3 s) oldugu belirlenmistir. ATIII diizeylerindeki tedavi dncesi
ve sonrasi degisimle birlikte PT ve aPTT ‘nin degisiminin istatistiksel degerlendirmesi

Cizelge 3.8’ de sergilendi.
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Cizelge 3.8. PT, aPTT ve ATIII'iin tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi degerlerinin ortalama ve standart hatalari.

PT-O* PT-S¥ P degeri APTT-O* | APTT-SY P degeri ATII-0* ATIII-SY P degeri
(s) (s) (s) (s) (%) (%)

Grup* n Ort+SH' Ort+SH Ort£SH Ort£SH
K 7 | 15,61+0,76 | 12,31+0,84 | 0,018 | 23,41+£2,23 | 18,81+0,94 [ 0,128 | 52,06+2,75 | 56,67+2,30 | 0,398
I0H 7 | 14,44+0,81 | 16,47£1,35 | 0,176 | 21,26+1,21 | 33,14+6,72 | 0,128 | 51,43£3,97 | 53,94+2,89 | 0,735
H1 7 | 14,50+0,57 | 14,79+0,33 | 0,446 | 22,43£1,06 | 20,44+0,97 [ 0,176 | 53,62+2,96 | 56,92+2,75 | 0,398
H2 7 | 14,96+1,39 | 14,37£0,25 | 0,866 | 24,44+0,69 | 21,25+1,23 | 0,176 | 41,71£2,97 | 55,05£3,39 [ 0,018
H3 7 | 14,34+1,02 | 15,11+0,23 | 0,31 19,59+2,70 | 16,17+0,88 | 0,398 | 46,92+1,84 | 46,60+3,22 [ 0,866
HL 7 | 15,09+1,28 | 15,3440,27 | 0,237 | 26,10+£3,46 | 21,89+2,00 | 0,498 | 47,84+2,57 | 58,63+1,26 | 0,018
L 7 | 13,77+0,77 | 14,2940,40 | 0,446 | 22,78+1,81 | 24,17+4,58 | 0,866 | 48,76+1,79 | 51,78+3,63 | 0,498

*K: Kontrol Grubu; IOH: Ookist inokulasyonu &ncesi heparin uygulanan grup; H1: Heparin uygulama grubu (7,5 mg/kg); H2:
Heparin uygulama grubu (15 mg/kg); H3: Heparin uygulama grubu (22,5 mg/kg); HL: Halofuginon laktat uygulama grubu; L:

Lasalosid sodyum uygulama grubu.

PT: Protrombin zamani, APTT: Aktif parsiyel tromboplastin zamani, ATIII: Antitrombin III ,Antitrombin

O*: Tedavi Oncesi ; S¥: Tedavi Sonras1

T Ortalama+Standart Hata ( p<0,05 ; istatistiksel olarak fark anlamli)
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3.4. Diski Numunelerinin incelenmesi ve Ookist sayimi

Deneysel enfeksiyon olusturulmasi maksadiyla oral ookist inokuliimii
verilmesi sonrast 8. glin ve devaminda tedavinin 1. ,2. 3. giinii sonrasinda alinan
diskilar karbolfuksin boyama yapilarak incelendi ve 10 mikroskop baki sahasinda
goriilen ookistler sayildi. Buna gore siradan 10 mikroskop baki sahasinda maksimum
28 ookist goriildii. Ookist sayilarinin gruplar bazindaki giinliik degisimleri Cizelge 3.9

da verildi.
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Cizelge 3.9. Kontrol ve tedavi gruplarinda dene

ysel kriptosporidiyozu takiben

digkidaki ookist sayilarmin degisimi.

17. glin 18. giin 19. giin 20. giin
Grup* Ort+=SHf Ortanca Ort+SH Ortanca Ort+=SH Ortanca Ort=SH Ortanca | P degeri

K 10,57+3,28%¢ 10 14,2942 169%f 14 11,86:1,30%def 10 22,2943,52¢f 21 0,055
IOH 0,71£0,47* 0 0,43+0,20° 0 0,43+0,30%® 0 1,0040,66% 0 0,919
H1 8,00+1,86% 7 8,29+0,68bd 9 4,860,633 5 5,57+1,812bede 4 0,084
H2 14,14+2,18b<C 14 6,57+1,2520cdABC 7 3,29+1,2520cAB 2 2,140,604 2 0,001
H3 11,86+1,72% 10 9,86::1,99bede 9 12,7141 ,430def 14 10,86:1,32¢de 10 0,251
HL 11,711,698 13 3,29+0,8130¢A 4 3,43+]1,438bcdA 2 2,29+0,613bcdA 2 0,005

L 9,001,408 9 2,8641,46%0AB 0 0,29+0,2934 0 0,71+0,4234 0 0,001

P degeri 0,002 <0,001 <0,001 <0,001

*K: Kontrol Grubu; IOH: Ookist inokulasyonu éncesi heparin uygulanan grup; H1: Heparin uygulama grubu (7,5 mg/kg); H2: Heparin uygulama grubu (15 mg/kg);
H3: Heparin uygulama grubu (22,5 mg/kg); HL: Halofuginon laktat uygulama grubu; L: Lasalosid sodyum uygulama grubu.

>>>> f Ayni siitun iginde farkli harf tagiyan grup siralama ortalamalar1 (Mean Rank) aras farklilik anlamli (P<0,05)

ABC Ayni satir icinde farkli harf tastyan grup siralama ortalamalari (Mean Rank) arasi farklilik anlamli (P<0,05)

 Ortalama+Standart Hata

( p<0,05 ; istatistiksel olarak fark anlamli )
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3.5. Nekropsi ve Histopatolojik Bulgular

Kriptosporidyumlar yaklasik 2-6 pm olgiilerinde enterositlerin liimene bakan
kismin, fircams1 kenarlarinda tespit edildi (Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8). Bunun
disinda bazi bagirsak kesitlerinde damarlarin dolgun oldugu (Sekil 3.5) gozlendi.
Kriptosporidyum igeren baz1 yiizey epitellerinin mukozadan ayrilip liimen bosluguna
distiigii belirlendi (Sekil 3.9). Ayrica muhtemelen sekonder enfeksiyonla birlikte
bagirsak mukozasinda fokal nekroz alanlar1 (Sekil 3.3, Sekil 3.4) dikkati cekti.
Nekrotik alanlarda mononiikleer hiicre infiltrasyonlar: (Sekil 3.3, Sekil 3.4) saptandi.

Sekil 3.3. fleum yiizeyinde nekrotik alanlar (n) ve hiicre infiltrasyonlar1. Bar, 200 pm.
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Sekil 3.4. fleum yiizeyinde nekrotik alanlar (n) ve hiicre infiltrasyonlar: ile konjesyone damarlar.
Bar, 100 pm.

Sekil 3.5. ileumda epitellerin bazilarimin lamina propriyadan ayrilmasi, submukozada damarlarin
konjesyonu. Bar, 200 pm.
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Sekil 3.6. ileumda enterositlerin firgams1 kenarlarinda kriptosporidyumlarm goriiniimii (oklar).
a: Bolgenin biyiitiilmis hali. Bar, 50 um.

Sekil 3.7. [leumda enterositlerin fircamsi kenarlarinda kriptosporidyum invazyonu (oklar). Bar, 50 pm.
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il Ly

Sekil 3.8. ileumda enterositlerin firgamsi kenarlarinda C. parvum (oklar). Bar, 50 pm.

Sekil 3.9. Rat ileumunda enterositlerin firgams1 kenarlarinda (oklar) ve limene diismiis enterositlerde
kriptosporidyumlar (ok baslari). Bar, 50 pm.
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4. TARTISMA

Kriptosporidiyoz beseri hekimlikten ziyade veteriner hekimlik alan hastaligi
olarak tanimlanmistir ve yillardir ¢iftlik hayvanlarinin farkli kriptosporidyum tiirleri
ile enfeksiyonu, klinik problem yaratmaya devam etmektedir. Bu ¢er¢evede ozellikle
buzagilarda C. parvum kaynakli kriptosporidiyoz olduk¢a onemli yer tutmaktadir.
Ayrica hastalik insana dogrudan veya dolayli zoonoz riski teskil etmesi dolayisiyla da

onemli bir sorundur (Robertson ve ark., 2014).

Ruminantlarda kriptosporidiyoz tedavisi i¢in bugiine kadar albendazol
(Masood ve ark., 2013), azitromisin (Elitok ve ark., 2005), dekokuinat (Mancassola ve
ark., 1997) , furazolidon ve metranidazol (Masood ve ark., 2013; Randhawa ve ark.,
2012), halofuginon laktat (De Waele ve ark., 2010; Jarvie ve ark., 2005; Naciri ve ark.,
1993; Shahiduzzaman ve ark., 2009; Trotz-Williams ve ark., 2011; Villacorta ve ark.,
1991), lasalosid sodyum (Gobel, 1987; Sahal ve ark., 2005), nitazoksanid (Ollivett ve
ark., 2009; Schnyder ve ark., 2009; Viel ve ark., 2007) paromomisin (Aydogdu ve
ark., 2018; Fayer ve Ellis, 1993; Grinberg ve ark., 2002; Johnson ve ark., 2000;
Masood ve ark., 2013), spiramisin (Ulutas ve ark., 2001), siilfadimidin (Fischer, 1983;
Sahu ve Maiti, 2015), tilozin (Temizel ve ark., 2011; Yasa Duru ve ark., 2013),
toltrazuril (Yagct ve ark.,, 2017) basta olmak iizere birgok antimikrobiyal ve
antiprotozooner tek basimna veya kombinasyon halinde kullanilmig; hepsinde
birbirinden farkli diizeyde etkiler goriilmiis, etkili oldugu bulunanlarda ookist
sacilimmin tamamen veya kismen durduruldugu belirtilmistir. Antimikrobiyallerle
birlikte veya miinferiden aktif komiir ve agag sirkesi (Watarai ve ark., 2008), ¢orek otu
(Nasir ve ark., 2013), sarimsak (Megeed ve ark., 2015), B-Siklodekstrin (Castro-
Hermida ve ark., 2001), kitosan (Aydogdu ve ark., 2019), zerdecal (Aboelsoued ve
ark., 2020) gibi bir¢ok alternatif uygulama da yapilmistir. Tiim bu ¢alismalara ragmen
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buzagilarda kriptosporidiyozun kontrolii; c¢aligmalarin saha kosullarinda yapilmis
olmasi, ila¢g uygulamalarinin bitirilmesine miiteakip azalan ookist sayisinin yeniden
artisa gecgebilmesi, reenfeksiyon sekillenebilmesi, uygulanan ilaglarin ekonomik
olmamas1 ve tedavinin siirdiirlilememesi dolayisiyla tam bir basar1 saglamamistir

(Shahiduzzaman ve Daugschies, 2012).

Ranalexin, azithromisin, lasalosid, zerdecal kriptosporidiyoz’a karsi invitro
ortamda da calisilmis sinirh etkili veya etkisiz olduklar belirtilmistir (Giacometti ve

ark., 2000; Shahiduzzaman ve ark., 2009).

Halofuginon laktat’in, ookist atilimini ve cevresel kontaminasyonu azalttig
veya geciktirdigi dolayisiyla klinik hastaligi azaltmadaki etkinligini gosteren
arastirmalar yaninda ¢eliskili arastirma sonuglar1 da yaymlanmistir (Lallemond ve
ark., 2006; Weber ve ark., 2016). Ayn1 zamanda ilacin dehidre ve istahsiz hayvanlarda
kullanilamamasi, profilaktik olarak dogumdan sonraki 24-48 saat icinde, terapotik
olarak ise semptomlarin baslamasindan sonraki 24 saat i¢inde ve arka arkaya 7 giin
peros verilmesi gerekliligi de ozellikle etci ik buzagi padoklarinda pratik kullanima
olanak vermedigi bildirilmektedir (Jarvie ve ark., 2005; Thomson ve ark., 2017).
Giiniimiizde kullanimda olan ticari miistahzar, halofuginon laktatin yami sira
antimikrobiyal stabilizasyon i¢in benzoik asit ve bir renklendirici olarak tartrazin
iceren sart, homojen ve berrak, kullanima hazir bir soliisyondur. (Emea, 2007)
Terapdtik indeksinin normal dozun sadece 2 kat1 gibi dar bir aralik olmasi toksikasyon

riskini de dogurmaktadir (Robertson ve ark., 2014).

Rehg (1995), sicanlarda deneysel kriptosporidiyoz olusturdugu calismasinda
tedavide halofuginon laktat kullanilan grupta ilacin hastaligin klinik siddetini
azaltmada basarili bulundugunu, ince bagirsak ve safra kanalindaki enfeksiyon
siddetini azalttigini, kolondaki enfeksiyon oranini ise degistiremedigini belirtmistir.

Naciri ve ark. (1993), buzagilarda deneysel enfeksiyonunda halofuginon laktat’in
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terapdtik  etkinligin - arastirdigi  deneysel calismada tedavi sonlandirildiginda
halofuginon laktat tedavi gruplarinda hizlica tedavi edilmeyen kontrol grubuna benzer

seviyede reenfeksiyon sekillendigini bildirmektedirler.

Weber ve ark. (2016), ise 20 farkli ciftlikteki 63 buzagida kriptosporidyum
enfeksiyonlari ile; ¢iftlik kaynakl faktorler veya immiinolojik faktorlerle halofuginon
laktat uygulamasi arasinda bir iliski olup olmadigini arastirdiklar1 calismalarinda,

ilacin ookist sagilimi iizerine etki gdstermedigini belirtmislerdir.

Koyun, kanatli ve sigirlarda koksidiyostat olarak kullanilan lasalosid sodyum
sigirlarda biiylimeyi uyaran bir yem katki maddesi olarak da kullanilmistir. 1k
baglarda buzagida 15 mg/kg dozda Cryptosporidiosis tedavisinde kullanilan lasalosid
sodyum neden oldugu toksikasyon nedeniyle 6nce 10 mg/kg olarak, daha sonra 7,5
mg/kg olarak giinde 2 kez uygulanmis; ¢alisma grubundaki buzagilarda istahsizlik,
halsizlik, bazen yatma hali, ¢cigneme kaslarinda ve kismen de tiim viicutta titremelere,
yutma gili¢ligli ve sivi aliminda azalmaya, dis gicirdatmaya, dil oynatmaya ve
Olimlere de neden oldugu belirtilmistir. Bu nedenle ilacin glinde 2 defa 6 mg/kg dozda
kullanilmasi 6nerilmistir (Luginbiihl ve Pfister, 1996).

Varga ve ark. (1995), kanatli kriptosporidiyozunda lasalosid sodyum dahil
olmak tizere muhtelif iyonofor antibiyotiklerin terapotik etkinligini degerlendirmis ve
sonug olarak iyonofor antibiyotiklerin tedavide etkisiz bulundugunu rapor etmislerdir

(Varga ve ark., 1995).

Sahal ve ark. (2005), dogal enfekte buzagilarin enfeksiyonunda lasalosid
sodyumu 8 mg/kg dozda 3 giin kullanmis ve tedavi edilen buzagilarin hepsinde ookist
atilimiin belirgin diizeyde azaldigini belirtmislerdir. Caligma sirasinda bir buzagida
toksikasyon belirtileriyle uyumlu yan etkilere bagl 6liim sekillenmistir. Arastirmada

lasalosid sodyumun Avrupa Birligi’'nde kriptosporidiyoz tedavisi icin kullanimi
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yasaklanmis olmasina ragmen, AB dis1 iilkelerde sivi tedavisi ile kombinasyon halinde

alternatif bir uygulama olarak tedavide kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Heparin biiyiilk molekiiler agirligt ve gastrointestinal kanalda muhtemelen
pH‘a bagl hizli metabolize olmasi nedeniyle oral olarak kullanilmamaktadir (Neves
ve ark.,, 2016). Buna karsin heparin’in oral kullanimda antikoagulan etkisinin
oldugunu savunan calismalar da yaymnlanmistir (Arbit ve ark., 2006). Heparinin
sicanlarda 1 mg/kg 48 saatte bir 15 doza kadar oral uygulamasinin yapilip kanama
profilinin ve endotelyal heparin konsantrasyonunun takip edildigi bir calismada
kanama goriilmedigi ve kanama profilinin kontrol grubu ile benzer oldugu
vurgulanarak uygulamanin hayvanlar {izerinde zararli bir etkiye yol agmadigi
kaydedilmistir (Hiebert ve ark., 2008). Kopeklere oral heparinin 7,5mg/kg tek doz ve
7,5mg/kg 48 saat arayla 3 kez uygulandigi bir diger calismada ise diger tiirlerde
yapilan bazi ¢caligmalarla uyumlu olarak heparinin oral kullanimina miiteakip emilimin
olduguna dair kanitlar elde edilmis, ilk kez aPTT ve anti-Xa seviyelerindeki azalmayla
iliskili ATIII seviyesinde de8isme oldugu saptanmistir. Ayni ¢alismada oral heparin
uygulamast sirasinda  koagulasyon profilinde asir1  ATIIl tiketimi veya
trombositopeniye bagli hemorajiyi isaret edebilecek bir artis olmadig belirtilmistir

(Erickson ve ark., 2014).

Inomata ve ark. (2015), yaptiklar in-vitro ¢alismada; heparin de dahil olmak
iizere siilfatli polisakkaritlerin C. parvum invazyonu iizerindeki inhibitor etkisini
degerlendirmisler ve siilfatli polisakkaritlerle etkilesime giren parazit ligandlarini
belirlemislerdir. Degerlendirilen siilfathh polisakkaritler arasinda heparinin parazit
invazyonu lizerine en yiiksek doza bagli inhibisyon etkisi goOsterdigini ortaya
koymuslardir. Ayrica, ayni ¢aligmada heparin ile potansiyel olarak etkilesime giren
parazit proteinlerini belirlemisler ve C. parvum invazyonunda rol oynayan C. parvum
elongation lo' nin (CpEFla), heparin ve HCT-8 hiicrelerinin yiizeyine baglandigini

tespit etmislerdir.
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Karaciger tarafindan tretilen pihtilasma faktorlerinden II, VII, IX ve X,
biyolojik olarak aktif hale gelmek icin gama-glutamil karboksilasyonu gerektiren K
vitaminine bagimli proteinlerdir. Karacigere ek olarak, diger organlarda da miktar ve
islevi Onemsiz, kiiciik miktarlarda pihtilasma faktorleri iiretilebilir (Giinther ve
Ruppert, 2006). Fizyolojik olarak, pihtilasma kaskadi damar duvarlarindaki kusurlari
kapatmak i¢in trombositler ve plazma faktorlerine ihtiya¢ duyar (Renné ve ark., 2006).
Kan farmakokimyasinda, antikoagulanlarin aktivitesini pihtilasma siiresinin
uzamasiyla belirlemek i¢in ¢ok sayida gelismis test vardir. Bu testlerden baglicalari
protrombin zamani (PT), aktif parsiyel tromboplastin (aPTT) zamanmidir (Zehnder,
2015).

Antitrombin III (antitrombin, ATIII) karacigerde iiretilen, trombinin enzimatik
aktivitesini noétralize ederek inhibe eden ve kan akiskanliginin korunmasina katkida
bulunan, vitamin K bagimli olmayan bir plazma proteaz inhibitoriidiir (Heit, 2007;
Senzolo ve Burroughs, 2007). Genel olarak siilfatli polisakaritlerin antikoagiilan
aktivitesinin kismen negatif yiikli stilfat gruplar1 ve bazi pozitif yiikli peptidik
sekanslar arasindaki giiclii etkilesimden kaynaklandigi kabul edilir (Huang ve ark.,
2003). ATIII aktivitesi, heparin tarafindan belirgin sekilde gli¢lendirilir; heparin,
antitrombin hizlandiricis olarak islev goriir. AT III, trombin ile inaktif bir kompleks
olusturur ve heparine baglanarak IXa, Xa, XIa, XIla gibi faktorleri yavas yavas inhibe
eder (Heit, 2007).

Klinik olarak PT ve aPTT agiklanamayan kanamanin degerlendirilmesi, yaygin
intravaskiiler pithtilasmanin (DIC) teshisi, antikoagiilan tedaviye baslamadan once bir
baslangi¢ degeri elde edilmesi, varfarin veya diger vitamin K antagonistlerinin
tedavisinin izlenmesi, karaciger sentetik fonksiyonunun degerlendirilmesi amaciyla

Olctimlenir (Zehnder, 2015).
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Bu c¢alismada deneklere uygulanan oral heparinin koagulasyon profiline olasi
etkisini 6lgmek ve diger gruplarla karsilastirmak icin tedavi Oncesi ve sonrasinda
protrombin zamanm (PT), aktif parsiyel tromboplastin zamani1 (aPTT) ve ATIII
olgtimleri yapildi.

Tedavi Oncesi tiim gruplarin ortalama PT siiresi 14,67 s olarak ol¢iildii. Bu
degerler Kurata ve Horii (2004), sicanlar i¢in Ol¢limledigi degerlerle uyum
icerisindedir. Tedaviler sonrasi ise ortalama PT degeri yine 14,67 s olarak 6l¢tilmiistiir.
aPTT igin ise tedaviler Oncesinde ortalama 22,86 s olan siire tedaviler sonrasinda
22,27 s olarak Slgiilmiistiir. Bu degerler Seibel ve ark. (2010), ayn1 1irk sicanlarda vena
sublingualis’den alinan kan numunelerinin 6l¢timii ile bulduklar1 aPTT siireleri ile
(23.8+1.58 s) benzer olup ayni arastirmadaki vena cava’dan alinan kan numunelerinin
Olciim sonucuna gore ise daha uzundur. Yapilan istatistik degerlendirmede PT i¢in
kontrol grubu hari¢ diger alt1 grupta tedavi oncesi ve tedavi sonrasi ortalama + standart
hata degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi tespit edildi.
Kontrol grubunda herhangi bir tedavi uygulanmamasina karsin PT’nin kisaldig ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturdugu goriildii. aPTT igin ise hicbir grupta
tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmadi. Kontrol
grubunda PT’nin kisalmasi gruba bir tedavi uygulanmadig: i¢in dnemli bir degisim

olarak degerlendirilmedi.

ATIII'lin standart plazma aktivitesi yiizdesel olarak ifade edilmekte ve yapilan
calismalarda saglikli yetiskin sicanlar icin ATIII aktivitesinin %75- %125 civarinda
oldugu belirtilmektedir (E1Gendy ve Abbas, 2014; Owens ve ark., 1986; Wang ve ark.,
2015).

Bu calismada kontrol grubu da dahil olmak iizere tiim gruplardaki hayvanlarda
tedavi Oncesi ve tedavi sonras1 ATIII aktivitesinin daha Onceki ¢alismalarda ifade

edilen fizyolojik degerlerden diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir. Bu durum ATIII {in,
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karaciger hastaligi veya hasar1 olan hastalarda; hiperfibrinoliz, ATIII tiiketiminin
artmas1 veya ATIII sentezinin azalmasi dolayistyla diisiik konsantrasyona sahip olmasi
ile agiklanabilir (Senzolo ve Burroughs, 2007). Calismadaki tiim gruplar arasinda
sadece HL ve H2 gruplarinda tedavi oncesi ve sonrast ATIII degeri ortalamalarinin
degisimi istatistiksel olarak anlamli (P= 0,018, P=0,018) bulunmustur. Bu gruplardan
her ikisinde de ATIII ortalama degerleri uygulamalar sonrasi artig gdstermistir. Buna
karsin ATII’in aktivitesini artiran heparinin daha yiiksek dozda uygulandig (22,5
mg/kg) H3 grubu veya daha diisik dozda heparin uygulanan HI1 gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir, HL grubuna heparin
uygulanmadi@i da gbz oniine alindiginda olusan bu nispi degisikligin heparin kaynakli
olmadig1 degerlendirilmistir. Kontrol grubu, deneysel enfeksiyon Oncesi heparin
uygulanan grup ve lasalosid sodyum grubu’nda ise AT III aktivitesinin tedavi dncesi
ve tedavi sonrasi ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 saptanmistir. Bu sonuclar heparin de dahil olmak tizere gruplara uygulanan
tedavilerin higbirinin incelenen koagulasyon parametrelerine etkisi olmadigi kanaati

olusturmustur.

Yapilan bu ¢alismada 1. giin gruplardaki tiim hayvanlardan kan alinip tam kan
sayimi yapilmis ve degerlendirilen total 16kosit, lenfosit, monosit, alyuvar, hematokrit
degerlerinin tiim gruplardaki hayvanlarin ortalamalarma gore fizyolojik smirlarda
bulunmus ve hayvanlar saglikli kabul edilmistir. Olgiilen bu degerler kullanilan sican
irki, yas ve cinsiyeti de goz Oniine alindiginda da literatiirle uyum gostermektedir
(Giknis ve Clifford, 2006). Calismada kontrol grubu da dahil olmak iizere tiim
siganlarda, literatiirde uzun yillar 6nce tarif edilen ve hala yaygin olarak kullanilan bir
yontem olan, oral deksametazon ile immunsupresyon saglama yontemi secilmistir
(Rehg ve ark., 1988). Hayvanlara igme suyu ile 0,25 mg/kg dozunda 7 giin verilen
deksametazon akyuvarlarda daha onceki calismalarla uyumlu olarak dramatik bir
diisiise sebep olmustur (Ohkaru ve ark., 2010). Calismada 16kosit (WBC) sayisinin 1.
ve 9. glinler arasindaki farki tiim gruplarda anlamli bulundu (P<0,02). Calismanin

yontemsel perspektifte literatiirle (Ohkaru ve ark., 2010) uyum icerisinde oldugu
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gorilmiistiir. Calisma gruplarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasa da 9 —
17. Giinlerde oral deksametazon uygulanmasinin devamina karsin hayvanlarin
17.glinde C. parvum ookistleri ile enfekte oldugu teshis edilmis bu siirecte tiim
gruplardaki tiim bireylerde I0kosit sayisinin muhtemelen sekonder bakteriyel
enfeksiyon nedeniyle ylikselmeye basladigi goriilmiistiir. Lokosit sayisinin 9. ve 17.
giinler arasindaki istatistiksel farki degerlendirildiginde sadece K (P=0,018) ve H2
(P=0,018) gruplarinda anlamli ¢ikarken, 17. ve 20. giinler arasindaki farki hicbir
grupta anlamli ¢ikmamistir (P>0,07).

17. ve 20. Giinlerde yapilan dl¢timlerde grup ortalamalarinda hem hematokrit
hem de eritrosit sayisinin azalma egiliminde oldugu, buna karsin hematokrit (HCT)
deger degisiminin istatistiksel olarak sadece K (P=0,046) ve H3 (P=0,028) gruplarinda
anlaml fark olusturdugu, ayni giinlerde eritrosit (RBC) sayisinin degisiminin de yine

K (P=0,028) ve H3 (P=0,018) gruplarinda anlamli oldugu saptanmustir.

Sitoplazmasinda graniiller igeren notrofiller dolasimdaki tiim 16kositlerin
yarisindan fazlasimi olusturan olgun hiicrelerdir. Olduk¢a hareketli olan bu hiicreler,
akut yang1 veya enfeksiyona yanit olarak bolgeye ilk ulasan hiicrelerdir; diyapedez
veya go¢ ad1 verilen yontemlerle kilcal damarlardan disar1 ¢ikar ve hizla yangili doku
bolgesine go¢ ederler. Notrofiller; mikroorganizmalart ve dokiintiileri yutar, daha
sonra da oliirler. Lenfatik sistem veya epitel yoluyla uzaklastirilan purulent eksudat

olustururlar (George-Gay ve Parker, 2003).

Bu calismada 1., 9., 17., 20. glinlerde tam kan sayim1 yapilmis ve her 6l¢iimde
notrofil sayisi artmaya devam etmistir. Bu durum Ohkaru ve ark. (2010), yaptigi
calismanin sonuglariyla uyumludur. Bununla birlikte Ohkaru ve ark. (2010), 10 giinliik
deksametazon uygulamasi sonucu siganlarda lenfosit sayisimin yaklasgik %90
diistiigini ve perifer dolasimda monositlerin kalmadigini  belirtmislerdir. Bu

calismada ise lenfosit sayis1 deksametazon uygulanmaya bagladiktan 7 giin sonra
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ortalama %91,5 azalmistir. Calisma bu yoniiyle literatiirle uyum gostermis buna karsin
perifer dolasimdaki monosit sayis1 ayni siirede her ne kadar azaldiysa da (Yaklasik
%40) deksametazon uygulanmaya devam edilen sonraki siirecte yiikselise ge¢mistir.
Bu farkliligin arastirmada Okharu ve ark‘nin (2010) yaptig1 calismadan farkli olarak
deksametazon immunsupresyonuna miiteakip deneysel enfeksiyon olusturulmus
olmas1 ve enfeksiyona bagli enterit basta olmak {izere bagirsaklardaki yangidan
kaynakli olabilecegi degerlendirilmistir. Immunsupresyon olusturulan 1-9. giinler
arasindaki siirede tiim gruplarda nétrofil sayisinin artmasina karsin sadece K
(P=0,018), IOH (P=0,028), H3 (P=0,018) ve L (P=0,018) gruplari i¢inde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur. Heniliz deneysel enfeksiyon olusturulmadigi veya
gruplara birbirinden farkli bir uygulama veya tedavi yapilmadig: i¢in bu siirecteki
istatistiksel farkliligin; bireysel farklilik, beslenme veya deksametazon igeren su

titketim miktarindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegine yorumlanmustir.

Bu arastirmada daha onceki c¢alismalarla benzer sekilde deksametazon
uygulamasinin tiim hayvanlarda 6nemli canli agirlik kayiplarina da sebebiyet verdigi
gozlemlenmistir (Jackson ve ark., 2008; Malkawi ve ark., 2018). Bu duruma paralel
olarak canli agirlik kaybi deksametazon 17. giin sabahina kadar verilmeye devam
edildigi i¢in ¢alisma sonuna kadar da devam etmistir. Payolla ve ark. (2019), yaptiklar
caligmada anneleri 14 giinliikk gebe iken oral deksametazon almaya baslayan ve
dogumdan sonraki 16. haftaya kadar takip edilen siganlarin canli agirlhik
ortalamalarinin dogum agirlig1 basta olmak iizere bu siire¢ boyunca kontrol grubuna
oranla diisiik oldugunu, bu grubun aradaki canli agirhik farkini1 4 aylik siirede dahi
kapatamadiklarini ortaya koymuslardir.

Calismada uygulama Oncesi ve uygulama sonrast renal fonksiyonlarin
degerlendirilmesinde kreatinin ve protein yikimi hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in kan
serumu lre degerleri incelenmis; uygulama oOncesi tiim gruplardaki hayvanlarin

ortalama iire ve kreatinin degerlerinin 6nceki ¢alismalarda belirtilen fizyolojik sinirlar
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icerisinde ve literatiirle uyum igerisinde tespit edilmistir (Giknis ve Clifford, 2006; He
ve ark., 2017). Uygulama Oncesi iire degerleri bazi arastirmacilarin belirttigi referans
araliga gore kismen yiiksek bulunmustur (Delwatta ve ark., 2018; Lillie ve ark., 1996).
Agnelli ve ark. (2016) bu durumu disilerin farkli fizyolojik kosullar altinda farkli
substrat enerji kullanim1 ve cinsiyetin aminoasit katabolizmasi {lizerine etkisi olmasina
baglamiglardir. Uygulamalar sonrasinda sadece HL grubunda iire ve kreatinin’in
tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi ortalama degerleri arasinda (P=0,027; P=0,018)
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptanmistir. Diger gruplarda renal
fonksiyonlarda, tedavi Oncesi ve sonrasi iire ve kreatinin grup ortalama degerleri
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Bu durum calismada uygulanan tedavilerin

renal fonksiyonlarda bir degisime neden olmadigina yorumlanmustir.

Aragtirmada hepatoselliiler hasar belirtecleri olarak tedavi oncesi ve tedavi
sonrast ALT, AST, ALP, GGT degerleri karsilastirilarak degerlendirildi. Buna gore
tedavi Oncesi ve immunsupresyon sonrasi siirecte immunsupresyon olusturma
amaciyla igme suyu igerisinde 7 giin boyunca verilen deksametazonun, Jackson ve ark.
(2008), calisma sonucu ile uyumlu olarak tiim hayvanlarda karaciger enzimlerinde
yiikselmeye neden oldugu gortilmiistiir. Jackson ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢aligmada
sicanlara 2, 3, 4 giin boyunca peritoni¢i deksametazon uygulamislar, serum ve
karaciger ALT, AST diizeylerini Olgerek karsilastirmiglar ve sonu¢ olarak
deksametazon uygulanan hayvanlarda serum ALT ve AST diizeylerinin 10 kata kadar
arttigini, buna karsin histopatolojik karaciger hasar1 derecesinin esdeger doku hasari
iireten diger bilesiklerle karsilastirildiginda enzim miktar1 artisi ile korelasyonunun

uyumlu olmadigini ortaya koymuslardir.

Bu calismada karaciger enzimlerinin tedavi Oncesi ve tedavi sonrast verileri
karsilastirildiginda sadece kontrol grubu ve inokulasyon Oncesi heparin uygulama
grubunda ALP’nin (P=0,018), H2 grubunda ise ALT ve AST’ nin (P=0,018; P=0,043)

tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

72



bir fark oldugu saptanmustir. Calismada 15 mg/kg oral heparin uygulanan H2 ve
inokulasyondan énce aym dozda heparin uygulanan IOH gruplarinda hayvanlarin
artan enzim diizeylerinin, ila¢ etkisine bagli olmayip deksametazon etkisinden
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Diger heparin gruplari, halofuginon laktat ve
lasalosid sodyum gruplarinda ise tedavi Oncesi ve tedavi sonrast ALT, AST, ALP,
GGT ortalama enzim diizeyleri arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi tespit
edilmistir. ALP enzimi i¢in ise kontrol grubu hari¢ higbir grupta tedavi oncesi ile

sonras1 arasinda istatistik fark olmadig1 gortilmistiir.

Gama-glutamil transpeptidaz (GGT), aromatik aminlerin glutamil gruplarinin
peptidler veya amino asitler lizerindeki diger amin reseptorlerine uzaklastirilmasini
katalize eder. Enzim en ¢ok bobrekte bulunur, karaciger ve kalpte daha kiigiik
miktarlardadir. Mikrozomal bir enzimdir, ancak safra akisinin durmas: ile karakterize
karaciger hastaligi olan hastalarda ve akut hepatoseliiler hasar1 olan hastalarda
yiikselir. Bu testin temel Oonemi ylikselmis alkalin fosfataz seviyelerinin dneminin
dogrulanmasidir (Dworken, 1982). GGT, oOzellikle kolestaz ve safra etkilerine bagl
olmak tizere hepatobiliyer hasarin spesifik bir biyobelirteci ve sigan karacigerindeki
safra kanali lezyonlarinin spesifik bir gostergesi olarak bildirilmistir (Leonard ve ark.,
1984; Sheehan ve Haythorn, 1979). ALP'den farkli olarak, GGT aktivitesinin kemik
toksisitesi / hastalig1 ile artmadigi ve kemik biiylimesinden de etkilenmedigi ve
dolayisiyla serum ALP'deki artisa ozgiillik kazandirdigr anlasilmistir. Siganlarda
serum GGT'si genellikle cok diisiiktiir ve hatta saglikli hayvanlarda tespit edilemez.
Kolestazda artmis plazma GGT'si, ALP'ye benzer sekilde GGTmin hepatobiliyer
sentezini ve salinmasini uyaran artmis safra asidi konsantrasyonunun veya diger safra
bilesenlerinin bir sonucu olabilir; bununla birlikte, GGT, ALP ile karsilastirildiginda,
kolestazin daha az duyarli ancak daha 6zgiil bir gostergesi olarak kabul edilir.
Kolestazin nedeni ayrica safra hiperplazisine de neden olarak GGT'de artisa neden
olabilir. Baz1 ilaglar ve steroidler GGT'yi indiikleyebildigi rapor edilmektedir (Smith
ve ark., 2013).
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Bu calismada GGT’nin tedavi Oncesi ve sonrasit grup ortalama degerlerinde
istatistiksel olarak dnemli bir fark bulunmamis, buna karsin dl¢iilen enzim degerlerinin
yiilksek  olmasimin  steroide bagli  hepatobiliyer hasar kaynakli oldugu

degerlendirilmistir.

Bu calismada, tiim gruplarda deneysel enfeksiyon olusturma maksadiyla
O’Brien ve Jenkins (2007), bildirdigi yontemle elde edilerek verilen zenginlestirilmis
ookist inokulumlar1 ile deneysel enfeksiyon basarili bir sekilde olusturulmustur.
Deneysel enfeksiyonun dogrulanmasi digkt numunelerinin boyanarak mikroskobik
teshisinin yani sira, calisma sonrasi histopatolojik teyit de gerceklestirilmistir. Daha
onceki bildirimlerle (Akili ve Harp, 2000; Barbot ve ark., 2003) uyumlu sekilde
ileumda enterositlerin fircamsi kenarlarinda C. parvum kiimelerine rastlanilmistir.
Bagirsak vililerinin kisalmasi, kiintlesmesi, genislemesi gibi onceki bildirimlerle

uyumlu mukozal degisiklikler de bu ¢alismada saptanmistir (Gaafar, 2012).

Bu arastirmada heparinin C.parvum’a karsi koruyucu ve tedavi edici
ozelliginin olup olmadiginin lasalosid sodyum ve halofuginon laktat ile karsilagtirmali
degerlendirilmesinin yapilabilmesi amaciyla hayvanlarin deneysel enfeksiyonunu
miiteakip 17.giin ve tedavi uygulanan 3 giiniin ardindan digki numuneleri alinarak
boyamalar ve ookist sayimlar1 yapilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye gore
17. giinde ookist sayis1 bakimndan i{OH ve H3 (P=0,011), IOH ve HL (P=0,007) ve
IOH ve H2 (P=0,001) arasinda anlaml bir fark olustugu tespit edilmistir.

Tedavilerin uygulanmasinin iizerinden 24 saat gectikten sonraki 18.gilinde
ookist sayis1 bakimindan IOH ve H1 (P=0,025), iOH ve H3 (P=0,009), iOH ve K
(P<0,001), L ve K (P=0,006) ve HL ve K (P=0,020) gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur. 19. giinde ookist sayis1 bakimindan L ve K

(P=0,001), L ve H3 (P<0,001), IOH ve K (P=0,001) ve IOH ve H3 (P=0,001) gruplar:
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arasinda da anlaml bir fark saptanmistir. Calismada son tedavi uygulamasindan 24
saat sonraki 20.giin degerlendirmesinde ookist sayis1 bakimindan L ve H3 (P=0,007),
L ve K (P<0,001), IOH ve H3 (P=0,011), iIOH ve K (P<0,001), H2 ve K (P=0,014) ve
HL ve K (P=0,017) gruplar1 arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir.

Ookist sayist bakimindan giinler arast anlaml farkliliklar ise sadece H2, HL ve
L gruplan i¢inde goriilmiistiir. Bu anlaml farkliliklar H2 grubu icinde; 17. giin ile 19.
giin (P=0,004) ve 20.giin (P=0,002) arasinda; HL grubu i¢inde 17. giin ile 18. giin
(P=0,031), 19. giin (P=0,023) ve 20. giin (P=0,016) arasinda; ve L grubu i¢inde 17.glin
ile 19. giin (P=0,006) ve 20. giin arasinda (P=0,023) tespit edilmistir. 49 sigandan
43{iniin Kriptosporidyum pozitif olarak saptandigi 17. giinde, IOH grubunda 5
hayvanda 10 mikroskop baki sahasinda hi¢ ookist goriilmemis, tedavilerin uygulandigi
3 giinde de 17. glinde hi¢ ookist goriilmeyen ve negatif bulunan 3/5 siganda hi¢ ookist
goriilmemistir. Bu grubun diger bireylerinin digkilarinda ise 3 giin boyunca diger
gruplar ve ortalamalarina gore ¢cok az sayida ookist (1-4) saptanmistir. Ayn1 giin diger
tim enfekte gruplarin 10 mikroskop baki sahasindaki ortalama ookist sayilari 10,88
iken bu grubun 0,71 bulunmustur. Daha oOnceki bildirimlerde immun sistemi
baskilanmis si¢anlarda rastlantisal olarak C. parvum ookisti atilimi olabildigi ve
deneysel enfeksiyonlarda inokuliimle verilen ookistin bagirsaklardaki yavas pasajina
bagli olarak diski ile atiliminin olabilecegi veya Onceden saptanmamis bir
enfeksiyonun, deneysel enfeksiyonlarin yanlis teshisine neden olabildigi c¢esitli
aragtiricilar tarafindan ortaya konmustur (Arcay ve ark., 1995; Uner ve ark., 2003).
IOH grubunun 17. giin istatistiksel degerlendirmesinde K, HI ve L gruplarindan
istatistiksel anlamli farki olmasa da bu durumun hayvanlara deneysel enfeksiyon
olusturma maksadiyla verilen ookistlerin bagirsaktaki yavas pasajina bagh diskiyla
atiliyor olmasi ve/veya rastlantisal, enfektif olmayan diizeyde diskida ookist atilimina
bagl olarak sekillendigi ve istatistiksel olarak anlamli farklilik olmamasinin sebebi
olabilecegi degerlendirilmistir. Zira ¢alismanin devaminda tedavi asamasindaki diger
3 giin boyunca IOH ve K grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmasi bu durumu destekler nitelikte bulunmustur. Korunmadaki bu énemli roliin
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sporozoitlerin kriptlere tutunmasinin heparin tarafindan engellenmesi oldugu bu

arastirma ile ilk defa gosterilmistir.

Halofuginon laktat’in C. parvum kaynakli Cryptosporidiosis’in tedavisinde
etkili oldugu daha dnce bir¢ok ¢aligmada bildirilmistir (Keidel ve Daugschies, 2013;
Rehg, 1995). Bu ¢alismada da halofuginon laktat grubunda tedavi uygulamalarinin
ardindan ookist sayis1 hizla diismiis ve istatistiksel olarak 18. ve 20. giinlerde kontrol
grubuna gore (P=0,020, P=0,017), tedavi sonrast her 3 giin de (18., 19., 20.) kendi
icerisinde bir Onceki giine gore ookist miktarindaki degisim anlamhi (P=0,031,
P=0,0323, P=0,016) bulunmustur. Calisma bu yoniiyle ilacin terapotik etkinligi
acisindan literatlir bildirimleri ile uyum igerisindedir (Aydogdu ve ark., 2018; De
Waele ve ark., 2010).

Bu ¢alismada lasalosid sodyum’un da deneysel enfeksiyonun tedavisinde
halofuginon laktat kadar etkili oldugu degerlendirilmistir. Bu baglamda lasalosid
sodyum 18.,19. ve 20. giinlerde ookist sayisinin azalmasi iizerine kontrol grubu ile
karsilastirildiginda olumlu etki gdstermis ve bu degisimler istatistiksel olarak da
anlamli (P=0,006 P=0,001, P<0,001) fark olusturmustur. Benzer sekilde tedavide
etkisiz oldugu degerlendirilen H3 grubu ile de tedavinin son 2 giinii anlamli olarak
farkli (P<0,001, P=0,007) bulunmustur. Ookist sayisindaki degisimin L grubu i¢inde
17. giin tedaviye baslamadan oOnceki sayilar1 ile 19. giin (P=0,006) ve 20.giin
(P=0,023) arasinda anlamli farklilik olmasi da ilacin terapdtik etkinligini ortaya
koymustur. Lasalosid sodyum’un 6nceki bildirilerle uyumlu olarak ookist sayisini

azalttig1 saptanmistir (Rehg, 1993; Sahal ve ark., 2005).

Bu arastirma gercevesinde 3 giinliik tedavi siiresinin sonunda, halofuginon
laktat ve lasalosid sodyum ile birlikte, 15 mg/kg dozda oral heparin sodyumun
deneysel C. parvum kaynakli kriptosporidiyoz tedavisinde etkili oldugu tespit

edilmistir. Buna paralel olarak ayni dozda profilaktik amacli kullanilan heparin
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sodyum grubu (IOH) tedavi giinleri sonrasi1 kontrol grubu (sirasiyla P<0,001, P=0,001,
P<0,001) ve tedavide etkisiz oldugu degerlendirilen H3 grubundan (sirasiyla P=0,009,
P=0,001, P=0,011) istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmus ve deneysel
enfeksiyonun olusumuna engel olarak profilakside etkili oldugu ilk defa ortaya
konmustur. Nitekim sonuglarin inomata ve ark. (2015), heparin’in in-vitro ortamda C.
parvum’un invazyonunda rol oynayan C. parvum elongation factor o proteininin
(CpEFla) ylizeyine baglanarak bu yiizeyleri parazite karst daha az duyarli hale
getirdigi ve bir antikriptosporidiyal olarak kullanilabilecegi bildirimini destekler
nitelikte oldugu goriilmiistiir. Heparinin Onemli bir profilaktik etkisinin olmasi,
bakilan koagulasyon parametrelerine, karaciger ve bobrek iizerine yan etkisinin

olmamasi kayda deger bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismanin sonucunda, oral heparin’in 15mg/kg dozda siganlarda
C. parvum kaynakli deneysel kriptosporidiyoz tedavisinde kullanildiginda ookist
saciliminda istatistiksel olarak O6nemli diizeyde azalmaya neden oldugu, bununla
birlikte ayn1 dozda deneysel enfeksiyondan once uygulanan oral heparinin deneysel
enfeksiyonun olusmasini engelleyerek profilaktik olarak da etkili oldugu ilk defa
ortaya konulmustur. Aymi zamanda uygulanan oral heparinin koagulasyon
parametrelerine etkisinin olmadigi, heparin uygulanan gruplarin koagulasyon
parametrelerinin; kontrol grubu, diger ila¢ gruplar1 ve uygulama oncesi degerleriyle
karsilastirilarak ortaya konulmustur. Bu sonucglar c¢ercevesinde oral heparinin
kriptosporidiyozda profilaktik olarak kullanilabilecegi ve terapdtik kullaniminin
enfeksiyonu ortadan kaldiramasa da ookist atilimini azaltarak iyilesmeye katkida

bulunabilecegi degerlendirilmistir.

Klinik kriptosporidiyoza karsi koruma saglanmasi veya yeni bir tedavi
protokolii olarak heparinin kullanilabilmesi; buzagi Olimleri basta olmak iizere
ekonomik kayiplarin, is giici kaybinin 6nlenmesi, iilke hayvanciligina katkida
bulunulmasi i¢in; kontrollii deneysel caligmalara hastaliktan klinik olarak etkilenen
farkl tiirlerde kontrollii ¢aligmalar yapilarak devam edilmelidir. Caligmada elde edilen
verilerle diger hayvan tiirlerinde kriptosporidyum profilaksi ve tedavisinde oral
heparinin 6nemli bir alternatif ila¢ uygulamasi olarak degerlendirilebilecegi, bu alanda

yeni ¢aligmalarin yapilmasina 1s1k tutacagi sonucuna varilmistir.
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OZET

Cryptosporidium parvum ile Deneysel Enfekte Sicanlarda Oral Heparin Uygulamasinin
Terapotik Etkinliginin Lasalosid Sodyum ve Halofuginon Laktat ile Karsilastirmah
Degerlendirilmesi

Cryptosporidium parvum kaynakli kriptosporidiyoz tiim diinyada yeni dogan buzagilarin
en onemli enteropatojenlerinden biri olarak goriilmektedir. Bugiine kadar kriptosporidiyoz ile
ilgili sayisiz deneysel ve klinik ¢alisma yapilmis olmasina karsin hastaligin énlenmesi ve tedavi
konusunda mutlak bir basar1 saglanamamistir. Tedavide, bu zamana kadar kullanilan ilaglarin
parazitin gelisimi ve ookist atilimi iizerine sinirli etkisinin olmasi, eradikasyon saglayamamasi,
ve toksisite gibi yan etkilerinin olmasi; yeni, etkili antikriptosporidiyal ila¢ ihtiyaci
dogurmaktadir.

Bu calismada her bir grupta 7 denegin oldugu 7 grup ve toplamda 49 sigana
deneysel enfeksiyon olusturma maksadiyla saflagtirilmis C. parvum ookistleri inokiile edilmistir.
Heparin, koruyucu olarak inokiilasyon 6ncesi tek doz, tedavi amaciyla ise enfeksiyonu takiben 3
farkli dozda ardarda 3 giin (7,5 mg/kg, 15 mg/kg, 22,5 mg/kg) oral uygulanmistir. Heparinin
enfeksiyonu 6nlemedeki etkisi, digki ile ookist atilimi, biyokimyasal ve hematolojik parametreler
incelenmis; kontrol grubu, halofuginon laktat ve lasalosid sodyum tedavi gruplart ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Bu ¢alisma daha dnce in vitro ortamda paraziter invazyonu
inhibe ettigi ortaya konmus olan heparinin C. parvum invazyonuna etkisini in vivo
degerlendirmeye yonelik ilk ¢aligmadir.

3 giinliik tedavi siiresinin sonunda 15 mg/kg dozda oral heparin sodyum, (P=0,001)
halofuginon laktat (P=0,005) ve lasalosid sodyum (P=0,001) gruplarinda digki ile atilan ookist
sayisinin azalmasinin istatistiksel acidan 6nemli oldugu bulunmus, oral heparin uygulamasinin
deneysel kriptosporidiyozda terapétik etkinliginin oldugu, 15 mg/kg dozda profilaktik amacl
kullanilan oral heparin sodyumun deneysel enfeksiyonun olusumuna engel olarak profilakside de
etkili oldugu ilk defa ortaya konulmus, oral heparin uygulamasinin koagulasyon parametreleri,
ire ve kreatinin degerleri ile karaciger enzimleri iizerinde istatistiksel olarak anlamli fark
olugturacak bir hasara neden olmadigi degerlendirilmistir. Kriptosporidiyoz profilaksi ve
tedavisinde, oral heparinin 6nemli bir alternatif ila¢ olarak degerlendirilebilecegi, calismanin bu
alanda yeni ¢aligmalarin yapilmasina 1gik tutacagi kanaatine varilmgtir.

Anahtar Sozciikler: Cryptosporidium parvum, Deneysel, Kriptosporidiyoz, Oral Heparin, Sigan.
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SUMMARY

Comparative Evaluation of Therapeutic Efficiency of Oral Heparin Administration With
Lasalocid Sodium and Halofuginone Lactate in Experimentally Infected Rats with
Cryptosporidium parvum.

Cryptosporidiosis caused by Cryptosporidium parvum is seen as one of the most
important enteropathogens of newborn calves all over the world. Although there have been
numerous experimental and clinical studies on cryptosporidiosis, no absolute success has been
achieved regarding the prophylaxis and treatment of the disease. The drugs used in the treatment
until now have limited effects on the development of the parasite and oocyst excretion, their
inability to provide eradication, and side effects like toxicity creates the need for new, effective
anticryptosporidial drugs.

In this study, 7 groups of 7 subjects in each group and a total of 49 rats were inoculated
with purified C. parvum oocysts for the purpose of experimental infection. As a prophylactic
single dose heparin before inoculation and for therapeutic 3 different doses (7,5 mg/kg, 15
mg/kg, 22,5 mg/kg) were used for 3 consecutive days following the infection. The effect of
heparin on preventing infection, oocyst excretion with feces, biochemical and hematological
parameters were examined; control, halofuginone lactate and lasalocid sodium treatment groups
were evaluated comparatively. The present study is the first to evaluate the in vivo effect of
heparin on C. parvum which was previously shown to inhibit parasitic invasion in vitro.

At the end of the 3-day treatment period, it was found that the decrease in the number of
oocysts excreted in the faeces was found to be statistically significant in the 15 mg / kg dose of
oral heparin sodium (P = 0.001), halofuginone lactate (P = 0.005) and lasalocid sodium (P =
0.001) groups, it was evaluated that oral heparin administration has therapeutic efficacy in
experimental cryptosporidiosis, it was demonstrated for the first time that oral heparin sodium,
used for prophylactic purposes at a dose of 15 mg / kg, was also effective in prophylaxis by
preventing the formation of experimental infection, and it was evaluated that oral heparin
administration did not cause a statistically significant difference on coagulation parameters, urea
and creatinine values and liver enzymes. It was concluded that oral heparin can be considered as
an important alternative drug in the prophylaxis and treatment of cryptosporidiosis, and this
study will shed light on new studies in this field.

Keywords: Cryptosporidiosis, Cryptosporidium parvum, Experimental, Oral Heparin, Rat.
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6) Projenin Ozeti

Cryptosporidiosis tim donyada yaygin olarak gorillen, hem insan hem de hayvanlann dzellikle ince
bagirsaklarinda yerlegen protozoon parazit olan Cryptosporidium tirleri tarafindan olugturulur. Veteriner
hekimlikte Cryptosporidium parvum yeni dogian buzagilarin en Snemli enteropatojenlerinden biri olarak karsimiza
ikar. Parazit; yenidogan buzadilarda pis kokulu, beyaz-sanmtrak renkte nadiren kanh da olabilen sulu bir ishal ile
seyretmekte ve hizla dehidrasyona neden olmaktadir. Cryptosporidiosis enfeksiyonlarinda morbidite gok yuksek
mortalite ise goreceli olarak disuktir. Cryptosporidium parvum enfeksiyonunun sagalumi igin birgok ilag
denenmis olmasina ragmen tam bir Klinik iyilesme saglanamamug, sadece baz ilaglar kullanilarak ookist atilimi
azalulabilmigtir. Tedavide, bu zamana kadar kullanilan ilaglanin parazitin geligmesi ve ookist atilimi Uzerine smich
ctkisinin olmas, eradikasyonda basant saglanamamasi, nefrotoksisite ve sitotoksisite gibi birgok yan etkilerle
Kargilagtlmig  olmasi, yeni, ctkili anti-kriptosporidiyal ilag ve ilag kombinasyonlaninin acil ihtiyacim
vurgulamaktadir.

Bu tez galismasinda Cryptosporidium parvum ile deneysel enfekte edilecek siganlarda enfeksiyon
Oncesi oral heparin uygulamasinin enfeksiyonun ortaya gikigina etkisini ve diger gruplarda enfeksiyonu takiben
tedavideki etkinligini ortaya koymak amaglanmistir. Daha dnce in vitro ortamda  kriptosporidiyal invazyonu
kisitladigs bildirilen heparinin, heparin sodyum olarak oral yolla enfeksiyon ncesi tek doz, tedavi amaciyla ise 3
farklt dozda (7,5 mg/kg. 15 mg/kg, 22.5 mg/kg) uygulanmas: sonrasi ortaya gikacak klinik tablo, ookist atilim,
biyokimyasal parametreler ile prognoz degerlendirilecek ayni zamanda halofuginon laktat ve lasalosid sodyum
tedavileri ile kargilagtinlacakur. Bu amagla halofuginon laktat tuzu igeren Halocur® oral yolla 150 pg/kg dozda,
divalent polieter iyonofor antibiyotik olan lasalosid sodyum igeren Bovatec® oral yolla 9mg/kg ginitk dozda 3
| gUn verilecektir. Bdylece heparinin oral uygulamasinin parazit invazyonunu durdurup durdurmadigini ortaya
oyabilmek ve tedavi siirecinin gikularini meveut tedavilerle kargilastrabilmek amaglanmistir.
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