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MANDALARDA BULUNAN SARCOCYSTIS
TURLERI VE GELISMELERI ©

SARCOCYSTIS SPECIES AND THEIR
DEVELOPMENTS IN BUFFALOES
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OZET

Bu galigmada, Sarcocystis levinei nin biyoloji ve patojenitesinin incelenmesi
amaglanmigtir. Bu amagla, Cubuk ilgesi mezbahasinda Aralik 1993-Temmuz
1994 tarihleri arasinda 125 manda muayene edilmigtir. Bu mandalarin
dzefaguslarinda %39.2 oraninda makroskopik, %81.6 oraninda da mikroskopik
Sarcocystis kistlerine rastlanmugtir. Sadece, mikroskopik Sarcocystis kistleri ile
enfekte manda 6zefagusu yedirilen 6 képekte S.levinei’nin prepatent déneminin
13 (11-15) giin, patent déneminin ise 107 (99-115) giin oldugu ve 1 gram digkida
ortalama 30.6 adet sporokist bulundugu saptanmugitr. Inokulasyondan 5 giin sonra
6len bir kdpegin bagirsaginda parazitin gelisme sekilleri bulunamazken,
inokulasyondan sonraki 30. giinde otopsisi yapilan diger kopegin ince
bagirsaklarinda makrogametler ve sporokistler bulunmugstur. S.levinei’nin
100.000%er adet sporokisti ile inokule edilen iki malak inokulasyondan sonra

"5lmemis ve klinik olarak hig bir semptom gostermemiglerdir. Inokulasyondan
sonra 45. giinde kesilen malagin gesitli organlarinda sizontlara, kalp ve ¢izgili
kaslarinda ise kistlere rastlanmig, karaciger ve akcigerde kanama odaklari
gorilmiigtiir.

Anahtar Kelimeler: Sarcocystis, manda.

SUMMARY:

The aim of this sutdy is to investigate of the life cycle and pathogenicity of
S.levinei. For this purpose, between December 1993-July 1994, 125 buffaloes
were examined at slaughterhouse located in Cubuk Town in Ankara. 39.2% of
the animals were found to be infected with macroscopic S.fusiformis cysts
which were located on oesophagus. 6 pups were fed with buffalo oesophagus
infected with only microscopic S.levinei cysts. All of the pups started to dis-
charge sporocyst in their feces on 13 (11-15) days after feeding. Discharging
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of sporocyst in feces continued until 107 (99-115) day and it was found that the
avarage number of sporcysts were 30.6 per gram feces. Development stages
of Sarcocystis were not present in the intestine of the pupy killed 5 days after
infection, but macrogamets and sporocysts were found in the small intestines of
1 pupy killed after 30 days of inoculation. None of two buffaloes inoculated
with 100.000 sporocysts of S.levinei showed clinical symptoms and died. S.levinei
cysts were found in the heart, skeletal muscles and its schizonts were found in
brain, kidney, spleen and heart in the buffalo which was necropsied on 45. day.
In addition, petechial haemorrhagia in liver and lung were detected.

Key Words: Sarcocystis, Buffalo.

GIRIS

Bu giin, diinyada 150 milyon civarinda manda bulundugu (24,26) ve bu
rakamin da diinya sigir populasyonunun 1/8’ine esit oldugu bildirilmigtir (16).

Tiirkiye’deki manda varli ise Bagbakanlik Devlet Istatistik Enstitiisii’niin 1994
yili verilerine gore 361.000 adet olarak tesbit edilmigtir (2).

Konumu, iklim sartlan ve cografi yapisi nedeniyle bakteriyel, viral ve paraziter
hastaliklarin oldukg¢a yaygin olarak gorildiigi iilkemizde, paraziter bir hastalik
olan sarcosporidiosise 6nemli 6l¢giide rastlandig: bildirilmigtir (22,23,30).

Mandalarda bulunan Sarcocystis tiirleri ve geligméleri iizerinde diinyada
birgok ¢alisma yapilmig olmasina ragmen, iilkemizde bu konuda yapilan ¢alismalar
sinirh kalmigtir. Bu aragirmada, mandalarda bulunan Sarcocystis tiirleri ve bunlann
yayilig oranlarinin, mikroskopik tiirlerden S .levinei’nin gelisme ve patojenitesinin

-belirlenmesi amaglanmugtir.

Sarcocystis soyu, Apicomplexa kokii, Sporozoasida sinifi, Eucoccidiorida
takimi ve Sarcocystidae familyasi iginde yer almaktadir. Geligsmelerini iki
konakg¢ida tamamlayan parazitin ookistleri iginde 2 sporokist ve her sporokist
iginde de 4 sporozoit bulunur. Gametogoni ve sporogoni dénemlerini son konakg1
karniverlann ince bagirsak epitel hiicrelerinde, sizogoni dénemlerini ise ara
konakg1 herbivor veya kanatlilarin i¢ organ veya kaslarinda tamamlarlar (19).
Sigircik kusunun (Quiscalus quiscula) doku kiiltiiriinde gamont ve ookistlerinin
elde edildigi 1972 yilina kadar parazitin biyolojisi meghul kalmustir. (9).

Diinyanin bir ¢ok iilkesinde mandalarda Sarcocystis tiirlerinin yaygin olarak
bulundugu gesitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir (3,4,5,10,20,21,34). Baz1
aragtiricilar (5,7,18,20), bugiine kadar mandalarda S.fusiformis ve S.levinei isimli
iki tiiriin, dier bazi arastiricilar (21,35) ise S.fusiformis, S.levinei ve S.cruzi
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olarak adlandirilan iig tiiriin bulundugunu kaydetmislerdir.

Diinyada mandalar iizerinde yapilan g¢aligmalarda, mikroskopik kistlerin
Brezilya’da %100 (20), Filipinler’de %63.5 (21), makroskopik kistlerin ise
Filipinler’de %50.8 (21), Hindistan’da %94 (4), %33.9 (5) ve %43 (10) ve
Cin’de %29.17 (34) oraninda yaygin oldugu kaydedilmistir.

Tiirkiye’de mandalarda mikroskopik kistlerin %70.2 (25), makroskopik
kistlerin ise %78.0 (30) ve %83.8 (25) oranlarinda bulundugu belirtilmistir.
Mandalarda makroskopik kistlerin en gok 6zefagusta bulundugu (1,4,5,21,25),
makroskopik kistlerle enfekte mandalarin %21.9’unun erkek, %78.1’inin disi
oldugu (21) bildirilmistir.

Cesitli aragtiricilar (7,18,31,32), mandalarda tiir tasnifini kist duvarindaki farkl
yapilanmaya gére yapmiglardir. Kan ve Dissanaike (18), kist duvarlarinin
morfolojisi agisindan kargilastirdiklan S .fusiformis ve S.levinei’de farkliligin kalinlik
ve vili benzeri Sitofaneres’lerden kaynaklandigini, S.levinei’de kist duvarinin
meyilli ¢ikintilara sahip olup, bu ¢ikintilarin S.fusiformis’de karnibahar
manzarasinda goérildiigiinii belirtmiglerdir. Ayrica, kist, kist duvari, zoit ve
sporokistlerdeki morfolojik farkliliklarla son konakeilarin farkli olmasinin
mandalardaki Sarcocystis’lerin ayr tiirler oldugu sonucuna vardiklarini
bildirmiglerdir. Diger taraftan, Manuel ve ark. (21), mandalarda S.fusiformis
tiiriiniin yanisira iki mikroskopik tiir daha tanimlamuglar, bunlardan parmak benzeri
uzantilar olmayan kist duvarina sahip tiirii S.levinei, parmak benzeri uzantilar
bulunan kist duvarina sahip tiirii ise S.cruzi olarak isimlendirilmiglerdir. Wang ve
ark (31), Cin’de yaptiklar bir aragtirmada, parmak benzeri ¢ikintilarin bulunduﬁu
mikroskopik kistlerin S.cruzi olabilecegini bildirmiglerdir. Yine, aym aragtiricilar
yapmug olduklan bir bagka ¢alismada (33) ise bu kez S.levinei tiiriinii manda
dzefaguslarindan izole ettiklerini ve bu tiiriin diizensiz girintilerle, villi benzeri
uzantilara sahip oldugunu belirtmiglerdir.

Yurdumuzda, Ozer (23), dogal enfekte mandalarda bulunan Sarcocystis
tiirlerini incelemis ve S.fusiformis’in disinda mikroskopik olarak iki farkli yapida
Sarcocystis kistinin bulundugunu bildirmis olup, bunlardan birinin kil benzeri
uzantilara, digerinin ise parmak benzeri ¢ikintilara sahip oldugunu belirtmistir.

S. levinei ile enfekte manda eti yedirilen képeklerin digkisinda 15.3x9.6 pm
bityiikliigiinde Sarcocystis sporokistleri goriilmiistiir (20). :

S .levinei ile enfekte manda eti yedirilen kopeklerde prepatent siirenin 10
(12), 15-18 (20), 9-10°(13), 13 (15), 8-12(27) ve 15-19(29) giin, patent siirenin
ise 74 (12), 8-36(27) ve 60 (29) giin oldugu belirtilmigtir.
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MATERYAL VE METOT

Mandalarda, Sarcocystis kistlerinin varligi aragtirmak amaciyla Aralik 1993
- Temmuz 1994 tarihleri arasinda, Ankara yoresinde manda kesiminin yogun
olarak yapildig1 Cubuk Mezbahasina her hafta bir kez diizenli olarak gidilmistir.
Kesim sonrasi 125 adet mandanin 6zefagus, diyafram ve interkostal kaslarinda
makroskopik Sarcocystis kistleri arastirilmistir. Diger kaslarda (dil,kalp v.s.)
hayvan sahipleri izin vermedikleri i¢in muayene yapilamamistir. 125 adet
mandanin hepsinin 6zefaguslart toplanip ayr ayr etiketlenmis kavanozlar
icerisinde laboratuvara getirilerek makroskopik ve mikroskopik muayeneleri
yapilmugtir. Laboratuvara getirilen 6zefaguslarn herbirinden 5-10 gramhik pargalar
alinmis, bu pargalar daha 6nceden hazirlanmis olan 20-25 ml COONS solusyonu
iginde miksere konarak 30-60 saniye siire ile pargalanmaya birakilmistir.
Suspansiyon bir tiipe konarak 5-10 dakika bekletilmis, alttaki ¢okiintiiden pipetle
bir miktar alinip lam iizerine konmus ve iizerine lamel kapatilarak énce 10’ luk
sonra 40°lik objektifle muayene edilmisitir (8).

Mandalarda enfeksiyon meydana getiren Sarcocystis tiirlerinin képeklerdeki
gelisimini incelemek amaciyla 15-20 giinliik 8 képek yavrusu kullanilmugtir. Bu
képek yavrularindan 2’si kontrol olarak ayrilmustir. Deneyde kullamlan képek
yavrular1 heniiz siitten kesilmeden annelerinden ayrilarak kapali bir yerde ayn
ayn kafeslere yerlestirilmistir. Onceleri kaynatilmis siit ve su ile beslenen
yavrulara, sonralar1 kaynatilmig sakatat verilmigtir. Her tiirlii kontaminasyonu
6nlemek amaciyla, hayvanlarin bulunduklan yerin kapisi kapali tutulmus, girige
kire¢ kaplar1 konulmus ve sadece bakicinin girmesine miisaade edilmigtir.

Enfeksiyondan 6nceki 2 aylik siire icerisinde deney hayvanlarimin digkilari,
diger enfeksiyonlar ve Sarcocystis sporokistlerinin kontrolu agisindan ikiser giin
ara ile diizenli olarak muayene edilmistir. Muayenelerde, doymus ¢inko siilfat
solusyonu kullanilarak santrifuj flotasyon yontemi uygulanmgtir (22).

Enfekte olmadiklari anlagilan kopek yavrularindan 6 tanesine mezbahadan
getirilen makroskopik Sarcocystis kistlerinden ari, ancak mikroskopik Sarco-
cystis kistleri ile enfekte olduklari tespit edilen 6zefaguslar yedirilmistir. Hergiin
kopek yavrulariin atesi, solunum sayist, kalp atislar1 ve mukozalarin durumu
kontrol edilmis, digkilarinda sporokistlerin ¢ikip ¢ikmadigi santrifuj flotasyon
metoduyla (22) muayene edilmistir.

Sarcocystis kistleri yedirildikten 5 giin sonra kopek yavrularindan biri ile bir
kontrol képek, 30 giin sonra diger kopekle ikinci kontrol kopek yavrusu éldiiriilmiig
ve otopsileri yapilarak incelenmisitr. Bunlarin duodenum, yeyunum ve
ileumlarindan hazirlanan kesitlerde parazitin geligme sekilleri, yerlestikleri bélgeler,
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gelismeleri sirasinda dokularda meydana getirdikleri lezyonlar incelenmistir.
Sarcocystis kistleri ile enfekte edilen diger 2 kopek yavrusunun diskilar
inokulasyondan sonra her giin toplanarak Sarcocystis sporokistleri y6niinden
muayene edilmigtir. Santrifuj flotasyon yontemi ile hazirlanan preparatlarda
sporokistler aragtirilmig ve 1 gram digkida bulunan sporokist adedi tesbit edilmigtir.
Bu iglemler sonucunda manda Sarcocystis’inin prepatent ve patent siireleri,
diskida en ¢ok sporokistin bulundugu giin ve bulunan sporokist miktar tesbit
edilmigtir. Manda orijinli Sarcocystis sporokistleri igeren digkilardan inokulum
hazirlamak iizere ayrilan diger 2 képek yavrusunun digkilar: da her giin diizenli
olarak toplanmug ve %2.5 oraninda potastum bikromat solusyonu ile karigtinlarak
+4°C’de saklanmugtir. .

Aragtirmada kullamlan ikisi 1’er aylik, biri 10 giinliikk 3 malak, Afyon
Mandacilik ve Aragtirma Enstitiisii’nden temin edilmigtir. Malaklardanbiri kontrol
olarak ayrilmistir. Getirildikten sonra inek siitii ile beslenen malaklara 2 aylik
olduklarinda karma yem ve saman verilmeye baglanmigtir.

Enfekte kopeklerden toplanan Sarcocystis sporokistleri inokulasyondan 6nce
defalarca santrifuj edilip yikanarak potasyum bikromattan arindirilmaya
galigilmigtir. Bu amagla, bityiik cam kaplarda toplanan Sarcocystis sporokistlerini
igeren potasyum bikromatli digki siispansiyonu 2000 devirde 10 dakika satrifu;j
edilmig ve bu iglem 6 kez tekrarlanmugtir. Yikanmig sporokist soliisyonunun 1
ml’sindeki sporokist adedi tesbit edilerek malaklara verilecek doz hesaplanmugtir.

Kopeklerin diskisindan elde edilen sporokistler 2 malaga, her birine 100.000
adet olmak iizere ag1z yoluyla inokule edilmistir .Inokulasyondan sonra 2 giinde
bir hayvanlarda solunum sayisi, kalp frekansi, ates, lenf yumrularmin ve
mukozalann durumu ile hayvanlarin genel durumlan takip edilmis ve hematokrit
degerleri tesbit edilmistir. Parazitin gelisme sekillerinin tesbitinde gesitli
aragtinicilarca (14,35) belirtilen zamanlar kriter alinmig ve inokulasyonu takip
eden 35. giinde malaklardan biri, 45. giinde ise digeri kesilerek postmortem
muayeneleri yapilmigtir. Akciger, beyin, bobrek, dalak, dil, diyafram, iskelet kasi,
kalp, karaciger, lenf yumrusu ve 6zefagus gibi organ ve dokularda numuneler
alinmug, parazitlerin gelisme sekilleri, morfolojik 6zellikleri ve bulunduklan yerler
tesbit edilmigtir.

BULGULAR

Muayene edilen 69°u disi 56’s1 erkek 125 mandamin 49’unda (%39.12)
makroskopik, 102’°sinde (%81.6) mikrosokpik Sarcocystis kistleri saptanirken
19 adet (%15.2) mandada ne makroskopik ne de mikroskopik Kkistlere
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rastlanmamugtir. Erkek ve disiler arasinda enfeksiyon oran1 bakimindan énemli
bir fark bulunamamugtir .Enfekte manda 6zefaguslarinda makroskopik ve
-mikroskopik Sarcocystis kistlerinin tek veya miks olarak dagilimlan Tablo 1’de
gOsterilmigtir.

Manda 6zefaguslarinin mikroskopik olarak incelenmesi sonunda 2
mikroskopik Sarcocystis tiiriin varlig: tesbit edilmistir. Bunlardan birinin gevresinde
kil benzeri uzantilarin (Sekil 1), digerinde ise parmak benzeri uzantilarin (Sekil
2) bulundugu gozlenmistir. Mandalarin muayenelerinde kalp ve interkostal
kaslarda makroskopik kistlere rastlanmamig, sadece 5 mandanin diyafram
kaslarinda ¢ok az sayida makroskopik kist goriilmiistiir. Ozefaguslarda sayilar
10-200 arasinda degisen makroskopik kistlerin oval ve genellikle mekik seklinde,
biiyiikliiklerinin ise 5.6(1.2-15.0)x2.5(1.0-5.0)um oldugu (Sekil 3), beyaz renkte
olan kistlerin histolojik kesitlerinde localara béliinmiis, kist duvarimn diiz ve ince,
1.5(1.0-2.0)um kalinlikta bir yap1 gosterdigi ve iglerinde bulunan ¢ok sayida.
zoitlerin 14.5(13.0-15.5)x4(3.0-5.0)um biiyiikliikte olduklar tesbit edilmisgtir.
Mikroskopik kistlerin boyutlarinin ise 230.5(50-650)x92(45-162)um arasinda
oldugu sapatnmustir. S levinei kistlerinin cidarlarmin 1.0 pm veya 1.0pm’den daha
az oldugu goriiliirken, iglerinde de ¢ok sayida zoitlerin bulundugu belirlenmistir.

» Tablo 1. Mandalarda Bulunan Sarcocystis Tiirlerinin Tek ve Miks
Olarak Dagilim Oranlar

Sarcocystis levinei’nin képeklerdeki gelismesinde, sadece miroskopik kistler
bulunan manda 6zefaguslan yedirilen 6 kopekte prepatent siirenin 13 (11-15)
giin, patent siirenin ise 107 (99-115) giin oldugu, gram digkida ortalama 30.6
adet sporokist gikitg, patent siirenin 26. giiniinde digkida en fazla sayida sporokiste
rastlandigi ve bu miktarin 204 adet oldugu tesbit edilmigtir. Kontrol képeklerin
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diskisinda ise sporokistler gériilmemistir. Inokulasyondan sonraki 30.giinde
oldiiriilen diger kopegin duodenum, yeyunum ve ileumundan yapilan histolojik
“kesitlerde villi intestinalislerin lamina propria tabakasinda makrogametlere ve
sporokistlere rastlanmigtir. Kopeklerin ince bagirsaklarinda bulunan
makrogametlerin 7 (6-8)x 6.5 (5-8)um olduklari, sporokistlerin biiyiiklerinin 12.5
(12-13) x 7.5 (7-8)um, diskt ile ¢ikarlan sporokistlerin bityiiklitklerinin ise 15.6
(15-16.25)x10 (10-10.25)um oldugu tesbit edilmistir.

Malaklarda, bir takim fizyolojik degerlerin 6lgiimlerinde, inokulasyon éncesi
ve sonrasi arasinda 6nemli bir fark bulunamamugtir.

Inokulasyondan sonra 35.giinde kesilen birinci malagin, akciger, beyin, bobrek,
dalak, dil, diyafram, iskelet kasi, kalp, karaciger, lenf yumrusu ve 6zefagus gibi
doku ve organlardan hazirlanan histolojik kesitlerde Sarcocystis’in gelisme
sekillerine rastlanmazken, 45.giinde kesilen ikinci malagin ayni1 doku ve
organlarindan hazirlanan histolojik kesitlerde, beyin, bobrek, dalak ve kalpte
Sarcocystis’in sizontlarina, dil, diyafram, kalp ve ézefagusta ise kistlerine
rastlanmustir. Ayrica, karacigerde ve akcigerin kiigitk bir boliimiinde hemoraji
tesbit edilmistir.

Histolojik kesitlerde goriilen sizontlarin, bu doku ve organlarin endotel
hiicrelerinde gelistigi belirlenmistir. Bu sizont ve kistlerin yapilan 6lgiimlerinde
sizontlar; ortalama olarak beyinde 28.9 x 8 um, bobrekte 45.8 x 11.8um, dalakta
17.3 x 9.1um ve kalpte 54.8 x 10.1um, kistler ise; dilde 26.68x 14.40um,

"diyaframda 31.17 x 16.35um, kalpte 78.85x27.50um ve 6zefagusta
35,20x11.80pum olarak tesbit edilmigtir.

TARTISMA VE SONUC

Si1gir,koyun, kegi ve domuz gibi hayvanlarda bulunan Sarcocystis tiirlerinin
biyolojileri aydinliga kavustuktan sonra, mandalarda bulunan Sarcocystis tiirlerinin
biyolojilerine de agiklik getirmeye ¢alisan arastiricilar (12,14,32,35), Sarcocystis
kistleri ile enfekte manda eti ile besledikleri képeklerin digkilartyla oval yapida,
her biri 4’er sporozoit ve 1 granular sporokist kalintisi igeren 11.94-17.05x 7.16-
10.91 um biytuklagiinde sporokistler gikardiklarini tesbit etmisler ve enfekte
manda eti yedirildikten sonra degisik giinlerde 6ldiiriilen kopeklerin bagirsaklarimin
lamina propria tabakasinda 3.62-5.94x 3.18-4.66pm biyikligiinde
makrogametleri saptamiglardir.

Bu aragtirmada, sadece miroskopik Sarcocystis kistleri ile enfekte manda
ozefagusu yedirilen képeklerin bagirsaginda lamina propriada makrogametlere
ve sporokistlere rastlanmugtir. Makrogametlerin ortalama 8x7pm ve sporokistlerin
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ise 12.5x7 pm olduklan goriilmiistiir. Ayrica, enfekte kopeklerin digkisinda bulunan
sporokistlerin de ortalama 15.6x10pum olduklar tesbit edilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda (6,15,27), kopekler S.levinei sporokistlerini
inokulasyondan sirastyla 15,13,8 giin sonra ¢ikarmaya baglamiglar ve 9-36 giin
sonra sporokist atilimi genel olarak sona ermistir. Ancak, 65 giin siireyle diskisinda
sporokist goriilmeye devam eden bir kopek tesbit edilmistir. Yine, patent periyot
siiresince, en fazla sporokist gikarimi 14-17. giinlerde olmugtur. Bu arastirmada,
kopeklerdeki prepatent siirenin ortalama 13 giin, patent siirenin 107 giin oldugu.
patent siirenin 26.giiniinde digkida en fazla sporokistin bulundugu ve bu miktarin
204 adet oldugu tesbit edilmistir.

Képeklerden elde edilen sporokistlerle enfekte edilen malaklarin degisik doku
ve organlarinin endotel hiicreleri iginde geng sizontlara rastlanirken, olgun
sizontlara sadece beyin, boyrek, dalak ve kalpte rastlanmig ve ortalama 11-
32.8x7.4-11.5um biiyukliikte olduklar goriilmiistiir. Bazi arastiricilar (17,28),
mikroskopik S.levinei kistlerini 0.66-1.80x0.058-0.36mm, 0,9x 0.017mm olarak
saptarlarken, galismamizda 230.5 (50-650)x 92 (45-162.5)um olarak 6l¢iilmiistiir.

Bazi arastiricilar (5,10,11), sirasiyla %79.83, %51.8 ve %41 oranlarinda
mandalarda S.levinei’ye rastlarken, ¢aligmamizda, S.levinei tek olarak %30.4,
diger tiirlerle birlikte ise %43.2 oraninda saptanmugtir.

Manuel ve ark. (21), mandalarda S.fusiformis, S.levinei ve S.cruzi olarak
isimlendirilen en az iig tiiriin varligim bildirmiglerdir. Bu galigmada, inceledigimiz
mandalarda makroskopik S.fusiformis, ipliksi uzantilar tagiyan mikroskopik
S.levinei ve parmak benzeri uzantilar tagtyan mikroskopik ve simdilik Sarco-
cystis sp. olarak tammladigimiz ti¢ farkli Sarcocystis kisti belirlenmistir.
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Sekil 1. Manda Ozefagusunda Sarcocystis levinei Kisti (x 1250)
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Sekil 2. Manda Ozefagusunda Sarcocystis sp Kisti (x 1551)

Sekil 3. Ozefaguta Makroskopik Kistlerin Gériiniisii
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