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GİRİŞ 

Cryptosporidium insan dahil birçok memelinin sindirim sis-
temi epitel hücrelerine hücre içi ekstrasitoplazmik olarak 
yerleşen paraziter bir protozoondur. Zoonoz karekterdeki bu 
parazitin türlerinin neden olduğu cryptosporodiosis yiyecek 
ve su kaynaklı bir enfeksiyon olup özellikle yeni doğan ve im-
mun supresif hayvan ve insanlarda enfeksiyona neden ol-
maktadır (1-4). Hayvan sayılarının artmasına bağlı olarak ar-
tan hayvansal atık miktarı ile birlikte bu parazitin taşınma-
sında önemli bir faktör olan su kaynaklarının Cryptospori-
dium spp. ookistleri ile kirliliği artış göstermiştir (5-6). Özel-
likle hayvancılıkla uğraşanlar, veteriner hekimler, hijyenik 

koşulların yetersiz olduğu yerlerde yaşayanlar ve enfekte ki-
şilerle yakın temas edenlerde hastalığın yaygınlığının yüksek 
olduğu bildirilmiştir (7). 

 Cryptosporidium’un 20’den fazla farklı türü tanımlanır-
ken bulunduğu konaklardaki yaygınlığına göre Cryptospori-
dium parvum ve C. andersoni  (memelilerde), C. nasorum  
(balıklarda), C. serpentis  (sürüngenlerde), ve C. meleagridis 
ve C. baileyi  (kanatlılarda) olmak üzere yaygın olan 6 temel 
tür belirtilmektedir (8-10). Sığırların evcil hayvanlar arasında 
Cryptosporidium türlerinin en yaygın konakçısı olduğu bilin-
mektedir. Dünyada yapılan çalışmalarda sığırlarda 16'dan 
fazla tür ve genotip bildirilmiş ve bunların arasında C. par-
vum, C. bovis, C. andersoni ve C. ryanae türleri en yaygın olan 
ve sığırların cryptosporidiosisine neden olan etkenler olarak 
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Öz 

Bu çalışma insan ve birçok evcil hayvanda ishale neden olan Cryptosporidium’un Diyarbakır ve çevresinde ishalli buzağılarda yaygınlığının 
ve türlerinin belirlenmesi amacıyla yürütülmüştür. Cryptosporidiosis yaygınlığını belirlemek için bölgede bir aylığa kadar olan ishalli 64 
buzağıdan dışkı örnekleri alınmıştır. Alınan örnekler ookist varlığı yönünden direkt immünfloresan antikor tekniği kullanılarak 
incelenmiştir. Cryptosporidium spp. ookistleri 64 örneğin 36 'sında (%56.25) tespit edilmiştir. Mikroskobik olarak Cryptosporidium spp. 
ookistlerinin tespit edildiği pozitif bütün örneklerden SSU rRNA lokusunun PCR ürünleri elde edilmiş ve iki Cryptosporidium türü 
tanımlanmıştır. Tanımlanan C. parvum (32/36, %88.9) baskın tür olarak belirlenirken, C. ryanae (4/36, %11.1) tanımlanan diğer türdür.  Bu 
çalışmanın sonucunda Diyarbakır ve çevresinde ishalli buzağılarda cryptosporidiosisin önemi ve yine ishalli buzağılarda potansiyel zoonotik 
öneme sahip olan C. parvum türüne yüksek oranda rastlanılmasıyla buzağıların diğer hayvan ve insanlar için bulaş kaynağı olabileceği 
ortaya konulmuştur. 
 

Anahtar Kelimeler: Buzağı, Cryptosporidium, Diyarbakır, Nested PCR, zoonoz 

 
Prevalence and Molecular Characterization of Cryptosporidium spp.’in Calves with Diarrhea in Diyarbakır Province 

Abstract 

This study was carried out in calves with diarrhea in order to determine the prevalence and species of Cryptosporidium, which causes 
diarrhea in humans and many domestic animals, in Diyarbakır and its surroundings, located in the southeast of Turkey. Stool s amples 
were taken from the rectums of 64 calves with diarrhea up to one month old, using sterile gloves to determine the prevalence of 
Cryptosporidiosis. The samples were examined for the presence of oocysts using direct immunofluorescence antibody technique. 
Cryptosporidium spp. oocysts were detected in 36 (56.25%) of 64 samples. PCR products of the SSU rRNA locus were obtained from all 
positive samples and two Cryptosporidium species were identified. While C. parvum identified 32 (88.9%) was determined as the dominant 
species, C. ryanae was the other identified 4 (11.1%) species. As a result of this study, the importance of cryptosporidiosis in diarrheal 
calves in Diyarbakir and its district. and the high incidence of C. parvum species, which has a potential zoonotic importance in diarrheal 
calves, have been revealed to be a source of transmission to other animals and humans. 

Key Words: Calves, Cryptosporidium, Diyarbakır, Nested PCR, zoonosis 
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kabul edilmektedir. Süt sığırlarında Cryptosporidium türleri-
nin yaşa bağlı dağılımı ile ilgili yapılan çalışmalarda, C. par-
vum’un sütten kesilmemiş buzağılarda, C. bovis ve C. rya-
nae'nin sütten kesilmiş buzağılarda ve gençlerde, C. anderso-
ni'ın ise çoğunlukla yetişkinlerde hastalık yaptığı bildirilmiştir 
(11-13). 

Yenidoğan buzağılarda yapılan çalışmalarda; ishalin 
hem büyüme hızını hem de karkas kalitesini azalttığı gibi 
ölüm riskini de artırdığı gösterilmiştir (14, 15). C. parvum bu-
zağıların yeni doğan ishallerinde primer etiyolojik ajan olarak 
tespit edildiği ve bu türün buzağılarda sarı sulu dışkı ile is-
hale, ilerleyici dehidrasyona, kilo kaybına, gecikmiş büyüme 
ve ara sıra ölüme neden olan bir enfeksiyon tablosu oluştur-
duğu bildirilmiştir (13, 16). C. parvum ile enfekte olmuş süt-
ten kesilmemiş buzağılar, zoonotik bulaşma için de önemli 
rezervuarlar olarak kabul edilmektedir (17). Ayrıca, sığır sü-
rülerinde, enfekte hayvanlar, özellikle ishalli buzağılar, altı 
haftalıktan büyük asemtomatik hayvanlar ookist çıkararak 
diğer çiftlik hayvanları için doğrudan enfeksiyon kaynağı ola-
rak hareket etmektedir (13, 17-19). 

Cryptosporidiosis'den kaynaklanan ishal salgınlarına, 
son yıllarda birçok ülkede sıkça rastlanılmaktadır, Türkiye'de 
de özellikle Cryptosporidiosis’den kaynaklanan neonatal bu-
zağı ishalleri ve buna bağlı ölüm olayları büyük ekonomik ka-
yıplara yol açmaktadır (20-29).  

Bu çalışma Diyarbakır merkez ve ilçelere bağlı köylerde, 
bir aylıktan küçük ishalli buzağılardan toplanan dışkı örnek-
lerinin mikroskobik ve moleküler yöntemlerle Cryptospori-
dium spp. yaygınlığının ve türlerinin belirlenmesi amacıyla 
yürütülmüştür.  

 
MATERYAL VE METOT 

Bu çalışma Ocak-Aralık 2018 yılında Diyarbakır ve çevresinde 
yürütülmüştür. Bir aylıktan küçük ishalli 64 buzağının rek-
tumlarından dışkı örnekleri steril eldiven ve swap kullanıla-
rak toplanmıştır.  

Mikroskobik Analiz 

Dışkı örnekleri soğuk zincirde laboratuvara getirilerek Cryp-
tosporidium ookistlerinin varlığı yönünden ticari olarak te-
min edilen Crypto / Giardia-Cel FITC Staining Kit (Cellabs Inc., 
Brookvale, Avustralya) kullanılarak floresan mikroskobunda 
200 ×, 400 × ve 1000 × büyütme altında incelenmiştir. Örnek-
ler moleküler analiz yapılana kadar –20°C saklanmıştır. 

DNA Ekstraksiyonu Gen Amplifikasyonu Sekans Analizi 

Total DNA izolasyonu ZR Fecal DNA MiniPrep kiti (Zymo Re-
search, Irvine, CA) kullanılarak yapılmıştır. Türlerin tanımlan-
ması amacıyla, tüm DNA ektraktları, Cryptosporidium'un SSU 
rRNA geninin 830 bp parçasını amplifiye etmek için Nested 
PCR protokolüne tabi tutulmuştur. PCR’ın birinci turunda 
1325 bp'lik bir PCR ürünü, 5'-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3' 
ve 5'-CCCTAATC CTTCGAAACAGGA-3' kullanılarak amplifiye 
edilmiştir. PCR'nin ikinci turu 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTA-
GATAAAG-3've 5'-AAGGAGTAAGGACAACCTCCA-3' primer-
leri kullanılarak gerçekleştirilmiştir. PCR reaksiyonları, 10 x 
PCR tamponu, 3 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, her primerden 20 
pmol ve 2 U Taq DNA polimeraz içeren toplam 50 µL hacimde 

ve 3 dk 94°C'de ilk denatürasyon 35 döngü, 45 sn 94°C'de 45 
sn için 55° C ve 1 dk 72°C'de ve 7 dk için 72° C'de son uzatma 
koşulları altında gerçekleştirilmiştir. İkinci adım PCR karışımı 
ve koşulları, 1.5 mM MgCl2 konsantrasyonunun kullanılması 
dışında birincil PCR ile aynı olarak gerçekleştirilmiştir (30, 
31). PCR ürünleri %1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutul-
muş ve etidyum bromür ile boyanarak görselleştirilmiştir. 
İkincil PCR ürünleri, Sanger dizi analiz yöntemi ile (ABI PRISM 
310 modeli; Perkin-Elmer, ABD) sekanslanmıştır. 
 

BULGULAR 

Mikroskobik Analiz 

Mikroskobik inceleme sonucunda bir aylığa kadar olan ishalli 
64 buzağının Cryptosporidium spp. yaygınlığı %56.25 (36/64) 
olarak belirlenmiştir. (Tablo 1, Şekil 1).  
 

Tablo 1. Diyarbakır ve çevresinde ishalli buzağılarda Cryptospori-
dium’un prevalansı ve türleri 

  DİFAT  %  

Örnek sayısı  64    
Pozitif  36  56.25  
Negatif  28  43.75  

  Nested PCR %  

Örnek sayısı  36    
C. parvum 32  88.9  
C. ryanae    4  11.1  

 

 

 
Şekil 1. Fluoresan mikroskobunda X 40 objektifte DIFAT ile pozitif 

belirlenen bir örneğe ait resim görüntüsü 

Moleküler Analiz 

Cryptosporidium oositlerinin mikroskobik olarak tanımlan-
dığı 36 numunenin SSU rRNA lokusundan PCR ürünleri başa-
rıyla elde edilmiş ve iki Cryptosporidium türü tanımlanmıştır. 
Tanımlanan C. parvum (36/32, %88.9) baskın tür olarak be-
lirlenirken, C. ryanae (36/4, %11.1) tanımlanan diğer türdür. 
(Tablo 1, Şekil 2).   Örnekler sekans analizi için ticari bir fir-
maya gönderilmiş ve elde ettiğimiz veriler GenBank’taki ve-
rilerle karşılaştırılmıştır. Çalışmada belirlenen C. parvum, 
MN918240.1, MN918160 Genbank numarası ile benzerlik ve 
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C. ryanea,  MF671876.1 Genbank numarası ile benzerlik 
göstermiştir.  
 

 
Şekil 2. A: Cryptosporidium spp. pozitif örneklerin SSU rRNA geninin 
1325 bp %1 agaroz jel görüntüsü, B: Cryptosporidium spp. pozitif 
örneklerin SSU rRNA geninin 830 bp %1.4 agaroz jel görüntüsü, M: 
Marker (100 bp DNA ladder) 

 

TARTIŞMA VE SONUÇ 

Cryptosporidium türleri buzağılarda neonatal dönemde is-
hale neden olan en önemli etkenlerdendir. Son yıllarda cryp-
tosporidiosis üzerine moleküler çalışmaların artması ile bir-
likte buzağılarda görülen Cryptosporidium türleri ve bunların 
zoonotik önemleri ortaya konmaya başlanmıştır (32). 

Türkiye’de buzağılarda Cryptosporidium’un varlığı ilk 
olarak Burgu (33) tarafından bildirilmiştir. Ülkemizde daha 
sonra yapılan çalışmalarda bu protozoonun yaygınlığı belirle-
mek için çeşitli mikroskobik tanı yöntemleri kullanılmakla 
birlikte günümüzde moleküler yöntemler kullanılarak yapı-
lan çalışmalarda artış olmuştur. Farklı illerde çeşitli mikros-
kobik yöntemlerle yürütülmüş çalışmalarda ishalli buzağı-
larda Cryptosporidium spp. ookistlerine Kars’ta %25.7, 
%37.7, %5.94 (34-36), Aydın’ da %10.7 (37), Ankara’da %63.3 
(38), Konya’da %39.4 (39), Sivas’ta %7 (40), Erzurum’da 
%30.3 (41), %13.6 (22) oranında rastlandığı bildirilmiştir. 
Yine ishalli buzağılarda Cryptosporidium spp. varlığını belirle-
mek üzerine yapılan moleküler çalışmalarda, Aysul ve ark. 
(42) Aydın’da %24.2, Şimşek ve ark. (43) Nevşehir’de %19.3, 
Yıldırım ve ark. (21) Burdur'da %57.5, Kayseri’de %58.2, Gü-
ven ve ark. (22) Erzurum’da  %13.6, Bin Kabir ve ark. (24) 
Konya’da %27.4 oranında Cryptosporidium spp. tespit ettik-

lerini bildirmişlerdir. Dünyada farklı ülkelerde yapılan çalış-

malarda ishalli buzağılarda Cryptosporidium’un prevanlansı 
Cezayir‘de %40.5 (44), Tunus’ta %55.5 (45), Fransa’da %88.6 
(46), Çin’de %52.6 (47) Hindistan'da % 32.3 (48), %50 (49), 
Kanada'da % 40.6 (50) oranlarında rapor edilmiştir. Diyarba-
kır ve çevresinde yapılan bu çalışmada bir aylığa kadar olan 
ishalli 64 buzağıda Cryptosporidium’un prevanlansı %56.25 
olarak belirlenmiştir. Bu oran Burdur, Kayseri, Hindistan, Çin 
ve Tunus’ta bildirilen oranlarla benzerlik gösterirken, Ankara 
ve Fransa’da bildirilen oranlardan düşük diğer bildirilen oran-
lardan daha yüksektir (21, 22, 24, 34-50). Çalışmalar arasında 

görülen bu farklılığa toplanan materyal sayısının, çiftlik ko-
şullarının, buzağıların yaşının, çiftliklerdeki hayvan sayısının 
etkili olabileceği düşünülmektedir.  

Tüm dünyada sığırları enfekte ettiği bilinen başlıca 
Cryptosporidium türlerinin C. parvum, C. bovis, C. ryanae ve 
C. andersoni olduğu rapor edilmiştir (51). Türkiye'deki Cryp-
tosporidium türlerinin moleküler karakterizasyonu sonu-
cunda, C. parvum  (20-24, 42, 43), C. bovis (20, 24, 42) ve C. 
ryanae (20, 21, 23, 42) olmak üzere 3 türün varlığı bildirilmiş-
tir. Bizim çalışmamızda ishalli buzağılarda C. parvum ve C. 
ryanae olmak üzere Türkiye’de görülen iki tür tespit edilmiş-
tir. 

Dünyada ve Türkiye’de buzağılarda bildirilen bu türler 
arasında zoonotik bir hastalık olan cryptosporidiosis'e neden 
olması açısından bilinen en önemli tür C. parvum'dur (52-55). 
Dünya’da farklı ülkelerde yapılan birçok çalışmada C. parvum 
sütten kesilmemiş buzağılarda en yaygın tür olarak bildiril-
miştir (56-60). Dünyada bildirilene benzer şekilde Türkiye'de 
de buzağılarda C. parvum'un baskın tür olarak görüldüğü bil-
diren çalışmalar bulunmaktadır (20-24, 42, 43). Aydın’da is-
halli buzağılarda PCR-RFLP sonucu C. parvum teşhis edilmiş 
olup, yaygınlığı %24.2 oranında olduğu bildirilmiştir (42). 
Nevşehir’de Real Time PCR ile buzağılarda C. parvum yaygın-
lığını %15.3 (23/150) olarak bildirirken, C. ryanae (2 /150), C. 
bovis (1/150) türleri de saptadıklarını raporlamışlardır (43). 
Kars yöresinde ishalli buzağılarda PCR-RFLP ile yapılan çalış-
mada en yaygın türün C. parvum olduğu belirlenmiş olup, C. 
bovis ve C. ryanae türleri de bulunmuştur (20).  Güven ve ark. 
(22) yaptıkları çalışmada ishalli buzağılarda C. parvum tek tür 
olarak bildirilirken, Özkan ve ark. (23) C. parvum (27/28), C. 
ryanae (1/28) tespit ettiklerini bildirmişlerdir (22, 23). 
Konya’da C. parvum %27.1, C bovis %0.3 oranında rastlandığı 
bildirilirken (24), Kayseri’de C. parvum’a  %53.6, Burdur’da 
ise C. parvum’a  %52.5 oranında baskın tür olarak rastlandığı 
bildirilmiştir (21).  Bu çalışmada örneklerin SSU rRNA loku-
sundan elde edilen PCR ürünlerinin sekans analizleri sonucu 
Dünya’da ve Türkiye’de bildirilenlere benzer şekilde C. par-
vum (%88.9) baskın tür olduğu tespit edildi.  

Sonuç olarak ishalli buzağılarda enfeksiyonun prevalan-
sının yüksek olması neonatal buzağı ishallerinde cryptospori-
diosis bölge için önemini ortaya koymaktadır. Ayrıca ishalli 
buzağılarda potansiyel zoonotik öneme sahip olan C. parvum 
türüne yüksek oranla rastlanması ishalli buzağıların diğer 
hayvan ve insanlar için bulaşma kaynağı olabileceği kanısı 
oluşturmuştur.  
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