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Sigirlarda Neospora caninum doku Kistlerinin arastirillmasi
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Ozet: Bu calismada rastgele segilen 200 sigirda N. caninum seropozitivitesinin belirlenmesi, seropozitif sigirlarin beyin ve
iskelet kas1 doku 6rneklerinde N. caninum doku kistlerinin percoll gradient santrifiij ve PCR yontemleri ile aragtiritlmasi amaglanmigtir.
Calisma sonucunda sigirlarda %5,5 oraninda N. caninum seropozitivitesi belirlenmistir (11/200). Percoll gradient santrifiij yontemi ile
incelenen seropozitif sigirlara ait doku drneklerinde parazite ait doku kistleri tespit edilmemistir. Ancak iki seropozitif boganin beyin
dokusunda N. caninum’a ait DNA amplifiye edilmistir (%18.1).

Anabhtar sozciikler: Doku kisti, Neospora caninum, seroloji, sigir.

Investigation of Neospora caninum tissue cysts in cattle

Summary: In this study, it was aimed to detect N. caninum seroprevalence in 200 cattle randomly selected and to detect tissue
cysts of N. caninum in tissue samples of brain and skeletal muscles of the seropositive cattle. Seropositivity of N. caninum was detected
in 5.5% of cattle (11/200). N. caninum tissue cysts were not observed in tissue samples of cattle examined with percoll gradient
centrifugation. However, N. caninum DNA was amplified in brain tissues of two seropositive bulls (18.1%).

Keywords: Cattle, Neospora caninum, serology, tissue cyst.

Giris

Neospora caninum, Apicomplexa ana¢ altinda yer
alan, zorunlu hiicre i¢i bir protozoondur (11, 40).
Heteroksen yasam c¢emberine sahip olan parazitin son
konaklar1 basta kopek olmak iizere (23) ¢akal (17) ve gri
kurt (10), ara konaklar1 ise Oncelikle sigir olmak iizere,
koyun, kegi, geyik ve diger ruminantlar ile kdpek ve kizil
tilki gibi bazi karnivor hayvanlardir (30). N. caninum
antikorlar1 rakun, deve, domuz, at, kedi gibi hayvanlardan
serolojik olarak tespit edilmis olsa da (30), parazit sigr,
kopek, koyun, manda, geyik dokusundan izole edilmistir
(8,12, 18, 21, 35).

Tiirkiye’de dahil olmak iizere bir¢ok iilkede yaygin
bir parazit olan N. caninum (1, 2, 11, 20, 32, 34, 43, 44),
yasam ¢emberinde tachyzoit, bradyzoit ve oocyst olmak
iizere ii¢ enfeksiydz safhaya sahiptir (30). Tachyzoit ve
bradyzoit ara ve son konak dokularinda bulunurken oocyst
son konagin diskisi ile dogaya atilmaktadir (9). Parazitin
doku kistleri neosporosis’in kronik doneminde ara-
konaklarin merkezi sinir sistemi ve kaslarinda sekillen-
mektedir (30). Konak N. caninum ile enfeksiyonu takiben
omrii boyunca paraziti tasimaktadir (42). Kopekte doku
kistleri yaklagik 107 um ¢apinda ve 4 mm ¢apli kist duvari
ile cevrelenmistir (9). Kongenital enfekte buzagi ile sigir
fotusunun beyin ve omuriligindeki doku kistleri 50 mm
caplt ve 2,5 pm’den ince kist duvari ile gevrilidir (30).
Deneysel enfeksiyonu takiben klinik olarak saglikli

goriiniimdeki sigirm beyin dokusunda parazite ait kistler
rapor edilmistir (29, 33, 37).

Sigirlarda neosporosis oncelikli olarak plasenta ve
fotusu etkiler (43). Abort ve erken intrauterine fotus
6liimii, sigir neosporosis’inin en yaygin klinik belirtisidir
(31). Neosporosis’in sigirlar arasinda bulagsmasinda ana
yol doku kistlerinin sebep oldugu endojen transplasental
bulagmadir (41). Gebelik esnasinda tam olarak bilinmeyen
sebeplerle doku kistlerinin aktive olmasi sonucunda
parazit plasentay1 gegerek fotusa ulagmaktadir (15, 41).
Endojen transplasental yol parazit epidemiyolojisinde en
6nemli bulagma yolu olarak kabul edilmesine ragmen sigir
dokularinda N. caninum’a ait doku kistlerinin yaygimligina
iligkin yeterli bilgi bulunmamaktadir (5, 16). Bu ¢caligmada
seropozitif sigirlarin beyin ve iskelet kaslarinda N. cani-
num doku kistlerinin varliginin Percoll gradient santrifiij
metodu ile aranmasi amaglanmistir. Bunun yani sira N.
caninum DNA’smin sigir dokularinda PCR ile aranmasi
hedeflenmistir.

Materyal ve Metot
Kan ve doku érneklerinin toplanmasi: Bu ¢aligma
kapsaminda Kirikkale’de bulunan Hasandede Mezba-
hasi’na 02.01.2013-22.05.2013 tarihleri arasinda her hafta
gidilerek toplam 200 sigirdan kan ve doku ornekleri
almmustir. Her ziyarette rastgele drnekleme yoluyla belir-
lenen 10 sigirin yas, cinsiyet, ik bilgileri kaydedilmis ve
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kesim esnasinda antikoagulantsiz tiiplere kan ornekleri
almmistir. Kesimden sonra bu sigirlarin beyin (serebrum
ve serebellum) ve iskelet kaslarindan (diyafram, masseter,
bacak ve interkostal) minimum 100 g olacak sekilde doku
ornekleri ayri ayri tek kullanimlik posetlere alinmistir.

Sigwr serum orneklerinin anti-N. caninum antikorlart
yontinden ELISA ile incelenmesi: Serum 6rnekleri N. cani-
num’a yonelik IgG varligr yoniinden ticari ELISA kiti
(VMRD c-ELISA, USA) ile firmanin belirttigi sekilde uy-
gulanmis ve sonuclar spektrofotometre ile 630 nm dalga
boyunda incelenmistir. %30 < inhibisyona sebep olan se-
rum Ornekleri pozitif olarak kabul edilmistir.

Doku érneklerinin Percoll gradient santrifiijii: Her
seropozitif hayvanin beyin ve kaslarindan alinan 10’ar g
doku 6rnekleri 20 ml PBS eklenerek doku homojenizatorii
(OMNI Tip, USA) araciligiyla homojenize edilmistir.
Homojenizatér, her dokudan once kaynar su ile
temizlenmistir. Santriflij tliplerine sirasiyla %90, %30
Percoll solusyonu (Sigma-Aldrich) ile siiziilmiis homo-
jenat tabaka olusturacak sekilde konulmus ve 20 dakika
stireyle 4,000 x g de santrifiyj edilmistir (Niive, Tiirkiye).
Bu islemden sonra percoll tabakalar1 arasinda bulunan
kistler Pastor pipeti ile alinarak N. caninum doku kistleri
yoniinden 151k mikroskobik olarak incelenmistir (Olympus
BX 50).

Neospora caninum genomik DNA izolasyonu: Sero-
pozitif sigirlarin  doku  Orneklerinden ticari doku
ekstraksiyon kiti kullanilarak (QIAamp DNA mini Kit,
QIAGEN, Germany) genomik DNA elde edilmistir. Doku
orneklerinden elde edilen DNA miktar1 spektrofotometre
ile 6l¢iilmiis ve kullanilincaya dek -20°C’de saklanmustir.

PCR protokolii: N. caninum’un 337 bp’lik Nc5 bol-

gesi, Np2lplus (5’-CCCAGTGCGTCCAATCCTG
TAAC-3") ve Np6plus (5’-CTCGCCAGTCAACCTAC
GTCTTCT-3") primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir (25).
PCR reaksiyonu i¢in final karigim herbir 6rnek igin 50 pl
olacak sekilde; 5 pul 10x Gene Amp PCR buffer, 0,2 mM
dATP, dGTP ve dCTP, 0,4 mM dUTP, herbir primerden
20 pmol, 1,25 IU AmpliTaq, 0,5 IU UDG ve 2,0 ul tem-
plete DNA’dan olugmustur. Reaksiyon tiipleri termal cy-
cler’a (NYX Technics, USA) transfer edilip 95°C’de 5 dak
6n denaturasyon, 94°C’de 1 dak denaturasyon, 63°C’de 1
dak annealing ve 74°C’de 3,5 dak final ekstensiyonu
olacak sekilde 40 siklus boyunca devam etmistir. Final ek-
stensiyon 74°C’de 10 dak siirmiistiir. Deneylerde pozitif
kontrol olarak kullanilan N. caninum DNA’s1 Tennessee
Universitesi’nden Dr. Chulei Su’dan temin edilmistir. Ul-
trasaf su ise negatif kontrol olarak kullanilmistir. Herbir
PCR iiriinii %2’lik agaroz jelde 120 V da 30 dak siireyle
yiiriitiilmiis ve 0,1 mg ml/1 ethidium bromid ile bo-
yandiktan sonra UV lamba ile incelenmistir.
Bu calismada elde edilen
sonuglarm istatistiksel analizi Ki-kare testi ile yapilmistir.
p<0.05 olarak belirlenen analiz sonuglar1 6nemli kabul
edilmistir.

Istatistiksel analiz:

Bulgular
Epidemiyolojik veriler: Bu ¢aligmada kan ve doku
ornekleri alman sigirlara ait epidemiyolojik veriler
(cinsiyet, yas ve 1rk) Tablo 1’de sunulmustur.
Serolojik sonuglar: Calisma kapsaminda incelenen
sigirlarda N. caninum seropozitivitesi %5,5 (11/200)

Tablo 1. Sigirlarda N. caninum yayginhiginin yas, cinsiyet ve irkla iligkisi.
Table 1. The correlation of N. caninum prevalence in cattle with age, sex and race.

Hayvan sayis1 Seropozitif PCR pozitif Doku kisti pozitif
n n % n % n
Yas
2 139 7 5,032 2 28,57 0
3-4 38 3 7,892 0 0 0
5< 23 1 4,342 0 0 0
Cinsiyet
Inek 116 6 5,17° 0 0 0
Boga 84 5 5,95 40 0
Irk
Melez 65 4 6,15 1 25 0
Holstayn 53 5 9,43 1 20 0
Montofon 52 2 3,84 0 0 0
Simental 19 0 0 0 0 0
Yerlikara 9 0 0 0 0 0
Belgika mavisi 2 0 0 0 0 0
Toplam 200 11 5,5 2 18,1 0
2:p>0.05

b: p>0.05
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Sekil 1. Sigir doku drneklerine ait DNA’dan N. caninum’un 337 bp’lik Nc5 bolgesini ¢ogaltan primerler ile elde edilen PCR sonuglari.

M: 100 bp marker, P: Pozitif kontrol, 1-23: DNA 6rnekleri.

Figure 1. PCR results on DNA from cattle tissue using primers targeting 337 bp sequence of the Nc5 region. Lane M: 100 bp marker,

P: Positive control, Lanes 1-23: DNA samples.

oraninda belirlenmistir. Seropozitivitenin iki yasl sigir-
larda (7/139) % 5,03; 3-4 yash sigirlarda (3/38) %7,89; 5
yag izeri sigirlarda ise (1/23) %4,34 oraninda oldugu
saptannustir (p>0,05). Ineklerde (6/116) %5,17; bogalarda
ise (5/84) %5,95 oraninda N. caninum seropozitivitesi be-
lirlenmistir (p>0.05).

Percoll gradient santrifiij yontemi sonuglari: Sero-
pozitif sigirlara ait doku oOrneklerinin percoll gradient
santrifiij yontemi ile incelenmesi sonucunda hicbir doku
orneginde N. caninum 'a ait doku kistlerine rastlanmamustir.

PCR sonuglari: N. caninum DNA’sina karsilik gelen
337 bp’lik amplikonlar Holstayn wrki 2 yash boga ile
melez irktan 2 yaslh boganin beyin dokusuna ait DNA
orneklerinde gozlenmistir (Sekil 1). Bu bogalarin her
ikisinin de neosporosis yoniinden seropozitif oldugu tespit
edilmistir (2/11, %18,1). N. caninum DNA’s1 tespit edilen
bogalarin ayni siiriiye ait olmadig1 ve farkli zamanlarda
kesime getirildigi saptanmustir.

Tartisma ve Sonuc¢

Neosporosis, erigkin sigirlarda nadiren klinik olarak
belirti gosterdiginden hastaligin teshisi genellikle serolo-
jik yolla yapilmaktadir (31). Serolojik ¢aligmalar neospo-
rosis’in diinya {izerinde pek cok iilkede siit ve et i¢in ye-
tistirilen sigirlarda yaygin oldugunu gostermektedir (15,
42). Tiirkiye’nin farkli yorelerinde N. caninum seropreva-
lans1 sigirlarda %2-37,7 (1, 7, 25, 28, 30, 38, 39), kopek-
lerde %6,6-55,5 (6, 28, 46), kopek kanlarinda parazite ait
DNA’nm ise %3,8 oraninda bulundugu rapor edilmistir
(13). Seropozitivite ¢aligmalarinin yan sira Tiirkiye’de
kopek ve buzagidan bildirilen klinik neosporosis vakalari
da mevcuttur (4, 22).

Sigirlarda plasenta ve fotusu etkileyen onemli bir
protozoon olan N. caninum ile enfeksiyon sonrasinda ko-
nak yasami boyunca paraziti viicudunda tasimaktadir (42).
Neosporosisin sigira bulagsmasinda en énemli yolun verti-
kal (kongenital) yol oldugu bilinmektedir (41). Parazitin
sekillendirdigi doku kistleri neonatal sig1ir, kdpek ya da f6-
tuslarin sinirsel ve kas dokularindan izlenmistir (33, 37).
Ancak eriskin sigirlarin farkli dokularinda N. caninum’un
dagilimi hakkinda az sayida bilgi bulunmaktadir (5, 16).
Sigirlarda N. caninum doku kistlerine ait bilgilerden bazi-
lar1 biyoassay ¢aligmalart sonucunda elde edilmis olup bu
caligmalarda siipheli dokular kdpeklere yedirilmis ve taki-
binde diskilar oocyst yoniinden incelenmistir (5, 16). De-
neysel enfekte buzagilarin farkli doku ve organlarindan
(beyin, omurga, kalp, karaciger, bobrek, dil, diyafram ve
diger kaslar) hazirlanan doku havuzunun yedirildigi ko-
peklerin N. caninum oocysti ¢gikardig1 belirlenmis, ancak
hangi dokularin parazite ait kistleri barindirdigina yonelik
net bilgi elde edilememistir (16). Diger bir ¢aligmada do-
gal enfekte sigirlara ait kalp, karaciger, beyin ve masseter
doku ornekleri yedirilen kopeklerin bir kismimin digkila-
riyla N. caninum oocysti ¢ikardigi bildirilmistir (5). Bu ¢a-
lismada ise seropozitif sigirlara ait dokularda N. cani-
num’a ait doku kisti Percoll gradient santrifiij metodu ile
tespit edilmemistir. Calisma siiresince deney hayvani ba-
rindirmak i¢in uygun kosullar mevecut olmadig: i¢in biyo-
assay c¢aligmasi yapilamamugtir.

Biyoassay calismalarinda deneysel ya da dogal en-
fekte sigir dokusu yedirilen kopeklerin digkilari ile ¢ikart-
t181 V. caninum’a ait oocyst sayisinin az oldugu rapor edil-
mektedir (24). Kopekleri N. caninum ile deneysel olarak
enfekte edebilmek i¢in dogal enfekte sigir dokularini giin-
lik 300-400 gr olacak sekilde 1-3 giin siire ile yediren
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arastiricilar (5) ancak 17 kopekten 8’ini enfekte edebilmis-
tir. Bu durum dogal enfekte sigirlardan elde edilen doku-
larin kdpeklerde optimal enfeksiyon olusturacak sayida
parazit igermediginin gostergesi olabilecegini diistindiir-
miistiir (5). Mezbahadan 6rneklenen neosporosis yoniin-
den seropozitif sigirlara ait miyokard, diyafram, 6zofagus
doku &rneklerinde N. caninum doku kistleri histopatolojik
olarak goriilmemis ve parazite ait DNA’ya da rastlanma-
mistir (26). Percoll gradient santrifiij yontemi, doku ya da
digkidaki parazitlerin  purifikasyonunda basar1 ile
kullanilan bir yontemdir (14, 45). Bu yontem ile 5 g doku
orneginde T.gondii’ye ait doku kistlerinin tespit edildigi
rapor edilmistir (44). Bu ¢alismada ise N. caninum yoniin-
den seropozitif bulunan sigirlara ait 10 g doku 6rnegi Per-
coll gradient santrifiij yontemi ile ¢alisilmig ancak higbir
ornekte N. caninum’a ait doku kisti goriilmemistir.

Bazi arastiricilar tarafindan sigirlarin beyin dokusu-
nun yanisira kas ve visseral dokularindan da N. caninum
doku kistlerinin varligi bildirilmistir (9, 29, 33, 37). Sigira
ait beyin dokusu &rneklerinin %5’ inin N. caninum DNA’s1
tasidigi, kalp doku orneklerinde ise bu parazite ait
DNA’nin saptanmadigi ifade edilmistir (36). Deneysel
olarak enfekte edilen buzagilarda N. caninumun beyin
dokusunda daha yaygin oldugu histopatoloji ve kantitatif
PCR yontemi ile belirlenmistir (27). Bu ¢alismada ise V.
caninum DNA’s1, seropozitif sigirlarin %18,1’inde beyin
dokusunda saptanmis, ancak iskelet kaslarinda tespit edi-
lememistir. N. caninum DNA’s1 tespit edilen hayvanlarin
doku 6rneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde para-
zite ait doku kistlerine rastlanmamistir. Bu duruma; ko-
nakta bulunan N. caninum doku kistlerinin ya tam olarak
bilinmeyen sebeplerle (immiinolojik vb.) daha 6nce goz-
den kaybolmasi sonucunda dokuda sadece parazit
DNA’sinin kalmasi ya da bu ¢alismada yapilan homojeni-
zasyon esnasinda bu kistlerin pargalanmis olmasinin se-
bep olabilecegi diigiiniilmiistiir.

Neosporosis daha ¢ok inekler i¢in ekonomik 6nem
tagimakta ve parazite iliskin ¢alismalarin daha ¢ok inekler
iizerinde yogunlastig1 goriilmektedir (3, 15, 29, 32, 43,
44). Bogalardaki neosporosis’e iliskin bilgi olduk¢a sinir-
lidir (3, 19). Bu ¢alismada N. caninum DNA’s1 bogalarda
saptanmistir. Bogalarin semeninde parazite ait DNA bu-
lunsa da venereal yolla enfeksiyonun epidemiyolojik aci-
dan 6nemli olmadig1 vurgulanmaktadir (3, 19). 1988 y1-
linda ilk kez rapor edilmesini (8) takiben N. caninum hak-
kinda pekc¢ok bilgi elde edilmesine ragmen hala aydinla-
tilmasi1 gereken hususlar mevcuttur. Parazitin doku kistle-
rinin bulundugu organlar ile 6zellikle bogalardaki doku
kistlerinin neosporosis epidemiyolojisindeki roliine iligkin
ileriki caligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
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