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OZET

EGE BOLGESI’NDEKI ATIK SIGIR FETUSLERINDE NEOSPORA CANINUM’UN
MOLEKULER YONTEMLERLE TESPITi, MOLEKULER KARAKTERIZASYONU
VE BOLGE SEROPREVALANSININ BELIRLENMESI

Gokcecik OF. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Parazitoloji (Veteriner) Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2023.

Amag: Bu calisma ile son yillarda diinyada ve Tiirkiye’de sigir abortlarinin 6nemli
nedenlerinden biri olan ve ciddi ekonomik kayiplara yol agan neosporosisin, biiyiikbag
hayvanciligin yogun oldugu Ege Bolgesi’ndeki durumunun arastirilmasi amaglanmustir.
Gere¢ ve YoOntem: Arastirmada izmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii sorumluluk
sahasina giren illerdeki sigir isletmelerinden Orneklemeler yapilmistir. Calismada Ege
Bolgesi’nde bulunan isletmelerdeki abort vakalarina ait atik fetiislerin beyin ve i¢ organ
dokularindan DNA izolasyonu yapildiktan sonra, bu drnekler Real-Time PZR test metodu ile
analiz edilmistir. Pozitif olarak tespit edilen 6rneklerden Neospora caninum’un molekiler
karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica serolojik olarak, basit rastgele drnekleme yontemi ile
%95 gliven seviyesi, %10 beklenen prevalans (+/- 5) hata pay1 ile 973 sigirdan toplanan kan
serumlart ELISA yontemi kullanilarak anti-N. caninum antikorlar1 tespit edilmistir.

Bulgular: Yapilan ¢alismada RT-PZR yontemiyle incelenen toplamda 88 sigir fetiisiine ait
organ ve dokularinin 8’inde (%9,09) N. caninum DNA’s1 tespit edilmis ve incelenen toplam
973 sigirin 122’si (%12,66) serolojik olarak pozitif bulunmustur. RT-PZR ile pozitif bulunan
ornekler sekans islemlerine tabii tutularak filogenetik agacglari olusturulmustur.

Sonug: Ege Bolgesi’ndeki sigirlarda N. caninum yayginligi hem serolojik hem de molekdler
caligmalarla kapsamli bir sekilde belirlenerek bolgedeki biiyiikkbag hayvancilik
yetistiriciliginde N. caninum ile ilgili problem yasayan isletmelerin guncel durumu ve
N. caninum kaynakli abort problemlerinin saha yansimasi ortaya konmustur. Elde edilen
bulgulara gore hastalikla ilgili micadele stratejilerinin belirlenmesi ve son konaklar1 da igeren

daha kapsamli ¢aligmalar yapilmasinin 6nemli olacagi kanaatine varilmistir.

Anahtar kelimeler: Abort, Ege Bolgesi, ELISA, Neospora caninum, Real-Time PZR



ABSTRACT

MOLECULAR DETECTION OF NEOSPORA CANINUM IN ABORTED CATTLE
FETUSES IN THE AEGEAN REGION, MOLECULAR CHARACTERIZATION AND
DETERMINATION OF REGION SEROPREVALENCE

Gokcecik OF. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute,
Parasitology (Veterinary) Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2023.

Objective: In this study, it is aimed to investigate the situation of neosporosis, which is one of
the important causes of cattle abortions in the World and in Turkiye in recent years, and the
disease causes serious economic losses, in the Aegean Region of Turkiye, where cattle

breeding is common.

Material and Methods: In this study, the sampling was done from cattle commercial herds in
the provinces which are under the responsibility of Izmir / Bornova Veterinary Control
Institute. In this study, brain and internal organ tissues of aborted fetuses belonging to
abortion cases in commercial herds in the Aegean Region were collected and DNA isolated.
Then the DNA samples were analyzed by RT-PCR method. Molecular characterization of
N. caninum was performed in the positive samples. In addition, serologically, anti-N. caninum
antibodies were detected using the ELISA test method in blood sera collected from 973 cattle,
with a 95% confidence level and 10% expected prevalence (+/- 5) margin of error by simple

random sampling method.

Results: In this study, N. caninum DNA was detected in 8 (9,09%) of the organs and tissues
of 88 cattle fetuses examined by RT-PCR, and 122 (12,66%) of the 973 cattle examined and
were found serologically positive. Phylogenetic trees were formed by sequencing the samples
found positive by RT-PCR.

Conclusion: The presence of N. caninum in cattle in the Aegean Region has been
comprehensively determined by both serological and molecular test methods, and the current
situation of the commercial herds that have problems with N. caninum in cattle breeding in
the region and the field reflection of N. caninum-induced abortion problems have been

revealed. According to the findings, it was concluded that it would be important to determine

X



the control strategies for the disease and to carry out more comprehensive studies including
the final hosts.

Keywords: Abortion, Aegean Region, ELISA, Neospora caninum, Real-Time PCR
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1. GIRIS

Diinya genelinde niifus artig oraninin yiiksek olmasi ve artan niifus i¢in hayvansal
trtinler basta olmak Uzere artan gida talebinin karsilanmasi, hikimetlere ve ciftcilere
zorluklar olusturmaktadir. Hayvansal Uriinlere yonelik artan talebi karsilamak ve ciftlik
hayvanlarinin verimliligini artirmak i¢in hayvan sagligr ve siiri devamliligt 6nem arz
etmektedir (Tulu ve digerleri, 2018). Sigirlarda abort hayvancilik endiistrisindeki ekonomik
kayiplarin en 6nemli nedenlerinden biridir (Barkallah ve digerleri, 2014). Et ve sut tretiminde
stirlinin devamliligini saglayan damizlik buzagilar isletmeler i¢in birincil ekonomik degere
sahipken siit hayvanciliginda gelirlerin %60’ siit tiretimi, %40°’1n1 ise yeni dogan yavrular
olusturur. Her yeni dogan buzagi satisindan elde edilen gelir, isletmelerin siit verimindeki
artis ve siirliniin biliylimesi gibi sebepler biiyiikbas hayvancilik ciftlikleri icin oldukca

onemlidir (Demir ve digerleri, 2019).

Abort, dis ortamda yasama sansi bulunmayan fetiisiin, sigirlarda gebeligin 42-45.
gunleri ile 260. giinleri arasinda, ¢ogunlukla 6lii bazen de canli olarak uterustan gikmasi
olarak tanimlanir (Seniinver ve Kiligarslan, 2005; Tulu ve digerleri, 2018). Sigirlarda
42. giinden Once kaybedilen gebelikler genellikle erken embriyonik 6liimler olarak adlandirilir
(Hoving, 2009). Cogu durumlarda embriyonik kayiplar bir fetiis gelismeden olusur.
Embriyonik mortalite genellikle fark edilmez fakat bu durum bos hayvanlara veya buzagilama
araliklarinda uzamaya neden olur. Bu erken kayiplarin genellikle tanimlanmayan ¢ok ¢esitli
fizyolojik, beslenme, cevresel ve enfekte olmayan nedenlerle iliskili oldugu bildirilmistir.
Abort, bir fetiisiin tam gelismeden ve uterus digina canliligini koruyamayacak durumdayken
atilmis olmasi anlamina gelirken 6lii ya da erken dogum dis ortamda canliligimi devam
edebilecek bir fetlisiin dogmasi anlamina gelir (Holler, 2012). infeksiy6z ajanlar (bakteriler,
virtsler, protozoonlar ve mantarlar) basta olmak {izere toksik ajanlar, 1s1 stresi, genetik,
idiyopatik, metabolik veya hormonal anormallikler, beslenme yetersizlikleri, travma gibi ¢ok
sayida etken aborta sebep olabilir (Barkallah ve digerleri, 2014; Derdour ve digerleri, 2017).
Surulerdeki abort oranlari iireticiler, {iretim sistemleri ve yonetim bi¢imlerine gore degisir
fakat genelde %3 ile %5 arasindaki oran normal kabul edilirken %5’den daha yuksek oran
genellikle kabul edilmez ve arastirilmasi gereken bir oran olarak degerlendirilir (Hoving,

2009; Holler, 2012). Bununla birlikte sigir eti i¢in yiiksek girdi fiyatlar1 géz Oniine



alindiginda, tolere edilebilir abort oraninin ¢ok daha diisiik olabilecegi belirtilmistir (Holler,
2012).

Diinya’da sigir abortlarinin en Onemli paraziter nedenleri arasinda olan ve ciddi
ekonomik kayiplara yol acan neosporosis Ulkemizde de siklikla gorildigi yapilan
caligmalarda bildirilmistir. Bugiine kadar Tiirkiye’de farkli bolgelerde yapilan serolojik
calismalarda sigirlarda seropozitifligin %2 ile %37,7 arasinda degistigi belirtilmistir
(Biyikoglu ve digerleri, 2001; Oncel ve Bryikoglu 2003; Akca ve digerleri, 2005; Aktas ve
digerleri, 2005; Biyikoglu ve digerleri, 2005; Sevgili ve digerleri, 2005; Vural ve digerleri,
2006; Ica ve digerleri, 2006; Simsek ve digerleri, 2008; Piskin ve Utiik, 2009; Yildiz ve
digerleri; 2009; Alan ve digerleri, 2011; Kaya ve digerleri, 2011; Kul, 2012; Balkaya ve
digerleri, 2012; Mor ve Akga, 2012; Aytekin ve digerleri, 2013; Ocal ve digerleri, 2014; Eski
ve digerleri, 2016; Karatepe ve Karatepe, 2016; Eski ve Utiik, 2018; Erol ve digerleri, 2019;
Demir ve digerleri, 2020; Kasap ve digerleri, 2020; Kose ve digerleri, 2021; Kula ve
Gokpinar, 2021). Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan her yil yayimlanan ‘Hayvan
Hastaliklar1 ile Miicadele ve Hayvan Hareketleri Kontrolii Genelgesi’ 'ne gore izmir ve
cevresindeki iller iilkemizde biiyiikbas hayvanciligin yogun oldugu bdélgedir. Son yillarda
ulkemiz genelinde yapilan c¢alismalarda neosporosis Seroprevalansinin yiiksek oldugu
bilinmesine ragmen biiyiikbas hayvanciligin yogun oldugu Ege Bolgesi’nde hastalikla ilgili
caligmanin ise ¢ok az sayida oldugu dikkat ¢ekmistir (Yildiz ve digerleri, 2009; Kul, 2012;
Eski ve Utiik, 2018; Erol ve digerleri, 2019; Kése ve digerleri, 2021; Limoncu, 2022). Ayrica
bu tez calismasina kadar Ege Bolgesi’nde sigir atik fetiislerinde N. caninum ile ilgili
molekiiler tabanli hi¢bir ¢alismaya rastlanmamstir (Ozkaraca ve digerleri, 2017; Agic1 ve
digerleri, 2019; Irehan ve digerleri, 2022; Senel, 2022). Tiim bu bilgiler 1s18inda bu
caligmayla hastaligin bolgedeki sirkiilasyonu ve epidemiyolojisi ortaya konulmus olup hem
serolojik hem de molekiiler galismalar sonucunda elde edilen sonuglar istatiksel olarak
degerlendirilerek elde edilen ¢iktilarin hastalik ile miicadele stratejilerinin belirlenmesine
katk1 saglayacagi diigiiniilmektedir. Ayrica bu ¢alisma ile Ege Bolgesi illerinde N. caninum ile
ilgili problem yasayan sigircilik isletmelerinin giincel durumu aragtirtlarak N. caninum

kaynakli abort problemlerinin saha yansimasi kapsamli bir sekilde ortaya konmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Neosporosis

Sigirlar basta olmak iizere evcil ruminantlarda reprodiiktif hastaliklarinin 6nemli bir
sebebi olan ve yakin zamanda tanimlanan N. caninum, bir protozoon olup iki konak¢ili yasam
dongustne sahiptir (Kaltungo ve Musa, 2013). Neosporosis hastaligi da Toxoplasma gondii
benzeri, zorunlu hicre i¢i protozoon olan N. caninum’un neden oldugu bir hastaliktir.
Diinyada genis ¢apta bir yayillim gosteren ve biiyiikbas hayvan siiriilerinde reprodiiktif
bozukluklara neden olan bu protozoon, iireticilerin en 6nemli ekonomik kayiplarindadir
(Dubey ve digerleri, 2017; Agici ve digerleri, 2019). Neosporosis basta sigirlar olmak tizere
tiim diinyadaki yabani ve evcil hayvan tiirlerinde olusan abortlarin 6nemli bir nedeni olarak
kabul edilmektedir. Hastalik siit ve et liretimindeki diisiis nedeniyle 6zellikle siit ve et sigirlari
arasinda ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Neosporosis bir insan patojeni olarak
taninmamakla birlikte insanlarda serolojik olarak N. caninum’a karsi antikor varlhig
bildirilmistir (Lobato ve digerleri, 2006; Shaapan, 2016).

Neospora caninum 1988 yilina kadar yapisal olarak benzerligi olan T. gondii ile
karistirildi ve yanlis teshis edildi. Hastalik ilk olarak 1984 yilinda Norveg’te dogustan enfekte
kopeklerde bildirilse de 1988 yilinda Labrador retriver irki kopek yavrularinda izole
edilmesiyle tanimlandi (Dubey ve digerleri, 1988; Dubey ve digerleri, 2017). Kopeklerin son
konak oldugu ve ookist yaydigi 1988 yilinda yapilan g¢aligmalarla bulundu (Dubey ve
digerleri, 1988; Lindsay ve Dubey, 2020). Neosporosis ile ilgili Ulkemizde ilk ¢alisma 2001
yilinda I¢ Anadolu Bélgesi illerinde serolojik bir calismayla baslamis, 2009 yilinda etken ilk
olarak klinik belirti gdsteren bir sigirda immiinohistokimyasal yéntemle tespit edilmis ve
2014 yilinda ilk molekiiler tabanli PZR c¢alismasi yapilmistir (Biyikoglu ve digerleri, 2001;
Kul ve digerleri, 2009; Ocal ve digerleri, 2014). Ulkemizde yapilan calismalarda
neosporosisin son yillarda sigir abortlarinin  6nde gelen nedenlerinden biri oldugu
bildirilmistir (Sentiirk ve digerleri, 2020). Tiirkiye’de neosporosis ile ilgili olarak 6zellikle st
sigirciligl iizerine yapilan ¢aligmalarda st Uretimindeki diisiis, buzagilama araliginin uzamast,

artan suni tohumlama sayisi, veteriner hizmetleri ve tan1 masraflar1 gibi harcama kalemleri



dikkate alindiginda Tiirkiye icin yillik maliyetin yaklasik olarak 40.5 (24.6-60.3) milyon
Amerikan Dolar1 (USD) oldugu bildirilmistir (Demir ve digerleri, 2020).

2.2. Morfolojisi ve Siniflandirilmasi

Sarcocystidae ailesi altinda bulunan N. caninum, takizoit (trofozoit), bradizoit (doku
Kisti) ve ookist olmak lizere {i¢ yasam formuna sahiptir (Resim 1) (Aydin, 2016). Hdicre ici
gelisim g0steren takizoit ve bradizoitler ara konakg¢i dokularinda hiicre icinde bulunurlar
(Dubey ve digerleri, 2007). Neospora caninum ookistleri ise sporlanmamis haliyle son
konaktan dis ortama (dogaya) atilir ve sporulasyonu son konagm disinda gergeklesir.
Neospora caninum ookistleri morfolojik olarak kedi digkisindaki T. gondii ve Hammondia
hammondi ookistleri ile kopek diskisinda bulunan H. heydorni ookistlerine benzemektedir
(Dubey, 2003).

Resim 1. Neospora caninum'un yasam formlar.

(A) Fare karacigerinde ¢ok sayida takizoit: (a) ince bir takizoit, (b) bolinme 0Oncesi bir takizoit, (c) bolinme sonrasi
takizoitler. (B) Enfekte bir buzagmin néronunda doku kisti. (C) Kopek diskisinda sporlanmamis ookist. (D) iki sporokist
iceren sporlanmig bir ookist (Dubey ve digerleri, 2007).



Doku hasarina neden olan, ara konakta enfeksiyonu yayan ve transplasental yolla fetlise
bulasan takizoitler hizli bir sekilde boliinerek ¢ogalan asamadir (Lindsay ve Dubey, 2020).
Konak hiicresinde, vakuol i¢cinde muz sekline sahip takizoitler 3-7 X 1-5 um biiyiikliigiinde
olup yapilarinda hiicre ¢eperi, mikronem, konoid, roptri, ¢ekirdek, ¢ekirdek zari, endoplazmik
retikulum, golgi aygiti ve mitokondri igeren apikompleks bir yapiya sahiptir (Dubey, 2003;
Aydn, 2016). Takizoit, konak hiicre parcalanana kadar endodiyojeni adi verilen bir tir
uzunlamasina ikili boliinmelerle aseksiiel olarak hizlica gogalir. Bir sure sonra takizoitler
bradizoitlere doniiserek hareketsiz, kalin duvarli doku kistleri olusur. Merkezi sinir sisteminde
goriilen doku kistleri oval yuvarlak sekilli olup 107 pm biiyiikliige ulasabilir. Doku kisti
duvari ise 4 um kalinlig1 ulasabilir ve i¢lerinde 100°den fazla bradizoit olabilir. Bradizoitler 7-
8 X 2 um boyutlarinda olup takizoitlerde goriilen organellere sahiptir (Dubey, 1999; Lindsay
ve Dubey, 2020).

Kopek digkisi ile dig ortama atilan ookistler ilk atildiginda sporlanmamis (enfektif
olmayan) halde ve 10 x 12 pm ¢apinda kiiresel bir goriiniime sahiptir. Konak¢inin diginda
ookistler her biri dort sporozoit igeren iki sporokist olacak sekilde sporlanir. Kuraklik ve
donmaya direncli olan ookist duvari sayesinde sporozoitler konak¢i disinda uzun siire
canliligin1 korusa da T. gondii ookistlerini de etkileyen olumsuz ¢evre kosullarina dayaniksiz
olmalar1 kuvvetli olasiliktir (Dubey, 1999; Goodswen ve digerleri, 2013; Lindsay ve
Dubey, 2020).

Apicomplexa kok alti, Sarcocystidae ailesi, Toxoplasmatinae alt ailesi ve Neospora
soyunda bulunan N. caninum protozoonunun sistematik siniflandirmadaki yeri Tablo 1’de

verilmistir.

Tablo 1. Neospora caninum’un sistematik siniflandirilmasi

Sube Miozoa Cavalier-Smith, 1987

Alt Sube Myzozoa Cavalier-Smith & Chao, 2004

Infra Sube Infraphylum Apicomplexa Levine, 1970

Ust Simf Sporozoa Leuckart, 1879

Simf Coccidiomorphea Doflein, 1901

Alt Stmf Coccidia Leuckart, 1879

Takim Eimeriida Léger, 1911

Aile Sarcocystidae Poche, 1913

Alt Aile Toxoplasmatinae Biocca, 1957

Cins Neospora Dubey, Carpenter, Speer, Topper & Uggla, 1988
Tar Neospora caninum Dubey, Carpenter, Speer, Topper & Uggla, 1988

(http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?id=637468&src=0 Erigim Tarihi: 06.09.2022)



http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?id=637468&src=0

2.3. Yasam Dongiisii ve Bulasma

Genel olarak yasam dongiisii ve yapisi agisindan T. gondii’ye ¢ok benzese de
toksoplazmosis baslica insan, koyun ve kegilerin bir hastaligiyken, neosporosis esas olarak
sigir ve kopeklerin bir hastaligidir. Koksidiyen bir parazit olan N. caninum genis bir yasam
dongusune sahip olup, son konak kopek (Canis familiaris), ¢akal (Canis latrans), gri kurt
(Canis lupus) ve dingo (Canis lupus dingo) gibi kopekgillerde seksuel reme dodnglsiine
sahiptir. Sigir basta olmak iizere koyun, kegi, manda, deve, geyik ve at gibi ara konaklarda ise
aseksiiel yagam dongiisii goriiliir (Dubey, 2003; Dubey ve digerleri, 2007; Goodswen ve
digerleri, 2013).

Neospora caninum’un yasam dongiistindeki ti¢ enfeksiy6z form olan takizoit, bradizoit
ve ookist formu etkenin tasinmasinda temel rol oynamaktadir (Dubey, 2003). Kdpeklerin
doku kistlerini almasiyla T. gondii’ye benzer seksiiel ve aseksiiel bir dongiliyle ookist
tirettigine inanilmaktadir. Kopek digkisi ile dis ortama birakilan sporlanmamis ookistler dis
ortamda sporlanarak ara konak sigir, koyun, ke¢i, at veya kopek tarafindan bulasik yem ve
sularla alinirlar. Bagirsakta serbest kalan sporozoitler bagirsak epitel hicrelerine girerek ara
konakgida takizoitlere dontsiirler. Takizoitler konake1 hiicreler arasinda hareket ederek veya
kan yolu ile hiicre dis1 olarak yayilmaya devam ederler. Doku hasarina neden olan,
enfeksiyonu ara konakta yayan ve transplasental yolla fetiise bulastiran asama olan takizoit
asamasi hizla boliinen asamadir. Ara konak¢ida hiicre i¢inde bulunan takizoitler, latent asama
olan bradizoitlere dontiserek 6zellikle merkezi sinir siteminde doku kistleri olusturur. Enfekte
konaga ait plasenta, abort olmus fetls veya uterus atiklari ile diger i¢ organlarinda bulunan
doku Kkistlerinin kopekler tarafindan alinmasiyla biyolojik dongl devam eder (Sekil 1)
(Dubey, 2003; Aydin, 2016; Lindsay ve Dubey, 2020; Salehi ve digerleri, 2021).

Neospora caninum’un bulasmasi horizontal ve vertikal bulasma olmak Uzere iki sekilde
gerceklesmektedir. Horizontal bulagsmada (post-natal aktarim) etkene ait takizoitler ya da
bradizoitleri i¢eren enfekte dokularin son konak tarafindan yenilmesi ya da yine yeme ve igme
yoluyla sporlanmis ookistlerin ara konak tarafindan oral yolla alinmasi sonucu
gerceklesmektedir. Vertikal yolla bulasmada ise N. caninum etkeni gebelik doneminde
enfekte anneden transplasental yolla fetlise tasinmaktadir (Dubey ve digerleri, 1992; Dijkstra
ve digerleri, 2001; Dubey, 2003; Dubey ve digerleri, 2007). Sigirlardaki bilinen butin

parazitler arasinda N. caninum transplasental yolla bulastigi iyi bilinen etkenlerden en



6nemlisidir. Bunun en 6nemli kaniti inekler ve onlarin yavrularinin N. caninum yoninden
seroprevalansinin karsilagtirilmasi ile ortaya konmustur. Plasenta enfeksiyonuna maruz kalan
hayvanlarda anneden fetlise herhangi bir antikor transferi olmadig: bildirilmistir. Bu nedenle
fotal yada prekolostral serumda spesifik antikorun bulunmasi uterusta fetiis tarafindan antikor

sentezinin oldugunu ifade etmektedir (Dubey ve digerleri, 1987).

Son konak kdpek

Kdpek doku
kistlerinl yutar

Bradlzoltler kdpek
@ duodenumunda salimir

Merogony

Ara konaklarin kas

dokusundakl kist Mikrogametier

(Erkek) ‘ %

Diskida atilan
sporlanmams ooklst

Cesltl sicakkanh arakonaklar
Transplacental tarafindan yutulur sporlanmis ooklst
enfekslyon

Guda, suyadatoprakta

Sekil 1. Neospora caninum'un yasam dongiisii (Jane E. Sykes, 2016’dan modifiye edilmistir.)

https://veteriankey.com/neosporosis/, 01.10.2022

Dogada kopekler hastalik etkenini enfekte doku atiklarini yemek suretiyle alir.
Sigirlarda ise gebelik sirasinda fetiise parazit gociiyle gergeklesen vertikal bulagma
kanitlanmis temel bulagma yoludur (Dubey ve digerleri, 1992; Dijkstra ve digerleri, 2001;
Hernandez ve digerleri, 2002; Gharekhani ve Yakhchali, 2020). Transplasental bulasma sekli
olan vertikal bulasma esas bulagma yolu olsa da veneral veya embriyo transferi yoluyla da
bulagsma oldugu belirtilmistir (Aydm, 2016). Ote yandan 2022 yilina kadar yapilan

caligmalarda sigirdan sigira bulagsmanin olmadig belirtilmistir (Limoncu, 2022).


https://veteriankey.com/neosporosis/

2.4. Konak-Parazit Iliskisi ve Patojenite

Heteroksen bir gelisme gosteren N. caninum’un ara konaklar1 sigir, koyun, kegi, at ve
geyik olup kopek, cakal, gri kurt ve dingolar etken i¢in hem ara hem de son konakgidir.
Kopekler enfeksiyondan sonra degisen siireler boyunca ookist ¢ikarabilir ve ¢evre sartlarina
dayanikli ookistlerin uzun siire enfektif olduklar1 belirtilmektedir (Kaltungo ve Musa, 2013;
Aydm, 2016 Lindsay ve Dubey, 2020). insanlarda anti-N. caninum antikorlar tespit edilmis
olsa da zoonoz olarak kabul edilmemektedir (Lobato ve digerleri, 2006; Duarte ve digerleri,
2020).

Enfeksiyonun takizoit formu ruminantlarda kana, ekstravaskiler dokulara, néral
hucrelere (MSS), beyin, kalp, karacigere ve eger ara konakgi gebe ise plasentaya gecebilir.
Plasenta yoluyla fetiise de gecen etken patolojik olarak en fazla hasari1 burada olusturur.
Fetlste takizoitler hizla ¢ogalarak bulundugu hiicreyi patlatarak tahrip etmekte ve bu
donemde ¢ok sayida hiicre yikima ugramaktadir. Bu hiicre tahribatina bagli olarak agir
enfeksiyonlarda abort sekillenmektedir (Kaltungo ve Musa, 2013; Aydin, 2016). Neospora
caninum kaynakli vakalarin %85’inden fazlasinda etken MSS’de lokalize olmakla birlikte
kalp, iskelet kasi, karaciger ve bobrekler gibi diger bazi organlarda daha az oranlarda
etkilenmektedir. Aborte fetlislere ait doku ve organlardaki lezyonlar ise sadece histolojik
muayenede gorulebilir (Reichel, 2000; Toolan, 2003). Genellikle aborte fetuslerin basta beyin
spinalleri olmak Uzere kalpte, bazen karaciger, akciger ve bobreklerinde etken tahribatina
bagl olusan lezyonlara rastlanabilmektedir. Aborte fetiise ait plasenta kotiledonlarinda da
nekrozlar gorulebilir. Fetiiste kalp ve karkas odemli olup ilerlemis olgularda multifokal
nekrotik nonprulent ensefalitis ve miyokarditis goriilmektedir. Beyin damarlarinda hiicre
infiltrasyonu ve nekroz bulunmaktadir. Nekropsi bulgularinda sirt omurlarinda yumusama,

deviyasyon ve daralma gorulebilir (Kaltungo ve Musa, 2013; Aydin, 2016).

Sigirlarda  N. caninum enfeksiyonunun patogenizinde kilit olay persiste bir
enfeksiyonun gebelik sirasinda niiksederek paraziteminin zamanlamast ve siddetini
tetiklemesine baglidir. Gamma-interferon aktif olarak cogalan takizoitlere karsi koruyucu
bagisiklik olusmasimi saglayan onemli bir sitokindir. Neospora caninum enfeksiyonlari
gamma-interferon Uretimi sonucunda olusan yardimci T-hiicre yaniti ile kontrol altinda

tutulabilir. Fakat gebelik esnasinda olusan hormonal degisikler ile bu yanitta da degisiklikler



olabilecegi ve abortun bu immun tepkilerden kaynaklaniyor olabilecegi belirtilmektedir (Innes
ve digerleri, 2001; Quinn ve digerleri, 2002).

2.5. Klinik Belirtiler ve Abortus

Her yastaki gebe ruminantlarin abort olaylarinda akla neosporosis gelir. Ozellikle
sigirlarda gebeligin ortasinda (5-6. ay) olusan abortlar genellikle enfeksiyonun tek belirtisi
olsa da gebeligin lg¢iincli ayindan gebeligin sonuna kadar N. caninum’a bagh abort vakalar
olusabilir. Enfekte fetiisler canliligini kaybederek uterusta rezorbe olabilir, mumifiye olabilir,
otolize olabilir, 6lii dogabilir, klinik belirtilerle ya da klinik belirti gostermeden enfekte bir
sekilde canli dogabilir (Shaapan, 2016; Lindsay ve Dubey, 2020).

Neospora caninum’un hem siit ineklerinde hem de etgi sigirlarda meydana getirdigi tek
Klinik belirtinin abort oldugu belirtilmistir (Dubey, 1999a; Reichel, 2000). Buna ek olarak
enfekte siirlilerde ilk gebeliklerdeki abort riskinin sonraki gebeliklerden daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Dubey ve digerleri, 2007). Sit sigirciligi igletmelerinde meydana gelen
abortlarin tigte biri gebeligin ilk birka¢ ayinda gergeklesir. Seropozitif hayvanlarda gebeligin
ortalarinda antikor titrelerinde artisin olmasi latent enfeksiyonun yeniden aktive oldugunun
kuvvetli gostergesidir (Lindsay ve Dubey, 2020). Seropozitif hayvanlarda neosporosis
kaynakli abort vakalar1 yi1l boyunca gergeklesir. Seropozitif sigirlarin atik yapma olasiligi
seronegatif sigirlara gore daha yiksektir (Anderson ve digerleri, 2000; Dubey, 2003; Agic1 ve
digerleri, 2019). Ancak seropozitif sigirlardan dogan buzagilar konjenital olarak enfekte olsa
da klinik olarak bu buzagilarin yaklasik %95’inin normal oldugu gériilmiistiir (Dubey, 1999a;
Dubey, 2003; Quintanilla ve digerleri, 2000).

Neospora caninum ile iligkili konjenital enfeksiyonlarda abort, 6lii dogum, klinik veya
subklinik enfekte buzagi dogumlar1 gebeligin farkli donemlerinde goriilmektedir (Innes ve
digerleri, 2007). Sigirlarda neosporosis kaynakli erken intrauterin fetis olimleri ve ikinci
trimesterin (3 aylik dénem) ortalarina kadar devam eden abortun sebebinin fotlisin bagisiklik
sisteminin tam olarak gelismemesi oldugu yapilan g¢alismalarda bildirilmistir. (Barr ve
digerleri, 1994; Williams ve digerleri, 2000; Macaldowie ve digerleri, 2004). Sigirlarin
gebelik suresince 150. gline kadar fetlisin bagisiklik sistemleri tam olarak gelismedigi igin
N. caninum enfeksiyonlaria karsi savunmasiz oldugu; gebeligin ortalarinda N. caninum

enfeksiyonuna karsi bagisiklik olusmaya basladigi bildirilmistir. Gebeligin ilk trimester ve



ikinci trimester donemlerinde fo6tusin bagisiklik sisteminin gelismemis ya da yetersiz
olmasina bagli olarak; erken embriyonik &liimlerin gebeligin ilk trimesterinde meydana
geldigi, abort ya da 0lU dogumlarin ise siklikla ikinci trimesterde gozlendigi belirtilmistir
(Dubey ve Schares, 2006). Ugiincii trimesterde fetiisiin etkene kars1 bagisiklik sisteminin daha
da giiclii oldugu belirtilse de; bagisiklik sisteminin gelismedigi erken intrauterin fetiis
6lumleri ve abort, neosporosisin en 6nemli semptomlaridir (Anderson ve digerleri, 2000;
Almeria ve digerleri, 2003; Innes ve digerleri, 2005; Bartley ve digerleri, 2019). Ugiincii
trimester donemi olan gebeligin son doneminde ise fetiisiin bagisiklig1 yeterli oldugundan,
buzagilar konjenital olarak enfekte olsalar bile ineklerin genellikle normal dogum yaptigi
ifade edilmistir (Quintanilla-Gozalo ve digerleri, 2000; Innes ve digerleri, 2001; Maley ve
digerleri, 2003; Dubey ve Schares, 2006; Dubey ve digerleri, 2007; Innes ve digerleri, 2007;
Kul, 2012).

Klinik belirtiler yalnizca iki ayliktan kii¢iik buzagilarda bildirilmis olup, konjenital
enfeksiyonlarda buzagilar zayif ya da prematiire dogabilir. Nadiren goriilen klinik belirtiler
hafif ataksiden tetraplejiye kadar degisen, hidrosefali, ekzoftalmi ve biiylime giigliikleriyle
seyreden sinirsel semptomlardir. Norolojik muayenede gozlerde asimetri, ataksi, azalmis
patellar refleks ve bilingli propriyosepsiyon kaybi goze carpar (Anderson ve digerleri, 1991;
Shaapan, 2016; Lindsay ve Dubey, 2020).

2.6. Hastali@in Tamsi

Hayvancilik isletmelerinde N. caninum etkeninin prevalansinin belirlenmesi ¢esitli
kontrol programinin uygulanmasina ve dolayisiyla ekonomik kayiplarin azaltilmasina
yardimcr olur. Ayrica neosporosis hastaligin latent seyri ve klinik olarak semptom
gostermemesi  hastalifin  teshisine yonelik cesitli laboratuvar tani  ydntemlerinin
gelistirilmesini saglamistir. Neospora caninum enfeksiyonunun tanisinda 1sik ve elektron
mikroskobu ile histopatolojik ve immunopatolojik incelemenin yani sira gesitli serolojik ve
molekiiler testler kullanilabilmektedir (Barber ve digerleri, 1995; Lally ve digerleri, 1996;
Ortega-Mora ve digerleri, 2006; Lindsay ve Dubey, 2020).

Gebe sigirlardaki abort olaylar1 neosporosisi akla getirse de abort yapmis bir inegin kan
serumunun serolojik yontemlerle incelenmesi ve bununla birlikte fetistin histolojik

muayenesi kesin tani igin gereklidir (Gharekhani ve Yakhchali, 2020; Lindsay ve Dubey,

10



2020). Etkeni tasiyan gebe sigirlarda gebelik sirasinda tipik olarak antikor kinetigi
degigsmektedir. Degisen bu antikor tepkilerinin belirli araliklarda degerlendirilmesi olasi
abortlar1 dnlemede bir ara¢ olarak onerilmistir (Quintanilla-Gozalo ve digerleri, 2000). Beyin,
kalp, karaciger, plasenta, viicut sivilar1 ve kan serumu teshiste siklikla kullanilsa da, en ¢ok
etkilenen organ olan beyin dokusundan hazirlanan preparatlar kesin ve kolay tani igin
O6nemlidir (Lindsay ve Dubey, 2020).

Immunohistokimyasal ve ¢esitli boyama ydntemleriyle etkenin 151k mikroskobu ile
teshisinin yaninda, serolojik olarak N. caninum spesifik IgG ve IgM antikorlar1 ELISA, IFAT
ve NAT testleri ile belirlenebilir. Serolojik testler i¢erisinde en duyarli test metodunun ELISA
oldugu bildirilmistir. Hastaligin teshisinde atik fetiislerin beyin dokularindan elde edilen
parazit DNA’sinin saptanmasi amaciyla molekiiler tan1 yontemi olan PZR testi de 1996
yilindan beri siklikla kullanilmaktadir. PZR ile teshisin etkinliginin laboratuvar kosullarina,
fetiisiin otoliz asamasina ve Ornekleme prosediirlerine bagli olarak degistigi belirtilmistir
(Aydin, 2016; Lindsay ve Dubey, 2020; Salehi ve digerleri, 2021). Dokularda N. caninum
etkeni ¢ok az sayida bulunsa bile; parazit DNA’larina ait hedef genlerin (18S rDNA, 28S
rDNA, ITS1 ve Nc5) PZR yodnteminde kolayca tespit edildigi belirtilmistir (Ortega-Mora ve
digerleri, 2006; Salehi ve digerleri, 2021).

2.7. Hastah@in Epidemiyolojisi, Diinya ve Tiirkiye’deki Yayihsi

Neosporosis’de son konak karnivorlarda bulasma enfekte konaga ait plasenta, aborte
fetiis veya uterus atiklar1 ile diger i¢ organlarinda bulunan doku kistlerinin (brodizoitler)
alimiyla ve parazitin ookist formlarinin kontamine gida ve sularla oral yolla alinmasiyla
olusur. Ara konaklarda ise bulagsma sadece parazitin ookist formlari ile kontamine gida ve
sularm oral yolla alinmasiyla olusmaktadir (Almeria ve Lopez-Gatius, 2013; Aydm, 2016
Lindsay ve Dubey, 2020; Salehi ve digerleri, 2021). Neospora caninum’un hem ara ve son
konak cesitliliginin fazla olmast hem de ookist formunun cevre sartlarma direngli olmasi
diinyanin her yerinde genis bir yayilim gostermesini saglamistir. Serolojik arastirmalar birgok
hayvan turinun N. caninum’a maruz kaldigin1 géstermistir (Almeria ve Lopez-Gatius, 2013;
Aydin, 2016). Diinya genelinde yapilan ¢alismalarda O6zellikle sigir abortlarinin 6nemli
etkenleri arasinda olmasi, son yillarda iizerine fazla arastirma yapilan hastaliklardan biri

olmasini saglamistir (Aydin, 2016).
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Kesin konak kopeklerde diinya genelinde yapilan c¢aligmalarda farkli serolojik
yontemler ve farkli cut-off degerleri kullanilmasi nedeniyle hastaligin seroprevalansi
calismalar arasinda biiyiik farklilik goriilmektedir (Dubey ve digerleri, 2007). Neospora
caninum dinyada ruminantlarda da olduk¢a yaygin olup yapilan ¢alismalarda seroprevalans
oranlart son konak kopeklerde oldugu gibi serolojik teste ve cut-off degerine ayni zamanda
hayvanlarin yasina, cinsine, cinsiyetine ve siirli yonetimine bagli olarak degistigi gorilmistiir.
Diinya genelinde ¢esitli iilkelerde yapilan calismalarda koyunlarda seroprevalans degerleri

PR

%0 ile %72 arasinda degisirken kecilerde %0 ile %26,6 arasinda degistigi ve sigirlar tizerinde

yapilan ¢aligmalarda %0 ile %97,2 arasinda degistigi bildirilmistir (Dubey ve digerleri, 2017,
Filho ve digerleri, 2017).

Tiirkiye’de koyunlarda N. caninum seroprevalansi konusunda ilk ¢alisma 2015 yilinda
Kars yoresinde yapilmis ve seropozitiflik oran1 %2,1 bulunmustur. Ote yandan iilkemizde
koyun neosporosisi Uzerine yapilan g¢alisma sayist olduk¢a sinirli olup seroprevalansin
%0 ile %12,4 arasinda oldugu bildirilmistir (Gokge ve digerleri, 2015; Ozkaraca ve digerleri,
2016; Eski ve digerleri, 2018). Tirkiye’de kegilerde ilk ¢alisma 2003 yilinda Sanliurfa
yoresinde yapilmis olup seroprevalans degeri %5 bulunmustur (Sevgili ve digerleri, 2003).
Ulkemizde kegiler iizerinde yapilan arastirmalarin da olduk¢a az oldugu ve bu ¢alismalar
arasinda en yiiksek seropozitiflik oranin Nigde yoresinde yapilan ¢alismada %25,9 oldugu

bildirilmistir (Cayvaz ve Karatepe, 2011).

Neospora caninum’un yayginliginin arastirilmasi amaciyla birgok serolojik test
kullanilmig olsa da sigirlar lizerinde yapilan serolojik ¢alismalarin birgogunda ELISA ve IFA
testlerinin kullanildig1 goriilmistiir. Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinde biiyiikbas hayvanlarda
N. caninum prevalansint belirlemek amaciyla cesitli yontemlerle (c-ELISA, i-ELISA, IFAT)
cok sayida serolojik test yapilmistir (Kul, 2012; Eski ve Utiik, 2018; Erol ve digerleri, 2019;
Demir ve digerleri, 2020; Kose ve digerleri, 2021; Limoncu, 2022). Tirkiye’de sigirlarda ilk
calisma 2001 yilinda I¢ Anadolu Bélgesi’nde retrospektif olarak yapilmis ve %5,10 ile
%32,72 arasinda degisen oranlarda seropozitiflik tespit edilmistir (Biyikoglu ve digerleri,
2001). Bugiine kadar iilkemizin farkli bolgelerindeki diger calismalarda ise sigirlarda
seropozitiflik %2 ile %37,7 arasinda degismistir (Akca ve digerleri, 2005; Kul, 2012; Ocal ve
digerleri, 2014; Eski ve Utiik, 2018; Erol ve digerleri, 2019; Demir ve digerleri, 2020; Kdse
ve digerleri, 2021; Kula ve Gokpinar, 2021). Izmir iline farkli iilkelerden ithal edilerek
getirilen 613 sigirda SRS2 indirekt ELISA yontemi ile 52 pozitiflik (%8,5) bulunurken, ticari
ELISA yéntemi ile 25 6rnekte (%4,1) pozitiflik tespit edilmistir (Limoncu, 2022). Ulkemizde
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2020 yilima kadar sigirlar iizerinde yapilan tiim serolojik c¢aligmalarda N. caninum
protozoonunun ortalama seroprevalansinin %14,7 (1672/11.373) oldugu bildirilmistir (Demir
ve digerleri, 2020).

Turkiye’de sigirlar tizerinde PZR yontemi ile az sayida calisma yapilmistir. Bu
caligmalardan ilki 2014 yilinda y1l boyunca Elazig Veteriner Kontrol Enstitiisiine gonderilen
102 sigira ait aborte fetiislere ait dokularin incelenmesinde 26 (%25,49) fetiiste pozitiflik
bulunmustur (Ozkaraca ve digerleri, 2017). Bir diger ¢alismada Orta Karadeniz Bolgesi’nde
89 sigira ait abort fetiislerin 44’{inde (%49,4) N. caninum DNA’s1 tespit edilmistir (Agict ve
digerleri, 2019). Yine Elazig Veteriner Kontrol Enstitiisii’'ne Dogu ve Giineydogu Anadolu
Bolgelerindeki 13 farkli ilden gonderilen 30 sigir aborte fetlisiine ait organlarin PZR
yontemiyle incelenmesinde 2 (%6,66) fetliste pozitiflik bulunmustur (Irehan ve digerleri,
2022). Son olarak Marmara Bolgesi’ndeki illeri kapsayan bir doktora galismasinda PZR
yontemiyle toplam 84 sigira ait atik fetiisiin 22’sinde (%26,19) N. caninum DNA’s1 tespit
edilmistir (Senel, 2022).

2.8. Tedavi ve Korunma

Giiniimiizde neosporosisin tedavisinde kullanilan etkin bir ilag olmamakla birlikte
sulfonamides, pyrimethamine, sulfadiazine, sulfamethazine, sulfamerazine,
trimethoprim/sulfamethoxazole kombinasyonu ile bazi1 diger anticoccidial ilaglarin
(toltrazuril, ponazuril) in vitro ve bazi in vivo ¢alismalarinda neosporosis sagaltiminda etkili
olabilecegi bildirilmistir. Ayrica sigirlarda koruma amagli moneksinin kullanilabilecegi
Onerilmektedir (VanLeeuwena ve digerleri, 2010; Qian ve digerleri, 2015; Dubey ve digerleri,
2017). Bununla birlikte sigirlarda N. caninum ile iliskili abortlar1 6nlemek amaciyla kullanilan
ve olii takizoit antijenleriyle gelistirilmis tek ticari as1 olan Bovilis Neoguard™® yeterli
koruyuculuk saglayamadigi diisiincesiyle piyasadan kaldirilmistir (Monney ve Hemphill,
2014). Fakat bu asinin vertikal bulasmaya karsi koruma saglamasa da abort sorunu yasayan
stiriilerde abort olusumunu 6nemli 6l¢iide azalttig: bildirilmistir (Monney ve digerleri, 2011;

Weston ve digerleri, 2012).

Neosporosis’in etkin bir tedavisi olmadigr i¢in koruma ve kontrol yontemlerinin
hastaligin 6nlenmesinde daha etkili oldugu bildirilmistir (Silva ve Machado 2016; Lindsay ve

Dubey, 2020). Diinya genelinde bir¢cok calisma yiiksek oranlardaki ookist kontaminasyonu
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olan ortak kullanilan su kaynaklari, otlatma sistemleri, siirii biiyiikliigii, hayvan besleme
aligkanliklar1 ve isletmelerde son konak varliginin ruminantlarda N. caninum enfeksiyonu ile
baglantili potansiyel risk faktorleri oldugunu belirtmistir (Villagra-Blanco ve digerleri, 2019;
Abdeltif ve digerleri, 2022). Hem ara hem de son konak olan képeklerin atik fetiis kalintilarini
yemelerinin engellenmesi ve sigir yem depo alanlari ile otlama alanlarina erigimlerinin
engellenmesi sayesinde biyolojik dongunun kirilmasi saglanir. Biyolojik dongiiniin kirilmasi
ise korunmada oldukca onemlidir. Bununla birlikte 6zellikle hayvancilik isletmelerinde
bulunan kopeklerde diizenli araliklarla paraziter micadelenin yapilmasi onemlidir (Silva ve
Machado 2016; Aydin, 2016). Ayrica etkenin vertikal yolla anneden yavruya gegebilecegi goz
ontlinde tutularak, bir siiriideki tiim hayvanlarin diizenli araliklarla, tercihen dogum sezonunu
sonrasinda anti-N. caninum antikorlar1 yoniinden taranmasi ve seropozitif ineklerin
damizliktan ¢ikarilmasinin, korunmada en gegerli yontemlerden biri oldugu belirtilmistir. Bu
yolla seronegatif annelerden dogan seronegatif buzagilar segilerek isletmelerin devamliligi
N. caninum etkeni tasimayan diivelerle saglanmalidir (Dubey ve digerleri, 2007; Gharekhani
ve Yakhchali, 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Calisma Bolgesi ve Hayvan Materyali

Ege Bolgesi cografi konum olarak Kuzey Yarim Kirede 38° 57’ 58” kuzey ile 28°
43" 14" dogu koordinatlarinda, Tirkiye’nin batisinda yer alan ve denize kiyisi olan bir
bolgedir. Yillik ortalama 584.4 milimetre (mm) yagis alan ve yillik ortalama sicakligin 17-18

°C arasinda degistigi; kiyilarda subtropik i¢ bolgelerde karasal iklim 6zelligi gosteren bir
bolgedir. Ege Bolgesi’nin ortalama yiiksekligi 600 ile 800 metre (m) arasinda degismektedir.

Bu tez ¢alismasinda, Izmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii sorumluluk
alaninda bulunan Aydim, Denizli, izmir, Kiitahya, Manisa, Mugla ve Usak illerindeki
biiylikbas hayvancilik isletmelerinde olusan aborte fetiisler ve kan serumlar1 6rneklemede
kullanilmistir. Serolojik ¢alismada, Ege Bolgesi’nde halk elinde bulunan sigirlardan her ilden
basit rastgele 6rnekleme yontemi ile %95 guiven seviyesi, %10 beklenen prevalans (+/- 5) hata
pay1 baz alinarak 139 adet, toplamda 973 adet biiyiikbas hayvana ait kanlar isletmeler ziyaret
edilerek toplanmigtir. Molekiiler ¢calismada ise Mayis 2021 ve Mayis 2022 tarihleri arasinda
[zmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii’ne gelen abort vakalarindan 88 adet

atik fetiise ait beyin, kalp, karaciger ve bobrek doku 6rnekleri kullanilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. Isletme, kan serumu ve abort vaka sayilarmin illere gore dagilim.

Serolojik Calisma i¢in | Serolojik Calisma Icin Abort Vaka

Ornekleme Yapilan Ornekleme Yapilan Sayilarinin

Sehirler Isletme Sayis1 (n) Hayvan Sayisi (n) Dagilim (n)
Izmir 6 139 6
Manisa 11 139 13
Aydin 6 139 14
Mugla 10 139 9
Denizli 11 139 22
Usak 8 139 18
Kutahya 6 139 6
TOPLAM 58 973 88

3.1.2. Etik Beyan

Bu tez calismasi izmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 16.04.2021 tarih ve E-71705440-770-1262115 sayili onay1
ile gerceklestirilmistir (EK 1).

3.2. Yontem

3.2.1. Neospora caninum’a Karsi Olusan Antikorlarin Tespiti

3.2.1.1. Serumlarin Toplanmasi ve Cikarilmasi

Rastgele 6rnekleme yontemi ile her sigirdan teknigine uygun sekilde vena jugularis’ten
veya kuyruk alt1 veninden yaklasik 5 ml kan, antikoagulanli kan ttplerine (VACUSERA CAT
Serum GEL & Clot Activator, Turkey, Ref: 236308) alinarak soguk zincirde laboratuvara
getirilmistir. Alinan kan Orneklerinin il, ilge, 6rnek sayisi, isletme tipi, hayvanlarin mensei,
cinsiyeti ve yasina ait bilgiler kontrol edilerek kaydedilmistir. Kayit islemlerinden sonra

tipler 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij (Thermo Fisher Scientific, Germany) edilerek
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serumlar ¢ikarilmis ve ayrilan serumlar 1,5 ml’lik eppendorf tuplere (ISOLAB centrifuge
tubes, Germany, Ref: S.078.03.002.500) alimmistir. Yapilacak olan serolojik calismalara

kadar bu serumlar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1.2. indirekt ELISA Yontemi

Neospora caninum ile enfekte hayvanlarda bagisiklik yaniti sonucu olusan 6zgun anti-
N. caninum antikorlarinin tespiti amaciyla ¢ok sayida ticari kit gelistirilmistir (Kilig, 1991;
Silva ve digerleri, 2007; Campero ve digerleri, 2015; Sinnott ve digerleri, 2017; Lindsay ve
Dubey, 2020; Limoncu, 2022). Gelistirilen bu kitlerden hem kolay uygulanmasi hem de
birgok drnegin ayni analizde degerlendirilmesine olanak saglayan indirekt ELISA testi en stk
kullanilan serolojik test yontemlerinden birisidir (Sinnott ve digerleri, 2017). Bu tez

calismasinda da serolojik test yontemi olarak indirekt ELISA yontemi kullanilmistir.

Serolojik ¢alisma igin toplanan serumlar -20 °C'de muhafaza edildikleri derin
dondurucudan ve ELISA testinde kullanilacak ticari kit (ID Screen® Neospora caninum
Indirect, Product No. NCS, Lot: 104) +4 °C de muhafaza edildikleri buzdolabindan c¢alisma
oncesi cikarilarak sicakliklari oda 1sisina (21 °C £ 5) getirilmistir. Caligma ELISA pleytlerinin
1. ve 2. kuyucuklarina pozitif kontrol, 3. ve 4. kuyucuklarina negatif kontrol ve kalan
kuyucuklara ise toplanilan 6rnek serumlar1 eklenecek sekilde planlanmistir. Kit igeriginde
bulunan dilution buffer 2 soliisyonu her kuyucuga 90 pl konularak iizerine 10’ar pl pozitif ve
negatif kontrol soliisyonlar1 ile Ornek serumlar1 ilave edilmistir. Boylelikle kontrol
soliisyonlar1 ve ornekler dilution buffer 2 sollisyonu ile 1:10 oraninda diliie edilmistir. Daha
sonra pleytlerin agz1 kapatilarak sogutmali inkiibatérde (Memmert ICP 55, Germany), 21 °C
de 45 + 4 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuk yaklasik 300 pl
yikama soliisyonu ile kitte belirtilen yikama protokoliine uygun olarak 3’er kez yikanmigstir.
Sonraki asamada her kuyucuga 100 pl konjugat soliisyonu eklenmis ve ikinci inkiibasyon igin
pleytlerin agz1 kapatilarak inkibatorde 21 °C de 30 + 3 dakika inkiibe edilmistir. Ilk
inklibasyon sonrasinda yapilan yikama islemi bu asamada da tekrarlanarak yikama sonrasi her
kuyucuga 100 pl substrate soliisyonu eklenmistir. Hazirlanan pleyt 21 °C de karanlik ortamda
15 + 2 dakika daha inkiibe edilmistir. Son inkiibasyon periyodunun ardindan yikama islemi
yapilmadan her kuyucuga 100 pl stop solusyonu ilave edilerek pleytler spektrofotometrede

degerlendirmek tizere hazir hale getirilmistir. Bu asamalarin ardindan her bir kuyucukta
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bulunan numuneler spektrofotometre (BioTek ELX800 Universal Microplate Reader, USA)
kullanilarak 450 nm’de optik dansiteleri (O.D.) okutularak sonuglar kaydedilmistir.

Testin validasyonu iiretici firmanin protokoliinde belirtilen sekilde yapilmustir. Pozitif
kontrollerin ortalama optik dansite degerleri bulunarak bu degerlerin 0.350 den kii¢iik oldugu
ve yine pozitif kontrollerin ortalama optik dansite degerleri, negatif kontrollerin ortalama

optik dansite degerlerine boliindiigiinde bu degerinde 3 den biiylik oldugu tespit edilmistir.

Her bir numuneden elde edilen optik dansite degerleri asagida gosterilen firetici
firmanin protokoliinde belirtilen sekilde formiilize edilerek serum Orneklerinin % S/P

degerleri saptanmustir.

ODsampIe— ODnc
ODpc— ODnc

SIP %

3.2.2. Neospora caninum’un Molekiiler Yontemler Kullanilarak Tespiti

Sigir aborte fetiislerinde N. caninum etkeninin varligini belirlemek amaciyla molekiiler
tan1 yontemleri hem diinyada hem de iilkemizde siklikla kullanilmaktadir (Ortega-Mora ve
digerleri, 2006; Ozkaraca ve digerleri, 2017; Acict ve digerleri, 2019; Salehi ve digerleri,
2021). Serolojik caligmalar abort yayginhiginin arastirilmast ve olast N. caninum etkeni
hakkinda dogru ve gilivenilir sonuglar verse de etkenin latent seyri ve persiste dogan
buzagilardan dolay1 abort nedenini kesin olarak ifade etmemektedir. Neospora caninum
antikorlar1 tagiyan her hayvanimn atik yapmadigi ya da aksine her atigin N. caninum kaynakli
bir abort olmadigi1 yapilan ¢alismalarda da bildirilmistir (Demeli 2017; Cerqueira-Cézar ve
digerleri, 2017; Tulu ve digerleri, 2018). Bu tez ¢alismasinda da Ege Bolgesi’nde N. caninum
etkenine yonelik kapsamli bir ¢alisma yapilmasi hedeflenmis ve bu dogrultuda serolojik
yontemlerle sirilerdeki pozitifligin tespiti yaninda aborte fotislerde N. caninum etkeninin
DNA’sin1 molekiler yontemlerle arastirilarak etkenin filogenetik c¢alismalarinin yapilmasi
hedeflenmistir. Bu amagla molekiiler ¢caligmanin ilk asamasinda RT-PZR kiti (ID Gene™

Neospora caninum Duplex, Product No. IDNEO-100) kullanilarak pozitiflikler tespit edilmis
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ve sonraki asamada konvansiyonel PZR analizi ile pozitif 6rnekler dogrulanarak filogenetik

calismalar yapilmstir.

3.2.2.1. Doku Orneklerinin Homojenizasyonu ve DNA Ekstraksiyonu

Ulkemizde ve diinyada molekiiler tekniklerle yapilan birgok calismada aborte fetiislere
ait beyin, miyokard, karaciger, akciger, dalak, bobrek, timus, amniyotik sivilar ve fetal
membranlar gibi bircok doku ve organ homojenizasyonda kullanilmistir (Baszler ve digerleri,
1999; Ozkaraca ve digerleri, 2017; Acict ve digerleri, 2019). Bu tez caligmasinda DNA
ekstrasyonu ve PZR yontemi ile N. caninum DNA’sin1 tespit etmek amaciyla her aborte
fetisden nekropsi sirasinda beyin, kalp, karaciger ve bobrek doku ornekleri 50 ml’lik
sizdirmaz kapakli steril flakonlara (ISOLAB centrifuge tubes, Germany, Ref: CTPPD2002)
alimmistir. Daha sonra laboratuvar ortaminda biyogivenlik kabininde (Faster BH-EN 2004
Class I, Italy) steril havanda pens ve makas yardimiyla parcalara ayrilan herbir dokudan
yaklagik 1’er gramlik 6rnekler karistirilarak steril kum (Sea sand, Merck, Germany, CAS-No:
14808-60-7) ile ezilmistir. Tiim doku Orneklerinin harmanlanmasiyla olusan doku karisimi
vasat (Cegrogen biotech Leibovitz's L-15 Medium, w/o L-Glutamine) ile 1/10 oraninda
homojenize edilmistir. Homojenizatlar 15 ml hacimdeki steril santrifij tuplerine (Sarstedt,
Germany, Ref: 62.554.502) aktarildiktan sonra sogutmali santrifiijde (ThermoFisher SL 16R,
Germany) +4 °C ve 3500 rpm’de 15 dakika santrifij edilerek homojenizatlar hazirlanmistir.
Homojenizatlara ilgili kod numaralar1 yazilarak 1,5 ml’lik eppendorflara (ISOLAB centrifuge
tubes, Germany, Ref: S.078.03.002.500) bolinmiis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de

muhafaza edilmistir (Resim 2).
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Resim 2. Aborte fetiislere ait dokularin homojenizasyonu (Orijinal fotograf)

DNA ekstraksiyonu i¢in hazirlanmig homojenizatlar ekstraksiyon islemi i¢in muhafaza
edildikleri dolaplardan c¢ikartilarak oda 1sisinda ¢Oziinmeleri saglanmistir. Coziinen her
homojenizattan 0,2 ml alinarak otomatik ekstraksiyon cihazinda (Roche MagNA Pure LC
System) kullanilan 32 kuyucuklu plaklara porsiyonlamalari yapilmis ve plak cihazin ilgili
boliimiine yerlestirilmistir. Ticari ekstraksiyon kitinin (MagNA Pure LC Total Nucleic Acid
Isolation Kit, Roche, Germany, Product No. 03038505001) igeriginde bulunan tiim
kimyasallar tek seferde otomatik ekstraksiyon cihazinin ilgili bolimlerine eklenerek

ekstraksiyon islemleri yapilmistir.

3.2.2.2. Gercek Zamanh (Real-Time) PZR

Gergek zamanli (Real-Time) PZR testi, ticari PZR kitinin (ID Gene™ Neospora
caninum Duplex, Product No. IDNEO 100) prosediiriine gore yapilmistir. Prosediire gore Kit
iceriginde bulunan reaksiyon karigiminin (Amplification Reaction Mix - ARM-NEOQ) vorteks
(Labnet, USA) ile homejenizasyonu sagladiktan sonra 96 gozli RT-PZR plaklarina (Roche
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, White, Germany, Ref: 04 729 692 001) 8’er pl olacak
sekilde konulmustur. Daha sonra Uzerlerine ekstraksiyon iglemleri yapilmis 5’er pl ornek,

pozitif kontrol ve negatif kontrol eklenerek 13 pl’lik toplam hacim elde edilmistir. RT-PZR

20



testinde pozitif (+) kontrol olarak ticari firmadan temin edilen plazmid N. caninum DNA’lar1
kullanilmigtir. Plaklarin {izeri seffaf bant ile kapatildiktan sonra sogutmali santrifiijde
(Thermo Fisher Scientific, Germany) 1500g’de +4 °C’de 2 dk. santrifiij edilerek sonrasinda
plak PZR cihazinin (Roche LyghtCycler ® 480 Multiwell Plate 96 System) karoseline
yerlestirilmistir. Tablo 3’de belirtilen reaksiyon kosullar1 uygulanarak RT-PZR testi yapilmis

ve sonuglar cihaza bagli bilgisayar ekraninda degerlendirilmistir.

Tablo 3. Real Time-PZR reaksiyonu sicaklik/siire kosullar1 ve dongii sayilar.

Asamalar Standart Program Dongii sayis1

Polimeraz aktivasyonu 95°C 10 dakika 1

95°C 15 saniye
DNA denatiirasyonu ve uzama 40
60°C 60 saniye

Pozitif 6rneklerdeki floresan 1s1ma ve buna bagli logaritmik artis bilgisayar ekraninda
goriintilenmistir (Selil 7a, Sekil 7b). Bilgisayar programinin hesaplamasiyla pozitif

orneklerin Cycle threshold (Ct) degerleri okunarak ve degerlendirilmistir.

3.2.2.3. Konvansiyonel PZR ve Neospora caninum Nc5 Bolgesinin Amplifikasyonu

Bu tez ¢alismasinda RT-PZR testi ile pozitif bulunan 8 adet N. caninum 6rneginin dizi
analizlerinin yapilabilmesi i¢in konvansiyonel PZR testleri yapilmigtir. Neospora caninum’un
molekiiler teshis ve karakterizasyonunda 18S rDNA, 28S rDNA, ITS1 ve Nc5 dahil olmak
tizere bircok hedef gen kullanilmaktadir. Fakat bu genler arasinda T. gondii, Sarcocystiss
cruzi ve Hammondia hammondi gibi protozoonlarin genomunda bulunmayan Nc5 gen
bolgesinin son yillarda tercih edilen ve yaygin olarak kullanilan gen bolgesi oldugu
bildirilmistir (Salehi ve digerleri, 2021). Bu ¢alismada da PZR testinde Miiller ve digerlerinin
(1996) protokoline gore N. caninum Nc5 boélgesinde 330 bp fragman uzunlugundaki bélgeyi
amplifiye eden primer ¢ifti kullanilmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. Konvansiyonel PZR’da kullanilan primer dizilimleri

Gen Bolgesi Primer Dizisi Referans
Neospora F(E-5) CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAAC | Miller ve
caninum Nes - e 573 CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT | diferlert, 1996

Calismada N. caninum primerleri kullanilarak Hotstart PZR kitiyle (Xpert Fast Hotstart

Mastermix 2X, Lot: 7TE50316A) reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Kit igerigindeki tarife gore

toplam hacim 25 pl olacak sekilde bilesenler modifiye edilmis ve uygun optimizasyon

saglanarak PZR reaksiyon bilesimi Tablo 5’de belirtilen sekilde hazirlanmistir.

Tablo 5. PZR Master Mix (Reaksiyon Karigimi) hazirlanigt

Bilesenler Hacim Son Konstrasyon
Xpert Fast Hotstart Mastermix 2X 12,5 ul 1X
Primer F 2ul 0,4 uM
Primer R 2l 0,4 uM
DNA o6rnek 5ul 1-250 ng
H,O (DNA free) 3,5u

Toplam 25 ul

PZR reaksiyonu i¢in sigir aborte fetiise ait dokularda N. caninum’un Nc5 gen bolgesine

kit icerigindeki protokol ile primerlerin baglanma sicakliklar1 optimize edilmis ve

Tablo 6’daki konvansiyonel PZR protokolii uygulanmustir.

Tablo 6. Neospora caninum’un konvansiyonel PZR protokolii (Miiller ve digerleri, 1996)

Asamalar Sicaklik (°C) Sire (dk) Dongii sayisi
Ik Denattirasyon 95°C 10 dakika 1

PZR Amplifikasyonu

Denatiirasyon 95°C 1 dk.

Annealing 58°C 1dk. 35
Uzama 72°C 2 dk.

Son Uzama 72°C 10 dk. 1
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PZR testi sonunda elde edilen amplikonlarin degerlendirilmesi amaciyla agaroz jel
elektroforezi yapilmistir. PZR Urunleri DNA yiikleme boyasi (6x Loading Dye, Thermo
Scientific, USA, R0611) ile muamele edilerek 0,5 pg/ml ethidium bromide (Nalgene Fisher
Scientific, BP-1302-10, USA) iceren %1,5’luk agaroz (Sigma, USA) jele aktarilmistir. Uriin
biiyiikliigiiniin tespit edilebilmesi amaciyla marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (GeneRuler
100 bp DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, Litvanya, SM0241COMPONENTA)
elektroforez cihazinda (Thermo Electron Corporation EC-330 Midicell Primo, USA) ilk tarak
g6ziine konularak elektroforez islemi 85 voltta 90 dakika siirdiiriilmiistiir. Daha sonra agaroz
jel goruntilleme cihazinda (Vilber Lourmat, EEC, France) incelenmistir. Isimanin oldugu
bantlar pozitif olarak kabul edilmistir. Kontrolleri yapilan DNA 6rnekleri sulandirilarak daha

sonra PZR’da kullanmak Uzere - 20 °C’de saklanmustir.

3.2.3. Dizileme ve Filogenetik Analiz

Neospora caninum pozitif érneklerin PZR’larindan elde edilen Grlinlerden ¢ tanesinin
330 bp nikleotid dizilerinin filogenetik analizleri ticari bir firmaya (Microsynt, Balgach,
Switzerland) hizmet alimi yontemiyle yaptirilmistir. Gelen sonuglarin diizeltme ve eslestirme
islemleri DNADynamo programi ile gerceklestirilmistir. Elde edilen konsensus nukleotid
dizileri National Central for Biotechnology Information (NCBI) (Altschul ve digerleri,
1990)’de Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) sisteminde karsilagtirilarak
dogrulanmistir. Tez calismasinda elde edilen pozitif orneklerin filogenetik analizleri icin
izolatlarm N. caninum igin elde edilen 330 bp’lik niikleotid dizileri ve genbanktan alinan
referans dizilerinin ¢oklu dizi hizalamalart MEGA X programi kullanilarak Clustal W metodu
ile gergeklestirilmistir. Her iki segment igin en iyi Protein/DNA modeli belirlenerek diziler
arast niikleotid benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Maximum likelihood yontemi ile 1000
tekrarli onyiikleme sekmesi (Bootstrap: 1000) se¢ilmis ve filogenetik agaclar olusturulmustur.
Filogenetik analizin sonuglarin1 yorumlamak i¢in Sequence Demarcation Tool Version 1.2
(SDTv1.2) programi kullanilmigtir. Program bir grafik baglanti noktasi ile renk kodlu ikili
kimlik matrisi kullanarak veri kiimesindeki diziler arasindaki yakinlifin gorsellestirilmesi

saglanmistir (Muhire ve digerleri, 2014).
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3.2.4. istatiksel Analiz

Pozitif ve negatif sonuglarin iller, cinsiyet, yas gruplari, mensei ve isletme tipi
degiskenleri arasindaki iliski capraz tablolar ile incelenmistir. Gruplar arasinda bu
degiskenlerin sikliklari arasinda fark bulunup bulunmadigi Ki-kare ve/veya Fisher’in kesin
testi ile degerlendirilmistir. Ki kare testi sirasinda cinsiyet degiskeninde gozlerin %25’inde
beklenen degerin S5’ten kiig¢iik oldugu durumlarda Fisher’in kesin testi kullanilmistir.
Sonuglarin istatistik analizleri i¢in énem sinir1 p<0,05 olarak kabul edilmistir. Elde edilen
veriler Excel® (Microsoft®, V.2016, Washington, ABD) programiyla kayit altina alindi ve
sonuglar SPSS® (IBM®, V. 21, Armonk, NY, ABD) programiyla istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Serolojik Analiz Bulgular

Rastgele 6rnekleme yontemi ile Ege Bolgesi’nde her ilden esit sayida (n=139) toplanan
sigir serum Orneklerinden ELISA yontemiyle ¢alismalar yapilmistir (Resim 3). Yapilan analiz
sonuglarinda Izmir’de 26 (%18,70), Manisa’da 18 (%12,94), Aydin’da 32 (%23,02),
Mugla’da 7 (%5,03), Denizli’de 6 (%4,31), Usak’ta 21 (%15,10) ve Kiitahya’da 12 (%8,63)
olmak {izere degerlendirilen 973 sigirdan 122’sinde (%12,66) anti-N. caninum antikorlar
tespit edilmistir. Ornekleme yapilan 58 isletmenin 32’sinde (%55,17) seropozitif sigirlara

rastlanmistir (Tablo 7).

Resim 3. Spektrofotometrede okutulmak {izere hazirlanmig pleyt (Orjinal fotograf)
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Tablo 7. Serum toplanan illere gére ELISA sonug ve oranlari

Mller Toplanan Pozitif Ornek Ornekleme  Pozitif isletme
Ornek Sayisi Sayisi (%) Yapilan isletme Sayisi (%)
Sayisi
izmir 139 26 (18,70) 6 5 (83,33)
Manisa 139 18 (12,94) 11 7 (63,63)
Aydin 139 32 (23,02) 6 3 (50)
Mugla 139 7 (5,03) 10 3 (30)
Denizli 139 6 (4,31) 11 5 (45,45)
Usak 139 21 (15,10) 8 5 (62,5)
Kiitahya 139 12 (8,63) 6 4 (66,66)
Toplam 973 122 (12,66) 58 32 (55,17)

Tiirkiye’de yapilan diger serolojik ¢alismalar ile yaptigimiz serolojik ¢alisma istatiksel
acidan karsilastirildiginda 6rneklem biiyiikliikleri (p=0,50) ve buldugumuz pozitiflik sayilari
(p=0,80) onceki ¢aligmalarla uyumlu bulunmustur. Buldugumuz sonuglarin iller, cinsiyet, yas
gruplar1, mengei ve isletme tipine gore dagilimi ile ylizde pozitiflik degerleri Tablo 8’de
gosterilmistir. Ayrica elde edilen bulgular gorsel olarak degerlendirilebilmesi igin iller,
cinsiyet, yas gruplari, mensei ve isletme tipine gore dagilimlar1 sutun grafiklerinde
gosterilmistir (Sekil 2, Sekil 3, Sekil 4, Sekil 5, Sekil 6).
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Tablo 8. Serolojik calismada elde edilen N. caninum ELISA testi bulgularinin degiskenlere gore pozitif ve negatiflik

durumlari ki kare degerleri ve 6nem dereceleri.

Parametre Negatif % Pozitif % Ki-kare | P degeri

i

Aydin 107 77,0% | 32 23,0%

Denizli 133 957% |6 4,3%

Izmir 113 813% |26 18,7%

Kiitahya 127 91,4% |12 8,6% 37,24 0,001

Manisa 121 87,1% 18 12,9%

Mugla 132 95,0% |7 5,0%

Usak 118 84,9% |21 15,1%

Isletme Tipi

Aile 507 82,4% | 108 17,6%

Entegre 344 96,1% | 14 3,9% 384 0,001

Mensei

ithal 45 90,0% |5 10,0%

Yerli 645 86,0% | 105 14,0% 063 043

Yas (Ay)

0-6 27 87,1% |4 12,9%

7-24 123 84,2% |23 15,8% 0,90 0,64

>24 585 87.2% |86 12,8%

Cinsiyet

Disi 752 87,1% | 111 12,9%

Erkek 27 90,0% |3 10,0% e 048!
* p<0,05

T Fisher’in exact testi kullanilmustir.
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Sekil 2. Neospora caninum antikor ELISA testi sonuglarinin pozitif ve negatiflik yiizdelerinin illere gére dagilimu.

Istatiksel analizlere gore illerden toplanilan sigir serumlarinda N. caninum etkeninin
antikor varlig1 yoniinden cinsiyet, yas aralig1 ve hayvanlarin ithal ya da yerli olmasini igeren
risk faktorlerinde istatiksel agisindan anlamli bir fark tespit edilmemistir (P>0.05) (Sekil 3,
Sekil 4, Sekil 5). Ote yandan &rnekleme yapilan aile tipi isletmelerdeki 615 hayvana ait kan
serumunun 108’1 (%17,6) pozitifken entegre isletmelerdeki 358 hayvana ait kan serumlarinin
14{i (%3,9) pozitif bulunmustur. Isletme tipine gore yapilan istatiksel ¢alismalarda isletme

tiplerinin anti-N. caninum antikorlarinin varligi yoniinden istatistiki agidan 6nemli oldugu
tespit edilmistir (P<0.05) (Sekil 6).

Sonuc
100,0% Sonue 100,0%
W hegati
]

(B Negatif
Pozitif

B Poztif

B80,0% 80,0%

60,0%] 60,0%

Percent
Percent

40,0%] 40,0%

20,0%] 20,0%

Disi

thal Yerli

Cinsiyet Mensei

Sekil 3. Neospora caninum antikorlarinin cinsiyete gére dagilimi Sekil 4. Neospora caninum antikorlarimin meseiye gére dagilimi
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Sekil 5. Neospora caninum antikorlarinin yasa gore dagilimi

4.2. Molekiiler Analiz Bulgulari

100,0%]

Percent

Isletme_Tip

W Negatif
[ Pozitif

Sekil 6. Neospora caninum antikorlarinin igletme tipine gore

dagilimi

Ege Bolgesi illerinden gelen ve RT-PZR yontemiyle incelenen toplamda 88 adet sigir

fetUistine ait organ ve doku karisimlarinin 8’inde (%9,09) N. caninum DNA’s1 tespit edilmistir

(Tablo 8). Sigir aborte fetlis numune sayis1 en diisiik il Izmir (n=6) ve Kitahya (n=6) olurken

en yiksek il Denizli (n=22) olmustur. Sigir aborte fetlse ait doku karisimlarinda RT-PZR
yontemi ile N. caninum DNA’s1 izmir’de %16,66 (1/6), Manisa’da %15,38 (2/13), Aydin’da
%7,14 (1/14), Denizli’de %9,09 (2/22) ve Usak’ta %11,11 (2/18) oranlarinda bulunmustur.
Mugla ilinden gelen 9 aborte fotlse ait doku karisimlari ile Kitahya ilinden gelen 6 aborte

fotlise ait doku karigimlarinda ise pozitiflik tespit edilmemistir (Tablo 9).
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Tablo 9. Sigir abort numunelerin illere gore dagilimi ve pozitiflik oranlari

Mller Toplanan Ornek Sayisi Pozitif Ornek Sayisi (%)
[zmir 6 1 (16,66)

Manisa 13 2 (15,38)

Aydin 14 1(7,14)

Mugla 9 0

Denizli 22 2 (9,09)

Usak 18 2 (11,11)
Kitahya 6 0

Toplam 88 8 (9,09)

Test sonuglart kit iceriginde belirtilen kriterlere gore yorumlanmis ve sonuglarin

giivenilir oldugu degerlendirilmistir. Buna gore, Kit iceriginde bulunan pozitif kontroliin cycle

threshold (Ct) degerine yakin 6rnekler ve pozitif kontrolde olusan karakteristik egriye yakin

ornekler pozitif olarak kabul edilmistir. Buna gore, drneklerin iki gruba ayrilarak yapildigi

PZR testinde bulunan pozitif kontrollerin Ct degerleri 31.21 ve 31.14 olarak belirlenmis olup;

negatif kontrollerde ise herhangi bir deger gozlenmemistir. Pozitif 6rneklere ait RT-PZR ile
elde edilen Ct degerleri 32.80, 34.32, 28.33, 30.36, 31.97, 30.53, 31.02 ve 31.02 olarak

bulunmustur (Sekil 7a, Sekil 7b).

29



Fluorescence (465-510)

Fluorescence (465-510)

-0.078

Amplification Curves

—Al:1

1

—A2Z9 —A317 —A4:25 —ASnk —B1:2 -B210 —B3:16 —B4.26 —BS: pk —C1:3 -C211 —-C3:18

—BZ15 -63:23 ~G4, 31 —H..8 ~—HZ 16 —H3; 24 —H4: 32

=C4: 27 —D1: 4. =D212.—D&20 —D&'28 —E1:5 =E213 —E3 21 —-E4£28 —F1.6 =F214 —F3:22 —F4:30

7.973
7.2791
6.573]
5873
51791
44791
3779
3073
2379
1679
0,973
0.279

-

10 15 20 25 a0 35
Cycles

Sekil 7a. Neospora caninum Real-Time PZR amplifikasyon goriintiisu (1. test)

Amplification Curves

- A1:1

—A29 AT -A425 A5 33 ABE4M — AT 43 - ABnk —B1:2 -—-B210 —-B3:18 —B4: 26 —BS 34

B6: 42 —B7:50 —B8:pk —C1:3 —-C211 —C3:19 —C4:27 —C5:35 —C6: 43 —C7:51 —D1:4 —-D2:12 —D3 20
-D4:28 —D5:36 —D6:44. —D7:52 —E1:5 ~E213 —-E321 —-E4:29 —E5.37 —EB.45 —E7:53 —F1:6 —FZ14
—F3:22 —F430 —F5.38 —~F6:46 —F7.54 —G1:7 —-G215 —-G3:23 —G4 31 —G5:39 - G6:47 —G7.55 —H1: 8
—H2 16 —H3: 24 —H4:32 —H5 40 HE 48 —H7: 56

5.422]
4.922]
4.422]
3.922]
3.422]
2922]
2.422]
1.922]
1.422]
0.922]
0.422{

T T T T T T

15 20 25 30 35
Cycles

o
Ty
Q

Sekil 7b. Neospora caninum Real-Time PZR amplifikasyon gortintiisu (2. test)

40

30



Pozitif drneklerden iki numune gebeligin birinci trimester doneminde (2,5 ve 3 aylik)
sekillenen aborte fetiise aitken, iki numunede gebeligin tiglincii trimester doneminde (7,5 ve
8,5 aylik) olugan aborte fetiise aittir. Pozitif bulunan diger dort numune ise gebeligin ikinci

trimester doneminde (4 - 4 - 4,5 ve 5 aylik) olusan aborte fetiislere aittir (Resim 4).

Resim 4. Neospora caninum pozitif bes aylik aborte fetiis (Orijinal fotograf).

4.2.1. Konvansiyonel PZR ve Agaroz Jel Elektroforez Bulgulari

RT-PZR testi ile N. caninum yoniinden pozitif bulunan 8 sigira ait 6rnege Tablo 4’de
belirtilen primerler ve Tablo 6’de belirtilen protokol kullanilarak konvansiyonel PZR testi
yapilmigtir. Konvansiyonel PZR islemi sonrasi amplikonlarin biiyiikligiini belirlemek icin
% 1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Caligilan 8 6rnegin 3’iinde N. caninum’a ait 330 bp’lik
bantlar gézlenmis olup beklenen biiyiikliikte amplikonlar elde edilmistir (Resim 5).
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Resim 5. Agaroz jelde pozitif 6rneklerde olusan 300 bp uzunlugundaki bantlar (Orijinal fotograf)

4.2.2. Dizileme ve Filogenetik Analiz Bulgular

Bu tez caligmasinda bolgemizde buldugumuz N. caninum’a ait nikleotid dizilerinin
filogenetik grubunun diinyanin farkli cografyalarinda bildirilen sekanslarla yakinligini
aragtirmak amaciyla filogenetik aga¢ c¢alismasi yapilmistir. Ayrica filogenetik agag ile daha
onceki ¢alismalarda ve bu calismada elde edilen N. caninum izolatlar1 ile hayvan tirlerine
gore (tavuk, rat, kopek, geyik, domuz, cakal, tavsan, kurt, serce ve sigir) yakinliklarda
arastirilmigtir (Salehi ve digerleri, 2021; Gharekhani ve digerleri, 2022).

Aborte fetls orneklerden N. caninum pozitif olarak tespit edilen 8 6rnekten 3’iine dizi
analizi gercgeklestirilmistir. Dizi analizi sonucunda 16S RNA geninin Nc5 gen bolgesinin
330 bp’ lik uzunlugundaki bolgesinin dizisi elde edilmis ve niikleotid BLAST ile dizilerin
dogrulamasi yapilmistir (Tablo 10).
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Tablo 10. Filogenetik ¢aligmada kullanilan pozitif 6rneklerden elde edilen izolatlar

IZOLAT iSIMLERI Diziler

GCGGACGTGTCGTTGTTGGGCGCAGCCTGCGGCAGCAAGGCTTTTTTT
TTGTTTGTGGCTATAGTGTGTGAACGGGTGAACCGAGGGAGTTGGTAG
Neospora/BVKE1/TUR/2021 | CGGTGAGAGGTGGGATACGTGGTTTGTGGTTAGTCATTCGTCACGTTG
AAATGAGCCTGCGTCAGGGTGTGGACARTGTGTCAATGATACTTATCC
AGAGTTCAGTGTTCTGTGTTGAGGCAACACCGGCGGCACTGATG

TCGTTGTTGGGCGCAGCCTGCGGCAGCAAGGCTTTTTTTTTGTTTGTGG
CTATAGTGTGTGAACGGGTGAACCGAGGGAGTTGGTAGCGGTGAGAG
GTGGGATACGTGGTTTGTGGTTAGTCATTCGTCACGTTGAAATGAKCC
TGCGTCAGGGTGTGGACAGTGTGTCAATGATACTTATCCAGAGTTCAG
TGTTCTGTGTTGAGGCAACACCGGCGGCACTGATGGCGGGGGAGATTA
TGCATAGGGAGCAAGCGGACGAGGGAAGGGGCA

Neospora/BVKE2/TUR/2021

TCCCAGTGCGTCCAATCCTGTAACGTGTTGCTCTGCTGACGTGTCGTTG
TTGGGCGCAGCCTGCGGCAGCAAGGCTCCTTTTTTGTTTGTGGCTATAG
TGTGTGAACGGGTGAACCGAGGGAGTTGGTAGCGGTGAGAGGTGGGAT
Neospora/BVKE3/TUR/2021 | ACGTGGTTTGTGGTTAGTCATTCGTCACGTTGAAATCAGCCTGCGTCAG
GGTGAGGACAGTGTGTCAATGATACTTACCGAGAGTTCAGTGTTCTGTG
TTGAGGCAACACCGGCGGCGCTGATGACGGGGGAGATTATGCATAGGG
AGCAAGCGGACGAGGGAAGGGGCAGAAGACGTAGGTTGACTGGCGAG

Bu tez ¢alismasinda pozitif drneklerden elde ettigimiz N. caninum protozoonuna ait
nikleotid dizilerine  Neospora/BVKE1/TUR/2021, Neospora/BVKE2/TUR/2021 ve
Neospora/BVKE3/TUR/2021 isimleri verilerek ve GenBank’a yiiklenmistir. Filogenetik
calismada, tez Orneklerinin yanisira daha onceki calismalarda belirtilen ve GenBank’tan
ulagilan toplam 52 dizi filogenetik ¢alismalarda kullanilmistir. En iyi DNA/Protein modeli
olarak T92+G model (Tamura-3) parametresi belirlenmistir (Tamura ve digerleri, 2013).
Maximum-likelihood metodu kullanilarak olusturulan filogenetik agag¢ Sekil 8’ de

sunulmustur.

Calismamizin sonuglarina gore analiz edilen toplam 52 &rnege ait N. caninum izolati ile
olusturulan filogenetik agac temel olarak iki ana dala ayrilmis ve bunlar igerisinde farkl
dallanmalar olusmustur (Sekil 8). Fakat filogenetik agac¢ temel olarak iki ana dala ayrilmis
olsa da buldugumuz filogenetik dizilimlerin cografi olarak spesifik yakinligi olan bir ulke
olmadigi ve diinyanin birgok bdlgesiyle benzerliginin oldugu degerlendirilmistir. Bu
calismada elde edilen Neospora/BVKE1/TUR/2021 ve Neospora/BVKE2/TUR/2021
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izolatlarmin ayni dalda yer aldigi, Neospora/BVKE3/TUR/2021’1n ise diger dalda yer aldigi
g6zlemlenmistir. Daha 6nceki galismalarda ve bu galismada elde edilen N. caninum izolatlar
farkli cografi bolgelere ve tiirlere gore (tavuk, rat, kopek, geyik, domuz, ¢akal, tavsan, kurt,
ser¢e ve sigir) farkli gruplandirma gostermemistir. Filogenetik analize gore dizi homoloji
sonuglar1 Turkiye izolatlar1 ile referans izolat Liverpool 2015 UK (FR823382) nikleotid
benzerliginin %96.26-99.8, birbirleriyle ise %96.29-100 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir
(Tablo 11). SDTv1.2 programi kullanilarak toplam 52 N. caninum izolat1 analiz edilmistir.

Ikili niikleotid benzerligi, %100 ile %93 araliginda degismistir.

Tablo 11. Omekler ve kaynak izolat arasindaki benzerlik oranlar

Nukleotid Dizisi 1 2 3 4
1 Neospora/BVKE1/TUR/2021 100%
2 Neospora/BVKE2/TUR/2021 98.76% | 100%
3 | Neospora/BVKE3/TUR/2021 96.29% | 96.29% | 100%
4 | FR823382_UK_Liverpool_2015 99.38% | 99.38% |96.91% | 100%
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AY911514 USA white-tailed deer 2005
KP715560 Italy Capreolus capreolus 2015
AYE65721 USA Dog 2006
MT340532 China Swine 2021
KXE83873 Costa Rica Coyote 2017
MG973172 Argentina Goat 2018
MHSE868T Greece Lepus europaeus 2019
GU300774 Slovakia Dog 2011
KFE49848 USA Wolf 2014
KY124528 Iran Dog 2017
KY'124523 Iran Dog 2017
KY124530 Iran Cat 2017
MH752687 Iran Cattle 2017
MH410658 Iran Cattle 2017
MH884746 Iran Sheep 2018
[ | KY124531 Iran Cat 2017
MHE20821 Iran Sheep 2018
: FJ464412 South Korea Cattle 2008
KR106183 Iran Sheep 2015
EFS81827 China Cattle 2007

% KR1D8185 Iran Crow 2015

_l KP702736 Iran sparmow 2015

@ Neospora/BVKETUR2021

@ Neospora/BVKE2TURI2021

KPT02735 Iran spamow 2015

HM031966 Poland European bison 2010

KF649844 USA Wolf 2014

FR823382 UK Liverpool 2015

MHB84747 Iran Sheep 2018

KPT702737 Iran spamow 2015

KP715563 Italy Cattle 2015

MHB84749 Iran Sheep 2018
KF§43845 USA Wolf 2014
KFE43847 USA Wolf 2014
KU253799 Australia Dog 2016
EUO73600 Brazil Chicken 2017
MT703304 Iran Cattle 2020
MT703257 Iran Milk bulk tank 2020
————————————— MT709298 Iran Caitle 2020
@ Neospora/BVKE3TUR2021
KR106184 Iran Sheep 2015
MT709290 Iran Dog 2020
| MT708287 Iran Cattle 2020
MT703295 Iran Milk bulk tank 2020
MT709285 Iran Cattle 2020

KR106181 Iran Sheep 2015
] | | MH795879 Iran Cattle 2017
MF770725 Brasil Dog 2018

EF202081 Italy Ratius norvegicus 2007
EF202080 ltaly Ratius norvegicus 2007
72 N KPT715562 Italy Cattle 2015
EF202079 Italy Apodemus 2007

o.010

Sekil 8. Neospora caninum’ un Nc5 gen bolgesine gore filogenetik agact (Maximum-Likelihood, Tamura 3 parametresi,
1000 tekrarli)
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5. TARTISMA

Et, stt ve deri gibi ticari degeri olan iriinlerin {iretimi igin siiriiniin devamliligini
saglayan damizlik buzagilar isletmeler i¢in onemli ekonomik degere sahiptir (Tulu ve
digerleri, 2018). Siit hayvanciliginda gelirleri siit iiretimi ve yeni dogan yavrular olustururken,
besi hayvanciliginda yeni dogan yavrularin gelire katkist daha fazladir. Dogrudan ya da
dolayli olarak tiim bu durumlar ele alindiginda isletmelerin en biiyiik kazang¢larinin saglikli
dogan yavrular oldugu bilinmektedir (Tulu ve digerleri, 2018; Demir ve digerleri, 2019).
Sigirlarda abort, biiylikbag hayvancilik endiistrisindeki ekonomik kayiplarin en 6nemli
nedenlerinden biridir (Juyal ve digerleri, 2011; Barkallah ve digerleri, 2014). Abort nedenleri
arasinda bakteri, virus, protozoon ve mantar gibi ¢esitli infeksiyoz ajanlar basta olmak {izere
toksik ajanlar, 1s1 stresi, genetik, idiyopatik, metabolik veya hormonal anormallikler,
beslenme yetersizlikleri ve travma gibi ¢ok sayida etken yer almaktadir (Barkallah ve
digerleri, 2014; Derdour ve digerleri, 2017).

Neospora caninum sigirlarin en Onemli protozoer abort etkenleri arasinda olup
ulkemizde de oncelikli paraziter abort etkeni olarak sayilmaktadir (Sentiirk ve digerleri,
2020). Biiyiikbas hayvanciligin yogun oldugu Ege Bolgesi’nde isletmelerin en 6nemli
sorununun yavru atiklari ve neonatal buzagi d6limleri oldugu, fakat neosporosis ile ilgili
calismanin yetersiz oldugu bilinmektedir (Y1ldiz ve digerleri, 2009; Kul, 2012; Eski ve Utiik,
2018; Erol ve digerleri, 2019; Kose ve digerleri, 2021; Limoncu, 2022).

Klinik belirtilerle neosporosis tanisinin konulamamasi ve hastaligin latent seyri,
laboratuvar tani yontemlerinin gelistirilmesini saglamistir (Cerqueira-Cézar ve digerleri,
2017; Tulu ve digerleri, 2018; Lindsay ve Dubey, 2020). Immunohistokimyasal ve gesitli
boyama yontemleriyle etkenin 1sik mikroskobunda histopatolojik teshisinin yanisira parazit
DNA’smin saptanmasi amactyla PZR tabanli molekdler teknikler de siklikla kullanilmaktadir
(Lindsay ve Dubey, 2020). Ayn1 zamanda tanida bircok serolojik yontem gelistirilmis ve N.
caninum antikorlar1 ELISA, Sabin-Feldman Dye Test (SFDT), Indirekt Floresan Antikor Test
(IFAT), Kompleman Fiksasyon Testi (CFT), Indirekt Hemaglutinasyon (IHA), Lateks
Aglunitasyon Test (LAT) ve Modifiye Aglunitasyon Test (MAT) gibi yontemlerle tespit
edilmektedir (Kilig, 1991; Silva ve digerleri, 2007; Campero ve digerleri, 2015; Lindsay ve
Dubey, 2020; Limoncu, 2022).
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Bu tez ¢alismasinda sigirlarda N. caninum antikorlarini tespit etmek icin serolojik testler
icerisinde en duyarli yontem olarak bilinen ELISA testi ile atik fetiislerde etkenin varligini
arastirmak i¢in molekiiler yontem olan PZR kullanilmistir. Bu tez caligmasinda Ege
Bolgesi’nin yedi ilinden toplamda 58 isletmeden 973 sigira ait kan serumunun 122’sinde
(%12,66) ELISA testi ile anti-N. caninum antikorlar1 tespit edilmistir. Yine yedi ilden
enstitimuze gonderilen toplam 88 sigir atik fetiise ait beyin, kalp, karaciger, akciger, dalak ve
bobrek dokularindan olusan doku havuzundan elde edilen DNA’larin 8’inde (%9,09) RT-PZR
yontemi ile N.caninum DNA’s: tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler Ege Bolgesi’nde
sigirlarda aborta sebep olan etkenler arasinda N. caninum’un 6nemli oldugunu ve neosporosis
enfeksiyonunun Ege Bolgesi’'nde sigirlarda muhtemel abort nedenleri arasinda oldugunu
gostermistir. Bu tez ¢alismasinda RT-PZR ile pozitif bulunan N. caninum érneklerinin dizilim
analizlerinin yapilabilmesi i¢in geleneksel PZR analizleri yapilmistir. Dizilim analizi
islemlerine tabii tutulan pozitif orneklerin filogenetik agaclart olusturulmustur. Filogenetik
agac¢ ¢izimi ile bu ¢alismada buldugumuz izolatlarin birbirlerine olan uzakliklar1 (akrabalik
diizeyleri) incelenmis ve tiir teshisleri desteklenmistir. Nc5 gen bolgesiyle yapilan bu
calismada buldugumuz izolatlar dahil olmak {izere, calismada kullanilan toplam 52 izolat
arasinda benzerligin giicli oldugu gorilmistir. Molekiiler ¢alismalar N. caninum
protozoonunun mutasyona ugramadan diinya genelinde farkli cografyalarda ve farkli hayvan

tiirlerinde benzer oldugunu gostermistir.

Dinyada birgok alanda ve birgok ajanin tespitinde kullanilan PZR tabanli molekiiler
teknikler parazitoloji alaninda da siklikla kullanilmaktadir (Pereira ve digerleri, 2014; Lindsay
ve Dubey, 2020). Bu molekdler teknikler yuksek duyarlilik ve 6zgiinliige sahip diagnostik
yontemlerin gelismesini saglayarak hassas ve az miktarlardaki bir¢cok organizmanin
identifikasyonunda kullanighi olmustur (Salehi ve digerleri, 2021). Son yillarda yiiksek
Ozgiinliige sahip bir yontem olarak floresan tabanli RT-PZR teknolojisi spesifik patojenlerin
kalitatif olarak belirlenmesinin yaninda kantitatif olarak da 6l¢imine imkan saglamasindan
dolayr siklikla kullanilmaktadir. Sigirlarin aborte fetislerinde de N. caninum etkeninin
varhigimi belirlemek amaciyla molekiiler tan1 yontemleri hem dinyada hem de ulkemizde
siklikla kullanilmaktadir (Ortega-Mora ve digerleri, 2006; Ozkaraca ve digerleri, 2017; Agici
ve digerleri, 2019; Salehi ve digerleri, 2021; Irehan ve digerleri, 2022; Senel, 2022).
Molekiiler tan1 yontemleriyle neosporosisin teshisinde primer organ beyin basta olmak {izere
kalp, plasenta, karaciger, akciger ve bdbrek gibi organlar da siklikla kullanilmaktadir

(Lindsay ve Dubey, 2020).
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Turkiye’de PZR yontemi ile yapilan benzer galismalarda; 2014 yilinda yil boyunca
Elazig Veteriner Kontrol Enstitiisiine gonderilen 102 sigira ait aborte fetiislerin beyin, kalp,
karaciger, akciger, bobrek, dalak ve timus organlarin1 homojenizasyonu ile yapilan ¢alismada
26 aborte fetiiste (%25,49) PZR testi sonucu pozitif bulunmustur (Ozkaraca ve digerleri,
2017). Bulunan pozitiflik oraninin bizim ¢alismamizda tespit ettigimiz oranlardan yiiksek
olmasi calisilan abort materyallerinin 4-7 ay arasi fetiislerden secilmis olmasindan yani
orneklemenin olas1 pozitif materyaller lzerinde yogunlasilmis olmasindan kaynaklanmis
olabilir. Neosporosisin gebeligin ikinci trimester doneminde, gebeligin ilk ve son dénemlerine
gore ¢cok daha fazla abort olusturdugu bilinmekte olup yapilan bir ¢alismada gebeligin 4. ve 5.
aymda bu oranin diger aylardan ¢ok daha fazla oldugu belirtilmistir (Serrano-Martinez ve
digerleri, 2019). Nitekim bizim c¢alismamizda da gebeligin ikinci trimester doneminde
buldugumuz pozitif fetiis sayisi (n=4) birinci ve ikinci trimester déneminde buldugumuz
toplam pozitif fetiis sayismna (n=4) esittir. Irehan ve digerlerinin 2022 yilinda PZR y6ntemi ile
yaptiklar1 ¢alismada, Elazig Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne Tirkiye’nin Dogu ve Giineydogu
Anadolu Bolgelerindeki 13 farkli ilden gonderilen 30 sigir aborte fetiise ait organlarin (beyin,
kalp, karaciger ve akciger) homojenizasyonunun PZR testi sonucunda 2 (%6,66) Ornekte
pozitiflik bulunmustur. irehan ve digerlerinin yaptig1 bu ¢alismada érneklem biiyiikliigiiniin
az olmasi ve rastgele drnekleme yontemi ile tiim abort olgularinda ¢alisma yapilmis olmast,
pozitiflik oraninin diisiik ¢ikmasinda etkili olmustur. Orta Karadeniz Bolgesinde PZR
yontemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada 89 sigira ait abort fetlslerin 44’iinde (%49.,4) N.
caninum DNA’s1 tespit edilmistir (Ag¢ic1 ve digerleri, 2019). Arastirmacilarin buldugu bu
oran, bizim Ege Bolgesi’nde tespit ettigimiz oranlardan ¢ok daha yiksektir. Bunun nedeni
calismanin risk altindaki isletmelerde N. caninum seropozitif ineklerden toplanan fetlsler
Uzerinde yapilmis olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim N. caninum ile
enfekte olan hayvanlarda abort goriilme olasilig1 diger hayvanlara gore 1.7 ile 7.4 kat daha
fazla oldugu belirtilmistir. Abort olay1 goriilmese bile transplasental bulagma ile siiriilerdeki
seropozitiflik artmaktadir (Thurmond ve Hietala, 1997). B Marmara Bolgesi’nde yakin
zamanda yapilan bir doktora ¢alismasinda PZR yontemiyle toplam 84 sigir atik fetlstn
22’sinde (%26,19) N. caninum DNA’s1 tespit edilmistir (Senel, 2022). Calismalar arasindaki
farkliliklarin  ¢ogunlukla ekolojik ve cografik faktorlere bagli olabilecegi belirtilse de
hayvanin 1rki, 6rnekleme dénemleri ve test yontemlerine de bagl oldugu belirtilmistir (Qian
ve digerleri, 2017).

38



Ulkemize komsu Iran’da N. caninum prevalansmin PZR yontemiyle ¢ahisildign ¢ok
sayida arastirma oldugu goriilmektedir (Razmi ve digerleri, 2006; Sadrebazzaz ve digerleri,
2007; Kamali ve digerleri, 2014; Kaveh ve digerleri, 2017; Amouei ve digerleri, 2019; Salehi
ve digerleri, 2021; Gharekhani ve digerleri, 2022). iran’da yapilan bu ¢alismalarda aborte
fetiislerin basta beyin dokular1 olmak tizere, bir¢ok doku ve organlarina ait homojenizatlar
calismada kullanilmis ve %13 ile %45 arasinda degisen pozitiflikler bulunmustur. Brezilya’da
Cabral ve digerlerinin (2009) nested-PZR yontemiyle yaptiklari ¢alismada 105 sigir abort
fetistinin 7’sinde (%6,7) N. caninum DNA’s1 tespit etmislerken, Macedo ve digerleri (2017)
36 sigir abort fetlse ait doku orneklerinin 14’tinde (%38,8) PZR ile pozitiflik bulmuslardir.
Moore ve digerlerinin (2008) Arjantin’de yaptiklar1 ¢alismada histopatolojik olarak
neosporosis ile uyumlu 53 sigir abort fetlisin 17’sinde (%32,08) PZR ile N. caninum
DNA ’sim saptadiklarini bildirmislerdir. Isvigre’deki sigir abortlarinin etiyolojisini arastirmak
icin Reitt ve digerlerinin (2007) retrospektif olarak yaptiklart ¢aligmada 1986-1995 yillart
arasinda 347 adet sigir abort fetlisiin histopatolojik olarak incelemesinde N. caninum ile
uyumlu 223 fetlisiin PZR testi ile 36’sinda (%16,1) N. caninum DNA’sin1 tespit etmislerdir.
Ayrica bu caligmada yazarlar, abort fetlislere ait dokularda N. caninum antijeninin
saptanmasinda IHC'nin duyarliliginin, boyama artefaklarina bagl olarak diisiik olabilecegini
de belirtmislerdir (Reitt ve digerleri, 2007). Serrano-Martinez ve digerlerinin (2019) Peru
Lima bolgesinde yedi isletmede 68 sigir abort fetlisinin 11’inde (%16,17) N. caninum
DNA’s1 tespit etmislerdir. Peru’da yapilan bu g¢alismada arastirmacilar, abort fetuslere ait
dokularda N. caninum etkeninin saptanmasinda PZR ve ELISA yonteminin IHC'nin test
yontemine gore daha duyarli oldugunu belirtmislerdir. Yine yapilan bazi arastirmalarda da N.
caninum antijeninin tespiti i¢in [HC duyarliliginin diisiik olabilecegi vurgulanmistir (Wouda
ve digerleri, 1997; Schares ve digerleri, 1999; Dubey, 1999; Serrano-Martinez ve digerleri,
2019). Bu nedenle son yillarda yapilan ¢aligmalarda daha sik tercih edilen yontemin PZR
yontemi oldugu soylenebilir. Tiirkiye’ye komsu Iran ve Diinya’nin farkli iilkelerinde yapilan
tim bu calismalar, bu tez calismasinda kullanilan 6rnekleme yontemi ve kullanilan PZR
teknigi ile yakinlik gostermektedir. Fakat Diinya’da ve Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda elde
edilen bu sonuglarin degiskenlik gostermesi; ¢aligsmalarin farkli cografik bolgelerde yapilmis
olmasi, sigir wklar1 ve yetistirme sartlari, 6rnek sayist ve Ornekleme zamani, incelenen
dokunun tiirli, miktari, etken yogunlugu, N. caninum ile iliskili risk faktorlerinin varligi (son
konak populasyonu) ve kullanilan testlerin farkli olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir
(Serrano-Martinez ve digerleri, 2019; Gharekhani ve Yakhchali, 2020; Lindsay ve Dubey,

2020). Plasenta, abort olmus fetlis veya uterus atiklari ile sakatat organlarinin kopekler
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tarafindan tiiketilerek postnatal enfeksiyon kaynagi olusturmasi yani biyolojik dongunun
devamliligi, N. caninum yaygmliginin yiiksek bulunmasinda 6nemli bir risk faktorii oldugu
belirtilmistir. (Serrano-Martinez ve digerleri, 2019; Salehi ve digerleri, 2021; Abdeltif ve
digerleri, 2022). Ulkemizde aile tipi hayvancilik isletmelerinde son konak kontrolii tam
manasiyla yapilamamakta ve son konak kopekler isletmenin heryerinde rahatlikla dolasim
saglamaktadir. Yine ililkemizde aile tipi isletmelerde bulunan biiyiikbas hayvanlar, sahipsiz
kopeklerinde siklikla gezdigi meralarda otlatilmakta ve ookist kontaminasyonu kaginilmaz bir
durum haline doniismektedir. Bu tez c¢alismasinda da eclde edilen bulgularda aile tipi
isletmelerin, entegre hayvancilik isletmelerine gore daha ylksek pozitiflik oranlarina sahip

olmasi, diinya genelinde yapilan diger ¢alismalar1 destekler niteliktedir.

Serolojik ¢aligmalar, etkenin latent seyri ve persiste dogan buzagilardan dolay1 abort
nedenini kesin olarak ifade etmese de; N.caninum’a bagli olasi abort yaygmliginin
arastirilmasi ve annenin olasi N. caninum etkeni tasiyor olmasi hakkinda dogru ve giivenilir
sonugclar vermektedir (Cerqueira-Cézar ve digerleri, 2017; Tulu ve digerleri, 2018). Neospora
caninum’un yayginhigimin arastiritlmasi amaciyla bir¢ok serolojik test kullanilsa da sigirlarda
yapilan serolojik c¢alismalarin ¢ogunlugunda ELISA ve IFA testlerinin kullanildigi
bildirilmistir. Tlrkiye’nin ¢esitli bolgelerinde biiylikbas hayvanlarda N. caninum prevalansini
belirlemek amaciyla farkli yontemler (C-ELISA, i-ELISA, IFAT) kullanilarak ¢ok sayida
serolojik tarama yapilmistir (Kul, 2012; Eski ve Utiik, 2018; Erol ve digerleri, 2019; Demir ve
digerleri, 2020; Kose ve digerleri, 2021; Limoncu, 2022). Bu ¢alismalarda; Ege Bolgesi’nde
Yildiz ve digerlerinin (2009) Izmir’in de i¢inde bulundugu ii¢ ilde yaptiklari ¢alismada toplam
557 sigirin 60’1inda (%10,77), Celik ve digerlerinin (2013) Afyonkarahisar’da yaptiklar
calismada 485 sigirin 102’sinde (%21,03), Erol ve digerlerinin (2019) Ege Bolgesi’nde dort
ilin de (Denizli, izmir, Manisa ve Mugla) iginde bulundugu bir ¢alismada 126 sigira ait kan
serumlarmin 35’inde (%27,77), Erol ve Utiik’{in (2020) izmir ilinde atik problemi olan bir siit
sigircihi@r isletmesinde yaptigi calismada 142 sigirdan 52’sinde (%36,6) anti-N. caninum
antikorlar1 tespit edilmistir. Yine izmir ilinde ithal sigirlar iizerinde yapilan bir ¢alismada
aragtirmaya dahil olan 613 sigirda SRS2 indirekt ELISA yontemi ile 52 pozitiflik (%8,5)
bulunurken ayni1 ornekler ticari ELISA kiti ile incelendiginde 25 ornekte (%4,1) pozitiflik
saptanmistir. Ayn1 ¢alismada irk, mensei ve sigirin inek ya da diive olmasi agisindan
istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmemistir (Limoncu, 2022). Ulkemizin diger
bolgelerinde yapilan calismalarda ise; Akdeniz Bolgesi’nde %5,3-25 (Ocal ve digerleri, 2014;
Eski ve Utiik, 2018; Erol ve digerleri, 2019; Kdse ve digerleri, 2021), Marmara Bolgesi’'nde
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%8-33,3 (Oncel ve Biyikoglu 2003; Biyikoglu ve digerleri, 2005; Eski ve digerleri, 2016;
Erol ve digerleri, 2019; Kasap ve digerleri, 2020), I¢ Anadolu Bélgesi'nde %2-37,7
(Biyikoglu ve digerleri, 2001; Vural ve digerleri, 2006; Ica ve digerleri, 2006; Piskin ve Utiik,
2009; Aytekin ve digerleri, 2013; Ocal ve digerleri, 2014; Karatepe ve Karatepe 2016, Yildiz
ve digerleri, 2017; Erol ve digerleri, 2019; Kula ve Gokpinar, 2021), Dogu Anadolu
Bolgesi’nde %2-10,65 (Akga ve digerleri, 2005; Aktas ve digerleri, 2005; Simsek ve digerleri,
2008; Alan ve digerleri, 2011; Mor ve Akca, 2012; Balkaya ve digerleri, 2012, Erol ve
digerleri, 2019), Gliney Dogu Anadolu Bolgesi’nde %7,5-33 (Sevgili ve digerleri, 2005; Erol
ve digerleri, 2019) ve Karadeniz Bolgesi’nde ise %10,77-22,7 (Yildiz ve digerleri; 2009;
Kaya ve digerleri, 2011; Erol ve digerleri, 2019) oranlarinda oldugu goriilmektedir. Ayrica
Karadeniz Bolgesi’nde mandalar iizerinde yapilan bir caligmada 82 mandanin 23’iinde
(%28,04) N. caninum antikorlar1 bulunmustur (Albayrak ve digerleri, 2012). Tiirkiye’de
yapilan tiim bu ¢alismalarin degerlendrildigi, Eski ve Utiik’iin 2018 yilina kadar N. caninum
seroprevalans arastirmalarini kapsayan bir ¢alismada tilkemizde sigirlar iizerinde ortalama
prevalans %13,06 (1023/7830) oldugu belirlenmistir. Demir ve digerlerinin (2020) yaptigi
benzer bir ¢aligmada ise 2020 yilina kadar Tiirkiye’de sigirlar tizerinde yapilan tiim serolojik
calismalar degerlendirilmis ve N. caninum un ortalama seroprevalans1 %14,7 (1672/11.373)
oldugu bildirilmistir. Ulkemizde yapilan tiim bu serolojik calismalar1 degerlendirdigimizde
bizim ELISA teknigi ile buldugumuz %12,66 oran iilkemizin diger bolgelerinde yapilan
serolojik caligmalara yakin oldugu fakat daha 6nce Ege Bolgesi’nde bu biytklikte 6rneklem
sayisi ile kapsamli bir ¢alisma yapilmamis olmasimin bélgedeki N. caninum antikor varliginin

onemli oldugunu ortaya koymustur.

Diinya’nin farkli bolge ve iilkelerinde sigirlarda cesitli serolojik yontemlerle yapilan ¢ok
sayida ¢alisma vardir. Neospora caninum prevalans1 Afrika’da %3,4-36,2 (Ayinmode ve
digerleri, 2017; Abdeltif ve digerleri, 2022), Asya’da %2-70 (Kashiwazaki ve digerleri, 2001,
Kula ve Gokpinar, 2021), Avrupa’da %0,5-65 (Dubey ve digerleri, 2007; Bartova ve digerleri,
2015), Avustralya’da %2,7-53 (Dubey ve digerleri, 2007; Nasir ve digerleri, 2012), Giliney
Amerika’da %6,7-97,2 (Ragozo ve digerleri, 2003; Guedes ve digerleri, 2008) ve Kuzey
Amerika’da ise %5,2-79 (McAllister ve digerleri, 2000; Khaitsa ve digerleri, 2006) oranlari
arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismalarda N. caninum seropozitiflik prevalans1 %0,5
ile %97,2 arasinda degisen genis bir araliga sahiptir. Yine son yillarda, farkli iilkelerde ¢esitli
epidemiyolojik ¢aligmalar yapilmistir ve seroprevalans, siit ve besi sigirlarinin yani sira abort

yapan ve abort yapmayan sigir popiilasyonlarinda da degisiklik gostermistir.
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Tiirkiye’de 2017 yilinda yapilan bir doktora calismasinda sigirlarda abort etkenlerini
arastirtlmis ve baslica viral etkenlerin Bovine Viral Diyare (BVD), Sigirlarin Bulasici
Rinotrakeitisi (IBR) ve Mavi Dil hastaliklar1 oldugu ve bu hastaliklarin 2017 yilina kadar
yapilan ¢alismalarda prevalansinin %14 ile %81 arasinda degistigi bildirilmistir. Yine ayni
doktora calismasinda aborta neden olan baslica bakteriyel etkenlerin Campylobacter fetus,
Brucella spp., Mycobacterium bovis, Leptospira spp., Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Histophilus somni ve Mycoplasma spp. oldugu ve prevalans araliginin %4 ile
%80 arasinda degistigi belirtilmistir (Demeli 2017). Ulkemizde 2020 yilina kadar sigirlar
tizerinde yapilan tim calismalarin sonucunda ortalama N. caninum seroprevalans1 %14,7
(1672/11.373) olarak belirtilmis olsa da 2022 yilina kadar yapilan tiim c¢aligmalarda
prevalansin %2 ile %49,4 arasinda degistigi goriilmiistiir (Akca ve digerleri, 2005; Eski ve
Utiik, 2018; Acici ve digerleri, 2019; Demir ve digerleri, 2020; Kula ve Gékpnar, 2021).
Paraziter, viral ve bakteriyel etkenlerin haricinde bakim, beslenme ve barinma sartlari, stres
(asilama caligmalar1 vb.), iklim ve cografi kosullarinda iilkedeki sigir abortlarina katkisinin
onemli oldugu bilinmektedir. Fakat N. caninum etkenine bagl abortlara 6zellikle
isletmelerdeki son konak kopeklerin varligi basta olmak tizere birgok olumsuz faktérde sebep
olmaktadir. Ozellikle son konak kopeklerin sigirlarla ayni ortamda olmasi, kopekgillerin
digkilariyla yem ve sulart kontamine etmesi enfeksiyonun yayilmasinda etkili oldugu
diigiiniilmektedir (Dubey ve digerleri, 2007; Kaltungo ve Musa, 2013). Sigir yetistirme
sistemlerinin turd ve yonetim stratejileri N. caninum yaygmligini etkileyebilen risk faktorleri
arasindadir. Yapilan ¢aligmalarda entegre ¢iftliklerdeki N. caninum seroprevalansinin kirsal
aile ciftliklerindekine gore daha diisiik oldugu belirtilmistir. Kirsalda aile giftliklerindeki
sigirlarin N. caninum ile enfekte kontrolsiiz kopeklere temasmin, entegre ciftliklerdeki
sigirlara gore daha fazla oldugunu ve bu kopeklerle temas: olan sigirlarinda etkene maruz
kalma riskinin arttigi belirtilmistir (Ocal ve digerleri, 2014; Noori ve digerleri, 2019).
Yaptigimiz bu calismada aile tipi isletmelerdeki pozitiflik ylzdesi entegre ciftliklere goére
yiiksek bulunmus ve istatistiki agidan onemli oldugu goriilmiistir (P<0,05). Bu durumun
baslica sebebinin aile isletmelerindeki kontrolsiiz kopek dolasimin etkili oldugu

diistiniilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda N. caninum’un filogenetik grubunun diinyanin farkl
cografyalarinda bildirilen sekanslarla yakin iliskili oldugu goriilmektedir. Analiz edilen
toplam 52 o6rnege ait N.caninum izolatinin ikili niikleotid benzerliginin, %100 ile %93

PR

araliginda degistigi goriilmistiir (Sekil 5). Daha 6nceki caligmalarda ve bu ¢alismada elde
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edilen N. caninum izolatlar1 farkli cografi bolgelere ve tiirlere gore (tavuk, rat, kopek, geyik,
domuz, cakal, tavsan, kurt, serge ve sigir) farkli gruplandirma gostermemistir (Salehi ve
digerleri, 2021; Gharekhani ve digerleri, 2022). Calismamizin sonuglarina gore analiz edilen
toplam 52 6rnege ait N. caninum izolati ile olusturulan filogenetik agag¢ temel olarak iki ana
dala ayrilmis ve bunlar igerisinde farkli dallanmalar olusmustur (Sekil 4). Fakat filogenetik
agac temel olarak iki ana dala ayrilmis olsa da buldugumuz filogenetik dizilimlerin cografi
olarak spesifik yakinligi olan bir {ilke olmadigi ve diinyanin bir¢ok bolgesiyle benzerliginin
oldugu degerlendirilmistir. Ote yandan tiirler arasinda da benzerligin oldugu yabani hayat ve

kentsel bolgede yasayan evcil hayvanlardaki genetik benzerliklerin oldugu goriilmistiir.

Tiim bu veriler 15181nda Ege Bolgesi’nde sigirlarda aborta sebep olan etkenler arasinda
N. caninum’un 6nemli oldugunu ve neosporosis enfeksiyonunun Ege Bolgesi’nde sigirlarda
muhtemel abort nedenleri arasinda oldugunu gostermektedir. Ote yandan tiim bu veriler
Dinya genelinde gorilen kontrolsiiz hayvan hareketleri ve yaban hayvanlari ile bir bolge ya
da Ulkedeki N.caninum etkeninin digerlerine kolayca taginmasina olanak sagladigi
ihtimallerini giiglii kilmaktadir. Elde edilen bu bilgilere ek olarak Glkemizdeki N. caninum
etkeninin filogenetik dagiliminin kesin olarak belirlenmesine yonelik yeni ¢aligmalara ihtiyag
oldugunu ve yapmis oldugumuz bu ¢alismanin ileride yapilacak arastirmalara da 151k tutacagi
kanaatindeyiz. Ayrica bu bulgulara gore hastalikla ilgili miicadele stratejilerinin belirlenmesi

ve son konaklari da iceren daha kapsamli ¢aligmalar yapilmasi onem arz etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligsmayla Tiirkiye’de ve diinyanin birgok iilkesinde sigir abortlarinin énde gelen
sebeplerinden biri olan N. caninum’un Ege Bolgesi’ndeki yedi ilde sigir abortlari iizerine olan
etkisi kapsamli sekilde ve farkli tan1 yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Bu calismada
yaklasik bir yillik siire igerisinde Izmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii sorumluluk
sahasina giren illerden gelen 88 adet aborte sigir fetiisiin 8’1 (%9,09) RT-PZR teknigi ile
pozitif bulunmustur. Ayrica ELISA teknigi ile 973 sigira ait kan serumlarinin 122’si (12.66%)
anti-N. caninum yoniinden pozitif bulunmustur. Ege Bolgesi illerinde N. caninum ile ilgili
problem yasayan sigircilik isletmelerinin giincel durumu ve N. caninum kaynakli abortlar
hakkinda kapsamli epidemiyolojik veri elde edilmistir. Bu baglamda Ege Bolgesi illerinde
sigir abort vakalarmin muhtemel 6nde gelen nedenleri arasinda N. caninum’un da olabilecegi

ve neosporosis hastaliginin bolgede daha kapsamli arastirilmasi gerekliligi ortaya konmustur.

Bu tez calimasinda yapilan molekiiler analizler ile Ege Bolgesi’nde pozitif olarak tespit
edilen oOrneklerden N. caninum protozoonlarmin molekiiler karakterizasyonu yapilarak
N. caninum un genetik c¢esitliligi ve farkl iilkeler ile genetik yakinlig1 belirlenmistir. Caligma
sonuglarina gore buldugumuz filogenetik dizilimlerin cografi olarak spesifik yakinligi olan bir
ulke olmadigi ve diinyanin birgok bolgesiyle benzerliginin oldugu ortaya konmustur.
Neospora caninum etkeninin antikor varligi yoniinden cinsiyet, yas araligt ve hayvanlarin
ithal ya da yerli olmasimi igeren risk faktorlerinde istatiksel agisindan anlamli bir farkin
olmadig1 fakat ornekleme yapilan isletme tipine gore yapilan ¢aligmalarda isletme tiplerinin
anti-N. caninum antikorlarinin varhigr yoniinden 6nemli oldugu sonucuna varilmigtir. Elde
edilen sonuglar 1s1¢inda N. caninum etkeninin olasi risk faktorlerine gore pozitiflik durumlari
degerlendirildiginde, biiylikbas hayvancilik isletmelerinin son konak kopeklerin serbest
dolasimina izin vermeyen entegre ve planl bir yapida olmasinin hastalifi dnlemede 6nemli
oldugu sonucuna varilmistir. Bununla birlikte 6zellikle aile tipi isletmelere ait kOpeklerin
paraziter miicadelesi diizenli araliklarla yapilmali, kopeklerin atik fetiis kalintilarin1 yemeleri
ve sahipsiz kdpeklerin isletme veya yem depo alanlarina girisleri engellenmelidir. Ote yandan
gebe sigirlarin bagisikhik sistemlerini baskilayacak durumlardan kagmilmali, srtdeki tim
hayvanlar diizenli araliklarla serolojik yonden taranmali ve seropozitif ineklerin damizliktan

cikarilmasi gerekmektedir. Boylelikle isletmelerin devamliligi N. caninum etkeni tasimayan

44



saglikli diivelerle saglanmalidir. Ulkemizde neosporosis ilgili muhtemel abort vakalari ve
buzagi kayiplarinin 6nlenmesi i¢in koruma, kontrol ve miicadele stratejilerinin belirlenmesi ve
son konaklar1 da i¢eren daha kapsamli ¢alismalar yapilmasmin da énemli olacagi kanaatine

varilmstir.
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