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OZET

Neospora caninum sigirlarda konjenital enfeksiyon ve abortlara nedeamdbir
parazittir. Neospora caninum yaygin olarak omurgali soyunu enfekte edebilme
Ozelligine sahip bir protozoondur. Neosporosis hastah sebep olan bu organizma
IIk defa 1988 yilinda bir koggn merkezi sinir sisteminden izole ediktir.
Toxoplasma gondii’ye olan benzerfii nedeniyle uzun yillar yarliolarak tghis
edilmistir. Kocaeli ili ve ¢evresinde ilk kez yapilan balgmada 97 adet inekten
alinan kan orneklerinin serum analizleri yapgim Elde edilen orneklerin serumlari
ayrildiktan sonra — 28C incelemeler icin saklangtir. Serumlardaki seropozitiflik
monoklonal antikorlarla hazirlangnwMRD inc, competetive EISA (CELISA) Kiti
kullanilarak argtinimistir. Yapilan bu testlerin sonucunda Kocaeli bélgdsi 97
Oornekten 5 tanesinin kaninda seropozitiflik tespdilmistir.  Seropozitiflgi
tanimlanan hayvanlarin parazit kigli yasi, aborta sebebiyet vermesi ve cevresel
faktorler gibi etmenler yonindeNeospora caninum ile bailantisi analiz edilnsi
Kocaelinde % 5.05 seroprevalans belirlepmiup pozitift  drneklerin y@
dagihmlarinin 3-5 arasinda ol@gu bulunmutur.



SUMMARY

Neospora caninum causes congenital infections and abortions in cows
many countries. This study is about seroprevalanséospora caninum parasites
and has been conducted for the first time in Kaaaglion. Neospora caninum is a
protozoonwhich can infect a wide variety of cordota animeisl causes neosporosis
disease. For the first time in1988 this organisoated from a dog’s nervous system.
Because of its similarity tolToxoplasma gondii, Neospora caninum has been
misdiagnosed for many years in the past. For #ésan blood samples have been
taken from cows in many areas in Kocaeli regioresehsamples were brought to the
laboratories to split into its serum and kept &2®Berums were obtained by means
of seropozitivity monoclonal anticors by using VEIRnc, cELUSA kit. After
examination of 96 samples, seropozitivity foundsirof them. Cows, which have
seropozitivity in their blooods, have been studredelation withNeospora caninum

in terms of age, environmental factors and causabaortion.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

PCR Polynucleotit Chain Reaction
PAS Periyodik Asid Schiff Boyasi
V. intra venodz (Damar igi)

I.m. intra muscular (kas ici )

RF Romatoit Faktor

ANA Anti-NUklear Antikor

mg miligram

ml mililitre

ul mikrolitre

pm mikrometre

kDa kilodalton

O.D. Optik Dansite

mAb Monoklonal Antibody

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
IFAT Indirect fluorescent antibody test
PBS Phosphate buffered saline

HRP Horseradish peroxidase

CELISA Competetive enzime-linked immunosorbent assay
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1.GIRIS

Bir tarim Ulkesi olan Turkiye’de hayvancilik sekiédnemli bir yere sahiptir.
Ancak gunumizde bu sektérin galiesini engelleyen bir cok faktér mevcuttur. Bu
faktorler arasinda son yillarda ulkemizeashdan tainmis bir ¢ok hastaliklar da
bulunmaktadir. Bunlar arasinda atikla seyreden ahklstr 6nemli bir yer
tutmaktadir. Neosporosis atik belirtileriyle seyerdir enfeksiyon olmakla beraber,
tlkemizde bununla ilgili ¢cok az sayida gtrema bulunmakta ve bu nedenle

hastalgin yayilsi ve olwturdugu etki tam olarak bilinmemektedir.

Neosporosisin §irlarda atga neden oldgu 1987 yilinda belirlenrgiir. Ancak
parazitin A.B.D. de 1957 yilindan beri saklanan wl@kneklerinde de bulungu,
tespit edilemedgdi icin gbzden kach saptannytir. Hastalik stirlarda 3-9 aylarda
yavru atimina neden olmaktadir. Meydana getiohdugu enfeksiyonda yavru atimi
tekrarlanabilir niteliktedir ve ciddi ekonomik premlere yol agcmaktadir. Son
yillarda bir ¢ok ulkede bu parazit Gizerindeki galalar y&gunlasmistir. Ulkelere ve
aragstiricilara gore dgismekle birlikte, atik yapmgisigirlarin genel olarak 1/3’Gnde

neosporosise rastlanmakta, bu oran bazen % 678er kakmaktadir.

Hastalgin bir coksikayete yol agmasi, yakin tlkelerde hagalibulunmasi ve
bazi atiklarin sebebinin belirlenememesi tlkemidelebu hastatin ciddi boyutlarda

olabilecggi konusundguiphe uyandirmaktadir.

Bu calsmada, Kocaeli ili fiirlarindaNeospora caninuian seroprevalansinin

belirlenmesi amagclanstir.



2. KONU ILE ILGILI YAYIN VE CALI SMALAR

Dunyada ilk kez 1984 yilinda Norvec'te sinirsel bkluk ve felg belirtileri
gosteren yeni dgmus kdpeklerde morfolojik olarak oxoplasma gondiye benzer
yapida ancak farkl olan bir protozoona rastlanrfakat tanimlanamastir. 1988
yilinda etken Dubey ve arkagdari tarafindan A.B.D.de izole edilerdkeospora
caninum olarak adlandirningt 1995 wyilinda da Avrupa’da izole
edilmistir7,13,16,18,36).

Amerika da cgtli amaglar igin saklanan kopek dokularinda yapila
retrospektif analizlere gore etkenin 1957 yilindaeri var oldgu fakat tehis
edilemedgi icin gbzden kacp saptannytir (36,).

Turkiye’de neosporosis ¢ok iyi bilinmemektedir. Kige’de konu ile ilgili

calismalar yok denecek kadar azdir(3,9).

2.1.Siniflandirma

Elektron mikroskobik ve PCR cainalari ile etkenin nikleotit dizileri DNA
sikligi  ve ribozomal RNA’lari  incelenmi ve a&agidaki  sekilde
siniflandiriimstir(21,33,38).

Anac : Apicomplexa Levine , 1970
Sinif : Sporozoa Leuckart, 1879
Sinifalti : Coccidia Leuckart, 1879

Takim : Eimeriina Leger, 1911
Aile : Sarcocystidae Poche, 1913
Cins : Neospora

Tar : Neospora spN. caninum



2.2. Morfoloji

N. caninumun ¢ infektif evresi bulunmaktadir.

1. TASIZOIT (Trofozoit, Endozoit) formu
2. BRADIZOIT (Kistizoit ) formu
3. OOKIST formu

2.2.1. Taizoit ( Trofozoit, Endozoit ) formu

Tasizoit form Ozellikle beyin, omurilik plasenta, fetiolmak Uzere bircok
organdan izole edilrgiir. Tasizoitlere 6zellikle makrofajlarda, polimorf cekekli
|0kositlerde, sinir htcrelerinde ve bircok gk hicre tipinde rastlanmaktadir.
Tasizoitler, Giemsa ve Wright boyasiyla boyandiktanraoovoid formda goérularler
ve elektron mikroskopla yapilari incelegitide organel yoniinden oldukca getis
olduklari goérulmigtir. Taizoitlerin tamamen doku olan yapisinda hicre ceperi
mikronem konoid, 8-12 anter ve 4-6 posterior roptmukleus nukleus zari,
endoplazmik retikulum, golgi aygiti ve mitokondtlbnur( 13,14,15,16,17,18,38).

Tasizoitler 4-7 veya 1,5 —um capinda tipik apikompleksaeklinde olup,
hiicre icerisinde parazitofor vakuolde bulunanlabda muzseklinde olup, hiicre
icerisinde serbest olanlar ise yuv@dayakinsekildedir. Serbest olanlar ikili, Gg¢li
veya daha fazla sayidan gdu gruplar halinde spinal sividaki mononukleer bigey
kan damarlari gevresindeki sinir hiicreleri vgedivicut hiicrelerinde bulunurlar. Bir
veya iki cekirdek tairlar. Tek plazmolemma iceren pelikile sahip olgamarafta cift
katll membran kompleksi vardir. Polar halka ve daracikan 22 adet subpelikular
mikrottbul ve konoidin arkasinda iki apikal halkaldmur. Parazitin 6n yariminda 12
roptri, konoid hizasinda ise 6-8 roptri vardir. Mbkem 6n yarimda fazla sayida arka
yarimda ise azdir. Sitoplazmada 2-8 adet ovaleteditron koyu cisimcik yer alir.
Cekirdek ve cekirdekcik parazitin arka yariminalggnistir. Ayrica golgi aygiti,
endoplazmik retikulum, ribozomlar ve 1-2 adet mao#éri bulunur. Mikropor yok
veya varsa inaktiftir.  Parazitofor vakuolde intakuoler tubuller
mevcuttur(36,32,13,14,15,21).



2.2.2. Bradizoit (kistizoit ) formu

xl

Sekil 2.1 N.caninun ve T.gondi tasizoitlerinin elektron mikroskobik goruntuile

Sekil 1. M617 hicrelerinde yatirilen N.caninum NC-5 icindeki parazitofor
vakuolindeki tgizoitlerde c¢aitli organeller ve inkluzyon cisimcikleri gosterikshtedir.
Mikronemlerden bazilari (Mn) pelikulaya @iy olarak uzanmngiroptriler elektron ygun
olarak teksekillidir. Onlardan biri (Rh) boyun kismindan arkayl@ru gelismistir.

Yaklasik olarak 10 ygun graniil (Dg) arkada yegimis ve 3 tanesidaikleusun ondr
yerlesmistir

Sekil 2. Fare peritonal makrofajindaki parazitofakuol (PV) icinde VEG T.gondii
tasizoiti, labirentsekilli roptriler (Rh) ve icersinde bir plastid (Apfceren endodiyogeni
iile cogalmanin erken @@masinda yeni bir (zoite), Golgi kompleksi (Go%,membran
kompleksi (Im*)ve roptriler (Rh*) ana zoit icindeelismektedir. Bazi tayici hicr
mitokondrileri  (*) parazitofor vakuole yakin yeghaislerdir. Kisaltmalar;
Am,amilopektin; Ar 1,2, u¢ halkalar 1 ve 2; Cg, bathGo, Golgi kompleksi; Hc tayici
hlcre sitoplazmasi, Im, pelikulanin i¢ zar kompigks, yag cisimcigi; Mi, Mitokondri;
Mn, mikronem; No, ¢ekirdekcik; Nu, ¢cekirdek; plaalmma; Pr 1,2, kutup halkalari 1
ve ; Sm, pelikula alti mikrottbuller; Tm, tubulokéger membran @.(C.A. Speer)



N.caninumbradizoitlerinin 6lculeri ise 7.3 -1jam dur. Bradizoitlerde, tgzoit
formda bulunan organellere sahiptiteospora caninurbradizoitleri, dger Coccidia
sinif altinda bulunan protozoonlarin bradizoitlden, mikropor icermemesiyle
ayrilir. Parazitin doku kistleri yuvarlak veya owasi yapida olup, periyodik acid
schiff boyasi (PAS), Wrigt Giemsa ve immunoperolsel boyalari ile c¢ok
boyanirlar. Kistler 24.3 -192n bilyukl(gindedir. Mikropordan yoksun 50-200
civarinda bradizoit icermektedilN.caninumkistlerinin duvarlarida 0.74 - 4m
kalinhgindadir ve iki tabakadan alur. Bunlar ince primer yapidaki kist duvari
birinci tabakayi, kalin grantler duvari da ikinabak olan di tabakay! olsturur.
(13,14,15,16,17,38)

Sadece merkezi sinir sisteminde bulunan doku kistlé.4 um kalinhkta bir
duvara sahip olup, septum benzeri yapilarla béliendgriimakta ve kist duvarinda
lipid benzer yapilar gérulmekte, ayrica vesikileapyar bulunmaktadir. Kistler
icerisinde bulunan bradizoitler ise ince yapih3+4.3 veya 0.9-1.um capinda olup,
sinir hicrelerinde  paket halinde bulunur ve PASzififo grandller fazladir.
Tasizoitlerde ise bu grantller daha azdir.(36,32,148p

2.2.3.00kist formu

Bu form kopeklerin dikisiyla dgari atilmaktadir. Onceleri ayri tir sanilan,
kopek orijinli N.caninumile sgir orijinli Neospora sparasinda morfolojik yapl
acisindan bir fark gorilemestir. Kire veya kire benzeri ookistler 11.7+0.43 ile
11.3£0.38 arasindadir. Uzunluk ggiki orani (U/G) 1.04 tur. Ookist duvari diz,
renksiz ve 0.6-0.8 kalirdindadir. Genellikle tek tabakaliysngérinmesine ganen
bazen birden fazla tabakseklinde de olabilir. Ookist duvarinda mikropile
rastlanmamaktadir. Ookist i¢ersinde ookist rezididalunmamaktadir. Sporosistler
arasinda nadir olarak ince parlak grantller gorgime rgmen polar grandller
gorulmemektedir ( 32,22,15,13,23,24).



Sekil 2.2N.caninumve T. gondii bradizoitlerinin elektron mikroskobik gorintisu.
Sekil 3. N.caninum NC-Liverpool. U¢ aaglya dagru yerlemis cekirdek (Nu) ve
mikronemler (Mn) bulunduran cekirgie arkasindaki sitoplazma, 6 n granil(Dg),
kicuk yagun granil(Sg),hticre duvarinin(Cw) i¢c ylzeyinden irgik olusturmus
tubuller(Tu) ve vezikiller(oklar) bradizoitlerinasina sacilngtir. Sekil 4. T.gondiiVEG
soyunun u¢ kisminda cekirdek bulunduran bradizaitkaya d@ru boyun kismindan bir
cikinti ile arkaya bglanms roptrilerden(Rh) biri (Dubey et al dan) Kisaltmal&m.



Sekil 2.3. T.gondii bradizoiti mikroporunun elektron mikroskobik gatisu.
Am. Ami-lopektin, Ec, mikroporun elektron gon uzantisi,Im, i¢ membran
kompleksi;Pl, Plazmalemma; Sm, Pelikula alikrottbtl (C.A. Speer et al.)

Sekil 2.4. N.caninumdoku kistlerinin elektron mikroskop goriintulegiekil 6.
NC-5 N.caninumdoku Kistinin diizensigekilli bir hiicre duvari(Cw) tarafindan
cevrelenmy yaklasik 30 bradizoit(Br) gosterilmektedirSekil 6 daki hicre
duvarinin bir parcasinin yuksek buyutuktiali, grantler tabaka(Gl) icine iyice
yerlesmis elektron yg@un vezikllleri(Ev),hiicre duvarinin i¢ cephesindéhrgi
olusturan kucuk(Tu*) ve ger(Tu) tubulerler (C.A. Speer et al.)



Sekil 2.5.T.gondiinin VEG soyunun doku kistinin elektron mikroskobik
goruntisunde oldukca kalin bir hiicre duvari, bolékia olan bir zoit ve
bircok bradizoit gorilmektedir.(C.A.Speer.)



2.3 HYOLOJi

Neospora caninumr.gondiive sarcocystis turlerine benzemekte, songkoharnivorla
olup enfeksiyonu oliuran N. caninum etkenlerinin karnivorlan sindirim  sisteminc
endodiyogeni ile ggaldigl ve sularla ve gki ile ookistlere benzer kistlerin atilarak daharz
yem ve sularla bu ookist benzeri yap alan giirlarin ara konak gbrevi yapi
belirtiimektedir.(34,31,6,15,35)

Kopeklerde hem oral yolla hem de plasental yobdoilphektedir. Hastala yakalanng
kopeklerde enfeksiyonun 6miir boyu sgidikabul edilmektedir. (34,15)
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Sekil 2.6 Neospora caninuran hayat dongist(J.P.Dubey)



Simdilik sigirlarda bilinen tek bukma yolu plasental bujenadir. Ancak
enfeksiyonun bir suride ilk kez ortaya ¢cikmasirgiaiiye enfekte bir gli katilmasi
yada olasi son konak olan karnivogkdsi ile kontamine otlarin yenmesi sorumiu
olmaktadir. Hayvanlarda yark ve mevsimlere g olarak bulamada bir dgisiklik
bulunmadgl ve etkenlerin @irlarda tekrarlayan abortlara neden olabifgce
saniimakta ancak abortun tekrarlama suresi veyagkhelik boyunca devam eijti
bilinmemektedir.(33,22,6,15,20)

Dubey ve arkaddari N. caninunun plasentayl gecip yavruyu enfekte edip
etmedgini gormek amaciyla yaptiklari ¢cgiinalarda etkeni deri alti ve kas ici yollarla
gebe kopeklere vergier. Bu calgmada 8 ysinda di bir kopeze hicre kilturinde
Uretilmis ve daha sonra 1.500.000 adétaninumtasizoiti i.m ve s.c. olarak doz
ikiye bolunerek verilmi. Bu kope&in dogan yavrularinin dokularindan ve
plasentadarN.caninumtekrar izole edilmitir. Bu yavrularin serumlarinihF.A.T.
testi ile yapilan yoklamalarinda.gondiiyoninden negatif olduklari tespit ediktm.
Dubey ve arkadgari gebe inekler Gizerinde yaptiklari birska calsmada da benzer
sonuclar elde etrglierdir. Ayrica Trees ve arkaglari daN.caninumantikorlarinin

analardan yavrulara gecebilgoe serolojik olarak gosterrglierdir(34,22,15,6,12).

N.caninumkopeklerde oral ve konjenital olarak 2 dnemli gdi bulgabilir.
Oral bulgma bradizoit ve tazoitlerin yenmesiyle olabil@ gibi ookistlerin
alinmasi ile de okabilir. Bagisikhk sistemi baskilanmi kbpeklerin protozoon

enfeksiyona daha kolay yakalandiklar gostegtir(38,22,15,6,24).
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2.4. Yayllsl

2.4.1.Sgirlardaki Yayih si

Neosporiosis Avusturalya, Kanada, Danimarkdanda, Israil, Hollanda,

Japonya, Meksika ve diinyanin bir¢ok tlkesinde goeltedir. Neosporiosisin sebep

oldugu bireysel veya birkag abort vakalari Cizelge2.ydeilmektedir.

Bdlge Referans Fetls sayisi Gebelik suresi| Notlar
Kanada British | Mcintcoch and |1 8 SgIr eti
Columbia Haines (1994)
Prens Edward | Bridfell et al. 1 6 Surulerde
adasi (1994) endemik abort
vakasi
Danimarka Agerholm  an@® 5.7 Endemik abortlu
Barr (1994) surulerdeki
fetusler
Israil Hormelin et all 3 NR Histolojik olarak
(1995) incelenmg 20
Fetls
Japonya Ogino et all5 5.9 7 aylik 4 fetls ve
(1992) bir yasindaki
buza eti
Guney afrika Jardine and Log?2 7 Hasta ikiz fetls
(1993)
Isvec Holmdahl et all 4.5 Surtlerdeki
(1995) Endemik  abort
vakasi
U.S.Alllinois Scchivaprased |1 5 Neospora
et al.(1989) plasentada
goruldi.1982'de
Ki
sigir abortu
Maryland Dubey et all 8 Sigir  baldirindg
(1990f) kitle halinde
miyokarditis

Cizelge 2.1 . Ulkelere gore abort vakalari (J.Po&0)

Yeni Zelanda’'da bir ciftlikte 158 girin % 33 lGinde aborta rastlannwe daha

sonra ilk 5 ay icindeNeospora caninunantikorlari yéntinden yapilan kontrollerde

prevalans %50 olarak belirlengtir(15).
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Kaliforniya’ da 1985-1990 yillari arasinda 22l1oebolayinin neosporiosise
bagl oldug ve abort yapmisgirlarda enfeksiyonun % 19-45 arasinda&igtegi
kaydedilmitir(36).

Irlanda da atik 335 @r fetusundan alinan beyinlerin 21'i histopatolojik
kesitlerde irinsiz encephalitis gostendhalde sadece 14’'Unde immiinohistokimyasal
olarak etken saptangtir. Ayrica 324’G atik yapmgive 265’i normal olmak Uzere
489 sgirda yapilan serolojik incelemede abort yapanldfii (% 12.6), salamlarin
ise 5’1 (%3) pozitif bulunmgtur(36).

Ingiltere de beslenme ve ygiime kosullarinin ¢ok iyi oldgu, dollenmenin
suni tohumlamayla yapilgi ve atga neden olacak blka bir etkene rastlanmayan 34
fetustan, 7’sinin beyninden histolojik kesit alismve bunlarin ikisinde de
immunohistokimyasal boyama ilBl.caninuna rastlanmgtir. Ayrica incelenen 8
fetisten analarinin tamamindBAT ile yapilan serolojik kontrolde yiiksek titrede
N.caninum antikoru saptanmgir . Ingilterede yapilan der calsmalarda ise
enfeksiyon orani % 4.2-21 olarak kaydeditin(36).

Costa Rica da 1987-1993 vyillari arasinda tropikgnyar ormanlari
ekosisteminde bulunan sit besgilyapilan 23 ciftlikte retrospektif bir cgmada %
7-8 oraninda abort vakasi bulurgtwr ( 6741 stirdan 515’inde abort tespit
edilmistir.) (30).

Seyreltik 1:800iFAT kullanilarak yapilan bir seroepidemiyolojik gahada
Arjantinde 6nceden abort vakasina rastlansit besicilgi yapilan 6 farkl ciftlikte

sigirlarda % 56.9 seroprevalans bulundu(8).

Ekim 1997 delspanyanin Asturias boélgesinde 43 sutsingftliklerindeki 889
sigir arasindaN.caninumenfeksiyonunun seroprevalansi % 29.6 ve gercekafaes
% 30.6 olarak bulundu ( % 27.6- % 33.6) (25).

1998'de Kuzey Albertada 174 suriden 1806 kan@roplanip incelendinde
bu 6rneklerin 162’si (% 9.0).caninumantikorlari bakimindan pozitif bulunrgtur.
1980 li yillarda ayni bolgeden toplanan 260 @mnekirkbesi (%13.5) N.caninum
olarak pozitif ¢cikmgtir (37).
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iskogya da g@rlarda yaygin olarak gorilen ve 6l @onlara sebep olan
N.caninum’un yapilan ¢aimada abort olmufetuslarin % 15.9'unda bu parazitin

antikorlari bulunmstur (7).

2.4.2. Kopeklerdeki yayilsi :

N.caninum enfeksiyonunun kopeklerdeki yayiliile ilgili elde edilebilir
bilgiler sinirhdir. Kansas, USA;liverpool,UK; KugeMymms, UK; ve Uppsala,
Isvecde Veteriner Kliniklerinde yawinin % 0.25 ile 16.6 arasinda ofglu
saptanmytir. IFAT kullanilarak Kansastaki 229 kopektersinde 1:400 (2 kdpek)
1:200 (iki kopek) ve 1:100 (bir kdpek) oraninda ilorta rastlannytir. Ayni
kopeklerde T.gondii antikor yayilgt %25 ve N.caninum antikoru olan olan 5
kopekten 3’UndeT.gondii antikoru da bulunmyur. Liverpoolda 163 kopek
Uzerinde yapilan agarmada 1:50 oraninda 50, 1:200 oraninda 8, 1:8@0inda 9,
1:3200 oraninda ise 4 tanesinde antikor bulwtanuBoylece 1:50 lik olanlarin %17
ve 1:200 olanlarin %13 pozitif olduklari saptagim{15).

Ingilterede klinik neosporosis gorilmeyen ve rastggacilmg 163 kopekten
alinan serumlardan27’si (%16.8)caninumydninden pozitif bulunurken bir dea
calismada ise 104 kogen 6'sinda (%5.8)N.caninumsaptanny ve bu kdpeklerden

sadece birinde klinik neosporosis goriuktiii(15).

Neosporosis Amerika da @&l kopeklerde %13 olarak saptagdihalde
Kansas ta herhangi bir nedenle hasta olan 229 gkdpg¥2.2 sindeN.caninum
antikorlarina rastlannstir. Enfeksiyonun yayii isvecte %0.5, Danimarka da ise
%15.3 oraninda bulunmitwr.Enfeksiyonun gortlmesinde gyeainsiyet ve irk gibi
faktorlerin etkili olmadgl, ancak klinik belirtilerin bir ygndan kicuklerde daha

belirgin oldwyzu belirtiimektedir(34).
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Neosporosise ger hayvanlarda da rastlanmaktadir. Keci , koyungayik,
kedi, maymun, tilki, rakun, fare ve sicanlarda gisi& Ulkeler Gzerinde yapilan

calismalardaN.caninunmtasizoitlerine rastlanngtir(15,31).

2.5. Klinik semptomlar

2.5.1. Sgirlarda gorulen Klinik Semptomlar

N.caninumkoyun,sgir ve kecilerde aborta neden olmaktadNr. caninumun
ergin sgirlarda spesifik bir klinik semptomu belirlenmegtni. Fakat tekrarlayan
abortlar, zayif ve kondisyonu gik buzailarin d@masi,buzgilarda néromuskdler
bozukluklar dgumu takiben U¢ begin icersinde gorulirse de bazen aretlerin
gorulmesi iki haftaya kadar uzayabilir. Enfekte &uiar disik dogum
agirhgindadirlar ve ayga kalkma guclgt cekerler. Bazen 6n ekstremiteler arkaya
dogru uzatilarak vicut bir dizlem icerisinde tutulmapasilir(Sehpa pozisyonu) .

Fakat ekstremiteler eklemlerden elle bikdilebilir.

Sinirlerin muayenesinde pateller reflekslerin agaldpelvik bdlgenin 6n
kisminda reflekslerin kaybol@u gorulir(15,34).

Enfekte olmy sigirlarda tek klinik belirti aborttur. Herhangi biagtaki sgir 3
ay ile gebelik sonuna kadar abort yapabilir. Buaubirlikte Neosporaiceren
abortlarin ¢gu 5 ile 6 aylik fetUstur. Fetusler uterusta Olepibtoliz olabilir,
dogarken Olebilir, canli ama hasta veya Klinik olaradrmal fakat enfekte olngu
olarak dgabilir. Neosporaiceren abortlar butiin yil boyunca sadece birkggda
veya yaklalk surinin % 30’'unda bulunabilir. AnN-caninum antikor serumlu
sigirlar (seropozitif), seronegatif @rlardan abort yapma ihtimali faha fazladir.
Dogum yapacak N.caninum enfekte olmg sgirlarda norolojik izler,kilo
kaybi,biyiyememe veya hicbir klinik belirti olmaylab No6rolojik calismalarda
siklikla patellar reflekslerin azalmasi gorulurgi8arda ekzofitalmia veya gozlerin

asimetrik olarak bulunmasi gorulebilir(15).
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2.5.2. Koyunlarda gorulen klinik semptomlar

Dubey ve Lindsay yaptiklari bir cainada 8 ysindaki iki disi koyunun
birincisine 1.5, 107 taizoiti (i.v) ikincisine ayni miktar tgizoiti (i.m.) inokule
etmilerdir. Bir hafta sonra koyunlarda hafif bigtah kaybi dyinda hicbir klinik
belirti gorulmemgtir. Fakat her iki koyunda ikiz kuzularini inokuj@smdan sonra
atmslardir. Atik fettslerin otopsilerindeN. caninum lezyonlari gdzlenngtir.
Anderson ve arkadkarida Kaliforniada koyunlarda 468 abort vakaselemilerdir.
Arastiricilar, olaylarin % 3.2 ‘sinin protozoon (Tokdapma,Neospora vb.)

tarafindan meydana getirifgni tespit etmglerdir(15,38).

2.5.3.Kopeklerde Gorulen Klinik Bulgular

Hastalikla ilgili klinik bulgularin en iyi gozlengi hayvan koépeklerdir. Arka
bacaklarda gerginlik, anormal yiriGylUhalsizlik gibi belirtilerle birlikte bazen
hayvan arka ayaklari Uzerinde duramayip 6n ayaidan destek alarak yurQr.
Bunun yani sira ayak refleksleri ve patellar reslek normaldir. Ayrica bave boyun
hareketlerinde duzensizlik ve kaslarda da kuvgkksvardir. Dubey ve arkagdkari
bir kopekte 6zellikle masseter kasinda olmak Ukesdarda atrofi gozlenrtir. Bir
diger kopekte ise dermatidis belirlenmozellikle anidsin ventralinden ghayan

uUlseratif ve fistuler bir deri lezyonu gghnistir(15,34).

Kodpekler her ysta N.caninunha infekte olabilirler. Fakat 5 haftaliktan daha
bliyuk kopek yavrularinda klinik belirtiler, daha daldetli olarak géze carpar.
Ozellikle kopeklerde gittikce artan paraliz, omikrienormalileri, boyun grilari,

disfaji ve sonunda olum gorulir(15,38).

Neospora caninunnfeksiyonlu képeklerde yapilan hematolojik muagiende
leukositosis, lenfopeni ve neutrofillerde sola kaytespit edilmitir. Serobrospinal
sivinin proteinden zengin olgu ve pleositeozisin geligi gorulebilir. Serumda ise
serum alanin transaminaz seviyesinin yukggldilbimin, globulin, alkalenfosfataz,

biluribin, tre ve kreatinin normal sinirlar icendie oldgu belirtilmistir.
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Klinik olarak paraliz gelimis kbpeklerde vicut i1sisinin yiksek ogdudikkati
ceker ve klinik bulgular ogan meningoensefalomyelitisin géstergesidir(15,34).

Deneysel olarak okurulmus N.caninuminfeksiyonlari, kopeklerde uterusta
yavru 6lumlerine ve hastalikli yavrularin @onuna neden olur. Hasta olarakgeno
yavrularin birkagi 6lur,geriye kalanlar ise nornotdrak hayatlarina devam ederler.
Oral yolla bu protozoonla infekte edilen kediler dayi takiben gebe kaldiklarinda
klinik olarak normal bir seyir izlerler. Fakat hakkli kedi yavrulari dg@ururlar.

Ayrica yeni dgan kedi yavrularinda felg gorulebilir(15,38).

2.6. Patoloji

N.caninunea genelde beyinde ve iskelet kaslarinda rastlanmxoplasmosis
infeksiyonlarda gorulen patolojik lezyonlar neoggs infeksiyonlari icin de kabul
gormektedirN. caninuminfeksiyonlarina 6zgu patogenez fétusta, neortiinbmde

birbirinin aynisidir.

Dubey ve arkadgarinin yaptiklart bir ardirmada yavru atmgi keginin
plasentasinda herhangi bir bulguya rastlangami abort edilmi olan fétusda
makroskobik olarak, cerebral sivilarin her iki véitlleri genkletmesi sonucu
cerebellumun normalden kucilmesi ve bunun sonucumetaisferlerin atrofiye
olmasi sonucu okan hydrocephalus, subkutan 6demler ve ggtecutaneous

hemorajiler belirlemylerdir.

Abort olmus yavruda mikroskobik olarak deride mononikleor lelenin
yaygin infiltrasyonu ve bdoObreklerde intersitisyaéphritis gibi ek lezyonlarda

tanimlanmgtir(15,38).

Kdpeklerde N.caninum enfeksiyonuna yakalanmikdpeklerde makroskobik
lezyonlar pek gorilmemekle birlikte arka ayaklaidpkraliz, ataksi ve Ulseratif
dermatitis gibi klinik bulgular neosporozisi gindtrmelidir. Karagier vicut
agirhginin %5-6 kadar buytingive soluk sari renktedir. Hepatositlerde nekrozwar

ve %25’inden fazlasi yikimlangtir.
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Akciger konjesyoneldir. Bazen diffiiz bir pnémani tablggirtlir. Miyokard
da hucre infiltrasyonlari ile birlikte, kalp kasudnelerinin icerisinde tgzoitlere
rastlanabilir.Siddetli nonpurulent ve nekrotik bir meningo ensefaiyelitis, ayrica
vaskulitisle birlikte beyin, beyincik ve medullaisgliste kan damarlarinin etrafinda
tek tek veya yginlar halinde tgizoitlerin gorilmesi hastalik icin tipik histopatpk
bulgu olarak kabul edilebilir. Parazitin staoit formu ile bradizoit formunu
biribirinden ayirmak icin 4-6 mm kali@inda kesilmg kesitlerin PAS ile boyanmasi

gerekir. Taizortlar PAS ile boyanmazken bradizoitler boyanradkt(34).

Sigirlarda ve Koyunlarda, neosporosisle ilgili patddyulgular anadan ziyade
atik fotus neonatal zayif dmus buzailardir. Patolojik bulgular kdpeklerdeki

lezyonlara benzerlik gostermektedir.

Abort olmws fotuslarda, mikrobik lezyonlar ganlukla beyin spinallerde ve
kalpte gorultr. Laboratuvara tani i¢cin materyal d@nlirken ya fotusun tamami ya
da aborte fotusun beyni gonderilmektedir. Bunlaani sira ak@er ve bobreklerde

de lezyonlara rastlanabilir. Kalp geleimis, karkas 6demlidir.

Histopatolojik olarak multifokal nekrotik nonpurue ensefalitis ve
myokorditis gorulebilir. Bu bulgular gir neosporosis igin karakteristik olarak kabul
edilebilir. Nonpurulent ensefalitis ortada nekrotklak ve etrafinda da neuroglia
hiicreleri ile mononikker hicrelerden @lu Lezyonlu bélgelerde geoitlere de
rastlamak mumkundir. Ancak staoitlerin identifikasyonu i¢in immuno -

histokimyasal metodlar kullaniimalidir.

Abort olmu; fotusa ait plasenta kotiledonlarinblacaninumile ilgili nekrozlar

gorulmis yalnmz nekrotik odaklarda protozoenoit kistlersti@namanstir(34).
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2.7. Tani

Neosporiosisin klinik tanisinda kaasilan bircok sorun nedeniyle, klinik
belirtilere bakilarak taniya gitmek hemen hememaksizdir.Neospora caninum
infeksiyonlarinda klinik belirtiler cok dgsik olmakta, bu nedenle genellikle bir¢cok
hastalikla kastirilabilmektedir. Klinik taniya yardimci olabilekekarakteristik
belirtilerin hemen gdérilmemesi nedeniyle birgcokthhg birden dginduirebilecek
genel belirtilerle birlikte neosporosisde sditlmelidir. AncakNeospora caninum
infeksiyonu akla gelgi veya di@unuldigii zaman, abort merkezi sinir sistemi
bozukluklari ve ensefalomiyelitis gibi klinik beiler yaninda kesin taniya yardimci
olabilecek laboratuvar tanim yontemlerinin de upguhasi gerekir(37,38).

Neospora caninuran enfeksiyonu igin 6lim 6ncesi satandardize bir tasti
yoktur. Son vyillarda Dubey ve ark. doku kesitlegekd N.caninunun
identifikasyonundaki Avidin-biotin-peroxidoz comple(ASPC) immunperoksidoz
testini gelstirmislerdir. Bu testle tasanlarda dretilmi N.caninunun antikorlari
kullaniimaktadir. BoyleceN.caninumtasizoitlerini ve bradizoitlerini apicomplexa

subesindeki dier kistlenen parazitler de kolayca ayirmak mimkiamagtadir(38).

Neospora caninumgibi dokularda kistlenenToxoplasma, Hammondia,
Besnotia Cystoisospora, Saococystive Frankolia lar su 06zellikleri ile

N.caninumdan ayrilabilir.

Sarcocystis’insizont ve gametleri iyi sinirlanmiparazitik vakuol icinde

bulunurlar.

Kist duvari kalin yapida olaBesnoitia spise konakg¢i htcrenin nikleusunu
iceri alir ve bu parazitin hentiz kopeklerde bulundtapor edilmenstir.

Kdpeklerin en yaygin kistlenen paraziti olan Cystsipora sp. ise 6zellikle
bagirsak hucrelerinde parazitik vakuol icerisinde ggrl ve sizontlari cevre

dokularda bulunmaz.

Frankelia sp kiicik memelilerin parazitidir ve kistleri saddmeyinde goruldr.

Hammondia heydoriin son kong! ise canidelerdir ve gslnelerinde iki konak
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kullanirlar. FakatH. heydorninin sizont ve gametonlari kopeklerin gesak
epitellerinde geliir ve konakgi hiicrede parazitik vakuol iginde bwlun

Neospora caninuian isik mikroskobik yapisiT.gondiiye benzer. AncalN.
caninumkonak hiicrede parazitik vakuol olmaksizin ser bestk lokalize olmgtur
ve ¢ok sayida rhoptri ga. N.caninumtasizoitleri T.gondiinin spesifik testi olan
(P.A.S.) testine cevap vermeZ.gondii ise konakg¢l hicreden parazitik vakuolle

ayrilir ve birkac tane rhoptrisi vardir(34).

Laboratuar tani yontemleri 3 grup altinda incelelireb

2.7.1.Histopatolojik tekniklerle teshis

2.7.1.14ik mikroskobu ile teshis:

Bu teshiste amag, protozoon etkeninin direkt olarayk 1 mikroskobunda
gorulmesi esasina dayanir. Bunun icin beyin-omausivisi, kemik ilgi ponksiyonu
ve atgli olgularda kan alinarak stirme preparatlari yapPreparatlarda trofozoiti
gormek icin Giemsa ve Wright, doku kistlerini gotnein periodic acid schiff
(P.A.S.) ve Wright-Giemsa boyalari kullanilirgdf muayene materyali biyopsi ise
doku kesitleri hematoksilen-eozin ile boyanir. Aimnmateryal birka¢ ml. hacminde
sivl ise bu sivi santriflj edilerek c¢okeltiden et hazirlanir ve ayni boyama

yontemleriyle boyanir.
2.7.1.2. Elektron Mikroskobunda Tehis:

Elektron mikroskobik olarak yapilan incelemelerdd.caninumtasizoitleri
T.gondiitasizoitlerine benzerler. Fakdeospora caninuntesizoit ve roptri ye sahip
oldugu halde toksoplasma siaoitlerinde bu sayi bir eksiktir. Ayrica roptri de
N.caninunda trofozoitlerin arka nihayetine gleken T. gondii de bunlar c¢ekirdek

onunde lokalize olmglardir.

N.caninunda mikronemler plazmolem’e dik olarak yert&en T.gondiide ise
mikronem duzenli olarak bir yegen gostermgtir. Toksoplazma genleri parazitofor
icine yerlgik halde N.caninum konak hicre sitoplazmasina denk olarak
yerlesmektedir.
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Toksoplazma kistleri ince duvar olup beyin isketatp kasini tercih ettikleri
halde Neospora caninunkistleri Toksoplazma gondikistlerine gére 0.5um daha

kalindir ve merkezi sinir sistemini toksoplazmayanda daha ¢ok tercih eder.
2.7.1.3.Immuno-Patolojik Teshis :

Jardine 3 kopekten elde giti beyin dokusu parcalarinda avidin-biotin
immunohistokimyasal tekpini kullanarak bradizoit ve doku kistlerinin vagini
ortaya koymstur. Yazar bu tekein ayirici tghiste oldukca spesifik olgunu
belirtmektedir.

2.7.2.Serolojik Tehis:

Neospora caninufa 6zgu antikorlari gérmek igin kullanilan serolofiestler
tani icin énemli asil testlerdir. Bu testlerden likle IFAT ve ELISA neosporozis

teshisinde fazlaca kullantlir.(5)

Serolojik testlerde doku kilttrinden hazirlatoaninumtrofozoitleri antijen
olarak gorev yaparlar(19). Lindsay ve ark. Faréizerinde yaptiklari bir ¢gimada
N.caninumile T. gondii arasinda antijenik olarak farkhlik bulunglinu ve bu iki

protozoon arasinda ¢apraz reaksiyonun meydana deginsaptanmytir.
2.7.2.11FAT

Canli hayvanlarda neosporozisshisi IFAT ile IgM'e kari hazirlanan
floresans garetli antiserumla ¢alir. IFAT anti-niiklear antikor (ANA) ve Romatoit

Faktor (RF) iceren serumlarla da yalanci negatistar verir.(5,26)
2.7.2.2. EUSA:

IFAT testine gore daha hassas ve spesifik bir te®fF ve ANA’nin neden

oldugu yalanci pozitiflik bu testte gorilmez.(5,6,26,31)
2.7.2.3. Kultur

Neosporiozis tanisinda kultirle tanimin fazla biatix deseri yoktur. Beyin
omurilik sivisindan elde edilen materyalin vejacaninum kistlerinin in vitro
ekskistasyonu ile elde edilen in vivo olarak denegyvanlarindan $anan
tasizoitlerinin doku kulturlerinde Uretilmesiyle hemshis yapilabilir ve hem de elde

edilecek taizoitlerin sitolojik, sitokimyasal ve antijenik gainalar icin olanak sgar.
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2.8.Tedavi

Bu gune kadaNeospora caninufa kari spesifik bir ilag belirlenemerstir.
Bu protozoer infeksiyonun galtiminda toxoplasmosis infeksiyonlarinda tavsiye

edilen preparatlar kullanilabilir. Bu kullanilamaglar sadece §eoitlere etkilidir.

Lindsay ve Dubey Neospora infeksiyonlarinirgaami konusunda in vitro
olarak yaptiklari bir cgmada; 0,005 mg/ml lasalocid sodium, 0,05 mg/ml meire
sodyum, 0,01 mg/ml prithrexim, 0,05 mg/ml pyrimethae ve 5,0 mg/ml
trimethoprime’in - sgirlarin - monosit hicre kdltirinden kdken alan hidge
N.caninumtasizoitlerinin gelsmesini 6nlemede etkili oldwnu belirtmglerdir. Ayni
calismada 10,0 mg/ml amprolium hydrocloid, 200 mg/mfamletaksazole ile tedavi
edilen kdlturler, kontrollerle kardastirildiginda da kayda der bir farki

gorulmemgtir.

Lindsay ve Dubey vyaptiklari klea bir calymada da deneysel olarak
olusturduklari neosporiosis infeksiyonlarinda sulfathazve amprolium’un etkilerini
immunosupressif  fareler kullanilarak incelglaidir. Sonucta tazoit
inokulasyonundan 7 gun sonra verilen bu iki ilaameosporiosis galtiminda etkili

olmadgini belirtmglerdir(38).

2.9. Koruma ve kontrol

Neospora caninum’un dikey geigii engellemek ve korunmak icin siacalsmalari

yapilms, asilanmayanlara goresgananlar parazite kgirkorunabilmitir.(30)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

Aralik 2001'de Kocaeli'ye ait U¢ merkezin herbirem degisik sayilarda
toplam 98 inek secilerek kan 6rnekleri aligtm Kan érnekleri derhal laboratuvara
getirilip 3000 devirde 15 dakika santrifij ediknue serumlari ayrilngtir. Serumlar
iki 0rnek olarak mikrosantrifyj tiplerine aktarign— 20 C de farkh iki derin
dondurucuda saklangtir. Kan 6rneklerinin toplama sirasinda ineklere ya& 1rk

kaydedilmitir. ineklerin abort yapip yapmaglibelirlenmitir.

3.2.Metot

Bu caljmada vMRDinc cEISA testi kullaniimgtir. cELISA Neospora
caninumun spirlarda ve kecilerdeki serumunda antikor tespitikdéanilir. Ornek
serumdakiN.caninuminhibe eden antikorlara panan (HRP) ile kaphdir. HRP
N.caninumbzel monoklonal antikorlarla bigen N.caninumantijenleriyle kaplanngi
plastik ytzeylerdir. HRP saretli monoklonal antikorlarla birjerek b&lanmasi,
enzim substrat ilavesi ve renk verici Urtn ile tegglilir. Belirgin renk HRP kapli
monoklonal antikorlarla az Knmasi veya hi¢c Banmamasini ve bdoylece
N.caninumantikorlarinin 6rnek serumda olup olm&di anlamamizi sdar. Zayif
renk bulunmasi monoklanal antikorlarinin inhibisgdoggh olarak, 6rnek serumdaki
N.caninumantikorlarinin vargini belirleyen sivi fazla antikorlarinin gandgini

gOsterir.

3.2.1. Kiticindekiler

Antijen kapl kuyucuklar ( 296 ylzey) A

Pozitif kontrol B , 3,6 ml

Negatif kontrol C, 3,6 ml

100x Antikor — peroksidaz gayicisi D , 300 ml sulandiriimali
Sulandirilmg buffer ba&layicisi E , 30 ml

Substrat soliisyon F , 30 ml

Stop solisyon G, 30 ml

10 X Yikama solusyon konsantresi H , 120ml sulahdali

Kit rehberi

© © N o 0o b~ WD PR
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3.2.2.Gerekli Malzemeler

5-1000 ml ayarh pipet
Micropipet, 50 ml
Test tupleri

A\

ELISA mikropipet okuyucusu veya spektrofotometre 620 tek dalga boyu
kapasitel

Deiyonize veya distile su

Kagit haviu

Aliminyum folyo

Dereceli silindir

© O N o O

96 antijen kapli olmayan transfer plate
10.Pipetler 1 ml, 5 ml, 10 ml

11. Ayarl saat

12.Makas

13.Kursun, tikenmez kalem

3.2.3.Saklama

Butiin malzemeler 2-7C (35-45°F) saklanir. Dondurulmaz.

3.2.4.Hazirlama

1. Test yapilacas zaman serum ornekleri ve kullanilacak malzembleroda da
oda sicakiiina gelinceye kadar bekletilir.

2. Yapilacak slemleri fotokopiye yazilir.

3. Seyreltici buffer ile(E) 100 x Antibody-peroksidaz Beyici (D)’'nin bir kismi
1 x A-P-C (D) olacakekilde sulandirilir.

- Serum oOrnekleri direktN.Caninum antijen kaph kuyucuk {zerine kicuk
numaradan blyuk numarayagdo aktarilir.
- Al bg birakilir.

65 ul pozitif kontrol (B) ve negatif kontrol (C) eklemiBu gamada serumlar

sulandiriimaz.

- En az ¢ negatif kontrol 2 pozitif kontrol eklenir.
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3.2.5.Testin Uygulanmasi
3.2.5.1.0rnekleri ve Kontrolleri Doldurma

. Al’i bos birakilir. Ayarli pipet ile 5Qul serum érneklerN.caninumantijen kapli
yuzeylere aktarilir. Aktarma esnasinda bir kuyuaoktdgerine bulama
olmamasi icin dikkat edilir. (21-28&) 1 saat oda sicakglnda bekletilir.

. YIKAMA : 1 saat inkubasyondan sonra, kuyucuklarsddalir. Temiz bir k&t
havlu Uzerine 4 kez sert biekilde vurarak serum ve kontrolleri tamamen
uzaklgmasi sglanir. Hemen her bir kuyuga 1 x yikama solisyonu otomatik
plate yikayici kullanarak doldurulur. Bwlem 2'den fazla gerceld@rilir
(ortalama 3 kez). Son ylkamadan sonra plate’i @@ sert birsekilde kait
havlu Gzerine vurarak yikama soltisyonu artiklanaaklatirilir.

. KONJUGATE EKLEME : Sulandirilngi 50 pl 1 x A-P-C her bir kuyucuya nir
oda sicakiiinda 20 dakika bekletilir.

. YIKAMA : Plate icerikleri 20 dakika sonra kaltilir. (2. Asamadakilerin aynisi)

5. SUBSTRAT SOLUSYON EKLEME : substrat soliisyondan @D her bir
kuyucuya eklenir. Aliminyum folyo ile sarilir 20 klka oda sicakfiinda
bekletilir. Kesinlikle kuyucuklar bgltilmaz.

STOP SOLUSYONU EKLEME : Stop soliisyondan @0eklenir. Kesinlikle
kuyucuklar bealtiimaz.

. OKUMA VE TEST SONUCLARINI SAKLAMA : Stop solisyonda sonra,

plate okuyucuya okutulur.

3.2.5.2. Plate okuyucuya Okutma

. O0.D.’yi 620nm’ye ayarlanir.
. Al okuyucuda bgbirakilir.
. Makine calstirlir.

3.2.5.3. Test Dgerlendirme

0O.D.’nin negatif olmasi iciz 0,300 ve< 2,500 olmall.
Hesaplama : 100 — [ (Ornek O.D. x 100) / (Negatifitcol O.D.)] = % inhibitasyon <

%30, sonug¢ negatiftir.
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3.2.6. Ekim Calsmalar

Neospora caninunrolasyon ¢cakmalarinda yeni abort olmgdétustan alinan
ve 72 saat boyunca’@’de bekletilen beyin parcalari, fosfat bufferedireade pH
7,4'de birakilmgtir. 37 °C'de %25 tripsinli PBS icinde 30 dakika bekletigmie
3000 devirde 10 dakika santrifij edilerek parcalgn ve homojenize hale
getirilmistir. Pellet %30’luk izotonik Percoll ¢ozeltisindelb bir stre bekletilmy ve
pellet PBS ile iki kez yikanmgidml glutamine ve %2 fetol &r serum iceren RPMI
1640’'da 24 saat tek tabakall vero hucrelerinecedil, 37°C %5 CO2 / %95 hava
ortaminda inkube edilrtir. Medium haftada iki kez destirilir. Kalttrler her hafta

kontrol edilmitir.

Parazitler belirlendikten sonra Vero hicrelerindgkim RPMI 1640 medium
kullanilarak devam ettirilngtir. 1lk 7 hafta boyunca, yeni vero hiicreleri
eklenmemytir. Vero hicreleri artan oranda 7-11. haftalarsarda eklenir. 11

haftadan sonra parazitler her 7-10 giinde pasajatiil.
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Sekil 3.1. Ekim ¢cagmalarinin yapildii laboratuar ve malzemeleri

Sekil3. 2. Yeni abort olmubir fétisiin muamele edilmeginali
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4. BULGULAR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

-0.57| 0,56 | 24,7228,09/78 |393 | 7,86| 842 3,93 6,74 1,12

168 | -2,24) 168 7,30 0,56 6,74 5,61 -2|80 8,98 6,644 | 7,30

168 |73 | 449| 6,18 73| 398 224 78 1,12 3,37 56%L

0 |-562] -169 -22% 73| 5,61 -1,13 11,2849|5,61| 2,24| 7,86

-2,25(12,24| 73 | 393 449 -113 73 6,44 7,86 2|247446,74

4,49 | -1,13| -564 -899 786 1,1 224 6,18 280 02,38,68 | 0,56

2,24 | -2,25| 25,8413,48/3,37 | 3,93 | 4,49| 31,4@2,47|2,24 | 16,852,24

-5,06| -7,31] 0 | 19,6@11,79/-1,69| -0,57| 30,891,12 | 3,37 | 3,37| 31,46

2,8 -2,25| 45 | 28,6% 30,38 -1,69 8,98

Cizelge 4.1. Alinan OD(Optik dansite)'ye gére hdaams inhibisyon dgerleri

Sehir KOCAEL i —
S
<<
Yerlesim Denizli =l
a O
Yeri Balcik Koyl Tawanli o]
X
Serum 39 31 27 97
Pozitif %0 %0 %5 % 5.05

Cizelge 4.2. Kocaeli ilindeki yean yerlerine gére seropozitiflik

Yapilan calmada Kocaeli ilinde Balgik'ta 39 serumdan, Denkdlyiinden de
31 serumdan hi¢ pozitif cikmagtr. Tawanlida 27 serumun 5 tanesi pozitif sonug
vermistir. Kocaeli ndeki toplam 97 serumdan 5 tanesi toaidugundan % 5.05 lik

bir oran elde edilmgtir.
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Yas |<1| 1| 2 3 4 5
(+) Serum 1 5 5
Sayisl - - -
Inhibisyon 30,33| 28.65-31.46 30.89-31/46
degerleri | — |— -

Cizelge 4.3. Pozitif serumlarin gagore dagilimi ve inhibisyon dgerleri

Pozitif serumlarin yadasilimlarina baktgimizda 2 ya ve altinda pozitiflik
yok iken 3 yaindaki sgirlarda 1, 4 yaindaki sgirlarda 2, 5 ysindaki sgirlarda 2

pozitif bulunmutur.

32

30 -
29 -

inhibisyon de gerleri

27

1 2 3 4 5 6

serum saylisi

Cizelge 4.4inhibisyon dgerleri ile serum sayisi grafik gdsterimi

N.caninumparaziti i¢in pozitif bulunan yerjen yerlerinde ahirdaki ineklerin
yanina kopekler serbest olarak girebilmekte,ve larekelirli zamanlarda su icmek
icin ahir dgina da cikariimaktadir. Bu ¢gina sonucunda bélgedeki atik durumunun
sporadik oldgu, kapasitesi blUylksletme sayisinin da az olglw ve hayvan

sahiplerinin atiklari 6Gnemsemedve ilgili kurumlara haber vermeglibelirlenmitir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Neosporozis protozoon parazit olaN.caninunun sebep oldgu bir
hastaliktir.N. Canininumtasizoitlerinin aktif olarak ¢galmasiyla hiicrenin 6limine
sebep olur. Bu parazit birka¢ gun icerisinde gdoildeek lezyonlari olgturabilecek
yetenektedir. Neosporosis ilk kez 1988 yilinda kigrele gortilmig ve Neospora
caninumolarak isimlendirilmgtir. Sigirlarda, atlarda ve kecilerdé.caninunma bagli
abortlara rastlanmaktadir.

Neosporiosis Dunya’dan birgok ulkesinde gorulmekte€osta Rica’'da
1987-1993 yillari arasinda sugsciligl yapilan 23 ciftlik 6741 girdan 515’inde
Neosporanin sebep olglu abort vakasi tespit edilgtir (28).

Arjantin’de 1800 seyreltik.F.A.T. kullanilarak yapilan seroepidemiyolojik
bir calsmada 6 farkli ciftlikte besi girlarinda %56,9 oraninddeospora caninuta
bagli aborta rastlanngtir.(7)

Kuzey Alberto’da 1998'de 174 surude 1800 kan grnecelenms ve bu
orneklerin 162’sinde %9,0 oraninda N.caninum amtétan rastlannstir. 1980’
yillarda ayni bolgede toplanan 260 ¢time45’i yani %13,5’iN.Caninumantikorlari
olan pozitif bulunmstur.

Iskogcya’da giirlarda yaygin olarak gorilen abort vakalarindaustsrin
%15,9’ unda bu parazitin antikorlari bulungtwr. (6)

Ispanya’nin Austrias bélgesinde 1997 Ekiminde 48iktié gercek prevalans
%30,6 olarak bulunmyur.

Yine diger bir calgmada 43 suriden 889gsda yapilan cajmada N.
Caninum’in sebep oldgu abortlarin %38,7 oraninda ofglu tespit edilmgtir.
(Mainen-Jasime) 1999.

Yeni Zelanda’da N.caninum prevalansi %50 olarak belirlengtr.
California’da %19-45]rlanda’da %12,6]ngiltere’de %4,2-21 oraninda prevalans
kaydedilmitir.

1996'da Kuzeyispanya’'da abort olngubesi sgirlarinin fotuslarinda yapilan
calismalardaN. caninun'un sebep oldgu abort vakalarinin %32-57 arasinda @lalu

bulunmugtur.
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Turkiye’de Neosporanin yawliile ilgili sadece Biyik@lu ve arkadglarinin
yapms oldugu calsma vardir. Bu c¢ajmada ic Anadolu bolgesi girlarinda
N.caninumun varhg aratiriimis 3290 sgir serumu IDEXX-ELISA Neospora
caninum antibody test kiti ile ¢ajilmis, sonucunda Ankara’da %10, Cankirr’'da
%6,93, Eskiehirde %05,46, Kayseride %10,8, Kirikkale’de %32, 7Kirsehirde
%19,55, Neyehir'de %5,10, Yozgat'ta %20,32 oraninda seropfikisaptanmgtir.

Bu calsmada Kocaeli'nde 97 g&r serumu cELSA N.caninumantibody test
kiti kullaniimis ve 9%5,05 oraninda seroprevalans saptsinmiBu bulgular
Biyikoglu'nun, Cankiri, Eslgehir ve Negehir'deki bulgularina yakin gerdedir.
Bolgedeki atik durumuna bakifginda, kicik ailesietmeciligi yaygin old@gundan

vakalarin sporodik seyir gostegdbelirlenmistir.

Dubey’in calgmalarinda N.caninum’a Bh abort vakalarinin ya iliskisi
aragtinimistir. Neosporaya ki abortlar genellikle 8 yana kadar gérulmektedir.
Sigirlardaki abortlar en yaygin olarak 4 slarinda gorulmittr. Yine baka bir
calismada 3.5, 4.5, 5.5 yiarinda abortlarin daha yaygin ofgutespit edilmstir.

Bizim yaptgimiz calgmada abort vakalarinin genellikle 3, 4, Slganda
yogun olarak goruldgi tespit edilmgti. Bu calsmadaki bulgularin Dubey’in
bulgulariyla benzerlik gosterglisaptanmytir.

Cssitli sigir populasyonlarindan antijen drnekleri alinip parfansi optimize
edilerek elde edilen cHBA tabanli monoklonal antikorlar,gsr abortlarina sebep
olan N.caninumantikorlu serumlari belirlemek icin kullanihr. EEBSA'nin parazite
0zel mAb (mAb5B6-25) antijeni ve direk mAb (mAb4Aj- competitor ile
birlesebilmesi, her iki mAb’lerle b@anabilen antijenleri bulunduran farkl epitoplari
bulundurmasi, immunodominant 65-kDa sitait ylzey antijenleri icermesi
farklihklarindandir.

CELISA, basit, hizh ve girlarda bir single cut off deeri kullanilarak
N.caninumenfeksiyon durumunu kesin olarak belirleyen metotmaktadir.

CELISA caitli antijenlerdeki epitoplari bulunduran test safarinda
antikorlarla birlgebilen ve mAb icermektedir, mAb, fare immunoglobidriyle
direkt ba&lanabilen ikincil antikordur. ger mAb’de oldgu gibi, ayni epitopa direk
baglanabilen antikorlar iceren test serumu olursa dd@mtsi kagik mADb iceren
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kuyucuklarinda daha az olacaktir. Kuyucuklardalgt teerumunda sadece mADb
bulunur.

CELISA'nin bir avantaji da bir tek epitopa antikorlarseviyesin tahmin
edilmesini sglar ve conventional EISA sisteminden daha spesifiktir. Competetive
ELISA sgirlardaki N.caninumantikorlarininN.caninumantijenlerine (65kDa) direk
bir mAb olarak bglandgini gosterir.

N.caninum etkenlerinin abort Gzerinden izolasyommun ekim cakmalari
hassas ve zorlu bir tekniktir. Bolgedeki atik dutuma tespit etmek icin bizim
calistigimiz g fotus bu ¢caima igin istenen sonucu vermesi agisindan yetersdi
konu ile ilgili calsan aratirmacilarda gordgiimiz etken izolasyonu icin en az 50
abort yapmy si@ir ile calsilmasi ve abortlarin yaun oldysu bélgelerden secilmesi
dikkat cekmektedir.(15)
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