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Özet: Bu çalışmada rastgele seçilen 200 sığırda N. caninum seropozitivitesinin belirlenmesi, seropozitif sığırların beyin ve 

iskelet kası doku örneklerinde N. caninum doku kistlerinin percoll gradient santrifüj ve PCR yöntemleri ile araştırılması amaçlanmıştır. 

Çalışma sonucunda sığırlarda %5,5 oranında N. caninum seropozitivitesi belirlenmiştir (11/200). Percoll gradient santrifüj yöntemi ile 

incelenen seropozitif sığırlara ait doku örneklerinde parazite ait doku kistleri tespit edilmemiştir. Ancak iki seropozitif boğanın beyin 

dokusunda N. caninum’a ait DNA amplifiye edilmiştir (%18.1).  

Anahtar sözcükler: Doku kisti, Neospora caninum, seroloji, sığır. 

Investigation of Neospora caninum tissue cysts in cattle 

Summary: In this study, it was aimed to detect N. caninum seroprevalence in 200 cattle randomly selected and to detect tissue 

cysts of N. caninum in tissue samples of brain and skeletal muscles of the seropositive cattle. Seropositivity of N. caninum was detected 

in 5.5% of cattle (11/200). N. caninum tissue cysts were not observed in tissue samples of cattle examined with percoll gradient 

centrifugation. However, N. caninum DNA was amplified in brain tissues of two seropositive bulls (18.1%).  

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

 
 

 

Giriş 

Neospora caninum, Apicomplexa anaç altında yer 

alan, zorunlu hücre içi bir protozoondur (11, 40).                        

Heteroksen yaşam çemberine sahip olan parazitin son              

konakları başta köpek olmak üzere (23) çakal (17) ve gri 

kurt (10), ara konakları ise öncelikle sığır olmak üzere,     

koyun, keçi, geyik ve diğer ruminantlar ile köpek ve kızıl 

tilki gibi bazı karnivor hayvanlardır (30). N. caninum                

antikorları rakun, deve, domuz, at, kedi gibi hayvanlardan 

serolojik olarak tespit edilmiş olsa da (30), parazit sığır, 

köpek, koyun, manda, geyik dokusundan izole edilmiştir 

(8, 12, 18, 21, 35).  

Türkiye’de dahil olmak üzere birçok ülkede yaygın 

bir parazit olan N. caninum (1, 2, 11, 20, 32, 34, 43, 44), 

yaşam çemberinde tachyzoit, bradyzoit ve oocyst olmak 

üzere üç enfeksiyöz safhaya sahiptir (30). Tachyzoit ve 

bradyzoit ara ve son konak dokularında bulunurken oocyst 

son konağın dışkısı ile doğaya atılmaktadır (9). Parazitin 

doku kistleri neosporosis’in kronik döneminde ara-

konakların merkezi sinir sistemi ve kaslarında şekillen-

mektedir (30). Konak N. caninum ile enfeksiyonu takiben 

ömrü boyunca paraziti taşımaktadır (42). Köpekte doku 

kistleri yaklaşık 107 µm çapında ve 4 mm çaplı kist duvarı 

ile çevrelenmiştir (9). Kongenital enfekte buzağı ile sığır 

fötusunun beyin ve omuriliğindeki doku kistleri 50 mm 

çaplı ve 2,5 µm’den ince kist duvarı ile çevrilidir (30). 

Deneysel enfeksiyonu takiben klinik olarak sağlıklı 

görünümdeki sığırın beyin dokusunda parazite ait kistler 

rapor edilmiştir (29, 33, 37).  

Sığırlarda neosporosis öncelikli olarak plasenta ve 

fötusu etkiler (43). Abort ve erken intrauterine fötus 

ölümü, sığır neosporosis’inin en yaygın klinik belirtisidir 

(31). Neosporosis’in sığırlar arasında bulaşmasında ana 

yol doku kistlerinin sebep olduğu endojen transplasental 

bulaşmadır (41). Gebelik esnasında tam olarak bilinmeyen 

sebeplerle doku kistlerinin aktive olması sonucunda 

parazit plasentayı geçerek fötusa ulaşmaktadır (15, 41). 

Endojen transplasental yol parazit epidemiyolojisinde en 

önemli bulaşma yolu olarak kabul edilmesine rağmen sığır 

dokularında N. caninum’a ait doku kistlerinin yaygınlığına 

ilişkin yeterli bilgi bulunmamaktadır (5, 16). Bu çalışmada 

seropozitif sığırların beyin ve iskelet kaslarında N. cani-

num doku kistlerinin varlığının Percoll gradient santrifüj 

metodu ile aranması amaçlanmıştır. Bunun yanı sıra N. 

caninum DNA’sının sığır dokularında PCR ile aranması 

hedeflenmiştir.  

 

Materyal ve Metot 

Kan ve doku örneklerinin toplanması: Bu çalışma 

kapsamında Kırıkkale’de bulunan Hasandede Mezba-

hası’na 02.01.2013-22.05.2013 tarihleri arasında her hafta 

gidilerek toplam 200 sığırdan kan ve doku örnekleri 

alınmıştır. Her ziyarette rastgele örnekleme yoluyla belir-

lenen 10 sığırın yaş, cinsiyet, ırk bilgileri kaydedilmiş ve 
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kesim esnasında antikoagulantsız tüplere kan örnekleri 

alınmıştır. Kesimden sonra bu sığırların beyin (serebrum 

ve serebellum) ve iskelet kaslarından (diyafram, masseter, 

bacak ve interkostal) minimum 100 g olacak şekilde doku 

örnekleri ayrı ayrı tek kullanımlık poşetlere alınmıştır.  

Sığır serum örneklerinin anti-N. caninum antikorları 

yönünden ELISA ile incelenmesi: Serum örnekleri N. cani-

num’a yönelik IgG varlığı yönünden ticari ELISA kiti 

(VMRD c-ELISA, USA) ile firmanın belirttiği şekilde uy-

gulanmış ve sonuçlar spektrofotometre ile 630 nm dalga 

boyunda incelenmiştir. %30 ≤ inhibisyona sebep olan se-

rum örnekleri pozitif olarak kabul edilmiştir.  

Doku örneklerinin Percoll gradient santrifüjü: Her 

seropozitif hayvanın beyin ve kaslarından alınan 10’ar g 

doku örnekleri 20 ml PBS eklenerek doku homojenizatörü 

(OMNI Tip, USA) aracılığıyla homojenize edilmiştir. 

Homojenizatör, her dokudan önce kaynar su ile 

temizlenmiştir. Santrifüj tüplerine sırasıyla %90, %30 

Percoll solusyonu (Sigma-Aldrich) ile süzülmüş homo-

jenat tabaka oluşturacak şekilde konulmuş ve 20 dakika 

süreyle 4,000 x g de santrifüj edilmiştir (Nüve, Türkiye). 

Bu işlemden sonra percoll tabakaları arasında bulunan 

kistler Pastör pipeti ile alınarak N. caninum doku kistleri 

yönünden ışık mikroskobik olarak incelenmiştir (Olympus 

BX 50).  

Neospora caninum genomik DNA izolasyonu: Sero-

pozitif sığırların doku örneklerinden ticari doku 

ekstraksiyon kiti kullanılarak (QIAamp DNA mini Kit, 

QIAGEN, Germany) genomik DNA elde edilmiştir. Doku 

örneklerinden elde edilen DNA miktarı spektrofotometre 

ile ölçülmüş ve kullanılıncaya dek -20°C’de saklanmıştır. 

PCR protokolü: N. caninum’un 337 bp’lik Nc5 böl-

gesi, Np21plus (5’-CCCAGTGCGTCCAATCCTG 

TAAC-3’) ve Np6plus (5’-CTCGCCAGTCAACCTAC 

GTCTTCT-3’) primerleri kullanılarak çoğaltılmıştır (25). 

PCR reaksiyonu için final karışım herbir örnek için 50 µl 

olacak şekilde; 5 µl 10x Gene Amp PCR buffer, 0,2 mM 

dATP, dGTP ve dCTP, 0,4 mM dUTP, herbir primerden 

20 pmol, 1,25 IU AmpliTaq, 0,5 IU UDG ve 2,0 µl tem-

plete DNA’dan oluşmuştur. Reaksiyon tüpleri termal cy-

cler’a (NYX Technics, USA) transfer edilip 95°C’de 5 dak 

ön denaturasyon, 94°C’de 1 dak denaturasyon, 63°C’de 1 

dak annealing ve 74°C’de 3,5 dak final ekstensiyonu 

olacak şekilde 40 siklus boyunca devam etmiştir. Final ek-

stensiyon 74°C’de 10 dak sürmüştür. Deneylerde pozitif 

kontrol olarak kullanılan N. caninum DNA’sı Tennessee 

Üniversitesi’nden Dr. Chulei Su’dan temin edilmiştir. Ul-

trasaf su ise negatif kontrol olarak kullanılmıştır. Herbir 

PCR ürünü %2’lik agaroz jelde 120 V da 30 dak süreyle 

yürütülmüş ve 0,1 mg ml/1 ethidium bromid ile bo-

yandıktan sonra UV lamba ile incelenmiştir.  

İstatistiksel analiz: Bu çalışmada elde edilen 

sonuçların istatistiksel analizi Ki-kare testi ile yapılmıştır. 

p<0.05 olarak belirlenen analiz sonuçları önemli kabul 

edilmiştir.  

 

Bulgular 

Epidemiyolojik veriler: Bu çalışmada kan ve doku 

örnekleri alınan sığırlara ait epidemiyolojik veriler 

(cinsiyet, yaş ve ırk) Tablo 1’de sunulmuştur.  

Serolojik sonuçlar: Çalışma kapsamında incelenen 

sığırlarda N. caninum seropozitivitesi %5,5 (11/200) 

 

Tablo 1. Sığırlarda N. caninum yaygınlığının yaş, cinsiyet ve ırkla ilişkisi.  

Table 1. The correlation of N. caninum prevalence in cattle with age, sex and race.  

 Hayvan sayısı Seropozitif PCR pozitif Doku kisti pozitif 

 n n % n % n 

Yaş 

2  

 

139 

 

7 

 

5,03a 

 

2 

 

28,57 

 

0 

3-4  38 3 7,89a 0 0 0 

5 <  

Cinsiyet 

23 1 4,34a 0 0 0 

İnek 116 6 5,17b 0 0 0 

Boğa 84 5 5,95b 2 40 0 

Irk       

Melez 65 4 6,15 1 25 0 

Holştayn  53 5 9,43 1 20 0 

Montofon 52 2 3,84 0 0 0 

Simental 19 0 0 0 0 0 

Yerlikara 9 0 0 0 0 0 

Belçika mavisi 2 0 0 0 0 0 

Toplam 200 11 5,5 2 18,1 0 

a : p>0.05 
b : p>0.05 
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oranında belirlenmiştir. Seropozitivitenin iki yaşlı sığır-

larda (7/139) % 5,03; 3-4 yaşlı sığırlarda (3/38) %7,89; 5 

yaş üzeri sığırlarda ise (1/23) %4,34 oranında olduğu 

saptanmıştır (p>0,05). İneklerde (6/116) %5,17; boğalarda 

ise (5/84) %5,95 oranında N. caninum seropozitivitesi be-

lirlenmiştir (p>0.05).  

Percoll gradient santrifüj yöntemi sonuçları: Sero-

pozitif sığırlara ait doku örneklerinin percoll gradient 

santrifüj yöntemi ile incelenmesi sonucunda hiçbir doku 

örneğinde N. caninum’a ait doku kistlerine rastlanmamıştır.  

PCR sonuçları: N. caninum DNA’sına karşılık gelen 

337 bp’lik amplikonlar Holştayn ırkı 2 yaşlı boğa ile 

melez ırktan 2 yaşlı boğanın beyin dokusuna ait DNA 

örneklerinde gözlenmiştir (Şekil 1). Bu boğaların her 

ikisinin de neosporosis yönünden seropozitif olduğu tespit 

edilmiştir (2/11, %18,1). N. caninum DNA’sı tespit edilen 

boğaların aynı sürüye ait olmadığı ve farklı zamanlarda 

kesime getirildiği saptanmıştır.  

 

Tartışma ve Sonuç 

Neosporosis, erişkin sığırlarda nadiren klinik olarak 

belirti gösterdiğinden hastalığın teşhisi genellikle serolo-

jik yolla yapılmaktadır (31). Serolojik çalışmalar neospo-

rosis’in dünya üzerinde pek çok ülkede süt ve et için ye-

tiştirilen sığırlarda yaygın olduğunu göstermektedir (15, 

42). Türkiye’nin farklı yörelerinde N. caninum seropreva-

lansı sığırlarda %2-37,7 (1, 7, 25, 28, 30, 38, 39), köpek-

lerde %6,6-55,5 (6, 28, 46), köpek kanlarında parazite ait 

DNA’nın ise %3,8 oranında bulunduğu rapor edilmiştir 

(13). Seropozitivite çalışmalarının yanı sıra Türkiye’de 

köpek ve buzağıdan bildirilen klinik neosporosis vakaları 

da mevcuttur (4, 22).  

Sığırlarda plasenta ve fötusu etkileyen önemli bir 

protozoon olan N. caninum ile enfeksiyon sonrasında ko-

nak yaşamı boyunca paraziti vücudunda taşımaktadır (42). 

Neosporosisin sığıra bulaşmasında en önemli yolun verti-

kal (kongenital) yol olduğu bilinmektedir (41). Parazitin 

şekillendirdiği doku kistleri neonatal sığır, köpek ya da fö-

tusların sinirsel ve kas dokularından izlenmiştir (33, 37). 

Ancak erişkin sığırların farklı dokularında N. caninum’un 

dağılımı hakkında az sayıda bilgi bulunmaktadır (5, 16). 

Sığırlarda N. caninum doku kistlerine ait bilgilerden bazı-

ları biyoassay çalışmaları sonucunda elde edilmiş olup bu 

çalışmalarda şüpheli dokular köpeklere yedirilmiş ve taki-

binde dışkılar oocyst yönünden incelenmiştir (5, 16). De-

neysel enfekte buzağıların farklı doku ve organlarından 

(beyin, omurga, kalp, karaciğer, böbrek, dil, diyafram ve 

diğer kaslar) hazırlanan doku havuzunun yedirildiği kö-

peklerin N. caninum oocysti çıkardığı belirlenmiş, ancak 

hangi dokuların parazite ait kistleri barındırdığına yönelik 

net bilgi elde edilememiştir (16). Diğer bir çalışmada do-

ğal enfekte sığırlara ait kalp, karaciğer, beyin ve masseter 

doku örnekleri yedirilen köpeklerin bir kısmının dışkıla-

rıyla N. caninum oocysti çıkardığı bildirilmiştir (5). Bu ça-

lışmada ise seropozitif sığırlara ait dokularda N. cani-

num’a ait doku kisti Percoll gradient santrifüj metodu ile 

tespit edilmemiştir. Çalışma süresince deney hayvanı ba-

rındırmak için uygun koşullar mevcut olmadığı için biyo-

assay çalışması yapılamamıştır. 

Biyoassay çalışmalarında deneysel ya da doğal en-

fekte sığır dokusu yedirilen köpeklerin dışkıları ile çıkart-

tığı N. caninum’a ait oocyst sayısının az olduğu rapor edil-

mektedir (24). Köpekleri N. caninum ile deneysel olarak 

enfekte edebilmek için doğal enfekte sığır dokularını gün-

lük 300-400 gr olacak şekilde 1-3 gün süre ile yediren 

Şekil 1. Sığır doku örneklerine ait DNA’dan N. caninum’un 337 bp’lik Nc5 bölgesini çoğaltan primerler ile elde edilen PCR sonuçları. 

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

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

P: Positive control, Lanes 1-23: DNA samples. 
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araştırıcılar (5) ancak 17 köpekten 8’ini enfekte edebilmiş-

tir. Bu durum doğal enfekte sığırlardan elde edilen doku-

ların köpeklerde optimal enfeksiyon oluşturacak sayıda 

parazit içermediğinin göstergesi olabileceğini düşündür-

müştür (5). Mezbahadan örneklenen neosporosis yönün-

den seropozitif sığırlara ait miyokard, diyafram, özofagus 

doku örneklerinde N. caninum doku kistleri histopatolojik 

olarak görülmemiş ve parazite ait DNA’ya da rastlanma-

mıştır (26). Percoll gradient santrifüj yöntemi, doku ya da 

dışkıdaki parazitlerin purifikasyonunda başarı ile 

kullanılan bir yöntemdir (14, 45). Bu yöntem ile 5 g doku 

örneğinde T.gondii’ye ait doku kistlerinin tespit edildiği 

rapor edilmiştir (44). Bu çalışmada ise N. caninum yönün-

den seropozitif bulunan sığırlara ait 10 g doku örneği Per-

coll gradient santrifüj yöntemi ile çalışılmış ancak hiçbir 

örnekte N. caninum’a ait doku kisti görülmemiştir.  

Bazı araştırıcılar tarafından sığırların beyin dokusu-

nun yanısıra kas ve visseral dokularından da N. caninum 

doku kistlerinin varlığı bildirilmiştir (9, 29, 33, 37). Sığıra 

ait beyin dokusu örneklerinin %5’inin N. caninum DNA’sı 

taşıdığı, kalp doku örneklerinde ise bu parazite ait 

DNA’nın saptanmadığı ifade edilmiştir (36). Deneysel 

olarak enfekte edilen buzağılarda N. caninum’un beyin 

dokusunda daha yaygın olduğu histopatoloji ve kantitatif 

PCR yöntemi ile belirlenmiştir (27). Bu çalışmada ise N. 

caninum DNA’sı, seropozitif sığırların %18,1’inde beyin 

dokusunda saptanmış, ancak iskelet kaslarında tespit edi-

lememiştir. N. caninum DNA’sı tespit edilen hayvanların 

doku örneklerinin ışık mikroskobik incelenmesinde para-

zite ait doku kistlerine rastlanmamıştır. Bu duruma; ko-

nakta bulunan N. caninum doku kistlerinin ya tam olarak 

bilinmeyen sebeplerle (immünolojik vb.) daha önce göz-

den kaybolması sonucunda dokuda sadece parazit 

DNA’sının kalması ya da bu çalışmada yapılan homojeni-

zasyon esnasında bu kistlerin parçalanmış olmasının se-

bep olabileceği düşünülmüştür. 

Neosporosis daha çok inekler için ekonomik önem 

taşımakta ve parazite ilişkin çalışmaların daha çok inekler 

üzerinde yoğunlaştığı görülmektedir (3, 15, 29, 32, 43, 

44). Boğalardaki neosporosis’e ilişkin bilgi oldukça sınır-

lıdır (3, 19). Bu çalışmada N. caninum DNA’sı boğalarda 

saptanmıştır. Boğaların semeninde parazite ait DNA bu-

lunsa da venereal yolla enfeksiyonun epidemiyolojik açı-

dan önemli olmadığı vurgulanmaktadır (3, 19). 1988 yı-

lında ilk kez rapor edilmesini (8) takiben N. caninum hak-

kında pekçok bilgi elde edilmesine rağmen hala aydınla-

tılması gereken hususlar mevcuttur. Parazitin doku kistle-

rinin bulunduğu organlar ile özellikle boğalardaki doku 

kistlerinin neosporosis epidemiyolojisindeki rolüne ilişkin 

ileriki çalışmaların yapılmasına ihtiyaç vardır.  

 

Teşekkür 

Bu çalışma; TÜBİTAK TOVAG tarafından 

desteklenmiş (proje no: 112O432), 29 Eylül-5 Ekim 2013 

tarihleri arasında Denizli’de yapılan 18. Ulusal Parazito-

loji Kongresi’nde sözlü bildiri olarak sunulmuştur.  
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