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Kopek periferal kan orneklerinde Neospora caninum ve Toxoplasma
gondii takizoitlerinin TagMan prob bazh Real Time PCR ile
arastirilmasi
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Ozet: Bu caligma, Kayseri yoresinde klinik olarak normal gériiniimli kopeklerden toplanmis toplam 400 adet EDTA'ls
periferal tam kan Orneginde Neospora caninum ve Toxoplasma gondii takizoitlerinin arastirtlmasi amaciyla yapilmistir. Kan
orneklerinden genomik DNA izolasyonunu takiben, elde edilen genomik DNA’larin spektrofotometrik dl¢iimleri yapilmis ve Real
Time PCR (qPCR) i¢in uygun konsantrasyonlar hazirlanmistir. N. caninum i¢in NC5 ve T.gondii i¢in RE gen bolgelerini hedef alan
spesifik primer ve problar kullanilarak 6rneklerin qPCR analizleri gergeklestirilmistir. gPCR sonuglarma gore 400 drnegin 15’inde
(%3,8) N. caninum pozitifligi tespit edilmis olup hicbir 6rnekte 7. gondii pozitifligine rastlanmamustir. Sonug olarak bu ¢aligsma ile
Tiirkiye’de ilk kez Kayseri yoresinde kopeklerin perifer tam kan 6rneklerinde N.caninum ve T. gondii takizoitleri TagMan Prob Bazli
Real Time PCR teknigi ile arastirilmis ve molekiiler epidemiyolojik veriler elde edilmistir.

Anabhtar sozciikler: Kopek, Neospora caninum, Real Time PCR, takizoit, Toxoplasma gondii.

Investigation of Neospora caninum and Toxoplasma gondii tachyzoites in peripheral blood samples of
dogs by TagMan probe based Real Time PCR

Summary: This study was carried out to investigate Neospora caninum and Toxoplasma gondii tachyzoites in total of 400
whole peripheral blood samples with EDTA which were collected from the clinically healthy dogs in Kayseri region. Following the
isolation of genomic DNA from the blood samples, spectrophotometric measurements of the obtained genomic DNAs were
performed and appropriate concentrations were prepared for Real Time PCR (qPCR). qPCR analyses of the samples were conducted
using the specific primers and probes that target the gene regions NC5 for N. caninum and RE for T. gondii. Out of 400 blood
samples, 15 (3.8%) were found to be infected with N. caninum while no T. gondii positivity was determined in the examined
samples. In conclusion, some molecular epidemiological data about N. caninum and T. gondii infections dogs in Kayseri region were

firstly demonstrated in Turkey with this study.
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Giris

Neosporosis, zoonoz karakteri olmayan, kdpeklerin
ve sigirlarin diinya ¢apida yaygin 6nemli bir hastaligt
iken toxoplasmosis zoonotik karakterli olup insanlarin,
koyunlarin ve diger sicakkanli hayvanlarin ¢ok onemli
bir protozoon enfeksiyonudur. Neosporosis etkeni N.
caninum, heteroksen bir gelismeye sahip olup konak
dokularinda kist olusturur ve morfolojik olarak 7.
gondii’ye benzese de biyolojik yonden farklilik gosterir
(4, 13). N. caninum’un yasam dongiisiinde takizoit,
bradizoit ve sporozoit olmak iizere ii¢ enfektif satha
vardir. Hastaligin bulasmasi oral (gida kaynakli) veya
vertikal (transplasental) yolla olur. N. caninum ve T.
gondii’nin morfolojik olarak birbirine ¢ok benzer olmalart
ve pratikte ayirt edilememeleri nedeniyle genetik ve
antijenik farkliliklarin ortaya konulmasini zorunlu hale
getirmistir. Bu konuda yapilmig bazi ¢aligmalarla genetik

ve antijenik yapilarin farkliliklar1 gosterilmistir (7, 8, 10,
22). N. caninum takizoitleri farkli tipte bircok hiicreye
girebilirler. Ancak enfeksiyonun erken doneminde zellikle
mononiikleer fagositik sistem hiicrelerine yerlesirler.
Takizoit formu, parazitofor vakuol i¢inde endodyogeni
yoluyla hizli bir bigimde ikiye boliinerek cogalir. Enfekte
hiicrenin pargalanmas1 ile takizoitler yeni hiicrelere
girerler. Bu sirada takizoitler, daha yavag bdoliinme
Ozelligine sahip olan bradizoit formuna doniisiirler. Daha
sonra parazitofor vakuoliin duvari kalinlagmaya baslar ve
sonunda inaktif bradizoitleri iceren bir kist duvari
sekillenir. Sinir ve kas dokularinda bulunan bu kistler
kopekler icin enfektiftir. Bradizoitler bazi hallerde tekrar
takizoit formuna doniisebilirler ve konaklarinda abortusa
neden olurlar (7, 8, 10, 14, 22, 27).

Toxoplasmosis etkeni 7. gondii’nin hayat siklusu
fakiiltatif heteroksen olup takizoit, bradizoit ve sporozoit



284

olmak tizere 3 enfektif formu vardir (11). Toxoplasmosis’in
ara konaklara bulagmasi; doku kisti iceren hayvan etlerinin
¢ig veya az pismis olarak tiiketilmesiyle (karnivorizim),
enfekte kedilerin digkisi ile atilan ve tabiatta sporlanan
ookistlerin bulastig1 yiyecek ve igeceklerin agiz yoluyla
alinmastyla (gida-kaynaklr), parazitemi doneminde tiim
viicut salgilari, kan ve doku nakilleri ile ve gebelik
doneminde sekillenen akut enfeksiyon durumunda fétusa
plasenta aracilig1 ile (vertikal) olmaktadir (9, 11, 12). Ara
konakta bagirsak epitel hiicrelerinin enfekte olmasindan
sonra, sporozoit veya bradizoitler, takizoitlere doniiserek,
hiicre icinde endodyogeni yoluyla hizli bir sekilde
cogalirlar. Enfekte hiicre takizoitlerle tamamen doldugu
zaman, plazma membran1 parcalanir ve takizoitler
ekstraselliiler ortama yayilir. Immunitenin gelismesinden
sonra takizoit formu konak dokularindan temizlenir ve
esasen parazitin uyku veya zararsiz formu olarak adlandi-
rilan bradizoitler yavag bir bigimde ¢ogalmaya baslarlar.
Kistler iginde yasayan bradizoitler, konagin immiin
sisteminden kist duvari sayesinde korunurlar ve pasif
halde konak viicudunda yillarca canli kalabilirler (9, 11,
12).

Kopeklerde neosporosis ve toxoplasmosis gibi gida
kaynakli enfeksiyonlar son yillarda molekiiler yontemlerle
de arastinlmistir (15, 19, 20). Tirkiye’de ise bugiine
kadar kdpeklerde bu iki enfeksiyonun molekiiler yontem-
lerle aragtirilmasina dair veriye rastlaniimamistir.

Bu caligma, Tirkiye’de ilk kez Kayseri yoresi
kopeklerine ait periferal tam kan drneklerinde N. caninum
ve T. gondii takizoitlerinin TagMan Probe Bazli Real
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Time PCR teknigi ile arastirilmasi ve molekiiler epidemi-
yolojik verilerin elde edilmesi amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metot

Hayvan materyali (kopekler) ve kan ornekleri:
Calismanmn materyalini, Erciyes Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon (ERUBAP) Birimi
tarafindan desteklenen “Kayseri ve Yoresi Kopeklerinde
Filaria Enfeksiyonlariin ELISA ve Membran Filtrasyon
Asit Fosfataz Histo Kimyasal Boyama Yontemleri ile
Arastirilmas1” baslikli ve VA-05-04 kodlu, TUBITAK
tarafindan desteklenen “Kayseri ve Civarinda Kopek-
lerde Leishmaniosis'in Nested-PCR ile Molekiiler
Biyolojik Tanist” basliklt ve 1040302 kodlu arastirma
projeleri kapsaminda Kayseri’nin cesitli bolgelerinde
klinik olarak saglikli goriiniimlii, farkli yas, cinsiyet ve
irktaki sahipli/sokak kopeklerinden toplanmis ve -
20°C’de muhafaza edilen toplam 400 adet EDTA'i
periferal tam kan O6rnegi olusturmustur. Calisma igin
Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’'ndan (12.01.2011 tarihli ve 11/07 sayili karar)
etik kurul onayr alinmistir. Arastirmaya dahil edilen
orneklerin 6rnek toplama merkezi, yas, cinsiyet, ik, ve
sahipli/sokak kopegi olma durumuna gore dagilimlari
Tablo 1’de verilmistir.

DNA ekstraksiyonu: Analize tabi tutulana kadar -
20°C'de muhafaza edilen EDTA’ll kopek kan ornekle-
rinden DNA ekstraksiyonu, tam otomatik DNA/RNA
ekstraksiyon sisteminde (Bioneer Exiprep™ 16) gercek-
lestirilmigtir. Final konsantrasyonu 50ul olacak sekilde

Tablo 1. Kan 6rneklerinin toplama merkezi, yas, cinsiyet, 1rk, ve sahipli/sokak kopegi olma durumuna gore dagilimlari.
Table 1. The distribution of the blood samples according to localization, age, sex, race, and owned/stray dog.

Kopek sayisi
Arastirma Merkezi Yas (y1l) Cinsiyet Irk Sahipli/Sokak TOPLAM
0,5-3 4-6 7-10 Erkek Disi Kiicik  Biiyiik  Sahipli Sokak
Kayseri Merkez 152 37 11 63 137 79 121 151 49 200
Incesu 31 12 6 20 29 22 27 26 23 49
Pinarbasi 16 4 19 9 17 19 7 26
Felahiye 15 3 16 9 16 14 11 25
Talas 30 13 3 15 31 17 29 34 12 46
Tomarza 14 9 1 7 17 10 14 14 10 24
Yahyali 12 16 2 8 22 10 20 19 11 30
TOPLAM 270 100 30 129 271 156 244 277 123 400
Tablo 2. Real Time PCR’da kullanilan tiir spesifik primer ve isaretli problar.
Table 2. Species specific primers and probes for Real Time PCR.
Primer Prob Kaynak
N. NC5-550 5-* GGGTGAACCGAGGGAGTTG-3’ NC5 P ROX-AGCGGTGA GA 15
caninum  NC5-596: 5’-ACGTGAGGAATGACTAACCACAA-3’ GGTGGGATACGTGG- BHQ2
T. gondii ToxoRE_F 5'-CACAGAAGGGACAGAAGTCGAA-3' ToxoRE P FAM-5-CTACAGA 19

ToxoRE_R 5'-CAGTCCTGATATCTCTCCTCCAAGA-3’

CGCGATGCC-3"-BHQ!1
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ayarlanmis ve elde edilen DNA miktarlar1 Nanodrop
spektrofotometre (ACT Gene ASP-3700) kullanilarak
Ol¢lilmiistir. Genomik DNA ekstraktlar1 kullanilana
kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Real Time PCR analizleri: Elde edilen genomik
DNA ckstraktlarinda N.caninum ve T. gondii’nin es
zamanl teshisinde Real Time PCR yontemi kullanilmigtir.
Tiirlere gore kullanilan primer ve problarin dizilimi ile
problarin uglarmin isaretleri Tablo 2’de gosterilmistir.
Kullanilan primer ve problar, N.caninum i¢in NC5 ve T.
gondii igin 529-bp repeat element (RE) gen bolgelerini
hedef alan spesifik bolgeleri amplifiye etmektedir. Kontrol
DNA’lar Toxoplasma gondii igin Tiirkiye Halk Sagligi
Kurumu’ndan temin edilmis ve her qPCR reaksiyonunda
kullanilmustir. N. caninum igin Path-N.caninum-genesig
Real-Time PCR detection kit (PrimerDesign) ile 6rnekler
analiz edilmis, kit igerisinden c¢ikan pozitif kontrol
analizlerde referans olarak kullanilmistir.

Primer ve problar qPCR master mixleri ile hazirlan-
diktan sonra Orneklerden ekstrakte edilmis genomik
DNA’lar ilave edilmis ve final master mix 20ul hacimde
Real Time PCR (Stratagene, Mx-3005P) cihazinda
islenmistir. Sonuglar MxPro™ ET qPCR (Stratagene,
401467) yaziliminda degerlendirilmistir. Real Time PCR
amplifikasyonlart i¢in termal profil standart olarak 95°C
2dk 1 siklus ve 45 siklus 94°C 10sn, 55-59°C 30s, 72°C
20s olarak ayarlanmistir. Real Time PCR analizi sonunda
orneklerdeki pozitiflikler ve kantitatif degerler, amplifi-
kasyon egrileri ve Ct (dR) (esik deger siklusu) verilerine
gore hesaplanmis ve degerlendirilmistir.

Real Time PCR analizi ile N. caninum pozitif
saptanan izolatlar filogenetik analizler amaciyla ribozomal
ITS-1 gen bolgesini ¢ogaltan; birinci PCR’da JS4 ve

CT2b, ikinci PCR’da ise CT1 ve CT2 primerleri ile
Nested PCR analizlerine tabi tutulmustur (24). Reaksiyon
karigimi 25pl final konsantrasyonda hazirlanmistir. PCR
analizlerinde negatif kontrol olarak steril deiyonize su
kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR
iirtinleri CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap
from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA)
ile goriintiilenip analiz edilmistir.

Istatistiksel analiz: Tstatistik acidan kopeklerde N.
caninum ve T. gondii prevalansi ile yas, cinsiyet, irk ve
sahipli/sokak kopegi olma gibi faktorlerinin iliskisi,
Fisher’s Exact ve Pearson’s Chi Square testleriyle arasti-
rilmugtir.

Bulgular

Real Time PCR sonuglar:: Real Time PCR analiz-
leriyle incelemesi yapilan toplam 400 kopekten 15°1
(%3,8) N. caninum (Sekil 1) yoniinden pozitif bulunmus
olup drneklerin higbirinde T. gondii’ye (Sekil 2) rastlan-
mamigtir.

Neospora caninum pozitif drneklerde ortalama Ct
(dR) degerleri 38,4+0,5 olarak belirlenmis olup bu
degerler parazitemi diizeylerinin ¢ok diisiik oldugunu
gostermistir. Nitekim Real Time PCR ile pozitif saptanan
N. caninum Srneklerinden higbirinde Nested PCR ile jel
lizerinde gorilintii almamamusg, dolayisiyla da sekans

analizleri ger¢eklestirilememistir.

Pozitif belirlenen N. caninum enfeksiyonlarinin
molekiiler prevalansinda bazi faktorlerin analizi: N.
caninum yoOniinden pozitif belirlenen 6rneklerin parazit
tirti temel almarak kopeklerin yas, cinsiyet irk ve
sahipli/sokak kopegi olma &zelliklerine gore dagilimlari
ve istatistiksel verileri Tablo 3’de verilmistir.

Sekil 1. TagMan Real Time PCR analizleri sonucu N. caninum pozitif saptanan bazi drneklerin amplifikasyon grafikleri; a,b,c,d:

Pozitif 6rnekler, PK: Pozitif Kontrol

Figure 1. The amplification graphics of some N. caninum positive samples in TagMan Real Time PCR; a,b,c,d: Positive samples,

PK: Positive control
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Sekil 2. T. gondii igin TagMan Real Time PCR analiz sonuglari, PK: Pozitif Kontrol
Figure 2. The results of TagMan Real Time PCR analyses for 7. gondii, PK: Positive control

Tablo 3. N. caninum prevalansinin kopeklerin yas, cinsiyet, irk
ve sahipli/sokak kdpegi olma 6zellikleriyle iliskisi.

Table 3. The correlation of N. caninum prevalance with age,
sex, race, and owned/stray of the dogs.

i Enfekte kopek
Faktor .I'ncelenen niekte kope Xz P
kopek sayist  Sayist %
Yas gruplari (y1l)
0,5-3 270 8 3,0
4-6 100 5 50 1,603 0,449
7-10 30 2 6,7
Cinsiyet
Erkek 129 7 54 *
.. 1,482 0,262
Disi 271 8 3,0
Irk
Kigilik 156 7 4,5 .
L 0,385 0,594
Biiyiik 244 8 33
Sahipli/Sokak
Sahipli 277 9 32 x
0,626 0,408
Sokak 123 6 4,9
Toplam 400 15 3,8

x*: Pearson Chi-Square, Fisher
: Fisher’s Exact Test

Tablo 3’de de goriildiigii tizere N. caninum enfeksi-
yonlarinin yayilisinda yas, cinsiyet, sahipli/sokak kopegi
olma, biiytik irk/kiiglik 1rk gibi faktorlere bagli istatistiksel
bir farklilik saptanmamustir (p>0,05).

Tartisma ve Sonuc¢
Uluslararasi turizm ve seyahat aktivitelerinin global
Olcekte artmasi, insanlarin 6zellikle tatil amagli seyahat-
lerinde kopeklerini de beraberinde gotiirmek istemeleri,
iklim ve ekolojik degisiklikler gibi bir ¢ok faktor

neosporosis ve toxoplasmosis gibi enfeksiyonlarin kitalar,
tilkeler veya bolgeler arasinda hizli bir sekilde yayilmasina
neden olabilmektedir. Ote yandan birbiriyle karistirilan
neosporosis ve toxoplasmosis siirii sagligi i¢in ciddi risk
potansiyelidirler. Bu ¢ercevede diinyada yaygin goriilen
zoonotik karakteri bulunmayan neosporosis ile zoonotik
karakterli toxoplasmosis’in kopeklerdeki teshislerinde,
kesin sonuca gidilebilen en ileri molekiiler tekniklerin
kullanilmas1 ve bu hastaliklarin molekiiler epidemiyoloji-
lerinin ve yarattiklar1 risk potansiyellerinin ortaya konmasi
oldukca 6nemlidir (4-7).

Neosporosis etkeni N. caninum, ilk kez tespit edil-
dikten (2) sonra, Meksika’da bir siit sigir1 siiriisiinde
abort salgiminin sorumlusu olarak teshis edilmis (11) ve
ozellikle son yillarda Tiirkiye (17, 21, 25, 29) dahil tiim
diinyada sigirlarda yaganan abort vakalarinin birgogunun
primer sebebi oldugu rapor edilmistir (1, 5). IFAT,
ELISA, DAT, Western blot gibi serolojik teshis yontemleri
N. caninum’un teshisinde yaygin kullanilan ydntemler
olarak kabul edilmistir (7). Ancak serolojik tabanli
teknikler indirekt teshis yontemleri olup bu yontemlerle
erken evrede veya kist olusumunun sekillendigi kronik
enfeksiyonlarda yalanci negatiflikler ortaya ciktigindan
hastaliklar tespit edilememektedir. Bu agidan immuno-
histokimya, hayvan inokulasyonlar1 ve molekiiler tani
teknikleri gibi direkt tan1 yontemlerinin daha kullanish
oldugu ve molekiiler tan1 yontemlerinin diger direkt tani
tekniklerinden daha spesifik oldugu iddia edilmistir (7).
N.caninum’un molekiiler teshis ve karakterizasyonunda
yiiksek orandaki korunmusluk o6zelliginden dolayr Nc5
gen bolgesi son yillarda tercih edilen ve yaygin olarak
kullanilan gen bolgelerinin baginda gelmektedir (16).
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Bu calismada klinik olarak normal goriiniimli
kopeklerden alinan periferal tam kan Srnekleri, Nc5 gen
bolgesini hedef alan primerler ve TagMan probu (15) ile
N. caninum yédniinden analiz edilmislerdir. incelenen 400
kopek kan 6rneginin 15’inde (%3,8) qPCR analizleri ile
N. caninum pozitifligi saptanmustir. Pozitif 6rneklerde Ct
(dR) degerlerine (ort. 38,4+0,5) gore paraziteminin oldukca
diisiik oldugu tespit edilmistir. Nitekim konvansiyonel
PCR ile bu 6rneklerde jel iizerinde goriintii alinamamis
ve dolayisiyla sekans analizleri yapilamamustir. Ancak N.
caninum’un perifer kanda molekiiler olarak saptanmig
olmasi, akut bir infeksiyonu gosterebilecegi gibi immun
sistemin baskilanmasi sonucu kist igerisindeki parazitlerin
reaktif olabildigini de diisindiirmiistiir. Nitekim benzer
sekilde King ve ark. (20) da, Avustralya’da kopeklerde
yaptiklar1 ¢aligmada 41 kopegin perifer kan 6rneklerinden
iictinde konvansiyonel PCR ile N. caninum pozitifligini
tespit etmislerdir.

Neospora caninum enfeksiyonlarinin yayilisinda
yas, cinsiyet, sahipli/sokak kopegi olma, biiytik rk/kiiciik
ik gibi baz1 epidemiyolojik faktorlerin analizlerinde
istatistiksel agidan herhangi bir farklilik saptanmamistir
(p>0,05). Nitekim bu epidemiyolojik veri sonug¢larmnin
daha dnce Tiirkiye (3, 29) ve Diinya’da (23, 28) yapilmis
bazi serolojik ¢alismalardaki epidemiyolojik sonuglarla
uyum gosterdigi belirlenmistir.

Bu c¢alismada N. caninum pozitifligi i¢in gegerli bu
durum, benzer sekilde 7. gondii i¢in de hipotez
edilmistir. Bu kapsamda kopek kan ornekleri, 7. gondii
spesifik primerler ve TagMan probu ile qPCR’da analiz
edilmislerdir. Ancak T.gondii pozitifligi belirleneme-
mistir. Bu durum, incelenen kopeklerin 7. gondii ile
enfekte olmadiklarini veya kopekler enfekte olsalar bile
kan dolasiminda parazitin takizoitlerinin bulunmadigini
diistindirmiistiir. Nitekim Cin’de yapilan molekiiler
tabanli bir ¢alismada (26) 7. gondii 110 sokak kdpeginin
kan orneklerinde, Nested PCR ile arastirilmis ve higbir
pozitiflige rastlanmadig bildirilmistir. 7. gondii ile ilgili
olarak mevcut ¢alismamizda elde edilen sonucun Cin’de
yapilan bu ¢aligmayla paralel oldugu goriilmiistiir.

Bu caligmadan elde edilen molekiiler epidemiyolojik
veriler Kayseri yoresinde kopeklerin ¢iftlik hayvanlari
iizerinde olusturduklar1 risk potansiyelleri bakimindan M.
caninum’un T. gondii’den daha 6nde geldigini gostermis-
tir. Ayrica bu molekiiler epidemiyolojik sonug, yorede
sigirlarda neosporosis yayginligi iizerine daha Once
yapilmis serolojik ¢aligmada (17), abort yapan sigirlarda
tespit edilen %33,3’liikk N. caninum seropozitifligini
dogrulamistir. Bu molekiiler epidemiyolojik veriler
isiginda ve son yillarda diinyada kabul goéren “siirii
saglig” (18) konsepti cercevesinde, her iki hastaligin
karsilagtirilmasit durumunda, neosporosisi’in toxoplas-
mosis’e gore sigirlar igin primer risk faktorii olabilecegi,
sigir yetistiriciliginde goriilen abort olgularinin 6ncelikli
sorumlular arasinda goriilebilecegi ve dolayisiyla ortaya

cikan ekonomik kayiplardan da oncelikli sorumlu
tutulabilecegi ileri siiriilebilir. Ayrica bu ¢alismadan elde
edilen molekiiler epidemiyolojik veriler, saglikli bir
sigircilik isletmesinde siiri sagligl agisindan kopeklerin
neosporosis igin dnemli oldugunu gostermistir.

Sonug olarak kantitatif Real Time PCR teknigi ile
yapilan bu c¢alismayla, Tiirkiye’de ilk kez Kayseri yore-
sinde kopek periferal tam kan orneklerinde N. caninum
ve T. gondii takizoitleri arastirilmig ve molekiiler epide-
miyolojik veriler elde edilmistir. Caligmayla Tiirkiye’de
ilk kez kopeklerde N. caninum takizoitleri molekiiler
olarak saptanmustir.

Tesekkiir
Aragtiricilar, bu ¢alismaya TSA-11-3439 kod
numarali proje ile maddi destek saglayan ERUBAP
Birimi’ne ve caligmada kullanilan referans izolatlarin
temini i¢in Tirkiye Halk Saglhigi Kurumu’na tesekkiir
ederler. Bu ¢alisma 18. Ulusal Parazitoloji Kongresi’nde
(29 Eyliil-5 Ekim 2013, Denizli) sunulmustur.
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