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OZET

NiGDE YORESI KECILERINDE NEOSPORA CANINUM’UN SEROPREVALANSI

CAYVAZ, Mustafa

Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyoloji Anabilim Dal1

Danigsman : Dog¢. Dr. Mustafa KARATEPE

Agustos 2010, 44 sayfa

Bu ¢alisma, Subat 2010-Mayis 2010 tarihleri arasinda Nigde ilinde bulunan kegilerde
Neospora caninum’un seroprevalansinin arastirilmasi amaci ile yapilmistir. Calismanin
materyali olarak Nigde ilinde 8 farkli ¢alisma merkezine ait (Bahgeli, Merkez Tepekdy, Bor,
Camard:1 Celaller Koyii, Kizilca, Cukurkuyu, Ulukisla, ve Camardi Merkez) 1 yas ve iizeri
toplam 181 disi keci belirlenmis ve bu kegilerin serumlarinda N. caninum antikorlari
ELISA testi ile arastirilmistir. Nigde yoresinde ELISA testi ile incelenen toplam 181
kecinin 47 (%25.9)’sinin N. caninum antikorlar1 yoniinden seropozitif oldugu tespit
edilmistir. Serolojik incelemede, en fazla seropozitiflik %42.3 orani ile 5 yasindaki
kecilerde tespit edilirken en az seropozitiflik orani ise %13.8 ile 3 yasindaki kegilerde
belirlenmistir. Abort yapan 16 keg¢inin 6 (%37.5)’s1, abort yapmayan 165 keg¢inin 41
(%24.8)’1 seropozitif olarak tespit edilmistir. Ayrica calisma merkezleri arasinda en
yiiksek seropozitiflik %54.5 orani ile Camardi’da belirlenmis, buna karsilik Bahgeli ve
Kizilca’da ise muayene edilen kegilerde seropozitiflik saptanmamistir. Elde edilen
seropozitiflik oranlarinda; kecilerin yas gruplar1 ve ¢alisma merkezlerinin istatistiksel
olarak 6nemli (P<0.05, P<0.01) oldugu, abort yapan ve yapmayan kegciler arasinda ise
onemsiz oldugu saptanmistir (P>0.05). Sonug¢ olarak, Nigde yoresinde kegilerde N.
caninum’un varligi ilk kez bu calisma ile ortaya konulmus ve abort olaylarinda

neosporosisin de dikkate alinmasi gerektigi kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler : Neospora caninum, keci, Nigde, seroprevalans
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SUMMARY

SEROPREVALENCE OF NEOSPORA CANINUM IN GOATS IN NiGDE
PROVINCE

CAYVAZ, Mustafa

Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor  : Assoc. Prof. Dr. Mustafa KARATEPE

August 2010, 44 pages

This study was performed to investigate seroprevalence of Neospora caninum in goats
in Nigde province between February 2010-May 2010. A total of 181 goats which were
one year old or more than one year old, were selected from eight different study sites
(Bahgeli, Merkez Tepekdy, Bor, Camardi Celaller Koyti, Kizilca, Cukurkuyu, Ulukisla,
ve Camardi Merkez) as the study sample and N. caninum antibodies were tested in these
goats serum using ELISA. The 47 out of 181 sera (25.9%) were found to be seropositive
for N. caninum. In the serologic examinations, the seropositivity rate was highest in 5
years old (42.3%) while it was lowest in 3 years old (13.8%) in goats. The 6 (37.5%)
out of 16 aborted goats and 41 (24.8%) out of 165 non-aborted were detected as
seropositive. The highest seropositivity rate of study sites was determined in Camard as
54.5% in addition to this, none of examined goats in Bahgeli and Kizilca detected
seropositivity. The difference between the seropositivity rates to N .caninum among age
groups and study sites was statistically significant (P<0.05, P<0.01) while the difference
to N. caninum among aborted and non-aborted goats was statistically insignificant
(P>0.05). As a result, this is the first serologic survey for N. caninum performed on
goats in Nigde province and neosporosis should be taken into consideration in abortion

cases.

Keywords: Neospora caninum, goat, Nigde, seroprevalence
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BOLUM I

GIRIS

Keci diinyanin 6zellikle tropik ve subtropik bir¢cok bolgesinde yetistirilen siit, et, deri,
kil, yapag1 ve gilibresinden yararlanilan bir hayvandir. Keci etinin koyun ve sigir etine
gore daha az yagl ve kolesteroliinlin diisiik oldugu bilinmektedir. Ayrica kegci siitii,
besleyici olmasi yaninda alerji, astim ve c¢esitli sindirim sistemi hastaliklarinin

tedavisinde de kullanilmaktadir [1].

TUIK verilerine gore Tiirkiye’de 5.128.285 adet kegi bulunmaktadir. Bu kegilerin
yaklagik %97’sini kil kegileri olugturmakta ve yaygin olarak orman i¢i ve kenarinda
yetistirilmektedirler. Tiftik kecileri ise ke¢i varliginin yaklasik %3 iinli olusturmaktadir.
Ayrica Tirkiye’de kil ve tiftik kecilerinin yaninda az sayida olmakla birlikte Malta,
Kilis, Saanen ve melezleri de yetistirilmektedir. Nigde ilinde ise 103.975 bas keci
bulunmaktadir [2].

Kecilerde toxoplasmosis, coccidiosis, babesiosis, theileriosis, sarcosporidiosis,
cryptosporidiodis gibi ¢esitli protozoon hastaliklart goriilmekte ve bunlar keci
yetistiriciligini olumsuz yonde etkileyerek ekonomik kayiplara yol agmaktadir [3].
Bunlarin yaninda yakin zamanda belirlenen, Neospora caninum’un olusturdugu klinik
neosporosisin varligr da Tiirkiye’de ortaya konulmustur. Enfeksiyonun yol agtigi en

biiylik sorunun abortlar oldugu bildirilmistir [4].

Enfeksiyonda abortla baglantili direk ekonomik kayiplarin disinda, enfekte hayvanlarin
tedavi giderleri, et ve siit verimi kaybi ile abort yapmis kegilerin elden ¢ikarilmasi gibi

bazi indirekt kayiplar da 6nem tasimaktadir [5].

Bu c¢alisma, Nigde yoresinde yetistirilen kegilerde Neospora caninum’un

seroprevalansinin ELISA testi ile saptanmasi amaci ile yapilmistir.



2.1 Neospora caninum’un Tarihgesi

Ik defa 1984 yilinda Norveg’te yeni dogmus kdpeklerde morfolojik olarak Toxoplasma
gondii’ye benzerlik gosteren fakat ondan farkli olan bir protozoona rastlanmis, fakat
tanimlanamamistir [6,7]. Daha sonra 1988 yilinda Dubey ve arkadaslari tarafindan
Amerika’da izole edilerek Neospora caninum olarak adlandirilmis ve 1995 yilinda
Avrupa’da da izole edilmistir [6].Sonraki yillarda bu protozoona kemirici hayvanlar ve

ruminantlar gibi arakonakgilarda rastlanmis, son konakg¢isinin kopek oldugu ise 1998

GENEL BIiLGILER

yilinda anlagilabilmistir [8].

Amerika’da cesitli arastirmalar icin muhafaza edilen kopek dokularinda yapilan
analizlere gore etkenin 1957 yilindan beri var oldugu fakat T. gondii’ye benzerliginden

dolay1 teshis edilemedigi ve bu yiizden uzun yillar gézden kactig1 saptanmustir [9].

BOLUM 11

2.2 Neospora caninum’un Simiflandirilmasi

Neospora caninum asagidaki sekilde siniflandirilmistir [10].
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2.3 Neospora caninum’un Morfolojisi

Neospora caninum’un yasam dongiisiinde takizoitler, doku kistleri igerisindeki
bradizoitler ve ookistler icerisinde bulunan sporozoitler olmak iizere 3 enfektif satha
bulunmaktadir. Takizoit ve bradizoitler enfekte ara ve son konaklarin dokularinda
bulunurken sporozoitler son konaklarin diskilar ile ¢ikardiklar1 ookistlerde bulunur

[5,11].

Takizoitler 2x6um biiyiikliigiinde hizli cogalan form olup konaklarinin ¢esitli organ ve
doku hiicrelerini (sinir hiicreleri, damar endotel hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar,
myositler, bobrek tubulus epitelyum hiicreleri, hepatositler) endodyogeni ile ¢ogalarak
enfekte edebilir. Hiicre igerisinde parazitofor vakuolde bulunanlar kabaca muz seklinde,

hiicre disinda serbest olanlar ise kismen yuvarlaga yakin sekildedir [5,11].

Bradizoitler ise parazitin yavas ¢ogalan formudur ve ikiye bdliinerek ozellikle sinir
dokusunda (beyin, omurilik, sinirler ve retina) kist olusturur. Doku kistleri, i¢lerindeki
bradizoit sayisina bagli olarak yaklasik 100um biiyiikliige ulasabilir ve duvar kalinligi
4um kadar olup bolmelere ayrilmamistir. Bradizoitler 7-8x2 pm biiylkligiindedir
[5,11].

Neospora caninum ookistleri yaklasitk 10-12 um biiyiiklikte olup yuvarlak veya
yuvarlaga yakin sekildedir ve kopek digkilari ile sporlanmamis olarak disari atilir.
Sporlandiktan sonra her ookist 2 sporokist ve bunlarin her biride 6.5x2 pm biiytikliikte 4
sporozoit igerir [5,12-15].

2.4 Neospora caninum’un Biyolojisi

Neospora caninum, Toxoplasma gondii’ye benzerlik gdsteren zorunlu hiicre igi bir
protozoondur. Parazit heteroksen bir gelismeye sahiptir. Son konagi1 kdpekler olup sigir,
koyun, keci, geyik ve at gibi ara konaklar kopeklerin diskilari ile ¢ikardiklar1 ookistlerle
bulasik yem ve sularla enfekte olurken kopekler bu ara konak hayvanlarin doku kisti
iceren enfekte etleri ile ve aynm1 zamanda kendi diskilar1 ile ¢ikardiklari ookistlerle

enfekte olurlar [5,8,11,13,14,16,17].



Enfekte kopeklerde bulunan ookistler sporlanmamis bir sekilde diskr ile dis ortama
atilir. D1s ortamda 3 giin i¢inde sporlanan ookistler at, sigir, koyun, ke¢i fare, tavsan
gibi arakonakgilar tarafindan alindiklarinda endodyogeni yoluyla ¢ogalirlar. Takizoitler
arakonakcilarin makrofaj, sinir hiicresi, kas hiicresi, damar endotel hiicreleri ve
hepatositlerine yerlesir. Bradizoitler ise retinay1 da i¢ine alan merkezi sinir sisteminde

doku kistleri i¢ginde bulunur [5,9,18].

2.5 Neospora caninum’un Epidemiyolojisi

Seroepidemiyolojik calismalara goére Neospora caninum’un ookistlerinin dogaya
atilmasinda son konak kopeklerin rolii biiyiiktiir. Kopeklerlerin diskilariyla atilan
ookistler ara konaklarin besinlerini ve sularini kontamine ederek arakonakgilara bulasir.
Kopekler de abort olmus hayvanlari, plasenta artiklarini ve enfekte arakonaklarin ¢ig
etlerini yiyerek enfekte olurlar. Abortlara sebep olan ookistlerin kopeklerin digkisiyla

atilmasini engelleyecek bir as1 bulunamamistir [5,11,18,19].

Neosporosis sporlanmig ookistlerle bulasik yem ve sularin agiz yoluyla alinmasiyla
arakonakgilara bulagir. Arakonakgilari tek ve c¢ift tirnakli hayvanlar ile kemirgenlerdir.
Kopek, sigir, koyun, keci, at ve geyiklerde dogal enfeksiyonlara rastlanmistir. Fare, rat,
tavsan, koyun, keci, sigir, domuz, kedi, kopek, tilki ve gerbiller deneysel olarak enfekte
edilebilmislerdir. Bu tiir bulagsmanin yani sira transplasental bulagmada goriiliir.
Seropozitif anneden onun fotlisiine vertikal tasinma neosporosisin epidemiyolojisinde
bliyiik rol oynar. Deneysel olarak enfeksiyon; transplasental, intraperitoneal,

intramuskuler, subkutan, intravendz ve oral yollarla nakledilebilmistir [5,11,19,20].

2.6 Tiirkiye’de Kecilerde Neospora caninum

Tirkiye’de kopeklerde ve sigirlarda N. caninum’un seroprevalansini saptamak igin
yapilmis calismalar bulunmaktadir [4,21-29]. Fakat kegiler iizerinde yapilmis tek bir
calisma bulunmaktadir [30]. Sanlurfa yoresinde yapilmis olan bu calismada 85 kil

kecisinin 4’1, 95 Halep kegisini ise 5 tanesi seropozitif olarak saptanmistir [30].



2.7 Diinya’da Kecilerde Neospora caninum

Neosporosis; Orta Dogu, Belcika, Kanada, Danimarka, Kosta Rika, ingiltere, Fransa,
Finlandiya, Almanya, Macaristan, Norve¢, Hollanda, Isveg, Isvigre, A.B.D, Giiney
Afrika ve Avustralya’da goriilmiistiir [14,31].

Diinyada, sigirlarda Neospora caninum iizerinde yapilmis ¢ok sayida c¢alisma
bulunmasina ragmen, kecilerde yapilan caligmalar daha azdir. Amerika’da kegiler
tizerinde yapilan aragtirmaya gore yeni dogan kecilerdeki 6lii dogumlar N. caninum ile
iliskilendirilmistir [32]. Kostarika’da yapilan arastirmaya gore 77 keciden 5 tanesinde
N. caninum antikoru bulundugu ve siiriilerdeki abortlarn  N. caninum’dan
kaynaklanabilecegi bildirilmistir [33]. Brezilya’da kegi yavrularinda N. caninum varligi
saptanmig ve granulomatoz ensefalitis yaptig1 belirlenmistir [34]. Yapilan aragtirmalar
N. caninum’la enfekte edilen yavru kegilerin enfeksiyona karsi olduk¢a duyarl
oldugunu gostermektedir [19]. Tayvan’da 24 kegci lizerinde yapilan bir arastirmaya gore
kegilerin kaninda N. caninum antikoruna rastlanmamustir [35]. Brezilya’nin Sao Paulo
sehrinde yapilan ¢alismada 394 keciden 25 (%6.4) tanesi seropozitif bulunmustur [36].
Sri Lanka’ daki 486 ke¢inin kan serumlar1 IFAT, ELISA ve Western blot ile
arastirilmis, sadece 3 (%0.7) tanesinde seropozitiflige rastlanmistir [37]. Brezilya’ da
IFAT ile yapilan bir bagka ¢alismada 306 kegiden 10 tanesi seropozitif bulunmustur
[38]. Ayn1 yil igerisinde Brezilya’da IFAT ile incelenen 384 keciden 58 (%15) tanesi
seropozitif olarak belirlenmistir [39]. Yine Brezilya’ da PCR ile 102 keg¢i {lizerinde
yapilan ¢alismada 2 adet (9%1.96) seropozitiflik kaydedilmistir [40]. Arjantin’ de 1594
keci lizerinde IFAT ile yapilan calismada 106 keci (%6.6) seropozitif olarak
bulunmustur [41]. Italya’da abort olmus kegcilerin beyin ve kalp dokusunun PCR ile
yapilan incelemeleri sonucunda parazitik yapilara beyinde cerebral kortekste rastlanmis
fakat kalp dokusunda rastlanamamistir [42]. Jordan’da ELISA testi ile 302 ke¢inin

2’sinde seropozitiflik bulunmustur [43].



2.8 Kecilerde Neospora caninum’un Klinik Belirtileri ve Patogenezi

Neospora caninum’un kegilerdeki klinik belirtileri; disilerde abort ve 6lii dogumlar,
neonatal oglaklarda ensefalitis, dogum agirliginin azalmasi, meningslerde ve medulla
spinaliste yangi ve ataksi’dir. Ke¢i fotiislerinde otoliz ve mumifikasyon, plasentitis,

diyafram, karaciger ve akcigerlerde yangi dikkati ¢ceker [11,15,44].

Enfekte olmus arakonagin beyninde bulunan ankiste kistler, gebe hayvanlarin
karsilagsacagi hormonal degisiklikler, stres ve diger olumsuz etkenler karsisinda
bagisiklik sisteminin zayiflamasi sonucu aktif hale gecebilmektedir. Bu durumda kist
icerisindeki bradizoitler boliinerek kan dolasimina gecebilirler. Bu da anne karnindaki
fotusun transplasental yolla enfekte olmasina, bunun sonucunda da ya aborta ya da

konjenital enfekte yavru dogumuna sebebiyet verir [45].

2.9 Kecilerde Neospora caninum’un Teshisi

Neosporosis’in kesin tanisini koymak olduk¢a zordur. Teshis icin farkli yontemler

kullanilmaktadir. Bu yontemlerden bazilar1 asagida belirtildigi gibidir [11,45].

2.9.1 Isik mikroskobu ve elektron mikroskobu ile teshis

Isik mikroskobu ile yapilan teshiste; kemik iligi, beyin-omurilik sivist ve atesli
olgulardan kan alinarak siirme preparatlar hazirlanir. Preparatlar takizoitleri gérmek igin
Giemsa ve Wright boyalar ile, doku kistlerini gérmek i¢in de PAS (Periodic Acid
Schiff) ve Wright-Giemsa boyalar1 ile boyanmaktadir. Muayene edilecek materyal
biyopsi yapilmis ise alinmis doku kesitleri hematoksilen-eozin ile boyanir. Eger alinan
materyal sivi ise 2000 devirde 20 dakika santrifuj edilir ve elde edilen ¢okeltiden
preparat hazirlanip ayn1 boyama yontemleriyle boyanarak 1sik mikroskobu ile incelenir.
Elektron mikroskobu ile yapilan teshiste ise N. caninum ile T. gondii’nin kist yapis1 ve
kistlerin bulundugu dokular arasindaki farkliliklardan yararlanilir. Toxoplasma
gondii’nin kistleri ince duvarli olup beyin, iskelet ve kalp kasini tercih ettikleri halde
Neospora caninum kistleri T. gondii kistlerine gore kalindir (0,5 pm’den kalin) ve

merkezi sinir sistemini daha ¢ok tercih eder [9,46].
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2.9.2 Histopatolojik ve immunohistokimyasal teshis

Neosporosis’in ~ kesin  teshisinde fOotusun histolojik muayenesinin  yapilmasi
gerekmektedir. Teshis igin beyin, kalp, karaciger, plasenta, viicut sivilari
kullanilmaktadir. Ancak kesit alinan dokularin irinsiz ve otolize olmamasi gerekir. Fotal
beyin enfeksiyondan en c¢ok etkilenen organ oldufu i¢in en uygun materyaldir.
Histolojik muayenelerde beyin dokusu %10’luk buffered notral formalin soliisyonunda
tespit edilmeli ve HE (Hematoksilen eosin) ile boyali kesitler hazirlanmalidir.
Abortlarin ¢ogu muhtemelen otoliz oldugundan N. caninum’u immunohistokimyasal
olarak ortaya ¢ikarmak abortun teshisi i¢in en iyi kanittir. Beyin dokusu parcalarinda
avidin-biotin immunohistokimyasal teknigi kullanilarak bradizoit ve doku kistlerinin
varligini ortaya konulmalidir. Bu teknigin ayiric1 teshiste oldukga spesifik oldugu

belirtilmektedir [5,47].

2.9.3 Serolojik teshis

Kegilerde neosporosisin klinik belirtileri teshis i¢in yeterli olmadigindan ¢esitli serolojik
testlerle (ELISA, IFAT, IC, NAT ve Western blot gibi) Neospora caninum’un
seroprevalansi ortaya konulmustur [11,37,48-50]. ELISA testi daha hizli sonug¢ vermesi
sebebiyle ozellikle ¢cok sayida hayvanin serolojik analizinin yapilmasinda daha fazla

tercih edilmektedir [37,51,52].

Bu testlerde doku kiiltiiriinden hazirlanan N. caninum takizoitleri antijen olarak
kullanilirlar. Fareler iizerinde yapilan ¢aligmada N. caninum ile T. gondii arasinda
antijenik farklilik bulundugu ve bu iki protozoon arasinda ¢apraz reaksiyonun meydana

gelmedigi saptanmistir [9,45,51-53].
2.9.4 Kiiltiir ile teshis
Neosporosisin teshisinde kiiltiir yapmanin pek fazla degeri yoktur. Neospora caninum

kistlerinin, in vivo olarak deney hayvanlarindan elde edilen takizoitlerin veya beyin

omurilik sivisindan saglanan materyalin doku kiiltiirlerinde {iretilmesiyle teshis



yapilabilir. Bunun yanisira elde edilecek takizoitler farkli calismalar i¢in olanak

saglarlar [11,45].

2.9.5 Molekiiler teshis

Son yillarda serolojik teshis yontemlerinin yanisira PCR gibi molekiiler yontemler de

kullanilmaya baslanmistir [11,40,42,43].

Bu yontemde N. caninum’un DNA’s1, PCR ile ortaya konmaktadir [5,11,45].

2.10 Bagisikhk

Hayvanlar gebe kalmadan once N. caninum ile dogal olarak enfekte olursa, bu
hayvanlarda aborta ve fotusun konjenital enfeksiyonuna kars1 bir bagisiklik gelisebilir.
Gebelikten once N. caninum takizoitleri ile asilanmis farelerde N. caninum’un
transplasental tagimmasi bloke edilmistir. Sonra yapilan fare challenge’leri ile elde
edilen etkenlerle deneysel olarak enfekte edilen gebe arakonakta N. caninum’un

konjenital transferine kars1 bir bagisiklik olusturdugu goriilmiistiir [54].

Neopora caninum enfeksiyonunda fotal enfeksiyon ve aborta karsi her zaman bir
immiinite olusmasi beklenmez. Pozitif hayvanlarin bazilarinda abort meydana gelirken
digerlerinde neden abort goriilmedigi anlagilamamistir. Maternal ve fotal bagisiklik
sistemi muhtemelen birbirleriyle iligkilidir. Enfeksiyonun fetusun olusumunun hangi
doneminde goriildiigii onemlidir. Gebeligin baslangicindan 17 haftalik olana kadar
gecen siirede yavrularin bagisiklik sistemi gelisir. Saglikli gebe bir hayvana hamileligin
10. haftasinda deneysel olarak N. caninum enfekte edildiginde abort goriilmektedir.
Ancak hamileligin 13. haftasinda N. caninum enfekte edildiginde yavrunun saglikli
ancak konjenital olarak enfekte dogdugu belirlenmistir [55]. Bagisiklik sistemine sahip
olmayan fotuslarda takizoitler hizli bir sekilde gelisir ve enfeksiyon baskin hale gelir.
Bunun sonucunda yavru Oli dogar. Bagisiklik sistemi olusmus fotuslarda ise
takizoitlerin artig1 yavas olur ve takizoitler merkezi sinir sisteminde ve beyinde ankiste
kist olarak kalirlar. Sonug olarak yavru sag fakat konjenital enfekte olarak dogar. Eger

hamilelik esnasinda bagisiklik mekanizmasi, stres, beslememe ya da hastalik yiiziinden
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zayiflarsa bradizoitler ¢ok hizli bir sekilde ¢ogalir ve kan dolagimina gecgebilmektedir.
Bu da fotusun transplasental enfeksiyonuna, sonucta ya konjenital enfekte yavru
dogumuna ya da aborta sebep olur [45]. Baz1 arastirma sonuglarina gore hayvanlar N.
caninum ile dnceden enfekte olarak hamile kalabilirler. Bu hayvanlar bu parazite karsi
saglam bir bagisiklik sistemi olusturarak abortu engelleyebilirler [54,55]. Bazi
hayvanlarin  seropozitif olduklar1 halde diisik yapmamalart da bu sekilde

acgiklanmaktadir [45].

2.11 Koruma ve Kontrol

Kegi yetistiriciliginde kopeklerin varligi neosporosis i¢in bir risk faktoriidiir. Bu sebeple
neosporosisden korunmada ke¢i yem ve sularinin kopek digkist ile kontaminasyonu
onlenmelidir. Bu amacla son konak kopekler agil ve yemliklerden uzak tutulmalidir

[17,44].

Enfeksiyondan korunmak igin gebe hayvanin bagisiklik sistemini zayiflatacak
durumlardan sakinilmalidir. Enfeksiyonun bulagmasini dnlemek i¢in 6lii fotus, plasenta
ve uterus artiklar1 karnivorlara yedirilmemelidir. Bunun yani sira dogal enfeksiyonlarin

goriildiigii hayvanlarin ¢ig etleri kopeklere verilmemelidir [11,45].

Kontrol i¢in bir siiriiniin abort problemi arastirildiginda, abort yapmig hayvanlarin yani
sira siiriideki abort yapmayan hayvanlardan da kan orneklerinin toplanmasi tavsiye
edilmektedir. Eger abort yapanlarda, abort yapmayanlardakinden daha yiiksek bir N.
caninum antikor titresi elde edilirse, abort probleminin nedeninin muhtemelen Neospora
olabilecegi bildirilmektedir. Her iki grupta da seropozitiflik benzer ise Neospora’dan
baska diger nedenler de goz onilinde tutulmalidir. Eger bir siirtide neosporosis diisiik bir
sevide yayginlik gosteriyorsa seropozitif hayvanlar ve bu hayvanlarin yavrular siiriiden
ayrilabilirler. Enfekte hayvan bulunan fakat saglikli bir siiriide, siirliden ayrilacak
hayvanlarin belirlenmesinde ve hastaligin yil igerisindeki sikligina gére N. caninum’un

seropozitifligi de dikkate alinabilir [45].



2.12 Tedavi

Hiicre kiiltiirlerinde iiretilen Neospora’lara karsi insan ve hayvanlarda protozoonlarin
tedavisinde kullanilan ilaglar kullanilmig fakat enfekte hayvanlara fazla yarari olmadigi
goriilmiistlir. Buna karsin enfeksiyonun erken teshis edilebildigi vakalarda Clindamycin
ile Siilfonamid/Trimethoprim kombinasyonlarmin klinik belirtileri azalttigi, fakat
olusan lezyonlar geri doniisiimsiiz olmasi sebebi ile tam anlamiyla tedavi edilemedigi
belirtilmektedir. Amerika ve Kanada’da 2001 yilinda N. caninum asist iretildigi
bildirilmis, bu aginin enfekte ineklere uygulanmasi durumda abort ihtimalini azalttig1 ve

konjenital enfekte buzagi dogumu engelledigi saptanmustir [45].

2.13 Neosporosis’in Ekonomik Onemi

Diinya genelinde hayvanlarda Neospora caninum’un meydana getirdigi neosporosis;
basta abort olmak iizere, zayif veya Olii dogum ve ensefalitise neden olarak biiyiik
ekonomik kayiplara yol agan 6nemli bir hastaliktir. Enfeksiyonda abortla baglantili
direk ekonomik kayiplarin disinda, enfekte hayvanlarin tedavi giderleri, muhtemel siit
kayb1 ve abort yapmis hayvanlarin elden ¢ikarilarak yerlerine yenilerinin yetistirilmesi

gibi baz1 indirekt kayiplar da 6nem arz etmektedir [47,56].

Diinyadaki sigirlarin  yaklasik % 42’sinin  neosporosisden dolay1r abort yaptigi
diisiiniilmektedir. Yapilan taramalarda, sigirlarda neosporosisden kaynaklanan
ekonomik kayiplarin milyonlarca dolar oldugu ifade edilmektedir. Neosporosisin

kecilerde de benzer ekonomik kayiplara sebep olabilecegi belirtilmektedir [47,56,57].
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BOLUM 111

MATERYAL ve METOT

3.1 Calisma Merkezlerinin Sec¢imi

Bu calisma, Subat 2010-May1s 2010 tarihleri arasinda Nigde ilinde gergeklestirilmistir.
Bu amagla Nigde ilinde halk tarafindan yetistirilen ve rastgele secilen 1 yas ve
tizerindeki keciler belirlenmigtir. Caligmanin materyalini Nigde ilinde 8 farkli bolgeden
(Bahgeli, Merkez Tepekdy, Bor, Camardi Celaller Kdyii, Kizilca, Cukurkuyu, Ulukisla,
ve Camardi Merkez) elde edilen toplam 181 adet disi keci olusturmustur (Sekil 3.1).

Kegilerden abort yapmis olanlar belirlenerek kayit altina alinmistir.

1.Bahgel
2.Tepekoy(Merkez)

Il uLuy K|$-LA .' 3.Celaller{Camardi)
\ 4.Bor

5.Kizilca
6.Camard
T.Cukurkuyu
EUlukigla

Sekil 3.1 Kan 6rnegi alinan ¢alisma merkezleri
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3.2 Saha Calismalar

Kegilerin bulundugu c¢alisma merkezlerine ¢alisma siiresince her ay gidilmis ve 1-5 yas
arasinda bulunan yaklasik 40 keg¢inin vena jugularisinden steril vakumlu tiiplere 10 ml
kan alinmistir. Alinan bu kan 6rneklerine protokol numaralar1 verilmis ve laboratuvara

getirilmistir. Ayrica kanlar1 alinan kegilerin ¢evresinde kopek varligr arastirilmistir.

3.3 Laboratuvar Calismalari

Kecilerden alinan kan 6rnekleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar elde
edilmis ve her bir hayvana ait serum 1.5 ml’lik mikrotiiplere konularak ELISA testi ile
serolojik incelemeler yapilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda muhafaza

edilmistir (Fotograf 3.1).

Fotograf 3.1 Keci serumlarinin mikrotiipler icinde muhafaza edilmesi
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3.3.1 Enzyme Linked Immunosorbent Assay Testi (ELISA)

ELISA testi, Nigde Universitesi Bor Meslek Yiiksekokulu Seroloji Laboratuvarinda
yapilmistir. Calismada, Neospora caninum antikorlarini arastirilmasi amaciyla ticari
kompetatif ELISA (cELISA) kiti (VMRD Inc., Veterinary Medical Research and
Development, Pulman, WA, USA) kullanilmistir. ELISA testi kit prosediiriinde
belirtildigi sekilde yapilmistir.

3.3.1.1 Serumlarin konulmasi

Fotograf 3.2 ELISA testinde kullanilan soliisyon ve malzemeler

Teste baglanmadan Once serumlar, test soliisyonlar1 ve plate’ler (Antigen-Coated Plate)
oda sicakligina ¢ikartilmistir (Fotograf 3.2). Bu arada serumlarin protokol numaralari,

daha 6nceden hazirlanmis veri kayit formu iizerine yazilmistir.
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Daha sonra negatif ve pozitif kontrol serumlari ile incelenecek serum 6rneklerinden
mikro pipetlerle 50°ser ml alinarak veri kayit formundaki numaralandirmaya gore
N.caninum antijeni bulunan gozlere konulmustur. Bu islem tamamlandiktan sonra
plate’ler lizeri agik bir sekilde oda sicakliginda (21-25°C) 1 saat inkiibasyona
birakilmistir (Fotograf 3.3).

Fotograf 3.3 ELISA testinde kullanilan plate

3.3.1.2 Yikama

Inkiibasyondan sonra plate’lerin igerisindeki serum bosaltilip kit prosediiriine uygun
olarak, her kuyucuk i¢in 1,5 ml olacak sekilde hazirlanan %10’luk yikama soliisyonu
(1x yikama soliisyonu konsantrasyonu / 9x distile su) ile 3 kez yikanmistir (Fotograf
3.4). Her yikama islemi sonunda plate’ler kagit havlulara sert bir sekilde vurularak

icerisindeki yikama soliisyonu bosaltilmistir.
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Fotograf 3.4 Plate’lerde yikama iglemi

3.3.1.3 Konjugat

Daha sonra %1°lik konjugat (1x Antibody-Peroxidase / 99x Conjugate Diluting Buffer)
hazirlanmis ve her kuyucuga 50 pl olacak sekilde konularak 20 dakika oda sicakliginda

inkiibasyona birakilmistir.

3.3.1.4 Yikama

Yikama iglemi daha once kit prosediiriinde belirtildigi gibi 3 kez tekrar yapilmstir.

3.3.1.5 Substrat ve stop soliisyonlarin konulmasi

Bu islemin hemen arkasindan her kuyucuk igerisine 50 pl Substrate Solution eklenmis
ve 20 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra plateler dokiilmeden her
kuyucuk igerisine 50 ul stop sollisyonu konulmustur. Test i¢in kullanilan soliisyonlar

tekrar kullanilmak tizere +4°C muhafazaya alinmgtir.
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3.3.1.6 Okuma ve sonuclarin hesaplanmasi

Stop soliisyonu konulduktan hemen sonra plate’ler dokiilmeden 620 nm dalga boyunda
bir ELISA mikroplate okuyucusunda (MR-96A) okutularak elde edilen degerler kit

prosediiriinde belirtilen formiilden yararlanilarak hesaplanmistir (Fotograf 3.5).

Fotograf 3.5 ELISA mikroplate okuyucusu

Formiil,

% Inhibisyon =  100-Ornegin Optikal Yogunlugu(O.D.)x100  seklindedir.
Ortalama Negatif Kontrol (O.D.)

Bu hesaplama sonucunda, test drnegi % inhibisyon degeri, >%30 ise sonug¢ pozitif,

<%30 ise sonug negatif olarak kabul edilmistir.
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3.4 istatistiksel Degerlendirmeler

Calismada kegilerin yas gruplari, calisma merkezleri ve abort yapip yapmadiklari
acisindan seropozitiflik oranlarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde Ki-kare testi
kullanilmistir. Bu amacla SPSS (Statistical Programme for Social Science) for Windows

17.0 Istatistik Paket Programindan yararlanilmistir [58].
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BOLUM 1V

BULGULAR

Nigde ydresinde 1-5 yas arasindaki toplam 181 disi kecinin 47 (%25.9)’sinde ELISA
testi ile Neospora caninum antikorlar1 yoniinden seropozitiflik tespit edilmistir. Ayrica
muayenesi yapilan kegilerin agil, yemlik ve suluklarinin yakinlarinda N. caninum’un

son konag1 olan kopeklerin bulundugu saptanmustir.

Cizelge 4.1°e gore yas gruplar1 agisindan; 1 yasta 30 keginin 7 (%23.3)’sinde, 2 yasta 45
kecinin 8 (%17.7)’inde, 3 yasta 36 kecinin 5 (%13.8)’inde, 4 yasta 44 kecinin 16
(%36.3)’sinda ve 5 yasta 26 kecinin 11 (%42.3)’inde seropozitiflik saptanmustir.

Cizelge 4.1 Yas gruplarina gore kegilerde ELISA testi ile Neospora caninum’un

seropozitifligi
Yas Gruplan Muayene Edilen Seropozitif Hayvan Pozitiflik (%)
Hayvan Sayisi Sayisi
1 yas 30 7 233
2 yas 45 8 17.7
3 yas 36 5 13.8
4 yas 44 16 36.3
5 yas 26 11 423
Toplam 181 47 25.9
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Sekil 4.1 Nigde yoresinde kegilerden elde edilen kan 6rneklerinin yas gruplarina gore
Neospora caninum antikorlar1 yoniinden pozitiflik oranlari

Sekil 4.1°den anlasilacagi gibi, en fazla seropozitiflik %42.3 orani ile 5 yasindaki
kecilerde tespit edilirken en az seropozitiflik orani ise %13.8 ile 3 yasindaki kecilerde
belirlenmistir. Hayvan yaslarina gére N. caninum bakimindan seropozitiflik istatistiksel

olarak onemli bulunmustur (P<0.05).

Cizelge 4.2 Calisma merkezlerine gére Neospora caninum’un seropozitifligi

Calisma Aylar Muayene Seropozitif Pozitiflik (%)
Merkezi Edilen Hayvan Sayisi
Hayvan Sayisi

Bahgeli Subat 29 - -
Tepekoy Subat 20 8 40
Celaller Mart 21 2 9.5
Kizilca Mart 19 - -
Bor Nisan 25 7 28
Camard1 Nisan 11 6 54.5
Cukurkuyu Mayis 21 10 47.6
Ulukisla May1s 35 14 40

Toplam 181 47 25.9
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Cizelge 4.2°de calisma merkezleri agisindan Neospora caninum’un seropozitifligi
verilmigtir. Buna gore Bahgeli ve Kizilca yorelerinde muayene edilen kegilerin
hi¢birinde Neospora caninum’un seropozitifligi tespit edilememisken, Tepekdy’de 20
kecinin 8 (%40)’inde, Celaller’de 21 keginin 2 (%9.5)’sinde, Bor’da 25 keg¢inin 7
(%28)’sinde, Camardi’da 11 kecinin 6 (%54.5)’sinda, Cukurkuyu’da 21 kecinin 10
(%47.6)’unda ve Ulukisla’da 35 keginin 14 (%40)’tiinde Neospora caninum antikorlari
saptanmigtir (Sekil 4.2).

60
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Sekil 4.2 Nigde yoresinde muayene edilen kegilerin ¢aligma merkezleri agisindan
Neospora caninum antikorlarinin seropozitiflik oranlari
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ekil 4.3 Nigde yoresinde kecilerden elde edilen kan 6rneklerinin calisma merkezlerine
gacy ¢ cali§
gore Neospora caninum antikorlar1 yoniinden pozitiflik oranlari

Sekil 4.3’de belirtildigi gibi calisma merkezleri arasinda en yiiksek seropozitiflik %54.5

orani ile Camardi’da belirlenmis, buna karsilik Bahgeli ve Kizilca’da ise muayene

edilen kecilerde seropozitiflik saptanmamistir. Calisma merkezleri agisindan N.

caninum’un seropozitifligi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01).

Cizelge 4.3 Neospora caninum’un yasa gore abortlu hayvanlardaki seropozitifligi

Yas Gruplan Muayene Edilen Abortlu Hayvan Seropozitif
Hayvan Sayisi Sayisi Abortlu Hayvan
Sayis1
I yas 30 - -
2 yas 45 9 2
3 yas 36 3 1
4 yas 44 1 1
S5 yas 26 3 2
Toplam 181 16 6
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Kan 6rneklerinin toplanmasi esnasinda muayene edilen kegilerden abort yapmis olanlar
belirlenerek Cizelge 4.3’de verilmistir. Buna gore 1 yasindaki keciler hari¢ olmak iizere
2 yasinda bulunan 9 abortlu keginin 2’si, 3 yasindaki 3 abortlu keginin 1’1, 4 yasindaki 1
abortlu kecinin 1’1 ve 5 yasindaki 3 abortlu keginin 2’si olmak {izere toplam 16 abort

yapmis keginin 6’s1 Neospora caninum antikorlari yoniinden seropozitif bulunmustur.

Cizelge 4.4 Abort yapan ve yapmayan kecilerdeki seropozitiflik durumu

Gruplar Hayvan Sayis1 Seropozitif %
Hayvan Sayisi
Abort Yapan 16 6 37.5
Abort Yapmayan 165 41 24.8
Toplam 181 47 25.9

Abort yapan ve yapmayan kecilerdeki seropozitiflik durumu Cizelge 4.4’de verilmistir.
Bu ¢izelgeden anlasilacagi gibi abort yapan 16 kecinin 6 (%37.5)’s1, abort yapmayan
165 kecinin 41 (%24.8)’1 seropozitif bulunmustur. Gruplar arasindaki seropozitiflik
oran1 karsilagtirnllmis ve ortaya ¢ikan farkin istatistiksel olarak Onemsiz oldugu

saptanmugstir (P>0.05).
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BOLUM V

TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde kegilerde Neospora caninum’un olusturdugu neosporosis enfeksiyonu kegi
yetistiriciliginde ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Enfeksiyonun yol agtig1 en biiytik
sorunu abortlar olusturmaktadir. Bunun disinda yavrular enfekte olarak dogmakta ve bu
nedenle enfeksiyon genglerde de gozlenebilmektedir [30]. Enfeksiyonda abortla
baglantili direk ekonomik kayiplarin disinda, enfekte hayvanlarin tedavi giderleri,
muhtemel siit kayb1 ve abort yapmis hayvanlarin elden ¢ikarilarak yerlerine yenilerinin

yetistirilmesi gibi bazi indirekt kayiplar da 6nem arz etmektedir [47,56].

Neospora caninum’un teshisinde serolojik testlerden ELISA, IFAT ve NAT gibi testler
yaygin olarak tercih edilmekte iken son yillarda PCR gibi molekiiler yontemler de
kullanilmaya baglanmistir [11,40,42,43]. Serolojik teslerden ELISA testi daha hizh
sonug vermesi sebebiyle zellikle ¢ok sayida hayvanin serolojik analizinin yapilmasinda

daha fazla tercih edilmektedir [37,51,52].

Tirkiye’de Neospora caninum’un varligi yapilan ¢esitli arastirmalarla ortaya
konmustur. Bu c¢alismalar daha ¢ok kopek ve sigirlarda N. caninum’un
seroprevalansinin saptanmasi amaciyla yapilmistir [21-26]. Coskun ve ark. [21],
kopeklerde %10 oraninda N. caninum seropozitifligi belirlemisler, sigirlarda ELISA
testi ile yapilan ¢alismalarda ise N. caninum seropozitifligi I¢ Anadolu bélgesinde
%5.1-32.7 [22] ve %13.96 [25], Trakya’da %38.02 [23], Kars yoresinde %2, [26],
Sanlurfa yoresinde %7.5 [24], Dogu Anadolu boélgesinde %7.01 [27], Sakarya
yoresinde %9.2 [28], Kayseri yoresinde %7 [29] ve Ankara yoresinde IC testi ile % 10
[50] oraninda bulunmustur. Tiirkiye’de klinik neosporosis ise ilk kez Kul ve ark. [4]

tarafindan siit sigirlarinda saptanmustir.

Buna karsilik kegiler iizerinde yapilmis ¢alisma sayisi oldukga kisitli olup iilkemizde
sadece bir c¢alismada Neospora caninum antikorlar1 arastirilmistir [30]. Sanliurfa
yoresinde yapilmis olan bu ¢aligmada 85 kil kegisinin 4 (%4.7)’1, 95 Halep kegisinin ise

5 (%5.2) tanesi seropozitif olarak saptanmistir [30]. Yapilan bu tez ¢alismasinda ise
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Nigde yoresinde incelenen 181 kecinin 47 (%25.9)’si pozitif olarak belirlenmistir. Bu
seropozitiflik oraninin Sanlurfa yoresi kegilerinde bulunan pozitiflik oranindan daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum calismalarin farkli yorelerde yapilmis
olmasina, incelenen kegi tiirlerine ve son konak kopeklerin sayisinin bolgeler arasinda

farklilik gostermesine baglanabilir.

Diinyada neosporosis lizerinde cesitli caligmalar yapilmis ve bunlardan Amerika’da
kegiler iizerinde yapilan arastirmaya gore yeni dogan kecilerdeki 6lii dogumlar N.
caninum ile iliskilendirilmistir [32]. Aym sekilde Kostarika’da 77 kegiden 5 tanesinde
N. caninum antikoru bulunmus ve siiriilerdeki abortlarin N. caninum’dan
kaynaklanabilecegi lizerinde durulmustur [33,34]. Brezilya’da keci yavrularinda
parazitin varlifi saptanmig ve granulomatoz ensefalitis yaptig1r belirlenmistir [34].
Tayvan’da 24 keg¢i tizerinde yapilan bir arastirmaya gore kegilerin kaninda N. caninum
antikoruna rastlanmamustir [35]. Brezilya’nin Sao Paulo sehrinde yapilan ¢calismada 394
keciden 25 (%6.4) tanesi seropozitif bulunmustur. Bu ¢alismada kecilerin yaslar ile
pozitiflikleri arasinda bir iligki kurulamamistir [36]. Sri Lanka’daki 486 kecinin kan
serumlar1 IFAT, ELISA ve Western Blot ile arastirilmis, sadece 3 (%0.7) tanesinde
seropozitiflige rastlanmistir [37]. Brezilya’ da IFAT ile yapilan bir bagka ¢alismada 306
keciden 10 tanesi seropozitif bulunmustur [38]. Ayni yil icerisinde Brezilya’da Bahia
Kentinde IFAT ile incelenen 384 keciden 58 (%15) tanesi seropozitif olarak
bulunmustur [39]. Yine Brezilya’ da PCR ile 102 keg¢i iizerinde yapilan ¢aligmada 2
adet (9%1.96) seropozitiflik kaydedilmistir [40]. Almman bu sonuglar Brezilya’da N.
caninum enfeksiyonunun Bahia’da yaygin olarak bulundugunu gostermektedir.
Arjantin’de 1594 keci lizerinde IFAT ile yapilan ¢alismada 106 keci (%6.6) seropozitif
olarak bulunmustur. Seropozitiflik orani ile kegilerin yaslart arasinda bir iligki
kurulamamistir [41]. Italya’da abort olmus kecilerin beyin ve kalp dokusunun PCR ile
yapilan incelemeleri sonucunda parazitik yapilara beyinde cerebral kortekste rastlanmis
fakat kalp dokusunda rastlanamamistir [42]. Jordan’da ELISA testi ile 302 keginin
2’sinde seropozitiflik bulunmustur [43]. Bu tez caligmasinda bulunan %25.9’luk
seropozitiflik oran1 diinyada yapilan diger calisma sonuglarindan daha yiiksek bir
oranda bulunmaktadir. Arastirmalar arasindaki bu farkli sonuclar; ¢alismalarin farkli

tilkelerde yapilmis olmasi, kullanilan serolojik testin tipi, incelenen kegi tiirleri ve sayisi
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ayrica son konak kopeklerin sayisi ve yogunlugunun g¢alisma merkezleri arasinda

farklilik gostermesi ile iliskili olabilir.

Figliuolo ve ark. [36] Brezilya’da ve Moore ve ark. [41] Arjantin’de seropozitiflik orani
ile kecilerin yaslar1 arasinda bir iliski kuramadiklarmi belirtmislerdir. Tiirkiye’de
Sanliurfa yoresi kegilerinde Sevgili ve ark. [30]’da 0-1 yas arasindaki kegiler ile 1
yasindan biiylik olanlar arasindaki seropozitiflik oranini istatistiki olarak Onemsiz
bulduklarii bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada ise Nigde yoresinde hayvan yaslaria
gore N. caninum bakimindan seropozitiflik istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(P<0.05). Abo-Shehada ve Abu-Halaweh [43] de yasin artmasiyla birlikte horizontal
bulagsmanin dolayisiyla sporlanmis ookistlerin alinma sansinin artacagini ve bunun da

yiiksek seroprevalans olusturacagini belirtmislerdir.

Yapilan bu ¢alisma ile Nigde yoresindeki kecilerin seropozitiflik oranlari arasindaki
fark, calisma merkezlerinde istatistiksel yonden anlamli olarak bulunmus olup (P<0.01)
en yiiksek seropozitiflik %54.5 orani ile Camardi’da belirlenmis, buna karsilik Bahgeli
ve Kizilca’da ise muayene edilen kecilerde seropozitiflik saptanmamustir. Farkliligin
nedeni yetistirme kosullari, calisma merkezlerinde bulunan son konak kopek
populasyonlar1 ve bu kopeklerin ke¢i yem ve suluklar ile temasindaki farkliliklar
sebebiyle olabilir. Buna karsilik seropozitiflik oraninin abort yapan ve yapmayan keciler

arasinda ise 6nemsiz oldugu saptanmistir (P>0.05).

Bu sonucla Nigde yoresinde kegilerde parazitin varligi belirlenmistir. Bu sebeple abort
vakalarinin muhtemel nedenleri arasinda Neospora caninum da diisiiniilmeli ve buna
bagli olarak aborte fotuslarin kisa zamanda bozulmadan laboratuvara ulastirilarak
etkenin izolasyonu saglanmali ve enfekte hayvanlarin siiriden ayrilmasinin uygun

olacag diisiiniilmelidir.

Enfeksiyonun yayilmasinda kopekler 6nemli rol oynamaktadir. Bu amagla son konak
kopeklerin, kegilerin yem ve sularindan uzak tutulmasi saglanmali ve bdylece diski
kontaminasyonlarinin Oniine gecilmelidir. Kegilerin otlatildigt meralara kopekler
girmemeli ve ke¢i agillarina yaklagtirllmamalidir. Ayrica hastaligin  bulagmasini
saglayan olii fotiis, plasenta ve uterus gibi kontamine atiklar uzaklastirilarak kopekler
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tarafindan yenmesi engellenmeli ve arakonak hayvanlarin ¢ig etleri kdpeklere

yedirilmemelidir.

Sonug olarak, Nigde yoresinde kegilerde Neospora caninum’un varligi ilk kez bu
calisma ile ortaya konulmus olup, yoredeki ke¢i yetistiriciliginde neosporosisin
etkisinin ortaya ¢ikarilmasi ve klinik neosporosis sebebiyle olusan kayiplar1 belirlemek
icin son konak kopekleri de i¢ine alan daha genis kapsamli ¢aligmalarin yapilmasina

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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