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ÖZET 

Köpek Polimorfonükleer Nötrofillerinde Toxoplasma gondii’ye Karşı Gelişen 

NETosis Reaksiyonunun In Vitro Araştırılması  

 

Toxoplasma gondii’nin insan, fare, sığır, koyun, kedi ve eşek nötrofillerinde hücre dışı 

tuzak geliştirdiği bildirilmiştir. Bu tez çalışmasında in vitro ortamda Toxoplasma 

gondii tachyzoitleri ile karşılaşan köpek polimorfonükleer lökositlerinde (PMN) 

şekillenen hücre dışı tuzak yapılarını araştırmak amaçlanmıştır. Hücre dışı tuzakların 

şekillenmesinde parazit konsantrasyonu ile inkubasyon süresi etkisinin belirlenmesi 

hedeflenmiştir. Ayrıca T. gondii’ye karşı şekillenen NETosis reaksiyonunda reaktif 

oksijen ürünleri (ROS), myeloperoksidaz (MPO) ve nötrofil elastaz (NE) aktiviteleri 

de belirlenmiştir. Köpek PMN’i Percoll dilusyonları (%45, %54, %63 ve %72) 

kullanılarak izole edilmiştir. In vitro ortamda tachyzoitler ile inkubasyon sonrasında 

köpek PMN’ninde bulut görünümünde, DNA yapısındaki hücre dışı tuzaklar 

izlenmiştir. NETosis reaksiyonunun tipik özelliği olan histonlar (H3) ile MPO ve NE 

aktiviteleri tespit edilmiştir. Tachyzoitler hücre dışı tuzak yapılarının arasında 

izlenmiştir. Parazitin konsantrasyonu ile hücre dışı tuzak oluşumu arasında pozitif 

korelasyon saptanmıştır. Ancak aradaki farklılık istatistiksel olarak önemsiz 

bulunmuştur. PMN-tachyzoit kültüründe açığa çıkan hücre dışı tuzakların 

inkubasyonun 60. dakikasına kadar arttığı saptanmıştır. İnkubasyon süresince açığa 

çıkan ROS, MPO ve NE miktarında zamana bağlı artış şekillenmiştir. Ancak, bu 

aktiviteler pozitif kontrolde daha yüksek ölçülmüştür. Pozitif kontrol olan phorbol 

myristate acetate’ın köpek nötrofilleri için NETosis yönünde iyi bir aktivatör olduğu 

tespit edilmiştir. 

 

 

Anahtar kelimeler: in vitro, köpek, netosis, polimorfonükleer lökosit, Toxoplasma 

gondii. 

 



 

SUMMARY 

In vitro investigation of NETosis reaction developing from dog 

polymorphonuclear neutrophils to Toxoplasma gondii 

 

Toxoplasma gondii is known to develop extracellular traps in human, mouse, cattle, 

sheep, cat and donkey neutrophils. The study aimed to investigate the extracellular trap 

structures formed in dog polymorphonuclear leukocytes (PMN) to T. gondii 

tachyzoites in vitro. This study aimed to determine the effects of different parasite 

concentration and incubation time on the formation of extracellular traps. Also, 

reactive oxygen species (ROS), myeloperoxidase (MPO) and neutrophil elastase (NE) 

activities were determined in NETosis reaction against T. gondii. Dog PMN was 

isolated using Percoll dilutions (45%, 54%, 63%, and 72%). After incubated with 

tachyzoites, cloud-like extracellular traps in DNA structure originated from the dog 

PMN were observed in the extracellular areas. Histones (H3), MPO and NE, 

characteristic features of NETosis reaction, were detected in extracellular areas. The 

tachyzoites were observed between extracellular trap structures. A positive correlation 

was detected between parasite concentration and extracellular traps formation. 

However, the difference was found statistically significant. The extracellular traps 

released in the PMN-tachyzoite culture increased until the 60th minute of incubation. 

ROS, MPO, and NE released during the incubation period were shaped by a time-

dependent increase. The positive control, phorbol myristate acetate, was found to be a 

good activator of NETosis for canine neutrophils. 

 

 

 

Key words: in vitro, dog, netosis, polymorphonuclear leukocyte, Toxoplasma 

gondii.
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1. GİRİŞ 

 

 

 

1.1. Toxoplasma gondii’nin Sistematiği ve Tarihsel Gelişimi 

 

 

Sınıf : Apicomplexa; Levine, 1970 

Alt Sınıf : Coccidiasina; Leukart, 1879 

Takım : Eimeriorina; Leger, 1911 

Aile : Toxoplasmatidae, Biocca, 1956 

Cins : Toxoplasma Nicolle ve Manceaux, 1909 

Tür : Toxoplasma gondii (tek tür) (Dubey 2010) 

 

Toxoplasma gondii, Nicolle ve Manceaux tarafından 1908’de Tunus'taki Pasteur 

Enstitüsü'nde leishmaniasis üzerine yapılan araştırmalarda kullanılan rodentin 

(Ctenodactylus gundi) dokularında bir protozoonun fark edilmesi sonucu 

keşfedilmiştir (Dubey 2010). Önceleri yeni bulunan parazitin bir piroplazma (Babesia 

cinsinin eski adı) olduğunu düşünülse de kısa süre sonra bunun yeni bir canlı olduğu 

fark edilmiştir. Yeni bulunan parazit morfolojisi ve bulunduğu canlıya dayanarak 

Toxoplasma gondii olarak adlandırılmıştır (Ajioka ve Soldati 2007). Parazitin ilk 

bulunduğu canlının adı temel alındığında parazit için doğru isim Toxoplasma gundii 

olmalıydı ancak Nicolle ve Manceaux parazit buldukları konağı yanlışlıkla 

Ctenodactylus gondi olarak tanımladığı için parazit bu ismi almıştır (Dubey 2007).  

       Bu keşif; veteriner ve tıp alanında önemli parazitlerin (örneğin, Neospora, 

Sarcocystis) olacağı yeni taksonların tanınmasını sağladı. Hâlihazırda T. gondii insan 

hekimliği ve veteriner hekimlik bakımından oldukça önemli kabul edilen parazitlerden 

biridir (Çizelge 1.1). 

 

 



 

Çizelge 1.1. Toxoplasma gondii’nin tarihinde dönüm noktaları (Dubey 2010) 

 

 
Bulgu Tarih 

Etiyolojik ajan 

Kemirgende Ctenodactylus gundi bulundu (Tunus) Nicolle ve Manceaux (1908) 

Toxoplasma gondii adı önerildi Nicolle ve Manceaux (1909) 

Bir hayvandan ilk canlı T. gondii izolatı elde edildi Sabin ve Olitsky (1937) 

T. gondii'nin insandan ilk izolatı elde edildi Wolf ve ark. (1939) 

İnsan ve hayvan izolatının aynı olduğunun kanıtlandı Sabin (1941) 

Toksoplasmozisin patogenezi aydınlatıldı Frenkel ve Friedlander (1951) 

Parazit morfolojisi ve yaşam çemberi 

Tachyzoit (trofozoit, proliferatif form, endodiyozoit)   

Tachyzoit terimi önerildi  Frenkel (1973) 

Endodyojeni tanımlandı Goldman ve ark. (1958) 

İçyapısı tanımlandı Gustafson ve ark. (1954) 

Bradyzoit (doku kisti, sistozoit)   

Kist tanımlandı Levaditi ve ark. (1928)  

İç yapısı tanımlandı Wanko ve ark. (1962) 

Bradyzoit terimi önerildi  Frenkel (1973) 

Doku kisti terimi önerildi Dubey ve Beattie (1988)  

Sindirim enzimlerine karşı direnci olduğu belirlendi Jacobs ve ark. (1960)  

Bradyzoit ve doku kistlerinin tüm biyolojisi belirlendi Dubey ve ark. (1998) 

Kedide bağırsak aşamaları 

Evreleri tanımlandı Frenkel ve ark. (1970) 

Oocyst morfolojisi tanımlandı Dubey ve ark. (1970) 

Beş eşeysiz T. gondii gelişim tipi (A – E) tanımlandı Dubey ve Frenkel (1972) 

 

İç yapısı tanımlandı Sheffield (1970) 

Bulaşma 

Kongenital   

İnsana bulaşma yolu kanıtlandı Wolf ve ark. (1939) 

Ev faresine bulaşma bulundu Beverley (1959) 

Karnivorizm  

Karnivorizmin bulaşmayı arttırdığı bulundu Weinman ve Chandler (1954) 

İnsanlara et ile bulaştığı saptandı Desmonts ve ark. (1965) 

Ağız yoluyla 
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T. gondii'nin fekal yolla bulaşma sırasında dirençli olduğu 

kanıtlandı Hutchison (1965) 

Coccidiosis evreleri tanımlandı Hutchison ve ark. (1970, 1971) 

Son konak ve ara konak tanımlandı, oocyst atılımının 

yalnızca kedilerden olduğu bulundu Frenkel ve ark. (1970) 

T. gondii suşlarının genetiği ve farklılıkları  

Rekombinantlar ve genetik çaprazlama yapıldı 

Pfefferkorn ve Pfefferkorn 

(1980) 

T. gondii suşlarını ayırt etmek için izoenzim farklılıkları 

kullanıldı Dardé ve ark. (1987) 

T. gondii suşları 3 tipte gruplandırıldı (I, II, III) Sibley ve ark. (1992) 

Ulusal, kıtasal, kıtalararası T. gondii  suşları belirlendi Lehmann ve ark. (2006) 

Bağışıklık ve koruma 

T. gondii’yi nötralize eden antikor tanımlandı Sabin ve Ruchman (1942) 

Hücre dışındaki T. gondii’nin antikorlar tarafından 

öldürüldüğü ancak hücre içindekilerin öldürülemediği 

bulundu Sabin ve Feldman (1948) 

İmmun lenfoid hücreler tarafından koruma aktarıldı fakat 

antikorlar tarafından aktarılamadı Frenkel (1967) 

İnterferon gama koruma için ana sitokin olduğu bulundu Suzuki ve ark. (1988) 

CD4+ ve CD8+ hücrelerinin korumadaki rolü tanımlandı Gazzinelli ve ark. (1991) 

İnsanlarda toksoplasmozis 

Kongenital   

İlk kongenital toksoplasmozis vakası tanımlandı Wolf ve ark. (1939) 

Klinik belirtiler (hidrosefali veya mikrosefali, korioretinit, 

intraserebral kalsifikasyon) tanımlandı Sabin (1942) 

Kazanılmış   

İlk çocuk vakası bulundu Sabin (1941) 

Yetişkinlerde ölümcül toksoplasmozis bulundu Pinkerton ve Weinman (1940) 

Lenfadenopati en sık görülen klinik bulgu olarak kabul edildi Siim (1956) 

AIDS hastasında toksoplasmozise duyarlılık tanımlandı Luft ve ark. (1983) 

Kronik enfeksiyon   

Kronik asemptomatik enfeksiyonu gösteren nekropsi 

bulgusu tanımlandı Plout (1946) 

Hayvanlarda toksoplasmozis 

Evcil köpekte toksoplasmozis bulundu Mello (1910) 

Bağışıklık sistemini baskılayın köpek gençlik hastalığı 

virüsünün klinik toksoplasmozisi etkilediği bulundu Campbell ve ark. (1955) 



 

Koyunlarda salgın toksoplasmozis abort vakaları tanımlandı Hartley ve Marshall (1957) 

Toksoplasmozis deniz memelisi türlerinde ve su samurunda 

bulundu Cole ve ark. (2000) 

Teşhis 

Sabin-Feldman boya testi tanımlandı Sabin and Feldman (1948) 

Toksoplasmozis için deri testi kullanıldı Frenkel (1948) 

Kordon kanındaki IgM antikorlarını saptamak için testler 

geliştirildi Remington ve ark. (1968) 

Basit direkt aglütinasyon testi geliştirildi  Desmonts ve Remington (1980) 

Serolojik testin ilk validasyonu yapıldı Dubey ve ark. (1995a) 

B1 geni kullanılarak T. gondii DNA'sını tespit etmek için PCR 

testi geliştirildi Burg ve ark. (1989) 

Tedavi 

Sulfonamidler T. gondii'ye karşı etkili bulundu Sabin ve Warren (1942) 

Spiramisin etkili bulundu Garin ve Eyles (1958) 

Klindamisin etkili bulundu McMaster ve ark. (1973)  

Önlem ve kontrol 

Kongenital toksoplasmozisi azaltmak için Avusturya ve 

Fransa'da hamile kadınlar taranmaya başlandı Thalhammer (1973, 1978)  

İnsanın oocystlere maruz kalmasını önlemek için hijyenik 

önlemler desteklendi Frenkel ve Dubey (1972) 

Pişirerek, dondurarak ve ışınlama ile T. gondii'yi ette 

öldürmek için sıcaklık eğrileri hazırlandı Dubey ve ark. (1986)  

Çiftlik hayvanlarında T. gondii enfeksiyonunu azaltmak için 

tedbirler geliştirilmiştir. Dubey ve ark. (1995b)  

Aşı  

Koyunlarda fötus kayıplarını azaltmak için denemeler yapıldı 
Wilkins ve O’Connel (1983), 

Buxton ve Innes (1995) 

Ara konak için Ts-4 aşısı Waldeland ve Frenkel (1983) 

T-263 aşısı geliştirildi Frenkel ve ark. (1991) 
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1.2. Toxoplasma gondii’nin Morfolojisi 

 

 

Toxoplasma gondii’nin üç bulaşıcı evresi bilinmektedir; tachyzoit, bradyzoit (doku 

kisti içinde) ve sporozoit (oocyst içinde) (Şekil 1.1). Bu formlar karmaşık bir yaşam 

çemberinde birbirine dönüşürler. Toxoplasma gondii’nin çekirdeği, kedi 

bağırsağındaki eşeyli çoğalma dışındaki tüm gelişim evrelerinde haploittir 

(Pfefferkorn 1990).  

 

 
 
Şekil 1.1. Fare beyninde Toxoplasma gondii’nin evreleri. A-D : Tachyzoit,   E : Genç doku 

kisti, kist duvarı (ok ucu) ve terminal çekirdeği (ok). F : Gelişmiş doku kisti, kist duvarı (ok 

başı) ve bradyzoitler (ok) (Dubey 2010). 

 

 

 

 

 



 

1.2.1. Bradyzoit 

 

 

Bradyzoit, parazitin doku kisti içinde bulunan safhasıdır (Dubey ve Beattie 1988).        

Kist içindeki bradyzoitler endodiyojeni yolu ile bölünerek çoğalır. Henüz yeni 

şekillenmiş doku kistleri yaklaşık 5 μm çaplı ve içerisinde sadece iki bradyzoit 

taşırken, bu kistler tam olarak geliştiğinde içerisinde binlerce bradyzoit bulunabilir 

(Şekil 1.2). Kistler beyin dokusunda ise genellikle küresel formda ve en fazla 70 μm 

çapa ulaşırken çizgili kas hücrelerinin morfolojisiyle uyumlu olarak ince uzun yapıda 

şekillenirler ve çapları 100 μm’ye ulaşabilir (Weiss ve Kim 2007). Doku kistleri ara 

konağın akciğer, karaciğer ve böbrekler de dahil tüm iç organlarında gelişse de 

genellikle beyin, göz, iskelet ve kalp kasları dahil sinir ve kas dokularında daha 

yaygındır (Dubey 2010).   

 

Şekil 1.2. Doku kisti, kist duvarından serbest kalan çok sayıda bradyzoit (ok başı). (Dubey 

2010).  
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       Doku kisti içindeki bradyzoitler şekil olarak tachyzoitlere benzemekle birlikte 

bazı farklılıklara sahiptir. Çekirdek; bradyzoitin arka ucuna yerleşmiş formda 

görülürken tachyzoitte daha merkezi konumdadır. Apikal komplekste yer alan roptiri 

içeriğinin elektron mikroskobik görünümü bradyzoitte homojen iken tachyzoitte ise 

labirentlidir. Periyodik asit-schiff boya ile boyanan amilopektin granülleri sadece 

bradyzoitte mevcuttur (Dubey 2010).  

 

 

 

1.2.2.Tachyzoit 

 

 

Tachyzoit hilal şeklinde, ön ucu sivri arka ucu yuvarlaktır. Çekirdek genellikle 

hücrenin ortasında yer alır. Kayma, esneme, dalgalanma ve dönme şekillerinde hareket 

edebilmesine rağmen, silyum, flagella veya pseudopod gibi bir hareket organeli 

yoktur. Hareketi aktin-miyosin iplikçikleri tarafından desteklenmektedir (Soldati-

Favre 2008, Santos ve ark. 2009). Tachyzoit birçok konağın farklı hücreleri içine 

girebilir. Bu durumun sebebi muhtemelen tachyzoitin hücre içine girerken kullandığı 

biyokimyasal reseptörlerin çoğu hayvan hücresinde ortak olması olabilir. Parazit 

apikal kompleksini kullanarak yaklaşık 26 saniye içinde konak hücresi içine girebilir. 

Hücre içinde parazitoforik vakuol adında bir membran ile kuşatılır. Gözenekli bir 

yapıya sahip olan bu vakuol 1.200 kDal ağırlığındaki moleküllerin geçişine izin verir. 

Konak hücredeki lizozomlar bu vakuolle birleşmez (Lindsay ve ark. 1993, Sasono ve 

Smith 1998). Tachyzoitler konak hücre içinde endodyojeni ile eşeysiz olarak çoğalır. 

Çoğalan tachyzoitler konak hücreye sığamayacak sayıya ulaştığında hücreyi patlatır 

(Kafsack ve ark. 2009). Ara konak canlıda hücre hasarına sebep olduğu için oldukça 

patojen bir form olarak kabul edilir. Tachyzoitler akut toksoplasmozis esnasında 

konağın tüm vücut hücrelerinde ve sıvılarında görülür. Konak hücresi dışında yaşam 

süresi kısadır. Ağız yoluyla ara konak tarafından alındığında midedeki asit ortamdan 

olumsuz etkilenir (Weiss ve Kim 2007).  

 
 



 

1.2.3. Oocyst 

 

 

Oocyst, son konak olan kedi ve Felide ailesinin diğer üyelerinde parazitin bağırsak 

epitelindeki eşeyli çoğalması sonucunda şekillenir (Dubey 1996, Dubey 2006). 

Oocystler 12x10 μm çaplıdır ve dışkıyla çıktıkları anda ara konaklar için enfektif 

değillerdir. Enfeksiyonun şekillenmesi için oocystlerin doğada sporlanması gereklidir. 

Sporlanmayı takiben oocyst içinde 4’er sporozoitli 2 sporocyst şekillenir (Schnieder 

2006).  

 

 

1.3. Toxoplasma gondii’nin Yaşam Çemberi 

 

 

Toxoplasma gondii’nin son konağı kedi ve Felide ailesinin diğer üyeleridir. Parazit bu 

canlıların ince bağırsağındaki epitel hücreleri içine ve ayrıca ara konaklarda bulunduğu 

doku ve organlarda bulunan hücrelere yerleşir (Hill ve ark. 2005). Parazitin ara 

konakları ise öncelikli olarak evcil ve yabani ruminant hayvanlar, tektırnaklılar, 

domuz, kemirgenler, tavşan, deniz memelileri, kanatlılar ve son konak olan 

kedigillerin de içinde olduğu 300 civarındaki omurgalı hayvan ile insandır (Şekil 1.3). 

Parazit, enfeksiyonun başlangıcında (akut dönemde) tachyzoit formunda nöronlar, 

mikroglia, endotel, karaciğer parankimi, akciğer epitel hücreleri, yavru zarları, 

lökositler ve diğer pek çok hücrede bulunur (kanatlı eritrositleri de dahil tüm çekirdekli 

hücrelerde) (Schnieder 2006). 
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Şekil 1.3. Toxoplasma gondii’nin yaşam çemberi (Dubey 2010). 

 

Son konak olan kedi, doku kistleri içinde bulunan bradyzoitleri ya da doğada 

sporlanmış oocystleri ağızdan alarak enfeksiyona yakalanır (Hill ve ark. 2005). 

Kedilerde tachyzoit alınması ile de enfeksiyon şekillense de bu durum nadiren görülür. 

Kedilerin vücuduna giren bradyzoitler ince bağırsak (jejunum ve ileum) epitel 

hücreleri içine girerek önce eşeysiz (beş dönem şizogoni), sonra eşeyli çoğalır. Bunu 

takiben oocyst oluşumu görülür. Konakta parazitin gelişimi için gerekli süre 3-10 gün 

civarındadır. Prepatent süre sonunda son konağın dışkısıyla oocyst çıkışı şekillenir. 

Bazı bradyzoitler bağırsaktaki lamina propriyayı delerek enfeksiyondan birkaç saat 

sonra ekstraintestinal dokulara ulaşır (Weiss ve Kim 2007, Dubey 2010). 

Kedi doğada sporlanmış oocysti aldığında ise serbest kalan sporozoitler 

bağırsak duvarını deler. Ara konaktaki gibi ekstraintestinal gelişim görülür (Hill ve 

ark. 2005). Kedilerin oral yolla aldığı tachyzoitler midenin proksimal kısmındaki 

mukozayı delerek seyrek olarak enfeksiyona sebep olur. Kedi dışkısıyla çıkan oocyst 

doğada 1-5 günde sporlanır. Bu dönemi takiben ara konak için enfektif olan oocyst 

uzun süre konak için enfektivitesini korur (Schnieder 2006, Dubey 2010). 



 

Ara konak canlılarda, son konakta görülen bağırsak (enteroepiteliyal) gelişimi 

yoktur. Doğada sporlanmış oocysti ya da doku kistini ağızdan alan konakların sindirim 

kanalında serbest kalan sporozoit ya da bradyzoit konağın bağırsak duvarını delerek 

lenf-kan yolu ile mezenterik lenf yumrusu, karaciğer, akciğer, çizgili kas ve diğer 

organlara ulaşır. Ulaştıkları organlarda hücre içine girerek endodiyojeni yolu ile 

çoğalır (Weiss ve Kim 2007, Dubey 2010). 

Akut toksoplasmozis esnasında ara konağın tüm dokularında bulunan hücreleri 

istila eden tachyzoit, hücre içinde çoğalarak konak hücresini sadece plasma 

membranından ibaret bırakır. Bu dönemde tachyzoitle dolu konak hücresi pseudokist 

olarak adlandırılır. Patlayan pesudokistlerden serbest kalan tachyzoitler parazit yeni 

konak hücrelerine girerek aynı gelişimi orada gösterir (Dubey 2010).  

Akut enfeksiyon esnasında konakta bağışıklık yanıtının şekillenmesi ile 

birlikte tachyzoitlerin yaptığı hücresel tahribat ortadan kalkar (kronik enfeksiyon). 

Beyin, kalp, iskelet kasları, göz ve diğer organlarda hücre içi yaklaşık 100 μm 

büyüklüğünde doku kistleri gelişir. Parazit kist içinde endodiyojeni ile daha yavaş 

hızla çoğalır ve bradyzoitler gelişir.Konak kendi hücrelerinin içinde gelişen kistlere 

etkili bir bağışıklık yanıtı geliştiremediğinden şekillenmiş doku kistleri pek çok 

konakta ömrü boyunca canlı kalır (Dubey 2010).  

Konakta T. gondii’ye karşı bağışıklık yanıtı şekillendiğinde hastalık kronik 

döneme girer. Bu dönemde kist içinde bradyzoitlerin yavaş çoğalması ve hücreleri 

tahrip etmemesinden dolayı konak canlıda klinik belirti gözlenmez. Doku kistleri 

bulunduğu konakta bağışıklık yanıtının devamlılığını sağlar. Ancak kronik enfekte 

konakta immun yanıt baskılanırsa bu kistler re-aktive olur ve kistten serbest kalan 

bradyzoitler tachyzoit formuna dönerek hızla çoğalmaya başlar. Bu durumda 

enfeksiyon yeniden akut forma döner (nükse eden akut toksoplasmozis). Bu nüks 

tablosu genelde konak için öldürücü seyirlidir (Schnieder 2006, Dubey 2010). 
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1.4. Toxoplasma gondii’nin Epidemiyolojisi ve Bulaşma Yolları 

 

 

 

1.4.1. Karnivorizm ile Bulaşma 

 

 

Toksoplasmozis gıda kaynaklı zoonoz hastalıklar listesinde üst sırada yer almaktadır 

(Mead ve ark. 1999). İnsan ve hayvanlarda toksoplasmozisin ana bulaşma yolunun 

karnivorizm olduğu kabul edilmektedir. İnsanlar ve karnivor hayvanlar doku kisti 

içeren ara konak canlıların (özellikle koyun, keçi ve domuz) etini çiğ ya da az pişmiş 

yiyerek enfeksiyona yakalanır (Kijlstra ve Jongert 2008). Doku kisti içindeki 

bradyzoitler mide pH’ına ve proteolitik enzimlere direnç gösterir.  

Toxoplasma gondii enfeksiyonunun mezbaha işçilerinde ve çiğ et işleyen 

işçilerdeki prevalansı, beklenildiği üzere diğerlerinde meslek gruplarındaki 

popülasyonlara oranla daha fazladır (Ferre ve ark. 1986). Kırıkkale’de mezbaha 

çalışanlarına T. gondii seropozitifliği yönünden elde edilen bulgular (%44,7) bu 

sonucu destekler niteliktedir (Yıldız ve ark. 2000). 

 Mezbahada kesilen hayvanlara ait etler insan tüketimine sunuluncaya kadar 

geçen sürede uygulanan bazı işlemler taşıdığı T. gondii doku kistlerini olumsuz 

etkileyebilir. Amerika Birleşik Devletleri'nde kesilen domuzlara ait etlerin neredeyse 

yarısına ve perakende satışa sunulan tavuk etlerinin önemli bir kısmına tuz ve su 

enjekte edilir (Dubey ve ark. 2005). Etin bulunduğu ambalaja etiketlenen bu işlem 

parazite ait doku kistlerini öldürmektedir. Bununla birlikte Amerika Birleşik 

Devletleri'nde perakende satılan tavuk etlerinin çoğu dondurulmuş olarak satışa 

sunulmakta olup dondurma işlemi de T. gondii'yi öldürmektedir. Dondurmanın yanı 

sıra pişime de kistler üzerine olumsuz etkilidir. Etin merkez sıcaklığı 66o C’ye ulaştığı 

durumlarda taşıdığı doku kistleri ölmektedir (Dubey ve ark. 1990). Etin mikrodalgada 

pişirilmesinin ise doku kistleri üzerine öldürücü etkisi tam olarak ortaya 

konulmamıştır (Lunden ve Uggla 1992). Tuzlama, kürleme* ve turşu gibi etin çeşitli 

işleme prosedürleri de doku kistlerini öldürebilmektedir, ancak bu işlemler için 

maalesef evrensel bir standart yoktur (Lunden ve Uggla 1992). Doku kistleri genellikle 

-12 oC’de yıkımlanır (Kotula ve ark. 1991).  



 

       Sıcaklığın 2-4 oC civarında olduğu soğuk hava depolarında tutulan etlerdeki doku 

kistleri genelde iki aya kadar canlı kalır. Bazı doku kistleri, enfekte hayvanın ölümünü 

takiben birkaç gün canlı kalabilir. Enfekte hayvan dokusu üzerindeki kurtçukları yiyen 

Hawaii kargasında ölümcül toksoplasmozis gelişmiş ve bu karganın beyninden canlı 

T. gondii izole edilmiştir (Work ve ark. 2000). Türkiye’ye illegal yolla sokulan manda 

etinde T. gondii doku kistleri saptanmıştır (Gencay ve ark. 2013). Kırıkkale’de 

mezbahada kesilen koyunların %46’sının doku örneklerinde T. gondii doku kistleri 

ışık mikroskopik olarak gözlenmiştir (Yildiz ve ark. 2014). Ankara ve Kırıkkale’de 

marketlerde kuşbaşı biçiminde satılan koyun etlerinde T. gondii’ye ait doku kistleri 

%21,2 oranında ışık mikroskobik görülmüş, parazite ait DNA ise %40,8 oranında 

belirlenmiştir (Yıldız ve ark. 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*”Kürleme : Son üründe lezzet geliştirme, renk oluşturma ve dayanma süresini uzatmak amacıyla etin 

tuz, renk sabitleyici (nitrat, askorbik asit) ve baharat gibi katkılarla muamele edilmesi”. 
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1.4.2. Fekal-Oral Bulaşma 

 

 

Ara ve son konak için önemli bir bulaşma yoludur. Kedi dışkısıyla çıkan oocystlerin 

sporlandıktan sonra ağız yoluyla alınması sonucunda şekillenir. Vejeteryan insanlar 

ile herbivor canlılara toksoplasmozisin bu şekilde bulaştığı düşünülmektedir (Hill ve 

ark. 2005). Şehirlerde yaşayan sokak köpekleri T. gondii’nin epidemiyolojisinde 

oocystler için mekanik taşıyıcı olarak rol almaktadırlar (Etheredge ve Frenkel 1995, 

Frenkel ve Parker 1996, Lindsay ve ark. 1997). Köpek dışkılarında da parazitin 

oocystleri tespit edilmiştir (Schares ve ark. 2005). Sporlanmış T. gondii oocystlerini 

ağız yoluyla alan köpeklerin dışkıları ile enfektif oocystleri doğaya çıkardığı 

belirlenmiştir (Lindsay ve ark. 1997). 

 

 

 

1.4.3. Kongenital Bulaşma 

 

 

Bu yolla enfeksiyon daha çok insan, koyun ve keçiden bildirilmektedir (Dubey 2010, 

Dias ve ark. 2011). Seronegatif kadınlarda gebelik döneminde çiğ veya az pişmiş et 

tüketimi toksoplasmozise sebep olur (Dias ve ark. 2011, Bittencourt ve ark. 2012). 

Gebelik dönemi esnasında şekillenen ilk enfeksiyonda vücuda yayılan tachyzoitler 

plasentayı geçerek fetusa ulaşarak gebeliğin dönemine bağlı olarak abort ve 

anomalilere sebep olur (Dubey 2010). Köpeklerde transplasental yolla gelişen 

toksoplasmozis hakkında çok şey bilinmemekle birlikte (Smielewska-Łos ve ark. 

2003, Taques ve ark. 2016) bu yolla enfeksiyonun diğer hayvan türlerine göre daha az 

yaygın olduğu düşünülmektedir (Dubey 2010). Seropozitif dişi köpeğin yavrularından 

T. gondii izole edilmiş olsa da hiçbirinde klinik bulgu görülmemiştir. (Al-Qassab ve 

ark. 2009). Ayrıca, doğal enfekte köpeklerin semeninde de T. gondii tespit edilmiştir 

(Koch ve ark. 2016). Köpeklerde kongenital yolla enfeksiyon varlığını doğrulamak 

için deneysel yolla enfekte edilmiş köpeklerden toplanan semen ile sağlıklı dişi 



 

köpeklere suni tohumlama yapılmıştır. Bu işlemi takiben yedi gün sonra tüm dişilerde 

seropozitiflik gözlenmiş ve iki dişide abort şekillenmiştir (Arantes ve ark. 2009). Üç 

dişi köpeğe gebeliklerinin 32, 40 ve 56. günlerinde 15.000 sporlanmış T. gondii oocysti 

verilmiş, birinde abort, diğer ikisinde ise kongenital enfeksiyon şekillenmiştir 

(Bresciani ve ark. 1999). Subkutan veya oral tachyzoit ve oocyst uygulanan dişi 

köpeklerde düşük ve fetal ölüm görülmesi köpeklerde transplasental geçişi 

kanıtlanmıştır (Bresciani ve ark. 2009). 

 

 

 

1.4.4. Diğer Bulaşma Yolları:  

 

 

Toksoplasmozis bakımından seropozitif bireyden seronegatif bireye organ nakli ile 

parazitin geçişi mümkündür. Alıcılarda latent enfeksiyonun aktivasyonu ile 

sonuçlanır. Nadir olmasına rağmen kan veya lökosit nakliyle de enfeksiyon geçebilir. 

Kontamine iğneye temasla da laboratuvar personeline bulaşmaktadır (Hill ve ark., 

2005).  

 

 

 

1.5. Köpeklerde Toksoplasmozis 

 

 

Köpeklerde T. gondii enfeksiyonu ilk kez Mello tarafından 1910 yılında bildirilmiştir 

(Soulsby 1982, Dubey ve Beattie 1988). O zamandan bugüne birçok ülkede 

köpeklerden toksoplasmozis vakaları rapor edilmiştir (Uggla ve ark. 1990, Lindsay ve 

ark. 1990, Lin 1998, Mineo ve ark. 2001, Silva ve ark. 2002, Nali ve ark. 2003, Wanha 

ve ark. 2005, Azevedo ve ark 2005, Jittapalapong ve ark. 2007, Dubey ve ark. 2007a, 

Dubey ve ark. 2007b, Dubey ve ark. 2007c, Dubey ve ark. 2007d, Dubey ve ark. 2007e, 

Kamani ve ark. 2009, Wu ve ark 2011, Hosseininejad ve ark. 2011, Nguyen ve ark. 
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2012, Li ve ark 2012). Bu çalışmalar daha çok seroprevalans çalışmaları olduğundan 

köpeklerde toksoplasmozise bağlı olarak şekillenen klinik ve histopatolojik 

değişiklikler ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadır (Brito ve ark. 2002). Sokak 

kedilerinin serbestçe dolaştığı yerlerde, kedilerin ve kemirgenlerin de beslendiği çöp 

konteynırlarından beslenen sokak köpekleri T. gondii oocyst'leri ile kolaylıkla enfekte 

olabilmektedir.  

 

 

 

1.6. Dünya’da Köpeklerde Toksoplasmozisin Yaygınlığı 

 

 

Dünya üzerinde pek çok ülkede köpek venöz kan serumlarında farklı serolojik testler 

kullanılarak T. gondii’ye yönelik antikorlar tespit edilmiştir (Çizelge 3).  Genel olarak 

köpeklerde yaşla birlikte seropozitivitede de artmaktadır. Bunun yanı sıra kırsal 

bölgelerdeki köpeklerde seropozitivitenin daha yüksek olduğu görülmektedir (Lin 

1998, de Souza ve ark. 2003) (Çizelge 1.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Çizelge 1.2. Dünya üzerinde köpeklerde toksoplasmozisin seroprevalansı  

 

Yıl Bölge 
İncelenen 

Köpek Sayısı 

Seropozitivite 

% 
Yöntem Kaynak 

1986-

1987 İsveç 303 23 ELISA Uggla ve ark. 1990 

1990 ABD 229 26,2 IFAT Lindsay ve ark. 1990 

1998 Tayvan 658 7,9 ELISA ve IB Lin 1998 

2001 Brezilya 163 36,2 IB Mineo ve ark. 2001 

2001-

2002 Tayland 427 9,37 LAT Jittapalapong ve ark. 2007 

2003 Brezilya 286 45,1 IFAT Azevedo ve ark. 2005 

2003 

Trinidad ve 

Tobago 250 32 LAT Nali ve ark. 2003 

2004 Avusturya 242 26 IFAT Wanha ve ark. 2005 

2006-

2007 Kore 553 12,84 LAT, IFAT Nguyen ve ark. 2012 

2007-

2008 Iran 396 22,47 IFAT 

Hosseininejad ve ark. 

2011 

2007 Colombia 309 16,82 MAT Dubey ve ark. 2007a 

2007 Brezilya 118 35,59 MAT Dubey ve ark. 2007b 

2007 Sri Lanka 86 67,44 MAT Dubey ve ark. 2007c 

2007 Meksika 101 51,48 MAT Dubey ve ark. 2007d 

2007 Vietnam 42 50 MAT Dubey ve ark. 2007e 

2007-

2010 Brezilya 91 39,6 IFAT-MAT Costa ve ark. 2012 

2009 Nijerya Veri yok 25 LAT Kamani ve ark. 2009 

2011 Çin 259 10,81 MAT Wu ve ark. 2011 

2011-

2012 Çin 107 20,6 ELISA Li ve ark. 2015 

2012 Çin 314 3,5 IHA Li ve ark. 2012 

2013 Meksika 101 67,3 MAT 

Alvarado-Esquivel ve ark. 

2014 

2016 Nijerya 233 19 Western Blot Ayinmode ve ark. 2016 

2017 Brezilya 320 54,74 IFAT Magalhaes ve ark. 2017 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

1.7. Türkiye’de Köpeklerde Toksoplasmozisin Yaygınlığı 

 

 

Türkiye’de farklı coğrafi bölgelerde köpeklerde toksoplasmozis seropozitivitesinin 

%51,33-97,22 arasında değiştiği bildirilmiştir (Çizelge 1.3). 

 

Çizelge 1.3. Türkiye’de köpeklerde toksoplasmozisin seroprevalansı 

 

Yıl Bölge 
İncelenen 

Köpek Sayısı 

Seropozitivite 

% 
Yöntem Kaynak 

2005 Ankara 116 62,07 SFDT Aslantaş ve ark. 2005 

2006 Kocaeli 116 69,83 SFDT Şimşek ve ark. 2006 

2007 Van 69 57,97 SFDT Babür ve ark. 2007b 

2007 Şanlıurfa 87 89,66 SFDT Babür ve ark. 2007a 

2007 İstanbul 150 51,33 IFAT Öncel ve ark. 2007 

2009 Ankara 107 54,21 SFDT Şahal ve ark. 2009 

2009 Kırıkkale 35 54,29 SFDT Yıldız ve ark. 2009b 

2010 Erzurum 72 97,22 SFDT Balkaya ve ark. 2010 

2010 Kars 179 96,09 SFDT Gıcık ve ark. 2010 

2010 Diyarbakır 100 94 SFDT İçen ve ark. 2010 

2011 Nevşehir 140 61,42 SFDT Kırbaş ve ark. 2011 

2013 Sivas 120 95,83 SFDT Altay ve ark. 2013 

2013 Hatay 46 58,69 ELISA Muz ve ark. 2013 

 

 

 

1.8. Köpeklerde Klinik Bulgular 

 

Genel olarak, T. gondii enfeksiyonları köpeklerde düşük morbidite ve mortalite ile 

ilişkilidir. Konuyla ilgili literatür gözden geçirildiğinde 1989 yılından sonra 

köpeklerden klinik vaka bildiriminde azalma olduğu görülür. Bunun sebeplerinden 

birisi anılan tarihte Neospora caninum'un köpeklerde toksoplasmozis benzeri klinik 

belirtiler gösteren bir hastalığa neden olduğunun bulunmasıdır. Köpeklerde 

toksoplasmozis, nöromüsküler (ataksi), respiratuvar ve gastrointestinal belirtiler 

(ishal) veya generalize enfeksiyon ile karakterize, fırsatçı bir hastalık olarak kabul 

edilmektedir (Ahmed ve ark. 1983, Dubey 1985, Da Silva ve ark. 2005, Dubey ve 



 

Lappin 2006). Enfekte köpekte bazı nörolojik bulgular, nöbet, ensefalomiyelitis, 

kraniyal sinir bozuklukları, titreme, ataksi, parezi veya paraliz görülebilir (Patitucci ve 

ark. 1997).  

Köpeklerdeki klinik toksoplasmozis vakalarının bir kısmının aynı zamanda 

distemper virüsünü de taşıdığı rapor edilmiştir. Klinik toksoplasmozisli 13 olgunun 

sadece üçünde klinik belirtilerin sebebi T. gondii iken, diğer vakalarda bu parazitle 

birlikte başka etkenler (distemper, lenfoma, kongenital mitral darlık ve ehrlichiosis) 

de belirlenmiştir (Dubey ve ark. 1989). İsviçre'de distemper olan altı köpekte klinik 

toksoplasmozis vakası izlenmiştir (Ehrensperger ve Pospischil 1989). Bu köpeklerin 

attenüye distemper aşısı ile aşılamasını takiben toksoplasmozis ağırlaşmıştır (Dubey 

ve ark. 2003). Distemper virüsü ile enfeksiyon, köpeklerde önceden edinilmiş olan T. 

gondii enfeksiyonuna karşı bağışıklığı zayıflatmaktadır (Dubey ve ark. 1988). 

Sarcocystis neurona ve T. gondii ile miks enfekte köpekte omurilikte alt motor nöron 

felci ve nodülleriyle ilerleyen paraparezi ve tetraparezi bildirilmiştir (Gerhold ve ark. 

2014). Köpeklerde toksoplasmozise bağlı gürültüye duyarlılık (Papini ve ark. 2009), 

anormal bir yürüyüş, kas kaybı ve miyozitis (Migliore ve ark. 2017) de belirtilmiştir. 

İtalya’da toksoplasmozis nöromüsküler bir hastalık olarak izlenmiş ve zayıf vücut 

kondisyonuna sahip altı aylık dişi sokak köpeğinin femoral bölgesinde hastalığa bağlı 

kas atrofisi ve arka bacaklarda hiperekstensiyon şekillendiği belirlenmiştir (Migliore 

ve ark. 2017). Mukopurulent oküler akıntı, kanlı ishal, poliüri, lenfadenopati, 

tetraparezis, sol arka bacak hiperekstensiyonu ve kendi etrafında dönme gibi belirtiler 

gösteren üç yaşlı dişi köpekte toksoplasmozis tanısı konulmuştur (Moretti ve ark. 

2006). Ataksi, nöbet, davranış değişiklikleri, bacaklarda felç ve titreme gibi bazı 

nörolojik belirtilerle kliniğe başvuran köpekler toksoplasmozis olarak tanımlanmıştır 

(Langoni ve ark. 2012). Hipoksi, mukuslu ishal ve taşipne görülen dört yaşlı dişi 

köpek, tedavinin başlamasından 10 gün sonra ölmüş, bu köpekte toksoplasmozisin 

Leishmania braziliensis ile birlikte seyrettiği saptanmıştır (Da Silva ve ark. 2015). 

Oocyst veya doku kistleri verilerek deneysel olarak köpeklerde nadiren klinik 

toksoplasmozis oluşturabilmiştir (Janitschke ve ark. 1968, Miller ve ark. 1972, Dubey 

1985, Lindsay ve ark. 1996). Köpeklere enfeksiyon öncesinde bağışıklık sistemini 

baskılayan kimyasallar uygulandığında toksoplasmosise yönelik klinik tablo 

şekillendiği rapor edilmiştir (Davidson 2000). Bunun yanı sıra intravenöz veya 
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intraperital T. gondii verilen köpeklerde de klinik toksoplasmozis şekillenmektedir 

(Dubey 1985). Ancak bu enfeksiyon şekli doğal bulaşma yolu değildir. Parenteral 

olarak tachyzoit inokule edilen köpeklerde iki hafta içerisinde toksoplasmozis 

gelişmiştir (Domingues ve ark. 1998, Silva ve ark. 2002). Enfekte köpeklerde anti-T. 

gondii IgM antikorlarının tespiti enfeksiyondan sonraki yedinci günde başlamış ve üç 

hafta süreyle devam etmiştir (Silva ve ark. 2002). Ancak oral yolla oluşan doğal 

enfeksiyonda köpeklerde klinik toksoplasmozis daha az bildirilmektedir (Dubey ve 

Beattie 1988, Lindsay ve ark. 1996).  

Köpeklerde okuler toksoplasmozis nadir görülür. Enfekte köpeklerde 

episkleritis, skleritis, retinitis, gözün ön kamarasında üveitis, optik nöritis, siliyer epitel 

hiperplazisi (Dubey 1985, Bussanich ve Rootman 1985, Greene ve ark. 1985, Dubey 

ve ark. 2003, Dubey ve Lappin 2006), nekrotizan konjunktivitis (Swinger ve ark. 

2009), ön göz kamarasında üveitis, endoftalmitis ve korioretinitis (Wolfer ve Grahn 

1996) izlenmiştir.  

Köpeklerde kongenital toksoplasmozis şekillendiği yönünde bazı kanıtlar da 

mevcuttur (Bresciani ve ark. 1999, Bresciani ve ark. 2009). Gebe köpeklerde, oocyst 

ve tachyzoit ile enfeksiyon abort ve fetal ölümlere sebep olur (Dubey ve ark. 1989). 

18 aylık gebe köpekte kongenital enfeksiyon tanımlanmıştır. Bu köpek klinik belirti 

göstermeyen seropozitif yavru doğurmuştur (Al Qassap ve ark. 2009). Brezilya’da 43 

günlük köpek yavrusunda kasılma, körlük ve spontan ölüm gözlenmiş, anne köpekteki 

T. Gondii seropozitivitenin yavrularda görülen sistemik hastalık ile ilişkili olduğu ve 

bu durumun kongenital toksoplasmozis olduğu rapor edilmiştir (Headley ve ark. 

2013). 

        Enfekte köpeklerde izlenen deri bulguları genellikle kortikosteroid tedavisini 

takiben veya transplantasyon sonrası bağışıklık sisteminin baskılanması ile ilişkilidir 

(Bernsteen ve ark. 1999, Webb ve ark. 2004, Pena ve ark. 2014, Oliveira ve ark. 2017). 

Şekillenen lezyonlar multifokal vaskülitis ve vasküler trombozlu eritematöz epidermal 

nodüller, pyogranülomatosis, nekrotizan dermatitis ve pannikülitis ile karakterizedir. 

Lezyonlarda sıklıkla parazite rastlanır. İki yaşlı sokak köpeğinde sahiplenilmesini 

takiben bir süre sonra kutanöz toksoplasmozis tanısı konulmuştur (Pena ve ark. 2014). 

Neospora caninum, köpeklerde kutanöz lezyonlar oluşturan diğer bir protozoon 



 

parazit olduğundan bu yönlü klinik bulgularda ayırıcı tanıya dikkat edilmelidir (Dubey 

ve ark. 2017).  

 

 

         

1.9. Köpeklerde Toksoplasmozisin Teşhis Yöntemleri 

 

 

Köpeklerdeki klinik belirtilere bakılarak toksoplasmozisten şüphelenilse de tanıyı 

doğrulamak için bazı laboratuvar yöntemlerini kullanmak gerekir. Canlı hayvanlarda 

toksoplasmozis tanısı için kullanılan pek çok serolojik test vardır; Sabin-Feldman boya 

testi (SFDT), komplement fiksasyon testi (CF), indirekt hemaglütinasyon testi (IHA), 

enzim linked immunosorbent assay (ELISA), indirekt floresans antikor testi (IFAT) 

ve lateks aglütinasyon testi (LAT). Bunların arasında canlı parazit kullanılan SFDT, 

toksoplasmozis teşhisinde en spesifik ve hassas test olmasından dolayı hastalığın 

teşhisinde altın standart olarak kabul edilmiştir (Carlier ve ark 1980, Watson ve ark 

1982).  

Nekropsi esnasında köpeklerden alınan doku örneklerinden PCR yöntemi ile 

parazite ait DNA tespiti yapılır. Bunun yanı sıra hazırlanan histolojik doku 

örneklerinin immunohistokimyasal boyaması ile de hastalık teşhisi doğrulanır 

(Schatzberg ve ark. 2003, Dubey ve Lappin 2006).  

Köpeklerdeki toksoplasmozise ait klinik bulgular neosporosisi andırmaktadır 

(Dubey 2010). Ekstremitelerde paraliz, özellikle arka ekstremitelerde 

hiperekstensiyon köpeklerdeki neosporosisinin önemli bir bulgusudur. Neosporosis 

esnasında yeni doğan köpek yavrularının ekstremiteleri genellikle doğumdan 3-6 hafta 

sonra etkilenir ve bir batında doğan tüm yavrularda hastalığa yönelik klinik belirtiler 

izlenmez (Dubey ve Lappin 2006). Bu sebeple nörolojik belirtiler gösteren köpeklerde 

ayırıcı tanıya dikkat etmek gerekir (Mineo ve ark. 2001). Ayırıcı tanıda canlı 

hayvanlara uygulanacak serolojik testler hastalık teşhisinde yardımcıdır (Silva ve ark. 

2002).  Ancak antijenleri birbirine oldukça benzeyen bu iki parazitin tespiti için 

uygulanan serolojik testlerde çapraz reaksiyon görülmesi sebebiyle (Lindsay ve ark. 

1990, Silva ve ark. 2007) N. caninum’un 1988 yılına kadar T. gondii olarak yanlış 

teşhis edildiği belirlenmiştir (Silva ve ark. 2007). Doğal enfekte köpeklerde bu 
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parazitlerle miks enfeksiyon sebebiyle çapraz reaksiyonun değerlendirilmesi nispeten 

zordur.  

 

 

 

 

1.10. Köpeklerdeki Toksoplasmozisin Zoonotik Önemi 

 

 

Toxoplasma gondii hem insan hem de hayvanlar için önemli bir protozoondur 

(Havelaar ve ark. 2015). Dünya Sağlık Örgütü tarafından 2010 yılında 10,3 milyon 

(dünya çapında 7,4–14,9 milyon) vakayla gıda kaynaklı en önemli ikinci hastalık 

olarak bildirilmiştir (Torgerson ve ark. 2015). 

       Kediler, insanları ve diğer ara konak canlıları enfekte edebilen T. gondii'nin son 

konaklarıdır (Dubey ve Beattie 1988) İnsan, T. gondii'nin doku kistlerini barındıran 

ara konakların dokularını çiğ ya da yeteri kadar pişirmeden yiyerek veya son konak 

kedi dışkısıyla çıkan ve doğada sporlanan oocystlerin bulaştığı su ya da gıdaları ağız 

yoluyla alarak enfekte olurlar (Dubey 1994). İnsanlar ve yaşamında onlara eşlik eden 

hayvanlar arasındaki özel ilişki sebebiyle aynı evde yaşayan bazen de aynı yatağı 

paylaşan insanlar bazı parazit hastalıkları bakımından risk altında bulunabilir (Paul ve 

ark. 2010). Köpekler bazı zoonotik parazitlerle enfekte olur, üstelik bu parazitlerin 

yaşam çemberi için önemli aktörlerdir. Bu özelliklerinden dolayı köpekler 

toksoplasmozis, leishmaniosis, echinococcosis gibi bazı hastalıklar bakımından 

doğrudan halk sağlığı riski oluştururlar (Frenkel ve ark. 1995, Lindsay ve ark. 1997, 

Etheredge ve ark. 2004, Guimaraes ve ark. 2009). Bununla birlikte insanlara T. gondii 

bulaştırılması bakımından kedilerin pet hayvanı olarak rolünün nispeten sınırlı olduğu 

bilinmektedir. Buna karşılık pet hayvanı olarak köpeklerin toksoplasmozisin 

epidemiyolojisindeki önemi tartışmalıdır (Meireles ve ark. 2004, Wei ve ark. 2016, 

Yan ve ark. 2016). 

      Köpekler toksoplasmozisin yaşam çemberinde farklı roller oynayabilirler (Frenkel 

ve ark. 1995, Meireles ve ark. 2004, Yan ve ark. 2016). Bu hayvanlar T. gondii’nin 

yaşam çemberinde ara konaktır. Bu sebeple köpeklerde parazit bağırsak evresi ve 

takibinde oocyst şekillenmesi göstermez. Ancak toksoplasmozisin, son konak olan ve 

dışkısıyla parazite ait oocyst atan kedilerden ziyade köpeklerle yakın temas halinde 

olan insanlarda daha sık görülüyor olması köpeklerin enfeksiyon kaynağı olarak 



 

önemine dikkat çekmektedir (Lindsay ve ark. 1997). Toxoplasma gondii’nin yaşam 

çemberinde köpekler ara konak olmasından ziyade mekanik vektör olarak görev 

almaktadır. Bu konuyla ilgili olarak yapılan bir çalışma kapsamında dışkı bakısı 

yapılan 24.089 köpeğin ikisinin dışkısından canlı T. gondii oocysti izole edilmiş, bu 

köpeklerin muhtemelen T. gondii ile enfekte olmuş kedi dışkısını yedikleri ve parazite 

ait oocystlerin köpeğin sindirim kanalından canlılığını yitirmeden geçtiği 

belirlenmiştir (Schares ve ark. 2005). Bu sebeple köpekler insanlar için T. gondii 

enfeksiyonları bakımından potansiyel bir risk faktörüdür (Lindsay ve ark. 1997).  

Parazite ait oocystler doğada sporlanmasını takiben ara konak canlılar için 

enfeksiyon oluşturabilir. Sporlanma için ortamın sıcaklık ve nemi oldukça önemlidir 

(Lindsay ve ark. 1968). Henüz sporlanmamış T. gondii oocystleri içeren kedi dışkısı 

üzerinde yuvarlanan köpeklerin kılları/derileri üstüne yapışan oocystler burada 

sporlanamamaktadır. Köpeklerin derilerinin sıcaklığı ve nemi oocystlerin sporlanması 

için yeterli değildir (Lindsay ve ark. 1997). 

 Köpek eti bazı bölgelerde insan gıdası olarak tüketilmektedir. 

Toksoplasmozisin yaşam çemberinde ara konak olan köpeklerin dokularında parazite 

ait doku kistlerinin olduğuna dair bilgiler vardır (Tenter 2009). Köpek eti tüketilen 

bölgelerde hastalığın insanlar arasında yayılmasında epidemiyolojik olarak önem 

taşıdığı düşünülmektedir (Ayinmode ve ark. 2015). 

 

 

 

 

1.11. Köpeklerde Toksoplasmozisin Tedavisi 

 

 

       Toxoplasma gondii’nin doku kistlerine etkili ilaç henüz mevcut değildir 

(Davidson 2000). Klindamisin, köpek ve kedilerde toksoplasmozis tedavisinde tercih 

edilmektedir (Greene ve ark. 1985, Davidson 2000, Dubey ve Lappin 2006). Bu ilaç 

10-20 mg/kg dozda dört hafta boyunca uygulanır (Dubey ve Lappin 2006). 

Toxoplasma gondii'ye karşı etkili olduğu bildirilen diğer ilaçlar arasında primetamin / 

sülfonamid kombinasyonları ile doksisiklindir (Morris ve Kelly 1992, Davidson 2000, 

Dubey ve Lappin 2006). Ponazuril, köpekler ve kediler için kullanımı onaylanmamış 

olmasına rağmen, atlarda ve farelerde toksoplasmozisin tedavisinde etkili olduğu 

bulunmuştur (Mitchell ve ark. 2004). Toksoplasmozise bağlı keratokonjuktivitis ve 
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pigmenter keratitis gelişmiş bir köpek, topikal anti-inflamatuar ve bağışıklık sistemini 

destekleyen ilaçlar kullanılarak tedavi edildiği bildirilmiştir (Regnier 2007).  

 

1.12.Köpeklerde Doğal Bağışıklık  

 

 

Geçmişten bugüne canlılar, kendilerini aynı ortamı paylaştıkları patojenlerden 

korumak zorundadır. Bu amaçla çeşitli stratejilere sahip bağışıklık mekanizmaları 

geliştirilmiştir. Tek hücreli organizmalar, restriksiyon endonükleazları, bazı 

antimikrobiyal peptitler, fagositoz ve RNA interferensi gibi bazı mekanizmalara 

sahiptir (Sioud 2007). Buna karşılık çok hücreli organizmalarda bu konuda özelleşmiş 

bazı bağışıklık sistemi hücreleri bulunur. Bu hücreler; vücuda giren yabancı hücreleri 

tanıyıp öldürmesinin yanı sıra hasara uğramış, yaşlanmış, enfeksiyon veya kansere 

bağlı yapısı değişmiş kendi hücrelerini de ortadan kaldırabilir hale gelmiştir. Bu 

özelleşmiş bağışıklık hücrelerinin yanı sıra vücutta üretilen birçok molekül (sitokinler 

ve kemokinler) de bu hücreler ile iş birliği yapar. Çok hücreli organizmalarda 

bağışıklık; doğuştan gelen ve sonradan kazanılan olmak üzere iki çeşittir. Bununla 

birlikte bunlar kesin bir sınırla birbirinden ayrılmaz (Dittmar ve ark. 2006). Canlının 

vücuduna giren patojene karşı oldukça hızlı bir savunma sağlayan doğal bağışıklık 

sistemi çeşitli hücreler (nötrofil, makrofaj, mast hücreleri, katil ve dendrik hücreler) 

ile çok sayıda molekülden oluşur (Kumar ve Sharma, 2010, Mesa ve Vasques, 2013). 

Organizmada kazanılmış bağışıklık gelişebilmesi için öncelikli olarak vücuda giren 

antijenlerin bağışıklık sistemi hücreleri tarafından tanınması gerekir. Gelecekte, 

kazanılmış bağışıklık konusunun daha iyi anlaşılabilmesi için doğuştan gelen 

kazanılmış bağışıklık molekülleri ve hücrelerinin öncelikli olarak anlaşılması 

gerekecektir (Zänker 2008). 

 

 

 

1.13. Polimorfonükleer Lökositler  

 

Beyaz kan hücresi olan polimorfonükleer lökositler (PMN), granüler lökosit veya 

granülosit olarak da adlandırılır. PMN; nötrofil, eozinofil ve bazofil isimleri verilen 

granülositik hücrelerden oluşmaktadır. Bu hücreler taşıdıkları çekirdeklerin şekilleri 

ve sitoplazmik görünümleri ile birbirinden ayrılmaktadır. PMN'nin büyük kısmını, 



 

sayısı hayvanın türüne bağlı değişmekle birlikte nötrofiller oluşturmaktadır (Kaplan 

ve Radic 2012).  Memeli nötrofilleri genellikle iki- beş arasında değişen sayıda loplu 

çekirdeğe sahiptir.  

 

 

1.13.1. Nötrofillerin Kökeni 

 

 

Nötrofiller kemik iliğinde yaklaşık olarak dakikada 7 milyon gibi bir sayıda, 4-6 gün 

içinde üretilir (Rosales 2018). Kan dolaşımına salınan nötrofiller doku boşlukları, 

solunum, sindirim veya ürogenital sistemde bulunan organların epiteliyal yüzeylerine 

ulaşır (Rebar ve ark. 2001). Dolaşımdaki nötrofilin ömrü 3-12 saat ile 1-2 güne kadar 

değişebilir. (Kruger ve ark. 2015) Dokunun herhangi bir sebeple yaralanması veya 

herhangi bir patojenle istilası, nötrofillerin olgunlaşmasını yöneten koloni uyarıcı 

faktörlerin üretimi ve salgılanmasını sağlar. Böylelikle kemik iliğinde henüz yeterince 

olgunlaşmamış nötrofiller kan dolaşımına salınır (Rebar ve ark. 2001).  

       Granulopoezis, yani kemik iliğinde granulositlerin oluşumu ve gelişimi esnasında 

kök hücreler, granülositik serilerdeki en erken tanımlanan hücre olan myeloblastlara 

farklılaşır. Myeloblastların bölünmesi ve farklılaşması sonucunda progranülosit ve 

miyelosit nesilleri gelişir. Daha sonra sırasıyla metamyelositler, bant nötrofil ve parça 

çekirdekli nötrofiller şekillenir (Rebar ve ark. 2001). Dolaşımdaki nötrofiller tam kan 

sayımı esnasında diğer kan hücreleri ile beraber sayılabilir. Marjinal nötrofil havuzunu 

ise özellikle küçük damarlar ile kılcal damar endoteline aralıklı olarak yapışmış 

nötrofiller oluşturur, bu nötrofiller tam kan sayımı esnasında sayılmaz. Köpeklerde 

kan dolaşımda bulunan nötrofillerin, marjinal nötrofil havuzunda bulunan nötrofillere 

oranı genelde 1: 1'dir (Rebar ve ark. 2001).  

 Nötrofillerin kan dolaşımından dokulara göçü rastgele gerçekleşir ve tek 

yönlüdür. Herhangi bir yangı bölgesinde görev almayan nötrofiller genelde apoptosis 

yolu ile ortadan kaldırılır. Buna karşılık yangı bölgesinde görevli iseler makrofajlar 

tarafından fagosite edilir (efferositosis) (Timar ve ark. 2013). Stres veya enfeksiyon 

gibi bazı durumlarda kan dolaşımındaki nötrofillerin sayısı artar (Rosales 2018). Yangı 
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bölgesinde şekillenen sitokinler ve bazı bakteriyel ürünler ortamdaki nötrofillerin 

ömrünü uzatır (Mayadas ve ark. 2014).  

 

 

1.13.2. Nötrofillerin Görevi 

 

Nötrofiller, enfeksiyöz nitelikteki patojenlere (parazit, bakteri ve virüs) karşı vücudun 

savunmasında merkezi bir rol oynar. Yangı bölgesinde; komplemanın aktivasyonu 

sonrası açığa çıkan protein parçaları, fibrinolitik faktörler, lökosit ve trombositlerin 

oluşturduğu bazı kemotaktik ürünler şekillenir ve bu kimyasallar nötrofilleri bu 

bölgeye çeker (Kumar ve Sharma, 2010). Yangı bölgesinde damar geçirgenliğini 

artmasına bağlı olarak damardan ayrılan nötrofiller yangı bölgesine ulaşan ilk 

hücrelerdir (diapedezis ve kemotaksis yolu ile) (Rebar ve ark 2001). Bölgeye 

ulaştıklarında bağışıklıkta rol oynayan diğer hücrelere organizmaya giren patojen 

hakkında sinyal gönderirler (Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009, Mesa ve Vasques 

2013).  

Nötrofil vücuda giren patojenle farklı yollarla savaşabilecek silahlarla 

donatılmıştır (Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009). Bunlardan ilki nötrofil içinde 

“granül” olarak tanımlanan özel bölmelerde depolanan enzim ve kimyasallardır. Bu 

moleküller fagosite edilerek nötrofil içine alınan patojen üzerine etkilidir 

(Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009, Mesa ve Vasques. 2013). Granül içinde 

bulunan bu enzim ve kimyasallar aynı zamanda organizmanın dokuları için de toksik 

niteliktedir. Bu granüller içerikleri yönünde gruplara ayrılır (primer, sekonder ve 

tersiyer granüller). Primer granüller; myeloperoksidaz (MPO), nötrofil elastaz (NE), 

ve katepsin G gibi bazı enzim ve kimyasalları taşır (Guimaraes-Costa ve ark 2012). 

Sekonder granüller; pentraksin ve laktoferrin (Guimaraes-Costa ve ark. 2012), tersiyer 

granüller ise gelatinaz ve peptidoglikan-bağlayan protein taşımaktadır (Mesa ve 

Vasquez, 2013). Nötrofil yukarıda adı geçen enzim ve kimyasallar dışında bazı 

kemokinler, anjiyogenik ve fibrogenik faktörler, tümör nekrosis faktör (TNF) 

süperailesinden bazı sitokinleri de üretebilir. Ayrıca nötrofil içinde şekillenen 

respiratorik yanma esnasında reaktif oksijen üretiminden sorumlu olan nikotinamid 



 

adenin dinükleotid fosfat (NADPH) ve nitrit oksidaz tip 2 (NOX2) olarak adlandırılan 

bazı enzimatik komplekslere de sahiptir (Mesa ve Vasquez, 2013).  

Nötrofillerin çeşitli stratejiler kullanarak patojeni ortadan kaldırması bu hücreleri 

doğal bağışıklığın önemli bir unsuru haline getirir (Mesa ve Vasquez, 2013). Nötrofilin 

patojenle karşılaştığında uygulandığı stratejilerinden birisi fagositozistir 

(Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009). Nötrofil oldukça büyük partikülleri (patojeni) 

fagosite edebilir. Patojen, nötrofilin yüzeyinde yer alan çok sayıda reseptöre bağlanır 

ve bunu takiben bir fagozom şekillendirir, fagozom aracılığıyla nötrofilin içine patojen 

alınır. Fagozom içine alınan patojen iki yol kullanılarak yok edilir (non-oksidatif ve 

oksidatif mekanizmalar). Non-oksidatif öldürme mekanizması esnasında nötrofil 

içindeki granüller fagozom ile birleşir ve granülde bulunan moleküller fagozoma 

boşaltılır. Oksidatif öldürme mekanizmasında ise reaktif oksijen ürünlerinin (ROS) 

şekillenmektedir (Guimaraes-Costa ve ark. 2012).   

Degranulasyon yöntemi ile nötrofil; enfeksiyon bölgesinde bulunan patojenler 

üzerine granül içeriklerini boşaltarak etkisiz hale getirmeye çalışır. Bu moleküller aynı 

zamanda konak dokusu üzerinde de zarar veren yıkımlayıcı etkiye sahiptir 

(Guimaraes-Costa ve ark. 2012). 

 

 

1.13.3. NETosis 

 

Nötrofillerin patojenle mücadelede kullandığı diğer bir savunma stratejisi ise 

NETosistir (Brinkmann ve ark. 2004). NETosis esnasında vücutta patojenle ya da bazı 

moleküllerle karşılaşan nötrofilde çekirdek ve granüler içerikler birbiriyle karışır ve 

bu karışım hücre dışı alana atılır (hücre dışı tuzaklar=NETs) (Branzk ve 

Papayannopoulos 2013). Hücre dışı tuzakların nötrofiller tarafından şekillendirildiği 

belirlenmiş olsa da zaman içinde bu yapıların diğer granulositik hücrelerce 

şekillendirildiği de tespit edilmiştir (eozinofil, mast hücreleri, tavuklarda bulunan 

heterofiller, makrofaj ve monositler) (Kaplan ve Radic 2012; Yousefi ve Simon 2016). 

Hücre dışı tuzak yapısının omurgasını oluşturan DNA’nın nötrofildeki en önemli 
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kaynağı çekirdektir. Bununla birlikte granulositik hücrelerde bulunan mitokondriler 

de hücre dışı tuzaklardaki DNA’nın kaynağı olabilir. Tüm granülositik hücreler 

(nötrofil, eozinofil, bazofil) hücre dışı tuzak şekillendirebilmek adına mitokondriyel 

DNA’yı salar. Bu şekillenen ağsı yapılar bakterileri kuşatabilir ve onları öldürebilir. 

Aktivasyonu takiben mitokondriyal DNA salınımı ve hücre dışı tuzak şekillendirme 

reaksiyonu lenfosit ve monositler de de görülür. Ancak bu yapılar antibakteriyel 

proteinleri taşımadıkları için bu ağların antibakteriyel özellikleri yoktur (Yousefi ve 

ark. 2019). 

NETosis reaksiyonu; sığır, koyun ve keçi gibi ruminant hayvanlardan (Munoz 

Caro ve ark. 2014, Silva ve ark. 2014, Pisanu ve ark. 2015, Yildiz ve ark. 2017),  

eşekten (Yildiz ve ark. 2019),  kedi ve köpek gibi karnivor canlılardan (Wardini ve 

ark. 2010, Jeffery ve ark. 2015, Sursal ve ark. 2017), tavuktan (Chuammitri ve ark. 

2009), fareden (Abi Abdala ve ark. 2011), balık, yunus ve karides gibi denizde yaşayan 

canlılardan (Palic ve ark. 2007, Koiwai ve ark. 2016, Villagra-Blanco ve ark. 2017b) 

bildirilmiştir. NETosisin in vitro (Wardini ve ark. 2010, Munoz Caro ve ark. 2014, 

Jeffery ve ark. 2015, Sursal ve ark. 2017, Yildiz ve ark. 2019) ve in vivo geliştiğine 

dair bilgiler mevcuttur (Baker ve ark. 2008, Abi Abdala ve ark. 2011, Munoz Caro ve 

ark. 2016). 

NETosis reaksiyonu esnasında; patojenle karşılaşmış olan nötrofilde önce 

antimikrobiyal nitelikte ve hücre dışı tuzakların şekillenmesini tetikleyen ROS açığa 

çıkar. Granüler içerikte bulunan NE ve MPO çekirdeğe iletilir, bu aşama nötrofilin 

çekirdeğinde bulunan histonun modifiye olması sağlanır. Tipik loplu formunu 

kaybeden çekirdeğin membranı şişer. Nötrofilin taşıdığı granüllerin membranları 

parçalanır. Nihayette çekirdek, sitoplazmik ve granüler içerikler nötrofilin içinde 

birbiri ile karışır. Nötrofilden hücre dışı alana, bulut benzeri hücre dışı tuzaklar çıkar 

(bu tuzaklar nötrofilin 10-15 katı büyüklüğündeki bir alanda yayılır) 

(Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009, Yıldız 2016). Elektron mikroskobu ile 15-17 

nanometre çapında iplikçikler şeklinde görülen hücre dışı tuzakların omurgasını DNA 

ve histonlar (H1, H2A, H2B, H3, H4) oluşturmaktadır, bu iplikçikler üzerinde yaklaşık 

50 nanometre çaplı granül proteinleri izlenir (Manda ve ark. 2014). Hücre dışı tuzakları 

oluşturan elementler Çizelge 1.4’te görülmektedir.  



 

 

 

 

Çizelge 1.4. Hücre Dışı Tuzakların Yapı Taşları (Nötrofil İçerikleri) (Mesa ve Vasquez, 2013) 

Hücre Dışı Tuzakların Yapı Taşları (Nötrofil İçerikleri)   

Nükleer İçerik DNA 

  Histones 

Granüler İçerik Primer Granül  Myeloperoksidaz 

   Katepsin G, 

   Nötrofil Elastaz 

  Sekonder Granül Laktoferrin 

   Pentraksin  

  Tersiyer granül Gelatinaz 

   Peptidoglikan-bağlayan protein  

Sitoplazmik İçerik Kalprotektin 

  Katalaz 

 

NETosis, patojenle mücadelede nötrofillere bazı avantajlar sağlamaktadır 

(Branzk ve Papayannopoulos 2013). NETosis esnasında şekillenen hücre dışı tuzaklar 

aracılığıyla nötrofiller enfeksiyon bölgesinde patojenler etrafında fiziksel bir sınırlama 

yapmaktadır. Böylelikle aynı zamanda konak dokuları için de yıkıcı etkiye sahip 

granüler moleküller belli bir alanda etki göstermiş olacak ve konak dokusu üzerindeki 

olumsuz etkisi nispeten sınırlı bir alanda görülecektir. Enfeksiyon bölgesinde hücre 

dışı tuzaklar aracılığıyla yapılan bu fiziksel sınırlama granül içeriklerinin birbiri ile 

sinerji yapmasını da kolaylaştıracaktır, böylelikle patojen üzerine etkinlikleri de 

artacaktır. Mikroorganizmaların enfeksiyon bölgesinde fiziksel olarak sınırlandırma 

çabası onların sistemik olarak yayılmasını da engelleme yönünde bir girişimdir 

(Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009, Yıldız 2016). 

Bugün nötrofilin üç farklı yol (fagositozis, degranulasyon ve NETosis) 

kullanarak vücuttaki patojeni etkisiz hale getirmeye çalıştığı bilinmektedir. Patojenle 

karşılaşan nötrofilin önce hangi yolu kullandığı tam olarak belirlenememektedir. Bazı 

araştırıcılar patojenle karşılaşan nötrofilin sahip olduğu savunma stratejilerini sırayla 

kullandığını ileri sürmüştür (Kaplan ve Radic 2012). Bu görüşe göre; nötrofil patojenle 

karşılaşmasını takiben ilk birkaç dakika içinde fagositozis ile ortamdaki patojenleri 

ortadan kaldırmaya çalışır. On dakika sonra granüler içerikler hücre dışı alana bırakılır 
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(degranulasyon). Daha sonra NETosis süreci başlar (Kaplan ve Radic 2012). Bu 

görüşte henüz açıklanması gereken noktalar vardır: patojenin fagosite eden nötrofilde 

şekillenen NETosisi takiben nötrofilin bütünlüğünün bozulması fagozomlarda tutulan 

patojeni hücre dışı alana serbest bırakacaktır. Bu sebeple fagositozis ile patojeni hücre 

içine alan nötrofilin bu olayı takiben NETosis prosesine gireceği düşünülmemektedir. 

Bu sebeple nötrofillerin patojenle karşılaştığında fagositosis, degranulasyon ve 

NETosis stratejilerini sırayla şekillendiğine dair görüş kabul görmemiştir. Diğer bazı 

araştırıcılar ise nötrofilin bazı alt gruplarının olduğunu, bazılarının fagositosis, 

bazılarının ise NETosis ile görevli olduğunu ileri sürmüştür (Manda ve ark. 2014). 

Vücutta iki farklı NETosis şekillendiği belirlenmiştir; suisidal NETosis ve vital 

NETosis (Manda ve ark. 2014). Suisidal NETosis esnasında vücuttaki patojenin direkt 

uyarımı sonucunda nötrofildeki çekirdek ve granülleri saran membran yapıları gözden 

kaybolur, içerikler birbiri ile karışarak hücre dışı alana yayılır (2-4 saatte) 

(Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009). “Hücresel kamikaze” olarak adlandırılan bu 

reaksiyon yavaş gelişmektedir. NETosisi takiben nötrofil öldüğü için kemotaksis ve 

fagositoz gibi fonksiyonlar yapamaz. Vital NETosis sürecinde ise tüm reaksiyon 

oldukça kısa bir sürede tamamlanır (5-60 dakikada). Bu reaksiyonda nötrofilin ölümü 

şekillenmez. Nötrofilin çekirdeğinde bulunan DNA çekirdek zarından sitoplazmaya 

doğru tomurcuklanır ve şekillenen hücre dışı tuzaklar nötrofilin hücre zarı yırtılmadan 

ekstrasellüler alana yayılır. Vital NETosis şekillenmesini takiben çekirdeği gözden 

kaybolan nötrofil, kemotaksis ve fagositozis fonksiyonlarını sürdürebilir (Manda ve 

ark. 2014).  

Enfeksiyon yerine gelen nötrofiller hücre dışı tuzaklar aracılığıyla patojenlerin 

organizmaya yayılmasını engelleyerek ve onları öldürerek enfeksiyonları yönetir 

(Guimaraes-Costa ve ark. 2012, Simon ve ark. 2013). Hücre dışı tuzakların 

antimikrobiyal etkisini yapısını oluşturan nötrofile ait DNA, granüler moleküller 

(MPO ve NE), histonlar ve bazı sitoplazmik proteinler (laktoferrin ve katepsinler) 

oluşturur (Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009, Kumar ve Sharma 2010). Patojenle 

karşılaşan nötrofil NETosis esnasında önemli miktarda ROS üretir. Bu kimyasal aynı 

zamanda patojenlere de zarar verir. Nötrofil patojenle mücadele ederken non-oksidatif 

faktörleri (MPO, histonlar, defensinler, kathelisidinler, bakteriyel permeabilite arttıran 

protein ve katyonik serin proteazlar) de kullanır (Kaplan ve Radic 2012). Bu faktörler 



 

patojenin hücre duvarını ya da membranını parçalayarak yok eder veya bölünmesini 

engeller (Hahn ve ark. 2013, Nel ve ark. 2016).  

Hücre dışı tuzakların pek çok bakteri ve bazı mantarlara karşı şekillendiği 

bildirilmiştir. Bu etkenlere ilaveten HIV virusuna karşı da organizmada gelişen 

savunmaya katılır. Nötrofillerin parazitlere karşı hücre dışı tuzak oluşturduğu ilk kez 

2008 yılında Plasmodium falciparum’dan bildirilmiştir (Baker ve ark. 2008). Hücre 

dışı tuzak reaksiyonlarının sıtma patogenezinde rolü olduğu belirtilmiştir (Baker ve 

ark. 2008). Bazı Leishmania ve Eimeria türlerinin, Besnoitia besnoiti, 

Cryptosporidium parvum, Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, Neospora 

caninum ve T. gondii’ye karşı çeşitli konakların PMN’inde hücre dışı tuzaklar 

gelişmektedir (Guimaraes-Costa ve ark. 2009, Behrendt ve ark. 2010, Gabriel ve ark. 

2010, Abi Abdala ve ark. 2011, Munoz Caro ve ark. 2014, Silva ve ark. 2014, Avilla 

ve ark. 2016, Wei ve ark. 2016, Yildiz ve ark. 2017, Villagra-Blanco ve ark. 2017a, 

Fei ve ark. 2018). Bu protozoonların yanı sıra Strongyloides stercoralis (Bonne-Annee 

ve ark. 2014), Schistosoma japonicum (Chuah ve ark. 2014), Haemonchus contortus 

(Munoz Caro ve ark. 2015), Ostertagia ostertagi (Mendez ve ark. 2018), 

Angiostrongylus vasorum, Aelurostrongylus abstrusus and Troglostrongylus brevior 

(Lange ve ark. 2017), Brugia malayi (McCoy ve ark. 2017) ve Dirofilaria immitis 

(Munoz Caro ve ark. 2018)’in de NETs oluşumunu tetiklediği bildirilmiştir.  

Konağın çeşitli dokuların hücrelerinin içinde yaşayan protozoonlar da hücre 

dışı tuzakları şekillendirmektedir (Behrendt ve ark. 2010, Gabriel ve ark. 2010, Abi 

Abdala ve ark 2011, Munoz Caro ve ark. 2014, Silva ve ark. 2014, Wei ve ark. 2016, 

Villagra-Blanco ve ark. 2017a, Yildiz ve ark. 2017). Bu protozoonlar, sadece konağa 

ilk girişleri esnasında yerleşmeleri için uygun hücreleri arama safhası ve eşeysiz 

çoğalma esnasında çoğaldığı hücreyi patlattığı dönem dışındaki gelişimlerini zorunlu 

olarak hücre içi gerçekleştirir (Kreier, 1993). NETosis reaksiyonu ile hücre dışına 

çıkan parazitlerin nötrofiller tarafından etkisiz hale getirilmesi, buna bağlı olarak yeni 

hücrelerin enfeksiyonunun engellenmesi sağlanmakta, sonuçta vücutta parazit sayısı 

azaltılmaya çalışılmaktadır (Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009, Hahn ve ark. 2013, 

Hermosilla ve ark. 2014).    

Toxoplasma gondii’nin insan dışında sığır, koyun, kedi, eşek, fare, fok ve 

yunuslara ait PMN’de hücre dışı tuzak gelişimini sağlar (Abi Abdala ve ark. 2011, 
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Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve ark. 2017, Sursal ve ark. 2017, Yildiz ve ark. 2019, 

Imlaua ve ark. 2020). Bu doktora tezi ile in vitro ortamda T. gondii tachyzoitleri ile bir 

araya getirilen köpek PMN’de şekillenen hücre dışı tuzak yapılarını araştırmak 

amaçlanmıştır. Hücre dışı tuzakların şekillenmesinde parazit konsantrasyonu ile 

inkubasyon süresi etkisinin belirlenmesi hedeflenmiştir. Ayrıca T. gondii’ye karşı 

şekillenen hücre dışı tuzaklarda ROS, MPO ve NE aktivitelerinin tespit edilmesi 

amaçlanmıştır.        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

 

2.1. Sarf ve Kimyasal Malzemeler 

 

 

Serolojik pipet, steril reaksiyon tüpü, portüp, penset, lam, poly-L-lysin kaplı lamel, 

sitratlı kan alma tüpü, pipet tabancası, otomatik pipetler, mikrosantrifüj tüpü, steril 

cam şişe, pipet uçları, 96 kuyucuklu polistren mikrotitrasyon pleyti, kurutma kağıdı, 

parafilm, Neubauer sayım kamarası, PBS-EDTA (%0,02), RPMI-1640 (Sigma), 

Hank’s Balanced Salt Solusyonu (Sigma), PMA (Sigma-Aldrich), Percoll (Sigma-

Aldrich), Trypan blue boya (Sigma), Diff Quick boya (Bio Optica, Italy), Sytox Green 

boya (Invitrogen), Micrococcal nuclease (NEB), Anti-histon (H3) monoclonal 

antikoru (Santa Cruz, sc-374669), Anti-myeloperoksidase monoclonal antikoru (Santa 

Cruz, sc-52707), Anti-neutrophil elastase monoclonal antikoru, (Santa Cruz, sc-

55548). FITC işaretli IgG1, 2′,7′-Dichlorofluorescin diacetate (Sigma Aldrich), 

Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (Invitrogen), MeoSuc-Ala-

Ala-Pro-Val-chloromethyl-ketone (Sigma-Aldrich), 5-(and-6)-carboxyfluorescein 

diacetate N-succinimidyl ester (CellTrace CFSE Cell Proliferation Kit, Invitrogen). 

 

 

 

2.2. Cihazlar 

 

 

Işık mikroskobu (Leica DM750), Karbondioksitli inkubatör (Nüve MN120), santrifüj 

(Thermo Scientific, SL 16R), fluorometre (Fluoroscan Ascent FL, Thermo Scientific), 

tip II biyogüvenlik kabini (Nüve EC160), fluoresans mikroskop (Leica IL Led Fluo), 

hassas terazi, ultra saf su cihazı, ısıtıcılı blok, buzdolabı, derin dondurucu, su banyosu, 

sterilizatör, pH metre.   
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2.3. Etik Kurul 

 

 

Çalışma için gerekli Etik Kurul izni Kırıkkale Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulu’ndan alınmıştır (Toplantı tarihi: 06.09.2017, Karar no: 17/32). 

 

 

2.4. Yöntem 

 

 

Çalışmalar tip II biyogüvenlik kabininde yürütülmüştür. Tüm ekipman ve solusyonlar 

steril edilmiştir. Deneyler farklı zamanlarda üç defa tekrarlanmıştır.  

 

 

 

2.5.Toxoplasma gondii Tachyzoitleri 

 

 

Türkiye Halk Sağlığı Kurumu bünyesinde yer alan Parazitoloji Laboratuvarı’nda 

toksoplasmozis teşhisinde Sabin Feldman Boya Testi rutin olarak uygulanmaktadır. 

Bu testte canlı antijen olarak kullanılan T. gondii farelerde pasajlanarak 

sürdürülmektedir. Çalışmada kullanılan tachyzoitler bu amaçla enfekte edilen fare 

peritonunun serum fizyolojik ile yıkanması sonrasında elde edilmiştir. Tachyzoit 

süspansiyonundan otomatik pipetle alınan örnekler Neubauer kamarası kullanılarak 

ışık mikroskobu kullanılarak sayılmıştır (Leica DM750). Bu sayı, sulandırma oranı ile 

çarpılarak tachyzoit süspansiyonunun ml’sinde bulunan parazit sayısı belirlenmiştir. 

Bu süspansiyon, deneyde kullanılacak oranlarda RPMI-1640 kullanılarak 

sulandırılmıştır. 

 



 

2.6. Venöz Kandan PMN İzolasyonu 

 

 

Klinik olarak sağlıklı görünüme sahip beş köpeğin (1 yaşından büyük) Vena 

cephalica’sından antikoagulantlı tüpe 5 ml kan örneği usulüne uygun biçimde 

alınmıştır. Venöz kandan PMN izolasyonu Sursal ve ark. (2017)’ına göre yapılmıştır. 

Bunun için Percoll stok solüsyonundan HBSS kullanılarak Percoll dilusyonları 

hazırlanmıştır (%45, %54, %63 ve %72). En yoğun Percoll dilusyonundan (%72) 

başlayarak alınan ikişer ml’lik Percoll dilusyonları kapaklı steril polistren santrifüj 

tüpüne tabaka olacak biçimde yerleştirilmiştir. Köpek venöz kan örnekleri PBS-EDTA 

(%0,02) kullanılarak 1:1 oranında sulandırılmıştır. Bu işlemi takiben en üstteki Percoll 

dilusyonunun (%45) üzerine dikkatlice yerleştirilmiştir. Tüpler oda sıcaklığında 35 

dakika süreyle santrifüj edilmiştir (500 x g). Santrifüjten sonra tüplerdeki %63 ve %72 

Percoll dilusyonları arasında biriken hücreler steril pastör pipeti aracılığıyla çekilmiş 

ve steril kapaklı polistren santrifüj tüplerine alınmıştır. Bu tüpler + 4° C’de 10 dakika 

süreyle santrifüj edilmiş (300 x g), daha sonra süpernatant kısmı çekilerek 

uzaklaştırılmıştır. Steril ultrasaf su eklenerek tüpteki sedimentte bulunan eritrositler 

parçalanmış ve hemen HBSS (10x) eklenerek tüplerin içindeki osmolarite 

düzenlenmiştir. Santrifüj işlemi sonrasında pelet RPMI-1640 (without phenol red, 

Sigma) ile sulandırılmıştır.  

 

 

 

2.7. İzole Edilen PMN’in Sayımı ve Canlılık Oranının Belirlenmesi 

 

 

Köpek venöz kanından izole edilen PMN süspansiyonu içindeki hücre sayısını 

belirlemek için otomatik pipetle örnek mikrosantrifüj tüplerine yerleştirilmiş ve 

RPMI-1640 ile 1:10 olacak şekilde sulandırılmıştır. Neubauer kamarasına yerleştirilen 

PMN:RPMI-1640 süspansiyonu ışık mikroskobu altında sayılmıştır. Elde edilen sayı 
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sulandırma oranı ile (x10) çarpılarak izole edilen peletteki toplam PMN sayısı 

bulunmuştur.  

Elde edilen PMN’nin canlı olup olmadığının belirlenmesinde Trypan blue 

solüsyon ile boyama yapılmıştır. Bunun için peletten alınan PMN örnekleri ile trypan 

blue solusyonu (1:1) steril mikrosantrifüj tüpleri içerisine alınmıştır. Mikropipetle 

alınan boyalı PMN örnekleri Neubauer kamarası içine yerleştirilmiş ve ışık 

mikroskobu kullanılarak boya alıp almaması yönünden incelenmiştir. Boya alan 

hücreler (mavi renkte) ölü olarak değerlendirilmiştir. İzole edilen peletteki PMN’nin 

canlılık oranı; Neubauer kamarasında rastgele seçilen 10 mikroskobik sahada boya 

almayan hücrelerin tüm hücre sayısına oranlanması sonucunda belirlenmiştir. 

 

 

2.8. İzole Edilen PMN’te Nötrofil Oranının Belirlenmesi 

 

 

İzole edilen PMN süspansiyonundan mikropipetle alınan örnekler temiz lamlar (beş 

adet lam) üzerine yayılmıştır. Havada kurutulduktan sonra metil alkol kullanılarak 

tespit işlemi yapılmıştır. PMN içerisindeki nötrofil oranını saptamak amacıyla Diff-

Quick boya solusyonu ticari firmanın belirttiği şekilde yapılmıştır. Boyama işlemi 

tamamlandıktan sonra lamlar ışık mikroskobu ile incelenmiş ve rastgele seçilen 10 

sahada mor renkli parçalı çekirdekli olarak boyanan nötrofiller ile sahadaki tüm 

polimorfonükleer hücreler sayılmış ve izole edilen PMN süspansiyonunda nötrofil 

oranı hesaplanmıştır.   

 

 

 

2.9. Hücre Dışı Tuzak Gelişimine Farklı Tachyzoit Yoğunluğunun Etkisi  

 

 

RPMI-1640 kullanılarak 1x105/100 µl olacak şekilde sulandırılan PMN ile 1 x 105 / 

100 µl (1:1), 2 x 105 / 100 µl (1:2) ve 3 x 105 / 100 µl (1:3) konsantrasyonda sulandırılan 



 

tachyzoitler ayrı steril reaksiyon tüplerine yerleştirilmiştir. Çalışmada phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA) (50 nM) ile uyarılmış köpek nötrofilleri pozitif kontrol 

olarak kullanılmıştır. Tüpler (deney ve kontrol) 37°C’ye ayarlanmış inkubatörde 60 

dakika süreyle tutulmuştur (%5’lik CO2 ortamında). Bu süre bitiminde PMN ve 

tachyzoit kültürleri içeren tüplere Micrococcal nüklease (5 U) konulmuş ve 

inkubasyon işlemine aynı koşullar altında 15 dakika daha devam edilmiştir. Daha 

sonra tüpler beş dakika süreyle santrifüj edilmiştir (300 xg). Santrifüjden alınan 

tüplerdeki süpernatant otomatik pipet kullanılarak polistren mikrotitrasyon pleytin 

kuyucuklarına (her bir tüpten iki ayrı kuyucuğa) yerleştirilmiş ve üzerine Sytox Green 

(5 µM) ekstrasellüler DNA boyası eklenmiştir. Karanlık ortamda 15 dakika süreyle 

bekletilen pleytte açığa çıkan ekstrasellüler DNA fluorometre kullanılarak ölçülmüştür 

(460 nm eksitasyon/538 nm emisyon).  

 

 

 

2.10. Hücre Dışı Tuzak Gelişiminde Farklı İnkubasyon Sürelerinin Etkisi  

 

 

RPMI-1640 ile 1 x 105 / 100 µl olacak şekilde sulandırılan köpek PMN’i ile 

tachyzoitler (1:1, 1:2 ve 1:3 konsantrasyonda olacak şekilde) steril hale getirilmiş 

polystren reaksiyon tüpleri içerisine dikkatlice yerleştirilmiştir. PMA (50 nM) 

eklenmiş köpek nötrofilleri pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Bu aşamada üç farklı 

inkubasyon süresi (30, 60 ve 120 dakika) için ayrı deney ve kontrol grupları 

oluşturulmuştur. Tüpler (deney ve kontrol), %5’lik CO2 içeren inkubatörde (37°C’de) 

farklı sürelerde inkube edilmiş ve her bir gruba ait tüplere inkubasyon süresi bittiğinde 

Micrococcal nüklease (5 U) eklenmiş, aynı koşullarda (37°C’de 15 dakika) 

bekletildikten sonra inkubatörden çıkarılmıştır. Santrifüjü takiben (300 x g, 5 dakika) 

tüplerdeki süpernatant 96 gözlü polistren mikrotitrasyon pleytine aktarılmıştır (her bir 

tüp iki ayrı kuyucuğa yerleştirilmiştir). Pleytin kuyucuklarına Sytox Green 

ekstrasellüler DNA boyası (5 µM) eklenmiş ve karanlık ortamda 15 dakika 

bekletilmiştir. Fluorometreye yerleştirilen pleytte şekillenen fluoresans düzeyi 

ölçülmüştür (460 nm eksitasyon/538 nm emisyon).  
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2.11. Hücre Dışı Tuzakların İmmunohistokimyasal Boyanması  

 

 

Hücre dışı tuzakları oluşturan kromatin iplikçikleri üzerindeki nötrofile ait bazı 

enzimleri (nötrofil elastaz ve myeloperoksidaz) ile çekirdek materyali olan histonun 

(H3) görülür hale getirilmesi amacıyla PMN-tachyzoit kültürü immunohistokimyasal 

olarak boyanmıştır. Bu boyama öncesinde, tachyzoitle inkube edilen köpek PMN’de 

şekillenen NETosis reaksiyonu esnasında oluşan ağsı hücre dışı tuzaklar arasında 

tachyzoitlerin izlenebilmesi amacıyla tachyzoitler, membran permeabl flouresans 

boya ile aşağıda belirtilen şekilde boyanmıştır. 

 

 

 

2.11.1. Toxoplasma gondii Tachyzoitlerinin Boyanması 

 

 

Tachyzoitler inkubasyonun hemen öncesinde membran permeabl fluoresans boya olan 

5-(and-6)-carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (5 µM) ile ticari firmanın 

önerdiği biçimde boyanmıştır. Bunun için tachyzoitler fluoresans boya ile 10 dakika 

süre ile 37°C’de inkubasyonda tutulmuş, takibinde Fötal buzağı serumu içeren (%10) 

PBS eklenmiştir. Fluoresans boyalı tachyzoitler PBS ile üç kez yıkanmıştır (10 dakika, 

400 x g). 

 

 

 

2.11.2. İnkubasyon 

 

 

Köpek PMN’i 1 x 105/ 100 µl hacminde poly-L-lysine kaplı lameller üzerine 

yerleştirilmiştir. Üzerine fluoresans işaretli tachyzoitler 1:1 konsantrasyonda olacak 



 

biçimde konulmuş ve 60 dk boyunca inkubatörde tutulmuştur (37°C, %5’lik CO2 

ortamında). 

 

 

 

2.11.3. Tespit ve Bloklama 

 

 

İnkubasyon süresi tamamlandığında lamellere %4’lük paraformaldehit ile fiksasyon 

işlemi yapılmıştır. Takibinde formaldehiti uzaklaştırmak için üç kez PBS ile 

yıkanmıştır. Tespit işlemi tamamlanan lamellere %0,5’lik Triton X-100 damlatılmış, 

PBS ile yıkama sonrasında %1’lik BSA eklenmiştir. 

 

 

 

2.11.4. İmmunohistokimyasal Boyama 

 

 

Toxoplasma gondii’nin şekillendirdiği hücre dışı tuzaklarda netosisin karakteristik 

yapılarından olan histon, MPO ve NE tespit edebilmek için uygun primer ve sekonder 

antikorlar ile boyama yapılmıştır (Çizelge 2.1). Bloklama işleminden sonra primer 

antikor damlatılan lameller inkubatörde bir saat süreyle tutulmuştur (37°C ve %5’lik 

CO2). Daha sonra sekonder antikor damlatılan lameller aynı koşullarda bir saat süreyle 

inkube edilmiştir. PBS ile yıkandıktan sonra Sytox orange ekstrasellüler DNA boyası 

(1:30.000 konsantrasyonda) kullanılarak beş dakika süre ile boyanmıştır. Boyama 

esnasında lameller ışık almayan ortamda tutulmuştur. Daha sonra mowiol eklenmiş 

lam üzerine yerleştirilmiştir. Bu preparatler fluoresans mikroskop altında incelenmiştir 

(495 nm eksitasyon/520 nm emisyon).  
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Çizelge 2.1. Immunohistokimyasal boyamada kullanılan primer ve sekonder antikorlar  

Primer antikor Sulandırma Sekonder antikor Sulandırma 

Anti-histon (H3) monoclonal antikoru 1:1000 FITC işaretli IgG2b 1:100 

Anti-MPO monoclonal antikoru 1:1000 FITC işaretli IgG1 1:100 

Anti-NE monoclonal antikoru 1:1000 FITC işaretli IgG1 1:100 

 

 

 

2.12. Hücre Dışı Tuzaklarda ROS, MPO ve NE Aktivitelerinin Ölçümü 

 

 

 

2.12.1. ROS Aktivitesinin Ölçümü 

 

 

NETosis reaksiyonu esnasında köpek PMN’sinde açığa çıkan reaktif oksijen 

ürünlerinin belirlenmesi için yapılan bu çalışmada; köpek PMN’si ve tachyzoitler 1:1 

oranında polistren mikrotitrasyon pleytine yerleştirilmiştir. Pozitif kontrol olarak PMA 

(100 nM) ile muamele edilen köpek PMN’i kullanılmıştır. Pleytin tüm kuyucuklarına 

(deney ve kontrol grubu); 2′,7′-Dichlorofluorescin diacetate (10 µg/ml) dozda 

eklenmiştir. Pleytler, 37° C ayarlanmış fluorometre içine yerleştirilmiş ve cihaz içinde 

150 dakika boyunca tutulmuştur. İnkubasyon süresince 10’ar dakika ara ile ölçüm 

alınmıştır (485 nm eksitasyon/520 nm emisyon). 

 

 

 

 

2.12.2. MPO Aktivitesinin Ölçümü 

 

 

NETosis reaksiyonu esnasında şekillenen myeloperoksidaz aktivitesinin belirlenmesi 

için; köpek PMN’i ile tachyzoitler 1:1 oranında polistren mikrotitrasyon pleytine 

yerleştirilmiştir. Deneyde pozitif kontrol olarak PMA (100 nM) ile muamele edilen 



 

köpek PMN’i kullanılmıştır. Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit 

firmanın önerdiği biçimde uygulanmıştır. Deneyde Horseradish peroksidase (2 

mU/ml) peroksidaz eğrisi çizmek için, 1xReaksiyon buffer ise testte negatif kontrol 

olarak kullanılmıştır. Amplex Red solusyonu (50 µM) inkubasyon başlangıcında 

pleytteki tüm kuyucuklara eklenmiştir. Pleytler fluorometre içinde 150 dakika 

boyunca 37° C’de inkubasyonda tutulmuş ve 485 nm eksitasyon/520 nm emisyon 

aralığında tüm inkubasyon süresince 10’ar dakika ara ile ölçüm alınmıştır. 

 

 

 

2.12.3. NE Aktivitesinin Ölçümü 

 

 

NETosis reaksiyonu esnasında şekillenen nötrofil elastase aktivitesinin belirlenmesi 

için köpek PMN’i ve tachyzoitler 1:1 oranda polistren mikrotitrasyon pleytine 

yerleştirilmiştir. Deneyde pozitif kontrol olarak PMA (100 nM) ile muamele edilen 

köpek PMN’i kullanılmıştır. NE aktivitesini ölçmek için kromojenik substrat olan 

MeoSuc-Ala-Ala-Pro-Val-chloromethyl-keton (3 mg/ml) kullanılmıştır. Bu substrat 

inkubasyon başlangıcında hem deney hem de kontrol gruplarının olduğu kuyucuklara 

eklenmiştir. Pleytler fluorometre içinde 150 dakika süreyle 37 C’de inkubasyonda 

tutulmuş ve 10’ar dakika ara ile ölçüm alınmıştır (485 nm eksitasyon/520 nm 

emisyon). 

 

 

 

2.13. İstatistiksel Analiz 

 

 

Çalışmada elde edilen sonuçların analizi SPSS 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 

kullanılarak yapılmıştır. Uygulanan tüm hipotez testi sınamaları güven düzeyi %95 

olarak şekilde gerçekleştirilmiştir. Verilere ilişkin tanımlayıcı istatistikler yapılarak 

aritmetik ortalama ve standart hata hesaplaması yapılmıştır. Uygulanan ikili 

karşılaştırmalar için öncesinde tek yönlü varyans analizi gerçekleştirilmiş (ANOVA) 

sonrasında ise LSD testi ile ikili karşılaştırmalarda farklılığın olup olmadığı aranmıştır. 
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ANOVA’nın gerçekleştirilmesi için gerekli olan normallik varsayımı Shapiro – Wilk 

ile sınanmış ve ikili karşılaştırmalara konu olan verilerin normal dağıldığı birinci tip 

hata 0.05 iken kabul edilmiştir. Aynı zamanda ANOVA için gerekli ikinci şart olan 

homojen varyans varsayımı Leneve ile sınanmış ve 0.05 hata düzeyinde yeterli p-

değerine ulaşılmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3. BULGULAR 

 

 

 

3.1. İzole Edilen PMN’de Nötrofil Oranı ve Canlılığının Belirlenmesi  

 

 

Santrifüjden sonra %63-72 Percoll dilusyonları arasındaki hücre tabakanın çekilmesi 

ile elde edilen köpek PMN örnekleri Şekil 3.1’de izlenmektedir. Venöz kan 

örneklerinden izole edilen PMN’deki nötrofil oranının saptanması için yapılan boyama 

sonrasında koyu mavi renkte çekirdeğe sahip solgun pembe sitoplazmalı nötrofiller 

Şekil 3.2’de görülmektedir. İzole edilen tüm PMN içindeki nötrofil oranının %92 

olduğu belirlenmiştir. Trypan blue ile boyanmasını takiben izole edilen nötrofillerin 

%98’inin boya almadığı (canlı olduğu) belirlenmiştir.  

 

Şekil 3.1. Köpek venöz kan örneklerinden izole edilen polimorfonükleer lökositlerin ışık 
mikroskobik görünümü (oklar) (Neubauer kamarası, x20). 

 



43 
 

 

Şekil 3.2. İzole edilen koyu mavi çekirdekli ve açık pembe sitoplazmaya sahip nötrofillerin ışık 

mikroskobik görünümü (Diff-Quick boyama, x100). 

 

 

 

3.2. Immunohistokimyasal boyama 

 

 

Toxoplasma gondii tachyzoitleri ile birlikte inkubasyonu yapılan köpek PMN’inde 

saptanan değişiklikler floresans mikroskobunda izlenmiştir (Şekil 3.3-3.12). PMN’nin 

bulunduğu alanlarda bazıları bulut görünümünde bazıları ise iplikçikler halinde 

izlenen ağsı yapıdaki hücre dışı tuzaklar tespit edilmiştir. Bu hücre dışı şekillenen 

yapıları Sytox Orange boyası ile boyanmış olması bu yapıların DNA özelliğinde 

olduğunu göstermiştir (Şekil 3.4, Şekil 3.7, Şekil 3.11). NETosis reaksiyonunun tipik 

özelliği olan histonlar (H3), MPO ve NE içeren hücre dışı tuzak yapılarının PMN’den 

hücre dışına çıktığı immunohistokimyasal boyama sonucunda tespit edilmiştir (Şekil 

3.3, Şekil 3.6, Şekil 3.9, Şekil 3.10). Hücre dışına çıkan tuzakların arasında floresans 

işaretli tachyzoitler izlenmektedir (Şekil 3.9). Hücre dışı tuzak yapılarının 

tachyzoitlere yapıştığı ve onları immobilize ettiği görülmektedir. 



 

Bu çalışmada tachyzoitlerle inkube edilen köpek PMN’inde şekillenen 

NETosis reaksiyonunun flouresans mikroskobik analizi sonrasında diffuz ve yayılmış 

formda hücre dışı tuzak yapıları izlenmiştir. Diffuz formda birden çok tachyzoitin 

küresel yapılı ağ içinde yerleştiği izlenirken (Şekil 3.3, Şekil 3.11), yayılmış formdaki 

hücre dışı tuzak yapılarına genelde tek tachyzoitin tutunduğu görülmüştür (Şekil 3.7). 

 

 

 

3.2.1. İmmunohistokimyasal Boyalı Histon (H3) 

 

 

Şekil 3.3. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine karşı köpek PMN’inde gelişen hücre dışı 

tuzaklardaki histon (H3)’u gösteren floresans mikrograf (Oklar: Hücre dışı tuzaklar arasındaki 

tachyzoitler).  
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Şekil 3.4. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine karşı köpek PMN’inde şekillenen hücre dışı tuzak 
yapılarında ekstrasellüler DNA’yı gösteren floresans mikrograf.  

 

 

 

 

Şekil 3.5. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kaşı köpek PMN’inde şekillenen hücre dışı tuzak 

yapılarında histon (H3) (yeşil) ve extrasellüler DNA’yı (turuncu) birarada gösteren floresans 

mikrograf (ImageJ) (Oklar: Hücre dışı tuzaklar arasındaki tachyzoitler). 

 

 



 

 

3.2.2. İmmunohistokimyasal Boyalı MPO 

 

 

Şekil 3.6. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kaşı köpek PMN’inde şekillenen hücre dışı tuzak 

yapılarında MPO’yu gösteren floresans mikrograf (Ok: Tachyzoit) 

 

 

Şekil 3.7. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kaşı köpek PMN’inde şekillenen hücre dışı tuzak 

yapılarında ekstrasellüler DNA’yı gösteren floresans mikrograf.  
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Şekil 3.8. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kaşı köpek PMN’inde şekillenen hücre dışı tuzak 

yapılarında MPO ve extrasellüler DNA’yı birarada gösteren floresans mikrograf (ImageJ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3.2.3. İmmunohistokimyasal Boyalı NE 

 

 

 

Şekil 3.9. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kaşı köpek PMN’inde şekillenen hücre dışı tuzak 

yapılarında NE’ı gösteren floresans mikrograf (OK: Tachyzoitler).  

 

 

 

Şekil 3.10. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kaşı köpek PMN’inde şekillenen hücre dışı tuzak 

yapılarında NE’ı gösteren floresans mikrograf. 
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Şekil 3.11. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kaşı köpek PMN’inde şekillenen hücre dışı tuzak 

yapılarında ekstrasellüler DNA’yı gösteren floresans mikrograf.  

 

 

 

Şekil 3.12. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kaşı köpek PMN’inde şekillenen hücre dışı 

tuzak yapılarında NE ve extrasellüler DNA’yı birarada gösteren floresans mikrograf (ImageJ) 

(Ok Tachyzoitler).  

 



 

3.3. Hücre Dışı Tuzakların Tachyzoit Konsantrasyonu ve İnkubasyon Süresine 

Bağlı Değişimi  

 

 

Farklı konsantrasyonda (1:1, 1:2 ve 1:3) tachyzoitlerle inkube edilen köpek PMN’inde 

in vitro ortamda gerçekleşen NETosis reaksiyonunda açığa çıkan ekstresellüler 

DNA’ya yönelik elde edilen sonuçlar Şekil 3.13’te gösterilmiştir. Parazitin 

konsantrasyon arttıkça şekillenen hücre dışı tuzak miktarının da arttığı görülmektedir. 

Pozitif kontrol olarak kullanılan PMA’nın köpek nötrofilleri için NETosis yönünde iyi 

bir aktivatör olduğu görülmüştür.  Ancak aradaki farklılıkların istatistiksel olarak 

önemsiz olduğu tespit edilmiştir. 

 

Şekil 3.13. Köpek PMN ile inkube edilen farklı orandaki (1:1, 1:2 ve 1:3) tachyzoitlerin 

sonrasında şekillenen NETosis reaksiyonunda açığa çıkan hücre dışı DNA’nın kantitatif 

ölçümü. (PK: Pozitif kontrol) (AU: Arbitrary Unit). 
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Farklı sürelerde (30, 60 ve 120 dk) inkube edilen PMN-tachyzoit kültüründe 

şekillenen ve yapısı ekstrasellüler DNA’dan teşekkül eden hücre dışı tuzakların 

inkubasyon süresinin uzamasıyla ilişkili değişimi Şekil 3.14’te verilmiştir. Tüm deney 

ve kontrol gruplarında inkubasyonun 60. dakikasına kadar hücre dışı tuzak çıkışında 

artış olduğu saptanmıştır. Ancak aradaki farklılıklar istatistiksel olarak önemsiz 

bulunmuştur.   

 

 

Şekil 3.14. Farklı tachyzoit konsantrasyonları (1:1, 1:2 ve 1:3) ile inkubasyona alınan köpek 

PMN’inde gelişen NETosis reaksiyonununda oluşan hücre dışı DNA’nın süreye (30, 60 ve 120 

dk) bağlı değişimi. (PK: Pozitif kontrol) (AU: Arbitrary Unit). 
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3.4. İnkubasyon Esnasında Şekillenen ROS, MPO ve NE Aktivitesinin 

Belirlenmesi 

 

 

 

3.4.1. İnkubasyon Esnasında Şekillenen ROS Aktivitesi 

 

 

Köpek PMN-tachyzoit kültüründe 150 dakika boyunca şekillenen NETosis 

reaksiyonunda açığa çıkan ROS aktivitesi Şekil 3.15’te izlenmektedir. İnkubasyon 

boyunca hem PMN-tachyzoit kültüründe hem de pozitif kontrolde açığa çıkan ROS 

miktarında zamana bağlı artış şekillenmiştir. Onar dakika arayla yapılan tüm 

ölçümlerde pozitif kontrol grubunda açığa çıkan ROS düzeyi, tachyzoitlere karşı 

şekillenen reaksiyondan açığa çıkan ROS düzeyinden yüksek olmuştur. 

Tüm inkubasyon süresince elde edilen tüm ölçümlerin ortalaması alındığında 

pozitif kontrolden elde edilen ROS düzeyi, tachyzoitlere bağlı olarak şekillenen 

seviyeden yüksek olduğu tespit edilmiştir (Şekil 3.16). 

 

 

Şekil 3.15. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine karşı köpek PMN’inde (1:1) şekillenen ROS 

aktivitesinin zamana bağlı değişimi. (AU: Arbitrary Unit). 
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Şekil 3.16. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine karşı köpek PMN’inde (1:1) şekillenen ROS 

aktivitesinin tüm zamanlara göre değişimi. (AU: Arbitrary Unit). 

 

3.4.2. İnkubasyon Esnasında Şekillenen MPO Aktivitesi 

 

Köpek PMN-tachyzoit kültüründe 150 dakika boyunca şekillenen NETosis 

reaksiyonunda açığa çıkan MPO aktivitesi Şekil 3.17’de görülmektedir. İnkubasyon 

süresince hem PMN-tachyzoit kültüründe hem de pozitif kontrolde açığa çıkan MPO 

miktarında zamana bağlı artış şekillenmiştir. Hem deney hem de pozitif kontrol 

grubunda köpek PMN’inden açığa çıkan MPO düzeyi inkubasyonun ilk 40 dakikası 

boyunca artış eğiliminde olmuştur. Bu noktadan sonra 70. dakikaya kadar sabit devam 

etmiş ve daha sonra yavaşça azalma eğilimi göstermiştir. Tüm ölçüm noktalarında 

pozitif kontrol olarak kullanılan PMA’dan açığa çıkan MPO miktarı şekillenen 

NETosis reaksiyonunda açığa çıkan MPO düzeyinden yüksek olmuştur. 

 MPO aktivasyonunun belirlenmesi amacıyla inkubasyon süresince ölçüm 

alınan tüm noktaların ortalaması alındığında deney ve kontrol gruplarında şekillenen 

MPO düzeyi Şekil 3.18’de görülmektedir. İnkubasyon boyunca açığa çıkan MPO 

düzeyi kontrol grubunda tachyzoitlere göre daha yüksek olduğu saptanmıştır. 
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Şekil 3.17. Toxoplasma gondii’ye karşı köpek PMN’inde (1:1) zamana bağlı şekillenen MPO 

aktivitesi. Peroksidaz standart eğrisi Horseradish Peroksidaz (HRP) ile oluşturulmuştur. (RB: 

Reaksiyon buffer, PK: Pozitif kontrol) (AU: Arbitrary Unit). 

 

 

 
Şekil 3.18. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine karşı köpek PMN’inde (1:1) şekillenen MPO 

aktivitesinin tüm zamanlara göre değişimi. (AU: Arbitrary Unit). 
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3.4.3. İnkubasyon Esnasında Şekillenen NE Aktivitesi 

 

 

Köpek PMN-tachyzoit kültüründe 150 dakika boyunca şekillenen NETosis 

reaksiyonunda açığa çıkan NE aktivitesi Şekil 3.19’da görülmektedir. İnkubasyon 

boyunca hem PMN-tachyzoit kültüründe hem de pozitif kontrolde açığa çıkan NE 

miktarında zamana bağlı artış şekillenmiştir. Pozitif kontrol grubunda şekillenen 

NETosis reaksiyonu esnasında açığa çıkan NE düzeyi tachyzoite bağlı şekillenen 

reaksiyonda açığa çıkan NE düzeyinden yüksek olmuştur.  

 NE aktivasyonu için inkubasyon süresince ölçüm alınan tüm noktaların 

ortalaması alındığında deney ve kontrol gruplarında şekillenen düzey Şekil 3.20’de 

görülmektedir. Bu şekilde de tüm zamanlarda açığa çıkan NE düzeyinin kontrol 

grubunda daha yüksek olduğu saptanmıştır. 

 

 

Şekil 3.19. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine karşı köpek PMN’inde (1:1) şekillenen NE 

aktivitesinin zamana bağlı değişimi. (AU: Arbitrary Unit). 
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Şekil 3.20. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine karşı köpek PMN’inde (1:1) şekillenen NE 

aktivitesinin tüm zamanlara göre değişimi (Arbitrary Unit, AU).  
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 

 

4. 1. Tartışma 

 

 

Nötrofiller, eozinofil ve bazofillerle birlikte PMN’yi oluşturur. PMN'nin büyük 

kısmını, sayısı hayvanın türüne bağlı değişmekle birlikte nötrofiller oluşturmaktadır 

(Kaplan ve Radic 2012). Bu sebepten dolayı bu çalışmada köpek venöz kanından izole 

edilen PMN’nin büyük kısmını nötrofillerin oluşturduğu belirlenmiş olsa da diğer 

granulositik hücrelerin de varlığından dolayı izole edilen hücreler PMN olarak 

adlandırılmıştır.  

Nötrofiller, insan ve hayvanlarda en çok bulunan bağışıklık sistemi 

hücreleridir. Bu hücreler vücuda giren patojenlerle fagositosis ve degranulasyonun 

yanı sıra NETosis adı verilen bir mekanizmayla da mücadele eder. NETosis, diğer 

hücre ölüm biçimleri olan nekrosis ve apoptosisten farklıdır. NETosis esnasında hücre 

dışı tuzak adı verilen kromatin, MPO ve NE gibi antimikrobiyal yapılardan oluşmuş 

üç boyutlu ağsı yapılar ekstrasellüler alana salınır. Parazitlerin insanlara ait PMN’de 

hücre dışı tuzak oluşturduğu ilk kez P. falciparum’da görülmüştür (Baker ve ark. 

2008). Daha sonra pek çok parazit türünün NETosis şekillendirdiği belirlenmiştir 

(Guimaraes-Costa ve ark. 2009, Behrendt ve ark. 2010, Gabriel ve ark. 2010, Munoz 

Caro ve ark. 2014, Silva ve ark. 2014, Avilla ve ark. 2016, Wei ve ark. 2016, Villagra-

Blanco ve ark. 2017a, Fei ve ark. 2018). Sadece canlı parazitlerin değil aynı zamanda 

parazit lizatlarının ya da ısı ile inaktive edilmiş parazitlerin de PMN’de hücre dışı 

tuzakların şekillenmesini sağladığı belirtilmiştir (Munoz Caro ve ark. 2014). 

Parazitlere karşı PMN’de gelişen NETosis reaksiyonu sadece in vitro ortamda 

yürütülen çalışmalardan bildirilmemiş (Silva ve ark. 2014, Munoz Caro ve ark. 2014a, 

Reichel ve ark. 2015, Wei ve ark. 2016), aynı zamanda bu reaksiyonun in vivo olarak 

şekillendiği de belirlenmiştir (Abi Abdala ve ark. 2011, Munoz Caro ve ark. 2016). 

NETosis reaksiyonunun, parazitlerin kendilerine özgü konaklara ait PMN’de 

şekillenip şekillenmediği yönünde yapılan bazı çalışmalarda parazitlerin kendilerine 



 

özgü olmayan konaklara ait PMN’de NETosis reaksiyonu geliştirdiği tespit edilmiş, 

sığırlara özgü bir parazit olan Eimeria bovis sporozoitlerine karşı keçi PMN’inde, 

sığıra ait olmayan Eimeria türlerine karşı da sığır PMN’inde NETosis reaksiyonu rapor 

edilmiştir (Hermosilla ve ark. 2014).  

 Köpek PMN’sinde NETosis şekillendiği bilinmektedir (Jeffery ve ark. 2015). 

Paraziter etkenlerden olan N. caninum ve D. immitis’e karşı in vitro ortamda köpek 

PMN’sinin NETosis oluşturduğu ve bu reaksiyonunun karakteristik özelliği olan 

granular enzimler taşıyan ekstrasitoplazmik DNA iplikçikleri rapor edilmiştir (Wei ve 

ark. 2016, Munoz-Caro ve ark. 2018). Bu tez çalışmasında ise köpek PMN’sinin T. 

gondii tachyzoitlerine karşı hücre dışı tuzak oluşturduğu ilk kez tespit edilmiştir. 

Toxoplasma gondii’nin de bazı hayvan (fare, sığır, koyun, kedi, fok, eşek ve yunus) 

ile insan nötrofillerinde hücre dışı tuzak geliştirdiği bilinmektedir (Abi Abdala ve ark, 

2011, Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve ark. 2017, Sursal ve ark. 2017, Yildiz ve ark. 

2019, Imlau ve ark. 2020). Bu çalışmada tachyozoitlerle inkubasyona alınan köpek 

PMN’inde in vitro ortamda gelişen NETosis reaksiyonunda şekillenen hücre dışı 

tuzakların ana yapısını oluşturan DNA, Sytox orange ile boyanmıştır. Bunun yanı sıra 

nötrofilin granüler içeriklerden olan MPO ve NE ile çekirdek içeriğinde yer alan histon 

(H3)’un ekstrasellüler alanda izlenmesi ile in vitro ortamda köpek PMN’ine karşı 

NETosis reaksiyonu şekillendiği fluoresans mikroskop ile tespit edilmiştir.  

Elektron mikroskobik incelemede PMN tarafından oluşturulan hücre dışı tuzak 

yapılarında bir takım morfolojik farklılıklar görülmüş ve bu farklılıklar temel alınarak 

tuzak yapıları üç gruba ayrılmıştır; diffüz, yayılmış ve toplanmış. “Diffüz” hücre dışı 

tuzak yapısı (diffNETs) olarak adlandırılan formda; 25-28 nm çapında küresel biçimli 

kompakt bir ağ yapısı mikroskobik olarak izlenir. Bu form antimikrobiyal proteinler 

taşıyan dekondanse proteinden oluşmuştur. Diğer bir form olan “yayılmış” hücre dışı 

tuzak yapısı (sprNETs) formunu; 15–17 nm uzunluğunda antimikrobiyal proteinler 

taşıyan dekondanse protein yapılı uzun-ince ağ benzeri iplikçikler oluşturur. 

“Toplanmış” hücre dışı tuzak yapısı (aggNETs) formu ise iplik yumağı benzeri 

toplanmış büyük ağsı kümelerdir, çok sayıda PMN’nin olaya katıldığı büyük kümeler 

halinde görülür. Bu büyük yapı, çapı 50 μm'den büyük olan fagosit-granüler proteinler 

taşıyan hücre dışı kromatinden oluşmuştur (Munoz Caro ve ark. 2015). Dirofilaria 
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immitis mikrofilerleri ve üçüncü dönem larvaları kullanılarak köpek PMN’si üzerinde 

yapılan in vitro bir çalışmada yukarıda ifade edilen üç farklı tuzak yapısı da izlenmiştir 

(Munoz Caro ve ark. 2018). diffNETs ve sprNETs formundaki tuzak yapıları hem 

mikrofilerlere hem de üçüncü dönem larvaya karşı gelişirken aggNETs formu üçüncü 

dönem larvaya karşı şekillendiği bildirilmiştir (Munoz Caro ve ark. 2015). sprNET 

ve diffNET formunun gelişimi inkubasyon süresine bağlı olarak artış gösterdiği ifade 

edilmiştir (Munoz Caro ve ark. 2015). Bu çalışmada tachyzoitlerle bir saat süreyle 

inkubasyonda tutulan köpek PMN’inde şekillenen NETosis reaksiyonunun flouresans 

mikroskobik analizi sonrasında diffuz ve yayılmış formda hücre dışı tuzak yapıları 

izlenmiştir. Diffuz formda birden çok tachyzoitin küresel yapılı ağ içinde yerleştiği 

saptanırken, yayılmış formdaki hücre dışı tuzak yapılarına genelde tek tachyzoitin 

tutunduğu görülmüştür. 

NETosis reaksiyonu esnasında PMN’den ekstrasellüler alana yayılan DNA 

miktarının ortamdaki parazitin konsantrasyonuyla paralel olarak arttığı bildirilmiştir. 

(Guimares-Costa ve ark. 2009, Behrend ve ark. 2010, Munoz Caro ve ark. 2014, Avilla 

ve ark. 2016). Leishmania promastigotları (Guimares-Costa ve ark. 2009), B. besnoitia 

tachyzoitlerine, E. bovis sporozoitleri (Behrend ve ark. 2010, Munoz Caro ve ark. 

2014) ve E. histolytica’ya (Avilla ve ark. 2016) karşı gelişen hücre dışı tuzaklar parazit 

yoğunluğuna bağlı olarak artmıştır. Tooxoplasma gondii ile yapılan çalışmalarda da 

farklı hayvan türlerine ait PMN’lerde şekillenen hücre dışı tuzakları tachyzoit 

konsantrasyonuyla ilişkili olarak artış göstermiştir (Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve ark. 

2017, Sursal ve ark. 2017, Yildiz ve ark. 2019, Imlau ve ark. 2020). Köpek PMN’i ile 

yapılan bu çalışmada da in vitro ortamda açığa çıkan ekstrasellüler DNA miktarının T. 

gondii tachyzoitlerinin yoğunluğuna bağlı olarak arttığı saptanmış olsa da aradaki fark 

istatistiksel olarak önemli bulunmamıştır.  

PMN ile parazitin inkubasyon süresinin artması hücre dışı tuzakların gelişimi 

üzerine farklı etki göstermiştir. Eimeria bovis, Eimeria arliongi ve C. parvum 

sporozoitleri ile bir arada tutulan keçi ve sığır nötrofillerinde açığa çıkan ektrasellüler 

DNA miktarının inkubasyon süresiyle paralel arttığı bildirilmiştir (Behrend ve ark. 

2010, Silva ve ark. 2014, Reichel ve ark. 2015). Bu durumun tersi B. besnoiti 

tachyzoitleri ile inkubasyonu yapılan sığır polimorfonükleer lökositlerinde izlenmiş ve 

inkubasyon sırasında açığa çıkan ekstrasellüler DNA’nın miktarı inkubasyon süresiyle 



 

paralel artmamıştır (Munoz Caro ve ark. 2015). Toxoplasma gondii ile ilgili yapılan 

çalışmalarda şekillenen ekstrasellüler DNA miktarı zamana bağlı değişmiştir (Abi 

Abdala ve ark. 2011, Yildiz ve ark. 2017, Sursal ve ark. 2017, Yildiz ve ark. 2019, 

Imlau ve ark. 2020). Toxoplasma gondii tachyzoitlerine karşı açığa çıkan ekstrasellüler 

DNA düzeyinde zamana bağlı artış fare, koyun, sığır, kedi, eşek ve yunus PMN’inden 

bildirilmiştir (Abi Abdala ve ark. 2011, Yildiz ve ark. 2017, Sursal ve ark. 2017, Yildiz 

ve ark. 2019, Imlau ve ark. 2020). Bu çalışmada farklı konsantrasyonlardaki 

tachyzoitler köpek PMN’i ile inkube edilmiş ve parazitin konsantrasyonu arttıkça 

ekstrasellüler DNA miktarının arttığı saptanmıştır. Deneylerde pozitif kontrol olarak 

kullanılan PMA’yla reaksiyona giren köpeğe ait PMN’den serbest kalan ekstrasellüler 

DNA miktarının parazite karşı şekillenene göre daha yüksek olduğu izlenmiştir. 

Muhtemel sebebinin; tachyzoitlerle PMN’nin köpek nötrofillerinde farklı reseptörlere 

bağlanarak NETosisi tetiklediği düşünülmüştür. 

Parazit ile ilgili in vitro çalışmalarda izlenen hücre dışı tuzakların, patojeni 

mekanik olarak hareketsiz hale getirdiği ileri sürmektedir (Munoz Caro ve ark. 2014, 

Silva ve ark. 2014, Munoz Caro ve ark. 2015, Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve ark. 

2017). Parazitle inkube edilen PMN’ye, inkubasyon süresi bitiminde, hücre dışı 

tuzakları parçalama özelliğine sahip DNase uygulanmasının sonrasında bu tuzaklardan 

serbest kalan zorunlu hücre içi niteliğindeki parazitlerin konak hücrelerini enfekte 

etme oranının arttığı, bu sebeple de PMN’den şekillenen hücre dışı tuzak yapılarının 

paraziti hareketsiz hale getirdiği düşünülmüştür (Munoz Caro ve ark. 2014, Silva ve 

ark. 2014, Munoz Caro ve ark. 2015, Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve ark. 2017). Bunun 

yanı sıra hücre dışı tuzak yapılarının taşıdığı antimikrobiyal özellikteki kimyasal 

maddeler aracılığıyla patojene etki göstermektedir (Hahn ve ark. 2013). Hücre dışı 

tuzakları oluşturan DNA, histon, MPO ve NE gibi unsurların hem antimikrobiyal hem 

de antimikotik etkisi vardır (Hermosilla ve ark. 2014, Nell ve ark. 2016). Bu etki T. 

gondii’ye karşı da bildirilmiştir (Abdala ve ark. 2011, Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve 

ark. 2017). Bu hücre dışı tuzak yapılarının antiparaziter etkisinin parazitin safhasına 

göre değiştiği belirtilmiştir (Hermosilla ve ark. 2014). Keçi PMN’ninde şekillenen 

hücre dışı tuzakların E. arliongi sporozoitlerine (Silva ve ark. 2014), sığır PMN’inde 

gelişen hücre dışı tuzakların C. parvum sporozoitlerine letal etki göstermediği rapor 

edilmiştir (Munoz Caro ve ark. 2015). Bunun nedeninin sporozoit formunun büyük 
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olması ve sahip olduğu pelikülün kalın olması olabileceği ileri sürülmüştür 

(Hermosilla ve ark. 2014). Sığır ve insan PMN’inden şekillenen hücre dışı tuzakların 

B. besnoiti tachyzoitleri ile E. histolytica trofozoitlerine antiparazitik etki göstermediği 

(Munoz Caro ve ark. 2014, Avilla ve ark. 2016), ancak L. amazonensis 

promastigotlarına karşı letal etkili olduğu gözlenmiştir (Guimarães-Costa ve ark. 

2009).  

Hücre dışı tuzakların yapısında olan ve nötrofil çekirdeğinde yer alan 

histonların Leishmania spp. promastigotlarını öldürdüğü belirlenmiştir (Wang ve ark. 

2011). Fare ve insan PMN’inde T. gondii’ye karşı gelişen hücre dışı tuzakların 

tachyzoitlere letal etki gösterdiğine dair bazı bulgular olduğu bildirilse de hangi 

kimyasalın parazit üzerine etkisinin olduğu rapor edilmemiştir. Foktan izole edilen 

PMN ve monositlerden salınan hücre dışı tuzakların T. gondii tachyzoitlerini mekanik 

olarak hareketsiz bıraktığı ifade edilmiştir (Abi Abdala ve ark. 2011, Reichel ve ark. 

2015). Sığır, kedi, eşek PMN’leri-T. gondii tachyzoitleri üzerine yapılan bir in vitro 

çalışmada şekillenen tuzakların tachyzoitler üzerine daha çok mekanik etki gösterdiği, 

bir kısım tachyzoitin tuzaklar arasında tutunmasından ziyade nötrofil tarafından 

fagosite edilerek Vero hücrelerine girişinin engellendiği gözlenmiştir (Yildiz ve ark. 

2019). Bu çalışmada köpek PMN’inden açığa çıkan hücre dışı tuzakların tachyzoitler 

üzerinde lethal etkisi olup olmadığı hücre kültüründe araştırılmamıştır. Ancak köpek 

PMN’inde gelişen hücre dışı tuzakların arasında tachyzoitler mikroskopta izlenmiş ve 

bu yapıların tachyzoitleri mekanik olarak hareketsiz bıraktığı düşünülmüştür. 

Nötrofilin granüllerinde patojenler üzerinde antimikrobiyal etkili çok sayıda 

enzim ve protein bulunur (Guimares-Costa ve ark. 2012, Mesa ve Vasquez 2013). 

Granül içeriğini oluşturan enzimler ve proteinler hayvan türleri ile insanda aynı 

olmakla birlikte aktivitelerinin farklı olduğu belirlenmiştir (Weiss ve Wardrop 2011). 

Nötrofilin primer granüllerindeki önemli enzimlerden biri olan MPO, hidrojen 

peroksid ile birlikte oluşturduğu bir kompleks aracılığıyla hem nötrofil içinde hem de 

hücre dışı alanda patojenler üzerinde antimikrobiyal etki göstermektedir (Harris, 

1991). Toxoplasma gondii tachyzoitleri ile bir araya getirilen sığır PMN’inde MPO 

aktivitesi inkubasyonun 100. dakikasına kadar arttığı, koyun PMN’inde şekillenen 

MPO düzeyinin ise sığırda gelişenden daha düşük şekillendiği rapor edilmiştir, Konak 

hücre invazyon denemeleri göz önüne alındığında sığır PMN’inde hücre dışı tuzak 



 

yapıları ile beraber açığa çıkan MPO tachyzoitler üzerine lethal etkili olabileceği 

düşünülmüştür (Yildiz ve ark. 2017). Toxoplasma gondii tachyzoitleri ile 

inkubasyonda tutulan eşek PMN’inde inkubasyonun 80. dakikasına kadar MPO 

seviyesinde artış olmuş ve takibinde azalma eğilimi görülmüştür (Yildiz ve ark. 2019). 

Bu tez çalışmasında tachyzoitle karşılaşan köpek PMN’inde şekillenen MPO aktivitesi 

inkubasyonun ilk 40 dakikası boyunca artış eğiliminde olmuştur. Bu noktadan sonra 

70. dakikaya dek aktivite sabit devam etmiş ve daha sonra yavaşça azalma eğilimi 

göstermiştir. 

Nötrofilin azurofilik granüllerinde bulunan NE oksijenden bağımsız 

antimikrobiyal mekanizmada rol oynar (Weiss ve Wardrop 2011). Toxoplasma gondii 

tachyzoitleri ile inkubasyona alınan eşek PMN’inde açığa çıkan NE konsantrasyonu 

inkubasyonun 100. dakikasına kadar artış göstermiş daha sonra sabit konsantrasyonda 

devam etmiştir (Yildiz ve ark. 2019). Bu tez çalışmasında ise tachyzoit ile 

inkubasyonda tutulan köpek PMN’sinde açığa çıkan NE konsantrasyonu inkubasyon 

süresi boyunca (150 dakika) artış göstermiştir.  

 PMA, nötrofilleri NEtosis yönünde aktive eden bir kimyasaldır. Bu indikatör 

insan, fare, sığır, koyun ve eşek nötrofillerinde hücre dışı tuzakların gelişimi yönünde 

aktivasyon sağlamıştır (Abi Abdala ve ark, 2011, Yildiz ve ark. 2017, Yildiz ve ark. 

2019). PMA köpek nötrofillerinde NETosis şekillendirmesi bakımından in vitro 

deneylerde kullanılmıştır (Jeffery ve ark. 2015). Bu çalışmada da köpekten izole edilen 

PMN’nin aktivasyonunda pozitif kontrol olarak PMA kullanılmış ve bu kimyasalın T. 

gondii tachyzoitlerine göre hücre dışı tuzak şekillendirmesi bakımından daha iyi bir 

aktivatör olduğu tespit edilmiştir.   

Percoll, Biocoll, Dextran, Ficoll-Hypaque ve Sucrose Polymerdiatrizoate 

gradient gibi farklı kimyasallar kullanılarak venöz kan örneklerinden PMN izolasyonu 

yapılmaktadır. Bu kimyasalların kullanıldığı metotlar her hayvan türünden PMN 

izolasyonu yapmak için uygun olmayabilir. Köpeklere ait venöz kan örneklerinden 

nötrofil izolasyonuna dair bazı yöntemler mevcuttur (Sano ve ark. 2004, Jeffery ve 

ark. 2015, Wei ve ark. 2016, Munoz Caro ve ark. 2018). Bunların bazılarında Dextran, 

Biocoll veya Ficoll-Hypaque kullanılmıştır (Sano ve ark. 2004, Jeffery ve ark. 2015). 

Bazı araştırıcılar ticari olarak satılan PMN izolasyon kiti aracılığıyla köpek venöz kan 
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örneklerinden PMN elde etmiştir (Wei ve ark. 2016). Bu çalışmada, köpek kanından 

PMN izolastonu için Percoll kullanılmıştır. Percoll, polivinilpirolidon ile kaplı 

kolloidal silika partikülleri olup hücrelerin ayrılmasında kullanılan bir gradient 

mediumdur. İnsan ve bazı hayvan türlerine ait kan örneklerinden PMN izolasyonu 

amacıyla kullanılan çeşitli yoğunluklarda Percoll sulandırmaları vardır (Cools-

Lartigue ve ark. 2013, Swamydas ve ark. 2015, Mosca ve Forte 2016, Sursal ve ark. 

2017). Bu çalışmada dört farklı oranda hazırlanmış (%45, %54, %63 ve %72) Percoll 

dilusyonları ile santrifüj edilen köpek venöz kan örneklerinden PMN başarı ile elde 

edilmiştir. Kolay uygulanan bu teknik ile hücrelerin aktive olmadan elde edilebildiği 

gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4.2. Sonuç 

 

 

NETosis ya da organizmada hücre dışı tuzak gelişimi, halihazırda oldukça günceldir. 

NETosisin sadece parazit ya da diğer patojenlerle ile ilgili bir savunma şekli olmadığı 

anlaşılmıştır. Vücutta yanlış yerde ve zamanda şekillendiğinde insanlarda bazı 

otoimmun/ otoyangısal hastalıklar, diyabet ve buna bağlı gelişen diyabetik yaralar, 

sepsis, obezite ve insülin direnci, kanser, sebebi bilinmeyen infertilite durumları ve 

bazı spontan fötus ölümlerinin temelinde olduğu belirlenmiştir. NETosis hakkında 

edinilen yeni bilgiler özellikle insanlarda bazı hastalıkların teşhisinde yeni 

biyomarkerların belirlenmesi ve yeni tedavi protokollerin geliştirilmesi fırsatını 

doğurmuştur.  NETosisin insanlarda önemli olduğu kadar hayvanlar için de önemli 

olduğu belirlenmiştir. NETosis esnasında açığa çıkan MPO, sığırda mastitise sebep 

olan bazı patojen bakterilere karşı bakterisidal etki gösterir. Sütün MPO yönünden 

analizi sığırda meme enfeksiyonunun tespitinde teşhis markırı olarak kullanılmaktadır. 

       Bu tez çalışması ile köpek PMN’sinde T. gondii’ye karşı hücre dışı tuzak gelişimi 

ilk kez rapor edilmiştir. Tachyzoitler ile inkube edilen PMN’nin hücre dışı tuzaklar 

şekillendirdiği izlenmiştir. NETosis reaksiyonunun tipik görünümü olan histonlar 

(H3), MPO ve NE aktiviteleri tespit edilmiştir. Parazitin konsantrasyonun artması ile 

hücre dışı tuzak şekillenmesi arasında ilişki görülmüştür. Ancak aradaki farklılıklar 

istatistiksel olarak önemsiz bulunmuştur. PMN-tachyzoit kültüründe hücre dışı 

tuzakların inkubasyonun 60. dakikasına kadar arttığı saptanmıştır. İnkubasyon 

süresince açığa çıkan reaktif oksijen, MPO ve NE miktarında zamana bağlı artış 

şekillenmiştir. Ancak, bu aktiviteler pozitif kontrolde daha yüksek ölçülmüştür. Pozitif 

kontrol olan PMA’nın köpek nötrofilleri için NETosis yönünde iyi bir aktivatör olduğu 

tespit edilmiştir.  

       Elde edilen bulgular değerlendirildiğinde, T. gondii’nin yaşam çemberinde parazit 

epidemiyolojisi bakımından çok önemli bir ara konak olmayan köpeğin 

nötrofillerindeki granüler içeriklerinin diğer ara konak canlılardan farklılıkları ortaya 

konulması önerilmektedir. 
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