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OZET

Toxoplasma gondii, tim dinyada yaygin olarak gorulen
ve bitin omurgalilar tutabilen, zorunlu hicre i¢i bir
protozoondur. Dinya nufusunun yaklasik en az Ggte birinde
bu etkene karsl gelisen antikorlarin varligi tespit edilmistir.
Ulkemizde genel poplilasyondaki ortalama T. gondii
seroprevalansi %40 oranindadir. Etken cogunlukla, doku
kistleri ile enfekte pismemis etlerin tiketilmesi veya enfekte
kedilerin diskilarindaki ookistler ile kontamine az pismis
yiyecek veya kontamine suyun tlketimi ile enfeksiyona
neden olmaktadir. Insanlarda ookist kaynakli enfeksiyonlarin
doku kisti kaynakli enfeksiyonlardan daha ciddi seyrettigi
belirlenmistir. Buna karsilik, yakin gecmise kadar T. gondii'nin
sularvasitasiylailetiminin nadir oldugu kabul edilmistir. Ancak,
dinyada T. gondii ile olusan salginlar suyun tekrar gindeme
gelmesini saglamistir. Bu nedenle, toxoplasmosis icin gerekli
onlemlerin alinmasi noktasinda su analizleri de onemli bir
konum edinmis durumdadir. Suda T. gondii analizi daha ¢ok
molekiler yontemlerle, 6zellikle Palimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR)ve iimige dayalrizotermal amplifikasyon (Loopmediated
isothermal amplification; LAMP) ile yapiimaktadir. Bu
derlemede toksoplasmosis bulasinda buglne kadar ihmal

edilen suyun 6nemi, yapiimasi gerekenler ve ilgili molekdler
teknikler Uzerinde durulmustur.

Anahtar kelimeler: iimige Dayali izotermal Amplifikasyon,

Su, Toxoplasma gondii
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan
parasite. It is one of the most common disease seen
worldwide and can affect all the vertebrates. Toxoplasmosis
is a disease caused by T. gondii and least one-third of the
world's population has detectable T. gondii antibodies.
Seroprevalence of the disease is approximately 40% in
Turkish population. Humans become infected with T. gondii
mainly by ingesting uncooked meat containing viable tissue
cysts or by ingesting food or water contaminated with
oocysts from the feces of infected cats. Circumstantial
evidence suggests that oocyst-induced infections in
humans are clinically more severe than tissue cyst-acquired
infections. Until recently, waterborne transmission of T.
gondii was considered uncommon. But the epidemics of
toxoplasmosis made the topic became an agenda of the
World again. That's why it is a must to take the necessary
precautions and analyses should be done for the disease
which is epidemic throughout water. Nowadays water
analysis for the agent is mostly conducted with molecular
studies, especially Polymerase Chain Reaction (PCR) and
Loopmediated isothermal amplification (LAMP). This
review puts emphasis on the importance of disregcharded
Toxoplasma which can be plagued throughout water and
also will highlight the necessary precautions that should be
taken.

Keywords: Toxoplasma gondii, Water, Loopmediated
isothermal amplification

GIRIS

Toxoplasma gondii etkenin neden oldugu, tim dunyada yaygin
gorulebilen ve tim omurgalilari tutabilen, fakultatif, firsatci
zorunlu hiicre igi protozoondur (33). T. gondii 6zellikle akut
dénemde insan vlicudundaki tum hayati organlar tutabilen
kan, gozyas!, beyin omurilik sivisi(BOS), tiiklriik meni ve idrar
gibi tim sivisal ¢ikartilarda bulunabilen, transplasental yol ile
bulasip kalici fetal yikimlara, dusuklere yol agabilen zoonoz bir
etkendir. Hastaligin bu karakteri az pismis enfekte ya da ¢ig
et, slt, yumurta ve kabugu soyulmamis veya iyi yilkanmamis
kontamine meyve ve sebzenin yenmesi, su igilmesi, kan nakli,
organ nakli ve transplasental gecis gibi pek ¢ok yolla bulasin
olmasi, tim diinyada yaygin gériilmesine yol agmaktadir (35).

Ayrica toplumlarin gelenekleri ve beslenme aliskanliklari da
hastaligin boyutunu dogrudan etkileyen faktorlericerisindedir
(27). Bununla birlikte, hastaligin kontrolini zorlastiran
ve tekrarlanmasindan sorumlu tutulan, konak immun
sisteminden korunmasina yarayan ve parazitin bradizoit
formunu bulunduran doku kistlerdir. Bu nedenle enfeksiyon
bagisikhigr bastinimis kisilerde yada bagisikhigr bulunmayan
bayanlarda, hamilelik doneminde gegirilirse ciddi bir hastalik
tablosuna neden olabilir. Diger taraftan, immdn sistemi
saglam Kisilerde %90 oraninda selim seyirli olan bu hastalik,
ozellikle Edinilmis Badgisiklik Eksikligi Sendromu (Acquired
Immune Deficiency Syndrome-AIDS), hematolojik kanserler,
soliter organ ve kemik iligi nakli gibi T hlcrelerine bagli
immunite hastaliklarinda agir seyretmekte, hatta kontrol
altina alinmadigi takdirde de 6limle neticelenebilmektedir
(34).
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Toxoplasma gondii ilk olarak 1908 yilinda Nicolle and
Manceaux tarafindan Tunus'da bulunan Ctenodactylus gundi
adinda bir kemirgende bulunmus ve daha sonraki yillarda da
kesin konagin kediler oldugu ortaya konulmustur. Tlrkiye'de
ilk kez Akcay ve ark. (1) tarafindan bir képekte belirlenirken,
Unat ve ark. (27) tarafindan da histopatolojik olarak insanda
gosterilmistir. Amerika Birlesik Devletlerinde, hastaliklari
onleme ve kontrol merkezi [Centre for Disease Control and
Prevention (CDC)] Toxoplasma enfeksiyonunu ihmal edilmis
hastaliklar arasinda tanimlamistir (7).

GunlUmiizde, dinya nifusunun % 25ile %30'u Toxoplasmaile
enfekte kabuledilmesine(25)karsinbuprevalansilkelere gore
%10 ile 80 arasinda seyretmekte ve bélgeden bolgeye farklilik
gostermektedir (29). Soyle ki, Kuzey Amerika, Glneydogu
Asya, Kuzey Avrupa ve Afrikanin Sahelian Glkerinde dusuk
prevalansla seyrederken, Orta ve Gliney Avrupa (lkelerinde
7%30-50 prevalansa sahip oldugu gorilmis. Latin Amerika
ve tropikal Afrika Ulkelerinde ise daha yuksek prevalanslar
bidirilmistir. Bununla birlikte Toxoplasma seropozitifliginin,
Turkiyedeki durumu hakkinda degisen kayitlar olmasina
ragmen tum Ulkeyi temsil edebilecek glvenilir toplu bir
sonu¢ bulunmamaktadir. Yapilan calismalar genel olarak
iller bazinda vyapilan seroprevalans c¢alismalaridir. Bu
calismalar sonucunda elde edilen seroprevalanslardan
genel bir yaklasim elde edilirken, cesitli illerinde bildirilen
calismalarda; Konyada IgG %39, IgM %13,4, Diyarbakirda IgG
7%32,9, 1gM %8,16, Aydinda IgG %30, IgM %2,6, Erzurumda
IgG %24, IgM %0,4, Dogu Karadeniz Bolgesinde 1gG %42,3
olarak rapor edilmistir. Bu calismalar, Turkiye'de Toxoplasma
enfeksiyonun seropozitifliginin sicaklik, nem, kalkinmislik
ve beslenme kiltiriine gore degisebilecegini gostermistir.
Sonuc olarak, bolgesel ve ulusal seroprevalansin bilinmesi
bu hastaliga karsi gerekli dnlemlerin alinabilmesi, micadele
ve toplumsal farkindaligin yikseltiimesi icin son derece
onemlidir (2, 13, 15).

Sporlanmis ookist icerisinde bulunan sporozoitler, akut
donemde seyreden enfekte hayvandaki trofozoitler ve kronik
dénemdeki kist formunda bulunan bradizoitler, kedi, insan
ve diger konaklar icin de enfeksiydzdur. T. gondii sporlanmis
ookistleri toprakta 18 ay enfektif kalabilen, su ile de bulasi
s6zkonusu olan bir protozoondur (11).

Yakin gecmise kadar su ve su kaynaklari yoluyla bulasin
nadir oldugu kabul edilirken gtinimuzde dunyada T. gondii
salginlarinin su kaynaklariyla olabilecegi tekrar gindeme
gelmistir. GinuimUze kadar dlinyada su kaynakli bilinen en az
dort blyik toxoplasmosis salgini bildirilmistir (3). Bunlardan
ilki 1979 yilinda Panamada ortaya cikmistir. Bu kapsamda
da yapilan epidemiyolojik arastirmalar da, salginin kaynagi;
enfekte vahsi kedilerin enfekte diskilariyla kontamine olan
dere gibisu kaynaklarinin oldugunu bildirmistir(4, 24). Diger bir
su kaynakli toxoplasmosis salgini, 1995de Kanadada (British
Colombia) 110 kisinin enfekte oldugu gértimis, kaynagin,
puma veya evcil kedilerin enfekte diskisinin bulastigi belediye
icme suyunun oldugu tespit edilmistir (5, 24). Brezilyada
filtre edilmeden tiketilen su ile enfekte olan 290 vaka rapor
edilmistir (17, 24). Sonuncu salgin ise Hindistanda yine filtre
edilmeyen belediye sulari ile gelisen okuler toxoplasmosis
vakalari olarak bildirilmistir (24, 30).

Tlrkiye'de ise su kaynaklarina yénelik T. gondii analizi Ordu
ilinde 56 adet sebeke ve irmak suyunda PZR ve LAMP
yontemiyle Koloren ve ark. (19) tarafindan yapilmistir.
Calismada, ilmige  dayall  izotermal  amplifikasyon
(Loopmediated Isothermal Amplification; [LAMP]) yntemi
ile analize alinan érneklerin %35,71 pozitif bulunmustur. Ayni
yil yapilan diger bir calismada, 120 yuzeysel su orneginde,
nested PZR ile yapilan analizde 48 6rnekte T. gondii pozitif
bulunmustur (20). Demirel ve ark. (9) Giresun ilinde 76
cevresel su kaynagi ve 20 icme suyu érneklerinden PZR ve
LAMP yantemleri ile T. gondii analizi sonucunda, gevresel
orneklerin %13,2'sinde pozitiflik bulunurken, icme sularinin

tamaminda negatif sonug elde edilmistir.

Diger taraftan geleneksel yontemlerle suda protozoonlari
tespit etmek, yiksek hacimli suyun flitrasyonu veya
santrifijlenmesi, imminomanyetik ayirma(Immunomagnetic
Seperation- IMS) veya diger teknikler ile partikillerin
ayriimasl ve immunofloresans mikroskobi, hayvan deneyleri
ve molekiler teknikler ya da bunlarin kombinasyonlari ile
mimkin olabilmektedir (32, 38).

Toxoplasma gondii ookistleri igin rutinde kullanilan IMS

teknikleri, standart kdltir  protokolleri  bulunmazken

cevresel Orneklerde, ookistler diferansiyel flotasyon veya
fare inokulasyonu ile tanimlanabilmektedir. Son zamanlarda
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sularda T. gondii ookist ve sporokistlerinin ayirt edilebilmesi
icin IMS teknikleri gelistiriimektedir. Ancak, sudaki ookist ve
sporokistleri belirlemede kullanilan IMS analiz yontemlerinde,
antikorlar, sudaki atiklar veya Hammondia hammondi, H.
heydorni ve Neospora caninum gibi protozoonlarin sporokist
duvarlari ile capraz reaksiyon verebildiginden 6zgulligu
oldukca disuktar (12).

Klinik orneklerde T. gondii tespitinde PZR siklikla
kullaniimasina ragmen, cevresel GOrneklerde protozoon
sayisinin oldukca az olmasi ya da arnekte reaksiyonu
etkileyebilecek inhibitorlerin  bulunabilmesinden  dolay
kullanimi oldukca zahmetlidir (36, 37). Bugin suda T. gondii
ookistlerinin PZR ile tespitinde, ¢dzim bekleyen birkag sorun
olmasina karsin DNA izolasyonundan dnce flokUlasyon veya
sukroz gradiyent yontemi kullanilarak olasi handikaplarin
onune gecilmeye calisilabilmektedir. Bu yaklasimlarla
ookistlerin bir kisminin kaybedilmesi olasiligl yontemin zayif
yonadur (21, 22). PZR ile T. gondiinin tespitinde rDNA, SAG-
1, B1 ve B30 genleri kullanilmaktadir. Jones ve Dubey (11),
su kaynaklarinda T. gondiinin saptanmasinda PZR testinin
yuksek 6zgllluge sahip oldugunu belirtmislerdir. Son yillarda,
su 6rneklerinde T. gondii ookist tanisinda PZR, konvansiyonel

yontemlere gore daha sik kullaniimaktadir.

Toxoplasma gondii ookistleri klasik dezenfeksiyon islemlerine
karsi dayaniklidir (9, 36). Ozellikle su kaynakli Toxoplasma
salginlarmin artisini 6nleyebilmek icin, cevresel sulardaki
ookistlerin tespit edilmesini saglayan deneysel yontemler
gerekmektedir. Ancak, gtinimuzde T. gondii'nin su veya diger
cevresel kaynaklarda tespitini saglayan hizli tani yontemleri
mevcut degildir (36). Bu yazida protozoal hastaliklari tespit
etmek icinde kullanilan molekdler yontemlerden biri olan
LAMP yontemi (9) hakkinda bilgi verilmesi amaglanmistir.

ilmige Dayali izotermal Amplifikasyon (Loopmediated
Isothermal Amplification - LAMP) Yontemi

LAMP yoéntemi pek cok fungal, protozoal, viral ve
bakteriyel hastaliklari tespit etmek igin kullanilan
molekiler yontemlerden biridir (23). LAMP hizli, diisik
maliyetli ve basit bir yontemdir (11). LAMP prosedri
sabit sicaklikta (60-70°C) bir saatte tek bir kopyadan

10 kopya cogaltabilmesi, dort primer kullanildigindan
birkac DNA kopyasinin, bir saat icinde milyarlarca kopya
halinde cogaltabilmesi, “loop primerlerin® reaksiyonu
hizlandirabilmesive uygulanmasinin oldukgabasit olmasi
ve ylUksek teknik becerilere gerek olmamasi yonuyle
oldukca avantajli bir yontemdir (16). Bu yéntem, PZR'in
aksine sabit bir sicaklikta gergeklesmekte ve termal
déngu gerektirmemektedir. Ayrica, karmasik ve pahall
ekipmanlara ihtiyac duyulmadan sadece 1si blogu ve su
banyosu ile yuratilen alternatif bir tani yontemidir. Esas
olarak, uygun sicaklik sartlarinda dort primer kullanarak
ONA hedef alanlarinda alti balge belirleyebilen tek DNA
amplifikasyonunun saglandigi yontemidir (26, 32, 38).
LAMP yénteminde kullanilan primerler:

I. FIP -Ic Ileri Primer (Forward Inner Primer),

II. BIP - Ic Geri Primer (Backward Inner Primer),
III. F3:FOP  :Disleri Primer (Forward Outer Primer),

IV. B3:BOP  :Dis Geri Primer (Backward Quter Primer)dir

LAMP yonteminin safhalari

1. Hedef DNA bdlgesi denatlre olduktan sonra FIP, F2
bélgesinden & ucundan 5ucuna dogru sentezi baslatir
(Sekil 1-1).

2. Disileri primer (F3), DNAnin F2¢ bolgesinden 3" ucundan
Sucuna dodru sentezi baslatir. ig ileri primerin (FIP)
baglandigi iplikcigi ayirarak yerine gecer ve uzar. Ayrilan
iplikcik 5" ucunda bir halka olusturur(Sekil 1-11).

3. 5'ucunda bir halka olan tekli DNA, ig geri primer (BIP)igin
sablon gorevi gordr. BIPin 5" ucundaki B2 bu DNAdan &'
den 5" ucuna dogru sentez baslatir. Sonunda 5" ucundaki
halkanin agiimasina neden olur(Sekil 1-111).

4. Dis geriprimeri(B3), DNAnin B2c bélgesinden 3" ucundan
5'ucuna dogru sentezi baslatir. BIP'In baglandigi iplikcigi
ayirarak yerine geger ve uzar. Ayrilan iplikgik 5" ucunda
bir halka olusturur. Her iki u¢ da halka haline gelerek
dambil seklini alirf(Sekil 1-1V).

b.  DambilseklindekiDNAbirkokilmekyapisinadontstaralir.
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Bu yapi LAMP reaksiyonunun ikinci asamasl olan LAMP
cevrimiicin baslatici gérevi gortr(Sekil 1-V).

6. LAMP cevrimini baslatmak igin FIP kok dongi DNA
yapisina adapte olur. Stand sentezi buradan baslatilr.
F1ipligi yer degistirir ve 3" ucunda yeni bir halka yapisi
olusur({Sekil 1-VI).

7. Nukleotidlerin BTin 3 ucuna eklenmesiyle yeni bir
dambil seklinde DNA olusur (Sekil 1-VI1).

8. Daha sonraki reaksiyonda BIP yer dedgistirme
reaksiyonu icin sablon olarak gorev alir. Boylece bir
LAMP hedef sekansi her yarim turda 13 kat buydar.
Elde edilen nihai Urinler gesitli kok uzunluklarina
sahip DNA'ar ve ¢oklu dongulere sahip karnabahar
benzeri yapilardirf(Sekil 1-VIII).

F3c F2¢ Fic Tnyge: DNA I| B2 B3
¥ . - - - 5
5 - - _ 3
3 2 R Blc B2c l!( I
F3¢ F2c Flc Bl B2 B3
3 - . LN N 5
FIP|_, o' e 3
5 F2 R Blc B2c Bic
Fic
(A) F3c F2c Fic B1 82 B3
3 B - - - 5
- - . [
B R B¢ B2 Bic
Fic l
(B) : F3c F2c Fic B1 B2 B3 =
3 - - - - - 5
5 B D e— 3
F3 F2 R B1c B2c I]
Er— = 3
”( = Blc B2 B3
Fic §'
F1 Blc B2c B3c HI
(A) FZ‘ = - 3
I3 <«
Flc vo2 W5 [BP]
.. Bic
Fic F2 F1 Blc B2c B3c
B 5 . s (= 3t
3 - - LN 3
F1 F2c Fic Bl B2 5
Blc
(A) Flce F2 F1 Blc B2 Bl:
5 K W D e—
¥ .- - -u
F1  F2 Fic B1 B2 5'
' Bic
Flce F2 R Blc B2 m IV
B) s - — 3
3 - . - - - 5
F1 F2c Fic B1 B2 B3

Sekil 1. Loopmediated isothermal amplification yénteminde | ve VIl safhalar

Fic B1 B2 Bic

1 - 5
"“ [ — [ | 3 v
F1 Blc B2c B1

F1 Blc B2c¢ B1

=3 )
| — 5 VI
F2 ‘m Flc pic B1 B2 Bic
e
- ey

FicYy E ]

F1 Blc B2 B1

=1 3
ﬁ 5
n((mn,, e VI
-, = B2
Flc 0]
Blc
FJ( -‘ 1 ‘?‘- B2c

Flc B1

Blc B BI

VI

N Fic F2 P Blc B2c
5 - -
3 - —
F1 52 F‘ Bl

/\/\ /\/\/\/\

82

Bu primerlerin dogal yapilari nedeniyle LAMPda Uretilen
DNA miktari PZR tabanli amplifikasyondan énemli élcide
daha yuksektir. LAMP drinleri etidium bromide ile boyanip
agaroz jelde yurutulerek gozlenebildigi gibi, pozitif ornekler
floresan boya konmus tiplerde yesil refle verdiginden gozle
de gaorulebilir. Ayrica turbidite yontemiyle ornek tuplerine
magnezyum fosfat kondugunda da beyaz ¢okelti seklinde
gordlebilir (18). LAMP yontemi ciplak gézle dahi kolayca

gorlebilen (Sekil 2) reaksiyonlar vermesi nedeniyle de
dnemsenmektedir (8).

Saptama
- + N +
- |
Elektroforez UV transiluminatér Tiirbidite
Sekil 2. Orneklerden etkenin saptanmasi.
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Bu yontem konvansiyonal PZRdan daha ozgul ve
duyarhdir. LAMP ile veteriner, hasta ve su 6rneklerinde
T. gondii SAG1, 529-bp repeat element, Bl, SAGZ2,
GRAT, ookist duvar proteini (QWP) geni ve 18S rRNAlari
tanimlamak mumkuin olmaktadir. Enfeksiyondan 2 gin
sonra (yani erken dénemde), enfekte domuz kaninda;
SAGTe dayall LAMP metodu ile tanimlama gerceklestirilir
ki bu da hastaligin erken fazda tanimlanmasl adina
énemlidir. Insanlarda kan orneklerinde LAMP ile T.
gondii SAG1, BT ve SAG2 genleri tespit edilebimektedir
(22, 28). Ayrica su orneklerinde de bu hedef alanlar
tespitte kullanilabilmektedir (26).

Son 20 yilda molekdler biyolojide izlenen gelismeler,
bircok bilim alaninda oldugu qibi parazitoloji de yeni
kullanim ve uygulama alanlari olusturmustur. Boylece
paraziter hastaliklarin tanimlanmasi ve kontroline
yonelik yeni yaklasimlarin ortaya c¢ikmasina imkan
saglamistir (14). Ozellikle nikleik asit esasli molekiiler
gelismeler, parazitoloji bilimine, duyarliligi ve 6zgulligu
artiran alternatif tani yontemlerinin kullanimina olanak
saglamistir. Bu teknikler parazitolojide tani, tedavi,
genetik tiplendirme, sistematik (taksonomi ve filogeni)
populasyon genetigi, ekoloji, epidemiyoloji, antiparazitik
ila¢ ve as! gelistirilmesi, ila¢ direncinin anlasiimasi ve
parazit genom galismalari gibi konularda uygulama alani

bulmustur (6).

SONUC ve ONERILER

Sularda tespiti dinyada daihmal edilen etkenlerden olan
protozoonlar, salginlar yapmaya baslamasiyla dikkat
cekici hale gelmistir. Bugin molekller yontemlerdeki
hizli yenilenme ve gelismeler sularda protozoonlarin
tespitini kolaylastirmaktadir. Ulkemizde ve diinyada
icme sulari, irmak, gaél, sebeke, dogal kaynak gibi farkli
kalite ve kokendeki sularda T. gondii arastirmasina
dair bircok calisma yapilmistir. Bu calismalarin blyuk
codunlugu molekiller esaslara dayanmaktadir. lgil

metotlar arasinda en sik kullanilanlari PCR ve LAMP
yontemleridir. Bu c¢alismalarla, yontemler arasindaki
0zqullik ve duyarhlik farklliklar da ortaya konmus,
teknikler —arasindaki avantaj ve dezavantajlar
belirlenmistir (19, 20, 22, 23, 31, 32, 38). T. gondii - su
iliskisi ve Ulkemizde cevresel sularin halk arasinda
rahatlikla kullaniliyor olmasi durumu distndldaginde,
T. gondii'nin ihmal edilmemesi gereken bir protozoon
oldugu gorulmektedir. Klorlama ve flitrasyon islemlerinin
yetersiz olmasl bircok protozoonda oldugu gibi, T.
gondii igin de 6nem tasimaktadir. Ozellikle gebelerde ve
immun sistemi baskilanmis kisilerde ciddi hastaliklara
neden olabilen T. gondii icgin, rutin kullanimdaki
sularin analizinde molekuler calismalar ile taramalar
yapllmasl konusunun Uzerinde hassasiyetle durulmasi
gerekmektedir.
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