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Toxoplasma gondii insan ve sicakkanli hayvanlar1 enfekte edebilen zoonotik protozoon bir parazittir. Bu ¢alismada

¢esitli hasta gruplarindan alinmis klinik 6rneklerde toksoplazmozis sikliginin aragtiritlmasi amaglanmustir.
Calisma kapsaminda 2009-2019 yillar1 arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Molekiiler
Parazitoloji laboratuvarina gonderilen agirlikli olarak amniyon sivisi, kan ve beyin omurilik sivist 6rneklerinin dahil
oldugu toplam 535 klinik 6rnek degerlendirilmistir. Bu 6rneklerde DNA izolasyonu sonrasi T. gondii RE geni varligi
Real-Time PZR ile arastirilmisgtir.

Belirtilen zaman araliginda toksoplazmozis sikligi %2,61 (14/535) olarak tespit edilmistir. Hastaligin direkt
etkiledigi merkezi organlardan alinan Orneklerde pozitiflik oran1 %5,40 (8/148) iken periferden alinan Orneklerde
pozitiflik oran1 %1,74 (5/286) olarak tespit edilmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05).
Immunsiipresif hastalarda ise hastaligin pozitiflik oran1 daha yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (P>0,05).

Elde edilen bulgular toksoplazmozis tanisinda Real-Time PZR yo6nteminin olduk¢a onemli bir yeri oldugunu
gostermektedir. Ayrica, ornek alim yontemlerinin hastaligin tanisinda olduk¢a énemli oldugu sonucuna varilmstir.
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Determination of Toxoplasmosis Frequency by Real-Time PCR in Ege
University Medical Faculty Hospital

Abstract

Toxoplasma gondii is a zoonotic protozoan parasite that can infect humans and warm-blooded animals. In this study,
it was aimed to investigate the frequency of toxoplasmosis in clinical samples taken from various patient groups.

Within the scope of the study, a total of 535 clinical samples, including mainly amniotic fluid, blood and
cerebrospinal fluid samples, which were sent to the Molecular Parasitology laboratory of Ege University Faculty of
Medicine, Department of Parasitology between 2009 and 2019, were evaluated.

The frequency of toxoplasmosis was determined as 2.61% (14/535) in the specified time period. While the positivity
rate was 5.40% (8/148) in the samples taken from the central organs directly affected by the disease, the positivity rate
was 1.74% (5/286) in the samples taken from the periphery, and this difference was statistically significant (P<0.05).
Although the positivity rate of the disease was higher in immunosuppressive patients, no statistically significant difference
was found (P>0.05).

The findings show that Real-Time PCR method has a very important place in the diagnosis of active toxoplasmosis.
In addition, it was concluded that sampling methods are very important in the diagnosis of the disease.
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GIRIS

Toxoplasma gondii insanlar ve hayvanlar
enfekte edebilme 6zelligine sahip tibbi ve veteriner
onemi yiiksek zorunlu hiicre i¢i protozoon bir
parazittir (Dubey ve ark., 1970; Karakavuk ve ark.,
2018). Insanlar siklikla, bradizoit igeren doku kistleri
ile enfekte koyun, keci ve sigir etlerini ¢ig veya az
pismis olarak tiiketerek, sporlu ookistlerle kontamine
gidalarin tiiketimi yaninda kontamine sularin igilmesi
ya da transplasental yolla enfekte olmaktadirlar (Kim
ve Weiss, 2004). Yapilan c¢aligmalarda, diinyada
insan niifusunun 1/3’tniin T. gondii ile enfekte
oldugu gosterilmis, ayrica seroprevalansin farkl
cografik bolgeler arasinda biiyiik degisiklikler
bulundugu saptanmigtir (Karakavuk ve ark., 2021;
Salant ve ark., 2010). Toplumlar aras1 seroprevalans
farkliliklarinin beslenme aligkanliklarina, toprak ve
kedi digkisi ile temasa ve kisisel hijyene bagl oldugu
belirtilmektedir (Robert-Gangneux ve Dardé, 2012).
Diinyada 500 milyon insanin, Avrupa’da dogurgan
yastaki kadinlarin %37 ile %58’nin T. gondii ile
enfekte oldugu belirtilmistir (Harma ve ark., 2004;
Holland, 2003). Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda ise
seroprevalansin %30 ile %60 arasinda oldugu ortaya
konulmustur (Celik ve ark., 2008; Ertug ve ark.,
2005; Sert ve ark.,, 2019; Tekay ve Ozbek, 2007).

Toksoplazmozis sirasinda tamisal yaklagim
hastanin immun durumuna ve gebe olup olmadigina
gore degigsmektedir. Tam biyolojik, histolojik,
serolojik ve molekiiller yontemler kullanilarak
yapilabilmektedir. Son yillarda tanida en sik serolojik
ve molekiiler tani1 yontemleri kullanilmaktadir
(Robert-Gangneux ve Dardé, 2012). Toksoplazmozis
tamsinda T. gondii’ ye o6zgii antikorlarin serolojik
yontemlerle saptanmasi baglica tani yontemidir.
Serolojik tamida birgok test kullanilmaktadir.
Testlerin fazla olmasmin nedeni etkene ozgii
antikorlarin saglikli kisilerde uzun siire yiiksek titrede
seyretmesine ve bu testlerin erken donemde
toksoplazmozis  tamisin1  saglayamamasindandir.
Bundan dolay1 toksoplazmozisin serolojik tanisinda
kullanilan testlerin yanlis pozitif veya negatif sonug
vermesini engellemek i¢in birden fazla yontemin

beraber  kullanilmas1  tavsiye  edilmektedir.
Toksoplazmozisin  erken tanisim tek bagina
saglayabilecek serolojik test bulunmamaktadir

(Montoya ve Liesenfeld, 2004).

Aktif enfeksiyonlarin yan1 sira konjenital
toksoplazmozis, toksoplazmik retinokoroidit, organ
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nakli alicilar1 ve AIDS hastalarinda kesin tani i¢in
direk tan1 yontemleri serolojik tanidan Onde
gelmektedir. Direk tani1 yontemlerinden in vivo/in
vitro izolasyon, histolojik tan1 ve PZR yontemleri
etkenin kendisi ya da DNA’sinin gosterilmesi i¢in
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden PZR testinin
duyarlilik/6zgiilliigii yliksek olmasi yaninda hizli,
kolay, ucuz olmasindan dolayr bu hastalara PZR
testinin yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Remington
ve ark., 2004). T. gondii DNA’sinin belirlenmesinde,
hedef gen olarak en stk Bl ve RE genleri
kullanilmaktadir (Robert-Gangneux ve Dardé, 2012).
Bu gen bolgelerinin T. gondii genomu iginde
molekiiler tani igin yeterli miktarda tekrar ettigi ve bu
nedenle yiiksek duyarlilik ve 6zgiinliige sahip oldugu
bildirilmistir (M. Doskaya ve ark., 2019; Karakavuk
ve ark., 2022).

Bu galigmada 2009-2019 yillar1 arasinda farkl
hasta gruplarindan toplanmis amniyon sivisi, kan,
beyin omurlik sivisi, BAL, g6z sivisi, lenf bezi ve
doku orneklerinde toksoplazmozis sikliginin Real-
Time PZR (RT-PZR) ile arastirilmasi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT
Ornekler

2009-2019  wyillan  arasinda  Molekiiler
Parazitoloji laboratuvarina gonderilen 535 oOrnekte
(249 kadin ve 286 erkek) T. gondii RE geni (GenBank
numarasi:AF146527) RT-PZR ile arastirilmigtir. 6
g0z s1visi, 282 kan, 101 amniyon sivist, 9 lenf bezi, 4
bronko alveolar lavaj sivis1 (BAL), 97 beyin omur ilik
sivist (BOS) ve 36 doku Ornegi calisma grubunu
olusturmaktadir. Bu calisma, Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onaylari ile
gerceklestirilmistir. (Karar numaralar: 13-3/3; 18—
5.1/29).

Orneklerin islenmesi ve DNA ekstraksiyonlar

Tiim DNA ekstraksiyonlar1t QlAamp DNA mini
kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak iretici firmanin
protokoliine gore kiicliik modifikasyonlar yapilarak
gerceklestirilmistir (Karakavuk ve ark., 2017).

Kan 6rnekleri 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilerek elde edilen bufy-coat ile DNA ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. BOS ve goz sivi 6rneklerinden
direk DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Kisaca 500 pl
bufy-coat 6rnegi icerisine 50 ul proteinaz K ilave
edilmistir. Sonrasinda 500 pl lizis soliisyonu (Buffer
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AL) eklenip 15 sn vortekslenmis ve bir kisa santirifijj
yapilarak 70 °C’ de 10 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra 500 pl %96 etil alkol eklenerek 15 sn vorteks
sonrasinda kisa santrifiij yapilmistir. Tiim s1vi, kite ait
filtreli tiiplere eklenerek 10000 rpm’de 1 dakika
santifiij edilmistir. Sonrasinda filtreler yikama
soliisyonu 1 ve 2 (Buffer AW1 ve AW2) ile ikiser kez
sirastyla yikanmistir. Son olarak 6rneklere 500 pl
eliisyon soliisyonu (Buffer AE) eklenmis ve 1 dakika
oda sicakliginda beklendikten sonra 10000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilerek elde edilen DNA’lar RT-
PZR yapilana kadar -20 °C’ de saklanmustir.

Lenf bezi ve diger doku 6rnekleri steril bir bistrii
yardimiyla kiiciik parcalara ayrilarak 200 pl buffer
ATL, 50 ul proteinaz K, 150 pg zirkonyum boncuk
(2.0 mm) ve 50 pg cam boncuk (0.1 mm) (BioSpec
Products) eklenerek termomikserde (Lab4You) 1400
rpm’de 56 °C’ de gece boyu inkiibe edilmistir. Daha
sonra erimig doku iizerine 200 pl buffer AL eklenerek
vortekslenmis ve 10 dakika 70 °C’ de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi 200 pl %96’lik etil
alkol eklenerek 15 sn vorteks sonrasinda kisa santrifiij
yapilmistir. Daha sonra kan 6rneklerinde uygulanan
protokol takip edilmistir.

Amniyon SIVi1s1 orneklerinden DNA
ekstraksiyonu sirasinda 10 ml amniyon sivisi
kullamlmistir. Oncelikle 6 ml amniyon stvist 3000
rpm’de 15 dakika santiriflij edilerek 4 ml iist sivi
atilmistir. Kalan sivi izerine 4 ml daha amniyon s1visi
eklenerek 6 ml Ornek ile DNA ekstraksiyonu
gerceklestirilmigtir. 6 ml Ornek izerine 50 pl
proteinaz K ilave edilmistir. Daha sonra kan
orneklerinde uygulanan protokol takip edilmistir.

8-10 ml BAL s1vis1 3000 g’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Ust sivi 500 pl kalana kadar atilmis ve
kalan sivi ile pellet homojenize edilmistir. Balgam
orneklerinde ise 500 pl ornek ile ekstraksiyon
gergeklestirilmistir. Hazirlanan 6rneklerin {izerine 0,1
mm cam bead, 2 mm zirkonyum bead
(BioSpecProducts) ve 50 pl proteinaz K eklenerek
termo-mikserde (Lab4You) 1400 rpm’de, 55 °C’ de
15 dakika tutulmustur. Daha sonra 95 °C’ de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon periyotlarindan sonra 2 dakika
sabit vorteks cihazinda (Distribiitdr Genie, Scientific
Industries) vortekslenmistir. Takibinde her 6rnek kisa
santrifiij yapildiktan sonra tiiplerdeki karisim 2 ml’lik
ependorf tiiplere alimmigtir. Daha sonra kan
orneklerinde uygulanan protokol takip edilmistir.
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Real-Time PZR

Toxoplasma gondii RE geni igerisinde 134 baz
cifti biiyiikliigiindeki bolgeyi (Genbank erisim no:
AF146527) hedefleyen RT-PZR reaksiyonu daha
once tarif edildigi gibi gerceklestirilmistir (M.
Doskaya ve ark., 2019). Analiz sonuglar1 LightCycler
Real Time cihazi ile LightCycler programi versiyon

3.5 ile fdretici protokollerine uygun olarak
gerceklestirilmistir (Roche). 134 bg’ lik fragmenti
amplifiye etmek ici 5'-

AGGCGAGGGTGAGGATGA-3" forward ve 5'-
TCGTCTCGTCTGGATCGCAT-3" reverse
primerleri kullanilmistir. Hibridizasyon problar1 5°-
Red-640-CTCTCGTCGCTTCCCAACCACG-
phosphate-3" ve 5'-
GCCGGAAACATCTTCTCCCTCTCC-fluoroscein-
3’ olacak sekilde tasarlanmistir. 20 pl’ lik reaksiyon
karigimi, 5 pl kalip DNA veya kontroller, 1xFastStart
mix (Roche), 5 mmol MgCl,, 0,5 umol Red-640 bagl
prob, 0,1 pmol fluorescein bagli prob ve 5 umol
primer ciftleri igermektedir. Amplifikasyon kosullar
10 dakika 95°C ilk denatiirasyondan sonra 5 sn 95 °C,
30 sn 60 °C ve 15 sn 72°C 50 dongii olacak sekilde
gerceklestirilmistir.
Istatiksel Analiz

Elde edilen veriler Microsoft Excel 2016 ile
islenmis ve istatiksel analizler GraphPad Prism 6 (San
Diego, CA) programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Immun sistemin T. gondii
pozitifligi {lizerine etkisi Fisher’in ki-kare testi
kullanilarak ~ degerlendirilmistir. P<0,05 degeri
istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

T. gondii RE geninin RT-PZR ile arastirilmasi
sonucunda toksoplazmozis sikligi %2,61 (14/535)
olarak tespit edilmistir. Caligilan 6rneklerde pozitiflik
orant goz sivist drneklerinde %16,66 (1/6), periferik
kan orneklerinde %1,77 (5/282), amniyon sivisinda
%0,99 (1/101), lenf bezi o6rneklerinde %22,22 (2/9),
BOS o6rneklerinde %2,06 (2/97), doku 6rneklerinde
%8,33 (3/36) olarak tespit edilirken BAL/balgam
orneklerinde pozitiflik saptanmamistir (Tablo 1).
Hastaligin direk etkiledigi merkezi organlardan
(BOS, goz sivist, lenf bezi, doku) alinan 6rneklerde
pozitiflik oran1 %5,40 (8/148) iken periferden alinan
orneklerde (Periferik kan, BAL/Balgam) ise %]1,74
(5/286) olarak tespit edilmis ve istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmistir (P<0,05).
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Immunsiipresif hastalarda T. gondii siklig
%3,26 (3/57) olarak tespit edilmistir. immun sistemi
saglam hastalarda ise siklig1 %2,30 (11/478) olarak
bulunmustur. Immunsiipresif hastalarda hastaligin
pozitiflik oram1 daha yiiksek olmasma ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(P>0,05) (Tablo 2).

Son olarak kadinlarda hastaligin siklignr %2,81
(7/289) iken erkeklerde %2,44 (7/286) olarak tespit
edilmistir. Kadinlarda siklik daha yiiksek tespit
edilmesine ragmen istatiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (P>0,05).

T. gondii tibbi ve veteriner énemi yiiksek olup
tim sicakkanli canlilarn1 enfekte edilebildigi
diisiiniilen protozoon bir parazittir. Hastalik saglikli
insanlarda genellikle klinik bulgu gostermezken
immun sistemi baskilanmis hastalarda 6liime kadar
varabilen ciddi klinik bulgular olusturmaktadir.
Ayrica hastalik hamilelerde bebege gegerek
konjentinal toksoplazmozise neden olarak abort veya
malformasyonlara neden olabilmektedir (Robert-
Gangneux ve Dardé, 2012). Tiim bu nedenlerden
dolay1 aktif toksoplazmozisin RT-PZR ile tanisi
olduk¢a 6nemlidir.

Toxoplasma gondii’ nin PZR ile tanisinda in
house ve ticari RT-PZR testleri kullanilmaktadir. Bu
calismada kullanilan in house RT-PZR test ile ticari
RT-PZR tanmi kitinin (TIBMolBiol) karsilagtirildig:
bir ¢aligmada 38 stipheli 6rnek kullanilmistir. Ticari
kit referans test olarak kullanildiginda in house RT-
PZR testinin duyarliligi %87,5, ozgilligii %100
olarak tespit edilirken in house RT-PZR referans test
olarak degerlendirildiginde ticari RT-PZR Kitinin
duyarliligt %100, ozgilligli %96,8 olarak
bulunmustur (Doskaya ve ark., 2019).

T. gondii Bl ve RE genleri gom igerisinde
yliksek kopya sayisina sahip oldugu i¢in hastaligin
molekiiler tanisinda en ¢ok kullanilan gen
bolgeleridir (Costa & Bretagne, 2012; M. Doskaya ve
ark., 2019; Homan, Vercammen, Braekeleer, &
Verschueren, 2000). Yapilan ¢alismalarda T. gondii
RE geninin B1 genine gore daha yiiksek hassasiyete
sahip oldugu ortaya konmustur (Belaz ve ark., 2015;
Filisetti ve ark., 2015). Ancak Dogu Afrika’da
yapilan bir ¢alismada T. gondii pozitifligi bilinen
orneklerde B1 geni ile gergeklestirilen RT-PZR’ da
tim pozitif Ornekler uyumlu iken RE geni ile
gerceklestirilen RT-PZR ile 3 pozitif drnek hatali
negatif sonu¢ vermistir. Bunun nedeni olarak Afrika
genotiplerinde RE geninin 275. pozisyonundaki G/C
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varyasyonunun RT-PZR sonuglarini etkileyebilecegi
diistiniilmistiir (Wahab ve ark., 2010).

Diinyada yapilan toksoplazmozisin PZR ile
arastirlldign ~ bircok  calisma  bulunmaktadir.
Brezilya’da yapilan bir calismada IgM pozitif (n=35),
IgG pozitif (n=110 ve seronegatif kisilerin (n=38)
periferik kan 6rneklerinde toksoplazmozis tanist RT-
PZR ile aragtinlmistir. Caligma sonucunda IgM
pozitiflerde %48,6 (17/35), 1gG pozitiflerde %3,6
(4/110) ve seronegatiflerde ise %7,9 (3/38) T. gondii
B1 geni pozitifligi saptanmigtir (Kompalic-Cristo ve
ark., 2007). iran’ da spontan abort yapan kadinlarda
yapilan diger calismada plesanta dokularindan DNA
ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve nested-PZR ile RE
geni varhigr arastirilip %14,5 (48/330) pozitiflik
saptanmistir (Maani ve ark.,, 2021).

Tiirkiye’de sinirli sayida insanlarda T. gondii
molekiiler tan1 calismasi bulunmaktadir. Istanbul
Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesinde yapilan bir
caligmada 13-18 haftalik hamile olan 300 kisiden
amniyon stvist alinarak B1 genini hedefleyen ticari
bir kit ile RT-PZR testi ile T. gondii pozitifligi
arastirilmigtir. 300 6rnegin B1 genini hedefleyen RT-
PZR sonucunda 4 ornek (%1,3) pozitif olarak
bulunmustur (Gunel ve ark., 2012). Kocaeli’nde
yapilan bir diger ¢calismada 170 allojenik kok hiicre
nakli hastasinda serebral toksoplazmozis manyetik
rezonans ve BOS kullanilarak gerceklestirilen RT-
PZR ile aragtirlmistir. 170 Ornegin calisilmast
sonrasinda T. gondii agisindan 4 6rnek pozitif olarak
saptanmustir (Hakko, Ozkan, Karaman, & Gulbas,
2013). Karaciger transplantasyonu hastalarinda
yapilan diger bir calismada 40 hastadan alinan kan ve
BOS oOrmeklerinde RT-PZR ve nested-PZR ile
toksoplazmozis arastirilmistir. 4 hasta T. gondii
pozitif saptanmistir (Caner ve ark., 2007). Yeni
dogmus iki bebekten alinan BOS sivilarinda yapilan
bir diger calismada ise RT-PZR sonucunda 2 6rnek
pozitif  olarak  saptanmis ve  mikrosatellit
genotiplendirme yaklagimi ile her iki 6rnek Afrika-1
genotipi olarak tanimlanmigtir (Ddskaya ve ark.,
2013).

Bu calisma bildigimiz kadariyla Tiirkiye’de en
yiksek ornek ile calisilan  toksoplazmozis
calismasidir. RT-PZR ile %2,61 (14/535) oraninda
pozitiflik saptanmis olup bu sonug lilkemizde yapilan
diger calismalardan elde edilen sonuglar ile
uyumludur. Immun sistemi saglam hastalarda
toksoplazmozis sikligr %2,30 (11/478) olarak tespit
edilmis, immunsiipresif hastalarda ise %5,26 (3/57)
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olarak belirlenmistir. Hastalik immun sistemi zayif
olanlarda daha yiiksek saptanmasina ragmen
istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Bu
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periferden alinan &rneklerde  (Periferik  kan,
BAL/Balgam) ise %1,74 (5/286) olarak tespit edilmis
ve istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmigtir

sonuglar immun sistemi saglam olanlarda da (P<0,05). Bu sebeple T. gondii PZR tanisinda
toksoplazmozis riski bulundugunu gostermektedir. merkezi organlardan alinan 6rneklerin periferden
Diger taraftan hastaligin direk etkiledigi merkezi alman Orneklere gore daha degerli oldugu
organlardan (BOS, g6z sivisi, lenf bezi, doku) alinan  diisiintilmiistiir.
omeklerde pozitiflik oran1 %5,40 (8/148) iken
Tablo 1. Ornek alim yontemine gore T. gondii prevalansi

Ornekler Ornek Sayisi Pozitif Sayisi %

GOz s1vis1 6 1 16,66

Periferik Kan 282 5 1,77

Amnion s1vis1 101 1 0,99

Lenf bezi 9 2 22,22

BAL/balgam 4 0 0

BOS 97 2 2,06

Doku 36 3 8,33

Toplam 535 14 2,61

Tablo 2: Immunite durumuna gére T. gondii prevalanst
Ornek sayist Pozitif sayisi %

HIV+ 28 2 7,14

Diger immunsupresif 29 1 3,44

Toplam immunsupresif hasta 57 3 5,26

immun sistemi saglam 478 11 2,30

Toplam 535 14 2,61

TESEKKUR

SONUCLAR Bu calisma Ege Universitesi Bilimsel Arastirma

Sonug olarak bu ¢alisma biiyiik bir 6rnek sayisi
ile genis zaman araliginda yapilmis Tiirkiye’deki ilk
kapsamli ¢aligmadir. Elde edilen bulgular T. gondii
enfeksiyonunun immunsupresif hastalar  kadar
immun sistemi saglam bireylerde de goriilebilecegini
gostermistir. Ayrica Ornek alim yontemlerinin
toksoplazmozis tanisinda 6nemli oldugu sonucuna
varilmistir.

Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 13-TIP-050
numarali proje ile desteklenmistir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazar/ Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir
cikar catismasi bildirmemektedir.

ARASTIRMA VE YAYIN ETiGi BEYANI
Yazar/Yazarlar bu ¢alismanin arastirma ve yayin
etigine uygun oldugunu beyan eder.
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