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ONSOZ

Toxoplasmosis, diinya genelinde yaygin olarak goriilen zoonoz bir hastaliktir.
Hastaligin etkeni Toxoplasma gondii, kanatli hayvanlar dahil olmak iizere tiim sicakkanli
hayvanlar1 ve insanlar1 enfekte edebilen, alyuvar harig biitiin hiicrelerde gelisme yetenegi
gosterebilen tek hiicreli bir protozoondur.

Toxoplasma gondii’nin esas konagi evcil ve yabani kedilerdir. Ara konak yelpazesi
cok genistir. Koyun, keci, sigir, at, deve, kopek gibi memeli hayvanlar, kanatl hayvanlar,
kemirgenler ve insanlar T. gondii’nin gelismesinde ara konak 6devi goriirler.

Bulagma enfekte kedi diskisi ile tabiata atilan ve tabiatta sporlandiktan sonra enfektif
ozellik kazanan oocystlerin ya da ara konaklarin viicudunda bulunan doku kistlerinin
agizdan alinmasi ile olur. Sokak kedilerinin yogunlukta bulundugu bélgelerde yasayan
evcil hayvanlar ve insanlar daima enfeksiyon riski altindadir. Sigir, koyun ve kegilerde
toxoplasmosis, hem yavru atmaya neden oldugundan dolay: ciddi ekonomik kayiplara,
hem de etler ile hastaligin insanlara bulagmasindan dolayr 6nemli bir halk sagligi
problemine sebep olur.

Toxoplasmosisin son konakta teshisi diskida oocystlerin goriilmesiyle konulabilirse
de, oocystlerin tespiti her zaman miimkiin olmayabilir. Ara konaklarda ise genellikle
immiinolojik/serolojik metotlarla ya da biyopsi materyalinde etkenin kist ya da
pseudokistlerini gorerek teshis konulabilir. Klinik belirtiler ve patolojik bulgular da
hastaligin teshisinde 6nemlidir.

Toxoplasma gondii enfeksiyonu kopeklerde klinik veya subklinik formlarda
seyretmektedir. Diinyanin cesitli {ilkelerinde ve Tiirkiye'de toxoplasmosis ile ilgili hem
insanlar hem de c¢esitli hayvan tiirleri {izerinde ¢ok sayida calisma yapilmistir. Ancak
kopeklerde hastaliin ~ prevalans1t ile ilgili c¢alismalar diger hayvan tiirleri ile
kiyaslandiginda daha az sayidadir. Bu arastirma Konya yoresindeki sokak kopeklerinde
toxoplasmosisin yayginligini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu amagla kan plazmasinda
etkene spesifik antikorlar ELISA ve Sabin-Feldman boya testleri (SFDT) kullanilarak
tespit edilmistir. Sabin-Feldman boya testi “altin standart” metot olarak kullanilmistir. Her
iki testle elde edilen sonuclar karsilastirilarak enfeksiyonun halk sagligi ve hayvan sagligi
acisindan 6nemi degerlendirilmistir.

Bu calismanin gerceklestirilmesinde, yakin ilgi ve destegini esirgemeyen degerli
danisman hocam Prof. Dr. Ferda Seving'e, Sel¢uk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Sokak kopeklerinde indirekt ELISA ve Sabin Feldman Boya testleriyle

Toxoplasma gondii enfeksiyonunun degerlendirilmesi

FIRAS AUDA KHDIER ALALI
Veterinerlik Parazitolojisi
Anabilim Dah

DOKTORA TEZI / KONYA-2019

Bu c¢alisma Konya yoresindeki sokak kopeklerinde toxoplasmosisin
yaygmligini belirlemek amaciyla yapilmistir. Temmuz 2017 ile Temmuz 2018
tarihleri arasinda, 0-1 ve 1-3 yas arasindaki her iki cinsiyete ait 334 kopekten genel
klinik muayeneleri yapildiktan sonra kan 6rnekleri alinmistir. Enfeksiyonun teshisi
etkene spesifik antikorlar1 tespit etmek suretiyle yapilmis ve teshis i¢in serolojik
yontem olarak Sabin-Feldman boya testi ve ELISA kullanilmistir.

Enfeksiyonun prevalanst SFDT ile %98.5 (329/334), ELISA ile %33.8
(113/334) olarak tespit edilmistir. Enfeksiyonun cinsiyete gore yaygmligi erkek ve
disilerde SFDT ile sirasiyla %99.2 ve %98.1, ELISA ile %40.3 ve %30 olarak
belirlenmistir. Yas gruplarina gore enfeksiyonun yayginligi; 0-1 yas arasi1 kopeklerde
SFDT ile %100 (14/14), ELISA ile %21.4 (3/14) oraninda tespit edilirken, 1-3 yas
arasindaki kopeklerdeki oranlar sirayla %98.4 (315/320) ve %34.4 (110/320) olarak
tespit edilmistir.

Klinik bulgular gosteren kopeklerin %36's1 (22/61) ELISA ile, %98.3'i SFDT
ile seropozitif bulunmustur. Arka bacaklarda felg ve atrofi ile deri lezyonu goriilen
iki hayvan serolojik yoklamada her iki test ile de pozitif sonu¢ vermistir. ELISA
testi baz alindiginda; deri lezyonlar1 goriilen 18 hayvanin 7'si (%38,8), kene
enfestasyonu olan 9 hayvanin 3'i (%33,3), burun akintis1 olan 32 hayvanin 10'u

(%31,2) pozitif bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: ELISA; Sabin Feldman Boya Testi; Sokak kopegi;
TgSAG2
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SUMMARY

REPUBLIC of TURKEY
SELCUK UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

Evaluation of Toxoplasma gondii infection in stray dogs by indirect ELISA
ve Sabin Feldman Dye test

FIRAS AUDA KHDIER ALALI
Department of Veterinary Parasitology
PhD THESIS / KONYA-2019

The current study was aimed to investigate Toxoplasma infection among stray
dogs in Konya province. During the period of July 2017 - July 2018, 334 blood
samples were collected from the animals of both genders (males and females) aged
between (0-1> years and 1-3> years). The diagnosis was performed by detecting T.
gondii -specific antibodies in plasma. Sabin-Feldman dye test (SFDT) and Enzyme -
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) were the serological methods used in the
study.

The results of this study showed that the total prevalence of Toxoplasmosis in
stray dogs was 98.5% and 33.8% by SFDT and ELISA, respectively. The percentage
of infection was 99.2% and 98.1% by SFDT in the males and females, respectively.
The number of positive cases was 40.3% in males and 30% in females by ELISA,
respectively.

The number of positive cases was 14 (100%) and 3 (21.4%) in 0-1 years old
animals, and was 315 (98.4%) and 110 (34.3%) in the age group of 1-3 years by
SFDT and ELISA, respectively.

During the study, it was recorded the clinical signs including paralysis and
atrophy of hind limbs, nasal secretion, skin lesions, tick infestations, vomiting,
diarrhea, nervous system disorders, and emaciation in 61 animals. Of the animals
with clinical signs, 98.3% (60/61) and 36% (22/61) was positive SFDT and ELISA,
respectively. Two dogs, with the signs of paralysis and atrophy in hind limbs and
skin lesions, were found to be positive by two serological methods. Basing on the
ELISA results; 7 of 18 animals with skin lesions (38,8%), 3 of 9 animals with tick
infestations (33.3%) and 10 of 32 animals with noise secretions (31.2%) were
positive for T. gondii-specific antibodies.

Key Words: ELISA; Sabin Feldman Dye Test; Stray dogs; TgSAG
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1. GIRIS

Toxoplasma gondii (T. gondii) memeliler, kuslar ve insan dahil tiim sicakkanli
omurgalilart enfekte edebilen zorunlu bir hiicre i¢i protozoon parazittir. Ara
konaklar, parazitin takizoit ve bradizoit evrelerini tasirken, son konak kediler
(Felidae), oocystlerin yayilmasinda onemli bir rol oynamaktadirlar. Bu ii¢ evrenin
ana yapilar1 morfolojik olarak benzerdir. Bununla birlikte, her gelisme doneminde
parazitin evresine spesifik olan antijenik yapidaki proteinler farklidir (Dubey 2010,
Bruna-Romero ve ark 2012).

Toxoplasma gondii, ilk olarak Tunus’ta 1908 yilinda Nicolle ve Manceaux
tarafindan hamster benzeri bir Kuzey Afrika kemirgeni olan Ctenodactylus gundi
dokularinda (dalak, karaciger ve kan) tarif edilmistir. Brezilya’da da aym
donemlerde Splendore (1908), laboratuvar tavsaninin dokularinda bu parazitin
bulundugunu kaydetmistir. Parazitin cins ad1 Yunanca'dan (toxo = yay ya da kavis,
plazma = yasam) koken almistir ve parazitin hilal seklindeki goriiniimii ilk olarak
Nicolle ve Manceaux tarafindan tanimlanmistir. Parazitin tiir adi, izole edildigi
Kuzey Afrika kemirgeni olan Ctenodactylus gondi adindan tiiretilmistir. Bu hayvan,
Tunus’un giineyinde daglarda yasar. Tunus’da bulunan Pasteur Enstitiisiinde
leishmaniosis {izerine yapilan bir ¢alismada bu hayvanlarda Toxoplasma gondii'nin
doku Kistleri (bradizoit) ve pseudokistleri (takizoit) tespit edilmistir. Ancak bu
organizmanin bir coccidian parazit oldugu 1960 yilindan sonra tespit edilmistir

(Weiss ve Dubey 2009).

Toxoplasma gondii de malaria etkeni Plasmodium spp., koksidiyoz etkeni
Eimeria spp. ve cryptosporidiosis etkeni Cryptosporidium spp. gibi tibbi ve veteriner
oneme sahip bir¢ok protozoonu i¢inde barindiran Apicomplexa takiminda yer alir

(Sullivan ve Jeffers 2012).

Toxoplasmosis insanlarda genellikle asemptomatik seyreder. Ancak kanser
tedavisi veya organ nakli yapilan bagisiklik yetmezligi olan hastalarda yasami tehdit
edebilir. Bagisikligi saglam olan bireylerde toxoplasmosis asemptomatik olarak émiir
boyu viicutta kalabilir. insan niifusunun yaklasik olarak iigte birine T. gondii'nin

bulastigi tahmin edilmektedir. Akut enfeksiyon kadinlarda aborta ve bagisiklik

1



yetmezligi olan hastalarda lenfadenopati sendromuna neden olur. Hayvanlardan
insanlara ge¢mesinin birincil yolu, oocystleri ile kontamine igme suyunun ve doku
Kistleri iceren etlerin tiikketimi ile olur. Hidrosefali, retinokoroidit ve ensefalit
belirtileri gosteren yeni doganlarda konjenital toxoplasmosisis saptanmistir (Halonen
ve Weiss 2013). Hayvan enfeksiyonlarinda Toksoplasma, diinya c¢apinda biiyiik
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ozellikle koyun ve kegi siiriilerinde olmak
tizere her tiirli hayvancilikta atik, 6lii dogum ve yenidogan kaybina neden

olmaktadir (Ismael ve ark 2003).

Insanlara toxoplasmosisin bulasmasinda kopekler mekanik vektdr olarak rol
oynayabilirler. Enfekte kedi diskisindaki oocystleri agizdan alan kopekler bu
oocystleri kendi diskilariyla aynm ortami paylasan insanlara gegirebilirler.
Toxoplasma gondii kdpek etinin besin olarak tiiketildigi bolgelerde insanlara agiz
yoluyla bulasabilir (Lindsay ve ark 1997, Dubey ve ark 2007).

Kedi ve kopeklerde toxoplasmosis, hepatik nekroz nedeniyle akut karaciger
yetmezligine neden olur. Hastalik "feline immunodeficiency viriis" yoniinden pozitif
olan kedilerde daha siklikla goriiliir. Merkezi sinir sistemi ve géz problemlerine ilave
olarak sarilik, abdominal effusion (karin bosluguna kan veya lenf sivisinin sizmast),
ates, uyusukluk, kusma ve ishal goriiliir. Képeklerde toxoplasmosisla ilgili karaciger
hastalig1 genellikle genclerde, biiylik oranda da genglik hastaligi (distemper virus)
yoniinden pozitif olanlarda goriiliir. Boyle hastalarda, hastaligin baslamasi ile birlikte

hizla 6ltim gerceklesir.

Apicomplexa takimindaki protozoonlarin invaziv evrelerinin anterior ucunda
apikal kompleks organeller olarak tanimlanan yapilar bu protozoonlarin hiicre igine
girisleri ve hiicre i¢indeki gelismeleri sirasinda aktif rol oynarlar. Bu organellerin en
onemlileri roptri, mikronem ve subpellikiiler tubuller olup, bunlarin salgiladiklari
roptri boyun proteinleri (RON), roptri proteinleri (ROP), microneme proteinleri
(MIC), yogun graniil proteinler (GRA) ve ylizey antijenleri (SAG) olarak
adlandirilan proteinler Apicomplexa takiminda yer alan biitiin protozoonlar i¢in ortak

yapilardir (Lebrun ve ark 2007).

Altbirim (subunit) asis1 gelistirmenin yan1 sira tani i¢in bagvurulan en énemli

recombinant proteinler; yilizey antijeni-1 (SAGI1), ylizey antijeni-2 (SAG2),



mikroneme protein-3 (MIC3), roptri proteini-2 (ROP2), graniil proteini-1 (GRAL) ve
graniil proteini-7 (GRA7)'dir. Protozoonun yapisinda bol miktarda bulunan ve en
immiinojenik olan proteinler SAG1 ve SAG2 yiizey proteinleridir. Bunlar
enfeksiyonun akut evresinde takizoitlerin yiizeyinde bulunabilecegi gibi, kronik
evrede bradizoitlerin ylizeyinde de bulunurlar. Bu nedenle toxoplasmosisin indirekt
tanisinda antijen materyali olarak bu proteinler siklikla kullanilmaktadir (Lekutis ve
ark 2001, Cong ve ark 2013).

Sabin-Feldman Boya testi, T. gondii icin spesifik olan antikorlarin
saptanmasinda altin standart olarak goriilmektedir. Bu test, insanlarda aktif
enfeksiyonun teshisini miimkiin kilar. Enfeksiyonun teshisinde, rekombinant SAG2
antijeni kullanilarak yapilan ELISA testinin duyarliigi ve Ozgilligi yiiksektir
(Reiter-Owona ve ark 1999, Kotresha ve Noordin 2010).

Bu calisma Sabin-Feldman boya testi ve ELISA testi kullanilarak Konya
Biiyiiksehir Belediyesi, Veterinerlik Sube Miidiirliigline baglh kdpek barinaklarinda
bulunan sokak kopeklerinde T. gondii enfeksiyonlarini tespit etmek amaciyla

yapilmistir.
1.1. Toxoplasma gondii’nin biyolojisi
1.1.1. Takizoitler

Takizoit, son ve ara konaklarin tiim hiicrelerinde hizla c¢ogalan evreyi
tanmimlamak i¢in (tachos = Yunanca hiz) kullanilan bir terimdir. Bu ayn1 zamanda
endodezoitler, endozoitler veya trofozoit olarak da adlandirilmaktadir. Yapisal olarak
takizoitler, merkezde yerlesik bulunan bir ¢ekirdege sahiptir ve akut enfeksiyon
esnasinda bulunurlar. Takizoitlerde amilopektin graniilii yok ya da ¢ok azdir, roptri

igerigi petege benzer bir goriinlimdedir.

Bir¢ok takizoitin birikmesi ile klonlar, koloniler veya gruplar olusur.
Takizoitler endodiyogeni olarak adlandirilan belirli bir siire¢ halinde bdliintirler
(Dubey ve ark 1998, Dubey 2008). Takizoitler hassas yapiya sahiptirler ve sicaklik,
tuz konsantrasyonu, proteolitik enzimler, gastrik enzimler ile ¢evresel kosullara karsi
¢ok duyarlidirlar. Genellikle konak veya besi ortami disinda canli kalamazlar (Tenter

ve ark 2000, Robert-Gangneux ve Dardé 2012). Toxoplasma gondii takizoitlerinin



tripsin ve pepsin enzimlerine karst olan duyarliligi in vitro ve in vivo olarak

takizoitleri, bradizoitlerden ayirmak amaciyla kullanilmistir (Dubey 1998).

Doku kistleri, oocystler veya takizoitler ile farelere intraperitoneal
enjeksiyondan sonra asites ve organlarda biiylime meydana gelir. Laboratuvar kazasi
veya kan nakli yoluyla takizoitler eger bir konaga enjekte edilirlerse, konakta
enfeksiyon olusabilir. Viriilent suslu takizoitler genellikle farelerde hastalik olusturur
ve bunlar1 1-2 hafta i¢inde oldiirebilir. Aviriilent suslar farelerde yavas yavas gelisir,
bundan dolay1 serbest takizoitleri bulmak genellikle zordur. Virulensi diisiik olan
takizoitlerin hizli pasaji viriilensi artirabilir. Bir anneden fetusa enfeksiyonun
naklinde dikey geg¢is (transplasental bulagsma) temel rol oynamaktadir. Toxoplasma
gondii enfekte konagilarin spermalarinda bulunmasina ragmen, venereal bulasma
riski neredeyse hi¢ yoktur. Gebelik doneminde sekillenen akut toxoplasmosis, fetal

plasentitise ve parazitin fetusa yayilmasina neden olabilir (Tenter ve ark 2000).

Takizoitler hilal seklinde, 2 um x 6 pm biiylikliiglinde, 6n ucu sivri arka ucu
yuvarlaktir. Kayarak, esneyerek, kivrilip biikiilerek ve donerek hareket edebilirler.
Bunlar yapisal biitiin halinde ve hiicre hareketine sahip olan sitoskeleton (hiicre
iskeleti) ile yakindan bagli pelikiil olarak adlveirilan, kompleks bir zar ile kaplidir.
Apikal kisim, spesifik bir sitoskelet yapisi (konoid ve ¢ok sayida salgi organelleri,
roptriler, yogun graniil ve mikronemler) igermektedir (Robert-Gangneux ve Dardé

2012).

Takizoitler hiicre zarinin aktif diseminasyonu veya fagositoz yoluyla konak
hiicreye niifuz etme kabiliyetine sahiptir. Hiicre igine giren takizoit ovoid hale
dontismektedir. Konakgin bagisiklik sisteminden kendini koruyan bir parazitofor
vakuol ile ¢evrilidir. Takizoitler, konak hiicre yikimina kadar siirekli ikili béliinmeler
yoluyla aseksiiel olarak g¢ogalirlar. Toxoplasma gondii takizoitleri, enfeksiyonun
ilerleyen donemlerinde doku kisti olarak adlandirilan baska bir ana evreye gegerler.
Bunlarin bazilar1 hasardan kurtulmakta ve bradizoit olarak adlandirilan forma
doniismektedirler. Bagisiklik yanitinin  bozulmasi durumunda ise, takizoitler
kontrolsiiz biiyiimekte ve doku hasarina neden olmaktadirlar. Bu da konagin 6liimii

ile sonuglanabilir (Dubey 2004, Bruna-Romero ve ark 2012).



1.1.2.Bradizoitler ve doku kistleri

Bradizoitler, bir doku kisti ile gevrilip yavas¢a ¢ogalan paraziti tanimlamak
i¢in (Brady;Yunanca'da yavas manasindadir) kullanilan bir terimdir. Bunlara ayrica

kistozoidler de denmektedir.

Bradizoit, kronik evrede daha etkin olan formdur. Dormant yapidadir, yavas
biiylir, enkistedir ve bulasicidir (Bruna-Romero ve ark 2012). Doku kist duvarinin
yapist elastik ve incedir (<0.5 um). Her biri 7 um x 1.5 pm boyutlarinda yiizlerce
hilal seklinde ufak tefek Bradizoit igerebilir (Dubey 2004). Doku kistleri boyut
olarak farklilik gostermektedir. Intramuskiiler kistler uzayarak 100 um uzunluguna
cikabilirken, beyinde bulunanlar genellikle yuvarlaktirlar. Kiigiik doku kistlerinin
capt Spum olup, yalnizca iki bradizoit barindirirlarken, olgun olanlar yiizlerce veya
binlerce parazit barindirabilirler. Doku kistlerinin boyutlari, kistin yasina, enfekte
hiicre tipine bagl olarak degisiklik gosterebilirler. Olgun kistlerin ¢ap1 60 pum'ye
ulagir ve yaklagik 3000 bradizoit icerebilir. Bradizoitler mide enzimlerinden
etkilenmezler ve bu nedenle oral olarak bulasirlar (Dubey 1998). Duvari kalin ve
saglam olan doku Kistleri konakta herhangi bir hasara sebebiyet vermeyebilir ve
yangiya neden olmaksizin uzun siire konakta yasayabilirler. Doku Kistlerinin duvari
konak hiicrenin sitoplazmasi ve parazite ait maddelerden olusur. Duvarin i¢ tarafi
bradizoitler arasindaki boslugu dolduran graniiler materyal ile kaplhdir. Bradizoitler
posterior uca dogru yerlesik ve takizoitlerdekinden daha ince olan bir ¢ekirdek ve
birgok amilopektin graniile sahiptirler. Bradizoitler, 1-3 adet roptriye sahiptirler.
Roptri igeriginin kompozisyonu, doku Kkistinin yasina bagli olarak farklilik
gostermektedir (Dubey ve ark 1998).

Kist duvarinin pepsin veya tripsin gibi sindirim enzimlerine direnglidirler. Bu
nedenle, T. gondii'nin yasam dongiisiinde doku kistlerinin daha anlamli oldugu
gosterilmistir. Clinkii tiim karnivorlar ¢ig et veya sakatat tiiketimi ile enfekte
olmaktadirlar. Bir ortamdaki tim T. gondii suslari1 doku kistlerini
olusturabilirmektedirler. Takizoit, bradizoit veya oocystleri enjekte etmek suretiyle
enjeksiyondan yaklasik 6 ila 8 hafta sonra fare beyninde doku Kistleri kolaylikla
tespit edilebilmektedir. Kistlerin biiyiikliigii parazit susuna gore farklilik gosterebilir.



Doku kistleri yoluyla bulagma 6zellikle domuz ve koyunlarin, ayn1 zamanda
vahsi av hayvanlarinin, ¢ok nadiren de sigirlarin etlerinin ¢ig veya az pismis olarak
yenmesiyle meydana gelmektedir. Ticari domuz kesimlerinde, etler merkezi sicaklik
70 °C olacak bi¢cimde pisirilerek, tuzlayarak veya konserve islemi yapilarak olasi
doku kistleri yok edilebilir. Doku kistleri, -20° C’de dondurularak da oldiiriilebilir.
Gamma radyasyonu da etteki doku Kistlerini etkisiz hale getirebilir. Bradizoitler

kemoterapiden etkilenmezler (Dubey 1998).

AIDS gibi imminsuprese hastalarda, doku kistlerinden serbest kalan
bradizoitler lokal olarak ¢ogalabilir ve viicudun tiim organlarina yayilabilirler. Doku
Kistlerinin en ¢ok merkezi sinir sistemindeki sinir ve kas dokular1 olmak iizere, g6z
ve bunun yani sira iskelet ve kalp kaslarim tercih ederler (Tenter ve ark 2000). Doku
kistleri, fiziksel travma ya da stres veya spesifik ilaglar ile (kortikosteroidler)
pargalanabilmekte =~ ve  akut  enfeksiyona  sebep  olarak  takizoitlere
doniisebilmektedirler (Robert-Gangneux ve Dardé 2012).

1.1.3.Oocystler

Taze diskidaki Toksoplasma oocystleri sporlanmamistir ve yuvarlak-oval
sekildedir. Caplar1 10x12 um’dir. Her oocyst, biiyiikliigii 6x8 pm olan iki elipsoidal
sporocyste sahiptir. Her bir sporocyst subterminal niikleusa sahip 2 um x 6-8 pm
biiytikliigiinde olan dort sporozoit igermektedir. Kediler oocystlerin tek kaynagi
olarak disiiniilmektedir ve kediler diskilariyla milyonlarca oocyst yayabilirler.
Oocystler toprakta sinek, hamam bocegi, giibre bocekleri, solucanlar ve iklim
kosullart ile mekanik olarak yayilabilmektedir (Hill ve Dubey 2002, Dubey 2004).
Yeterli havalveirma, nem ve sicaklik gibi ¢evre kosullarinda oocystler 1 ila 5 giin
veya daha fazla siire igerisinde sporlanirlar. Sporlanan oocystler normal c¢evre
kosullar1 altinda uzun siire canli kalabilirler. Kisa siireli sogukta, dehidrasyonda,
nemli toprak veya kumda 1.5 yila kadar varliklarini siirdiirmektedirler. Deneysel
olarak, sporlanmis oocystler 54 aya kadar 4 °C'de ve 106 giin siireyle de -10 °C'de
dondurularak kalmislardir ve 55-60 °C'de 1sitilarak 1-2 dakika i¢inde
oldurilmislerdir (Tenter ve ark 2000, Robert-Gangneux ve Dardé 2012).



Sporlanmig oocystlerin duvari iig, sporocystlerin duvart ise iki katmandan
olusur. Sporozoit, birlesiminde ¢ok miktarda mikronem, roptri ve amilopektin

graniilii bulunmasi disinda takizoite benzemektedir (Dubey ve ark 1998).

Toxoplasma gondii oocystleri kedi diskisinda bulunmast muhtemel olan
Isopora, Besnoitia ve Sarcocystis tiirlerinin oocystlerinden kolaylikla ayirt
edilebilirken, Hammondia hammondi oocystlerinden ayirt edilemezler. Oocyst
duvari, ¢ok katmanli ve gii¢lii bir yapiya sahip olup; paraziti mekanik ve kimyasal
hasarlardan, hatta kromik asit, sodyum hipoklorit ve sodyum hidroksit gibi keskin
kimyasallardan korur, dezenfektanlara karsi direnglidir. Bu oocystler, kedilerin doku
Kistleri ile kronik enfekte farelerle beslenmesi suretiyle bol miktarda iiretilebilirler.
Genel olarak, doku kistlerinin yenmesinin ardindan 3 ila 8 giin i¢inde kedi digkisinda
oocystler tespit edilebilir (Fayer 1981, Robert-Gangneux ve Dardé 2012). Doku
kistleri ile primer enfeksiyon sonrast diskida yiiz milyondan fazla oocyst bulunabilir
(Frenkel ve ark 2003). Oocystlerle bulagsma diger ara konaklarla kiyaslandiginda,
kedilerde az patojenik ve az infektiftir (Dubey 1998).

Oocyst infektivitesini tespit etmek i¢in kullanilan deneyler fare, tavuk ve
kediler iizerinde uygulanmaktadir. Bu metotlar sadece canli T. gondii oocystlerinin

degerini vermektedirler (Dubey 2010).
1.2. Toxoplasma gondii 'nin yasam dongiisii

Toxoplasma gondii, insanlar ve kuslar dahil olmak tizere birgok evcil ve yabani
hayvani ara konak olarak kullanan zorunlu bir hiicre i¢i protozoon parazittir.
Parazitin takizoit (proliferatif evre), bradizoit (doku Kistleri) ve oocyst (sporozoitler)
olmak iizere morfolojik olarak farkli {i¢ enfeksiyon evresi vardir. Son konak olan
evcil ve yabani kediler, T. gondii'nin bu ii¢ bulasici evresinden herhangi birini

yedikten sonra oocystleri digkilariyla disar1 atarlar (Dubey 2010) (Sekil 1).
1.2.1. Toxoplasma gondii 'nin son konaklarda yasam dongiisii

Toxoplasma gondii'nin son konaklardaki yagsam dongiisii tiim ara konaklardan
farklidir. Son konak kedi ile ara konaklar arasinda heteroksen bir yasam dongiisii
vardir. Parazitin yasam dongiisii boyunca, takizoit (psédokistlerin i¢inde), bradizoit

(doku Kistlerinin iginde) ve sporozoit (oocystlerin iginde) olmak iizere ii¢ bulasici



evresi bulunmaktadir. Her iic asama hem ara hem de son konaklar agisindan
infektiftir. Yasam dongiisii, kedi ve diger konaklarin enfeksiyonlarina bagli olarak
eseyli ve eseysiz sekillerde gelisir. Kedilerdeki enfeksiyonlar genelde
asemptomatiktir ve transplasental gegis nadiren meydana gelmektedir. Memeli ve
kanatl ara konaklarin neredeyse tiim ¢ekirdekli hiicrelerinin igerisine girip, ¢ogalma
kabiliyetine sahiptir. Bulasma kedi diskisindaki oocystlerin veya enfekte etlerde
bulunan doku kistlerinin agizdan alinmasi ile veya takizoitlerin anneden fotusa
transplasental yolla aktarilmasi neticesinde gergeklesir (Tenter ve ark 2000, Dubey
2004). Enfekte olmus son konak (kediler ve diger kedigiller), diskilarinda bulunan
milyonlarca oocysti ¢evreye direngli bi¢cime yayabilirler.

Bagirsak epitelinde gelisme sadece son konaklarda olur. Kediler, doku kistleri
bulunan ara konaklarin etlerini yiyerek enfekte olurlar. Kist duvarlari sindirim
enzimleri tarafindan imha edildiginde, bradizoitler bagirsak liimeninde doku
kistlerinden ¢ikarlar. Bu bradizoitler, ince bagirsak epitel hiicrelerini istila ederek
oncelikle sizonlar1 olustururlar. Sizontlarin iginde merozoitler gelisir ve bunlardan da
erkek ve disi, gamontlar gelisir (Speer ve Dubey 2005).

Kedilerde, ince bagirsaklarin epitelyum hiicrelerinde gergeklesen sizogoni
(eseysiz lireme) ve gametogoni (eseyli lireme) olmak lizere iki gelisme evresi vardir.
Sporlanmig oocystlerin, doku Kistlerinin veya psodokistlerin son konak tarafindan
yenmesi durumunda; sporozoitler, bradizoitler ve takizoitler serbest kalarak sindirim
kanali hiicrelerine girerler. Burada tiim enfektif formlar takizoit doneme geger.
Takizoitler hizla ¢cogalarak ekstra intestinal dokulara yayilirlar. Sporozoitler yendigi
zaman, iki aseksiiel evre gecirir. Bradizoitler, bagirsak epitel hiicrelerinde tekrar
endodyogeni, sonra endopolygeni ile ¢ogalirlar. Gelismenin eseyli lireme evresinde
sizontlardaki merozoitlerden erkek ve disi gametler olusur. Erkek gametin iki
kamgist bulunmaktadir ve disi gameti doéllemek igin hareket etmektedir.
Doéllenmeden sonra dollenmis disi gamet etrafinda oocyst duvari olusturulmaya
baslar. Oocystler olgunlasip, epitel hiicrelerini patlatip bagirsak liimenine gegerler.
Toxoplasma gondii en az aylarca ve belki de kedinin 6mrii boyunca onun dokusunda
kalabilir. Bradzoitlerin bir kism1 da ince bagirsagin epitel hiicrelerine girerler ve A-E
sizont tipleri denen birgcok eseysiz gelisme donemini baslatirlar (Dubey ve ark
1998). Bu sizont tipleri biiyiikliik, organizma sayisi, boliinme yontemi, gelisme
zamani ve limendeki yerleri bakimindan birbirlerinden farklilik géstermektedirler

(Fayer 1981). Olgunlastiktan sonra bagirsak liimenine gegen oocystler diski ile
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atilirlar ve tabiatta sporlanirlar (Dubey 2004, Black ve Boothroyd 2000). Prepatent
donem kedinin aldig1 gelisme donemine gore farklilik gosterir. Oocystlerin veya
takizoitlerin yenmesinden sonra oocyst olusumu 18 giin kadar siirerken, doku

kistlerinin yenmesi durumunda 3 ilal0 giin siirmektedir (Dubey 2005).
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Sekil 1 Toksoplazma gondii’nin yasam dongiisii (Dubey 2010).

1.2.2. Toxoplasma gondii 'nin ara konaklarda yasam dongiisii

Ara konaklardaki gelismede, T. gondii iki evreli eseysiz gelisme gosterir. Ara
konak i¢in ti¢ enfektif donem vardir. Bunlar ara konaklarn retikiiloendotelyal
hiicrelerinde psodokistler i¢inde bulunan takizoitler, doku kistleri iginde bulunan
bradizoitler ve son konaklar tarafindan atilan oocystlerde bulunan sporozoitlerdir.
Sporlanmis oocystler ara konak tarafindan alindiginda, kistten ¢ikan sporozoitler,
bagirsak yiizeyine ve bagirsak epitelindeki goblet hiicrelerine girerek, ddem ve
lamina propria tabakasinda nekroza neden olabilmektedir. Bagirsak mukozasinda

dokiilmelere ve agir enteritise yol a¢ip, diger organlara yayilmaktadir (Dubey 2004).

Toxoplasma gondii, plasenta yoluyla fetusa gegen takizoitler tarafindan dikey
olarak da bulasabilir. Yatay bulasma, enfektif oocystlerin alinmasi, ara konaklarin
¢ig ya da az pismis etlerinde bulunan doku kistlerinin veya takizoitlerin yenmesiyle
meydana gelir. Ayrica takizoit tasiyan kan {irlinleri, pastorize edilmemis siit ya da
doku nakilleri ile de bulagsma gerc¢eklesebilmektedir. Bulasma yollart kiiltiir ve yeme
aligkanliklarinda farklilik gosteren insan niifuslarinda farklidir (Tenter ve ark 2000).
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Doku kistleri bir ara konak tarafindan alindiktan sonra, kistler bagirsakta
pargalanir ve serbest kalan bradizoitler bagirsaga gecerler. Bradizoitler, konagin
epitel hiicrelerine girerler ve bagirsak disindaki dokulara transfer i¢in hizl1 ¢ogalan
takizoit donemine gegerler (Robert-Gangneux ve Dardé 2012). Sizogoni evresinde,
hiicresel sitoplazmik bdliinme olmaksizin ¢ekirdek iki kere veya daha fazla
boliinmektedir. Son hiicre bdliinmesi ile olusan merozoitler baslangicta sizontun
merkezine yakindir daha sonra sizontun kenarmma dogru hareket ederler. Sizont
plazmalemmasi (plazma zar1), merozoitin c¢evresine invagine olarak merozoit
plazmalemmasini olusturur. Ara konaklarda her 6 ila 8 saatte bir endodyogeni ile

¢ogalan takizoit donemi olusmaktadir (Halonen ve Weiss 2013).

Toxoplasma gondii'nin ekstraintestinal fazi, kopekler, kediler ve insanlar dahil
olmak iizere tiim konaklarda benzerdir. Insan, koyun ve kegilerdeki Toksoplasma’nin
dikey bulagmasinin bir sonucu olan konjenital toxoplasmosis, gebelik sirasinda
fetiisti 6ldiirebilir (Dubey 2004). Toxoplasmosis, yavru kopeklere gebelik doneminde
transplasental yolla veya emzirme doneminde siitle bulasabilir (Dubey 2005). Son
konak olmaksizin, ara konaklar arasindaki yasam dongiisii doku kistleri ile olur. Ara
konak olmaksizin, son konaklar arasindaki yasam dongiisii ise oocystler ile devam
edebilir (Tenter ve ark 2000).

Bagisiklik yetersizligi olan hastalarda, doku kistleri, yayilma kaynagi islevi
gormektedirler veya lokal enfeksiyonlu bir hastalik tablosu gelistirebilirler. Doku
kistleri sinir ve kas dokusuna egilim gdstermekte olup, ensefalit veya koryoretinit
olarak ifade edilen bir¢ok hastalifin reaktivasyonu ile insan goziiniin yani sira
noronlar igerisindeki gri maddeye yerlesirler. Merkezi sinir sistemi ve kaslar kronik
hastaliklarin ve latent enfeksiyonlarin en sik goriildiigli yerlerdir. Bununla birlikte
karaciger, bobrek ve diger organlarda da doku kistleri goriilebilir (Weiss ve Dubey
2009, Halonen ve Weiss 2013).

1.3. Toxoplasma gondii "nin epidemiyolojisi

Toxoplasma gondii, kanatli hayvanlar da dahil olmak {izere tiim sicakkanli
hayvanlar1 ve insanlar1 enfekte edebilen bir protozoondur. Alaska’dan
Avustralya’ya kadar diinya ¢apinda dagilim gosterir. Toxoplasma gondii’nin esas

konagi, evcil ve yabani kedilerdir.
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1.3.1. Bulasma sekilleri

Toxoplasma gondii, tim diinyada insanlarda ve sicak kanli hayvanlarda
bulunan en yaygin parazitlerden biridir. Insanlarda, diinyanin doért bir yanindaki
bolgelerde enfeksiyon bulunmaktadir. Insanlarin yaklasik iigte birinde kronik
enfeksiyon bulundugu bildirilmektedir. Enfeksiyonlar, sicak ve yagish {ilkelerde
artmaktadir. Clinkii oocystler kuraklik veya donmaya maruz kaldiklarinda
infektivitelerini kaybetmektedirler (Halonen ve Weiss 2013).

Bulagsmada konjenital bulasma, enfekte dokularin yenmesi ve oocystlerle
enfekte gidalarin ve sularin tliketilmesi olmak iizere baslica ii¢ yol vardir. Kedi,
Toksoplasma tarafindan son konak olarak kullanilan tek evcil hayvandir ve
dolayisiyla toxoplasmosis epidemiyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu
nedenle, toxoplasmosisda insanlar  i¢in gizli enfeksiyon kaynaklar1 olarak
oocystlerin 6nemli bir rolii vardir (Dubey 2005 ).

Insanlara yatay bulasmalar, doku Kistleri igeren etin yenmesi, sporlanmis
oocystlerle enfekte toprak, su ya da gidalarin yenmesi veya daha az yaygin olarak
dogrudan enfekte kedi diskilarindan kaynaklanmaktadir. Pastorize edilmemis keci
sitli tiiketiminin de bulasmada bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (Robert-
Gangneux ve Dardé 2012).

Kan nakli veya organ transplantasyonlar1 ile de bulasma miimkiindiir ancak
nadiren goriiliir. Sinekler, hamambdcekleri ve solucanlar mekanik vektorler olarak
rol oynayabilirler (Enstitii 2005, Sonar ve Brahmbhatt 2010).

Kediler ve giivercinler parazit epidemiyolojisinde 6nemli faktorlerdir. Kediler
cevreye oocystleri digkilayan tek son konakdir. Giivercinler, kedi ve insanlarla ortak
alanlar1 paylastiklarindan dolayr bulagsmada rol oynarlar (Vilares ve ark 2014).
Onemli bir tokzoplazmoz kaynag ise; az pismis et, ¢ig siit Ve pastdrize edilmemis
stittiir. Kiigiik ruminantlar, agik alan yetistiriciligi nedeniyle hem pastorize edilmemis
slit, hem de et lretimi yoniinden kiiresel olarak onemlidirler (Luptakova ve ark
2015). Kopekler, kedi diskilarin1 yedikten sonra veya oocystler bulunan kedi diskisi
ile bulasarak T. gondii'yi mekanik olarak bulastirabilmektedirler. Kopekler
sporlanmig oocystleri yediklerinde, kopek digskisinda 2 giine kadar canli oocystler
bulunmustur (Lindsay ve ark 1997).

Kopekler mekanik vektorler olarak rol oynarlar. Koylerde kopekler, siklikla

kedilerin bulundugu ortamlarda T. gondii'nin insanlara bulagsmasina yardimci
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olmakta ve c¢ocuklarda Toksoplasma seropozitifligi yiiksek gozlenmektedir
(Etheredge ve ark 2004).

1.3.2. Toxoplasmosisda risk faktorleri

Evlerde bakilan kediler ev igerisinde yiiksek miktarda oocyst yayarlar ve
boylece sahipleri igin Onemli bir toxoplasmosis riski olustururlar. Ciftliklerde
dolasan kediler ise, cevreye oocyst yayabildiklerinden dolayi, ¢iftlik hayvanlari i¢in
risk olustururlar. Enfekte kedi diskisiyla kontamine olmus hububat, saman ve kuru ot
ciftik hayvani agisindan hastaliklarin  kaynagir olarak bilinmektedir. Kedi
toxoplasmosisinda yas, cinsiyet, yasam alani ve kedi bakicilarinin kediyi beslemesi
gibi bir takim faktorler risk faktorleri olarak kabul edilmistir. Sokak kedileriyle
temas, eve alman kedilerin kaynagi, sayis1 ve kedilerin ev disina ¢ikmalar1 da risk
faktorleri olabilmektedir (Lopes ve ark 2008). Cig yumurta, ¢ig et, pastorize
edilmemis siit, yitkanmamis meyve veya sebzelerin tiiketilmesi, islenmemis su
icilmesi ve de gidalar hazirlanirken veya hazirladiktan sonra direkt gozlerle veya
yiizle temas etmesi de risk olusturabilmektedir (Kaye 2011).

Tek bir kedi, kiicik miktarda bir diskiyla giinde 20 milyon oocyste kadar
yiikksek miktarda oocyst yayabilmektedir (Fayer 1981). Oocystler, ¢evreye yiizey
suyu, yagmur, riizgar veya hasat edilmis yiyeceklerle yayilmaktadir. Ayrica,
oocystler solucan, koprofaj omurgasizlar veya konagin giibresi ile de
yayilabilmektedir. Cesitli barindirma sekilleri, hijyenik ahir 6nlemleri ve ¢esitli yem
tiirleri gibi epidemiyolojik faktorler de bulunmaktadir. Kopeklerde seropozitifligin
yaygin olarak yiiksek olmasi, bunlarin dogal ¢evreyle kesintisiz temaslarini ve artan
yasin etkisini gostermektedir. Ayrica, gol veya nehirlerden gelen kontamine olmus
suyun rekreasyonel (dinlenme) siiregler yoluyla tiiketilmesi de toxoplasmosis
kaynagi olabilir (Dubey 2004, Robert-Gangneux ve Darde¢ 2012).

Konjenital toxoplasmosis riski, maternal enfeksiyon zamanina, annenin
bagisikligina, parazit miktaria ve hastalik olusturma derecesine ve de fetiisiin yasina
dayandirilmaktadir. Ancak bu, okiiler ve merkezi sinir sistemi anormalliklerine de
neden olabilecegi gibi bunun yani sira biiyiime geriligine, isitme ve gorme
bozukluklarina neden olur (Kaye 2011). Bagisik olmayan hamile kadinlar ve AIDS
gibi hastaliklarla immiin sistemleri baskilanmig hastalar risk gruplart olarak

degerlendirilmektedir. Bebekler, sindirim sisteminde daha az proteolitik enzim
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konsantrasyonuna sahip olduklarindan, yetiskinlere gore Toksoplasma enfeksiyonuna
daha fazla duyarhdirlar. Bagisik olmayan gebe kadinlar tarafindan canli doku
kistlerinin tiiketilmesi genellikle toxoplasmosis enfeksiyonu ile sonuglanir. Bu
nedenle, bir yabani hayvanin ¢ig dalak ve karacigerinin yenmesi sonrasinda
insanlarda akut toxoplazmozis olusmaktadir. Bunlar, insanlarin farkli yeme
aligkanliklarimi ve farkli alanlardaki et hayvanlar ilgili ¢esitli arastirmalari
agiklamaktadir. Insanlar, 6zellikle gebe kadinlar bahge isleri esnasinda kontamine
olmus toprakla temas etmek suretiyle de enfekte olmaktadirlar. Toksoplasma
bulagmasinin goriilme siklig1 yoksul iilkelerde, gelismis iilkelere gére daha yiiksektir
(Tenter ve ark 2000). Toksoplasma'nin kan nakli yoluyla da bulasma riski
bulunmaktadir (Robert-Gangneux ve Dardé 2012). Yiiksek risk gruplari ise hamile
kadinlar, kedi sahipleri, veteriner hekimler, mezbahane iscileri, ¢ocuklar, kasaplar ve
ascilardir (Sonar ve Brahmbhatt 2010). Deve sahipleri atik deve fotiislerini eldiven
kullanmadan ellerine alarak ve ¢ig deve siitiinii tiiketerek toxoplasmosis riskine
maruz kalabilirler (Gebremedhin ve ark 2014).

Bresciani ve ark (1999), gebelik donemlerinde sporlanmis T. gondii oocystleri
verilen li¢ disi kopekten ikisinin konjenital toxoplasmosis belirtisi gosterdigini, bir
tanesinin ise diisiik yaptigim1 bildirmislerdir. Kopekler gebelik sirasinda enfeksiyon
kaptiklarinda, disi kopeklerde T. gondii‘nin konjenital olarak bulasabilecegini tespit
etmisglerdir.

Kopegin yasi ve beraber seyreden diger enfeksiyonlar, klinik kopek
toxoplasmosisinu belirleyen iki onemli faktordiir. Cogu kopek toxoplasmosisu
vakasi, distemper (genclik hastaligl) viriisii enfeksiyonu ile iligkili bulunmustur.
Distemper  virlisiiniin ~ olusturdugu immiinosiipresyon, onceki  Toxoplasma
enfeksiyonuna karst direnci diisiirmekte ve kopek eszamanli bir hastalia yenik
diismektedir. Klinik kopek toxoplasmosisu, bir yasin altindaki kdpeklerde
bildirilmistir (Dubey 2010).

Kopekler, insanlara oocystleri mekanik olarak bulastirabildikleri ve diinyanin
sinirli bolgelerinde insanlar tarafindan kopek eti tiiketildigi i¢in, T. gondii'nin
insanlara bulasmasinda, potansiyel bir tehdit olarak goriilmektedirler (Dubey ve ark
2007).

Zhou ve ark (2017), bir gida kaynagi olabildiklerinden rakun kopeklerinin
(raccoon dogs) cok yiiksek ekonomik degeri oldugunu, bu kopeklerin az pismis veya

¢ig etlerinin tiikketilmesi nedeniyle Cin’de potansiyel bir insan toxoplasmosis kaynagi
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haline geldiklerini, T. gondii prevalansinin sik sik kontrol edilmesi gerektigini
bildirmiglerdir. Ancak rakun kopegi eti diger hayvanlar (kopekler, tavuklar, sigr,
koyunlar ve domuzlar gibi) ile kiyaslandiginda, insan gidasinin kiigiik bir kismini
olusturmaktadir.

Kopekler, enfekte kedi digkilarindaki oocystlerin tiiylerine bulagmasi sonucu
oocystleri tasiyabilmekte ve T. gondii'nin diski yoluyla bulagmasinda rol
oynamaktadirlar. Kiigiik ¢ocuklar siklikla dnce bir kopege temas edip, parmaklarini
agizlarma koyarak enfekte olabilmektedirler (Frenkel ve ark 2003, Yang ve ark
2013).

Jiang ve ark (2015), kedilerin ¢iftlik kopeklerinin bulundugu yerlerde,
kopeklerin yiyecekleriyle temasta bulunduklarimi gézlemlemisler ve bunun, kdpek
ciftliklerinde toxoplasmosis i¢in bir ana risk faktorii oldugunu bildirmislerdir.

Kediler ve kopekler insanlarla yakin bir iligki i¢cinde olduklarindan, potansiyel
toxoplasmosis kaynaklar1 olarak goriilmektedirler (Oi ve ark 2015). Bundan dolay1
evde bir kopek, eski bir sokak kedisi bulunmasi ve ¢ig et tiiketimi risk faktorleri
olarak kabul edilmistir. Bir bagka faktor olan avcilikla ugrasan insanlarda %35°e
kadar T. gondii seropozitifligi gézlenmistir (Opsteegh ve ark 2012).

Da Silva ve ark (2017), PCR testi kullanarak ke¢i ve koyunlarinin ¢ig siit
orneklerinde T. gondii DNA's1 tespit etmigslerdir. Sirilerin hijyenik tedbirlerinin
Onemini ve insan saglig agisindan potansiyel bir risk olusturacagi diisiintilen ¢ig
stitiin alimindan kaginilmasini agiklamislardir.

Dubey ve ark (2014) tarafindan Birlesik Devletlerde eseklerde (Equus asinus)
T. gondii enfeksiyonu i¢in serolojik aragtirmalar yapilmis, esek siitiiniin ve etinin
toxoplasmosis i¢in potansiyel bir kaynak olarak goriilmesi gerektigi ileri
strilmistir. Kedilerin giftliklerde eseklere toxoplasmosis bulastirmadaki rolii
arastirilmaktadir.

Yabani kuslar da T. gondii enfeksiyonu igin rezervuar konaklardir ve diger
zoonoz parazitlerle beraber T. gondii’ye de vektorliik yaparlar (Verma ve ark 2016).

Koyunlarda T. gondii'nin seropozitiflik seviyesinin yiiksek olmasindan dolayi,
hayvan yetistiriciligi insan toxoplasmosisu i¢in potansiyel bir kaynak
olusturmaktadir. Siirii biiyiikliigii, rakim, cinsiyet, yas, yonetim tipi, yerlesim yeri,
kedilerin varlig1 ve su kaynag etkeni almak i¢in onemli risk faktorleri olarak kabul

edilmistir (Gebremedhin ve ark 2013). Son zamanlarda deniz su samurlarinda yaygin
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olarak enfeksiyonun goriilmesi, denizlerin de T. gondii oocystleri ile kontamine
oldugunu géstermektedir (Dubey 2008).

1.3.3. Farkh Konak Tiirlerinde Toxoplasma gondii 'nin Prevalansi

1.3.4. Kedilerdeki yayginhg:

Kediler T. gondii'nin gelismesinde 6nemli bir rol oynar ve oocystlerin gelisip
atildign tek son konaktir. Sokak kedileri ve yabani kedilerle yapilan serolojik
arastirmalarin sonuglari; kent merkezleri ile kirsal alanlarda yasayan evcil kedilerle
yapilan caligmalara gore daha yiiksek bulunmustur (Tenter ve ark 2000).
Toxoplasmosis kedilerin ¢ogunda asemptomatik olarak seyreder. Yaygin olarak akut,
subakut ve kronik enfeksiyonlar gen¢ ve bagisikligi zayif olan son konaklarda
kaydedilmistir. Enfekte kedilerde baslangi¢c belirtileri letarji ve gegici bir atestir.
Antibiyotik tedavisine ragmen, bir¢ok kedide istahsizlik, solunum giicliigii ve diger
pnomoni belirtileri goriilmekle birlikte, Oksiiriik ve plevral effiizyona daha az
rastlanabilir. Ozellikle daha yash kedilerde hepatit, pankreatit ve merkezi sinir
sistemi (MSS) belirtileri (felg, refleks kaybi) de gozlenebilir. Diyare daha genel bir
belirtidir. Kedi yavrularinda viral solunum yolu hastalig1 ve sekonder enfeksiyonlarla
birlikte agir bir enterik tabloya yol acabilir. Okiiler semptomlar yaygin olup retinit
tanimlanabilir. Hastaligin prevalans: kedi, koyun, ke¢i ve domuzlarda yiiksek,
sigirlarda ise diisiiktiir. Kedilerdeki toxoplasmosis Amerika Birlesik Devletleri'nde
%15-58, tim diinyada ise %25-100 oraninda saptanmistir (Enstitii 2005). Bir
popiilasyondaki kedilerin yalnizca %]1'inin, yasamlarinin herhangi bir doneminde
oocyst salgiladigi tespit edilmistir (Hill ve Dubey 2002).

Huang ve ark (2002), Japonya'da evcil kediler tizerinde yaptiklari bir galismada
toxoplasmosis icin hassas ve spesifik bir serodiyagnostik teshis metodu olan ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) testinin sonuglart ile Lateks Aglutinasyon
testinin (LAT) sonuglarini karsilastirmiglardir. Test edilen 192 6rnegin 42'si (%21,9)
ELISA testi ile pozitif bulunmustur. LAT ile 42 pozitif 6rnegin 39’u pozitif olarak
saptanmigtir. Sonuglar ELISA testinin kedi toxoplasmosisinun belirlenmesinde
faydal1 bir test olabilecegini gostermistir.

Belgika'da De Craeye ve ark (2008) tarafindan Indirekt Fluoresan Antikor
(IFA) testi ve iki farkli antijenin (SAG1 ve TLA antijeni ile) kullanildigi ELISA

metotlar1 ile anti-Toxoplasma antikorlarini tespit etmek igin yapilan aragtirmalarda,
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farklh yaglardaki 567 ev kedisinin %25' IgG ve/veya IgM acisindan pozitif oldugu
tespit edilmistir. Yiizey antijeni 1 (SAG1) ve TLA ELISA'nin duyarliliklarini ve
spesifikliklerini sirasiyla %84,1 ve %88,6 olarak saptamislardir. Seroprevalans yasla
birlikte artarak 12 ayliktan kiigiik olan kedilerde %2 iken, 7 yasma kadar olan
kedilerde ise %44 e kadar yiikselmistir.

Toxoplasma gondii antikorlarinin varligi ile ilgili LAT kullanilarak yapilan
serolojik bir arastirmada ise, 592 kedinin 65'inde (%11,0) ve 427 kopegin 40'inda
(%9,4) titreleri 1:64-1:2048 arasinda degisen antikorlar belirlenmistir. Disilerde
erkeklere gore daha yliksek enfeksiyon tespit edilmistir. Bangkok metropol
bolgesinde yasayan her iki sokak hayvanin birinde T. gondii enfeksiyonu yaygin
olarak gozlenmistir. Bu nedenle, parazitin insan ve hayvanlara bulagsmasini 6nlemek
icin sokak kedi ve kopeklerinin sayisini kontrol etmek gerektigi kaydedilmistir
(Jittapalapong ve ark 2007).

Toxoplasma gondii antikorlar1 yoniinden Portekiz'de evcil kedilerde Modifiye
Aglutinasyon testi (MAT) kullanilarak 207 kedinin 76's1 pozitif bulunmustur. Erkek
ve disiler arasindaki farkliliklarin anlamli olmadig, seroprevalansin yasa bagl olarak
arttig1 belirlenmistir. Tek basina yasayan kediler (%13,8) ile birlikte yasayan kediler
(%39,4) arasinda, tamamen i¢ mekanlar (%7,7) ya da dis mekanlarda (%45.,4)
yasayan kediler arasinda anlamli farkliliklar bulundugu kaydedilmistir. Ayrica,
yalnizca ticari konserve veya kurutulmus gida ile beslenen kediler (%22,9) ile ¢ig
veya az pismis et ve / veya i¢ organ (sakatat) ile beslenen kediler (%53,5) arasinda
da anlamli farkliliklar bulundugu bildirilmistir (Lopes ve ark 2008).

Isvigre’de 252 kedi (44 sokak kedisi, 171 evcil kedi, 37 gastrointestinal
hastaliklar1 olan kedi) ile yapilan bir arastirmada T. gondii oocystlerinin prevalansi
koprolojik metotlarla incelenmis ve ardindan da Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
ile oocystlerin tiire 6zgii karakterizasyonu yapilmistir. Kedilerin %0,4’{inde oocyst
bulundugu bildirilmistir (Berger-Schoch ve ark 2011).

Modifiye agliitinasyon testi (MAT) ile yapilan baska bir ¢calismada 42 kedinin
21’inde (%50) T. gondii antikorlar1 belirlenmistir. 42 kedinin canli dokusu ve 360
kedinin digkist parazit izolasyonu yapabilmek i¢in farelere inokiile edilmis, ancak
seropozitif olarak belirlenen 8 kedinin dokusu verilen farelerden ve digki verilen bir
fareden izolasyon yapilabilmistir (Yang ve ark 2015).

Toxoplasmosisin seroprevalansini belirlemek i¢in Brezilya'da MAT ile yapilan

bir arastirmada da 237 kedinin 84'linde (%35,4) T. gondii tespit edilmistir.
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Seropozitif olan kedilerin 71'inden alinan farkli organ ve kas drnekleri pepsin iginde
sindirilerek farelere verilmis ve 47 kedinin kas homojenatinda T. gondii saptanmistir
Mikroskopik muayene sonucu oocyst tespit edilen 237 kedinin ti¢ii (%]1,3) diskisinda
bulunan oocystlerin farelere inokiilasyonu yapilarak sonug teyit edilmistir (Pena ve
ark 2006).

Li ve ark (2015) tarafindan, Cin'de yapilan bir ¢alismada IgG antikorlar
kedilerin %63,16 (12/19)'sinda, IgM antikorlar1 ise kedilerin %21,53 (4/19)"linde
saptanmigtir. Bunun disinda, antijeni (CAG) sirkiile eden Toxoplasma %10,5
oraninda (2/19) tespit edilmistir.

Ankara’da 99 kedi T. gondii antikorlari yoniinden Sabin-Feldman boya testi
(SFDT) ve IFA testi kullanilarak, {i¢ faktoriin (yas, cinsiyet ve i¢c mekan/ dig mekan)
yayilisa olan etkisini belirlemek amaciyla incelenmistir. 99 serumdan 40'1 (%40,3)
SFDT ile pozitif bulunmustur. Bir yasin altindaki ii¢ kedide (%13,6), 1-2 yas
arasindaki 22 (%47,8) kedide, 2 yasindan biiyiik 15 kedide (%48,4) pozitiflik tespit
edilmistir. Incelenen 61 disi kedinin 27'si (%44,2), 38 erkek kedinin 13" (%34)
pozitif bulunmustur. I¢ mekandaki kedilerin %30,8’i, dis mekandaki kedilerin ise
%52,8’1 seropozitif bulunmustur. IFA testi ile toplam 34 kedinin %34,3"linde
pozitiflik belirlenirken, 24 disi (%39,3) ve 10 erkek kedi (%26,3) pozitif
bulunmustur. I¢ mekandaki kedilerde seroprevalans %23,1, dis mekandakilerde ise
%41,7 olarak tespit edilmistir. Seropozitiflik arasindaki farkin yas ile anlamli oldugu,
ancak yasama alanina gore anlamli olmadig: kaydedilmistir (Ozkan ve ark 2008).

Nigde'de, toxoplasmosis prevalansini belirlemek igin yapilan bir arastirmada
Sabin-Feldman boya testi (SFDT) ve ¢inko siilfat yiizdiirme yontemi ile 72 sokak
kedisinden 55’1 seropozitif bulunmustur. Seropozitiflik erkek kedilerde %77,1, disi
kedilerde %75,7 olarak belirlenmistir (P>0.05). Diski muayenelerinde Isospora spp.
(%12,5) ve Eimeria spp.(%4,1) tespit edilirken diski oOrneklerinde T. gondii
oocystlerine rastlanmamistir. Ayrica digkilarda Toxocara cati (%15,2) ve Toxascaris
leonina (%20,8) bulundugu bildirilmistir (Karatepe ve ark 2008).

Brezilya Sao Paulo’da 400 evcil Siyam kedisi IFA testi ile Toxoplasma
gondii'ye karsi olusan antikorlar yoniinden incelenmis ve kedilerin 100'Ginde (% 25,
titresi >64) enfeksiyon tespit edilmistir. Enfeksiyonun kedilerde yasla iliskili oldugu,
bir yasindan kiiciik kedilerin %13,2’sinde, daha biiylik yaslardaki kedilerin ise
%39,2’sinde bulundugu kaydedilmistir (Bresciani ve ark 2007).

17



Hollanda’da 450 evcil kedide T. gondii enfeksiyonunun seroprevalansi indirekt
ELISA ile incelenmis ve seropozitiflik oran1 geng kedilerde %18,2, 4 yasina kadar
olan kedilerde ise %20-30 oraninda tespit edilmistir (Opsteegh ve ark 2012).

Japonya’da Tokyo’nun kent merkezlerinde ve kirsal alanlarinda 1999-2001
yillarinda 233 kedi ve 219 kopek, 2009-2011 yillarinda 104 kedi ve 106 kdpek olmak
tizere 337 barmak kedisi ve 325 barinak kopegi LAT kullanilarak incelenmistir.
Toxoplasmosis kedilerde 1999-2001 yillar1 arasinda %5,6 (233'ten 13'i) ve 2009-
2011'de %6,7 (104'ten 7'si) oranlarinda tespit edilirken, kdpeklerde ise sirasiyla %1,8
(219'undan 4%) ve %1,9 (106’sindan 2’si) olarak tespit edilmistir. Her iki zaman
stiresince kirsal alanlarda yasayan kedilerde kaydedilen yiiksek seropozitiflik, kentsel
alanlarda yasayan kedilerle kiyaslandiginda anlamli olarak kaydedilmistir (Oi ve ark
2015).

Panama'nin g¢esitli metropol bolgelerindeki 120 ev kedisinde T. gondii
enfeksiyonunun seroprevalansini belirlemek i¢in indirekt ELISA testi kullanilmistir.
IgG antikorlarinin seroprevalanst %25 olarak bildirimistir (Rengifo-Herrera ve ark
2017).

Gyorke ve ark (2011), Romanya’daki kedilerde T. gondii'ye kars1 gelisen 1gG
antikorlarin1 saptanmak i¢in alt1 serolojik testi (bir ticari ? ve in house ELISA,
ImmunoComb, IFA testi ve MAT) karsilastirmislardir. inceleme, ticari ELISA'nin en
yiiksek duyarliliga (% 95,7-%97,1) ve spesifiklige (%97,3-%97,6) sahip oldugunu
gostermistir. Ticari ELISA ile 236 kedinin 111°1 (%47) pozitif bulunmustur. Yetiskin
kediler, cogunlukla karisik beslenen kediler, dis mekana erisimi olan kediler ve kirsal
alanda yasayan kedilerde yiiksek seropozitiflik kaydedilmistir.

Kuzey ve Bati Irak'ta bulunan askeri iislerden yakalanan sokak kedilerinin
insanlarda potansiyel bir zoonoz etkeni olan T.gondii'yi tasima risklerini belirlemek
amactyla LAT ile muayeneleri yapilmis ve 237 kedinin %30,4’tinde T. gondii
enfeksiyonu tespit edilmistir (Switzer ve ark 2013).

Evcil hayvanlarda toxoplasmosisa kars1 gelisen antikorlarin belirlenmesi igin
rSAGI1 tabanli indirekt ELISA testinin uygun bir tani1 araci oldugu bildirilmistir.
Japonya’da T. gondii'ye karsi olusan antikorlar yoniinden incelenmis ve 193 kedinin
40’1 (%20,7) rSAG] tabanli ELISA ile pozitif olarak tespit edilirken, kedilerin 153’0
(%79,3) negatif bulunmustur (Kimbita ve ark 2001).

Cin’de Toxoplasma gondii'nin teshisinde immiinokromatografik test (ICT),

ELISA testi ve Latex Agulasyon testi (LAT) kullanilarak yapilan bir arastirmada,
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ICT de %229, ELISA da %19,6, LAT da %18,4 oranlarinda enfeksiyon tespit
edilmistir (Huang ve ark 2004).

1.3.5. Kopeklerdeki yayginhg

Mello tarafindan 1910 yilinda, Italya Torino'da ilk kez dért aylik bir kdpegin
akut viseral toxoplasmosisdan 6ldiigii bildirilmistir. Parazit karaciger, akciger, dalak
ve bagirsagin llserlesmis bolgelerinden alinan dokularin mikroskopta histopatolojik
olarak incelenmesi sirasinda fark edilmistir. Kopeklerde klinik toxoplasmosis,
siklikla Kopek Genglik Hastaliginin bagisiklik sistemini baskilamasi sonucu ortaya
cikabilir. Kopekler, insanlar ve diger ara konaklar ig¢in T. gondii enfeksiyonlarinin
rezervuaridirlar. Yapilan ¢alismalar da kdpeklerde, T. gondii'nin goriillme orani farkli
tilkelerde %0 ila %100 arasinda degisemekte olup toxoplasmosis tiim diinyada
yaygindir (Dubey ve Beattie 1988, Dubey 2010).

Brezilya'da yapilan bir ¢alismada 3 ila 10 aylik iki kdpegin dokularinda primer
olimciil viseral toxoplasmosis bildirilmistir. Dokulardaki takizoitler anti-T. gondii
serumu ile reaksiyona girerken, Neospora caninum serumu ile reaksiyona
girmemistir (Pimenta ve ark 1993).

Toxoplasmosis, Akgay ve ark (1950) tarafindan Tirkiye'de ilk defa bir
kopegin akciger kesitlerinde saptanmustir.

Babiir ve ark (2007) tarafindan Sanlurfa’daki sokak kopeklerinde SFD testi
kullanilarak T. gondii seropozitifligi saptanmustir. incelenen 80 kdpegin %97,5' T.
gondii enfeksiyonu yoniinden pozitif bulunmustur. Toxoplasmosisin erkeklerde
%100, disilerde %96,2 oraninda yaygin oldugu tespit edilirken, 0-2 yas grubunda
%100, 3-5 yas grubunda %98 ve 5 yas grubunda %93,75 oraninda pozitiflik tespit
edildigi bildirilmistir.

Erzurum'da 72 sokak kdpeginde 7. gondii’nin seroprevalanst SFD testi ile
arastirllmig, %97 oraninda pozitiflik tespit edilmistir. Bir yashi ve daha kiiglik
kopeklerin %82's1, daha yash kopeklerin ise hepsi pozitif bulunmustur. Erkeklerde
%100, disilerde ise % 95,5 oranlarinda enfeksiyon tespit edilmistir (Balkaya ve ark
2010).

Kocaeli'de SFD testi kullanilarak yapilan bir arastirmada, 116 ev kopegi ile
sokak kopegi incelenmis ve 81(% 69,8) kopekte seropozitiflik tespit edilmistir.
Erkeklerde %59,6, disilerde %78,1 oraninda seropozitiflik tespit edilirken (p<0.05),
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ev kopeklerinde %62,5 ve sokak kopeklerinde %71,7 seropozitiflik bulunmustur
(p>0.05). Yasa gore seropozitiflik 0-1 yasindaki kopeklerde %68,2, 1-3 yaslarindaki
kopeklerde %75,6 ve 3 yasin istiindeki kopeklerde %62,5 olarak bulunmustur
(Simsek ve ark 2006).

SFDT kullanilarak Sivas’da bulunan 60’1 ev, 60’1 sokak kdpegi olmak iizere
toplam 120 kopek T. gondii enfeksiyonunun seroprevalansini belirlemek amaciyla
incelenmistir. Kopeklerin 1151 (%95,8) pozitif bulunmus, erkeklerde %95,6,
disilerde %96,2 oraninda enfeksiyon tespit edilirken, ev kdpeklerinde %96,7, sokak
kopeklerin de ise %95,0 oraninda enfeksiyon bulunmustur. 0-2 yasindaki kopeklerin
%93.,9’unda, 3-5 yaslarindaki kopeklerin %95,4’linde ve 6 yas tistiindeki kopeklerin
ise %100’tinde enfeksiyon tespit edilmistir. Kopeklerin parazitin epidemiyolojisinde
onemli bir rol oynadigi, veterinerlik ve insan saglig1 agisindan bir risk faktorii olarak
goriilmesi gerektigi kaydedilmistir (Altay ve ark 2013).

Van’da SFDT ile T. gondii prevalansi arastirilmis ve 69 kdpegin (32 erkek, 37
disi) 40'mda (%57,9) antikor tespit edilmistir. Ev kopeklerinin 14’# (%40), sokak
kopeklerinin 26’s1 (%76,4) seropozitif bulunmustur. Sonuglar seropozitifligin yasla
iligkili oldugunu ve ileri yaslarda artis gosterdigini, cinsiyetin ise anlamli bir sekilde
etkilemedigini gostermistir. Kopeklerdeki T. gondii prevalansinin yiiksek olmasi,
insan ve hayvan sagligi agisindan biiyiik bir saglik riski teskil etmesinden dolay1
onleyici tedbirlerin alinmasi gerektigi bildirilmistir (Babiir ve ark 2007).

Ankara'da T. gondii ve Leishmania infantum’un seroprevalansini belirlemek
icin yapilan arastirmada, SFDT ile 116 saglikli sokak kopeginin 72’sinde (%62,06)
T. gondii enfeksiyonu tespit edilmistir. Erkek ve disiler arasinda anlaml bir farklilik
gbzlenmemistir. Yas gruplar1 arasinda farkililar bulundugu ve bir yasin atindaki
kopeklerde %61,1, 1-3 yas grubunda %56,3, 3-5 yas grubunda %80, 5 yasindan
biiyiiklerde ise %55,6 oranlarinda enfeksiyon bulundugu bildirilmistir (Aslantas ve
ark 2005).

Ankara’da yapilan diger bir arastirmada SFDT ile 107 sokak kopeginin 58’1
(%54) seropozitif olarak bulunmustur (Sahal ve ark 2009).

Diyarbakir’da kopeklerde toxoplasmosis ve laysmanyazin prevalansini
belirlemek i¢in yapilan bir aragtirmada, SFDT ile 100 saglikli kopekten 94' (%94)
toxoplasmosis agisindan seropozitif bulunmustur. Erkek ve disiler arasinda anlamli

bir farklilik bulunmadig: bildirilmistir (Icen ve ark 2010).
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Elazig’da sokak kopeklerinde T. gondii’nin seroprevalansini belirlemek igin
SFDT ile yapilan baska bir arastirmada, 53 kopekten 401 (%75,4) seropozitif
bulunmustur. Serumlarda 1/16 titrede 17 (%42,5), 1/64 titrede 12 (%30), 1/256
titrede 8 (%20) ve 1/1024 titrede 3 (%7,5) oranlarinda antikor tespit edilmistir (Aktas
ve ark 1998).

Kars’ta Yyapilan arastirmada, yine SFDT ile kopeklerde T. gondii’nin
seroprevalanst %96,1 olarak tespit edilmistir. Disi kopeklerin %96,3°1, erkek
kopeklerin %93,3°1 pozitif bulunmustur. Yasa gore seropozitiflik, 1-3 yas grubunda
%94,8, 4 yas ve lizerinde %96,3 olarak tespit edilmistir. Bu sonuclar, bu bolgede
yiiksek bir toxoplasmosis enfeksiyonu oldugunu gostermistir (Gicik ve ark 2010).

Sivas’da Kangal kopeklerinde toxoplasmosisis ve laysmanyaz yoniinden
yapilan arastirmada, 50 Kangal kopeginden 481 SFD testi ile T. gondii agisindan
seropozitif bulunmustur. Toxoplazmozda titreler 1:16'dan 1:1024'e kadar degisirken,
1'1 1:128 titrede ve 51 1:64 titrede pozitif bulunmustur. Enfeksiyonun yayilisinda
kopeklerin cinsiyetinin ve yasimnin anlamli bir etkisinin bulunmadigi bildirilmistir
(Kilig ve ark 2008).

Dogan ve ark (2014), Eskisehir’de T. gondii enfeksiyonunu tespit etmek icin
SFD testi ile ve IFA testi kullanmislar, SFD testi ile %54,1 (1/16 ve iizeri titrede),
IFA testi ile % 19 oraninda diisiik titrede (1/16 ve 1/64 titrede) seropozitiflik tespit
etmiglerdir. Cinsiyet, yas ve irkin yayilista anlamli bir etkiye sahip olmadigini
bildirmislerdir.

Konya’da bulunan 164 sokak kopeginden alinan serumlar, T. gondii
antikorlarini tespit etmek amaciyla incelenmis, SFD testi ile %64,02, IFA testi ile
%66,46, Modifiye Aglutinasyon testi ile %359,14 oranlarinda enfeksiyon tespit
edilmistir. Serumlardan 98’1 (9%59,75) hem IFA testi hem de SFD testinde pozitif,
48’1 de (%29,26) negatif bulunmustur. Hem IFA testi hem de MAT tarafindan
serumlarin 78’inde (% 47,56) pozitiflik, 36’sinda (%21,95) negatiflik, hem MAT
hem de SFD testi ile 72’sinde (%43,90) pozitiflik, 34 tinde (%20,73) negatiflik tespit
edildigi bildirilmistir (Seving ve ark 2000).

Konya’da yapilan diger bir arastirmada rekombinant TgSAG2 antijeni ile
uygulanan indirekt ELISA metodu ile kopeklerin %19,8'inin seropozitif oldugu
belirlenmistir (Zhou ve ark 2016).

Kirikkale’de 121 kopegin kan orneklerinde N. caninum IgG antikorlarinin

tespit edilmesi i¢in, IFA testi kullanilmis, pozitif serum Ornekleri SFD testi ile T.
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gondii yoniinden incelenmis, 35 N.caninum seropozitif kdpekten 19'u (%54,3) 1/16
ve daha yiiksek titrelerle T.gondii yoniinden de pozitif bulunmustur (Yildiz ve ark
2009).

Istanbul’un bes bolgesinde T.gondii enfeksiyonunu belirlemek amaciyla
yapilan IFA testi ile 150 sokak kdpeginin 77'si (%51,3) seropozitif bulunmustur.
Bolgeler arasinda anlamlilik farklilik oldugu tespit edilmistir. Yas ve cinsiyet
arasinda anlamli bir fark gbzlenmemistir. Sonuglar insanlar igin toxoplasmosis
yoniinden, kdpeklerin potansiyel bir risk olusturdugunu gdstermistir (Oncel ve ark
2007).

Brezilya’da 6lii dogan yavru kopekler Brucella canis, Ehrlichia canis, N.
caninum ve T. gondii gibi firsat¢i patojenler yoniinden IFA testi kullanilarak
incelenmis, 41 kdpegin %78,6’sinda T. gondii tespit edilmistir (Taques ve ark 2016).

Vietnam'in kirsal kesimlerinde 42 kopekte T. gondii'ye karsi olusan antikorlari
saptamak i¢cin MAT ile yapilan bir arastirmada, 42 kopekten 21'inde (%50) pozitiflik
tespit edilmis, alt1 kopekte 1:20, yedi kopekte 1:40, iki kopekte 1:80, iki kopekte
1:160, iki kopekte 1:320, bir kopekte 1:640 ve bir kopekte 1:1280 ve daha yiiksek
titrelerde pozitif sonu¢ alinmstir. Seropozitif kdpeklerden alinan kalp, dil ve beyin
dokular1 kedi ve farelere verilerek yapilan biyo-deneylerde, kopek dokular: verilen
sekiz kedide T. gondii izole edilmistir (Dubey ve ark 2007).

Ispanya’nin  Endiilis ve Ceuta bolgelerindeki kopeklerde T. gondii
enfeksiyonunun seroprevalansini ve risk faktorlerini belirlemek igin, modifiye MAT
kullanilarak yapilan aragtirmada 769 kopekten 235°1 (%30,6) pozitif bulunmustur.
MAT esik degeri 1:25 alinarak, kopeklerin 91°1 1:25 titrede, 43’1 1:50 titrede, 84’1
1:100 titrede ve 17’si 1:500 ve iizeri titrelerde pozitif bulunmustur. Kopek
toxoplasmosisinda kopegin avlanma aktivitesi, yas ve viicut biiytikliigiiniin 6nemli
risk faktorleri oldugu bildirilmistir (Cano-Terriza ve ark 2016).

Meksika'nin Veracruz sehrinde kdpeklerde toxoplasmosisin prevalansini tespit
etmek i¢in MAT (esik degeri:1:25) kullanilarak yapilan arastirmada, 101 kopekten
681 (% 67.3), (16’s1 1:25, 8’1 1:50, 9’u 1:100, 10’u 1:200, 10’u 1:400, 10’u 1:800,
3’0 1:1600 ve 2’si 1:3200 veya daha fazla titrelerde) seropozitif bulunmustur.
Sonuglar bu bolgede yiiksek oranda T. gondii kontaminasyonu oldugunu, bunun da
halk sagiligini etkileyebilecegini insanlarda toxoplasmosisa kars1 6nleyici tedbirlerin

alinmas1 gerektigini gostermistir (Alvarado-Esquivel ve ark 2014).
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Cin’de 328 ev kopeginde T. gondii seroprevalansi indirekt hemagglutinasyon
antikor (IHA) testi ile %10 bulunmustur. Cinsiyet, yas ve bolgelerin yayilista ¢ok
anlamli bir etkisi gozlenmemistir. Toxoplasmosis yoniinden Ev kopeklerinin, halk
saglig1 i¢in potansiyel bir risk olusturdugu kaydedilmistir (Yang ve ark 2013).

Cin'in Guangzhou sehrinde, sokak ve ev kopeklerinde Toxoplasma
antikorlarini tespit etmek amaciyla ELISA kullanilarak yapilan arastirmada, 36 sokak
kopegi ve 114 ev kopegi olmak iizere toplam 150 hayvan incelenmis ve
seropozitiflik %21,3 olarak saptanmistir. Erkek ve disiler arasinda anlamli bir fark
bulunmamis, sokak kopeklerinde (%33,3) ev kopeklerine (%17,5) gore daha fazla
enfeksiyon bulundugu bildirilmistir (Zhang ve ark 2010).

Panama'daki 456 ev kopeginde T. gondii enfeksiyonunun seroprevalansi,
indirekt ELISA testi kullanmilarak incelenmistir. IgG antikorlarinin seropozitifligi
%32,23 bulunmustur. Kopek toxoplasmosisinun bu bdlgede yiiksek oranda
bulundugu ve yasla birlikte arttig1 bildirilmistir (Rengifo-Herrera ve ark 2017).

Serolojik ve molekiiler testler kullanarak, Cin'de 364 kopek serumu ve 432
kopek karaciger dokusu 6rnegi T. gondii enfeksiyonuyoniinden incelenmistir. ELISA
ile kopeklerin %51,9’u seropozitif bulunmustur. Semi-nested PCR ile incelenen
karaciger doku drneklerinin %8,6’sinda parazit DNA si tespit edilmistir (Jiang ve ark
2015).

Cin'de T.gondii'nin ¢evreye bulastirilmasinda 6nemli rol oynayan Rakun
kopekleri (Nyctereutes procyonoides), semi-nested PCR kullanarak, parazitin genetik
cesitliliginin belirlenmesi agisindan incelenmis, 314 beyin dokusu o6rneginden 35
(%11,15)'1 pozitif bulunmustur (Zhou ve ark 2017).

[ran'da farkl1 bolgelerden temin edilen 245 kopek serumu, indirekt ELISA (30
kDa) ve IFA testi ile toxoplazmoz yoniinden incelenmis, IFA testi ile 73 kopekte
1:16-1:1024 titrelerde pozitiflik tespit edilmistir. ELISA testi ile 80 kopekte
seropozitiflik belirlenmis, testin duyarliliginin %94,52 ve spesifitesinin %93,60
oldugu bildirilmistir. Toxoplasmosisa karsi olusan antikorlar arasinda herhangi bir

capraz reaksiyon bulunmadig1 kaydedilmistir (Hosseininejad ve ark 2009).

1.3.6. Diger evcil hayvanlardaki yayginhgi

Toxoplasma gondii diinyanin her yerinde yaygin olup, hayvanlarda ve

insanlarda abort ve konjenital bozukluklara neden olabildiginden veteriner ve insan
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hekimligi agisindan 6neme sahiptir. Insanlarda seroprevalans degerlendirmeleri,
cesitli tlilkelere, bir iilke icerisindeki ¢esitli cografi bolgelere ve yine benzer
bolgelerde vyasayan ¢esitli etnik gruplara gore bliylik oranda farkliliklar
gostermektedir. Toxoplasma gondii'ye karst olusan antikorlar, farkli insanlarda %0
ila %100 arasinda degismektedir. Bu nedenle, T. gondii enfeksiyonlar1 {izerine
yapilan epidemiyolojik arastirmalarda antikor tanist igin ¢esitli testler
kullanmaktadir. Bu testler hassasiyet, spesifiklik ve analitik degerler agisindan
farklilik géstermektedir. Bu nedenle ayni niifus, yas, kiiltiirel aliskanliklar, ¢evresel
ve diger faktorler arasindaki ¢esitli yayginlik seviyeleri karsilagtirilmistir. Son
degerlendirmelerin, serolojik testlere bagli olarak, gebelik yoluyla primer maternal
enfeksiyon goriilme sikliginin, diinyadaki ¢esitli popiilasyonlarda 1-310/10 000
gebelik arasinda degistigini gosterdigi ileri siiriilmektedir (Dubey 2010).

Yapilan serolojik arastirmalar, saglikli erigkinlerin %3 ila %80’inin T.gondii
enfeksiyonuna maruz kaldigim1 gostermektedir. Gebe olmayan, bagisikligi yeterli
olan insanlarin %80 ila %90'1ninda asemptomatik seyreder (Enstitii 2005). Ayrica, T.
gondii enfeksiyonu organ veya kemik iligi naklinden de kaynaklanabilir. Ayni
zamanda AIDS’li insanlarda da 6nemli bir firsat¢1 parazittir. Dolayisiyla, genellikle
Toxoplasma takizoitlerinin horizantal yolla bulasmasi epidemiyolojik arastirmalarda
onemli degildir. AIDS hastalarinda, toksoplazmik ensefalit gelisiminin, HIV ile
enfeksiyon donemi boyunca seropozitif hastalarin%40'ma ulastig1 kaydedilmistir
(Tenter ve ark 2000).

Toxoplasma gondii doku Kkistleri, enfekte olmus domuz, koyun ve keci
dokularinda yaygin olarak bulunurken; at, tavsan, kdpek ve kiimes hayvanlarinda
daha az yaygindir. Sigirlarda %92 ve mandalarda %?20’ye kadar antikorlar
bulunmasina ragmen, etlerinde nadiren parazite rastlanamaktadir. Hayvancilik
yonetimi ve {liretimi, mezbaha hijyeni tedbirleri, gida prosediirii ve teknolojisi,
cevrede ¢ok sayida kedi bulunmasi, ¢esitli insan aligkanliklart ve cografi bolge gibi
T. gondii enfeksiyonlarmin epidemiyolojisi {izerinde etkili olan birgok faktor
bulunmaktadir (Lindsay ve Dubey 2007).

Toksoplasma en ¢ok evcil hayvanlardan kedi, koyun, ke¢i ve domuzlarda
goriilmektedir. Yaban tavsani, yaban domuzu, geyik ile diger geyikgiller, kangurular
ve ayilar da dahil olmak iizere birgok hayvanin etlerinde bulunan T. gondii'nin latent
doku Kistleri insan toxoplasmosisinun kaynagi olarak diistiniilmektedir (Tenter ve ark

2000). Ayrica, T.gondii nedeniyle olusan klinik hastalik belirtileri ve abort,
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koyunlarda daha sik, domuzlarda oldukga az ve sigirlarda ise nadir olabilmektedir.
T.gondii koyunlarda ve insanlarda agir sekilde seyreder (Fayer 1981).

Yalova’da bir yasindan biiyiik 63 koyunda T. gondii antikorlarini tespit etmek
amactyla SFD testi ve Lateks Agliitinasyon Testi (LAT) kullanilarak yapilan
arastirmada SFDT ile %66,66, LAT ile %65,08 oranlarinda enfeksiyon bulunmustur.
Iki test arasindaki uyumlulugun %73,01 oldugu bildirilmistir (Oncel ve ark 2005).

Ankara’da atlarda T. gondii seroprevalansi, SFD testi ile 23’1 1:16 (%82,1), 5’1
1:64 (%17.8) titrede olmak tizere %28 olarak bildirilmistir (Gliglii ve ark 2007).

SFD testi ile Samsun ve Afyon'da bulunan mandalarda T. gondii enfeksiyonu
arastinlmig, 1:16 ve daha yiiksek titrelerde hayvanlarin %87,79'u  pozitif
bulunmustur. Yas ve cinsiyetler arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Beyhan ve
ark 2014).

Karatepe ve ark (2010) tarafindan Nigde’deki atlarda spesifik T. gondii
antikorlarini tespit etmek ig¢in SFD testi kullanilarak yapilan bir arastirmada, 8 atta
1:16, 1 atta 1:64 titrede olmak iizere toplanan 125 serumun 9’unda (%7,2)
enfeksiyon bulunmustur. Yas gruplart ve cinsiyetler arasinda anlamhi farklilik
goriilmemistir.

SFD testi kullanilarak, Nigde’de bulunan 105’1 evcil (55 disi, 50 erkek) ve
11171 yabani (53 disi, 58 erkek) giivercin, spesifik T. gondii'nin antikorlarini tespit
etmek amaciyla incelenmistir. Arastirmada 1:16 titrede 105 ev giivercininden biri
(%0,95) ve yabani giivercinden biri (%0,90) seropozitif bulunmustur (Karatepe ve
ark 2011).

Tavuklar, toxoplasmosisin yayilmasinda olduk¢a Onemli konaklardan biri
olarak goriilmektedirler. Ciinkii enfekte olan tavugun az pismis etinin yenmesi
kediler ve insanlar i¢in iyi bir enfeksiyon kaynagidir. Organik ¢iftliklerde yetistirilen
tavuklarda %100’e kadar serbest alanlarda yemlenerek yetistirilen tavuklarda %30-
50 arasinda enfeksiyon bulunabilmektedir (Dubey 2008).

Konya’da yumurta tavuklarinda, spesifik T. gondii antikorlarini1 tespit etmek
amaciyla Sabin Feldman Boya testi (SFDT) kullanilarak yapilan bir arastirmada, 287
yumurta tavugunun %0,34’1 pozitif bulunmustur (Altindz ve ark 2007).

Adana’da cesitli yas ve cinsiyete sahip sigirlarda toxoplasmosis seroprevalansi
SFD testi ile arastirilmis ve %56,06 seropozitiflik tespit edilmistir. Yaglar arasinda
anlaml fark olmadig1 kaydedilmistir (Yiicel ve ark 2014).
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Kars’taki atlarda T. gondii'nin yayilist SFD testi ile kullanilarak arastirilmis,
189 at serumunun 39'unda (% 20,6) antikor tespit edilmistir (Akca ve ark 2004).

Bazi iilkelerde eseklerin etleri ve siitleri insanlar tarafindan tiiketilmektedir.
Modifiye aglutinasyon testi (MAT) ile Amerika Birlesik Devletleri'ndeki 373 esekte
yapilan serolojik arastirmada seropozitiflik (25 ila >200) titreler ile) %6,4 olarak
bulunmugtur. Seropozitiflik disilerde %7,0 ve erkeklerde %4,1 olarak tespit
edilmistir. Iki yasindan kiiciik hayvanlarda parazitin dogum sonrasi bulastigini
gosteren seropozitiflige rastlanmadig bildirilmistir (Dubey ve ark 2014).

Kanada kazlarinda T. gondii'ye karsi olusan spesifik antikorlar1 belirlemek igin
Modifiye Aglutinasyon testi (MAT) (esik deger 1:25) kullanilarak yapilan ¢alismada,
169 kazin 12’sinde enfeksiyon tespit edilmistir (Verma ve ark 2016).

Amerika Birlesik Devletleri’nin Maryland sehrinde kesimhanede kesilen 383
kuzunun kalbinden alinan kan, Modifiye Aglutinasyon testi (MAT) ile T. gondii
seropozitifligini belirlemek amaciyla incelenmistir. Kuzularin 104'iinde (%27,1)
seropozitiflik (MAT, 1:25 veya daha fazla) bulunmustur (Dubey ve ark 2008).

Bir baska ¢alismada, ABD'de 234 ke¢inin kalbinden alinan kanda T. gondii
seropozitifligini  belirlemek amaciyla Modifiye Aglutinasyon testi (MAT)
kullanilarak yapilan arastirmada, kegilerin 125'inde (%53,4) antikor bulundugu tespit
edilmistir (Dubey ve ark 2011).

Etiyopya'da develerde T. gondii enfeksiyonunun serodiyagnozu Direkt
Agliitinasyon testi (DAT) ve indirekt ELISA testi kullanilarak incelenmis,
seropozitiflik oramt Direkt Agliitinasyon testi (DAT) ile %49,62 (220/455) ve
indirekt ELISA ile %40,49 (179/451) olarak tespit edilmistir. Toxoplasma gondii
enfeksiyonu 8 yasindan biiylik develerde %56,52, 4-8 yas aras1 develerde %52,97, 4
yasindan kiiciiklerde (%34,26) oranlarinda bulunmustur (Gebremedhin ve ark 2014).

Etiyopya'da P30 protein antijeni kullanilarak yapilan indirekt ELISA testi ile
koyunlarin %70,48’1 pozitif bulunmustur(Gebremedhin ve ark 2013).

Bat1i Hint Adalarinda (Antillerde) mezbahalarda kesilen domuz, koyun ve
kegilerden toplanan serum, kalp dokusu ve et suyunun T. gondii'ye karsi olusan
reaktif antikorlar yoniinden incelenmesinde In-house ELISA kullanilmistir.
Incelenen serumlarda domuzlarin %48’inde, koyunlarin %26’sinda ve kegilerin
%34’linde, kalpten elde edilen et sularinda domuzlarin %55, koyunlarin %22 ve

kegilerin %3 1’inde antikorlar tespit edilmistir. Kalp dokusunda Quantitative PCR ile
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yapilan incelemelerde domuzlarin %?21’inde, koyunlarin %16’sinda, kegilerin
%?23’tinde T. gondii’nin DNA’lar1 bulunmustur (Hamilton ve ark 2015).

Cin’in Guizhou sehrindeki domuzlarda T. gondii (CAG)(sirkiilasyon antijeni)
ELISA ile %16,9 (18/70) olarak tespit edilmistir. Bunun yaninda anti-T gondii
IgG’nin varhigit %70 (49/70) olarak tespit edilirken, anti-T. gondii IgM’ye
rastlanmamuistir (Li ve ark 2015).

Hindistan’da rec-SAG2-ELISA metodu ile koyunlarin %50’sinde, kecilerin
%41,26’sinda ve sigirlarin %64,44’tinde pozitiflik tespit edilmistir. Spesifiklik
(%85,71-91,43) iken, duyarhlik (rec-SAG2-ELISA) (%81,25-87,10) olmustur (Singh
ve ark 2015).

Isvigre’de bulunan 250 koyun, 406 sigir, 270 evcil ve 150 yaban domuzunda T.
gondii'ye 6zgii real-time PCR kullanilarak yapilan arastirmada gDNA prevalansi,
yaban domuzunda %0,7, domuzda %?2,2, koyunda %2 bulunmustur. Enfeksiyon
orant sigirlarda %4,7 iken, buzagilarda %29,8 olarak tespit edilmistir (Berger-Schoch
ve ark 2011).

Hindistan'daki ¢iftlik hayvanlarinda rekombinant (SAG1) ELISA kullanilarak
yapilan aragtirmada %71,8 oraninda spesifik IgG bulunmus, testin duyarliliginin

%84,38 ve ozglinliigiiniin ise %87,88 oldugu bildirilmistir (Sudan ve ark 2015).

1.4. Toxoplasma gondii'nin Suslar:

Toxoplasma gondii karmasik bir yasam dongiisiine sahiptir. Eseyli iireme
yalnizca kedi bagirsaginda olurken, eseysiz lireme bircok omurgali konakda
gerceklesmektedir. Bu Olgiitler olagandist bir c¢ogalmaya sebep olmaktadir.
Toxoplasma gondii’nin I, IT ve III olmak tizere {i¢ farkli klonol susu bulunmaktadir
ve tip I suslar1 insanlar i¢in akut patojeniteye sahip iken, digerleri daha az patojendir
(Halonen ve Weiss 2013). U¢ susun arasinda DNA dizisi bakimindan genetik
farkliliklar (sadece %1-2 ) bulunmaktadir (Robert-Gangneux ve Dardé 2012).

Tip I (RH), Tip II (Prugniuad veya Pru, ME49 ) ve tip III suslarindan (VEG)
klinik toxoplasmosisda en yaygin olan izolat, tip II susudur (Howe ve ark 1997). T.
gondii’nin RH susu farelerde oldukga virulant ve dldiiriictidiir, yalnizca domuzlarda
orta derecede bir enfeksiyona neden olmaktadir. Ek olarak, inokiile edilen RH suslari
konaklarda doku kistleri olusturmamaktadir. Ayrica takizoit (VEG) susundan iiretilen

Toxoplasma gondii oocysti ile beslenen kediler daha sonra oocystleri yaymaktadirlar.
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Bu sus AIDS hastalarindan da izole edilmistir (Dubey 1998). T-263 mutant susu,
konaklarda doku Kkistleri olustururlar. Sayet bu kistler kediler tarafindan alinirsa,
bagirsakta inkomplet gelismeye maruz kalip diskilarda oocyst olusturamazlar
(Araujo 1994).

Kuzey Amerika'da ve Avrupa'da insan toxoplasmosisu daha ¢ok tip II
suslarindan kaynaklanmaktadir (Sibley ve ark 2009). Tip I insan kaynagindan nadir
olarak izole edilir ve fareler i¢in yiiksek derecede virulant 6zellik tagimaktadir. Tip II
insan, koyun ve domuzlardan daha sik izole edilmekte olup, Avrupa'da ve
Amerika'da toplanan suslarin %801 fareler i¢in virulant degildir. Toxoplasma
izolatlar1 arasinda nadir olarak bulunan Tip III (rekombinant genotipler), yabani
hayvanlar arasinda en yaygm olan sustur. Genellikle farelerde tip Il'den daha
viriilantir (Darde 2004). Kuzey Amerika'nin yabani hayatinda egemen olan (%46,7)
yeni bir sus olarak Tip 12 kesfedilmistir. Tip 12 genetik hattinda, su samurundan
kaynaklanan tip A ve X suslarini elde edilmistir (Dubey ve ark 2011). Tip 12 hatti,
haplogrup 12 olarak kabul edilmistir. Baglangigta vahsi hayvanlarda mevcut olup,
insanlarda seyrek olarak bulunmasimma ek olarak yiiksek klonal popiilasyon

degisikligine sahiptir (Khan ve ark 2011).

Toxoplasma gondii suslarinin  genotiplendirilmesi amaciyla SAG2 geni
kapsamli bir sekilde kullanilmaktadir. Diinyada PCR-RFLP ile incelenen en az 1500
ornek icinde 189 cesit genotip kesfedilmistir (Ajioka ve Sibley 2007).

T.gondii'nin GT-1 susu yedirilen hayvanlarin (koyun, kegi, at, sigir, domuz,
Kanada geyigi, bizon, ¢akal ve kopek) gesitli organlarina doku kistleri yayilmistir.
Farelerde enfeksiyon olusturmak i¢in en yaygin kullanilan suslar Beverley ve ME-49
suglaridir. Fareler i¢in daha az patojenik olan suslar yavas iireme yetenegine sahip
olan VEG, ME-49, Beverley, Prugniaud ve NTE gibi suslardir. Daha hizli ¢ogalan ve
daha fazla doku kisti olusumuna sebep olan RH ve BK gibi suslar ise patojenik
suslardir (Dubey ve ark 1998).

Brezilya'da, kedilerde T. gondii'nin 46 farkli genotipi izole edilmistir. 20
genotipte yiiksek bir genetik ¢esitlilik olmakla birlikte; Tip I, 11 veya Ill olarak
bilinen klonal soylar belirlenmemistir. Tavuk, kopek ve kedi gibi ¢esitli hayvanlarda
(toplam 125 izolat) 48 genotip belirlenmis ve bu genotiplerden 26'sinin tim
konaklarda tek izolata sahip oldugu kaydedilmistir. 48 genotipin dordi Brl, Brll,
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Brlll ve BrlV olarak tanimlanmistir. Toxoplasma gondii popiilasyonu yiiksek genetik
cesitlilige sahip iken izolatlarin hig¢birinde Tip II susuna rastlanmamustir. Farelerde
mortalite oranlarinin incelenmesi ile Tip Brll ve BrIV'in klonal soylariin orta
siddette virulent oldugu bildirilirken Tip Brl'in oldukca virulant, Tip Brlll'iin ise
nonviriilent oldugu bildirilmistir (Pena ve ark 2008).

Etyopya'da, 26 kedinin kalbinden, 1 kedinin diskisindan ve 6 kedinin ise digki
ve dokusundan elde edilen etkenlere ait DNA iizerinde yapilan genotiplendirme
calismasinda, PCR-RFLP ile ToxoDB-1 (Tip Il klonal), ToxoDB-2 (Tip IlI),
ToxoDB-3 (Tip Il varyant) ve ToxoDB-20 olmak iizere dort genotip bulunmustur
(Dubey ve ark 2013).

ABD’nin, Maryland, Virginia ve Bati1 Virginia eyaletlerinde 383 kuzuda (<1
yag) T. gondii prevalansi arastirllmistir. PCR-RFLP ile izole edilen 53 etkenin
genotiplendirilmesinde 15 genotip ile 57 sus ortaya ¢ikarilmistir. Bu suslardan biri
Tip I, 26’s1 (%45,6) Tip 11, 8’1 (%15,7) Tip Il olarak degerlendirilmistir. Diger
suslardan 11’inin atipik genotipe sahip oldugu bildirilmistir. Kuzularda T. gondii'nin
yiiksek diizeyde genetik cesitlilige sahip oldugu kaydedilmistir (Dubey ve ark2008).

Portekiz'in Lizbon sehrinde SAG2 tabanli genotiplendirme ile 41 giivercin ve
164 sokak kedisinin beyin drnekleri incelenmistir. Yapilan genotiplendirme sonucu
41 giivercinden tip I, tip Il, tip HI; kedi beyinlerinden ise Tip Il ve tip Il izole
edildigi bildirilmistir (Vilares ve ark 2014).

Cin'de, PCR-RFLP ile kedi diskilarindan izole edilen T. gondii'nin hiicre
kiiltiiriinde gelisen takizoitlerinden DNA genotiplendirmesi yapilmis ve digki izolat
olarak ToxoDB-1 bildirilmisken, doku izolatlar1 olarak da ToxoDB-9, ToxoDB-2 ve
ToxoDB-17 bildirilmistir (Yang ve ark 2015).

Kanada kazlarinda yapilan bir ¢alismada, 12 seropozitif kazin kalbi, T. gondii
izolasyonu i¢in farelere ve kedilere verilmis, elde edilen bir izolat hiicre kiiltiiriinde
cogaltilmig ve hiicre kiiltiirii kaynakl takizoitlerden genetik belirtegler (PCR-RFLP)
kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Sonuglar, 5 farkli T.gondii genotipinin

varligin1 gostermistir (Verma ve ark 2016).
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Kore Cumbhuriyeti'nde, hasta kani ile enfekte edilen farelerden T. gondii
takizoitleri izole edilmistir. Kore izolati-1 (KI-1) adinda yeni bir sus tanimlanmis ve

bu susun RH susu ile benzer 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Chai ve ark
2003).

Izmir’de sokak kedilerinde T. gondii’nin Tip II, Tip III ve Afrika 1 genotipleri
bulunmustur (Can ve ark 2014).

1.5. Toxoplasma gondii'nin Teshisi

Toxoplasma gondii enfeksiyonunun teshisinde asagida belirtilen gesitli tani

teknikleri kullanilmaktadir.

1.5.1. Mikroskobik metotlarla Direkt Tam ve Biyolojik metotlarla etken

izolasyonu

Kesin tani, hastalik etkeninin goriilmesiyle konabilece§ine gore taniya
yardime1 olacak muayene materyali iyi segilmelidir. Ozellikle lenf bezi ponksiyonu,
beyin omurilik sivisi, kemik iligi ponksiyonu ve atesli olgularda kan alinarak
yayma veya siirme preparatlar yapilir ve Giemsa ile boyanarak parazit aranir. Eger
alinan muayene materyali bir kag ml hacimde siv1 ise, bu siv1 santriflij edilerek

¢okeltiden preparat hazirlanir ve yine giemsa ile boyanir.

Eger muayene materyali biyopsi ise doku kesitleri hematoksilen-eozin ile
boyanarak incelenir. Parazitler bu sayilan preparatlarda genellikle cekirdekli
hiicreler iginde, nadiren hiicre disinda trofozoit formda goriilebilir. Bu sekilde
etken aranmasi ve goriilmesi olduk¢a zordur. Toxoplasma gondii trofozoitleri
goriildiigli zaman kesin tan1 kondugu halde, parazitler goriilemedigi zaman
toxoplasmosis yoktur denilemez.

Alinan muayene materyalinde parazit goriilemez ise deney hayvanlarina
inokiilasyon yontemi uygulanabilir. Deney hayvani olarak en fazla beyaz
laboratuvar fareleri kullanilir. Laboratuvar faresi bulunamadigi zaman kobay veya
hamstere inokiilasyon yapilabilir. Toksoplasmoza karsi en duyarli laboratuvar
hayvani beyaz laboratuvar fareleri oldugundan inokiilasyon daima bu hayvanlara
yapilir. Deney hayvanlari kullanilmadan 6nce bu hayvanlarda toksoplasmoza karsi

diren¢ bulunup bulunamadiginin kontrolii gereklidir.
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Hastalardan alinan ponksiyon veya biyopsi materyali ayrica toksoplasmozun
6liim sebebi oldugu siipheli olgulardan alinan beyin, akciger, karaciger, dalak ve
ozellikle lenf yumrusu parcalar1 ezilerek tiroid eriyiginde %10 siispansiyonlari
yapilir. Bu siispansiyonlardan farelerin peritonu igine 0,1-0,2 ml ve beynine 0,02
ml verilir. Her inokiilasyon i¢in en az {i¢ fare kullanilmasi gereklidir. Eger
toksoplasmoz pozitif ise, periton igine verilen fareler 5-6 giinde, beyin i¢ine
verilen fareler 4-5 giin i¢inde oliirler. Fareler dlmek tizereyken veya hemen
oldiikten sonra periton sivisindan bir miktar fizyolojik tuzlu su (FTS) ile
karistirtlip 2. grup farelere Toxoplasma goriilsiin veya goriilmesin pasaj yapilir.
Ayni sekilde de beyin dokusu ezilerek yine 2. grup farelere pasaj yapilir. Sonra
Olen farelerin periton sivisi, beyin dokusu ve diger i¢ organlarindan yapilan siirme
preparat veya kesitlerde Toxoplasma trofozoit veya kist sekilleri aranir.

Toxoplasma goriilmeden yapilan pasajlara kor pasaj adi verilir ve genellikle
2-3 kor pasajdan sonra Toxoplasmalar deney hayvaninda goriilebilmektedir

(Ozcel ve Sermet 1983).
1.5.2. Serolojik testler

Toxoplasmosis tanisinda uygulanan serolojik yontemleri, kullanilan antijene
gore smiflandirtp incelemek daha dogrudur. Ciinkii Toxoplasma antijeninin
ozelligine gore hasta veya siipheli organizmada olusan antikorlar aranacaktir. Eger
antikorlar ayni olursa o zaman kullanilan yontemlerin sonuglarinin da birbirine ¢ok

yakin olmasi gerekecektir.

Serolojik tant yontemlerinden en fazla kullanilan ve sonuglarina giivenilen
metodlar: 1) Sabin-Feldman boyama yontemi veya Dye test (SFDT), 2) Indirekt
Fluoresan Antikor Testi (IFAT), 3) Kompleman birlesmesi testi (KB), 4) Direkt
ve indirekt hemagliitinasyon testi (IHA), 5) Enzim isaretli antikorlarla yapilan
ELISA testi (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), 6) Modifiye agliitinasyon
testi (MAT), 7) Lateks agliitinasyon testi (LAT), 8) Direkt agliitinasyon testi
(DAT).

Bu yontemlerden SFDT ve IFAT yontemlerini uygularken Toxoplasma
trofozoitlerinin  kendileri antijen olarak kullanilirlar. Her iki yodntem igin,
laboratuvarda Toxoplasma infeksiyonunun farelerde devam ettirilmesi gereklidir.

Her iki yontemde de antijenin taze hazirlanmasi ve kullanilmas: tercih edilir.
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1.5.2.1. Sabin-Feldman boyama yontemi (dye-test)

Bu test ilk olarak 1948 yilinda Sabin ve Feldman tarafindan tarif edilmistir.
Hasta veya siipheli kisi serumunda Toxoplasma trofozoit sekillerine karsi olusan
antikorlarin arastirlmasinda kullamilir. Bu test canli Toxoplasma trofozoit
sekillerinin antikorla karsilastiklar1 zaman Aktivator faktor yardimiyla ve alkali
ortamda metilen mavisi ile boyanmamalari, antikor olmadigi zaman ise
boyanmalari esast iizerine kurulmustur (Ozcel ve Sermet 1983).

SFDT bugiine kadar Toxoplasmosis tanisinda en gilivenilir ve duyarl bir
yontem olarak yerini korumustur. Akut ve kronik Toxoplasmosis olgularinda
sonuglara giivenilmesi ve baska hastaliklarla ¢apraz reaksiyon vermeyecek kadar
0zel olmasi dolayisiyla olanaklar1 yeterli olan laboratuvarlar halen birinci
derecede bu testi uygulamaktadirlar. Testin uygulanmasinda canli Toxoplasma
trofozoit sekillerinin antijen olarak kullanilmasi, birgok arastirici tarafindan
tehlikeli ve kullananlar igin riskli bulundugundan laboratuarlarda devaml
uygulamadan kaginilmaktadir. Ayrica komplemana benzeyen ve ancak bazi
normal serumlarda yeterli diizeyde bulunan Aktivatoriin bulunmasi kolay
olmadigindan bu testin uygulanmasi sinirli kalmaktadir (Ozcel ve Sermet 1983).

Sabin-Feldman boya testinde antijen hazirlamak igin, canli Toxoplasma
trofozoitleri 3 giin Once intraperitoneal yolla enfekte edilen beyaz laboratuar
farelerinin periton sivisindan elde edilir. Fare periton sivisinda ¢ok miktarda canli
Toxoplasma bulunmasi gereklidir. Bu sekildeki fare periton sivist dogrudan antijen
olarak kullanilmaktadir. Bu testte boya olarak metilen mavisinin %96 ik alkol
igindeki %?2'lik eriyigi, antikorla karsilasmayan Toxoplasma takizoitlerinin mavi
renge boyanmasinda kullanilir. Aktivator serum, komplemana yakin 6zelligi olan ve
her normal insan kaninda yeterli diizeyde bulunmayan bir faktordiir. Unat’a gore
(39) properdin, magnezyum ve komplemanin bazi fraksiyonlarindan olusmustur.
Remington ve Strannegard’in ¢aligmalarina gore, antikor bulunan ortamda aktivator
faktor antikorlarin parazit zarina tutunmasina ve parazit zarinin yer yer eritilmesine
sebep olmaktadir (26. 29). Aynmi ¢alismalarda properdin’e benzeyen bu faktoriin
1stya dayanikli olmadigi, 1sitilan serumlarin  aktivatdr oOzelligini  kaybettigi,
isitilmamig serum ilavesiyle bu 6zelligin geri geldigi invitro ve invivo sistemlerde

gosterilmistir.
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Test sonunda, boyanmis takizoitler koyu mavi olarak goriiniirler,
sitoplazmanin kismi lizisinden dolayr daha yuvarlaklagmislardir. Boyanmamig
takizoitler ise ilk sekillerini korurlar.

Antikorla birlesen takizoitler alkalen metilen mavisi ile boyanmazlar ise
sonug¢ olumludur (pozitiftir). Serumda antikor yoksa takizoitler koyu mavi renge
boyanirlar ve yuvarlaklasirlarsa sonug negatiftir. Test sonuglarinin mikroskobik
incelemeyle okunmasinda takizoitlerin hem boyanmasina hem de sekillerindeki
degisiklige dikkat edilir. Negatif olgularda mikroskop sahasinda goriilen
takizoitlerin hangi oranda boyanmis goriilebilecekleri testi uygulayan laboratuar
veya arastiricinin deneyimine gore degisebildigi gibi bu durum bilinen pozitif
serum ve negatif serum ve diliisyonlar1 ile kontrol edilir. Genelde, mikroskop
sahasinda goriilen takizoitlerin %60 veya daha fazla oranda boyanmasi sonucun
negatif olmasi i¢in yeterlidir. Sonugta 1/64 ve daha yukar: diliisyonlardaki pozitif
goriiniim toxoplasmosis tanisi i¢in yeterli sayllmaktadir.

SF testi uygulamalarinda Remington ve arkadaslar1 (26) baz1 ufak
degisiklikler yapmiglardir. Testin uygulanisina iyice aliskin olan ve deneyimi
bulunan kisiler tarafindan metilen mavisi kullanilmadan da test uygulanabilmekte,
antikorla Aktivator serum ortaminda karsilasan takizoitlerin hiicre zarindaki
degisiklige ve sitoplasmadaki vakualizasyona bakilarak sonu¢ okunmaktadir. Cok
deneyim gerektiren bu uygulama yanlis yorumlara sebep olabilecegi gerekgesi ile

pek kullanilmamaktadir.

1.5.2.2. ELISA yontemi (Enzim Isaretli Anti-globulinlerle Antikor

Arastirilmasi)

Bu yontem ilk olarak Engvall ve Perlmann tarafindan agiklandiktan sonra
(1971), eriyik antijenlerle yapilan diger testlerin bir Karigimi ve en iyisi olarak
bildirilmistir. Antijen olarak canli takizoitlerden hazirlanan eriyik antijen veya
laboratuar ortaminda rekombinant DNA teknolojisi uygulanarak hazirlanan
rekombinant proteinler kullanilir. Antijen materyali karbonat-bikarbonat tampon
soliisyonu (pH 9.6) ile sulandirilarak kullanilir. Sulandirma derecesi bir seri
deneyimle bilinen pozitif serumun sulandirma dereceleri ile 6nceden saptanirsa
test hem daha cabuk uygulanir, hem de sonuclara daha ¢ok giivenilir. Antijen

1cm? de 5 mikrogram protein bulunacak sekilde sulandirilir. Testin uygulanigsinda
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polystrene hemagliitinasyon plaklar1 kullanilir. Bu plaklardaki ¢ukur diplerinin
diiz olmasina dikkat edilir. 1) polystrene plak ¢ukurlar1 i¢ine 6nce belli oranda
sulandirilmis antijenden 100 mikrolitre konur. Antijenin, polystrene tarafindan
yeterli diizeyde emilmesi, diger bir deyisle polystrene ¢ukurlarinin antijenle
yeterli sekilde kaplanabilmesi i¢in, buzdolabinda 24 saat veya 37°C de 2-3 saat
bekletilir. Bu sekilde antijen bulunun plaklar buz dolabinda kullanilincaya kadar
(1 hafta) bekletilebilmektedir. 2) Antijen bulunun g¢ukurlar, kullanilmadan &nce
fosfat buffer tampon (PBS, icinde % 0.5 oraninda Tween 20 olmasi gereklidir) ile
miimkiinse otomatik yikama makinesi ile 3 kez, bu makina yoksa her ¢ukur 3 kez,
3 dakika beklenerek tampon soliisyon pipetle konup emilmek suretiyle yikanir.
PBS i¢ine Tween 20 yerine %0.02 sodium azide kullanilabilir. 3) Cukurlar igine
stipheli serum, pozitif serum, negatif serum c¢esitli sulandirma derecelerinde ve en
dis siradaki ¢ukurlara da sadece PBS konur. Bu sekildeki plaklar 37°C de 30
dakika-2 saat etiivde ve baz1 arastiricilara gore oda 1sisinda bekletilir. 4)Plaklar
tekrar PBS- Tween 20 karisimi ile 6nceki gibi 3 kez otomatik olarak veya pipetle
yikanir. 5) Enzim isaretli, (Peroxidase veya Alkaline fosfatase) tavsandan elde
edilmis anti-insan/hayvan tiirii polivalan globulin veya anti-insan/hayvan tiirii 1gG
kullanilabilir. Giiniimiizde daha ¢ok polivalan enzim isaretli anti-insan/hayvan
tirti globulinlerinin kullanilmasi tercih edilir. Peroxidase isaretli anti-globulin
antikorlar1 ile, alkaline fosfatase isaretli anti-insan/hayvan globulinlerin
kullanilmasi testi uygulayan arastiricinin  deneyimine bagli  olmaktadir.
Calismalar, alkaline fosfatase ile isaretli antiglobulinlerle daha kuvvetli ve
goriilebilen renk degisikligi elde edildigini gostermistir. Bu sekilde enzim isaretli
anti-globulinin genellikle 1/500 veya 1/1000 oraninda sulandirilmis soliisyonu
kullanilir. Bu soliisyondan her ¢ukura yine 100 mikrolitre konur. Enzim isaretli
anti-globulinlerin sulandirilmasinda PBS ve %1 lik sigir serum albumini veya %3
yagsiz siit tozu kullanilmaktadir. Enzim isaretli anti-globulinlerin g¢ukurlara
konmasindan sonra, plaklar 37°C lik etiivde 2 saat veya oda sicakliginda 3 saat
bekletilirler. 6) Plak gukurlar tekrar ayni sekilde 3 kez yikanir. 7) Bu kez plak
cukuralart i¢ine enzimle renk reaksiyonu verebilecek substrat hazirlanir.
Peroxidase i¢cin 80 mgr 5- amino salisitik asit 80 °C de ml saf su i¢inde eritirlir ve
1 N NaOH ile pH 6.0'ya ayarlanir. Bu soliisyondan 9 kisim iginde 1 kisim %0,5
H202 ilave edilerek substrat hazirlanmis olur. Alkaline fosfatase enzim igin: 1

mgr P-Nitrofenilfosfat, 1 ml diethanolamine buffer pH 9.8 icine konarak
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hazirlanir. Bu hazirlanan substat soliisyonundan enzime gore hangisi uygun ise
ondan 100 pl miktarinda gukurlar i¢ine konur ve peroxidase igin oda 1sisinda 1
saat, alkaline fosfatase i¢inse 30 dakika beklenir. Ortama her iki enzim igin de
gecerli olan, 1IN NAOH veya 2 mol NaOH soliisyonundan 25- 50 ul, her gukur
icine konarak bu enzimatik olay durdurulur. 8) Plak ¢ukurlar i¢inde pozitif olgu
peroxidase kullanildiginda agik kahverengi, alkaline fosfataz kullanildiginda sar1
yesil renk goriilmektedir. Bu rengin degerlendirilmesi 1979 yilina kadar gozle
yapilirken, daha sonra piyasaya siiriilen otomatik spektrofotometre olarak takdim
edilen multiskan ile degerlendirilmeye baslanmigtir. Bu makine igine konan
hemagliitinasyyon plaklar1 ¢ukurlar ig¢indeki renk ayirimlari, sayisal degerler
halinde, pozitif, negatif serumlar ve PBS c¢ukurlar1 degerleri ile karsilastirmak
suretiyle, slipheli serumlarin pozitif degerleri saptanmaktadir. Multiskan adi
verilen bu spektrofotometre 5 dakikadan daha az zamanda 96 c¢ukurdaki renk
degerlendirmelerini kolonlar halinde yazili olarak vermektedir (Ozcel ve Sermet
1983).

ELISA testi daha ileri ¢alismalar i¢cin de uygun bir yOntem olarak
uygulanmaya baslamistir. Bu ¢alismalardan ilki, bilinen Toxoplasma
antikorlarinin, polystyrene plaklara emdirilerek, Toxoplasmosis tanisinda antikor
olugsmasindan oOnce taniya olanak verebilecek, kan serumunda Toxoplasma
antijeni aramast ¢aligmalardan basar ile kullanilmistir. Bu giin parazit antijen
fraksiyonlarindan hangilerinin koruyucu tipte antikor olusturabildigi konusu,
immiino- parazitoloji ¢alismalarinin esasin1 olugturmaktadir. Bu maksat i¢in tek
koloni antikorlarindan faydalanilmaktadir. Toxoplasma antijenleri ile immunize
edilen fare dalak hiicreleri ile fiizyona basliyan myoloma hiicrelerinden elde
edilen tek koloni antikorlarindan hangisinin invitro ve invivo ortamda
Toxoplasma trofozoitlerini 6ldiirdiikleri bir seri deneyle arastirildiktan sonra, bu
tek koloni antikoru, polyestryrene hemagliitinasyon plak ¢ukuruna emedirilir. Bir
seri Toxoplasma antikoru fraksiyonlar1 sulandirilarak, bu antikorla antikor
hangisinin reaksiyon verdigi saptanabilmektedir. Bu ¢alismalar heniiz baglangi¢
sathasinda olup ¢ok 6zel antikor ve antijen aramasi ¢alismalar1 ger¢eklesebilecek

kanisindayiz.

Paraziter hastaliklarda as1 hazirlanmasi i¢in koruycu antikor olusturan antijen

fraksiyonlarinin bulunup ortaya c¢ikarilmasinda IFAT ve ELISA teknigi invitro
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deneyimlerle birlikte kullanilmaya baglanmistir. Bir kez bu sekildeki antijen
fraksiyonu bulunduktan sonra, bu giin DNA teknolojisi ve rekombinant DNA
yontemleri ile bu 0Ozel antijenlerin {retilmesi ve sonugta asi hazirlanabilmesi

mumkiin olabilmektedir.
1.5.3. Molekiiler yontemler

1980’11 yillardan itibaren molekiiler metotlarin bilim diinyasina girisine paralel
olarak bir¢ok viral, bakteriyel ve paraziter hastaliklarin teshisi ve kontrolii noktasinda
biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Giinlimiizde paraziter hastaliklardan sorumlu
parazitlerin belirlenmesinde molekiiler teshis metotlart ¢ok yaygin olarak
kullanilmaktadir. Molekiiler teknolojide, parazitlerin niikleik asit molekiilleri (DNA,
RNA) ve antijenik bilesenleri belirlenerek enfeksiyonlar teshis edilmektedir.
Molekiiler teshis metotlar1 genellikle ¢evre kosullarindan etkilenmez ve bu metotlarla
daha giivenilir sonuclar elde edilir. Molekiiler parazitolojide 6zellikle niikleik asit
tabanli tekniklerin gelismesi daha 6zgiil ve duyarli tan1 araglarinin ortaya ¢ikmasini
saglamistir. Bu teknikler veteriner parazitolojide tani, tedavi, genetik tiplendirme,
sistematik, populasyon genetigi, ekoloji, epidemiyoloji, antiparazitik ila¢ ve asi
gelistirilmesi, ila¢ direncinin anlasilmasi ve parazit genom caligmalar1 gibi birgok

konuda kullanim alani1 bulmustur.

Niikleik asit tabanli tekniklerin temeli mikroorganizmalarin DNA ve RNA

molekiillerinin tespitine dayanmaktadir.

DNA tespitine dayali teknikler Polimeraz zincir reaksiyonunun degisik
modifikasyonlarindan olusmaktadir. Bunlar; Multiplex PCR, Nested PCR, Gergek
Zamanl (Real-Time) PCR (qPCR), Reverse Line Blotting (RLB), Arbitrary-primed
PCR (AP-PCR), Touchdown PCR, Polimeraz Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP), in Situ PCR, Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP), Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP),
Luminex, Southern Blotting, Microsatellite, DNA Mikroarray.

RNA tespitine dayali teknikler, Reverse Transkriptaz PCR ve Northern Blotting

metotlarini i¢ine almaktadir.

1.5.4. Protein analizi
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Son yillarda molekiiler biyoloji ve gen teknolojisi alanlarinda kaydedilen
ilerlemelere paralel olarak DNA, RNA, protein ve antikor gibi mikromolekiiller
tizerinde ¢esitli degisiklikler yapilarak saglik alaninda geleneksel metotlara ek teshis,
tedavi ve korunma metotlar1 gelistirilebilmektedir. Rekombinant DNA teknolojisi
kullanilarak, patojen bir mikroorganizmaya ait molekiiller, laboratuvar ortaminda
istenilen zaman ve miktarlarda sentezlenebilmekte ve bunlar hem teshis metodu hem
de as1 gelistirmek amaciyla kullanilabilmektedir. Hastaliklarin  teshisinde
rekombinant antijenlerin kullanimi, tani1 testlerinin hizini, 06zgilliiglinii ve
duyarliligin1 arttirmistir. Bu  teknolojiyi kullanarak elde edilen rekombinant
proteinlerin konaga ait faktorleri tasimamasi nedeniyle bu proteinleri kullanarak
yapilan testlerde, yanlis pozitif reaksiyonlarin goriilme ihtimali daha dustktiir.
Veteriner hekimliginde hastaliklarin teshisi amaciyla kullanilan bir¢ok rekombinant
protein bulunmaktadir. Malarya, toxoplasmosis, trypanosomiasis, babesiosis ve
leishmaniosis gibi protozoonlarin sebep oldugu hastaliklarin teshisinde kullanilan
yontemlerin ¢ogunda rekombinant antijenler kullanilmaktadir. Parazite ait proteinler
canli etkenden elde edilen ham protein olarak da kullanilabilir, ancak ham protein
eldesinde standardizasyon sorunlari ile karsilagilmaktadir. Bu nedenle son yillarda
parazite ait protein yapidaki antijenik molekiiller rekonbinant DNA teknolojisi
kullanilarak laboratuar ortaminda {iretilip immiinolojik ve molekiiler ¢alismalarda

kullanilmaktadirlar (Tenter ve ark 2000, Dubey 2010).

Protein tespitine dayali teknikler,Western Blotting ve Protein Mikroarray

metotlarini i¢ine almaktadir.
1.5.5. Son konaklarda teshis

Kedilerde subklinik veya klinik enfeksiyonlar olusabilmektedir. Mikroskobik
olarak, kedilerin diskisindaki oocystlerin teshisi amaciyla flotasyon metodu
kullanilmaktadir. Son konaklarda T. gondii’nin teshisi digki muayenesi ve serolojik
metotlarla yapilir. Ancak, diski muayenesinde saptanan T. gondii oocystleri
morfolojik olarak Hammondia ve Besnoitia cinslerindeki tiirlere benzedikleri i¢in
teshis etmek ¢ok zordur. Fakat H. hammondi’yi T. gondii’den ayiran en 6nemli
Ozellik, oocystlerinin kediler i¢in enfektif olmayist (doku kistleri kediler igin
enfektiftir), fareler i¢in enfektif olusudur (Veronesi ve ark 2017).
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ELISA ve direkt agliitinasyon testleri, hayvanlarin dokularinda enfeksiyonun
tespiti i¢in kullanilan basit ve hizli muayene yontemleridir. Teshiste esas olarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli testlerden yararlanilmaktadir (Dubey

2010).

Kedilerde etkene spesifik 1gG antikorlarinin tespiti igin ELISA'da kullanilan
antijenler; takizoit lizat antijeni (TLA), yiizey antijen-2 (SAG2), yogun graniil
proteinleri (GRA2, GRA6, GRA7, GRA15) ve mikroneme proteini-10 (MIC10)

olmak iizere ¢esitli rekombinant antijenlerden ibarettir (Abdelbaset ve ark 2017).

Toxoplasmosisa kars1 olusan antikorlarin belirlenmesi igin rekombinant SAG2
proteininin kullanildigr bir imiinokromatografik test (TgICT) de gelistirilmistir. Bu
test hizli, basit, spesifik, hassas, ve diisiik maliyetli olup kullanim1 kolaydir (Huang
ve ark 2004).

1.5.6. Ara konaklarda teshis

Toxoplasmosisin teshisinde sadece klinik belirtiler yetersiz kalmaktadir.
Toxoplasma gondii enfeksiyonunun tespitinde immiinolojik ve molekiiler teknikler
olmak iizere birgok tan1 yontemi kullanilmaktadir. Boya testi, indirekt
hemagglutinasyon testi, lateks aglutinasyon testi, IFA testi ve ELISA testi gibi
serolojik yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Toxoplasmosisin teshisinde
genellikle serum Orneklerinde Toxoplasma antijenlerine karsi spesifik IgM ve IgG
antikorlarinin saptanmasi esas alinmaktadir. Ticari testlerin bir¢ogunda dogal
antijenler bulunur ve test dogrulugu genis varyasyonlar gostermektedir (Dubey

2010).

Insanlarda tokzoplazmozun teshisi, biyolojik, serolojik, histolojik veya
molekiiler yontemlerden birisi veya bu testlerin birka¢i1 ile yapilabilmektedir.
Hiimoral antikorlarin belirlenmesinde kullanilabilecek pek ¢ok serolojik metot
vardir. Bunlar; Sabin-Feldman boya testi (SFDT), direkt wve indirekt
hemaggliitinasyon testi (HA, IHA), indirekt floresan antikor testi (IFAT), direkt
agglutinasyon testi (DA), lateks agliitinasyon testi (LAT), enzime bagh
immunosorbent assay (ELISA), immunosorbent agliitinasyon testi (IAAT) ve

Toxoplasma deri testidir (Hill ve Dubey 2002).
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Dogum sonrast konjenital toxoplasmosisin tanisinda, plasenta veya kordon
kan1 serumu ile bebekler T. gondii spesifik antikorlarin tespiti yoniinden serolojik
olarak incelenebilmektedir. Yeni doganlarda konjenital enfeksiyonu teshis etmek icin
plasental dokularda parazit tespiti kullanilan en yaygin testlerden birisidir. Plasenta
kasi, beyin, kan veya diger viicut sivilarindan parazitlerin izole edilmesi, hiicre
kiiltiri ve farelere inokulasyon, PCR ile etkene spesifik DNA tespiti,
immiinohistokimyasal boyama ve elektron mikroskopi metotlariyla teshis

yapilabilmektedir (Robert-Gangneux ve Dardé 2012).

Giemsa ile boyanmis doku kesitleri ya da frotiler hizli bir sekilde
incelenebilmesi ve nispeten ucuz olmasina ragmen, bu yontemin hassasiyeti azdir.
Organ nakli yapilan hastalarda, T. gondii, bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisi, kan,
kemik iligi aspirati, beyin omurilik sivisi (CSF) veya biyopsi ve retinokoroiditte

saptanabilir (Robert-Gangneux ve Dardé 2012).

Rekombinant proteinler, T. gondii enfeksiyonlarini teshis etmede teshis
bilesenleri olarak yiiksek bir potansiyele sahiptirler. Serumda parazite spesifik
antikorlar1 teshis icin spesifik immunoglobulinler (IgM ve IgG) kullanilmaktadir
(Kotresha ve Nooordin 2010).

1.6. ToxoplasmosisinTedavisi

Insanlarda ozellikle gebe kadinlarda, bagisikligi baskilanmis hastalarda,
dogustan enfekte bebeklerde ve okiiler enfeksiyonu olan kisilerde antibiyotikler
kullanilabilmektedir. Antibiyotikler doku kistlerine etki ederek parazitleri ortadan
kaldiramamaktadirlar. Hamile kadinlarda akut toxoplasmosisin fetusa bulasmasini
onlemek icin spiramisin tedavisi uygulanmaktadir. Ilacin kemik iligini baskilayici
etkilerini 6nlemek icin folinik asit gibi destekleyici bir tedavi, pirimetamin ve
stilfadiazin ile birlikte verilmelidir. Kronik enfeksiyon durumlarinda trimetoprim-
sulfametoksazol (100 mg/ kg/ giin) verilebilmektedir. Konjenital toxoplasmosisda
pirimetamin, siilfadiazin ve I6kovorinin kombinasyonu tedavi amaciyla

kullanilabilmektedir (Dubey 1988, Tenter ve ark 2000, Dubey 2010).

Hayvanlarin tedavisinde, Klinik hastaligi tedavi etmek i¢in antibiyotikler ve
destek tedaviler kullanilmaktadir. Pirimetamin ile birlikte siilfametazin, siilfadiazin

ve sulfametoksazoldan birisinin kullanildig1 tedavi protokolleri ile iyi sonuglar

39



almmustir. Pimetamin (1 mg/ kg) ve siilfadiazine (120 mg/kg) kombinasyonu ile 2-
stilfamoil-1-4, 4-diaminodifenilsiilfonun (SDDS) (160-1000 mg/ kg) oocyst atilimini
azalttig1 bildirilmistir (Sonar ve Brahmbhatt 2010).

Toxoplasmosisda kullanilan bazi ilaglar soyledir:

1-Kedilerde oocyst atilmasini engellenmek igin; Klindamisin, 50 mg/ kg,
agizdan veya kasi¢i (IM), 24 saatte bir, 1-12 giin kullanilir. Ayrica Toltrazuril, 5-10
mg/ kg, agizdan, 24 saatte bir, 2 giin kullanilir.

2-Sistemik enfeksiyonlar i¢in; Klindamisin, 3-13 mg/kg, agizdan, her 8 saatte
bir, kopeklerde en az 4 hafta uygulanabilir. Kedilerde Klindamisin, 8-17 mg/kg,
agizdan veya IM, her 8 saatte bir, en az 4 hafta kullanilir. Kopek ve kedilerde
Trimetoprim-siilfonamid, 15mg/kg, agizdan, her 12 saatte bir, en az 4 hafta
kullanilmalidir. Yine kedilerde Azithromycin, 10mg/kg, agizdan, 24 saatte bir, en az
4 hafta uygulanir (Dubey ve ark 2009).

Trombositopeni ve lokopeniyi Onlemek ve prymethaminenin yan etkilerini
azaltmak i¢in folinik asit ve firinci mayasi veya antagonist olarak bira mayasi

destekleyici tedavi olarak uygulanabilmektedir (Fayer 1981).

Siilfadiazin ve prymethamine yaygin olarak kullanilan iki ila¢ olmasina ragmen
komplike durumlarda diaminodifenilsiilfon, atovakuon, spiramisin ve klindamisin

gibi ilaglar da kullanilmaktadir (Hill ve Dubey 2002).
1.7. Toxoplasmosisa Kars1 Korunma
1.7.1. Hijyen tedbirleri

Giiniimiizde insan ve hayvanlarda toxoplasmosisa karst korunmada etkili bir
ast olmadigindan dolay1 hijyen tedbirleri 6n plana ¢ikmaktadir. Kopek ve kedilerde
toxoplasmosisu 6nlemek i¢in 6zellikle kedi enfeksiyonlarinin azaltilmasi ve kediler
tarafindan oocyst yayiliminin 6nlenmesi gerekmektedir. Bu amagcla kediler sadece
kuru veya konserve olarak iiretilen ticari olarak islenmis mamalar ile beslenmeli ve
av yapmalaria engel olunmalidir. Evde beslenen kedi ve kopeklerin, potansiyel ara
konaklar kemirgen hayvanlar ve hamambodcegi gibi mekanik vektorleri yemeleri

engellenmelidir. Kedilerin, besin depolarinin bulundugu binalara veya evlere girmesi
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engellenmelidir (Dubey ve ark 2009). Etlerin insan veya hayvan tiiketiminden 6nce
dondurulmasi veya rontgen (X-ray) isinlarina maruz birakilmast doku Kkistlerini
Oldiirmektedir. Bu yontem et kalitesini etkilemez ve ayrica ¢ok kullanilan, kolay ve

diistik maliyetli bir yontemdir (Dubey 2008).

Insanlara toxoplasmosisin gida kaynakli bulasmasinin éniine gegmek igin et ve
hayvanlarin diger kisimlar1 ¢ig veya az pismis olarak tiiketilmemelidir. Yemek
pisirilen boliim, lavabo iistleri, bigaklar ve pismemis etle temas eden malzemeler

sabun ve sicak su ile yikanmalidir (Dubey 2004).

Kedi sahipleri kedi digkilarini giinliik olarak uzaklastirmalidir. Kedi kumu
kutularimin temizligi sicak su (>70°) ile yapilmalidir. Ozellikle bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalar ve hamile kadinlar 6zel deterjanli eldivenler giyerek temizlik
yapmalidirlar. Kedi diskisiyla bulasik sebze ve meyveler, tilketmeden 6nce yikanmali
ve iyice pisirilmelidir. Gebelik doneminde uygulanacak egitim programlar ile
konjenital enfeksiyon riski azaltilabilmektedir. Fotiis ve annelerde T. gondii'ye karsi
IgM ve IgG antikorlarinin varlii arastirilmali, pozitif durumlarda gerekli
degerlendirmeler yapilmalidir (Tenter ve ark 2000). Tim hayvanlarin etleri
tilketmeden &nce 67°C'ye kadar pisirilmelidir. Ozellikle hamile kadinlar, kopek veya
kedilere temas ettikten sonra ellerini iyice yikamalidirlar. Su ile bulagmanin 6niine
geemek i¢in ise gollerden, goletlerden ve nehirlerden gelen klorlanmamis sulari

igmekten kaginilmalidir (Dubey 2004).
1.7.2. As1 ile Korunma

Asilama, meydana gelebilecek enfeksiyonlarin Onlenmesi veya kismen
azaltilmasi i¢in konaklara koruyucu bagisiklik kazandiran siiregtir. Asilama da T.
gondii'ye ait 3 ana protein iizerine odaklanilmistir. Bunlar yiizey antijenleri
(SAG'ler), yogun graniil antijenleri (GRA'lar) ve roptri antijenleridir (ROP'lar).
Konjenital toxoplasmosisda, hastaligi ve parazitin ¢ogaltmasini kontrol etmek igin,
ozellikle veteriner alanindaki asilar, stratejik dneme sahiptir. Asilarin diger faydalari
da, doku kisti tasiyan hayvanlarin sayisim1 ve enfekte kedilerden oocyst atilimini

azaltmalandir (Innes ve ark 2009, Hiszczynska-Sawicka ve ark 2014).

Giinlimiizde sadece koyunlar i¢in Toxovax ™ adinda bir a1 bulunmakta, insan

ve diger hayvanlarda T. gondii enfeksiyonunu oOnlemek igin herhangi bir asi
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bulunmamaktadir. S48 susu, Yeni Zelanda'daki atik bir kuzudan izole edilmis
tamamlanmamus (incomplete) bir T. gondii susudur. Bu susun doku kisti veya oocyst
olusturma yetenegi yoktur ve kuzularda neonatal Oliimleri azaltmak igin

kullanilmistir (Buxton 1993, Schaap ve ark 2007).
Ara konaklar i¢in birgok as1 tiirii vardir.
1- Olii parazitler veya ekstraktlari kullanilarak asilama
2- Canli, zayiflatilmis parazitleri kullanarak asilama
A- Koyun ve kegilerde toxoplasmosisa karsi ticari asilar
3- Gen delesyonu ile zayiflatilmig parazitleri kullanarak asilama
4- Viral vektorleri kullanarak asilama
5- Bakteriyel vektorleri kullanarak asilama
6- DNA asilari
7- Subunit agilar

Kedilerde oocyst atilmasini azaltmak i¢in 7. gondii nin bradizoit mutanti olan
T-263 adindaki as1 bulunmaktadir. Bu asmin in vivo etkinligi yiiksektir. T-263 asisi,
enfekte farelerin beyinlerinde bulunan canli etkenlerden olugsmaktadir (Araujo 1994,
Innes ve ark 2009). Tiim asilar koruyucu bagisikligi uyarma kabiliyetine sahip
degillerdir. Immiinizasyon igin kullamlan atteniie canli T. gondii suslar1, doku kisti

olusumunu azaltan koruyucu bagisikligi uyarmaktadirlar (Jongert ve ark 2009).

Immiinojenik T. gondii ekstraktlari, ¢dziilebilir takiozit antijeni (STAg) olarak
taninan ilk protein karisimi olarak belirlenmistir. STAg ile yapilan asilama yalnizca
takiozitlerin T. gondii sonikasyonunun (TSo) kismi bir seklidir. Yeni jenerasyon
antijen/adjuvan kombinasyonlar1 yiiksek yeterlilikte ve daha giiglii bagisiklik

tepkilerinin olusturulmasinda kullanilmaktadir (Bruna-Romero ve ark 2012).

Genetik asilar, hedef hiicrenin antijenlerini kodlayan genlere ait DNA
molekiillerinin dogrudan verilmesi anlamima gelmektedir. Genetik asilamada

bakteriyel ve viral vektorler kullanilmaktadir. Bu vektorler dogal adjuvanlar gibi
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davranirlar ve primer intraseliiler bagisiklik cevabi uyarmaktadirlar. Rekombinant
subunit asilar, DNA asilar1 ve rekombinant canli vektorler T. gondii enfeksiyonuna
karst as1 gelistirmede gilincel olarak iizerinde ¢alisilan as1 tipleridir (Bruna-Romero
ve ark 2012).

1.8. Toxoplasma gondii 'nin Antijenik Proteinleri

Apikal organeller Apikompleksan parazitlerin spesifik salgi vezikiilleridirler.
Bunlar etkenin sitoplazmasinda bulunan roptriler, mikronemler ve yogun
taneciklerden olugmaktadir (Sekil 2). Bu yapilar, familya ve tiirler arasinda
molekiiler agirliga gore degisen genis homolojilere sahip karmasik bir protein
bilesimine sahiptir. Proteinlerin bir kismi hiicre invazyonu yoluyla membran
modifikasyonuna sebep olmalarinin yanisira konak hiicre membrani ile etkilesir ve

konak hiicrelere adhezyonda rol oynarlar (Blackman ve ark 2001).

Cok sayida antijenik yapida protein T. gondii'nin yasam dongiisii boyunca
konak viicuduna salinmaktadir. Bu proteinler oocystler, takizoitler ve bradizoitler
icin spesifiktir. Parazitin bu gelisme formlar1 roptriler, mikronemler, mikroporlar ve
yogun graniiller gibi birgok belirgin yapiya sahiptirler. Toxoplasma gondii ve konak
hiicre arasindaki etkilesimde anahtar rol oynayan g¢oklu proteinler, konak hiicre
proteinleriyle etkilesimde olan mikronemler, yogun graniiller ve roptrilerden

salgilanirlar (Nam 2009, English ve ark 2015).

Parazitlerin konak hiicrelere girmesiyle parazit proteinleri ve konak hiicre
proteinleri arasinda bir etkilesim baslar. Bu proteinler parazitofor vakuol (PV)
icerisindeki ortami degistirmektedirler. Parazitlerin intraseliiler ¢ogalmalarinda ve

hayatta kalmalarinda rol oynamaktadirlar (Lecordier ve ark 1999, Nam 2009).
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Kaba endoplazmik Yogun granil  Golai cisimeisi

retilaim Apikoplast

Mitokondri

Sekil 2. Toxoplasma gondii takizoitinin yapisi (Ajioka ve ark 2001).

Mikronem, rhoptri ve yogun taneciklerin salgi yapan organelleri sirasiyla
mikronem (MIC), rhoptri (ROP) ve yogun graniil proteinleri (GRA) gibi karakteristik
proteinleri igermektedirler. MIC'ler konak hiicrelere tutunmada merkezi bir rol
oynamaktadir. Rhoptriler, mikronemlerin baglanmasindan hemen sonra rhoptri
proteinlerini salgilamaktadirlar ve bu proteinler rhoptri boyun ve rhoptri bulb olmak
tizere iki farkl alt birimden olusmaktadirlarlar. Mikronem ve roptri boyun proteinleri
(RON), hiicre invazyonu sirasinda goriilen parazit ve konak plazma zarlarinin siki bir
sekilde bir araya geldigi hareketli bir kavsak (MJ) olusturmak ig¢in parazit yiizeyi
tizerinde toplanmuglardir. Parazit proteinlerinin konakta salinmasi, konak vasitasiyla
gerceklesen fagositik siirecte degil, hiicreye giris sirasinda gerceklesir. Hareketli
kavsagin mevcut yapisi ve sentezi, Plasmodium ve Toxoplasma'da 10-30 saniye gibi
kisa bir siirede ifade edilerek tamamlandigi i¢in yeterince anlagilamamistir. Konak
hiicreye penetre olan parazitler konak tarafindan gelecek istilalara kars1 korunurlar.
Parazitin apikal kompleks ucu ve konak hiicreleri birlestiren bolgede kiiclik
vakuoller olusmaktadir. Vakuol membraninin biiyiikk kismi konak hiicre
membranindan koken alir. Bu membran “parazitofor vakuol membran (PVM)" olarak
adlandirilmaktadir. PVM parazitin konak hiicre iginde, hiicrenin toksik etkilerine

maruz kalmadan ¢ogalmasina imkan saglar (Black ve Boothroyd 2000).
1.8.1. Mikroneme proteinleri (MIC)

Mikronemler apikomplexan parazitlerde bulunan salgi organelleridir. Parazitin
apikal kompleks ucundaki rhoptrilere yakin olan, ¢ok sayida bulunan, ince, c¢ok

kiictik ve balon seklinde vezikiiler organellerdir. Apikomplexan parazitler, mikronem
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proteinlerinin  bosaltilmasiyla hiicreleri istila eder. Mikronem proteinleri
transmembran ve ¢Oziliniir yapida proteinler icermektedir. Mikronem tarafindan
salgilanan MIC'ler, invazyon siirecinde parazitlerin konak hiicreleri taninmasinda,
tutunmasinda ve hiicreleri istila etmesinde temel rol oynamaktadirlar. Parazit ve
konak hiicre arasindaki temasin erken evresinde, MIC'ler ilk olarak takizoitlerin
apeksinden salgilanir ve konak hiicre zarlar1 iizerindeki reseptorleri taniyarak
adhezyonu kolaylastirirlar. Bu nedenle, konak hiicrelerin parazitler tarafindan istila
edilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Giiniimiizde MIC1-MIC12, AMAL,
M2AP, SUBI, ROMI1, SPATR, PLP1 ve TLN4 olmak iizere 19 tip MIC
bilinmektedir. Bunlardan 10 tip (TgMIC1-4, TgMIC6-9, TgMIC12 ve SPATR)
Okaryotik hiicrelerdeki adezyon molekiillerine benzer farkli adhezyon bdlgeleri

igcermektedir (Beghetto ve ark 2005, Wang ve Yin 2015).

Mikroneme protein 2 (MIC2) yalnizca konak hiicre zarina baglandiginda, T.
gondii'nin  apikal  yiizeyinden  salgilanmaktadir. Toxoplasma  gondii’de
Plasmodium’lardakine benzer transmembran baglanma proteinleri tespit edilmistir.
MIC2 proteini, Toxoplasma gondii’nin mikroneminin liimeninde, yiizeyinde veya
parazitofor vakuollerde bulunmamaktadir. Mikronem 2 proteini, kayma
hareketlerinde de goriilebilir ve penetrasyon esnasinda posterior ucun kapatilacagini
ifade eder. Konak hiicresinin i¢ ve dis molekiilleri ile parazitin AMA1 ve MIC2
proteinleri arasindaki etkilesimler tam olarak kesfedilmemistir (Wan ve ark 1997).

Mikroneme protein 3 (MIC3) dimerik yapida sistein agisindan zengin ve
¢oOziinlir bir proteindir. MIC3, T.gondii'nin ii¢ enfektif asamasinda da (takiozitler,
bradizoitler ve sporozoitler) bulunur ve insanlarda ve farelerde birincil ve kuvvetli
bagisiklik reaksiyonlar1 olusturmaktadir. T.gondii'nin konak hiicreleri tanimasi,
yapigmast ve istilasinda 6nemli rol oynamaktadir. MIC3, ligand yapisal alam
vasitasiyla cesitli konak hiicrelerin reseptorlerine baglanabilmektedir. Bu nedenle,
konak hiicrelerin parazitler tarafindan invazyonu ve enfeksiyonun virulansi ile

yakindan iliskilidirler (Ismael ve ark 2003).

Konak hiicre ylizeyine baglandiktan sonra parazit kayma hareketine baglar.
Kayma hareketi i¢in mikronemlerin apikal ucundan yapiskan transmembran
proteinlerin bosaltilmasi gerekmektedir. TRAP (thrombospondin-related anonymous

protein) ailesinin mikronemal proteinleri, konak hiicre reseptorlerine baglanarak ve
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onlar1 parazitin sitoplazmik aktin-miyozin motoruna baglayarak kayma hareketi ve
invazyon igin esas teskil ederler. Invazyondaki bir sonraki adim, roptri sekresyonu ve
konak hiicreye sik1 bir sekilde baglanmay1 takiben konak hiicrenin taninmasidir. Bir
bagka mikronemal protein olan apikal membran antijen-1 (AMAL) de invazyon
esnasinda farkli bir role sahiptir. Hareket kavsaginin (MJ) olusumu, roptri boyun
proteinlerinin salgilanmasina ve bunlarin AMAL1 ile olan etkilesimine baglidir.
AMAI1 yoklugunda, RON'lar hala salgilanirlar, ancak hareket kavsagi olusturamazlar
(Kessler ve ark 2008).

Parazitin virulansi ile ilgili bircok T. gondii mikronem proteini (TgMICs)
(TgMIC1, TgMIC2, TgM2AP, TgMIC3, TgMIC8, TJAMAL, TgSUB1, TgROM1,
TgSPATR) bulunmaktadir. Mikronem proteinlerinin etkilesim ve ana niifuz bélgeleri
ise TgMIC1, TgMIC2, TgMIC3, TgMIC4, TgMIC5, TgMIC6, TgMIC7, TgMICS,
TgMIC9, TgMIC10, TgMIC11l, TgMIC12, TgMIC13, TgMIC14, TgMIC15,
TgMIC16, TgAMAL, TgM2AP, TgSUB1, TgROMI1, TgSPATR, TgPLP1 ve
TgTLN4' dir (Liu ve ark 2017).

MIC4 makrogamet igerisinde bulunan ve oocyst duvar gelisimi ile iligkili bir
proteindir. Takizoitlerdeki mikronem protein salgisinin, hiicreler igindeki kalsiyum

Iyonunun mobilizasyonu ile indiiklendigi belirtilmektedir (Ferguson ve ark 2000).
1.8.2. Rhoptri Proteinleri (ROP, RON)

Rhoptriler, apikomplexan parazitlerin konak hiicrelerini istilada rol oynayan
proteinleri igeren en Onemli salgi organelleridir (Dubey ve ark 1998). Rhoptri
proteinleri T. gondii'nin en 6nemli viriilans faktorlerindendir. Bu proteinler konak
hiicrelerin farkli boéliimlerinde lokalize olurlar ve konak hiicrelerin zari, hiicre iskelet
yapisin1 ve aktif faktorleri etkileyebilmektedirler. Boylece konak hiicrede savunma
mekanizmalar1 engellenerek T. gondii konak hiicreye basariyla girer, yerlesir ve
cogalir. Her hiicrede 8-12 veya 6-12 rhoptri bulunmakta ve toplam hiicre hacminin
%10-30'unu kaplamaktadirlar (Dlugonska 2008, Camejo ve ark 2014, English ve ark
2015).

Toxoplasma gondii’de birgok salgi ve rhoptri proteinleri bulunmaktadir. Bunlar
rhoptri gévde proteinleri olan ROP1, ROP2, ROP4, ROP5, ROP7, ROP8, ROP9,
ROP10, ROP11, ROP12, ROP13, ROP14, ROP15, ROP16, ROP17, ROP18, SUB2,
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toksopain-1 (cathepsin proteaz B), insiilinaz, toksofilin, Rabl11, NHE2 ve BRP1'i de
icermektedir (Lebrun ve ark 2007). Ek olarak, iki yeni rhoptri kesesi proteini
(ROP47 ve ROP48) ve bir yeni rhoptri boyun proteini (RON12) de bulunmustur
(Camejo ve ark 2014).

Spesifik antikorlar kullanarak 30'dan fazla rhoptri proteini tespit edilmistir.
Rhoptri proteinlerinin bazilar1 varsayimsal transmembran boélgelerine sahip
olmalarina ragmen, tiim immiinolokalizasyon verileri, rhoptri proteinlerinin organel
iceriginde lokalize olduklarini ve higbir rhoptri membran proteininin bilinmedigini
gostermektedir (Dlugonska 2008). Bununla birlikte, bazi rhoptri proteinleri enzim
isaretleri icerir ve bu aktiviteleri ile organel biyogenezi ve fonksiyonunda rol
oynayabilirler. Bunlar aslinda kinazlarin, fosfatazlarin ve proteazlarin
homologlaridirlar. Rhoptri proteinleri iginde, ROP2 ailesi olarak tanimlanan protein
kinaz homologlar1 genis yer tutar (El Hajj ve ark 2006). ROP1 baslangicta
penetrasyon arttirici faktor gibi davranmaktadir. ROP1, T. gondii tarafindan konak
hiicre invazyonunun etkinligini arttirmak i¢in kullanilan zayif bir hiicresel
fraksiyondur. Caligmalar, ROP1'in invazyon veya hiicre i¢i yasam i¢in gerekli
olmadigini, ancak rhoptri protein trafiginin ve islemlerinin incelenmesi i¢in yararl

oldugunu ortaya koymaktadir (Lebrun ve ark 2007).

ROP2, parazitofor vakuol ile konak hiicre mitokondrisi arasindaki iliskiye
aracilik ederek parazitofor vakuoliin membranina yerlesir. ROP2, yalnizca PVM ve
konak hiicre organelleri arasindaki etkilesim icin degil, aym1 zamanda rhoptri
biyogenezi, parazit istilast ve hiicre i¢i degisim (replikasyon) i¢in de Onemlidir.

ROP2, T. gondii'nin tiim invaziv donemlerinde bulunmaktadir (Lebrun ve ark 2007).
1.8.3. Yogun Graniil Proteinler (GRA)

Yogun graniiller (GRAs), T. gondii’nin yapisinda yer alan ve parazit ¢ekirdegi
etrafinda yerlesen, 200 nm ¢apa sahip organellerdir. Bunlar sayisina, boyuta, sekle,
asamaya ve tire gore degisen, yogun paketlenmis graniiler maddeler iceren
membrana baglh vezikiillerdir. Bunlarin miktar1 agirlikli olarak istiladan sonra konak
hiicrenin modifikasyonuna baglidir (Blackman ve ark 2001). Ozellikle sporozoit ve
takizoit evrelerinde bradizoit evresine gore daha fazla sayida bulunmaktadirlar.

Yogun graniil proteinler PV igerisine invazyon sirasinda ve sonrasinda
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salinmaktadirlar. Salinan yogun graniil proteinler ya PV'lin limeninde ¢6ziinebilir bir
sekilde kalirlar ya da PV zariyla iliski halinde kalirlar. Yogun graniil proteinler PV
i¢indeki ortami degistirmektedir. Bu nedenle hiicre i¢i yasam ve parazit replikasyonu

icin onemli bir igleve sahiptirler (Dubey ve ark 1998).

Yogun graniiller, salgisal vezikiiler organeller olup, cekirdekli hiicrelerde
intraseliiler enfeksiyonlarin siirekliligi i¢in parazitofor vakuol membranina katilirlar.
Yogun graniiller, parazit hiicresi boyunca dagilarak iceriklerini parazitofor vakuole
salgilamaktadirlar. Toxoplasma gondii'nin yogun graniil organelleri, parazitin
gelistigi parazitofor vakuoldeki yapisal degisikliklerde dnemli bir rol oynamaktadir.
Bu graniiller bir membran ile ¢evrilidirler ve iclerinde transmembran proteinlerini
(GRA3, GRA4, GRA5, GRA6, GRA7, GRA8, GRA10, GRA12 ve GRA1l4)
icermektedirler. GRA proteinleri membrandz parazitofor vakuol sistemi ile yakin bir
iliski icerisindedirler. Bu proteinlerin, protein depolama boliimiine karsilik gelen
yerleri elektron mikroskobu altinda karanlik bir gériiniime sahiptir. Onlar takizoitler
ve bradizoitlerde bulunurlar, ancak takizoitlerde yogunluklar1 daha fazladir.
Parazitofor vakuolden tiiretilen kist duvarinda ayrica GRA proteinleri de
bulunmaktadir. GRA proteinlerini (GRA1, GRA2, GRA3, GRA4, GRAS, GRAG6,
GRA7, GRAS8, GRA9, GRA12, GRA14, GRA19, GRA20, GRA21, GRAZ23, ve
GRA25) kodlayan 16 gen vardir. GRA proteinlerinin, homolojileri yoktur ve
monomerik protein formlan ile islev goriirler. Nispeten diisiik molekiiler agirliga
(20-50 kDa) sahiptirler. GRA proteinlerinin bazilar1 kismen ¢dziliniirken bazilart ise
parazitofor vakuol membrani ile iligkilidir. Geleneksel GRA proteinleri ve GRA
benzeri proteinler, parazitin yasam dongilisii boyunca mRNA ifadeleri ile farklh
ozellikler gostermektedirler. GRA benzeri proteinler, takizoit i¢erisinde parazitofor
vakuol memranina salgilanir ve konak hiicre ¢ekirdegini hedefleyerek konak
hiicrenin yeniden diizenlenmesini saglarlar. Yogun graniillerde lokalize olan diger
birka¢ protein ise parazitofor vakuolde enzimatik fonksiyonlara sahiptir. Yogun
graniillerin sekresyonlari, parazitofor vakuoliin 6zel bir yerinde ¢oziiniir formda
salinan proteinlerin bir karistmina sahiptir (Lecordier ve ark 1999, Nam 2009,

Bougdour ve ark 2014).

Toxoplasma gondii'nin yogun graniil antijenleri, parazitlerin hayatta kalmasi ve
virulensleri ile iliskilidir. Ozellikle tGRA2, rGRA6, rGRA7 ve rGRAS gibi
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rekombinant olarak elde edilen GRA proteinleri akut enfeksiyon belirtecleri olarak
rapor edilmis ve bu proteinlerin diagnostik amacla kullanilabilecegi bildirilmistir.
Ancak rGRA1 antikoru, kronik enfeksiyon belirteci oldugu bildirilen bir istisnadir
(Kotresha veNoordin 2010).

GRA3 ve GRAG haricinde, bosaltim/salgt antijenleri olarak GRA proteinleri,
25-30 amino asitlik sinyal dizileri icermektedirler. Yogun graniillerden salgilama

islemi, klasik egzositoza benzer sekilde ger¢ceklesmektedir (Lecordier ve ark1999,

Nam 2009).

GRALI, bosaltim/salgilama antijeni olan 24 kDa'lik bir polipeptiddir. Takizoit
ve bradizoit formlarin yogun graniilleri icerisinde bulunmakta ve parazitofor vakuol
igerisinde salgilanmaktadir. Protein, konak hiicre invazyonunda fizyolojik olarak
Onem tasiyan Ca+2'ye baglanma oOzelliklerine veya Ca+2'ye yiiksek bir afiniteye
sahiptir. Konak hiicre invazyonunu takiben, GRA1 ¢oziinebilir bir protein olarak
parazitofor vakuol liimenine salgilanir ve ardindan parazitofor vakuoliin membrandz

tubuler agi ile periferik olarak iliskili hale gelirler (Wang ve ark 2013).

GRAZ2, 23 amino asitlik sinyal dizisine sahip ¢6ziinebilir bir protein (MW: 19.8
kDa, 185aa) polipeptididir. ilk olarak yogun graniillerde depolanan ve parazitofor
vakuol i¢ine salinan yogun bir madde olarak bulunmustur. Konak hiicre invazyonunu
takiben, GRA2, parazitin posterior ucunda 6zellesmis bir invaginasyon yapisindan
saliman multi-lameller vezikiiller igerisinde salgilanirlar. Multi-lameller vezikiiller,
GRA2'nin entegre bir membran formunu ihtiva eden intravakuolar ag1 olusturmak

tizere bir araya gelmektedirler (Mercier ve Cesbron-Delauw 2015).

Toxoplasma gondii'nin yogun graniilleri igerisinde bulunan GRA3, 30 kDa
biyiikliigiinde ¢oziilebilir bir protein olup, 220 amino asitlik bir polipeptittir.
Parazitofor vakuol membram ile iligkili hale gelmek i¢in invazyondan sonra
parazitofor vakuol igersisine salinirlar ve oligomerleserek, sitoplazmada ¢ikinti
yapan parazitofor vakuol membranina eklenirler. Gézenek olusturma kompleksi

olarak islev gorebilmektedirler (Lecordier ve ark 1999, Nam 2009).

GRA4, parazitofor vakuol i¢inde lokalize olmus 297-345 amino asitlik
dizilerden olusan, 40 kDa'lik ¢Oziinlir bir proteindir. GRA4, parazite karsi asi

adaylar1 bulmak icin bircok arastirmaciyr cezbetmektedir. DNA asist olarak
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kullanilan GRA4'iin tiim kodlama dizisi, duyarli farelerin % 62'sinin hayatta kalmasi

ile sonuglanmistir (Mercier ve Cesbron-Delauw 2015).

Toxoplasma gondii'nin GRA5 (P21) proteini, konak hiicre invazyonu sirasinda
parazitofor vakuolde salgilanan yogun graniil proteini olarak tanimlanmistir. Bu
protein 120 amino asitten olusan 12.83 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahiptir.
GRAS, parazitofor vakuol membranindahem ¢oziiniir hem de hidrofobik form
agregatlarinda bulunmaktadir. GRAS, parazitofor vakuole ¢Oziinir formda
salinmakradir ve daha sonra bir transmembran proteini olarak parazitofor vakuol
membraniile kararli bir sekilde iliskili hale gelmektedir (Lecordier ve ark 1999, Nam
2009).

GRAG6, takizoitlerin yogun graniillerin ve parazitofor vakuolde lokalize olan,
32 kDa biiytikliigiinde bir protein olarak karakterize edilmistir. Parazitofor vakuole
salindiktan sonra GRAG6, parazitin arka ucuna dogru hizla yer degitirmektedir (Wang
ve ark 2016).

Toxoplasma gondii'nin GRA7 (P29) proteini, T. gondii takizoit mRNA'sindan
olusturulmus bir ekspresyon bilesimidir. Bu protein konak sitoplazmasinda ROP
proteileri ile ROP2 ve ROPe ile iliskili iplik benzeri yapilarda bulunmaktadir. GRA7
parazitin tiim bulasict agsamalarinda bulunmaktadir. Humoral ve hiicresel bagisiklik
immun cevaplari uyarma yetenegine sahiptir. Konak hiicresi istilasindan sonra
protein, parazitofor vakuol membranindaki vakiioler aga ve sitoplazma i¢inde ¢ikinti
yapan uzantilara salgilanmaktadir. Parazitofor vakuol ve sitoplazmada bulunan, 236
amino asitten olusan 25.91 kDa molekiil agirligina sahip ¢6ziiniir bir proteindir

(Dunn ve ark 2008).

Konak hiicrelerinin invazyonu sirasinda yogun graniiller tarafindan salgilanan
GRAS8, GRA9, NTPase I, NTPase II, PI-1, PI-2, Cyp18, GRA10, GRA12, GRA14,
GRA15, GRA16, GRA20, GRA21, GRA22, GRA23, GRA24 ve GRAZ25 proteinleri
parazitofor vakuol icerisinde bulunurlar. Bu proteinlerin molekiiler agirliklar1 36 ila
48 kDa arasinda degismektedir (Lebrun ve ark 2007, Mercier and Cesbron-Delauw
2015).

1.8.4. Rekombinant Antijenik Proteinler
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Rekombinant proteinler, toxoplasmosisin serolojik tanisinda kullanilan
antijenler i¢in alternatif kaynaklardir. Tan1 amaciyla serolojik kitlerde kullanilmakta
olan antijenlerin ¢ogu farelerde veya doku kiiltiirinde tretilen takizoitlerden
hazirlanmaktadir. Bununla birlikte, takizoitlerden ekstrakte edilen antijenler parazite
ait olmayan yapilar igerebileceginden standartlastirmas1 zordur. Bu sebeple bu tiir

antijenik yapilar yerine rekombinant proteinler kullanilmaya baslanmistir (Bruna-

Romero ve ark 2012).

Teshiste kullanmak amaciyla birka¢ hedef gen klonlanmis ve ekspresyon
sistemlerinde rekombinant proteinler ifade edilmistir. Bu rekombinant proteinler
arasinda, T. gondii takiozit ve bradizoit safhalarinda bulunan immiinodominant
yiizey antijenleri (SAG'ler), matris antijeni (MAG), MIC'ler, ROP'ler ve GRA'lar yer
almaktadir. Bu rekombinant antijenlerin serodiagnostik testlerdeki potansiyel
avantajlarina ragmen, rekombinant antijenlere dayali ¢ok az sayida ticari tani kiti
gelistirilmigtir. Escherichia coli'de ¢ok sayida rekombinant protein iiretilmis ve T.
gondii enfeksiyonlarinin teshisinde diagnostik antijenler olarak potansiyelleri
degerlendirilmistir. Bu antijenler GRA'lar (rGRA1, rGRA2, rGRA4, r GRAG, rGRA7
ve rGRAS), roptri proteinleri (rROP1 ve rROP2), matris proteini rMAGL,
mikroneme proteinleri (rMIC2, tMIC3, rMIC4 ve rtMICS5) ve ylizey antijenlerini
kapsamaktadir (rSAG1 ve rSAG2). Bu rekombinant proteinler genel olarak spesifik
IgG ve IgM'yi tespit etmek amaciyla ELISA testlerinde antijen olarak
kullanilmaktadirlar (Kotresha ve Noordin 2010).

Normal durumlarda, ELISA pleytlerine bir rekombinant protein
kaplanmaktadir. Rekombinant antijenler, dogal antijenlere benzer bir duyarlilikla,
enfekte kisilerin serumlarindaki spesifik IgG'yi tespit edebilmektedir. Cesitli
kombinasyonlarda  birden fazla protein  karisimun  da  antijen  olarak
kullanilabilmektedir. ~ Antijen  karisimlarimin, kaba antijen  kullanimiyla
karsilagtirildiginda daha yiliksek hassasiyete sahip olduklar1 goriilmektedir. GRA7,
GRAS, SAG2 ve H4 proteinlerinin karisimlart mevcut ve gegirilmis enfeksiyonlari

ayirt etmek i¢in kullanilmaktadir (Holec-Gasior 2013).

IgG avidite testi, rekombinant antijenlerin uygulanmasi ic¢in biyiik bir

potansiyele sahiptir. Avidite testi, tim parazitten hazirlanan Toxoplasma lizat
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antijenlerinden daha stabil olan rekombinant antijenlere baglidir (Holec-Gasior

2013).

Toxoplasma gondii'nin SAG2 geni biitiiniiyle bakteriyel, viral ve fungal
sistemlerde klonlanmis ve hiicre i¢i olarak ifade edilmistir. Klonlamadan sonra elde
edilen ve molekiil agirhigr 36 kDa olan rekombinant SAG2, 22 kDa agirligindaki
dogal SAG2 proteininden daha biiyiik bir molekiil agirligina sahiptir. Genellikle
rekombinant SAG2, Western blot ve in-house ELISA da degerlendirilmektedir.
Rekombinant SAG2 proteininin ELISA testindeki duyarliligi ve 6zgilliigii; perakut,
akut ve kronik vakalarda %100'e kadar ulasabilmektedir (Lau ve Fong 2008).

1.8.5. Antijenik Epitoplar, Kimerik Antijenler ve Multi-Epitoplu Peptidler

Antijenler fonksiyonlarin1 protein molekiiliiniin tamami vasitasiyla yerine
getirmezler, bunun yerine immiin yanittan spesifik epitoplar sorumludurlar. Protein
antijenleri, immiinolojik yanitlara aracilik etmek igin B lenfosit, T lenfosit, sitotoksik
T lenfosit ve bagisiklik sisteminin NK hiicreleri tarafindan tanian epitop yapilari
icermektedir. Ayn1 zamanda koruyucu bagisiklik agisindan istenmeyen yapilar da
icermektedirler. Epitoplar genellikle 5-7 ila 30 amino asit igermektedirler. Parazitin
yasam donglisi asamalarinda bir¢ok antijen bulunur ve her antijen diger
antijenlerden farkli olarak spesifik bir immun cevap olusumuna neden olmaktadir.
Bagisiklik sistemi yabanci mikroorganizmalari yok etmek i¢in yabanci ve kendine ait

epitoplar arasindaki farki tanimaktadir (Lebrun ve ark 2007).

Toxoplasma gondii, bir¢cok antijenik bilesime sahip karmasik bir yasam
dongiisiine sahiptir. Her antijen konak viicudunda farkli bagisiklik cevaplarini
uyandirmaktadir (Dubey ve ark 1995). Calismalar, T.gondii'nin SAG1, SAG2, MIC3,
ROP2, GRA1, GRA6 ve GRA7 gibi yapisal proteinlerinin farkl yerlerinde bulunan
ve konagin hiicresel ve humoral bagisiklik tepkisini uyaran bir¢ok antijenik epitop
bulundugunu ortaya koymustur (Ismael ve ark 2003, Kotresha ve Noordin 2010,
Wang ve Yin 2014, Wang ve Yin 2015).

Kiigiik molekiillerden olusan asilar bagisikligi yeterince uyaramazlar. Bu
nedenle, ¢oklu epitop tabanli asilarin ve tani reaktiflerinin gelistirilmesi gereklidir.
Coklu antijenik epitoplar ¢coklu korumaya izin verebilmektedir. Belirli bir asamaya

Ozgl antijenler kullanilarak hazirlanan agilar, yalnizca o asamaya 0zel koruma
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saglayabilmektedir. Bu nedenle asilar farkli gelisim asamalarina ait ¢oklu
antijenlerden veya yogun graniiller, mikroneme proteinleri, zar proteinleri gibi

yapilardan hazirlanabilirler (Cong ve ark 2013).

Kimerik proteinler, baslangigta ayr1 proteinler i¢in kodlanmig iki veya daha
fazla genin katilmiyla sekillendirilmektedir. Fiizyon genlerinin translasyonu,
baslangi¢c proteinlerinin her birinden kdken alan fonksiyonel ozelliklere sahip tek
veya ¢oklu polipeptidlerle sonuglanir. Rekombinant fiizyon proteinleri rekombinant
DNA teknolojisi ile olusturulur. Kimerik antijenler ve ¢oklu epitop peptidleri, biitiin
olarak pargalanmig parazitlerden elde edilen numunelerde anti-T. gondii
antikorlarinin tespiti i¢in teshis araci olarak kullanilan yeni nesil rekombinant
tirtinlerdir. Toxoplasma gondii geninin farkli antijenik bolgeleri genetik miithendislik
yontemleri kullanilarak kimerik antijenlerle birlestirilebilmektedir. Sonug olarak elde
edilen iriin, ¢esitli T. gondii antijenlerinden farkli immiino-reaktif epitoplar
icermektedir. Bu immiinoreaktif epitoplar, antijenin hidrofobik boliimleri olup ytlizey
proteinlerinde daha iyi bir sekilde ortaya c¢ikmaktadirlar. Kimerik protein dogal
antijenlerden daha fazla immiinodominant olabilmektedir. SAG1, SAG2, SAG3,
GRAS, GRA6 ve P35 proteinlerindeki immiinodominant B hiicre epitoplari,
enfeksiyonun farkli agsamalarindaki pozitif serumlarla kuvvetli bir sekilde reaksiyona
girmektedirler. Bu nedenle rekombinant bir multi-epitop flizyon peptidi ge¢misteki
ve mevcut hastaligin ayriminda etkilidir ve IgG ve IgM'nin tespitinde oldukca
hassastir. Rekombinant multi-epitop peptid antijenleri hamile kadinlarda

toxoplasmosisin teshisinde yararli olabilmektedir (Holec-Gasior 2013).

Kimerik ve multi-epitop peptitler, T. gondii'nin iki veya daha fazla antijeninin
multi-immiinodominant epitoplarin1 kodlayan sentetik bir gen kullanilarak heterolog
ifade sistemlerinde sentezlenebilmektedirler. Toplu olarak ele alindiginda, T. gondii
antijenlerinin farkli antijenik bilesenlerini igeren rekombinant proteinler, genetik
mithendislik  yontemleri kullanilarak iretilebilirler ve iretilen bu multi-
immiinodominant epitoplarin etkinligi, serodiagnoz i¢in dogru tani Kkitlerinin
gelistirilmesinde biiyiik potansiyele sahiptirler. Ayrica, multiepitop antijen, T. gondii
enfeksiyonlarinin serodiagnozunda en umut verici antijenlerden biridir (Wang ve ark

2013).

1.8.6. Toxoplasmosisin Teshisinde Yiizey Protein Antijenleri (SAG)
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Toxoplasma gondii takizoit ve bradizoitlerinin plazma membraninin yiizeyi,
agirlikli  olarak bir c¢ogunun SAG1 ve SAG2 ailesinin tiyesi olduklar
glycosylphosphatidylinositol bagli (GPI) antijenlerle kaplanarak membrana baglanan
farkli protein molekiillerinden olusur. SAG1 ve SAG2 proteinlerinin her ikisi de,
enfeksiyon sirasinda konak hiicre adezyon ve invazyonunda rol almaktadirlar. Bu
molekiillerin karakteristik 6zelliklerinden birisi bradizoit ve sporozoitlerin yiizeyinde
bulunmamalaridir. Bu molekiiller, konak hiicre invazyonu, immiin modiilasyon ve
virulansta rol oynamaktadirlar. Ayrica parazitin ¢evre sartlarinda hayatta kalmasi i¢in
koruyucu 6dev de gérmektedirler. Toxoplasma gondii'nin yiizeyi, konak hiicrelere
baglanan ilk bilesendir. Toxoplasma gondii yiizey antijenlerinin ist ailesinde SAGI,
SAG2, SAG3, SAG4 ve SAGS5 olmak {lizere 5 ana yiizey proteini bulunmaktadir
(Black ve Boothroyd 2000, Liu ve ark 2006). SAG1, SAG2A, SAG2B, SAG3, SRS1,
SRS2 ve SRS3 esas olarak T. gondii'nin takizoitlerinin yiizeyinde ifade
edilmektedirler. SAG1 ve SAG2A proteinleri olduk¢a immiinojeniktirle ve 20

homolog protein bilesiminde benzerdirler (Lekutis ve ark 2001).

SAG1 (P30), 30 kDa'lik bir molekiil agirligina sahip olan, takizoit evresine
spesifik ve ¢ogu izole edilmis T. gondii susunda olduk¢a korunmus yapida bir
antijendir.  SAG1, konak hiicre zart ile baglantist olan  birkag
glycosylphosphatidylinositol igermektedir. Yiizey proteinleri i¢erisinde SAG1 daha
fazla miktarda bulunur ve konak hiicre zarina birincil baglanma siirecinde rol
oynamaktadir (Kasper ve ark 1983, Mineo 1993, 1994). Thl ve Th2 benzeri T hiicre
yaniti, B hiicresi yaniti, anti-SAG1 spesifik CD4+, CD8+ T hiicrelerinin {iretimi,
makrofajlar ve NK hiicrelerinde IFN-y, IL-12, IL-4 gibi sitokinlerin tiretimi de dahil
olmak tizere, humoral ve hiicresel bagisiklik tepkisini indiikleme yetenegine sahiptir
(Liu ve ark 2006). Toxoplasmosisin klinik bulgularindan takizoitler sorumludurlar.
Takizoitler enfeksiyonun konagin neredeyse tiim organ ve dokularina yayilmasini
saglarlar. Takizoit formunun yiizeyi, konak hiicrelerle etkilesime girmesi nedeniyle
immiin siire¢ i¢in ana hedef durumundadir. SAG1, T.gondii proteinlerinin toplamda
%3-5'ini olusturur. Toxoplasma gondii enfeksiyonlarinda immiin-profilaksi ve teshis

amactyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Kasper ve ark 1983).

Bir baglanma ligand1 olarak bilinen ve SAG ailesinin {iyelerinden biri olan

SAG2 (P22), takizoit yiizeyinde bulunan ana ylizey proteini olup iyi bir
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immiinojenite ve antijeniteye sahiptir (Huang ve ark 2002, Junior ve ark 2013, Wang
ve Yin 2014). Takizoitlerde ifade edilen SAG2A ve SAG2B'nin aksine, SAG2C, -
2D, -2X ve -2Y bradizoitlerin yiizeyinden ifade edilmektedir. SAG2C, -2D, -2X ve -
2Y, kronik hastaliklar boyunca bradizoitleri bagisiklik yanitlarma karsi
korumaktadirlar. SAG2C, -2D, -2X ve -2Y, olduk¢a homolog proteinlerdir. Yapisal
analizler, SAG2C, -2D, -2X ve -2Y'nin diger iki bradizoit SAG2 {iyesi BSR4 ve
SPOROSAG ile SAGl'den biraz daha fazla benzer yapida oldugunu ortaya
cikarmistir (Lekutis ve ark2000, Cong ve ark 2013).

Konak hiicrelerin tespiti ve baglanmaya aracilik eden ligandlar olarak islev
gordiigl icin SAG3 (P43) takizoitlerin konak hiicrelere invazyonunda temel bir role
sahiptir. Toxoplasma gondii'nin hiicre i¢i invazyonunda, parazitle iligkili ilk
glikoaminoglikan baglayic1 proteindir ve SAG3-heparan siilfat proteoglikanlar
(HSPG'ler) T. gondii’nin konak hiicrelere baglanmasi ile ilgilidir (Wang ve Yin
2014).

Yiizey protein grubundan biri olan SAG4, bradizoitlerde ifade edilmektedir.
SAG4A (P18) ve SAG4B'den olusan iki tiirii bulunmaktadir. SAG4 ve SAG4B
benzerdir. SAG4A BAGL1 ile benzerdir ve bradizoit bilesimi araciligi ile
transkripsiyonda ortaya ¢ikmaktadir (Lekutis ve ark 2001).

SAGS, SAG gen ailesinin 6nemli bir iiyesi olup SAG5A, B, C, D ve E olmak
lizere bes alt tlire sahiptir. Bunlar, bir grup glycosylphosphatidylinositol bagl yiizey
antijenleri olan SAG1 ailesi ile yapt benzerligi bakimindan yakinlik
gostermektedirler. SAG5A, SAG5B ve SAGS5C, intron igermeyen ve ardisik sekilde
dizilmis genler tarafindan kodlanmaktadirlar. SAG5A (362 amino asit) bir C-
terminal bolgesi icerir ve %98 oraninda SAGSB ve SAGS5C’ye benzerlik
gostermektedir. SAGSB, 367 amino asit uzunlugundadir. SAG5B ve SAGS5C, diger

yiizey proteinlerine %97,5 oraninda benzerlik gosterirler (Spano ve ark 2002).

Bunlara ek olarak, SAGI ile iliskili diger iki gen olan SAG5D ve SAGS5E'nin
1.8 ve 4.0 kb olan DNA sekans uzunluklar1 yukaridaki SAG5A'ya benzemektedir.
SAG5D geni, takiozitlerde transkribe edilir ve transkribe bir pseudogen olan
SAG5A-C ile %50 oraninda benzerlik gosteren 362 amino asitten olusmaktadir
(Tinti ve ark 2003).
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SAG1 ve konak hiicre arasindaki etkilesim, yarigmaci bir inhibitér olarak
neoglycoprotein, sigir serumu albumini ve glukozamidin kullanimiyla kismen
durdurulabilir (Mineo 1993). Parazitler konak hiicrelere tutunmak i¢in farkli yiizey
antijenlerini kullanmaktadirlar. Parazit ligandlarinin ve hiicre yiizeyi reseptorlerinin
tanimlanmasi, konak viicudunda parazitin nasil hayatta kaldigini, konak hiicrelere
baglanma, invazyon ve parazit-konak hiicre etkilesimlerini anlamamiz agisindan
onemlidir. Aktin/miyozin bazli motor kompleksinin aktif penetrasyonu siirdiirmede
biiyiik rolii vardir. 20 saniyeden daha kisa siirede tamamlanan invazyon esnasinda,
konak ylizeyi lizerinde parazitin tutunmasini kademeli olarak artiran bir¢ok adim
bulunmaktadir (Mineo 1994, Black ve Boothroyd 2000, Carruthers ve Boothroyd
2007).

SAGI, hiicre dis1 parazitlere dogrudan oldiriicii etki yapan sitotoksik T
hiicrelerini indiikleme yetenegine sahiptir. Koruyucu bagisikligin indiiklenmesi,
Toxoplasma enfeksiyonlarina kars1 koruyucu bagisiklikta kesin bir rolii olan IFN-y,
IL-2, TNF-a gibi bir¢ok sitokin tarafindan diizenlenen farkli kategoride T lenfositleri
(CD4+, CD8+) gerektirmektedir. Sitotoksik T hiicreleri (CD8+ T hiicresi) antijene
spesifiktirler ve T. gondii'ye karst bir hedef hiicre olarak ¢alisan primer hiicrelerdir.
SAGI proteini ile immiinize edilmis farelerde, yiiksek diizeyde SAG1 spesifik CD8+
T hiicresi sekillendigi goriilmiis ve farelerin akut toxoplasmosisa karsi tam bir direng
gosterdikleri bildirilmistir (Velge-Roussel ve ark 1994, Lekutis ve ark 2001, Wang
ve Yin 2014).

Enfekte konakta antijenik etkileri modiile etmek igin Toxoplasma proteininin
tam molekiilii gerekmez. Molekiil, spesifik etkilerini bireysel epitoplar vasitasiyla
tiretmektedir. Bir Toxoplasma gondii proteini, sadece B hiicreleri, T hiicreleri ve NK
hiicreleri tarafindan olusturulan bagisiklik yaniti ile yakindan iligkili epitop yapilarini
icermekle kalmaz ayn1 zamanda koruyucu bir immiin yaniti i¢in istenmeyen bazi
elementleri de barindirmaktadir. Bir proteinin koruyucu etkilerini arttirmak igin
zararli maddeleri elimine ederek ve avantajli bilesenleri koruyarak uygun epitoplari
se¢cmek gerekmektedir (Wang ve ark 2016). SAG1'in C-terminali, dominant antijenik
ve immiinojenik bdlgedir. Hiicresel immiinitenin uyarilmast SAGI1 protein
antijeninin proteolitik sindirimini gerektirmektedir (Velge-Roussel ve ark 1994).

SAGL'in C-terminali, hasta serumu ile daha giiclii reaktivite gostermektedir. SAG1'in
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antijenik epitoplarinin kiigiik haritalanmasi, T. gondii igin teshis reaktiflerinin ve
epitop asilarinin gelistirilmesine katkida bulunabilir (Beghetto ve ark 2005, Wang ve
ark 2013).

1.8.6.1. Toxoplasmosis tanisinda SAG2

Toxoplasma gondii, farkli asamalarda farkli antijenlerle karakterize karmasik
bir yasam dongilisiine sahiptir. Ylizey antijenleri, en yliksek antijenite ve
immiinojeniteye sahiptir. Toxoplasma gondii takizoit ve bradzoitlerinin yiizey
antijenleri SAGI1 veya SAG2 ailelerinin tiyesidirler. GPI bagl antijenler T. gondii'nin
tim ylizeyine dagitilir (Weiss ve Kim 2007). Bu molekiillerin ana sorumlulugu,
invazyon siireci boyunca T. gondii'nin konak hiicrelerin zarma yapigmasini tesvik
etmektir. SAG2 iiyeleri, parazitin konak hiicresine tutunma ve invazyonu sirasinda
antikorlarin konak hiicrelerine baglanmasini  inhibe ederler. Son zamanlarda,
SAG2A, SAG2B, SAG2C, SAG2D, SAG2X ve SAG2Y gibi birgok SAG2 proteini
tammmlanmistir. SAG2A ve SAG2B takizoitlerde ifade edilirken, SAG2C, -2D, -2X
ve -2Y'nin sadece bradizoitlerin yiizeyinde ifade edildigi goriilmistiir (Lekutis ve ark
2000, Lekutis ve ark 2001, Cong 2013).

Toxoplasma gondii genel olarak konak serumunda Toxoplasma antijenlerine
kars1 sekillenmis olan spesifik immiinoglobiilin M (IgM) ve IgG antikorlarn
belirlenerek teshis edilmektedir. Toxoplasmosisin teshisi temel olarak anti-T. gondii
spesifik antikorlarin serolojik testlerle ortaya konmasina dayanmaktadir. Serolojik
testlerin Ozgiilliikkleri ve duyarliliklari, cogunlukla kullanilan diagnostik antijenlere
baghdir. Glinlimiizde mevcut olan ticari serolojik kitlerin ¢ogunun temelinde
Toxoplasma lizat antijenleri (TLAs) vardir. Toxoplasma gondii'nin rekombinant
antijenik proteinleri toxoplasmosisin serolojik teshisinde kullamisli olan alternatif

antijen kaynaklari olabilirler (Holec-Gasior 2013).

Rekombinant antijenler, serumdaki antikorlar1 tespit etmek i¢in kullanilan
yontemlerde diagnostik reaktifler olarak biiylik potansiyele sahiplerdir. Bu
rekombinant proteinler spesifik IgG ve IgM'leri tespit etmek amaciyla ELISA
testinde antijen olarak kullanilmaktadirlar. Rekombinant antijenler genellikle tek
baglarina veya karisimlar halinde ELISA plakalari tizerine kaplanirlar (Kotresha ve
Noordin 2010).
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Rekombinant SAG2 proteini, akut ve kronik toxoplasmosislu gebe kadinlarin
serumlarinda antikor tespit etmek amaciyla antijen olarak test edilmistir. IgG
antikorlarinin bu antijene karsi reaktivitesinde Onemli degisiklikler gozlenmistir.
Bazi raporlarda, E.coli'de ifade edilen rSAG2'nin, akut toxoplasmosislu insanlarda
spesifik olarak T. gondii'ye kars1 sekillenmis olan IgG antikorunun tespitinde etkili

oldugu gosterilmistir (Li ve ark 2000).

Insan T. gondii enfeksiyonunun teshisi icin IgG ELISA ve IgG avidite
testlerinde rekombinant antijen (rROP1 + rSAG2) karisimi olarak SAG2 ve ROPI
kullanilmigtir. IgG ELISA'nin rROP1 ve rSAG2 antijen karisimi i¢in duyarlilifi
%091.1 olarak bildirilmistir. Akut toxoplasmosis siiphesi bulunan hastalardan alinan
serumlar igin reaktivite %100 olarak bildirilmisken, kronik enfeksiyonlar i¢in %88.2

olarak bulunmustur (Drapala ve ark 2014).

Toxoplasma gondii'nin teshisi igin serolojik testlerin yaygin bir sekilde
kullanimi konusunda uzlagsma saglanmis olsa da  kullanilan antijenlerinin
saflagtirilma ve standardizasyonu heniiz tam olarak gelistirilememistir. Son
zamanlarda, takizoit ve bradizoit yilizey antijenlerinin serodiagnostik amagla daha
fazla fayda sagladigi goriilmektedir. Rekombinant antijenler (SAGI, SAG2 ve
SAG3) degerlendirilmis ve ticari ELISA kitleri ile karsilastirilmigtir. Ticari ELISA
testine kiyasla anti-Toxoplasma 1gG antikorlarinin saptanmasi i¢in ii¢ antijenin
duyarhiligr ve oOzgiilliigli incelenmis olup, rekombinant antijenler arasinda SAG2
proteininin tamidaki performansi ¢ok yliksek bulunmustur. Anti-Toxoplasma IgM
antikorlarinin tespitinde SAG1 ve SAG3 ile karsilastirildiginda SAG2'nin en iyi
sonuclar1 verdigi bildirilmistir (Khanaliha ve ark 2014).

Toxoplasma gondii rekombinant kimerik antijenleri, insan toxoplasmosisinun
serodiagnozu i¢in SAG2, GRA1 ve ROP1 (biiyiik L ve kiigiik S fragmanlar1) olmak
tizere lic immiinodominant bolge ihtiva etmektedir. Cok kuyucuklu pleytler kimerik
antijenler (SAG2-GRA1-ROP1S, SAG2-GRA1-ROPIL), protein karigimlar1 (rSAG2,
rGRAL ve rROP1) ve Toxoplasma lizat antijenleri ile kaplanmaktadir. IgG ELISA
kimerik antijenleri, rekombinant antijenler ve Toxoplasma lizat antijenleri karigimi
ile karsilagtirilmiglardir. IgG ELISA'nin duyarliligi, SAG2-GRA1-ROP1L kimerik
antijeni i¢cin %100, {i¢ protein karigimi i¢in %99.4 ve TLA i¢in %97.1 bulunmustur
(Ferra ve ark 2015).
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Micronem proteinleri evcil hayvanlarda toksoplazmosa karsi tek dozluk bir as1
gelistirme c¢aligmalarinda umut verici 6zellikte bulunmustur. BALB/c farelerinin tek
doz PLG-rSAGL1/2 ile peritoneal immunizasyonuyla T. gondii'ye karsi bagisiklik ve
koruma saglandig1 gdzlemlenmistir. Immunizasyon, trifazik bir modelde serum IgG
titreleri ve lenfosit proliferasyonu ile IFN-y'da artis ile sonuglanmustir. 1x10* canli T.
gondii RH susu takizoiti ile yapilan letal subkutanéz bir epriivasyona karsi, farelerin

%70'inde immiinite gelistigi kaydedilmistir (Chuang ve ark 2017).
1.9. Kopeklerde Toxoplasmosis
1.9.1. Klinik Belirtiler

Kopeklerde toxoplasmosisin  klinik semptomlari enfeksiyondan etkilenen
organlara gore degismekle birlikte; néromiiskiiler, solunum ve gastrointestinal sistem
ile iliskili bozukluklar olarak gozlenmektedir. Enfekte kopeklerin ¢ogu semptom
gostermez. Vakalarin ¢cogu beraber seyreden diger bazi enfeksiyonlar (distemper,

ehrlichiosis veya diger enfeksiyonlar) sirasinda goriilmektedir (Pimenta ve ark 1993).

Hastaligin nérolojik formunda; beyin ve omurilikteki lezyonlar, ilerleyen
parezis ile tanimlanmakta ve birkag¢ hafta siirebilmektedir. Noromiiskiiler muayene,
ekstansor kaslarin az ¢alistigini ve atrofik oldugunu goértermektedir (Silva ve ark
2002). Hastaligin solunum formu kopekleri bir hafta icinde Oldiirebilirken,
gastrointestinal form ishalle seyretmektedir. Hastaligin klinik tablosu gebelik
doneminde farklilik gostermektedir. Deneysel olarak toxoplasmosisis olusturulan

kopeklerde higbir klinik belirtiye rastlanmamistir (Dubey ve Beattie 1988).

Kopek toxoplasmosisu gen¢ kopeklerde, ¢ogunlukla 7 haftadan veya 1
yasindan kiiciik yavru kopekler ile immiinosiipresif yashi kopeklerde oldiriicii
seyretmektedir. Enfeksiyon yiiksek ates, bademcik iltihabi, nefes darligi, kusma,
diyare, sarilik ve miyokard hasarlar ile tanimlanmaktadir. Norolojik belirtiler;
nobetler, kranial sinir defisitleri, titreme, ataksi (beden-kas islevlerinde bozukluk),
parezis (hafif felg), miyozit, posterior ekstremite paralizisinde oncelikle paraparezi
ve tetraparezi (spastik tetra parezi) ortaya ¢ikabilmektedir. Retinitis, anterior tveit,
iridosiklit, siliyer epitelyum hiperplazisi, keratokonjuktivitis ve optik sinir nevriti

gibi okiiler lezyonlar da bildirilmistir (Dubey ve ark 2009).
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Yash kopeklerde toxoplasmosisin klinik belirtileri neosporozun noérolojik
bulgular ile iliskilendirilmektedir. Bu iki hastaligin klinik belirtilerinde benzerlikler
bulunmaktadir (Babiir ve ark 1997, Aktas ve ark 1998).

1.9.2. Kopeklerde Toxoplasmosisin Teshisi

Kopek toxoplasmosisinun teshisi, kopegin yasi, klinik bulgular, as1 6ykiisii ve
serolojik tani gibi birka¢ faktore baglanmaktadir. Bir¢ok klinik olgu, pnémoni, es
zamanli distemper viriisii enfeksiyonu ile hepatit bulunan kdpeklerde ortaya
¢ikmakta ve posterior ekstremite felci kopek toxoplasmosisu ile paralellik
gostermektedir. Toxoplasmosisda spesifik antikorlar i¢in serum gesitli metotlarla
analiz edilmektedir. Tani, biyolojik metotlar, serolojik testler (rekombinant antijenler
ile ELISA, SFDT, IFA, IHA, CF DAT, MAT), histolojik tan1 yontemleri (doku
kiltiirii), serum kimyasi, sitoloji, diski muayenesi ve T. gondii DNA'sinin

saptanmastyla yapilmaktadir (Dubey 2005).

Biyolojik tahlilde incelenecek materyal secimi hastaligin klinik bulgularina
bagli olarak degismektedir. Konjenital bozukluklarda fetusun salgisindan, viicut
stvilarindan, ¢esitli dokularindan, serebral omurga sivisindan ve lenf nodundan
alman biyopsi materyali incelenebilir. Sabin-Feldman Boya testi, toxoplasmosisin
teshisinde kaydedilen en biiyilk gelismelerden biridir. Bu testin, insanlarda
toksoplazma enfeksiyonlarinin tanisinda yanlis sonug vermeyen, son derece hassas
ve 0Ozel bir metot oldugu bildirilmistir (Sabin ve Feldman 1948). Modifiye
agliitinasyon testi (MAT), tiim hayvanlarda toxoplasmosisin serodiyagnozunda genis
Ol¢iide kullanilmistir (Dubey 2005). ELISA testi, spesifik antikorlarin saptanmasi

i¢in en sik kullanilan analizler arasinda sayilmaktadir (Jiang ve ark 2015).

Hastaligin akut sathasindaki biyokimyasal bozukluklar, hipoalbiiminemi ve
hipoproteinemiyi igermektedir. Kopeklerin serum alkalin fosfataz, serum amilaz ve
hepatik nekrozlu lipaz, kreatin kinaz aktiviteleri genellikle yiiksektir. Takizoitler akut
hastalik sirasinda tiim dokularda ve wviicut sivilarinda belirlenebilmektedir.
Nonrejeneratif anemi, ndtrofilik 16kositoz, lenfositoz, monositoz ve eozinofili

siklikla sitoloji ile belirlenmektedir (Dubey ve ark 2009).

Organlardan yapilan yayma frotilerin Giemsa ile boyanarak mikroskopta

incelenmesiyle hizli bir tani yapilabilmektedir. Mikroskop alaninda takizoitler
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genellikle yuvarlak veya oval olarak goriinmektedir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) yonteminde B1 genini kullanarak tek bir takizoitten bile T. gondii DNA's1,
tespit edilmistir (Dubey 2008).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Cahisma Bolgesi, Hayvan Sayisi, Ornek Toplama

Bu arastirma i¢in Temmuz 2017'de, Konya Biiyiiksehir Belediyesi’ne bagh
hayvan barmaginda yasayan farkli cinsiyetteki 334 adet kopek klinik muayeneleri
yapilarak incelenmis ve ardindan da her bir kopekten kan Ornekleri toplanmistir

(Sekil 3).

N TURLRRRRREEE e i e e e e 2 A"

Sekil 3. Konya Biiyliksehir Belediyesi Hayvan Bakimevi

Hayvanlarin Vena cephalica veya V. saphanea parva'nin ramus dorsalisinden
antikoagulanth tiiplere teknigine uygun olarak yaklasik 5 ml kan alinmigtir. Kanlar
2500 rpm'de 15 dakika santrifiij edilip plazmasi ¢ikartilmis ve test edilinceye kadar
derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilmistir. Plazmalar T. gondii antikorlari
yoniinden, hem Ankara’da bulunan Tirkiye Halk Saglhigi Kurumu Toxoplasma
Laboratuvarinda altin standart olarak kabul edilen Sabin-Feldman boya testi ile, hem
de Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda ELISA testiyle incelenmistir. Rekombinant SAG2 proteini
Japonya'da Obihiro Universitesi Ziraat ve Veteriner Fakiiltesi Ulusal Protozoon

hastaliklar1 Arastirma Merkezi (National Research Center for Protozoan Diseases)
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laboratuvarinda tiretildikten sonra Tiirkiye'ye getirilerek ELISA testinde antijen

olarak kullanilmistir.
2.2. Laboratuvar incelemeleri
2.2.1. indirekt ELISA

2.2.1.1. T.gondii’nin rekombinant SAG2 antigeninin (rTgSAG2)

laboratuvarda iiretilmesi

Bu c¢alismada 334 sokak kopeginden alinan plazmalarda T.gondii’ye spesifik
IgG antikorlarinin tespitinde T. gondii takizoitlerinden elde edilen rekombinant
TgSAG2 proteini indirekt ELISA testinde antijen olarak kullanilmistir.

Bu calismada kullanilan TgSAG2-GST rekombinant proteini daha dnceden
tanimlanan metoda gore olusturulmustur (Zhou ve ark 2016). Bu yontemde, kesilmis
TgSAG2 geninin PCR iiriinii pGEX-4T vektoriin DNA'sina (Amsterdam Pharmacia
Biotech, San Francisco, CA. U.S.A) sokulduktan sonra E. coli BL-21 susuna
transforme edilmistir. Optimum invitro kiiltlir ortam1 saglanarak transforme olmus E.
coli BL21 hiicrelerinin TgSAG2 proteinini eksprese etmesi saglanmstir. Kisaca, 10
ml taze transforme edilmis E. coli hiicreleri 50 pg/ml ampisilin iceren 1L LB
medyumunda 37°C sicaklikta, 250 rpm’de 600 nanometredeki optik dansitesi (OD)
0.5’e ulasincaya kadar ¢ogaltilmistir. Bu proteinin ekspresyonu SmM isopropil -D-
1-thiogalactopyranosid (IPTG) kullanilarak indiiklenmis ve 27 °C’de bir gece inkiibe
edilerek hiicreler ¢ogaltilmaya devam edilmistir. E. coli kiilttirti 8.000 g’de 15 dakika
santrifiij edilmis ve daha sonra hiicre pelleti TNE tamponu (50 mM Tris-HC1, pH
8.0, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA ve %1 Triton X-100), 50 mg/ml lizozim, %1 (w/v)
N-Laurosilsarkosin sodyum ve proteaz inhibitorleri i¢ceren tamponda sulandirilmustir.
Bu rekombinant protein Glutation-Sefaroz 4B boncuklart (Amersham Pharmacia
Biotech) kullanarak saflastirilmistir. Protein ekspresyonlart Coomassie mavisi ile
boyanmis ve SDS-PAGE jelde goriintiilenmistir. Eksprese edilen proteinlerin

konsantrasyonu % 40 BCA protein kiti ile dl¢tilmiistiir.

Indirekt ELISA testinde TgSAG2-GST ve GST proteinleri kaplama tamponu
(0.05 M karbonat-bikarbonat tamponu, pH 9.6) i¢inde 2-4 pg/ml konsantrasyonda
seyreltilmistir. ELISA pleytinin kuyucuklar1 100 pl antijen ile kaplanmis ve bir gece
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boyunca 4°C'de inkiibe edilmistir. Kaplama ¢ozeltisi dokiildiikten sonra, pleytler %3
yagsiz siit tozu igeren PBS ile 37°C'de 1 saat boyunca bloklanmistir. Pleytler PBST
ile yikandiktan sonra, serum numuneleri (seyreltilmis 1:100) eklenerek tekrar
37°C'de 1 saat inkube edilmistir. Baglanan antikorlar horseradish peroksidaz (HRP)
ile bagl (Bethyl, Montgomery, AL, USA) anti-dog IgG (1:4.000) ve ardindan ABTS
[2,2'-azinobis (3-etilbenztiazolinsiilfonik asit)] (Sigma, ABD, Louis, MO, ABD) ile
gorliniir hale getirilmistir. Oda sicakliginda renk olusumu izlenmis ve horseradish
peroksidaz enziminin aktivasyonunu durdurmak i¢in 50 pl durdurma soliisyonu ilave
edilmistir (2 M Siilfiirik asit). Optik dansite (OD) 415 nm dalga boyunda mikropleyt
okuyucu ile Olclilmustiir (ELISA reader/Rayto Microplate Reader, Model: RT-
2100C). ELISA sonuglar1 her bir numune i¢in GST proteininin ODy35 degerinin
rekombinant TgSAG2'nin OD,35 degerinden ¢ikarilarak degerlendirilmistir. Cutt-off
degerleri kopek serumu ornekleri kullanilarak belirlenmis ve negatif serumlarin
ODysj5’de  olgiilen ortalama degerine standart sapmanin 3 katt eklenerek
hesaplanmistir. Test edilen O0rnegin degeri cut-off degerinden yiiksek oldugunda

ornek pozitif olarak kabul edilmistir.
2.2.1.2. Indirekt ELISA testinin asamalari

1. Antijen kaplama: Antijen 2 pg/ml oraninda karbonat bikarbonat tamponu ile

sulandirilmastir.

2. Mikropleytin her kuyucuguna 100 ul antijen soliisyonu damlatilmis ve

4°C’de bir gece bekletilmistir.
3. Pleytler yikama tamponu (PBST) ile bir defa yikanmistir.

4. Her kuyucuga 100 pl bloklama soliisyonu (%3 yagsiz siit tozu: 3 gr yagsiz
stit tozu +100 ml PBS) damlatilmustir.

5. Pleytler 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
6. Pleytler yikama tamponu PBST ile bir defa yikanmuistir.

7. Primer antikor reaksiyonu: Pleytlere pozitif kontrol, negatif kontrol ve serum
orneklerinden 50°ser pl damlatilmistir (Biitlin 6rnekler %3’°liik yagsiz siit tozu ile

1:100 oraninda sulandirilmistir)
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8. Pleytler 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

9. Pleytler Yikama tamponu ile 6 defa yikanarak, kagit havluya hafifce

vurularak kurutulmustur.

10. Sekonder antikor reaksiyonu: 50 upl konjugat (horseradish peroksidaz
enzimi ile isaretli anti-dog 1gG, 1:4000 oraninda %3 yagsiz siit tozu ile sulandirilmis)

damlatilmistir.
11. Pleytler 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

12. Pleytler yikama tamponu ile 6 defa yikanmis, kagit havluya hafifce

vurularak kurutulmustur.

13. Pleytlerin her bir ¢ukuruna 100 pl substrat (ABTS) soliisyonu hizli bir

sekilde damlatilmis ve karanlik kutuda oda 1s1sinda 1 saat bekletilmistir.

14. Pleytler ELISA okuyucusunda 415 nm filtre kullanilarak reaksiyonun optik

dansitesi Ol¢iilmiistiir.
2.2.1.3. ELISA Testinde Kullanilan Soliisyonlar

1. Antijen Sulandirma Soliisyonu: Karbonat-bikarbonat tamponu: 50 mM

karbonat-bikarbonat tamponu (ph 9.6)
NaHCO; 2.93gr
Na,CO3 1.59 gr

900 ml distile suda iyice ¢ozdiiriilmiis, HCI veya NaOH ile pH 9.6’ya

ayarlanmistir. Daha sonra soliisyona distile su eklenerek 1000 ml’ye tamamlanmistir.

2. Yikama Tamponu: (PBST 10x) (pH: 7.4)

NaCl 160 gr
KCI 4 gr
KH2P04 4gr
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Na,HPO4 12H,O 58 gr

Karistim 1800 ml distile suda iyice c¢ozdiirildiikten sonra, pH 7.4%e
ayarlanmstir. Toplam soliisyon distile su ile 2000 m1’ye tamamlanmustir. Uzerine 10
ml Tween 20 polyoxyethylene (20) sorbitan eklenerek yikama tamponu (PBST 10x%)
olusturulmugtur. Bu yikama tamponu konsantredir. Kullanilacagi sirada 1:10

oraninda distile su ile sulandirilmstir.
3. Bloklama Soliisyonu: Yagsiz siit tozu (%3)
Yagsiz siit tozu 3gr
PBS 100 ml
4. Substrat Soliisyonu: ABTS
ABTS (solid) 3 mg
ABTS tamponu* 10 ml

Karigim 1iyice ¢ozindirildiikten sonra kullanilacagi sirada tizerine 1 pl

%30'luk H,0; ilave edilmis ve hemen damlatilmustir.

ABTS, tablet olarak kullanildiginda 1 adet tablet 20 ml ABTS tamponu iginde

eritilip, tizerine 10 pl H,O, eklendikten sonra hemen damlatilmaktadir.

* ABTS tamponu: ph, 4.0

A: 0.1 M citric acid, monohydrate 10.507 gr, 500 ml distile suda
¢Ozdiiriilmiis,

B: 0.2 M Na,HPO, 12 H,0 35.814 gr, 500 ml distile suda
¢Ozdiiriilmiis,

A tamponunun iizerine pH 4.0 olana kadar B tamponundan ilave edilip 4°C

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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2.2.2. Sabin-Feldman Boya Testi (SFDT)

Testin esas1 canli takizoitlerin siipheli plazma 6rnegi ve kompleman varliginda
inkiibasyon sonrasi lizise ugrayan takizoitlerin metilen mavisi ilave edilerek goriiniir
hale getirilmesine dayanir. Stpheli plazma Orneginin spesifik T. gondii 19G
antikorlar1 varliginda klasik yoldan aktive olan komplemanin parazit membran: ile
reaksiyona girdigi ve membrani tahrip ederek paraziti lizise ugrattigt bulunmustur.
Siipheli 6rnekte T. gondii IgG antikorlarinin bulunmamasi durumunda bir kompleks
olusmadigr i¢in kompleman membrana baglanamamakta, saglam kalan takizoitler
metilen mavisi ile boyanarak negatif sonu¢ vermektedir. Boyanmamis veya
parcalanmis takizoitlerin goriilmesi 6zgiin antikor varliginin gostergesi olup, %50
boyanmamis takizoitlerin goriildiigii son diliisyon miktari testin degerlendirilmesinde

referans olarak kullanilmaktadir (Caner ve Giirtiz 2011).

Sekil 4. Toxoplasma gondii takizoitlerinin in vivo kiiltivasyonunda kullanilan

laboratuar fareleri
2.2.2.1. Antijenin hazirlanmasi

Sabin Feldman boya testinde, T. gondii'nin fare peritonunda ¢ogaltilan canli

takizoitleri kullanilmigtir. Bunun i¢in test giinii, uygulamadan iki saatten daha az bir
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stire 6nce elde edilmis canli takizoitler tercih edilmistir. SFDT i¢in T. gondii antijeni

asagidaki protokole gore hazirlanmistir (Caner and Giiriiz 2011).

Toxoplasma gondii pasaji: intraperitoneal yolla enfekte edilen farelerden alinan
periton sivisi Balb/c farelere (Sekil 4, 5), fare basina 0.5 ml intraperitoneal olarak
uygulanmistir. Yaklasik 68 saat sonra fareler servikal dislokasyon ile sakrifiye
edilmistir (Sekil 6). Kontaminasyonu onlemek i¢in islem sirasinda stok soliisyon
antibiyotikli serum fizyolojik iceren steril bir tiip i¢ine alinmistir. Farelerin periton
boslugundan elde edilen takizoitlerin (Sekil 7) hemositometrede tripan mavisi ile
sayilarak canliliklar1 degerlendirilmistir. Antijen kaynag1 olarak kullanilan peritoneal

eksudat 400.000 takizoit/ml olacak sekilde serum fizyolojik ile sulandirilmistir.

Sekil 5. Toxoplasma gondii takizoitlerinin laboratuar faresinde periton igine

enjeksiyonu

Kullanilan maddeler:
1. 6-8 haftalik ve 25-30 g agirliginda toxoplasma antikoru yoniinden negatif fareler
2. Antibiyotikli serum fizyolojik soliisyonu

3. Hemositometre
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Sekil 6. Laboratuar faresinin kabin i¢inde sedasyonu

Sekil 7. Laboratuar faresinden periton sivisinin aspirasyonu

2.2.2.2. Kompleman faktoriin hazirlanmasi

Kompleman faktorii olarak anti-Toxoplasma antikorlar1 yoniinden negatif olan

insan serumu kullanilmistir (Sekil 8). 20 ml insan serumu iizerine 4 ml %5
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TriSodyum sitrat soliisyonu ilave edilerek karistirtlmistir. Bu karigimin iizerine 120
ul heparin (5000 iinite/ml) ilave edilmistir. insan serumu kullanim zamanma kadar

—207C’de saklanmustir.

Sekil 8. Kompleman faktor ihtiva eden insan serumu
2.2.2.3. Pozitif kontrol serumu

Sabin Feldman boya testinin uygulanmasi sirasinda, en az 1/2048 diliisyonda
pozitif reaksiyon veren serum, Toxoplasma yoniinden pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. Pozitif kontrol serumu olarak, ayrica liyofilize halde satilan pozitif
kontrol serumu da kullanilmistir. SF boya testinin uygulamasi sirasinda pozitif
kontrol serumunun 1/256 (125 IU/ml) ve iizeri diliisyonlarda pozitiflik vermesi

durumunda testin c¢alistig1 kabul edilmistir.
2.2.2.4. Soliisyonlarin hazirlanmasi

1- Sodyum karbonat soliisyonu (%0.53): 26.5 gr sodyum karbonat 500 ml

distile su ile karistirilarak hazirlanmistir.

2- Sodyum tetraborat soliisyonu (%1.91): 1.91 gr sodyum tetraborat 100 ml

distile su ile karistirilarak hazirlanmistir.

3- Alkali metilen mavisi soliisyonu (%1.6): 1.6 gr metilen mavisi 100 ml distile

su ve 100 ml metanol i¢inde karistirilarak elde edilmistir.
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4- Boyama soliisyonu: 19.4 ml %0.53 Sodyum karbonat soliisyonu, 0.6 ml
%1.91 sodyum tetraborat soliisyonu ve 0.3 ml %1.6 alkali metilen mavisi soliisyonu

karistirilarak hazirlanmistir.

5- Trisodyum sitrat soliisyonu (%25): 25 gr trisodyum sitrat 100 ml distile su
ile karistirilarak elde edilmistir, trisodyum sitrat soliisyonu (%5) hazirlamak i¢in de
ilk hazirlayacagimiz soliisyondan (%25) 10 ml alinmis, 40 ml distile su ile

karistirilmastir.
2.2.2.5. Sabin Feldman boya testi

Bu test iki asamadan olusmaktadir. Ik asama deneme plaginda kullanilmus,
malzeme ve plazmalar kontrol edilmistir. Deneme plaginda Toxoplasma referans
kontrol serum, T. gondii antijeni ve kompleman faktoriin ¢aligip ¢alismadigina karar
verilip, sonuglar beklendigi gibi ¢iktiginda plazma oOrnekleri ile SF boya testi

uygulamasina gecilmistir.

Sekil 9. Toxoplasma referans kontrol serum, T. gondii antijeni ve kompleman

faktoriin ¢alisip ¢alismadiginin analizi yapilirken kullanilan test tiipleri
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Yontem:

Deneme plag1 icin 96 g¢ukurlu, diiz tabanli mikrotitrasyon plagi veya tiipler
kullamilmistir. Toxoplasma referans kontrol serumu, plagin ilk iki siitununda 1/4
dilisyondan baglanarak 1/64.000’¢ kadar sulandirilmistir (Sekil 9). Pozitif kontrol
serumu tigiincii siitunun ilk ¢ukurundaki 1/4 diliisyondan baslanarak 1/512 diliisyona
kadar seri olarak sulandirilmistir (Sulandirma sirasinda ilk c¢ukura 25 pl kontrol
serumu, ikinci g¢ukura ise 25 pl kontrol serumu + 25 ul serum fizyolojik
konulmustur. Sonra bu ¢ukurdan alinan 25 pl 6rnek bir sonraki ¢gukurda bulunan 25
ul serum fizyolojik lizerine aktarilmis pipetle karigtirildiktan sonra islem son ¢ukura
kadar ayn1 sekilde devam ettirilerek son ¢ukurda 25 pl disar1 atilmistir.). Daha sonra
her bir ¢ukura 50 pl kompleman faktor + 25 pl T. gondii antijeni ilave edilmistir.
Toxoplasma gondii antijeninin kontrol sulandirmasinda iki gukurda paralel olarak 75
ul serum fizyolojik ile 25 pl T. gondii antijeni karigtirllmistir. Kompleman faktoriin
kontrol sulandirimasinda ise 25 pl serum fizyolojik + 50 pl kompleman faktor + 25
ul T. gondii antijeni bir ¢ukurda karistirilmistir. Plak 1 dakika oda sicakliginda
otomatik karistiricida bekletilmis ve sonra 37 C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Sonraki
asamada 25 pl %1.6 alkali metilen mavisi sollisyonu ilave edilerek 1 dakika oda
sicakliginda otomatik karistiricida calkalanmis ve 37°C’de 5 dakika inkiibe
edilmistir. Plak 10 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra invert mikroskop ile 40x
bliylitmede degerlendirilmistir.

2.2.2.5.1. Sabin Feldman boya testi uygulamasi

Diiz tabanli 96 g¢ukurlu bir mikrotitrasyon plaginda kopek plazmalarinin
dilisyonu yapilmistir. Plagin ilk siitununda plazma 1/4 diliisyondan baslanarak 1/512
diliisyona kadar sulandirilmistir. Sulandirma sirasinda ilk ¢ukura sadece 25 pl kopek
plazmasi konulmus, ikinci gukura ise 25 pl kopek plazmasi + 25 pl serum fizyolojik
eklenmistir. Sonra bu ¢ukurdan alinan 25 pl 6rnek bir sonraki ¢ukurda bulunan 25 pl
serum fizyolojik {izerine aktarilmistir, pipetle karistirildiktan sonra islem son ¢ukura
kadar aym1 sekilde devam etmis ve son ¢ukurda 25 pl disar1 atilmigtir. Daha sonra her
bir ¢ukura 50 ul kompleman faktér + 25 ul T. gondii antijeni ilave edilmistir. Bu
asamada plak 1 dakika oda sicakliginda plak g¢alkalayici iizerinde karistirilmis ve
37C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda her ¢ukura 25 pl %1.6 alkali

metilen mavisi soliisyonu ilave edilerek oda sicakliginda 1 dakika daha calkalanmis
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ve 37°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Plak 10 dakika oda 1sisinda diiz bir zeminde
bekletildikten sonra mikroskop ile 40x biyiitmede incelenmistir. 1/16 ve iizeri

antikor titresi pozitif kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Arastirma, Konya Biiyiiksehir Belediyesi Veterinerlik Sube Miidiirliigi
(Barinak Merkezi)'nde yasayan her iki cinsiyetten 334 kopek {izerinde
gerceklestirilmistir. Tiim kopekler icin genel klinik bulgular yas ve cinsiyetlere gore
kaydedilmistir. Kan 6rnekleri (3-5 ml) antikoagiilanl tiiplere teknigine gore alinmis
ve serolojik tani i¢in plazmasi ayrilmistir. Toxoplasma gondii antikorlarinin teshisi,
Sabin-Feldman boya testi (altin standart olarak) ile yapilmistir. Boya testinde,
serumlarin 1/16, 1/64, 1/256, 1/1024 diliisyonlar1 incelenmistir.

Indirekt-ELISA  testinde rekombinant SAG2 proteininin iretimi ve
degerlendirilmesi laboratuarda gerceklestirilmis ve serumlarin 1/100 oranindaki

diltisyonlar1 antikor varlig1 yoniinden analiz edilmistir.

Cizelge 3.1'de gosterildigi gibi, Sabin-Feldman Boya testi ile kopeklerin
%98.5', ELISA testi ile %33.81 anti-T.gondii antikorlar1 yoniinden pozitif
bulunmustur. Sabin-Feldman Boya testinde, erkeklerin %99.2'si, disilerin ise %98.1'i
pozitiflik olarak tespit edilmistir. ELISA testi ile erkeklerin %40.3’#, disilerin %30’u
pozitif olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Sabin-Feldman boya testi (SFDT) ve indirekt-ELISA ile tespit

edilen anti-Toxoplasma gondii antikorlarinin képeklerdeki dagilimi.

Sabin-Feldman boya testi (SFDT) ELISA
Cinsiyet ZZZ:T Negatif | Pozitif | % | 1/16 | 1/64 | 1/256 | 1/1024 | Negatif | Pozitif | %
Erkek 124 1 123 99.2 | 61 43 16 3 74 50 40.3
Disi 210 4 206 98.1 | 107 | 72 19 8 147 63 30
Toplam 334 5 329 | 985 | 168 | 115 35 11 221 113 | 338

Boya testi, 1/16, 1/64, 1/256 ve 1/1024 diliisyonlarda uygulanmistir.
Hayvanlardaki seropozitiflik 1/16 diliisyonda 168 (61 erkek, 107 disi), 1/64
diliisyonda 115 (43 erkek, 72 disi), 1/256 diliisyonda 35 (16 erkek, 19 disi) ve 1/
1024 diliisyonda 11 (3 erkek, 8 disi) olarak tespit edilmistir.
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Sabin-Feldman boya testi ve indirekt-ELISA ile tespit edilen pozitif ve negatif
reaksiyonlar Sekil 10 ve Sekil 11'de gosterilmektedir.

Sekil 10. Sabin-Feldman boya testinde kaydedilen pozitif ve negatif

reaksiyonlar



Sekil 11. ELISA ile kaydedilen pozitif ve negatif reaksiyonlar

Yaglara gore enfeksiyon durumlar1 Cizelge 3.2'de verilmistir. Sabin-Feldman
Dye testi ile 0-1 yas grubundaki 14 kopegin tamaminda seropozitiflik tespit
edilmistir. 1/16 diliisyonda 7, 1/64 diliisyonda 6 ve 1/1024 diliisyonda 1 kopekte
pozitiflik tespit edilmistir. 1/256'da negatif sonu¢ alinmistir. ELISA'min bu yas
grubunda seropozitif sonucu %21.4 (3/14) olarak bulunmustur.

Cizelge 3.2. Sabin-Feldman Boya testi (SFDT) ve indirekt ELISA ile spesifik

anti-Toxoplasma gondii antikorlarinin yaslara gore dagilimi.

Sabin-Feldman Boya testi (SFDT) ELISA
Yas Hayvan sayis1 | Negatif | Pozitif | % | 1/16 | 1/64 | 1/256 | 1/1024 | Negatif | Pozitif | %
0-1 14 0 14 100 | 7 6 0 1 11 3 214
1-3 320 5 315 | 984 | 161 | 109 | 35 10 210 110 | 34.3
Toplam 334 5 329 | 985| 168 | 115 | 35 11 221 113 | 33.8
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1-3 yas grubunda, Sabin-Feldman boya testinde 320 kopekten 315 (%98.4)’1
seropozitif bulunmustur. 1/16 diliisyonda 161, 1/64 diliisyonda 109, 1/256
diliisyonda 35 ve 1/1024 dilisyonda 10 kopekte pozitiflik tespit edilmistir.
ELISA'nin seropozitiflik sonucu %34.3 (110/320) bulunmustur.

Muayene edilen hayvanlarda gesitli klinik bulgular tespit edilmistir. Klinik
bulgular arasinda arka bacaklarda fel¢ ve atrofi, burun akintisi, deri lezyonlari, kene

enfestasyonlari, kusma, diyare, sinir sistemi bozukluklar1 ve zayiflama gézlenmistir.

Cizelge 3.3’de Sabin-Feldman Boya testi (SFDT) ve ELISA'min klinik
bulgularla iligkisi gosterilmistir. Sabin-Feldman Boya testinde, klinik bulgular1 olan
toplam 61 hayvandan 60’1 (%98.3) seropozitif bulunmustur. Seropozitiflik orani arka
ekstremite felci ve atrofi goriilen hayvanlarda, deri lezyonlar1 olan hayvanlarda, kene
enfestasyonu, arka ekstremite felci, atrofi ve deri lezyonlar1 olan hayvanlarda %2100,
burun akintisi olan hayvanlarda %96.8 olarak tespit edilmistir. 1/16 sulandirmada
pozitif bulunan 31 hayvanin, 15’inde burun akintisi, 10’unda deri lezyonlari, 4’tinde
kene istilalari, 1’inde arka ekstremite felci ve atrofisi ile 1’inde arka ekstremite felci,
atrofi ve deri lezyonlari tespit edilmistir. 1/64 sulandirmada 22 hayvanda pozitiflik
tespit edilmis ve 13 kopekte burun akintisi, 5 kopekte deri lezyonlari, 4 kdpekte kene
enfestasyonlar1 bulunmustur. 1/256 sulandirmada 3 kopek pozitif bulunmus, bunlarin
ikisinde burun akintisi, birinde deri lezyonlar tespit edilmistir. 1/1024 sulandirmada
4 kopek pozitif bulunmus, bunlarin birinde burun akintisi, ikisinde deri lezyonlari,

birinde kene enfestasyonlar1 gézlenmistir.
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Cizelge 3.3. Sabin-Feldman Boya testi (SFDT) ve indirekt ELISA'nin klinik

belirtilerle iliskisi.
Sabin-Feldman Boya testi (SFDT) ELISA
- . Hayvan . . . .
Klinik belirtler Negatif | Pozitif | % | 1/16 | 1/64 | 1/256 | 1/1024 | Negatif | Pozitif | %
sayis1
Arka
Ekstremite 1 0 1 100 1 0 0 0 0 1 100
Felci ve Atrofi
Burun Akintist 32 1 31 96.8 | 15 13 2 1 22 10 31.2
Deri
18 0 18 100 | 10 5 1 2 11 7 38.8
Lezyonlar1
Kene
9 0 9 100 4 4 0 1 6 3 33.3
Enfestasyonlar1
Arka
ekstremite
1 0 1 100 1 0 0 0 0 1 100

felci, atrofi ve

deri lezyonlar1

Toplam 61 1 60 983 | 31 22 3 4 39 22 36

Klinik bulgular gosteren kopeklerin %36°s1 (22/61), ELISA'da seropozitif
bulunmustur. Arka bacaklarda felg ve atrofi goriilen iki hayvanin ikisi (%100), deri
lezyonlar1 goriilen hayvanlarin % 38,81 (7/18), kene enfestasyonu olan hayvanlarin
%33,3’ti (3/9), burun akintist olan hayvanlarin % 31,2’si (10/32) pozitif

bulunmustur.

Cizelge 3.4’te Sabin-Feldman boya testi (SFDT) ve ELISA testlerine gore
cinsiyet ile klinik belirtiler arasindaki iligki verilmistir. Klinik belirti gézlenen 61
kopegin (17 erkek, 44 disi) 60’1inda (%98.3) Sabin-Feldman boya testi ile pozitiflik

belirlenmis, disilerin %100l ve erkeklerin %94.1°1 pozitif bulunmustur.
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Cizelge 3.4. Sabin-Feldman Boya testi (SFDT) ve ELISA testlerine gore

cinsiyet ile klinik belirtiler arasindaki iliski.

Sabin-Feldman Dye test (SFDT) ELISA
Klinik
o belirtileri ) o ) o

Cinsiyet | glan Negatif | Pozitif | % 1/16 | 1/64 | 1/256 | 1/1024 | Negatif | Pozitif | %

hayvan

Sayis1
Erkek 17 1 16 941 | 10 5 1 0 10 7 411
Disi 44 0 44 100 |21 17 2 4 29 15 34
Toplam | 61 1 60 983 | 31 22 3 4 39 22 36

Sulandirmalara gore kopeklerde en yiiksek seropozitiflik 10 erkek, 21 disi
olmak tizere toplam 31 kdpekte 1/16 sulandirmada tespit edilmistir. Bunu 5 erkek, 17
disi toplam 22 pozitiflik ile 1/64 sulandirma takip etmistir, 1/256 sulandirmada 1
erkek, 2 disi toplam 3 kopekte, 1/1024 sulandirmada 4 disi kdpekte pozitiflik tespit
edilmistir. ELISA'da klinik belirti gdsteren kopeklerin %36’sinda (22/61) pozitiflik
tespit edilmistir. Seropozitiflik erkeklerde %41.1 (7/17), disilerde %34 (15/44) olarak

tespit edilmistir.

Cizelge 3.5'te Sabin-Feldman boya testi (SFDT) ve ELISA testi ile incelenen
yeni ve eski girisli kopeklerdeki seropozitiflik durumlart verilmistir. Sabin-Feldman
boya testinde bariaga yeni gelen kopeklerin %95.4’1 seropozitif bulunurken, eski
girisli kopeklerin %99’u seropozitif bulunmustur. Sulandirmalara goére toplam 44
yeni gelen hayvanin 27°sinde 1/16, 12’sinde 1/64, 3’iinde 1/256 sulandirmada
pozitiflik tespit edilmistir. Daha 6nceden barinaga gelmis olan toplam 290 kdpegin
141’inde 1/16, 103’inde 1/64, 32’sinde 1/256, 11’inde 1/1024 sulandirmada

pozitiflik bulunmustur.

Cizelge 3.5. Sabin-Feldman boya testi (SFDT) ve indirekt-ELISA sonuglarinin

yeni ve eski girisli kopeklerde dagilima.

Sabin-Feldman Dye test (SFDT) ELISA
Durum Hayvan Negatif | Pozitif | % | 1/16 | 1/64 | 1/256 | 1/1024 | Negatif | Pozitif | %
saylist
Yeni 44 2 42 | 954 | 27 | 12 | 3 0 30 14 | 318
girisler
E_Sl.(' 290 3 287 99 141 | 103 32 11 191 99 34.1
girigler
Toplam 334 5 329 98.5 | 168 | 115 35 11 221 113 33.8

ELISA testi ile barinaga yeni gelen 44 kopegin 14°tinde (%31.8), eski girisli
290 kopegin 99’unda (%34.1) seropozitiflik belirlenmistir.
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4. TARTISMA

Toxoplasma gondii, diinya ¢apinda yiiksek bir dagilim gosteren insanlar ve
kopekler dahil olmak iizere tiim sicak kanli memelilere bulasabilen zorunlu hiicre i¢i
protozoon parazittir (Dubey 2010). insan ve hayvanlar canli doku kistleri iceren az
pismis ya da ¢ig etlerden, iyi yilkanmamis yiyeceklerden veya kirli suyla beraber
oositleri agiz yoluyla alarak T. gondii ile enfekte olmaktadirlar. Primer enfeksiyon
genellikle asemptomatiktir, ancak baz1 hastalarda lenfadenopati veya okiiler
toxoplasmosis goriilebilmektedir (Tenter 2000). Yash kopeklerde toxoplasmosisin

klinik belirtileri neosporozun norolojik bulgulari ile benzerlik gosterir (Dubey 2005).

Kopeklerde toxoplasmosis, klinik belirtileri spesifik olmayan bir hastaliktir
(Dubey ve Beattic 1988, Dubey 2005). Kopekler, enfekte kedi diskisina temas eden
kiirkleri  vasitasiyla T. gondii'nin  insanlara  bulagsmasinda mekanik rol
oynamaktadirlar (Frenkel ve ark.2003, Yang ve ark 2013). Toxoplasma gondii ile
enfekte olan kopekler bazi iilkelerde (Kore ve Cin gibi) tiiketicilere potansiyel bir
tehdit ve saglik riski olusturmaktadir. Bu nedenle, T. gondii enfeksiyonunun
bulagsmasinda kopeklerin roliiniin degerlendirilmesi 6nemlidir (Zhuo ve ark 2017).
Kopekler insanlar ve diger ara konak hayvanlarla ayni enfeksiyon riskine maruz
kaldiklarindan  dolayi, risk faktorlerinin  bir  gdstergesi olarak  c¢evre
kontaminasyonunu degerlendirmek igin kullanilabilirler (Ali ve ark 2003, Yan ve
ark 2012, Jiang ve ark 2015, Jiang ve ark 2016).

Toxoplasmosis ¢ogu konakta genellikle spesifik olmayan klinik belirtiler
gostermekte veya hicbir belirti gostermemektedir. Teshisi biiylik olgiide serolojik
tekniklerle yapilmaktadir. Parazite spesifik antikorlart veya antijenleri belirlemek
amaciyla Sabin-Feldman boya testi (SFDT), ELISA ve diger birgok serolojik test
gelistirilmigtir (Liu ve ark 2015). Sabin-Feldman boya testi (SFDT) en eski teshis
metodu olup, halen toxoplasmosisin serolojik teshisinde altin standart olarak kabul
edilmektedir. Boya testi son derece hassas ve spesifiktir. Okiiler hastaliklarin 1:2 gibi
diisiik titreleri bile teshis i¢in anlamli say1lmaktadir (Sabin ve Feldman 1948, Reiter-
Owona ve ark 1999, Udonsom ve ark 2008, Liu ve ark 2015).

Bu arastirma Konya Biiyliksehir Belediyesi Veterinerlik Sube Midiirliigiine

bagli Barinak merkezinde 334 kopek lizerinde yapilmistir. Bu caligmanin amaci,
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Sabin-Feldman boya testi ve indirekt ELISA ydntemini kullanarak spesifik anti-
T.gondii antikorlarinin varligin1 analiz etmek suretiyle kopeklerde toxoplasmosisin
ne oranda goriildiigiinii tespit etmektir. Enfeksiyonun dagilimi hayvanlarin cinsiyeti,
yast, Klinik bulgularin varligi, barinaga yeni gelmis ve eskiden beri barmnakta

bulunuyor olmalart gibi durumlar kaydedilmistir.

Toxoplasmosisin serolojik teshisinde en yaygin kullanilan testlerden bir digeri
de ELISA olarak kabul edilmektedir (Robert-Gangneux ve Dardé 2012, Yan ve ark
2012). Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak T. gondii'den elde edilen birgok
rekombinant protein, ELISA'da duyarlilik ve oOzgiilliik acisindan test edilmistir.
ELISA testinde; ¢oziiniir yapidaki antijen soliisyonu mikrotiter plakalarin plastik
yiizeyine baglanir, ardindan serumla muamele edilerek antijen-antikor reaksiyonu
gerceklestirilir, daha sonra ikincil bir enzim isaretli antikor eklenerek, reaksiyonun
varligi substrat ilavesiyle renk degisimi olarak goriiniir getirilir. Antikorun titresi
semptomlarin siddeti ile korelasyon gostermemektedir. Dolagimdaki T. gondii
antijenlerinin saptanmasi da toxoplasmosisin teshisinde kullanilmaktadir (Dubey ve
Beattie 1988, Hill ve Dubey 2002). Serolojik teshiste iki farkli test ayni1 laboratuarda
gerceklestirilse bile, tiim vakalarda ayni sonucu vermeyebilir. Mevcut serolojik
metotlar arasinda ELISA, T. gondii enfeksiyonunun teshisinde yiiksek duyarliligi ve
Ozglinliigli, disiik maliyeti, basit ve hizli olusu nedeniyle yaygin olarak

kullanilmaktadir (Jiang ve ark 2015, Zhuo ve ark 2017).

Asai ve ark (1992) Japonya'da T. gondii'nin 6zgiil bir antijeni olan niikleosid
trifosfat hidrolazi (NTPaz) kullanarak ELISA testi gelistirmislerdir. Elde edilen
sonuglar SFDT ile uyumlu bulunmustur. Tayland'da yapilan bir ¢calismada, 210 insan
serum numunesi, canli takizoitler kullanilarak boya testiyle incelenmis; daha sonra
bu sonuglar IFA test sonuglariyla kiyaslandiginda, SFDT ile daha yiiksek oranda
pozitiflik tespit edilmistir (Udonsom ve ark 2010).

Toxoplasmosisin serodiagnozunda boya testinin rolii sekiz iilkede (Almanya,
Danimarka, Avusturya, Fransa, Israil, Italya, Ingiltere ve Norveg¢) on dokuz
laboratuvarda degerlendirilmistir. Boya testi ile elde edilen reaksiyonda antikor
titresi seviyesinin ne oranda olacagi konusunda tam bir mutabakat yoktur. Ancak 4
IU degerinin veya 1:16'lik bir titrenin iizerinde bir reaksiyonun pozitiflik tanimina

uydugu belirtilmektedir. Yine de standardizasyon g¢alismalar1 yapilarak ortak bir
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protokoliin kullanilmasi gereklidir (Reiter-Owona ve ark 1999). Ankara'da hastalarda
toxoplasmosis tespitinde kullanilan ELISA IgM ve Sabin-Feldman testinin
duyarhiligimin karsilastirilmasinda, Sabin-Feldman testi ve ELISA’da IgM'nin
seropozitifligi sirasiyla %16.9 ve %1.5 olarak bulunmustur. Her iki ELISA IgM ve
Sabin-Feldman testi, tekrarlayan diisiikleri olan bir hastada pozitif sonu¢ vermistir.
ELISA yonteminin, Sabin-Feldman ydntemleri uygulanamayan laboratuarlarda,
spesifik antikorlarin saptanmasinda ve konjenital toxoplasmosis olgularinin klinik
olarak izlenmesinde kullamilabilecegi bildirilmistir (Aslan ve Altintas 2000). iran'in
Shiraz kentinde Sabin-Feldman boya testi ile kopeklerde T. gondii enfeksiyonunun
seroprevalansi dl¢iilmiis ve incelenen 100 kopekten 31'i (%31) T. gondii enfeksiyonu
yoniinden pozitif olarak belirlenmistir. Sokak kopeklerinde oran %41.8 iken, evde
beslenen kopeklerin %9.1' pozitif olarak tespit edilmistir. Ug¢ yasin iistiindeki
kopekler en yiiksek (%57.14) enfeksiyon oranina sahipken kopeklerin cinsiyetlerinin
enfeksiyon oranimi etkilemedigi bildirilmistir. Sokak kopeklerindeki yiiksek
enfeksiyon oraninin, ciddi bir halk saglhigi sorunu olusturabilecegi belirtilmistir

(Shad-Del ve ark 1993).

Tiirkiye'de pek c¢ok ilde SFDT kullanilarak yapilan c¢aligmalarda sokak
kopeklerinde T.gondii enfeksiyonu oldugu bildirilmistir. Aktas ve ark (1998)’nin
sokak kopekleri tizerinde yaptig1 bir ¢alismada, 1/16 titrede enfeksiyon oran1 %75.4
olarak oOlc¢ilmiistiir. Seving ve ark (2000)’nin sokak kopekleri tizerinde yaptig1 bir
diger c¢aligmada, 1/16 titrede enfeksiyon orani %64.02 olarak belirlenmistir.
Tiirkiye'nin farkli sehirlerinde kdpeklerde toxoplasmosisin seroprevalanst %40 ile %
97.5 oranlan arasinda degismektedir (Aslantas ve ark 2005, Simsek ve ark 2006,
Babiir ve ark 2007a, Babiir ve ark 2007b, Kili¢ ve ark 2008, Sahal ve ark 2009,
Yildiz ve ark 2009, Gicik ve ark 2010, Icen ve ark 2010, Balkaya ve ark 2010, Altay
ve ark 2013, Dogan ve ark 2014).

Bu ¢alismada Sabin-Feldman boya testi ile elde edilen %98.5'lik pozitif sonug,
diger ¢alismalarla uyumlu bulunmustur (Babiir ve ark 2007a, Kili¢ ve ark 2008,
Gicik ve ark 2010, Icen ve ark 2010, Altay ve ark 2013). Seropozitif drnekler
cogunlukla 1/16 titrede olgiilmiistir ve diger ¢alismalarin sonuglariyla uyumlu
oldugu goriilmiistiir. Yiiksek seropozitiflik, ¢evredeki yiliksek kontaminasyona isaret

etmektedir.
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Cinsiyet bakimindan enfeksiyon orani erkeklerde %99.2, disilerde %98.1
olarak tespit edilmistir. Erkekler ve disilerin enfeksiyon oranlar1 arasinda bir fark
olmamasi da diger sonuglarla uyumlu bulunmustur (Shad-Del ve ark1993, Aktas ve
ark 1998, Babiir ve ark 2007a, Babiir ve ark 2007b, Kili¢ ve ark 2008, Yildiz ve ark
2009, Balkaya ve ark 2010, , Gicik ve ark 2010, Icen ve ark 2010, Altay ve ark 2013,
Dogan ve ark 2014). Yas itibariyle 0-1 yas grubundaki kdpeklerde enfeksiyon orani
%100, 1-3 yas grubundakilerde ise %98.4 olarak tespit edilmistir. Yas gruplari
arasinda enfeksiyon orani yoniiyle fark olmamasi, yine diger arastirmalarin sonuglari
ile uyumludur (Aktas ve ark 1998, Simsek ve ark 2006, Babiir ve ark 2007a, Kilig ve
ark 2008, Yildiz ve ark 2009, icen ve ark 2010, Altay ve ark 2013, Dogan ve ark
2014).

Parmley ve ark (1992), insan serumlarinda T. gondii‘ye spesifik antikorlarin
tespiti i¢in rekombinant T. gondii yiizey antijeni P22'yi degerlendirmislerdir. Bu
degerlendirmede P22 geni ekspresyon vektorii pPGEX-2T'ye eklenmis ve E. coli'de
GST filizyon proteini olarak eksprese edilmistir. Flizyon proteini, hastalardan alinan
serumlarda ELISA ile antikorlari tespit etmek icin saflagtirilmistir. Akut olarak
enfekte olmus hasta serumlarinda Immiinglobulin G antikorlar1 genel olarak fiizyon

proteinine kronik enfeksiyonlu hastalarin serumlarindan daha fazla tepki vermistir.

Béla ve ark (2008) Brezilya'da rekombinant antijen SAG2A antijenini
kullanarak toxoplasmosisin akut ve kronik fazlarindaki IgG ve IgGI antikorlarini
reaktivitesini ELISA ile analiz etmislerdir. Bu antijen ELISA testinde yiiksek
duyarlilik (%95) ve ozgiilliik (%100) gostermistir. ELISA testinin duyarlilig1 akut ve
kronik faz i¢in ayr1 ayr1 Olciildiigiinde; akut faz (9%90) kronik (%67) faza gore
anlamli olarak daha yiiksek oranda bildirilmistir. Bu c¢alismanin sonucunda
SAG2A'nin, toxoplasmosisin akut fazinin karakterize edilmesinde, teshis araci olarak

kullanilabilecek bir antijen oldugu belirtilmistir.

Toxoplasma gondii'nin yiizey antijeni-2 (SAG2) proteinini kodlayan gen,
ekspresyon vektorii plazmid pGEX-4T-1 igine klonlandi ve E. coli'de GST flizyon
proteini olarak eksprese edildi. Saflastinllmis GST etiketli SAG2 proteininin
performansi, ticari ELISA ile kiyaslandi. Yapilan ¢alismada gebe kadinlardan alinan
toplam 1096 serum ve tiikiiriik numunesi GST-SAG2 ile test edildi. Orneklerin 20'si
T. gondii IgM yoniinden pozitif (%1.82), 81'i IgG yoniinden pozitif (%7.4) ve 23
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(%2.1) tiikiirik numunesi de IgA yoniinden pozitif bulundu (Yan ve ark 2012).
Tiirkiye’de yapilan bir calismada ise, T. gondii'ye spesifik antikorlar evcil kopeklerde
rekombinant TgSAG2 antijeni kullanilarak indirekt ELISA test edilmis ve % 19.8’lik

seropozitivite elde edilmistir (Zhou ve ark 2016).

Bu c¢alismada kullanilan GST etiketli rekombinant TgSAG2 proteini daha

onceden tanimlanan metoda gore olusturulmustur (Zhou ve ark 2016).

Indirekt ELISA testinde TgSAG2-GST ve GST proteinleri kaplama tamponu
(0.05 M karbonat-bikarbonat tamponu, pH 9.6) i¢inde 2-4 pg/ml konsantrasyonda
seyreltilmigtir. ELISA pleytinin kuyucuklar1 100 pl antijen ile kaplanmig ve bir gece
boyunca 4°C'de inkiibe edilmistir. Kaplama ¢ozeltisi dokiildiikten sonra, pleytler %3
yagsiz siit tozu igeren PBS ile 37°C'de 1 saat boyunca bloklanmistir. Pleytler tween
20 igeren fosfat tampon (PBST) ile yikandiktan sonra, 1:100 oranda seyreltilmis
serum numuneleri eklenerek tekrar 37°C'de 1 saat inkube edilmistir. Baglanan
antikorlar horseradish peroksidaz (HRP) ile bagli (Bethyl, Montgomery, AL, U.S.A)
anti-dog 1gG sekonder antikoru (1:4.000 oranda sulandirilmis) ile inkiibe edilmistir.
Yikamadan sonra ABTS [2,2'-azinobis (3-etilbenztiazolinsiilfonik asit)] (Sigma,
ABD, Louis, MO, ABD) ile reaksiyon goriiniir hale getirilmistir. Oda sicakliginda
renk olusumu izlenmis ve horseradish peroksidaz enziminin aktivasyonunu
durdurmak i¢in 50 pl durdurma soliisyonu ilave edilmistir (2 M Siilfiirik asit). Optik
dansite (OD) 415 nm dalga boyunda mikropleyt okuyucu (ELISA reader/Rayto
Microplate Reader, Model: RT-2100C) ile Ol¢iilmiistiir. ELISA sonuglar1 her bir
numune i¢in GST proteininin 415 nanometredeki optik dansitesi (ODais)y degerinin
rekombinant TgSAG2'nin ODy35 degerinden ¢ikarilarak degerlendirilmistir. Cutt-off
degerleri negatif kopek serumu Ornekleri kullanilarak belirlenmis ve negatif
serumlarin ODyj5’de Olgiilen ortalama degerine standart sapmanin 3 kati eklenerek
hesaplanmigtir. Test edilen 6rnegin degeri cut-off degerinden yiiksek oldugunda

ornek pozitif olarak kabul edilmistir.

Bu calismada, rekombinant TgSAG2 proteini kullanilarak yapilan ELISA
testinde, sokak kopeklerinin % 33.8'1 seropozitif bulunmustur. Bu sonug, diger
arastirmacilar ile uyumlu olarak belirlenmistir (Yan ve ark 2012, Liu ve ark 2014,

Zarra-Nezhad ve ark 2017). ELISA sonuglari, uygulanan ELISA tipine (dogrudan,
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dolayli, ticari ve indirekt-ELISA) ve kullanilan substrata bagli olarak

laboratuvarlarda farkli sonuglar verebilir.

Dubey ve Beattic (1988), kopeklerde toxoplasmosisin neden oldugu klinik
bulgulari, néromiiskiiler, solunum ve  gastrointestinal bulgular olarak
siiflandirmiglardir. Genel bulgular aralikli ates, bademcik iltihabi, dispne, diyare ve
kusma ile karakterizedir. Merkezi sinir sistemi formunda, ilerleyici parezi, her iKi
kolda da paraliz ve atrofi gézlenmektedir. Baz1 durumlarda enfekte kopekler arka
bacaklarini hareket ettiremezler. Morales ve ark (1995), Kosta Rika'da iki yetigkin
kopekte klinik toxoplasmosis oldugunu bildirmisler, klinik bulgular olarak da arka
bacak zayifligi, koordinasyon bozuklugu ve Iumber bdlgede agri oldugunu

kaydetmislerdir.

Amerika Birlesik Devletinlerinde, deri altinda nodiil ile viicudunda kasintili ve
irinli deri kabarciklart bulunan iki kopegin deri biyopsilerinde, tek veya gruplar
halinde takizoitler gozlenmistir. Her iki olguda da immiinohistokimya ve PZR ile
toxoplasmosisin varligi dogrulanmigtir. Kopeklerin biri pulmoner ve nérolojik
bulgular: ilerledigi i¢in 6tenazi yapilmistir (Hoffmann ve ark 2012). Brezilya'da yedi
yasinda bir disi kopekte kutandz iilserli nodiiler lezyonlar gozlenmistir. Biyopsi
yapildiginda nétrofilik, histiyositik dermatit ve ¢ok sayida bradizoit kisti ile takizoitli
pannikiilit tespit edilmistir. PZR analizi T. gondii i¢in pozitif, Neospora caninum igin

negatif sonug vermistir (Oliveira ve ark 2014).

Langoni ve ark (2012), Brezilya'da norolojik bulgular1 olan 50 kopekte T.
gondii enfeksiyonlarinin goriilme sikligint IFAT ile arastirmislardir. Pozitif olan
hayvanlarin dokular1 T. gondii yoniinden farelerde biyoanaliz ve PZR yontemleri ile
incelenmistir. IFAT ile kopeklerin %22’sinde spesifik antikorlar tespit edilmis,
farelerdeki biyoanalizlerde ve PZR’de %63.6 pozitiflik bulunmustur.

Brezilya'da sinir sistemi bozuklugu belirtileri gosteren seksen kopekten alinan
serumlar IFAT kullanilarak anti-T. gondii IgG antikorlarinin varligi yoniinden
incelenmistir. Seropozitiflik oranlar1 1/16 titrede %13.7, 1/64 titrede %13.7 ve 1/256
titrede %S5 olarak bildirilmistir. Yasli hayvanlarda, erkeklerde, kirsal ¢evrede
yasayanlarda, kiiciik hayvanlarla 6zellikle kuslar ve kemiricilerle siirekli temasta

olanlarda pozitif reaksiyonlar daha sik gdzlenmistir. Mutfak gidalariyla beslenen
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kopeklerde, 6zellikle ham igerikli beslenenlerde, daha yiiksek bir pozitif reaksiyon
siklig1 bildirilmistir (De Brito ve ark 2002).

Trinidad ve Tobago'daki kopeklerde toxoplasmosisin  yayginligi ve
toxoplasmosisin ortaya c¢ikisinda rol oynayan risk faktorlerini belirlenmeye yonelik
olarak yapilan arastirmada; ev kopekleri, aver ve sokak kopeklerini igeren toplam
250 kopegin 80" (%32), lateks aglutinasyon testi ile >1: 32 titrede T. gondii
enfeksiyonu yoniinden pozitif bulunmustur. Enfeksiyon oranlar1 sokak kopeklerinde
%60.5, avci kopeklerde %30.5 ve ev kopeklerinde %25.5 olarak tespit edilmistir.
Yas gruplarmna gore en yiiksek seropozitiflik >2-3 yas grubundaki kopeklerde
gozlenmistir. Evde pisirilen gidalar tiiketen kopeklerde %329, ticari kopek
gidalaryla beslenenlerde %17,2, evde pismis ve ticari gidalarla beslenen kopeklerde

%21 seroprevalans tespit edildigi bildirilmistir (Ali ve ark 2003).

Bu ¢alismada muayene edilen kopeklerde klinik olarak tespit edilen bulgular;
arka bacaklarda fel¢ ve atrofi, deride lezyonlar, kene enfestasyonu, burun akintisi,
kusma, diyare, sinir sistemi bozukluklar1 ve zayiflama olarak kaydedilmistir. Sabin-
Feldman Boya testinde, ¢esitli klinik bulgular1 olan toplam 61 képegin 60’1 (%98,3)
T. gondii enfeksiyonu yoniinden seropozitif bulunmustur. Seropozitiflik orani arka
ekstremitelerde felg ve atrofi goriilen, deri lezyonlari olan ve kene enfestasyonu (Rh.
sanguineus, Rh. turanicus) tespit edilen kopeklerin %100%, burun akintisi olan
kopeklerin %96,8'1 pozitif olarak tespit edilmistir. ELISA testinde ise klinik bulgular
gosteren kopeklerin %36's1 seropozitif bulunmustur. Arka bacaklarda felg ve atrofi
goriilen iki hayvanin ikisi de toksoplazma yoniinden pozitif bulundu. Deri lezyonlari
goriilen hayvanlarin %38,8’1, kene enfestasyonu olan hayvanlarin %33,3’{i, burun
akintis1 olan hayvanlarin % 31,2’si pozitif bulunmustur. Pozitivite oraninin oldukc¢a
yiiksek oldugu ve sonuglarin diger arastirmalarda kaydedilen sonuglar ile uyumlu
oldugu gozlenmistir (Dubey ve Beattie 1988, Morales ve ark 1995, De Brito 2002,
Ali ve ark 2003, Dantas-Torres 2010, Hoffmann ve ark 2012, Langoni ve ark 2012,
Oliveira ve ark 2014). Bu ¢alismada, su kaynaginin tiim hayvanlar i¢in ayni1 olmasi,
sokak kopeklerinin yakininda sokak kedilerinin, kuslarin ve kemirgenlerin (siganlar)

bulunmasi enfeksiyon olasiligini artiran ana faktorler olarak diistintilmiistiir.

Raimundo ve ark (2015), Brezilya’da kopeklerde toxoplasmosis ile yas ve

cinsiyet arasindaki iliskiyi ELISA ile arastirmiglardir. Kentsel ve kirsal bolgelerden
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gelen 204 kopek anti-T. gondii IgG antikorlar1 agisindan ELISA ile degerlendirilmis
ve 130 ornek (%63.7) pozitif olarak bildirilmistir. Kentsel alandan gelen kdpeklerin

% 57.1°1 ve kirsal alandan gelen kopeklerin %70.7’si pozitif bulunmustur.

Yan ve ark (2012), Cin’de kentsel alanlarda ve kirsalda serbest yasayan
kopekleri T. gondii yoniinden serolojik olarak incelemislerdir. ELISA ile 231 sokak
kopeginin %40,3’1 pozitif bulunmustur. Enfeksiyon orani kent kopeklerinde %38,7,
kirsal kopeklerde %41 olarak bulunmus, enfeksiyon oranlar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark tespit edilememistir.

Cin'de yapilan bir ¢aligmada, saglikli ev kdpeklerinden 408 serum toplanmis ve
ticari ELISA Kkitleri kullanilarak T.gondii enfeksiyonu agisindan test edilmistir.
Toxoplasma gondii enfeksiyonunun seropozitifligi %9.1 olarak belirlenmistir.
Seropozitiflik, bir yasinda ve daha kiiclik kopeklerde %1.3, 6 yas lizeri kopeklerde
%18.7 olarak bulunmustur. Toxoplasma gondii'ye maruz kalma oranlarinin
erkeklerde disilere gore daha yiiksek oldugu, ancak enfeksiyon i¢in cinsiyet ve rkin

muhtemelen belirleyici bir faktdr olmadig kaydedilmistir (Jiang ve ark 2016).

Liu ve ark (2014), Cin'de kopeklerde T. gondii enfeksiyonuna iliskin risk
faktorlerini belirlemek i¢in160 kdpekten serum ornegi toplayarak ELISA testi ile
kullanarak anti-T. gondii antikorlar1 yoniinden incelemislerdir. Alan aktivasyonu,
cinsiyet ve yaslara gore seropozitiflik analiz edilmistir. Genel olarak, 21 kopek
(%13,1) seropozitif bulunmustur. Enfeksiyon orani sokak kopeklerinde %38,7, ev
kopeklerinde %6,9, erkeklerde %14,8 ve disilerde %11,4 olarak tespit edilmistir. 3-6
yas grubunda (% 20) diger yas gruplarina gore (0-1 yas aras1 %11,1 ve 1-3 yas arasi
%11,4) daha yiiksek seropozitiflik belirlenmistir.

fran'in Ahvaz kentinde ev kopeklerine ait 180 serum Orneginde T. gondii
enfeksiyonunun seroprevalansi ve olasi risk faktorleri arastirilmistir. Indirekt ELISA
ile incelenen Orneklerin %46,67'si pozitif bulunmustur. Disilerin %56’s1 ve
erkeklerin %39’u pozitif olarak tespit edilmistir. Enfeksiyonun yasa gére dagilimina
bakildiginda, 2 yas altindaki grupta %18, 4 yas ilizerindeki grupta %96 pozitiflik
tespit edilmistir. Disarida yasayan kopeklerin %47°s1, ev kopeklerinin %381 enfekte

bulunmustur. Kopeklerin 1rki, beslenmesi veya kedilerle temas yoniiyle ele
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alindiginda enfeksiyon oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

bulunamamustir (Zarra-Nezhad ve ark 2017).

Bu arastirmada ELISA testi ile kopeklerde T. gondii'nin genel seroprevalansi
%33,8 olarak tespit edilmistir. Enfeksiyon orani erkeklerde %40.3, disilerde %30
olarak tespit edilmistir. Yas durumuna gore, 0-1 yas grubunda %21,4, 1-3 yas
grubunda %34,3 pozitiflik bulunmustur.

Klinik belirti gozlenen 61 kopegin (17 erkek, 44 disi) 60’inda (%98,3) Sabin-
Feldman Boya testi ile pozitiflik belirlenmis, disilerin %100’ ve erkeklerin %94,1
pozitif bulunmustur. ELISA testiyle klinik belirti gosteren kdpeklerin %36’sinda
pozitiflik tespit edilmistir. Seropozitiflik erkeklerde %41,1, disilerde %34 olarak
tespit edilmistir.

Sabin-Feldman Boya testinde barinaga yeni gelen kopeklerin %95,4
seropozitif bulunurken, eski girisli kopeklerin % 99’u seropozitif bulunmustur.
ELISA testi ile barmaga yeni gelen 44 kopegin 14’tinde (%31,8), eski girisli 290
kopegin  99’unda  (%34,1) seropozitiflik  belirlenmistir. Bu sonu¢ diger
arastirmalardan elde edilen sonuglar ile uyusmaktadir (Francis ve ark 1988, Asai ve
ark 1992, Shad-Del ve ark 1993, Aslan ve Altintas 2000, Béla ve ark 2008, Yan ve
ark 2012, Liu ve ark 2014, Jiang ve ark 2016, Zhou ve ark 2016, Zarra-Nezhad ve
ark 2017). Onceki c¢aligmalarda elde edilen sonuclar T.gondii enfeksiyonunun
%]1,5'den %100'e kadar degisen oranlarda goriildiigiinii ortaya koymaktadir.
Enfeksiyon oranlar1 arasindaki farkliliklar; kopeklerin farkli yasam alanlarinda
olmalari, yas 1k ve beslenme bigimlerinde goriilen farkliliklar, enfeksiyonun
naklinde rol oynayan son konak veya rezervuar konaklarla yakin iliskinin olup
olmamasi, inceleme sirasinda diger enfeksiyonlarin varligi, hayvanlarin immiin
sistemlerindeki olas1 bozukluklar, tan1 i¢in kullanilan testlerdeki farkliliklar gibi

birgok faktorden kaynaklanmaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Topluca ele alindiginda, toxoplasmosisin klinik semptomlar1 nonspesifiktir ve
kesin teshis i¢in yeterli degildir. Antemortem teshis ¢esitli serolojik metotlarla
(SFDT, IHA, IFAT, LA, ELISA gibi) yapilabilir. IgM antikorlar1 IgG antikorlarina
gore enfeksiyondan sonra daha erken ortaya ¢ikar ve enfeksiyonun 3. ayindan sonra
da kaybolur. Yiiksek IgM titresi yeni enfeksiyonun isaretidir. IgG antikorlar1 ise
enfeksiyonun 4. haftasinda ortaya c¢ikip subklinik enfeksiyon boyunca yillarca
varligint devam ettirir. IgG dl¢limiiniin faydali olmasi i¢in, akut donem ve iyilesme
donemlerinde (3-4 hafta arayla) alinan serumlarda IgG titreleri 6lgiilmelidir ve titrede
en az 4 kat artis olmalidir. Ayrica serebrospinal sivi ve gozde kornea ve iris arasinda
bulunan "aqueous humor" sivida takizoitlerin veya anti-T. gondii antikorlarinin
varlig1 i¢in analiz edilebilir. Post mortem olarak dokulardan hazirlanan smearlarda
takizoitler goriilebilir. Ayrica doku kesitlerinin mikroskobik muayenesi ile takizoit
veya bradizoitler tespit edilebilir. T gondii diger bazi protozoonlarla morfolojik
olarak benzerdir ve sigirlarda Sarcocystis tiirlerinden, atlarda S. neurona’dan ve

kopeklerde Neospora caninum’dan ayirt edilmelidir.

Toxoplasmosisin teshisinde altin standart yontem olarak bilinen SFDT
metodunda, daima SPF (spesifik patojenlerden ari) farelerin gerekliligi ve canli
takizoit elde etmek i¢in giin asir1 intraperitoneal takizoit pasajlarinin yapilmasi
zorunlulugu nedeniyle, bu metodu kullanan laboratuar sayist diinyada ¢ok smirl
sayidadir. Bu nedenle SFDT metoduna alternatif olarak kullanilabilecek
metotlarin  gelistirilmesi  gereklidir. Giinlimiizde ELISA testi toxoplasmosis
tanisinda bir¢ok arastirici tarafindan sonuglarina giivenilir, duyarli bir tan1 metodu
olarak onerilmektedir. ELISA ile elde edilen sonuglarin IFA veya SFDT sonuglari
ile karsilastirildiginda, bu testin daha duyarli oldugu ve vyilksek serum
diliisyonlarinda dahi pozitif sonuglar alindigi bildirilmektedir. Bir defada birgok
ornegin birlikte islenebilmesi, antijen soliisyonu, siipheli serum, pozitif serum,
negatif serum ve enzim isaretli sekonder antikorlarin ¢ok az miktarda kullanilmasi
dolayisiyla olduk¢a ekonomik bir test olmasi, ELISA testini diger serolojik
testlere kiyasla daha avantajli kilan 6zelliklerdir. Yine de, enfeksiyonun teshisinde
giivenilir sonuglar elde etmek i¢in birden fazla serolojik metodun birlikte

kullanilmas1 uygun olacaktir.
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7. OZGECMIS

Ad1 Soyadi: Firas Auda Khdier ALALI

Dogum yeri ve Tarihi: Kerbala, 27.10.1980

Medeni Durumu, cocuk sayisi: Evli ve iki ¢ocuk babasi

Bildigi Yabanci Diller: Tiirk¢e ve Ingilizce

Egitimi: Mezuniyet
[lkokul (Altaff ilkokul, Irak) 1992
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Lise (Alhusynia Lisesi, Irak) 1999
Baghdad Universitesi Veteriner Fak. (lisans, Irak) 2004
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