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Toxoplasma gondii’nin insan ve Hayvanlardaki
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Molecular Models of Toxoplasma gondii in Humans and Animals

® Banugicek Yiicesan

Cankir1 Karatekin Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi, Cankari, Tiirkiye

[@IT R astal e Yiicesan B. Molecular Models of Toxoplasma gondii in Humans and Animals.

Turkiye Parazitol Derg. 2024;48(2):128-32.

oz

Toxoplasma gondii (T. gondii) oldukea karigik olan yapisi ile hekimleri ve veteriner hekimleri ilgilendiren, zorunlu hiicre i¢inde
bulunan, zoonotik protozoan bir parazittir. Diinya nifusunun yaklagik ticte birini enfekte ettigi bilinmektedir. Zoonoz bir hastalik
olmasi nedeniyle insan maruziyetini 6nlemek i¢in, hayvan popiilasyonunu da kontrol altinda tutmak gerekir. T. gondii tespitiile ilgili
bir¢ok ¢alisma yapilmusg ve tip 1, 2, 3’ten olugan ii¢ klonal grubu oldugu tespit edilmistir. Molekiiler ¢calismalarda olusan geligmeler
paraziter hastaliklarda da taksonominin degismesini ve yeni gelismelerin olusumunu saglamigtir. Tani, tedavi, antiparaziter
ilaglarin gelistirilmesi ve direncinin arastirilmasina yardimer olmustur. Ayrica paraziter hastahiklarin ag1 ¢caligmalarinin, genetik
tiplendirmesinin ve filogenetigin aragtirilmasini da saglamigtir. Bugiin yapilan konvasiyonel polimeraz zincir reaksiyonu (PZR),
gercek zamanli PZR ve genotiplendirme ¢alismalar: T. gondii hakkindaki bilgimizi artirmaktadir. PZR'de en fazla B1, SAGI, SAG2,
GRA1, 529-bp repeat element, OWP genleri ve 185 rRNA'lar ve genotiplendirmede ise MS, MLST, PZR-RFLP, RAPD-PZR ve HRM
gibi yontemler kullanilmaktadir. Toxoplasmosis tek saglik kavrami cercevesinde yer alan ve ilgi cekmesi zorunlu, Diinya'da halen
eradike edilememis ve edilmesi i¢in insan, hayvan ve ekosistem i¢in ortak ¢aligmalara ihtiya¢ duyan bir hastaliktir. Bu ancak
disiplinleraras: gruplar kurup, stirveyans ve egitim calismalar: yaparak miimkin olabilir.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler caligmalar, PZR, Toxoplasma gondii

ABSTRACT

Toxoplasma gondii (T. gondii) is an obligate intracellular, zoonotic protozoan parasite of interest to physicians and veterinarians
with its highly complex structure. It is known to infect about one-third of the world’s population. Since it is a zoonotic disease, it
is necessary to keep the animal population under control in order to prevent human exposure. Many studies have been conducted
on the detection of T. gondii and it has been determined that there are three clonal groups consisting of types 1, 2, 3. Developments
in molecular studies have led to changes in the taxonomy and new developments in parasitic diseases. It has helped in diagnosis,
treatment, development of antiparasitic drugs and research on resistance. They also provided research on vaccine studies, genetic
typing and phylogenetics of parasitic diseases. Conventional polymerase chain reaction (PCR), real-time PCR and genotyping
studies conducted today increase our knowledge about T. gondii. Methods such as B1, SAG1, SAG2, GRA1, 529-bp repeat element,
OWP genes and 18S rRNAs are mostly used in PCR, and methods such as MS, MLST, PCR-RFLP, RAPD-PCR and HRM are used in
genotyping. Toxoplasmosis is a disease that is within the framework of the concept of one health and must attract attention, has
not yet been eradicated in the world and needs joint studies for humans, animals and ecosystems to be eradicated. This can only be
possible by establishing interdisciplinary groups, conducting surveys and training.

Keywords: Moleculer studies, PCR, Toxoplasma gondii

GiRi§ morfoloji ve yasam siklusu, immiinitesi, korunma
ve bulas mekanizmalari, teghis, tedavi ve agilama

Toxoplasma  gondii (T. gondii) yaklagtk 120 yildir caligmalan ile ilgili yuzlerce ¢aligma yapilmig ve

bilinen, olduk¢a karigik olan yapis: ile hekimleri ve bilim dinyasimin hizmetine sunulmustur. T. gondii
veteriner hekimleri ilgilendiren ve konu ile ilgili diinya niifusunun yaklagik %30’unu enfekte etmistir
bircok calismayr biinyesinde barindiran protozoan (1,2). Sadece insanlarn degil, tim sicakkanli ve baz
bir parazittir. Guniimizde bu parazitin etiyolojisi, sogukkanli hayvanlar1 ve tiitketimdeki su, gida vb.ni
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de enfekte edebilme potansiyeli olmasi nedeniyle, tek saghk
cercevesinde degerlendirilmesi gereken zoonotik bir parazittir
(3). Hiicre icine yerlegebilen bu parazit, bulag mekanizmalarinin
artmast ve konakg hiicreden kacabilme potansiyeli olan,
komplike bir yapiya sahiptir. Parazitin hizhi ireyen formu olan
takizoitlerinin, organizmanin savunma mekanizmalarindan
kagabilmek adina uzun yillar sessizce bekleyebilen formu olan,
doku kisti ve bradizoit formuna déniigebilmesi miimkiindiir (4).
Bu yetenek parazitin komplike yapisimi artirmaktadir. Felidea
ailesinin fertlerinin ince barsaklarinda, sekstiel olarak cogalip
gelisen ookist ise sporiilasyondan sonra enfekte edebilme
potansiyeli olan formudur (5,6).

Toxoplasmosis wuzun yillardir hekimlerin ve veteriner
hekimlerin dikkatini cekmektedir. Immiinitesi saglam kisilerde
%90 oraninda asemptomatik olarak seyreden T. gondii, son
zamanlarda immiin sistemi baskilanmig hastalarin (AIDS,
kanser ve immiunosiiprese baz ilaclar1 kullanan kigiler vb.)
sayisinin artigi ile parazitle olusan ciddi hastaliklarin gérilme
potansiyelini de artmigstir. Ayrica konjenital toxoplasmosis,
okiler toxoplasmosis ve parazitin reaktivasyon ile gelisimi
olimcil olabilecek komplikasyonlara yol actigindan, klinik
olarak dikkat c¢eken bir parazittir (2). Bunun yani swra T.
gondii ciddi ekonomik kayiplarin ve dusiiklerin olusumu ile
ilke ekonomisini etkileyebildiginden veteriner hekimlerin
de ilgi alanina girmistir (7). Turkiye'de evcil hayvanlar ve
vahsi hayata dair de bir¢cok caligma yurtatulmiistiir. Bunlarda
T. gondii pozitiflik oranlar1 arastirilmig ve ekonomik zararlar:
tartisilmistir (8). Zoonoz bir hastalik olmasi nedeniyle insan
maruziyetini énlemek icin hayvan popiilasyonunu kontrol
altinda tutmak gerekir. Veteriner hekimler koyun siirillerinde
dustik yapmay:r Onleyici antiparaziter asi bulmustur.
Ancak tum cabalara ragmen insanlarda tam olarak bir ag
gelistirilememistir (7).

Toxoplasma gondii icin Molekiiler Calismalar

T. gondii enfeksiyonunda etkenin saptanmasina yonelik bircok
yontem vardir. Tamda kullanilan bu yéntemlere ait antijen ve/
veya antikorlar Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. Toxoplasma gondii serolojik testleri, antijen ve
antikorlar1 (9)

Serolojik | Kullanilan antijen/ Test edilen
metotlar | antikorlar antijen/antikorlar
DT Canli takizoit IgG, IgM, IgA
MAT For.rna.hn—ﬁkse edilmig e
takizoitler
[FAT Tamamu 6la takizoitler IgG, IgM
HA Soluble antl]e.nlerllle e
kaplanmus eritrositler
Takizoit lizat antijen,
ELISA rekombinant antijen veya IgG.,.IgM, IgA,
antijenler

spesifik antikorlar

ISAGA Anti-human IgM antikorlarn | IgM
Soluble antijenler ile
LAT kaplanmus lateks partikiilleri 1gG, IgM
Takizoit lizat antijen,
WE rekombinant antijen 1gG, 1gM
Avidite testi Takizoit lizat antijen, 1¢G, IgE, IgA

rekombinant antijen

Bu serolojik metotlar, olduk¢a zor olsa da, ozellikle hamile
kadinlarda ve disik durumlarinda yorumlanmasi zaruri
durumlardir. Fetisiin enfekte olup olmadigi kararimi vermek
tedaviye baglamak i¢in son derece Onemlidir. Sipheli
durumlarda amniyotik sivida polimeraz zincir reaksiyon (PZR)
analizleri gerceklestirilmeli ve kesin tani konmalidir. Ancak
amniotik sividan érnek alma iglemi fetiis icin oldukea riskli bir
konudur ve insanlarda 18. gebelik haftasinda veya daha sonra
gerceklestirilmesi 6nerilir. PZR analizleri tani koyma ve paraziti
tanimlama yéntemlerinde yardimc olmaktadir (2).

Yapilan diger PZR caligmalari sonucu Kuzey Amerika ve
Avrupa’da goriilen T. gondii suglari, ii¢ gruptur. Bunlar tip 1, 2 ve
3'tiir. Ayrica Multilokus RFLP analiz teknigi ile de bu t¢ klonal
grup bulunmustur (10). Son aragtirmalar, Giiney Amerika'da
tespit edilen suslarinin ise genetik olarak farkli oldugunu ortaya
koymustur. Insan enfeksiyonlarinda (Kuzey Amerika ve Avrupa)
ve tarim hayvanlarinda tip 2 suglarin yaygin oldugu gérilmustur.
Tip 1; insanlarda nadirdir ve 6zellikle farelerde yiksek oranda
viriilansa sahiptir. Tip 2; farelerin daha az etkilendigi, ¢oklukla
insan, koyun ve domuzlardan elde edilen ve kiste déntsumii
oldukea kolay oldugu bir sustur. Tip 3; rekombinant veya sira dis1
aleller ile belirlenen tiptir. Siklikla vahsi hayvanlarda ve insanda
sira digt olarak izole edilen bir sugdur (11). Tip 1 diunya ¢apinda
nadirdir. Tip 2 ve tip 3 suglar1 Brezilya (nadir) disinda diinya
capinda yaygindir. Son ¢aligmalar atipik suslar1 4. klonal grup
olarak tanimlamigtir. Atipik suglardan biri olan Afrika 1 susu ise
Sahraalt1 bolgelerden gelen insanlarda tamimlanmigtir (12).

Son 30 yilda molekiiler calismalar hizla artmigtir (13). Ozgilligi
ve duyarlihigs yiksek yontemlerin ortaya ¢ikmasi ile tanisal
yaklagimlar giiclenmistir. Tani, tedavi, antiparaziter ilaglarin
gelistirilmesi ve direncinin arastirilmasina yardimc olmustur.
Ayrica paraziter hastaliklarin ag1  ¢aligmalarinin, genetik
tiplendirmesinin ve filogenetigin arastirilmasini da saglamigtir
(14). Her ne kadar ¢oklukla kullanilsa da, geleneksel yontemler
siirh tam yéntemleridir. Molekiiler yéntemler artik bu konuda
tamimlama testleri olarak kullanilmaya baglamigtir (15).
Konvansiyonal PZR yiiksek sensitiviteye sahip bir yontemdir. T.
gondii'nin PZR ile belirlenmesinde en sik B1 (majér yuizey antijeni)
gen bélgesi kullanilir (16). T. gondiinin tammlanmasinda SAG1,
surface antigen of T. gondii (SAG2), 529 bp repeat element, internal
transcriber spacer (ITS-1), 18S rDNA, dense granule protein 1
(GRA1) gibi gen dizileri kullanilabilmektedir. BI1 geninden daha
hassas olan 529 bp repeat element, daha az hassas ise ITS-1 ve
18S rDNAdir (Tablo 2) (17).

Gergek zamanl PZR DNA'nin ¢ogaltilmasi ve goriintilenmesinde
floresan isaretli prob ve boyalar (SYBR Green 1, Etidyum bromid)
kulamilan bir yéntemdir. Toxoplasmosisin tedavisinin hangi
boyutlarda oldugu ve hastah@in takibi agisindan molekiiler
yontemlerin ilerlemesi ve kullanilmasi olduk¢a énemlidir. Bu
yontemler ile T. gondii DNA’s1 kanda, amniyotik sivida ve beyin
omurilik sivisinda bulunabilmektedir (18).

PZR yoéntemleri cevresel numunelerde de enfeksiyon yayilimi
agisindan 6énemlidir. Sadece su banyosu ve 1s1 blogu gibi ucuz
malzemeler ile gerceklestirilen LAMP alternatif bir yontemdir.
Bu yéntem kontaminasyona duyarl oldugu i¢in kalite kontrol de
gerektirir. T. gondii DNA'simin tespiti LAMP ile klinik numunelerle
yapilmaktadir. Su 6rneklerinde ise T. gondii B1, SAG1, SAG2,
GRA1, 529-bp repeat element, genleri ve 18S rRNA’lar1 tanimlamak
gerekmektedir. LAMP yéntemi ile; B1 ve OWP genleri ile takizoit
DNA’s1 belirlenirken, SAGl'e tamimlamasiyla erken tamimlama
gerceklestirilir (19,20).
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T. gondii’'yi genetik olarak tanimlayabilecegimiz hedef gen bélgeleri
ve kullanilan yéntemler Tablo 2'de sunulmaktadr.

Toxoplasmosis  epidemiyolojik  aragtirmalarinda  genotip
tanmimlamasi yeni c¢alismalar ve aragtirmalar icin taban
olusturmaktadir. Genotiplendirme ile yeni suslarin tanimlamas:
yapilirken taksonomik tanimlamalar da miimkiin olabilmektedir.
Bu calismalar MS, MLST, PZR-RFLP, RAPD-PZR ve HRM gibi
yontemler kullanilarak yapilmaktadir (9).

T. gondii'nin yapilmig ve yapilmakta olan tim genom calismalar:
(WGS) paraziti tammada yardimca olmaktadir. Bu caligmalar
ayrica referans genomla yapilmig olan tim genom caligmasinin
kargilastirilmasi sonucu, yeni genomda varolan polimorfizmleri,
cesitlerini ve 6zelliklerini tanimlayabilir. Bu sekilde yapilan tum
genom calismalar: bize; parazitin vital fonksiyonlarin, virillans

Tablo 2. Toxoplasma gondii kullanilan molekiiler yontem ve

hedef bolgeler (9)

Molekiiler DNA hedef gen
Amag .. o
metodlar bolgeleri
Konvansiyonal B1 gen, 529 bp repeat, 185
polimeraz zincir Tir tanimlamas1 | ¥DNA gen, SAGI, SAG2,
reaksiyon (PZR) GRA1
i . B1 gen, 529 bp repeat, 18S
Real time PZR Tiir tanimlamast rDNA gen, SAG1
529 bp repetitive element,
LAMP Tir tamimlamas1 | BI gen, SAG1, SAG2, GRAI,
oocyst duvar proteini
TUB2, W35, TgM-A, B18,
Mikrosatellit Genotiplendirme B17,M33,1V.1, XI.1, M48,
analiz P M102, N60, N82, AA, N61,
N83
Multilokus sekans | i lendirme | BTUB, SAG2, GRA6, SAG3
tiplendirme
SAG1, SAG2, SAG3, BTUB,
PZR-RFLP Genotiplendirme | GRAS6, c22-8, c29-2, L358,
PK1, Apico
RAPD-PZR Genotiplendirme | Genomik DNA
HRM
(high-resolution Genotiplendirme | BI gen
melting) analiz

T. gondii ME49 (Acces no: ABPA02)

bélgelerini kodlayan proteinleri ve bunlardaki polimorfizmleri de
tanimlayabilir. Ayrica parazitin tanisi i¢in gerekli olan hedef gen
bélgelerini bulmamiza yardimci olur. Bununla beraber T. gondii ile
ilgili ila¢ Gretimi ve ag1 hedef bolgelerini tespit etmekte yararhidar.
Guntmiizde yeni nesil dizileme teknolojilerinin gelismesiyle
WGS cahigmalan hizlanmigtir. T. gondiinin guntumiize kadar
[NCBI veri bankasi (https://www.ncbinlm.nih.gov/datasets/
genome/?taxon=5811) verileri 19.08.2023 tarihine kadar
taranmigtir] tespit edilmis 28 genom mevcuttur. Referans genom
T. gondii ME49’dur (ABD). WGS’ler insan ve hayvanlardan izole
edilmistir. Tirkiye'den izole edilen T. gondii genomu ise T. gondii
TRO1’dir (21). Bunlar;

Tim bu genom caligmalar1 T. gondii genomunun yiiksek oranda
korundugunu gostermektedir. T. gondi’nin genotiplemesi
icin elde edilmis olan susun minimum kontaminasyon ve
kalitede olmasi gerekir. Caligmalari devam eden suglarda T.
gondii DNA’sina sahip olmak ve bunu da canli suglardan saglamak
miimkiin olur (2).

PZR analizlerinde ortamda parazit DNA’sinin  bulunmas:
elzemdir. PZR teknigi insan kan orneklerinde hizh, duyarh
ve spesifiktir. Ancak fetiiste ve bagigiklik sistemi baskilanmig
hastalarda PZR sonuglar pozitif bulundugunda tedavi sarttir.
Fakat negatif oldugunda bu sonug¢ toxoplasmosisi diglamaz (23).
PZR analizleri yapilirken duyarlik ve 6zgilliiga yuksek olan gen
bolgeleri tercih edilmeli ve pozitif/negatif kontrol érnekleri ile
birlikte degerlendirilmelidir (24). PZR yéntemleri ile ortamda az
sayida bulunan niikleik asitlerin sayis1 cogaltilmakta, daha sonra
saptanabilir diizeye erisen bu molekiillerin varlig gosterilmektedir
(15). RT-PCR ve nested PZR T. gondii DNA’sim1 belirlemede
konvansiyonal PCR'den daha basarihdir. Kompalic-Cristo ve ark.
(25), RT-PZR ile DNA konsantrasyonlar: diigitk oldugunda dahi
parazit yikint dogru bir sekilde 6l¢ebildigini gostermislerdir.
Yanlis PZR negatif sonuglar, amnion sivisinda yeterince DNA
yikii olmamasi, érneklerin uygun sekil ve zamanda alinmamasi,
teknik sorunlar ve plasentaya ge¢ niifuz etmis T. gondii gibi
nedenlerle olabilir (24,26). Kandan PZR analizi yapilirsa pozitif
sonug enfeksiyonu dogrular, ancak negatif sonug¢ enfeksiyonu
dislayan bir o6zellikte degildir (27). PZR T. gondiinin erken
tanisinda etkin olan ve kan 6rnegi ise hayvan ve insan olgularinin
tamisinda gereken en 6nemli 6rnektir. Ancak kan 6rnekleriyle
toxoplasmosis i¢in bazen farkli sonuclar alinabilir. Takizoit,

Tablo 3. NCBI'da yer alan Toxoplasma gondii WGS’ler (22)

T. gondii VEG (Acces no: AAYL02)

T. gondii CTG (Acces no: JACGUDO1)

T. gondii VAND (Acces no: AEYJ02)

T. gondii ME49 (Acces no: JACEHAOQ1)

T. gondii GAB2-2007-GAL-DOM2 (Acces no: AHZUO02)

T. gondii RH88 (Acces no: JADBJCO01)

T. gondii p89 (Acces no: AEYI02)

T. gondii RH-88 (Acces no: JAAUHKO1)

T. gondii ARI (Acces no: AGQS02)

T. gondii TRO1 (Acces no: WOEV01)

T. gondii MAS (Acces no: AEXC02)

T. gondii CAST (Acces no: AHIV02)

T. gondii TgCatPRC2 (Acces no AHZP02)

T. gondii ME49XCTG (Acces no: JACGXVO01)

T. gondii CtCo5 (Acces no: AKIR01)

T. gondii ME49XCTG (Acces no: JACGUBO1)

T. gondii TgCATBr9 (Acces no: AFHV02)

T. gondii ME49XCTG (Acces no: JACEGZ01)

T. gondii COUG (Acces no: AGQR02)

T. gondii ME49XCTG (Acces no: JACGUCO01)

T. gondii FOU (Acces no: AEYH02)

T. gondii ME49XCTG (Acces no: JAGGUA01)

T. gondii RUB (Acces no: AFYV02)

T. gondii RH (Acces no: LLKLO1)

T. gondii TgCATBr5 (Acces no: AFPV01)

T. gondii GT1 (Acces no: AAQMO03)

T. gondii CkUg?2 (Access no: CAMZOD,1)
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bradizoit ve sporozoit ile enfekte olma, kan enfeksiyonunun
stiresi ve parazitin kanda kalicilhigi testin pozitifligini etkiler (28).

SONUC

Tek saglik cercevesinde bakildiginda insanlarda ve hayvanlarda
toxoplasmosis agisindan hala yetersiz bilgi seviyesine sahip
oldugumuzu goérmekteyiz. Zoonotik bir enfeksiyon olmas:
ve yiizlerce molekiler ¢aligmamn yapilmig olmasi dahi bilgi
dagaragimizin artirllmaya muhta¢ oldugunu goéstermektedir. Tek
saglik insan ve hayvan saghgina, cevre ve bitki saghgina odaklanan
yapilar1 biinyesinde barindirir. Toxoplasmosis tek saglik kavrami
cercevesinde yer alan ve ilgi ¢ekmesi zorunlu, dunyada halen
eradike edilememis ve edilmesi icin disiplinlerarasi (insan-
hayvan-ekosistem) ortak ¢aligmalara ihtiya¢ duyan bir hastaliktir
(29). Bugiin diinya ticaretinin ve hayvan hareketlerinin ¢ok fazla
olusu da enfeksiyonu énlemedeki handikaplardandir. Gelismekte
olan molekiiler teknolojilerin dahi, parazitin karmagik yapisini
tanimlamakta zorluk ¢ektigi bilinmektedir. T. gondii DNA'sinin
serebral, okiiler vekonjenital toxoplasmosisagisindan aragtirilmas:
ve PZR testlerinin pozitif ¢ikmas: ensefalit acisindan kesin tani
koydurucudur. Yitksek duyarlik ve 6zgilliigi olmasina ragmen
bu yéntem toxoplasmosis varligim diglayamamaktadir. Amnioz
swisinda ile gerceklestirildiginde ise daha zor bir hal almaktadur.
PZR sayesinde insan ve hayvanlarda T. gondiinin erken tamsi
o6nemli olmustur. Akut enfeksiyonun tanimlanmasi 6zellikle
insanda gereklidir. PZR'da hazir kitlerde en fazla kullanilan
hedef bolge T. gondii B1 gen dizisidir. SAG1, SAG2, GRA bundan
sonra gelen bélgelerdir. Giunumuzde tedavisinde kullanilan
ilaglar takizoitleri hedef almakta, bradizoit formuna etkili
olamamaktadir. Dolayisiyla parazitin tedavisi de zorlagmaktadir
(30). Diinya'da toxoplamosisin immiin sistemi baskilanmig
hastalarda mortalite ve morbiditeyi artirdig gozlemlenmisgtir (31-
33). T. gondii enfeksiyonunun hizla yayilimi ve ookist dagitimini
onleyici faaliyetlerde bulunmak gereklidir. Bu amagla T. gondii'yi
ve dagilm mekanizmalarim1 tam olarak anlatmak ve hekim,
veteriner hekim ve diger ekosistem aragtirmacilarinin da iginde
disiplinlerarasi gruplar kurarak enfeksiyonu énlemeye calismak
gerekmektedir.

* Etik

Finansal Destek: Yazar tarafindan finansal destek alinmadig:
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