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OZET

Toksoplazmoz, immiin sistemi yeterli yetiskinlerde cogu zaman asemptomatik gecirilmekle birlikte,
immiin sistemi baskilanmis kisilerde ve gebe kadinlarda ciddi tablolara yol acabilir. Ulkemizde genel
poplilasyondaki ortalama Toxoplasma gondii seroprevalansinin %40 oraninda olmasi, bu grup olgu-
larda akut toksoplazmoz gelisme riskinin yiiksek oldugunu dustindirmektedir. T.gondii'nin bulasma
yollarindan biri de kontamine sularin tiiketimidir. Bu ¢alismada, cevresel su ve icme suyu orneklerinde,
standart polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve ilmige dayali izotermal amplifikasyon (LAMP) yontemleri
ile T.gondii'nin varhginin arastirnlmasi amaclanmistir. Calismaya, Giresun il merkezi ile cesitli ilcelerindeki
(Piraziz, Bulancak, Kesap, Espiye) derelerden alinan 76 cevresel kaynakli su 6rnegi ile 20 icme suyu ornegi
olmak {izere toplam 96 6rnek dahil edilmistir. Ornekler aliiminyum siilfatla ¢oktiriildiikten sonra siikroz
gradient yontemiyle pellet olusturulmus ve DNA izolasyonu yapilarak PCR ve LAMP ydntemleri uygulan-
mustir. Her iki yontemde de parazitin B1 genine 6zgul F3 ve B3 primerleri kullanilmistir. Calismamizda,
icme suyu orneklerinde PCR ve LAMP ile T.gondii varhgr saptanmamis; ancak cevresel su orneklerinin
%13.2 (10/76)'sinde T.gondii DNA pozitifligi tespit edilmistir. Her iki yontem ile alinan sonuclarin
ayni oldugu izlenmistir. Parazitin tespit edildigi istasyonlar, Giresun merkezinde Aksu; Espiye ilcesinde
Gelivera; Kesap ilcesinde Yolagzi, Kesap, Kesap giris koprisi; Bulancak ilcesinde Bulancak, Karadere,
incivez; Piraziz ilcesinde Piraziz ve Cayiragzi dereleridir. T.gondii'nin klorlamaya karsi dayanikli olmasi ve
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Giresun’da Su Orneklerinde Toxoplasma gondii'nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
ve iimige Dayali izotermal Amplifikasyon Yéntemleriyle Arastiriimasi

filtrasyon islemlerinin yetersiz kalmasi nedeniyle, bu parazit, nem orani yiiksek yerlerde ve cevredeki dere,
deniz ve igme sulari ile temas eden insan ve hayvanlar tizerinde ciddi bir tehlike olusturmaktadir. Yapilan
literatlir taramasinda, ulagilabildigi kadariyla, bolgemizde su kaynakl T.gondii konusunda bir ¢alismaya
rastlanmadigindan, bu calismanin Karadeniz Bolgesinde bulunan Giresun ilinde su kdkenli T.gondii hak-
kinda literatiire bir katki sagladigi dustintlmistir. Sonug olarak, gerekli dezenfeksiyon islemlerinin ve
atik su tahliye 6ncesinde aritma islemlerinin yapilmasinin, su kaynakli toksoplazmozu engelleyebilecegi
kanisina variimistir.

Anahtar sozciikler: Toxoplasma gondii; su kaynaklar;; PCR; LAMP; Giresun.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is generally asymptomatic in immunocompetent subjects, however serious manifesta-
tions of the disease may develop in immunocompromised patients and in pregnant women. The mean
Toxoplasma gondii seroprevalence which is approximately 40% in Turkish population, indicates the high
risk for the development of acute toxoplasmosis in those cases. One of the transmission ways of T.gondii
is the consumption of contaminated water. The aim of this study was to detect the presence of T.gondii
in the environmental and drinking water samples by using standard polymerase chain reaction (PCR)
and loop-mediated isothermal amplification (LAMP) methods. A total of 96 water samples, of them 76
were environmental water samples collected from creeks in Giresun province center and its various dis-
tricts (Piraziz, Bulancak, Kesap, Espiye) and 20 from drinking water samples, were included in the study.
The samples were precipitated by the aluminium sulfate method and DNAs were isolated from the pel-
lets formed with the sucrose gradient method. PCR and LAMP were applied to the isolated DNAs, by the
use of primers F3 and B3 specific to B1 gene of the parasite. In our study, T.gondii was detected in none
of the drinking water samples by PCR and LAMP, however T.gondii DNAs were positive in 13.2% (10/76)
of the environmental water samples. Both of the methods yielded the same results in those samples.
The stations that were positive for T.gondii were Aksu creek in Giresun province center; Gelivera creek
in Espiye; Yolagzi, Kesap, Kesap Login Bridge creeks in Kesap; Bulancak, Karadere and incivez creeks in
Bulancak; Piraziz and Cayiragzi creeks in Piraziz counties. Resistance of T.gondii to chlorination and the
inadequacy of the filtration processes, create a serious threat among people in contact with rivers, sea
and drinking waters particularly in areas with high humidity. As far as the national literature was consid-
ered, no report about the water-borne T.gondii infections were detected in Giresun province of Black Sea
region, Turkey. Thus this study will aid to the literature related to water-borne T.gondii infections. The
results of this study emphasizes the essential need for appropriate disinfection procedures and purifica-
tion processes before the discharge of waste water to prevent the cases of water-borne toxoplasmosis.

Key words: Toxoplasma gondii; water sources; PCR; LAMP; Turkey.

GIiRiS

Apicomplexa grubundaki Toxoplasma cinsinin, insan, diger memeliler ve kanatlilarda
hastalia neden olabilen tek tiirii T.gondii olup, son konagi kedi ve kedigiller, ara konag
ise basta insan olmak (izere cesitli omurgali canlilardir’. Toksoplazmoz seropozitifligi

diinya genelinde %5-90 arasinda degismektedir?. Ulkemizde yapilan calismalarda ise
toksoplazmoz prevalansinin %712-65 arasinda oldugu bildirilmistir>.

Parazit insanlara farkl yollarla bulasarak enfeksiyona neden olabilir. Kedilerin diskilari
ile sacilan ookistlerin kaza ile alinmasi, bradizoit formlari iceren etlerin ¢ig veya az pismis
yenilmesi en énemli bulas yolu olarak kabul edilmektedir'. Diger bir bulas kaynag ise
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sulardir; atiklarla dogrudan temas veya atiklarin karistigi sularin tiiketimi ile dolayli olarak
gerceklesmektedir. Yapilan arastirmalarda icme suyu temini ve rekreasyonal kullanima
acik sularda mikrobiyolojik kirlenmenin &nemli bir sorun olusturdugu belirtilmistir®>.

Toksoplazmoz tanisi farkli yontemlerle konulabilmektedir. Son yillarda, polimeraz
zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction; PCR) siklikla kullanilan yontemlerden biri-
dir*>. Yine molekiiler yéntemlerden olan ilmige dayali izotermal amplifikasyon (Loop-
mediated isothermal amplification; LAMP) yontemi, pek cok viral, bakteriyel, fungal ve
protozoal hastaliklar tespit etmek icin kullaniimaktadir. Son zamanlarda bu yontem,
yeni gelisen gen ¢ogaltma yontemi olarak parazitik enfeksiyonlarin (malarya, tripano-
somiyaz, theilerioz, babesioz, toksoplazmoz, kriptosporidiyoz ve giardiyaz) teshisinde
kullanim alani bulmustur*®. Bu calismada, cevresel su érneklerinde T.gondii varhginin
standart PCR ve LAMP yontemleri kullanilarak saptanmasi ve yontemlerin pozitiflik oran-
larinin karsilastinlmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Orneklerinin Toplanmasi

Calisma icin, Giresun il merkezi ve ilcelerindeki cevre sularindan 76 ve icme sularindan
20 su ornegi toplandi; Giresun ili calisma bolgesindeki istasyonlar Sekil 1'de gosterildi.

Ookistlerinin Saflastiriimasi

Su ornekleri Giresun il merkezi ve ilcelerinde belirlenen istasyonlardan, 10 litrelik
plastik siselerle toplandi. Karanis ve Kimura’nin” ¢éktiirme metodu kullanilarak her bir su
orneginin icine 20 mL aliminyum siilfat ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra pH 5.4-5.8 arasin-

Yaglidere
Dereli

ORDU
NOZdava L

Sekil 1. Giresun ili ve érnek alinan istasyonlarin haritasi.
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da ayarlanarak 22 saat karanlik ortamda bekletildi. Bekleyen su orneklerinin dibinde 200
ml kalacak sekilde Ust kisimdaki su bir hortum yardimiyla bosaltildi. Seri islemlerle 5 ml‘ye
indirilen su érneklerine daha 6nceden hazirlanan lizis tamponu eklendi ve belli araliklarla
calkalanarak 1 saat bekletildi. Ayrica, konsantre su érnekleri Kourenti ve Karanis'in® uygu-
ladigi protokole gore siikroz gradiyent yontemiyle saflastirilip, Ustteki sivi atildi. T ml’lik
pellet ependorf tiiplerine alinarak kisa streli kullanim icin +4°C’de saklandi.

DNA izolasyonu ve PCR Yontemi

Siikroz gradient yontemiyle saflastirilan 6rneklerden DNA izolasyonu QlAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, ABD) protokolii modifiye edilerek yapildi®'°. Buna goére, érneklerin
Uzerine lizis tamponu eklendikten sonra 15 kez sivi azot icerisinde dondurma-¢ézme
islemi uygulandi. Daha sonra ornekler sivi azot ile kaynama sicakhiginda 1 dakika bek-
letilerek, ookist duvarlarinin tamamen kirilmasi saglandi. Son asamada ise kit protokoli
takip edildi.

Klasik PCR reaksiyon karigimi 25 pl son hacimde hazirlandi. Bu amacla; Hot Start Taq
DNA polimeraz kiti (10x PCR tamponu, 5x Q solution, 25 mM MgCl,, 5 U hotstart
taq DNA polimeraz) (Qiagen), 25 mM dNTP karisimi, 10 pmol B1 genine 6zgul F3 ve
B3 primerleri ve 1 pl DNA kullanildi.  Amplifikasyon PeqlLab PCR cihazinda (PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Almanya) gerceklestirildi. Her bir PCR uygulamasi i¢in pozitif ve
negatif kontroller kullanildi. Amplifiye uriinler etidyum bromir ile boyandi ve %1.5'lik
agara yuklendi. Jel elektroforezinde 100 V'ta 60 dakika yirittlerek UV altinda (Prizma/
Quantum ST4) degerlendirildi.

DNA'nin LAMP Metoduyla Gériintiilenmesi

LAMP reaksiyon tiipu icin RM tamponu [(40 mMTris-HCI (pH: 8.8), 20 mM KCl, 16
mM Mg,SO,, 20 mM (NH4),SO,, 1.6 M Betaine ve %0.2 Tween 20)] ve primer karigimi
(20 pmol FIP ve BIP primerleri ve 2.5 pmol F3 ve B3 primerleri) ile hazirlanan reaksiyon
karisimi, toplam hacim 25 pl’de Koléren ve Demirel'in* izledigi yéntemle uyguland.
RM tamponu ve primer karisimi dahil 8 U Bst DNA polimeraz (New England Biolabs,
Japonya) ve 2 ul DNA 6rnegi kullanilarak LAMP reaksiyon tipu elde edildi. Bu karisim
65°C’de 1 saat ve 80°C’de 5 dakika inkibasyona birakildi. DNA'lar etidyum bromidir
iceren %1.5 agaroz jelde UV 151§ altinda gozlendi.

BULGULAR

Calismada, toplanan icme suyu orneklerinde standart PCR yontemiyle T.gondii tespit
edilmemis; ancak 76 cevresel su 6rneginin 10 (%13.2)'unda her iki yontemle de T.gondii
pozitifligi saptanmistir (Tablo ). Calismamizda standart PCR yontemiyle elde edilen
agaroz jel goruintusu Sekil 2’de, LAMP yontemi ile elde edilen agaroz jel goriintusu ise
Sekil 3'te sunulmustur.

TARTISMA

Ulkemizdeki beslenme kiiltiirii (¢ig kofte vb. tiiketimi), sosyoekonomik kosullar ve
gecim kaynagi olarak hayvanciliyin yaygin olmasi, T.gondii enfeksiyonlarinin yiksek
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Tablo I. Cevresel (Irmak) Su Orneklerinde LAMP ve PCR Yontemleriyle T.gondii Pozitifliginin Dagilimi

istasyon (incelenen ) Pozitif 6rnek

ornek sayisi) Orneklerin kaynagi sayisi Olgu sayisi (%)

Giresun merkez (24) Aksu deresi 1 1

Piraziz (12) Piraziz ve Cayiragz dereleri 2 2

Bulancak (16) Bulancak, Karadere ve incivez dereleri 3 3

Kesap (18) Yolagzi, Kesap ve Kesap Girig Koprisu 3 3
dereleri

Espiye (6) Gelivera deresi 1 1

Toplam (76) 10 (%13.2) 10 (%13.2)

Sekil 2. Su orneklerinin standart PCR ile elde edilen agaroz jel gortinttileri [Hat M: Molekiiler belirte¢ (100 bp
DNA ladder); Hat N: Negatif kontrol; Hat P: Pozitif kontrol; Hat 4-14: Su 6rnekleri].

seroprevalansini aciklamaktadir'. Toksoplazmoz tanisinda, rutin laboratuvarlarda yaygin
olarak kullanilan serolojik testlerin yani sira, PCR ile beyin dokusu, beyin omurilik sivisi,
amniyon sivisi gibi doku orneklerinde ve kanda parazit DNA'sinin saptanmasi mimkiin-
diir. PCR ile T.gondii'nin tespitinde rDNA, SAG-1, B1 ve B30 genleri kullaniimaktadir''.
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Sekil 3. Su 6rneklerinin LAMP yéntemi ile elde edilen agaroz jel gériintiileri [Hat M: Molekiiler belirte¢ (100
bp DNA ladder); Hat N: Negatif kontrol; Hat P: Pozitif kontrol; Hat 1-11: Su 6rnekleri].

Bu calismada da, daha 6nce Sotiriadou ve arkadaslari'® tarafindan calisilan ve duyarl
oldugu bildirilen T.gondii B1 geninin amplifikasyonu yapilmistir. Jones ve Dubey'? da, su
kaynaklarinda T.gondii'nin saptanmasinda PCR testinin yiiksek 6zgllige sahip oldugu-
nu belirtmislerdir. LAMP y6ntemi ise, PCR yonteminin aksine, sabit sicaklikta (60-70°C)
sonug vermesi, basit ve kapali sistem oldugundan kontaminasyon riskinin az olmasi ve
kullanilan primerlerin 6zelligi nedeniyle duyarlilk ve 6zgilliginin daha yiiksek olmasi
gibi nedenlerle protozoonlarin tanisinda umut vadetmektedir®. Tek bir yéntemle %100
dogru sonug¢ alinamamasina ragmen bu testlerin birlikte kullanilmasi duyarlihgr biytk
oranda artirmaktadir’*>.

Su kaynaklarinda T.gondii varh@inin arastirildigi cesitli cahismalar mevcuttur. Kourenti
ve Karanis®, 14 aylik siire boyunca topladiklari farkl kalite ve kékenli 60 su 6rneginin 4
(%6.7)'linde T.gondii DNA'sini pozitif olarak saptamislardir. Koléren ve Demirel* de calis-
malarinda, irmak, gol ve sebeke sularindan alinan toplam 60 su 6rneginin 15 (%25)’inde
LAMP yéntemiyle T.gondii varhgini géstermislerdir. Yine Koléren ve Demirel'®, 120
yuizeysel su orneginin 48 (%40)‘inde T.gondii DNA'sin1 “nested”-PCR ile tespit etmisler;
ancak icme suyu orneklerinin hicbirinde bu parazite rastlamamislardir. Baska bir calis-
mada da, Ordu ili Melet irmaginin (g farkli noktasindan alinan toplam 60 su 6rneginde
“nested”-PCR ydntemi ile T.gondii pozitifligi saptanmistir'>. Aubert ve Villena’'nin'
calismasinda, 482 cevresel su 6rneginin 27 (%7.7)'sinde PCR yontemi ile T.gondii varligi
tespit edilmistir. Sroka ve arkadaslar'>, ciftliklerde, ayni zamanda icme suyu olarak kulla-
nilan kuyu sularinin %27.2 (31/114)'sinin T.gondii ile kontamine oldugunu PCR ile gos-
termislerdir. Zhang ve arkadaslari'®, su érneklerinde T.gondii DNA pozitifligini standart
PCR ve LAMP yéntemleriyle sirasiyla %76.9 ve %85.7 olarak; Sotiriadou ve Karanis'®
ise “nested”-PCR ve LAMP yontemleriyle sirasiyla %13.5 ve %48 olarak tespit etmisler-
dir. Bizim calismamizda da, standart PCR ve LAMP yontemleri birlikte kullanilarak hem
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duyarliigin artirilmasi amaclanmis hem de iki teknik arasinda farkhhgin olup olmadigi
degerlendirilmistir. Bu dogrultuda, hem LAMP hem de PCR yontemi ile toplanan cevre-
sel su orneklerinin %13.2 (10/76)'sinde T.gondii pozitifligi tespit edilmis; her iki yontemle
de ayni sonuglar alinmistir (Tablo 1I).

Turkiye'de, genel popilasyondaki ortalama T.gondii seroprevalansinin %40 oldugu
distinuldigunde, immin yetmezIligi olan hastalar ile gebelerde akut toksoplazmoz riski-
nin yiiksek oldugu gériilmektedir'”. Dolayisiyla riskli gruplara, kedi temasinin énlenmesi,
az pismis veya cig etlerin yenmemesi ve iyi ylkanmamis sebze ve meyvelerin tiiketilme-
mesi gibi konularda bilgi verilirken, cevresel su tiketiminin 6nemine de dikkatin cekil-
mesi gerekmektedir. Bu konuda alinmasi gereken dnemli dnlemlerden biri de, atik su
tahliye borularinin direkt olarak alici ortama birakilmadan 6nce aritiminin yapilmasidir.
Aksi takdirde, aritilmadan bosaltimi yapilan atiklarin birakildigi cevresel sularda insana
bulas gerceklesebilmektedir. Zira, normal derisimlerde yapilan dezenfeksiyon islemle-
ri, amip kistleri, bazi helmint yumurtalari, bakteri sporlari, tiberkiiloz basilleri ve baz
viruslar Gzerinde etki gostermezler. T.gondii’nin de klorlamaya karsi dayanikli olmasi ve
filtrasyon islemlerinin yetersiz kalmasi, bu parazitin nem orani yiiksek yerlerde ve yakin
cevresindeki dereler, deniz ve kontrolu yapilmayan icme sulariyla temas halindeki insan
ve hayvanlar icin potansiyel bir risk olusturmasina yol acmaktadir. Dolayisiyla, paraziter
enfeksiyonlarin bulaginin énlenmesi icin, suyla gecen diger patojenlere karsi uygulanan
énlemlere ilave stratejilerin olusturulmasi, giivenli su kullanimi icin gereklidir'®. Sonug
olarak bu calismanin, Giresun’un yeni bir calisma alani olarak tanimlanmasi ve bélgede
arastinlan diger su kaynakl protozoonlar tzerinde yapilan molekiiler calismalara katki
saglamasi acisindan 6nemli oldugu distnilmustr.
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