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Ozet: Bu calismada dogal enfekte koyunlardan elde edilen Toxoplasma gondii izolatlarmmn (n:10) genotiplendirilmesi
amaglanmustir. Bu amagla T. gondii izolatlarinin dokuz lokusu (SAG1, SAG2, c22-8, L358, 5°-SAG2, 3°-SAG2, SAG3, BTUB and
PK1) multipleks multilokus nested PCR-RFLP yontemi ile amplifiye edilmistir. Bunun sonucunda koyun orijinli T. gondii izolatlarinin
bir dizi lokusta birden ¢ok allel barindirdig1 tespit edilmistir. Koyun izolatlar1 (n: 8) iki lokusta (alt.SAG2 ve SAG3) tip 11 ve I, bir
lokusta (c22-8) klonal tip Il, bir lokusta (5'-SAG2) tip | ve I, bir lokusta (L358) I ve Il ve bir lokusta (3'-SAG2) ise tip I/111 alleli
gostermistir. Bir koyun izolati; iki lokusta (alt. SAG2 ve L358) tip I, bir lokusta (c22-8) tip 11, bir lokusta (BTUB) tip I ve 11, bir lokusta
(3'-SAG?2) ise I/III alleli gostermistir. Sonuncu koyun izolati ise ti¢ lokusta (SAG1, alt.SAG2 ve SAG3) tip III, iki lokusta (c22-8 ve
L358) tip I, bir lokusta (3'-SAG2) I/111, bir lokusta (BTUB) ise tip | ve II allelleri gostermistir. Bu ¢alisma Tiirkiye’de koyunlarda T.
gondii’nin genotiplendirilmesine iligkin ilk rapordur. Genotiplendirmeye yonelik olarak parazite arakonaklik yapan farkli hayvanlardan
ve ¢esitli bolgelerden elde edilen izolatlar tizerinde ¢alisilmasi Tiirkiye’de T. gondii’nin bulagma yollar1 ve tipleri hakkinda 6nemli
bilgiler elde etmeye katki saglayacaktir.
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Genotyping of Toxoplasma gondii isolates originated from sheep by multilocus PCR-RFLP

Abstract: The aim of the study was to determine the genotype of Toxoplasma gondii isolates obtained from sheep naturally
infected. Genotyping was performed on the sheep isolates (n: 10) using multiplex multilocus nested PCR-RFLP at nine loci (SAG1,
SAG2, c22-8, 1358, 5’-SAG2, 3’-SAG2, SAG3, BTUB and PK1). Toxoplasma gondii isolates originated from sheep possessed
multiple alleles at the same loci. The isolates (n:8) showed alleles of clonal type Il and 11 at two loci (alt. SAG2 and SAG3), type Il
allele at the locus (c22-8), type I and 111 alleles at the locus 5'SAG2 and type | and |1 alleles at the locus L358, type I/l11 alleles at the
locus 3'-SAG2. One isolate showed alleles of type | at four loci (alt. SAG2 and L358), type Il allele at the locus ¢22-8 and type | and
Il alleles at the locus BTUB, type I/l alleles at the locus 3'-SAG2. One isolate showed alleles of type 1l at three loci (SAGL, alt.
SAG2 and SAG3), type Il allele at two loci (c22-8 and L358), type I/111 alleles at the locus 3'-SAG2 and type | and 1l alleles at the
locus BTUB. Genotyping may provide knowledge on infection route of T. gondii in people. To the author’s knowledge, it is the first
report on genotyping of T. gondii isolates originated from sheep in Turkey. Genotyping of isolates obtained from different hosts and
from various regions will contribute to achieving the important knowledge about infection routes and clonal types of T. gondii in
Turkey.
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Giris Toxoplasma gondii izolatlarinin tiplendirilmesinde

Diinya tizerinde en yaygin parazitik protozoonlardan Polimeraz Zincir Reaksiyonu Restriksiyon Par¢ca Uzunluk

biri olan Toxoplasma gondii’'nin yasam g¢emberinde Polimorfizmi  (PCR  RFLP), multilokus  enzim
kediler son konak, kedinin de dahil oldugu pek ¢ok hayvan elektroforezisi veya satellit analizi gibi ydntemler
ve insan arakonaktir (8, 12). Toxoplasmatidae ailesi iginde kullanilarak gok sayida belirte¢ kullanilarak parazitin ii¢
yer alan tek tiir olan T. gondii’nin diinya lizerinde farkli temel sus grubuna sahip oldugu belirlenmistir (tip I, 2 ve

cografi bolgelerde subpopulasyonlar1 vardir (30, 39). 3 suslar1) (19, 39). Tip I suslar1 (RH ve GT-1) nadiren
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izole edilmekte olup genelde insan orijinlidir (Avrupa ve
ABD’den izole edilen T. gondii’ye ait sus koleksiyonunun
%10’unu tip I suglari olusturur). Bu tipte yer alan suslar in
vitro ortamda hizla ¢ogalir ve tachyzoit-bradyzoit
doniistimii nispeten daha azdir (24, 39). Tip II suslar
(ME49, PDS, PLK, PTg) arakonaklardan (koyun, insan ve
domuz) en yaygin izole edilen suglardir. Bu suglar in vitro
ortamda yavas ¢ogalir, tachyzoit-bradyzoit doniisimii ve
kist olusumu kolaydir (20, 24, 39). Tip III suslar1 (CEP ve
VEG) ise rekombinant genotipler ve atipik alleller
barindiran yaygin olmayan bir genotiptir. Yaban
hayvanlarindan orijin alan izolatlarda daha siktir (24, 39).

Konakta T. gondii ile enfeksiyonda gelisen tabloda
parazit tiirii ve genotipi dnemli role sahiptir. Farede, tip I
suslar1 oldukga letal bir tablo sekillendirirken, aksine tip I1
ve III suslar1 nispeten daha az virulenttir (24, 33). Insanda
sekillenen toksoplasmosis esnasinda asemptomatikten
ciddi akut tabloya kadar degisen klinik goriiniim
izlenmektedir (39). Insan toksoplasmosisinden genelde tip
II suslarinin sorumlu oldugu belirtilmekle birlikte tip I
veya tip | benzeri atipik T. gondii izolatlar1 da insanda
ciddi retinokoroiditis (16) ve akut toksoplasmosis
sebebidir (7). Kuzey Amerika ve Avrupa’daki
genotiplendirme ¢aligmalarinda T. gondii’nin {i¢ temel sus
grubu (tip I, II ve III) tanimlanmistir (19, 27). Benzer
durum Afrika’dan da rapor edilmistir (38). Ancak Giiney
Amerika’daki hayvan ve insan vakalarindan elde edilen T.
gondii izolatlarimin Kuzey Amerika ve Avrupa’dakilerden
oldukea farkli oldugu belirlenmis ve bu farkli ve higbir
tipe benzemeyen izolatlar “atipik ya da “ekzotik” izolatlar
olarak tanimlanmigtir (14, 22, 23).

Tiirkiye’de koyunlarda T. gondii enfeksiyonlarinin
yayginligina iligkin cesitli seroprevalans c¢aligmalari
bulunmaktadir (1, 3, 5, 31, 32, 40). Ulkemizde hem ciftlik
hayvanlarinda toksoplasmozis
seropozitifligi giderek arttig1 izlenmektedir (25, 41). Buna
iliskin olarak yakin gelecekte muhtemel klinik
toksoplasmosis olgularmin 6nlenmesine yonelik yeni
stratejilerin belirlenmesi gerekliliginin ortaya ¢ikacagi
stiphesizdir. Diinyanin pek ¢ok boélgesinde T. gondii nin
enfekte ettigi konaklarda sekillenen hastaligin birbirinden

hem de insanlarda

farkll seyrettigi dikkat ¢ekmistir. Bu durumun sebepleri
arasinda Oncelikle parazit suslart arasindaki virulens
farkliligmin oldugu ileri siirilmiistiir. Tirkiye’de T.
gondii’nin genotiplendirilmesine iligkin insan, kedi ve
yabani kuslardan bildirimler (9, 11, 21) mevcut olmakla
birlikte koyunlarda T. gondii’nin genotiplendirilmesine
iligkin heniiz rapor bulunmamaktadir. Bu ¢calismada dogal
enfekte koyunlardan elde edilen T. gondii izolatlarinin
multipleks multilokus nested PCR RFLP yontemi
kullanilarak genotiplendirilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Toxoplasma gondii izolatlari: Bu ¢alismada;
Kirikkale’de mezbahada rutin yapilan kesim sonrasinda
rastgele secilen dogal enfekte koyunlara ait beyin
dokularindan elde edilen 10 T. gondii izolatina ait
genomik DNA ile Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’nda
toksoplasmosis teshisi amaciyla rutin uygulanan Sabin
Feldman boya testi i¢in fare peritonunda pasajlanan T.
gondii RH susuna ait tachyzoitlerden elde edilen genomik
DNA kullanilmastir.

DNA ekstraksiyonu ve nested PCR: Dogal enfekte
koyunlara ait beyin dokularindan DNA ekstraksiyon kiti
(DNeasy Blood & Tissue Kits, Qiagen, Germany)
firmanin belirtildigi bicimde uygulanarak genomik
DNA’lar elde edilmistir. Toxoplasma gondii B1 geninin
varhgim dogrulamak igin nested PCR yapilmustir. Ilk
reaksiyonda B1 geninin 194 bp biiyiikligiindeki kismi
Toxo 1 for: 5’-GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3’ ve
5-TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3’
primerleri, ikinci reaksiyonda ilk reaksiyonda ¢ogaltilan
DNA kismi template olarak kullanilmis ve B1 geninin 97
bp’lik kismi Toxo 3 for: 5-TGCATAGGTTGCC
AGTCACTG-3’ ve Toxo 4 rev: 5’-GGCGACCAATCTG
CGAATACACC-3’ primerleri kullanilarak ¢ogaltilmstir.
Her iki PCR reaksiyonu 50 pl’lik hacimde olacak sekilde
her bir primerden (30 pmol) 1.5 pl, 5 pul 10XPCR buffer,
5 pl 25mM MgCl12 , 4 pl 1mM dNTP mix, 0.25 pl of
TagDNA polymerase (1.25 1U; MBI Fermentas) ve
template (ilk reaksiyonda 5 pl, ikinci reaksiyonda ise 2 pul)
hazirlanmigtir. Reaksiyon karigimi 95°C’de 5 dk’yi
takiben 35 siklus boyunca 95°C’de 1 dk, 55°C’de 1 dk ve
72°C’de 1 dk, takibinde 72°C’de 5 dk termal sicaklik
degisimine tabi tutulmusgtur (Esco Swift minipro, Giiney
Afrika). T. gondii RH susuna ait DNA ile ultrasaf su
pozitif ve negative DNA olarak kullanilmistir. PCR
iirtinleri ethidium bromid ile boyali agaroz jelde (%1.5)

Toxo 2 rev:

yiiriitiilmiis ve ultraviyole lamba ile izlenmistir.
Genotiplendirme: Toxoplasma gondii’ye ait dokuz
lokusun (SAG1, alt.SAG2, c22-8, 1358, 5’-SAG2, 3’-
SAG2, SAG3, BTUB ve PK1) multipleks multilokus
nested (m-Mn) PCR RFLP yontemi kullanilarak
amplifikasyonu sonucunda genotiplendirme gercgeklesti-
rilmistir (35, 36). Her bir lokus igin hedef DNA, Fast start
DNA polimeraz kullanilarak multipleks PCR (m-PCR) ile
amplifiye edilmistir. Reaksiyon: 1xPCR buffer, 2 mM
MgCl,, 200 uM dNTP, 0,15 uM eksternal forward and
reverse primerler, 1 U FastStart DNA polymerase and 1,5
ul DNA ekstrakti ile toplam 25 mikrolitre hacimde
gergeklestirilmistir. Reaksiyon karisimi 95°C’de 4 dk’y1
takiben 30 siklus 94°C’de 30 sn, 55°C’de 1 dk ve 72°C’de
2 dk termal sicaklik degisimine tabi tutulmustur.
Laboratuvar c¢alismalar1 esnasinda m-PCR ile
¢ogaltilan lokuslar 1:1 sulandirildiktan sonra nested-PCR
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asamasi i¢in hedef DNA olarak kullanilmigtir. n-PCR 25
pl reaksiyon hacminde gerceklestirilecek sekilde; 1xPCR
buffer, 2 mM MgCly, 200 uM her bir AINTP’den, 0,30 uM
her bir internal ileri (forward) ve geri (reverse)
primerlerden, 1 U FastStart DNA polimeraz ve 1,5 pl
sulandirilmis m-PCR {irlinlerini icermistir. Reaksiyon
karigimina; 94°C 4 dk ve 35 siklus; 94°C 30 sn, 60°C 1 dk
ve 72°C 1,5 dk sicaklik uygulanmistir.

Elde edilen n-PCR diriinlerinden aliman 5 pl’lik
ornek, Tablo 1°de belirtildigi sekilde belirtilen
restriksiyon enzimleriyle (NEB, ABD) kesilerek (Boeco
Thermal Shaker, Germany) 0.3 mg/ml ethidium bromid
iceren %2.5-3’liik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve olusan bant
desenleri ultraviyole lamba altinda incelenmistir. Elde
edilen sonuglar referans suglara (GT1, PTG, CTG,
TgCgCal, Mas, TgCatBr5, TgCatBr64 ve TgRSCrl) ait
DNA’larda goriilen band desenleri ile kiyaslanmustir.

Bulgular

Calismada elde edilecek sonuglarin giivenilirligi
bakimindan laboratuar ¢alismalart Mn-PCR RFLP
yonteminin standardize edilmesi ile baglamistir. Bunun
icin dncelikle Tip I-III iginde yer alan referans suslara
(GT1, PTG, CTG, TgCgCal, Mas, TgCatBr5, TgCatBr64
ve TgRSCrl) ait DNA’lar restriksiyon enzimleri ile
kesilmek suretiyle deneyin standardizasyonu saglanmis,
reaksiyon sonucunda olusan band desenleri ilgili literatiir
(35, 37) ile karsilastirilarak dogrulanmustir.

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’ndan temin edilen T.
gondii RH susuna ait tachyzoitlerden elde edilen genomic
DNA, Mn-PCR RFLP kullanilarak genotiplendirilmistir
(Sekil 1). Mn-PCR RFLP metodunda restriksiyon
enzimleri ile kesim sonrasinda elde edilen iiriinlerin
agaroz jelde izlenen kesim profilinin, referans suslar ile
kiyaslanarak degerlendirilmesi sonucunda T. gondii RH
susunun 3'-SAG2 bolgesi disinda klonal Tip I alleli
gosterdigi belirlenmis, 3'-SAG2 bdlgesinin ise tip I/I11
alleli gosterdigi izlenmistir (Sekil 1).

Tablo 1. Koyun orijinli Toxoplasma gondii izolatlarmin multipleks multilokus nested PCR-RFLP yontemi kullanilarak
genotiplendirilmesinde kullanilan lokuslar, primerler ve restriksiyon enzimleri (37).
Table 1. Loci, primers and restruction enzymes used genotyping of Toxoplasma gondii isolates originated from sheep by multiplex

multilocus nested PCR-RFLP (37).

Belirteg  Multipleks PCR primerleri Nested PCR primerleri Biiyiikliik Restriksiyon Enzim sindirimi
(eksternal primerler) (internal primerler) (bp) enzimleri ve elektroforez
C22-8 F: TGATGCATCCATGCGTTTAT F:TCTCTCTACGTGGACGCC 521 BsmA 1, NEB2, BSA, 37 C
R: CCTCCACTTCTTCGGTCTCA R:AGGTGCTTGGATATTCGC Mbo 11 30 dak 55 C 30
dak
2.5% jel
L358 F: TCTCTCGACTTCGCCTCTTC F: AGGAGGCGTAGCGCAAGT 418 Hae I11, NEB4, BSA, 37 C
R: GCAATTTCCTCGAAGACAGG R: CCCTCTGGCTGCAGTGCT Nla Il 60 dak 2.5% jel
SAG1 F: GTTCTAACCACGCACCCTGAG F: CAATGTGCACCTGTAGGAAGC 390 Sau961+ NEB4, BSA, 37 C
R: AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA  R: GTGGTTCTCCGTCGGTGTGAG Haell (double 60 dak 2.5% jel
digest)
alt SAG2 F: GGAACGCGAACAATGAGTTT F: ACCCATCTGCGAAGAAAACG 546 Hinfl+Tagl, BSA,37C
R: GCACTGTTGTCCAGGGTTTT R: ATTTCGACCAGCGGGAGCAC NEB3 60 dak 2.5% jel
5°-SAG2  Gerekli degil. SAG2 external primerleri F: GAAATGTTTCAGGTTGCTGC 242 Mbol, NEB4, BSA, 37 C 1 saat,
5’-SAG?2 igin gerekli DNA fragmentini R: GCAAGAGCGAACTTGAACAC 2.5% jel
icerir.
3°-SAG2 F: TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC  F: ATTCTCATGCCTCCGCTTC 222 Hhal, NEB4 BSA, 37 C 1 saat,
R: TCAAAGCGTGCATTATCGC R: AACGTTTCACGAAGGCACAC 2.5% jel
SAG3 F: CAACTCTCACCATTCCACCC F: TCTTGTCGGGTGTTCACTCA 225 Ncil, NEB4 BSA,37C
R: GCGCGTTGTTAGACAAGACA R: CACAAGGAGACCGAGAAGGA Ncil+Tagl 60 dak 2.5% jel
(double
digest), NEB4
BTUB F: TCCAAAATGAGAGAAATCGT F: GAGGTCATCTCGGACGAACA 411 BsiEI+Tagql BSA,37C
R: AAATTGAAATGACGGAAGAA  R: TTGTAGGAACACCCGGACGC (double 60 dak 2.5% jel
digest), NEB4
F-TGGTTTTAACCCTAGATTG TGG F: GCAAATTCTTGAATTCTCAGTT Afl 11+Ddel  BSA, 37 C 1 saat,
Apico R: AAACGGAATTAATGAGATTT R: GGGATTCGAACCCTTGATA 640 (double 2.5% jel

GAA

digest), NEB2
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Sekil 1. Toxoplasma gondii RH susuna ait dort lokusun (1.a: SAGI, 1.b:alt. SAG2, 1.c: L358, 1.d: PK1) kullanilarak yapilan multipleks
multilokus nested PCR-RFLP sonuglari. GT1, PTG, CTG, TgCgCal, MAS, TgCatBr5, TgCatBr64 ve TGRsCr1, T. gondii tip I-1II’e
ait referans suglardir. Our: RH susu (Sekil 1.a, 1.b, 1.c ve 1.d’de en sagda yer almaktadir) tip I icinde yer alan suslara ait band deseni
gostermigtir. M: DNA ladder.

Figure 1. The multiplex multilocus nested PCR-RFLP results of four loci of Toxoplasma gondii RH isolate (1.a: SAG1, 1.b: alt. SAG2,
1.c: L358, 1.d: PK1). GT1, PTG, CTG, TgCgCal, MAS, TgCatBr5, TgCatBré4 and TGRsCr1 are reference strains of T. gondii clonal
type I-111. Our: RH strain had uniform typing band patterns of type 1 strain (in the right column on Figure 1.a, 1.b, 1.c and 1.d). M:
Low molecular weight DNA ladder.

Sekil 2. Toxoplasma gondii koyun izolatlarinin alt.SAG2 lokusunun multipleks multilokus nested PCR-RFLP sonucu. Soldan saga
sirayla: DNA ladder, CT1, PTG, CTG ve TgcatBr64 referans suslari, DNA ladder, T. gondii RH susu, DNA ladder, 1-8 nolu koyun
izolatlari.

Figure 2. The multiplex multilocus nested PCR-RFLP results of alt. SAG2 locus of Toxoplasma gondii sheep isolates. From right to
left, low molecular weight DNA ladder, CT1, PTG, CTG and TgcatBr64 reference strains, DNA ladder, T. gondii RH strain, DNA
ladder, the sheep isolates (no: 1-8).



Sekil 3. Toxoplasma gondii koyun
izolatlarmin ~ SAG3  lokusunun
multipleks multilokus nested PCR-
RFLP sonucu. Soldan saga sirayla:
DNA ladder, CT1, PTG ve CTG
referans suslari, 1-8 nolu koyun
izolatlar1 ve DNA ladder.

Figure 3. The multiplex multilocus
nested PCR-RFLP results of SAG3
locus of Toxoplasma gondii sheep
isolates. From right to left, low
molecular weight DNA ladder,
CTl, PTG and CTG reference
strains, the sheep isolates (no: 1-8)
and DNA ladder.

Sekil 4. Toxoplasma gondii koyun
izolatlarinin  5’-SAG2 lokusunun
multipleks multilokus nested PCR-
RFLP sonucu. Soldan saga sirayla,
DNA ladder, CTG referans susu, T.
gondii RH susu, DNA ladder, 1-7
nolu koyun izolatlari ve DNA
ladder.

Figure 4. The multiplex multilocus
nested PCR-RFLP results of 5°-
SAG?2 locus of Toxoplasma gondii
sheep isolates. From right to left,
low molecular weight DNA ladder,
CTG reference strain, T. gondii RH
strain, DNA ladder, the sheep
isolates (no: 1-7) and DNA ladder.

Sekil 5. Toxoplasma gondii koyun
izolatlarimin ~ L358  lokusunun
multipleks multilokus nested PCR-
RFLP sonucu. Soldan saga sirayla,
DNA ladder, CT1, PTG ve CTG
referans suglari, T. gondii RH susu,
DNA ladder, koyuna ait 1-8 nolu
ornekler ve DNA ladder.

Figure 5. The multiplex multilocus
nested PCR-RFLP results of L358
locus of Toxoplasma gondii sheep
isolates. From right to left, low
molecular weight DNA ladder,
CT1, PTG and CTG reference
strains, T. gondii RH strain, DNA
ladder, sheep isolates (no: 1-8) and
DNA ladder.
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Tablo 2. Koyun dokularindan elde edilen Toxoplasma gondii genomik DNA’lar1 (n: 10) ile T. gondii RH susunun multipleks multilokus

nested PCR-RFLP sonuglari.

Table 2.The multiplex multilocus nested PCR-RFLP results obtained from genomic DNA of Toxoplasma gondii originated from sheep

(n:10) and T. gondii RH strain.

izolat Genotiplendirmede kullanilan lokuslar
no. SAG1 5'-SAG2 3'SAG2 alt.SAG2 SAG3 BTUB c22-8 L358

RH susu | | /i | | | | |
1 PCR - 1+111 /i H=+I11 H=+I11 PCR - 1 I+11
2 PCR - 1+111 1711 H+111 H+111 PCR - 1 I+l
3 PCR - 1+111 1711 H+111 H+111 PCR - 1 I+l
4 PCR - 1+111 1711 H+111 H+111 PCR - 1 I+l
5 PCR - 1+111 i H=+I11 H=+I11 PCR - 1 I+11
6 PCR - 1+111 i H=+I11 H=+I11 PCR - 1 I+11
7 PCR - 1+111 1711 H+111 1+l PCR - 1 I+l
8 PCR - 1+111 1711 1+l PCR - PCR - 1 I+l
9 PCR - 111 degil 1711 | PCR - 1+l 1 I
10 11 III degil /i I I 1+11 1 I

Koyundan elde edilen genomik DNA’larin (n:10)
Mn-PCR RFLP sonuglari Tablo 2’de goriilmektedir.
Koyun orijinli T. gondii izolatlarimin birden fazla klonal
tip ozelligi gosterdigi belirlenmistir. Toxoplasma gondii
izolatlar1 (n:8) iki lokusta (alt. SAG2 ve SAG3) tip Il ve I11
(Sekil 2 ve 3), bir lokusta (c22-8) klonal tip I, bir lokusta
(5-SAG2) tip I ve III (Sekil 4), bir lokusta (L358) tip I ve
Il, bir lokusta (3'-SAG2) ise tip I/III alleli gostermistir
(Sekil 5). Bu izolatlarda SAG1 ve BTUB lokuslari PCR
ile amplifiye edilememistir (Tablo 2).

Bir T. gondii izolat1 iki lokusta (alt.SAG2 ve L358)
tip 1, bir lokusta (c22-8) tip Il, bir lokusta (BTUB) tip | ve
I, bir lokusta (3'-SAG2) ise I/III alleli gostermis, SAGI
ve SAG3 lokuslar1 PCR ile amplifiye edilememistir
(Tablo 2).

Bir T. gondii izolat1 ise ii¢ lokusta (SAG1, alt. SAG2
ve SAG3) tip Ill, 2 lokusta (c22-8 ve L358) tip Il, bir
lokusta (3'-SAG2) tip I/111, bir lokusta (BTUB) ise tip | ve
IT allelleri gostermis, 5'-SAG2 lokusu PCR ile amplifiye
edilememistir (Tablo 2). PK1 lokusu koyun orijinli
genomik DNA &rneklerinin higbirinden (n:10) amplifiye
edilememistir.

Tartisma ve Sonu¢

Diinya tizerinde farkli iilkelerde T. gondii izolatlar
multilokus enzim elektroforezi, PCR RFLP veya satellit
analizi gibi yontemler kullanilarak genotiplendirilmek-
tedir (2, 14, 22-24, 29, 38). PCR RFLP kullanilarak
genotiplendirme yapilabilmesi igin DNA ekstraksiyonu
yapilacak Ornegin yeterli miktarda parazit DNA’sini
icermesi gerektigi ifade edilmistir (6). Toxoplasma gondii
ile ilgili olarak PCR RFLP ydntemi kullanilarak yapilan
genotiplendirme ¢alismalarinda dogal enfekte konak
dokularindan elde edilen DNA’larin tiimiiniin sonug
vermedigi bildirilmistir (6). PCR RFLP yontemi ile sigir
ve domuz orijinli genomik DNA’da T. gondii izolatlarinin
sadece bir ya da iki lokusu amplifiye edilebilmis, ayni

lokusta birden ¢ok allel barindiran izolatlarin gdzlenmesi
ise aragtiricilar tarafindan konagin farkli genotiplerdeki T.
gondii ile enfekte oldugu seklinde yorumlanmustir (6).
Ayrica PCR RFLP sonucunda bir dizi lokusta farkli
allellerin gozlendigi ornekler ise atipik T. gondii ile
enfeksiyonun gostergesi olarak ileri siiriilmistiir (6). Bu
caligmada, PCR RFLP yontemi ile T. gondii’ye ait dokuz
lokusun hepsi tim koyun amplifiye
edilememistir. Bu durumun sebebinin dogal enfekte
koyunlardan elde edilen genomik DNA iginde T.
gondii’ye ait DNA miktarinin az olmasi olabilecegi
digtiniilmiigtiir. Ayrica koyun kaynakli T. gondii
suglarinin bir dizi lokusta birden ¢ok allel barindirdig:
tespit edilmistir. Bu koyunlarin genotipik olarak farkli T.
gondii suslar ile enfekte oldugu diistiniilmiistiir.

Isvigre’de koyun diyafram drneklerinden elde edilen
genomik DNA, PCR-RFLP ile genotiplendirildiginde
koyunlarda klonal tip II alellerinin baskin oldugu
anlagilmustir, buna karsilik 6rneklenen koyunlarda miks ya
da atipik alel kombinasyonlart nadir gorilmiistiir (6).
Isvigre’de sigirlarin tip I ya da II, atipik T. gondii ya da
birden fazla tip ile enfekte oldugu bildirilmistir (6). Benzer
raporlar Ingiltere (26), Fransa (15, 17) ve Danimarka (20)
gibi diger iilkelerden de kaydedilmistir. iran’da koyun,
s1g1r ve tavuk etlerinden elde edilen T. gondii izolatlarinin
SAG2 lokusu kullanilarak yapilan genotiplendirmesi
sonucunda tip I o6zelliginde oldugu bildirilmistir (24).
Hindistan’da SAG3 lokusu kullanilarak genotiplendirilen
koyun ve kegi izolatlarinin ise tip II ve tip III’e ait oldugu
belirlenmistir (24, 29). T. gondii’nin genotiplendirilme-
sinde sadece bir genetik lokus kullanilmasi (24, 29) elde
edilen sonuglarin giivenilirligi tartigmalidir. Bu ¢alismada
ise koyun orijinli T. gondii izolatlarina ait dokuz lokus
Mn-PCR RFLP ile amplifiye edilmis ve koyunlarin birden
fazla tip (I, Il ve 1I1) T. gondii ile enfekte oldugu tespit
edilmistir.

izolatlarinda
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Tirkiye’de 7. gondii’nin genotiplendirilmesine
iliskin smurlt sayida bilgi gorilmektedir (9, 11, 21).
Yenidogan kongenital toksoplasmosisli bebeklerden izole
edilen Ankara ve Ege-1 olarak adlandirilan iki izolatinin
mikrosatellit analizi sonucunda Afrika 1 genotipinde yer
aldigin1 belirlenmistir (11). Izmir’de 22 sokak kedisi
izolatinin mikrosatellit analizi sonucunda 19’unun tip I,
ikisinin tip II ve birinin ise Afrika 1 genotipinde oldugu
bildirilmistir (9). Izmir’de yabani kuslardan elde edilen 14
izolat mikrosatellit marker1 kullanilarak genotiplendiril-
mis ve sekiz izolatin tip II, iigiiniin tip 111, ikisinin tip II/II
ve birinin ise tip II/III oldugu goriilmiistir (21). Bu
calismada ise koyunlardan elde edilen izolatlarin dokuz
lokusunun Mn PCR RFLP yo6ntemi ile analizi sonrasinda
birden fazla tipte (I, Il ve 1l1) T. gondii genotipine sahip
oldugu tespit edilmistir.

Dogada T. gondii’nin farkli tiplerinde seksiiel
rekombinasyon nadiren goriilmektedir. Yasam ¢emberinde
son konagin bagirsaginda T. gondii’nin tek bir tipin kendi
icinde eseyli ¢ogalmasi sonucunda (self-mating) iiredigi
farz edilmektedir. Bu iddia hayvan ve insanlardan elde
edilen T. gondii izolatlariin biiyiikk oranda ii¢ klonal
yapiya ait olmasi ile agiklanmaktadir (4, 10). Ancak
molekiiler genotiplendirme yontemleri kullanilarak yapilan
caligmalar arttikca Ozellikle de Giiney Amerika ve
Asya’da bu klonal tiplerden farkli 6zellik gosteren, “atipik”
ya da “ekzotik” olarak adlandirilan T. gondii izolatlart
rapor edilmektedir (13, 23, 30, 37). Atipik genotiplerin,
sonkonak kedinin birden fazla tiple enfekte olmus
arakonagi yemesi sonucu ortaya ¢iktig1 disiintilmektedir.
Boyle bir durumda, farkli tipteki T. gondii kedi
bagirsaginda sekstiiel olarak rekombine olabilmekte ve
sonucunda iki ebeveyn genotipinin karisimint gosterecek
yeni bir nesil olusmaktadir (23, 28, 30, 35). Bu durum hem
birden fazla genotiple deneysel enfekte kedilerde (4, 10)
hem de dogal enfekte kedilerde izlenmistir (18). Dogal
enfekte kedilerden elde edilen T. gondii oocystlerinin PCR
RFLP ile genotiplendirilmesi sonucunda pek ¢ok lokusta
tip I ve tip II spesifik allellerin karisimini igeren band
deseni gozlendigi bildirilmistir (16). Dogada farkli parazit
genotipleri arasinda eseyli ¢ogalma sonucunda daha fazla
T. gondii susu olugma potansiyeli vardir ve bu durum
gerek insan gerekse hayvanlar i¢in virulensi artan, yeni
biyolojik 06zelliklere sahip parazit suslarin1 ortaya
¢ikarabilir (16). Ayrica T. gondii’'nin pek ¢ok canliy1
arakonak olarak kullanabilmesi, ayrica hem silvatik hem
de evcil yasam ¢emberine sahip olmasi nedeniyle farkli
tipte yeni parazit suslar1 sekillenebilir (16). Bu ¢aligmada
da koyundan izole edilen T. gondii izolatlar1 pekgok
lokusta tip I, II ve III spesifik alellerinin karigimini igeren
band deseni gostermistir. Ciftlik hayvanlar ile i¢ ige
yasayan kedi hem arakonak canlilara paraziti
bulastirabilmekte hem de arakonak canlilarin enfekte
dokularma kolaylikla ulagabilmektedir. Diinyanin farkli

cografi bolgelerinde yasayan ve parazite arakonaklik
yapan ciftlik hayvanlar1 araciligiyla farkli genotipteki T.
gondii nin Tiirkiye’ye girebilme ihtimali vardir. Arakonak
canlilarm dokularindaki farkli genotipteki parazitlerin
yenilmesi sonucunda kedilerde yeni atipik suslarin
gelismis olmasindan dolayr bu c¢alismada koyun
dokularindan izole edilen T. gondii izolatlarinin birden
fazla tip 6zelligi gosterdigi diistiniilmiistiir.

Sonug olarak, T. gondii 6nemli bir gida kaynakli
parazittir (12). Tirkiye’de insanlar ig¢in gida kaynakli
toksoplasmosisin ~ 6nemli  kaynaklarindan  birisinin
koyunlar oldugu diisiiniilmektedir. Genotiplendirme ile
insanlarin  toksoplasmosisle hangi yolla enfekte
olabildigine dair bilgi saglanabilir. Buna iliskin yapilan bir
calismada ayni bolgede yasayan insan ve hayvanlarda
benzer T. gondii genotipleri bulundugu bildirilmistir (34).
Bu c¢alisma Tiirkiye’de T. gondii
izolatlarinda ilk genotiplendirme c¢aligmasidir. Genotip-
lendirmeye yonelik olarak parazite arakonaklik yapan
farkli hayvanlardan ve g¢esitli bolgelerden elde edilen
izolatlar {izerinde calisilmas1 Tirkiye’de T. gondii’nin
bulasma yollar1 ve populasyon yapisi hakkinda énemli
bilgiler elde etmeye katki saglayacaktir.

koyun orijinli
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