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ONSOZ

Bakanlar Kurulunun 27.03.2014 tarih ve 28294 sayili resmi gazete kararnamesinde
zoonoz hastaliklar hakkinda detayli agiklama ve bilgilendirmelere yer verilmistir. Buna gore
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi; Salmonella ve Belirlenmis Diger Gida Kaynakli
Kontrol Altina Alinmast Hakkinda Yonetmelik yayinlarak konunun insan ve hayvan saglig
acisindan 6nemine binaaen kanuni diizenleme ve dayanak olusturmustur. Bu arastirma ise
sozkonusu tedbir ve kontrol mekanizmalarma hizmet edecek yeni ve giincel bilgi

olusturulmasi amaciyla yiiriitiilmiistiir.

Tekirdag yoresi kirmiz1 et ve menseli kofte gesitlerinin tiretim ve satisinda, tiiketim ve
hizmet sektoriinde Tiirkiye geneline hitap etmektedir. Bu noktada kirmizi et ve iiriinlerinin
merkezine kadar ulagmadan yani yeterince pisirilmeden veya damak tadina bagli olarak az
pismis olarak tiiketilmesine bagli Toxoplasma gondii riskinin arastirtlmasi Oonem arz

ertmektedir.

Zoonoz patojenlere ait niikleik asit tabanli tan1 metotlar1 ile teshis oldukca duyarli bir
aragtirma metodu olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle bu aragtirmada niikleik asit tani
tabanli metodlar1 arasinda yer alan nested PCR metodu tercih edilmistir. Ancak projede de
belirtildigi lizere etkene ait DNA pozitifliginin tespiti bilimsel acidan énemli bir kanit olarak
kabul edilse de hedeflenen gen bolgesi itibariyle etkenin viabil ya da halen patojen oldugu
hakkinda kesin bir delil niteligi tasimamaktadir. Pozitiflik saptanmasi durumunda mutlaka
viabilite ve patojenite denemelerine ayrica ihtiya¢ olacagi proje onerisinde belirtilmistir. Proje
sonuclarina gore pozitiflik belirlenememesi nedeniyle sonraki asamalara su anda ihtiyag

kalmamustir.

Bu proje Namik Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi’'nde yiiriitiilmiistiir. Projeye
maddi destek saglayan Namik Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi'ne, projede yer almamasina ragmen farkli asamalardaki katkilarindan dolay: kiirsiimiiz

ogretim eleman1 Ars.Gor. FatmaNur Sahpaz’a tesekkiir ederim.

Doc¢.Dr. Mustafa Necati MUZ



OZET

Kirmiz1 Et ve Uriinlerinde Toxoplasma gondii’ nin Nested PCR metodu ile tespit

edilmesi ve Genotiplendirilmesi Projesi

Bu proje, Namik Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali ve
Veteriner Fakiiltesi Merkez Laboratuarlarinda yiiriitilmiistiir. Bu projede, Tekirdag
Biiytiksehir Belediyesi simirlar1 igerisinde kalan isletmelerden toplanan ¢ig kirmizi et
orneklerinde, Veteriner Halk Sagligi agisindan toplumsal 6neme sahip olabilecek zoonoz
protozoon hastalik etkeni Toxoplasma gondii’nin nested pcr metodu ile DNA diizeyinde
arastirllmasi1 amaglanmigtir. Buna gore yapilan Ornekleme ve arastirmalar neticesinde
ornekleme donemi, 6rnekleme miktari, yore ve ornekleme tiirii ile kullanilan tekniklere gore
etkene ait DNA bulgusuna rastlanmamistir. Calismanin yukaridaki degiskenlere gore farkl
yore ve sekillerde yapilmasi yeni verilere ulasilmasinda kolaylik saglayacaktir. Proje
kapsaminda bir adet elektroforez giic kaynagi, bir adet elektroforez jel tanki, bir adet 1siticilt
ve sogutuculu 48 kuyucuklu blok, bir adet mikrosantrifiij satin alinmistir. Proje de yiitiiciiniin
farkli kaynaklardan satin alma yoluyla ilk defa temin ettigi; mikrodalga firm, siiper
homojenizator, hassas terazi ve cam homojenizatorler ile otomatik pipet seti de satinalinmig

ve kullanilmastir.

Anahtar Kelimeler: Toxoplasma gondii, Kirmiz1 et, Molekiiler Tani, Veteriner Halk Sagligi,
Gida Giivenligi, Gida Kaynakli Zoonoz Hastalik.



ABSTRACT

Determination of Toxoplasma gondii in Red Meat and Products by Nested PCR
Method and Genotyping Project
This project was carried out in Namik Kemal University, Faculty of Veterinary Medicine,
Department of Parasitology and Veterinary Faculty Central Laboratories. In this project, it is
aimed to investigate the zoonotic protozoon disease agent; Toxoplasma gondii, which may
have social prescription in terms of veterinary public health, at the DNA level by using the
nested PCR method in raw red meat samples collected from the enterprises within the borders
of Tekirdag Metropolitan Municipality. As a result of these sampling and researches,
according to sampling period, sampling amount, region and sampling type and techniques
which were used the DNA findings of the agent were not found. If the work will be making in
different regions and shapes according to the above variables will it make easier to reach new
data. Within the scope of the project, one electrophoresis power source, one electrophoresis
gel tank, one heating and cooling 48 well block and one microcentrifuge were purchased. The
project also provided for the first time by means of procurement from different sources;
Microwave oven, super homogenizer, precision scale, glass homogenizers, deep freeze,
refrigerators and automatic pipette set are also bought and used.

Keywords: Toxoplasma gondii, Red meat, Molecular Diagnosis, Veterinary Public Health, Food
Safety, Foodborne Zoonotic Disease.
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TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1: Et tiirleri ve miktarlar

Tablo 2: Primer setleri

Tablo 1: Et tirleri ve miktarlar

Numune cesidi Uriin miktar1

Satir kofte 4 kg
Tekirdag kofte 4 kg
Kasap kofte 4 kg
Keg¢i kirmizi kas dokusu 6 kg
Koyun kirmizi kas dokusu 6 kg
Sigir kirmizi kas dokusu 6 kg

Tablo 2: Primer setleri

Gen Forward Reverse

Bolgesi

B1 5’-GGAACTGCATCCGTTCATGA-3’ 5’-TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3’

P30 5’>CACACGGTTGTATGTCGGTTTCGCT-3’ 5’-TCAAGGAGCTCAATGTTACAGCCCT-3’
16s 5°CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’ 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’
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GIRIiS

Insanlarin ve hayvanlarin kaliteli, giivenilir sekilde beslenmesi, Veteriner ve Tip
Hekimleri, Gida Miihendisleri ve Kimya Miihendislerinin yogun isbirligine bagh
gerceklestirilen ileri aragtirmalar, etik diizenlemeler ve yetkilendirmeler ile yonerge ve
yasalara uygun olarak sekillenmektedir. Bu noktada saglik kavraminin sadece insan ya da
birey saglig1 olarak ele alinamayacagi bunun yerine toplum sagligi, hayvan (siirii) sagligi,
Veteriner Halk Saghigi, Gida Giivenligi, “’Tek Saglik, Tek Tip’’ gibi modern evrensel
anlayislarin hakim oldugu bir giiven ve igbirligi ortaminda algilanarak idare edilebilecegi
bilim camias1 tarafindan kabul edilmistir. Tiirkiye bu gibi etik icerikli konularda hizla

asama kaydetmekte olan ileri iilkeler arasindadir.

Toxoplasma gondii insan ve hayvanlarda abort etkeni olarak bilinen, can kaybi ya da
yasam refahinda ciddi azalmalara yol acan zoonoz protozoon enfeksiyon etkenidir.
Korunma en mantikli yol olup, tanis1 kolay olsa da tedavi ve diger uygulamalarinin tibbi
risk icerebilen ve garantisi olmayan klinik detaylara sahip olmasi konunun &nemini
arttirmaktadir. Bu acidan bakildiginda Saglik Bakanligi ile Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi’nin bu gibi enfeksiyonlarin kontrolii, siirveyans ve bildirimine olduk¢a 6nem
verdikleri goriilmekte ve bu konunun ni¢in arastirilmast gerekliligi hakkinda da fikir

vermektedir.

GENEL BiLGILER

Toxoplasma gondii ilk defa 1908 yilinda Pastor enstitiinde calisan Dr.Nicolle ve
Dr.Manceaux tarafindan Ctenodactylus gondii isimli rodent tiiriinde tespit edilmistir.
Tiirkiye’de toksoplazmoz ilk defa Akgay, Pamuk¢u ve Baran tarafindan 1950’de bir
kopekte saptanmis, ilk insan enfeksiyonu ise 1953’de Ekrem Kadri Unat tarafindan

tanimlanmistir (1-3).

Sicak kanl tiim hayvan tiirleri ve insanlar ara konak, kediler ara konak ve son konak
olabilmektedir. T. gondii tiirii lizerinde en fazla arastirma yapilan gida kaynakli zoonoz
protozoon hastalik etkenidir (4-6). insan ve hayvanlarda neden oldugu enfeksiyon yani
“toksoplazmozis” yoluyla 6liim, anomali ve verim kayiplarina sebep olmaktadir (7,8).
Koyun, kegi, tavsan gibi farkli canli tiirlerinde spermanin bulagmada etkili olabilecegi
gosterilmistir (9, 10). Hastaligin yeni nesiller arasinda bulagmasinda insanlar i¢in 6zellikle

konjenital yol etkili olmaktadir (11).
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Kus tiirlerinin de dahil oldugu farkli av hayvanlarinin bu parazitin farkli genotiplerinin
bulagsmasinda etkili oldugu bildirilmektedir. Yabani domuz eti ile hazirlanan biiyiik boy
salamlar ya da az pismis olarak tiiketilen av hayvani etleri de bulasmada risk faktoriidiir.
Ciftlik hayvanlar ya da vahsi yasamdaki hayvanlarin enfekte kedi diskisi ile ¢ikarilan T.
gondii ookistlerini sporlandiktan sonra su ya da diger gida kaynaklari yolu ile almasi
bulagsmada 6nemlidir. Cevrede yasayan fare gibi kemiricilere karsi dogal bir tedbir olarak
goriilen kedilerin meralarda ayrica ruminant ciftliklerindeki su kanallar1 ve yem depolari
ile bunlarin servis edildigi su yalaklar1 ya da yemliklerde dolagsmasi bulasmada risk
faktoridiir (12-14).

Insanlarin enfekte olmasi enfektif doku kistleri ya da sporlanmis ookistlerin alimmastyla
gerceklesmektedir. Doku kistlerini igeren et ve iirlinlerinin yeterince pisirilmeden veya ¢ig
olarak tiiketilmesi ya da bu gibi iirlinlerin islendigi tahta ve bicak gibi malzemelerin ¢ig
olarak tiiketilecek diger besinlerin (salata vb) hazirlanmasinda kullanilmasi1 bulasmada
onemli risk faktorleridir (15, 16).

T. gondii’nin bugine kadar 25 susu bildirilmis olup biitiin suslarin ana antijenik
yapilarinin benzer karakterde oldugu saptanmistir (17). Hayvan ve insandan izole edilen
parazitin 3 ayri genotipi bulunmaktadir. Tip I suslar daha ¢ok insanlardaki konjenital
enfeksiyonlar ile iliskilidir. Tip II suslar siklikla kronik enfeksiyonlarin reaktivasyonu ile
iliskilidir ve AIDS’li vakalarin % 65’inde bu sus izole edilmistir. Tip III suslar1 siklikla
hayvan olgularindan izole edilmistir (14, 18, 19).

Tirkiye’de sigirlarda toksoplazmaya %27.61 ile %70.49 oranlar1 arasinda, koyunlarda
%35 ile %51.4 oraninda rastlandig: bildirilmistir. Diinya’da koyun siiriilerinde Italya’da
%28.5, Iran’da %24.5, Brezilya’da %51.5, S.Arabistan’da %52.2 oranlarinda
seropozitiflik bildirilmistir (1).

Tamer (2009) in Kocaeli Universitesinde yaptig1 bir arastirmada ¢ig et yeme aliskanlig
olan kizlarla pozitif toxoplasmosis seroloji sonuglari arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir iliski bulunmustur (p<0.05). Buna gore toxoplasmosis serolojisi pozitif bulunan altmis
bir (%18) kisinin %90'inda ¢ig et yeme aliskanligi oldugu tespit edilmistir. Varol ve
arkadaslarmin (2011) yaptiklar1 arastirmaya gore Trakya Universitesi, Tip Fakiiltesine
2000-2009 yillart arasinda bagvuran kadinlarda gebelik oncesi T. gondii rastlanma orani

%30, gebeligin ilk trimestirindaki kadinlarda ise %50 olarak tespit edilmistir. Cig
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koftenin yaygin tiiketildigi Sanlurfa ilinde kadinlarda T. gondii seroprevalansi ise %69.9
olarak Tiirkiye icin rekor seviyede tespit edilmistir (Tekay ve Ozbek, 2007).

Kuk ve Ozden’in Firat Universitesinde yaptiklar1 bir arastirmada kadinlarin %33,14’
sinde, erkeklerin %23,36’sinda, yeni doganlarin ise %31,09’inda T. gondii tespit
edilmistir. Boliik ve arkadaslarmin (2012) Celal Bayar Universitesinde yaptiklar bir
arastirmada Toxoplasma enfeksiyonunda ¢ig et yeme aligkanliginin en 6nemli risk faktori
oldugu saptanmustir. Ulutiirk ve Fincanci’nin (2010) Istanbul Egitim ve Arastirma
Hastanesinde yaptiklari bir arastirmada dogurganlik ¢agindaki kadinlarda %33.3 oraninda
seropozitiflik tespit edildigi ve Onemli boliimiinlin toksoplazma enfeksiyonuna karsi

bagisiklig1 olmadigi bildirilmistir.

Son yillarda sizofreni hastalarindaki toksoplazmozis prevalanst hakkinda anlamli
bulgular tespit edilmistir. Sizofreni ABD’de ve Avrupa’da yetiskin bireylerin %1 ini
etkileyebilmektedir. T. gondii seroprevalansi saglikli bireylere gore sizofrenili bireylerde
4,7 kat; bipolar bozukluklu bireylerde ise 3 kat daha yiiksek bulunmustur (20-23).

Saglik Bakanligimmin zoonoz hastaliklarla iligkili rehberine ve son yillarda yapilan
caligmalara gore Tiirkiye’de toksoplazma seropozitiflik oraninin %30-60 oldugu ve
ortalama %40 diizeyinde seyrettigi belirtilmistir. T. gondii Saglik Bakanliginin Grup C

bildirimi zorunlu hastaliklar listesinde yer almaktadir.

Tiirkiye’de insanlar ve hayvanlar iizerinde yapilan yukaridaki arastirmalara ragmen bu
parazitin insanlara bulagmasinda kaynaklik yapan et ve {riinlerinde yapilmig arastirmaya

rastlanmamaistir.

MATERYAL VE YONTEM

Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuarina kazandirilan cihazlar
sayesinde ile ogrencilerin Parazitoloji Anabilim Dali uhdesinde planlanan uygulama
derslerine ve farkli arastiricilarin bilimsel arastirma projelerine hizmet edecek onemli

ithtiyaclar tamamlanmistir.
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Ornekleme:

Tekirdag Biiyiiksehir Belediyesi simirlar1 igerisinde alt1 ay boyunca Ornekleme
gerceklestirilecektir. Bu amagla 6rnekleme doneminde on farkli kasap ve on farkli market
olmak iizere yirmi satis noktasi iki defa Orneklenmistir. Her bir orneklemede satis
noktasindan ti¢ farkli kofte ¢esidinden 100 er gram (Kasap, Satir, Tekirdag Kofte) ve 150
gram yagsiz kiyma (koyun, kegi sigir) olmak iizere toplam 450 gram et 6rneklenmistir.
Buna gore ornekleme amaciyla 20 igletme X 750 gram et X 2 tur = 30 kg et kullanilarak

240 adet numune elde edilmistir.

DNA eldesi:

Et numuneleri ambalajlar1 bozulmadan termos icerisinde laboratuara getirilerek 6rnek
numaralarmma gore kayit defterine islenmistir. Kofte tiirii {riinler yag dokusu
stereomikroskop altinda ayiklanarak, kas dokusu homojen goriiniim alana kadar blender
icerisinde karistirilmis ve hazirlanan her bir et numunesinden ekstraksiyon i¢in 100 mg

kas dokusu 6rnegi kullanilmistir.

Bu oOrneklerden ticari ekstraksiyon kitinin kullanim kilavuzuna goére gDNA eldesi
gergeklestirilmistir. Bu amacla 6zet olarak her bir et 6rnegi kit igerigindeki lysis buffer ve
predigestion soliisyonlar1 eklenerek steril plastik cubuklar ile ezildikten sonra proteinaz K

soliisyonu eklenerek 1s1 blogunda 56 °C de bir gece bekletilecektir.

Ertesi giin 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipler icerisine 1 gram, 0,1 mm c¢apl steril cam
boncuklar eklenerek 30 saniye siire ile bes defa vorteks yardimiyla homojenize edilerek
geri kalan ekstraksiyon basamaklar1 kit igerigi ve mikrosantrifiij kullanilarak r. takip

edilmistir. gDNA 6rnekleri PCR i¢in kullanilana kadar -20 C de muhafaza edilmistir.

Nested PCR:

Nested PCR amaciyla thermal cycler cihazi kullanmilmigtir. Nested PCR hedef gen
bolgesinin iki asamali olarak elde edilmesini saglayarak yerine gore konvansiyonel PCR
dan ¢ok daha spesifik oldugu icin tercih edilmistir. Arastirmada 18S sSrRNA ve 16ss gen
bolgesini hedefleyen primer ciftleri ile Nested PCR modeli i¢in on farkli optimizasyon

denemesi gerceklestirilmistir. (Tablo 2)
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Bu primerler, niikleik asit arsivimizdeki mevcut T. gondii pozitif DNA 0&rnegi
kullanilarak gradient thermal cycler daki program yardimiyla en uygun calisma 1silari
acisindan test edilmistir. Toplam reaksiyon hacmi olarak 50 pl kullanilmistir. Arastirmada
kullanilan Taq polimeraz enzimi ve orijinal buffer karisimi, ANTP karsimi, MgCl, orani
ve PCR inhibitorlerini elimine eden yeni nesil igerigi ile onceden optimize edilmis

supermix olarak temin edilmistir.

Kullanilan primer ¢iftlerinin tespit ve optimize edilmesi amaciyla 240 deneme
reaksiyonu gergeklestirilmistir. Tespit edilen en uygun primer ¢ifti ile daha once elde
edilen 240 adet numune nested PCR islemine tabi tutularak 480 reaksiyon

gerceklestirilmistir.
Goriintiileme:

Amplifikasyon {driinleri elektroforezde, 0,5 pg/ml ethidium bromide igeren % 1°lik
agaroz jelde yiiriitiiliip, U.V transilliimiinatorde goriintiilenerek, amplikon biiytikliiklerine
gore degerlendirilmistir. Bu amagla loading dye, agar, TAE buffer ve ethidium bromide

sarf edilmistir. Numuneler arasinda T.gondii DNA pozitifligine rastlanmamustir.

Arastirma Olanaklari:

Arastirma Namik Kemal Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal,

Veteriner Fakiiltesi Merkezi Arastirma Laboratuarlarinda gerceklestirilecektir.

BULGULAR

Cig Kirmizi1 et 6rnegi olarak 40 adet koyun kasi, 40 adet keci kasi, 40 adet sigir kasi
ornegi kullanilmistir. Cig kirmizi et tiirti kofte iiriinii olarak ise 40 adet satir kofte
ornegi, 40 adet Tekirdag kofte 6rnegi, 40 adet kasap kofte 6rnegi kullanilmistir. Mevcut
ornekleme miktar1 ve zamaninda gore elde edilen numunelerden, kullanilan metolar
is1¢inda  yapilan analizler neticesinde Toxoplasma gondii DNA pozitifligine

rastlanamamustir.
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TARTISMA/SONUC

Tirkiye’de insan tiikketimine sunulan ¢ig ya da islenmis kirmizi et iirlinlerinde
toksoplazma prevalansi heniliz incelenmemis ayrica bu parazitin genotiplendirilmesi
hakkinda et ve iiriinlerinde her hangi bir arastirma yapilmamustir. Proje bu konuda bir
ilk olacaktir. Bu projede kullanilacak ¢ig et ornekleri kasap ve marketlerde satilan
koyun, keci, sigir etleri ile bunlardan {iretilen kofte tiirii pisirilmemis {riinlerden
olusacaktir.

Konu hakkinda detay olarak sdylenebilecek bir ayrintt daha bulunmaktadir. Bu
calismada yapilana benzer olarak az ya da tam olarak pisirilmis et ve {iriinlerinin
orneklenmesi de T.gondii ye ait DNA testleri bakimindan pozitif sonuglar verebilir.
Ancak viabilite ve bioassay testleri yapilmadigi siirece bu gibi {iriinlerin 6érneklenmesi
pratik sonuglar dogurmamaktadir. Bu testler uzun siire alan, alt yap1 ve yetismis
personel gerektiren maliyetli siirecleri igerir. Mevcut proje Onerisinin sonuglarina gore
ikinci basamak bir planlama ile bioassay ve viabilite testleri yapilmasi da

diistiniilmektedir.

T. gondii’nin pratikteki kabul edilen 6nemi kongenital enfeksiyonlarin agirlig:
nedeniyle en fazla gebe ya da gebelik diistinen kadinlardir. Gebelik Oncesi
toksoplazmoz i¢in rutin bir tarama programi uygulanmayan Tiirkiye gibi {ilkelerde
gebelik planlayan bir ¢iftte saglikli ¢ocuk sahibi olmak i¢in toksoplazma riskinin olasi
gebelik donemi i¢in tibbi tehdit oldugu bildirilmektedir.

Infertil ¢iftlerde planlanan bir gebelik s6z konusu oldugunda c¢ogunlukla tedaviye
baslamadan once aday kadinlar olas1 gebelikte sorun yaratabilecek toksoplazmoz gibi

enfeksiyonlar agisindan incelenmektedir.

Bu arastirma farkli hayvan tiirlerine ait ¢ig etlerde T.gondii yayginligini tespit ederek
durum hakkinda Tekirdag’daki ilk tibbi risk analizini ger¢eklestirmis olacaktir. Sonug
olarak beslenme yolu ile anne adaylarina bulasan, gebelik siirecini engelleyen ya da
yeni doganlarin karsilacagi yiiksek tibbi oncelige ve dneme sahip T.gondii nin hangi
genotipinin ne oranda yaygin oldugu belirlenecektir.

Buna gore konu hakkinda Tiirkiye’deki ilk tibbi literatiir bilgileri elde edilerek, veriler
saglik kurumlan ile paylasilarak koruyucu hekimlik uygulamalar1 ve gebelik Oncesi

bilgilendirme esnasinda kullanilabilecektir
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