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SIMGE VE KISALTMALAR

IFAT : indirek Floresan Antikor Testi

IHA : indirek Hemagliitinasyon Testi

LA : Lateks Aglutinasyon Deneyi

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

KBD : Kompleman Birlesmesi Deneyi

ISAGA : Immunosorbent Aglitinasyon Assay

DS-IgM-ELISA : Double Sandwich IgM Enzyme Lynked Immunosorbent
Assay

DT : Dye testi

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

NaCl : Sodyum klorir

AIDS : Acquired immune deficiency syndrome = Kazanilmis Bagisiklik
Yetmezligi Sendromu

HIV : Human Immunodeficiency Virus = insan Bagisiklik YetmezIigi Virisii
TLR : Toll-like receptor

IL-12 : interlékin 12

INFy : interferon Gama

TNFa : Tumor Nekroz Faktor alfa

Th: T helper hucre

BOS : beyin omurilik sivisi

BAL : bronkoalveolar lavaj



DNA : Deoksiribonukleik asit
RNA : Ribonukleik asit

WHO : World Health Organisation (Dinya Saglik Orguti)
10 : International unit

ELB : Erythrocyte lysis buffer
CLB : Cell lysis buffer

bp : Base pair (baz cift)

rpm : Revolutions per minute
N : Negatif

P : Pozitif

NK : negatif kontrol

PK : pozitif kontrol

TBE : Tris-borik asit EDTA



1. GIRIS

Apicomplex gurubundaki Toxoplasma cinsinin insan, diger
memeliler ve kanatlilarda vyerlesip hastalik etkeni olabilen tek taru
Toxoplasma gondii ( T.gondii )'dir. Toxoplasma gondii ilk kez Nicolle ve
Manceaux isimli arastiricilar tarafindan, Kuzey Afrika’da 1908 yilinda
Ctenodactylus gundi denilen bir kemiricide gorulip tanimlanmigtir. Bu
protozoonun yasam dongusu ancak 1960°li yillarda tam olarak acikliga
kavugsmustur. Buna gore T.gondiinin son konagi kedi ve kedigiller, ara
konagi ise basta insan olmak Uzere ¢esitli omurgal canhlardir. Parazit ara
konaklarda eseysiz, son konagin bagirsak epitel hucrelerinde hem eseyli

hem de eseysiz olarak gogalir'.

Zoonotik bir parazitoz olan toksoplazmoz dunyada yaygin bir
sekilde bulunmaktadir. Dinya insan nufusunun Ugte biri T.gondii ile
enfektedir. Toxoplasma gondi’nin tim genotipleri gliney kutbu hari¢ tim
kitalarda yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Ancak sicak ve kuru iklimlerde
nemli iklimlere gore daha az goérulmekte, yluksek bolgelerde de dusuk
oranda bulunmaktadir’>. Amerika Birlesik Devletlerinde yetiskin insanlarin
yaklasik %30’unda parazit saptanmaktadir ®. Yurdumuzda ise cografik
konum, iklim ve sosyo-ekonomik yap! nedeniyle gerek insan ve gerekse
hayvanlarda paraziter hastaliklar yaygin olarak bulunmaktadir.
Toksoplazmoz prevalansi yuksek gorulmekte ancak prevalans degerindeki

farkhliklarin kullanilan degisik tani yéntemleriyle yakindan iliskili oldugu



dusundlmektedir. Yapilan cgesitli calismalara gore Ulkemizde T.gondi’ye

karsi IgG antikorlari % 23.1— 48.6 oraninda saptanmaktadir® 8.

Primer enfeksiyon baslangicta genellikle subkliniktir. Enfekte
kisilerin cogu asemptomatik kalirlar. Bazilarinda ise hafif belirtiler ortaya
cikar. Bununla beraber morbidite ve mortiliteye neden olabilir. Bagigiklik
sistemi baskilanmis hastalarda ise, latent enfeksiyonun reaktive olmasi

ensefalit, okiiler toksoplazmoz gibi hastaliklara neden olur®.

Primer maternal toksoplazmoz enfeksiyonu fetise gegme
riski tasir. Bu da konjenital toksoplazmoza yol acar. Enfeksiyonun agir
veya hafif seyretmesi parazitin fetlise gectigi hamilelik dénemi ile

iliskilidir'°.

Toksoplazmozda Klinik belirtiler, 6zellikle dogumdan sonraki
bulagsmalarda ¢ok tipik degildir. Konjenital bulagsmada dogumda gorulen
koryoretinit, serebral kalsifikasyonlar ve hidrosefali veya mikrosefali bu

parazitoza isaret edebilir. Kesin tani laboratuar bulgularina gére konur”.

Laboratuvar tanisinda etkenin hasta  6rneklerinden
izolasyonu ve serolojik tani dnemlidir. Son yillarda serolojik testler yaygin
olarak kullaniimaktadir. Canli takizoitler ile g¢alisilan Sabin-Feldman boya

testi ve Indirek Floresan Antikor Testi (IFAT), indirek Hemagliitinasyon



Testi (IHA), Lateks Aglutinasyon Deneyi (LA) ve Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) yontemleri ile karsilagtirildiginda daha
duyarh ve daha 6zgul bulunmustur. Bunun nedeni enfeksiyon esnasinda
helmintlerin katikula antijenlerine karsi oncelikle olusan IgM ve IgG

antikorlar ile gapraz reaksiyon vermemesidir'" "2,

Son zamanlarda molekiler yéntemlerin Mikrobiyoloji bilim
alanina girmesi ile parazitozlarin tanisinda da bu yontemler kullaniimaya

baglanmistir.

Serolojik tani yontemleri ile dogum 6ncesi ve immun sistemi
baskilanmis  hastalarda toksoplazmoz tanisini  koymak  kolay
olmamaktadir. Bu gibi durumlarda molekuler tani yontemleri 6nem kazanir
ve bu tur hastalarda, hastanin immunolojik durumundan bagimsiz olarak
tani konulabilmektedir'®>. Bu yilizden T.gondii icin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) yoéntemi degerli bir alternatif yontem olarak kabul
edilmektedir. Toxoplasma gondiinin saptanmasi icin kullanilan PZR
yontemleri farkli uzman gruplar tarafindan calisilmis ve sonuglari hayvan

inokiilasyon sonuglari ile uygun bulunmustur'.



Toxoplasma gondiinin molekuler tanisi igin kullanilan, 35
kopyadan olusan B1 geni ilk defa 1989 yilinda Burg ve arkadaslari
tarafindan kesfedilmistir. B1 geninin fonksiyonu tam olarak bilinmese de

T.gondii igin 6zgiil bir gendir'®.

Homan ve arkadaglari 2000 yilinda T.gondii'ye 6zgul olan ve
200 ila 300 kopyadan olusan 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi geni
bulmuslardir. Gergcek zamanl PZR yoéntemi ile c¢alisildiginda, 529 bg
ardigik tekrar bolgesi geni B1 genine gore 10 kat daha duyarl oldugu
bildirilmistir. Ozel kosullarda cahsildiginda, B1 geni T.gondii DNA
genomundan en az 200 fg saptayabilmesine karsilik, 529 b¢ 20 fg T.gondii

DNA'sini saptayabilmektedir’ ™.

Toksoplazmozun tanisinin dogru ve duyarh bir sekilde
yapilmasi 06zellikle konjenital enfeksiyon acgisindan onemlidir. Serolojik
tanida bagisik yetmezlikli hastalarda antikor yanitinin yetersiz olusu,
konjenital toksoplazmozun tanisinda antikor yanitinin uzamasi, akut ve
gegirilmis enfeksiyonun tam ayrilamamasi gibi nedenlerden dolayi

karsilasilan guclukler molekuler taniy1 gindeme getirmistir.

Bu nedenle galismamizda deneysel bir model olusturarak,
T.gondii'nin  etkiledigi o6nemli organlarda parazitin gosteriimesinde

molekuler yontemin ne derece etkin ve duyarli oldugu amaglanmistir.



Ayrica, Mikrobiyolojinin birgok alaninda rutin taniya giren
molekuler yontemlerin henuz g¢ok yayginlasmadigi parazitoloji konularinda

da uygulanabilirliginin arastiriimasi ¢alismanin bir diger hedefidir.



2.GENEL BILGILER
2.1.Etiyoloji:

Toxoplasma gondii toksoplazmoz hastaliginin etkenidir. Son
konag evcil kediler veya kedigil ailesinin diger uyeleridir, ara konagi ise

insan ve diger memelilerdir'®.

2.2.Tarihge:

Bu parazit ilk kez 1908 yilinda Charles Nicolle ve Louis
Manceaux tarafindan Pasteur Enstitisinde tanimlanmistir. Nicolle ve
Monceaux T.gondi’yi parazitin tlr ismini aldi§i bir Afrika kemirgeni olan
Ctenodactylus gundiide bulmuslardir. Ayni zamanda Brezilya’da Sao
Paulo'da, Portuguese hastanesinde Alfonso Splendore mikroorganizmayi
laboratuar tavsanlarindan izole etmistir’. Cins ismi organizmanin yay
sekline benzemesi nedeniyle Yunan dilinde basi ile selamlamak anlamdaki
toxon kelimesinden alinmistir'®. Levaditi ve arkadaslar tarafindan 1929

yilinda tavuk embriyo kiltiiriinde Gretilmistir'”.

Wolf ve Cowen 1937 vyilinda Columbia Universitesinde
menengoensefalit tanisi konulan bir ¢cocugun merkezi sinir sistemindeki
lezyonundan paraziti saptamiglardir. Onceden tlberkiloz veya sifiliz
lezyonu olarak dusunulen kronik nekrotik retina lezyonlarinda Toxoplasma

bulundugu 1952 yilinda Wilder tarafindan gosterilmistir® '".



Toxoplasma gondi’nin yasam dongusu tam olarak 1970
yiinda aciklanmigtir. Serolojik kanitlar organizmanin insanlar arasinda
yaygin oldugunu gostermesine ragmen, hastaligin semptomatik formu

nadiren ortaya gikmaktadir’.

Toxoplasma gondii  Turkiye'de 1950 vyilinda Akcgay
arkadaslari tarafindan ilk kez bir kdpekte bulunmustur. Parazitin insanda
varhgi 1953 yilinda Unat ve arkadaslari tarafindan histopatolojik inceleme
ile saptanirken; insanda, kopekte ve koyunda ilk izolasyonu ve kesin tanisi

Altintas ve arkadaslari tarafindan 1973 yilinda gerceklestiriimistir'®.

Ruskin ve Remington, 1976 yilinda organ nakli yapilan ve
bagisikhik sistemi baskilanmig olan vyetigkin hastalarda latent
toksoplazmozun reaktivasyonunu goéstermislerdir. Luft ve arkadaslari ise,
1980 yilinda AIDS'li hastalarda, multifokal ensefalitle gelisen santral sinir
sistemi reaktivasyonunun toksoplazmozun major gostergesi oldugunu

belirtmislerdir?.

2.3. Siniflandiriilmasi:
Toxoplasma gondii, Apicomplexa subesinin bir Gyesidir.
Sporozoa sinifinda, Coccidia alt sinifinda, Eucoccidia takiminda ve

Eimeria alt takiminda yer almaktadir. Diger Coccidia'larla i¢ ice iligkilidir ve



Ozellikle de malariyal parazitlerle belirli benzerlikleri vardir. Coccidian bir

parazit olarak 1969 yilinda kabul edilmistir® 2.

Fichera ve Roos'in molekuler analizlerine gore, T.gondii yesil

alg soyundan gelmektedir?.

2.4. Morfoloji ve Ureme Ozellikleri:

Toxoplasma gondii zorunlu hicre igi parazitidir. Cok defa
hlcre icinde, nadiren de hucre disinda tek tek, ikiser veya kuguk ya da
kalabalik gruplar halinde bulunur'®.

Parazitin g sekli vardir:
A. Takizoit (trofozoit = endozoit); hizl gogalan form
B. Bradizoit (kistizoit); doku kisti icinde yavas ¢ogalan form

C. Ookist; yalnizca kedi diskisinda bulunan form'® 2°

Takizoitler:

Takzoitler (tachos = hiz, Yunanca) Frenkel tarafindan ara
konaklarin her gesit hicrelerinde ve son konaklarin bagirsaklari diginda
saptanmigtir.  Takizoitler ayni zamanda trofozoit olarak da
tanimlanmaktadir. Endodiyozoitler veya endozoitler gibi sinonim adlari
bulunmaktadir. invaziv sekil olan takizoitler cabuk cogalan formlardir ve
akut enfeksiyon esnasinda goérilmektedir. Portakal dilimi, muz, yarim ay

veya oval olup, bir ucu sivri diger ucu yuvarlaktir. Bu yapilar kamgi, kirpik



ve yalanci ayaklara sahip degildir. Hareketlerini kayma ve burkulma ile
saglar. Dort — 8 ym boyunda ve 2—4 pm enindedir. Apicomplexa kok
altinin 6zelligi olan konoid yapisi ( spiral dizilimli mikrotubullerin Gzerindeki
polar cisim) etkenin hucrelere girisinde darbeleme iglevi g('jrijrzo. Ayrica
T.gondi'nin salgiladigi bir madde bu girisi kolaylagtirir. Hucreye giren
takizoitler ikiye bolinme veya endodiogeni (i¢c tomurcuklanma) ile gogalir.
Trofozoit formlarinda elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde,
konoid, kutup halkasi, toksonem, golgi aparati, endoplazmik retikulum,

lizozomlar, nukleus gibi yapilar igerdigi gorilmustir'® 2% 2.

Bradizoit:

Parazitin ikinci sekli olan bu doku kistleri yuvarlak veya
yuvarlagimsi olup, 10 — 200 um capinda olabilmektedir. Buyuklukleri
degisik olan bu kistler icinde birka¢ adet veya bazen 10,000 adet bradizoit
bulunabilmektedir. Frenkel, doku kistleri icinde yavas hareket eden bu
organizmalara (brady = yavas = Yunanca) bradizoit adini vermistir. Bu
yavas hareketin nedeni metabolik iglevlerinin yavas olmasidir.

Bradizoitlere ayni zamanda sistozoit de denilmektedir'?.

Bradizoitler ¢ogalma sekilleri ve yapi olarak takizoitlere
benzerler. Ancak onlardan farkhligi nukleuslarinin arka uca daha yakin
olmasi ve glikojen taneciklerini takizoitlere gore daha ¢ok bulundurmasidir.

Kist duvari pepsin ve tripsin ile pargalandiginda serbest kalan parazitlerin
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pepsin-HCL karisimi icinde 2 saat, tripsin i¢cinde 6 saat canli kalabildikleri,
bdylece normal sindirim periyodunda midede ve hatta daha uzun sure de
duodenumda canliliklarini yitirmedikleri bildirilmektedir. Ancak 61 °C nin
ustinde 4 dakikada, 1sinlama ile (25 rad'dan daha fazla) veya -20 °C de
18-24 saatte dondurularak oldugu, 4 °C de ise 2 ay kadar canhligini

korudugu tespit edilmistir'® 2.

Ookist:
Kesin konak olan kedilerin, vasaklarin ve bazi kedigillerin
diskisiyla c¢ikartilan ookistler oval, 11-14 um buyukligunde olup, iki

tabakali bir duvarla gevrilidir.

Enfektan olabilmesi igin ookistin olgunlagmasi
(sporulasyonu) gerekmektedir. Sporulasyon +4 °C de 2-3 guinde, +15 °C
de 5-8 gunde olugsmaktadir. Ookistlerin oda Isisinda aylarca canl
kalabildigi, 4 °C de canliigini bir yildan fazla surdurebildigi, 65 °C de ise

oldigi saptanmistir™ 1820,

Toxoplasma gondii hicre igi bir parazittir. Bu nedenle yapay
besiyerlerinde Uretilemez. Bu amacgla embriyonlu tavuk yumurtasi, doku
kulturleri ve deney hayvanlarinda dretilmektedir. Uygun deney hayvani

beyaz fare ve tavsandir'®.
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2.5. Evrim:

2.5.1. Son konak:

Toxoplasma gondii enfeksiyonu en populer insan zoonozlarinin biridir.
Toxoplasma gondi’nin son konagi olan kedi ve kedigiller, ara konak olan
parazitli kiguk kemirgenleri, parazitli etleri yiyerek doku kistleriyle enfekte
olurlar ve bu sekilde mide ve ince bagirsakta bradizoitler serbestlesir. Son
konakta, aseksuel c¢ogalma doneminin sonu seksuel donemin
baglangicina isarettir. Bu hayvanlarin ince bagirsak epitel hucrelerinde
once sizogoni (asekslel ¢cogalma) ve daha sonra sporogoni ile seksuel
cogalmalarini strduararler. Daha sonra enfekte epitelyum hicreleri
parcalanir ve sporsuz ookistleri igeren salgilari intestinal kanala dokulir ve
bu sekilde milyonlarca olgunlasmamis ookist enfekte hayvan digkisi ile dis
ortama salinir. Diger koksidialardan farkh olarak T.gondii ookistleri son
konagi olan kedilerde, fare, domuz ve insan gibi ara konaklarina goére
daha az enfektif ve patojendir. Bir kedi 10 ookist ile enfekte olmazken fare
veya domuz bir ookistle enfekte olmaktadir. Ookistler dis ortamda, uygun
Isi, nem ve oksijen varliginda 1-5 gunde olgunlasirlar ve iginde iki
sporokist, bunlarin igcinde de dorder tane sporozoit olusur. Bu durumdaki
ookist olgundur ve gerek insan, gerekse diger ara konaklar igin

1, 22, 23

bulasicidir . Kedilerin ookist ¢ikarmasi birinci haftanin sonundan

dclncu haftaya kadar devam eder ve her gram digki milyonlarca ookist
icerir 2. Sporlanan T.gondii ookistleri, suda 4 °C de en az 45 ay, toprakta

ise 18 ay infektifitelerini devam ettirebilirler® 2.
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Prepatent sure (enfeksiyon baslangicindan sonra ookist
sagma suresi) ve ookist sagma sikhgi, oral alinanan T.gondi'nin evresine
gore degisir. Kedigiller bradizoitlerin alinmasinda 3-10 gun sonra,
sporlagsmis ookist alinmasindan yaklagik 18 gun veya daha sonra, takizoit
alinmasindan yaklasik 13 gun veya daha sonra T. gondii ookistlerini

digkilart ile g¢ikarmaya ba$larlar27'29

. Kedilerin ¢ogunlugu doku Kkisti
aldiktan sonra ookist sagarken %30'u takizoit veya ookistleri aldiktan
sonra ookist sagmaktadir’” #. Yapilan deneylerde, infekte kedilerin doku

kistleri ile reinokilasiyon ardindan ookist ¢ikardiklari bildirilmektedir®.

2.5.2. Ara konak:

Toxoplasma gondiinin aseksuel evresi olan takizoit ve bradizoitler hem
insan hem de hayvanlarda hastalik olusturabilirler. Birinci asekstel form
olan takizoitler, makrofajlar dahil tim hucreleri enfekte edebilir ve bu
hiicrelerde hizlica codalarak dliimlerine neden olurlar. ikinci aseksiiel form
ise baradizoitler olup, farkli dokularda yavasca c¢ogalirlar ve Kistler
olugstururlar. Takizoitin replikasyonu akut hastaliga neden olurken,
bradizoitler kist i¢cinde uzun sure, yavasca yasamini surduren ve latent
enfeksiyondan sorumlu olan formdur. Kistler nedeniyle dokuda bir
inflamasyon ortaya ¢ikmaz ve hlicre gorevini ¢ok fazla etkilemez ancak,
bu kistlerin pargalanmasi sonucu ortaya c¢ikan bradizoitler takizoitlere
doénusip nekroz ve inflamasyona neden olurlar. Bu sekilde bradizoitler

kronik enfeksiyonlarda kistlerin olusmasindan sorumludur’ ' 233132,
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Bradizoitlerin, ookistlerle enfeksiyondan sonra en erken 6-7

glinde olustuklari bildirilmistir®.

Doku kistleri sinir ve kas dokularina yuksek afinite gosterirler
ve predominant olarak santral sinir sisteminde bulunurlar. Ayrica konagin
goz, iskelet ve Kkardiyak kaslarinda, daha az oranda akcigerler,

22,23 Doku kistleri ara konakta

karacigerler ve bobreklerde bulunurlar
yasam dongusundn son asamasidir ve enfeksiyozdurler. Bazi ara konak
tirlerinde Omur boyu kalirlar, ancak bu devamliigin mekanizmasi
bilinmemektedir. Bazi arastiricilara gore, konakta doku kistleri periyodik
olarak pargalanirlar. Agiga cikan bradizoitler takizoitlere donustp yeni
konak hucrelerine girerler ve tekrar bradizoitlere donuserek yeni doku
kistlerini olustururlar®>. Bu ylizden bu doku kistlerinin hem diagnostik, hem

de immun sistemi baskilanmis kigilerde parazit kaynagi olarak onemi

vardir'.

2.6. Epidemiyolojisi ve Bulagmasi:

Toxoplasma gondii, insan dahil, hemen hemen butlin
memelileri ve bitin kuslari enfekte edebilir. insandan ve hayvanlardan
izole edilen suglar arasinda morfolojik veya antijenik bir fark
bulunmamistir. Enfeksiyon ¢ok defa belirtisiz seyreder bu nedenle klinik
belirti veren hasta sayisinin az olmasina karsilik, kanlarinda antikor

bulunanlarin orani cok yiksektir'®. Amerika Birlesik Devletlerinin farkli
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bdlgelerinde yapilan serolojik incelemeler sonucu insanlarin %5-50'sinin
serum orneklerinde antikor bulunmustur’®. Sicak nemli yerlerde kuru

yerlere oranla daha yiiksek olarak bulundugu bildirimektedir®®.

Toksoplazmozun birgok boélgede yaygin olmasinin nedeni
T.gondiinin gesitli turleri, etobur ve kuslar gibi ot yiyen hayvanlari da
enfekte edebilme yetenegine baghdir®. Bilindigi gibi enfeksiyonun insan
ve hayvanlara bulasmasinda kedigiller ailesinden ev kedilerinin rolu ¢ok
fazladir. Her ne kadar kedilerin diskilarini 6rtme adetleri varsa da,
ookistlerin dis ortama dayanikli olmasi nedeniyle enfeksiyonun yayilmasi
onlenememektedir.  Ayrica hamam  bodcekleri,  karasinek  gibi
eklembacaklilar da, kedi digkisinda bulunan ookistlerin c¢evreye

yayillmasini saglamaktadir’.

insan toksoplazmozu icin kaynaklar sunlardir:
1. Digkilari ile ookist atan kediler:

insan enfekte kedilerin digkisinda bulunan ookistleri agdiz
yolu ile raslantisal olarak alabilir. Ayrica digkiyla kontamine bahcgelerde
calismak, Ozellikle yuzeyi digki ile kontamine olan sebzelerle temas riskli
olmaktadir® 3 7. Ayrica, hamam bdcekleri, karasinek gibi eklembacaklilar

da, kedi diskisinda bulunan ookistlerin gevreye yayilmasini saglarlar’.
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2. Parazitin takizoit ve bradizoitlerini iceren etler:

Tum et yiyen hayvanlar (yirtici kuslar ve insan dahil) T.gondii
kistleri iceren dokular yiyerek enfekte olurlar. Bu enfeksiyon yolu insana
bulasmada dnemlidir. Iyi pismemis veya ¢ig domuz, kuzu, geyik, kegi ve
daha azda tavuk, tavsan ve at gibi hayvanlarin etinde T.gondii iceren doku

kistleri bulunabilir ve insan igin enfeksiyon kaynagi olabilirler® 2.

Doku kistlerinin 58 °C de 10 dakikada veya 0 °C nin altinda 7
ginde canhliklarini kaybettikleri, 20°C de ve % 3,3 NaCl igeren

solusyonda 3 giin canli kalabildikleri bildirilmistir®® 3% 4°.

3. Vucudunda paraziti barindiran anne:

Konjenital bulasma denilen bu tip bulasmada parazitin
takizoitleri, enfekte anneden fetlise plasenta yoluyla ge¢cmektedir. Bazi
kaynaklarda enfekte annenin takizoitleri sut yolu ile de bulastirdigi

gosterilmistir " 3% %,

Gebe kadinlar igin pismemis kuzu, sigir, av
hayvanlarinin etlerini yemek, toprakla temas akut enfeksiyon igin énemli
risk faktorleridir. Degisik merkezlerin verilerine gore enfeksiyonun % 30-
63’0 iyi pismemis veya tuzlanmig et Urdnleri ile, % 6-17’si ise toprakla

temas sonucu gorilmektedir® *'.
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4. Toksoplazmozlu kisiden nakledilen kan ve doku:

Seropozitif vericiden seronegatif aliciya kalp, kalp-akciger,
bobrek, karaciger ve karaciger-pankreas nakli yapilmasi o6nemli bir
enfeksiyon kaynagidir. Kemik iligi, ‘heamatopoietic stem cell’ (kok
hacreler), karaciger nakli yapilmig hastalarda ve AIDS'lilerde (vericinin
negatif alicinin pozitif veya hem verici, hem de alicinin seropozitif olmasi
durumu) latent enfeksiyon alevlenerek toksoplazmozis ortaya

cikmaktadir*?.

Bu bulagsma yollarina gore, insan toksoplazmoza yagsaminin
iki ddneminde yakalanabilir; 1. Dogumdan 6nce (konjenital), 2. Dogumdan

sonra (edinsel = dogmalik = post natal)’.

Toxoplasma gondii ve toksoplazmoz, yurdumuzun hemen
her yoresinde, her yas ve her sosyo-ekonomik grupta, kadin ve erkeklerde
ve besi hayvanlarimizda yaygindir. Ozellikle kadinlarda goriilme orani
yagla dogru orantili olarak artmaktadir. Bunun da nedeni kadinlarin, hem
kedi diskisiyla, hem de bulagh etlerle temas etme olasiliklarinin yiksek
olmasidir. Toplumda hemen her sosyo-ekonomik ve egitim duzeyindeki
kisilerin ¢i§ kofte, bat gibi yiyeceklere duskinligl de zaten bu ylksek
orani agiklamaktadir. Toplumlarda toksoplazmozun yayginligr %7 ile %94

arasinda degismektedir; hatta bazi ileri yas gruplarinda %100’e bile
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ulasmaktadir. Genelde yas ilerledikge seropozitiflik ve hucresel bagisikhk

orani yilkselmektedir’.

2.7. Patogenez, Klinik Belirtiler ve immunite:
2.7.1. Patogenez:

Toksoplazmoz konjenital veya sonradan kazanilmis olabilir.
Organizmaya giren T.gondii her tip hiicreyi enfekte edebilir ve hicre iginde

cogalir'®.

insanda ve hayvan modelinde toksoplazmoz enfeksiyonunun
seyrini etkileyen bircok faktdr bulunmaktadir, bunlardan; alinan doz,
organizmanin virulansi, genetik durum, cinsiyet, yas ve kiginin bagisiklk
durumu en Onemlilerindendir. Ayrica stresle iligkili olan hastaliklar ve
bagisikhgin baskilanmasi gibi durumlar konagin T.gondi'ye Kkarsi

20 43 44 Kulugka dénemi 1-3 hafta kadardir®'.

duyarlihgini artirabilir
Enfeksiyonun primer olarak agiz yolu ile girip enfeksiyonun ilerlemesi ile
gastrointestinal sistemden lokal lenf organlarina ve sonrada diger
organlara yayildigi farelerde kanitlanmis olmakla birlikte insanda bu
basamaklarin  timi  gdsterilememistir’.  Fareler tarafindan  alinan
bradizoitler ilk olarak ince bagirsak epitelyum hucrelerine lokal invazyon
yaparlar. Takizoitler birgcok htcreyi aktif olarak invaze etme yetenegine

sahiptirler ve parazitoform vakulollerde replike olabilirler. Bu vakuoller

icinde parazit proteinleri salgilanir, bu protein normalde konak hucreleri
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tarafindan salgilanan ve fagozom maturasyonundan sorumlu olan
proteinlerin salgilanmasini engeller, bu sekilde lizozom fluzyonunu

engellemis olurlar®.

in vivo olarak bradizoitler hizlica takizoitlere dénusdirler. in
vitro ise bradizoit Kkistlerinin olusmasi igin farkli yontemlerle enfekte
hlcrelere stres uygulanabilir ki bunlar pH ve 1sI degisikligi veya degisik

mitokondiriyal zehirler olabilir.

Enfeksiyonun lokal baslangi¢c bolgesinden yayilmasinda
lamina propria’da bulunan monositlerin enfeksiyonu anahtar rol oynar.
Hem insan hem de farelerde bu hicreler T.gondii replikasyonunu
saglayarak parazitin ¢cok farkli dokulara yayilmasindan sorumludurlar.
Takizoitler akut enfeksiyonda, basta kalp kaslarinda olmak Uzere,
karaciger, dalak, lenf digumleri ve merkezi sinir sisteminde bulunurlar. ik
patolojik lezyon parazitli hucrelerin dlumune bagh olarak gelisen nekrozla
birlikte ciddi akut iltihabi reaksiyondur. Hastaligin seyri esnasinda ¢ok
sayida lenfosit infiltrasyonu gérullr fakat gergek grantlom olusmaz. Eger
konak takizoitlerin replikasyonunu etkili olarak kontrol edebilirse dokular
skar birakmadan yenilenir ve Kistleri iceren uzun oOmurla bradizoitler

asemptomatik olarak kalirlar?.
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2.7.2. Klinik belirtiler:

Toxoplasma gondii firsatgi bir patojendir, kisilerin ona karsi
direnci farkhdir. insanin en duyarli oldugu yas fetiis dénemidir. Bu
donemdeki bulasma c¢ogunlukla o6lumle sonuglanir. Daha ileri yaslarda
veya erigkinlerde enfeksiyon sessiz seyredebilecedi gibi, olgularin
%10’nun kendiliginden iyilestigi bildirilmigtir. Konjenital, transplasental
enfeksiyonlarda veya bagisikhgl baskilanmis hastalarda enfeksiyon ¢ok
agir seyreder®.

Tablo 1: Ciddi toksoplazmoz riski olan kisiler®

Gebelik sirasinda veya gebelikten | Gebelikten 6 aydan énce T.gondii
birkag ay oOnce toksoplazmoza ilk |ile ilk defa karsilasan anneler
defa yakalanan annelerden dogan | enfeksiyonu c¢ocuklara genellikle

cocuklar gecirmezler

immiin sistemi cok zayif olan kisiler | Enfeksiyon émiir boyu herhangi bir

zamanda reaktive olabilir

Dodgumdan sonra (edinsel ) toksoplazmoz:

Cocuk ve yetigkinlerde (hamile kadinlar dahil) T.gondii'nin
olusturdugu primer enfeksiyon hastalarin % 90’inda asemptomatik
seyreder. Olgularin %10’u kendinden iyilegir ve spesifik olmayan hastalik
olusturur, nadiren tedavi gerektirir. Toksoplazmozun genel olarak tipik
belirtileri servikal veya oksipital lenfadenopati (4—6 hafta kadar buyuk

kalir), lenf dugumlerinin sertlesmesidir. Bazi durumlarda da kronik
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lenfadenopatinin aylarca devam ettigi bildiriimistir. Daha az siklikla
miyokardit, polimiyosit, pnomonit, hepatit veya ensefalit geligebilir.
Genellikle hamile kadinlarda olusan akut toksoplazmoz enfeksiyonu

asemptomatik seyir gdsterir®® *2.

Konjenital toksoplazmoz:

Konjenital toksoplazmoz dusuge, oOlu doguma, erken
doguma yol agabilir veya ¢ocuk hasta olarak dogar ve hastalik belirtileri
dogumdan hemen veya birka¢ hafta sonra fark edilir. Annedeki enfeksiyon
gebeligin ne kadar erken doneminde olursa ¢ocugun enfekte olmasi ve bu
enfeksiyonun agir seyretmesi olasiligi o kadar artar. Baslica belirtiler
koryoretinit, serebral kalsifikasyon, hidrosefali veya mikrosefali,
mikroftalmi, konvdllsiyon, avug ici ve ayak tabanlari disinda papuler veya
purpirik dokuntuler, sarilik, hepatomegali ve splenomegalidir. Sonradan
kazanilmis toksoplazmoz akut, subakut veya belirtisiz seyredebilir.
Kulugka devri bilinmemektedir. Laboratuar incelemeleri, erigkinlerde
enfeksiyonun dustnuldiginden cok fazla oldugunu, fakat cok buylk
kisminin asemptomatik oldugunu goéstermistir. Sonradan kazaniimig
toksoplazmoz Kklinik belirtilere goére lenfatik, serebral ve dokuntull

toksoplazmoz olarak da siniflandirmak miimkiindiir'®.

Konjenital toksoplazmoz duslk, yeni dogan 6limu veya fetis

anomalisine neden olup, korluk ve zeka geriligine neden olur. Her 10,000
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dusuk olgusunun 1-10'nun sebebi konjenital toksoplazmoz olarak
bildirilmistir®®. Fetlise T.gondiinin neden oldugu enfeksiyonun etkisi,

enfeksiyonun alindi§i gebelik ddnemine gére degisir® +°.

Konjenital toksoplazmoz enfeksiyonunda, gebelikte annenin
tedavi verilmesinin, enfeksiyonun sikligini ve siddetini etkilemedigi, ancak

spiramisinin vertikal bulasi %60’a kadar indirdigi belirtiimistir®®.
Amerika Birlesik Devletlerinde vyapilan bir c¢alismada
konjenital toksoplazmozun olusturdugu mali yikin yilda 7,7 milyar $

oldugu bildirilmistir*®.

Okller toksoplazmoz:

Toksoplazmik korioretinit, konjenital olarak veya dogum
sonrasi (akut enfeksiyon veya reaktivasyon sonucu) ortaya cikabilir.
Toksoplazmik korioretinit kisinin akut enfeksiyon gegirmesi veya akut
enfeksiyonun salgini  sonucunda gelisebilir. Erigkinlerde, Kkorioretinit
olgularinin buylk ¢ogunlugu konjenital enfeksiyonun ileri yaslarda ortaya
cilkmasi veya reaktivasyonu sonucu goérulmekte, ancak enfeksiyonun
reaktivasyon mu yoksa akut enfeksiyon sonucunda mi olustugunu
belirlemek zor olmaktadir*?. Semptomatik bulgular hayatin ikinci ve tGgiincii
on yillik doneminde en ylksek insidansta olup klinik olarak 40 yasin

Uzerinde gorlltr. Karakteristik lezyon fokal nekrotizan retinittir. Fundusta
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sarimsi beyaz kumeler belirlenir. Kimelerdeki lezyonlar gesitli yaglardadir.
lyilesme ile lezyonlar solar, atrofiye ugrar ve siyah pigmentler gelisir.
Panuveit, korioretinite eglik eder. Papillit, genellikle belirgin santral sinir
sistemi hastaliklari ile birliktedir. Edinsel toksoplazmik korioretinit
unilateral, konjenital toksoplazmik korioretinit ise bilateraldir. Akut
korioretinitte agri, fotofobi, goéz yasarmasi goérulir. Makulanin enfeksiyona
ugramasi ile santral gérme kaybi gelisir. inflamasyonun kaybolmasi ile
gbérme duzelir. Goéz dibi incelemesinde bilateral makuler enfeksiyon,
korioretinal dejenerasyon, cabuk gelisen optik sinir atrofisi, vitreus ve
humor akéz sivilarinin berrakli§i gézlenir. Spesifik tedaviden sonra bile

hastalarin %13-30’unda korioretinit tekrarlayabilmektedir?® *.

HIV ve immun sistemi baskilanmis kisilerde toksoplazmoz:

Bu tabloda, hemen hemen tum olgular kronik toksoplazmoz
enfeksiyonunun reaktivasyonu sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Santral sinir

sistemi tipik olarak toksoplazmoz enfeksiyonundan etkilenmektedir*?.

Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS)'li hastalarda
akut toksoplazmoz en sik beyinde toksoplazmik ensefalite, akcigerde
pndémoniye ve goézde korioretinite neden olur. Cesitli organlarin tutulmasi
sonucu miyokardit, fokal pndmoni, hepatik nekrozun olusabildigi

toksoplazmozda, akut solunum yetmezligi ile beraber hemodinamik
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bozukluklar da bildirilmistir. Toksoplazmoz saptanan AIDS hastalarinin

%70’inde 1 yil iginde 8lim gérilmustiir®.

AlIDS’lilerde gérilen okuler toksoplazmoz, latent
enfeksiyonun reaktivasyonu seklinde ortaya gikmaktadir. immiin sistemi
baskilanmis AIDS’li olmayan olgularda konjenital enfeksiyona bagli
gelisen korioretinitte aktif lezyonlar eski skarlara yakin iken, AlIDS'lilerde
eski lezyonla ilgisi olmayan, daha genis ve multiple lezyonlar
gorulmektedir. Lezyonlarin bu karakteri korioretinitin lokal
reaktivasyonundan ¢ok hematojen vyayillmaya sekonder gelistigini

dustindirmektedir®.

2.7.3. Immiinoloji:

Toksoplazmoza karsi kisilerde iki temel bagisiklik soz
konusudur; dogal bagisikhk ve kazaniimis bagisikhk. Bunlardan
birincisinde kisi, T.gondii veya urunleri ile hi¢ kargilasmadan, parazitin
viicudunda yerlesmesine karsi belli bir direng gdsterir. ikincisinde ise
parazitin kendisi veya urunleri ile yasaminin bir ddneminde karsilagsmistir,
bu kargilasma sonucunda da vucudunda parazite karsi bir takim savunma

mekanizmalari gelismistir’.
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Dogal Direnc:

Bu tip direngte yas faktoru onemlidir. Toxoplasma gondii
enfeksiyonuna karsi fetis son derece duyarli ve direngsiz iken, ileri
yaslardaki gocuk ve erigkinler dogal dirence sahiptirler. Buna bagh olarak
da parazit ya vucutta yerlesemez veya yerlesse bile sessiz bir enfeksiyon
olusturur ya da kendiliginden iyilesme gorilir. ki yasin Uzerindeki
olgularin serumlarinda fonksiyonu tam olarak bilinmeyen isiya dayanikl
bir faktor oldugu fakat alti aydan klguk ¢ocuklarin serumunda bu faktérin
olmadidi tespit edilmistir. Yardimci faktér diye bilinen bu Grin Sabin-
Feldman boya testi ile indirek immun floresan antikor testinin yapilmasi
icin gereklidir. Toksoplazmozda 0zgul olmayan hucresel bagisiklik
mekanizmasinin  koruyuculugu o©onem tasimaktadir. Bu bagisiklik
mekanizmasi bozulmus olanlarda ve bagisikhgi baskilayan ila¢ alanlarda

T.gondiinin kolayca yerlestigi, hatta 6liimlere neden oldugu goriimustir’.

Furuta ve arkadaslari tarafindan 2006 yilinda yapilan bir
calismada, ince bagirsakta bulunan TLR2 ve TLR4 reseptorlerinin (toll-like
receptor) T.gondii enfeksiyonuna karsi dogal savunmada koruyucu

roliintin oldugu bildirilmistir*”.

Kazanilmis bagisiklik:

Enfeksiyonun kontrolinde antikorun roli hucresel

immunitenin sekonder etkisi olarak gorulur. Dogal ve kazanilimis bagigiklik
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arasindaki denge toksoplazmoz immunpatogenezinde proinflamatuar ve

diizenleyici cevabi saglar®.

Hucresel cevap: Toxoplasma gondii enfeksiyonu IL—12, INFy
ve TNFa iceren proinflematuar sitokinlerin olusumuyla karekterize olan,
kuvvetli ve devamli Th1 cevabi olusturur. Bu sitokinler diger bagisiklik
mekanizmalariyla birlikte takizoitlerin suratle replikasyonunu ve bunu
takiben gelisen patolojik degisikliklerden konadi korumaktadirlar.
Eritrositlerin invazyonundan sonra T.gondii intestinal lamina propria’daki
antijen sunucu hucreleri enfekte eder ve gegici lokal Th1 cevabini indukler.
Deneysel hayvan calismalarinda intra epitelyal CD8+ lenfositlerin uzun
sureli koruma sagladigi gosterilmistir. Dendiritik hucreler T.gondii'nin
tekrarlamasina karsi bagisiklik cevapta onemli rol oynayabilirler. 1L—12
salgilayan dendiritik hucreler Th1 bagisikhik cevabinin  baglica
aktivatorudir. Granulositler de IL—12’nin erken olusumuna yardimcidir.
Aktive makrofajlar, hlcre ici T.gondi’yi inhibe eder veya dldururler.
Bununla beraber parazit enfeksiyonunun erken dénemlerinde bu etkiye
kismen karsi koyabilir. Duyarlastirlmis CD4+ ve CD8+ T lenfositler,
T.gondii ile enfekte hlcrelere sitotoksik etki yaparlar. Proinflamatuar (INFy
ve TNFa) ve anti-inflamatuar (IL-10, Transforming growth factor-f)
sitokinler bu cevabin dengelenmesinde rol oynarlar. Akut enfeksiyon
esnasinda yo T hdcrelerinin orani artmaktadir. Saglikl kisilerde etkili ve

dengeli bagisiklik cevabi enfeksiyonu kontrol etmektedir. Olgularin
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¢ogunda organ zarari az olmakla birlikte enfeksiyon eradike edilemez.
Bradizoit kistler gok az bagisiklik cevabi olustururlar ve konakta hayat
boyu kalabilirler. Konak bagisiklik fonksiyonunun degismesi takizoitlerin
replikasyonunu reaktive edebilir. Bu durum hicresel bagisikhk
mekanizmasi ile kontrol edilir. Eger konak bu cevabi olusturamazsa

yaygin organ zarari ortaya cikar® 2.

Antikor cevabi: Toksoplazmozda, bulasmadan iki hafta sonra
bircok T.gondii proteinlerine karsi olusan IgG, IgM, IgA ve IgE antikorlari
saptanabilir*?. Toxoplasma gondiinin viicutta yerlesmesine bagli olarak

enfekte kisilerde antikor yapimi goriliir'®.

IgG: Bu tip antikorlar geg¢ olusur (1-2 ay icinde pik yapar), yavas yukselir,
sonra seviyesi yine yavas yavas duser. Genellikle émur boyu dusuk bir
seviyede (1/64 titre) pozitif olarak kalir" 3. Hamilelik éncesi herhangi bir
titrede 1gG pozitif olan kadinlarin toksoplazma enfeksiyonunu fetlise
gecirmedikleri bildirilmistir. Antikoru bulunmayan kadinlar ise enfeksiyon

riski altinda sayilirlar®.

IgM: Toksoplazmoz enfeksiyonunda ilk ortaya c¢ikan immunogloblin
IgM'dir. Bu tip antikorlar 2—3 ayda en yUksek seviyesine ulagir, sonra titresi
dismeye baslar. Bu nedenle, yeni baslamis enfeksiyonun saptanmasinda

tanisal degeri vardir. Erken olusup, erken kaybolan komplemani baglayan
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antikorlari saptayan kompleman birlesmesi deneyi bir diger serolojik
yontemle birlikte yapilirsa tanisal deger tasir. immunsuprese hastalarda
IgM antikorlarinin saptanamamasi nedeni ile IgA antikorlarinin tanida

deger tasidigi bilinmektedir'®.

IgA: Klasik olarak, toksoplazmoz tanisi IgG ve IgM saptanmasina
dayanirken, son zamanlarda ozellikle konjenital ve akut toksoplazmoz
tanisinda IgA’larin son derece degerli oldugu bildiriimektedir®. IgA titresi
parazite kargi birka¢c ay hatta bir yil kadar yuksek kalabilir. IgA’nin akut
toksoplazmoz tanisinda degeri az iken, fetlis ve yeni doganlarda
enfeksiyonun tanimlanmasinda o6nemlidir. IgM negatif saptanan bazi
konjenital toksoplazmozlu yenidoganlarda IgG ve IgA antikorlari pozitif

olarak tespit edilmistir®®.

IgE: Akut enfeksiyon geciren vyetiskinlerin, konjenital toksoplazmozlu
yenidogan ve konjenital toksoplazmik korioritenitli gocuklarin serumunda
IgE antikoru ELISA ydntemiyle saptandigi, IgM ve IgA’ya goére daha hizli
kayboldugu bildirilmistir. Son zamanda IgE’nin kazanilmis toksoplazmoz

tanisinda degerli oldugu belirtimektedir*®.

2.8. Tan:
Toksoplazmozda klinik belirtiler, 6zellikle dogumdan sonraki

bulagsmalarda ¢ok tipik degildir. Konjenital bulasmada dogumda goérulen
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koryoretinit, serebral kalsifikasyonlar, hidrosefali veya mikrosefali bu
parazitoza igaret edebilir. Kesin tani laboratuar bulgularina gore konur.
Laboratuvarda toksoplazmozun tanisinda asagidaki yontemlerden bir veya

birkaci birden kullanilir, bu se¢im laboratuvar kosullarina bagI|d|r1.
Toksoplazmozun tanisinda, etkenin izolasyonu, molekuler
yontemler, histopatolojik inceleme, deney hayvanlari ve deri testi gibi tani

yontemleri kullanilmaktadir®.

2.8.1. Direkt =dogdrudan tani yontemleri:

Etkenin izolasyonu: Parazitin ¢esitli evrim donemlerinden her

hangi birinin, beyin omurilik sivisi (BOS), lenf bezi, deri lezyonlarindan
alinan materyal, kemik iligi veya otopsi materyali gibi Orneklerde
gorulmesiyle tani konur. Alinan ornek ya direkt olarak lam- lamel arasinda
mikroskopta incelenir veya bu Ornekten yayma preparatlar hazirlanir,

boyanir ve bu preparatlar degerlendirilir'.

BOS 6rneginde boya ile ve / veya BOS’'un doku kiiltiriinde
pozitif takizoitler bulunmasi, akut akciger hastalarinda, bronkoalveolar
lavaj (BAL) sivisindan Giemsa boyasi ile etkenin gosteriimesi tanida ¢ok
onemlidir. Yapilan c¢alismalara gore bazen hicre disinda bazen de

pndmositlerin iginde yer aldiklari gdsterilmistir® 2.
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Deney hayvanlari: Toxoplasma gondiinin izole edilmesi igin

tercih edilen yol klinik 6rneklerin birkag fare, kobay veya hamster’in beyin
icine veya peritonu igine zerk edilmesidir. Deney hayvanlari burun
yolundan veya ornek yedirilerek de enfekte edilebilir. En ¢ok fare kullanilir,
fakat mumkin oldugunda diger deney hayvanlarina da zerk edilmelidir.
Hayvana vermeden once latent bir toksoplazmoz bulunup bulunmadigi
arastiriimalidir '°. Vicut sivi érneklerinin fareye inokilasyonu ile fare
periton sivisi 3—4 gun iginde incelenip toksoplazmalar izole edilebilir.
Fareler 6 hafta yasarlarsa toksoplazma antikorlari, Olirlerse beyinde ve
periton eksudasinda T.gondii aranir. Olen enfekte farelerin beyin
suspansiyonu veya 6 hafta yasayan seropozitif farelerin karaciger, dalak
ve beyin suspansiyonu yeni deney hayvanlarina zerk edilir. Pasaj hemen

yapilmayacaksa 4 °C de bir gece saklanabilir'® %°.

Fare inokulasyonu, T.gondii’nin doku ve vucut sivilarindan
izolasyonunda duyarli bir ydéntem olmasina ragmen, bazi fare ¢alismalari
toksoplazmaya duyarliliklari ve enfeksiyonun dénemini etkileyebilen bazi
faktorler vardir ki bunlar; enfeksiyonun olusturma sekli ve verilen dozdur.
Ayrica toksoplazma suslarinin virulanslaindaki farkliliklari nedeniyle

bazilari farelerde zayif hastalik olustururlar®®.

Histopatoloji: Vucut sivilarindan yapilan preparatlardan veya

doku kesitlerinde takizoitlerin gorulmesi akut toksoplazmoz igin iyi bir



-30-

yontem olup, inflamatuvar nekrotik lezyonun cevresinde c¢oklu Kkistler
gorulmesi tani koydurucudur. AIDS'li hastalarda toksoplazmik ensefalitte
yapilan biopsilerde sadece %5 olguda toksoplazmoza 6zgul histolojik yapi
saptanmistir. Ozellikle duyarli ve &zgul bir test olan peroksidaz-
antiperoksidaz teknigi, AIDS'li, santral sinir sistemi hastalarinda etkeni
gOstermek acgisindan basarilidir. Hizli elektron mikroskobu toksoplazmik
ensefalitin tanisini yapabilir. Wright ve Giemsa boyama yoéntemleri ile
boyanan BOS sedimenti, beyin aspirasyon materyali veya biopsi

yaymalari ile de hizli tani saglanabilir®®.

Molekller yontemler (Polimeraz zincir reaksiyonu -PZR):

Patojen mikroorganizmalarin kaltird zor oldugunda veya klinik ornegin
miktari az oldugu zaman dokularda mikroorganizmalarin DNA'sini
saptamak son derece degerlidir °>*3. Serolojik yontemler konak cevabini
arastirirken, biyolojik orneklerde molekuler yontem olan PZR T.gondii'nin
genetik materyalinin direk olarak saptanmasini saglar ve organizmanin var

oldugunu kanitlar' ',

Serolojik tani yontemleri ile dogum 6éncesinde ve immin
sistemi baskilanmig hastalarda toksoplazmoz tanisini koymak zordur. Bu
gibi durumlarda molekuler tani yontemleri 6nem tagimaktadir ve bu tur
hastalarda hastanin immunolojik durumundan bagimsiz olarak tani

koyulabilir. Ayrica immunolojik durumun toksoplazmozun gelismesinde
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onemli rolu olmasina ragmen bazi ¢aligmalarda T.gondi'nin virtlansi ile

iliskili oldugu da gdsterilmistir'.

Konjenital, g6z, serebral ve dissemine (yaygin)
toksoplazmoz tanisinda PZR yoOntemiyle T.gondii DNA’sinin, vuicut

sivilarinda ve dokularinda basariyla saptandigi belirtilmigtir®® >4 -62,

PZR vyonteminin duyarlihdi, Kklinikk ornegin alinmasi,
tasinmasi ve saklama kosullari, gegmiste anti-T.gondii ilag kullanimi gibi
faktorlerle iliskilidir. Eger bir kontaminasyon s6z konusu degilse PZR
yonteminin  6zgulligu  ve pozitif prediktif degeri %100 olarak

bildirilmektedir*2.

PZR yontemi, gebelerde konjenital toksoplazmozun tanisinin
invaziv iglemlere basvurmadan ve fetlse zarar vermeden yapilmasini
saglar. Konjenital hastalik ihtimali olan tim yeni doganlarin kan, BOS ve
idrar ornekleri PZR yontemiyle incelenmelidir. Tipik olmayan retinal
lezyonlu hastalarda, anti-toksoplazmoz tedaviye cevap vermeyen veya
immun yetmezlikli olgularda vitroz veya akoz sivi ornekleri alinarak tani
konulabilir. Toksoplazmoz ihtimali olan tum immun yetmezlikli hastalarin
kan, vlicut sivilari (BAL, BOS, plevral, periton veya goz sivilari), kemik iligi
aspirati veya dokularinin PZR yontemiyle incelenmesi taniya yardimci

olur*?.
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1.8.2. indirek = dolayh tani yéntemleri:
Serolojik tani

Toxoplasma gondi'nin tanisi igin, serolojik tani yontemleri
yaygin bir sekilde kullaniimakta olup, farkh konaklarda T.gondii
tanimlanmasi icin  bircok serolojik test gelistirilmistir. insanlarda
toksoplazma antikorlari yuksek seviyede ( = 1/512 IFA ) yillarca

kalabilmektedir?.

Toksoplazmozun serolojik tanisinin  yapilabilmesi ve
anlasilabilmesi icin enfeksiyon suresince antikor cevaplari bilinmesi
gerekmektedir. Akut ve konjenital toksoplazmoz enfeksiyonunda, IgA ve
IgM incelenmesi gereken ilk antikorlardir. Normalde IgA ve IgM plasenta
bariyerini gegcme yetenegine sahip degillerdir ve bu antikorlar konjenital
enfeksiyonun goéstergesidirler. IgA ve IgM ilk haftalarda ylkselmeye baslar
ve bu pozitifik bir yil veya daha fazla devam edebilir. Bazen
postenfeksiyon slrecinde (56 haftada) IgA ve IgM titreleri
tanimlanamayacak kadar duser, bazen de enfeksiyonu belirleyici olarak 3—

4 ay devam eden yiiksek titrede saptanir®.

1. Sabin Feldman Dye Testi (DT):
Sabin ve Feldman tarafindan 1948 yilinda gelistirilien ve
toksoplazmoz enfeksiyonunun farkli populasyonlarda yiksek yayginligini

ortaya cikaran serolojik bir testtir’. Dye testi toksoplazmaya 6zgiin
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antikorlarin dlgliimesinde referans yontem olarak kabul edilmistir. Testin
prensibi komplemana bagh notralizan antijen-antikor reaksiyonudur.
Diinya Saglik Teskilati (WHO) bu testi IgG referans serumlarini 10/ml
olarak titre etmekte kullanmaktadir. incelenen antikor, trofozoitlerin
proliferasyon fazinda olusan IgG olup, parazitin membrani ile reaksiyona

girer®.

Sabin Feldman testinin temeli aktivator olarak isimlendirilen
bir maddenin ortamdaki varliginda antikorla muamele edilmis T.gondii'nin
metilen mavisi ile boyanma o06zelligini kaybetmesine dayanir. Bu testte
kullanilan antijenler canl takizoitler olup, enfekte farelerin periton
sivisindan elde edilir. Sabin Feldman testi ¢cok duyarli olmakla beraber
uygulamasinda ¢ok deneyim gerektirmesi ve canli T.gondii saglanmasinin

glic olmasi nedeniyle giiniimiizde yerini baska testlere birakmistir?”.

2. Indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT IgM ve IgG) :

ilk defa 1963 yilinda toksoplazmoz tanisinda kullaniimistir.
Bu test Dye testi ile ayni antikoru (IgG) 6lgmektedir, titreleri Dye test
titreleri ile paralellik gostermektedir. Daha kolay yapilmasi, daha emniyetli
(calisan acgisindan) ve ekonomik olmasi nedeniyle genis kullanim alani

bulmaktadir.
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indirek Fluoresan Antikor Testi, IgG antikorlarina gére daha
erken ortaya c¢ikip daha hizh digsen IgM antikorlarini da gOsterir.
Enfeksiyonun ilk haftasindan itibaren hizla yukselir, sonra duguk titrelere
duser ve birka¢g ayda da kaybolur. Dusuk titreler bazi hastalarda bir yil
veya daha uzun sure kalabilir. Test IgG veya IgM 'ye karsi hazirlanan

fluoresans isaretli anti-serumla calisir®°.

3. Agliitinasyon testi:

Bu test IgG antikorlarina ¢ok hassastir. Dogal IgM antikorlari
serumda 6zgul olmayan aglutinasyona neden olmaktadir. Boyle durumda
IFA ve Dye Test ile bu serumlar negatif sonu¢ vermektedir. Bu problem
testin 2 mercaptoethanolle kaplanmasi sonucunda ortadan kaldirilir. Bu
yontem IgM antikorlarini 6lgmek icin kullanilmaz. Ucuz, dogru, basit ve

gebeler icin ideal bir ydntemdir®.

4. Indirekt Hemagliitinasyon Testi (IHA):

Jacobs ve Luude 1957 yilinda toksoplazmoz tanisinda IHA
yontemi uygulamasini geligtirmislerdir. Yuksek titre, veya ayni hastadan
yaklagik bir ay ara ile alinan iki serum oOrneginde saptanan en az iki
basamak titre ylkselmesi aktif enfeksiyona isaret eder. Pozitifligi
cogunlukla duguk titrelerde yillarca devam eder. Duyarli bir deneydir. IHA,
uygun kitler oldugu surece, hemen her yerde uygulanabilen ve guvenilir

sonug veren bir testtir’ &
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5. Kompleman Birlesmesi Deneyi (KBD):

Aktif ve yeni enfeksiyonun saptanmasinda yararlidir. Fakat
tek basina kullanilmaz, Dye testte yuksek titre gosteren hastalarda ve ilk
toksoplazmoz gorulen hastalarda kullanilir. KBD toksoplazmoz tanisinda
Dye testle saptanan antikorlardan birka¢ hafta sonra olusan antikorlari
Olcer ve onlardan daha erken duser. KBD vyillarca olumlu kalabilir, olumlu
olmasi enfeksiyonun akut oldugunu veya negatif olmasi da hastaligin
olmadigint gostermez. Duyarliigi az olup kronik toksoplazmozda

negatiftir” 2 ©3.

6. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA):

Son yillarda parazitozlarin tanisinda c¢ok kullanilan bu
yontem toksoplazmozun tanisinda da yararhidir. Hazir kitler ve Ozel
okuyucular kullanilarak yapiimaktadir'. Toksoplazmoz tanisinda serolojik
yontem olarak ELISA'nin tek basina kullaniimamasi, Dye test,
Aglutinasyon ve Immunosorbent Aglitinasyon Assay (ISAGA) gibi

ydntemlerden en az (i¢ tanesinin beraber uygulanmasi énerilmektedir®®.

IgG Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA-IgG) testi
¢cok yaygin kullaniimakta olup duyarlihgr ve 6zgulligu %100 olarak
bildirilmigtir. Bazi ¢alismalara gore ise butin bu testlerle uyumsuz oldugu

bildirilmektedir®® 83,
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IgA ELISA; 6zgul IgA antikorlari akut enfekte erigkinlerde ve
konjenital toksoplazmozlu yeni doganda ELISA ve ISAGA yontemleriyle
serumda saptanmaktadir. Erigskin toksoplazmik korioretinitli hastalarda
%86 IgA antikorlari belirlenmigtir. Toksoplazmik ensefaliti AIDS
hastalarinin serumunda IgA antikorlari ELISA yontemiyle nadir olarak

tespit edilebilmistir?® 2.

IgE  ELISA; akut enfekte eriskinlerde, konjenital
toksoplazmozlu yeni doganda ve konjenital toksoplazmoz korioretinitli
cocuklarda serumda ELISA ile IgE antikorlari saptanabilir. AIDS'li

toksoplazmik ensefalitli hastalarin % 40'Inda IgE antikorlari gdsterilmistir®®

63

IgM capture ELISA, konjenital toksoplazmozdan ve akut
enfeksiyondan suphelenilen olgularda IgM-IFAT ydntemine gére ¢cok daha

hassas bir yontem olarak énerilmektedir®®.

7. Doubel Sandwich IgM ELISA (DS-IgM-ELISA):

IgM ELISA ve IFA testlerine gére daha hassas ve 6zgul bir
testtir. Romatoid faktér veya anti-nikleer antikorlarin (ANA) neden oldugu
yalanci  pozitifik bu  ydntemde  gorilmemektedir®.  Konjenital
toksoplazmozda, dogum oncesi ve dogum sonrasinda alinmis olan

kandan elde edilen serumda ¢ok spesifik ve hassas olan DS-IgM-ELISA
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yontemi ile IgM seviyesindeki yukseklik toksoplazmoz lehine

degerlendirilmektedir®.

8. IgM Immunosorbent Agliitinasyon Assay (ISAGA-IgM):

Formalinle fikse edilmis organizmalar veya antijenle kapl
lateks partikulleri IgM antikorlarini yakalamak ig¢in kullanilir. Her ikiside
6zgul ve duyarhdir. Ortamda fazla miktarda Toxoplasma IgG varliginda
gérulen vyalanci negatifliklerin veya ortamda romatoid faktor, ANA
varliginda konvansiyonel ELISA ve IFAT da gorulen yalanci pozitifliklerin,
ayrica IgA ve IgE ile olugan capraz reaksiyonlarin engellenmesi amaciyla
bu test gelistirilmistir. IgM ELISA’da oldugu gibi enzime bagh bir konjugat
kullanilmamasi ve aglutinasyon testlerinin uygulanilirhginin basit olmasi
bu testin avantajlari olarak bildirilmektedir®®. Romatoid faktdr veya ANA'nIn
varligi yalanci pozitif sonuglara neden olmaz. IgA ve IgE'yi saptamak icin
ISAGA teknigi ile benzer ydntemler uygulanmaktadir®®. ISAGA ile %80
hastada reaksiyonun enfeksiyonun baslangicindan itibaren 1 yil kadar
korundugu gosterilmig, immun sistemi saglam kisilerde bu surenin 24 aya

kadar uzayabilecegi bildirilmistir®?.

9. Avidite Testi:
IgG avidite testi, 6zgul IgG’nin multivalan toksoplazma

antijenine baglanma gucunu temel almaktadir. Anti-T.gondii antikorlarinin
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avidite degerlerinin hamileligin ilk G¢ ayinda IgG ve IgM antikorlar ile
beraber belirlenmesinin eski ya da vyeni enfeksiyon ayiriminin
yapilmasinda etkili oldugu gésterilmistir“. Antijen baglayan avidite testleri
T.gondi’ye baglanan antikorun aviditesinden yola c¢ikilarak enfeksiyonun
suresini saptamakta kullanilan yontemlerdir. Enfeksiyonun erken
doénemlerinde saptanan disik aviditeli antikorlarin, enfeksiyonun ileri
donemlerinde vyerlerini yUksek aviditeli antikorlara biraktiklarindan,
antijenin baglanma gticl, ELISA avidite testleri ile hesaplanmaya calisilir.
Bu test ELISA ve ISAGA IgM testleri pozitif olan hastalara, konjenital
olarak enfekte bebeklere, reaktivasyon geciren AIDS’lilere ve

transplantasyon alicilarina ait érneklerin incelenmesinde énerilir®.

10. Deri Testi:

Toksoplazmoz tanisinda kullanilan deri testine Toksoplasmin
deri testi denir. Toksoplasmin, toksoplazmozlu olgularin geg¢ tip asiri
duyarlihgini saptayan bir cilt testidir. Testte, 0,1 ml antijenin 6n kol i¢
yuzune deri icine verilmesinden 48-72 saat sonra olugan 5 mm’lik
endlrasyon pozitif olarak degerlendirilir®. Deney tek basina aktif
enfeksiyonun varligini gostermez. Fakat bir hamilelik olayinin fetls
acisindan tehlikeli olup olmadigina karar vermede 6nem tasir. Cunku
toksoplazmozda esas koruyucu fonksiyonun hicresel bagisikliga bagh
oldugu kabul edilmistir’. Derideki gecikmis asiri duyarlilik toksoplazmozda

aylar hatta yillar sonra olustugu icin bu yéntem, kronik latent enfeksiyon
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tanisinin  konulmasinda en uygun yontem olarak Onerilmigtir. Ancak
toksoplazmin deri testinin son yillarda tanisal degeri Onemini

kaybetmistir®.

2.9. Tedavi:

immiin mekanizmasi normal olan kisilerde ila¢c tedavisine
gerek olmadan viicut kendini savunabilmektedir’. Ancak, bagisikligi tam
olan erigkinlerde belirtiler siddetlenmedikge sagaltima gerek gorulmezken,

bagisiklik yetmezligi olan hastalarda mutlaka sagaltim yapiimahdir'®.

Konjenital toksoplazmozda, semptomatik veya asemptomatik
durumlarda, primetamin ve sulfadiazinin kombine olarak kullaniimasiyla
mudahale edilir. Bir ay sure ile kullanilan bu ilaglar kombine halde
sinerjistik olarak hareket etmekte parazitin dihidrofolat rediktaz tretimini
durdurarak DNA, RNA ve protein sentezini engellemektedir. Bu ilaglar ayni
sekilde immun yetmezligi olan ve enfeksiyonun yayildigi hastalar icin de

etkilidir'®.

Akut enfeksiyon bagisiklik sistemi normal olan kisilerde
kendiliginden iyilesir, ancak bu hastalarda korioretinit bulgulari varsa

tedavi edilmelidir®.
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Diaminoprimidinler (primetamin) parazitin proliferasyonunu
engeller. Yan etki olarak doza bagli kemik iligi supresyonuna da yol
acabilirler. Bu nedenle sagaltim surecinde perifer kan ve trombosit sayimi

'® Kan tablosunun olumsuz etkilenmesini &nlemek icin

yapiimahdir
hastaya folinik asit veya ekmek mayasi verilmelidir. Bu ilag, parazitin kist
donemlerine etkisizdir. Sulfadiazine alternatif olarak klindamisin

onerilmektedir”.

Hamilelerde ise  spiramisin  kullanihr.  Trimetoprim-

sulfametaksazol ile 10 gunlik bir tedavinin de basarili oldugu bildirilmistir.

2.10. Korunma:

Toxoplasma gondii'nin olusturdugu toksoplazmoz
hastaligindan korunmak konjenital toksoplazmoz insidansinin azaltiimasi
ile iligkilidir. Ayni zamanda gebelerin bilinglendiriimeleri de buyuk 6nem

tasimaktadir®®.

Toksoplazmoza yakalanmada ve korunmada, kiginin yeme
aliskanligi buyuk onem tagir. Her turla etin iyi pigirerek yenmesi, kedi ve
kedigillerden, onlarin digkilari ile bulagsmis vyiyecek ve igeceklerden
sakinmak ¢ok onemlidir. Bu parazitin cok yaygin oldugu ve hala yaylimaya
devam ettigi yurdumuzda, bu konuda ulusal bir savas yurutiimemektedir.

Toksoplazmozun, kigisel saghgi olumsuz etkilemesi disinda, konjenital
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bulasma yoluyla, nesillerin gelecegdini tehdit ettigi, is gucu kaybina ve
korlige neden olabildigi unutulmamalidir’.

Asagidaki tabloda gebelik doneminde toksoplazmozdan korunmak igin
yapilmasi gereken bazi éneriler aciklanmistir®®.

Tablo 2: Hamilelik ddneminde toksoplazmozdan korunmak igin éneriler

e Sebzelerin ve meyvelerin iyice yikanmasi

¢ Yikanmamis sebze ve pismemis etlere temastan sonra ellerin iyice yilkanmasi
o Toprak ve kumla direk temastan kaginiimasi

o Evlerde kedilerin digkiladidi topraklari degistirirken eldiven kullaniimasi ve
ellerin yilkanmasi

e Sadece iyi pismis etlerin yenmesi, domuz eti, koyun, inek, dana ve tavuk

etlerinin en i¢ kisminda is1 80 °C ye ulasana kadar pisirilmesi

2.11. Hayvan Modelinde Toksoplazmoz:

Deneysel tibbin gelismesinde blyuk énem tasiyan hayvanlar
Uzerinde yapilan deneysel c¢alismalarin etkisi ve katkisi gunimuizde de
devam etmektedir. Deney hayvanlarinin yasam surelerinin kisa olmasi,
birgok ilag, madde veya cerrahi uygulamanin sonuglarinin daha erken

alinmasini saglamaktadir®®.

Codu laboratuar hayvani T.gondii ile enfekte edilebilse de,
en sik sican ve fareler kullanilimaktadir. Periton icine enjekte edildiginde

T.gondii siganlarda susun surdarulmesi igin elverigli olan kronik enfeksiyon
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olustururken, farede hizl fulminan ve fatal enfeksiyonlar gelismekte, asit

sivisi aspire edildiginde bol miktarda trofozoit elde edilebilmektedir®®.

Cahsmamizda T.gondii takizoitlerini canli tutup g¢ogaltmak
icin fareleri tercih ettik. Deneylerde en c¢ok kullanilan fareler, kuguk
kemirgen hayvan anlamina gelen " Mus domesticus domesticus " olarak
isimlendiriimektedir. Farelerin daha 6nceden taksonomik isimlendiriimeleri
" Mus musculus domesticus " idi. Bu fareleri tercih etmemize neden olan
diger faktorler ise; fareleri gcevresel etkilerden korumanin mimkin olmasi,
kosullari kontrol etme imkani bulunmasiyla amaca yonelik ¢alismanin
yapilmasini kolaylastirmasi, genetik ozelliklerinin diger hayvanlardan ¢ok
daha iyi bilinmesi, ureme donguleri ve yasam surelerinin kisaligi ile ayrica
bu hayvanlarin kuguk olmalari nedeniyle deneylerde islemlerin

kolaylasmasi ve de ucuz olmalaridir®®.

Sekil 1 : ‘Mus domesticus domesticus’ fareleri kafeste
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Deneylerde kullanilan farelerin bazi biyolojik ozellikleri
asagidaki tabloda 6zetlenmistir ©.

Tablo 3: Deneylerde kullanilan farelerin 6zellikleri

o Erigkin agirhgi
Erkek 204049
Disi 18-35¢

e Yasam slresi

Ortalama 1-3 yil
Maksimum 4 yil
e Kromozom sayisi 40 (diploid)
o Vicut isisi 37.1-37.4 °C
e Puberte
Erkek 28-49 giun
Disi 28-49 glin
e Yetistirme mevsimi Yok (kontrollii sartlarda)

212. Hedef Amplifikasyon Yontemlerinden Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) :

ik kez 1983'te Kary Mullis tarafindan tanimlanmistir. Bu
bulus arastirmaciya 1993’te Nobel édulinu getirmistir. Tek bir ndkleik asidi
bile gosterebilecek kadar glgli olan bu c¢ogaltma ydnteminin
tanimlanmasi, belirli bir ntkleik asit dizisinin, in vitro sartlarda, enzimatik
olarak c¢ogaltilmasi seklinde yapllmaktad|r63. PZR tibbi arastirma

konularinin  ¢ogunda &énemli  kullanim alani  bulmustur. Ozellikle
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Mikrobiyoloji'de zor Uretilen veya kultiriG  yapilamayan  birgok
mikroorganizmanin direk tanisinda oldukga basari saglamaktadir.
Amplifikasyon metodlari gunumuzde, amplifiye Urunlerin hizli tespitini
saglayan metodlar ile kombine olarak kullaniimakta olup rutin tani igin

oldukga hassas hale gelmislerdir®.

Amplifikasyon yontemlerinin bu kadar hizli gelismesinde iki
onemli gelismenin payi vardir. Bunlardan biri termofilik bir bakteri olan
Thermus aquaticus adh bakteriden isiya stabil DNA polimerazin
izolasyonudur. Bu enzim Taqg DNA polimeraz olarak tanimlanmis olup,
farkli 1s1 araliklarinda aktivitesini slrdirebilmektedir. ikinci olarak da

bilgisayar kontrollii termal déngii cihazlarinin gelistirilmesi olmustur®.

PZR'in 6zgulligu; kalip DNA ile primerler (spesifik sentetik
oligonuklectitler) arasindaki yapinin stabilitesine, primerlerin uzunluguna,
ortamin isisina, reaktiflerin konsantrasyonuna ve primer secimine baghdir.
PZR uygulamasina gecilmeden once incelenecek drneklerinin DNA/RNA
ekstraksiyonu gerekmektedir. Klasik olarak biyolojik orneklerden DNA
ekstraksiyonu igin, organik c¢ozucu ile ayirim, etanol ile ¢oOktirme
uygulamalarindan yararlanilir. Ortamda kalip bir DNA molekull, primer,

Taq polimeraz enzimi, niikleotidler, tampon soliisyonu bulunmalidir®.
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Reaksiyonda U¢ temel basamak vardir. PCR uygulamasinda
“tek bir siklus” denildiginde U¢ asama kastedilmektedir. Cogaltiimig Grunun

miktari, bu {i¢ adimin tekrarlanma sayisina baglidir™.

Birinci basamak: Denatiirasyon; ilk adimda ¢ogaltilacak DNA
denature edilerek tek zincirli hale getirilir. Cift zincirli DNA tek zincirli hale
gelene kadar isitilir, 94-96 °C de birkag saniye tutulur. Bazi calismalarda,
amplifikasyon sikluslari baglamadan énce 3-5 dakika bir 6n denatiirasyon
isleminin, 6zellikle denaturasyonu zor olan kalip DNA’lar igin yararli oldugu

bildirilmistir°.

ikinci basamak: Baglanma (Annealing); Ornek, birkac dakika
30 — 60°C de tutularak, primerin tek zincirli DNA'daki hedef bdlgelere
hibridizasyonu saglanir. Bu, hidrojen baglarinin yardimi ile olur. Baglanma
Isisi sadece DNA/DNA eslesmesine imkan saglayacak kadar ylksek
olmalidir. Isi, primerlerin yapisi ve Tm derecelerine gore hesaplanarak
optimize edilebilirse de, yaklasik olarak 20 bg¢ uzunluguna sahip
primerlerin kullaniimasi halinde 54°C olarak belirlenmesi optimal sonugclari

vermektedir®®.

Uglincli basamak: Uzama (Extension); Polimeraz enzimi

yardimi ile tek zincirli DNA kaliplarina baglanan primerlerin 5——3’
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yonunde uzatiimasidir. DNA zincirinin komplementerinin sentezlenmesi

icin 65—72 °C de birkac dakika bekletilmesi gerekmektedir®.

2.13. iki Turlu (Nested) PZR:

Ozellikle duyarliigi arttirmak igin tasarlanmis olan iki turlu
PZR, iki takim amplifikasyon primeri kullanir. iki turlu PZR’da, ilk asamada
iki adet dis (outer) primer kullanilarak hedef molekil Gzerinde uzunca bir
bolgenin amplifikasyonu yapilmaktadir. ikinci asamada, amplifikasyon
tibinden alinan o&rnekteki DNA’nin daha kisa bir bolimui i¢ (inner)
primerlerle cogaltiimaktadir. ic primer, dis primerlerin baglanma yerlerinin
ic kisminda kalan, kendine 6zgiil yerlerine tutunmaktadir. iki turlu PZR
toplam doéngu sayisinin fazlalhgi nedeniyle yuksek oranda duyarhdir.
Teorik olarak tek bir primer takiminin ayni sayidaki dongu ile
amplifikasyonuna gére daha oOzguldir, c¢linkd ilk amplifikasyon
asamasindaki amplikon ikinci primer cifti icin hibridizasyon bdlgeleri
icermektedir; ikinci primer takiminin amplifikasyonu ilk PZR reaksiyonunun
dzgulligini ortaya koyar. iki turlu amplifikasyonun en blyiik dezavantaji
ilk amplifikasyon asamasinin tamamlanmasindan sonra UrUnlerin ikinci
tibe transferi sirasinda ylksek kontaminasyon riski tasimasidir. Bu
transfer asamasi iki amplifikasyon karisiminin mum veya yag ile fiziksel
olarak ayrilmasi veya ikinci primer takiminin ilkine gore baglanma isisinin

daha yiiksek tutulmasiyla engellenebilir®® °’.
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3.GEREGLER VE YONTEMLER
3.1. Geregler:
e Deney Hayvanlari: 6 haftalk beyaz fare (Mus domesticus
domesticus).
e Toxoplasma gondii susu: RH susu.
e Solusyonlar:
SNET: 100 ml SNET (Doku lizisini saglamak igin kullanildt)
2 ml Tris Cl pH:8 1M Trizma base (SIGMA, USA), 1M Tris HCL (SIGMA,
USA).
1 ml 0,5 M*EDTA (GIBCO BRL, ABD)
40 ml %0,9 NaCl (Eczacibasi, Baxter, Turkiye).
10 ml %10 SDS (Scharlau, ispanya).
47 ml H20
“Erythrocid lysis buffer” (ELB):
20 mM Tris Cl pH 7,6 (AppliChem-BioChemica, Almanya).
“Cell lysis buffer” ( CLB):
1 ml Tris Cl
200 pl 0,5 M EDTA pH:8
1 ml %10 SDS
97.8 ml H20
Potasyum asetat (CARLO ERBA, italya):
60 ml 5M Potasyum asetat

23,5 ml H20
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TE (pH:8)= 100 ml TE pH:8:
10 ml 1M Tris ClI
2ml 0,5 EDTA

88 ml distile su

Miksler:
Taq polimeraz (10x tamponu ve 25mM MgCl, ile birlikte),
dNTP (her bir nikleotidten 10Mm olacak sekilde) (Metis Biyoteknoloji,

Ankara)

529 bg ardigik tekrar bolgesi geninin PZR reaksiyon karigimi (bir

ornek igin)':

PZR 10X tamponu...................... 5ul
25mMMgCI2......ccooiiiieiee 4
TOXO4 primeri ......ccooveiiieinn.n, 0,5 ul
TOXOS primeri......cccocvvvviviinnnn.. 0,5 ul
2.5U/ yl Taq polimeraz................ 0,5 ul
200 UM DNTP’S...eiiiiiiiee, 0,2 pl
Ekstrakte DNA............oooiiien. 1,5ml
SU(H0).ii 38 ul
Toplam hacim.......................... 50,2 ul

(Metis Bioteknoloji, Ankara)



- 49 -

B1 gen bolgesi icin PZR reaksiyon birinci turdaki karigimi (bir ornek

igin)®e:

PZR 10X Buffer...................... 5ul
25mMMgCI2......ccooiiie 4 ul

B1 primeri ... 0,5 ul
B2 primeri........ccoooiiiiiiiinn, 0,5 ul
2.5U/ ul Taq polimeraz............. 0,5 ul
200 UM DNTP’S....cveeiiiennnnne 0,2 ul
Ekstrakte DNA..............oooiiil. 1,5ml
Su(H0).eii 38 ul
Toplam hacim......................... 50,2 pl

(Metis Bioteknoloji, Ankara)

B1 gen bolgesi icin PZR reaksiyon ikinci turdaki karigimi (bir ornek

igin)®®:

PZR 10X Buffer........................ 5 ul
25 MM MQGCI2......cooviiiiiiiiec 4l
B3 primeri .........oooiiiii 0,5 ul
B4 primeri........cocoviiiiiiii 0,5 ul
2.5U/ yl Taqg polimeraz............... 0,5 pl
200 UM DNTP’s....ceviviiiiaannn 0,2 ul
Ekstrakte DNA...........ccovvinen. 1,5ml
Su (H20). i, 38
Toplam hacim......................... 50,2 ul

(Metis Bioteknoloji, Ankara)
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Agaroz jel %2'lik

TBE 75ml

Agaroz 1,5g: MERCH, Almanya.

Molekuler agirhk standardi 6x

1.

8.

9.

Aletler ve Cihazlar:

Steril enjektor: Hayat, Turkiye

. Mikroskop: OLYMPUS CX31, Japonya

Fare kafesi:
Kuru blok: BOECO, BG TDB-100, Almanya
Otoklav: SANYO, MLS-3020U, Japonya

Santriftj: BOECO, U-32R, Almanya

. Termal dongu cihazi: APOLLO, ATC 201, ABD

Mikropipet: ISOTHERM, Almanya

Eleketroforez cihazi: WEALTEC, ELITE 300, Taivan

10. UV transliminatér: SYNGENE, GVM 20, ingiltere

11. Vorteks: BOECO, V1 plus, Aimanya

12. Laminar flow kabini: metisafe, Turkiye

1.

Kimyasal maddeler:

Alkol: MERCH, Almanya

Eter anestezi: Riedel-deHaén-Almanya
Isopropronal alkol: MERCH, Almanya
Etanol % 70: MERCH, Almanya

Etidyum bromdar: AppliChem-Almanya
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6. Borik asit: (AppliChem-BioChemica, Almanya).
e Boyalar:
1. Geimsa: SIGMA-ALDRICH, ABD
2. Hematoksilen-Eosin Boyasi
e Primerler:
1. 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi geninin primerleri:
Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan, TOXO4 (5-
CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG-3)
TOXO05 (5'-CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT-3) primerleri
siraslyla 529 bg¢ ardisik tekrar bdlgesi geninin &' ve 3' uglarindan

secilmistir™ (TibMolIBiol, Almanya).

TOX04: 5'cgetgea...
[ JeS—

AF146527 NNCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTGTTTTTTTATTTTTTTTTCTTTTTGTTTTTCTGATTTTTGTTTTTTTTGACTCGG

AF146527 GCCCAGCTGCGTCTGTCGGGATGAGACCGCGGAGCCGAAGTGCGTTTTCTTTTTTTGACTTTTTTTTGTTTTTTCACAGG

AF146527 CAAGCTCGCCTGTGCTTGGAGCCACAGAAGGGACAGAAGTCGAAGGGGACTACAGACGCGATGCCGCTCCTCCAGCCGTC

AF146527 TTGGAGGAGAGATATCAGGACTGTAGATGAAGGCGAGGGTGAGGATGAGGGGGTGGCGTGGTTGGGAAGCGACGAGAGTC

AF146527 GGAGAGGGAGAAGATGTTTCCGGCTTGGCTGCTTTTCCTGGAGGGTGGAAAAAGAGACACCGGAATGCGATCCAGACGAG

AF146527 ACGACGCTTTCCTCGTGGTGATGGCGGAGAGAATTGAAGAGTGGAGAAGAGGGCGAGGGAGACAGAGTCGGAGGCTTGGA

0OX05: 5'-cgctgea...

AF146527 CGAAGGGAGGAGGAGGGGTAGGAGAGGAATCCAGATGCACTGTGTCTGCAGNN

Sekil 2 : Gen Bankasi ¢ekirdek nilkleotid veritabaninda
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/query.fcgi?&DB=nuccore) yer alan AF146527
numarall kayda gére 200 — 300 kez ardigik olarak tekrar eden 529 bazlik bdlge geni
Uzerinde TOX0O4 ve TOXO5 oligoniikleotid primerlerin baglanma yerleri.
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2. B1 gen bolgesinin primerleri:

B15-TGTTCTGTCCTATCGCAACG-3’

B2 5-ACGGATGCAGTTCCTTTCTG-3

B3 5-TCTTCCCAGACGTGGATTTC-3’

B4 5-CTCGACAATAChGCTGCTTGA-3’

®8 (TibMolBiol, Almanya).

Tablo 4: Calismada kullanilan oligonlkleotid primerler, hedef badlanma bdlgeleri ve

beklenen PZR UrinG uzunluklari.

Primer Beklenen PZR iiriinii
Dizi Hedef bolge
adi: (baz cifti)
B1 5-TGTTCTGTCCTATCGCAACG-3 128..147*
579
B2 5-ACGGATGCAGTTCCTTTCTG-3’ 688..707*
B3 5-TCTTCCCAGACGTGGATTTC-3’ 152..171*
530
B4 5-CTCGACAATACGCTGCTTGA-3 663..682*
TOXO4 5-CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG-3’ -2..24**
533
TOXO5 5-CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT-3’ 504..529+2**

*AF179871 numarali B1 Gen Bankasi kaydi
**AF 146527 numaral 529 baz uzunlugundaki ardisik tekrar bolgesi Gen Bankasi kay
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AF179871 GAATTCGTTCGACAGAAAGGGAGCAAGAGTTGGGACTAAATCGAAGCTGAGATGCTCAAAGTCGACCGCGAGATGCACCC

[B1: 5-TGTTCTGTCC..] [B3: 5-TCTTCCCAGA..]

AF179871 GCAGAAGAAGGGCTGACTCGAACCAGATGTGCTAAAGGCGTCATTGCTGTTCTGTCCTATCGCAACGGAGTTCTTCCCAG

AF179871 ACGTGGATTTCCGTTGGTTCCGCCTCCTTCGTCCGTCGTAATATCAGGCCTTCTGTTCTGTTCGCTGTCTGTCTAGGGCA

AF179871 CCCTTACTGCAAGAGAAGTATTTGAGGTCATATCGTCCCATGAAGTCGACCACCTGTTTCCTCTCTTCACTGTCACGTAC

AF179871 GACATCGCATTCAAGGGAAGAGATCCAGCAGATCTCGTTCGTGTATTCGAGACAAGAGAGGTCCGCCCCCACAAGACGGC

AF179871 TGAAGAATGCAACATTCTTGTGCTGCCTCCTCTCATGGCAAATGCCAGAAGAAGGGTACGTGTTGCATCATAACAAGAGC

AF179871 TGTATTTCCCGCTGGCAAATACAGGTGAAATGTACCTCCAGAAAAGCCACCTAGTATCGTGCGGCAATGTGCCACCTCGC

AF179871 CTCTTGGGAGAAAAAGAGGAAGAGACGCTGCCGCTGTTTTGCAAATGAAAAGGATTCATTTTCGCAGTACACCAGGAGTT

[B4: 5'-CTCGACAATA...

B2: 5-ACGGATGCAG...

AF179871 GGATTTTGTAGAGCGTCTCTCTTCAAGCAGCGTATTGTCGAGTAGATCAGAAAGGAACTGCATCCGTTCATGAGTATAAG

Sekil 3: Gen Bankasi cekirdek niikleotid veritabaninda
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?&DB=nuccore) yer alan AF179871 kayit numarali B1 Uzerinde
B1 - B2 dis ve B3 — B4 i¢ oligoniikleotid primer ciftlerinin yerlegimi.

3.2. Yontemler:

3.2.1. Fareye pasaj icin T.qgondii iceren periton sivisinin hazirlanmasi:

Alti haftalik beyaz findik farelerine (Mus domesticus
domesticus) pasaj yapilir. Her keresinde 10 fareye pasaj yapilmistir.
Toxoplasma gondii ile enfekte farelere eter anestezisi ile oOtenazi
yapilmistir. Daha sonra periton derisi agilip, steril enjektorlerle eksudasi
alinmig ve mikroskopta 40'lik objektifle incelenmigtir. Eksuda bol sayida
toksoplazma takizoitleri igermeli, 16kosit birkag tane veya hig olmamalidir.
Pasaj sayisina yetecek kadar steril fizyolojik su bir tipe konulduktan sonra

Uzerine uygun eksudadan damla damla ilave edilerek Kkaristiricida
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(vorteks) karistirilmig ve her mikroskop sahasinda (40’lik objektif) 15-20
toksoplazma olacak sekilde ayarlanmistir. Pasajda kullanilan periton

sivisinin mililitresinde 500,000 takizoit bulunmaktadir.

3.2.2. Fareye pasaj islemi:

Uygun sekilde hazirlanan toksoplazmali periton sivisi igeren
pasaj materyali enjektore cekilip havasi alindiktan sonra, fare kafesten
kuyrugun tabani bagparmak ve isaret parmagl arasinda tutularak
cikarilmis ve hemen tutunabilmesi icin kafes Ustliine alinmigtir. Sonra
sirtindaki gevsek deriden yine bas ve isaret parmaklari arasinda
tutulmustur. Kuyruk 4. ve 5. parmaklar arasinda sikigtirilarak gobegi yukari
olacak sekilde intraperitonal enjeksiyona hazirlanmis olur®”. Alkolli
pamukla karni silindikten sonra, enjektorle kasiktan girilmistir. Deri
altindan gobek hizasina kadar gidilip igneyi dikey hale getirerek karin
bosluguna 50,000 / 0,1 cc takizoit enjekte edilmis ve fare baska bir kafese
birakilmistir. Pasaj islemi bittikten sonra pasaj tarihi kafese kaydedilir.

Fare yemi doldurulur ve igmeleri icin su konulur®.

3.3. Oldiiriilen Enfekte Farelerden Dokularin Alinmasi:

Canli toksoplazma takizoitleri verilen hayvanlara eter
anestezisi ile otenazi uygulanmistir. PZR c¢alismasi ig¢in ekstraksiyon
protokolline gore farelerin karaciger, beyin ve dalak dokularindan yaklasik

100 mg 6rnek alinmistir’®. Deney hayvanlarindan gikarilan bu dokular 250
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ml SNET igeren ependorflara konulmustur. Organlardan kalan dokular ise
yedek olarak —80°C de saklanmistir. Enfekte hayvanlardan alinan kan
ornekleri hemen c¢alismak Uuzere sitrath tuplere alinmistir (Kanlarin

pihtilagsmamasi igin yavagca tuplerde karigtiriimahdir).

3.4. Toxoplasma gondii DNA'sinin Ekstraksiyonu:

3.4.1. Tam kan ekstraksiyonu:

Bizim kullandigimiz protokole gore hayvan kani hemen
ekstraksiyona alinmalidir. Ancak alinan kan hemen ekstraksiyon iglemine
alinmayacaksa kan ornekleri 300'er pl epandorflara dagitiimali ve -80°C

de dondurulmalidir’.

Ekstraksiyonun ilk agsamasi olarak 300 ul sitrat tam kan
ependorfa konulduktan sonra tGzerine 900 ul eritrosit liziz buffer eklenmis
ve vortekslenmistir. On dakika oda isisinda inkibe edilmis, tekrar
vortekslenmis ve daha sonra 14,000 rpm’de 20 saniye santriflij edilmistir.
20-30 pl supernetant kalacak sekilde ust kisim pipetle dikkatlice atildiktan
sonra, 600 pl “ice-cold cell lysis buffer” ( CLB) tupe eklenmistir (Ice-cold
cell lysis buffer'in 1sisi 0°C olmalidir). Bu karisim vortekslendikten sonra
pipetaj yaparak 3 ul proteinaz K (20 mg/ml) eklenmis ve isiticida 55°C de,

3 saat bekletiimistir’®.
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Ependorflar soguduktan sonra 200 pl potasyum asetat
solusyonu eklenmis ve vortekslenmigtir. Daha sonra +4°C de 3 dakika
14,000 rpm’de santriflj edilmig, bes dakika buzda bekletilmis ve tekrar +4
°C de 3 dakika 14,000 rpm de santriflj edilmistir. Supernatan kismi yeni
ependorfa alindiktan sonra 600 pl isoproponol alkol koyulup
vortekslenmistir. Oda isisinda 1 dakika 14,000 rpm de santrifij edilip,
supernatan kismi atildiktan sonra % 70'lik etanolden 600 pl eklenip
vortekslenmistir. Tekrar oda isisinda, 14,000 rpm de bir dakika santrifij
edilmig, suUpernatan dikkatlice alinmis ve atiimigtir. DNA peletinin
kurumasi igin etuvde 15 dakika bekletilmistir. Kuruduktan sonra 100 ul TE
(pH 7,6) solusyonu eklenmis ( 1x TE ), 16 saat oda 1sisinda bekletilmigtir.

Bu islemler sonucunda DNA elde edilmistir’®.

3.4.2. Doku ekstraksiyonu:

SNET sollisyonundan 250 pl iceren ependorflar igcine alinmis
olan doku parcalari Uzerine calisma zamani 250 uyl SNET eklenmistir.
Pipetaj yaparak karaciger igin 60 pl, beyin dokusu i¢in 50 ul ve dalak i¢in
65 pl proteinaz K ekledigimiz zaman (dokunun pargalanmasi, erimesi
acisindan) en iyi sonug¢ elde edilmistir. Daha sonra bir gece 55°C de
Isiticida inkube edilmigtir. Isiticida inkibasyon suresince doku orneklerini
birkag kere vortekslemenin faydali oldugu gorulmustir (mekanik
parcalama). inkiibasyondan sonra 500 pl alkol karisimindan (25 ml fenol,

24 ml kloroform, 1 ml isomil alkol) eklenip vortekslenmis ve 5 dakika, 4°C
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de 14,000 rpm de santrifiij edilmistir. inkiibasyondan sonra yapilan bu
islem en az 2-3 kere tekrarlanmistir. Daha sonra Ust sivi yeni bir tipe
aktarildiktan sonra, DNA presipitasyonu igin esit hacimde isopropanol
eklenip 14.000 rpm de, 4°C de, 15 dakika santrifiij edilmigtir. Ust kismi atip
DNA pelleti tzerine 1 ml etanol (%70) ilave edilmistir. Tekrar 5 dakika
santrifij edilmis ve DNA pelleti net olarak goérunmiyorsa etanol ekleyip
santrifij etme islemi tekrarlanmistir. DNA pelletinin kurumasi igin 15-20
dakika oda isisinda ependoflar bekletilmistir. Ttplere 0,5 ml TE ( pH 8)
eklenip vortekslenmistir. Son olarak 4°C de bir gece bekletiimis ve ertesi

glinii vorteksledikten sonra, —80°C de saklanmistir™.

3.5. Amplifikasyon:

iki turlu PZR yéntemi ile B1 gen bélgesi ve konvansiyonel
PZR yontemi ile 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi genine yonelik primerler
kullanilarak T.gondii DNA's1 saptanmistir. Calisma sonucunda son
zamanlarda dnem kazanan 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi geni ile B1 gen

bolgesinin duyarlilik agisindan kargilastirmasi da yapiimigtir.

3.5.1. 529 bc ardisik tekrar bodlgesi geninin konvansiyonel PZR ile

ampilifikasyonu:

Bu calisma igin pH ve MgCl, optimize edildikten sonra PZR
reaksiyon karisimindan her ornek icin (1X) 50,2 pl miks amplifiye

edilmigtir.
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529 bg ardisik tekrar bolgesi geninin amplifikasyon programi’:
Denaturasyon icin 94 °C'de 3 dakika

Denaturasyon icin 94 °C'de 1 dakika

Primer baglanmasi i¢in 55 °C'de 1 dakika 35 siklus

Primer uzamasi igin 72 °C'de 1 dakika

Primer uzamasi igin 72 °C'de 10 dakika

3.5.2. Toxoplasma qgondii'nin B1 bodlgesi kullanilarak iki turlu PZR ile

tanimlanmasi:

Toxoplasma gondii'nin tanisi igin B1 geni gunumuzde en ¢ok
kullanilan gen bdlgesi olup Burg ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir.
iki turlu PZR yéntemi ile B1 geni iki turda amplifiye edilmis ve her iki turda
da ayni isilar ve protokoller kullaniimistir®®. B1 gen bdlgesi icin 1.turda B1

ve B2, 2.turda B3 ve B4 primerleri kullaniimigtir.

B1 geninin amplifikasyon programi®’:

iki turlu PZR icin amplifikasyon programi:

Denaturasyon icin 94 °C'de 3 dakika

Denaturasyon icin 94 °C'de 30 saniye

Primer baglanmasi i¢in 60 °C'de 30 saniye 35 siklus
Primer uzamasi igin 72 °C'de 30 saniye

Primer uzamasi igin 72 °C'de 5 dakika
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3.6. Jel'de Yiiriitme ve Gériintiileme iglemi:

Amplifikasyon urunleri %2'lik agaroz jelde, 1X TBE (Tris-borik
asit EDTA) tamponunda, 1/2 saat, 100V elektroforezde yurutalmustar.
Etidyum bromurle boyanarak UV transliminator altinda bantlar

goruntulenmigtir.

3.7. PZR ile B1 Gen Bolgesi ve 529 b¢ Ardisik Tekrar Bolgesi Geni
Primerlerinin Duyarhliklarinin Olgiilmesi:

Enfekte farelerin peritonal sivisindaki takizoit sayisi Thoma
lami ile mikroskopta hesaplanmistir. Bulunan 1,4x10°/ ml takizoitler 10'ar
kat sulandirilarak alt dilisyonlari hazirlanmistir. Her bir dilusyondan, kan
ekstraksiyon protokolu (ELB asamasi uygulanmadan) kullanarak hem B1
geni hem de 529 bg¢ ardisik tekrar bdlgesi geni ile amplifikasyonlari

yapilmig ve sonuglari degerlendirilmigtir.

Calismanin basindan sonuna kadar her ¢alisma icin pozitif
ve negatif kontrol 6rnekler kullaniimistir. Pozitif kontrol olarak enfekte fare
periton sivisindan hazirlanan 1,4x10°/ ml takizoit yogunlugu, negatif

kontrol da ise steril distile su kullaniimistir.

3.8. istatistiksel Analizler:
istatistiksel analizler iki yigin oraninin esitligi testi kullanilarak

degerlendirilmistir.



-60 -

4. BULGULAR

4.1. Fare ve T.gondii izolatlan:

Bu calismaya biri kontrol toplam bes fare grubu alinmistir.
Kontrol grubunda 6, deney gruplarinin tguinde 10’ar, birinde ise 13 fare
calisiimigtir. Birinci deney grubundaki 10 fare T.gondii ile enfeksiyondan
24 saat sonra, ikinci deney grubundaki 10 fare T.gondii ile enfeksiyondan
48 saat sonra, Ugunclu deney grubundaki 13 fare T.gondii ile
enfeksiyondan 72 saat sonra, dérdincu deney grubundaki 10 fare T.gondii
ile enfeksiyondan 96 saat sonra 6tenazi yapilarak kan, beyin, karaciger ve
dalak dokulari ¢ikarilmigtir. Tim dokularda iki farkli primer kullanarak (529
bc ardisik tekrar bolgesi geni ve B1gen bdlgesi) konvansiyonel PZR ve iki

turlu PZR yontemi ile T.gondi'nin DNA’sI gosterilmeye caligiimistir.

4.2. Enfekte Fare Dokularinin Makroskobik Bulgulari:
Farelerin gesitli organlarinda olusan patolojik lezyonlar en iyi

enfeksiyonun 96’inci saatinde makroskobik olarak gézlenmistir.

Enfekte farelerin beyinlerinde 96’inci saatte kanama odaklari
saptanmistir (Sekil 4). Kontrol grubuna goére, enfekte edilen farelerin
dalaginda buylime, enfeksiyonun 96’inci saatinde ve 6zellikle dalagin orta

kisminda kanama ve nekroz gozlenmistir (Sekil 6)
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Sekil 4: Enfeksiyonun 96’inci saatinde Enfekte Fare Beyini

Sekil 5: Kontrol Grubu Fare Beyini
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Sekil 6: Enfeksiyonun 96’inci Saatinde Enfekte Fare Dalagi (Ok, kanama ve nekroz

odagini isaret etmektedir)

Sekil 7: Kontrol Grubu Fare Dalagi

Enfeksiyonun 96’Incl saatinde enfekte farelerin
karacigerlerinin renginin koyulastidi, hemorajik oldugu ve hepsinde safra

kesesinin siyahlastigi ve kaguldugu saptanmigtir (Sekil 8)
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Sekil 8: Enfeksiyonun 96'inci Saatinde Enfekte Fare Karacigeri (Ok safra kesesini

gOstermektedir)

Sekil 9: Kontrol Grubu Fare Karacigeri

Ayrica, farelerin diyaframlarinin Ustinde, gégus bdlgesinde

kalp ve akcigerleri saran kanli bir sivi gdozlenmistir.
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4.3. Deney Gruplarinda B1 Geni Primerleri Kullanilarak iki Turlu PZR
Yontemiyle Saptanan T.gondii DNA Sonuglari:

Birinci deney grubunda enfeksiyondan 24 saat sonra
farelerin kan, beyin, karaciger ve dalaklarinda iki turlu PZR yontemiyle B1
geni i¢in 1.turda B1 ve B2 primerlerini kullanarak T.gondi'nin genetik
materyali olan DNA'si arastinlmistir. Ancak tum orneklerde 1.tur
sonucunda bant olusmamistir. PZR’'nin B3 ve B4 primerleri kullanarak
calistigimiz 2.turunda ise, toplam 10 hayvanin Gglnin (6, 8, 9 no.lu
fareler) kan 6rnedinde, Ucgundn (2, 4, 9 no.lu fareler) beyin érneginde,
dcunin de (6, 7, 8 no.lu fareler) karaciger érneginde, dérdinun ise (2, 5,
6, 8 no.lu fareler) dalak érneginde pozitif sonug elde edilmistir (Tablo 5)
Tablo 5: 1.Grup: Enfeksiyondan 24 saat sonra farelerin gesitli dokularinda

B1 geninin iki turlu PZR ile gosterilmesi

Hayvan no. Kan Beyin Karaciger Dalak
1.tur | 2.tur | 1.tur | 2.tur | 1.tur | 2.tur | 1.tur | 2.tur
1 *N N N N N N N N
2 N N N P N N N P
3 N N N N N N N N
4 N N N P N N N N
5 N N N N N N N P
6 N **p N N N P N P
7 N N N N N P N N
8 N P N N N P N P
9 N P N P N N N N
10 N N N N N N N N
*N=Negatif

**P=Pozitif
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ikinci deney grubunda enfeksiyondan 48 saat sonra 10
farenin kan, beyin, karaciger ve dalak dokularinda iki turlu PZR yontemiyle
T.gondi'nin DNA'sI gosterilmigtir. Birinci turun sonunda iki farenin kan
ornekleri (6, 8 no.lu fareler), iki farenin beyin érnekleri (2, 3 no.lu fareler),
bir farenin karaciger 6érnegi (6 no.lu fare) pozitif bulunmustur. ikinci turda
ise 10 hayvanin besinde ( 1, 2, 6, 8, 9 no.lu fareler) kan Ornekleri, alti
farenin (2, 3, 4, 5, 7, 8 no.lu fareler) beyin dérnekleri, sekiz farenin (1, 2, 4,
5, 6, 7, 8, 10 no.lu fareler) karaciger 6rnekleri ve alti farenin (2, 4,6, 7, 8,9
no.lu fareler) dalak dérnekleri pozitif bulunmustur (Tablo 6).

Tablo 6: 2.Grup: Enfeksiyondan 48 saat sonra farelerin gesitli dokularinda

B1 geninin iki turlu PZR ile gosterilmesi

Hayvan no. | Kan Beyin Karaciger Dalak
1.tur | 2.tur | 1.tur | 2.tur | 1.tur | 2.tur | 1.tur | 2.tur
1 *N P N N N P N N
2 N P P P N P N P
3 N N P P N N N N
4 N N N P N P N P
5 N N N P N P N N
6 **P P N N P P N P
7 N N N P N P N P
8 P P N P N P P P
9 N P N N N N N P
10 N N N N N P N N
*N=Negatif

**P=Pozitif
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Uglincli deney grubunda enfeksiyondan 72 saat sonra tim
farelerin kan, beyin, karaciger ve dalaklarinda iki turlu PZR yontemiyle
T.gondi'nin DNA'sI arastirildiginda, birinci turun sonunda iki farenin (2, 5
no.lu fareler) kan 6rnegi, bir farenin (9 no.lu fare ) dalak 6rnegi pozitif
olarak saptanmigtir. Beyin ve karaciger orneklerinin hi¢ birinde T.gondii
DNA’sI saptanmamistir. ikinci turda ise, sekiz farenin (2, 4, 5, 8, 9, 10, 11,
13 no.lu fareler) kan ornekleri, alti farenin (2, 3, 4, 5, 7, 8 no.lu fareler)
beyin drnekleri, dort farenin (3, 4, 6, 10 no.lu fareler) karaciger 6érnekleri ve
sekiz farenin de dalak érnekleri (2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10 no.lu fareler) pozitif
bulunmustir (Tablo 7).

Tablo 7: 3.Grup: Enfeksiyondan 72 saat sonra farelerin gesitli dokularinda

B1 geninin iki turlu PZR ile gosterilmesi

Hayvan no. Kan Beyin Karaciger Dalak
1.tur 2.tur 1.tur | 2.tur | 1.tur | 2.tur | 1.tur | 2.tur

1 *N N N N N P N N
2 P P N N N P N P
3 N N N P N N N P
4 N P N P N P N P
5 P P N N N N N P
6 N N N P N P N P
7 N N N N N N N P
8 N P N N N N N P
9 N P N N N N P P
10 N P N P N N N P
1 N P N N N P N N
12 N N N N N N N N
13 N P N N N P N N

*N=Negatif
**P=Pozitif
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Dordincu deney grubunda enfeksiyondan 96 saat sonra tim
farelerin kan, beyin, karaciger ve dalaklarinda iki turlu PZR yontemiyle
T.gondi'nin DNA'sI gosterilmigtir. Birinci turun sonunda dort farenin (3, 6,
7, 8 no.lu fareler) kan oérnekleri, Gg¢ farenin (5, 8, 10 no.lu fareler) karaciger
ornekleri, bir farenin (6 no.lu fare) dalak ornegi pozitif bulunmustur. Tim
farelerin beyin érneklerinde ise birinci turda DNA bandi saptanmamistir.
ikinci turun sonunda ise, sekiz farenin (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 no.lu fareler)
kan orneklerinde, bes farenin (3, 6, 7, 9, 10 no.lu fareler) beyin
orneklerinde, alti farenin (2, 5, 7, 8, 9, 10 no.lu fareler) karaciger érnekleri
ve sekiz fareninde (2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 no.lu fareler) dalak érneklerinde
T.gondii DNA’s1 saptanmistir (Tablo 8).

Tablo 8: 4.Grup: Enfeksiyondan 96 saat sonra farelerin gesitli dokularinda

B1 geninin iki turlu PZR ile gosterilmesi

Hayvan no. Kan Beyin Karaciger Dalak
1.tur | 2.tur | 1.tur | 2.tur | 1.tur | 2.tur | 1.tur | 2.tur
1 *N N N N N N N N
2 N P N N N P N P
3 **p P N P N N N P
4 N P N N N N N P
5 N P N N P P N P
6 P P N P N N P P
7 P P N P N P N N
8 P P N N P P N P
9 N N N P N P N P
10 N P N P P P N P
* N=Negatif

** P=Pozitif
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S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 PK NK

900-
500-
300-

100-

230

Sekil 10: B1 gen boélgesini hedefleyen B1, B2, B3 ve B4 primer ile farkli doku ve kan
orneklerinden elde edilen 530 baz uzunlugundaki PZR Urinleri. (S: 100 baz merdiven
DNA molekiler agirlik standardi; kulvar 1-9 enfeksiyonun farkli saatlerinde *farelerin
doku ve kan dOrneklerinden elde edilen 530 baz uzunlugundaki PZR urinleri; NK: PZR
negatif kontrol; PK: PZR pozitif kontrol

4.4. Deney Gruplarinda 529 bg Ardigik Tekrar Bolgesi Geni Primerleri
Kullanarak Konvensiyonel PZR Yontemiyle Saptanan T.gondii DNA
Sonuglart:

Birinci deney grubunda T.gondii enfeksiyonundan 24 saat
sonra; 529 bg ardisik tekrar bolgesi geni icin TOX0O4 ve TOXOS5 primerleri
kullanilarak, tim orneklerde konvensiyonel PZR yontemi calisiimistir.
Enfekte edilen toplam 10 fareden dgunun (4, 8, 9 no.lu fareler) kan
ornekleri, Gglnun (2, 4, 8 no.lu fareler) beyin drnekleri, yedi farenin (1, 2,
4, 6, 7, 8,10 no.lu fareler) karaciger érnekleri ve Ug¢ farenin (5, 6, 8 no.lu

fareler) dalak ornekleri pozitif bulunmustur (Tablo 9).
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Tablo 9: 1.Grup: Toxoplasma gondii enfeksiyonundan 24 saat sonra

farelerin gesitli dokularinda 529 bg ardisik tekrar bolgesi geninin PZR ile

gosterilmesi
Hayvan no. | Kan | Beyin | Karaciger | Dalak
1 *N | N P N
2 N P P N
3 N N N N
4 P P P N
5 N N N P
6 N N P P
7 N N P N
8 P N P P
9 P P N N
10 N N P N

*N=Negatif

*P=Pozitif

ikinci deney grubunda enfeksiyondan 48 saat sonra 529 bg
ardigik tekrar bolgesi geni kullanarak ve konvansiyonel PZR yontemi ile

kan, beyin, karaciger ve dalak orneklerinde T.gondii DNA’sI arastiriimistir.

Genel olarak tim orneklerde pozitifik orani yulksek
bulunmustur. On fareden 9'unun (7 no.lu fare negatif) kan érnekleri, yedi
farenin (6, 9, 10 no.lu fareler negatif) beyin drnekleri, sekiz farenin (3 ve 9
no.lu fareler negatif) karaciger ornekleri ve dokuz farenin (5 no.lu fare

negatif) dalak érnekleri pozitif bulunmustur (Tablo 10).
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Tablo 10: 2.Grup: Toxoplasma gondii enfeksiyonundan 48 saat sonra

farelerin gesitli dokularinda 529 bg¢ ardisik tekrar bdlgesinin PZR ile

gosterilmesi
Hayvan no. | Kan | Beyin | Karaciger | Dalak
1 *p P P P
2 P P P P
3 P P N P
4 P P P P
5 P P P N
6 P N P P
7 *N P P P
8 P P P P
9 P N N P
10 P N P P

*N=Negatif

*P=Pozitif

Uclincli deney grubunda enfeksiyondan 72 saat sonra 529
b¢ ardigik tekrar bolgesi geninin kullanarak ve konvansiyonel PZR yontemi
ile kan, beyin, karaciger ve dalak dérnekleri incelenmistir. Bu grupta 13 fare
calisiimistir, ancak sonuglar 10 fare Uzerinden degerlendirilmistir. Bu
grubun tim o&rneklerinde pozitiflik orani yuksek bulunmustur. Kan
orneklerinin sonuglarina baktigimiz zaman toplam 13 farenin 11’inde ( 1
ve 7 no.lu fareler negatif) T.gondii DNA’sI saptanmistir. Yedi farenin (3, 4,

5,6, 7, 9, 10 no.lu fareler ) beyin 6rnekleri, 11 farenin (10 ve 13 no.lu
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fareler negatif) karaciger ornekleri ve 11 farenin (12 ve 13 no.lu fareler
negatif) dalak ornekleri pozitif bulunmustur (Tablo 11).
Tablo 11: 3.Grup: Toxoplasma gondii enfeksiyonundan 72 saat sonra

farelerin gesitli dokularinda 529 bg ardisik tekrar bolgesi geninin PZR ile

gosterilmesi
Hayvan no. | Kan | Beyin | Karaciger | Dalak
1 *N | N P P
2 “*P |N P P
3 P P P P
4 P P P P
5 P P P P
6 P P P P
7 N P P P
8 P N P P
9 P P P P
10 P P N P
11 P N P P
12 P N N N
13 P N P N

*N=Negatif

**P=Pozitif

Doérdlncu deney grubunda enfeksiyondan 96 saat sonra 529
b¢ ardisik tekrar bolgesi genini kullanarak ve konvansiyonel PZR yéntemi

ile kan, beyin, karaciger ve dalak ornekleri incelenmigtir. En ylksek
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pozitiflik orani bu grupta elde edilmistir. Toxoplasma gondii ile enfekte
edilen 10 fareden olusan bu grubun tum kan, beyin, karaciger ve dalak
dokularinda 529 b¢ ardisik tekrar bolgesi geni kullanarak yapilan
konvansiyonel PZR yontemi ile T.gondii DNA’s1 saptanmistir (Tablo 12).

Tablo 12: 4.Grup: Toxoplasma gondii enfeksiyonundan 96 saat sonra
farelerin gesitli dokularinda 529 b¢ ardisik tekrar bolgesi geninin PZR ile

gOsterilmesi

Hayvan no. | Kan | Beyin | Karaciger | Dalak
1 *P P P P
2 P P P P
3 P P P P
4 P P P P
5 P P P P
6 P P P P
7 P P P P
8 P P P P
9 P P P P
10 P P P P

*P=Pozitif
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S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 PK NK
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Sekil 11: 529 bg ardisik tekrar bélgesi geni hedefleyen TOXO4 — TOXO5 primer ifti ile
farkli doku ve kan 6rneklerinden elde edilen 533 baz uzunlugundaki PZR Urinleri. (S: 100
baz merdiven DNA molekdiler agirlik standardi; kulvar 1-9 enfeksiyonun farkli saatlerinde
*farelerin doku ve kan orneklerinden elde edilen 533 baz uzunlugundaki PZR Grinleri;
NK: PZR negatif kontrol, PK: PZR pozitif kontrol

Telef edilen hayvan sayisinin azaltimasi amaciyla ve
malzeme Kkisithgi nedeniyle kontrol grubunda alti fare kullaniimistir.
Kontrol grubunda da diger gruplarda yapildigi gibi kan, beyin, karaciger ve
dalak ornekleri B1 gen bdlgesi ve 529 bg¢ ardigik tekrar bolgesi geni
kullanilarak ayni sekilde calisiimistir.  TUm hayvanlarin érnekleri iki farkli
primer ile yapilan PZR sonucunda negatif bulunmustur. Butin deneylerde

pozitif ve negatif kontrol kullaniimistir (Tablo 13).
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Tablo 13: Kontrol grubunda Toxoplasma gondii B1 geni ve 529 b¢ ardigik

tekrar bolgesi geninin PZR ile gosterilmesi

B1 529 bg ardisik tekrar bolgesi geni

Hayvan.no. Kan Beyin Karaciger Dalak Kan Beyin Karaciger Dalak
1.tur 2.tur 1.tur 2.tur 1.tur | 2.tur | 1.tur | 2.tur

1 *N N N N N N N N N N N N

2 N N N N N N N N N N N N

3 N N N N N N N N N N N N

4 N N N N N N N N N N N N

5 N N N N N N N N N N N N

6 N N N N N N N N N N N N

*:N=Negatif

Tum deney gruplarinda farelerin gesitli organlarinda iki farkli

PZR yontemiyle saptanan T.gondii DNA pozitifligi Sekil 12, 13 ve Tablo

14, 15’ te gOsterilmigtir.
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10+
9_
8_
7_
6- O kan
5- Bl beyin
4+ O karaciger
31 O dalak
2_/
1_/
0_

24.saat 48.saat 72.saat 96.saat

Sekil 12: B1 geni iki turlu PZR sonuglari

6- O kan

5 B beyin

4 O karaciger
31 O dalak

24.saat 48.saat 72.saat 96.saat

Sekil 13: 529 bg ardisik tekrar bélgesi geni konvansiyonel PZR sonuglari
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Tablo 14: B1 geni iki turlu PZR yontemiyle elde edilen band sayisi

24 saat 48.saat *72.saat 96.saat
Kan 3P 5P 6P 8P
Beyin 3P 6P 3P 5P
Karaciger 3P 8P 5P 6P
Dalak 4P 6P 7P 8P

*72’inci saat sonuglari 10 hayvan Uzerinden degerlendirildi.

Tablo 15: 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi geni konvansiyonel PZR ile elde

edilen band sayilari

24 saat 48.saat 72.saat 96.saat
Kan 3P oP 8P 10P
Beyin 3P 7P 5P 10P
Karaciger 7P 8P 8P 10P
Dalak 3P oP 8P 10P

iki yigin oraninin esitligi testi kullanilarak yapilan istatistiksel
degerlendirmede galismaya dahil edilen tim érneklerden (kan, karaciger,
beyin, dalak) elde edilen pozitif sonuclar B1 geni ile 529 bg¢ ardisik tekrar
bolgesi geni kullanilarak istatistiksel

yapilan calismalarin

degerlendirmesinde fark énemlidir (p<0,05). 529 b¢ ardisik tekrar bolgesi
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geninin kullanildigi PZR yontemi B1 geninin kullanildigi PZR yontemine

gore daha duyarlidir.

Kan, beyin ve karaciger orneklerinde B1 geni ile 529 bg
ardisik tekrar bolgesi geni kullanilarak yapilan PZR yonteminde iki gen
bdlgesinden elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel fark 6nemlidir
(p<0,05). 529 bg ardisik tekrar bdlgesi geninin kullanildigi PZR yéntem B1
geninin  kullanildigi PZR yontemine gore daha duyarlidir. Dalak
orneklerinde ise B1 geni ile 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi geni kullanilarak
yapllan PZR yonteminde iki gen bolgesinden elde edilen sonuglar
arasinda istatistiksel fark 6nemli degildir (p>0,05). 529 bg¢ ardisik tekrar
bolgesi geninin kullanildigi PZR yontemi ile B1 geninin kullanildigi PZR
yontemi arasinda duyarlilk acgisindan istatistiksel olarak fark énemli

degildir.

4.5. B1 gen Primeri ve 529 b¢ Ardisik Tekrar Bolgesi Gen Primerinin
PZR Yontemiyle Saptayabildikleri Toxoplasma Takizoit Miktarinin
Belirlenmesi:

Calismamizin bir diger amaci olarak da, B1 gen bdlgesi ve
529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi gen primerlerinin duyarlihiklarini PZR
yontemiyle olgmesidir. B1 geni ile elde edilen sonuglara baktigimiz zaman

en az 1,4 X 10* ml toksoplazma takizoitini saptarken, 529 bg ardisik tekrar
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bdlgesi geninin en az 1,4 X 10 ml toksoplazma takizoitini saptayabildigi
bulunmustur (Tablo 16)
Tablo 16: B1 gen primeri ve 529 bg¢ ardigik tekrar bolgesi geni primerinin

PZR yontemiyle saptayabildikleri Toxoplasma takizoit sayilari

Dilisyon B1 geni 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi
geni
1,4x10" /ml P P
1,4x10° /ml P P
1,4x10° /ml P P
1,4x10% /ml P P
1,4x10° /ml N P
1,4x10% /ml N P
1,4x10 /ml N N

Sekil 14: 529 bazlik ardisik tekrar bolgesi genini hedefleyen TOX04 — TOXO5 primer cifti
ile 1,4 x 10" = 1,4 x 10’ takizoid/ml arasi 10 kat seri parazit diliisyonlarindan elde edilen
533 baz uzunlugundaki PZR drinleri. (S: 100 baz merdiven DNA molekiler agirlik
standardi; kulvar 1 — 7: sirasiyla 1,4 x 10" - 1,4 x 10’ takizoid/ml yogunlukta parazit
dilisyonlari; NK: PZR negatif kontrol; PK: PZR pozitif kontrol)
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S 1 2 3 4 5 6 7 NK PK

900-
500-
300-

-530

100-

Sekil 15: B1 gen bdlgesini hedefleyen B1, B2, B3 ve B4 primer ile 1,4 x 10" = 1,4 x 10’
takizoid/ml arasi 10 kat seri parazit dilisyonlarindan elde edilen 530 baz uzunlugundaki
PZR Urdnleri. (S: 100 baz merdiven DNA molekuler agirhk standardi; kulvar 1 — 7:
siraslyla 1,4 x 10" — 1,4 x 10" takizoid/ml yogunlukta parazit dilusyonlari; NK: PZR negatif
kontrol; PK: PZR pozitif kontrol)

4.6. Kan ve Doku Orneklerinde T.gondii Takizoitlerinin Gésterilmesi:
Tum fare deney gruplarindan alinan kan o6rnekleri Giemsa

boyasi ile boyanarak T.gondii takizoitleri arastiriimistir (Sekil 16, 17).
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Sekil 16: Enfekte farenin kan érneginde bir grup T.gondii takizoitleri

Sekil 17: Enfekte fare kaninda T.gondii takizoitleri

Toxoplasma gondiinin dokudaki gérinimunu saptayabilmek
icin orneklerimizden bazilari histopatolojik yontemlerle incelenmistir (sekil

18, 19)
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Sekil 18: Dalak graniilom dokusunun goérinimi (Hematoksilen-Eosin Boyasi X 100)

(Gazi Universitesi — Patoloji Ana Bilim Dal)

Sekil 19: Karaciger dokusunda T.gondii takizoitleri (Giemsa boyasi X 100)

(Gazi Universitesi — Patoloji Ana Bilim Dali)

Cahsmamizda kullanilan 49 farenin kan, idrar ve digki
ornekleri diger bagirsak ve doku parazitleri ydénunden de konvansiyonel

yontemlerle incelenmistir. Orneklerin hig birinde parazit saptanmamistir.
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5. TARTISMA

Toksoplazmozis, T. gondii tarafindan olusturulan didnyanin
hemen her tarafinda oldugu gibi Ulkemizde de yaygin olarak gorulen
zoonotik bir hastaliktir. Dunya erigskin nufusunun yaklasik %35-40'inda
bulunan bu protozoon hastaligi, degisik klinik bulgularla seyreden bir
parazit enfeksiyonudur. insana bulasma daha ¢ok enfekte kedi diskisi ile
kontamine yiyecekler, icecekler ve pismemis veya az pigsmis Kistli etlerin
yenmesi, ¢ig yumurta ve ¢ig sut icilmesi ile oldugu gibi kan transfiizyonu,
organ transplantasyonu ve transplasental yolla da olmaktadir. Serolojik
bulgular insanin parazitle temasinin yuksek oranda oldugunu gosteriyorsa
da hastalik tablosu oldukg¢a dusik orandadir. Primer enfeksiyon, saglikl
erigskinlerde genellikle asemptomatik seyrederken; nadiren ates, halsizlik,
boJjaz agrisi, bas adrisi, makuilopapuler doékuntli ve lenfadenopati ile
karakterize bir tablo olusturur. immun yetmezIigi olanlarda agir klinik tablo
ile seyreden, bunun yani sira gebelerde dusuklere ve erken dogumlara,
yeni doganda ise konjenital toksoplasmoza neden olmasi ile dikkatleri

lizerinde toplayan dnemli bir enfeksiyon hastahigidir®.

Toksoplazmozun tanisi serolojik testler, biyopsi orneklerinin
incelenmesi veya parazitin izolasyonuna dayanir. Toxoplasma gondii
hicre kulturi veya deney hayvanlarinda uUretilebilmesine kargilik ozel
laboratuar kosullarinin ve surekli canli hayvan saglanmasinin gu¢ olmasi

nedeniyle tanida temel olarak serolojik testlerden faydalaniimaktadir. En
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spesifik referans test olan Dye testi ile IFAT canh takizoit gerektirmekle
birlikte IHA ve ELISA’dan daha duyarlidir. Enfeksiyon surecinde kutikuler
antijenlere kargi olusan IgM ve IgG antikorlar ylkselmektedir.
Gunumuzde uygulama kolayhgi, maliyeti ve yuksek duyarlilik ve 6zgulligu
nedeniyle rutin laboratuarlarda o6zgul antikorlar ELISA yOntemiyle
calisiimaktadir. Parazite karsi olusmus spesifik IgG ile IgM antikorlarinin
yani sira son yillarda o6zellikle IgA, IgE antikorlari saptanmasi ile IgG
avidite testleri tanida kullaniimaktadir. Bununla birlikte IgM antikor
dizeyinin iki yila yakin ylksek saptanabilmesi, ayrica romatoid faktor ve
antintkleer antikor dizeylerindeki ylUksekliklerin yanlis pozitiflige neden
olmasi, spesifik IgM titresindeki ytksekligin her zaman akut enfeksiyonu
ifade etmedigini gostermektedir. Bu dénemde IgA (6-7 ay) ve IgE
serokonversiyonu tanida onem tasimaktadir. Bununla birlikte serolojik
testlerin kullaniminda spesifik antikorlarin parazitemiden birka¢ hafta
sonra yuksekliginin saptanabilmesi, Ozellikle konjenital toksoplazmoz
acisindan gebede hastaligin aktif doneminin belirlenmemesine ve fetusta
da hastalik agisindan yuksek riskin meydana gelmesine neden olmaktadir.
Konjenital toksoplazmoz, diger yenidodan enfeksiyonlari ile de
karigsabileceginden klinik tanisi zordur. Tanida, anne adaylarinin
gebelikten 6nce toksoplazma antikorlari bakimindan sero-negatifken,
gebelik sirasinda pozitiflesmesi 6nemlidir. Ancak gebelik Oncesi
toksoplazma antikorlarina bakilmayan ya da gebeligin hemen

baslangicinda degdil de ilerleyen haftalarda toksoplazmoz ydninden
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incelenen gebelerde anti-T.gondii 1gG antikorlarinin  pozitif olmasi,
konjenital toksoplazmoz riskini ortadan kaldirmamaktadir. Hasta, etkeni
gebelik esnasinda almig, fakat tetkik ilerleyen haftalarda yapildigi igin,
gegen sure icerisinde IgG antikorlari pozitifiesmis, IgM antikorlari hala
pozitif ya da negatiflesmis olabilmektedir. Boylesi durumlarda hastaligin
gegirilmis bir enfeksiyon mu, yoksa akut dénemdeki bir enfeksiyon mu
oldugunun ayriminin yapilabilmesine katkida bulunmak amaciyla, hastada
olusmus olan IgG antikorlarinin avidite degerleri arastiriimaktadir.
Gebeligin ilk aylarinda alinan serum érneginde IgG avidite testi yapilmasi
yararl olmakla birlikte dusuk aviditenin yaklasik bir yila yakin sture devam

etmesi dezavantajini olusturmaktadir.

Bagisik yetmezligi olan kigilerde antikor olusturmama veya
dusuk titreli antikor olugsturma serolojik tani yontemlerinde degerlendirme
zorluklarina yol agmaktadir. Bu nedenle alternatif metod olarak fare
inokulasyonu veya doku kulturt yapilabilir. Fakat bu yontemlerin zaman
alici olmasi ve uygulama kolayliginin olmamasi nedeniyle, enfeksiyonun
belirlenebilmesi icin hizli, glvenilir, kantitatif sonu¢ verebilen testlerin
arayisini gindeme getirmistir. Ozellikle dogum 6ncesinde ve immin
sistemi baskilanmis hastalarda toksoplazmoz tanisi i¢cin molekuler tani
yontemleri anlam kazanmaktadir. Vucut sivisi ve dokularda T.gondii
DNA’sinin tespitine dayanan PZR konjenital, okuler ve dissemine

toksoplazmozun tanisinda, basaril bir sekilde kullaniimaktadir.
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PZR yontemi ile, 18 haftalik gebelikte amnion sivisindan
konvansiyonel yontemlere gore ¢ok daha duyarli ve hizh tani
saglanmaktadir. immiin yetmezlikli hastalarda, o©nceleri tanisi sadece
beyin biyopsisi ile konulabilen toksoplazma ensefalitinin ve okuler
toksoplazmozun tanisi PZR ile basarili bir sekilde yapilmaktadir. Bununla
birlikte SSS enfeksiyonlarinin tanisi, yuksek IgG titrelerinin lokal senteze
bagli ortaya c¢ikabilmesi veya serumdaki IgG’nin zayif kan- beyin

bariyerinden gecisine bagli olabildigi icin kolay olamamaktadir’”.

PZR hizli tani saglayabilme, c¢alisilan orneklerde mikrogram
duzeyindeki DNA miktarlarini saptayabilme 06zelligi, immun yanittan
bagimsiz olarak parazitin orneklerden direkt tespitini saglamasi nedeniyle
dnem tagimaktadir. incelenen érneklere bagl olarak da PZR yénteminden
elde edilen sonuclar farkli olabilmektedir. Ak6éz humoérin PZR
incelemelerinde enfeksiyonun siddetli olmadidi durumlarda veya posterior
segmentte sinirh olmasi ya da hastanin anti-toksoplama tedavisi almig

olmasi sonucunda test negatif ¢cikabilmektedir’® 7.

PZR yonteminin duyarhligi; amniotik sivida %65 - 80,
plasenta orneklerinde %60, BOS'ta %< 17-100, okuler toksoplazmozda
akéz humdrde %15-53, dissemine toksoplazmozun akciger tutulumunda

BAL incelemelerinde %100 arasinda belirtilmistir".
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Molekuler yontemler suslarin genotiplerinin belirlenmesinde
ve bu genotipler ile hastaligin bulgu ve semptomlari arasindaki iligkinin
incelenmesinde yararhdir. Yapilan genotiplendirme ¢alismalarinda
T.gondi’nin U¢ genotipi belirlenmis ve insanda genotip I'in en sik
goéruldugu ve hastalik olusturdugu saptanmistir. Molekuler tanida gergek
zamanli PZR duyarli ve kantitatif sonu¢ vermesi nedeniyle birgok rutin
laboratuarda kullaniimaktadir. Kabul edilmig standart bir yontemin
bulunmamasi molekuler testlerin duyarlilik ve 6zgulligunun konvansiyonel
metodlarla  (serolojik testler, hiicre ve hayvan inokllasyonu)

karsilastiriimasini mimkiin kilmamaktadir'® 7.

Toksoplazmozun  molekuler biyolojisinin  tam  olarak
¢ozulmemesinin nedeni, yapilan ¢alismalarda sadece birka¢ potansiyel
DNA hedefinin belirlenmesidir. Farkh ¢alisma gruplari tarafindan yapilan
arastirmalarda, farkli gen boélgeleri icin farkli primerler tasarlanmis ve iki
turlu PZR yontemi ile ¢alisma sonugclari arasinda farkliliklar saptanmistir.
Toksoplazmada tani ve arastirma amaciyla PZR yonteminde kullanilan
cesiti DNA hedef bdlgeleri bulunmaktadir. Fonksiyonu tam olarak
bilinmeyen, gunumuzde yaygin olarak kullanilan ve 35 kez tekrarlayan B1
geni, sadece bir kopyadan olusan T.gondii takizoitlerinin major yuzeysel
antijeni kodlayan ve yaygin olarak kullanilan P30 (SAG1) geni, 110
kopyadan olusan ribozomal ribonukleik asit (rRNA) geni, yine tek

kopyadan olusan o tubulin ve [ tubulin genleri de hedef olarak
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kullaniimigtir. T.gondii’'nin kodlama yapmayan tekrarlanan TGR1g geni de
bazi arastiricilar tarafindan kullaniimistir™ " . Homan ve ark. 2000
yihinda 200-300 kez takrarlayan 529 bg¢ ardigik tekrar bolgesi genini
tanimlamiglar ve bu gen bdlgesinin B1 gen bdlgesine gore daha duyarl

oldugunu gostermislerdir'.

Hayvan modellerinde yapilan c¢alismalarda ozellikle az
sayida parazitle enfekte olan farelerde histolojik taninin negatif oldugu
saptanmigtir. Fare beyninde kistlerin gorulebilmesi icin 40 gun geg¢mesi
gerektigi bildirilmigtir. Bununla birlikte takizoitler periton sivisinda
inokiilasyondan 3—4 giin sonra belirlenebilmektedir''. Calismamizda, 0,1
mililitrede 50,000 takizoit ile enfekte edilen farelerin gesitli organlarinda
olusan patolojik lezyonlar en iyi enfeksiyonun 96’inci saatinde
makroskobik olarak gozlenmistir®®. Beyinlerinde 96’Inci saatte kanama
odaklari saptanmistir (Sekil 4). Kontrol grubuna goére, enfekte edilen
farelerin dalaginda blyume, enfeksiyonun 96’inci saatinde ve Ozellikle
dalagin orta kisminda kanama ve nekroz goOzlenmistir (sekil 6).
Enfeksiyonun 96’inci saatinde enfekte farelerin karacigerlerinin renginin
koyulastigi, hemorajik oldugu ve hepsinde safra kesesinin siyahlastigi ve
kiguldigu saptanmistir (Sekil 8) Ancak, karaciger, beyin, dalak
orneklerinin  histopatolojik incelemesinde 96’inci saatte karacigerde

takizoitler ve dalakta grantlom yapilari saptanmistir (Sekil 18 ve 19). Tum
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gruplarda kan orneklerinin Giemsa boyasi ile hazirlanan preparatlarinin

mikroskobik incelemelerinde takizoitler gorulmustur (sekil 16, 17).

Calismamizin basinda, molekuler yontemlerden PZR’nin
tanidaki degerini incelerken T.gondii DNA’sI ile ¢capraz reaksiyona neden
olabilecek diger parazitlerin varliginin arastiriimasi amaciyla, deneye
alinan 49 farenin kan, idrar ve diski érnekleri konvensiyonel ydontemlerle
incelenmigstir. Orneklerin hic birinde diger kan ve doku parazitlerine

rastlanmamistir.

Kedi ve kopeklerin gesitli orneklerinde T.gondii DNA's1 B1
gen bolgesine 6zgu primerler kullanilarak PZR yontemi ile arastirildiginda,
kan orneklerinden elde edilen sonuglarin (100 takizoit) diger vicut
sivilarina gore (10 takizoit) duyarliliginin daha az oldugu saptanmistir’ *2.
Dusuk yapmis koyunlarin plasental dérneklerinde 10 parazit belirleyebildigi,
ayni zamanda bu sonuglarin fare inokilasyonu ile de dogrulandigi
belirtilmistir'’. Bununla birlikte gercek zamanli PZR yéntemi kulanilarak az
sayidaki T.gondii DNA’s1 (bir bradizoitinkine esdeger 0,1 pg T.gondii
genomik DNA’si) belirlenebilmekte ve kantitasyonu yapilabilmektedir.
Gergek zamanli PZR ile farede olusturulmus serebral toksoplazmoz
modelinde bu B1 gen bolgesi ile 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi geni
karsilastirildiginda, 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi geninin on kat daha

duyarh oldugu bildirilmigtir. B1 geniyle 200 fg genomik DNA belirlenirken
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529 bg ardisik tekrar bdlgesi geni ile 20 fg genomik DNA belirlenmistir'.
Calismamizda da B1 geniile en az 1,4 X 10* takizoit/ml saptarken, 529 bg
ardisik tekrar bolgesi geninin en az 1,4 X 102 takizoit/ml saptayabildigi

tespit edilmistir (Tablo 15).

B1geni kullanilarak yapilan PZR c¢aligmalarinda, bu testin
hizli ve duyarh bir yontem oldugu ancak testin tekrarlanabilirliginde yeterl
miktarda ornek alinmasinin dnemli oldugu, sivi 6rneklerin en az 2 ml, doku

orneklerinin de en az 10 mg olmasinin gerektigi belirtilmistir®.

Farkli gen bolgelerinin duyarliliklarinin karsilagtirildigi diger
bir calismada, ak6z humorde T.gondiinin belirlenmesinde PZR yontemiyle
B1 (nested-PZR), P30 (nested-PZR) ve 18S rDNA genleri kullaniimig, B1
geninin P30 ve rDNA’ya gore 20 kat daha fazla genomik T.gondii DNA’sI

belirledigi saptanmistir®”.

Toxoplasma gondii ile enfekte farelerde PZR ydntemi,
yakalama (capture) ELISA ve ‘immunoblotting’ yontemlerinin
karsilastirildigi calismada periton icine 5x10° trofozoit enfekte edilen
farelerin serumlarinda 3-15’inci saatlerde (¢ metodla da enfeksiyonun
belirlenemedigi, PZR ile 18’inci saatte bes hayvanin Ugunde ve 1-7’inci
gunlerde tum hayvanlarda etkenin tanimlandigi, diger yontemlerde etkenin

ancak 1-7’inci glinler arasinda tanimlanabildigi belirtiimistir’®. Paugam ve
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ark. B1 ve TGR 1 genini kullanarak oral olarak infekte ettikleri farelerin
kanlarindan enfeksiyonun 2-21’inci gunlerinde DNA saptadiklarini, hucre
kiiltirlerinde ise bu siire boyunca tireme saptamadiklarini belirtmislerdir’”.
Weiss ve ark.nin RH susuyla farelerde olusturdugu akut enfeksiyon
modelinde P30 geni ile dokulardan enfeksiyonun 2’inci gununde, kandan
5’'inci gunde DNA izolasyonu yapilmistir. PZR yontemi ile 10 parazite
kadar beIirIeyebiImisIerdir69. Calismamizda hem B1 geni hem de 529 bg

ardisik tekrar bdlgesi geni ile enfeksiyonun birinci giiniinden itibaren kan, beyin,

karaciger ve dalak 6rneklerinde T.gondii DNA’si belirlenebilmistir.

Wastling ve ark. tarafindan koyunlarda subkutandz olarak T.gondii
S48 susuyla olusturulan hayvan modelinde B1 ve P30 gen bdlgelerinin
kullanildigi PZR yontemi, fare inokulasyonu ile karsilastiriimis, koyunlarin kan ve
lenf sivilari alinarak incelenmistir. B1 geni, P30 genine gére daha duyarli olarak
bulunmus ve bu sonug fare inokulasyonu ile uyum goéstermigtir. P30 geninin B1
genine gobre yanlis negatifliginin iki kat fazla oldugu saptanmistir. Fare
inokulasyonuna gore yanlis pozitifligin gortlmesi ise fare inokilasyonunda canli

olmayan takizoitlerin saptanma imkaninin olmamasina baglanmistir’®.

Nguyen ve ark. calismalarinda virulansi yiksek RH susu ile
enfekte farelerin idrar ve kanlarinda infeksiyonun 24-94’lincl saatleri arasinda
P30 geniyle T.gondii DNA’sI belirlenmis fakat beyinde saptanamamistir. PZR
yéntemi ile MRCS5 fibroblastlarini igeren hiicre kilttiri sonuglarinin uyumliu oldugu
belirtilmistir’®. Bizim calismamizda ise beyinde 24 saate T.gondii DNA’si

saptanmistir.
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Garcia ve ark. tarafindan domuzlarda T.gondii VEG susu
tarafindan olusturulan modelde ise infeksiyonun 60’inci gununde alinan
beyin dokusu ile kalp, dil ve diyafram gibi kas dokularinda 529 bg¢ ardisik
tekrar bolgesi geni kullanillarak yaptiklari PZR yontemi ile fare
inokulasyonu ve histopatolojik incelemeyi kargilastirmiglar, histopatolojik
olarak tum dokularda negatif sonug¢ elde ederken, fare inokilasyonunun,
PZR yontemine goére, daha duyarli oldugunu belirlemiglerdir. Bu durumun
takizoitlerin dokularda heterojen olarak bulunmasindan kaynaklandigini,
takizoit dilusyonlarinda PZR yonteminin duyarlihdinin yuksek oldugunu
belirlemiglerdirso. Bununla birlikte domuzlarda yapilan diger bir calismada, B1

geniyle g¢ahgilan iki turlu PZR ydnteminin fare inokulasyonuna gore daha duyarli

oldugu saptanmistir®”.

Filisetti ve ark. konjenital toksoplazmoz suphesiyle izlenen
yenidoganlarin kordon kani ile amniotik sivi érneklerinde 18SrDNA, B1,
529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi geni ile PZR yonteminde ve fare
inokulasyonu sonucunda 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi geninin B1 genine
gbre duyarhhg ve Ozgullugi vyuksek olarak saptanmis ve fare

inokulasyonu ile birebir uyum gésterdigi belirlenmistir'°.

Reaktive toksoplazmozlu 30 organ alicisinin kanlarinda
B1geni ve 529 bg¢ ardisik tekrar bdlgesi genini gercek zamanh PZR

yontemiyle karsilastirildiginda, 529 bg¢ ardisik tekrar bdlgesi geninin tek bir
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genomu belirledigi halde (80fg DNA), B1 geni ile on parazit genomunun
(800fg DNA) belirlenebildigi saptanmigtir. Ayni zamanda 529 bg ardisik
tekrar bolgesi geni ile 0,8 fg'a kadar DNA saptama kapasitesinin oldugu
belirlenmistir®?. Gergek zamanli PZR ydnteminin hizli, duyarll ve
kantitasyon Ozelliginin olmasi T.gondii tanisinda sik kullaniimasinin nedeni
olmaktadir. Yapilan c¢alismalarda 0,05 parazit/reaksiyon dizeyinde DNA
belirilenebilmesi duyarlihigin yiiksek oldugunu gdstermektedir®®. Cassaing
ve ark. amniotik sivi, plasenta, akdz humor, kan, serebrospinal sivi,
bronkoalveolar sivi 6rnekleinrde B1 ve 529 b¢ ardisik tekrar bolgesi genini
gercek zamanli PZR yontemini kullanarak kargilagtirmiglar, amniotik sivi
orneklerinde daha belirgin olmak Uzere tUum orneklerde 529 bg¢ ardisik

tekrar bolgesi geninin daha duyarli oldugunu belirlemislerdir®*.

Gebelerde primer akut toksoplazmoz tanisinda dogrulayici
testlerin kullaniimasi, 6zellikle anneden fetise gecis icin riskli goérilen
gebeliklerde spesifik serolojik testlerle PZR ydnteminin birlikte kullaniimasi
onerilmektedir. Gebeligin ilk yarisinda IgG pozitifligi ile PZR pozitifliginin
olmasi yakin zamanda gegirilen bir enfeksiyon seklinde yorumlanabilmekle
birlikte, sadece serolojik pozitiflik olmasi, enfeksiyon acgisindan gebelik
suresince artan antikor titrasyonunun takip edilebilmesine bagli

oldugundan yorum yapmak giic olmaktadir®®.
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Serebral toksoplazmozun tanisinda PZR pozitifligi ve yuksek
titrede 1gG tespit edilmesinin tanida degerli olmasinin yaninda invaziv
yaklasimlari onlemesi acgisindan da yeni ve faydali bir tani protokoll
olusmasina neden olmaktadir. Colombo ve ark. serebral toksoplazmoziu
AIDS hastalarinin kan orneklerinde PZR yodnteminin duyarliligini %380,
O0zgulliguind %98 olarak belirlemiglerdir. BOS o6rneklerinde yapilan
calismalarda PZR ydnteminin duyarlihdr %11,5-100, 6zgullugu %96—-100
arasinda tespit edilmekle birlikte, invaziv yontem uygulanmasi nedeniyle
BOS oérneklerinde g¢alismanin avantajli olmadigi ve elde edilen sonuglarin

kan ile elde edilen sonuglarla uyum gosterdigi belirtiimektedir®.

Calismamizda enfeksiyondan 24 saat sonra B1 primerleri
kullanilarak iki turlu PZR yodnteminde, toplam 10 hayvanin Ug¢unun kan
orneginde, Ucunun beyin orneginde, uUcgununde karaciger oOrneginde,
dordinln ise dalak érneginde pozitif sonug elde edilmistir (Tablo 5) 529 bg¢
ardigik tekrar bolgesi geni primerleri kullanilarak ¢alisilan PZR yonteminde
ise enfekte edilen toplam 10 fareden UglUnin kan érnekleri, Gglnin beyin
ornekleri, yedi farenin karaciger ornekleri ve U¢ farenin dalak 6rnekleri
pozitif bulunmustur (Tablo 9). Enfeksiyondan 48 saat sonra B1 primerleri
kullanilarak iki turlu PZR yénteminde 10 farenin besinde kan érnekleri, alti
farenin beyin ornekleri, sekiz farenin karaciger ornekleri ve alti farenin
dalak ornekleri pozitif bulunmustur (Tablo 6) 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi

geni ile genel olarak tim &rneklerde pozitiflik orani yiksek bulunmustur.
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On fareden 9’unun kan ornekleri, yedi farenin beyin ornekleri, sekiz farenin
karaciger ornekleri ve dokuz farenin dalak ornekleri pozitif bulunmustur
(Tablo 10). Enfeksiyondan 72 saat sonra B1 primerleri kullanilarak iki turlu
PZR yonteminde sekiz farenin kan ornekleri, alti farenin beyin érnekleri,
dort farenin karaciger ornekleri ve sekiz farenin de dalak ornekleri pozitif
bulunmustur (Tablo 7). 529 b¢ ardisik tekrar bdlgesi geni ile 13 farenin
11’inde T.gondii DNA’s1 saptanmistir. Yedi farenin beyin érnekleri, 11
farenin karaciger oOrnekleri ve 11 farenin dalak &rnekleri pozitif
bulunmustur. Bu grupta 13 fare calisiimistir, ancak sonuglar 10 fare
Uzerinden degerlendiriimistir (Tablo 11) Enfeksiyondan 96 saat sonra B1
primerleri kullanilarak iki turlu PZR ydnteminde, sekiz farenin kan
orneklerinde, bes farenin beyin Orneklerinde, alti farenin karaciger
ornekleri ve sekiz fareninde dalak o&rneklerinde T.gondii DNA’si
saptanmistir (Tablo 8). 529 bg¢ ardisik tekrar bdlgesi geni ile 10 fareden
olusan bu grubun tum kan, beyin, karaciger ve dalak dokularinda 529 bg
ardigik tekrar bolgesi geni kullanarak yapilan konvansiyonel PZR yontemi
ile T.gondii DNA’sI saptanmistir. En ylksek pozitiflik orani bu grupta elde

edilmistir (Tablo 12 ve Sekil 12, 13).

Calismamizda 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi geninin B1
geninden 100 kat daha duyarli oldugu tespit edilmistir. T.gondii DNA’sInin
her iki gen bolgesi ile enfeksiyonun ilk gliniinden itibaren belirlenebildigi,

529 bg¢ ardisik tekrar boélgesi geni ile daha ¢ok sayidaki drnekte pozitiflik
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saptandigl belirlenmistir.  Kan, beyin, karaciger orneklerinde 529 bg
ardisik tekrar bolgesi geni ile saptanan pozitiflik oranini B1 gen bdlgesine
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yUksek olarak tespit edilmistir.
Dalak orneklerinde ise her iki gen bodlgesinin pozitiflik saptama oranlari

istatistiksel olarak farkli bulunmamistir.

Molekuler testler, toksoplazmozun tanisinda kullanilan
serolojik, histopatolojik, hucre kultiri ve hayvan inokulasyonu testlerine
gore, kisa zamanda sonug vermesi, duyarlihiginin yuksek olmasi ve immun
sistemden bagimsiz olarak degerlendirilebilmesi nedeniyle, taninin bu

yonde de gelistirilebilecegini gostermektedir.
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6. SONUC

Calismamizda, 0,1 mililitrede 50.000 takizoit ile enfekte
edilen farelerin gesitli organlarinda olusan patolojik lezyonlar en iyi
enfeksiyonun 96’inci  saatinde makroskobik olarak gozlenmigtir.
Beyinlerinde 96’inci1 saatte kanama odaklari,dalaginda buyume, kanama
ve nekroz, karacigerde renk koyulasmasi, hemoraji, safra kesesinde
siyahlasma ve kugulme saptanmistir. Ancak, karaciger, beyin, dalak
orneklerinin  histopatolojik incelemesinde 96’inci  saatte yanlizca
karacigerde takizoitler ve dalakta granulom yapilari gorulmustir. Tum
gruplarda ise kan oOrneklerinin Giemsa boyasi ile hazirlanan

preparatlarinin mikroskobik incelemelerinde takizoitler bulunmustur.

Calismamizda B1 primerleri kullanilarak yapilan iki turlu PZR
yonteminde, tUm hayvanlarin kan, beyin, karaciger, dalak orneklerinde
toksoplazma DNA’sI saptanmistir. Enfeksiyonun 96’inci saatinde saptanan
band sayisi diger saatlere gore ¢cok daha fazla olmustur. 529 bg¢ ardisik
tekrar bolgesi geni primerleri kullanilarak caligilan konvensiyonel PZR
yonteminde ise enfekte edilen tim farelerin kan, beyin, karaciger, dalak
ornekleri de pozitif sonu¢ vermistir. Bu primerle, 6zellikle enfeksiyonun
96'Inc1 saatindeki orneklerin timunde, toksoplazma DNA'sI gosterilmistir.

En yUksek pozitiflik orani bu grupta elde edilmistir.
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Calismamizda 529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi geninin B1
geninden 100 kat daha duyarli oldugu belirlenmigtir. T.gondii DNA’sInin
her iki gen bolgesi ile enfeksiyonun ilk gininden itibaren gosterilebildigi,
529 bg¢ ardisik tekrar bolgesi geni ile daha ¢ok sayidaki ornekte pozitiflik
saptandidi belirlenmigtir. Kan, beyin, karaciger orneklerinde 529 bg ardigik
tekrar bolgesi geni ile saptanan pozitiflik orani, B1 gen bdlgesine gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde yuksek bulunmustur. Dalak 6rneklerinde
ise her iki gen bdlgesi primerlerinin pozitiflik saptama oranlari istatistiksel

olarak anlamli degildir.

Calismamizda B1 gen primeri ile en az 1,4 X 10 takizoit/ml
saptarken, 529 bg ardisik tekrar bélgesi gen primerinin en az 1,4 X 10?

takizoit/ml saptayabildigi tespit edilmistir.

Molekuler testlerden PZR yontemi, toksoplazmozun
tanisinda kullanilan serolojik, histopatolojik, hucre kultirl ve hayvan
inokulasyonu testlerine gore, kisa zamanda sonug¢ vermesi, duyarhliginin
yuksek olmasi ve immun sistemden bagimsiz olarak degerlendirilebilmesi
ve konvansiyonel yoOntemlere yardimci olmasi nedeniyle rutinde

uygulanabilir bulunmustur.
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7. OZET

Apicomplex gurubundaki Toxoplasma cinsinin insan, diger
memeliler ve kanatlilarda vyerlegip hastalik etkeni olabilen tek taru
Toxoplasma gondii ( T.gondii )dir. Primer enfeksiyon baglangicta
genellikle subkliniktir. Enfekte kisilerin ¢odu asemptomatik kalirlar.
Bazilarinda ise hafif belirtiler ortaya ¢ikar. Bununla beraber morbidite ve
mortiliteye neden olabilir. Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda ise,
latent enfeksiyonun reaktive olmasi ensefalit, okller toksoplazmoz gibi
hastaliklara neden olur. Primer maternal toksoplazmoz enfeksiyonu fetlise
gecme riski tasir. Bu da konjenital toksoplazmoza yol agar. Serolojik tani
yontemleri ile dogum o6ncesi ve immun sistemi baskilanmis hastalarda
toksoplazmoz tanisini koymak kolay olmamaktadir. Bu gibi durumlarda
molekuler tani yontemleri 6nem kazanir ve bu tlr hastalarda, hastanin
immunolojik durumundan bagimsiz olarak tani konulabilmektedir. Bu
yuzden T.gondii igin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yéntemi degerli

bir alternatif yontem olarak kabul edilmektedir.

Calismamizda 10’ar fareden 4 grup olusturulmus ve tim bu
fareler intraperitonal yolla 50,000 T.gondii RH susunun takizoiti ile enfekte
edilmistir, ayrica calismaya 6 fareden olusan bir kontrol grubu da
alinmistir. Daha sonra farelerin kan, karaciger, beyin ve dalak
dokularindan enfeksiyonun 24’tncu, 48’inci, 72’inci ve 96’inci saatlerinde

ornekler alinmistir. Patolojik lezyonlar en iyi enfeksiyonun 96’inci saatinde
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makroskobik olarak gozlenmistir. Tum gruplarin kan ornaklerinde Giemsa
boyasi ile hazirlanan preparatlarinda takizoitler saptanmistir. Doku ve kan
orneklerinin DNA ekstraksiyonlari B1 gen bolgesi icin iki turlu PZR ile, 529
b¢ ardisik tekrar bolgesi geni igin konvansiyonel PZR ile galigiimigtir. Elde
edilen sonuglara gére hem B1 gen bdlgesi genine, hemde 529 bg¢ ardisik
tekrar bolgesi genine ait bandlar enfeksiyonun 24’lncu saatinden itibaren
tum orneklerde genel olarak elde edilmistir. Ancak 529 bg¢ ardigik tekrar
bdlgesi geninin daha duyarli oldugu saptanmistir. Calismamizda B1 geni
ile en az 1,4 X 10* takizoit/ml saptarken, 529 bg¢ ardisik tekrar bélgesi geni
ile en az 1,4 X 10? takizoit/ml saptanabildigi ve bu gen bélgesinin 100 kat

daha duyarli oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak; deneysel fare toksoplazmozunda, PZR
yonteminin kisa zamanda hizli sonug¢ vermesi, duyarlihginin yuksek
olmasi ve immun sisteminden bagimsiz olarak degerlendirilebilmesi
nedeniyle toksoplazmoz tanisinda kullanilan konvansiyonel yodntemlere
yardimci olabilecedi kanisina varilmistir. Calismamizda kullanilan
primerlerden 529b¢ ardisik tekrar bolgesi gen primeri B1 gen bolgesi

primerinden daha duyarlidir.
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8. SUMMARY
DETECTION OF TOXOPLASMOSIS IN BLOOD AND TISSUE SAMPLES
OF EXPERIMENTALLAYINFECTED MICE, BY POLYMERASE CHAIN
REACTION
Toxoplasma gondii is the only species of Toxoplasma genus
which able to infects humen and wingeds and other memelian. The
primary infection is generally subclinical. The majority of infected
population remains asemptomatic, but some patients present mild
saymptoms. However, the infection can cause morbidity and mortality. The
reactivation of the latent infection cause ocular toxoplasmosis and
encephalitis in  immunocompromised patients. Primary maternal
toxoplasmosis exposes the risk of transmission of the fetus leading to
congenital toxoplasmosis. Serological diagnosis can be difficult in the
immundeficiency or in the pregnancy. The use of molecular tegniques in
these group of patient gain importance particularly. Because molecular
tegniques are not affected form the immu status of the patients. Thus,
polymerase chain reaction (PCR) consider a valuable alternative for the

diagnosis of toxoplasmosis.

In our study, four groups of mice including 10 mice in each of
these groups, were infected with 50.000 tachyzoites of sin mice. Brain,
liver, spleen and blood samples were obtained from infected mice at 24,

48, 72 and 96 houres of infection. Pathologic lesions were best visualised



-101 -

macroscopically and microscopically at 96 houres of infection. DNA were
isolated from blood and tissue samples. The extracted DNA were
amplified with B1 gene specific primers by using a nested PCR protocol.
Comparatively, 529 bp repeatative element were also amplified by using a
singal step PCR. PCR products of B1 gene and the repeatative element of
529 bp were both detected in tissue samples of the mice after 24 houers
of infection. Detection limit was 1,4 x 10* tachyzoites/ ml by using B1
primers, which it was 1,4 x 102 takyzoit/ ml by using primers selected form
repeatative element. Thus, repeatative element detection by PCR was

found to be more (100 folf) sensitive than B1 detection.

As a result of our study, PCR was evaluated as a rapid,
highly sensitive method which is not effected from the immun system of
the patient. For these reason, this method can be use as a complimentary

method with conventional methods in the diagnosis of toxoplasmosis.

Thus, repeatative element primer detection by PCR was

found to be more sensitive than B1 gene primer detection.
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