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ONSOZ

Tezimi Ingiltere’ deki en 6nemli referans merkezlerinden biri olan Londra’
daki St. George’s hastanesindeki Toxoplasma referans labarotuvannda hazirladim.
Bu merkezde kullamlan teshis yontemlerini ( Dye test, Latex agglatinasyon, Direk
aggliitinasyon, ELISA IgM ve IgG, ISAGA IgM ve IgA ile PCR ) 6renmeme,
uygulamama yardim eden, serumlan ve laboratuvardaki malzemeleri kullanmama
izin veren bagta laboratuvar sorumlusu Dr. R. E. Holliman olmak Gzere tim
laboratuvar galisanlanna, Ege Universitesi Parazitoloji Anabilim dalindaki egitimim
sirasinda derin bilgi ve gorigslerinden yararlandifim Anabilim dah bagkammiz Prof.
Dr. M. Ali Ozcel’ e, tez damigmamm Prof. Dr. Aydinten Kuman’ a, Anabilim
dalimizdaki tiim Ogretim Uyelerine, mesai arkadaglarima ve her alanda destegini
hissetiim esime tesekkiirii bir borg bilinm.

Tezimin diinya ile entegrasyonu sagliyacak ulusal standartimizin
belirlenmesine katkis1 olmasi en biiyiik dilegim olmustur.



GIRIS VE AMAC

Diinya da ¢ok yaygin olan toxoplasmosis tamisinda, sus ve birey
immiinitelerindeki farkhiliktan dolay, ortak birimlerle gahisilamamakta, bu amagla
iilkeler uluslararas: standartlara bagh kalarak, kendi ulusal standartlanni saptamaya
calismaktadir. 20. yiizyil sonunda hala ciddiyetini koruyan bu hastaligin bulasinda
egitim ve yasamsal aligkanliklar nedenli etkiliyse, tanisinin zamaninda ve dogru
konulup, seyrinin kontrol altina alinmas: da o denli gereklidir.

Tamda laboratuvar bakilari, histolojik aragtirmalar ve serolojik
yontemlerden yararlanilmaktadir. Toxolasmosis tanisinda hastalan immiin sistemi
saglam olanlar ( lenfadenopatisi olanlar, glandiler ates benzeri hastalig1 olanlar,
okiiler sikayetleri olanlar, hamile kalmay: diisinenler ve hamileler ) ile immiin
sistemi baskilanmig olanlar ( fotus, yenidogan, organ nakli alicilan ve HIV-pozitif
sahislar ) diye iki grupta incelenmelidir. Immiin sistemi saglam sahislarda en sik
bulgu olarak ortaya gikan lenfadenopati ( LAP ) lenfomadan ayrim: yapimals,
histopatolojik muayene bulgulaninin, doku kiltiri veya hayvan inokiilasyon
caligmalarinin tami koydurucu olmasina ragmen akut olguyu, kronik olgudan
ayirdetmekte yetersiz kalmasi, serolojik tamy: 6n plana gikartmistir.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali labarotuvarinda da
Toxoplasma gondii sik rastlanan parazitozlardan olup, tamisinda zorluklarla
kargilagiimaktadir.  Cahgmalanmiz  swrasinda, ilkemizdeki laboratuvarlann
toxoplasma seroloji sonuglan arasinda yorum yapmay: guglestiren uyumsuzluklar
gozlemlenmis, bunun nedeni olarak da serolojik iglemlerin ¢ogunlukla uzmanlarca
yapilmayigi, ortak bir yontem ve ortak bir birimin olusturulmamis olmas: gerekce
olarak kargimiza ¢ikmugtir. Sonugta da hastalar agisindan ¢ok kiymetli olabilecek
zaman kayiplan, yanhg yorumlamalar nedeniyle de ekonomik ve sosyal zararlar
olugmugtur. Bu aksakliklan 6nlemek i¢in Toxoplasma gondii' nin serolojik tansim
derinlemesine  irdeleyen bir g¢aligma yapmayr amagladik. Calismanin
gerceklestirildigi St. George’ s hastanesi Toxoplasma referans labarotuvarinda
kullanilan yontemleri ileride Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
dali laboratuvarlarinda uygulamay: planladik.



KAYNAK BILGILER

Toxoplasma gondii ilk defa 1908 yilinda Kuzey Afrika’ da bir kemirgen
olan Ctenodactylus gundi’ den Nicolle ve Manceaux tarafindan izole edilip,
Leishmania’ ya olan benzerliginden dolay: Leishmania gondi adi verilmis, bir yil
sonra organizmanin adi morfolojik kriterlerden dolay: Yunanca yay anlamina gelen
“TOXON” 6n takistyla Toxoplasma gondii olarak degistirilmigtir ( 79, 99).

MORFOLOJI VE EVRIM

Toxoplasma gondii bir coccidian protozoon olup etobur, otobur, kus gibi
tim sicak kanh canlilarin kas dahil bir ¢ok dokusunda hiicre icinde, agir akut
enfeksiyonlarda ise kan ve peritoneal eksuda da serbest halde bulunabilecegi
bildirilmistir (SEKIL2) (103,128).

Konak hiicrenin nukleusunda bile yasayabildigi bildirilen parazitin
sitoplasmada yagamay: tercih ettifi gosterilmis, enteroepitelial ve ekstraintestinal
diye aynlan iki yagam déngusi géilemlenmistir. Kedideki enteroepitelial dongiide
seksiiel ve aseksiiel ( sizogonik ve sporogonik ) evrim sonucu digk: ile atilan dig
ortama dayamkh OOKIST, arakonaklardaki ekstraintestinal dongiide aseksiiel
gogalma sonunda olusan TROFOZOIT ( hizh gogalan form = endozoit = takizoit
= vegetatif form ) ve BRADIZOIT ( yavas gogalan form = Doku kisti igindeki
form = kistizoit ) formlannin olugtugu bildirilmigtir ( 99, 103).

TROFOZOIT: Trofozoitler yanm ay seklinde bir ucu sivri, diger ucu
yuvarlak, gensligi 2-4um, boyu 4-8um olan bir protozoondur ( SEKIL 1 ).
Nukieusunun merkezi yerlesimli oldugu, kamgisi, sili ve yalanci ayaklarinin
olmadid, kayarak ve viicudunun fleksiyonu ile uzun ekseni etrafinda rotasyon ve
takla atarak hareket ettifi belgelenmi, parazitin tipik biikiilmelerine konoidin
yapisindaki spiral dizilimli mikrotiibullerin {izerindeki polar cismin, konoidin
hareketine bagli olarak ilerlemesinin yol agtig, hareket hizinin hiicre i¢i ve disi pH,
aktin, miyozin ve mikrotiibiillere bagh olarak defistigi, ¢ogalip, yasamas: igin
intraseliiler yerlesmesinin gerekhiligi vurgulanmigtir ( 31, 85, 86, 104, 105, 123 ).

Kuruluga, donmaya, ¢oziinmeye, insan mide sindirim sivilarina duyarl
oldugu bildirilen trofozoitler, laboratuvar sartlaninda fare peritonunda, memelilenin
hicre kiiltiirlerinde, embriyonlu tavuk yumurtasinda aretilebilmistir (99).



Insanin nasal, vaginal, goz salgilanndan, siit, tiikriik, idrar, seminal mayi ve
diskisindan trofozoitlerin izole edilebildigi, bulasta insanin tiim bu ¢ikartilarinin rol
aldif vurgulanmugtir (103). Trofozoitlerin tikirikte S, siitte 6, géz yasinda 4,
idrarda 7 giin canhliklanm siirdurdiikleri ve klasik venlerde 10 trofozoitin normal
mukozadan girmesinin enfeksiyon gelisimi i¢in yeterli oldugu bildiriimistir (118).

Trofozoitlerin kendi RNA ve DNA’ lanni sentezleyebilmesine, mitokondrial
enzimlerinin tam olmasina ragmen, neden zorunlu hiicrei¢i paraziti oldugunu
gosteren veri bulunamamigtir. Remington ve Desmont yayinlarinda, Norby ve
Lycke’ nin trofozoitlerden memeli hiicrelerinin duvannda degisiklik yaparak konak
hiicreye girmelerini saghyan, enzim Ozelligi tagiyan Penetrasyonu Kolaylastinci
Faktor’ti (PEF) izole ettiklerini bildirmisler, trofozoitlerin aynica konak hiicre
tarafindan fagosite edilerek de hiicre igine girebildikleri gbzlemlenmigtir (99).

Konak hiicreye girisin temel yohj olarak konoidin spiral seklindeki ilerleyici
hareketi ve roptrilerden salgilanan faktorler gosterilmigtir (124). Konak hiicreye
girisin parazitin bilinmeyen reseptor ve ligandlara baglanmam ile bagladig, bu
ligantlardan birinin parazitin temel yiizey proteinlerinden olan P30 olabilecegi,
buna karg tiretiimis Monoklonal antikorlar ( McAb ) ile insan fibroblastlarinda ve
fare enterositlerinde enfeksiyon geligiminin engellenmesiyle gosterilmis, parazitin
doku igerisinde P43, P35, P30, P22 ve arka kutuptan salgilandig disiintilen 28kD’
luk bir proteinin ortaklasa olarak fagazomun asidifikasyonunu bozarak uygun
ortam olusturdugu bildiriimigtir (108).

Parazitin optimal olarak 37-39°C iireyebildigi vurgulanmistir (127). Doku
icinde Endodiyogeni ile ( bir ana hiicre iginde iki kiz hiicrenin olusup bu ana
hiicreyi pargalamas: ) dredigi, bu bélinmelerin her 4-6 saatte bir tekrarlandigs ve
trofozoit sayist 64-128 oldugunda konak hiicreyi patlatarak sonlandif
gosterilmistir (SEKIL 6, 7) (99).

KIST: Konak hiicre vakuolinde meydana gelen doku kistleri birkag
organizmadan 3000 organizma igeren 200 um’ luk kistlere kadar deisik
boyutlarda olabilecegi, bu kistlerin hayvanlarda enfeksiyonun 8. giinii gibi erken bir
donemde olusabildigi ve buytk bir olasilikla konagin 6mrii boyunca canli kaldif,
her organda yerlesebildikler1 halde, genellikle beyin, iskelet ve kalp kasimi tercih
ettikleri bildirilmistir (99). Onceleri pseudokist ad: verilmis olan bu yapilara, daha
sonra doku kisti denilmesi terminalojik olarak daha uygun bulunmugtur (127, 9).



Kistlerin yayilma donemi sirasinda mikroglial nodiillerin histopatolojik
kesitlerinde gosterilmesi, kistlerin 6zgin yerlesim yerninin ghal nodiller oldugu
hipotezini desteklemis, bu evredeki parazitlerin enerji kaynag: olarak latent faz
boyunca intrasitoplasmik karbonhidrad vakuollerini kullandig bildiriimigtir (35).

Bu formun takizoitlerle ortak antijenleri oldugu gibi, kendi 6zgin
antijenlerinin de bulundugu vurgulanmig, immun sistemi baskilanan gahislardaki
alevlenmelerden de bu kistler sorumlu tutulmugtur (70, 103).

Beyindeki kistlerin yuvarlak, kalp ve iskelet kasindakilerin adale liflerinin
sekillerine uygun gelisim gosterdikleri izlenmis, kist duvarinin bir kisminin noronal
sitoskeletondan yapildifimin gosterilmesi bu kistlerin konagin imminitesinden nasil
korundugunu kismen de olsa agiklamigtir (109).

Kist duvan peptik ve triptik etki ile bitiinliigiinii kaybettiginde serbest kalan
parazitlerin pepsin-HCl iginde 2 saat, tripsin iginde 6 saat canh kalabildikleri,
boylece normal sindirim periyodundan etkilenmedikleri, fakat kuruluga, dondurup,
c6zmeye ve 66°C lizerindeki sicaklifa duyarl oldugu, 4°C” de 2 ay kadar canhhiim
korudugu, -20°C’da 18-24 saatte &ldigii bildirilmis, kistlerin dis etkenlerle mi,
yoksa konak hiicreyi patlattiktan sonra farklilasan trofozoitlerce mi olusturuldugu
kesinlik kazanmamgtir (99).

Immiinite geligmesinin kist olusumuna yol agan bir faktér oldugu
bildirilmigse de 7-8 gunliik bir yenidoganin beyninde, kompleman ve antikordan
yoksun doku kiiltiir sisteminde olugan kistinlerin, immiin teorinin kist olusumunda
rol oynayan tek faktdér olamayacad: kanaatine vanlmig, Remington ve Desmont,
Shimada ve ark. yaptiklan bir g¢aliymadan yaptiklan alintida, doku kiiltir
hiicrelerinde, ortamda Toxoplasma antikoru ve kompleman varhiginda kist
olusumunun hizlandigini bildirmislerdir (99).

OOKIST: Ookistler iki sporokistli sporulasyondan 6nce yuvarlak,
sporulasyonu takiben oval 11-14pum X 9-11um' lik, her sporokistin (8,5um X 6u
m) iginde 4' er tane sporozoit (8um X 2um) bulunan T. gondii’ nin dig ortama
dayanikh seklidir. Sporulasyonun ortamin 1st ve oksijenine bagh olarak degisugi.
240C' de 2-3 giin, 159C" de 8 giin, 11°C' de 14-21 giin sirdigi, 4°C” nin alunda,
37°C’nin iistiinde ise sporulasyon olusmadigs gosterilmistir (99).



Kedigillerde hem enteroepitelial, hem de -ekstraintestinal dongiiler
gorulurken, ara konaklarda sadece ekstraintestinal dongiiniin goénildigi, yaklagik
olarak kedilerin % 1’ nin digki ile ookist ¢ikardig: bildirilmistir (99, 111).

Ekstraintestinal fazin en sik bradizoitlerin agiz yoluyla alinmas: ile basladifi,
bazen agizdan alinan takizoitler ve sporokistlerin de enfektan olabildigi, intrauterin
transplasental yolun da onemli bir bulas yolu oldugu vurgulanmis, Toxoplasma ile
¢aligan labarotuvar gorevlilennin enfekstyonu iatrojenik olarak alabilecegi,
enfeksiyonun ayrica tam kan veya lokosit tranfiizyonu, organ transplantasyonlan ile
de bulasabilecedi gosterilmis, karasinekler ve hamambdceklerinin de kedi
diskisindaki ookistleri gidalanin iizerine tagiyarak bulasta rol oynayabilecekleri
yayimnlanmgstir (92, 99, 103).

Insanlar tarafindan gida olarak tiiketilen koyun etinin % 10’ nunda, domuz
etinin % 25’ inden Toxoplasma kistleri izole edilmis, sigir etinden de kistlerin izole
edilmesine ragmen prevalans ile ilgili, saghkh veri bildirilmemistir (92).

Sporokistlerden serbest kalan sporozoitlerin bir kismi kedigillerde
enteroepitelial dongiiyii baslatmak lizere ince barsak epitel hiicrelerine girerken gern
kalanlar hem ‘kedigillerde hemde aralannda insanin da bulundugu tim
arakonaklarinda mukozay: delip gelismelerine baslayacaklari lamina propra,
mezenterik lenf diigimleri, uzak organlardaki hiicreler ve l6kositiere yerlestikleri
gosterilmigtir ( 118 ).

Kedi harici konaklarda enteroepitelial gelisme gorilmedigi, sporozoitin
konak hiicreye girerek hemen endodyogeni ile ¢ogalmaya bagladid, trofozoit adim
alan bu hiicrelerin, konak hiicre parazitofor vakuoliinde 8-32 adet olacak sekilde
¢ogahp toplanmasina GRUPLANMA adi verilmig, bu konak hiicre patlayinca
serbestlesen trofozoitlerin, yeni hiicreleri enfekte ederek dongiyu siirdiirdiikleri,
mide asiditesine agirt duyarl olan bu formun enfeksiyon bulaginda diger formlardan
daha az 6nemli oldugu vurgulanmis ( 103 ).

Schmidt ve Roberts enfeksiyon kroniklestikge beyin, kalp ve iskelet kasini
tutmus olan olan zoitlerin akut faza gore ¢ogalma hizlannin yavasladigini, konak
hiicresi i¢inde daha ¢ok sayilarda toplanmaya basladiklan yaymnlanmig, etrafi saglam
bir duvarla ¢evrilen bu kistlere oncelen bu duvann konak kaynakl: oldugu
disinildiginden dolayr Yalana Kist denildigini, fakat kistin  nereden



kaynakiandifi tam olarak gosterilemedifinden Doku Kisti teriminin tercih
edildigini bildirmisler, kalict imminitenin gelismesiyle bu kistlenn 6zellikle sinir
sistemi dokulaninda willarca kalacak sekilde yerlestiini, immiinitenin azaldif
durumlarda, serbestlesen bradizoitler immiiniteyi tekrar eski sewviyesine
getirebilecegi, siiperenfeksiyona karst olusan bu korumaya da PREMUNISYON
denildigini vurgulamiglardir (103).

Toxoplasma’ ya kargi olusan immiinitenin, hiicresel tipi 6n planda olan,
fakat sivisal immuinitenin de rol oynadigi, miks tipte oldugu ortaya konulmus,
inflamatuvar bir reaksiyonun goriilmemesinin hem kist duvannin, hemde
bradizoitlerin hiicre icinde gelismesine, ayrica ince fakat saglam kist duvarinin
konak ile parazitleri ¢ok etkin olarak ayirmasina baglanmig, Pepsin ve Tripsin ile
sindiriimeye diregli olan bradizoitlerin afizdan alindiklaninda enfeksiyonu
bulagtirdiklan yaymnlanmigtir (103).

Enteroepitelial fazin baslayabilmesi igin, kedinin bradizoit igeren
zoitokistleri, sporozoit igeren ookistleri ya da nadiren takizoitleri agiz yolu ile
alinmasimin, ya da ekstraintestinal zoitlerin intestinal mukozaya go¢ etmesinin
gerektigi izlenmig, ince veya kalin barsagin epiteline girdikten sonra takizoit gekline
donen parazitin biyliimeye ve merogoniye hazirlandi gozlenmis, sus farkhiliklarina
bagli olarak merogoni, endodiyogeni, endopoliyogeni sonucu, ortalama 2-40
merozoit olugmasi ile aseksiiel evrenin tamamladig: bildiriimigtir (103).

Merogoni dongiistiniin sayis1 defigken olmakla beraber kiste bagh
enfeksiyonlarda gametosit olusumu 3-15 gin aldi@, gametositin ileum bagta olmak
lizere tiim ince barsaklarda gelisebildifi, % 2-4’ Gniin erkek Ozellikleri ta;idigi ve
her birinden 12 adet mikrogamet olustugu gosterilmistir ( SEKIL 3 ) (99).

Kist ile olan enfeksiyonlarda ookist gikana kadar gegen prepatent dénemin
3-5 giin aldif), ookist atiminin 5. ve 8. giinler arasinda tepe noktasina ulastugi
vurgulanmis, prepatent dénemin takizoitle olan enfekstyonlarda 7-10 giin, ookistle
olan enfeksiyonlarda 20-24 giine kadar uzayabildigi, ookist gikartma siiresinin 7-20
gin arasi oldugu, bir ginde atilan ookist sayisinin 10 milyonu bulabileceg:
gorulmistir (99,103).

Ik insan olgusunu 1923’de Prag’h bir géz hekimi tarafindan yaynlandigy,.
daha sonraki calismalarda Toxoplasma’ nin prenatal olarak da bulasan bir insan



hastalifi oldugunu bildirmig, aynca hastabhiin edinsel formunun da oldugunu
agiklamuglardir. Sabin ve Feldman’in 1948 yilinda serolojik tani yontemi olarak
“Dye test’ 1" geligtirmesiyle toxoplasmosis’in epidemiolojik ve klinik yonler: ile
ilgili insanlar izerindeki ¢aligmalar yayilmaya baglanmistir (99).

Yapilan galigmalarda kedigillerin kesin konak, etoburlarin, bocek yiyenlerin,
kemirgenlerin, otoburlarin, primatlanin, domuzlarn, diger memelilerin ve kuslann
bile ara konak oldugu bildirilmistir (103).
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SEKIL 6: A, B, C, kedi ileumundaki barsak hucrelerinde trofozoitin gegirdigi
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bulgusu olan Golgi cisimciginin bolinmesi, C. Nukleus ayriimasi ve etrafm?a

membran olusumu, D. Yavru hiicre membranlan 6ne dogru ilerleyip ana hiicre )
sitoplasmasini gevirir, E. Nukleus bélunur, F. Endodiyogeni tamamianir, yavru hicreler
bir stre daha arka uglarindan yapisik kalir. (99)



Klinik toxoplasmosis ¢ok nadir goriilmesine ragmen Toxoplasma
antikorlarimin  tim dinyada ¢ok yiiksek prevalans gostedigi, enfeksiyonun
gogunlukla ( % 90 ) asemptomatik veya orta gidette oldugu gosteriimig, ABD' de
kronik, asemptomatik toxoplasmosis' in yasa bagh prevalans gosterdigi, her bir
yasla beraber prevalansinda % 0,5 ile % 1 arasinda arttig bildirilmigtir ( 103 ).

ABD’deki bir veriye gore de 10-19 yas arasi niifusta enfeksiyonun serolojik
bulgusu % 5-30 arasinda, 50 yas tzerindeki niifusta da % 10-67 bulunmustur. Bu
duruma yol agan faktorler de asagidaki gibi siralanmistir:

1-Toxoplasma susunun virulanst,

2-Konagin duyarlih@ ve turt,

3-Konagn yasi,

4-Konagin edinsel immunitesinin derecesi (92).

Enfeksiyona karsi dogal direncin veya duyarlihigin nedeni ile ilgili kesin
veriler bildirilmemis, tim diinya niifusunun % 13' niin enfekte oldugu, 1976 yili
itibariyle dunyadaki toxoplasmosis prevalansimin 500 milyonun iizerinde oldugu,
diinya erigkin niifusundaki insidansin da % 40 oldugu varsayilmistir (118).

Smith toxoplasmosis prevalansinin yasam tarzina, ahgkanlk ve geleneklere
bagh olarak ulkeler arasinda ¢ok gesitlilik gosterdigini, ornegin Paris'teki infeksiyon
oram ¢ig et yeme aliskanhigina bagh olarak % 50' lere ¢ikarken, Washington' da %
19 civarinda oldugunu, yas artikga orammn % 32' ye kadar c¢iktigimi bildirmis,
yayininda gesitli arastirmacilarin asagidaki sonuglarina yer vermistir (111);

Amerika' da bir aragtirmada hamilelerde prevalans % 8.1 olarak bildiriimis
ve her 1000 kadindan 5’ nin gebelik esnasinda Toxoplasma' dan etkilendigi ilave
edilmis, bir baska ¢aliyjmada ABD'de her 3 gebeden birinin seropozitif oldugu,
Alaska’ da prevalans % 28 iken, Oslo'daki bir galigmada % 56,6 oldugu gorilmis,
Panama' daki bir ¢aligmada toxoplasmosisin kirsal kesimde % 57,5 kentli niifusta
1se % 58,6 oldugu, Japonya'da 20-29 yas arast % 2,9 olan seropozitivitenin 70-90
yaslari arasi % 40 a giktigini gosteriimig, Marshall adasinda % 93.8 oldugu,
Hollanda'da 10-14 yaslan arasi kizlarda % 30, 20-29 yas grubu kizlarda % 50-60
olarak izlendigi, Kenya' da 1-3 yas arasi % 40 olan seropozitivitenin 10 yagina
gelindiginde % 60' lara gikuigi, Cin' de oranin % 0,7 gibi az bulunmasinin sebebini
Cin geleneginde yemeklerin daima 1y1 pismis yenmesine ve kedi sayisinin azhgina
baglandigi bildirilmig, tum bu ¢alismalardaki farkh verilere ragmen tek ortak bulgu
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olarak hastaligin her iki cinsiyeti de esit olarak etkiledigi ve populasyonun yasi
artikga seropozitivitenin de arttig bildirilmigtir (111).

Ulkemizde prevalans ile ilgili saghkh calisma yapiimadigi icin Tiirkiye ile

ilgili veriler bildirilememugtir.

Bir ¢ok dokuda gogalabilen takizoitlerin konak hiicrenin dogal 6mriinii
kisalttigi, esas tahribatin retina ve beyinde olustugu, yasin resistansta rol oynayan
onemli bir faktor olmasinin erigkin ve geng eriskinlerdeki enfeksiyonun, istisnai
durumlar harig, asemptomatik seyretmesine yol agtig bildirilmistir (103).

Asemptomatik enfeksiyonlarin gebelik, yas ( ¢ok geng¢-cok yash ),
konjenital immiin defektler ( agamma-globulinemi ), kronik enfeksiyonlar ( HIV,
sitma, Kizamik ), malniitrisyon, neoplaziler, ozgiin tedaviler ( tiimor tedavisi,
transplantasyon cerrahisi ), Kollagen-vaskiler hastaliklar ( Sistemik Lupus
eritematosus ), ameliyat ( splenektomi ) gibi nedenlerle immin sistemin
baskilanmasi sonucu fulminan hale gegtigi gosterilmistir (111).
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Semptomatik enfeksiyonlarda klinik

AKUT ENFEKSIYON:. Insan dahil diger arakonaklarda ilk twtulan bolge
mezenterik lenf bezleri ile karaciger parankimi olup, bu organlarin ¢ok hizla
rejenere olabilmeleri parazitin yayihmi igin giizel bir engel olusturmaktadir. Akut
toxoplasmosisin en sik rastlanan bulgusu servikal, supraklavikuler ve inguinal lenf
bezlerindeki agnli, sislik ( LAP ) oldugu gosterilmistir (99).

Asemptomatik lenfadenopatinin lenfomay: taklit ettifii, pectoral lenf bezi
tutulusunun meme kanseri bulgusu verdigi, mezenterik ve retroperitoneal lenf bezi
tutuluslannda karin agnsi ve 40°C’a yiikselen atesin olabilecegi bildirilmis, ayrica
ates, bogaz agnisi, urtiker, bas, eklem ve adale agnilan, konflizyon,anemi, bazende
pnomoni gibi akciger sikayetlerinin eslik ettigi izlenmigtir (92, 103).

Titreme,trombositopeni, makiilopapiiler deri dokiintiisii ( el ayalar ve ayak
tabanlari hari¢ ), myokardit, hepatit ve ensefalit gibi bulgulara da rastlanildig,
bulgulanin kolaylikla gribal bir enfeksiyonla kansabilecegi, akut enfeksiyonlarin
nadiren de olsa olimle sonlanabilecegi, immiinitenin yavas gelistigi olgularda
subakut klinik izlenecegi, nefrit ve nefrotik sendromun hem akkiz, hem de
konjenital toxoplasmosisin bir komplikasyonu olarak ortaya gikabilecegi,
glomeriilonefritin IgM, fibrinojen ve Toxoplasma antijen/antikor ¢okmesine bagh
olustugu, pankreas tutulusunun immiin sistemi baskilanmig hastalara 6zgiin oldugu,
iskelet kasi tutuluslaninda parazitlerle istila edilmis patolojik degisiklik
gozlemlenmeyen liflerden, fokal infiltrasyon alanlarina, nekrozla seyreden yaygin
miyozite kadar degisken bulgularin goriilebilecegi bildirilmistir (72, 92, 111, 118).

SUBAKUT ENFEKSIYON: Takizoitlerin hiicrelere zarar vermeye devam
ettifi, akciger, karaciger, kalp, beyin ve goz gibi organlarda yogun lezyonlara
neden oldugu, santral sinir sisteminin, bu sistemdeki disiik immiin direng nedeniyle
en fazla hasara ugradigi bildirilmistir (103).

KRONIK ENFEKSIYON: Schmidt ve Roberts’ a gore imminitenin
takizoit proliferasyonunu baskilayabilecek diizeye erismesi ile kronik enfeksiyon
evresinin basladigi, bu donemde kist olusumunun da izlendigi bildirilmis, kistlerin
yillarca hig bir klinik sikayet olusturmadan sessiz kalabildikleri, kist duvari yirtilacak
olursa serbestlesen bradizoitlerin ¢ogunun 6ldiriilmesine ragmen, bir kisminin yeni
kistler olusturabildigi, bradizoitlerin olimiyle bulunduklan bolgede yogun asin
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duyarlihia bagh inflamasyon gelistigi, beyinde, bu bolgelerin yerini goreceli olarak
glial hiicre nodiillerinin aldigi vurgulanmis, nodillerin ¢ogaldigi durumlarda bazen
spastik paralizinin de eglik ettigi kronik ensefalopati tablosunun gelistigi
gosterilmigtir (103).

Takizoitlerin neden oldugu retina hiicrelerindeki tekrarlayan, kronik aktif
enfeksiyonlarin makulada kor lekelere, makuladaki kistlerinin, bu kistlerin
yirtilmasinin - ve yogun enfeksiyonlanin kisilerde koérlige neden olabilecegi
gorulmugtir (103).

Kronik toxoplasmosiste kalici hasarli myokardit ve pnomoni de olasi
patolojiler olarak gosterilmistir (78, 103).

Toxoplasmosis’ te hem hiicresel hem de sivisal immiinite 6nemli olmasina
ragmen, immin sistemi saglam kisilerde toxoplasmosis’in genellikle hiicresel
immiinite ile kontrol altinda tutuldugu, enfekte sahsin immiinitesi herhangi bir
nedenle baskilandiginda parazitin hizla yayiip okiler toxoplasmosis' e veya
olimciil santral sinir sistemi lezyonlarina neden olabilecegi bildirilmistir (92, 103).

Akut santral sinir sistemi tutuluglaninda ve mikroglial nodiillerle seyreden
fokal veya diffiz meningoensefalit tablosu tamimlanmis, nekroz alanlarinin
simirlarinda monosit, lenfosit, plasma hiicresi infiltrasyonu olabilecegi, komsu
perivaskiiler bolgelerde mononiikleer hiicre infiltrasyonunun goriilebilecegi, ayrica
damar duvarlannda da nekrozlann izlenebilecegi, nekroz alanlaninin kitle
goranimuni verebilecegi, periferinde trofozoitlerin bulunabilecegi vurgulanmis,
fakat kistlerin ancak birinci haftadan sonra olugabilecegi bildirilmistir (92, 103).

Toxoplasmosis’ in AIDS" te de goriilebilen firsatg: parazitozlardan oldugu,
genellikle takizoitlerin devaml olarak gogalmasina bagl gériilen kist yirtilmalarinin
en onemli 6lum nedeni oldugu yaymnlanmistir (78, 103).

KONJENITAL TOXOPLASMOSIS hastaligin en ciddi formu olarak
kabul edilmekte, hamilelik sirasinda veya hamilelikten az bir zaman o6nce akut,
¢ogunlukla asemptomatik, toxoplasmosis gegirilmesinin spontan dusiklere, 6li
veya prematir dogumlara, ya da zamaminda dogan enfekte bebeklere neden
olabilecegi fakat, hamilelikte gegirilen her enfeksiyonun da mutlaka fetusu
etkilemesinin beklenmedigi bildirilmigtir (9, 103).
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Eger enfeksiyon hamilelikten 6 ay once gegirmigse, bebedin enfekte
olmasinin s6z konusu olamayacagi, 6 aydan daha yakin bir zamanda gegirilmisse
bebegin enfekte olma olasihigimin disiik oldugu, yenidogan enfeksiyonlarinin
gogunlukla asemptomatik olmasina ragmen, énemli sayida yeni dogan 6limiinden,
6zirli yenidogan olusumundan T. gondii’ nin sorumlu oldugu tespit edilmis,
parazitin plasenta engelinin anne kani yolu ile agtig fakat farelerde yogun enfekte
uterustan direkt bulas olasiig da g6zlemlenmistir (92, 103).

Maternal enfeksiyonun fetusa gegme riskinin % 45 oldugu, hastaligin
enfekte bebeklerin % 60’ inda subklinik seyrettigi, % 30' unda hidrosefali,
intracerebral Kkalsifikasyon, sarlik, korioretinit, hepatosplenomegali, rahim igi
gelisme geriligi, konviilzyon, mikrosefali ve zeka geriligi gibi agir anomalilere

neden oldugu, % 9' da da 6limle sonlandig: goriilmiistiir (7, 9, 111).

Toxoplasmosis' in hem insanlarda hem de hayvanlarda 6lii dogumlardan
veya dusiiklerden sorumlu olabilecegi, 6zellikle koyunlarda epidemiler ile seyreden
disiiklere neden olabilecegi yayinlanmstir (99).

Smith, Swatzberg ve Remington’ dan yaptigi alintida, hamilelikteki akut
enfeksiyonun fotusa gegme olasihigini 1. trimestr igin % 17, 2. trimestr igin % 24, 3.
trimestr igin ise % 62 bildirmis, subklinik olgularda da hayatin ileri donemlerinde
okiiler toxoplasmosis gelisebilecegini ilave etmistir (103).

Fransa'da 25000 hamile incelendiginde, gebelik 6ncesi enfekte olan
annelerin ¢oguklarimin hi¢ birinde konjenital toxoplasmosis goériilmemis, gebelik
esnasinda veye gebelige ¢ok yakin maternal toxoplasmosis saptanan 118 olgudan
9" unda dusik veya yenidogan o6lumu ( fetal toxoplasmosis teshis edilmis )
gorilirken, 2' si 6lumle sonuglanan 39 akut konjenital, 28 subklinik toxoplasmosis

olgusu teshis edilmus, diger fetuslarda enfeksiyon izine rastlanllamamigtir (103).

Gebeligin ilk t¢ ayindaki maternal enfeksiyonun fetusta agir hasarlara yol
agtu@, fakat son ii¢ ayinda bulagma riskinin en yiiksek oldugu, ikiz bebeklerden
birinin agir enfekte, digerinin ise tamamen saghkh dogabilecegi, enfekte gocuklarin
beyninde sikhikla konjenital bir hasar olustugu, buna bagl olarak zeka geriligi.
korioretinit gelisebileceg bildirilmig, toxoplasmosis’ in ABD' de kizamik, herpes,
sifiliz enfeksiyonlarinin toplamindan daha fazla konjenital anomaliye yol agug
savunulmustur (99,103).
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Toxoplasmosis klinigi

1. ) EDINSEL TOXOPLASMOSIS: Dogum sonrasi olusan bulaglari
iceren gruptur. Ilk defa 1941 yilinda Sabin iki ensefalomyelitli gocuga
toxoplasmosis tamisi koymustur.Genellikle selim seyirli oldugu igin gozden kagtigi,
bazen diger enfeksiyon belirtilerini taklit ederek 6rnegin akciger toxoplasmosis’inin
Tuberkiilozu taklit etmesi, Toxoplasma hepatiti, Toxoplasma’'min mide ve
barsaklarda yaygin lezyonlar yaparak ulserler ile kangmasi gibi, yaniltici teshislere
neden olabilecegi bildirilmigtir (118).

1.1. ) AGIR TIP;

1.1.1. ) Genel enfeksiyon tipi: Golvan kitabinda nadir olan bu klinik seyrin
ilk defa Pinkerton ve Henderson tarafindan 1941 yilinda tanimlandigini, cogunlukla
kan hastaliklari, siroz, viral ve bakteriel enfeksiyonlara bagh zayif dismiis
¢ocuklarda ortaya giktigini bildirmis, hastalarda genel durumun bozuk, atesin 40°C
civannda oldugunu, yaygin kemik, eklem ve kas agnlan ile suur bulamikhg,
bitkinlik gibi semptomlarin yamsira avug igi ve ayak tabanlarinda Ricketsiyozu
ammsatan makiiler veya makiilopapiiler dokuntiiler goriilebilecegini yayinlamustir.
Bazende akciger, karaciger veya kardiovaskiler tutuluslarin gelisebilecegini,
hastaligin seyri esnasinda bu tablolardan herhangi birinin 6n plana giktiginda,
etiyolojik tani konulamazsa prognozun kétii olabilecegini bildirmistir (39).

1.1.2. ) Meningoensefalit tip: Cogunlukla ¢ocuklarda gorildiiga,
baslangiginin enfeksiyoz belirtilerle ayni zamanda veya genel belirtilerin sonlarina
dogru olabilecegi, ates, sirekli yaygin agnlar, yiizeyel ve gogunlukla occipital
bolgede gruplar halinde veya tek tek ele gelir nitelikte lenfadenopatilerin hemen her
zaman gorilebilecedl, hemorojik eksudali interstisyel pnémoni ve myokard
tutuluslarinda da EKG bozukluklarina rastlanabilecegi bildirilmistir (39).

Golvan olgular kroniklestikge atesin 37.5- 38°C civanina dustugi, uyku
halinin 6n plana gikip genel veya Jacksonian tip epilepsi krizlerinin gelistigini,
BOS’ ta basincin, albumin igeriginin lenfosit ve hiicre sayisimn  artuigini
Toxoplasma trofozoitlerine nadiren rastlabilecegini, BOS™ un ksantokromik bir
gorunim aldigini, EEG’ de belirgin bozukluklarin izlenebilecegini bildirmis,
olgularin 6limle sonlanabildigi gibi bazen hi¢ sekel birakmadan, bazende epilepsi
gibi bir sekelle sonlanabilecegini vurgulamistir (39).
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1.2 ) SELIM Tip,

1.2.1. ) Enfeksiyéz Mononiikle6z ( EMN ) tipi: Hafif bir ates ile baglayan
agiz, farenks belirtileri, sedimentasyon yiiksekligi olmayan gnbal bir enfeksiyonu
taklit ettifi, anjinin nadiren fakat bakteriyel ajanlarla beraber gorulecegi,
splenomegali ve lenfadenopatinin eszamanh olabilecegi bildiriimigtir (39).

Histopatolojik olarak lenfadenitte reaktif folikiiler hiperplaziye eslik eden
vezikiiler niikleuslu epiteloid histiosit kiimeleri ile germinal merkeze kadar uzanip
simirlarinin belirginligini bozan eosinofilik sitoplasma, germinal merkezde bol
mitoz, bol nekrotik hucreler, subkapsuller ve trabekiler sinislerin monositoid
hiicrelere bagl siskinligin gézlendigi, trofozoit ve kistlerin kesitlerde ¢ok nadiren
goriilebildigi vurgulanmig, hemogramda monositoz ve lokopenin belirgin,
Paul-Bunnel testinin negatif oldugu bildirilmig, Heterofil antikorlar1 bulunmayan
EMN’ lu hastalarin % 15’ inde edinsel toxoplasmosis oldugu yaymlanmistir (92).

1.2.2. ) Atessiz Lenfadenopatili tip: Lenf bezlerinin gruplar halinde
tutuldugu, en sik occipital, jugulo-carotidien, trapezius alti ve subclavikuler lenf
bezlerinin badem veya kiraz buyikligiinde agnisiz, elastik kivamda ve hareketli
olarak ele geldigi, derin lenfadenopatilerin gok nadiren gelisecegi vurgulanmis, lenf
bezlerinin yavagca kiigiilerek aylarca palpe edilebilecegi, eosinofili ve nétropeninin
siklikla tabloya eslik ettifi, patolojik muayenede histomonositer proliferasyon
goriildigi, taninin serolojik olarak konulabilecegi vurgulanmugtir (39).

, 1,.2.3'.‘ ) Sessiz form: Kesin olmamakla beraber olgularm % 90’ nm
asemptomatik ‘seyrettigi, datia 6nceden olumsuz oldugu bilinen serolojik testlerin
pozitif olmas: ile gosterilmig, laboratuvar enfeksiyonlarinda hig bir bulgu
goriimedigi, hamilelifi esnasinda hi¢ bir enfeksiyon tanimlamiyan annelerin
konjenital toxoplasmosis’li gocuklar diinyaya getirebildigi yaymlanmgtir (39).

1.2.4. ) Edinsel Gz toxoplasmosis’ i: Toxoplasmosis tiim korioretinitlerin
% 35’ inden sorumlu tutulmus, posterior {iveitlerde bu oranin daha da yiikselecegi,
akkiz toxoplasmosis’te dveit gorilme sikhg % 1 civanndayken, konjenital
olgularda % 80’ lere ¢iktif), goz tutuluslannin genellikle benign formlarin bir
komplikasyonu oldugu, atesli lenfadenopatili toxoplasmosis sirasinda korioretinite
rastlanabilecegi, goz tutuluslannin ilerleyici ve alevlenmelere meyilli oluglan
nedeniyle gok 6nemli oldugu vurgulanmugtir (92, 118).
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Goz tutuluglaninda tek veya multiple fokal nekrozlann ilk bulgu olabilecegi,
infiltrasyona lenfositlerin, plasma hiicrelerinin ve mononiikleer fagositik hiicrelerin
yol agacag, retinal lezyonlarda hiicre igi-disi trofozoit ve kistlerin gorilebilecegi,
koroitte gorillen graniilomat6z infiltrasyonun nekrotizan retinite bagh sekonder
geligtigi bildirilmigtir (92).

Goz ortami az antikor igerdiginden kistlesmenin oldukga selektif
goruldiagu, retinadaki kistlerin ¢eperleri bozuluncaya kadar yillarca bulgu vermeden
kalabilecegi, ¢eper wirtildiginda serbestlesen paraziter antijenlerin allerjik bir
reaksiyonla lokal 6dem ve nekroza sebep olabilecegi bildinimig, onceleni ¢ok kiigiik
olan hasarin, olaylann tekrarlanmas: ile geri donlsimi olmayan agir hasarlara
doniigebilecegi izlenmigtir (39).

Hasar genellikle makula veya makula gevresinde olup, g6z dibi bakisinda
retinada patognomik bir bulguya rastlamilmayacagi bildirilmis, baglangicta etrafi
konjestif bir halka ile ¢evrili lokal bir 6dem gorilebilecegi, sonra merkezde gri
renkli bir nekrozun gelisip, siirekli lokalize seyreden konjoktif proliferasyon ile
gelisen atrofik sikatrizasyon ile sonlanacag: yayinlanmigtir. Bu dénemde merkezde
pseudotiimoral bir kitle ve sedefi beyazlikta bir odak gorulebilecegi, olaylann
ilerlemesi ile g6ziin diger tabakalannin hatta iveamin tutulup, posterior lveit ve
paniiveitlerin bile geligebilecegi bildinlmigtir (92).

Aktif korioretinite bagli olarak gérme bulamkhg, skotomlar, agri, fotofobi,
ve epiféra: -olabilecegi, makula tutuluslaninda santral gormenin bozulacag ve
kaybolaca@: izlenmis, cocuklardaki sasihfin korioretinitin erken bir bulgusu
olabilecegi vurgulanmigtir (92).

Sistemik enfeksiyon bulgulannin nadiren eslik edebilecegi, gorme
keskinliginin inflamasyonun genlemesi ile biraz diizelebilecegi, episodik
alevlenmelerin retina tabakasinda geri doniisii olmayan hasarlara, glokom ve
korlige, sonunda da enokiilasyona neden olabileceg bildirilmis, akut olaylarda
lezyonlann san-beyaz pamuk atif1 gibi kabarnik, siirlari diizensiz gevresi hiperemik
alanla cevrili olarak gorilecegi, witreustaki inflamatuar eksudanin fundusun
gorilmesini zorlastirabilecegi, eski lezyonlann ise atrofik, gri-beyaz renkli, belirgin
siirlan olan koroidal pigmente siyah noktalar igerdigi gozlemlenmis, Toxoplasma’
ya bagl izole anterior iiveit olgulan gosterilememigtir (92).
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2) KONJENITAL TOXOPLASMOSIS:

Hamilelikte gegirilen akut toxoplasmosis esnasinda Toxoplasma’ larn
plasentay: gegip fetusu etkilemesi ile olutugu gosterilmistir ( SEKIL 4 ) (99).

Hamilelik sirasinda maternal enfeksiyon insidansinin Amerika’da % 0,02,
Avrupa’da ise % 2-8 oldugu, insan organizmasinin kronik toxoplasmosis’i fetusa
gegiremedifi ve gebelik oncesi immiinolojik reaksiyonlan pozitif olan kadinlarin
saglikli g¢ocuklar doguracagi, baZistk yamiti saglam kronik toxoplasmosis’ li
kadinlarda, Toxoplasma kisti yirtilsa bile immiin sistemin baskistyla fetusun
etkilemesinin 6nlenecegi kanaatine vanlmigtir (73, 118).

Hamilelikte gecirilen her akut toxoplasmosis’in fetusu g¢ogunlukla
etkilemiyecegi, immiin olmayan hamilelerin, enfekte oldugunda fetusun enfekte
olma sansinin % 20-40 arasinda oldugu yaymlanmistir (111),

Toxop]asmosis’in anne ve ¢ocukta Sitomegalik inkliizyon hastah@ini taklit
ettifi, Unat’ a gore konjenital toxoplasmosis’ teki dért ana bulgu olan Korioretinit,
serebral kalsifikasyon, hidrosefali ve psikomotor bozukluklardan en giivenilirinin,
korioretinit oldugu vurgulamstir (7, 118).

ABD. de konjenital toxoplasmosis 10* canli dogumda 10-40 arasinda
oldugu, bunun yaklasik yilda 3000 bin enfekte ¢ocuk anlamina geldigi, bunlarn
1/3’ nin dogumda belirti verdii veya oldiigi, geri kalanlarin asemptomatik
dogdugu, ancak ileri yaslarda bulgu verdigi gézlemlenmistir (111).

Konjenital toxoplasmosis’ Ii bebeklerin ileri yaslarda ¢ok ciddi saghk
problemlen ile kargilagtiklannin gosterilmis olmasi, seronegatif kadinlarin bile
hamileliklerinde serolojik takibini zorunlu kildifi;, AB.D.’ de cocuk sahibi
olabilecek yastaki kadinlarin % 30’ unun seropozitif oldugu vurgulanmigtir (111).

Enfeksiyonun fetusa plasentadaki odaklardan bulastid, parazitin anne
dolagimindan fotal dolagima direkt olarak gegemedigi, invazyon déneminin ¢ok
kisa olmasinin anne tarafindan kisa siirede koruyucu antikor gelistirilmesine ve
bunlan fetusa gecirmesine bagh oldugu, parazit fetusun sinir dokusunda ve
retinasinda canl: kalabildigi halde diger dokulardan kisa siirede kayboldugu
gozlenmistir (99).
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Transplasental bulagin hamileliin 1. veya 2. tnmestrinde oldugu
durumlarda fetusun, 6lii veya hidrosefali, intraserebral kalsifikasyon, psikomotor
bozukluklar ve korioretinit gibi ciddi patolojik bozukluklar ile dogacag,
transplasental gecigin 3. trimestrde oldugu durumlarda ise ¢ocugun normal
gorinimde olacag, fakat dogumdan sonraki gunler, haftalar, aylar hatta yillarda
semptomlanin  gelisecegi, bulas tarthine bagh olarak asagidaki tablolar
gorulebilecegi belirtilmigtir (39).

2.1. ) SEPTISEMIK BIRINCi DONEMDE DOGAN COCUKLAR:

2.1.1. ) Agir form: Hepatosplenomegali ve ikter ile baslayip, onceleri
makiilopaptiler olan dokiintiilerin kisa zaman sonra purpurik gorunim alarak
tabloyu hemorajik sendroma donistirdigli, hemogramda trombositopeni ve
eritroblastoza bagli anemi gorildigl, toxoplasmosis’ e 6zgin serolojik testlerin
yapilmadidi olgularin multipariarda anne-fetus uyusmazh, primiparlarda ise viral
veya bakteriyel bir enfeksiyonla kangtinilabilecegi vurgulanmistir (39).

2.1.2. ) Atenue form: Seyrek goriildigii, hepatit ve ikterin 6n planda olup,
bir kag hafta veya ay siirebilecegi, genellikle sekel birakmadan 1yilestigi, nadirende
olsa siroza gidis veya latent doneme kadar ensefalopati gelisebilecegi
vurgulanmugtir (39). ‘

2.1.3. ) Dogumda ortaya ¢ikmayan form: Olduk¢a sik oldugu,
parazitozun bir yil veya daha fazla latent kaldigi, bu donemi takiben sadece goéz
bulgular ile ortaya giktifn gézlenmistir (39).

2.2.) ANTIKORLARIN OLUSTUGU IKINCI DONEMDE DOGAN
COCUKLAR:

Uyku hali, hipotoni, kasimalar hatta epilepsi krizleri ile karakterize
ensefalopati tablosunda BOS ksantokromik, albuminden zengin olarak
tanimlanmig, goz dibi bakis: ve kraniografi gerekli oldugu vurgulanmustir (39).
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2.3.) GCONCU DONEMDE DOGAN COCUKLAR:

Bu dénemde trofozoitlerin goriilmedigi, yalmzca kistlerin varhig ve yiiksek
antikor dizeyinin tipik oldugu bildirilmis, énceki iki dénemde de olan uterus igi
olaylann bu dénemde de devam ettigi gorilmisgtiir (39).

2.3.1. ) Agir form: Santral sinir sistemi (SSS) ve g6z tutulusunun 6n
planda oldugu, SSS tutuluslaninda yagamin ilk giinlerinde, va da 3. aydan 10. aya
kadar olan siire igensinde hidrosefalinin tabloya hakim olacag), ileri dénemde tetani
ve ge¢ psikomotor bozukluklann,. kraniografide gri cevherde kalsifikasyonlarin
izlenebilecedi, ventrikulografide dilatasyon goriilebilecegi, lomber ponksiyon ile
alinan sivimin temiz, ventrikiil ponksiyonu ile alinan sivinin patolojik olmasimin
Silvius tikanikhigina bagli olusabilecegi bildirilmis, g6z tutulusu gériillen olgularin
sik oldugu, kornoretinitin tek veya ¢ift tarafl olabilecegi, diger g6z bulgularina ilave
olarak lens opasitesi ve iritis gelisebilecegi yaymlanmstir (39).

23.2. ) Tamamlanmams form: Sik gorildigi, tek semptomlu
olabilecedi, okul gag: gocuklannda isole bir korioretinitle kendini gosterebilecegi,
sessiz olarak ilerleyen olgulanin % 33’ iinde korlik gelisebildigi, hidrosefali,
mikrooftalmi, mikrosefali, ensefalopati, oligifreni, genel veya Jacksonian tip
epilepsi gortilebilecegi, fakat retina tutulug ve serebral kalsifikasyon tabloya eslik
etmedigi i¢in toxoplasmosis teshisinin konmasinin zor oldugu vurgulanmigtir (39).

2.3.3. ) Sessiz form: Konjenital toxoplasmosis’ in en stk gériilen formu
oldugu tahmin edilen bu tablodaki hastalarin her zaman semptom verebilecegi
hatirlatiimugtir (39).

Remington ve Desmont, Callahan ve ark. galigmasindan yaptiklan alintida,
yenidogan toxoplasmosis’ inde en kesin tani yonteminin Beyin-Omurilik sivisi
(BOS) bakis: oldugunu, BOS' taki ksantokromi ve mononikieer pleositosisin bir
¢ok yenidogan enfeksiyonunda gorilebilecegini, fakat ventrikiler sividaki ¢ok
yiuksek protein konsantrasyonunun oldukga ¢2zgiin oldugunu, periferik kanda
lokositoz veya lokopeni, erken evrede lenfositoz veya monositoz olabilecegini,
polimorf niiveli 16kositoz varhginin bakteriyel siiperenfeksiyon lehine oldugunu,
trombositopeninin bebeklerdek: klinik veya subklinik toxoplasmosis’ te sik gériilen
petesi ve ekimozlardan sorumlu oldufunu, yenidogan enfeksiyonlarinda % 30
siklikla eosinofili gorildiigini bildirimislerdir (99).
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Histolojik tanida dokularda ( beyin biopsisi, kemik ili§i aspirasyonu gibi )
veya viicut sivilaninda ( ventrikiil sivisi, BOS, humor akéz, balgam gibi )
trofozoitlerin gosterilmesi akut toxoplasmosis tamsinda en kiymetli bulgu olarak
kabul edilmis, kistlerin varhgmnin, enfeksiyonun erken dénemlerinde de kistlesme
bildirildiginden, olgunun kronik ya da akut olarak degerlendirilmesine yardimci
olamayacaf), akut akkiz toxoplasmosis’ te gorilen lenfadenopati’ den parazitin
1zolasyonunun her zaman mumkin olmadig, fakat konagin reaktif cevabinin
Ontaniya yardimc: olabilecek nitelikte oldugu vurgulanmug, 6zgin IgG titresinde
anlamh artislann nadiren saptanmasi, 6zgin IgG titresinin uzun sireli varhg,
bireylerin enfeksiyona verdikleri immin cevaplardaki belirgin farkliliklar tanida
IgG’ yi tek kriter olarak kullanmanin yeterince giivenilir olamayacag: kanaatini
uyandirmus, fakat 6zgiin IgG saptanamamasimin toxoplasmosis tamsini tamamen
ortadan kaldiracag bildirilmig, akut enfeksiyon siiphesi olan durumlarda membran
antijenlerine yonelik bir testin ( DT gibi ) gergeklestiriimesi, yeni enfeksiyonlarda
da 6zgiin IgM aranmas: tavsiye edilmigtir (65, 94)

Hamilelik 6ncesi taramada akut toxoplasmosis tamisi almis kadinlann
konjenital enfeksiyon riski tagimadan ne zaman hamile kalabileceklerini yetkili bir
klinisyene damgmas: tavsiye edilmis, danigilan otoriin riski, maternal parazitemi ve
buna bagh plasentitis belirlendikten sonra saptamasi Onerilmis, parazitemi siiresi
susun virulans: ve bireyin immiin cevabina bagh oldugu i¢in uzmanlar $zgin
Toxoplasma antikorlan tespit edilemiyene kadar hamilelife izin verilmemesini
Onermigler, 6zellikle ISAGA gibi yontemlenn yaklagtk 1 yil sure ile IgM tespit
edebilmesi bu uyannin ¢ok destek almasina yol agmig, bazen sosyal ve obstetrik
faktorler nedeniyle akut toxoplasmosis tamist almig kadinlann IgM dazeyinin
diismesini bekleyememesi s6z konusu oldugunda, hamile kalmak icin 6 ile 12 ay
arasinda beklemenin ve kisa sireli bir tedavinin destegi ile bu siirenin 6 ay civarinda
bir zamana indirgemenin mimkiin olacag: kanaatine vanlmgtir (50).

Antenatal taramanin Fransa, Avusturya gibi Glkelerde uygulandigi, A.B.D.
ve Ingiltere’de de uygulanmasimin planlandi;, fakat boyle masrafli bir yontemin
uygulanmas igin yeterince yiksek insidans ve ciddi koruyucu Onlemlerin alinmig
olmasi gerekliligi, kullanilacak testlerin belirlendikten sonra, duyarlihk, 6zginlik,
kolay gergeklestirilebilmesinin hep programin lehine olmasi gerekliligi vurgulanmis,
antenatal tarama programlannda optimum sgartlar belirlenmemis olmas: ortak
programlann yapilamamasimin nedeni olarak gosterilmis, Fransa’da once IgG
aranmasi, bunu IgM aranmasinin izlemesi 6nenlmigtir (16, 50).



23

Bu yontemler ile negatif bulunan sahislann egitimi planlanmasi, gebeligin
ilerleyen dénemlerinde insidansi azaltacak programlann uygulanmasi 6nerilmis,
pozitif bulunan olgularda gebeligi sonlandirma, profilaktik spiramisin tedavisi, fetal
kan 6rmegi incelenmesi ve “ in utero ” tedavi 6nerilmig, IgG’ nin énce taranip bunu
IgM .aragtirmasinin  izlenmesi, giipheli olgularda IgM  aragtirmasinin
tekrarlanmasinin ekonomik avantajlar saghiyacaf varsayilmig, c¢ogu iilkede
konjenital toxoplasmosis oranmn dugitk oldugu bildiriimig, bunun igin yalanc
pozitif reaksiyonlan elimine edebilmek igin yiiksek 6zgiinliikte tarama testlerinin
kullamlma zorunlulufu vurgulanmig, laboratuvarlarda oncelikle LAT ile IgG
aramayi, reaktif oOrneklerde de IgM aragtinlmasi dahil ilen tetkiklerin
gerceklestirilmesi gerekliligi bildirilmigtir (16, 50).

Akut maternal toxoplasmosis olgulannda fotal 6rneklerle yapilan “in utero*
caligmalar teropatik abortusun ¢afre olmasim engellemeye yonelik olarak
planlanmis, kordosentez ile fotal kan 6megi alimi 6nerilmig, ultrasonografi, fotal
hematoloji, karaciger fonksiyon testler, parazit isolasyonu, o6zgiin ve éigﬁn
olmayan IgM aragtirmas: ile 42 olgunun 39° unda Konjenital toxoplasmosis
tamsinin konuldugu bildirilmigtir (50).

In utero olarak enfekte fetuslann ancak % 21’inde ozgiin IgM tespit
edilebildigi, amnion sivis1 ve fotal kan 6rneklerinin fare periton inokulasyonunun
duyarli ama ¢ok siire alan ( ortalama 45 giin ) bir yontem oldugu, fotal kan 6rnegi
alinmasimin hamileligin 20. haftasimin en uygun oldugu, bu dénemden sonra ise
gebelifin torapetik olarak sonlandirma sansi kalmadigi, hiicre serilerine ekimin
daha hizli sonug vermesifakat duyarliiinin az olmas: nedeniyle her zaman tercih
edilmedigi, son zamanlarda Toxoplasma DNA’simn hizh bir sekilde isaretli problar
ve PCR ile gosterilmesinin tercih edilen bir yontem oldugu bildinimistir (16, 50).

Kordosentez ile fotal kan 6rnegi ahmi sirasinda fotal kayiplarin % 2’ ye
ulasabildigi, prematiir dogumlar, uzamis kordon kanamalan, rahim igi gelisme
genilig gibi komplikasyonlar bildirilmis, bundan dolay1 hastahiin gecmisi ile ilgl
antenal taramada bulgulan yoksa bu komplikasyonlann goz oniinde bulundurularak
klinisyenin yénlendirilmesi ©nerilmis, maternal dolagimdaki IgM miktan dusiik
diizeylerdeyse konjenital enfeksiyon riskinin diisiik olabilecegi vurgulanmug, fotal
kan 6rmedi alinmas: yerine anneye profilaktif Spiramycin uygulanmasmnin dogru
olacag kanaatine vanlmstir (16, 50).
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Konjenital enfeksiyonun post-natal tamsinda ¢ogu enfeksiyonun
asemptomatik seyretmesi nedeniyle ya perinatal tarama sonuglarindan ya da okiler
hastaligin goriilmesinden yaralanildifi, agir olgularda hidrosefali, serebral
kalsifikasyon ve korioretinit ile 6n taniya gidilebilecedi, parazitin yenidofan
kanindan veya plasentadan izole edilmesinin tani agisindan ¢ok kiymetli oldugu,
fakat her olguda, ozellikle profilaktik spiramycin verilmis annelerin ¢ocukiarinda
mumkiin olmadig, IgG titreleri ile degerlendirme yapmak durumunda kahindiginda,
IgG’nin yan 6mriniin 30 giin oldugu géz oniinde bulundurularak, pasif olarak
plasentadan gegen IgG’nin dolagimdan giderek gekilecegi, 10 aydan sonra tespit
edilen IgG’nin konjenital toxoplasmosis belirtisi olarak degerlendirimesi 6nerilmis,
tani konulduktan sonra 1 yasina kadar 6zgiin tedavi uygulanmasinin doku
harabiyetini azaltacag vurgulanmistir (22, 50, 55).

IgG titresinin takibinin tedaviyi geciktirecegi, anneden belli bir miktar kan
plasenta hasar nedeniyle bebefe gegmemigse bebekte 6zgin IgM varliginin tespiti
enfeksiyonun “in utero ” olarak bulagtgmin gostergesi olarak kabul edilebilecegi,
yan émrii 5 giin olan IgM’in, DS-ELISA ve IFA testine gore daha duyarh oldugu
bildirilen ISAGA yontemi ile aragtirlmasimin en dogru yol olacag kanaatine
varilmig, postnatal donemde enfekte bebeklerin % 30’ unda 6zgin IgM varliginin
gosterilemediginin unutulmamas: onerilmig, IgA aragtinlmasinin  konjenital
toxoplasmosis tanisinda DS-ELISA ile IgM aragtinlmasindan daha duyarli oldugu
vurgulanmugtir (17, 24, 50, S5).

Okiiler toxoplasmosis olgulannin gogunlukla konjenital olgulara ait oldugu,
parazitierin “in utero” dénemde retinaya ulagtiklan ve degisik strelerde enkiste
olduklan, akut enflamatuar ataklardan sonra gelisen enkistasyonlann retinada
ilerleyici hasarlara yol a¢tify, okiilér toxoplasmosis’ te kesin tammin oldukga zor
oldugu, etkilenmis gbézden alinacak dokulardan parazit izolasyonunun ise kesin
tanida en etkin yol olarak bildirilmistir (20, 30).

Tanida serolojinin gok simirh katkisi oldugu, ama duyarl testlerle (DT gibi)
sulandinimadan direkt incelenen 6meklerde IgG’nin tespit edilememesi negatif tan
yoniinden anlamli olarak yorumlanms, duyarlii§ az olan testlerin histolojik olarak
tam konmus olgularada yetersiz kaldifn gosterilmis, pozitif 1gG sonuglannin
siphelenmek igin yeterli oldugu fakat kesin olgii olarakolamayacag, lokal antikor
sentezinin ol¢iimiinin, humor ak6z 6rneklemesinin her zaman mimkin olamamasi

nédeniyle, kiymetli olmasina ragmen rutin olarak uygulanamamas: humoér akézde
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ve BOS yiiksek antikor titresinin saptanmas: lokal antikor yapiminin bir géstergesi
olup aktif enfeksiyonun tamisinda kiymetl oldugu kabul edilmis, asagidaki formiil
ile bu titrelerin anlamhhig: DT sonuglaninin 1/ 1000 titrasyona esit veya daha diisiik
oldugu olgularda desteklenmis, C> 8 oldugu durumlarda lokal Ab iiretiminin s6z
konusu olabilecegi, bununda aktif enfeksiyonu destekleyen bir bulgu oldugu
otorlerce kabul edilmistir (20, 30, 78, 100).

Sividaki Ab titresi x serumdaki y-globulin konsantrasyonu

C
Serumdaki Ab titresi x viicut sivisindakiy-globulin konsantrasyonu

Retinal toxoplasmosis alevienmelerinde ne IgM, ne de IgG titresinde artig
tespit edilemedii, taminin géz hekiminin bulgulan ve serolojik olarak 6zgun IgG
tespit ile konulmas: 6nerilmis, tedaviye alinacak cevabin tanityr destekler nitelikte
olsa da, inflamasyonu engellemek amaciyla sik steroid kullamminn tedaviyle elde
edilecek iyilesmeyi zorlagtirabilecegi, ELISA IgA bakmanin korioretintli hastalarda
IgM aranmasindan daha duyarl: bir yontem oldugu vurgulanmigtir (78).

AIDS’lilerdeki fokal beyin lezyonlanmin en sik kronik, latent
toxoplasmosis’in alevlenmesi sonucu geligtifi, dilue edilmemis serum ornekleni
kullanilarak DT ile duyarli, LAT ile dier hasta gruplanndan farkh olmayan yalanci
pozitif veya negatif sonuglarn alinabildi§i, serebral enfeksiyon disinda goze batan
dzgin Ab artipn izienmedigi, sadece bazi olgularda Ig titrelerinde fark edilebilen
artiglar goézlemlendifi, primer akut toxoplasmosis gegiren AIDS hastalaninda
yiikselen IgG titrelerinin yam: sira 6zgiin IgM titrelerinin de tespit edilebilecegs,
serebral hastalikta genellikle IgM tespit edilememesinin, olgularin alevienmeye
bagh geligmesi ile agiklanmistir (74, 75, 125).

DA testi sonucunun DT sonucuna oramnin 5° ten biiyiik olmasinin reaktive
olmus serebral toxoplasmosis’ in bir gostergesi olarak kabul edilebilecegi
vurgulanmus, BOS incelemesinde protein seviyesinde artig, lezyonlann ventrikiiler
sisteme yakin oldugu durumlarda ise lokal 6zgiin IgG artigt anlamli kabul edilmus,
BOS 6meginde Toxoplasma trofozoitlerinin goriilmesinin miimkin olacag, fakat
lezyonun radyolojik olarak yer kaplayan olusum gorintisi vereceginden lomber
ponksiyon yapiimasimin sakincali olabilecegi, serebral toxoplasmosis’in tamsinda
bilgisayarh tomografi ( CT ) ve klinigin tamya yardimer oldugu, klinik, seroloji ve
CT sonuglannin atipik veya o6zgiin tedaviye beklenen cevabin alinmadig:
durumlarda beyin biopsisi tavsiye edilmistr (50, 81, 95).
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Israelski ve Remington intratekal 6zgiin-Toxoplama antikoru iiretiminin TE
agisindan 6énemli bir bulgu oldugunu,
*BOS DT titresi / total BOS IgG X total serum IgG / serum DT titresi > 1
olmasinin, aktif santral sinir sistemi toxoplasmosis’ i lehine oldugunu
vurgulamuglardir (63).
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Mandell kitabinda, Wong ve Remington’ dan yaptigi alintida, HIV-pozitif
hastalarda agagidaki semaya uygun yaklagim énermistir (78).

HIV-pozitif hastalarda SSS semptomlar

Bilinmiyor —— Toxo IgG antikoru + Negatif —— TE dusiinilmez

l

Seroloji istegi yap, Pozitif
sonuglar alinana kadar l
ampirik tedaviye bagla CT/MRI kontrastli  TE dig1 bir neden ara,

( MRI tercih edilir )  tiim testler negatif ise 48-72

/ J' \aat ara ile MRI tekrarla

Tek lezyon Multiple lezyon Lezyon yok
l CT/MRY’ de ( CT negatif ise MRI yap )

Ik defa CT yapilmugsa U MRI yapilamiyorsa

MRI yap [‘l

4 "
Tek lezyon Multipie lezyon

Ampirik olarak 7 gunde klinik TE tamsin1 destekler
TE tedavisi yap -’iyilesme - tedaviye 3-6 hafta
daha devam et,
destek tedaviyi kesme

v

Ayirici taniya yardimct
bulgu yoksa  —___ Beyin biopsisi
l yapilamiyorsa
Beyin biopsis planla 10-14 giinde klinik tyilesme yok
Isolasyon, Histopatoloji / veya 3. giinde klinik detoriasyon
Immiinoperoksidaz AFB
Giemsa ve Gram boyama

<+ TE = Toxoplasmik ensefalit
Kesin tam CT = Kompiltarize tomografi
MRI = Manyetik resonans gériintiileme
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Inokillasyonda iireme olmasi, akut enfeksiyonu gostermekle beraber aktif
enfeksiyonu, sessiz kistten ayiramadifi, benzer zorluklarin DNA problann ve PCR
icin de gegerli oldugu, bunun ancak trofozoit ile bradizoiti ayiran 6zgiin bir
yontemin gelistirilmesi veya sonuglanin birimlendirilmesi ile baganlabilecegi, AIDS
olgularinda g¢ogunlukla serebral toxoplasmosis gorilmesine ragmen, diger
organlanin izole veya tim viicudun yaygin olarak tuttuldugu tiplere de
rastlanabilece@i, pulmoner toxoplasmosis tamsinda bronkoalveoler lavaj (BAL)
materyalinin mikroskobik bakisindan, akciger biopsisi 6rneklerinin indirekt
immiinfloresan, eosin-metilen mavisi hizi boyama yontemleri ile incelenmesinden
veya hiicre serilerine inokiilasyondan yararlanilabilecegi bildirilmigtir (18, 50).

Toxoplasmosis’ in seronegatif organ nakli alicilarinda 6liimciil olabilecegi,
immun sistemi baskilanmig organ alicilaninin bilinen yollardan veya donér organdan
kaynaklanacak primer toxoplasmosis’i kontrol altina alamadiklarn, seronegatif
alicinin seropouzitif verici organindan toxoplasmosis’e yakalanma insidansimin kalp
ve karacifer nakilleri igin sirasi ile % 57, % 20 oldugu, bobrek ve kemik ilidi
transplantasyonlarinda primer enfeksiyonun bu dokulardaki digik kist
olusumundan dolay1 nadir géruildiigi, bu ahcilann primer enfeksiyonunun donériin
o sirada akut primer enfeksiyon gegirmesine veya alicinin enfekte gida, toprak, kedi
diskis: ile temas: sonucu olabilecegi vurgulanmigtir (13, 112).

Ahci-verici yaslannin da toxoplasmosis riski tizerinde etkisi oldugu, ¢linki
sahsin yag1 ne kadar ileri ise Toxoplasma ile kargilagmis olma olasiiginin o derece
yiiksek olacagi, sonug olarak alici yast ne kadar geng, verici yast ne kadar ileri ise
transplantasyona bagl toxoplasmosis riskinin o denli yiiksek olacag: kanaatine
varilmgtir (50).

Kalp, kalp-akciger ve karacifer transplantasyon operasyonlan oncesinde
hem albicimin hem de vericinin durumlarimn serolojik olarak IgG aragtinlmas: ile
belirlenmesi, seronegatif alici-seropozitif verici oldugu durumlarda aliciya
profilaktik 6zgin tedavi verilmesi onerilmis, alici ve vericinin her ikiside negatif ise
alicinin toxoplasmosis’e yakalanma insidansimin saglam populasyondan farkh
olmayacagi, ama yine de post-op dénemde serolojik takibinin olumlu bir yaklagim
oldugu, seropozitif alicilanin yagami tehtid edebilecek bir enfeksiyon rniski
tasimadiklan, sadece hafif bir sekonder reaktivasyonun goriilebilecegi, bunlann ilen
serolojik aragtirmalarinin gereksiz olacag vurgulanmigtir (50).



29

Bobrek veya kemik iligi transplantasyonu olacak hastalann rutin serolojik
tetkiki 6nerilmemis, yalmizca klinik bulgu veren bireylerin aragtnimasinin uygun
olacag, kalp, karaciger, bobrek transplantasyonu gegirdikten sonra toxoplasmosis
sikayetleri olan olgularda konvansiyonel yontemlerle 6zgiin IgG ve IgM varhg
saptanabilirken, kemik iligi nakli yapilan olgular yiiksek oranda immiin sistemleri
baskilanmig oldugundan Toxoplasma enfeksiyonuna kargi serolojik cevaplannin da
kaybolmus olabilecegi, bunun igin antijen aranmas: veya Ozgiin niikleik asitlerin
aragtinlmasinin  daha glvenilir bir yontem olacag vurgulanmis, inokiilasyon
denemelerinde hayvan modellerinin ¢ok zaman alacagi igin hiicre serilerinden
yararlaniimas tavsiye edilmistir (13, 32, 50, 112):

Parazit isolasyonunun siipheye yol agmayan bir tam yontemi olmasina
ragmen, ¢ok zaman almasi ( 4-6 hafta kadar ), konjenital olarak enfekte
bebeklerden alinan materyellerdeki suslann farelerde, istisnalar harig, avirulan
oldugunuh gosterilmesi bu islemin acil tamlardaki kullamlriim  azaltbig,
parazitlerin fareler igin virulan oldugu durumlarda ise 5-10 giin iginde fare periton -
sivisindan parazit izole edilebilecegi, ventrikiil sivisi, BOS, subretinal siv, humér
ak6z, amnion sivisi gibi diger viicut sivilanindan da parazit isolasyonunun da akut
evreyi gostereceg bildirilmigtir (99).

Biopsi ve otopsi sirasinda alinan doku drneklerinden ( iskelet kasi, akciger,
beyin, goz gibi ) izole edilen doku kistlerinin akut evrenin kesin tanisina yardimci
olamayacag, nadiren erigkin ve biiyiltk gocuklardan da alinan lenf diigiimlerinden
trofozoit isolasyonunun bagarnlabilecegt, izolasyon i¢in fare inokulasyonundan daha
az duyarh oldugu ileni siriilen doku kiltiirleriden de faydalanilabilecegi, fakat her
ikisinin es zamanli uygulamasimin daha dogru olacag: onerilmistir (99),

Inokulasyonun en kisa siirede yapilmasi, efer 6rmnek hemen inokiile
edilemiyecekse, +40C' de nemli ortamda saklanmas: 6nerilmig, bu sartlarda doku
kistlerinin 2 ay, trofozoitlerin bir ka¢ giin, kandaki parazitlerin ise 1 hafta kadar
canli korunabilecegi bildinimgtir (99).

Konjenital toxoplasmosis siipheli olgularda plasentanin fiksatif konmadan
+40C' de saklanip, tripsin ile sindirilmesi durumunda % 25 pouzitif sonug elde
edilecegi, kordon veya periferik kandan parazit isolasyonunun ozellikle yasamin ilk
haftalan ve ayinda, serolojik testlerin ¢ok giivenilir olmadif durumlarda, % 30
dolayinda baganh olabilecegi bildirilmistir (99).
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Lenfadenopatik formda, tikriikten parazit isolasyonunun % 60 pouzitif
sonu¢ vermesine ragmen, isolasyondaki zorluklar, enfeksiyon riski, zaman alici
olmas;, ¢ogu laboratuvann hayvan besleyebilecek kapasitede olmamasi
Toxoplasmosis’ in tanisinda serolojik yontemlerin gelisimine yol agnmigtir (99)

TOXOPLASMOSIS TANISINDA KULLANILAN SEROLOJIK TESTLER

Tim rutin in vitro tani yontemlerinde T.gondii' ye kargi olusmug 6zgiin
humoral immiinitenin aragtinimas: hedeflenmis, bu amagla pozitif serumdaki 6zgiin
antikorlarin  Toxoplasma antijeni ile reaksiyonu aragtirlmig, Toxoplasma
serolojisinin anlagilabilmesi i¢in imminolojik cevabin 3 dnemli asamasinmin bilinmest
gerekliligi vurgulanmigtir (99).

1- Enfekte konagin ilk immin cevabi &ncelikle parazit membran
antigenlerine, daha sonra da sitoplasma antijenlerine kar; 6zgiin antikor
olusturdugu,

2- Tlk 6zgiin antikor IgM tipi olup, bunu 6miirboyu kanda kalacak olan IgG
olusumunun izledigi,

3- T. gondifnin kompleks antijenik yapisindaki bazi antijenlerin, g¢ok
siradan olmas: nedeniyle, 6zgin olmayan ( dogal ) antikorlarca tanindi
gosterilmis, Monoklonal antikor ( McAb ) galiymalan ile simdilik T. gondii' ye ait
20 tip membran antijeni, 6 tip sitoplasma antijeni, 4 tip miks antijen ( hem
membran, hem de sitoplasma ), 2 tipte ekzo-antijen bulunmugtur (SEMA 5) (118)

Bireylerin, 6zgiin antijene yonelik antikor cevabi miktarinda ve taninan
epitop sayisinda belirgin farklihklann oldugu, sirli antijen profiline yonelik
testlerin bu nedenle daha az degerli olacags, rutin testler ile 6zgiin IgA, 1gG ve IgM
antikorlan aranirken, DT ile komplemam baglayan IgG ve IgM antikorlarnin
saptanabilecegi gosterilmistir (50, 94).

Serokonversiyon izleminde seri &meklerin teminindeki zorluklar, akut
toxoplasmosis’teki 6zgin olmayan klinik ve bulgularin varhg, hastalifin erken
doénemlerine ait western blot verilerinin yetersizligi, parazitin kiltiivasyonu ile akut-
kronik formlann aynlamamas;, IgM sonuglannin kiyaslanabilecedi referans bir
testin gergeklestirilememis olmas: toxoplasmosis serolojisindeki temel sorunlar
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olarak gosterilmig, akut enfeksiyon sirasindaki dolagan antijenleri tespit etmeye
yonelik geligtirilmis bir grup testin 6zellikle immiin sistemin bozuk sahislarda daha
kullanish olacag bildiriimigtir (50).

SABIN-FELDMAN DYE TEST ( DT )

1948 yilinda gelistirilmis olan bu test en 6zgiin ve duyarl kabul edildiginden
klasik referans testi olarak 6nerilmig, Dunya saglk teskilati ( WHQO ) da bu testi
IgG referans serumlarin; IU/ml olarak titre etmekte kullanmaya baslamistir (99).

Fare periton sivisindan elde edilen canli toxoplasma trofozoitleri hasta
serumu ile 1 saat 370C' da tutulduktan sonra sigmesi, ortama alkalen metilen mavisi
eklenmesi- ile boyanmalan, antikor igeren serumla karsilatiklaninda antikor-
kompleman lizisine bagh olarak boyanamayip, incelip, sekillerinin bozulmas
esasina dayanan bu testin, sadece koplemanl: sistemde ( Aktivator faktor= AF ).
olusmasi, AF olarak insan serumu veya plasmas: kullamlmasina ragmen kobay
serurhunun da kullanilabilecegi, bildiriimesi gerekli serum titrasyonunun ortamdaki
Toxoplasma'lann yansimin 6lmedigi (boyandidi), yansimn 6ldugt (boyanmadig)
titrasyon oldugu, Dye test sonuglaninin internasyonel standart referans serumu ile
kiyaslanabilecek -sekilde mililitrede Internasyonel iinite cinsinden verilmesi, DYE
TEST’ in diguk titrelerindeki yalanci pozitifligin Hammondia hammondii
enfeksiyonlan veya kan transfiizyonlarindan sonra, yalanci negatifliklerin ise siir
orneklerinde goriilebilecegi bildirilmigtir (50, 99, 101).

Kullamlan Ag'nin tiirii: Bittin, virulan Toxoplasma trofozoitler

Tetkik edilen Ab tiirii: Trofozoitlerin proliferasyon fazinda olusan I1gG’
leri arar ve parazitin membran Ag' i ile reaksiyona girdigi,

Antikor kinetigi : Hastahg: takiben 8-20. giinlerde yiikselen Ab titresini
saptayabildigi, 1-2 ay iginde tepe noktasina ulastiktan sonra azalmaya basladift
fakat omiirboyu sirdiigi,

Ozgiinliik : 2-5 IU/ml oldugu bildirilmigtir ( SEKIL 8) (101).

INDIREKT HEMAGGLUTINASYON TESTI ( IHA )

Hemaggliitinasyon ve latex aggliitinasyon testlerinin 6ncelikle sitoplasmik
antijenlere yonelik oldugu, akut enfeksiyonlarin baglangicinda ilk birka¢ hafta
antikor tespit edemeyecegi, her iki yonteminde DT'in yiiksek titrelerde reaksiyon
tespit ettii konjenital enfeksiyonlarda negatif sonuglar verdigi, Latex testinin
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IFA'daki polar boyanmaya bagh goriilen yalanci pozitifiifi onleyebilecegi, fakat DT
ile kargilagtinidiginda %1-2 dolayinda ( 6zgiin olmayan IgM' e bagh ) yalanc
pozitivite gosterebilecegi, DT referans alinarak sonuglar kiyaslandifinda LATEX'in
duyarliliginin % 99, 6zgunligiinin % 81 oldugu hesaplanmustir (50, 67, 99).

THA testi Toxoplasma antijeni ile duyarlilagtriimig Tannik asitli hayvan
eritrositlerinin, 0zgiin antikorlar iceren serumla kargilastiginda aggliitine olmasi
prensibine dayandigi, Dye test’ in saptadig: antikorlardan birkag giin sonra yiikselen
anttkorlan1 Dye test titrelerinde veya daha yiiksek degerlerde, Dye test’ e gore daha
uzun sireli yiiksek olarak saptadidi, konjenital toxoplasmosis olgularinda Dye test’
te ¢ok yiksek titreler tespit edilmesine ragmen, IHA ile negatif sonuglarin
alinabilecegi, bundan dolay: tavsiye edilmedigi, bu geliskinin nedeni olarak da iki
testin farkh antikorlan tetkik etmesi gosterilmig, akut akkiz toxoplasmosisin
tamsindaki degeri tespit edilememis, degisik laboratuvarlarin farkli sonuglar vermesi
nedeniyle bu testin tek basina kullamimadi@: bildirilmigtir (50, 99).

Kullanilan Ag'nin tiirii : T.gondii trofozoitlerinin fiziko-kimyasal
muamelesi sonucu ortaya c¢ikan sitoplasmik Ag' len taradifi, bazi yontemlerin
membran Ag' leri de igerebildigi,

Tetkik edilen Ab tiirii : IHA IgG' ve karsi duyarh oldugu, fakat 6rnek
serumun, IgM' i tahrip eden 2-mercaptoetanol ile muamele edilmesinden sonra
dolayh olarak IgM' leri de géstermek miimkiin olacags,

Antikor kinetigi : Kullanilan Antijenin tipine bagh oldugu, sitoplasmik Ag'
lerin enfeksiyonun hemen sonrasinda olugan Ab'lan tamdiklan igin gegmisteki
hastaliklan arastirmakta duyarh oldugu, Membran Ag' lerinin erkentamida etkin
olmasina ragmen 6zgiin olmayan dogal Ab' lara da duyarh oldugu,

Ozgiinliik: 1/ 40 ve iizeri dilusyonun anlamh kabul edildigi bildirilmigtir
(SEKIL 9) (64,106,115).

PRESIPITIN TESTI
Agar jelde serum veya humor akoz érneklerinin Ouchterlony ¢ift difizyon

teknigi ile uygulandifinda okiler toxoplasmosis ve immun sistemi baskilanmisg
kisilerdek: aktif toxoplasmosis tamisinda degerli oldugu gosterilmistir (99).
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KOMPLEMAN FiKSASYON TESTI ( CF)

CF hem membran hem de sitoplazmik antijenlere yonelik oldugu i¢in DT e
gore titreleri daha geg yiikselen antikorlan tespit ettidi icin Dye test ve IFA da
saptanan antikorlar yiiksek ve stabil iken CF'ile yiikselen titrelerin gosterilebilecegi,
dolayisiyla akkiz toxoplasmosis' in tamisinda kullamilabilecegi, negatif CF testinin
pozitive donmesinin veya yiikselmesinin, stabil bir DT ile beraber ise akut
enfeksiyonu gosterecegi, CF testinin bir kag yil bazen 10 yil iginde negatife
dénebilecegi, pozitif CF titresi devamlih@imin enfeksiyonun yeni veya aktif
oldugunu disiindiirmesi vurgulanmigtir (122).

Prensip: Kompleman fiksasyon testi koyun eritrositleri ile anti-koyun
hemolizinin rol aldiy hemolitik sistemin iginde gelisen konvensiyonel
antijen/antikor reaksiyonu oldugu, .

- Hemoliz gérillmediginde Antijen/:jantikor‘ kompleksinin komplemam
baglayip hemolitik sistemin: kulianacggl kompleman blrakﬁxadlgx igin poaitif olarak
degerlendirilmesi, ‘ .

- Hemoliz goriildiigiinde Antijen/antikor reaksiyonunun gergeklesmemesi
nedeniyle komplemanin baglanamadigi ve hemolitik sistem tarafindan kullanildigs
i¢in sonucun negatif olarak yorumianmasi,

Kullanilan Ag'nin tiirii : Toxopolasma trofozoitlerinin fiziko-kimyasal
muamelesi sonucunda elde edilen Agnin cogunlukla sitoplasmik tipte oldugu
Antijenik bilesimin sabit olmamasinin test tekralandifinda uyumsuz sonuglara
neden oldugu,

Tetkik edilen Ab tiirii : IgG ( 1gG4 alt simifi harig ) ve IgM AD’ lar oldugu

Antikor Kinetigi : Komplemam baglayan antikorlar DT ile tespit edilen
antikorlardan daha sonra belirdifinden serokonversiyon g¢aligmalarinda
kullanilabilecegi,

Ozgiinliik: Kullanilan Ag' nin tipine bagh olarak 1/8-32 dilusyon olacag
bildirilmistir ( SEKIL. 10 ) (87).

FULTON AGGLUTINASYON TESTI
Formalin i¢inde saklanan tiim parazit kullamldigi bu testin IgM antikorlan

icin olduk¢a duyarh oldugu, " Dogal " olusan Toxoplasma IgM aggliitininlen
nedeniyle 6zgiin olmayan aggliitinasyonlar génilebileceg; bildiriimigtir ( 99).
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KONVENSIYONEL INDIREKT FLORESAN ANTIKOR TESTI ( IFA )

Bu test toxoplasmosis tamsinda ilk defa 1963 yilinda kullanildigi, canh
parazit ve aksesuar faktor kullamimini- gerektirmedigi igin her labaratuvarda
uygulanabilecegi, fakat IFA’ nin degerlendirmesinin subjektif olmasi, dogal olusan
IgM antikorlan ve Antiniikleer antikorlarin varliginda trofozoit kutpunun boyanip
yalanci pozitiflide neden olmasinin elestirildigi, bu amagla degerlendiriciye bagh
farkhiliklan ortadan kaldirmak izere kalibre edilmig fotometrik sistem gelistirildigi,
bazi yalanci pozitif olgularda Toxoplasma’nin Fc reseptoriine olan ilgisi sorumlu
tutuldugundan, 6zgiin olmayan baglanmalan 6nlemek i¢in kutup ucunda toplanma
egilimindeki Fc reseptorlerinin etkisini trofozoitlerin daha onceden Fc ile muamele
edilerek ortadan kaldinimas: 6nerilmistir ( 3, 10, 69).

Prensip : Antijen olarak iizerindeki gukurlara 6lit T. gondii trofozoitlerinin
damlatilmasi ile hazirlanmis lamlar, siipheli serumlarn sen1 dilusyonlan ile inkiibe
edildiginde 6zgin antikorlanin parazite baglanip, bu kompleks lizerine eklenen
Fluorescein isothiosyanate (FITC) ile igaretlenmig anti-insan globulinlerle goériiniir
hale getirilmesi, sonuglann floresan mikroskopu altinda degerlendiriimesi esasina
dayali testin, yorumlamasim: kolaylagtirmak igin Evans mavisi ile ters boyama
yapilmasi, standardizasyon igin de Fluoskop denilen cihazdan yararlamimas:
onerilmig, IFA testinin sonuglanmin DT ile 6zginlilk agisindan esdeger oldugu,
fakat antiniikleer antikor igeren bazi serumlarda vyalanci pozitif reaksiyonlarin
gorilebilecegi, bundan dolayr sistemik lupus eritamatosiiz gibi bag dokusu
rahatsizliklari olanlarda IFA test sonuglarinin DT veya IHA ile beraber
degerlendirilmesinin dogru olacag: vurgulanmistir (99).

Kullanlan Ag'nin tiirii : Bitin Toxoplasma trofozoitleri, fakat
¢ogunlukla membran antijenlerinin kullaniidig, baz: fiksasyon teknikleri ile hiicre
membran: igindeki antijenlerin de gosterilebilecegi,

Tetkik edilen Ab tiirii : Kullanilan anti-insan globuline bagh olarak 1gG
veya IgM sinifindan olacag;,

Antikor kinetigi : IgG sonuglarninin DT ile buytik bir uyum gosterdigi, her
iki teknikle de membran antikorlannin erken saptanbilecegi, sonuglarin DT' de
oldugu gibi IU/ml cinsinden bildiriimesinin uygun olacagi,

IgG :10 IU/ml uzerindeki degerlenn anlamh oldugu. o6zgun IgM
saptanmasinin akut enfeksiyonu gosterdigi, fakat diisik diizeylerde 3 aymn tzerinde
devamhilik gosterebilecegt,
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IgM ozgiinliigii : Engskinlerde 1/40-50 dilusyonun iizerindeki sonuglarnn
anlamh oldugu bildirilmistir (SEKIL 11) (37, 38, 71,98).

Yeni doganda IFA testi ile IgM antikorlarnimin varhginin saptandiginda,
konjenital toxoplasmosis tamsi konulmadan asafidaki iki konunun go6zden
geciriimesi 6nerilmistir;

1- Test edilen ornek kordon kanmi veya serum ise, dogum sirasinda
plasentadan maternal bir karigmaya, erken yenidogan doneminde alinan drneklerde
anne kani kangmigmasina bagh yalanci pozitif sonuglann olusabilecegi, ayirici
tanmida anne kami paralel caligidiginda anne kani negatif, bebek kani poztif
bulunacak olursa bebegin konjenital toxoplasmosis’ li olduguna, her ikisininde
pozitif olmasi durumunda bebekten bir hafta sonra yeni bir 6rnek alinip
incelendiginde, yar -omri yaklagk 5 gin olan IgM duzeymm kazamlmls“‘.
antikorolmas: duruminda. belirgin olarak azalacag;, -

2- Serumdaki romatoid faktor varhiginda, parazit antigeni hastanin IgG
toxoplasma antikoru ile birlesip, hastamin romatoid faktori ile de reakéiyona
girmesine ve IgM antikorunun, hastanin IgG antikoruna yonlenmesine, ortama
florescein ile igaretli anti-IgM konuldugunda da, organizmaya baglanmis bulunan
Romatoid faktorin IgM' ine baglanip yalanc: pozitif sonuglara neden oldugu,
romatoid faktor igeren serumun, 1s1 ile aggrage edilmig IgG ile muamele edilmesi ile
yalanci-pozitif IgM-IFA dilusyonunun negatif olacag: yaymlanmustir (99).

DIREKT AGGLUTINASYON TESTI ( DA )

Prensip : Formalin ile muamele edilmis saglam Toxoplasma trofozoitleri
seri serum dilusyonlan ile kargilagtginda T.gondii' ye karsi antikorlar uniform bir
tabaka olugturacak sekilde Toxoplasma antijenierini aggliitine ettig,

Kullanilan Ag'nin tiirii : Saglam trofozoitlerin membran antijenleri,

Tetkik edilen Ag tiirii . Membran antijenleri ile reaksiyona giren
aggliitine edici 1gG ve IgM antikorlannin aragtinldig,

Antikor Kkinetigi : IgM' e karst asin duyarh oldugu igin konjenital ve akut
akkiz toxoplasmosis tanisinda olduk¢a kullamish oldugu, serum o6meginin
2-mercaptoethanol ile muamele edilmesi durumunda IgG saptanmasinda da
kullanilabilecegi,

IgG ozgiinliigii: 1/8 ve iizen dilusyonlann anlamh oldugu (36, 91),
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( Duyarhiastinlmis antijen )

Tarama amaci ile yeni gelistirildigi, prensibinin formalinle duyarhlastiriimis
Ag kullanan yontemle aym oldugu ve tim orneklerin 2-mercaptoethanol ile
muamele edildigi bildirilmis,

Kullanilan Ag'nin tiirii . Enzimatik muameleden gegirilmig, butin, 6li
Toxoplasma trofozoitleri oldugu,

Tetkik edilen Ab tiirii : Membran antijenlerine karsi olusmus 6zgiin IgG
antikorlarina yonelik oldugu, IgM antikorlannin, ister dogal (6zgiin olmayan)
1sterse 6zgiin olsun reaksiyona karigmadig:,

Antikor kinetigi : Titrelerin DT ile uyumlu oldugu, uygulamas: gok kolay
oldugu i¢in tiim laboratuvarlarda giivenle kullanilabilecegi,

Ozgiinliik : 4 TU/m] uzerindeki degerlerin anlamh oldugu bxldmlmxstlr (25)
(SEKIL 12).

ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY ( ELISA )

Prensip: Kau ortama baglanmis Toxoplasma antijenlerinin, serum 6rnegi
ile inkiibe edildifinde Ornekteki 6zgiin antikorun antijene baglanmasi, bu
kompleksin ortama konulmus insan IgG ve IgM' ine yonelik enzimle isaretlenmis
antikorlarca tanmp, ortama ilave edilen uygun substratin hidrolizi sonucu renk
degisikligi olusturarak bu kompleksi goriinir hale getirmesi esasina dayandig;,

Kullanilan Ag'nin tiirii : Immunoenzimatik testlerde
hemaggliitinasyondakine benzer  erigik antjenlerin kullanildigi, bilesiminde
sitoplazmik antijenlerin gogunlukta olmasmna ragmen degisik oranlarda membran
antl_]enlennm de bulunacag bildirilmis,

Tetkik edilen Ab tiirii : Kullamilan enzim kojugeye bagh olarak 1gG veya
IgM simifi antikorlan arayabilecegi,

Antikor kinetigi : Bu yontemle saptanan IgG' lenin DT ile saptananlardan
daha ge¢ olugtuBu, testin duyarhih@ IgM' in erken tespitini olanakh kildig), saf
membran antijenlerinin kullaniimas: ile IgG' nin de erken tanisimn mimkiin
olabilecegi vurgulanmstir (SEKIL 13) (107, 121).

=Sekil 1, 2, 3, 4,5, 8,9, 10, 11, 12, 13 bioMerieux taniim brogirinden alinmistir.
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IgM IMMUNOSORBENT AGGLUTINATION ASSAY ( IgM-ISAGA )

Prensip : Kati faza kaplanmis anti-insan IgM monoklonal antikorlannin
serumdak: insan IgM antikorlari immiinolojik olarak yakalamas: sonrasinda,
toxoplasma trofozoitlerinin ortama ilavesi ile ozgiin toxoplasma IgM’ lerinin
aggliitinasyonu esasina dayandigi, her serum Orneginin artan konsantrasyonlardaki
antigen ile test edilip, negatif sonuglarda toxoplasmalarin presipite oldugu, sonug
pozitif sonuglarda ise toxoplasmalann bulut seklinde aggliitine oldugu, 6zgiin IgM
diginda baglanmayan fazla antijenin esit miktarda ¢oktigii, immiin yakalama
teknikleri ile olasi Romatoid Faktore, antiniikleer antikorlara ve IgM bakilirken
gorilen 1gG/ IgM arast yarigmaya bagh kangikliklara firsat verilmemis olacagi,

Degerlendirme: Hasta 6¢rneginin bulundugu cukurlardaki olusan digme
seklindeki sedimentasyonun biyikliigine gore her gukur igin 0-4 arasi bir
puanlama. sonrasy,ii¢ gukurun toplamimin degerlendirilip, 0-5 arasi degerlerin
negatif, 6-8 arasi degerlerin simir, 9-12 arasi degerlerin pozitif kabul edilmesi
onerilmig, ISAGA ile tespit edilen IgM diizeyinin ya rezidiel veya yeni enfeksiyona
bagh oldugu, aktif enfeksiyonun desteklenmesi igin 3 hafta ara ile alinmig serum
Orneklerinde de 6zgin IgG diizeylerinde anlamh artis gozlemlenmesinin gerekli
oldugu vurgulanmgtir (24,28,47,50,96,110).

Bu serolojik testlerin yam sira ELIFA( enzyme-linked immunofiltration
assay= enzimle isaretlenmis immiinfiltrasyon yontemi ) yardimi ile maternal ve
neonatal antikorlarin aynminin yapilabildigi bildirilmekte,. sadece parazitemik fazda
var oldugu bilinen Dolasan Antikorlann (" ekzo-antigenler ve PEF {Penetrasyon
kolaylagtinic: faktor}) tespitinin .de yonlendirici oldugu kabul edilmig, PCR (
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ) ise son yillarda toxoplasmosis tanisinda oneml bir
yerinin oldugu bildiriimistir (11,13,50, 99).

Toxoplasmosis tanisinda hiicresel immiiniteye yonelik Toxoplasmin deri
testi toxoplasmosis’e kargi olusan gegikmis agin duyarhilik reaksiyonunu gosterdigi,
6n kol i¢ yiziine 0,1 ml toxoplasmin intradermal olarak verildikten 48-72 saat
sonra 5 mm’ den buyik endurasyon olugmasinin pozitif kabul edildig,
Toxoplasmosis’ e bagh gecikmig asin duyarhih@in, akkiz enfeksiyonlarda ilk
enfeksiyonu takiben aylar hatta yillar sonra geligebildigi igin sadece kronik latent
toxoplasmosis tanmisinda kullanilabileceg, fakat konjenital enfeksiyon tanisinda
yerinin olmadi: isaret edilmigtir (99).



GEREC VE YONTEM

Calismamizda Ingiltere’ deki 3 Toxoplasma referans merkezinden biri olan
St.George’ s Hastanesi biinyesindeki laboratuvara 17 Kasim 1993 - 14 Subat 1994
tarihleri arasinda gelen 254’ i erkek, 342’ si ise kadin toplam 596 hasta 6rneginde
seroloji ve PCR ¢alismalan yapilmigtir. 68 hasta 0-20 yas, 413 hasta 21-40 yas, 115
hasta ise 40 yas Uzeri gruptaydi.

Tiim hasta ornekleri 5 yil -70°C’ de saklandigindan hastalarin varsa bir
onceki serumlan paralel olarak g¢ahgilms, tim ornekler geldigi giin laboratuvar
kayit sirasina gore numaralandinimis, iiveit veya korioretinitli hastalara, AIDS’
lilere, anne/ bebek ¢iftlerine ait 6rnekler, fetal kan, BOS, amnion mayu 6rnekleri
cahgilacak ilk dilusyonlanmin 1/1 olacafimi gostermek amaciyla kirmizi ile diger
O6mnekler ise c¢alistlacak ilk dilusyonlarmin 1/2 sulandirmadan baglayacagini
gostermek igin siyah ile numaralandinimustir. Inokiilasyon icin gelen ornekler
inaktive edilmemis, HIV-poazitif olgulara ait 6rneklere inokiilasyon uygulanmamus,
difer 6mekler en kisa zamanda inokiile edilmig ve bir kismi daha sonradan
Polimeraz Zincir Reaksiyonunda ( PCR ) kullanmak igin -70°C’ de saklanmgtir.

Gelen her hasta 6regi ile 6nce Dye test ( DT ) ve Latex ( LAT ) ¢aligiimug,
iki test arasi uyumsuzluklarda, DT < 16, LAT > 64 bulundugunda ( nsk
gruplaninda DT < 4, LAT > 16 ) Direkt Aggliitinasyon ( DA ) testi dogrulama
amacityla kullanilmug, DT > 31 IU 6meklere, siipheli klinigi ve DT > 31 IU olan
orneklere, DT > 31 TUolan HIV-pozitif hasta 6rneklerinde ve her hangi bir DT
degeri  saptanmig transplanfaéyon abcilannin ~ orneklerinde  tek  gukur
Immunosorbent Agglutination Assay ( ISAGA ) ile IgM, her hangi bir DT degen
saptanmig tim korioretinitli hastalarin, konjenital enfeksiyon riski olan Anne/bebek
giftlerinin, her hangi bir IgG degeri tespit edilmis hamilelerin, DT > 1000 IU tim
omeklerin, gebelik 6ncesi tarama orneklerinin hepsinde 3 gukur ISAGA ve
Enzyme Linked Immunoassay ( ELISA ) ile IgM aragtirmasi gergeklestiriimigtir.

Aynca DT poazitif olan 1 yas ve altindaki tim bebeklerde ISAGA ile IgM ve
IgA arastinimig, ISAGA ve ELISA yontemleri ile IgM pozitif bulunan olgularla,
konjenital enfeksiyon dusinilen bebek Omeklenne, reaktivasyon niski tasiyan
transplantasyon ve AIDS’li hastalann Orneklerine, hastah@in baslangi¢ tarihi ile
ilgili degerlendirme yapmakta yardimci olan ELISA IgG yontemi ile AVIDITE
bakilmstir.
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INOKULASYON

Inokulasyon amaciyla gonderilen doku pargalari kendi hacmine esit
miktarda antibiotikli serum fizyolojik iginde steril Gniffit tiibiine konulup
ogutildikten sonra, BOS omekleri ise en kisa zamanda direkt olarak inokile
edilmisler, HIV+ hasta ornekleri ise inokiile edilmemistir. Her bir érnek 4 adet
MF1 cinsi beyaz fareye intraperitoneal olarak verilmigtir. 21 giin sonra 2 fare
servikal dislokasyon veya yogun CO2 gazi ile oldirilip kalp kami ve beyinleri
¢ikarilmig, kan 6rneklerinde DT gahgilmistir sonug negatif oldugu taktirde kayitlara
islenip 42. giinde diger iki fare de usuliine uygun olarak oldurilip ayni islemler
uygulanmig, DT yine negatif sonuglandifinda olgu negatif kabul edilmistir. Tersi
durumlarda yani gerek 21. gerekse de 42. giinlerde yapilan islemler sonucunda DT
pozitivite gostermigse, beyinler emiilsifiye edilip kist agisindan incelenmis, kistler
sayilip susun devamui igin 10-20 kist/ml olacak sekilde sulandiriip kanigimdan fare
bagina 0,5ml intraperitoneal olarak enjekte edilmistir.

ARASTIRMALARIMIZDA KULLANILAN TESTLER
1) SABIN-FELDMAN DYE TEST

Calistlacak ornekler kirmizi ve siyah numaralandinldiktan 56°C’ da yanm
saat sure ile inaktive edilmis, hastalarm varsa bir 6nceki serum 6rnegi paralel
calisma amaciyla siraya konulmus, -70°C saklanan 8 farkh kisiye ait AKSESUAR
FAKTOR ( AF ), oda sicakiginda erimeye birakilmigtir. AF olarak plasma yerine
insan serumu kullanildifinda her 25ml i¢in 1,5ml disodyum sitrat ilave edilerek
dogal olugan anti-toxoplasma IgM antikorlanmn nétralizasyonu saglanmgtir.

3 gin 6nceden MF1 cinsi farelere inokiile edilmis olan RH susuna ait
Toxoplasma trofozoitleri 10-20ml antibiotikli serum fizyolojik ile fare peritonlan
yikanmak suretiyle toplanmig, Thoma lammin her bir kiigiik karesinde 90-100
trofozoit olacak sekilde steril serum fizyolojik ile sulandirithp ( 1ml. suspansiyonda
7,2 X 10° Toxoplasma trofozoiti olacak sekilde )antijen suspansiyonu hazirlanmis,
kullanilabilecek olan AF’ len belirlemek amaciyla bir P plag hazirlanmigtir. Pozitif
kontrol olarak 1/128 - 1/512 dilusyon arasinda oldugu bilinen serum kangiminin
negatif serumlarla dilue edilmesi sonucu 1/256 ( 125 TU ) olarak ayarlanmis
DAHILI kontrol kullanilmistir.
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Falcon diiz tabanli mikrotitrasyon plakiagimin 1. kolonundaki tiim 8 gukura
da 25 Serum fizyolojik (SF) konduktan sonra iizerlerine 25ul Dahili pozitif
kontrol ilave edilmis ve HAMILTON sulandirma cihaz ile tiim siralar 10. kolona
kadar ( 10. kolon dahil ) her gukurda 1/2 oraninda sulandirilmigtir. 11. kolonun
cukurlanna sadece 75ul SF konularak antijen ( Ag ) kontrolu olarak kullamimgtir.
12. kolona o siraya ait AF’ den 50ul ve 25ul Ag suspansiyonu konularak AF’ lerin
antikor ( Ab ) igerip igermedikleri kontrol edilmigtir. Bu iglemi takiben 10. kolona
kadar ( 10. kolon dahil ) her gukura ait siramn AF’ den 50ul ve 25ul Ag
suspansiyonu konulmustur.

P plaginin Gzeri selefon bant ile kaplandiktan sonra otomatik karstiricida
kangtinimig ve 379C 1 saat inkibe edilmigtir. DT” de kullanilacak olan boya
solusyonu her gukura 30ul olacak sekilde hesaplandiktan sonra 1 biriminde 9,7ml.
Sodyum karbonat, 0,3ml. sodyum tetraborat ve 0,15ml. metilen mawvisi olacak
sekilde yeterli birimde boya solusyonu hazirlanmigtir.

Birinci saatin sonunda inkiibatorden gikanlan P plaginin her cukuruna 30ul
boya solusyonu pipetlenip tekrar kanstinimig ve 37°C 5 dakika inkiibe edildikten
sonra P plag: oda sicakhifinda 10 dakika birakilarak trofozoitlerin plagin tabanina
bir yiizey olugturacak gekilde ¢okmesi beklenmigtir.

P plagimin degerlendiriimesine inverted mikroskop ile 12. kolondan
baslanilmi, eger boyanmis toxopasma trofozoitinin goriilmemigse o siradaki AF’
nin anti-toxoplasma antikoru igerdigine karar verilmis ve o AF degerlendirme disi
birakilmig, Toxoplasma trofozoitlerinden %50 veya daha azinin boyanmis oldugu
ilk gukurdaki dilusyon poztif, eger boyanan Toxoplasma trofozoitleri %50’den
fazla ise sonug negatif olarak kabul edilmigtir.

Sonuglar incelenip her g¢ukura S50ul AF gereksimimi g6z Oniinde
bulundurularak hasta ihtiyaci kadar 1/128-1/256 dilusyonlarda pozitivite gostermig
AF’ lerden bir kangim hazirlanmig, her plak i¢in 7,2ml olacak gekilde her iki birim
AF i¢in 1 birim Ag solusyonu ilavesi ile her bir hasta gukuruna 75ul konulacak olan
AF/ Ag kangimi hazirlanmigtir.

Calisma plaklanindan 1. plagin 1. sirasinda ulusal pozitif kontrol ( akut
Toxoplasmik Lenfadenopatili hasta serumlannin kangiminin liyofilizasyonu ile
hazirlanmastir.), 2. sirasinda da negatif kontrol ¢ahigildiktan sonra listeye gore serum
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di/lusyonlan 12. kolon dahil olmak lizere yapimis, her gukurda 1/2 oraninda
yapilan sulandirmalar sonunda kirmizi o6rneklerde 12. kolonun g¢ukurlarinda
1/2048, siyah 6rneklerde de 1/4096 dilusyona ulagilmistir.

Her gukura 75ul AF/ Ag kangimi pipetlenmestyle gukurlar 4 kat daha diliie
edilmig, boylece kirmizi numunelerin 12. kolondaki gukurlan 1/8000, siyah
numarali 6reklerde de 1/16000 dilusyon elde edilmigtir. P plag: i¢in yapilan
islemlerin hepsi ¢aligma plaklan iginde tekrarlandiktan sonra hastalar
degerlendirilmis ve kullanilan ulusal standartin bilinen IU’ sine gore dilusyon
degerleri IU olarak kalibre edilmigtir. Kullanilan Ulusal Pozitif kontrol 1/ 2000
iinite oldugu durumlarda DT sonuglan agagidaki gibi kalibre edilmigtir.

1/16000 dilusyon = 8000 iinite 1/128 dilusyon = 62 linite
1/ 8000 «“ = 4000 iinite 1/ 64 “ =31 Unite
1/ 4000 “ = 2000 {inite 1/32 “ = 16 Gnite
1/ 2000 “ = 1000 iinite 1/ 16 «“ = 7 Unite
1/ 1000 K = 500 iinite 1/8 “ = 4unite
1/ 512 “ = 250 inite 1/4 % = 2 linite
1/ 256 “ =125 nite <1/4 « = 0 inite

Ulusal standartin 1/4000 inite oldufu durumlarda Gnite degerleri 1/2 oranminda
azaltilarak kalibre edilmigtir.

2 ) EIKEN LATEX AGGLITUNASYON TESTI

Siyah 6rmekler igin, dibi U seklinde olan Falcon mikrotitrasyon plaklarinin
ilk sirasindaki ¢ukurlanina 25ul Eiken iampon solusyonu konulmustur. 1. plagn 1.
sirasinda ilk gukura 25pul ulusal pozitif kontrol, 2. sirasmin ilk gukurunu da 25ul
negatif kontrol konulduktan sonra sirastyla plaklann 1.kolonundaki ilk ¢ukurlarina
25ul hasta 6rnekleri pipetlenmis ve Hamilton sulandirma cihaz kullamilarak hasta
6meklen ait olduklan yatay sira boyunca iki kat diliie edilerek son ( 12. ) cukurda
siyah 6mekler igin 1/4000, kirmizi 6rnekler i¢in 1/2000 sulandinmiara ulagimistir.

DT ile negatif olarak degerlendirilen serumlann Latex plaklarninda siralarinin
1/16 ve 1/64 dilusyonlara denk gelen 4. ve 6. gukurlanina, DT’ de pozitif olan siyah
numaralanmis hasta orneklerinin 1/16 dilusyonundan ( 4.¢ukurdan ) itibaren
1/4000 dilusyonuna ait 12. gukurlanna kadar tim gukurlanna, DT’ de pozitif olan
kirmizi numarah hasta ¢rneklenmin 1/1 dilusyonundan ( 1.gukurdan ) itibaren
1/2000 dilusyonuna ait 12.gukurlanna kadar tim ¢ukurlanna, DT de negatif olan
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kirmizi numarah hasta érneklerinin 1/1 dilusyonundan ( 1.¢ukurdan ) itibaren 1/ 32
dilusyonuna ait 6.gukurlarina kadar tiim gukurlanna, 25@1 Latex siispansiyonu
eklenmig, boylece lizumsuz Latex siispansiyonu sarfi engellenmistir. Plaklar selefon
bant ile kaplanip iyice kanstinlmis ve sarsintisiz bir yiizeyde, oda sicakhiginda bir
gece okunana kadar birakilmistir.

Siyah hasta 6rneklerinde dilusyon asagidaki tablodaki gibi dizenlenmistir.

Cukur No: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dilusyon 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1000 2000 4000
Kirmiz1 hasta érnekleri i¢in her gukurdaki dilusyonun yans: gegerlidir.

3 ) DIREKT AGGLUTINASYON TESTi ( DA )

Sulandinlmig serum orneklerinde Toxoplasma’ ya 6zgiin IgG antikorlan
varbginda formalin ile muamele edilmis Toxoplasma’ larin agglitinasyonu
prensibine dayanan testte 6zgiin olmayan agglitinasyonu engellemek i¢in dilusyon
solusyonu igine 2-Mercaptoetanol ilave edilmigtir. DT ile LAT arasinda
uyumsuzluklarda ve DT < 16, LAT > 64 oldugu zamanlarda ( risk gruplarinda DT
< 4, LAT > 16 ) konjenital enfeksiyon riski bulunan anne/bebek ¢iftlerine ait
. drneklerde Direkt Aggliitinasyon ( DA ) testi dogrulama testi olarak kullanilmistir.
DA akut toxoplasmosis' te¢ DT' ten daha digitk titrelerde pozitivite verdigi igin
duyarhilifimin daha az oldugu, bu testteki yalanci poazitif reaksiyonlarin 6zgiin
olmayan IgM baglanmasindan kaynaklandifi, test gergeklestiriimeden once IgM'
lerin serumdan uzaklagtnimas: ve trofozoitlerin 6nceden Tripsin ile muamele
edilerek sitoplasmik antijenlérinin de ortaya cikanlmasinin testin duyarhihim
artirdifl, DT referans alinarak sonuclar kiyaslandifinda DA'un duyarhh@ % 96,
ozgiinligi % 98 olarak hesaplanmig, Remington ve Desmont DA sonuglarinin tam
olarak DT ile uyum iginde oldugu bildirilmistir (21, 26, 67)

Pozitif kontrol olarak dahili ve ulusal standart serumlar, negatif kontrol
olarak 25ul PBS kullanilmigtir. Kontroller ve hasta orekleri once tipte 1/20
olacak sekilde sulandinimig, sonrada U tabanli mikrotitrasyon plaginin |[.
kolonunun gukurlarnina sirasiyla 50ul 1/20 sulandinmdan konulmug, Hamilton
dilusyon cihaz ile ¢ift kat dilusyonlar yapilarak her hasta igin 1/81920 sulandinma
ulasgilmigtir. Kitin Ag’ i iyice kangtinldiktan sonra, hasta sayisina yetecek miktarda
1/5 oraninda BABS tampon solusyonu ile sulandinlmigtir.



BABS RENK TAMPON SOLUSYONU

SODYUM KLORUR 7,012 gr. SODYUM AZID lgr.
BORIK ASIT 3,092 gr. BOYA 50mg.
NORMAL NaOH 24 ml. DISTILE SU 1000ml.
SIGIR ALBUMINI 4gr. pH 8.95

Hazirlanan Ag sulandinmi 2-8°C° da saklandif taktirde 3-4 hafta
stabilitesini korumaktadir. Her gukura 50ul Ag 6zel kabinde litrede 0,2 moi olacak
{ 0,35ml. 2-ME + 25ml. PBS ( koyu renkli sisede +4°C’ da 4 hafta stabilitesini
korumaktadir ) } sekilde sulandinimis olan 2-ME her gukura 25ul. konulmus,
boylece c¢ukurlardaki dilusyonlar da iki kat arttinlmustir. Plak kabinden
cikanlmadan Once lizeri selefon bant ile tamamen kaplandiktan sonra kanstiriimig,
sarsintisiz bir yizeyde, oda sicakhifinda reaksiyonun tamamlanmas: igin bir gece
birakilmigtir. Ertesi sabah sonuglar agagidaki kriterlere gore degerlendirilmiglerdir.

Antijen kontrol :Toxoplasma digme veya halka seklinde sediment
olusturmustur

Pozitif reaksiyon :Toxoplasma gukurun yansim kapliyan bulut seklinde bir
aggliitinasyon géstermig, bulutsu yap: kenarlardan gekildigi igin diizensiz bir halka
gOrinimi olusturmustur.

Negatif reaksiyon :Toxoplasma diigme veya halka geklinde sediment
olusturmustur

Siipheli reaksiyon:Toxoplasma ¢ukurun yansindan azimi kapliyan bulut
seklinde bir aggliitinasyon gostermigtir

Serumdaki Ab titresi pozitif reaksiyon gorilen en yitksek gukura denk
gelmektedir. Eger sonuglar IU cinsinden verilmek istenirse dilusyonu gosteren
payin 1/10’ u olarak bildirilmistir. (Ornek; 1/ 640 dilusyon = 64I0)

4 ) ENZYME LINKED IMMUN ASSAY ( ELISA IgM )
ELISA testinde g6zlemlenen Antiniikleerantikor (ANA), Romatoid faktor
(RF) varh@inda yalanci pozitif IgM sonuglan Double-Sandwhich ELISA yéntemi

uygulanarak azaltilmistir (84).

Toxoplasma’ya karsi olugmus 6zgin IgM antikorlannin aranmas: esasina
dayanan yontemde diz dipli Falcon mikrotitrasyon plaginin her gukurununa 12ml.
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kaplama tamponu igine 12ul Dako toxoplasma anti-p zinciri monoklonal antikoru
konularak hazirlanmig solusyondan, 100ul konularak solid faz hazirlanmustir.

Kaplama tampon solusyonu igin ;

Na2CO3 1.56gr.

NaHCO3 2.92gr.

H»>0 1000ml. kangtinlmistir, solusyon pH’ 1 9,6 olacak sekilde
ayarlanmis ve +4°C’da 2 hafta kullanilabilecek sekilde saklanmustir. Ab kaplanmig
plak iizeri kapatilarak 37°C’ da nemli ortamda 1 gece inkiibe edilmis, ertesi giin 10
kez konsantre PBS’den 1000ml. PBS hazirlanmistir, bunun igin

10X PBS: NaCl 80gr.
KH2PO4 2gr.
NasHPO4.12H20 29gr.
KCi 2gr.

HoO(taze bidistile) 1 Litre

100ml. 10X PBS + 900ml. taze bidistile su kanstnlmigtir. Bu tamponun
igine % 0,05 v/v Tween 20 ilave edilerek PBST elde edilmigtir. Bunun ile bir gece
6nceden hazirlanmus plak 4 kez 5’er dakika ytkanmig, kurumamas: igin tizeri kapah
olarak nemli ortamda tutulmustur.

Yikama sirasinda dolaptan gtkanlan sigir serum albumini ( BSA ) ve kontrol
serumlart oda sicakhfina getirilmek lzere bekletilmiglerdir. Bu sirada serum
dilusyonlarinda kullanimak iizere % 1° lik ( w/v ) PBST iginde BSA ilave edilerek
pH’ 1 7,4 olan sulandlrma’sblhsyonu hazirlanmistir. Her bir plak igin gerekli olan
sulandirma solusyonu 38ml. PBST igine 2ml. % 20’ lik ( w/v ) BSA konularak
hazirlanmigtir. Nemli ortamda saklanan plagin gukurlanndak: yikama solusyonunun
fazlast plak ters gevrilerek kagit havlu lizerine hafifge vurularak uzaklagtinimigtir.

Kontroller ve hasta omekleri 1/100 dilusyonda hazirlandiktan sonra 1.
kolonun 1. ve 2. gukurlan ile 12. kolonun 3. ve 4. gukurlarina daha 6nceden 100
EIU oldugu bilinen poztif kontrol, 1.kolonun 3. ve 4. gukurlan ile 12. kolonun 7.
ve 8. gukurlarina daha 6nceden 25-30 EIU arasinda oldugu bilinen zayif pozitif
kontrol serumu ve 1. kolonun 7. ve 8. ¢ukurlan ile 12. kolonun 5. ve 6. gukurlanna
daha onceden 25 EIU’ nun altinda oldugu bilinen negatif kontrol serumu 100ul
olarak konulduktan sonra hasta érneklen de 1 hasta 2. kolonun 1. ve 2., 2. hasta 2.
kolonun 3. ve 4. gukurlarinda olacak sekilde konulmug, Ulusal standart serum 41.



ornek olarak 100 EIU olacak gekilde her plakta kullamimigtir. Uzeri kapatilan plak
nemli ortamda 2 saat sireyle 37°C’da inkiibe edilirken &nerilen oranlarda
PBST/BSA solusyonu ile antijen/konjuge reaktifinin dilusyonu yapilmistir.

Her plak igin 12ml. Antijen/ konjuge reaktifi ( onerlen oran 1/30 ise)
11.6m! PBST/ BSA ile 0.4ml. antijen/konjuge reaktifi sulandinlarak hazirlanmigtir.

Inkiibasyondan sonra plak 4 kez 5° er dakika PBST ile yikanmig, ve plagin
her gukuruna 100ul sulandinlmis antijen/konjuge reaktifi konulmus, plak neml
ortamda 1 saat daha 37°C’ da inkiibe edilirken, ‘oda sicakbginda, koyu cam sisede
saklanan Tetrametilbenzidin ( TMB ) soluyonundan; ( 100mg. TMB 10ml
Dimetilsulfoksid iginde ¢oziindurilmiistiir.) her bir plak igin 15ml asetat tampon
solusyonu igine 150ul TMB konularak substrat hazirlanmigtir. Kullamimadan
hemen 6nce 15ul % 6’ lik v/v H202 ilave edilmistir.

Asetat tampon solusyonu, ( 0.1M Sodyum asetat anhidréz (CH3COO Na)
16.4gr./ 2000ml., 0.1M Sitrik asit { C (OH) (COOH) (CH2COOH)2 } H20
2.1gr./ 100m! )Sodyumasetat solusyonuna Sitrik asit ilave edilerek tamponun
pH’ 1 6 olacak gekilde 100ml hazirlanmugtir.

Inkiibasyon periyodunun sonunda plak yeniden 4 kez 5” er dakika PBST ile
yikanmig, plagin her gukuruna 100ul TMB solusyonu konulmugtur. Substratin
plagin her yerine yayilabilmesi i¢in plak iki yanindan tutulup hafifce masa iizerin
vurulmus, karanhk ortamda, oda sicakhiginda yaklagik 30 dakika iginde renk
reaksiyonu olugtuktan sonra her gukura 25ul 2M H2SO4 ( 89ml. distile su + 11ml.
konsantre H2SO4 jkonularak reaksiyonun ilerlememesi durdurulmustur.

Plak TITERTEK Multiscan ile” Ikili Dalgaboyu” kullanilarak
degerlendirilmistir. Ikinci filtre plak {izerinde olusmus olabilecek parmakizi ve diger
izlerin yamiltici sonuglanini ortadan kaldirmak igin kullanilmigtir. Absorbanslan
ELISA Intertisyel Unite cinsine gevirmek igin asagidaki formiilii kullaniimug,

EIU_ Ornegin test absorbans: - Negatif Kontrolun test absorbans: X 100

100 EIU kontrolun absorbansi - Negatif kontrolun test absorbans:

25 EIU altindaki 6rnekler negatif,
26-34 EIU arasindaki 6rnekler siipheli,
35-100 EIU arasindaki 6rnekler pozitif kabul edilmigtir.
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5) IMMUNOSORBENT AGGLUTINATION ASSAY ( ISAGA IgM )

ISAGA baslangi¢ asamasinda insan p zincirinin CH, ucuna 6zgiin
monoklonal antikorlann kullamidigi IgM yakalamaya yonelik bir testtir. Ozgiin
IgM ISAGA ile DS-ELISA, konvensiyonel ELISA, IFA testlerinden daha yiiksek
bir duyarliikla tespit edildigi, yalanci pozitif reaksiyonlara rastlanmadi;
bildirilmigtir. ISAGA ile % 80 hastada pozitif reaksiyonun enfeksiyonun
baslangigindan itibaren 1 yil kadar korundugu gésteriimistir (24, 28, 47, 96, 117).

Serumdaki insan IgM antikorlarimin solid bir faza kaplanmig anti-insan IgM
McAD’ lan tarafindan imminolojik olarak yakalanmasi esasina dayanan ISAGA
testinde, serumlar artan konsantrasyonlarda antijen ile test edilmig, negatif
reaksiyonlarda Toxoplasma’ lar ¢6kerken, poztif olgularda Toxoplasma’ lar bulut
seklinde gukurun kenarlarina yapigik bir aggliitinasyon gostermistir. Reaksiyon dis1
kalan Toxoplasma’ lar gukurun dibine ¢6kmis, galigmada Referans numarasi 75
361 olan bioMérieux kiti kullamlmgtir. Tiim serumlar kullanilmadan Once
56°C’ da 30 dakika inaktive edilmis ve iyice kanstrimistr. Kontrol olarak kit
pozitif kontrolu, bilinen pozitif kontrol, negatif kontrol olarak da PBS
kullandmigtir. Serum dilusyonlan PBS ile agagidaki gibi yapilmstir;

Kit Pozitif Kontrol 1/10 olacak sekilde ( 30ul kontrol + 300ul PBS )

Serum Ornekleri 1/100 olacak sekilde ( 10ul serum + 1000ul PBS )

Neonatal 6rnekler, BOS, Amnion mayi, ve 1 yagin altindaki bebek
ornekleri 1/20 olacak sekilde ( 20ul 6rnek + 400ul PBS ) hazirlanmustir.

Bilinen pouzitif kontrol de sgiipheli serum Ornekleri gibi hazirlanmug,
orneklerden kag tanesine g qukur, ka¢ tanesine tarama igin tek cukur ISAGA
uyulanacaksa yeterli sayrda anti-insan IgM McAb ile kaplanmig ( fareden elde
edilmig anti-p zincir ) alimiinyum folyo iginde 1 ay siire ile 2-8°C’ de saklanabilen
striplerden ( 8 gukuru bulunan plak dilimi ) ¢ikanlip, 6nce 3 gukur, sonra tek gukur
tarama yapilacak ornekler siraya dizilmis, sulandirlmig sipheli serumlar ait
olduklan siranin yan yana 3 qukurunada 100ul olarak konulmus, striplerden
olusmus plagin tGzeri kapatildiktan sonra nemli ortamda 37°C’ da 2 saat inkiibe
edilirken taze PBST hazirlanmigtir.
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Inkiibasyondan ¢ikanlan plagin ¢ukurlanndaki fazla serum 6érnekleri plak
ters ¢evrilmek suretiyle dokilmiis ve plak emici kagit tizerine hafifge vurularak tim
fazla siviuzaklagtinlmigtir. Cukurlar birbirine tagma olmadan 2 kez 5° er dakika
PBST ile, 2 kez 5’ er dakika da diiz PBS ile ytkanmis, fazla stvi plagin emici kagit
{izerine hafifce vurulmas ile uzaklagtinlmigtir.

Kit igindeki fare periton sivisindan elde edilen toxoplasmalarin formalin ile
muamele edilmesi ile milimetre kiibiinde 250.000 toxoplasma olacak sekilde
hazirlanmig antijen suspansiyonu, kitteki pH’1 8.95 olan BABS renkli tamponu
( sodyum azide 1gr/l ) ile 1/20 oraninda, gerekli miktar kadar sulandinlmgtir.
Antijen kanisimi 3 gukur ISAGA yapilan 6rneklerde 1. gukura 100ul, 2. gukura 150
ul, 3. Cukura 200ul, tek gukur tarama yapilan 6meklere de 100ul olmak lizere
pipetlenmigtir. Plagin iizeri kapatidiktan sonra nemli ortamda 37°C” da bir gece
inklibasyona birakxlmlsnr. Plak biytlitegli ayna sisteminden yararlanilarak direkt goz
bakis ile degerlendirilmistir.

Ag kontrolu olarak kulianilmig olan PBS bulunan gukurlarda toxoplasma’
lar digme seklinde gokerken, pozitif orneklerde toxoplasma’ lar gukurlann tabanin
bulut gibi kapliyan agglitinasyonlar olusturmuglar, ¢ukurdaki sedimentasyonun
buytkligine gore en bityiik sedimentasyona 0, sedimentasyon ufaldikga 1, 2, 3 ve
hi¢ sedimentasyon olmayan ¢ukuruda 4 puan verilerek, her 6mefin puan
toplanmig ve ( Kit pozitif ve bilinen pozitif kontrolun sonuglant 12 olacaktir ) o
ornegin ISAGA indeksi 0-5= Negatif reaksiyon, 6-8= Supheli reaksiyon, 9-12=
Pozitif reaksiyon simrlan iginde degerlendirilmis, ELISA ve ISAGA IgM test
sonuglan kargilastinldiginda; ( + = Pozitif; - = Negatif; +/- = Siipheli )

ELISA +, ISAGA + = IgM Pozitif

ELISA -, ISAGA + = IgM diisiik Pozitif ( DT’ te belirgin bir artig varsa )

ELISA + veya +/-, ISAGA - = Ozgiinlitk hakkinda siiphe varsa tekrar

ELISA -, ISAGA +/- = Siipheli

ELISA +/-, ISAGA +/- = Siipheli olarak yorumlanmigtir.

6 ) IMMUNOSORBENT AGGLUTINATION ASSAY ( ISAGA IgA)

U-gukurlu polistiren plaklara kaplanan anti-insan IgA monokional
antikorlan ( McAb ) tarafindan insan IgA antikorlannmin immiinolojik olarak
tutulmasi esasina dayanan testte Toxoplasma’ ya Ozgin IgA varhi, ortama
Toxoplasma organizmalannin katilmas: ile test edilmigtir. Her o6rnek belli bir
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konsantrasyondaki Ag ile test edilmiy, negatif 6mneklerde gukurlanin dibinde
sedimentasyon, pozitif orneklerde gukurun kenarlarina yapigtk bulut seklinde
agglatinasyon gozlemlenmistir.

Kullanilan anti-insan IgA McAb’ lan Danimarka’ daki DAKOPATTS
firmasindan temin edilmigtir. Her plak i¢in gerekli anti-insan IgA McAb’ lan 12 ml.
karbonat/ bikarbonat tamponu igine 12ul anti-insan IgA McAb konularak
hazirlanmig ve bu suspansiyondan her gukura 100ul konulmus ve plak selefon bant
ile kapatilip +4°C’ da 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun sonunda plak 3 kez 5’ er dakika PBS ile yikamip, % 1 BSA
ve % 0,1 sodyum azide igeren PBS ile ikinci kez kaplanmug, Gizeri selefon bant ile
tekrar kapatilip +4°C’ da 24 saat daha inkibe edilen plak 3 kez 5’ er dakika PBS
ile yeniden yikandiktan sonra hemen kullanilmgtir.

Poztif kontrol olarak ulusal standart, negatif kontrol olarak bilinen negatif
serun ornegi, Ag kontrolu i¢in PBS kullamlmugtir. Tim kontrol ve sipheli serumlar
1/20 oraminda ( Sul 6rek + 95ul PBS olacak gekilde) sulandinlip, 6rnekler ¢aligma
planinda belirlenmig gukura 100l olacak sekilde pipetlenmis, plagin tizeri selefon
bant ile kapatildiktan sonra nemli ortamda 37°C’ da 3 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi plagin igerigi plak tes gevrilmek suretiyle bosaltilmus,
fazla sivi emici kafit lizerine plagin hafifce vurulmas: ile uzaklagtinlmistir. Plak
once iki kez 5 er dakika PBST ile daha sonra da yine 2 kez 5’ er dakika PBS ile
yikanmg, fazla s;vi emici kafit Uzerine plagin hafifce vurulmas: ile en aza
indirgenmigtir. ISAGA IgM kiti icindeki Toxoplasma Ag’i, yine kitteki BABS
solusyonu ile 1/20 oraninda sulandinidiktan sonra her gukura 100ul konulmus,
iizeri selefon bant ile kapatiltan plak nemli ortamda 37°C’ da bir gece inkiibe

filmistir.

Sonuglar PBS bulunan Ag kontrol ¢ukurunda olusmus sedimentasyonun
buyikligii kriter olarak alinarak buna egdeger sedimentasyonlara 0 puan,
sedimentasyon ufaldik¢a 1, 2, 3 ve pozitif kontroldakine es sekilde gukurun igini
dolduran bulut seklindeki aggliitinasyonlara da 4 puan olacak gekilde
degerlendirilmigtir. 0, 1, 2 gibi okumalarda sonu¢ IgA agisindan negatif kabul
edilirken, 3 ve 4 puan alan 6rnekler ise pozitif olarak degerlendirilmistir.
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7) ENZYGNOST TOXOPLASMOSIS/ IgG KIiTi ILE AVIDITE iNDEKSI
HESAPLANMASI

Antijen baglayan awvidite testleri T. gondii' ye baglanan antikorun
aviditesinden yola ¢ikilarak enfeksiyonun siiresimt  saptamakta kullanilan
yontemlerdir. Enfeksiyonun erken donemlerinde dasik aviditeli antikorlar
saptanirken, enfeksiyon ilerledikge yerlerini yliksek aviditeli antikorlara biraktiklan
bildirilmig, bu amagla antijenin baglanma gucii ELISA awidite testleri ile
hesaplanmis, konvensiyonel ELISA degisen konsantrasyonlarda URE ile
muammele  edildifinde antijene baglanan o6zgiin Toxoplasma antikorlarini tespit
ettii, hidrojen baglarini bozarak sabit antijenden, baglanmis olan antikoru gittikge
artan miktarlarda uzaklagtiran ajanmn, yitksek aviditeli antikorlarda en fazla direngle
kargilastiklan bildirilmistir (45, 50).

Hamilelerde, Yenidoganlarda, HIV-pozitif olgularda toxoplasmosis’ in
baglangi¢ tarihinin bilinmesi, hem hastalara yaklagim hem de hastalifin prognozu
agisindan ¢ok dnemli bir faktordiir. Bu amagla DT ile kiyaslandiginda duyarhlig: %
100, 6zgunligi % 75 olan Behring firmasin ELISA IgG kiti, yikama asamasina
6M URE gibi diisiik ve yiiksek antikort aviditeleri arasindaki farki en optimal
diizeyde ayird ‘edebilen, tutulmayan bir ajamin eklenmest ile kullaniimgtir.
Toxoplasmosis’ e bagl lenfadenopatili hastalarda 3 aydan daha yeni olan olgularda
Avidite digiik, daha uzun siireden beri devam eden olgularda ise Awvidite yiiksek
olarak bulunmustur ( olgular arasinda bu genellemeye uymayan vak’alarin oldugu
gozlemlenmigtir). Hastalifin baglangici ile karar vermede test sonuglarimin yam sira
kbnik veriler de goz oniinde bulundurulmustur. Bu test ELISA ve ISAGA IgM
testleri powzitif olan, aynica konjenital olarak enfekte bebekler, reaktivasyon gegiren
AIDS’li ve transplantasyonlu hasta drnekleni incelenmistir.

Kit icinde 8’er gukurlu, diiz tabanli, fare peritonundan elde edilmis inaktif
Toxoplasma Ag’i ile kaplanmig 12 adet strip, Toxoplasma gondii’ ye 6zgin IgG
antikorlan igeren liyofilize insan serumu (pozitif kontrol olarak 1/ 231 sulandinmda
A2 0.5 olan), Toxoplasma gondii’ ye 6zgin antikor igermeyen liyofilize insan
serumu ( negatif kontrol olarak 1/231 sulandinmda A< 0.1 olan ), Sample Buffer
POD ( peroksidaz igin tris ile tamponlanmig pH’ 1 8,1 olan oémek sulandirma
solusyonu ), Enzygnost mavi boya solusyonu, Gamma zincirine 6zgiin tavsan
antikorunun Fab pargasina POD baglanarak elde ediimig olan Anti-insan 1gG/POD
konjuge, konjuge tamponu microbiol ( pH’ 1 7,2 olan fosfatla tamponlanmsg



51

konjuge sulandinici solusyon ), konsantre yikama solusyonu POD, Tampon/substrat
TMB, Chromogen TMB, durdurma solusyonu POD ( 0,5N Siilfirik asit )

Omekler, kite ait kontrol ve serumlar oda sicakhifina getirildikten sonra
20ml. Sample Buffer POD igine Iml. mavi renkli boya solusyonu konularak 100
6mek icin “ Blue- Sample Buffer POD ” hazirlanmigtir ( miktar gahgilacak serum
sayisina gore ayarlanmahdir). Kite ait pozitif ve negatif kontrol serumlari 0.5ml
steril distile su ile kangtirildiktan sonra kullamima hazir hale getirilmigtir ( -20°C’ da
1 ay saklanabilir ). Diiz tabanl bir mikrotitrasyon plaginda kontroller ve 6rekler
on-sulandirmaya tabii tutulmuglar, bu amagla her 6érnek ve kontrol serumuna ait
cukura once 200ul. Blue- Sample Buffer POD, iizerine de 10ul. 6mek ilave
edilerek 1/21°’lik dilusyonlar hazirlanmigtir. Plagin tizeri 1yice kapatildiktan sonra
kanstinicida sulandinmlarin homojenizasyonu saglanmugtir.

Kitteki Ag kaph striplerden her kontrol ve 6rnek igin 2 gukur hesaplanarak
birbirinin aymi 2 plak olusturulmus, plaklann birini {izerine URE’ li yikamay
gosteren UREA digerinin lizerine de URE’siz yikamay: gosteren NON-UREA
yazilip, her gukura 200ul. Blue- Sample Buffer POD konulmustur. Her iki plaginda
A1-B1 cukurlarina 1/21 oraninda sulandinimis negatif kontrolden 20ul., C1-D1
gukurlarina 1/21 oraminda sulandinimis pozitif kontrolden 20ul., sonrada 1/21-
oraninda sulandinlmig hasta 6rnekleri sirastyla E1-F1, G1-H1, A2-B2 seklinde her
gukura 20ul. konulduktan ve her gukurda 1/231 sulandinm elde edilmistir. Plak iki
yamindan tutulup hafifce zemine vurularak serum ile tampon solusyonun kanigmas:
saglandiktan sonra aliminyum folyo ile iizeri kapatlan plak nemli ortamda 37°C’da
1 saat inkiibe edilirken, yikama solusyonu, her plak igin 200ml. ( 190ml. distile su +
10ml. konsantre Yikama Solusyonu POD ), hazirlanmigtir.

6M URE solusyonu taze olarak her tam Plak igin 30ml. ( 30ml.dilue edilmis
‘Yikama Solusyonu + 10.8gr. URE ) hazirlanmugtr.

Etiivden gikanlan plakiann igeriklen lavaboya dokilmisg, plak hafifce emici
kagit Gzerine vurularakfazla sivi uzaklastmimigtir. NON-UREA yazili plagin her
cukuru 200ul. yikama solusyonu, UREA yazli plagin her gukuruda 300ul. 6M Ure
solusyonu ile yikanip oda sicakhginda 5 dakika bekledikten sonra,plak igeriklen
bogaltilmig, bu kez her iki plagin cukurlanda 2 kez 5° er dakika 300ul yikama
solusyonu ile yikanmis, her iki strip i¢in 2,5ml. Konjuge tamponuna 0,05ml.
konjuge konularak Anti-insan IgG/POD konjuge hazirlanmigtir.
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Cukurlardaki yikama solusyonu bosaltulip, emici kafit Gzennde hafifce
vurularak uzaklagtinldiktan sonra, gukurlara sulandinlmig anti-insan IgG/POD
konjuge solusyonu konulup, yeni aliminyum folyo ile kaplanarak nemli ortamda
37°C’ da 1 saat inkiibe edilen plaklar ve inkiibasyon siiresinin sonunda 3 kez 5’ er
dakika 300ul/cukur olacak gekilde ytkama solusyonu ile yikanmustir.

Chromogen solusyonu her plak ig¢in, Iml. Chromogen TMB ile 10ml
Tampon/substrat TMB kangtinlarak hazirlanmigtir.

Cukurlardaki yikama solusyonu bosaltiip, emici kafit Uzerine hafifce
vurularak uzaklastinlmig, her gukura 100ul Chromogen solusyonu konulup, plak
yeni bir folyo ile kaplanmug, banko uzerinde igiktan uzak bir sekilde oda
sicakhfinda yanim saat inkilbasyona birakidmugtir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
reaksiyon, her gukura 100ul. durdurma solusyonu konularak durdurulmus, plaklar
yavag olarak kanstinlmigtir. Sonuglar Titertek Multiscan spektrofotometrede
450nm dalga boyunda negatif kontrolun her iki plakta da 0,100A degerinin
tizerinde olmamasina, pozitif kontrolun da en az 0,500A absorbans degerinde
olmasina dikkat edilerek degerlendirilmig, aksi durumlarda, test tekrarlanmustir.
Avidite bakilan serumlar kesin sero-poazitif olduklan igin kantitatif degerlendirmeye
ihtiyag duyulmamustir. Avidite Indeksi asafidaki formiile uygun olarak hesaplanmus;

t

URE iLE YIKAMA SONRASI ABSORBANS

* AI=" URESIZ YIRKAMA SONRASI ABSORBANS X %100
Avidite Indeksi < %45 * 3 aydan daha az gegmisi olan akut enfeksiyon,
Avidite Indeksi > %50 ~ “* 3 aydan daha uzun ge¢misi olan kronik enfeksiyon,

%45 < Avidite Indeksi < %50 * Siipheli olarak degerlendirilmistir.
8 ) POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PCR ) hizh gelisim: sonucu molekiiler
biolojik tekniklerin iginde hizli olmasi, birim maliyeti yiiksek olmamasi, yetersiz
materyellerdeki mikrogram ile ifade edilen DNA miktarlanini saptayabilmesi
nedeniyle en yaygin olarak kullanilan methodlardan bin olmustur (82).
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PCR teknigi istenen DNA dizininin ( dizinde kinklik olmamali ve PCR i¢in
inhibitdr olan deterjan, EDTA, fenol artiklan da igermemelidir.) tamamlayici DNA
sarmali olarak, simultane Primer ( 18-30 bazlik dizinler ) uzatmalan ile in vitro
olarak gogaltilmasi diye tammlanmstir (82).

Istya dayanikli DNA-Polimerazin( en sik 7hermus aquaticus’ tan elde
edildigi i¢in Taq polimeraz diye amlan, ¢ift sarmalli bir bolgeden baslayip,
tamamlayici DNA sarmalim S' den 3' ne tek sarmalli dizin seklinde sentezleyen )
bulunmasi PCR uygulamasini ¢ok kolaylagtirmistir (82).

PCR aym taban lizerinde st denatiirasyonununa ugratilmis DNA bolgesi
sarmallanimin, zit kutuplanna uygun tamamlayici iki Primerin kullanilmas: esasina
dayanan bir yontem olup, Primerlerin, her primer uzatma reaksiyonunu DNA
sentezleyecek sekilde ayarladif, boylece o DNA bolgesinin de novo sentezi
gerceklestigi, reaksiyon igin enerji ve niikleosid kaynag olarak Deoxynucleotid,
DNA-Polimeraz, Primerler, 6zgiin DNA dizini ve Magnesyum igeren tampon
solusyonu gerektigi bildirilmis, 1sitildiinda denatiire olup, sarmallan ayrnian DNA
sogumaya birakildiginda uygun primerin tamamlayic1 dizinine baglanip yeni DNA
dizinleri sentezleyebilmesi Deoxynucleotid ve Primerlerin ortama bol konulmasi
Onerilmigtir (82)..

Isitma ve sogutma doéngiilerinin, reaksiyon dongisine katilanlardan biri
bitene veya enzimin reaksiyonu siirdiirebilmesinin imkansiz hale geldigi zamana
kadar devam edebilecegi, yiiksek DNA konsantrasyonlannda DNA’ nin kendi
kendini PRIME etmeye baslayip, 6zgiin olmayan DNA dizinleri sentezleyebilecegi
fakat Isitma-Sogutma dongilerini belli bir sayida sabitleyerek, baglangigtaki
materyel miktanna ve Isitma-Sogutma dongiilerinin etkinligine bagh olarak, bunun
engellenebilecegi vurgulanmistir (82).

Konvensiyonel serolojik tani yontemlerinin konjenital toxoplasmosis,
transplantasyon ve AIDS gibi ¢esitli nedenlerle immiin sistemi yetersiz hale gelismig
sahislarda zamaninda ve dogru tanimin her zaman mimkiin olamamas: sonucu,
Toxoplasmosis tanisinda PCR kullamimaya baslanmigtir (50, 60, 61,66).

PCR caligmas: sirasinda mutlaka eldiven giyiimesine, en ufak bir 6rmek veya
kimyasalla bulas siiphesi oldugunda eldiven degistiriimesine, PCR’ 1n o evresine ait
pipetler kullaniimasina, ¢ahymalann timi Toxoplasma PCR’ 1 i¢in aynimis kabinde
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yapilip, pipet uglanimin ayn bir yerde yakilarak yok edilmesine, koruyucu gozliik ve
maske kullanilarak ¢aligiimasina dikkat edilmig, PCR calisilacak érneklerdeki DNA
ve RNA Protease K kullanilarak serbestlestirilmistir.

EDTA ile ortamdaki magnesyumun kelat olusturup, enzimlerin DNA’ yi
sindirmesi engellenmis, SDS’ in deterjan etkisi ile lipidler ve proteinler solubilize
edilmis, TEN tampon solusyonu ile doyurulmus sivi fenol kulianilarak DNA
¢ikartilmig, SDS ile isoamil alkol igindeki kloroform ile fenol uzaklastinlmistir.
Alkol fazlann yoguniugu arttirmak ve ortamdaki % 0,1’ lik 8-hidroksiquinolon
fenolin rengini sariya ¢evirip fazlar arasinda renk farki yaratmak amaciyla
kullanilmig, DNA % 100 etanol kullanilarak ¢éktiiriilmiigtiir PCR galistimadan énce
orneklere agagidaki islemler uygulanmigtir;

Amnion mayii ¢oksa santrifuje edilip ¢okeltisi, az ise dogrudan
kullanilmigtir.

Fotal kan / bebek kam antikoagulanh ise dogrudan, koagulasyon varsa
Griffit tiibiinbe emitilsifiye edilip kullaniimigtir, gerekmedikge homojenizasyon igin
diluent kullanilmamgtir

Anne/ immiin sistemi saglam hasta/ HIV-Pozitif/ kordon kan:i koagiile
ise Griffit tiibunbe emiilsifiye edilip kullamlmistir, gerekmedik¢e homojenizasyon
i¢in diluent kullamimamugtir.

BOS yeterl miktarda ise santrifije edilip ¢okeltisi, degilse dogrudan
kullaniimugtir.

Kan/ kemik iligi (Antikoagulanh) santrifiij sonrasi buffy coat (beyaz hiicre)
kismu kullaniimgtir. o

PCR’ da kullanilan sarf malzemeleri

STOK SOLUSYONLAR:
5M Na(Cl 100ml. steril distile su + 29gr. NaCl
IM  Tns 100ml. steril distile su + 12.1gr. Trizma base

0.5M EDTA(pHS8) 100ml. steril distile su + 18.6gr. EDTA ( pH, 10M NaOH ile
ayarlanir )

10M NaOH 100ml. steril distile su + 40gr. NaOH

%100 Etanol

%10 SDS 100ml. steril distile su + 10gr. Sodyum Dodecyl Siilfat
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TEN Tampon Solusyonu

S5ml. IM Tris

2ml SM Na(Cl

2ml 0.SMEDTA (pH 8)
91ml steril distile su

TEN /% 1 SDS Tampeon Solusyonu

S5ml. IM Tris

2ml 5M NaCl

2ml 0.SMEDTA (pH8)
10ml SDS (% 10’ luk stoktan )
81ml steril distile su

TE Tampon Solusyonu ( pH 8 )
Iml. 1M Tris Hel (pH 8)
0.2m] 0.SMEDTA (pH 8)
98,8ml. steril distile su ilave edilmigtir.

KLOROFORM / AMYL ALKOL
96ml. Kloroform + 4ml Isoamy! alkol

FENOL ( STOK)
100ml. Fenol ( 50°C’ lik su banyosunda sivilagtinimustir.)
100ml. TEN /% 1 SDS Tampon Solusyonu
0,1gr. % 0,1’ lik 8-Hidroksiquinolon
Solusyonlar fenol fazinin TEN/ % 1 SDS Tampon Solusyonu ile 1yice
doygunlasaca@ sekilde kangtirilmisir. % 0,17 lik 8-Hidroksiquinolon fenol fazim
sartya boyamas! saglanmgtir.

ETHIDIUM BROMIDE ( 10mg/ml )
25ml. stok solusyon + 0,25gr. Ethidium bromide

ORNEK Tampon Solusyonu
0,1ml. (% 10) TAE
0,5ml. % 100 Ghserol
0,4ml. H,O
Bir iki granii! Bromotimol mawvisi
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TAE(X10)
48 4gr. Trizma base
11,42ml. Glacial acetic asit
100ml. 0.5 EDTA (pH 8)
Steril distile su ile 1 litreye tamamlanir.

Tris HCI (1M ) pH 7.4
60.6gr. Trizma base
500ml. steri] distile su
pH yogun HCl ile ayarlanmgtir.

PCR Tampon Solusyonu
3,72gr. KCI
1,21gr Tis-baz
1,5mi. 1M MgCl
0,1gr. Jelatin
Distile su ile 100ml’ ye tamamlanmgtir.

NUKLEOTIDLER
Boehringer Manheim UK Ltd. tarafindan saglanan ;
2’Deoxy-cytidine-5’-triphosphate (dCTP ) Kat.No.: 1051458
Thymidine-5’- triphosphate ( dTTP ) Kat.No.: 1051482
2’Deoxy-adenosine-5’~triphosphate (dATP‘) Kat.No.: 1051440
2’Deoxy-quanosine-5’-triphosphate  ( dGTP ) Kat.No.: 1051466
Niikleotidler 110mM solﬁsyonlér olarak gonderiimiglerdir, bunlann kullanim
konsantrasyonu olan 1.25mM konsantrasyona ayarlanmast igin |
*125u1 ATP, 125u1 CTP, 125u1 GTP, 125ul TTP, 9.5ml. PCR suyu ile
kangstinimug, 100l birimler halinde Eppendorf tiplerinde -20°C” da saklanmistir.

ENZIM
Product Amplitag 250 tnite ( N801-0060 ) International Lab. Services Ltd. UK

PCR SUYU
BDH nin iiriinlerinden Hi Per Solv Uriin No:15273



57

PRIMERLER
Oswel DNA Service Dept. of Chemistry Edinburg ISKOCYA
Her primerden 0.2 uM siparig verilmistir;
PRIMER 1: 5°CGC GAC ACA AGC TGC GAT AG3’
PRIMER 2: 5TTG CCG CGC CCA CAC TGA TG 3’
PRIMER 3: °CGA CAG CCG CGG TCA TTC TC3’
PRIMER 4: 5GCA ACC AGT CAG CGT CGT CC3’
Primerler, israfi engellemek amaciyla, 10ul’ lik Eppendorf tuplerine bolinerek
-20°C’ da saklanmustir.

Toxoplasmosis tanisi i¢in rutin olarak PCR g¢aligmalarinda T. gondii’ nin tek
kopya oldugu bildirilen, temel yiizey antijeni, P30 geni kullanilmistir (27).

Omekier protokol numaralarina gore siralanip, su banyosunun 50°C
1sinmasi beklenirken, her 200u] emiilsifiye plasenta igin 200l Tampon/ Protease K
kangimi, her 50ul BOS igin 50ul Tampon/ Protease K karigimi hazirlanmugtir.

Tampon/ Protease K kangimi {iniversal plastik tiipler igine;

2ml. TEN Tampon solusyonu
200ul %20’ lik stok SDS ( konsantrasyon % 2 olacak sekilde )
20pl 20mg/ml stok Proease K ( dilusyonu 1/ 100 olacak sekilde )

Kangim c¢alkalamirken SDS’in kopureceg§i dikkate alinmig, ve emiilsifiye
edilmis 6rmnek miktann kadar, kapaklan tlizerine ait olduklan hasta 6rne§inin
numarast yazilt Eppendorf tiipleri igine konulup pipetle kangtinimis, sonra tiipler
50°C’ lik su banyosuna 3 saat siire ile konulmus, bu siirenin sonunda her
200pl.6rnek igin 100ul. doymus formol ve 100ul. kloroform ilave edilmistir.

Kapag iyice kapatilan tiiplerin numaralarimin silinmedigi kontrol edilip her
tiip en az 2-3 dakika fazlann ayirtedilemiyecegi sekilde VORTEX de galkalanmus,
tiipler bu islemi takiben Mikrosantrifiijde 13000 rpm’ de 5 dakika ya da 2500 rpm’
de 15 dakika Santriﬁije edilip dip kisminda toplanmus olan fenol igeren faz pipet ile
uygun sekilde atilarak, DNA igerdigi tahmin edilen st kisimdaki akk6z fazdan
aynimigtr. Her tiipe, suspansiyon igindeki artik fenolii uzaklagtirmak igin,
baslangictaki 6rnek miktan kadar ( 200uL 6rmek + 200ul.kloroform ) kloroform
konulmustur

Tipler kapaklan kapatihip iizerlerindeki numaralar kontrol edildikten sonra
en az 2-3 dakika fazlanin ayirt edilemiyecek sekilde VORTEX’ de kansunlmis ve.
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bu iglemi takiben Mikrosantrifiijde 13000 rpm’ de 5 dakika ya da 2500 rpm’ de 15
dakika santrifiije edilmis, st kisimdaki akkoz faz, dip kisimdaki fenol igeren fazdan
aradaki kntik bolgeye dikkat edilerek, ayin numara verilmi§ yeni Eppendorf tiipleri
igine konulmus, her Eppendorf tiipiine igerdigi baslangi¢ 6rnek miktarimin iki kati
kadar % 100 Etanol ilave edilmistir. Tipler en az 2-3 dakika fazlanin artik ayirt
edilemiyecegi doneme kadar VORTEX'de calkalanmis ve -20°C’ hk derin
dondurucuda bir gece ( zaman sikisik ise -70°C” hk derin dondurucuda yarim saat )
birakilmigtir. Ornekler bu evrede gahsilana kadar -20°C’ de saklanabiimektedir.

Calisilacag zaman oda 1sisinda ¢ozdiiriilen 6rnekler Mikrosantrifijde 13000
rpm.’de 30 dakika Eppendorf tiplerini kapak baglantilarimin santrifiijiin digina
doniik olmasina 6zellikle dikkat edilerek santrifiije edilmislerdir. Isiemin sonunda
tiplerin dibinde yaklagik Sul. kalacak sekilde ist kisim usuliine uygun olarak
atilmig, tiipler kapaklan agik olarak etanolin buharlagmasina olanak tanimak tzere
sicak odada ( 37°C ) 30 dakika veya tiipiin igerigi kuruyuncaya kadar birakilmistir.

Tum tiplerin igerikleri kuruyunca tiipiilerin dibinde ve duvannda olugmus
olan DNA peletleri, eger deposit gorinityorsa 40ul TE tampon solusyonu ile,
gorinmiiyorsa 20ul TE tampon solusyonu ile suspanse edilmis ve tipin
duvarlaninda yapigik kalmis olabilecek DNA kahintilan pipet ucu ile kazinmstir.

Kapaklan iizerine ait olduklan hasta ormeginin numaras: yazili Eppendorf
tiipleri sikica kapali olduklar kontrol edildikten sonra 60°C’ lik su banyosuna 10
dakika siire ile ¢oziinmeyi kolaylagtirmak amaciyla konulmustur. Bu evredeki DNA
-20°C’ ik derin dondurucuda istenildigi kadar saklanabilmektedir.

PCR calisilacag zaman -20°C’ lik derin dondurucudan g¢ikarilan DNA
omekleri oda sicakhigina eristikten sonra 50°C’ lik su banyosuna 30 dakika
tutulurken, gerekli olan MASTER MIX asagidaki oranlarda

PCR Tampon solusyonu Sul

Niikleotidier 8ul

Primer 1 0,4ul
Primer 2 0,4ul
PCR suyu 26ul
Enzim 0,2ul

elde edilen miktar, 6rnek sayisina, 2 pozitif, 1 negatif kontrol ve 2 pipetleme hatasi
eklendikten sonra garpilarak gerekli olan Master Mix miktan hazirlanmigtir.
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MASTER MIX hazirlamirken reaktifler PCR suyu, PCR tampon solusyonu,
Niikleotidler, Primerler ve en son olarak Enzim sirasiyla konulmus karigim,
polystern kapta kirik buz i¢inde saklanmugtir. Aym kap igine bir bagka Universal tiip
iginde de sadece PCR suyu konulmustur. Kapaklan lizerine ait olduklar hasta
Orneginin numaras: yazii Eppendorf tiiplerinden kontrollar igin de 3 ilave
yapildiktan sonra yeni bir set hazirlanmistir. Her tiipe ait oldugu DNA 6rneginden
10ul tizerine de MASTER MIX'ten 40ul konulup pipetle iyice kangtiriimig,
tizerleri de 50ul PCR yag: ile buharlagmay! 6nleyecek sekilde kaplanmigtir.

Negatif kontrol olarak 10ul PCR suyu, 1.Pozitif kontrol olarak 10ul
100°C’da 10 dakika kaynatilmis Toxoplasma trofozoitleri, 2.Pozitif kontrol olarak
da 1ul 920 baz giftlik fragman + 9ul PCR suyu kangimi kullaniimistir.

Not: 1.Pozitif kontrol olarak kullanilan 100°C’ da 10 dakika kaynatilms
Toxoplasma trofozoitleri bu islemi takiben Mikrosantrifiijde 13000 rpm’ de 1-2
dakika santrifije edilmis, sipernatant: kullamlmgtir.

Kapaklan tizerine ait olduklan hasta érneginin numarasi yazii Eppendorf
tiplen Perkin-Elmer Citus marka Thermo-cycler cihazinin isitict béliimlerine
sirayla yerlestirildikten sonra tiipler +95°C” da 5 dakika kaynamaya birakilmistir,
Cihazin mini bilgisayan lizerinde dnce +94°C” da 1 dakika, +60°C” da 1 dakika,
+72°C’ da 3 dakika olarak proglamlandiktan sonra bu dongiiniin 30 kez
tekrarlanmas: geregi ile ilgili komut verilmistir. Siklusun sonunda ikincil PCR
reaksiyonu igin gerekli Master Mix’ i hazirlamadan once her tipte 920 baz ¢iftlik
fragmanlar oldugunu g6z oOniinde bulundurularak bulasa olanak venlmeyecek
sekilde ya ~20°C” da veya hemen gahgilacak ise Toxoplasma PCR Kabini iginde
saklanmustir. Ikincil PCR Reaksiyonu Master Mix” i,

PCR Tampon solusyonu - 5 ul

Niikleotidler 8 ul
Primer 3 0,4ul
Primer 4 0,5ul
PCR suyu 259 ul
Enzim 0,2ul

bir 6rnek igin gerekli yukardaki miktarin, birincil PCR reaksiyonundak: 6rneklerin
sayisina 3 6rneklik olasi pipetleme hata pay: eklenerek elde edilen sayi ile carpilarak
hazirlanmustir.
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Kapaklan tzerine ait olduklan hasta 6rmeginin numaras1 yazih Eppendorf
tiiplerinden yeni bir set hazirlanmigtir. Her tipe ait oldugu Binncil PCR reaksiyonu
grininden 10ul, izerine de MASTER MIX'ten 40ul konulup pipetle iyice
kansunlmig, tzerlen de 50ul PCR ya@ ile buharlagmay: oOnleyecek sekilde
kaplanmig, tiplerin kapaklanmin iyice kapali oldugu kontrol edildikten sonra
Eppendorf tiiplenn Perkin-Elmer Citus marka Thermo-cycler cihazimn 1sitici
bolamierine sirayla yerlestinimisur.

Tiipler +95°C” da 5 dakika kaynatildiktan sonra cihazin mini bilgisayan
once +94°C’ da 1 dakika, +60°C’ da 1 dakika, +72°C’ da 3 dakika olarak
proglamianmis ve bu dongunin 30 kez tekrarlanmasi geregi ile ilgili komut
verilmig, elde edilen Grin hemen kontrol edilmeyecekse + 4°C’ da saklanmugtir.

NESTED PCR ad: verilen bu ydntemte, istenilen DNA sirasinin birincil
PCR reaksiyonu ile gogaltiimastn takiben bu dizinlerin daha ortalanindan bir dizinin
secilmesi ve bu dizine uygun primerlerin ortama ilave edilmesi ile urinlerin
Ozginliginin daha artinimasinin hedeflenmigtir (82).

Elde edilmiy PCR irinlerini gorintilemek igin Jel Elektroforezi
gerceklestirilmigtir. Bu amagla elimizdeki galigtlacak PCR driinleri miktanina gore
elektroforez tanki segildikten sonra cam balonun igine 10 kez konsantre TAE
solusyonundan 10ml. konulup iizerine 90ml. distile su ilave ediimistir, igine 1gr.
Agarose ( Typell Medium EEO ) konulduktan sonra mikrodaiga finnda 1-2
dakika 1sitilarak ¢oziinmenin tam olmas: saélanmxs ve cam balon iyice ¢alkalanarak
agarose enigl homojenize edilmistir. Cam balon mikrodalga finnda yeniden 1-2
dakika 1sitilarak ¢oziinmemis agarose kalmadigindan emin olunmugtur. Cam balon
oda isisinda sogumaya birakilmugtir.

Bu esnada elektroforez tanki agik agizlan otoklav band:i ile gevrilmek
suretiyle hazirlanmug, elektroforez tarag elektroforez tankina kenardan lcm. uzaga
ve tankin tabanma 0,5-1mm kalacak sekilde yerlestinlmistir. Sogumaya birakilan
Agarose jeline, yaklagtk 56°C ulastfinda, her S0ml agarose erign igin 2ul.
Ethidium Bromide ilave edilip iyice kanstunimis, Ethidium Bromide ile ¢alisihrken

bunun bir mutajen oldugu dolayisiyla eldiven ile cahsimasi gerektigi
unutulmamstir.
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Jel tanka dokilip katulagmas: beklenirken, 10 kez konsantre TAE
solusyonundan 1 birime 9 binm distile su ilave edilerek 1 X TAE elde edilmis ve
elektroforez tankinin alacagi miktar olan 700-800ml. hazirlanip tanka dékiilmiistir.
Jel sertlestikten sonra, jele zarar vermeden tarak gok dikkat edilerek ¢ikarilmig, Jel
tankinin etrafim simirlayan otoklav bandi alindiktan sonra elektroforez tank:
elektroforez ¢anagina, jelin uzeri en az lcm. yikseklikte tampon solusyonu ile
kaplanacak sekilde yerlegtiriimigtir.

Yag tabakasinin altindaki kismi olusturan ikincil PCR drtinlerinden yeni
Eppendorf tuplerine 10’ ar pl. konulup, bir diger Eppendorf tiipiine de protein
marker’ 1 olarak kullamilan 2u] Hindi III ile 2l Omek tampon solusyonu karigim
konulmustur. Her ikincil PCR iriniiniin bulundugu tipe 2ul Ornek tampon
solusyonu ilave edilmis ,tiplenin iyice kansmas: saglanmistir. Jelin ilk gukuruna
Hindi III protein marker’s, diger cukurlara da ikincil PCR drinleri sirayla
konduktan sonra, jelde gukurlann oldugu tarafa negatif elektrot, kars: tarafina da
pozitif elektrot baglanmis, mA ve volta) gostergeleri 0’ da iken ¢ihaz agihp 30
saniye kadar isinmast i¢in beklenmis daha sonra da voltaj ibresi 75V gdsterecek
sekilde ayarlanmigtir.

Yaklagik 1-1.5 saat kadar elektroforez akimina devam edilip Bromotimol
mavisinin jelin diger ucuna 1-2cm kadar yaklastifinin gozlemlenmesi ile cihaz
kapatimistir.  Eldiven  yardmi  ile jel almp  karanhk  odadaki
TRANSILUMINATOR iizerine konulmus, koruyucu gozlik takildiktan sonra
referans A kitle markin yardxmi ile birincil PCR iiriini 914 baz gitlik bolgede,
ikincil PCR driini 520 baz ¢iftlik. bolgede transiliminasyon izlenmis, gerekli
durumlarda po]oroid'kéme}a ile jélin fotografi gekilmigtir.



BULGULAR

17 Kasim 1993 - 14 Subat 1994 tarihleri arasinda St. George’ s hastanesi
Toxoplasma Referans Laboratuvarina orneklerni ulagan 596 hastanin 342’ si
(%57,4) bayan, 254’ 4 ( % 42,6 ) erkektir. Yas gruplan agisindan hastalar
incelendiginde 68’ i ( % 11,4 ) 0-20 yas arasi, 413’ii ( % 69,3 ) 21-40 yas arasi ve
geri kalan 115 6mekte ( % 19,3 ) 40 yas tGzerindeki- hastalara aittir. Hastalann yas
gruplanina gore dagilimi tabloda gosterilmigtir. Orneklerin gelis sebeplerine gore
dagilimu ise agagidaki gibidir: \

Sadece merak nedeniyle 5

Gebelik oncesi tarama 17

Gebelik 182

Diisiik ya da 6lii dogum sebebini aragtirma 14,

Ultrasonografik olarak anomali saptanmug Fetuslara ait drnekler 11

Annesinde 6zgiin Toxoplasma IgM saptanmug bebeklere ait 6rnekler 36

Lenfadenopati ( LAP) 37

Kronik yorgunluk sikayetleri ile bagvuran hastalann 6rnekleri 10

Karaciger Fonksiyon Testleri ( KFT ) Bozuklugu 7

Sarilik 9

Ust abdominal agr nedeniyle gelen 6rnek 1

Cegsitli Viral enfeksiyonlarinin seyri sirasinda 7

Cesitli goz sikayetleri ile gelen ornekler 19

HIV+ veya immiin yetmezligi olanlar 91

CD, disukligii nedeniyle gelen 6rnekler 4

Pneumocystis carinii Pnémonisi ( PCP ) olan hastalar 3

Homosekstiel hastaya ait rnek 1

Ensefalit 4

Transplantasyon hastalan 122

Inokulasyon i¢in génderilen 6rnekler 16

Inokulasyon amaciyla génderilen 16 6rnek harig geri kalan 580 6rnekten
sadece 3 tanesine 6rnek miktan yeterli olmadig: i¢in DT ¢alisitlamamus bunlarda da
ELISA ve ISAGA yontemleri ile IgM aranmug, IgM antikorlarinin tespit
olunamadi@: bu hastalardan yeni 6rnekler istenilmis, fakat ¢ahigma siiresi iginde yeni .
ornekler elde edilememigtir. Bu li¢ hasta haricindeki 12 hastamin érnekleri de yine
miktar yetmezliginden dolayr sadece DT, ELISA IgM ve ISAGA IgM bakilmustir.
Dye test ve Latex bakilan 565 olgudan 45 ( % 7,96 )olguda uyumsuzluk
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gbzlemlenmis ve sonuglan dogrulamak igin bu 45 6mekte Direkt Aggliitinasyon
testi de ¢ahigilmgtir. Bu 45 uyumsuz test sonucunun 37 ( % 82 ) tanesinde DT
negatif Latex pozitif olarak gorilmilg, yapilan DA sonucunda da 36( % 97,3 )
ornegin sonuglart DT’ i destekler nitelikte negatif sadece 1 ( % 2,7 ) olgu Latex’ i
destekler nitelikte pozitif olarak bulunmugstur.6 ( % 13 ) hasta 6rneginde ise DT
pozitif, Latex negatif iken DA testinin sonuglann DT’ yi destekler nitelikte ( % 100 )
bulunmustur. Geri kalan 2 ( % 5 ) hasta orneginde DT 62 IU/ml, Latex 1/ 2000
iken DA 1/2048, DT 4 IU/ml, Latex 1/ 32 iken DA 1/ 32 bulunmustur.

Seroloji i¢in génderilen 580 6rnekten 304’ iine ( % 52,4 ) hem ELISA hem
de ISAGA IgM c¢ahgilmistir. Serum miktanindaki yetersizlikten dolay: da 85
( % 14,65 ) hastaya sadece ISAGA IgM caliilmistir, bu grupta galigtlmig tiim
serumlar negatif bulundugu igin, yaklagik 18 ayhk bir siire pozitif kalan antikorlan
tespit edebilen bu testten sonra, yaklasik 6 ayhik antikorlan tespit edebilen ELISA
IgM yontemi igin yeni Ornek isteme ihtiyaci olusmamstir. Test sonuglan
incelendiginde her iki testin de pozitif oldugu 64 ( % 21 ) olgudan ilk kez gelenlere
ait 36 ( % 56,3 ) ornekte ELISA IgG yontemi ile hastaligin baslangic tarihi
hakkinda bilgi verecek olan avidite aragtinlmigtir. Her iki testtin de negatif
bulundugu olgu sayis1 (% 51,6 ) 157" dir. 23 (% 7,6 ) olguda ELISA-IgM negatif,
ISAGA-IgM pozitifken, 16 ( % 5,3 ) olguda ELISA-IgM sipheli, ISAGA-IgM
pozitif, 1 ( % 0,3 ) olgu ELISA-IgM pozitif, ISAGA-IgM siipheli, 40 ( % 13,2)
olgu ELISA-IgM negatif, ISAGA-IgM siipheli, 3 ( % 1 ) olguda ise her iki testte
siipheli olarak yorumlanmigtir.

Gelen bebek serumlannda ISAGA yéntemi ile IgA arastinimis toplam 35
6mekten sadece 1’ inde( % 3 ) pozitif olarak bulunmustur,

ELISA-IgG ile yapilan avidite tayininde hem ELISA-IgM hem de ISAGA-
IgM poazitif bulunan 36 dmegin aviditeleri, 2 olgu % 45, 1 oigu % 72, 1 olgu % 82,
20lgu % 83, 1 olgu % 86, 1 olgu % 87, 2 olgu % 88, 2 olgu % 91, 1 olgu % 94, 6
olgu % 95, 4 olgu % 97, 4 olgu % 101, 1 olgu % 103, 3 olgu % 104, 1 olgu
% 106, 2 olgu % 107, 1 olgu da % 109 olarak hesaplanmustir.

146 hamileden 87’ sinde ( % 59,6 ) LAT ve DT poazitif, ELISA ve ISAGA
testleri ile IgM sonuglan negatif bulunmus, 59’ unda ( % 40,4 ) yapilan testlerde
hig bir d6zgiin Toxoplasma antikoru tespit edilememigur,



Gegmiginde digiik hikayesi olan 7 ( % 50 )hamileye ait 6rneklerde 6zgiin
Toxoplasma antikoru tespit edilememis, 7 (% 50 ) hamileye ait 6rneklerde ise LAT
ve DT pozitif, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM sonuglan negatif bulunmustur,

Hamilelik esnasinda konjenital enfeksiyon rniski tastyan 36  annenin
¢oguklarina ait 33 (% 91,7 ) 6rmekte LAT ve DT poazitif, ELISA IgM, ISAGA
IgM ve ISAGA IgA sonuglan negatif bulunmug, 3 ( % 8,3 ) ornekte ise
Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor tespit edilememigtir,

Soliter organ ve Kemik iligi nakli yapilacak 122 hastamin 52’ sinde
(% 42,6 ) Toxoplasma’ ya Ozgiin antikorlar DT ve LAT ile tespit edilmig, 70’ inde
(% 57,4 ) ise Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor tespit edilememistir,

Cesitli nedenlerle ( hamilelik, merak, hamilelik 6ncesi tarama, hayvanlarla
ilgili iglerde galigma gibi ) bagvuran hastalardan kedi besleyen 31 hasta 6rneginden
5°1(% 16,1 ) DT, LAT, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM pozitif, 18" 1 ( % 58,1 )
DT ve LAT pozitif, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM negatif bulunmus, 8’ inde
(% 25,8 ) ise Toxoplasma’ ya 0zgiin antikor tespit edilememigtir,

Hamilelik sirasinda veya gebelik Oncesi yakin donemde akut akkiz
toxoplasmosis gegirmis annelerden 22 tanesinde Toxoplasma enfeksiyonunun 3-6
ay arasi bir dénem igerisinde gegirildigi gonilmigsken, 14 tanesinde de 6-18 ay aras
bir dénem icerisinde gegirildigi goriilmistiir,

Karaciger Fonksiyon Testleri bozuk olan hastalanin érneklerinden 4’ inde
( % 61,1 ) DT ve LAT pozitif, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM negatif
bulunurken, 3’ tnde ( % 38,9 ) ise Toxoplasma’ ya Ozgiin antikor tespit
edilememigtir,

Cesitli nedenlerle gelen 17 hasta da DT, LAT, ELISA ve ISAGA testleri ile
IgM pozitif konulmustur,

Homoseksiiel bir erkek hasta kusku iizerine bagvurmus, ama Toxoplasma’
ya 6zgin antikor tespit edilememugtir,
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HIV pozitif veya AIDS tams: almg 91 hasta sreginden 39° unda ( % 42,9)
Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor serolojik olarak saptanamamug, 52° sinde ( % 57,1 )
olguda is¢ DT ve LAT poztif, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM negatif
bulunmustur.

Klinik ve radyolojik olarak ensefalit teshisi ile gelen HIV pozitif hastalara ait
4 (% 100 ) serumun DT, LAT, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM pozitif oldugu
goriilmiigtir.

Kronik yorgunluk sikayetleri olan 10- hastadan 4’ tunde ( % 40 )
Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor tespit edilemezken, 6’ sinda ( % 60 ) DT ve LAT
pozitif, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM negatif oldugu gozlenmigtir.

Lenfadenopati sikayetleri olan 37 olgu 6rneginden 14’ inde ( % 37,9 ) DT
ve LAT pozitif, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM negatif, 10’ unda ( % 27 ) DT,
LAT, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM pozitif olarak degerlendinlmig, 13” inde
(% 35,1 ) ise Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor tespit edilememistir,

Toxoplasmosis siiphesi duyan sadece merak amaciyla gelen 5 hastada da
Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor tespit edilememistir,

Yapilan aragtirmalarda CD, duzeyi dusiik bulunan 4 olgudan 3’ iinde
(% 75 ) DT ve LAT pouzitif, ELISA IgM ve ISAGA IgM negatif saptamirken,
1’ inde (% 25 ) Toxoplasma’ ya 6zgiin antikorlar saptanamamustir.

Klinik olarak sarnih@ olan 9 hasta 6rneginden 3’ tinde ( % 33,3 ) DT ve
LAT pozitif, ELISA IgM ve ISAGA IgM negatif saptanirken, 6° sinda ( % 66,7 )
Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor varhif gzlenmemugtir.

Go6z bulgusu olan 19 hastadan 10’ unda ( % 52,6 ) DT ve LAT pouzitif,
ELISA ve ISAGA testleri ile IgM negatif, 3’ tinde ( % 15,8 ) de DT, LAT, ELISA
ve ISAGA testleri ile IgM pozitif serolojik degerleri saptanmus, 6’ sinda ( % 31,6 )
ise Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor tespit edilememigtir,

Viral enfeksiyonlara eglik edebilecek toxoplasmosis agisindan tetkik edilen 7
omegin 5’ inde (% 71,4 ) DT ve LAT pozitif, ELISA IgM ve ISAGA IgM negatif
bulunmus, 2’ sinde ( % 28,6 ) Toxoplasmaya 6zgiin antikor tespit edilememistr,
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Ultrasonografik olarak fetal anomali ( bdbrek kalsifikasyonu, hidrosefali,
Ventrikiilomegali, serebral kalsifikasyon, , intrauterin gelisme geniligi ) tespit edilen
11 hastanin kordon kani analizlerinde, hi¢ bir 6rnekte IgM sinifi antikorlar tespit
edilemezken, 3’ Ginde ( % 27,3 ) sadece DT, 5’ inde ( % 45,4 ) hem DT hem de
LAT, 1’ inde ( % 9,1 ) DT, LAT ve ISAGA IgA pozitif bulunmus, 2’ sinde ( %
18,2 ) ise Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor tespit edilememistir,

Ust abdominal agn siiphesi ile bagvuran 1 hastada ise DT ve LAT pozitif,
ELISA ve ISAGA testlen ile IgM negatif bulunmustur.

PCP teshisi almig 3 olgunun serolojik incelenmesinde 6zgiin Toxoplasma
antikorlarina rastianilmamuistir,

Hamilelik 6ncesi tarama amaciyla serum ornekleri gonderilen 17 olgudan
12’ sinde ( % 70,6 ) DT ve LAT ile pozitif sonuglar alinmis, Toxoplasma’ya 6zgiin
IgM sinifi antikor tespit edilememis, 5’ inde ( % 29,4 ) 6zgin Toxoplasma
antikorlarna rastlamimamugtir. -

16 omek ( 2 BOS, 9 lenf bezi biopsisi, 2 plasenta pargalari, 1 nekrotik
doku, 2 amnion sivis1 ) MF1 cinsi beyaz farelere inokiile edilmis ve sadece 2 lenf
bezi érneginden parazit izole edilmigtir. Aym hastalann serum, BOS, amnion sivisi
orneklerinde gergeklestirilen serolojik testlerde 9° unda ( % 56,2 ) kronik
toxoplasmosis’i ( DT ve LAT pouzitif, ELISA ve ISAGA testler ile IgM negatif ),
3’ tinde ( % 18,8 ) akut toxoplasmosis’ i1 destekieyen ( DT, LAT , ELISA IgM,
ISAGA IgM poazitif ) serolojik sonuglar alinmig, 4’ iinde ( % 25 ) ise 6zgin
toxoplasma antikorlanna rastlanimamustir,

Inokiilasyon igin gonderilen 16 6megin diginda annelerinin serumunda
Ozgiin Toxoplasma IgM tespit edilen 36 bebek kani, bu annelere ait ornekler,
Ultrasonografi ile anomali saptanms fetuslara ait 11, organ nakli hastalarina ait 6,
g0z sikayeti olan hastalara ait 4, lenfadenopati gikayeti olan hastalar ait 12 ve HIV
pozitif olgulardan alinan 14 6rnekte PCR ¢aligiimig, ayrica serolojik olarak negatif
sonuglarin alindi 5 hastanin kam da incelenmeye dahil edilmigtir (TABLO 1, 2).
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Tablo 1.
incelenen drnek
Hasta grubu Venoz Lenf | Nekrotik | Amnion | Plasenta | Fetal | Humér | BOS | Toplam
kan bezi doku SIVISI kan akoz

Immiin sistemi saglam olanlar 18 9 1 28
Gebelik tiriinleri 36 8 2 3 49
Gaz bulgusu olanlar 3 1 4
HIV pozitif olanlar 12 4 16
Organ nakli (kalp ) 5 5
Organ nakli ( kemik iligi ) 1 1
Genel toplam 75 9 1 8 2 3 1 4 103
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Hasta grubu

PCR Yapilaniar

inokiilasyon uygulananlar

Pozitif

Negatif

Pozitif

Negatif

uygulanmayan

Toplam

A ) Immiin sistemi saglam olanlar

Venéz kan

18

18

Lenf Bezi

Nekrotik doku

B ) Gebelik tiriinleri

Venoz kan

10

Amnion Sivisi

Plasenta

Fetal Kan

C ) Goz bulgusu olanlar

Vendz kan

Humér akoz

D ) HIV pozitif olanlar

Venoz kan

BOS

E ) Organ nakli (kalp )

F )Organ nakli ( kemik iligi )

=R (W |~

Genel toplam

36

12

87

103
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Toxoplasma DNA’ si Toxoplasma P30 genine yoénelik Primerierin
kullanildii “ Nested PCR ” ile gogaltimistir. Dis Primerler ile 6nce 914 bazgiftlik
bir parga, i¢ Primerlerin kullanilmasiyla da 522 baz ¢iflik son tirtin elde edilmigtir.

Immiin sistemi saglam hastalara ait 6rneklereden hig bir venoéz kan 6rnegi
fareye inokiile edilmemis PCR ile toplam 18 6rnekten 9’ u pozitif, 9’ u ise negatif
bulunmustur. Bu hasta grubundan pozitif bulunan tiim hasta drneklerinin serolojik
tetkikinde Toxoplasma’ ya 6zgiin antikorlar tespit edilmigtir ( Tiim hastalarda DT,
LAT poaztif, ayrica 2 hastada ELISA ve ISAGA IgM, 1 hastada sadece ISAGA
IgM pozitif bulunmustur ), PCR ile negatif ‘olarak saptanan hastalarin hepsi
serolojik olarak Toxoplasmaya O6zgiin antikorlar tagimalarina ragmen ( Tuam
hastalarda DT, LAT pozitif, sadece 1 hastada ISAGA IgM pozitif bulunmustur ).
Bu gruptan hastalara ait lenf bezi 6rneklerinde 2 olguda inokiilasyon pozitif
sonuglanirken, 7 olguda inokiilasyonda bir iireme tespit edilememistir. Tim lenf
bezi biopsileri inokiile edilen hastalarin ( biri harig ) serolojik olarak Toxoplasma’
ya Ozgiin antikorlar tagidiklari goritlmustiir ( serolojik olartak pozitif bulunan
olgulani 7’ si akut toxoplasmay: destekleyen DT ve LAT pozitif, ELISA ve ISAGA
IgM pozitif bulunurken, lhasta sadece DT ve LAT ile tespit edilebilen Kronik
latent toxoplasmoms 1 diigiindaren 6zgin ‘antikorlara sahip oldugu goérilmigtir.
Bir hastada ise hi¢ bir Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor saptanamamig ve PCR ile de
negatif olarak bulunmustur. Inokiilasyon ile pozitif bulunan iki olgu PCR ile de
pozitif sonug vermistir. Inokiilasyon ile negatif sonuglanan &rneklerden 7’sinden 3
daha PCR ile pozitif bulunurken 4’ii negatif bulunmugtur. Nekrotik doku ( iltihab )
hem serolojik, hem inokiilasyon, hem de PCR ile negatif sonug vermistir.

Anne adaylarina ait venéz kan 6reklerinden hig biri inokiile edilmemigtir,
Tim Orneklerin serolojik olarak Ozgln Toxoplasma antikorlan igerdikien
saptanmgtir ( 22 omekte DT, LAT, ELISA IgM, ISAGA IgM pozitif, 14 drnekte
DT, LAT, ISAGA IgM poatif, ELISA IgM ise negatif olarak bulunmugtur ). PCR
ile 10 kan 6rnedi pozitif ( 7’si serolojik olarak DT, LAT, ELISA IgM, ISAGA IgM
pozitif , 3’ i ise DT, LAT, ISAGA IgM pozitif, ELISA IgM ise negatif olarak
bulunmustur), gen kalan 6émeklerde PCR ile Toxoplasma DNA’ sina 6zgiin baz
giftlerine rastlanilmamustir. Anne ventz kan ©meklen ile beraber gonderilen
amnion sivist Orneklerinde (anne vendz kan serolojisi akut toxoplasmosisi
destekleyen DT, LAT, ELISA IgM, ISAGA IgM pozitif olarak bulunmus, amnion
sivilan konvensiyonel yontemlerle aragtinldifinda 4’ Gt DT ve LAT ile poztif , 4’ O
negatif olarak bulunmustur, inokiilasyon yapilan 2 amnion sivisindan da parazit
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izole edilememis, bunlar konvansiyonel yontemlerle de negatif bulunmugtur, fakat
bu o6rneklerden biri PCR ile pozitif ( fetal kan o©megi serolojik olarak
Toxoplasmaya O6zgiin antikor icermemektedir ), biri de negatif olarak
gozlemlenmigtir. Bu pozitiflifin ya amnion sivisinin alinmas: sirasinda ya da PCR
islemlerin  yuriitiilmesi sirasinda olusan bir kontaminasyona bagh oldugu
varsayllmistir. Inokiilasyon gerceklestirilmeyen 6 amniyon sivisi érneginden ikisine
ait anne vendz kan Ornekleri ile amnion sivisinin konvensiyonel testler ile
incelenmesinde 6zgiin Toxoplasma antikorlan tespit edilmistir. Bu 6reklerde PCR
ile de Toxoplasma DNA’ si tespit edilmigtir.

Anne serolojileni pozitif olmasina kargin hem konvensiyonel hem de PCR
yontemleri ile negatif bulunan 4 6mekte bebeklerin konjenital enfeksiyon riski
tagimayacagina kanaat getirilmigtir. Akut toxoplasmosis bulgularini serolojik olarak
tagiyan gebélére.x' ait 2 plasenta 6reginden gergeklegtirilen inokiilasyonda parazit
izole edilememis,' PCR ile 1 ornekte Toxoplasma DNA’ s tespit edilirken, bir
srnekte 6zgiin DNA gogaltilamanugtir. Inokiilasyon gergeklestiriimeyen Fetal kan
dmeklerinde hem serolojik olarak, hem de PCR ile poazitif bulgu elde edilememigtir
( olgulardan birine ait amhiyon stvisi ornedi PCR ile pozitif bulunmugtur )

Goz sikayetleri ile gelen serolojik olarak DT, LAT, ELISA IgM, ISAGA
1gM pozitif bulunan 3 hastanin ( bir hastanin humor ak6z 6rnedi de incelenmistir )
PCR ile incelenmesinde humor akoz 6rnefinde ve aymi hastaya ait vendz kanda
Toxoplasma DNA’ si tespit edilmis, difer hastalara ait 6rneklerde PCR ile negatif
sonug gézlemlenmigtir.

Reaktivasyon riski tagtyan 12 HIV pozitif olgunun venéz kan 6rneklerinde
yapilan PCR arasgtirmasinda 5 6érekte Toxoplasma DNA’ simi ¢ogaltmak miimkiin
olurken, 7 ornekte negatif sonug elde edilmigtir. 4 BOS 6rneginden ikisi inokiile
edilmis ama parazit izole edilememigtir. Ven6z kan omeklerinde PCR ile pozitif
sonug alinan hastalara ait 3 BOS omeginden sadece birinde PCR ile pozitif sonug
alinmig, ven6z kan émeginde de PCR ile negatif sonu¢ alinan bir hastanin BOS
orneginde de PCR ile Toxoplasma DNA’sim gogaltmak miimkiin olamamistir.

Kalp nakli olacak 4 ve kemik iligi nakli olacak 1 hastanin ( serolojik olarak
DT ve LAT pozitif ) PCR ile incelenen 6rneklerinde negatif sonug gozlemlenmistir.
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Toxoplasmosis yaklagik olarak 100 yildan beri bilinen bir hastalik olmasina
ragmen lenfadenopati, glandiiler ates gibi nispeten selim tablolar olusturmas: ve
daha ciddi seyreden konjenital enfeksiyon prevalansimin yiiksek olmamasi nedeniyle
yeterince ciddiye alinmamug, fakat 80’li willarla beraber AIDS, organ nakli
ameliyatlan ve kanser tedavisinin yayginlagsmas: Toxoplasma gibi firsat¢i enfeksiyon
ajanlan ile yagamlani tehtid altinda olan immiin sistemi baskilanmis bir insan
popiilasyonu olugturunca, konuyla ilgili uzmanlar hastahigin tam ve tedavisinde daha
yeni, hassas ve hizh yontemler aragtirmaya baglamugtir.

Antikor arayan testler incelendiginde kullanilan antijen tipine goreserolojik
testlerin 2 ana grupta toplandiklan goériiimustir (19);

1- Antyen kaynag olarak butiin parazit kullanilan testlerin ( DT, DA, IFA
gibi ), organizma butinliigi korundugu durumlarda immin sistemin olusturacagi
antijenik cevabin daha gergege yakin olacag disintldiiginden, serolojik cevabimn
aragtirimasinda daha etkin olacaf iddia edilmigtir (19).

2- Antijen kayna@ olarak bitinligli bozulmug parazit kullanilan testler
( CF, ELISA, ISAGA, LAT, THA gibi) (19).

Caligmalanmizda “ altin standart “ olarak kabul edilen DYE TEST’ i
kullandik, DT ile incel‘edigim& 577 omekten 344’ i pozitif, 231’ i1 negatif
bulunmustur. Toxoplasma enfeksiyonlanindaki antikor cevabmin erken dénemde
membran antijenlerine, kroniklestikce sitoplasmik antijenlere yonelmesi,dogal
olarak enfeksiyonun erken donemlerinde membran antijenlerine yonelik testlede
yiiksek titreler elde edilirken, kronik enfeksiyonlardé sitoplasmik antijenlere yonelik
testlerle yavas yiikselen ve uzun siire tespit edilebilen antikor titrelerin elde
edilecegi vurgulanmustir (19).

Bu veriler ipifinda butiinliifii bozulmuy paraziti antijen kayna@ olarak
kullanan LAT, ELISA ve ISAGA yontemlerinden de faydalamlmigtir. DT ile LAT
sonuglan arasindaki uyumsuz 45 sonucun degeriendirilmesi igin de yine antijen
kaynag olarak butiin parazit kullanan DA testinden yararlamlmugtir (65).
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Holliman ve arkadaglanimin bir galigmasinda 4450 serolojik analizde, 6zgiin
olmayan IgM varlifina baglanan, 59 ( % 1,3 ) uyumsuzluk gozlenmig, bu iki test
arasindaki uyumsuzluklann testler arasi duyarhilik farkindan kaynaklandifi da
vurgulanmigtir. Desmont ve arkadaglan 3 aydan biiyiikk her insanin serumunda
dogal olusan IgM antikorlanmin dusiik titrelerde DA testinde pozitifliklere neden
olabilecegini, ama bunun test edilen serumlann ancak % 2’ sinde uyumsuz LAT
sonuglarina yol agabilecegini bildirmis, yiikksek konsantrasyonlarda Hepatitis B viriis
” e ” antijeni olan serumlarda, latex partikiillerinin hazirlanmas: sirasinda kullanilan
albumin ile ” e ” antyeni arasindaki ¢apraz reaksiyona baglanan, serum
2-mercaptoethanol ile muamele edilse bile gapraz reaksiyonlann etkilenmedigi,
yalanci pozitif LAT sonuglan gézlenmis, Toxoplasma trofozoitinin polar bolgesine
baglanan Toxoplasma’ya 6zgiin olmayan IgM varhginda disgiik titrelerde LAT
pozitiflii izlenebilecegi bildirmistir (54, 58, 67).

Wreighitt ve arkadaglan galigmalaninda yalanci pozitif LAT sonuglarnnin
IgM varhigina oldugu kadar eslik eden CMV ( Sitomegalo viriis ) enfeksiyonlar ile
de iligkisi oldugunu vurgulamis, nadiren de olsa bazi serumlann latex ile reaksiyona
giren antikorlar igermesi nedeniyle de agglitinasyonlann goriilebilecegi
hatirlatilmigtir (126).

Yalanci negatif sonuglann ¢ok nadiren, yalanci pozitif sonuglann ise bazen
goriilebildigi, fakat negatif 6rnekleri pozitif 6rneklerden ayinminda yaygin olarak
kullamlan Latex testine (1/16 ilizen dilusyonlarin referans laboratuvarlanna ileri
tetkik igin gonderilmesi tavsiye edilen ), alternatif olarak hizli sonug¢ veren Slide
aggliitinasyon testi (Toxocellwf) geligtirilmis, bu testin Eiken Latex aggliitinayon
testinden daha 6zgiin ( % 95,8 ve % 81 ), hemen hemen DA ile esit 6zgiinliikte
( % 98 ), Eiken Latex aggliitinayon testinden biraz daha az ( % 99, % 98,7 ), fakat
DA testinden ( % 96 ) daha duyarh oldugu bildirilmigtir (29, 43).

DA testinin Latex aggliitinayon testinden daha az duyarh ama daha 6zgiin
oldugunu gosteren galigmalar bu oranlan dogrular niteliktedir (54, 58).

Bir bagka g¢alijmada da DT sonuglan ile uyumlu oldugu bildirilen IHA
testinin 1yi kitle tarama yontemi olacagi, 1/64 dilusyon ile baslanarak yalanc
reaksiyonlarin onlenebilecegi ( bu dilusyonda yalanci reaksiyon yaklagik %2 olarak
hesaplanmugtir ), 1/ 256 ve iizenindeki dilusyonun ise hastahikla yeni karsilagmig
olmanin gostergesi olarak kabul edilebilecegi vurgulanmgtr (58).
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Calismamizda 565 olguda bakilmig olan DT ve LAT sonuglan
karsilastinldifinda 45 ( % 7,96 ) olguda uyumsuzluk gézlemlenmis ve sonuglan
dogrulamak i¢in bu 6meklerde Direkt Aggliitinasyon testi ¢ahgilmig, DT negatif,
LAT pouzitif bulunan 37 ( % 82 ) olgudan, 36’ sinda ( % 97,3 ) DA sonucu DT’i
destekler nitelikte negatif, sadece 1 ( % 2,7 ) olguda ( 41 yagsinda, kadin
transplantasyon hastas1 ) LAT sonucunu destekler nitelikte pozitif olarak bulunmug
bu olgudaki DT negatiflifinin ya sahsin immuin sisteminin Toxoplasma membran
antigenini taniyamamasina, sadece sitoplazmik antigenlerini tanimasina, ya da
antikorun Toxoplasma membranina baglandig: halde kompleman: baghyamadig;
icin DT’ in negatif olmasina yol agtifina kanaat getirilmigtir.

DT pozitif, LAT negatif bulunan 6 ( % 13 ) hasta drneginde ise, DA testinin
sonuglann DT’yi destekler nitelikte pozitif ( % 100 ) bulunmus, 2 ( % 5 ) hasta
o6meginden birinde DT 62 IU/ml LAT 1/2000 iken DA 1/2048, digerinde DT
4IU/ml, Latex 1/ 32 iken DA 1/32 bulunmustur.

Immiinoblotting ile 6 kilodaltoniuk bir antijenin ELISA ile tespit edilen anti-
Toxoplasma IgM antikoru ile iligkili oldugunu gosterilmigtir (94).Verhofstede ve
ark. 6 ticari ELISA IgM kitini karsilagtirmus, indirekt ELISA ve antikor yakalayan
ELISA’lann sonuglan arasinda, ne de monoklonal veya poliklonal antikor kullanan
ELISA testlerinin sonuglan arasinda bir fark bildinlmemis, dasik duyarlikh
testlerdeki poazitif sonuglann enfeksiyonun o andaki durumu ile daha uyumlu
sonuglar vereCegi onun igin akut toxoplasmosis tamisinda daha yararh olacag)
kanaatine varmlslar fakat bireyler arasi immiin cevap farkhlifindan kaynaklanan az
veya ¢ok IgM iifetimi olabllecegl goz oniinde bulunduruldugunda da distik
duyarhilikh testler ile digiitk IgM cevabi vermis bireylerde tanmy1 koymakta giiglikler
yasanabilecegi vurgulanmugtir (120).

Yalanci pozitif olgulann varhgimi Romatoid faktor ile olan interferansa
baglayan galigmacilar, antiviral IgM’e bagli yalanc: pozitivite gozlemlememusler,
DS-ELISA ile romatoid faktore bagh yalanci pozitif ELISA IgM ve IgG fazlalifina
baghh yalanci negatif IgM sonuglarinda azaima saglandig: bildirilmis, ISAGA ile
IgM aranmasimin ELISA’dan daha duyarh ve o6zgunliktede ELISA’dan asaf
olmadigini, ELISA ile akut enfeksiyon sonras: yaklagik 6 ay boyunca 6zgiin IgM
antikorlan saptanabilirken, ISAGA ile olgulann % 80’inde 12 ay: agkin siire 6zgiin
IgM antikorlan tespit etmenin mimkiin olacagim daha duyarli olmasi nedeniyle
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AIDS gibi nedenlerle 6zgiin IgM cevabinin disiik olmasi beklenen olgularda
ISAGA testinin kullanilmas: tavsiye etmislerdir (5, 15, 55).

Holliman ve ark.da ISAGA’ nin IFA ve ELISA’ dan daha duyarh
oldugunu, Skinner ve ark. ISAGA ile akut enfeksiyon sonrasi 18 aya kadar IgM
tespit edebildiklerini, tek ornekle tamya gitme zorunlulugu olan hastalarda tek
testin yol agabiledi yalanct sonuglan engellemek igin diger testlerle kombine
kullanilmas: gereklili§i vurgulanmis, uyumsuz ISAGA - ELISA sonuglarinda IgG
diizeyinin yardimi ile karar vermenin dogru olacag: savunmus, ISAGA IgM poazitif,
ELISA IgM negatif bulundugunda, eger yiiksek degerlerde 6zgun IgG varhigi
saptanmigsa bunun enfeksiyonun aylar once gegirildigini gosterdigi, 6zgin IgG
saptanamamasinin ise erken primer enfeksiyonu destekler nitelikte oldugu
gorigiini benimsemisleredir (55, 110).

Seroloji igin génderilen 580 o6rnekten 304 ( % 52,4 ) ile hem ELISA hem
de ISAGA IgM galgilmig, serum miktarindaki yetersizlikten dolay: da 85 (% 14,65)
hastaya sadece ISAGA IgM ¢ahgilmig, 85 serum da negatif bulundugu i¢in yakiagik
18 aylik bir siire pozitif kalan antikorlan tespit edebilen bu testten sonra yaklasik 6
ayhk antikorlan tespit edebilen ELISA IgM yontemi igin yeni 6rnek isteme ihtiyac
olusmamstir. 23. ( % 7,6 ) olguda ELISA-IgM negatif, ISAGA-IgM pozitif, 16
olgu ( % 5,3 ) ELISA-IgM supheli, ISAGA-IgM poazitif, 1 ( % 0,3 ) olgu ELISA-
IgM pozitif, ISAGA-IgM siipheli, 40 (%13.2) olgu ELISA-IgM negatif, ISAGA-
IgM supheli, 3 (% 1) olguda ise her iki testte §iipheli olarak yorumlanmustir.

Hamilelik oncesinde toxoplasmosis gegiren annelerin  dolasgimindaki
antikorlann, fetusu, enfeksiyona karsi kismi de olsa koruyacag bildirilmistir (9).

Hamilelerin 87’ sinde LAT ve DT pozitif, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM
sonuglan negatif bulunmustur, olgular kronik latent toxoplasmosis olarak
yorumlanmig, gebelikleri sirasinda herhangi bir nedenle immin sistemleni
baskilanmadiinda saghkh bebek dogurabilecekleri anlatilmistir.

Seronegatif hamilelere kedilerden uzak durmalan, kedi kaplanm
temizlerken mutlaka eldiven kullanmalan, etleri iyi pisirerek yemeleri, kedi digkisi
ile kirlenme ihtimali olan meyva ve sebzeyi iyice yikadiktan sonra, miumkinse
soyarak veya haglayarak yemeleri, ¢ig sit igmemeleri onerilmigtir (54).
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Cahsmamxzda 59 hamileye ait Ozgiin Toxoplasma antikoru tespit
edilememis, enfeksiyonu gebelik esnasinda gecirmenin riskleri kendilerine
anlatildiktan sonra enfeksiyondan korunma igin gerekli egitim verilmistir.

Skinner ve ark. yaptiklan ¢aliymada diisiik hikayesi olan kadinlann hepsinde
ISAGA ile IgM poazitif bulunmus (110).

Cabsmamizda gegmisinde diisiik hikayesi olan 7 gebeye ait 6rneklerde hig
bir 6zgiin Toxoplasma antikoru tespit edilememis, diisiik nedeninin belirlenmesi
amaciyla ileri tetkiki i¢in klinisyeni ile goériisme yapmalan tavsiye edilmistir.
Gegmiginde disiik hikayesi olan 7 gebeye ait drneklerde ise LAT ve DT pozitif,
ELISA ve ISAGA testleri ile IgM sonuglan negatif bulunmustur, hem ISAGA,
hem de ELISA ile IgM tespit edilemiyen gebelerin diisiik nedenin Toxoplasma
olmadifi, olgulann kronik latent toxoplasmosis olgulan olduguna kanaat
getirilmigtir.

Hamilelikte gegirilen akut toxoplasmosis’ in en gok % 50’ sinin fetusu
etkiledigi, plasenta hasanmin olmadii durumlarda bebek serumunda ozgiin IgM
tespit edilmesinin konjenital enfeksiyon tamsi lehine oldugu fakat enfekte
bebeklerin bile % 25’inde negatif dzgiin IgM sonuglan goriildigi bildiriimis, IgG
gosteren testlerin en az 6 ay siireyle ( genellikle 1 yil kadar ) dénemler halinde,
pasif gegen IgG antikorlarinin eliminasyonunu takip edebilmek igin tekrarlanmas
onerilmistir (15).

Hamilelik sirasinda veya oncesi yakin donemde akut akkiz toxoplasmosis
serolojisi saptanan, dolayisiyla konjenital enfeksiyon riski tagiyan annelerden 22’
sinin Toxoplasma enfeksiyonunu, serumlaninda hem ELISA, hem de ISAGA ile
Ozgiin IgM saptanmasindan dolay1 3-6 ay arasi bir dénem igerisinde gegirdikleri,
14’ Gniin de ELISA IgM negatif, ISAGA IgM pozitif olarak bulunmasi ve énceden
alinmig 6rneklerinin de paralel galigiimasi sonucu 6-18 ay arasi bir dénem igerisinde
gecirdigi kanaatine vanilmis, coguklarina ait 33 érnekte LAT ve DT pozitif, ELISA
ve ISAGA testleri ile IgM ve ISAGA testi ile de IgA sonuglan negatif bulunmus,
olgulan 1 il sure ile ikiser ayhk periodlarla serolojik kontrollarinin
tekrarlamimasina karar verilmistir. Ozgiin toxoplasma antikorlarimin  serolojik
olarak tespit edilememesinin toxoplasmosis riskinin olmadigi gosterdigi igin
konjenital enfeksiyon riski tagtyan annelerin gocuklanna ait 3 érnekte Toxoplasma’
ya 6zgiin antikor saptanamadif igin bu olgular takibe alinmamistir.
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Soliter organ alicilan seropozitif ise veya ahici verici serolojik olarak
uyumsuz degilse toxoplasmosis riski olmadig bildinimigtir (112).

Caligmamizda 70 hasta 6rneginde Toxoplasma’ ya ozgiin antikor tespit
edilememis, dolayisiyla bu hastalarda ileri galiyma planlanmamugtir.

Speirs ve ark. ¢aligmalarinda 151 kalp, 39 karacier ve 100 bobrek nakli
alicisinda serolojik olarak T. gondii agisindan sirastyla ( % 14,5 ), ( % 13,2 ),
( % 20 ) uyumsuzluk saptamis ve seronegatif ahcimin seropozitif bir organdan
primer toxoplasmosis’ e yakalanma oranimi kalp transplantasyonunda % 57,
karaciger transplantasyonunda % 20 olarak bulmus, bobrek transplantasyonlarinda
1se donor kaynakh toxoplasmosis tespit edememis, gerekge olarak da parazitin kas
dokusu i¢inde kistlesme egiliminde oldugunu, transplante edilecek organin igerdigi
kas dekusu miktarina bagl olarak riskin yukselecegini bildirmiglerdir (112).

Wreghitt ve ark. transplantasyon oncesi seropozitif bulunan 75 hastadan 3’
iinde (% 4 ) LAT, DT ve IHA ile anlamh bir yiikselme tespit etmis bunu alevlenme
olarak yorumlamislardir (126),

Transplantasyon Oncesi seropozitif bulunan hastalarda reaktivasyona sik
rastlandig1, seronegatif alictmin seropozitif bir organdan primer toxoplasmosis’ e
yaklanmasimin fatal sonlanabilecegi, donorin durumundan baZimsiz olarak
seropozitif kalp nakli alicilanmin az- ya da hi¢ nsk tagimadiklan, alicinin
seronegatif, donoriin seropozitif oldugu durumlarda niskin g¢ok yiiksek oldugunu
yaymlanmigtir ( 56, 76, 83,112, 126).

O’driscoll ve ark. tiim dinyadan kemik iligi ( KI ) nakline bagh 25
toxoplasmosis olgusu bildirildigini, tiim ¢alsmalara bakildiginda KI nakline bagh
ciddi toxoplasmosis insidansinin % 0,8 oldugunu vurgulamig, olgulanin genellikle
sekonder reaktivasyon geklinde gelistifinden dolay: sadece seropozitivitesi Fransa
gibi yiiksek toplumlarda serolojik taramanin uygun olacagini bildirmigtir (88).

Calismamizda soliter organ ve kemik ihigi nakh yapilacak hastalarin 52
tanesinde Toxoplasma’ ya 6zgiin antikorlar DT ve LAT ile tespit edilmis, akut
enfeksiyon gostergesi olarak kabul edilen 6zgiin IgM antikorlan ELISA ve ISAGA
ile saptanmamugtir.17 olguda ise serolojik uyumsuzluk séz konusu oldugu igin
profilaktik 6zgiin antibioterapi 6nerilmis (pyrimethamine 25mg/ giin + folinic asid
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5mg/ haftada 2 kez / 6 hafta ), post operatif donemde bu olgulann hi¢ birinde
toxoplasmosis bulgusuna rastlanilmamugtir. Seronegatif vericilerden organ alan
seronegatif alicilarda haftada bir 2 ay boyunca primer enfeksiyon agisindan tetkik
edilmigtir. Bu gruptaki hastalarda da toxoplasmosis bulgusu saptanmamugtir.
Bulgulanimiz Holliman ve ark. bulgulan ile uyumluluk gostermektedir.

T. gondii ookisti gikardig: bilinen tek hayvan tiiriiniin kedigiller oldugu, ve
ev kedilerinin ayn bir 6nemi oldugu vurgulanmis, A. B. D.” de 3957 kedinin % 30’
unda, diinyanin gesitli boéigelerindeki 12688 kedinin % 37, 6’ sinda T. gondii
antikorlanna rastlanilmig, 6 aydan biylk kedilérdeki antikor miktarinin 6 aydan
kigiiklere gore 4-6 kat daha fazla oldugu géziemlenmigtir (111).

Calismamizda gesitli nedenlerle ( hamilelik, merak, hayvanlarla ilgili iglerde
calisma gibi ) bagvuran hastalardan kedi besleyenlerin 5’ inde akut ( DT, LAT,
ELISA ve ISAGA testleri ile IgM pozitif ), 18’ inde kronik toxoplasmosis ( DT ve
LAT pozitif, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM negatif ) teshisleri konulmus, 8
kiside ise Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor tespit edilememisgtir.

Akut akkiz toxoplasmosis’ te karacifer fonksiyonlarinin bozuldugu,
karaciger fonksiyon testleri bozuk hastalarda IFA ve DS-ELISA ile o6zgiin
Toxoplasma IgM saptadig: bildirilmig, fakat Toxoplasma’ nin karacigerde ne
siklikla patoloji olusturdugu ve mekanizmas: agiklik kazanmamustir (80).

Karaciger Fonksiyon Testleri bozuk olan hastalarin érneklerinden 4’ {inde
DT ve LAT pouzitif, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM negatif bulundugu igin
hastalarin etken ile 18 aydan once kargilasmis olabilecegi, dolayisiyla su andaki
sikayetierinin Toxoplasma’ ya bagh olamayacagi, ileri biokimyasal ve radyolojik
tetkiklerin gerekliliine kanaat getirilirken, 3 olgunun serumunda Toxoplasma’ ya
Ozgiin antikor tespit edilemediginden karaciger fonksiyon testlerindeki bozuklugun
kesinlikle toxoplasmosis’ e bagh olmadig kanisina vanimigtir

Couvreur ve Desmont yaptiklan galigmada 225 neonatal ikter olgusunda
% 2,2 konjenital toxoplasmosis saptadiklanini ve bu hastalarda iktenin aylarca
sirdigini bildirmiglerdir (99).

Calismamizda klinik olarak sanhg olan 3 hasta 6rneginde kronik latent
toxoplasmosis’ i destekleyen ( DT ve LAT poazitif, ELISA ve ISAGA testleri ile
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IgM negatif ) serolojik degerler elde edilmis, bu de@erlerin akut sanlifi agiklar
nitelikte olmadifina karar verilmistir. 6 sanihkli hastada Toxoplasma’ ya 6zgiin
antikor tespit edilemedigi i¢in sanhgin toxoplasmosis digi bir nedene bagh olduguna
kesinlikle kanaat getirilmigtir.

Gross ve ark. calismasinda HIV-pozitif olgulann % 3-40 kadarnin,
sogunlugu Toxoplasma kist reaktivasyonuna bagh, toxoplasmik ensefalit gegirdigi
bildirilmig, klinik ve radyolojik olarak ensefalit teshisi ile gelen HIV poazitif
hastalara ait 4 serumun DT, LAT, ELISA ve ISAGA testlen ile IgM pozitif oldugu
gorilmiis ve olgulann 6zgiin tedavi sonras: radyolojik ve klinik olarak tyilesme
gostermesi tizerine Toxoplasmik ensefalit olarak degerlendirilmistir (40, 41),

Holliman ve ark. toxoplasmosis seropozitivitesi olan 20 AIDS hastasina ait
6rmeklerde DT, LAT, DS-ELISA IgM ve ISAGA IgM, PCR ve insan embrionik
akcifer hiicre serilerine ekim gergeklestirmis, serebral toxoplasmosis tanisini
koymakta gigcliiklerle kargilagtiklanini, histolojik  orneklerin  her zaman
saglanamadif igin taniya gogunlukla uygun klinik, radyolojik bulgular ve seroloji
sonuglan ile gittiklerini, tanilanmn da 6zgiin tedaviye verilen klinik ve radyolojik
tyilesme ile desteklendigini vurgularms, AIDS’ 1i hastalarda materyal az ise daha
duyarll oldugu gozlemledikleri ISAGA IgM testinin uygulanmasinin yeterli
olacagimi ¢inki bazi sekonder reaktivasyona bagl serebral toxoplasmosis
olgularinda diigiik oranlarda 6zgin IgM artis1 olabilecegini, olgularinin % 50’ sinde
IgM saptayamadiklanni, tamida IgM saptanmadifinda serebral toxoplasmosis
tanisindan uzaklagilamiyacafim, yer kaplayan olusum bulgusu nedeniyle BOS
Oérneginin incelenemedigini, aynéa kiinik degerininde ¢ok fazla olmadigin: isaret
etmis, AIDS’ §i haslarda tarama amaciyla yapiacak LAT’ nin 6zgiinligi artirmak
amaciyla 1/128 sulandinmdan, bu titrasyonda pozitif bulunan hig¢ bir serum DT ile
negatif bulunmadig1 icin, baslamasimin uygun olacagim bildirmis, Ingiltere’ deki
HIV-pozitif hastalanin % 27’ sinin sekonder reaktivasyona bagh serebral
toxoplasmosis riski tagidigini, % 0,5- 1 kadannin da primer toxoplasmosis’ ten
etkilendigini bildirmigtir (49, 51, 52, 53).

Pozitif Toxoplasma serolojisi olan AIDS’ lilerde santral sinir sistemi
enfeksiyonu gecirme riski bazi otorlere gorede % 6-12 ve % 30 olarak venlmis,
reaktivasyon riski tagiyan AIDS’ L hastalara omirboyu supresyon tedavisi
6nerilmistir (90, 113).
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Suzuki ve ark. c¢aligmalannda formalin ve aseton ile fikse edilmis
organizmalarin aggliitinasyon testinde kullanilmas: ile toxoplasmik ensefalitli
AIDS’ lilerin % 70-80° ninde tami1 koyduklarini yayinlamis, Suzuki ve Remington
yaptiklan g¢ahgymada Formalin ile fikse edilmiy Toxoplasma trofozoitlerinin
kullanmidig1 DA testinde TE’ i olan AIDS’li hastalarda TE’ i oimayan AIDS’ lilere
gore anlamli olarak daha yiiksek titreler tespit edildigi bildirmigtir (113, 114).

Calismamizda HIV-pozitif veya AIDS tanisi almig 39 hasta orneginde
Toxoplasma’ ya ©6zgiin antikor tespit edilemedii igin reaktivasyon siiphesi
goriilmemis, hastalara primer akut enfeksiyondan sakinmalan igin gerekh
Onerilerde bulunulmus, 52 olguda ise DT ve LAT pozitif, ELISA ve ISAGA testleri
ile IgM negatif bulundugu i¢in reaktivasyon niski tagidiklan kanaatine varlmustir.
Yapilan aragtirmalarda CD, dizeyi digiik bulunan 3 olguda kronik latent
toxoplasmosis’ i destekleyen ( DT ve LAT pozitif, ELISA ve ISAGA testleri ile
IgM negatif ) serolojik degerler elde edilirken, 1 hastada Toxoplasma’ ya ©6zgiin
antikor tespit edilememistir.

Wong ve ark. ¢alismalarinda homosekstieller ve damardan ilag kullanan 269
hastaladan 7’ sinde santral sinir toxoplasmosis’ 1 teghis etmiglerdir (125).

Bu veriler imginda risk grubundan olan homoseksiiel bir erkek hasta kusku
lizerine bagvurmug, ama Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor tespit edilememis, hastaya
rutin bulas yéntemlerinden korunma egitimi verilmis, 6nemli bir risk grubunda
oldugu hatirlatiimistir.

Jones ve ark. akkiz toxoplasmosis tansi koyduklan hastalarinin % 40’ inda
kiriklik hissi ve halsizlik, % 37’ sinde degisik oranlarda ates tespit etmis taniarin
lenf bezi biopsisi ile degil, serolojik olarak konuldugu bildirilmig, akkiz
toxoplasmosis’ te adele ve eklem hastahiklarinin nadir de olsa tabloya eslik ettigini,
polimyozit ve dermatomyozit olgularinin da goriilebilecegini, agiklanamayan LAP
veya ¢zgin olmayan hastalik sikayetleri olan her kadinda toxoplasmosis’ ten
siiphelenilip aragtirma yapilmasi 6nermiglerdir (80).

Kronik yorgunluk sikayetleri olan 4 hastada Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor
tespit edilemezken, 6 olguya kronik latent toxoplasmosis ( DT, LAT poazitif,
ELISA ve ISAGA testleri ile IgM negatif ) teshisi konulmus, bu tip bulgulann akut
toxoplasmosis’ de goriilebilecegi, hastalarin su andaki serolojik bulgularimin akut
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toxoplasmosis’ 1 destekler nitelikte olmamasi nedeniyle ileri tetkik igin klinisyenleri
ile goriigmeleri onerilmigtir.

McCabe ve ark. ¢aligmalannda yer verdiklen arasgtirmacilarin asagidaki
sonuglanini yaymlamigtir. Bunlara gére Jones ve arkadaglan serolojik olarak akut
akkiz toxoplasmosis teshisi konan olgularin % 97’ sinde servikal, % 25 aksiller ve
bir hasta da hiler LAP, Raffaty hastalarin % 82’ sinde servikal, % 35’ inde aksiller,
% 18’ inde inguinal, % 8’ inde g6gls duvarinda LAP, Saxen ve ark. ise bas-boyun
bolgesinde LAP yiizdesini 91 olarak vermis, klinik olarak belirgin LAP
sikayetlerinin % 3 ile % 7’ sinden Toxoplama’ y1 sorumlu tutumus, DT veya
Toxoplasma IgG aragtiran, DT ile uyumlu bir testte negatif olarak bulunan
sahislarda toxoplasmosis teghisinin diigiiniilemeyecegi vurgulanmigtir (80).

Caliymamizda lenfadenopati gikayetleri olan 14 olgu 6meginde DT, LAT
pozitif, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM negatif bulunmus olgular kronik latent
toxoplasmosis olarak kabul edilmig, 10 olgu DT, LAT, ELISA IgM ve ISAGA
IgM poazitif bulundugu i¢in akut toxoplasmosis tamsini almig, 13 Ornekte ise
Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor tespit edilemedigi igin lenfadenopati gikayetinin
toxoplasmosis harici bir nedene bagh olduguna karar verilmistir.

Toxoplasmosis -olgulannin % 90’ a yakin kisminin asemptomatik seyrettigi
yaymlanmistir (73).

Toxoplasmosis siiphesi duyan, sadece merak amaciyla gelen S hastada da
Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor aranmis, fakat tespit edilememis, sahislara primer
toxoplasmosis’ ten korunma yollan anlatiimig ve kadinlara hamilelik 6ncesi tekrar
kontrola gelmelen 6nerlmagtir.

Posterior iivetilerin % 30-50° sinden sorumlu tutulan toxoplamosis’ in
tamisinda serolojik testlerin yan: sira on kamera ponksiyonu ( ACP ) ile lokal 6zgin
Ab aragtirilmasi 6nerilmis, periferik dolasgimdaki 6zgiin AB’ lann 6lgilmesinin tam
agisindan belirli gugliikklere neden oldugu, standart testler ile IgM testpitinin ¢ok
nadir olacag bildirilmigtir (2, 78).

Hastalarin timinde 6zgin IgG Ab’ lan bulunmasina ragmen normal
populasyondaki ¢ok yiiksek prevalans ( % 90 ) 6zgiinlik agisindan siphelere sebep
oldugu, retinal hastaifi olanlarda 6zgiin-Toxoplasma antikorlanm % 54, kontrol
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grubunda ise % 22 bulundugu, Toxoplasma seropozitif olan 40 retinal hastalikli
kigiden 12 si sadece ISAGA ile, bir olgu ise hem ISAGA, hem de DS-ELISA ile
IgM pozitif bulunmus, kontrol grubunda sadece iki olgu ISAGA ile, 1 olgu ise hem
ISAGA, hem de DS-ELISA ile IgM pouzitif olarak degerlendirimistir (60).

DT, sulandinimamig serumlardaki yiiksek 6zgunligi ispatlandifi, yalanc
pozitif reaksiyonlarin ¢ok nadir oldugu, immiin sistemi saglamlarda yalanc
negatiflik bildirilmedigi igin guvenilir kabul ediimig, hastalarda retinal lezyon olsa
bile DT negatif ise Toxoplasma gondii etken olarak diigiinilmemis, 6zgiin IgM’ in
DS-ELISA ile ortalama 8, ISAGA ile 18 ay-sureyle pozitif olarak saptandig
bildinildiginden, kontrol grubundaki IgM pozitif olgulan, IgG serokonversiyon
oran1 % 0,6 oldugu hesaplandigindan, 202 olgudan 1 olguda DS-ELISA IgM,
3 olguda da ISAGA IgM pozitif saptanmasinin normal olarak beklendig
vurgulanmig, yitksek ISAGA pozitivitesi, alevlenmelerde ancak ISAGA gibi
duyarlilik ve Ozgiinliifti yiksek testler ile saptanabilecek kadar az olmas: ile
aciklanmigtir (62). '

Cesiti g6z bulgulann ile gelen hastalardan 10° unda kronik latent
toxoplasmosis’i destekleyen ( DT, LAT pozitif, ELISA ve ISAGA testlen ile 1IgM
negatif ) serolojik degerler elde edilirken, 3’ iinde akut toxoplasmosis’ i
disiindiren ( DT, LAT, ELISA ve ISAGA testleni ile IgM pozitif ) serolojik
degerlere rastlanmig, 6 hastada da ise Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor tespit
edilememigtir.

McCabe ve ark. alnti yapug1 Remington ve ark. kolej 6grencileri ile ilgili
bir g¢ahgmasinda akut toxoplamosis tamisi konulan hastalarda Enfeksiyoz
mononiikleoz, rubella, viral farenjit, akut tonsillit ve influenza benzeri hastaliklara
rastladiklanim bildirmiglerdir (80).

Calismamizda gegitli viral enfeksiyonlann seyri sirasinda eglik edebilecek
toxoplasmosis agisindan tetkik edilen 7 6rnegin 5° inde kronik latent
‘toxoplasmosis’ 1 destekleyen ( DT ve LAT pozitif, ELISA ve ISAGA testleri ile
IgM negatif ) serolojik dederler elde edilirken, 2 olguda Toxoplasmaya 6zgiin
antikor tespit edilememistir, akut toxoplasmosis serolojisi saptanamadifi igin
sikayetlerin toxoplasma ile 1lgisi olmadifina karar verilmistir.
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Patel ve ark. fetal anomali saptanan olgularda 6zgiin IgA ol¢iimiiniin
enfekte hastalarin degerlendirilmesinde degerli oldugu, pasif olarak gegen IgG’ nin
6 ay kadar devamlilik gosterdifi ve 6zgiin IgM aranmasinin relatif olarak duyarsiz
oldugu hatta IgM tespit edilememesinin konjenital enfeksiyon riskini ortadan
kaldirmayacag bildirmigtir (89).

Hamilelik seyri esnasinda Ultrasonografik olarak fetal anomah ( bobrek
kalsifikasyonu, ventrikiilomegali, serebral kalsifikasyon, hidrosefali, intrauterin
gelisme geriligi gibi ) tespit edilen hastalanin kordon kani analizlerinde IgM simifi
antikorlar tespit edilemezken, 3 6rnekte sadece DT, 5 6rnekte hem DT hem de
LAT, 1 6émekte DT, LAT ve ISAGA IgA poztif bulunmus, 2 olguda ise
Toxoplasma’ ya 6zgiin antikor tespit edilememugtir.

Akut toxoplamosis’ te abdominal LAP’ ye bagh ist abdominal agn
bildiriimigtir (80). Bizde galiyjmamizda iist abdominal agr siphesi ile bagvuran 1
hastada DT ve LAT poazitif, ELISA IgM ve ISAGA IgM negatif sonuglarini elde
edilmig, sonuglanin kronik latent toxoplasmosis lehine olmasi nedeniyle olgu
abdominal toxoplasmosis vakasi olarak yorumlanmamugtir.

Immiin sistemi saglamlarda pulmoner toxoplasmosis’ in 6liime neden
olmadifi, immiin sistemi baskilanmiglarda ise % 40 6lime neden oldugu
bildirilmigtir (80, 93).

Ozellikle AIDS ile ortaya gikan PCP, kendisi gibi firsatgi parazit olan T.
gondii’ ye de zemin olugturacag: i¢in, PCP teshisi almis 3 olgu degerlendirmeye
alinmig, serolojik incelenme sonunda 6zgin toxoplasma antikorlarna
rastlaniimamugtir. Seronegatif olan hasta immin durumu g6z éniine alinarak rutin
Toxoplasma bulas yollan ile ilgili olarak bilgilendirilmigtir. Serokonversiyon veya
Ozgiin IgM tespit edilmeyen olgular diginda, sadece bir defa IgG saptanmis
olgularda toxoplasmosis teghisini destekleyen baska klinik bulgular yoksa, olgularin
pulmoner toxoplasmosis olarak degerlendinlemiyeceg: bildirildiginden, olgular
kontrola alinmamigtir.

Oregon’ da yapilan bir caligmanin sonucuna gore her 200 gebelikten birinin
gebelik seyri sirasinda akut toxoplasmosis ile kargilagtii bildinlmistir (6).
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Hamilelik 6ncesi tarama amaciyla serum 6mekleni gonderilen 17 olgudan
12’ sine ait 6meklerde DT ve LAT ile pozitif sonuglar alinmig, serumlaninda
Toxoplasma’ ya o¢zgiin IgM simfi antikor tespit edilememis, akut enfeksiyon
gecirmedikleri kanaatine vanlan olgular kronik latent toxoplasmosis olarak
degerlendirip, mevcur antikor dizeyinin hamilelik s6z konusu oldugunda fetusu
koruyucu nitelikte oldugu kadinlara anlatilmigtir. Hamile kaldiklaninda veya her
hangi bir nedenle immiin sistemlerinin baskilanmas: gerekliligi dogdugunda iler
tetkikler igin tekrar bagvurmalan 6gutlenmistir. 5 olgunun serumlannda ise hi¢ bir
siniftan 6zgin Toxoplasma antikorlarnina rastlaniimadigs igin sahislara Toxoplasma
bulas yollanndan korunma egitimi verilmistir.

Toxoplasmosis tanisinda fare inokulasyonunun duyarliifs % 53, amniyon
sivisindan yapilacak PCR’ 1n duyarliig ve 6zgunligii % 100 oldugu vurgulanmisur
(78).

Inokiilasyon igin gonderilen 16 émek ( 2 BOS, 9 lenf bezi biopsisi, 2
‘plasenta 6rnegi, 1 nekrotik doku, 2 amnion stvisi ) MF1 cinsi beyaz farelere
iisuliine uygun olarak inokiile edilmis ve sadece 2 lenf bezi 6meginden yapilan
inokiilasyonda pozitif sonug ahnmustir. Doku 6rneklerinin eslik eden serumlannda
ve BOS, amnion sivisi ornekleri tizerinde yapilan serolojik testlerde 9 ornekte
kronik toxoplasmosis’i destekleyen serolojik bulgular elde edilirken ( DT ve LAT
pozitif, ELISA ve ISAGA testleri ile IgM negatif ), 3 6rnekte akut toxoplasmosis’ 1
destekleyen ( DT, LAT , ELISA IgM ve ISAGA IgM pozitif ) sonuglar alinmis, 4
olguda ise 6zgiin toxoplasma antikorlanna rastlaniimamigtir

Savva ve ark. ¢alijmalarinda PCR kullanarak T. gondii’ nin viicut dokulan
ve sivilarinda saptanabilecegini gostermisler, Cazenave ve ark. 80 amnion
sivisindan kiiltiir ile 4, fetal kan o6rneklerinden 8 pozitif olgu saptayabilmigken PCR
ile 10 olgu saptadiklarimi ve bu iki olgunun dogumdan sonra da kesinlik kazanmas)
ile PCR’ n istinliigiin gozlendigini bildirmis, difer 70 olgu prenatal serolojik
testlerle uyumlu olarak negatif bulunmustur (14, 102).

Gross ve ark. serolojik ve klinik olarak toxoplasmosis tanisi alng 52 hasta
omeginin 10’ unda PCR ile poztif sonuglat elde etmislerdir, bunlardan bin
yenidogan, 5’ i HIV-pozitif hasta, 4’ i de akut toxoplasmosis serolojisi olan LAP’
li enskinler olup fare inokulasyonunda yenidogan ve bir HIV-pouzitif hasta 6éregi
haric hepsi pozitif sonu¢ aldiklanni bildirmig, Gross ve ark. bir bagka



¢aligmalarinda, PCR ile pozitif buldukian 6meklerden inokiilasyonda basarnsiz
olmalanni, antikor ile kapli Toxoplasma hiicrelerinin makrofajlarca fagosite edilip
6ldiriimelerine ve bunun sonucunda da isole edilememelerine baglamiglar,
konvansiyonel testier ile tanidaki yanilgiyr azaltmak i¢inde uygun 6rmek kullanimini
( serebral toxoplasmosis olgularinda BOS ), birden ¢ok testin kombine edilmesini
( immiinoblott dahil ), en az iki sus T. gondi kullanilmasimi ve klinik 6rnekte
T. gondii varliginin direkt gostergesi olan PCR kullanimini 6nermigtir (40, 41).

Holliman ve ark. baglangicta DT ve LAT pozitif , DA-ELISA ve ISAGA
IgM negatif, sonradan DS-ELISA IgM negatif, ISAGA IgM pozitif bulduklan
HIV-pozitif bir hastanin beyin biopsisinde PCR ile T. gondii’ ye 6zgiin DNA
saptadiklarini bildirmigtir (59).

Burg ve ark. ozellikle AIDS gibi erken tani ile tedaviye bir an once
baglanmanin zorunlugu oldugu hallerde PCR ile T. gondii’ nin B1 genini
¢ogaltilmasimin taniya gok yardimci oldufunu bildirmig, Holliman ve ark. benzer
¢aligmay1 P30 geni ile gergeklegtirmis bu genin PCR ile gogalilmasiin  AIDS’ 1i
hastalanin tamisinda yeri oldugunu vurgulamistir (11, 59).

Grover ve ark. 43 akut maternal toxoplasmosis olgusunda fetal kan
omneklerinde 6zgiin IgM aranmas: ile 10 olgudan 3, amnion sivisinin hiicre
kiltirine inokiilasyonu ile 4, fare inokilasyonu ile 7 pozitif olguyu
saptayabildikleri halde, PCR ile 5 olgunun 5’ inde de saptami§lar ve prenatal tamida
PCR’ 1n ¢ok énemli bir yontem oldugunu vurgulamuslardir (42).

Holliman ve ark. immiin sistemi saflam hasta 6rneklerinde venéz kanda 2
pozitif hayvan inokilasyonu 3 pozitif PCR ( sadece biri inokiilasyon ile uyumiu),
lenf bezi ve serebral iltihap orneklerini ise mnokiilasyon ile negatif PCR ile pozitif
bulmus amnion 6meklerinden ikisini inokiilasyon, tginii PCR ile pozitif ( sadece
bir olgu hem PCR hem de inokiilasyon ile pozitif) bulunmugsken, fetal kan
orneklerinden de inokiilasyon ile 2, PCR ile 2 pozitif sonu¢ alinmistir (sadece bir
olgu hem PCR hem de inokiilasyon ile pozitif ) ayin durum plasenta 6rneklerinde
tespit edilmis, fetal dokularda ise 3 pozitif PCR sonucuna karsihk 1 pozitif
inokiilasyon gozlenmis ( bu olgu PCR ile de pozitif bulunmustur), PCR ile pozitif
bulduklan 55 olgudan isolasyon ile pozitif sonug elde edememelerini PCR’ 1n daha
duyarli olmasina baglarken, PCR ile elde ettikieri yalanci negatif sonuglari DNA
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orneklerinin hazirlanirken yapilan hata sonucu Taq DNA polimeraz: inhibe edecek
maddeleri igermesine baglamistir (53, §9).

Holliman ve ark. kalp nakli ahicilannda PCR ile yaptiklani arastirmada
histolojik olarak ancak 2 olguda T. gondu gordiikleri halde 8 6rnekte PCR ile
pozitif sonug almislar, PCR ile tek bir Toxoplasma’ y1 tespit edebilmenin mumkiin
oldugunun gosterilmesi ( MacPherson ve Gajadhar PCR ile bir Toxoplasma’ ya esit
olan 0,1pg Toxoplasma DNA’ s saptayabildiklerini bildirmisler ) , Toxoplasma
icermedigi bilinen kontrollann PCR ile negatif bulunmasi PCR ile kontaminasyona
bagh yalanci pozitif sonuglar elde etmis olabilecekleri olasiigim ortadan kaldirdigin
vurgulamglardir (61,66)

Van de Ven ve ark.’ da PCR ile beyin dokusu, BOS, kalp ve iskelet
kasinda, Aouizerate ve ark. PCR ile % 33,8 olguda akdz hiimoérde T. gondii’ yi
gostermigler, Ho-Yen ve ark. insan kan orneklerinde PCR’ 1n giivenilir bir tam
yontemi-oldugunu hatta serolojik olarak IgM inat¢1 pozitif olgularda PCR negatif
1se fotusun risk altinda olmadig: kanaatine varmiglardir (2, .46, 119).

Cahsmamizda Inokiilasyon igin gonderilen 16 émegin diginda annelerinin
serumunda 6zgiin Toxoplasma IgM tespit edilen 36 bebek kani, bu annelere ait
ornekler, ultrasonografik olarak fetal anomali saptanmis fetuslara ait 11 Ornek,
organ nakli sonrast gelen 6 hastaya ait 6rnek, goz sikayeti olan hastalara ait 4
omek, lenfadenopati sikayeti olan hastalar ait 12 dmnek ile HIV pozitif olgulardan
alinan 14 ornekte PCR gahsiimugtir. Serolojik olarak negatif sonuglanin alindig 3
hastanin kani da incelenmeye dahil edilmigtir. Immiin sistemi saglam hastalara ait
orneklerden PCR ile toplam 18 érmnekten 9’ u poazitif, 9° u ise negatif bulunmustur.
Bu hasta grubundan pozitif bulunan tiim hasta érneklerinin serolojik tetkikinde
Toxoplasma’ ya 6zgiin antikorlar tespit edilmi, tiim hastalarda DT, LAT pozitif, 2
hastada ELISA ve ISAGA IgM, 1 hastada sadece ISAGA IgM pozitif
bulunmustur. PCR ile negatif olarak saptanan hastalanin hepsi serolojik olarak
Toxoplasma’ ya 6zgin antikorlar tagimalanna ragmen,hastalann timii DT, LAT
poazitif, sadece 1 hastada ISAGA IgM pozitif bulunmugtur.



SONUC

Toxoplasmosis gibi gerek ekonomik, gerek sosyal agidan giderek artan
oneme sahip saghk sorununa yaklagim, Ozellikle immiin sistemi baskilanmig
sahiglardaki olumcil klinifi goz Onine alininca, tami maliyetinin geri planlara
itilmesini gerekli kilmaktadir. Ulkemizde, hijyenik sartlann diinya standartlarinin
alinda olmasi, bagiboy kedilerin varh@ bu parazitozun ¢ok ciddi bir potanstyeli
oldugunu dasiirdirmekte, Toxoplasmosis tanisinda bir standart saptanmamig olmasi
problemi daha da zorlagtirmaktadir. Serbest ¢aligan uzmanlann tarama amaciyla
LAT gibi uygulamas: kolay ve tehlikesiz bir testi kullanmasi, seropozitif olgularin
ileri tetkiklerinin Gniversite veya devlet hastaneleri biinyelerinde kurulacak diinya
standartlarina uygun referans birimlerinde DT, DS-ELISA, ISAGA, PCR,
WESTERN BLOT gibi duyarhhi@: ve 6zgunligi yiiksek testlerle degerlendirilmesi
le bu firsatg enfeksiyonla miicadelede hastalara daha g¢ok yardimci olunacag:
sonucuna varilmstir.



OZET

Ingiltere’ deki 3 Toxoplasma referans merkezinden biri olan St.George’ s
Hastanesi biinyesindeki laboratuvara 17 Kasim 1993 - 14 Subat 1994 tarihlen
arasinda gelen hastalara ait 596 ornekte gesitli serolojik yontemler ve PCR
uygulanmugtir. Inokulasyon igin gelen érneklere inaktivasyon uygulanmamigtir ve
hi¢ bir HIV-poazitif olguya ait 6rnek inokule'edilmemistir. Inokulasyon igin gelen
orekler en kisa zamanda inokiile edilmigtir.

Gelen her hasta 6rnegine dnce Dye test ( DT ) ve Latex testleri ( LAT )
cahgilmig, iki test arasinda uyumsuzlukiarda Direkt Aggliitinasyon ( DA ) testi
dogrulama testi olarak kullanilmigtir. DT > 31 IU tiim 6rneklerde ve her hangi bir
DT degeri tespit edilmis transplantasyon alicilanina ait 6rneklerde tek gukur ISAGA
ile IgM taramas: yapiimigtir. Her hangi bir DT degeri olan korioretinitli hastalaf'a',
konjenital enfeksiyon riski olan Anne/bebek c¢iftlerine, 6zgiin IgG degeri tespit
edilmis hamilelere, DT > 1000 IU 6rneklere, gebelik dncesi tarama yapilacak tiim
omekiere ti¢ gukur ISAGA ve ELISA ile IgM aragtirmas: gergeklestirilmigtir.

Aynca DT poazitif olan 1 yas ve altindaki tim bebeklerde IgM yanisira IgA
da aragtinimistir.

ISAGA ve ELISA yontemleri ile IgM pozitif bulunan 6rneklerde hastalifin
baslangic tarihi ile ilgili degerlendirme yapmakta yardimci olan ELISA IgG
yontemi ile AVIDITE bakilmustir.

Sonuglann degerlendirilmesi ile LAT ve DT sonuglarinin olduk¢a uyumlu
oldugu, poztif LAT sonucu saptanan olgularda DT, DS-ELISA, ISAGA,
yapilabiliyorsa PCR ile ileri aragtirmalann yapiimasinin uygun olacag, LAT’ nin
her laboratuvarda uygulanabilecek etkili bir tarama yontemi oldugu, pozitif
olgulann referans binmlerinde Dye test ve DS-ELISA yontemlerinin yan sira,
yardimc: testlerle ( LAT, DA, IFA, ISAGA ) desteklemesinin, referans
merkezlerinin tamda kullanilan yenilikleri ( PCR, Immunoblot, Western blot gibi )
uygulayabilmesinin toxoplasmosis’ in ¢agdas tamsina katkida bulunacag: kanisina
variimistir.



SUMMARY

Five hundred and ninety six specimens from patients, whom aitended St.
George’s hospital Toxoplasma Reference unit between 17" November 1993 - 14"
February 1994, were evaluated by serological tests, by PCR and by mice
inoculation. Specimens for inoculation were not only inactivated but also not
inoculated if belong to HIV-positive patients.

Initially, DT and LAT were performed for each specimen, when discrepant
results were seen DA has been performed for correction. One well ISAGA IgM
screening was performed for any specimen with DT > 31 IU and specimens of
transplant recipients with any DT titer. Three well ISAGA IgM and ELISA IgM
were performéd for specimens’ of patients with chorioretinitis with any DT titer,
specimens of mother/ baby couples with the risk of congenital infection, specimens
of pregnant women with specific toxoplasma IgG, any specimen with DT > 1000
IU, specimens for prepregnancy screening.

Avidity was searched by ELISA IgG on specimens with positive ISAGA
IgM and ELISA IgM serology.

ISAGA IgA was also performed on specimens of infants, under the age of 1
year, with any DT titer.

After evaluating the results, it was observed that LAT gave very similar
results with DT, but further assessment of positive cases should be performed by
DT, DS-ELISA, ISAGA and, if available, PCR is beneficial. As a result LAT
seemed to be test of choice for screening since it is easy and safe to perform. For a
perfect diagnosis, it is concluded that sera with positive LAT results should be sent
to reference units for further evaluation in which DT ( Golden Standard ), DS-
ELISA IgM, ISAGA IgM are used, additional to new methods such as PCR,
Western: blot, Immunoblot.
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OZGECMIS

3 Nisan 1962 yilinda Izmir’ de dogdum, sirasiyla Namik Kemal Ilkokulu ve
Bornova Anadolu Lisesini bitirdikten sonra 1980 yihnda Ege Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesinde bir yil okuyup, 1981 yihinda Ege Universitesi Tip
Fakiiltesini kazandim, fark derslerini vererek 2. sinifa devam ettim. 1985 yilinda
ogrenci degisim programu ile Macaristan’ daki Pecs Universitesi Gastroenteroloji
bolimiinde 1 ay staj yaptiktan sonra Tip fakiltesini 1986 yllmtda iyi derece ile
bitirdim.

19 ay siire ile Afyon ili Suhut llgesine bagh cakirézii koyii saghk ocaginda
ve Izmir ili Yamanlar koyii saglk ocaginda zorunlu hizmet yiikiimliligiing yerine
getirdim. Askerlik hizmetimi Yedek subay olarak 16 ay siire ile Samsun ve
Gelibolu” da tamamladim 1987 yilinda 2 ay siire ile Iskogya® daki Royal Hospital
For Sick Children’ da gocuk cerrahisi boliimiinde ¢ahistim.

1990 yih Mart ayindan beri Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim dalinda Doktora galiymalanina baglayip, 1993 yih sonunda 3 ay siire ile
ingiltere’ deki St. George’s Hastanesi biinyesindeki Toxoplasma Referans
Laboratuvarninda tez galigmalarini yaptim.

Evliyim, 7 yaginda bir kizim var. lyi derecede ingilizce ve Almanca
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I can confirm that Dr Giiriiz received specialised training at the Public Health Laboratory
Service Toxoplasma Reference Unit, during the period 17th November 1993 to 14th February
1994.  During this time, Giiriiz received instruction and practical experiences in the
performance of the Sabin-Feldman dye test, latex agglutination test, direct agglutination tést,
p-chain capture ELISA, IgM and IgA immunosorbent agglutination assays (ISAGA), parasite
isolation and passage using mouse inoculation and parasite detection using polymerase chain
reaction (PCR) with nested primers to the Bl and p30 genes. During this period the
laboratory investigated over 2,000 clinical samples. In addition, Dr Giirliz was given
instruction in the interpretation of test findings and management of clinical toxoplasmosis in
the context of lymphadenopathy, pregnancy, neonatal disease, ocular disease, solid organ
transplantation, bone marrow transplantation and HIV infection.
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