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FARELERDE Toxoplasma gondii ME49 SUSU ILE DENEYSEL
ENFEKSIYONDA PATOLOJIK BULGULAR, KiST LOKALIiZASYONU VE
KiST BUYUKLUKLERININ iINCELENMESI

OZET

Toksoplazmoz insan dahil memeli hayvanlar ile kanathilarda Toxoplasma gondii
tarafindan olusturulan, atik, 6lii dogum ve Oliimciil enfeksiyonlarla karakterize
sistemik protozoer bir enfeksiyondur. Toxoplasma gondii doku kistleri, parazitin
konak savunmasindan kolaylikla saklanabildikleri ve yavas cogalan dinlenme
asamast olarak bilinirler. Toksoplazmozun doku kistleri iizerine yapilan deneysel
invivo c¢aligmalarda, etkenin ookistleri oral ya da intraperitoneal yolla verilerek
enfeksiyon sekillendirilebilmektedir. Ozellikle, bir molekiil ya da ilacin doku kistine
etkinliginin arastirildigi deneysel ¢alismalarda, deney hayvanlarinin beyinlerinde kist
varligl, yerlesimi, biiylikliigli ve sayisinin Onceden bilinmesi biiyilkk Onem
tagimaktadir. Benzer sekilde degisik inokiilasyon yollarinda, beynin hangi bolgesinde
daha ¢ok doku kisti olustugu ya da herhangi bir patolojik anatomik bolge se¢imi olup

olmadig1 konularinin aydinlatilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

Bu ¢aligmada, oral ve intraperitoneal yollarla T. gondii ME49 susu verilerek,
inokiilasyon sonrasi 30 ve 60 mc1 giinlerde sekillenen doku kistlerinin; beyinde
yerlesimi, biiyiikliikleri, sayilarinin belirlenmesi ve beyinde sekillenen histopatolojik
degisikiklerle birlikte degerlendirilmesi amaglandi. Calismada 28 adet 2 aylik Swiss
albino disi fare kullanildi. Her birinde 7 fare yer alacak sekilde 4 ayri grup
olusturuldu. Grup 1 (n=7) ve Grup 2 (n=7) ‘ye oral yolla, Grup 3 (n=7) ve Grup 4
(n=7) ‘e ise intraperitoneal yolla 2x10> Toxoplasma gondii ME49 ookisti verildi.
Etken inokiilasyonundan 30 giin sonra Grup 1 ve Grup 3, 60 giin sonra ise Grup 2 ve
Grup 4’deki farelere Otenazi yapilarak beyinleri ¢ikarildi. Rutin doku takip
yontemleri ile islenmek lizere; beyincik, beyin kokil, orta beyinden gegecek sekilde
alinan parasagittal kesitler parafine gomiilerek, 5 um kalinligindaki kesitler alind1 ve
hematoksilen eozin ile boyandi. Toxoplasma gondii doku kisti antijenine karst

hazirlanan  poliklonal fare anti-T.gondii  primer antikoru kullanilarak



immunoperoksidaz teknikle muayene edildi. Histopatolojik incelemede beynin farkli
bolgelerinde meydana gelen; meningitis, perivaskiiler hiicre infiltrasyonu ve gliozis
siddeti skorlanarak karsilastirildi. Enfeksiyon sonrast meydana gelen yangisal
reaksiyonun, intraperitoneal grup fare beyinlerinde, oral inokiilasyon yapilanlara
oranla nispeten daha siddetli oldugu ve inokiilasyon sonrasi gecen zamanla birlikte
yang1 siddetinin azaldigi tespit edildi. Doku kistlerinin dagilim1 agisindan, orta beyin
boliimiiniin beyin kokii ve beyincige oranla daha yogun doku kisti icerdigi izlendi.
Doku Kkistlerinin etrafinda ¢ogu zaman herhangi bir yangisal reaksiyona
rastlanmazken bazi bolgelerde yogun mikroglia ve astrosit kiimeleri i¢eren fokal

alanlara rastlandi.

Lezyonlar baglica sirasiyla; orta beyin, beyin kokii ve beyincikte azalan
siddette tespit edildi. Orta beyinde 6zellikle ammon boynuzu, perihipokampal bolge
ve amigdaloid komplekste lezyonlarin yogun bir sekilde meydana geldigi gorildii.
Doku kistlerinin 6zellikle damarlar etrafinda yogunlastigi ve orta beyin bolgesinde
goriilen doku kistlerinin birbiriyle temas edecek kadar yakin dizilerek gruplar
olusturdugu gozlendi. Olusan doku kistlerinin ¢ap ortalamast Grup 1 de 16,29 um ,
grup 2 de 17,83 pm, grup 3 te 21,05 um ve grup 4 te 23,47 um bulunmustur. Buna
gore intraperitoneal inokiilasyon yapilan gruplarda inokiilasyon sonrasi ayni giinlerde
olusan doku Kkistlerinin, oral inokiilasyon yapilan gruplara oranla daha biiyiik oldugu

anlasildi.

Immunoperosidaz test sonuglara gére; etkilenen bolgelerde dejeneratif ve
nekrotik ndron sitoplazmalari, mikroglia ve bazi astrosit sitoplazmalarinda T. gondii
doku kisti spesifik antijen pozitif reaksiyonlara rastlandi. Ozellikle, gliozis
alanlarinda, noktasal ve graniiler tarzda immunreaksiyonlar tespit edildi. Doku
kistlerinin, hem bradizoit, hem de daha zayif olmak iizere kist duvari anti-
Toxoplasma gondii antikoruna karsi immunreaksiyon gosterdi. Doku Kkistleri
icerisindeki bradizoitler, her biri ayr1 ayri segilebilecek cilek veya iiziim salkimi
benzeri bir goriintli gésterirken, immunoreaktivitenin yogun oldugu doku kistlerinde

i¢ detay secilemedi.



Sonug olarak; Intraperitoneal inokiilasyon yapilan farelerde, oral inokiilasyon
yapilan farelere oranla gliozis, meningitis ve perivaskiiler hiicre infiltrasyonunun
daha siddetli sekillendigi ve doku kistlerinin daha biiylik oldugu goriilmiistiir.
Beyincik, orta beyin ve beyin kokii gliozis agisindan incelendiginde; lezyonlarin
beyincikte en hafif diizeyde seyrettigi goriilmiistiir. Yine bu ii¢ anatomik bdlge
lezyonlarin siddeti agisindan degerlendirildiginde en siddetli lezyonlarin orta beyinde
meydana geldigi dikkati c¢ekmistir. Ayrica intraperitoneal inokiilasyon yapilan
farelerde 30. gilinde nekropsi yapilan farelerde sekillenen perivaskiiler hiicre
infiltrasyonunun 60. giinde nekropsi yapilan farelere oranla daha siddetli seyrettigi
anlasilmistir. Bu ¢alismayla birlikte, T. gondii ME 49 susu ile fare beyinlerinde doku
kisti modeli Tiirkiye’de ilk kez uygulanmistir. Tiirkiye’de daha oOnceden
gerceklestirilen deneysel calismalarin birgogu, T. gondii Tip I suslar1 (RH, Ankara)

ile akut ve 6liimciil sonlanan deney hayvani modellerine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Beyin, doku Kisti, fare, immunoperoksidaz teknik, ME49

susu, Toxoplasma gondii.



EVALUATION OF PATHOLOGICAL FINDINGS, CYST LOCALIZATION
AND CYST SIZES IN EXPERIMENTAL INFECTION OF Toxoplasma gondii
ME 49 STRAIN IN MICE

SUMMARY

Toxoplasmosis is an infection that is characterized by stillbirth and lethal infection
induced by Toxoplasma gondii in birds and mammals including human beings.
Tissue cysts of Toxoplasma gondii are known as a resting and slowly dividing phase
of parasite by the affects of immunocompotent host immunity. In the experimental in
vivo studies that are made on Toxoplasma gondii tissue cysts, infection can be
produced by applying oocysts via oral or intraperitoneal way. Especially, in the
experimental studies, in which it is researched that a molecule or a medicine has
effects on tissue cyst, it is very important that to know the existence, localization,
size and number of cyst in the brains of experimental animals in advance.
Accordingly, it is needed to be enlightened about the subjects that more tissue cysts
are formed or whether it is any pathologic anatomic location at which part of the

brain.

In this study, it is aimed to determine the localization, size and number of the
tissue cysts, which take form on the 30th and 60th days after inoculation, and
assessment with histopatological changes taking place in brain. Four separate groups,
each having 7 mice, have been formed. 2x10° Toxoplasma gondii ME49 oocysts has
been given to the Group 1 (n = 7) and Group 2 (n = 7) orally and to the Group 3 (n =
7) and Group 4 (n = 7) via intraperitoneal way. The brains of the mice in the Group 1
and Group 2 were extracted through euthanasia postinoculation 30th day, and the
brains of the mice in the Group 3 and Group 4 were extracted through euthanasia
after 60 days from the inoculation. Parasagittal sectioned brain samples, which are
taken in a way that can pass through the cerebellum, brainstem and midbrain and
sections, having a thickness of 5 um, have been taken and they have been stained
with haematoxylin and eosin, routinely. Polyclonal anti-T. gondii primary antibody
has been used and the mouse, which is prepared against Toxoplasma gondii tissue
cyst antigen, has been treated with immunoperoxidase technique. Meningitis,

perivascular cell infiltration and gliosis, occurred at the different parts of the brain



has been compared and scored at histopathological examination. It has been detected
that the inflammatory reaction, which has occurred after the infection, is more severe
at the brains of intraperitoneal group mice than the brains of oral group mice and the
severity of the inflammation has decreased as time passed after inoculation. From the
point of the distribution of tissue cysts, it has been observed that midbrain comprises
of more tissue cysts than the ones at brainstem and cerebellum. While there is not
any inflammatory reaction around the tissue cysts, it is seen that there are focal areas,

which consist of dense microglia and astrocyte accumulation, in some places.

Lesions have been detected mainly in a decreasing severity in the midbrain,
brainstem and cerebellum respectively. It has been observed that lesions have been
occurred densely at midbrain especially at cornu ammonis, perihippocampal area and
amygdaloid complex. It has been observed that the tissue cysts have become dense
especially around the venous capillaries and the tissue cysts, which have been seen at
midbrain area, have formed groups by having lines close as if they can touch with
one another. Approximate diameter of the tissue cysts is 16,29 pm in Group 1, 17,83
pm in Group 2, 21,05 pm in Group 3 and 23,47 um in Group 4. According to this, it
has been understood that the tissue cysts, which have been formed on the same days
after inoculation at the groups, at which intraperitoneal inoculation have been

applied, are bigger than the groups at which oral inoculation has been applied.

According to the immunoperoxidase test results; T. gondii tissue cyst specific
antigen positive reactions were detected in degenerative and necrotic neuron
cytoplasm in the affected areas and in microglia and some astrocyte cytoplasms.
Especially, pointed and granular immune reactions have been seen. Bradyzoites
showed a strong T. gondii antigen positive immunreaction but reaction against tissue
cyst wall was weak. While bradyzoites inside the tissue cysts have an image similar
to strawberry or bunch of grapes that can be recognized separately, close details have

not been recognized at the tissue cysts in which the immune reactivity is dense.

As a result; it has been seen that gliosis, meningitis and perivascular cell

infiltration were more severe and the tissue cysts are bigger in the mice of



intraperitoneal inoculation, than the ones at the mice at which oral inoculation has
been applied. When the cerebellum, midbrain and brainstem are examined; it has
been seen that lesions are in the mildest level in the cerebellum. When these three
anatomic areas are assessed by means of the severity of the lesions again, it has been
seen that the most severe lesions occur at midbrain. Besides, it has been understood
in the mice, in which intraperitoneal inoculation is applied, that perivascular cell
infiltration in the mice, on which necropsy is applied on the 30th day, is more severe
than the mice, on which necropsy is applied on the 60th day. With this study, T.
gondii ME 49 strain and tissue cyst model in the mouse brain have been established
for the first time in Turkey. Most of the experimental studies performed before in
Turkey indicate the experimental animal models, which were gave acute and fatal

results of T. gondii Type I strains (e.g. RH, Ankara).

Keywords : Brain, tissue cyst, mouse, immunoperaxidase technique,

ME 49 strain, Toxoplasma gondii.



1.GIRiS

1.1. Hastahigin Tanimi

Toksoplazmoz, tiim diinya {iilkelerinde memeli ve kanatl tiirlerini etkileyebilen ve
Toxoplasma gondii tarafindan olusturulan sistemik protozoer bir enfeksiyondur.
Kediler ve diger Felidae tiirleri T. gondii’nin hem ara hem de tek ve son konaklaridir
(Dubey, 2010). Ara konak ise insan dahil olmak iizere bircok memeli hayvanlardir
(Milli ve Haziroglu, 2000). Kedilerde parazitin sizogoni ve gametogoni evrelerini
gecirdigi intestinal form sekillenirken herhangi bir klinik bulgu dikkati ¢ekmez.
Kedilerde, ancak konak direncinin zayifladigi durumlarda Oliimciil sistemik
toksoplazmoz sekillenebilmektedir (Haziroglu ve ark., 1988; Haziroglu, 1993;
Dubey, 2010). Konak parazit iliskisini; konak ve parazite ait genetik faktorler,
konagin yasi, etkenin gelisim asamasina ait antijenik cesitlilik ve enfeksiyon dozu

gibi kriterler belirler (Epiphanio ve ark., 2003).

1.2. Etiyoloji

Parazitin; patojenitesine gore ayrilmis Tip I, II ve III olmak {izere 3 farkli genotipi
vardir.
Toxoplasma gondii morfolojik, biyolojik ve molekiiler ozelliklerine gore

asagidaki sekilde siniflandirilir (Levine, 1961).

Alt alem: Protozoa

Anag: Apicomplexa
Smif: Sporozoa

Alt sinif: Coccidia

Takim: Eucoccidiida

Alt takim: Eimeriina

Aile: Toxoplasmatidae
Cins: Toxoplasma
Tiir: gondii



1.3.Tarihge

Toxoplasma gondii, ilk kez 1908 yilinda Tunus’ta Nicolle ve Manceaux tarafindan
bir kemiricide bulunmustur (Altintas,1996). Wolf ve Cowen insanda ilk konjenital
toksoplazmozu bildirmislerdir (Wolf ve Cowen, 1937). Toksoplazmoz, Tiirkiye’de
ilk kez 1950 yilinda Akgay ve arkadaglari tarafindan bir képegin akciger kesitlerinde
psodokistler halinde saptanmis (Akgay ve ark, 1950) ve insanda 1953 yilinda Unat ve
arkadagslar1 tarafindan histopatolojik olarak gosterilmistir (Yasarol, 1983). 1969
yilinda Hutchinson ve arkadaslari tarafindan yapilan deneysel bir ¢alismada, T.
gondii ile enfekte fare dokusu kediye verilmis ve kedi diskisindaki enfektif ookistler
gosterilmistir (Jones ve ark., 1996). Parazitin Tiirkiye’de ilk izolasyonu ise bir
kopekten Ekmen ve Altintag tarafindan yapilmistir (Ekmen ve Altintag, 1973).
Toxoplasma gondii Ankara susu adi verilen, yliksek patojeniteye sahip bu susla ¢ok
sayida deneysel enfeksiyon modeli gergeklestirilmistir (Kul ve Haziroglu 2001,
Hokelek ve ark. 2002, Haziroglu ve ark. 2003).

1.4. Yasam Cemberi

Parazit icin kediler hem son konak hem de ara konaktir. Kediler yine kedi digkisiyla
atilan ve dogada sporlanmis ookistleri sindirim yoluyla alarak dogrudan enfekte
olabilirler (Soulsby, 1986). Kediler, Toxoplasma gondii doku kisti veya hiicre igi
takizoitleri barindiran kemirici gibi ara konaklar1 yiyerek ya da yavru kediler
konjenital olarak enfeksiyonu annelerinden alabilmektedirler. Yani, kediler hem
takizoit (psodokist), hem bradizoit (ger¢ek doku kisti) ve hem de sporozoitlerle
(ookist) enfekte olabilmektedir (Milli ve Haziroglu, 2000). Toxoplasma gondii, son
konak olan kedilerde hem seksiiel hem de aseksiiel olarak bulunur (Dubey, 2010).
Doku kistleri, kediler tarafindan alindiktan sonra bagirsakta proteolitik enzimlerle
kistin duvar1 erir ve bradizoitler serbest hale gelir. Bazilar1 bagirsaklarin Lamina
propriya’sina penetre olur ve takizoit olarak c¢ogalir. Diger bradizoitler, ince
bagirsaklarin epitel hiicrelerine penetre olurlar ve seksiiel fazi baglatirlar. Erkek

gamet 2 flagellaya sahiptir ve disi gamete dogru gider. Disi gamet erkek gametle



fertilize olduktan sonra ookist duvar1 gelisir. Ookistler olgunlasti§i zaman bagirsak
epitel hiicrelerinin yikimlanmasiyla bagirsak lumenine bosalirlar (Dubey, 2004).
Taze diskida ookistler sporlanmamis halde bulunur (noninfektif) ve yuvarlak sekilli
10x12pm ¢apindadirlar. Sporulasyon, digkilamadan sonra 1-5 giin i¢inde ¢evresel
kosullara bagli olarak dogada olur (Dubey, 1986a). Sporlanmis ookistlerde 2

sporosist, her bir sporosist i¢inde 4’er sporozoit vardir (Dubey, 2010).

Takizoit ve ookist enfeksiyonunda ise parazitin doku invazyonu gerceklesir.
Parazitin tekrar bagirsaga doniip ookist olusturmasi zaman almaktadir. Kedilerde
ookist alimi ile gergeklesen enfeksiyonlarda, viicutta gergeklesen dongii ara
konaktaki ile aynidir. En 6nemli ayrim viicut dokularinda gelisen formlarin kedilerde
tekrar bagirsaga doniip ookist olusturmasidir. Kediler parazitin doku kisti ve ookist
formlarm1 oral yolla aldiklarinda, bagirsak epitel hiicrelerinde merogoni,

gametogoni, zigot ve ookist olusumu gergeklesir (Dubey, 1986a).

Sporlanmis ookistleri gidalarla alan ara konaklarda mide pasajini takiben agilan
ookistler i¢inden ¢ikan sporozoitler bagirsak duvarini gegerek kan ve lenf yoluyla
cesitli organ ve dokulara dagilirlar (Milli ve Haziroglu, 2000). Kediler ve insanlar da
dahil diger ara konaklarda ilk ekstraintestinal yerlesim yeri, mezenterik lenf nodiilleri
ve karaciger parangimidir. Parazit lenf nodiillerinde siniizoidal makrofajlar,
karacigerde hepatosit ve Kupffer hiicreleri, akcigerlerde alveoler makrofajlar ile
bronsiyol epitel hiicreleri, kalp ve iskelet kasinda myositler, plasentada trofoblastik
hiicreler, pankreasta duktal ve asiner hiicreler, beyinde ndéron ve mikroglia
hiicrelerine yerleserek ¢ogalir ve birgok takizoit igeren psddokist olusturur (Jubb ve

ark, 2007).

Kronik dénemde psddokistlerden ayrilan takizoitler, daha yavas ¢ogalan formu
olan bradzoitlere doniiserek, basta sinir sistemi olmak {izere kas ve diger doku

hiicrelerine yerlesir ve gercek doku kistlerini olugturur (Dubey, 1986a).



Bradizoitler, ara konaklarda kist halinde yasamlarina devam ederler ve
takizoitlerden daha yavas iirerler. Kistler hi¢bir klinik semptom gdstermeden canlinin
immun sistemi baskilanincaya kadar kalabilir ve immun yetmezlikle birlikte rupture

olarak akut forma doniisebilirler (Montoya ve Liesenfeld, 2004).

1.5.Bulasma

Toxoplasma gondii, sizogoni ve seksiiel gelisimini kedi bagirsaklarinda gecgiren
koksidian bir parazittir (Dubey, 2010). Kedi digkistyla atilan ookistlerin agiz yoluyla
alinmas tiim ara konak ve son konaklar i¢in enfeksiyon kaynagidir (Jones ve ark.,
1996). Kedigillerde 7-21 giinliik intestinal gelisim sonunda kedi diskisiyla birkag
milyon ookist atilabilir. Sporulasyondan sonra 1-21 giin i¢inde enfektif sporozoit
igeren ookistler olusur ve sporlanmis ookistleri sindirim yoluyla alan memelilerde

enfektif takizoit evresi ortaya ¢ikar (Montoya ve Liesenfeld, 2004).

Hastalik arakonak ve kedilerin kistli etleri veya enfekte kemiricileri yemesiyle de
bulasabilir. Insanlarda pismemis veya az pismis kistli dokularin tiiketilmesi onemli

bir bulagsma yoludur (Dubey, 2010).

Ara konaklarda T. gondii’nin hizli ¢ogalan formu olan takizoitler ile yavas
cogalan formu olan bradizoitler gelisir (Dubey, 1986a). Bradizoitler morfolojik
olarak takizoitlere benzerler. Her bir doku kisti 100 ile 1000 arasinda bradizoit igerir
ve konakta beyin, kalp, akciger ve iskelet kasi hiicrelerini segerler (Montoya ve

Liesenfeld, 2004).

Bradizoit ¢ekirdekleri arka uca yakin, takizoit ¢ekirdekleri ise daha merkezdedir.
Bradizoitler, takizoitlerden daha incedir ve proteolitik enzimlerin etkilerine daha
dayaniklidirlar (Dubey, 2004). Takizoitler 2-4 pm genisliginde ve 4-8 um
uzunlugunda yarim daire veya oval sekillidir. Hiicre sitoplazmasina girer, penetre
olur ve endodyogeni ile ¢ogalirlar. Konak hiicresini parcalayarak kan yoluyla goz,

plasenta, kalp ve iskelet kas1 gibi dokulara yayilirlar. Bulundugu hiicre oldiikten
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sonra hizla ¢evredeki hiicrelere invaze olurlar. Takizoit formu, dokularda hasara ve
gliclii bir yangiya sebep olur. Hastaligin klinik belirtileri ise sonradan ortaya g¢ikar
(Montoya ve Liesenfeld, 2004). Takizoitlerle bulagsma, kan ve doku transplantasyonu
yoluyla veya ¢ig siit tiketimi sonucu sekillenir. Takizoitler mide pasajina
direngsizdir, ancak enfeksiyon agiz boslugundaki lezyonlar araciligiyla
gerceklesebilir. Yapilan deneysel c¢alismalarda kegi siitiinde T. gondii takizoitlerine
rastlandig1 ve toksoplazmozun kegi siitiiyle insanlara bulasabilecegi rapor edilmistir
(Dubey, 1986b). Takizoit iceren ¢ig etlere dokunulduktan sonra gozlerin
ovusturulmasina bagli olarak da etkenler konjuktivadan viicuda girebilmektedir

(Nalbantoglu ve ark., www.tvhb.org.tr/bilimsel/14.doc).

Enfekte gebelerde, parazit plasenta yoluyla fotusa gecer. Transplasental
enfeksiyonlara koyun ve kegilerde yaygin sekilde, domuz ve insanlarda ise sporadik
olarak rastlanir. Ineklerde toksoplazmoza bagl abortlar ¢cok ender olarak goriiliir

(Milli ve Haziroglu, 2000).
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enfie 'R[E‘E"JEF n pisinlmeaden

enfelte _tiiketilmesi ile kediye bulagma
_iEﬂEf’iﬂ_ 1}_1 L g S I T
takizoit ile pigirilmeden :
tiiketilmesi T
plasentadan PP, e
fetusa @
bulasma bulagma Su veya
s fopraktan

= kontamitie

i olmusg su ve bulagma
9 dl diger besinlerle f——
] bulasma

QE' ittt sporlanmig oosist
i —

Sekil 1.1. Toxoplasma gondii’nin yasam ¢emberi, Dubey, (1986a)’dan
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1.6. Klinik Semptomlar

1.6.1. Hayvanlarda Toksoplazmoz

Kedilerin bagirsak enfeksiyonuyla ilgili 6nemli bir klinik semptom goriilmezken,
sistemik toksoplazmoz istahsizlik, ates ve hazimsizlikla karakterizedir (Jones ve ark.,
1996, Dubey, 2010). Yalniz, kimi kedi yavrularinda meydana gelen agir
enfeksiyonlarda bagirsak epitel hiicrelerinin dokiilmesine bagli olarak gelisen villus
atrofisi ve emilim bozukluguna bagli olarak ishale rastlanabilmektedir (Milli ve
Haziroglu, 2000). Toxoplasma gondii’nin neden oldugu ilk kutandz toksoplazmoz,
2005 yilinda bir kedide ilk vaka olarak rapor edilmis ve takizoitlerin morfolojisi
ultrastruktural olarak ortaya konulurken PCR ve paraziter DNA sekans analizle de
desteklenmistir (Anfray ve ark, 2005). Daha énce Dubey 2003 yilinda bir kopekteki
dermal lezyonda histopatolojik olarak saptadigi T. gondii benzeri protozoonlari
immunohistokimyasal olarak incelediginde; hem T. gondii ile hem de Neospora
caninum antiserumu ile pozitif reaksiyon verdigini gdstermis, fakat ultrastruktural
olarak T. gondii’nin 6zelliklerini igermediginden tam identifiye edilemeyip T. gondii

benzeri protozoon olarak isimlendirmistir (Dubey ve ark, 2003).

Kopek genclik hastaligi, Feline Leukemia virus, Feline Immundeficiency virus,
Feline Coronavirus enfeksiyonlar1 gibi immun sistemi baskilayan hastaliklarda, latent

haldeki toksoplazmoz etkinlesebilir (Milli ve Haziroglu, 2000).

Gebelik sirasinda toksoplazmoza yakalanan seronegatif disi koyunlarda, abort
meydana gelebilir (Dubey, 1987). Gebeligin 110 ncu giliniinden sonra bulagma
meydana gelirse klinik olarak normal ancak T. gondii doku kistlerini i¢eren yavrular
meydana gelebilmektedir (Buxton 1990, Baszler ve ark, 2000). Sonu¢ olarak
koyunlarda gebelik sirasindaki enfeksiyon embriyo 6liimii, mumyalasma, abort, 6lii
dogum ve neonatal Oliimlere yol agabilir. Enfekte fOtuslarin ¢ogu kuzulama
donemine yakin olarak atilir. Koyunlarda iist iiste iki kez abort goriilmesi diisiik bir
olasiliktir; ancak koyunlara enterotoksemi asist uygulamasinin ankiste haldeki T.

gondii doku kistlerin etkinlesmesine yol agabilecegi bildirilmistir (Milli ve
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Haziroglu, 2000). Bu nedenle koyunlarda T. gondii ookistleriyle g¢evresel
kontaminasyonun, vertikal bulagsmaya gore daha az onem tasidigi gosterilmistir

(Buxton ve ark, 2005).

Toxoplasma gondii biiyilk ruminantlarda 6nemli diizeyde abort ve klinik
hastaliga sebep olmaz ve gebe ineklerde deneysel olusturulan hastalik modelleri
haricinde, dokularda etken bulunmasina karsin hastaliga yol agmaz (Dubey, 1986b,
Milli ve Haziroglu, 2000). Domuzda pndmoni, ensefalitis ve abortla karakterize
bulgular goriilebilmektedir (Jones ve ark., 1996). Tiim evcil hayvanlarda interstisyel
pnomoni, multifokal hepatik nekroz, lenfadenitis, myokarditis ve nonsupuratif

meningoensefalitis goriilebilir (Jubb ve ark, 2007).

1.6.2 insanlarda Toksoplazmoz

Ates, gece terlemesi, karaciger ve dalak biiylimesi, kas ve bas agris1 goriilebilir
(Schwartzman, 2001). Meydana gelen lenfadenopati ilk enfeksiyondan sonra farkli
zamanlarda tekrar edebilmektedir (Paul, 1999). Hodgkin lenfoma’li hastalar,
kollagen wvaskiiler bozuklugu olanlar, organ transplantasyonu yapilanlar, ilag
bagimlilar1 ve AIDS’li hastalar toksoplazmoz agisindan risk grubunda yer alir ve

prognoz oldukga kotiidiir (Dubey, 2010).

Konjenital toksoplazmoz, hamilelik esnasinda enfeksiyonun alinmasi disinda,
latent haldeki enfeksiyonun immun sistemi baskilamasiyla tekrar akut hale gelmesi
sonucu etkenin fotusa vertikal yolla bulagmasindan da ileri gelebilir. Gebeligin ilk 3
aylik doneminde diisiik, ikinci li¢ aylik doneminde erken veya oli dogum ve
anomaliye son ii¢ aylik dénemde ise saglikli dogum ancak erken bebek oOliimlerine

neden olabilir (Kravetz, 2005).

1.7. Toxoplasma gondii Enfeksiyonlar1 ve Davrams Degisiklikleri Aras Iliskiler

Enfeksiyonlarla psikiyatrik hastaliklar arasinda bir iliski oldugu uzun yillardan bu

yana bilinmektedir. Toxoplasma gondii enfeksiyonlari tiim diinya iilkelerinde yaygin
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seropozitiflik oranina sahiptir ve 6zellikle koyun, keci tiiketiminin yaygin oldugu
Fransa, Ingiltere, Avusturya, Tiirkiye gibi iilkelerde insan niifusunun hemen yarisinin

T. gondii seropozitif oldugu tahmin edilmektedir (Dubey, 2010).

Bununla birlikte, yapilan ¢alismalarda, sizofren bireylerde Toxoplasma gondii
enfeksiyonunun daha fazla gozlendigi rapor edilmistir (Brown 2008, Tanyiiksel ve
ark., 2010). Ancak yine de sizofreni ile T. gondii enfeksiyonu arasinda iligskiye vurgu
yapilirken, diisiik sosyoekonomik ve sosyokiiltiirel diizey, 6zbakimda azalma
sizofrenik bireylerin enfeksiyona yatkinliginin artirmasi yontindeki etkilerinin de goz
oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. Toksoplazmozun sizofreni i¢in, tek basina
hastalik gelistirici bir etken olmaktan ¢ok, konaga ait faktorlerle (immun sistem,
psikiyatrik yatkinlik gibi) etkileserek ©Onemli bir risk olusturdugu da One
stiriilmektedir (Kogak, 2009).

Insanlarda  goriilen depresyon, alzheimer, sizofreni gibi ndrolojik
hastaliklarda hipokampal bolgede anormal degisiklikler goriillmektedir. Bu nedenle
yapilan deneysel calismalarda kronik enfekte farelerde hipokampus sinirinda

perivaskiiler hiicresel infiltrasyon dikkate degerdir (Hermes ve ark., 2008).

Davranig degisiklikleri ile ilgili olarak, T. gondii’nin rodentlerde, 6zellikle
kediye karsi duyarsizliga neden oldugu one siiriilmiistiir. Rodentlerde T. gondii’nin
O0grenmeye olumsuz etkisini gdsteren calisma sonuglar1 da bulunmaktadir (Hermes
ve ark., 2008). Toxoplasma gondii ile enfekte kemiriciler, kedi idrarindan
korkmazlar. Kemiricilerin bu kokuyu feromon olarak algilayip seksiiel olarak

ilgilerinin arttigina dair ¢alismalar mevcuttur (Vyas ve ark. 2007).

Yapilan molekiiler caligmalarda memelilerde bulunan tirozin hidroksilaz
salinimini kodlayan genin, T. gondii genomunda da bulundugu tespit edilmistir.
Tirozin hidroksilaz enzimi, fenilalanini katabolize eder ve dopamin salinimini saglar.
Dopamin ise keyif, ¢ekicilik duygulariyla ilskilidir. Buradan T. gondii’nin beyindeki
kimyasal dengeyi degistirerek davranis degisikligine yol ac¢tigi anlagilmaktadir
(Sapolsky 2009).
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1.8. Toxoplasma gondii Enfeksiyonunda Histopatolojik Bulgular

Toxoplasma gondii’ye bagli olarak aborte olan fotuslarin yaklasik % 95’inde beyinde
lezyonlar olusur. Bu lezyonlar kalsifiye olan kiiclik nekroz odaklar1 ile glial ve
mononiiklear hiicre infiltrasyonlarindan meydana gelir. Toxoplasma gondii doku
kistleri en c¢ok gri maddede goriiliir. Kistler lezyonun g¢evresindeki hiicre
infiltrasyonunun az oldugu bolgelerde dikkati ¢eker (Milli ve Haziroglu, 2000).
Arasira orta siddette nonsupuratif meningoensefalitis de goriilebilir (Dubey, 2010).

Omurilik lezyonlar: biiyiik oranda beyinde goriilenlere benzerdir (Jubb ve ark, 2007).

Plasentadaki villuslarda multifokal lezyonlar goriliir. Epitel ve villus
stromasinda nekroz odaklari, kalsifikasyon ve hafiften orta siddete degisen
mononiiklear hiicre infiltrasyonlarina rastlanir. Ender olarak trofoblastik hiicrelerde
dejenere T. gondii doku kisti ve takizoitleri goriilebilir (Milli ve Haziroglu, 2000).
Koyunlarda plasentadaki fokal nekroz odaklari, anneden fotusa yeterli oksijen
gelmesini engeller. Gebeligin ge¢ doneminde meydana gelen fotal anoksinin fokal

l6koensefalomalasiye neden oldugu diisiiniilmektedir (Buxton, 1990).

Fotusta ayrica multifokal nekrotik suppuratif hepatitis, pndmoni,
nonsuppuratif myozitis, myokarditis ve nefritis sekillenir. Kaslardaki kistler mekik

seklindedir (Milli ve Haziroglu, 2000).

Domuzlarda deneysel olarak gergeklestirilen transplasental bulasmada
korioallantoisin bazi bdliimlerinin tamamen nekrotik oldugu, kalpte multifokal

nekrotik myokarditis sekillendigi goze ¢carpmistir (Dubey ve ark., 1990).

1.9. Toxoplasma gondii doku Kistinin morfolojik, antijenik ve molekiiler

ozellikleri
Doku kistlerinin olusumu ve bradizoitlerin gelisimi ile ilgili bir¢ok c¢alisma

yapilmustir (Dzierszinski ve Knoll, 2007). Kistin sahip oldugu antijenik ve metabolik

ozellikleri; konak hiicre tipi, parazit susu ve kist yasina baglidir. Olgun doku kistleri,
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50-100 um capindadir ve iginde yiizlerce bradizoit bulunur. Yeni sekillenen geng
doku kistleri ise sadece iki bradizoit igerebilir. Daha yasli doku kistleri hem saglam
hem de dejenere olmus bradizoitleri igerir ve ¢gogunda i¢ detay ve organel yapilari

secilemeyebilir (Dubey, 2007).

Doku kistlerinin gelisimi esnasinda bradizoitler kutuplasirlar ve hiicreler organize
olur. Kist duvar1 osmofilik matriks iceren =zarsi kabarciklar ile membran
invaginasyonundan olusur. Bu yapinin kalinlig1 200-850 nm arasindadir. Kist duvari
kitin, glikoprotein ve muhtemelen glikolipid igermektedir. Bazi bradizoitler kist
olusumu esnasinda erkenden 6zel proteinler salgilarlar ve bu tanitici proteinlerin
birka¢1 kist matriksini olusturur (Dzierszinski ve Knoll, 2007). Bradizoitlerin
cekirdekleri kaudal uca yakin yerlesimdedir. Bradizoitlerde takizoitler gibi
endodiyogeni ile ancak daha yavas ¢cogalirlar (Dubey, 2004).

Doku kistlerinin, hayvanlarda enfeksiyonun sekizinci giinii gibi erken bir
donemde olusarak konagin yasami boyunca canli kalabilecegi, her organda
yerlesebildikleri, ancak genellikle beyin, iskelet ve kalp kasini tercih ettikleri
bildirilmektedir (Orhan ve Yasarol, 1983).

Doku kistlerinin monoklonal antikorlarla tanimlanabilen antijenlerini kodladigi
diisiiniilen BAG1, MAGI1, BSR4 (P36), LDH2 ve SAG4A genleri klonlanmis ve
karakterize edilmistir. Takizoit ve bradizoitlerden elde edilen cDNA sekans sonuglari
cok sayida gelisim asamasina 6zgii genler bulundugunu gostermistir (Reichard ve
Gross,2007). Bradizoitlere spesifik genlere ait daha genis ve kapsamli bir liste
http://www.cbil.upenn.edu/apidots/ ve
http://cmgm.stanford.edu/micro/boothroyd/toxol.html adreslerinde yaymlanmstir.
Bradizoitlere 6zgii ¢ok sayida proteini kodlayan genlerin tanimlanmasina ragmen bu
genlerin fonksiyonu hakkinda yorum yapilamamaktadir. Bradizoit kaynakli 65
cDNA klonu analiz edildiginde, bunlarin chaperone homologu nitrojen fiksasyon
protein, DNA hasar proteini, KE2 protein, fosfatidilinosoitol sentaz, glukoz 6 fosfat
isomeraz ve enolazlara ait oldugu goriilmiistiir. Bradizoit ve takizoit arasindaki gen

ekspresyonundaki farkliliklar, yine parazitin asamalarma spesifik farkli sentez
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ozellikleri ile agiklanmaktadir. Cok sayida bradizoit spesifik gen tanimlanmasina
ragmen bradizoit farklilasmasinda gorev alan gen ve proteinlerin tam olarak
aciklandigr bir model bulunmamaktadir. Bununla birlikte bugiine kadar yapilan

calismalarda elde edilen sonuglara gore;

1; Takizoit ve bradizoitler yapisal olarak homolog proteinlerinin farkli genlerle

ifade ederler ve kodlarlar

2; Parazitin gelisim asamasina 6zgii spesifik metabolik genleri vardir ve bu farkl

asamalarin farkli metabolik 6zelliklere sahip olmasini saglar

3; Stresle iliskili farklilasma yollar1 ve stres proteinleri parazit asamalarinin

birbirine doniisiimiinli organize eder

4; Parazitin kendisi tarafindan regiile edilen bir yapisal cogalma programi

bulunur (Reichard ve Gross, 2007).

Doku kistleri konagmm immun sistemi bozuluncaya kadar semptom
gostermeyebilir (Montoya ve Liesenfeld, 2004). Immun sistemi baskilanan

konaklarda kistler acilir ve bradizoitler yayilir (Djakovic ve Milenkovic, 2001).

1.10. Deney Hayvanlarinda Kronik Toksoplazmoz Modelleri

1.10.1. Onemli Faktorler

Teorik olarak tiim memelilerin T. gondii tarafindan enfekte olabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak laboratuvar hayvanlar1 toksoplazmoza karst kismen
direnglidir. Toxoplasma gondii enfeksiyonlarina kars1 direng sirasiyla sigan, kobay,

tavsan ve farelerde goriiliir (Hermes ve ark., 2008).
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Deney hayvanlarinda olusturulacak bir enfeksiyonun derecesi, ayn1 zamanda
kullanilan hayvanimin ki ile de ilgilidir. Son zamanlarda aym tiir, ancak farkl
irklardaki farelerin duyarliliklarindan sorumlu kromozom ve genler gosterilmistir
(Reichard ve Gross, 2007). Ayrica, T. gondii’ nin farkli suslarinin, farkli virtilenslere
sahip olmasi da olusturulacak enfeksiyonun derecesi bakimindan Onemlidir.
Etkenlerin in-vitro pasaj sayilar1 da viriilenste etkili olmaktadir. Ik kez sahadan izole

edilen bir susun patojenitesi pasajla birlikte artar (Kul, 2009).

1.10.1.1. Deney Hayvam

Son zamanlarda farelerde konjenital toksoplazmoz ile ilgili ¢ok sayida calisma
yapilmistir. Vertikal bulagsma, parazitin susuna ve farenin tiirline baghdir. Yapilan
calismalar sadece 6 adet T. gondii susunda transplasental bulasma oldugunu
gostermistir. Balb-C ve Balb-K farelerinde transplasental bulagsma goriilmez. Annede
cok sayida doku kisti olmasina ragmen yavruya bulasma goriilmemistir. Bu Balb

farelerinin genetik yapisina baghdir (Reichard ve Gross, 2007).

1.10.1.2. Toxoplasma gondii susu

Toxoplasma gondii’nin genetik olarak birbirine benzeyen ama belirgin fenotipik
farkliliklar1 bulunan 3 ayr1 klonal susu vardir. Tip I, sik goriilmeyen ve farelerde en
viriilent olan sus, Tip II insanlarda en sik enfeksiyona yol agan ama daha az virtilent
ve kistojenik sus, Tip III ise sik goriilmeyen ve fenotipik olarak degisken olan sustur
(Akarsu, 2008). Tip I suslan farelerde 6liimciil oldugundan dolay1r yalnmizca akut
enfeksiyon modellerinde kullanilir. Yapilan doku kisti ¢aligmalarinda farelerde
enfeksiyon olusturmak i¢in, ME49 susu veya RRA gibi Tip II suslar tercih edilir.
Son zamanlarda gelistirilen biyoluminesans tabanli goriintiileme sistemi ile yasayan
farelerde farkli T. gondii suslarimin etkileri incelenebilmektedir. Ayrica bu sistem
bradizoitlerin biyolojileri hakkinda da bilgi vermektedir (Dzierszinski ve Knoll
2007).
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1.10.1.3. Etkenin Verilis Yolu

Toksoplazmoz modeli olusturulmasi amaciyla genellikle iki yol izlenir: IIki, hiicre
kiiltiiri ya da farelerde {iiretilen takizoitlerin intraperitoneal, derialti, ya da damar ici
verilmesi, digeri ise, kronik olarak enfekte edilmis fare beyinlerinden elde edilen
doku kistlerinin oral yolla verilmesidir. Ookist ise, infeksiyon olusturmak igin
nadiren kullanilir. Doku kistlerinin oral verildigi modellerde, dogal bulagsma yolu
taklit edildiginden daha yiiksek oranda basar1 elde edilebilmektedir. Bununla birlikte,
takizoitler asit pH’ya dayaniksiz olduklarindan oral yolla enfeksiyon olusturulamaz

(Kul, 2009).

1.10.2. Beyinde Doku Kisti Modeli

Kronik enfeksiyon modeli, T. gondii’nin kist formuna karsi ila¢ etkinliginin
degerlendirilmesinde uygun secenektir. Kist formu, parazitin yasam ¢emberi i¢inde
en Oonemli yagsam evresi olarak degerlendirilir. Bu durum, o6zellikle toksoplazmik
ensefalit goriilme ihtimali olan immun yeterli bireylerde toksoplazmoz patogenezinin
aciklanabilmesi i¢in 6nemlidir (Dubey, 2007). Kronik enfeksiyon olusturmak icin
parazitin Tip II susu oral ya da intraperitonal olarak uygulanir. Oral ya da
intraperitonal inokiilasyondan 3-4 hafta sonra bradizoitler beyinde maksimum
seviyeye ulasir (Hermes ve ark., 2008). Takiben progresif kronik toksoplazmik
ensefalit gelisir. Tip II susla olusturulan enfeksiyonlarda; ornegin ME49 susuyla
olusturulan enfeksiyonlarda siirekli yeni kist olusturmaya egilim bulundugu
diisiiniiliir. Bu, kist rupturu, takizoitlerin agiga g¢ikmasi ve tekrar bradizoitlerin
gelismesiyle olur (Dzierszinski ve Knoll 2007). Sonugta enfekte edilen fare irkina, T.
gondii susuna ve uygulanan miktara bagl olarak haftalar veya aylar sonra degisik
oranlarda agir klinik tablo goriilebilir. ilag etkinliginin degerlendirilmesi igin tedavi
uygulanan ve uygulanmayan fareler inokiilasyon sonrasi ayni giinlerde Otenazi
yapilarak 151k mikroskobunda kist sayis1 yoniinden degerlendirilir (Hermes ve ark.,
2008) Ayrica fare beyinleri yangisal lezyonlarin skorlanmasiyla histopatolojik olarak

muayene edilebilir (Dzierszinski ve Knoll 2007).
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Yapilan bazi1 caligmalar, beyinde yeni doku kisti olusumunun daha 6nceki
kistlerin parcalanmasi sonucu meydana geldigini gostermektedir. Doku kistlerinin
pargalanmasi akut toksoplazmoza neden olur. Yeni doku kistlerinin olusmasina
neden olan faktorler ise tam olarak bilinmemektedir. Kistler, olgunlasmamis

bradizoitlerin boliinmesi ile hizla cogalirlar (Dubey, 2007).

1.11.Calismanin Amaci

Toksoplazmoz tedavi c¢alismalarinda olusturulan deneysel enfeksiyonlarda,
hayvanlarin beyninde olusan kistlerin varligi, biiyiikliigli, sayisi ve yerlesiminin
onceden bilinmesi 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada, farelerde oral ve intraperitoneal
yollarla olusturulan toksoplazmoz doku kisti modelinde; beynin hangi bolgelerinde
daha c¢ok doku kisti olusacagi, inokiilasyon sonrasi 30 ve 60 inc1 giinlerde incelenen
doku kisti biiytikliikleri ve kist sayist arasinda fark olup olmadigi ve kronik
ensefalitik toksoplazmozda meydana gelen meningitis, gliozis, perivaskiiler hiicre
infiltrasyonlar1 gibi degisikliklerin incelenmesi ve doku Kkistleri ile iliskisinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

2.1.Deney Hayvanlari ve Deney Diizeni

Calismada kullanilan 28 adet 2 aylik disi Swiss albino fareler, Giilhane Askeri Tip
Akademisi deney hayvanlari tinitesinden satin alindi. Fareler, Tip II long, polikarbon
kafesler (Allentown Inc, USA) igerisinde ve her bir kafeste en fazla 5’er fare
bulunacak sekilde bakildi. Bu kafeslerin yerlestirildigi deney hayvam {iinitesi ise,
3m?/dk ventilasyon giiciine sahip, 0.1 pm por genislikli HEPA filtre ile havalandirildi
ve cevre giivenligi saglandi. Deney siiresince farelere, ticari rodent yemi (Ankara
Yem, Kirikkale) ad libitum olarak verildi ve sehir sebeke suyu kullanildi. Tim

hayvan deneyleri Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
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kurallarina uyularak yapildi ve ayni kurulun 17.06.2009 tarih ve 09/34 sayili izni ile
gerceklestirildi.

Toxoplasma gondii ME49 susu ookistleri, Dr. Alvaro Freyre McCall,
Laboratorio De Toxoplasmosis Departmento De Parasitologia Veterinaria Facultad
De Veterinaria Universidad De La Republica Alberto Lasplaces 1550, Montevideo,
Uruguay’ dan, Tarim ve Koyisleri Bakanligi Koruma ve Kontrol Genel Midiirligu’
niin yurtdisindan enfektif materyal transferi sertifikast (import licence) ile temin
edildi. Ookist siispansiyonu kullanilincaya kadar, %2 H,SO, igerisinde +4 °C’de
muhafaza edildi. Deney gruplarina inokiilasyon yapilmadan once, fenol red
indikatorii iceren %3.3 NaOH ile solusyon sar1 ya da renksiz hale gelinceye kadar
notralize edildi. Sonrasinda, her ml ookist siispansiyonuna 0.1 mg streptomycin ve

1,000 IU penicillin eklendi.

Calismada her birinde 7 fare yer alacak sekilde 4 ayr1 grup olusturuldu. Grup
1 (n=7) ve Grup 2 (n=7) ‘ye oral yolla, Grup 3 (n=7) ve Grup 4 (n=7) ‘e ise
intraperitoneal yolla 2x10*° Toxoplasma gondii ME49 ookisti verildi. Etken
inokiilasyonundan 30 giin sonra Grup 1 ve Grup 3, 60 giin sonra ise Grup 2 ve Grup
4’deki farelere 6tenazi yapilarak beyinleri ¢ikarildi. Rutin doku takip yontemleri ile
islenmek iizere; beyincik, beyin kokii, orta beyinden gececek sekilde parasagittal

kesitler alind1 (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Kist varligi ve lezyon degerlendirmesi amaciyla doku takibi

uygulanmak {izere parasagittal kesit yapilan fare beyinlerinin goriiniimi.

2.2 Histopatolojik incelemeler

Nekropsi sonunda elde edilen beyin dokulart %10’luk tamponlu formalinde 48-72
saat siireyle tespit edildikten sonra akan ¢esme suyu altinda 6-8 saat yikandi. Rutin
doku takip islemlerinde, dereceli alkol (70°, 80° 90°, 96° ve 99.5°) ve ksilol
serilerinde iglem gordiikten sonra parafinde bloklandi. Parafin bloklardan 4-5um
kalinliginda 3’er adet kesit lamlara alindi. Hematoksilen ve eozin (HE) ile boyanan
kesitler, histopatolojik yonden incelendi ve lezyon siddetine gore skorlandi.
Histopatolojik skorlamada, perivaskiiler hiicre infiltrasyonu; 1-2 sira +1, 3-5 sira
+2, 5-10 sira +3, 10 sira iizeri +4, Gliozis; 3-4 hiicre +1, 5-10 hiicre +2, 10 hiicre
tizeri +3, Meningitis; +1 Hafif, +2 Orta , +3 Siddetli olmak iizere Hermes ve ark.

(2008)’e gore yapildi.
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2.3 Immunperoksidaz Incelemeler

2.3.1. Doku Kisti Spesifik Hiperimmun Serum Eldesi

In vitro percoll gradient yontem ile izole edilen T. gondii doku kistleri, homojenize
edildikten sonra Tween 80 ile muamele edildi (Omata ve ark, 1999). 12 haftalik 2
adet fareye her seferinde 0,2 ml inokulum sirt bdlgesine deri alt1 yolla birer hafta
arayla 5 kez enjekte edildi. Sonrasinda farelere etil eter ile derin inhalasyon
anestezisi saglanarak V. Jugularis’den kanlar1 toplandi ve serumlar1 g¢ikarildiktan
sonra doku kisti spesifik poliklonal Toxoplasma gondii antikoru olarak kullanilmak
lizere -20 °C de saklandu.

2.3.2. Toxoplasma gondii Doku Kistine Yonelik Immunoperoksidaz Test

Prosediirii

Dokularda Toxoplasma gondii antijeninin saptanmasi amaciyla ticari indirekt
immunoperoksidaz streptavidin/biotin immunperoksidaz kiti (Novacastra, HRP,
Katolog no: RE7 110-K, USA) kullanildi ve tiim uygulamalar kit protokoliine gore
gergeklestirildi. Buna gore; kesitler ii¢ ksilol serisinde 5’er dakika deparafinize edildi
ve absolii alkol, %95 ve %70’lik alkol ve distile suda 5’er dakika tutularak rehidre
edildi. Dokular metanolde hazirlanmis %3’liik hidrojen peroksitte 15 dakika
tutularak endojenaz peroksidaz aktivitesi giderildi. %0,1’lik proteinase K ile 37
C%de enzimatik digesyon uygulandi ve protein bloke edici serumda 7 dakika
bekletildi. Sonrasinda 1/500 diliisyonda doku kisti antijeni spesifik poliklonal fare
anti-Toxoplasma gondii antikoru ile oda 1sisinda 50 dk siire ile inkube edildi. Biotinle
isaretli sekonder antiserumla 15 dakika, streptavidin-peroksidaz enzimi ile 15 dakika
tutulduktan sonra renk reaksiyonu i¢in aminoethyl carbasole (AEC) kromojeni ile 15
dakika, karsit boyama i¢in de Mayer’in hematoksileni ile 1-2 dakika siireyle

boyamalar1 yapildiktan sonra su bazli yapistirict ile kapatildi.
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2.4. Doku Kisti Analizleri

Calismada elde edilen immunohistokimyasal bulgular DP25 kamera atagmanli
Olympus BXS51 mikroskop altinda goriintiilendi. Cekilen mikrofotograflar
kaydedildi. DP2 BSW analiz programi kullanilarak, beyincik, beyin kokii ve orta

beyinde olusan doku kistlerinin uzun ve kisa eksenleri ayr1 ayri kantitatif olarak

oOl¢iilerek sayilar kaydedildi.

Sekil 2.2. Doku kisti ¢apt Ol¢limiinde kullanilan Olympus DP2 BSW yazilimu
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Sekil 2.3. Doku kistlerinin uzun ve kisa ekseni boyunca dlgiimii

2.5. istatistik incelemeler

Kist sayilarinin oral ve intraperitoneal gruplara gore karsilagtirilmas1 Kruskal-Wallis
testi ile yapildi. Kist sayisinin Grup 1 ve Grup 2 ile Grup 3 ve Grup 4’te
karsilagtirilmast Mann-Whitney testi ile yapilmistir. Kist ¢apmna gore gruplar
arasinda fark olup olmadigi t-testi ile incelendi. Kist capina etkisi arastirilan
gruplarin 6nemliligi varyans analizi, etkisi onemli bulunan grubun tespiti igin
Duncan testi uygulandi. Buna gore p<0.05 olan sonuglar istatistik olarak anlamli

kabul edilmis, bu degerden biiylik olanlar anlamsiz olarak degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

Calismada kullanilan farelerde inokiilasyon sonrasi hafif derecede tiiylerde
kabariklik, hareketlerde durgunluk ve oOzellikle intraperitoneal inokiilasyon
uygulanan farelerde ilk 24 saat igerisinde bir kosede hareketsiz kalma gibi belirtiler

dikkati ¢ekti.

3.1. Histopatolojik Bulgular

Calismada olusturulan tiim gruplardaki (Grup 1-4) fare beyinlerinde birbirine benzer
noropatolojik degisiklikler sekillendi. Lezyonlar baslica pons, medulla oblongata,
kaudal ve rostral serebral pediinkiil, ammon boynuzu, talamus ile parietal ve
temporal loblarda yerlesim gosterdi. Beyincik lezyonlari, daha hafif siddette olmak
lizere yalnizca 8 olguda (Olgu No: 3, 5, 7, 9, 22, 23, 25, 28) dikkat c¢ekecek
diizeydeydi. Baslica histopatolojik bulgular, perivaskiiler mononiiklear hiicre
infiltrasyonu, kapillar endotel hipertrofisi, multifokal kanamalar, gliozis, ndron
dejenerasyonu ve nekrozu, non-prulent meningitis ile karakterizeydi. Posterior
serebral arter etrafinda tim olgularda degisen yogunlukta mononiiklear hiicre
infiltrasyonu gozlendi. Her bir grupta yer alan farelere ait lezyon siddeti ve
dagiliminm1 gosteren norohistopatolojik skorlama Cizelge 3.11° de verilmistir. Bunun
yan1 sira, orta beyinde peri ve epitalamik bolgeler, ammon boynuzu ve amigdaloid
kompleks bolgelerinde perivaskiiler mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 ve gliozisin
belirgin derecede daha siddetli oldugu goézlendi (Sekil 3.13 ve 3.15). Bazi olgularda

doku kistlerinin bulbus olfaktoryus etrafina lokalize oldugu goriildii.
Intraperitoneal grup fare beyinlerinde, meningeal damarlar gevresindeki ve

posterior serebral arter etrafinda sekillenen yangisal reaksiyon oral inokiilasyon

yapilan farelere oranla daha siddetliydi.
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Doku kistlerinin dagilim1 agisindan; orta beyin bdlgelerinin, beyin kokii ve
beyincige oranla daha yogun doku kisti i¢erdigi ve 2-5 doku kistinin birbiriyle temas
edecek kadar yakin dizilerek gruplar olusturdugu gdzlendi. Inokiilasyon sonrast 30.
giinde tespit edilen doku kistlerinin en kii¢iigii 6,274863 um, en biiyiigii ise 33,93582
um, 60. giinde ise, en kii¢tigii 11,15525 um, en biiytigii 31,38859 um capinda oldugu
tespit edildi.

Oral inokiilasyon yapilan Grup 1’de histopatolojik inceleme sonunda 143
adet doku kisti olusurken Grup 2’de bu sayr 171°¢ cikmustir. Intraperitoneal
inokiilasyon yapilan Grup 3’de 103 adet doku kisti olusmus, Grup 4’de ise 73 adet
doku kisti goriilmiistiir. Doku kistlerinin ¢ap ortalamasi ise grup 1 de 16,29582 um ,
grup 2 de 17,83988 um, grup 3 te 21,05747 pm, grup 4 te 23,47316 pum

bulunmustur.

Doku kistlerinin etrafinda herhangi bir yangisal reaksiyona rastlanmazken,
baz1 bolgelerde doku kistlerinden bagimsiz ancak olduk¢a yakininda, yogun
mikroglia ve astrosit kiimelerine rastlandi (Sekil 3.9). Beyin dokularina gliozisin
siddetli oldugu olgularda, doku kistlerinin daha az sayida sekillendigi ortaya konuldu
(Olgu No: 3, 4, 11, 16, 17, 20, 22, 25). Inokulasyon yolundan bagimsiz olarak, bazi
doku kistlerinin damar adventisyalarina ve perivaskiiler hiicre katlarinin (Virchow
Robin boslugu) hemen siniria ¢ok yakin yerlesimde oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 3.2
ve 3.11). Beyincikte doku kistleri, genellikle molekiiler katta yerlesim gosterirken,

Purkinje hiicre kat1 ve graniiler katta nadiren de olsa rastlandi (Sekil 3.18).

Cizelge 3.1. Kist capina ait tanitici istatistik degerleri (Kist ¢apina etkisi arastirilan
gruplarin 6nemliligi varyans analizi, etkisi 6nemli bulunan grubun tespiti igin
Duncan testi uygulanmistir).

n ii SX Minumum Maksimum
P 0.004
Grup 1 (IP30) 7 20.86+1.30% 16.46 25.47
Grup 2 (IP60) 7 23.59+1.10° 18.40 27.05
Grup 3 (Oral 30) | 7 15.67+1.85° 10.09 24.55
Grup 4 (Oral 60) | 7 18.35+1.29% 13.15 22.32
Genel 28 19.62+0.87 10.09 27.05

b Ayni sutunda farkli harf tagiyan ortalamalar arasi farkhiliklar Snemlidir (P<0.05).
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Cizelge 3.2. Kist sayisina ait tanitici istatistik degerleri (Kist sayilarinin gruplara
gore karsilagtirilmasi Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir).

X+ Si Median Minumum Maksimum
P 0.233
Grup 1 (IP30) 7 14.14+1.61 15 7.00 19.00
Grup 2 (IP60) 7 9.14+3.37 4 0.00 24.00
Grup 3 (Oral 30) | 7 20.43+6.51 15 1.00 52.00
Grup 4 (Oral 60) | 7 23.14+7.47 20 4.00 64.00
Genel 28 16.71+£2.71 15 0.00 64.00

Cizelge 3. 3. Kist ¢apina ait tanitici istatistik degerleri (Kist ¢capina, oral 30 ve oral
60’1n etkileri arasinda fark olup olmadig t-testi ile incelenmistir).

n X+ SX Minumum Maksimum
P 0.262
Grup3 (Oral 30) 7 15.67+1.85 10.09 24.55
Grup 4 (Oral 60) | 7 18.35+1.29 13.15 22.32
Genel 14 17.01+1.14 10.09 24.55

Cizelge 3. 4. Kist sayisina ait tanitici istatistik degerleri (Kist sayisinin oral 30 ve
oral 60’a gore karsilastirilmasi Mann-Whitney testi ile yapilmigtir).

n X+ Si Median Minumum Maksimum
P 0.7983
Grup3 (Oral 30) 7 20.43+6.51 15 1.00 52.00
Grup 4 (Oral 60) | 7 23.14+7.47 20 4.00 64.00
Genel 14 21.79+4.77 18.5 1.00 64.00

Cizelge 3. 5. Kist ¢apina ait tanitici istatistik degerleri (Kist ¢apina, IP30 ve IP 60’1n
etkileri arasinda fark olup olmadigi t-testi ile incelenmistir).

n X+ S§ Minumum Maksimum
P 0.138
Grup 1 (IP30) 7 20.86+1.30 16.46 25.47
Grup 2 (IP60) 7 23.59+1.10 18.40 27.05
Genel 14 22.234+0.90 16.46 27.05

Cizelge 3. 6. Kist sayisina ait tanitici istatistik degerleri (Kist sayisinin IP 30 ve IP
60’a gore karsilastirilmas1 Mann-Whitney testi ile yapilmistir).

n Yi Si Median Minumum Maksimum
P 0.2502
Grup 1 (IP30) | 7 14.14+1.61 15 7.00 19.00
Grup 2 (IP60) | 7 9.14+3.37 4 0.00 24.00
Genel 14 11.64+1.92 13 0.00 24.00
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Cizelge 3. 7. Kist capia ait tanitict istatistik degerleri (Kist ¢apina, IP30 ve Oral
30’1n etkileri arasinda fark olup olmadigi Duncan testi ile incelenmistir).

n X+ Si Minumum Maksimum
P 0.044
Grup 1 (IP30) 7 20.86+1.30% 16.46 25.47
Grup 3 (Oral 30) | 7 15.67+1.85° 10.09 24.55
Genel 14 18.27+1.30 10.09 25.47

ao. Ayni1 sutunda farkl harf tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir (P<0.05).

Cizelge 3.8. Kist sayisina ait tanitici istatistik degerleri (Kist sayisinin IP 30 ve Oral
30’a gore karsilastirilmas1 Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir).

n Yi Si Median Minumum Maksimum
P 0.6547
Grup 1 (IP30) 7 14.14+1.61 15 7.00 19.00
Grup 3 (Oral 30) | 7 20.43+6.51 15 1.00 52.00
Genel 14 17.29+3.34 15 1.00 52.00

Cizelge 3. 9. Kist capina ait tanitict istatistik degerleri (Kist ¢apina, IP60 ve Oral
60’1n etkileri arasinda fark olup olmadigi Duncan testi ile incelenmistir).

n ii SX Minumum Maksimum
P 0.01
Grup 2 (IP60) 7 23.59+1.10° 18.40 27.05
Grup 4 (Oral 60) | 7 18.35+£1.29° 13.15 22.32
Genel 14 20.97+1.09 13.15 27.05

b Ayni sutunda farkli harf tagiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir (P<0.05).

Cizelge 3. 10. Kist sayisina ait tanitict istatistik degerleri (Kist sayisinin IP 60 ve
Oral 60’a gore karsilastirilmas1 Kruskal-Wallis testi ile yapilmustir).

n Xi Si Median Minumum Maksimum
P 0.0639
Grup 2 (IP60) 7 9.14+3.37 4 0.00 24.00
Grup 4 (Oral 60) | 7 23.14+7.47 20 4.00 64.00
Genel 14 16.14+4.39 15 0.00 64.00

Grup 1 ile Grup 2 arasinda ve Grup 3, Grup 4 arasinda; inokiilasyondan 60
giin sonra olusan doku kistleri, 30 giin sonra olusanlara oranla daha biiyiktiir, ancak
gruplarda doku kistlerinin ¢aplar1 agisindan istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir. Buna ragmen Grup 3 (IP 30) ve Grup 1 (Oral 30) da olusan doku
kistlerinin ¢aplar1 arasinda istatistik olarak fark bulundugu (p<0.05), doku kistlerinin

intraperitoneal grupta belirgin derecede daha biiyiik oldugu tespit edilmistir. Yine bu
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sonugla uyumlu olarak; Grup 2 (IP 60)’te olusan doku kisti ¢apmnin, Grup 4 (Oral
60)’de olusan doku kisti ¢apina oranla daha biiyiik oldugu (p<0.05) gosterildi. Bu
noktada intraperitoneal inokiilasyon yapilan gruplarda olusan doku kistleri oral
inokiilasyon yapilan gruplara oranla olusan daha biiylik ¢apa sahip oldugu sonucu
¢ikmaktadir. Doku kisti sayist Grup 2(IP 60)’de Grup 4 (Oral 60)’e gore; Grup 1
(Oral 30)’ de Grup 3 (IP 30)’e gore daha fazla sayida olusmustur. Yani oral
inokiilasyon yapilan gruplarda intraperitoneal inokiilasyon yapilan gruplara oranla
daha fazla sayida doku kisti sekillendigi goriilmiis ancak gruplar arasindaki fark

istatistiki agidan dnemsizdir.
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Cizelge 3.11. Beynin degisik bolgelerinde histopatolojik degisikliklerin siddeti ve yerlesimi

BEYINCIK BEYIN KOKU ORTA BEYIN
Olgu Grup Meningitis | Gliozis | PVHI | Meningitis | Gliozis PVHI | Meningitis | Gliozis | PVHI
No
1 | Grup 1 (Oral30) +1 +1 B B +1 +1 +2 +2 +2
2 Grup 1 (Oral 30) +1 _ +2 +2 +1 +3 +3 +3 +3
3 Grup 1 (Oral 30) +2 +1 +1 +2 B +2 +2 +3 +3
4 | Grup 1 (Oral 30) +1 B +2 B +1 +2 +2 +3 +3
5 Grup 1 (Oral 30) +3 _ +1 +1 _ _ +1 +1 +2
6 | Grup 1 (Oral 30) +2 B +1 B +1 _ +1 +2 +1
7 | Grup 1 (Oral 30) +3 B +1 B +2 +1 +3 +1 +3
8 Grup 2 (Oral 60) +1 _ +1 +1 +1 +3 +1 +1 +2
9 | Grup 2 (Oral 60) +1 +1 +2 +1 +1 +1 +2 +2 +2
10 | Grup 2 (Oral 60) B B +1 +3 +1 +4 +3 +2 +4
11 Grup 2 (Oral 60) +1 _ +1 _ +1 +2 +3 +3 +2
12 Grup 2 (Oral 60) +2 _ _ +1 +2 +2 +1 +1 +1
13 Grup 2 (Oral 60) +1 B +2 +2 +1 +1 +1 +1 +1
14 Grup 2 (Oral 60) _ _ +2 +1 _ +1 +2 +2 +1

PVHI: Perivaskiiler hiicre infiltrasyonu
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Cizelge 3. 11. (Devam) Beynin degisik bolgelerinde histopatolojik degisikliklerin siddeti ve yerlesimi

BEYINCIK BEYIN KOKU ORTA BEYIN
Olgu | Deney Grup Meningiti | Gliozis | PVHI | Meningitis Gliozis PVHI | Meningitis | Gliozis | PVHI

No s

15 Grup 3 (IP30) 1 B B B 1 3 i) 3 3
16 Grup 3 (IP30) ) B 1 1 i) 3 3 2 3
17 Grup 3 (IP30) I B I 1 i 2 +2 +2 1
18 Grup 3 (IP30) 1 B 2 B i) 1 2 1 1
19 Grup 3 (IP30) 1 1 1 ) B 1 2 2 3
20 Grup 3 (IP30) 1 I B B B I 3 3 2
21 Grup 3 (IP30) 1 B B B B 1 i) 1 3
2 Grup 4 (IP60) 2 - 3 1 1 3 3 2 3
23 Grup 4 (IP60) I B 3 1 B 2 3 +2 3
24 Grup 4 (IP60) B B B 1 | | 3 ) )
25 Grup 4 (IP60) 3 B 1 1 i) 2 2 3 3
26 Grup 4 (IP60) 2 B I B 2 1 3 +2 3
27 Grup 4 (IP60) _ _ +1 _ +1 _ +2 +3 +3
28 Grup 4 (IP60) 3 B ) 1 1 2 3 1 2
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Cizelge 3. 12. Degisik beyin bolgelerindeki doku kisti sayis1 ve ortalama ¢aplart

BEYINCIK BEYIN KOKU ORTA BEYIN
Olgu No Deney Grubu | Ortalama Kist | Kist Sayisi Ortalama Kist Kist Sayisi Ortalama Kist Kist Sayisi
Cap1 pm Cap1 pm Cap1 pm
1 Grup 1 (Oral30) _ _ 14,7245 3 24,24074 10
2 Grup 1 (Oral 30) 20,53537 2 28,14258 5 2497707 16
3 Grup 1 (Oral 30) _ _ _ _ 10,09105 1
4 Grup 1 (Oral 30) _ _ _ _ 12,58822 7
5 Grup 1 (Oral 30) 6,274863 1 14,16936 1 14,13084 13
6 Grup 1 (Oral 30) 16,73402 8 14,69592 4 14,11336 40
7 Grup 1 (Oral 30) 12,93054 6 18,14416 3 14,24056 23
8 Grup 2 (Oral 60) _ _ 13,21252 5 15,15524 15
9 Grup 2 (Oral 60) 11,15525 5 _ _ 15,15245 12
10 Grup 2 (Oral 60) 22,58133 1 14,34939 5 20,42774 15
11 Grup 2 (Oral 60) _ _ _ _ 19,91261 4
12 Grup 2 (Oral 60) _ _ _ 7 20,79082 20
13 Grup 2 (Oral 60) _ _ _ _ 22,32318 8
14 Grup 2 (Oral 60) 16,43682 5 20,29065 4 20,13039 55
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Cizelge 3. 12. (Devam) Degisik beyin bolgelerindeki doku kisti sayist ve ortalama ¢aplart

BEYINCIK BEYIN KOKU ORTA BEYIN
Olgu No | Deney Grubu Ortalama Kist | Kist Sayisi Ortalama Kist Kist Sayisi Ortalama Kist Kist Sayisi
Cap1 pm Cap1 pm Cap1 pm
15 Grup 3 (IP30) 20,0006 2 19,38278 6 16,5155 11
16 Grup 3 (IP30) 27,53964 1 21,0569 4 19,60967 7
17 Grup 3 (IP30) _ _ 17,46181 6 16,79851 6
18 Grup 3 (IP30) _ _ 17,18584 7 15,73987 8
19 Grup 3 (IP30) 24,86863 2 26,19491 4 18,48678 9
20 Grup 3 (IP30) _ _ 22,70617 2 28,22511 5
21 Grup 3 (IP30) 11,01663 1 33,93582 4 22,30931 14
22 Grup 4 (IP60) _ _ 29,40672 1 24,3046 3
23 Grup 4 (IP60) 31,38859 3 _ _ 22,71823 2
24 Grup 4 (IP60) _ _ 27,16137 2 22,37689 1
25 Grup 4 (IP60) 20,41716 2 23,94785 1 23,95468 1
26 Grup 4 (IP60) 20,15212 2 15,78581 1 21,01755 13
27 Grup 4 (IP60) _ _ 24,73174 14 23,35344 1
28 Grup 4 (IP60) 21,18826 1 22,29850 1 24,84017 24
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Sekil 3.1. Virchow Robin bosluklarinda mononiiklear hiicre infiltrasyonu,
olgu no; 15, HE. Bar = 50 pm.

Sekil 3.2. Etrafinda yangisal hiicre infiltrasyonu bulunan bir damarin hemen
yakininda meydana gelen Toxoplasma gondii doku kisti (ok), olgu no; 15, HE.
Bar =50 pm.
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Sekil 3.3. Perivaskiiler hiicre infiltrasyonu ile damarin hemen yakininda
kiimelenen astrosit ve mikroglia gruplari, olgu no; 17, HE. Bar = 50 um.

Sekil 3.4. Non-prulent perivaskiiler hiicre infiltrasyonu ve meningitis
olgu no; 19, HE. Bar = 100 pm.
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Sekil 3.5. Siddetli perivaskiiler hiicre infiltrasyonu, olgu no; 15, HE.

Bar =200 pm.

Sekil 3.6. Perivaskiiler hiicre infiltrasyonu, gliozis ile lezyonu yakininda
ancak yapisal olarak saglam gériinimde Toxoplasma gondii doku kisti,

olgu no; 15, HE. Bar = 100 pm.
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, HE. Bar = 50 um.

22

b

Sekil 3.7. Fokal gliozis (oklar) olgu no;

Sekil 3.8. Birbirine yakin yerlesimli siddetli gliozis alanlar (oklar), olgu no; 15, HE.

Bar =200 pm.
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Sekil 3.9. Yangisal reaksiyon bulunmayan bir alanda Toxoplasma gondii
doku kisti (ok), olgu no; 15, HE. Bar = 50 pm.

Sekil 3.10. Beyincikte Toxoplasma gondii doku kistinin gériiniimii, olgu no; 21,
HE. Bar =50 pm.
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Sekil 3.11. Yangisal reaksiyon gostermeyen ve bir damarin hemen yakininda
sekillenen doku kisti, olgu no; 21, HE. Bar = 50 um.

Sekil 3.12. Birbirine yakin sekillenen Toxoplasma gondii doku kistleri (oklar),
olgu no; 24, HE. Bar = 50 pm.
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Sekil 3.13. Amigdaloid kompleks ve yakininda siddetli gliozis (ok baslar1) ve
meningitis (oklar), Temporal lob, olgu no; 24, HE. Bar = 200 pm.

Sekil 3.14. Amigdaloid kompleks ve yakininda siddetli gliozis ve meningitis (oklar)
(Sekil 3.13’iin yakin gdriiniimii), Temporal lob, olgu no; 24, HE. Bar = 100 pm.
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Sekil 3.15. Ammon boynuzunda birbirine yakin ¢ok sayida meydana gelmis,
etrafinda yangisal reaksiyon bulunmayan doku kistleri (oklar), olgu no; 22,
HE. Bar =100 pm.

Sekil 3.16. Ayn1 alanda farkli biiyiikliiklerde yangi bulunmayan doku kistleri,
olgu no; 22, HE. Bar = 50 pm.

42



Bar =50 um.

Sekil 3.18. Beyincik, Purkinje hiicre kat1 ile molekiiler katta doku kistleri (oklar),
olgu no; 22, HE. Bar = 50 pm.
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Sekil 3.19. Doku kistleri (oklar), beyincik, olgu no; 22, HE. Bar = 50 um.

3.2. immunoperoksidaz Bulgular

Immunoperosidaz test sonuglarma gore; etkilenen bolgelerde dejeneratif ve nekrotik néron
sitoplazmalari, mikroglia ve bazi astrosit sitoplazmalarinda T. gondii doku kisti spesifik
antijen pozitif reaksiyonlara rastlandi. Ozellikle, gliozis alanlarinda, noktasal ve graniiler

tarzda immunreaksiyonlar tespit edildi.

Doku kistlerinin, hem bradizoit, hem de daha zayif olmak iizere kist duvari anti-
Toxoplasma gondii antikoruna karsi immunreaksiyon gosterdi. Doku kistleri igerisindeki
bradizoitler, her biri ayr1 ayr1 secilebilecek ¢ilek veya {iziim salkimi benzeri bir goriintii

gosterirken, immunoreaktivitenin yogun oldugu doku kistlerinde i¢ detay secilemedi.
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Sekil 3.20. Noron sitoplazmalarinda immunopozitif boyanmalar, olgu no; 16,
poliklonal anti-Toxoplasma gondii antikoru, ABC metod, Mayers hematoksilen
karsit boyama. Bar = 50 pm.

Sekil 3.21. Gliozis alam1 ve etrafinda nekrotik ndronlarda immunpozitif
reaksiyonlar,olgu no; 16, poliklonal anti-Toxoplasma gondii antikoru, ABC
metod, Mayers hematoksilen karsit boyama. Bar = 50 um.
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Sekil 3.22. Doku kisti (ok) ve ndron sitoplazmalarinda immunopozitif
boyanmalar, olgu no; 16, poliklonal anti-Toxoplasma gondii antikoru, ABC
metod, Mayers hematoksilen karsit boyama. Bar = 100 pm.

Sekil 3.23. immunopozitif boyanan T.gondii doku kistleri (oklar), olgu no; 17,
poliklonal anti-Toxoplasma gondii antikoru, ABC metod, Mayers hematoksilen
karsit boyama. Bar = 50 pm.
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Sekil 3.24. Doku kistlerinde yogun immunreaksiyon, olgu no; 18, poliklonal
anti-Toxoplasma gondii antikoru, ABC metod, Mayers hematoksilen karsit

boyama. Bar = 50 um.
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Sekil 3.25. Iki adet doku kisti ve kapillar duvarlarinda immunopozitif
boyanmalar, olgu no; 22, poliklonal anti-Toxoplasma gondii antikoru, ABC
metod, Mayers hematoksilen karsit boyama. Bar = 100 pm.
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Sekil 3.26. Yogun mononiiklear hiicreler ile ¢evrili damarin hemen yakininda
yeralan saglam goriiniimlii bir doku kisti (ok) olgu no; 22, poliklonal anti-
Toxoplasma gondii antikoru, ABC metod, Mayers hematoksilen karsit
boyama. Bar = 50 pm.

Sekil 3.27. Ammon boynuzunda immunopozitif boyanan ¢ok sayida doku
kistlerinin goriiniimii olgu no; 22, Poliklonal anti-Toxoplasma gondii antikoru,
ABC metod, Mayers hematoksilen karsit boyama. Bar = 100 pm.
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Sekil 3.28. Iimmunopozitif boyanan ¢ok sayida doku kistleri (oklar), Ammon
boynuzu, olgu no; 22, poliklonal anti-Toxoplasma gondii antikoru, ABC
metod, Mayers hematoksilen karsit boyama. Bar = 100 pm.

Sekil 3.29. immunopozitif boyanan Toxoplasma gondii doku kistleri (oklar),
olgu no; 22, poliklonal anti-Toxoplasma gondii antikoru, ABC metod, Mayers
hematoksilen karsit boyama. Bar = 100 um.
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TARTISMA VE SONUC

Toksoplazmoz, klinik olarak akut ve sistemik belirtilerle 6n plana ¢ikan protozer bir
enfeksiyondur. Dogal ve deneysel enfeksiyonlarda sekillenen klinik bulgular, parazit-konak
iliskisi ile yakindan iligkilidir ve ilk enfeksiyon aninda konagin immunitesi ile etkenin
genotipi hastalikta prognozu belirler (Weiss ve Kim, 2007). Baz1 bireyler akut toksoplazmoz
sonucu Olmesine ya da gebelerde abort ve transplasental enfeksiyonla sonuglanabilmesine
karsilik, yeterli bagisiklik diizeyine sahip bireylerde, kronik ve subklinik formda seyreder
(Dubey, 2010). Toksoplazmozda hiicresel bagisiklik 6n plandadir ve konagin IFN-y diizeyi en
onemli faktor olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Suzuki ve ark. 1988, Dzierszinski ve Knoll 2007).
Toxoplasma gondii’nin gelisim asamalar1 arasindaki doniisiimlerinin  (takizoitlerin,
bradizoit’e; bradizoitlerin, takizoite farklilasmasi) dogrudan stres faktorleri, IFN-y ve NO gibi
etkilerle olustugu in-vivo ve in-vitro caligmalarda gosterilmistir (Suzuki ve ark. 1988).
Enfeksiyondan yaklasik ii¢ hafta sonra T. gondii takizoitleri, viseral dokudan ayrilarak sinir ve
kas dokuya yerlesir. Takizoitler immunitenin ndral organlarda visseral sistemden daha az
etkili olmasi sebebiyle omurilik ve beyinde uzun siire canli kalabilirler (Weiss ve Kim, 2007).
Yapilan calismalar, merkezi sinir sisteminde doku kistlerinin en erken inokiilasyon sonrasi 8.
giinde sekillenebildigini ve fare beyinlerinde eriskin doku kistlerinin 4-6 hafta icerisinde
olustugunu gostermektedir. Bununla birlikte, enfeksiyonda olusan doku kisti sayisinin biiyiik
oranda ilk sekillenenle ayni kaldig1 ve yeni doku kistleri sekillenmedigi goriisii yaygin kabul
gormekle birlikte, zayif kist duvarindan sizan bradizoitlerin konak makrofajlarina
yakalanmadan yeni ve gen¢ doku kistleri olusturabilecegi yoniinde goriisler de mevcuttur
(Dzierszinski ve Knoll, 2007). Toxoplasma gondii ME49 susu laboratuvar sartlarinda
devamlilig: siirdiiriilen kistojenik bir sustur. Tip I suslari; 6rnegin RH ve Ankara susu akut ve
Olimciil enfeksiyon meydana getirirken bu sus ile daha ilimli ve subklinik enfeksiyon
meydana gelmektedir. ME49 susu kullanilarak yapilan deneysel ¢alismalarda bu susun siirekli

yeni kist olusturmaya egilimi oldugu goriilmiistiir.

Sunulan tez ¢alismasinda, ayn1 dozda inokiilasyon yapilan farelerin enfeksiyon sonrasi
30 ve 60 nc1 giinlerde sahip olduklar1 doku kisti sayis1 ve kist ¢ap1 ortalamalari tespit edilerek,
yukarida tanimlanan hipotezlerin sorgulanmasi amaglanmistir. Buna gore; 30 ncu giinde
incelenen beyinlerde doku kisti ¢ap ortalamasi 18,91926 um iken, 60 nc1 glinde 21,03207 um

bulunmustur. Aradaki fark istatistik olarak anlamli degildir. Ancak intraperitoneal
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inokiilasyon yapilan gruplarda olusan doku kisti cap ortalamasi 22,2308 pm iken oral
inokiilasyon yapilan gruplarda 16,98798 um dir. Aradaki fark istatistik olarak anlamlidir
(p<0.05). Bu da intaperitoneal inokiilasyon yapilan gruplarda olusan doku kistlerinin daha
biiyiik oldugunu gostermektedir. Intraperitoneal yolla verilen ookistlerin enfektif asamalara
doniiserek, oral yola oranla daha hizli bir sekilde kan damarlarina ve takiben beyne ulasmasi
ve doku kistlerine doniigmesi muhtemel agiklama olarak goriinmektedir. Bu nedenle
inokiilasyon sonrasi ayn1 donemde incelenen doku kistlerinin yaslari arasinda fark olustugu ve
intraperitoneal grupta daha biiyiik kistlerin gozlendigi diisliniilmistiir. Bu da, deneysel doku
kisti modeli olarak intraperitoneal inokiilasyonun basari ile uygulanabilecegi ve ozellikle
bioassay deneylerinde oral yola oranla avantaja sahip olabilecegini gostermektedir.
Inokiilasyon sonrasit 60 nci giinde, halen diisiik capli doku kistlerinin goriilmesi, dejenere

doku kistlerinden yeni gen¢ doku kistlerinin sekillenebilecegi yoniinde yorumlanmustir.

Toxoplasma gondii Tip I susu deneysel galismalarda viriilensi yiiksek oldugundan
farelerde erken Oliim meydana getirmektedir (Dzierszinski ve Knoll, 2007). Bu nedenle de
deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalar i¢in siklikla tercih edilen bir sus degildir. Toxoplasma
gondii Tip II susu ise Giiney Amerika iilkeleri haricinde insanlarda dogal enfeksiyonlarda en
yaygin identifiye ve izole edilen sustur (Hermes ve ark., 2008). Yapilan doku Kkisti
caligmalarinda farelerde enfeksiyon olusturmak i¢in genellikle laboratuvar sartlarinda
stirekliligi saglanan ME49 veya RRA gibi Tip II suslar tercih edilir. Bu Toxoplasma gondii
suslar1 konakta daha 1limli bir enfeksiyon olusturmaktadir. (Dzierszinski ve Knoll, 2007).
Sunulan g¢alismada, T. gondii kistojenik ME49 susu farelerde oral ve intraperitoneal yolla
verilerek, fare beyinlerinde doku kistlerinin sekillendigi kronik toksoplazmoz modeli
olusturulmustur. Bu ¢aligmayla birlikte, T. gondii ME 49 susu ile fare beyinlerinde doku kisti
modeli Tiirkiye’de ilk kez uygulanmistir. Tiirkiye’de daha dnceden gergeklestirilen deneysel
calismalarin birgogu, T. gondii Tip I suslar1 (RH, Ankara) ile akut ve 6liimciil sonlanan deney
hayvani modellerine isaret etmektedir (Kul ve Haziroglu 2001; Hokelek ve ark., 2002;
Haziroglu ve ark., 2003).

Deney hayvanlarinda toksoplazmoz modeli olusturulmasi amaciyla genelde etkenin
takizoit ve doku kisti tercih edilirken, ookistler nadiren kullanilir. Ookistler, yalnizca
kedilerden sizogoni ve gametogoni sonrasi elde edilebilmesi, yine yalniz sporoziot igeren
ookistlerin enfektif 6zellikte olmasi ve laboratuvar kosullarinda kisa siirede yikimlanarak

infektivitelerini kaybetmeleri nedeniyle tercih edilmezler (Hermes ve ark., 2008). Bununla
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birlikte, Dubey (2010), T. gondii ookistlerinin oral yolla verildiginde dogal bulagsma
modelinin taklit edilmesi nedeniyle avantaj sagladigim1 ve kedi digskisindan izole edilen
ookistlerin saflastirildiktan sonra esit miktarda H,SO4 eklendiginde, +4 °C’de 12 ay muhafaza
edilebileceklerini rapor etmislerdir. Ayrica, bir diger avantaj, diger apikompleksan
protozoonlarin aksine T. gondii ookistleri intraperitoneal inokiilasyonda da agilabilmekte ve
enfektif sporozoitlerin serozal yiizeylere invazyonu ile enfeksiyon sekillenebilmektedir
(Hermes ve ark., 2008). Bu ¢alismada ookist kullanilmis ve Toxoplasma gondii ookistlerinin
intraperitoneal infektif Ozellik kazanabilmesinden yararlanilmistir. Toxoplasma gondii
ookistleri esit oranda H,SOy igerisinde 1 yil +4 C° de saklanabilmekte ve deney Oncesi 1N
NaOH ile notralize edildikten sonra (Dr. Alvaro Freyre McCall ile kisisel goriisme)
inokiilasyon yapilabilmektedir. Ookistlerin oral yolla uygulanmasi ile de dogal enfeksiyon
yolu taklit edilerek, her iki inokiilasyon yolu ile olusturulan deneysel enfeksiyon modelleri
karsilagtirilmigtir. Oral inokiilasyon yapilan grupta yeralan farelerin (n=14) parasagital
kesitinde toplam 314 doku kisti olusurken intraperitoneal inokiilasyon yapilan gruptaki

farelerde (n=14) 176 adet doku kisti oldugu goriilmistiir.

Klinik belirtiler oral grupta hafif, intraperitoneal grupta ise daha belirgindi.
Intraperitoneal grupta inokiilasyonu izleyen 24 saat i¢inde depresyon gériilmiistiir. Bu durum
periton i¢i uygulama ile verilen ookist beraberinde bulunan hem kimyasal (H,SO,4, NaOH)
hem de ookistleri izole edildigi kedi digkisina ait organik materyallerden kaynaklanmis
olabilir. Oral inokiilasyon yapilan grupta klinik bulgularin bulunmamas1 bu goriisii destekler
niteliktedir. Bununla birlikte her iki gruba da 0,1 mg streptomisin, 1000 IU penisilin oral yolla
verilmigtir. Caligmada kullanilan deney hayvanlarinin tiim sartlarinin ayni olmasina ragmen
bazilarinda enfeksiyonun daha siddetli bazilarinda ise hafif seyretmesi, enfeksiyon aninda

konagin bagisiklik diizeyiyle aciklanabilmektedir.

Lezyonlar baslica; orta beyin, beyin kokii ve beyincikte olusmustur. Bu ii¢ anatomik
bolge diisiintildiigiinde en az doku kisti beyincikte, en fazla ise orta beyinde olusmustur.
Ozellikle ammon boynuzu, perihipokampal bolge ve amigdaloid komplekste lezyonlarn
yogun bir sekilde meydana geldigi goriilmiistiir. Daha once yapilan caligmalarda kronik
enfekte farelerde oOzellikle hipokampus bdlgesindeki damarlar etrafinda inflamasyon
bulundugu ve bu inflamasyonun damarlardaki kan akimini engellemedigi ayrica beyin
parensimindeki soliter kistlerin yangi ve kalsifikasyondan uzak, perivaskiiler ve parensim

icindeki yangiya yakin ve ayri oldugu da bildirilmistir (Hermes ve ark, 2008). Farelerde
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kronik kistogenik enfeksiyonlarda patogenezin anlasilabilmesi icin ileride yapilacak
fonksiyonel-morfolojik ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Doku kistlerinin 6zellikle damarlar
etrafinda yogunlastig1 dikkati ¢gekmistir (Sekil 3.2, 3.6, 3.11, 3.24, 3.26). Grup 1 ve Grup 2 de
olusan lezyonlar Grup 3 ve Grup 4 de olusan lezyonlara gore daha hafif sekillendi. Grup 3 ve
Grup 4 te meydana gelen doku kistleri biiyiikliik olarak Grup 1 ve Grup 2 deki doku kistlerine
gore daha biiyiiktii. Bu noktada intraperitoneal inokiilasyon yapilan farelerde enfeksiyonun
daha siddetli seyrettigi anlasilmaktadir. Grup 1 ve Grup 3 de olusan lezyonlar Grup 2 ve Grup
4 te olusanlara gore nispeten daha hafif olmasma ragmen yinede ¢ok belirgin bir farklilik
olmadigi anlagilmigtir. Lezyon siddetinin fazla oldugu bazi olgularda olusan doku kisti
sayisinin az (Olgu No: 3, 4, 11, 13, 20, 22, 23, 24, 25); lezyon siddetinin az goriildiigii bazi
olgularda ise olusan doku kistlerinin fazla oldugu (Olgu No: 6, 14, 21) gézlenmistir.

Immunoperoksidaz incelemede Toxoplasma gondii antijeninin saptanmasi amactyla
ticari indirekt immunoperoksidaz streptavidin/biotin immunoperoksidaz kiti kullanilmis ve
uygulamalar kit protokoliine gore gergeklestirilmistir. Bu protokole gore fare anti-
Toxoplasma gondii antikoru kullanilmistir. Immunoperoksidaz test prosediiriinde kullanilan
fare Toxoplasma gondii primer antikoru, dokuda bulunan Toxoplasma gondii antijeni ile
birlesmektedir. Anti Toxoplasma gondii antikoru ise biotinle isaretli anti-fare sekonder
antikoru ile baglanmaktadir. Daha sonra kullanilan AEC isaretli avidin ile de goriiniir hale
gelmektedir. Bu noktada, kullanilan kesitlerde damarlar ve c¢evresinde pozitif boyanan
bolgeler fare dokusundan kaynaklanan antikorlar ve plazma hiicresi olarak degerlendirildi. Bu
durumda, sekonder baglanti yapan anti-fare IgG antikorlar1 dokudaki fare antikorlar1 igeren
plazma hiicrelerini antijen olarak algilandigindan baglanmakta ve preparatlarda goriilen doku

kisti haricindeki kapillar ve damar ¢evresi boyanmalar bu sekilde agiklanmaktadir.

Sonug olarak; Intraperitoneal inokiilasyon yapilan farelerde, oral inokiilasyon yapilan
farelere oranla gliozis, meningitis ve perivaskiiler hiicre infiltrasyonunun daha siddetli
sekillendigi ve doku kistlerinin daha biiylik oldugu goriilmiistiir. Beyincik, orta beyin ve beyin
kokii gliozis agisindan incelendiginde; lezyonlarin beyincikte en hafif diizeyde seyrettigi
goriilmistiir. Yine bu lic anatomik bolge lezyonlarin siddeti agisindan degerlendirildiginde en
siddetli lezyolarin orta beyinde meydana geldigi dikkati ¢ekmistir. Ayrica intraperitoneal
inokiilasyon yapilan farelerde 30. giinde nekropsi yapilan farelerde sekillenen perivaskiiler
hiicre infiltrasyonunun 60. giinde nekropsi yapilan farelere oranla daha siddetli seyrettigi

anlagilmistir.

53



ICINDEKILER

Kabul ve Onay II
Icindekiler 111
Onsoz \%
Simgeler ve Kisaltmalar VI
Sekiller VII
Cizelgeler IX
OZET 1
SUMMARY 4
1. GIRIiS 7
1.1.  Hastalifin Tanim1 7
1.2.  Etiyoloji 7
1.3.  Tarihge 8
1.4. Yasam Cemberi 8
1.5. Bulagma 10
1.6.  Klinik Semptomlar 12
1.6.1. Hayvanlarda Toksoplazmoz 12
1.6.2 Insanlarda Toksoplazmoz 13

1.7.  Toxoplasma gondii Enfeksiyonlari ve Davranis Degisiklikleri Arasi Iliskiler 13
1.8.  Toxoplasma gondii Enfeksiyonlarinda Histopatolojik Bulgular 15

1.9.  Toxoplasma gondii doku kistinin morfolojik, antijenik ve molekiiler 6zellikleri 15

1.10. Deney Hayvanlarinda Kronik Toksoplazmoz Modelleri 17
1.10.1. Onemli Faktorler 17
1.10.1.1. Deney Hayvani 18
1.10.1.2. Toxoplasma gondii susu 18
1.10.1.3.Etkenin Verilis Yolu 19
1.10.2. Beyinde Doku Kisti Modeli 19
1.11. Calismanin Amaci 20
2. GEREC VE YONTEM 20
2.1.  Deney Hayvanlar1 ve Deney Diizeni 20

III



2.2 Histopatolojik Incelemeler

2.3 Immunoperoksidaz incelemeler

2.3.1. Doku Kisti Spesifik Hiperimmun Serum Eldesi

2.3.2. Toxoplasma gondii Doku Kistine Y6nelik Immunoperoksidaz Test Prosediirii

2.4.  Doku Kisti Analizleri

2.5.  Istatistik incelemeler

3. BULGULAR

3.1.  Histopatolojik Bulgular

3.2.  Immunoperoksidaz Bulgular
4. TARTISMA VE SONUC
KAYNAKLAR

OZGECMIS

IV

22
23
23
23
24
25
26
26
44
50
54
58



ONSOZ

Diinyada insan niifusunun hemen yarisinin Toxoplasma gondii ile enfekte oldugu
diisiiniilmektedir. Parazitin, bir ¢ok bulagsma yolu bulunmasi ve konak immunitesi ile karsilikli
denge icerisinde, cogu zaman 1limli bir enfeksiyon olusurmasi nedeniyle de hayat boyu kalici
olabilmektedir. Kist formu parazitin yasam c¢emberi igcinde en Onemli evresi olarak
degerlendirilir. Bu durum, o6zellikle toksoplazmik ensefalit goriilme ihtimali olan immun
yeterli bireylerde toksoplazmoz patogenezinin agiklanabilmesi i¢in dnemlidir. Toksoplazmoz
tedavi ¢alismalarinda olusturulan deneysel enfeksiyonlarda, hayvanlarin beyninde olusan
kistlerin varligi, biiytikliigl, sayis1 ve yerlesiminin dnceden bilinmesi 6nem tasimaktadir. Bu
calismada, oral ve intraperitoneal olarak enfekte edilen farelerde, beynin hangi bolgelerinde
daha ¢ok doku kisti olusacagi, inokulasyon sonrasi 30 ve 60 inc1 giinlerde incelenen doku kisti
biiyiikliikleri arasinda fark olup olmadig1 ve meydana gelen meningitis, gliozis, perivaskiiler
hiicre infiltrasyonlar1 gibi lezyonlarin incelenmesi ve doku kistleri ile iliskisinin

degerlendirilmesi amaglanmustir.

Bu c¢alismanin her asamasinda bana destek olan, beni yonlendiren, bilgi ve
tecriibelerinden yararlandigim danisman hocam Dog¢. Dr. Oguz KUL’a, yardimlarini benden
esirgemeyen Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Arastirma
gorevlisi Dr. H.Tartkk ATMACA’ya, deney hayvanlarinin bakimi ve rutin takip konusunda
bana yardimec1 olan Doktora dgrencisi Veteriner Hekim Giingdr Cagdas DINCEL’e, sabir ve
tesviklerinden dolay1 esim Veteriner Hekim Oguz BUYUKKAYAER’e tesekkiirlerimi bir

borg bilirim.



SIMGELER VE KISALTMALAR

AEC Aminoethyl carbasole
HE Hematoxylin-Eosin
H,SO4 Stilfirik asit
NaOH Sodyum hidroksit
IFN-y interferon gamma
IP intraperitoneal
Power of Hidrogen (Bir¢tzeltinin derecesini tarifeden
PH Olci birimi) asitlik veya bazlik
PVHI Perivaskiiler Hiicre infiltrasyonu
um Mikrometre
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°C Santigrad derece
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