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OZET

Toksoplazmoz, insan ve hayvanlarda sekillenen, bir protozoon olan Toxoplasma
gondii’nin olusturdugu, oliimciil enfeksiyonlara neden olan yaygin bir paraziter
infeksiyondur. Yapilan g¢alismalar sonucunda olduk¢a yaygin oldugu bilinen bu
paraziter enfeksiyon, konagin dokularina yerlestikten sonra kendini korumaya alarak
doku kisti formunu olusturur. Herhangi bir nedenden immun sistemin baskilanmasi
sonucunda (AIDS, Kkortizon tedavisi alan veya organ transplantasyonu yapilan
hastalarda) zayiflayan hiicresel bagisiklikla birlikte, beyindeki bu kistlerin rupturu
sonucu toksoplazmozis reaktive olabilmekte, olduk¢a siddetli ndrolojik bulgularin
eslik ettigi toksoplazmik ensefalit gelisebilmektedir. Immunyetmezlikli bu
bireylerde, toksoplazmoz tedavisi i¢in klinikte en yaygin kullanim alani bulan
Sulfonamid + trimetoprim tedavisi ya da Primetamin + Sulfadiazin karisimi da akut
donem tedavisinin ardindan daha diisiik dozda uzun siireli (belki de hayat boyu)
uygulamalarda gozlenen alerjik reaksiyonlar ve hematoksisite gibi yan etkileri
nedeniyle kesilmek zorunda kalmaktadir. Yan etkisi en az diizeyde ve reaktive
toksoplazmozun 6nlenmesinde etkili bir ilacin bulunmasina yoénelik yogun cabalar

hala devam etmektedir.

Bu calismada kullanilan 67 adet swis albino farede 3 grup olusturuldu. T. gondii
doku kisti igeren inokiilum farelere (n=67) oral gavaj yoluyla uygulandi. Doku
kistinin varligindan emin olmak i¢in 15. ve 30. gilinlerde n=2 fareye Otenazi
uygulandi. Doku kistinin sekillendigi goriildiikten sonra n=21 immunsupresyon ve
n=21 immunsupresyon+tedavi grubu olusturuldu. Buna gore Grup 1. Doku kisti
kontrol grup, Grup 2.Immunsupresyon grup, Grup 3.Immunsupresyon+tedavi grubu
olusturulduktan sonra 45, 47 ve 52. giinlerde 6tenazi uygulandi. Olen farelerin viicut
ve dalak agirliklarina, alinan beyin Orneklerinde kist durumuna ve yangisal
reaksiyonlara hematoksilen-eozin ve immunperoksidaz boyamalar 1s1ginda bakildi.
Olusan doku kisti sayisi, ¢api, yangisal reaksiyonlar skorlanarak degerlendirildi.

Buna gore uygulanan tedavinin etkinligi calismanin sonucunda tespit edilmis oldu.



Calismada klinik belirti olarak, oral yolla verilen parazitin verilmesini izleyen 24
saat farelerde fiziksel aktivilerinde azalma, titylerde karisiklik gibi belirtiler gozlendi.
Histopatolojik incelemede, parazitin verilmesini takiben 15’inci giinde parazitin
beyne ulastigini tespit amaciyla Gtenazi yapilan farelerde (n=2) histopatolojik ve
immunperoksidaz testlerde parazitin olusturdugu herhangi bir hasara rastlanmazken
30’uncu giinde hafif siddette perivaskiiler mononiiklear hiicre infiltrasyonlari,
kapillar endotel hipertrofisi, noronlarda biizlisme, gliozis ve gen¢ doku kistine
rastland1. Ayrica, dejenere ndron sitoplazmalari, damar duvar1 ve g¢evresi astrosit,

glia hiicreleri ile doku kistlerinde T.gondii immunpozitifliklerine rastlandu.

Deney sonunda incelenen tiim beyin dokulart c¢aligma gruplarina gore
degerlendirildiginde, doku kistlerine tiim gruplarda rastlanirken sayr ve
biiyiikliiklerinin farkli oldugu tespit edildi. inokiilasyon sonrasi 45, 47, 52’nci
giinlerde 6tanezi yapilan farelerden Grup 1 (n=21)’de etrafinda yangisal reaksiyon
bulunmayan doku Kkistlerine rastlanmazken, nekroz ve doku kisti reaktivasyonu da
gozlenmedi. Grup 2 (n=21) fare beyinlerinde, kapillar hiperemi, noronlarda
dejenerasyon ve nekroz, hafif astroglial reaksiyonlar ve merkezde rupture doku Kisti
yer aldig1 degerlendirilen yaygin gliozis gozlendi. Grup 3 (n=21) fare beyinlerinde
ise baslica hiperemi, vaskiiler endotel hipertrofisi, degisen derecelerde gliozis, noron

dejenerasyonu goézlendi. Ayrica belirgin sekilde dejenere doku kisti gdzlendi.

Immunperoksidaz test sonuglarina gore, Grup 1°de doku kistlerinin belirgin bir
sekilde boyandigr goriildii. Damar duvari, bazi ndron sitoplazmalarinda hafif
immunpozitifliklere rastlandi. Grup 2 ve Grup 3’de fare beyinlerinde, gliozis doku
kisti reaktivasyon alanlar1 ve ¢evresinde yer alan mikroglia, astrosit ve ndron

sitoplazmalari ile damar duvarlar siddetli derecede immunopozitiflik gosterdi.

Sonu¢ olarak; T.gondii ME49 susu ile beyinde doku kisti olusturulmus,
immunyeterli farelere uygulanan dekzametazon ile immunsupresyon ve doku Kisti
rupturu gerceklestirilmis ve doku kisti rupturunun uyarildigi anda uygulanan

toltrazuril tedavisinin beyinde parazit yiikiinii ve lezyonlar1 azalttig1 goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Doku kisti, Fare, Immunoperoksidaz, Reaktivasyon, Tedavi,

Toltrazuril, Toxoplasma gondii



SUMMARY

Toxoplasmosis is a common parasitic infection that occurs in humans and
animals, caused by Toxoplasma gondii, a protozoon, that causes fatal infections. This
parasitic infection, which is known to be quite common as a result of the studies
performed, forms a tissue cyst form by protecting itself after settling in the tissues of
the host. As a result of the suppression of the immune system for any reason (in
patients receiving AIDS, cortisone therapy or organ transplantation), toxoplasmosis
may be reactive due to the rupture of these cysts in the brain, and toxoplasmic
encephalitis accompanied by severe neurological findings may develope. In these
immunocompromised individuals, Sulfonamide + trimethoprim treatment or
Primetamin + Sulfadiazin mixture, which are found to be the most common use in
the clinic for the treatment of toxoplasmaosis, are also discontinued due to side effects
such as allergic reactions and hematoxicity observed in lower doses after acute
treatment.  Extensive efforts to find a drug with minimal side effects and effective
in the prevention of reactive toxoplasmosis are still ongoing. Three groups were
formed in 67 swis albino mice used in this study. Inoculum containing T. gondii
tissue cyst was administered to the mice (n = 67) by oral gavage. To ensure the
presence of tissue cyst, n = 2 mice were euthanized on the 15th and 30th days. After
seeing that the tissue cyst was shaped, n = 21 immunosuppression and n = 21
immunosuppression + treatment groups were created. Accordingly, Group 1 Tissue
cyst control group, Group 2 Immunosuppression group, Group 3 Immunosuppression
+ treatment group were formed, and euthanasia was performed on 45, 47 and 52
days. Body and spleen weights of dead mice, cyst status in the brain samples and
inflammatory reactions were examined in the light of hematoxylin-eosin and
immunperoxidase staining. The number of tissue cysts formed, their diameter, and
inflammatory reactions were evaluated by scoring. Accordingly, the effectiveness of
the treatment was determined as a result of the study.

As a clinical symptom in the study, symptoms such as decreased physical
activity and tangling in the mice were observed within 24 hours following the

administration of the orally induced parasite. In histopathological examination, no



damage caused by the parasite was found in histopathological and immunperoxidase
tests in euthanized mice (n = 2) in order to determine that the parasite reached the
brain on the 15th day after the parasite was administered. On the 30th day, mild
perivascular mononuclear cell infiltrations, capillary endothelial hypertrophy,
shrinkage of neurons, gliosis and young tissue cyst were encountered. In addition,
T.gondii immunopositivities were detected in degenerated neuron cytoplasms,

vascular wall and surrounding astrocyte, glia cells and tissue cysts.

When all brain tissues examined at the end of the experiment were evaluated
according to the study groups, it was found that the number and size of the cysts
were different in all groups. Tissue cysts without an inflammatory reaction were not
observed in Group 1 (n = 21) of mice that were euthanized on the 45th, 47th, 52nd
days after inoculation, and necrosis and tissue cyst reactivation were not observed. In
group 2 (n = 21) mouse brains, capillary hyperemia, degeneration and necrosis in
neurons, mild astroglial reactions, and widespread gliosis, which were evaluated in
the center, were observed. In group 3 (n = 21) mouse brains, mainly hyperemia,
vascular endothelial hypertrophy, varying degrees of gliosis, neuron degeneration

were observed. In addition, significantly degenerate tissue cyst was observed.

According to the immunoperoxidase test results, it was observed that tissue cysts
were stained significantly in Group 1. Mild immunopositivities were found in the
vascular wall and some neuron cytoplasms. In Group 2 and 3, mouse brains showed
strong immunopositivity with gliosis tissue cyst reactivation areas and microglia,

astrocyte and neuron cytoplasms located around it and vascular walls.

As a result; Tissue cyst was created in the brain with T.gondii ME49 strain,
immunosuppression and tissue cyst rupture were performed with dexamethasone
applied to immunocompetent mice, and toltrazuril treatment applied at the time of

stimulation of tissue cyst rupture reduced the parasite load and lesions in the brain.

Keywords: Immunoperoxidase, Mouse, Reactivation, Tissue cyst, Toltrazuril,

Toxoplasma gondii, Treatment,



1. GIRIS

1.1. Tarihge ve Taksonomi

Toxoplasma gondii, kedilerin tek ve son konak oldugu, tiim sicak kanli
hayvanlar ve insanlar1 da i¢ine alan genis bir yelpazede oliimciil enfeksiyoz hastaliga
neden olan protozoer bir etkendir (Dubey 2010). Parazitin kesfinden bu yana
gerceklestirilen aragtirmalar ile insan ve hayvanlarda ekonomik ve sosyal kayiplara
neden oldugu gercegi, detayll bir sekilde ortaya konulmustur. Aradan gecen yiizyil
askin siireye ragmen, T. gondii enfeksiyonunda parazit konak iliskisi, patogenez ve
etkili tedavi segeneklerine yonelik bilinmeyenler halen devam etmektedir (Weiss ve
Dubey, 2009).

Ookist iceren kedi diskistyla kontamine olan gidalarin tiiketilmesi ya da doku
kisti iceren etlerin yenmesi sonucu insanlarda enfeksiyon sekillenirken, hastalik
gebelik sirasinda transplasental yolla anneden yavruya da aktarilabilmektedir
(Tenter, 2000). Erken enfeksiyon periyodunda, yiiksek ates ve servikal lenfadenopati
ile ortaya ¢ikan belirtiler, etkenin patojenitesine bagli olarak degismekle birlikte,
genellikle 1limli bir enfeksiyon halinde ortadan kaybolur ve subklinik seyreder.
Ancak, bagisiklik sistemi baskilanmis kanser hastalari, organ nakli olmus ve AIDS’li
bireylerde ensefalitik toksoplazmoz riski her zaman bulunmaktadir. Toksoplazmozun
onlemesi ve ilagla tedavisine yonelik hem invitro hem de invivo bir¢ok arastirma
gerceklestirilmistir. ilagla tedavi calismalarinda temel hedef; konak icin miimkiin
olan en az komplikasyon ile hiicre i¢i parazit gelismesini ve meydana getirecegi
patolojik degisiklikleri 6nleyecek stratejilerin gelistirilmesidir. (Dubey 2004, Dubey
ve ark. 2008, Dubey ve ark. 2009).



1.2. Etiyoloji

Molekiiler bilgiler 1s1ginda, Toxoplasma gondii’nin cografik kokeni ve
patojenitesi ile ilgili degerlendirmeler yapilabilmektedir. Buna gore Toxoplasma
gondii suslari; yiiksek patojeniteli ve akut enfeksiyonlardan izole edilen Tip I, diisiik
patojeniteli ve kronik enfeksiyonlardan izole edilen Tip Il ve patojenitesi orta
derecede (Tip I ve II arasinda) olan Tip III olmak tizere ii¢ farkli genotipe sahiptir

(Tenter, 2000, Carruthers ve ark. 2007).

Toxoplasma gondii’nin sistematikteki siniflandirilmas1 ise asagidaki
sekildedir:

Alt alem: Protozoa
Anag: Apicomplexa
Sinif: Sporozoa

Alt sinif: Coccidia
Takim: Eucoccidiida
Alt takim: Eimeriina
Aile: Toxoplasmatidae
Cins: Toxoplasma
Tir: gondii

1.3. Tarihge

Toxoplasma gondii, ilk kez 1908 yilinda Afrika’da Ctenodactylus gundii
adinda bir kemirici tiiriinde Nicole ve Manceaux tarafindan bulunmustur. Insanlarda
ilk olgu 1938 yilinda Wolf ve Cowen tarafindan konjenital ge¢is ile bildirilmistir
(Dubey, 2009). 1942 yilinda Sabin ve Feldman Toxoplasma gondii’ye 6zgli boyama
testini gelistirmis ve parazitin tanist i¢in kullanmislardir. Parazitin hayvandan ilk

izolasyonu 1937 yilinda Sabin ve Olitsky tarafindan, insandan ise Wolf ve



arkadaglar tarafindan 1939 yilinda yapilmistir. Pinkerton ve Weinman 1940 da

parazitin oldiiriicii olabilecegini gostermislerdir (Dubey 2010).

Tirkiyede; Akgay ve arkadaslar1 tarafindan ilk kez 1950 yilinda bir kopekte,
1953 yilinda ise Unat ve arkadaslar1 tarafindan insanda parazitin varlig1 gosterilmistir
(Akcay ve ark. 1950, Pekmezci ve ark. 2016). Tiirkiye’de, 3 ve 8 aylik iki ayri
kedide oliimciil toksoplazmoz akciger, karaciger ve beyinde nekrozlar ile
tanimlanmis (Haziroglu ve ark.1988), ardindan gebe bir kedi ve dogumdan hemen
sonra Olen yavrusunda sistemik toksoplazmoz bildirilmistir (Atmaca ve ark., 2013).
Ulkemizde, hayvanlarda yapilmis ¢ok sayida serolojik ¢alisma sonucu
bulunmaktadir, bunlarin biiyiik bir ¢ogunlugu ise Sabin-Feldman testi ile
gerceklestirilmistir. Seroprevalans verileri, baslica koyun ve kegilerin yiiksek
oranlarda etkenle karsilastigini ortaya koymaktadir. Tiirkiye’de toksoplazmozun
koyunlarda, klinik sinirsel belirtiler ve abortlara neden olduguna dair ilk kayitlar ise
2012 yilinda 16 gebe koyunda abort ve iki kuzuda sinirsel belirtilerin raporuna aittir

(Atmaca ve ark., 2012).

1.4. Toxoplasma gondii Yasam Cemberi ve Parazit-Hiicre iliskisi

Toxoplasma gondii; son konagi kedigiller, ara konagi insan dahil memeli tiim
hayvanlar olan, diinyada yaygin enfeksiyon nedeni apikompleksan bir protozoondur.
Parazitin yasam ¢emberi hakkinda uzun siire kesin bir sey sdylenememis, yapilan
calismalar sonucunda kedinin digkisinda ookist bulunmasiyla yasam ¢emberi 1970
yilinda tam olarak tanimlanmistir (Dubey ve ark. 1970, Sheffield ve Melton, 1970).
Parazitin takizoit, bradizoit (doku kisti) ve ookist olmak iizere 3 enfektif formu
vardir. Takizoit, hizli ¢ogalan, 2umx6pum biiyiikliigiinde, hilal ay seklindedir. Konak
hiicreye penetre olduktan sonra etrafi parazitofor vakuolle cevrilir ve bdylelikle
humoral ve hiicresel bagisiklik sisteminden saklanir. Bradizoit, parazitin yavas
béliinen, kist olusturan ve konakta 6miir boyu kalabilen formudur. I¢ organlarda
(akciger, karaciger, bobrek) gelisebilen doku kistleri, genellikle kas, gz ve merkezi

sinir sistemi (MSS) dokularinda daha yaygin goriiliir ve bir doku kisti yasina bagh



olarak yiizlerce bradizoit igerebilir. Ookistler sadece kedi bagirsaginda sekillenir ve
diger formlarina gore daha patojen kabul edilir. Enfekte kedi bagirsagindan cevreye,
2-6 hafta igerisinde on milyonlarca ookist direkt atildig1 i¢in ¢evrenin kontaminasyon
riski oldukea yiiksektir (Tenter ve ark. 2000; Dubey 2004; Dubey ve Jones, 2008;
Dubey 2009; Dubey 2010).

Ara konag yiyerek
enfekte olan kedi

Kedi digkisiyla atilmig

sporlanmamis ookist
\ Ookist

Sporlanmig ookisti
besin, su ve toprak
yoluyla alarak
enfekte olan insanlar

Ara konak

Ara konag yiyerek enfekte
olan insanlar

A |
\ |
| |
|
! ] |
Ym( y |
f \

T.gondii doku kisti yiyerek enfekte
olan ara konak

Sekil 1.1. Toxoplasma gondii yasam ¢emberi (https://www.vet.cornell.edu/departments-
centers-and-institutes/cornell-feline-health-center/health-information/feline-health-

topics/toxoplasmosis-cats)

Parazit ara konakta akut enfeksiyonda takizoit, kronik enfeksiyonda ise
bradizoit/doku kisti safhasinda bulunur. Takizoit formu endodiyogeni ile boliiniir,
hiicre sitoplazmasina girer ve etrafinda parazitofor vakuol olusturur. Konak hiicreyi
parcalar ve kan yoluyla organ ve dokulara yayilirlar (Tenter 2000, Dubey 2010).
Dokularda konak immun yanitiyla karsilastiklarinda yavas boliinen bradizoit

formuna gegerek kist olusturur, ¢evresini glikoprotein igeren kist duvariyla kaplar ve



persiste olarak yasamini devam ettirir (Zhang ve ark. 2001). Takizoitin bradizoite

dotisiimii 21 ile 28 giin arasinda siirer (Weiss ve ark. 2000).

Toxoplasma gondii, kedigiller tarafindan alindiktan sonra ince bagirsak epitel
hiicrelerine girerek aseksiiel ve seksiliel dongiisiinii baslatir. Kedinin paraziti
almasiyla bagirsakta seksiiel iireme ile mikrogametosit (erkek gamet) ve
makrogametosit (disi gamet) olusur ve birlesmeleriyle ookistler meydana gelir. Kedi
diskis1 ile atilan bu ookistler diski taze iken sporlanmamis formda bulunur. Daha
sonra bu ookistler, ortamin oksijen miktar1 ve 1sisina bagl olarak 5 ile 7 giinde
sporlanir ve enfektif hale gecerler. Sporlanmig bir ookist igerisinde; 2 sporokist,
sporokistler igerisinde de 4’er sporozoit bulunur (Tenter 2000; Dubey 2004; Dubey
2008; Sibley ve ark. 2009; Weiss ve ark. 2009).

Kedigillerin doku kistini almasiyla ince bagirsak ve midede proteolitik enzimler
tarafindan kist duvari sindirilir. Ac¢iga ¢ikan bradizoitler ince bagirsak epitel
hiicresine penetre olur ve bir kism1 bagirsagin Lamina propriyasinda takizoit olarak
cogalir. Takizoitler konagin immun yanitiyla karsilasana kadar ¢ogalir ve bir siire
sonra immun yanitla karsilastifinda bradizoit formuna doniiserek doku kistini
olusturur ve hicbir klinik semptom gdstermeden yasamini konakta devam ettirir.
Konak immun sistemi baskilandiginda doku Kistleri rupture olarak bradizoitler agiga
cikar ve takizoitlere doniistir. Boylece enfeksiyon yeniden sekillenir (Dubey 2004;
Dubey 2010). Kedigiller ookistle de enfekte olabilir, bu durumda ookist alinmasini

takiben en erken 18 giin sonra kedi diskisinda ookist bulunur (Dubey 2010).

1.5. Bulasma

Sporlanarak enfektif forma gegen ookistlerle kontamine gidalarin 1iyi
yikanmamasi, kist iceren iyi pismemis, ¢ig etlerin yenmesi, kontamine sularin
icilmesi, transplasental yolla hasta anneden yavruya veya organ-kan nakli ile
bulasabilir (Hill ve Dubey 2002; Dubey 2008).

Gebe kadinlarin, gebelik siiresinde ya da daha 6ncesinde kazanilan enfeksiyonun

plasentadan takizoitlerin ge¢cmesiyle yavrunun da enfekte oldugu yapilan



calismalarda gosterilmistir (Tenter 2000). Ayrica bazi arastirmalar, yavruya siitten de

parazit gecisi oldugunu gostermektedir (Powell ve ark. 2001; Costa ve ark. 2010).

1.6. Klinik Bulgular

1.6.1. Oliimciil, Subklinik Enfeksiyon ve Abortlar

Toksoplazmoz i¢in spesifik klinik bir bulgu s6z konusu degildir. Birgok
bireyde 1limli bir enfeksiyon gelisir ve parazit persiste olarak herhangi bir belirti
gostermeden konagin yasami boyunca bulunur. Klinik belirtiler, baz1 durumlarda
konagin bagisiklik sistemine ve yasina bagl olarak sekillenebilir. Geng ve bagisiklik
sistemi baskilanmis bireylerde 6liim kaginilmazdir. Erigkinlerde ise parazit genellikle
konak hiicresel bagisiklik sistemi ve baskin Thl yanit sonrasinda doku Kistleri
olusturur. Parazitin takizoit formu konaga hakimken konakta grip benzeri
(istahsizlik, sakinlik, ates, ishal) semptomlar goriilebilmektedir. Enfeksiyon
ilerledikge parazitin santral sinir sistemini de etkilemesiyle kendi etrafinda donme,
refleks kaybi, zayiflik, tiiy dokiilmesi gibi klinik belirtiler goriiliir. Parazitin
olusturdugu akciger lezyonlarinin sonucu olarak da agiz ve burunda kopiiklii igerik,
abdominal solunum gériilebilir (Miro ve ark. 2006; Ocal 2009, Weiss ve Dubey
2009, Can 2010).

Koyun ve kecide, embriyonik Oliim ve absorbsiyon, fetal oOliim ve
mumyalasma, abort, 6lii dogum ve neonatal oliimler goriiliir. Domuzlarda yaygin
goriilen toksoplazmozis formu, gen¢ domuzlarda eriskine gore daha yiiksek mortalite
ile seyreder. Kopeklerde toxoplazmozis, kopek genglik hastaligi ile birlikte
goriilmekte ve klinik bulgusu respiratorik bozukluklar, ishal ve ataksidir. (Dubey
2004; Simsek ve ark. 2006; Dubey 2010).

Ulkemizde ekonomik éneme sahip koyun ve kegi popiilasyonunda oldukga
yaygin olan T. gondii enfeksiyonlari, gebeligin ilk 3 ayinda alindiginda abort ve

plasenta retensiyonuna neden olur. Eger gebeligin ilk 3 ayindan sonraki déonemde
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enfeksiyon alinirsa, klinik olarak belirti gostermeyen ancak konjenital gegis
nedeniyle toksoplazmozisli yavrular dogabilmektedir. Bu yavrularin bagisiklik
sistemi gelismediginden, parazit etkileyecek ve hidrasefalus, mikrosefaliye neden

olacaktir (Tenter 2000, Celebi ve Ocal 2004, Dubey 2010).

Insanlarda toksoplazmoz, genellikle immunyeterli bireylerde klinik belirti
gostermez. Ancak yeni dogan, fotus ya da bagisiklik sistemi herhangibir nedenle
baskilanmissa, enfeksiyon siddetli seyreder. Parazitin alinmasiyla bagirsaktaki
enzimler yoluyla kisinin enfekte olmasimi takiben, parazit lenf ve kan ile doku ve
organlara tasiir (Carruthers ve ark. 2007, Dubey 2010). Klinik belirtiler genellikle
yiizeyel lenf nodlarinin belirginlesmesi, yiiksek ates ve deri dokiintiisiidiir (Dubey

2010).

Okiiler toksoplazmoz hem konjenital hem de reaktive toksoplazmozda gelisir.
Klinik belirti olarak; yanma, agri, gérme kayb1 goriiliir, klinik tablo ilerlediginde ise

katarakt ve gdz tansiyonu ortaya ¢ikar (Celebi ve ark. 2004, Dubey 2010).

1.6.2. Ensefalitik Toksoplazmoz

Bagisiklik sistemi baskinlanmis kisilerde (organ nakli, AIDS, Hodgkin
lenfoma’l1 hastalar ve ilag bagimlilar1) toksoplazmoz ag¢isinda oldukga yiiksek risk
grubundadir. Daha Onceden kazanilmis enfeksiyon varsa beyindeki kist rupture
olarak yeniden enfeksiyon sekillenebilir. Bu tip hastalarda, bagisiklik sisteminin
baskilanmis olmasi toksoplazmik ensefalit ya da okiiler toksoplazmoz olusmasina

neden olur (McHugh ve ark. 1997, Guex ve ark. 2000, Carruthers ve Suzuki, 2007),

Enfeksiyonda bulgularin siddeti; enfektif parazit sayisi, genotip, konagin
bagisikligina bagli olarak degismektedir. Cogunlukla klinik belirti géstermese de
akut toksoplazmoz multifokal nekroz ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu ile
karakterizedir ve bulgular takizoitlerin hiicre i¢i ¢ogalmasi ve hiicreyi yikimlayarak
olusturdugu pihtilasma nekrozuna bagl olarak gerceklesir. Sinir sisteminde, immun
sistemi baskilanmis kisilerde beyindeki kistin dejenerasyonu ile par¢alanmasina bagli

olarak ensefalite neden olur. Endotel hiicrelerinde sisme, nekroz ve etkilenen damar
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duvarinda vaskiilitis goriiliir. Enfeksiyonun siiresine bagli olarak mikroglial nodiiller
ve damar lezyonlar1 kaginilmaz olabilir (Milli ve Haziroglu 2000, Hegab ve Al-
Mutawa 2003, Wilson ve Hunter 2004). Doku kisti gelisimi enfekte konagin gesitli
dokularinda olabilir, ancak kistler yaygin olarak beyin, kalp, iskelet kas1 ve goz
dokusuna yerlesirler. Astrosit ve noronlara yerlesen doku kistleri hiicresel immun
sistemden kagarlar ve parazitin bu formuna karst minimal yangisal reaksiyon
sekillenir. ilerleyen dénemlerde dejenere olan kist rupture oldugunda ise mevcut
hafiza hiicreleri, makrofajlar tarafindan algilanan antijenik uyariya hizli bir sekilde
yanit verirler ve siddetli hiicresel reaksiyon sekillenir (Weiss ve Kim 2000, Wilson
ve Hunter 2003)

Toxoplasma gondii kan-beyin bariyerini ge¢isi ve hiicre i¢i invazyonu
sirasinda siddetli néron dejenerasyonu, yangisal reaksiyon ve doku hasarina yol acar
(Fagard ve ark., 1999). Noron sitoplazmasina girdiginde ise, konak hiicre ve parazitin
kendisi tarafindan olusturulan iki ayr1 membran ile izole olur, metabolik aktivite ve
boliinme hizin1 da azaltir (Melzer ve ark. 2010, Blanchard ve ark. 2015). Beyinde,
T.gondii doku kisti ile enfekte konak hiicresi arasinda, siirekli bir mesaj aligverisi ve
transport yolagimin bulundugu yakin zamanda kamitlanmistir. Ornegin, T.gondii nin
diisiik patojeniteli suslari ile enfekte noronlarda; Bcl-2 aracili anti-apoptotik siire¢
aktive edilir ve hiicrenin yasam siiresi uzatilarak parazit lehine bir mekanizma
isletilmis olur. Diger bir 6rnek, T.gondii enfekte hiicrelerde, enfekte olmayanlara
oranla daha yiiksek oranda otofaji goriilmesidir. Parazit, besin maddeleri azaldiginda,
konak hiicre organellerinin lizozomlara tasinarak sindirilmesini ve iiretilen enerjinin
parazitofor vakuol araciligiyla kendisine dogru transportunu modiile edebilmektedir.
Yine, merkezi sinir sisteminde konak Th1l immun yanit1 (baslica TNF-a, IFN-Y), bir
sekilde T.gondii doku kistleri tarafindan algilanmakta ve immunyeterli bireylerde
bagisiklik giiclii devam ettigi silirece protozoon kist formunda korunakh
kalabilmektedir (Deckert-Schulter ve ark. 1998, Haroon ve ark. 2012). Toxoplasma
gondii, bagisiklig1 giiclii bireylerde, enfeksiyon siddetini, olduk¢a 1limli-anlasmaci
diizeyde korumakta (subklinik) ve bunu halen tam olarak bilinmeyen kompleks bir
konak-parazit iliskisi igerisinde kendi lehine yonlendirebilmektedir. Tip II susla
olusturulan enfeksiyonlarda; siirekli yeni kist olusturmaya egilim bulundugu

disiiniiliir. Bu, kist rupturu, takizoitlerin agiga c¢ikmasi ve tekrar bradizoitlerin
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gelismesiyle olur. Yapilan bazi ¢alismalar, beyinde yeni doku kisti olusumunun daha
onceki kistlerden sizinti sonucu meydana geldigini gostermektedir. Yeni doku
kistlerinin olugsmasina neden olan faktorler ise halen tam olarak bilinmemektedir

(Dubey 2010).

T. gondii beyinde astrositleri, noronlar1 ve diger glial hiicreleri etkiler (Fagard ve
ark. 1999) ve ensefalitik toksoplazmozlu farelerde, beyindeki ilk noéropatolojik
bulgu; glial fibrillary acidic protein (GFAP) isaretleyicisiyle immunohistokimyasal
olarak gosterilebilen, astroglial aktivasyondur (Hunter ve ark. 1992). Buna karsin,
takizoitlerin bradizoitlere doniistiigli stage-convertion asamasinda az sayida astrosit

ve mikroglia protozoon igermektedir (Haroon ve ark. 2012).

1.7. Kronik Ensefalitik Toksoplazmoz’da Yangisal ve Noropatolojik
Degisiklikler

Toxoplasma gondii doku kistlerinin yerlesimi beyinde 6zellikle bazi bolgelerde
yogunlagmaktadir. Fare ve ratlarda, doku kistlerinin, amigdala, hipokampus, bulbus
olfaktoryus ve prefrontal kortekste beynin diger bolgelerine oranla daha yiiksek
oranda sekillendigi gosterilmistir (Vyas ve ark. 2007, Kogak ve ark. 2012). Ilging
sekilde; yangisal reaksiyonlar da doku kistlerinin yogun olarak yerlestigi alanlarda
‘diensefalon, korteks ve hipokampus’ta daha siddetli goriillmektedir (Hermes ve ark.
2008). Kronik enfekte farelerde hipokampus yakininda bulunan kan damarlar
cevresinde olusan yangisal reaksiyon olduk¢a yaygin ve siddetlidir. Bu yangisal
infiltrasyon ve doku hasari, posterior serebral arterin bifurkasyon noktasinda ve
hipokampus’un hemen yakinlarinda (kisa siireli hafiza ve spatial oryantasyondan
sorumlu) kan damarlarina yakin olarak tanimlanmistir (Hermes ve ark. 2008). Melzer
ve arkadaslar1 (2010) kistojenik sus ile enfekte ettikleri farelerde; uzun dénemde,
beyindeki doku kisti biiyiikliiklerinin azaldigi, sayilarmin neredeyse ayni kaldigini
gostermislerdir. Bu calismada vurgulanan en Onemli bulgu ise enfeksiyonun
baslangic doneminde enfekte oldugu gosterilen noroglia hiicrelerinin, ilerleyen

donemlerde parazit icermemeleridir. Diger bir c¢alismada; 60’inc1 giinde, 30 uncu
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giine kiyasla korteks ve hipokampusta kist sayis1 azalirken, amigdala, olfaktor bulbus

ve serebellumda bir degisiklige rastlanmamistir (Haroon ve ark. 2012).

Yapilan in-vitro c¢alismalarda fare beyninde takizoitlerin noéron, glia ve
astrositleri enfekte ederek, bu hiicreler iginde kist formunu olusturdugu
sOylenmektedir. Ayrica insan beyni noron ve glia hiicrelerinde parazitin kist formu
gosterilmistir. Elektron mikroskobik calismalarda; parazit kistlerinin néron uzantisi

veya akson, dentritte de yerlesebildigi gosterilmistir (Carruthers ve ark. 2007).

1.8. Toxoplasma gondii Doku Kistinin Morfolojik, Antijenik ve Molekiiler
Ozellikleri

Doku kisti, kist yasina bagl olarak igerisinde farkli sayida bradizoit bulundurur
ve etrafin1 ¢evreleyen kist duvar farklilagir. Geng doku kistleri en az Spum dir ve
icerisinde iki tane bradizoit bulundurur. Doku kistleri ortalama 50-70um
biiyiikliigiinde ve igerisinde yiizlerce bradizoit bulundurabilir. Kist duvari ise elastin,
giimiis boyalarla boyanabilir ve 0.5pm den daha incedir, periodik asit Schiff (PAS)
pozitif boyanir, kist duvari glikoprotein yapidadir (Weiss ve Kim 2000, Zhang ve
ark. 2001, Dubey 2010).

Bradizoit ¢ekirdegi posterior ucta bulunur, proteolitik enzimlere takizoite gore
daha direnglidir (Weiss ve Kim 2000). Bradizoit ¢ekirdegi kedi bagirsagindaki
sekstiel boliinmesi hari¢ haploittir ve 14 kromozom, 7793 gen, 80 milyon niikleotidi

oldugu kanitlanmistir (Ajioka 1998, Darde 2004, Dubey 2010).

1.9. Deneysel Ensefalitik Toksoplazmoz Modelleri

Deney hayvanlarinda olusturulan toksoplazmoz modeli ve hayvanin direnci
parazitin susuna bagl olarak degisiklik gosterir. Laboratuvar hayvanlar1 hastaligin
calisilmasi igin elverisli olsa da sirasiyla sigan, kobay, tavsan ve fareler T. gondii
enfeksiyonlarma kars1 direng gosterirler (Dubey ve Frankel 1998, Hermes ve ark.
2008, Kul 2009).
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Howe ve Sibley, T. gondii yi 3 farkli genetik tipte siniflandirdi. Tip I sus, fareler
icin Oldiiriicii olarak nitelendirilirken, Tip II farelerde Oldiiriicii olmayan ancak
insanlar icin enfeksiyona neden olan sustur. Tip III ise ¢ok sik rastlanmayan
fenotipik olarak degisiklik gosteren sustur (Akarsu 2008, Dubey 2010). Lehman ve
arkadaglar1 yaptigi genis capli genetik arastirmalar sonucunda T.gondii’nin bir ¢ok

susu oldugunu belirlemistir (Dubey 2010).

1.9.1. Kronik Ensefalitik Toksoplazmozda Murin Model Kullanim

Insanlardaki ensefalitik toksoplazmozda konak-parazit iliskisinin anlasilabilmesi
icin gergeklestirilen in vitro ¢aligmalar; T. gondii ile konak hiicreleri ve konak
immun yanit1 arasindaki iligkiyi agiklayamadigi i¢in yetersiz kalmis ve deney
hayvani modellerinin bu iliskiyi daha iyi aciklayabilecegi diisliniilmiistiir. Bu
bakimdan, av — avci parazit dongiisiinde, son konagi kedi olan T. gondii i¢in fareler
oldukca onemli konaklardir (Dubey 1998). Farelerin genetik yapisi ensefalitik
toksoplazmoz seyrinde onemli rol istlenir ve C57BL/6 ve CBA/Ca gibi MHC
haplotip laboratuvar fareleri kronik ensefalitik toksoplazmoz ig¢in iyi bir model
olusturur (Schulter ve ark. 1991). Konagin genetik yapist ve bagisiklik yanitinin yani
sira, T. gondii suslar1 da toksoplazmozun konaga etki diizeyinde 6nem tasir. RH susu
gibi T.gondii’nin tip 1 suslari, doku kisti olusturmaksizin akut oOldiiriicii
toksoplazmoza neden olurken, insanlarda en ¢ok goriillen ME 49, PRU gibi tip2
suslari, beyinde kist olusturmaya meyilli enfeksiyon tablosu ortaya c¢ikarmaktadir

(Blanchard ve ark. 2015).

Immun-baskilayici  durumlarda ortaya ¢ikan bradizoit reaktivasyon
mekanizmasi halen tam anlamiyla acikliga kavusturulabilmis degildir. Toksoplazmik
ensefalit patogenezini aydinlatmak adina yapilan deney hayvanlari c¢aligmalar
genelde; sitokinler ile T hiicre popiilasyonlari, glial hiicre popiilasyonlari ve T. gondii

arasindaki iligkileri agciklamaya yonelik olmustur.

Latent kronik toksoplazmozda kazanilmis bagisiklik 6nemli role sahiptir (Sher

ve ark. 1995). immun-baskilanmis bireylerde CD4+ T hiicre popiilasyonun 100-200
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hiicre/mm?®” iin altia diismesiyle birlikte reaktivasyon sekillendigi gosterilmistir
(Pereira-Chioccola ve ark. 2009). Gazzinelli ve arkadaslar1 (1992) yaptiklar
caligmalarda sadece CD4+ hiicrelerin degil CD8+ hiicrelerin de kronik donemde

reaktivasyonun onlenmesinde gorev aldigini géstermislerdir.

Doku kistlerinin kontroliindeki diger bir onemli faktor ise sitokinlerdir.
Ozellikle IFN-y ekspresyonu ve beyinde IFN-y varliginin devamii saglayan IL-12
doku kistlerinin rupturunu engeller (Suzuki ve Joh 1994). IFN-y ¢ogunlukla T
hiicrelerinden salgilanir. Ancak; beyinde CD11+ mikroglia ve makrofajlar tarafindan
da eksprese edildigi bilinmektedir (Wang ve ark. 2007). Bu nedenle, makrofaj
ve/veya mikroglialarin beyinde T hiicreleriyle koordineli bigimde IFN-y tiretimi
ensafalit tablosunun Onlenmesinde Onemli goreve sahiptir, bu mekanizmalardaki
aksama durumlarinda Oldiiriicii ensefalit tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Suzuki ve
arkadaslart (1996) ozellikle altinci ve yirminci haftalar arasinda yaptiklari kronik
toksoplazmoz modelinde IL-4 cksikliginde kist reaktivasyonu gergeklestigini
gostermiglerdir. Yapilan c¢alismalarda; TNF-a knockout farelerde akut enfeksiyonda
6lim gozlenmezken, enfeksiyonun kronik doneminde ise Oldiiriicii toksoplazmik

ensefalit tablosu sekillenmistir (Yap ve ark. 1998).

Insanlarda en sik karsilasilan toksoplazmik ensefalit tablosu; kronik
asemptomatik seyreden T. gondii enfeksiyonu sirasinda karsilagilan bir immun-
baskilayic1 etkiyle olugmaktadir. T hiicre sayisin1 azali§i nedeniyle insanlarda
goriilen ensefalit tablosuna en yakin fare modeli, Thl immun-yanit eksikligi olan
farelere siilfadiyazin uygulamasiyla birlikte olusturulan ensefalit modelidir (Dunay
ve ark 2004). Bununla birlikte; 7. gondii’ nin direkt olarak kortizon asetatla birlikte
intraserebral uygulandigi ensefalit modelleri de olusturulmustur (Hofflin ve ark.
1987). Ayrica, insan tedavisinde kortikosteroid ilaclarin kullanimiyla birlikte goriilen
ensefalit tablosunu taklit etmek icin, deney hayvanlarinda deksametazon
uygulamasiyla birlikte ensafalit olusturma da diger modelleme bigimini

olusturmustur (Nicoll ve ark. 1997).

Bu ¢alismanin amaci, farelerde Toxoplasma gondii ME49 susu ile olusturulan

kronik  kistojenik  toksoplazmoz modelinde, doku Kkisti reaktivasyonunun
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indiiklenmesi ve ayn1 anda uygulanan kemoterapinin meydana gelecek ensefalitisin

Onlenebilmesi lizerindeki etkinlerinin aragtirilmasi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Etik Beyam

Deney hayvanlarinin bakimi ve tiim deneysel prosediirler Kirikkale Universitesi
Hiiseyin Aytemiz Deney Hayvanlar1 Unitesi'nde yapildi. Calisma siiresince
uygulanan tiim bu prosediirler ve deneysel asamalar igin, Kirikkale Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan onay alind1 (22.10.2010, 10/159 numarali Etik
Kurul Raporu).

2.2. Deney Hayvanlari

Calismada 67 adet Swiss-albino disi fare kullanildi. Fareler, Tip Il long,
polikarbon kafesler (Allentown Inc, USA) icerisinde ve her bir kafeste en fazla 5’er
fare bulunacak sekilde bakildi. Bu kafeslerin yerlestirildigi deney hayvani iinitesi ise,
3m?/dk ventilasyon giiciine sahip, 0.1 um por genislikli HEPA filtre ile havalandirildi
ve gevre giivenligi saglandi. Deney siiresince farelere, ticari rodent yemi (Ankara

Yem, Kirikkale) ad libitum olarak verildi ve sehir sebeke suyu kullanildi.

2.3. Etken

Calismada kullanilan Toxoplasma gondii ME49 susu olarak, 2009 yilinda Dr.
Alvaro Freyre, Toxoplasma Research Lab, Uruguay’dan yasal izinlerle getirtilen ve o
zamandan buyana Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda diizenli olarak pasajlanan ve dondurulan etken kullanildi. Kisaca,
etken, sivi azot tankindan ¢ikarildiktan sonra, 37 °C su banyosunda ¢ozdiiriildii ve
2x10° Vero hiicresi igerisinde %4 CO2’li etiivde 3 giin siireyle kiiltiire edildi. Yeterli

takizoit sayisina ulasildiktan sonra, tripsinize edilen hiicreler 30G igneden 25 kez
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gecirilerek rupture edildi ve takizoitler aciga ¢iakrildi, 2000 devir 5 dk santrifiij
edildikten sonra elde edilen pellet igerisindeki takiozitler sayildi. Swiss albino
farelere 10* sayida intraperitoneal injekte edildi. Toxoplasma gondii ME49
takizoitleri verilerek kronik toksoplazmoz olusturulan 4 adet 20g Swiss albino
fareye, 6-8 hafta sonra Otenazi uygulandi ve beyinleri steril sekilde ayrilarak
homojenize edildi. Beyin 10ml’lik enjektdriin ignesinden 5-6 kez gegirilerek
homojenize edildikten sonra 25pul igerisindeki doku kisti sayis1 mikroskop altinda
sayildi. Calismada kullanilacak her bir fareye 25 adet doku kisti gelecek sekilde

sulandirild1 ve her seferinde vortekslendikten sonra ayr1 ayr tiiplere alindi.

Sekil 2.1. Kronik kistojenik toksoplazmoz olusturulan fare beyninden hazirlanan

homojenat igerisinde Toxoplasma gondii doku kisti, Bar=50 pm

2.4. Deney Diizeni

Her birinde 25 T.gondii doku kisti igeren inokiilum esit miktarda
penisillin/streptomisin ile karistirilarak, farelere (n=67) oral gavaj yoluyla uygulandi.

Enfekte edilen bu fareler asagidaki sekilde 3 ayr1 gruba ayrildi (Tablo 1); Grup 1:
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doku kisti kontrol grubu (n=25), Grup 2: doku Kisti reaktivasyon grubu (n=21), Grup
3: reaktivasyon+tedavi grubu (n=21). ME49 doku Kisti ile enfekte edilen fareler
gruplara ayrildiktan sonra 15’inci (n=2) ve 30’uncu (n=2) giinlerde, doku Kisti
kontrol grubundan 4 fareye Otenazi yapildi. 44 ncii giinde ise Grup 2 ve farelere
immunsupresyon amaciyla metilprednizolon asetat (200mg/kg, Depo-Medrol,
Eczacibasi Ilag Sanaayi), Grup 3 farelere ise metilprednizolon asetat (200mg/kg,
Depo-Medrol, Eczacibas1 ilag Sanaayi) ve ayn1 giin Smg/kg toltrazuril (Bayer AG,
Germany) uyguland. ila¢ uygulamasini takiben 1, 3 ve 7°nci giinlerde; her bir grupta
yediser fareye otenazi yapildi. Immunsupresyonun basarili sekilde olustugunun
kontrolii amaciyla her bir farenin canli agirligi ve dalak agirlig: tartilarak not edildi.
Beyin ve diger organlardan alinan Ornekler patolojik rutin takip islemlerinden
gecirilmek iizere %4 tamponlu paraformaldehit icerisine alindi. Immunsupresyon
uygulanan farelerde, Otenazi sonrasinda bireysel olarak viicut agirliklar: ile dalak

agirhig olciildii ve dalak agirligi/viicut agirligi orani kaydedildi.

Cizelge 2.1. Calisma Takvimi, Fare sayis1

Deney Fare . B Otenazi
ElEn Inokiillum T. gondii .
Gruplari Sayisi (Giin)
T. gondii o 15, 30, 45,
Grup 1 25 25 Doku Kisti
ME49 47,52
. 25 Doku kisti, 5mg/fare
Grup 2 T. gond" 21 . 45, 47, 52
ME49 Prednizolon
25 Doku kisti,
Grup 3 T. gondii 5mg/fare Prednizolon 45, 47, 52
21
ME49
Toltrazuril

Farelerden alinan beyin 6rnegi frozen islemi ile 6n bir incelemeye tabi tutuldu.
Bu islem i¢in alinan beyin 6rnegi dondurularak lam iizerine kesit alindi. Daha sonra
hizli boyama teknigi ile hematoksilen-eozin boyamasi yapilarak beyinde doku kisti,

reaktivasyon alani olup olmadig1 kontrol edildi.
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‘i@malin

Frozen

Formalin

Sekil 2.2.Beyin dokusu c¢ikarildiktan sonra, calismada kullanilacak béliimlerin

trimlenme diizenini gosteren plan

2.4.1. Histopatolojik inceleme

Farelere paraformaldehit perflizyon yontemi uygulanmadan once ksilazin ve
ketamin karisimi kas i¢i uygulanarak derin anestezi saglandi. Sonrasinda, fareler
25x20cm ebatlarinda kopiik platforma sabitlendikten sonra gogiis kafesinin
acilmasiyla sol kalp ventrikiiline insiilin enjektorii ile girilerek %4 lik
paraformaldehit kontrollii bir sekilde verilirken, sag ventrikiilden ayni hizla kan
drene edildi ve sag ventrikiilden paraformaldehit gelene kadar bu isleme devam
edildi. Kalp durduktan sonra organlar uygun bir sekilde ¢ikarilarak %4 tamponlu
paraformaldehite konuldu. Tespit olan dokular akan su altinda 24 saat yikandiktan
sonra rutin takip islemi i¢in alkol (%50, 60,70,90 ve absolii alkol) ve ksilolden
gectikten sonra parafine gomme islemi gergeklestirildi. Her bir bloktan 5 pm
kalinliginda  kesitler — alindi.  Alman  kesitler =~ hematoksilen-eozin  ve

immunohistokimyasal boyama prosediirlerine gore boyanarak incelendi.
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2.4.2. Immunperoksidaz incelemeler

Incelenmek iizere kesiti alinan dokularda parazit varhigini saptamak amaciyla
streptavidin-biotin immunperoksidaz kiti (Thermo, CA, ABD) ile kit prosediiriine
uygun olarak boyama yapildi. Ksilolde deparafinize olan kesitler dereceli alkol
serilerinde 5’er dakika tutulduktan sonra distile suya alinarak kesitlerin rehidre
olmasi saglandi. Sonrasinda %3 liikk hidrojen peroksit soliisyonunda 15 dakika
tutulan dokularin endojen peroksidaz aktivitesi giderildi. Proteinaz K’da oda 1sisinda
(22 °C) 10 dakika bekletildikten sonra protein bloke edici serumda 7 dakika bekletilen
dokular, 1/500 oraninda sulandirilan T. gondii doku Kisti antijenine 6zgii poliklonal fare
anti-T.gondii antikoru ile 1 saat oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. 15 dakika biotinle
isaretli sekonder antiserum ve yine 15 dakika streptavidin peroksidaz enzimine maruz
birakilan dokular renk islemi i¢in iizerlerine aminoethyl carbasole (AEC) kromojeni
damlatildiktan sonra karsit boyama igin Mayer’in hematoksileni ile 1-2 dakika boyandi.

Bu islemden sonra boyanan dokular su bazl yapistirici ile kapatildi.

Ug gruba ayrilan farelerin boyanan beyincik, orta beyin ve &n beyin boliimleri
mikroskop altinda incelenerek meningitis, gliozis, perivaskiiler hiicre infiltrasyonu ve
reaktivasyon kriterleri yoniinden 0-4 arasi degerde skorlama yapildi; 0 = Lezyon Yok,
1= Hafif, 2= Orta siddette, 3= Yogun, 4= Cok yogun. Her farenin beynindeki doku kisti
sayist belirlendi ve doku kistlerinin kisa ve uzun ¢aplarindan 6l¢itimler yapildi (Olympus

BXS51 trinokiiler mikroskop, DP 25 dijital kamera).
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3. BULGULAR

3.1. Kilinik Bulgular

Calismada parazitin oral yolla verilmesini izleyen 24 saat, farelerde genel
fiziksel aktivitelerinde azalma, tiiylerde karisiklik gibi belirtiler izlenmekle birlikte
deney siiresince O0lim gozlenmedi. Bununla birlikte, inokiilasyon sonrasi 44’iincii
giin immunsupresyon uygulandiktan sonra Grup 2’de iki farede, asir1 aktivite, kendi
etrafinda dairesel hareketler ve inkoordinasyon ile karakterize sinirsel belirtiler
gbzlendi. Immunsupresyonun dogru sekilde gerceklestirildiginin kontrolii amaciyla
farelere Otenazi yapildiktan sonra kaydedilen dalak agirligi/viicut agirligi verileri

Cizelge 3.7, Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9’da verilmistir.

3.2. Histopatolojik Bulgular

Calismada Toxoplasma gondii doku kistlerinin basarili sekilde olusturuldugunun
kontrol edilmesi ve oral yolla doku kisti verilmesini takiben parazitin beyine ulastig
stirenin tespiti amaciyla 15’inci glinde Otenazi yapilan fare beyinlerinde (n=2) hem
histopatolojik, hem de T.gondii spesifik immunoperoksidaz testlerde herhangi bir
bulguya rastlanmadi. Bununla birlikte, inokiilasyon sonrasi 30’uncu giinde Gtenazi
yapilan fare beyinlerinde (n=2) hafif derecede perivaskiiler mononiiklear hiicre
infiltrasyonlari, kapillar endotel hipertrofisi, ndronlarda biiziisme ve hafif gliozis
goriiliirken, az sayida gen¢ doku kistleri dikkati ¢ekti. Dejenere noron sitoplazmalari,
damar duvari ve cevresi astrosit, glia hiicreleri ile doku kistlerinde T.gondii

immunopozitiflikleri saptandi.

Deney sonu incelenen tiim beyin dokular1 ve calisma gruplari degerlendirildiginde
ise doku kistlerine tiim gruplarda rastlanirken say1 ve biiyiikliiklerine ait bilgiler Cizelge
3.4, Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da verilmistir. Baglica histopatolojik bulgular; kapillar
hiperemi, endotel hipertrofisi, néron dejenerasyon ve nekrozlari, satellitozis, meningitis,

perivaskiiler hiicre infiltrasyonu ve gliozis ile karakterizeydi. Her bir grupta yer alan
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farelere ait lezyon siddeti ve dagilimimi gdsteren norohistopatolojik skorlama Cizelge

3.1, Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’te verilmistir.

Calismada doku kisti kontrol olarak olusturulan Grup 1 fare beyinlerinde (n=21);
farkli biiytikliiklerde ve etraflarinda herhangi bir yangisal reaksiyon bulunmayan
doku Kkistlerine rastlanirken, lokalizasyon olarak genellikle orta beyin, parietal ve
temporal korteks, hipokampus ve daha nadiren de serebellum, pons ve medulla
oblongata bolgelerinde lokalize olduklar1 gdzlendi. Inokiilasyon sonrasi, 45, 47 ve
52°nci giinlerde 6tenazi yapilan farelerde, noropatolojik degisiklikler ve doku kisti
dagilimi agisindan belirgin bir farklilik dikkati ¢ekmedi. Bununla birlikte; bu grupta
3 farede doku kisti tespit edilemedi. Yalniz dort olguda, ileri derecede gliozis ve
mikroglial aktivite gozlenirken, perivaskiiler hiicre infiltrasyonu hafif ve orta
derecede, meningitis ise genellikle hafif dereceli olarak gozlendi. Bu grup fare

beyinlerinde, nekroz ya da doku kisti reaktivasyon bulgusuna rastlanmadi.

Grup 2’de, inokiilasyon sonrasi 44’lincli giinde immunsupresyon yapilarak,
beyinde doku kisti reaktivasyonunun amagclandigi fare beyinlerinde; baslica
noropatolojik degisiklikler kapillar hiperemi, néronlarda dejenerasyon ve nekroz, 2-5
hiicreden olusan astroglial reaksiyonlar ile merkezinde rupture doku kisti yeraldigi
degerlendirilen yaygin gliozis gézlendi. Bu grupta, 11 fare beyninde belirgin sekilde
doku kisti reaktivasyonuna bagl siddetli glial nedbe ve ¢evre dokularda mikroglial
aktivite ile damar g¢evrelerinde mononiiklear hiicrelere rastlandi. Yalniz bir olguda,
kortikal alanda genis koagiilasyon nekrozu sekillendi. Biitiin bu reaktivasyon
bulgulart ile birlikte 2 olgu haricinde, Grup 1’de tanimlanan lokalizasyonlara uyumlu

olarak doku kistleri belirgin sekilde mevcuttu.

Grup 3 farelerde; norohistopatolojik degisiklikler belirgin sekilde Grup 1
farelerde tanimlananlara gore daha siddetli, ancak Grup 2’deki farelerdekine gore ise
daha hafif diizeyde sekillendi. Baslica bulgular, hiperemi, vaskiiler endotel
hipertrofisi, degisen derecelerde gliozis, ndron dejenerasyonlar: ile karakterizeydi.
Bununla birlikte, belirgin sekilde dejenere doku kisti ve etrafinda fokal sinirli bir
glial nedbe sekillenmis reaksiyonlara siklikla rastlandi. Bes olguda, gliozis orta ve
ileri derecede goriiliirken, degisen derecelerde meningitis ve perivaskiiler hiicre

gruplari tespit edildi.
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Servikal ve torakal omurilik dokusunda ise; 3 olguda T.gondii doku Kistleri
sekillenmisti, 2 olguda ise gri madde ventral boynuz néronlarinda biiziisme ve
nekroz ile hafif derecede gliozis gozlenmesine ragmen, doku kisti varligina
rastlanmadi. Grup 2’de, 5 olguda omurilik gri maddesinde doku kistlerine
rastlanirken, yangisal degisiklikler beyinde tanimlanan doku kisti reaktivasyon
reaksiyonlart (n=5) ile karakterizeydi. Grup 3’te, 5 olguda etrafinda yangisal
reaksiyon bulunmayan doku kistleri, 3 olguda belirgin néron nekrozlar1 gézlenirken,

bir olguda gliozis dikkati ¢ekti.

3.3. Immunoperoksidaz Bulgular

Toxoplasma gondii antijeni doku kisti spesifik immunopozitif boyanmalar, Grup
1 doku kisti kontrol grubu fare beyinlerinde, beyinde doku kistlerinin segici olarak
boyandig1 ve g¢evre dokulardan ayrim yapilabilecek sekilde ortaya ciktiklar1 bir
goriinime sahipti. Bu grup fare beyinlerinde, damar duvari, bazi nodron
sitoplazmalari, meningeal yangi hiicreleri ve noroglia hiicrelerinde hafif de olsa
immunpozitifliklere rastlandi. Grup 2 ve Grup 3 fare beyinlerinde ise; histopatolojik
olarak tanimlanan gliozis ve doku kisti reaktivasyon alanlari, ¢evresinde yeralan
astrosit, mikroglia ve néron sitoplazmalar1 ile damar duvarlar1 siddetli derecede T.
gondii yoniinden immunpozitiflik gosterdi. Grup 3 fare beyinlerinde néroglia ve
noron sitoplazma immunreaksiyonlar1 Grup 2’ye oranla ¢ok daha hafif seviyede
sekillendi. Grup 3’te, ¢evresinde yangisal reaksiyon bulunmayan doku kistlerinin
hemen ¢evresindeki noroglial hiicre ve ndron sitoplazmalarinda graniiler tarzda

T.gondii immunopozitiflikleri dikkati cekti.
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Cizelge 3.1. Doku kisti kontrol grubu beyinde histopatolojik degisikliklerin siddeti ve yerlesimi

HISTOPATOLOJIK SKORLAMA

Grup 1
OLGU NO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Meningitis 1 0 0 2 0 0 1 0 3 1 0 0 1 1 1 4 3 1 1 2 1
Perivaskuler | 1 o | 3] 1|0 |1 o | 2] 1] o0 0 0 1| 2 | 3 2 1 1 0 2
Hiicre Infilt.
Gliozis 0 1 0 2 1 3 0 0 3 0 0 0 2 2 1 3 4 1 2 0 0
Omurilik 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0
Doku Kisti 0 0 1| o | 1| 1|1 1| o | 1] 1 0 0 1] 1|1 1 1 1 1 1
Sayisi
Doku Kisti
Varlgs Hayir Evet Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Hayir | Evet | Evet | Evet | Hayir | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet Evet Evet
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Cizelge 3.2.Doku kisti reaktivasyon grubu beyinde histopatolojik degisikliklerin siddeti ve yerlesimi

HISTOPATOLOJIK SKORLAMA

Grup 2

OLGU NO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Meningitis 4 3 1 2 3 4 2 1 1 2 2 2 1 0 0 1 0 0 0 0 0
Perivaskdler 1 1 2 | 2 2 2 | 1 | 1 0 2 1 1| 1] 0o | o] o1 1 2 | o 0
Hiicre Infilt.

Gliozis 3 1 1 3 0 4 1 3 4 4 3 2 2 1 0 1 2 2 1 1 4
Omurilik Lezyon 3 0 0 3 3 0 2 2 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0
Doku Kisti Varligi Evet Evet Evet | Evet Evet Evet | Evet | Evet Evet Evet Evet Evet | Evet | Evet | Hayir | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Hayir

27




Cizelge 3.3.Reaktivasyon+Tedavi grubu beyinde histopatolojik degisikliklerin siddeti ve yerlesimi

HISTOPATOLOJIK SKORLAMA

Grup 3
OLGU NO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Perivaskdler 2 1 1 2 1|01 | 1 1 3 | 3 1| 2 0 1| 0| 3] 3|1 1 0 0
Hiicre Infilt.
Gliozis 1 2 3 0 2 3 3 1 2 4 2 2 1 2 3 3 2 2 0 1 2
Omurilik Lezyon 1 0 1 3 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 2
Doku Kisti Varligi Evet Evet | Evet Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet | Evet Evet Evet
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Cizelge 3.4. Doku Kisti kontrol grubuna gore kist ¢ap1 ve sayisi

Grup 1. Doku Kisti Kontrol Grubu

Dk Sayisi 2 7 10 2 1 3 1 3 14 2 2 3
Ort. Kist Capi 0,5878 0,5303 0,5393 0,6652 0,5664 0,4484 0,4141 0,9023 0,7193 0,7217 0,6629 0,8777 0,6979
Cizelge 3.5. Doku kisti reaktivasyon grubuna gore kist cap1 ve sayist
Grup 2. Doku Kisti Reaktivasyon Grubu
Dk Sayisi 11 3 13 8 6 2 11 4 5 6 17 2 11 3 1 2 1
Ort. Kist Cap1 | 0,6269 | 0,6600 | 0,6337 | 0,6993 | 0,8055 | 0,7513 | 0,6637 | 0,5222 | 0,6658 | 0,7254 | 0,6672 | 0,6526 | 0,6948 | 0,5346 | 0,9377 | 0,7016 | 0,3288
Cizelge 3.6. Reaktivasyon + Tedavi grubuna gore kist ¢ap1 ve sayisi
Grup 3. Reaktivasyon+Tedavi Grubu
Kist 5 4 6 13 8 10 6 8 65 21 12 26 7 2 2 4 14 4 1 1 1 2 1 1 1
Sayisi
Iglrstt 0,723 | 0,216 | 0,603 | 0,664 | 0,647 | 0,740 | 0,644 | 0,690 | 0,591 | 0,646 | 0,613 | 0,587 | 0,682 | 0,700 | 0,686 | 1,096 | 0,605 | 0,643 | 0,803 | 0,526 | 0,319 | 0,429 | 0,462 | 0,581 | 0,424
com | ® 4 3 6 4 2 8 0 8 2 8 7 3 4 0 5 6 3 8 3 5 6 8 6 9
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Cizelge 3.7. Doku Kisti kontrol grubu dalak ve viicut agirliklar

Grup 1. Doku Kisti Kontrol Grubu

Dalak Agirhg 0011 |0,049 [0061 |0049 |0026 |0018 [0,028 |0027 008 [0071 |0080 |0157 |0,18 [0,180 |0,01 |0,087 |0,065
Viicut Agirthgr | 9,520 [17,982 | 20,275 | 15,728 | 14,699 |14,605 |16,422 |18,379 |[26,500 |22,554 |29,224 |28,575 |26,200 |35,230 |24,783 |27,000 |29,790
Cizelge 3.8. Doku kisti reaktivasyon grubu dalak ve viicut agirliklart
Grup 2. Doku Kisti Reaktivasyon Grubu
Dalak
Adirli 0,074 0,032 0,035 0,029 0,022 0,040 0,050 0,045 0,052 0,032 0,039 0,032 0,032 0,029 0,025 0,010 0,008 0,050 0,045 0,072 0,038
girhgi
Viicut
Adirli 34,450 24,600 21,445 21,660 13,736 30,700 26,200 30,200 24,500 20,870 23,900 23,110 23,400 25,001 23,622 14,103 14,268 21,106 20,110 22,850 23,237
girhgi
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Cizelge 3.9. Doku Kisti reaktivasyon + tedavi grubu dalak ve viicut agirliklar

Grup 3. Doku Kisti Reaktivasyon Grubu

Dalak

| 0,129 0,045 0,061 0,035 0,034 0,060 0,050 0,018 0,012 | 0,030 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,009 0,016 0,030 0,106 0,096
Agirhg
Viicut

| 19,217 27,610 | 25,058 | 27,100 | 23,600 | 25,600 | 27,500 | 12,928 | 9,789 | 10,585 | 21,770 | 24,250 | 21,010 | 15,360 | 15,970 | 14,880 | 17,740 | 17,237 | 21,890 | 25,250 | 26,185
Agirhg
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Kist sayilarmin Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’e gore karsilastirilmast Kruskal-Wallis

testi ile yapildi. Sonug olarak gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark tespit

edilemedi.

0.8 -

0.8 +

0,7 A

06 4

05

04

0.3 4

0,2 4

0,1

Ortalama Kist Capi

0,662995294

0,641015385
0,6132984

OGrup1

BGrup 2

OGrup 3

Sekil 3.1. Kruskal-Wallis yontemiyle gruplara gére ortalama kist ¢api istatistigi

Dalak/Viicut Agirhigi Ortalamasi

0,00350
H 0,00309

0,00300
0,00250

0,00200 M 0,00191

H 0,00160
0,00150
0,00100
0,00050

0,00000

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3

Sekil 3.2. Gruplara gore dalak/viicut agirlig1 ortalamasi
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Sekil 3.3. Doku Kisti Kontrol Grubu, mezenteriyal subserozal damarlarda genisleme,

Inokulasyon sonrasi 15. giin

Sekil 3.4. Hiperemik meningeal damar ¢evresinde lokalize doku kisti, HE, Bar= 120 pm
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Sekil 3.5. Noronlarda dejeneratif degisiklikler ve biiziigme, Doku Kisti Kontrol Grubu, HE
boyama, Bar= 120 um

T
| PR,

Sekil 3.6. iInmmunopozitif T.gondii doku Kisti, Doku Kisti Kontrol Grubu, indirekt
immunoperoksidaz test, ABC, Mayers Hematoksilen, Bar= 180 um
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Sekil 3.7. Fokal meningitis alani, Doku Kisti reaktivasyon grubu, HE boyama
Bar= 80 um

Sekil 3.8. Doku Kisti reaktivasyon grubunda sekillenen doku kisti ve hemen yakininda damar

cevresi yangisal reaksiyon, HE boyama, Bar= 80 um

35



Sekil 3.9. Doku kisti reaktivasyon grubunda fokal gliozis alani, HE boyama, Bar= 240 um

Sekil 3.10. Doku Kisti reaktivasyon grubunda, fokal reaktivasyon alami ve T.gondii
immunoperoksidaz boyanma, indirekt immunoperoksidaz test, ABC, Mayers Hematoksilen,

Bar= 180 pm
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Sekil 3.12. Doku Kisti Raktivasyon Grubu, ¢eperini kaybeden doku kisti, HE boyama,

Bar= 40 pum
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Sekil 3.13. Doku Kisti reaktivasyon grubu reaktivasyon alani ve gliozis, HE boyama,
Bar= 100 um

Sekil 3.14. Doku kisti reaktivasyon grubu reaktive olan doku kisti ve ¢evre enflamautar
hiicrelerde T.gondii immunopozitiflikleri, indirekt immunoperoksidaz test, ABC, Mayers

Hematoksilen, Bar= 120 pm
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Sekil 3.15. Doku kisti reaktivasyon grubu rupture olan doku kisti, gliozis alan1 ve néron
nekrozlari, HE boyama, Bar= 100 um

Sekil 3.16. immunsupresyon+Tedavi grubu reaktivasyon alani, HE boyama, Bar= 100 um
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Sekil 3.17. Immunsupresyon+Tedavi grubu perivaskiiler hiicre infiltrasyonu ve hemen
yakininda gliozis alanlari, HE boyama, Bar= 180 um

Sekil 3.18. immunsupresyon+Tedavi grubu serebllumda sekillenen doku kistleri, HE
boyama, Bar= 180 um
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Sekil 3.19. Immunsupresyon+Tedavi grubu Noron sitoplazmalarinda T.gondii antijeni
pozitif reaksiyon, indirekt immunoperoksidaz test, ABC, Mayers Hematoksilen,
Bar= 100 um

Sekil 3.20. Reaktivasyon + Tedavi grubu gliozis alani, HE boyama, Bar= 180 um
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Sekil 3.21. Reaktivasyon + Tedavi grubu doku ksitleri ve hemne etrafinda yaygin glial
nedbe, HE boyama, Bar= 120 um

Sekil 3.22.immunsupresyon + Tedavi grubu néroglia ve néron sitoplazmalarinda T.gondii
immunopozitif reaksiyon, indirekt immunoperoksidaz test, ABC, Mayers Hematoksilen,
Bar= 100 um
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Sekil 3.23. Immunsupresyon + Tedavi grubu Purkinje hiicreleri T.gondii immunreaksiyonu,

indirekt immunoperoksidaz test, ABC, Mayers Hematoksilen, Bar= 100 um

Sekil 3.24.Immunsupresyon + Tedavi grubu doku kisti immunopozitif reaksiyon, indirekt

immunoperoksidaz test, ABC, Mayers Hematoksilen, Bar= 100 pm
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Sekil 3.25.iImmunsupresyon + Tedavi grubu, doku kisti ve ¢evresi ndroglial hiicrelerde
T.gondii immunopozitif boyanma, indirekt immunoperoksidaz test, ABC, Mayers
Hematoksilen, Bar= 100 um
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4. TARTISMA VE SONUC

Toksoplazmozis, insanlarda ¢ogunlukla gegici bir lenfadenopati ile ortaya ¢ikan
ve gebelik doneminde abort, fotusta konjenital anomaliler haricinde herhangi bir
klinik belirti géstermeden seyreden paraziter bir hastaliktir (Dubey 2007). Hastaligin
erigkin bireyler i¢in 6liimciil olmayan bu 1liml1 karakteri, bireyin bagisiklik sistemini
baskilayan organ nakli, kanser, AIDS vb. durumlarda ortaya ¢ikan ve yiiksek oranda
oliimciil ensefalitik toksoplazmoz ile aniden degisiklik gostermektedir (Dubey 2010,
Alday ve ark. 2017). Burada en 6nemli faktorlerden birisi, konagin MSS’de latent
formda bekleyen T.gondii doku Kistlerinin -muhtemelen- hayat boyu kalici olmalari,
bir digeri ise MSS igerisindeki hiicresel immun yanit ile doku kistleri arasindaki
mesaj iletisidir (Siimer ve Kul 2018). Kisaca; beyinde yerlesim gosteren doku
kistleri, MSS igerisindeki hiicresel immun yanit, baslica Thl, baskin oldugu siirece
latent formda kalabilirler ve bu durum hemen hemen hi¢bir néropatolojik degisiklige
yol agmadan konagin hayati boyunca devam edebilmektedir (Hutchison ve ark. 1980,
Hunter ve ark. 1994, Dubey 2007, Kul ve ark. 2013). Insanlarda doku kisti
reaktivasyonu, yaygin parankim nekrozu ile seyreden ensefalitis formuna ait bilgiler,
hastanin klinik belirtileri, rontgen ve manyetik rezonans goriintiileme tekniklerine ait
olup, ensefalitik toksoplazmoza ait néropatolojik degerlendirme, patogenez ¢alismasi
sayis1 oldukca azdir. Bu nedenle, literatiirde mevcut doku kisti reaktivasyonu ve
sonrasinda sekillenen T.gondii ensefalitisine ait bilgiler deney hayvanlarinda
olusturulan modeller ile elde edilmistir (Kovacs 1992, Djakovic ve ark. 2001, Dunay
ve ark. 2004). Bu tiir ensefalitis modellerinde, SCID ve/veya C57BL6 CD4™"
hiicresel diizeyde immunyetersiz transgenik fareler kullanilmakta, bu farelerde
olusturulan diisiik viriilens T.gondii enfeksiyonlart bile O6liimciil enfeksiyonla
sonuclanmaktadir. Dolayisiyla, insanlardaki ensefalitise benzeyen en uygun model
olarak; enfeksiyon siiresince siilfadiazin verilerek, fareler Oliimciil etkiden
korunmakta, doku kistlerinin beyinde sekillendigi periyodda ise siilfadiazin
kesilerek, doku Kisti rupturu ve reaktivasyona bagli ensefalitis olusturulmaktadir
(Schoéler ve ark. 2001, Dunay ve ark. 2004). Sunulan ¢aligmada; immunyeterli 2
aylik BALB-c farelerde T.gondii kistojenik ME49 susu ile beyinlerinde doku kisti

olusturulmus, sonrasinda ise dekzametazon yiiksek dozda uygulanarak
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immunsupresyon gerceklestirilmistir. Calisma sonuglari, Grup 2 ve Grup 3 farelerde,
sistemik immunsupresyon sonrasinda beyindeki doku kistlerinde basarili bir sekilde
reaktivasyon sekillendigini gostermektedir. Dolayisiyla, immunyeterli farelerde,
dekzametazon uygulamasi ile reaktivasyon modellemesi olusturulmus, oldukca
yiiksek maliyetli immunyetmezlikli (SCID, transgenik vb) fare modeli i¢in alternatif
sayilabilecek bir reaktive ensefalitik toksoplazmoz modeli ortaya konulmustur.
Calismada, dekzametazon uygulamasinin, sistemik immuniteyi baskilama seviyesi,
Otenazi aninda dalak agirliklari, viicut agirhigna orantilanarak da dogrulanmustir.
Yine de, bu calismada Grup 2 ve 3’te immunsupresyon ile reaktivasyon
saglanmasina ragmen, hi¢ etkilenmemis ve saglam goriinimde T.gondii doku kistleri
beyinde kalmaya devam etmekteydi. Dolayisiyla, dekzametazon dozu ve tekrarlayan
uygulamalar ile reaktivasyon lizerinde daha etkili bir sonug¢ elde edilmesi miimkiin
goriinmektedir (Djakovic ve ark.2001, Djakovic ve ark. 2002,). Burada 6nemli olan,
immunsupresif etki olustugunda agiga ¢ikacak parazit yiikiiniin, farenin 6liimiine yol
agmayacak derecede ayarlanabilmesidir (Djakovic ve ark. 2001, Scholer ve ark.
2001, Dunay ve ark. 2004). Pratikte bu miimkiin olamayacagi igin, bdyle bir
calismada sinirsel belirtiler ve hayatta kalma orani da degerlendirme kriterleri
arasinda yer alabilir (Hutchison ve ark. 1980). Bu g¢alismada, immunsupresyon
yapildiktan sonra tedavi uygulanmayan Grup 2’de iki farede sinirsel belirtilerin
sekillenmis olmasi, Grupl ve Grup 3’te ise sinirsel belirtiye rastlanmamis olmasi,
toltrazuril uygulamasinin beyinde olusan yikimin siddetini azaltici etkisi olarak

yorumlanabilir.

Toksoplazmoz tedavisinde ¢ok sayida antibiyotik ve kimyasal maddenin in-vitro
ve in-vivo kosullarda etkili olduguna dair ¢ok sayida rapor bulunmaktadir. Bunlar
arasinda, sulfometaksazol- trimetoprim uygulamasi klinikte uygulama alani bulan ve
en iyi bilinen klasik tedavi yontemidir (Alday ve Dogget 2017). Ayni zamanda
azitromisin ve atovaquone kan beyin bariyerini gegerek hiicre ici yliksek
konsantrasyonlara ulasabilmekte ve tedavi icin tercih edilen segenekler arasindadir
(Scholer ve ark. 2001). Triazinon grubu bir ilag olan toltrazuril, T.gondii takizoit ve
ookistlerine kars1 oldukca etkili, ayn1 zamanda kan beyin bariyerini gecebilen etkili
bir ilactir (Djakovic ve ark. 2002). Onceki ¢alismalarda; deneysel olarak T.gondii ile

enfekte edilen fareleri, enfeksiyonun oliimciil etkisinden korudugu, gebe farelerde ise
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etkenin transplasental gecisini Onleyebildigi gosterilmistir. Sunulan ¢alismanin bir
diger onemli Onerisi; beyinde sekillenen doku kistlerinin reaktive olduklari anda
uygulanan ila¢ tedavisinin, olusacak doku hasari ve ensefalitisi 6nleyecegi/derecesini
azaltacag bir stratejik tedavinin etkinliginin planlanmasidir. Ozellikle Grup 2 ve
Grup 3 farelerde sekillenen doku kisti reaktivasyonu ve noropatolojik bulgularin
derecesi arasindaki farkin, toltrazuril uygulamasinin reaktivasyon aninda agiga ¢ikan
takizoitlerin proliferasyonunun onlenmesi ve/veya oldiiriilmesi ile iliskilendirilebilir.
Acikegasi, toltrazuril kan beyin bariyerini gegerek, beyin parankiminde yiiksek
konsantrasyonlara ¢ikabilmektedir ve etkili kan plazma seviyesi 24 giin kadar uzun
devam eder. Bu g¢alismada, beyin dokusunda toltrazuril ya da metabolitlerinin kan
plazma veya beyin konsantrasyonlari degerlendirilmemis olmakla birlikte, doku
kistlerinin sizint1 ya da ruptur sonrasi takizoitler doku araliklarina c¢iktiklarinda,
toltrazuril ile karsilastiklarindan siirli bir yikim olustugu soylenebilir (Schéler ve
ark. 2001). Grup 2 farelerden 11’inde reaktivasyona iliskin yaygin gliozis ve
mikroglial odaklar goriilmesine ragmen, Grup 3’te yalmiz 5 olguda gliozis
sekillenmesi bu Oneriyi destekler niteliktedir. Diger taraftan, Grup 3 fare
beyinlerinde, doku kistinin yikimlandigi alan ve ¢evre ndroglia ile simirh
immunoperoksidaz pozitif reaksiyonlarin, hafif derecede bir gliozise neden olmasi,
yine ilacin aciga ¢ikan etkenlerinin Oliimiine yol agmis olabilecegi yoniinde
degerlendirilebilir (Djakovic ve ark. 2001). Ancak yine de dekzametazon
antienflamatuar etkili bir ilagtir ve Grup 2’de goriilen yangisal degisiklikler, bu etki
ile baskilanmis olabilir ve normalde hem Grup 2 hem de Grup 3’te tanimlanan beyin
hasarindan daha siddetli bir lezyon meydana gelebilirdi. Antienflamatuar etkisi
olmayan baska bir reaktivasyon calismasi ile eszamanli bir tedavi planlamasi
yapilarak bu sorunun cevabiin verilmesi miimkiin goriinmektedir. Ancak, her
sekilde toksoplazmik ensefalit 1ilagla tedavisinin, antienflamatuar ilag
kombinasyonunun beyin lezyonlarinin siddetini azlatilmasi tizerine olumlu etkisi

olabilecegi diisliniilmektedir.

Fareler deneysel toksoplazmoz modelleri olusturulmasinda siklikla tercih
edilen deney hayvanlar1 arasindadir. BALB-c fare irki, T.gondii enfeksiyonlarina
karst1 kismen direngli olmalari nedeniyle diisiik patojeniteli kistojenik suslarla,

beyinde doku kisti olusturulmasi i¢in kullanilmaktadir. Buna ragmen, ratlarda daha
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yiiksek oranda goriilmekle birlikte, bireysel direnglilik gosterebilmekte, bagisiklik
seviyelerinde de farkliliklar olusabilmektedir. Bu ¢alismada, deney gruplari
olusturulurken fareler rastgele ayrilmis ve aym yas ve cinsiyette fareler
kullanilmistir. Grup 1’de 3 olgu, Grup 2’de ise 2 olguda beyinde hi¢ doku Kkisti
goriilememesi, enfeksiyon olusumuna karsi gosterilen bireysel direng farkliliklar ile
aciklanabilir (Dubey 2007, Dubey 2010). Sunulan arastirmada, enfeksiyon
olusturulmasi i¢in T. gondii doku Kkisti tercih edilmis ve doku kisti igeren fare beyin
dokusu homojenize edildikten sonra 25 adet doku kisti igerecek sekilde
sulandirilarak inokiilum hazirlanmistir. Bir ihtimalle, doku Kistleri homojenat
igerisinde esit dagilmamis olabilir ya da doku kisti biiyiiklikleri ve igerdikleri

bradizoit sayilar1 farklilik gostermis olabilir.

Sunulan arastirma sonuglari, klinik, histopatolojik ve yalmiz T.gondii
immunopozitifliklerinin degerlendirildigi bir 6n ¢alisma olarak kabul edilebilir. Bu
calisma ile birlikte; Tiirkiye’de ilk kez deney hayvanlarinda toksoplazmozun beyinde
reaktivasyon modeli denenmis ve es zamanl ilacla tedavinin etkinligi, kismen de
olsa gosterilmistir. Toxoplasma gondii enfeksiyonunun beyinde meydana getirdigi
hasarla iligkili olarak, ¢ok sayida proinflamatuar ve inflamatuar sitokin, ligand ve
reseptdr baglantilarinin, kemokinlerin ve hiicre 6liimii mekanizmalarinin karsilikli
etkilesim icerisinde olduklart bilinmektedir (Mosmann ve ark. 1986, Montaya ve ark.
2004). Toksoplazmik ensefalitis patogenezine iliskin halen bilinmeyen birgok
konunun da varligi agiktir. Bu nedenle, bu arastirmanin sonraki asamalarinda,
patogeneze yoOnelik immunohistokimyasal belirte¢lerin de sorgulanmasi ile daha
detayli ve yorumlanabilir sonuglara ulasilmast miimkiindiir. Daha Onceden
gerceklestirilen kistojenik toksoplazmoz g¢aligmasinda, immunofenotiplendirme ile
isaretlenen enfekte MSS hiicrelerinden salinan Thl sitokinler arastirilmis ve 60 giin
ve sonrasinda Thl sitokinlerin seviyesinin azaldigi bildirilmistir. Bu tiir sitokin
belirteclerinin kullanilmasi, doku kisti rupturu sonrasinda 6len takizoitlerin nasil
ortadan kaldirildigi ve antijenik uyarillarin hangi seviyede devam ettiinin

gosterilmesi acisindan faydali olabilir.
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Sonug olarak, bu ¢alismayla birlikte;

Toxoplasma gondii ME49 susu ile basarili bir sekilde beyinde doku kisti
olusturulmus, immunyeterli farelerde parenteral dekzametazon uygulanarak
immunsupresyon ve doku kisti rupturu gerceklestirilmis ve doku kisti rupturunun
uyarildigi anda beyinde anti-toxoplasma etkisi olan toltrazuril uygulamasinin

beyindeki parazit yiikiinii ve lezyonlar1 azaltarak etkili oldugu ortaya konulmustur.

Bu calismada elde edilen bulgular, 6zellikle doku kisti rupturunun ¢ok daha
etkili sekilde uyarilabildigi mekanizmalarin kesfiyle birlikte uygulanabilmesi

halinde, ensefalitik toksoplazmoz tedavisi i¢cin umut verici goriinmektedir.
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