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OZET

Sonmez, N. Astragalus/Atovakuon Kombinasyonunun Akut Toksoplazmozlu Fare
Modeli Tedavisine ve IL-2, IL-12, INF Gamma Diizeylerine Etkinliginin Arastirilmasi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul. 2013.

Toksoplazmoz, immiin sistemi baskilanmis hastalarda ve AIDS’lilerde ciddi
klinik tablolara neden olmaktadir. Atovakuon yan etkileri az olan bir antiprotozaoldir.
Astragalus memebranaceus kok ekstresinin (AmE) immiiniteyi stimiile etme etkisi ve
fagositer hiicrelerin aktivitesini arttirdigi, enfeksiyonlarda immiinmodiilator etkiye sahip
oldugu gosterilmistir.Bu calismada; deneysel olarak Toxoplasma gondii ile enfekte
edilen farelerde, atovakuon ve AmE tek tek ve kombinasyon olarak kullanilarak
tedaviye ve IL-2, IL-12, INF gamma sitokin seviyelerine etkisinin olup olmadiginin
arastirtlmasi amaclanmistir. Bu amacla her biri sekiz BALB/c fareden olusan dort
deney grubu olusturulmus ve tiim fareler 2x10*/ml T.gondii RH susu trofozoiti ile
intraperitoneal yolla enfekte edilmistir. 24 saat sonra, kontrol (K) grubu disinda,
Atovakuon (Ato) grubuna atovakuon, Astragalus (Astra) grubuna AmE ve Ato+Astra
tedavi grubuna ise atovakuon ve AmE birlikte oral gavaj yolu ile verilmistir. Sekizinci
giinde tiim farelerden alinan periton sivilar1t Thoma laminda sayilarak trofozoit sayilari
belirlenmis ve serum Orneklerinin IL-2, IL-12, INF gamma diizeyleri ELISA ile
arastirilmigtir. Ato+Astra tedavi grubundaki trofozoit sayis;; K, Ato ve Astra
gruplarindaki trofozoit sayilarindan anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05). Ato
ve Astra gruplarindaki trofozoit sayis1 da K grubuna gore anlamli derecede diisiis
gostermistir (p<0,05). Astra grubu IL-2 diizeyi, diger li¢ gruba gore; Astra ve K
gruplarmin IL-12 diizeyleri, Ato+Astra grubuna gore; ve Ato ile Ato+Astra gruplarinin
INF gamma diizeyleri ise K grubuna gore anlamli derecede yiiksek olarak belirlenmistir
(p<0,05). Sonug olarak, ulasilabilen literatiir 1s181nda, akut toksoplazmozun tedavisinde
atovakuon+ AmE kombinasyonu etkinliginin incelendigi ilk arastirma olan
calismamizin bulgulari, bu iki madde arasinda sinerjizm oldugu fikrini vermistir.

Anahtar Kelimeler: Toxoplasma gondii, Astragalus membranaceus, atovakuon,

sinerjizm, tedavi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 21144
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ABSTRACT

Sonmez, N. Investigation of Combined Effectiveness of Astragalus/Atovaquone in Mice
Models of Acute Toxoplasmosis and IL-2, IL-12, INF Gamma Levels. Istanbul
University, Institute of Health Science, Medical Microbiology Department. MSc
thesis.istanbul. 2013.

Toxoplasmosis is cause of serious clinical situations on immunspressed
patients. Atovaquone is an antiprotozoal with a little side effect. Astragalus
membranaceus root extract (AmE) has been showed as phagocytic activity enhancer,
immunomodulator and immunstimulant agent. The aims of this study were to
investigate the effectiveness of AmE alone and in combination with atovaquone and
determine the levels of IL-2, IL-12 and INF gamma in experimentally infected mice
with Toxoplasma gondii. Four experimental groups each consisting of eight BALB/c
mice were infected intraperitoneally with 2x10%/ml of T.gondii RH strain trophozoite.
After 24 hours, atovaquone was given Atovaquon (Ato) group, AmE was given
Astragalus (Astra) group, atovaquone plus AmE to Ato+Astra therapy group by oral
gavage. On the 8th day, number of trophozoites in peritoneal fluid and the level of IL-2,
IL-12, INF gamma in serum were determined by Thoma slide and ELISA, respectively.
The number of trphozoites in combination group was significantly lower than the other
3 groups (p<0,05). There was a significant increase IL-2 levels in Astra group compared
with other three groups (p<0,05). There was a certain increase IL-12 levels in Astra and
C groups compared to the Ato+Astra group (p<0,05). A significant increase was found
in INF gamma levels in Ato and Ato+Astra groups compared with C group (p<0,05). In
the light of the literature, this is the first research was to determine the effect
atovaquone+AmE combination therapy in acute toxoplasmosis treatment. The present
first study suggested that there might be synergy between atovaquone and AmE in the
treatment of acute toxoplasmosis.

Key Words: Toxoplasma gondii, Astragalus membranaceus, atovaquone, synergy,

therapy

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 21144



1. GIRIS VE AMAC

Toksoplazmoz, diinyada yaygin olarak bulunan Toxoplasma gondii’nin neden
oldugu bir enfeksiyondur. 7.gondii, insan, cesitli memeli hayvanlar ve kuslarda
nukleusu olan her hiicreye yerleserek enfeksiyona neden olur (1).

Alaska’dan Avustralya’ya diinya iizerinde ¢ok genis bir yayilima sahiptir ve
insanlarin ticte birini etkiledigi diisiiniilmektedir (2). Welch’e (3) gore diinyada yetiskin
niifusunun %40°1 enfektedir. Ulkemizde bu konuda aralarinda Istanbul’un da bulundugu
farkli sehirlerde yapilan calismalarda seropozitiflik oranlar1 %28,2 ile %57,6 arasinda
degiskenlik gostermektedir (4-9).

Toksoplazmoza karst savunmada hiicresel ve hiimoral immiin yanmt rol
oynamaktadir. Savunmada konak direncinin interferon gama (INF-y) ve interlokin
(IL)-12 diizeyi ile iligkili oldugu laboratuvar hayvanlarinda yapilan c¢aligmalarda
gosterilmistir (10,11). Ayrica yapilan ¢alismalarda toksoplazmoza karsi, INF-y’nin en
etkili sitokin oldugu ve INF-y salgilanmasiyla da, IL-12, IL-2, IL-7 gibi sitokinlerinde
indirekt olarak salgilandi1 ve toksoplazmoza karsi koruyucu etkilerinin oldugu
gosterilmistir (12).

Insana bulasma; T.gondii doku kistleri iceren etlerin ¢ig ve/veya az pismis
olarak yenilmesi, kedi diskisiyla atilan ookistler ile kontamine su ya da gidalarin
sindirim yoluyla alinmasiyla olur. Ayrica hamilelik doneminde anneden fetusa
konjenital olarak, kan transfiizyonu, organ transplantasyonu gibi cesitli yollarla da
bulagsma olabilmektedir. 7.gondii insanda ilk olarak retikiiloendoteliyal sistem hiicreleri
icinde cogalir, kas, goz ve beyin gibi bircok dokuda ise doku Kkistleri
gelistirebilmektedir(1). Hamilelik esnasinda plasentadan bulasma; o6lii dogum ve
diisiige; enfeksiyonlu dogan bebeklerde ise hidrosefali, mikrosefali, koriyoretinit, akli
gerilik, epilepsi gibi ciddi klinik tablolara neden olmaktadir (13). AIDS’li ve
immiinyetmezlikli hastalarda da goriilen 7.gondii, toksoplazmik ensefalit (TE)’e neden
olarak 6liimle sonuglanabilmektedir. Immiin yetmezlikli hastalarda reaktivasyona kars,
hayat boyu devam edilen ila¢ tedavileri ve yan etkileri nedeniyle hastanin yasamini
zorlagtirmaktadir (14-16).

Atovakuon giiniimiizde “anti-protozoal” etkisi icin kullanilan naftokinon
yapisinda antiparaziter bir ajandir. Oldukga az yan etkiye sahiptir ve olusan yan etkileri

de tedavi siirecinde kendiliginden kaybolmaktadir. Kemik iligi baskilanmasi veya



gastrointestinal floranmm bozulmasi gibi ciddi yan etkileri yoktur. Atovakuon deney
hayvanlar1 lizerinde T.gondii trofozoitleri ile doku Kkistlerine karsi etkili bulunmus
(17,18) ve pirimetamin, siilfadiazin, klindamisin gibi ilaclarla kombine edildiginde daha
etkin oldugu belirlenmistir(19,20).

Calismamizda atovakuon ile kombinasyon olarak kullandigimiz Astragalus
membranaceus kok ekstresi (AmE) geleneksel Cin tibbinda yiizyillardir immiin sistemi
kuvvetlendirmek icin kullanilan bir bitkidir.Giinlimiizde yapilan bir¢ok arastirma bu
durumu desteklemektedir(21).

Bu c¢alismada, deneysel olarak T.gondii ile enfekte edilen farelerde,
atovakuonun ve immiinmodiilator etkisi olan AmE’nin tek basina ve atovakuon ile
kombinasyon seklinde uygulanmasiyla, trofozoit canliligma ve IL-2, IL-12, INF-y

sitokin diizeylerine etkisinin arastirilmas1 amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Tarihce

1908 yilinda bulunusundan bu yana diinyada yaygin olarak goriilen 7. gondii,
hem insan hem de hayvan sagligi1 bakimindan 6nemini yitirmeyen bir protozoondur.
Charles Nicolle ve Louis Manceaux tarafindan bulunan bu protozoon 1909 yilinda yine
ayn1 arastirmacilar tarafindan, trofozoitlerinin yay goriiniimiinden esinlenerek yay
(toxon), seklinde (plasma) anlamima gelen ‘“toxoplasma”y1 cins, ilk bulundugu
kemirgenin tiir ad1 olan Gundii’yi ise tiir ad1 olarak birlestirmisler ve Toxoplasma

gondii olarak isimlendirmislerdir(22).

Tiirkiye’de ilk kez 1950°‘de Akcay ve arkadaslar1 tarafindan bir kopekte
belirlenmistir. 1953 yilinda Unat ve arkadaslar1 tarafindan insanda histopatolojik olarak
gosterilmistir. Parazitin Tiirkiye’de ilk izolasyonu ise bir kopekten 1973 yilinda Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'nda
yapilmustir (23,24). T.gondii ile ilgili evrensel tarihi gelismeler tabloda sunulmustur

(Tablo 2-1).

Tablo 2-1: Toxoplasma gondii’nin 6nemli tarihi gelismeleri (25)

Bulunanlar Referanslar
Etiyolojik Faktorler
Tunus’ta Ctenodactylus gundii adinda bir Nicolle ve Manceux (1908)

rodentte protozoonun bulunmasi

Protozoonun Brezilya’da bir tavsanda Splendore (1908)
bulunmasi

Toxoplasma gondii’nin taxon=yay,
plasma=sekil isminden esinlenerek
isimlendirilmesi

Nicolle ve Manceux (1909)

Hayvandan ilk canli 7" gondii izolasyonu Sabin ve Olitsky (1937)

Insandan ilk T. gondii izolasyonu Wolf ve arkadaglar1 (1939)




Bulunanlar

Referanslar

Insan ve hayvan T.gondii tiirlerinin ayirt
edilmesi

Hidrosefaliyi iceren, toksoplazmoz patogenezi

Parazit Morfolojisi ve Hayat Dongiisii

Trofozoit (Takizoit,beslenme,cogalma formu)

Tachyzoite (Takizoit ) (Tachy:hizli, zoite:
yasam, hayat) teriminin olugmasi

Endodiyogoninin bulunmasi

Ultrastriiktiiel yapilarin bulunmasi

Doku Kisti, Bradizoit

Kistlerin bulunmasi

Sitolojik olarak kistlerin tanimlanmasi

Ultrasiitriiktiir yapisinin tanimlanmasi

Bradyzoite (Bradizoit) terimi kullanild1
(Bradys=yavas, zoon=hayvan)

Doku kisti terimi kullanildi

Bradizoitlerin direncli oldugu sindirim enzimi
bulundu

Doku kistleri ve bradizoitlerin gelisimleri
tantmland1

Bradizoit ve doku kistlerinin biyolojik
ozellikleri ile ilgili bilgiler tamamlandi

Sabin (1941)

Frendel ve Friendlander (1951)
Frenkel (1953,1956)

Frenkel (1973)

Goldman ve ark. (1958)

Gustafson, Agar ve Cramer (1954)
Sheffield ve Melton (1968)

Levaditi, Schoen ve Sanchis Bayarri (1928)

Frenkel ve Friendlander (1951), Frenkel (1956)

Wanko ve ark. ( 1962), Ferguson ve
Hutchison(1987)

Frenkel (1973)

Dubey ve Beattie (1988)

Jacobs ve ark. (1960)

Dubey ve Frenkel (1976)

Dubey ve arkadaslar1 (1998)




Bulunanlar

Referanslar

Kedigillerde Enteroepitelial Asamasi

Koksidiyan fazi tanimland1

Ookist morfolojisi tanimlandi

Bes aseksiiel T.gondii tipi (A-E) tammmland:

Koksidiyan asamasinin ultrastriiktiir yapisi
tantmland1

Bulasma Yollar
Konjenital

Insanda bulasma gosterildi

Ev faresinde tekrar eden bulagsma gosterildi

Genis vahsi hayvanlardan, beyaz kuyruklu
geyiklerde konjenital bulagma oldugu gosterildi

Karnivorizm (arakonaklarda et yenmesi ile)
Karnivor bulagsma oldugu 6nerildi

Insanda et yoluyla bulagma gosterildi

Fekal-Oral Bulasma

T.gondii’nin direngli digk1 formlari ile
bulagmas1 gosterildi

Koksidiyan fazi tanimland1

Frenkel, Dubey ve Miller (1970), Hutchison ve
ark. (1970), Dubey ve Frenkel (1972),
Sheffield ve Melton (1970)

Dubey ve ark. (1970)

Dubey ve Frenkel (1972)

Sheffield (1970), Piekarski, Pelster ve Witte
(1971), Ferguson ve ark. (1974,1975, 1979
a,b), Christie, Pappas ve Dubey (1978), Speer,
Clark ve Dubey(1998), Speer ve Dubey (2005)

Wolf ve ark. (1939)

Beverly (1959)

Dubey ve ark. (2008)

Weinman ve Chandler (1954)

Desmond ve ark. (1965)

Hutchison (1965)

Hutchison ve ark (1970,1971),Frenkel ve ark.
(1970), Dubey ve ark. (1970 a,b),Sheffield ve
Melton (1970),0verdulve (1970)




Bulunanlar

Referanslar

Kedigiller tarafindan atilan ookistler, son konak
ve ara konaklar1 tanimland1

Ookistlerin inhalasyonu ve yenilmesiyle, ilk
toksoplazmoz salgin1 tantmland1

Genetikleri ve farkh genetikli 7.gondii suslari

Rekombinant ve genetik ¢caprazlama
irlinlerinin tiretilmesi

T.gondii suslarinin ayirt edilmesinde izoenzim
farkliliklarimin kullanilmasi

RFLP yontemi ile 7.gondii suslar1 3 tipe
(LILIIT) ayrild:

Ulusal, kitalar, kitalar aras1 ve pandemik
T.gondii suslar1 gruplandirildi

T.gondii genom dizini aciklandi
Immiinite ve Korunma

T.gondii notralize eden antikorlar bulundu

Ekstraselliiler olarak T.gondii’yi 6ldiiren
antikorlar bulundu

Immiin lenfoid hiicreleri tarafindan diizenlenen
immiinolojik koruma mekanizmas1 bulundu

Immiinolojik korumada baslica sitokinin
interferon y oldugu bulundu

Korunmada CD4+ ve CD8+ hiicrelerinin rolii
tamimland:

Insanlarda Toksoplazmoz
Konjenital

[k kanitlanmis konjenital toksoplazmoz vakasi

Frenkel ve ark.(1970)
Miller ve ark.(1972)
Jewel ve ark.(1972)

Teutsch ve ark.(1979)

Pfefferkom ve Pfefferkom (1980)

Darde ve ark.(1987), Tibayrene ve ark.(1991)

Sibley ve ark.(1992), Howe ve Sibley (1995)

Leishmann ve ark.(2006)

Khan ve ark. (2005)

Sabin ve Ruchman (1942)

Sabin ve Feldman (1948)

Frenkel ( 1967)

Suzuki ve ark (1988)

Gazinelli ve ark.(1991)

Wolf ve ark (1939)




Bulunanlar

Referanslar

Tipik dortlii klinik belirtileri tanimlandi
(Hidrosefali, Korioretinit , Mikrosefali,
Intraserebral kalsifikasyon)

Edinilmis Olanlar

Cocukta ilk olay

Yetiskinlerde fatal toksoplazmozun bulunmasi
Lenfadenopatinin en sik rastlanan semptomlar

arasinda oldugu belirlendi

AIDS hastalarmin toksoplazmoza kars1
hassasiyetleri belirlendi

Kronik Enfeksiyon

Otopsi kesitlerinde kistler bulundu, kronik
asemptomatik enfeksiyon gosterildi

Diger Hayvanlarda Toksoplazmoz

Evcil hayvanlarda, kopeklerde toksoplazmoz
bulundu

Kopeklerde immunsuprese Canine Distemper
Virusun klinik toksoplazmozu etkiledigi
sonucu bulundu

Koyunlarda yaygin toksoplazmoz diisiiklerinin
oldugu belirlendi

Hayvanlardaki toksoplazmoz kritik olarak
gozden gecirildi

Toksoplazmozun deniz memelilerinde, su
samurlarinda ortak enfeksiyon nedeni oldugu
belirlendi

Tam

Novel Sabin-Fieldman boya testi bulundu

Sabin (1942)

Sabin (1941)

Pinkerton ve Weinman (1940)

Siim (1956), Beverly ve Beattie (1958)

Luft ve ark.(1983)

Plaut (1946), Kean ve Crocott (1947)

Mello (1910)

Campbell, Martin ve Gordon (1955)

Hartley ve Marshall (1957)

Dubey ve Beattie (1988)

Cole ve ark.(2000)

Sabin ve Fieldman (1948)




Bulunanlar

Referanslar

Toxoplasma deri testi muayene yontemi olarak
kullanildi

Kordon kanindan IgM antikorlarinm tespit eden
testler gelistirildi

Basit direk aglutinasyon testi gelistirildi
(DAT,MAT)

Standart parazit susundan izole edilen ilk
serolojik test degerlendirilmesi yapildi

B1 geni kullanilarak PCR testi T.gondii
DNA’sim1 belirlemek icin gelistirildi

Tedavi

Siilfonamidler T.gondii’ye karsi etkili bulundu
Pirimetamin , siilfonamidlerle trofozoitlerin

boliinmesine kars1 sinerjist bulundu

Folik asit ve mayanin, siilfadiazin ile
primetaminin aktivitesini iyilestirdigi bulundu

Spiramisinin anti-toksoplazmik oldugu bulundu

Klindamisinin anti-toksoplazmik oldugu
bulundu

Korunma ve Kontrol

Profilaktik tedavi ve konjenital toksoplazmozu
diisiirmek i¢cin Avusturya ve Fransa’da hamile
kadinlar tarandi

Acikta bulunan ookistlere kars1 insanlarin
hijyen ol¢iileri belirlendi

Etteki T.gondii’yi 6ldiiren 1s1 araliklari
(pisirme, dondurma ve 151k diizenekleri
araciligiyla) belirlendi

Frenkel (1948)

Remington ve ark.(1968) Desmonts ve
ark.(1981)

Desmonts ve Remington (1980), Dubey ve
Desmonts(1987)

Dubey ve ark.(1995a), Dubey (1997)

Burg ve ark. (1989)

Sabin ve Warren (1942)

Eyles ve Coleman(1953)

Frenkel ve Hitching (1957)

Garin ve Eyles (1958)

Mc Master ve ark. (1973), Araujo ve
Remington (1974)

Thalhammer (1973, 1978), Desmonts ve
Couvreur (1947 a, b)

Frenkel ve Dubey ( 1972)

Dubey ve ark. (1986, 1990), Katula ve ark.
(1991)




Bulunanlar

Referanslar

Ciftlik hayvanlarinda 7.gondii enfeksiyonunu
diisiirmek i¢in hayvan iiriinlerinde gelismeler
yapildi

Insanlardaki diisen 7.gondii seroprevalans
degerleri, domuzlardaki diisiik 7.gondii
prevalansi ile karsilagtirild:

Asillama

Koyun ticaretinde diisiikle olusan kayiplari
azaltmak icin ag1 gelistirildi

Ara konaklar icin Ts-4 asis1

Kedilerin attig1 ookistlere kars1 koruma icin

Dubey ve ark. (1995 b), Weigel ve ark.( 1995)

Dubey ve ark. (2005), Jones ve ark. (2007)

Wilkins ve O’Cannell (1983), Buxton ve Imes
(1995)

Woldeland ve Frenkel (1983)

Frenkel ve ark (1991)

T-263 asis1

1941 yilinda Sabin, Cincinati, OH’da, 22 Ekim 1937°de beyzbol sopasi ile
vurulan asemptomatik 6 yasindaki ¢cocukta ilk RH susunu tanimlamistir.Cocukta bir giin
sonra konvulsiyon, iki giin sonrada bas agris1 gelismistir. A¢ik klinik belirti olmaksizin
yedinci giinde hastaneye kabul edilen ¢ocukta; lenfadenopati ve biiylimiis dalak diginda
anormal bir bulgu bulunmamistir. Daha sonra norolojik belirtiler gelismis ve
hastaliginin 30. giiniinde 6liim gerceklesmistir. Beyin ve spinal kordu, histopatolojik ve
biyolojik arastirmalar i¢in alinmistir. Polio viriis enfeksiyonu siiphesi nedeniyle serebral
korteksin homojenati farelere enjekte edilmis ve inokule edilen farelerden 7.gondii izole
edilmistir. Cocuktan ilk olarak izole edilen bu izolat; T.gondii RH susu olarak
tanimlanmigtir. Beynin mikroskobik incelenmesinde kalsifikasyonsuz, yaygin olmayan
kiigiik lezyonlar goriilmiistiir. Bu ¢ocuktan izole edilen RH susu 1938’den beri diinyada
bir ¢ok laboratuvarda fare pasaji yapilmaktadir(25). Siiregelen bu pasajlardan sonra

fareler icin patojenitesi degerlendirilmis ve kedilerde ookist iiretme kapasitelerini

kaybettikleri belirlenmistir (26).
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2.2. Simiflandirma

Alem: Protozoa

Sube : Apicomplexa
Sinif: Conaidasida

Alt Smif: Coccidiasina
Takim: Eucoccidiasina
Alt Takim: Eimeriorina
Aile: Sarcocytidae
Cins:Toxoplasma

Tir: gondii (Toxoplasma gondii) (27,28).

2.3. Morfoloji

Insanlarda ve diger tiim ara konaklarda, trofozoitler (takizoit, endozoit) ve doku
kistleri(bradizoitler) bulunurken son konak olan kedigillerde bu formlara ek olarak bir
de ookist formlar: bulunmaktadir (29).

2.3.1. Trofozoitler

Nicolle ve Manceaux’nun 1909’da Gundii’de bulduklar1 T.gondii’nin yarim ay
seklindeki formudur. Bu asamaya ayrica takizoit, proliferatif form, beslenme formu,
endozoit isimleri de verilmektedir (25). 2-4 um genisliginde, 4-8 pm uzunlugundadirlar
(30). Enfeksiyonun akut formu olan trofozoitler, son konaklarin (kedigillerin) intestinal
olmayan epitel hiicrelerinde ve ara konaklarin (memeli hayvanlar ve insanlarin)
cekirdeksiz her hiicresinde hizla ¢ogalirlar (22,31). Trofozoitlerin 6n uglar1 (konoidal)
sivri , arka uclar1 ise oval yapidadir. Yasamak ve ¢ogalmak icin hiicre i¢ine yerlesen
trofozoitlerin tek niikleuslari, genellikle arka uca dogru ya da hiicrenin merkezine dogru
yerlesim gosterirler(14). Trofozoit sitoplazmasi igerisinde bulunan endoplazmik
retikulum, genelde sarmal veya karsilikli diiz kanallar seklinde ve niikleus zar1 ile temas

halinde bulunur. Sitoplazma i¢inde, niikleus tizerinde yumak seklinde belirgin bir golgi
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aygit1 ve sitoplazmanin her tarafinda bulunabilen parmak seklinde bdlmeli siingere
benzeyen mitokondriler ile vakuoller; rhoptriler arasinda kiiciik vesikiil seklinde
mikronemler bulunmaktadir. Mikronemlerin, parazitin konak hiicrelerine girmesi
esnasinda sekresyon goOrevini iistlendikleri ve iceriklerini parazitofor vakuole
bosalttiklar1 diisiiniilmektedir (14,32). Mikronemlere, taxonem adi da verilmekle birlikte

genellikle parazitin 6n ucunda bulunmaktadirlar (2) (Sekil 2-1).

endoplazmik
retikulum
.'I

mitakondri

Sekil 2-1: Toxoplasma gondii trofozoiti (33)

Trofozoiti distan gevreleyen ve pelikiil olarak adlandirilan hiicre zari, ii¢ kath
membrandan olugsmaktadir. Dista bulunan membran siirekli olup hiicre hareketiyle
degismemekte; iki kat membrandan olusan icteki zar ise degiserek (ozmofilik olarak
kalinlasarak) parazitin anterior ve posteriorunda kutup halkasi1 ( polar halka) ad1 verilen
olusumlar1 meydana getirmektedir. Polar halka, 6-8 fibriler elementten olusan, ileri
atilmak icin basiklasmis, silindirik sekilli konilerle (konoidlerle) ¢evrilidir. Ayrica hiicre
yiizey zarlar1 mikrotiibiillere a¢ilan mikroporlara da sahiptirler(2,14,34).

Pelikiil altinda 22 tane mikrotiibiil bulunur. Hiicre icine dogru helozonik
kivrimlar olusturan ve hiicre beslenmesinde rol alan mikrotiibiiller, 6n uctaki kutup
halkast iizerine dizilmis sekilde, tiim viicut boyunca uzanmaktadirlar. Mikrotiibiillerin
hiicre hareketiyle 1ilgili olduklar1 bildirilmekle birlikte hiicre iskeletini olusturmada da

gorevli oldugu diistiniilmektedir(2,14,33) (Sekil 2.2).
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interior Anterior mikrotiibiil
mikrotiibiiller -

Kutup halkalan

oid | A 7\ Dis membran

Konoid | .\ \

K 1 : > Ic membran
Cutup PN S :

h ; 2 K lelc
alkasi ' =3 '\, kompleksi

Mikrotiibiiller

Sekil 2-2 T.gondii’nin anterior ucunun bilyiitiilmiis goriintiisii (33)

Trofozoitlerin 6n, sivri ucunda kesik koni bicimindeki yapiya konoid adi verilir.
Konoidin parazitin  beslenmesinde ve konak hiicresine giriste, sekresyon
salgilanmasinda goérevli oldugu diisiiniilmektedir. Ince uzun kesecikler (sopalar)
seklinde, her trofozoit icinde 4-10 tane (2,34) olan, konoidin icinde sonlanan
organellere “rhoptri” denir (2,14,34). Rhoptrilerin bezimsi ve labirentimsi bir yapilari
vardir, genellikle 6n ucun dar kisminda 2,5 pm biiyiikliigiindedirler. Rhoptriler, konak
hiicreye baglanma gorevinde salgilama fonksiyonuna sahiptirler, iceriklerini konoidin

icinden disariya dogru salgilarlar(2).

Trofozoitler, konak hiicreye, hiicre membranina aktif baglanarak girerler. Konak
hiicreye girdikten sonra trofozoitler ovallesmeye ve hem parazitten hemde konak
hiicreden kaynak alan parazitofor vakuolle ¢evrelenmeye baslarlar. Sayisiz intravakuol

tiibiilii, parazitofor vakuol membraniyla parazitin zar1 arasinda baglanti kurar(2,14).

T. gondii trofozoitleri akis ile (kayma, siiziilme), dalgalanma ve donerek hareket
etmektedirler (2). Kuruluga, donmaya, coziinmeye ve gastrik salgilara duyarli olup,
gastrik salgi icinde birka¢ dakikada, triptik sindirim sivilarinda 3 saat kadar canl
kalabilmektedirler. Laboratuvar ortaminda fare peritonunda, embriyonlu tavuk
yumurtasinda, memeli  hiicre  kiiltiiriinde =~ yasamini1  siirdiirebilmekte  ve
cogalabilmektedirler (14). Hiicre ici yerlesim gosteren 7.gondii trofozoitleri tekrarlayan
endodiyogeni (yunanca; endo=i¢, dyo=iki, genesis=dogum) ile aseksiiel olarak
cogalirlar. Endodiyogeni ile iki yavru hiicre olusumu tamamlanmadan, 4-6 saatlik

aralarla tekrarlayan niikleer boliinmeler rozet goriiniimiine yol agmaktadir. Ozellesmis
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tireme formu ise ana parazitin i¢inde iki progeni (yavru hiicre) olugmasi ve ana parazitin

tamamen ortadan kaybolmasiyla olur(2,14,35).

Trofozoitler konak hiicre parazitle dolana kadar endodiyogeni ile cogalmaya
devam eder (14), sitoplazma trofozoitlerle doldugunda konak hiicre pargalanir ve

trofozoitler serbest kalarak diger hiicrelere invaze olur ya da fagosite edilirler (29).

Trofozoit formu giiglii inflamatuar cevaba neden olur, doku yikilir ve bu da
hastalik klinik belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olur (30). Yeterli cogalmadan sonra
immun cevabin baskisiyla 7.gondii trofozoitleri, bradizoitlere ve doku kistlerine

doniisiirler (2,14,30).

Kistler kronik enfeksiyon formlaridir ve kist duvarlar1 icindeki bradizoitler
Periodik Asit-Schiff boyamada giiclii pozitiflik verirler. Akut faz boyunca, kist gibi
goriinen takizoit gruplar1 goriilebilir fakat Periodik Asit-Schiff boyada giiclii pozitiflik

vermezler ve bu yapilar “pseudokist” olarak adlandirilirlar (22,31).

2.3.2. Bradizoitler ve Doku Kistleri

Konagin immiin sisteminin devreye girmesi ile trofozoitler immiin yanittan
kacmak ve metabolik ihtiyaclarini en aza indirmek i¢in kist ve iginde yavas yavas
cogalan formlara, bradizoitlere(kistozoit) doniismektedirler. Kist olusumunda immiinite
gelisiminin tek faktor olmadigi, yeni doganlarda 7-8. giinlerde kist saptanmasindan,
antikor ve komplemandan yoksun doku kiiltiirlerinde parazitin kist olusturmasindan
anlagilmaktadir (36). Bradizoitler, konagm hayat: boyunca canliliklarim siirdiirebilirler.
Trofozoitlere morfolojik olarak benzeyen ve ilk haftadan sonra goriilmeye baslanabilen
bradizoitler, farkli olarak daha yavas ¢ogalirlar. Paraglikojen vakuollerince zengindirler
ve faza 6zgiin molekiilleri eksprese ederek fonksiyonel olarak farklhilik gosterirler. Tiim
dokulara yerlesebilen kistlerin beyin, iskelet ve kalp kasinda daha sik goriildiigii,
beyindekilerin daha yuvarlak, kas liflerindekilerin ise daha uzun oldugu
bildirilmektedir. Bradizoitler kistten serbest kalinca trofozoit sekillere donerek 6zellikle
immiin sistemi baskilanmis kisilerde enfeksiyonun tekrar aktive olmasina neden

olurlar(2,14).
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Trofozoitler gibi konak hiicre vakuoliinde yerlesen doku Kkistlerinin bazen birkag
bazen de binlerce bradizoit icererek 200 um ¢apa ulasabildigi goriilmiistiir. Degisken

olan kist boyutlari, noral dokularda 60 pm’ye ulasabilmektedir.

Arastirmalarda kist duvarmin peptik ve triptik etki sonucu bozulmasi ile
serbestlesen bradizoitlerin pepsin-hidroklorik asit icinde 2 saat, trpsin i¢inde yaklasik 6
saat canli kalabildigini, sindirim periyodunun mide ve duedonum boliimiinii hasarsiz
gectigi gosterilmistir. Kistler; donma, ¢oziinme, kuraklik gibi sartlarda, 66°C ‘nin
iistiinde ve -12°C’nin altindaki 1silarda 6liirken, 4°C’de ise 2 ay canli kalabilmektedirler

(14,36).

2.3.3. Ookistler ve Sporozoitler

Son konak olan kedigillerin barsagindaki enteroepiteliyal dongiiniin sonunda
olusan T.gondii formuna “ookist” denir. Oval 10-12 pm boyutlarindadirlar ve iki
tabakali ceperleri bulunur. Ookistlerin enfektif hale gelmeleri i¢in kedi digkilariyla
disar1 atildiktan sonra uygun kosullarda olgunlagsmalar1 gerekmektedir. Bu
olgunlagsmaya ‘“‘sporulasyon” denir ve viicudun diginda gerceklesir. Ortamin 1s1s1 ve
oksijenine gore sporulasyon siiresi degismekle birlikte; uygun sartlar altinda
sporulasyonun 1-21 giin siirdiigii, bu siirenin 24 °C’de 3, 15°C’de 5-8 , 11°C’de 14-21
giin olarak degistigi bildirilmektedir. 4°C’nin altinda ve 37°C’nin iistiinde ise

sporulasyon gerceklesmemektedir (30,36).

Sporulasyon sonucunda, ookistler i¢cinde her birinde 4 sporozoit (8§ x 2 pum)
bulunan 2 sporokist (8,5 x 6um) olusur (28,29). Olgunlasan ookistlerin, igerisinde
toplam 8 sporozoit ile nemli topraklarda ve uygun 1silarda, 1 yil ve daha fazla canh
kalabildikleri, kaynar suda ve amonyum siilfat icinde oldiikleri, ancak klorlanmaya,
laboratuvar dezenfektanlarina, asit ve alkali temizlik maddelerine kars1 direncli

olduklar1 bildirilmistir (28).
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2.4. Yasam Dongiisii

Son konak olan kedigiller digkilariyla ookistleri ¢cevreye yayarlar ve uygun ¢evre
kosullarinda gerceklesen sporulasyondan sonra ookistler enfektif hale gecerler. Ara
konaklarin ve son konak olan kedilgillerin bu ookistleri, kontamine yiyecek veya

sularla ag1z yolundan almasiyla yasam dongiisii baslar (Sekil 4-1).

Mide salgisim1  kolaylikla gegen ookistlerin, ince barsaklardaki sindirim
enzimlerinin etkisiyle kalin duvarlar1 erir, sporokistlerin parcalanmasiyla serbest kalan
sporozoitler, bagirsak mukozas1 epitel hiicreleri icine girerek sizogoni veya
endodiyogoni ile eseysiz olarak cogalir ve trofozoitler ile bradizoitleri olustururlar.
T.gondii’nin eseysiz cogalma sekli kedigillerle sinirli olmayip, biitiin ara konaklarda,
goriilmektedir. Bu evre birka¢ kez tekrarlandiktan sonra, kedigillerde bagirsak epitel
hiicreleri i¢ine giren trofozoitler eseyli iiremeyi baglatirlar (37). Parazitin bradizoit
sekilleri yine ince bagirsak epitel hiicreleri icinde gametosit sekline doniisiir ve
gametositlerden makro ve mikro gametler meydana gelir. Mikrogametler ince uzun ig
seklinde olup iki kamg¢is1 bulunur (38,39). Epitel hiicresini terk eden mikrogametlerden
bir tanesi kamcilariyla hareket ederek, yine epitel hiicresi icinde bulunan makrogameti
bulur ve doller. Dollenme sonucu olusan kalin ¢eperli zigot bir siire daha epitel hiicresi
icinde kaldiktan sonra bagirsak liimenine gecer ve bagirsak liimeninde goriilen bu sekle

ookist ad1 verilir (40).

Trofozoitler kanla konak viicuduna girdiklerinde niikleuslu konak hiicrelerine de
girebilirler veya mukoza epitel hiicrelerine girdiklerinde; trofozoit endodiyogoni ile
cogalir ve konak hiicre icinde yalanci kistler olusturabilirler. Bu kistler parcalanir ve

serbest kalan trofozoitler tekrar hiicrelere girerek cogalmaya devam eder (41).

Kediler tarafindan ookist atiminin, enfeksiyonun 5-8. giinlerinde tepe noktasina
ulastig1 ve yaklasik 7-20 giin siirdiigli, bir giinde atilan ookist sayismnin 10 milyona
ulasabildigi bildirilmistir (36). Kedilerde de konjenital enfeksiyon meydana
gelebilmektedir. Konjenital olarak enfekte olan kedi yavrulari da ookist atabilirler ve
cevre kontaminasyonuna sebep olabilirler. Enfekte kedilerin oranlari, o bolgedeki kus
ve kemirgen populasyonunun enfekte olma orani ile paralellik gostermektedir. Kediler

onlar1 avlayarak enfekte olabilmektedirler. Deniz memelilerinin 7.gondii ile enfekte
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olmasi, deniz suyunun kontamine olabildigi ve ookistlerin deniz suyunda da canh

kalabildigini diisiindiirmektedir (42).

Ara konaklar olan insan ve memeli hayvanlar, kuslar, trofozoitlerle ve hayvanlarin
etlerindeki doku kistleriyle T.gondii’nin enfektif formalarin1 ¢cevreye yayarlar, bunlarin
diger ara konaklara ve son konak olan kedigillere bulagsmasiyla yasam dongiileri devam

eder (Sekil 4-1).

Son Konuk (Kedi) Geligim

Koali Dighast
Frteroepilielel evre ve
Ekstroeyieroepilelial evre
0
[hs evre
(Cevre)}

Arakonaktaki Oelisimi

Hd
Cokisl ﬁj}

{Diretd veys YipoteHerke)

Daoku Kastlen

Toksoplammoe 1

Heyrunceki Kist

Sekil 2-3 T.gondii’nin Yasam Dongiisii (43)
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2.5. Bulasma Yollari

T.gondii’'nin hayat dongiisi=  hakkindaki  bilgiler, kedigillerin ince
bagirsaklarindaki seksiiel fazin bulunmasiyla tamamlanmistir. Gametogoni ve sizogoni
sonucunda olusan T.gondii ookistleri, fekal-oral bulasmada 6nemli yere sahiptir(14,25).

Cevrede bulunan ookistli digkilarla, insanlarda bir¢ok salgin gerceklesmistir(25).

Konjenital toksoplazmozun insanda, bir ¢ocukta ilk olarak tanimlanmasindan
sonra koyun, keci, ve kemiriciler gibi bircok hayvanda da gergeklesebildigi
gosterilmistir. Konjenital enfeksiyonun bazi fare tiirlerinin enfeksiyonlu déllerinde en
az 10 kusak tekrar edebildigi gosterilmistir (25). Diger yandan konjenital bulagmalari,
diinyada insan ve hayvanlarda yaygin goriilen 7.gondii enfeksiyonunu agiklamak icin
yeterli olmamis, Weinman ve Chandler (25), 6zellikle domuz, koyun, geyik etlerinin ¢ig
veya az pigsmis olarak yenmesiyle sindirim yoluyla da bulasabileceklerini
belirtmislerdir. Desmonts ve arkadaslar1 (25) epidemiyolojik olarak, cig et yeme
aliskanliklar1 olan belli bolgelerde yasayan insanlarda ise daha yaygm olarak

gerceklestigini ileri siirmiislerdir (14).

Trofozoitlerin dig ortam kosullarindan 1s1ya karsi ¢ok duyarli oldugu bilinmekle
birlikte uygun sartlarda fare periton sivisinda, buzdolabinda 10 giin canl
kalabilmektedirler (37). Remington ve arkadaslarina (36) gore trofozoitlerin enfekte
insanin kan, idrar, gézyasi, burun akintisi, tiikriik, seminal sivi ve siit gibi salgilarinda
bulunabildigi ve hastaligin bulagsmasinda bu etkenlerinde rol oynayabilecekleri; goz
yasinda 4 giin, idrarda 7 giin, siitte 6 giin ve tiikrikkte 5 giin canli kalabildikleri
bildirilmistir. Mukoza yoluyla viicuda girebilen 10 trofozoitin hastalik olusmasi i¢in

yeterli oldugu yaymlanmistir (14,37).

Ancak enfeksiyonun bulagmasinda kanda ve siitte bulunan trofozoitlerin daha
etkili rol oynadiklar1 ve bu nedenle kan transfiizyonlarinda ¢ok dikkatli olunmas1 ve
pastorize siit icilmesi Onerilmektedir (37).Trofozoit iceren kaynatilmamis veya pastorize
edilmemis siit ile alinan trofozoitlerin mide salgisinda canli kalabilmeleri miimkiin
olmadigindan Ozellikle enfekte keci siitii ile bulasan trofozoitlerin agiz mukoza
hiicrelerine girerek enfeksiyona neden olabilecekleri bildirilmektedir (41). Bulasma

ayrica organ transplantasyonu sirasinda da gerceklesebilmektedir (30,44).
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Tavuk ile giivercin eti ve organlarindan T.gondii izole edilmis olmasi (14),
ciftlik dirtinleri ve tavuk yumurtasindan da bulagma riskini olusturmaktadir (44). Benzer
sekilde enfekte olma riski bulunan biitiin hayvanlarla yapilan, kiirklerinin islenmesi,

kesim gibi islemler sirasinda da dikkatli olunmas1 gerekmektedir (14).

Ayrica laboratuvar kazalari esnasinda enjeksiyon ignesinin batmasiyla da

bulasma gerceklesebilmektedir (41,44,).

2.6. Viriilans

T.gondii, hiicreleri parcalayarak hastalifa neden olmaktadir. Nekrozlar bu
parcalanan hiicrelerin ¢cogalmasiyla olusur. T.gondii, konak immiin yanitina etki ederek
hastalik tablosunun gelisimini kolaylastirabilmektedir. Konaktaki trofozoit aktivitesini
kontrolde gorevli olan IL-12‘ye bagli immiin sistem cevabini baskilarlar. Bu durum da

T.gondii yayilmasina yardimc1 olur (30, 45).

In-vivo sartlarda virulans konagm savunmasi ve parazitin antijenik ozelligine
bagl olarak degisiklik gosterir. Howe ve Sibley’e (46) gore parazitin 3 tipi vardir,
bunlar; Tip 1, Tip 2 ve Tip 3’tiir. Fareye inokule edilen 10 taneden az Tip 1 7.gondii
trofozoiti, enfeksiyona neden olmaktadir. Boliinmeleri 5 saatte bir olmakta ve
enfeksiyon bazen 1-2 hafta igerisinde farenin 6lmesiyle sonuglanabilmektedir. Tip 2 ve
Tip 3’iin ise fareler i¢cin avirulan oldugu ve boliinmelerinin yavas, hiicre zararinin ise en
az seviyede oldugu bildirilmistir. insandaki 7. gondii tiplerinin viriilans durumlar1 ise

farelerden farklidir.

Insan i¢in Tip 1 nadir izole edilir, dissemine enfeksiyonlara neden olur . Tip 2 en
cok izole edilen tiptir, toksoplazmoz olgularinin %80’inden ve konjenital
enfeksiyonlardan sorumludur. Fetus icin ¢ok patojendir. Immiin sistemi baskilanmis
(AIDS’li, organ transplanth ve lenfomali) hastalarda, serebral toksoplazmoz olgularmin
%751 Tip 2, %15°1 ise Tip 1 ile gelisirken, geri kalan olgularda Tip 3 rol oynar
(46,47,48).

Viriilans faktorleri genel olarak konak hiicreye girig, hastalik yapma, konak
hiicre savunmasina kars1 diren¢ olarak kendini gostermektedir.7.gondii’nin virulansina

etki eden faktorler asagida siralanmustir.
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a.Konak hiicre igerisinde ¢cogalip patlatma 6zelligi (29),

b.Toksofilin: Parazitin kodladig1 aktin baglayan bir proteindir ve hiicreye giriste
gorevlidir (49).

c. Miyozin A: Parazitin hareketinde ve konak hiicreye girisinde gorevlidir (50).

d.Rhoptiri proteini: Konak hiicre sitoplazmasma giriste, parazitin sekil

uyumundan sorumludur (51).

e.Is1 sok proteinleri (HSP): Okaryot ve prokaryotlarda bulunan dnemli protein,
hiicrelerde degisik fizyolojik ve nonfizyolojik uyarilara karsi cevap olarak iiretilirler.
Viriilans, degisen cevre sartlarina adaptasyon saglama, konak savunmasina Kkarsi
direncte rol oynarlar. T.gondii’nin 1s1 sok proteinlerine 6rnek olarak HSP 70, HSP 65 ve
HSP 90 verilebilir. HSP 70 paraziti konagm immiinolojik savunmasina kars1 korur, HSP
65 enfekte makrofajin apoptosisini 6nler ve HSP 90 konak hiicreye giris ve boliinmede
gorevlidir (52,53).

f. Siiperoksit katalaz, katalaz, glutation peroksidaz ve peroksidoksinler: Bu
enzimler antioksidanlardandir ve hiicreyi aktif oksijenlerden korurlar. Katalaz etkin bir
H,0, deoksifiye eden enzimdir. Katalaz endojen olarak iiretilen reaktif oksijenleri ve

konak tarafindan olusturulan oksidatif strese karsi, paraziti korumada rol oynar (54).

g.Pirimidin biyosentezi: Pirimidin sentezleyen suslar viriilandirlar. Mutant
T.gondii’de (urasil oksotrof) pirimidin sentezi i¢in gerekli “karbomil fosfat sentetaz II”
enzimi ¢ikarildiginda mutant suslarin farede Oldiiriicii olmadigi ve immiin sistemi
saglam hayvanlarda avirulan wrklar ile ayni1 derecede immiinite gostermektedir. Buna
karsilik bu enzime sahip virulan suslarin tek bir uygulamasi farede 6liime neden
olabilmektedir. Ayrica fareye fetal dozda T.gondii verildikten haftalar sonra, yiiksek
viriilan 7. gondii verildiginde farenin enfeksiyondan korundugu goriilmiis bu durum as1

yapimi i¢in umut verici olarak degerlendirilmistir (55).
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2.7. Klinik Belirtileri
Toksoplazmozda  klinik  bulgular genel olarak 4 bashk altinda

toplanabilir.Bunlar;
1)immun sistemi saglam (ISS) hastalarda kazanilmis toksoplazmoz

2)immun sistemi baskilanmis (ISB) hastalarda kazanilmis ve reaktive

toksoplazmoz
3)Okiiler toksoplazmoz

4)Hamilelikte ve konjenital toksoplazmoz

2.7.1. ISS Hastalarda Kazanilmis Toksoplazmoz

Klinik belirti vermeden seyreden akut enfeksiyonlar, olgularin %90’
olusturur. Toksoplazmoz olgularinin ancak %10-20’sinde olusan agrisiz servikal
lenfadenopati (LAP) nedeniyle belirtileri ortaya c¢ikar. Bazi olgularda diger lenf
bezlerinde de biiylime gozlenebilir. Ayrica bu gruptaki hastalarda ates, halsizlik, gece
terlemeleri, kas agrilari, bogaz agrisi, makiilopapiiler dokiintiiler, hepatosplenomegali

(HSM), retroperitoneal veya mezenterik LAP varliginda karin agris1 goriilebilmektedir.

ISS hastalarda ¢ogunlukla kendiliginden iyilesen toksoplazmoz semptomlarinin
birka¢ ayda kayboldugu, nadiren 12 ay kadar siirdiigii belirtilmistir. Baz1 olgularda lenf
yumrularinin biiyiimeye devam ettikleri, daha sonra bir yil icinde kiigiilerek normal
biiytikliigiine geriledikleri ancak iyilesmeyen ve kronik seyreden LAP olgularinin da
bulundugu, ¢ok nadiren potansiyel 6liim tehlikesi olan miyokardit, pndmoni, hepatit

veya TE tablolarmin gelisebilecegi bildirilmistir(14,30).

Akut toksoplazmozda goriilen klinik belirtilerin higbiri tan1 koydurucu nitelikte
olmadigindan, ayrict tam1 dnemlidir. Toksoplazmozda goriilen lenfadenopatinin, tiim
LAP’ye neden olan hastaliklarin  %3-7’sinden sorumlu oldugu bulunmus ve
toksoplazmozun en ¢cok Hodgkin hastaligi ile lenfomalarla karigtigi bu nedenle de tanida
serolojinin ve biyopsi Orneklerinin histolojik olarak incelenmesinin 6nemli oldugu

vurgulanmustir (44).
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T.gondii ve sizofreni arasmdaki iligkiye dair yapilan calismalarda,
yetiskinlerdeki akut toksoplazmoz olgularinda hayal ve haliisinasyon gibi psikiyatrik

semptomlarm varlig: ile iligkili oldugu gdsterilmistir (56).

2.7.2. ISB Hastalarda Kazanilmis ve Reaktive Toksoplazmoz

ISS’larin neredeyse tiimiinde selim seyreden toksoplazmoz, ISB’larda dliimciil
ozelliklerde olmaktadir. Immiin sistemi baskilanma sebepleri AIDS ve AIDS disinda
olan, organ nakli hastalari, malign hastaliklar (en sik Hodgkin hastaligi ve diger
lenfomalar) toksoplazmozla birlikte sik olarak goriilmektedir. Bu hastalarin %76’sinda
merkezi sinir sistemini tutan (MSS), %38’inde miyokardial, %?23’iinde pulmoner
toksoplazmoz  goriildiigi; tedavi edilmeyen olgularm  %99’unun da Oliimle

sonug¢landig: bildirilmistir (14).

AIDS’1i olgularda toksoplazmoz gelisiminin genellikle beyin, akciger ve goz
tutulumuna zemin hazirladigl; multiorgan tutulumunun ise akut solunum yetmezligi
basta olmak iizere septik sok benzeri hemodinamik degisiklikler ile seyreden bir klinige
sahip oldugu goriilmistiir. AIDS’lilerde toksoplazmozun en yaygin goriilen sekli
toksoplazmik ensefalittir(TE) ve AIDS hastalarinda saptanan tiim fokal MSS lezyonlar1

arasinda birinci siradadir.

TE’lerde zeka durumunda degisme, kas giicsiizliigii, felg, kranial sinir tutulumu,
duyu hasarlari, hareket bozukluklar1 ve noropsikiyatrik bozukluklar, rastlanan
semptomlar arasindadir. Hastalik %60-90 oraninda subakut baslar daha sonra ise %15-
25 oraninda fel¢ ve beyin kanamasi gibi agir tablolar goriilmektedir. En sik hemiparezi
veya konugma bozuklugu bazende her ikisi birlikte goriilmektedir. Pulmoner tutulumun

da AIDS hastalarinda daha sik goriildiigii bildirilmistir (14,15,30).

Bazi TE’lerde paranoid psikoz, demans, ankisiyete ve ajitasyon gibi
noropsikiyatrik bulgularin temel belirtiler oldugu, TE’nin AIDS olmayan immiin

sistemi baskilanmis hastalarda da benzer klinik tabloya sahip oldugu bildirilmistir (14).
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2.7.3. Okiiler Toksoplazmoz

Toksoplazmoz, retinit nedenleri arasinda 6nemli bir yere sahiptir. ISS hastalarda
toksoplazmik koriyoretinit, subklinik seyrederek az veya tam gorme kaybina, glokoma
neden olabilmektedir(14). Konjenital, akut ve reaktive olarak gelisebilen toksoplazmik
koriyoretininin tipik belirtilerinden birisi de farkedilebilen beyaz fokal lezyonlardir(30).
Akut Kkoriyoretinitte, gorme netliginde azalma, agri, fotofobi gelisebilmekte,
inflamasyonun ge¢mesi ile gérme 6zelliginin diizeldigi fakat gorme keskinliginin tam

olarak iyilesmedigi bildirilmektedir (14).

Gecmiste ABD’de goriilen biitiin okiiler toksoplazmoz olgularmin konjenital
bulagsma sonucunda oldugu diisiiniilmekteydi. Goziin histolojik inceleme i¢in alinan
boliimiinde T.gondii’yi ilk defa 1952°de Wilder tanimlamistir. Brezilya’nin giineyinde
bir grup oftalmalojist ise ilk olarak okiiler toksoplazmozu kardeslerde teshis etmisler,
1995’te Kanada’da gerceklesen su kaynakli toksoplazmoz salgini akut toksoplazmozlu

95 hastanin 20’sinde okiiler toksoplazmoz ile sonuglanmustir (25).

2.7.4. Hamilelikte ve Konjenital Toksoplazmoz

Hamilelikte ve konjenital toksoplazmozun belirtileri cok fazla ve degiskendir.Bu
nedenle hamilelik esnasinda toksoplazmoz tanisi konuldugunda, anne ve fetusun ayri
ayr1 incelenip sonuclara gore tedavi programlandirilmalidir. Bebekte goriilen belirtiler,
hamilelik esnasinda toksoplazmozun bulasma zamanmma gore degismektedir.
Hamileligin ilk {i¢ ayindaki bulagsma sonucunda fetus ciddi sekilde etkilenir ve spontan
abortus, 6lii dogum goriilebilir ve hamileligin sonlandirilmas1 gerekir. Ikinci ve iigiincii
trimestirda bulasma oldugu taktirde ise bebegin toksoplazmozlu dogmasi yiiksek
olasiliklidir. Ayrica dogumdan sonra hastalanma olasiligi da bulunmaktadir.
Toksoplazmozlu fetus veya bebeklerde hastaligin siddetine gore hidrosefali,
mikrosefali, beyinde kalsifikasyon, genel ikter ve hepatomegali gibi ciddi klinik tablolar

goriilebilmektedir.

Bebekte akut ve fulminant toksoplazmozda, Kkoriyoretinit, hidrosefali,
mikrosefali, beyinde kalsifikasyon ve konviilsyonlar daha belirgin sekilde ortaya
cikarken kalp yetmezligi, anemi, hepatomegali, petesiyal hemorajiler, bulanti ve kusma
gibi belirtiler de ortaya c¢ikabilmektedir. Bu belirtilerin sonunda hastanin kaybedilme

olasilig1 yiiksektir (14,25,30).
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2.8. Tam

Bir hastaya toksoplazmoz tanisi koyulabilmesi icin Oncelikle bulunan
belirtilerin toksoplazmoz siiphesi tasimasi gerekir. Toksoplazmozda goriilen belirtiler
cok cesitli ve hastalik i¢cin karakteristik olmadiklarindan, klinik olarak bir¢ok hastalikla
karigtirilmamasi i¢in hastanin immiin sisteminin normal, yetersiz veya baskilanmis olup
olmadig1 dikkate alindiktan sonra hastada LAP, ates, goz rahatsizligi, serebral
rahatsizlik, kadinlarda konjenital toksoplazmoz icin ipuclar1 verebilecek abortus,
anormal veya Olii bebek dogumlar1 olup olmadigi arastirildiktan sonra tani icin en

uygun yontemlerin secilmesi veya istenmesi gerekmektedir (14,48).

Hastaligin kesin tanisinda etkenin goriilmesi cok onemlidir. Kan ve diger viicut
stvilarindan yapilan yayma preparatlarin Giemsa ile boyanmasinda ve biyopsi
materyallerinin histopatolojik incelenmesinde T.gondii trofozoit, bradizoit veya doku
kistlerinin goriillmemesi durumunda; kan ve diger viicut sivilar1 ile siipheli dokulardan
alman materyalden hazirlanan siispansiyonla, deney farelerinin periton bosluguna veya
dogrudan beyine cok az miktarda inokiile edilerek 3-7 giin beklenmesi ve buradan
alman Orneklerin incelenmesi Onerilir. Hastadan alinan siipheli materyal ayn1 zamanda
doku Kkiiltiirlerine de ekilebilmekte ve parazitlerin burada daha kisa siirede iiredigi,
kolay tamimlanabildikleri belirtilmektedir (2). Histopatolojik inceleme icin boyanmis
olan doku kesitlerinde trofozoitlerin goriilmesi zordur, bu nedenle histoljik kesitler
yapildiginda, tespit islemi yapilmadan ©Once floresan antikor teknigi veya ELISA
yontemi uygulanarak parazitlerin tespit edilmesi kolaylastirilmalidir. Bu yontemler
disinda 6zellikle TE olgularinda floresan isaretli monoklonal antikorlarin kullanilmasi,
hatta hemen hazirlanan preparatlarin elektron mikroskobunda incelenmesi tanida

basariy1 arttirmaktadir (14,48).

Toksoplazmozun tanis1 7.gondii’nin muayene maddesinde goriilmesi ve izole
edilmesi (direkt) veya kendisine karsi olusan antikorlarin saptanmasiyla (indirekt)
olmaktadir. Immiin sistemi saglam olan hastalarda toksoplazmoz tanis1 genelde indirekt
tan1 yontemleri ile konurken, immiin yetmezlikli hastalarda ise daha cok direkt tanm

yontemleri tercih edilmektedir (44,48).



A) Direkt tan1 yontemleri:

1. T. gondii izolasyonu
2. Etkenin genomunun saptanmasi (PZR)

3. Histolojik yontemler

B) Indirekt tam yontemleri:

1. Antikor gosterilmesi:

a) Sabin-Feldman Boya Testi (Dye-test)

b) Indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT)

¢) Indirekt Hemaglutinasyon Testi (IHAT)

d) Kompleman Fiksasyon Testi (KFT)

e) Lateks Agliitinasyon Testi

f) Direkt Agliitinasyon Testi

g) Presipitasyon

h) IgM Immunsorbent Agliitinasyon Analizi (IgM-ISAGA)
1) Enzim Baglanmisg Immunosorbent Analizi (ELISA)

1) ELISA IgG Avidite

j) Enzim Baglanmis immunofiltrasyon Analizi (ELIFA)
k) Vitek Immuno Diagnostik Analiz Sistemi (VIDAS)
1) Western Blot

2. Toxoplasmin deri testi

3.Antijene 6zgiil lenfosit transformasyonu ve lenfosit tiplendirmesi (44,48,57,58,59)

24
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2.9. Tedavi

Toksoplazmozun tedavisinde kullanilabilen ¢ok sayida ila¢ bulunmakla birlikte
onemli olan hastanin klinik durumuna bagl olarak ne kadar tedavi gerekli oldugunun ve
hangi 1ilaglarin en etkili olacagmin belirlenmesidir. Enfeksiyonlarin ¢ogunlukla
asemptomatik  gecirilmesi, semptomatik olgularda kendiliginden diizelmelerin
gozlenmesi, tedavi kararinin verilmesini zorlastiran durumlardir. Onemle ele almmasi
gereken klinik durumlar, sonuglarin ¢ok ciddi olmasi nedeniyle, hamilelik siirecinde
gecirilen akut toksoplazmoz, immiin sistemi baskilanan hastalarda gelisen TE veya

diger ciddi komplikasyonlarla karsilasan hastalar ve organ nakli alicilaridir (14,17).

Hastalarda doku kistleri olustugunda, kist icindeki bradizoitleri ortadan
kaldirmaya yonelik tam etkili bir tedavi bulunmamakta, doku kistlerinin aktivasyonuyla
serbest kalan trofozoitlere karsi tedaviler Onerilmektedir. Toksoplazmozda tedavi
denildiginde ya akut enfeksiyon tedavisi ya da profilaksi akla gelmelidir. Profilaksi,
organ nakli alicilarinda kisa siireli, AIDS ve cesitli sebeplerle immiin sistemi

baskilanmis hastalarda ise 6miir boyu siirecek sekilde planlanmalidir (17).

Tablo 2-2 Toksoplazmoda Tedavi Protokolleri (14,17,30).

HASTA GRUBU |ILAC DOZ SURE

Ak_utsemptom_atlk Tedavi

edinsel enfeksiyon |. . - -
Onerilmez

Akutsemptomatik
edinsel enfeksiyon

(Hayati  organlarda
hasar olusursa veya
semptomlar ciddi ise)

Alternatif tedavi

protekolii

Pirimetamin +

Siilfadiazine+

Folinik asit

200 mg/giin yiikleme dozundan
sonra 50-75 mg/giin

1-1,5 gr/giin PO

5-20 mg hafta ii¢ kez

Semptomlar yatistiktan sonra 1-2 hf.

Semptomlar yatistiktan sonra 1-2 hf.

Pirimetamin tedavisi siiresince ve
bittikten sonra 1 hf.

TMP-SMX

TMP:ilk ii¢ hf.16mg/kg/giin, takiben
5 mg/kg/giin

SMX: ilk ti¢ hf. 80 mg/kg/giin,
takiben 25 mg/kg/giin

21-52 giin
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Hamilelerde akut

toksoplazmoz *

Spiramisin

1gr x 3/giin, a¢ karnina

Dogum sonrasina kadar* veya fetal
enfeksiyon kanitlanana kadar

Tanis1 konulmus
fetal enfeksiyon
(Gestasyonun 12
veya 18.Haftalar:
sonrasi)*

Pirimetamin+

Siilfadiazin+

Folinik asit

iki
50

Yiikkleme dozu: 100 mg/giin
dozda 2 giin siireyle, takiben
mg/giin

Yiikkleme dozu: 75 mg/kg/giin iki
dozda 2 giin siireyle (maks.
gr/giin) takiben 100 mg/kg/giin
dozda (maks. 4 gr/giin)

iki

Giinde 5-20 mg

Doguma kadar

Doguma kadar

Pririmetamin tedavisi siiresince ve

bittikten sonra 1hf.

Infantta konjenital |Pirimetamin+ |Yiikleme dozu: 2mg/kg/giin 2 giin 1wl
toksoplazmoz* stireyle, takiben 1 mg/kg/giin 2-6 hf. y
Ve sonra bu doz giin asir1 verilir
Siilfadiazin+ 1wl
100 mg/kg/giin iki dozda y
Folinik asit Pirimetamin tedavisi siiresince ve
10 mg haftada iig kere bittikten sonra 1 hf
Kortikosteroid | 1mg/kg/giin iki dozda (prednisone) Bulgular yatisana kadar
Eriskinde Pirimetamint Semptomlar yatistiktan sonra 1-2 hf.
toksoplazmik 200 mg/giin yiikleme dozundan
koriyoretinit sonra 50-75 mg/giin Semptomlar yatistiktan sonra 1-2 hf.
Siilfadiazin+ 1-1,5 gr/iin PO
Pirimetamin tedavisi siiresince ve
Folinik asit 5-20 mg haftada ii¢ kez bittikten sonra 1 hf.
Semptomlar ve bulgular yatisana
Kortikosteroid Img/kg/giin iki dozda (prednisone) |kadar
Pirimetamin+ |200 mg/giin yiikleme dozundan
Immun yetmezligi sonra 50-75 mg/giin Semptomlar ve bulgular yatistiktan
olanlarda  TE’nin sonra 4-6 hf.

akut tedavisi

Folinik asit+

10-20 mg/giin PO, IV veya IM (50
mg/giin’e ¢ikilabilir

Pirimetamin tedavisi siiresince ve

bittikten sonra 1 hf.

Siilfadiazin veya| 1-1,5 gr x 4/gtin PO ok
Standart tedavi| Klindamisin
protokolii (sulfa  alerjizi|450-600 mg x 4/gin PO ve|**
varsa) IV(mak:1200 mg/giin)
Trimetoprim PO veya IV 5 mg/kg/gin (TMP-| **
SMX). Trimetoprin’de 15-20
Alternatif tedavi mg/kg/giin seviyesine ¢ikilmistir.
protokolii Pirimetamin(P)+| Standart tedavi protekoliindeki gibi
Folinik woE

asit(Leucoverin)
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Art1i  asagidaki
seceneklerden
biri
Sulfoksin 500mg/giin PO(Fansidar icerik:P+S) | **
Klaritromisin, | lgr x 2/giin PO
Atovakuon®*** | 750 mg x +/giin PO ok
Azitromisin 900-1500 mg/giin PO woH
Dapsone 100 mg/giin PO(Maloprim| **
icerik:P+D) woE
Immun yetmezligi |Pirimetamin + |5 mg Haftada 2 kez
olanlarda
primer/sekonder Siilfadiazin+ 75 mg Haftada 2 kez
toksoplazmoz
profilaksisi Folinik asit 10 mg Her giin
Dapson+ 50 mg/giin veya 200 mg/giin Her giin veya haftada 1 kez
.. . 50-75 mg PO Haftada 1 kez
Pirimetamin+
Folinik asit 5 mg Her pirimetamin alindiginda
Pirimetamin+ |5 mg
Haftada 2 kez
Klindamisin 2.4 gr
1 normal veya tablet
Her giin
TMP-SMX 1 tablet
TMP:150 mg/m2,SMX:750 mg/m’/2| Haftada 3 kez/haftada ardasik 3 giin
dozda
50 mg/giinde 2 kez
Her giin
Dapson 100 mg/giin PO
Her giin
2 mg/kg PO(maks.100mg)
Pirimetamin 25 gr Giin asir
Spiramisin 3gr Her giin
Atovakuon*** 750 mg Her giin

* Merkezler arasi protokoller degisiktir.

*#* Uygulama siiresi TE’li hastalarda pirimetamin i¢in uygulanan kadardir.

*#% Atovakuon emilimini arttirmak ve etkinligini arttirmak icin %23 yag iceren kahvalt1 sonrasi alinir.
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2.10. immiinoloji

T.gondii enfeksiyonu hem humoral hem de hiicresel immiin yanit olusumuna yol
acar. Immiin sistem, hastaligin akut doneminde, trofozoitlerin periferik kandan
cekilmesine, hastalik belirtilerinin sinirlanmasina ve parazit yiikiiniin azalmasma neden
olmaktadir. ISS kisilerde gelisen immiinite, miir boyu devam eder ve reenfeksiyon

durumunda klinik belirti olusmasini engeller.

T.gondii’ye kars1 olusan antikorlarin, konakta hiicre disinda bulunan parazitlere
etkili oldugu ve eriterek Oldiirdiigii bilinir. Ancak anti-toksoplazma antikorlar1 bir

hayvana verildiginde bu antikorlarin koruyucu etkisinin bulunmadigi bildirilmistir (11).

Immiin sistem ve T.gondii arasindaki etkilesim sonucunda, parazitin tamamen
yok edilmesi miimkiin olmazken, parazit sayisinda azalma, kalanlarin ise morfolojik
yapilarinda degismeler goriiliir. Immiin sistem yetmezligi durumlarinda reaktivasyon
sirasinda doku kistlerinin parcalandigi ve konakta en fazla TE goriildiigii bildirilmistir

(12).

T.gondii herhangi bir formunda viicuda girdigi zaman makrofajlar1 aktive eder.
Aktive olmus makrofajlar iclerine aktif veya pasif fagositozla aldiklar1 parazitleri,
asidik vakuolleri i¢inde salgiladiklar1 “peptidin major histokompabilite kompleks
molekiilii Tip II”ye baglanarak oldiiriir ve bu protein makrofaj ylizeyinde goriiliir.
Ortamda bulunan parazit antijeni, CD4+ T lenfositlerini aktive eder ve yardimci T
lenfositlerine (Thl) doniisiirler. IL-2 ve INF-y salgilanmasiyla da daha fazla makrofaj
ve Oldiiriici CD8+ T lenfositi aktive olur. Boylece immiin sistem parazitleri kontrol
altma alir ve hastalik asemptomatik seyreder. Enfeksiyona kars1 konak immiinitesinin,
INF-y ve IL-2 diizeyleri ile iligkili oldugu laboratuvar hayvanlarinda yapilan

caligmalarla gosterilmistir (10).

Immiin yetmezligi olan toksoplazmoz hastalarinda 6zellikle AIDS’lilerde CD4+
T lenfositlerinde azalma ve Thl lenfositlerinin Th2 hiicrelerine doniismesiyle
parazitlerde kontrol altina alinamayan bir cogalma ve viriilans artisina neden olur ve

hastada 6liilm meydana gelmektedir (60).
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Sitokinlerin toksoplazmoz lizerine etkilerine bakildiginda, INF-y’nin en etkili
sitokin oldugu goriilmiistiir. Tiimor nekroz faktorii (TNF), INF-y tarafindan in vitro

olarak aktive edildiginde farelerde toksoplazmoza karsi korunma elde edilmistir (60,61).

Makrofajlar tarafindan INF-y salinmasiyla IL-2, IL-7 ve IL-12’nin indirekt
olarak toksoplazmoza kars1 koruyucu etkisi oldugu, INF-y ile IL-1’in T.gondii’ye kars1

oldiiriicii etkisinin oldugu cesitli deneysel modeller iizerinde gosterilmistir.

INF-y‘nin bunlardan bagka ii¢ anti-paraziter etkisinin oldugu, bu etkiler; toksik
oksijen radikallerinin ve nitrik oksit salgilanmasma neden olmasi, 2-triptofan diizeyinin
azaltilmasidir. Nitrik oksit (NO)’in de, toksoplazma korunmasinda 6nemli rol oynadigi

bildirilmistir (12).

Buna karsilik NO’in koruyucu roliiniin sistemik olmadigi, daha ziyade dokuya
0zgiin oldugu, fare modellerinde reaktif azot ara iiriinlerinin, toksoplazmoz kontroliinde

etkin olabilecegi yayinlanmustir (14).

Hastaligin erken donemlerinde IL-1, IL-12 ve TNF-o’nin IL-15 ile birlikte NK
hiicrelerinin, INF-y iiretmek i¢cin makrofajlar1 uyardiklar1 belirtilmistir (14). IL-12’nin
ise T hiicresiz farede toksoplazmoz sirasinda NK hiicrelerinden INF-y salinmasmi

arttirarak TE geligsmesini engelledigi gosterilmistir (62).

Hiicre veya kist icinde bulunan parazitlerin, antikorlarmm ve hiicresel
immiinitenin etkilerden korunabildigi fakat enfekte konagm hiicre membranlarinda
lenfokinlerin aktive ettigi lenfosit veya dogal NK hiicreleriyle par¢calanma
olabilmektedir. Bu sirada immiin cevaptan kacabilen ve serbest kalan parazitlere karsi
antikorlarin etkisinin sinirhh oldugu, beyin ve gozde cogalarak hastalik olusturma
riskinin oldugu savunulmaktadir. Boylece kist yirtilmalar1 reaktivasyonlara neden
olmaktadir Ayrica gbz veya beyin gibi antikorlarin az etkili oldugu bolgelerde bulunan
doku Kkistleri yirtildiginda, doku hasar1 olusabilmekte ve olay sirasindaki alerjik
reaksiyon doku hasarini daha da arttirabilmektedir (14, 63).

Konjenital toksoplazmozlu bebeklerde, toxo antijenlerine karsi lenfosit yaniti
olusmadiginda c¢ok agir klinik belirtiler meydana gelmektedir. Toksoplazmozlu
annelerin dogan bebeklerinde, toxo antijenine kargi immiinolojik cevabin en az bir
yasinda olusabildigi ve lenfosit cevabinin anneninkinden daha az oldugu bildirilmistir

(64).
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Kronik enfeksiyon sirasinda spontan paraziteminin, dolasim ile antikor diizeyi
diisiik bolgelerdeki duyarl hiicreleri etkileyebildigi ve yeni doganda maternal antikora
bagl toleransin, parazitin ¢ogalmasini ve retina gibi organlarda kist olusumunu
engelleyemedigi, bu durumda, ilerleyen yaslarda olusan kistlerin klinik bulgu veren
koriyoretinite yol acgtigi, kas icindeki Kkistlerin ise klinik belirti olusturmadiklar:
bildirilmistir .

IgG, IgM, IgA ve IgE gibi humoral antikorlar, toksoplazmoza kars1 etkili olan
immiinoglobiilinler, ekstraselliiler alanlarda kompleman ile birlestiklerinde trofozoitleri
eriterek oldiirmektedirler. Farelerdeki humoral immiinitenin viriilans1 zayif suslara karsi
smirli koruma saglarken, viriilan suslarda ise etkisiz bulunmustur (14). MSS’nde
astrositlerin ve mikrogliyal hiicrelerin 7.gondii’ ye kars1 immiin yanitinin arastirildig: bir
arastirmada, insanda ve farede TE olgularinda parazitin yogun oldugu alanlarda yaygin
astrosite rastlandigi, astrositlerin igerisinde yasayip, cogalabilen parazitlerin ise aktive

olmus mikrogliya hiicreleri tarafindan 6ldiirtildiigti bildirilmistir (65).

2.11. immiinolojik Tedavi

Toksoplazmoz olgularinda hayati tehlike s6z konusu oldugunda immiinolojik
tedavi uygulanmasi 6nerilmektedir. INF-y’nin 7.gondii’ye kars1t korunmada ¢cok onemli
rol oynadigr bilinmektedir ve enfekte fareler iizerinde yapilan caligmalarda, anti-
toksoplazma ilaglarinin yaninda ek olarak INF- y verildiginde, ilacin etkisini arttirdigi

goriilmiistiir(66).

INF-y, roxitromisin, pirimetamin, azitromisin ve klindamisin gibi ilaglarla
kombine edildiginde sinerjistik etkinin olustugu, ayrica IL-2 ile atovakuon veya IL-12
ile klindamisin kombine edilerek enfekte farelere verildiginde iyi sonuglarm alindigi

yaymlanmigtir (67-69).

Enfekte farelere INF-y’ye kars1 elde edilmis olan monoklonal antikorlar
verildiginde TE tablosunun ¢ok kotiilestigi, aktif TE’li farelere INF-y verilmesinin ise

inflamatuar cevabi ve trofozoit sayisini belirgin olarak azalttig1 bildirilmistir (60).
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2.12. As1

Asilama caligmalarinda koyun, domuz, kedi ve kemirgenlerde cesitli basarilar
elde edilmis olsa da, insana yonelik basarili bir as1 ¢caligmasi yoktur(14). Bir calismada
domuz ciftlikleri civarinda yasayan kediler mutant T-263 susundan hazirlanan canh
bradizoit as1 ile oral olarak asilandiktan sonra ciftlikteki domuzlarda ve civardaki
kemirgenlerde toksoplazmoz prevalansindaki degisim arastirilmis ve ii¢ yil siiren
calismanin sonunda fare ve domuzlarda toksoplazmoz prevalansinin %0’a indigi

gozlemlenmistir(17).

Deneysel as1 calismalarinda ¢ok c¢esitli alternatifler iizerinde durulmaktadir.
Lipozomun adjuvan olarak kullanildigi p30 antijeni, in vitro ¢aligmalarda 40°C’de
tiremesi duran, 1s1ya duyarli, ts-4 susu 7.gondii’nin salgi iiriinlerinden izole edilen 23 k-
DA’luk p24 antijeni, T.gondii membranina bagli 54 k-Da proteini ile hazirlanan asilarin

fare, sican gibi hayvan modellerinde kismi basarilar elde ettikleri yaymnlanmustir (70).

2.13. Atovakuon

Atovakuon, giiniimiizde genis anti-protozoal etkisi i¢in kullanilan naftokinon
yapisindaki antiparaziter ajanlardan biridir. Pneumocystis carini pndmonisi tedavisinde
tek basina oldukca etkiliyken, proguanil ile kombine edilerek sitma tedavisinde,
azitromisin ile kombine edilerek de babezyoz tedavisinde kullanilmakta, diger
protozoon enfeksiyonlar1 iizerine etkisi ise arastirilma asamasindadir. Naftokinon
yapilarinin antimikrobiyal etkileri yaklasik 60 yildan beri bilinmesine karsin, ABD Gida
ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan atovakuonun klinik ¢aligmalarda kullanilabilirliginin

onay1 20 sene Oncesine dayanmaktadir (17,71).

2.13.1. Kimyasal Yapi

Atovakuon, ubiquinon analogudur ve kimyasal olarak hydroxy-1,4-
napthaqinone /trans-2-(4-(4-chlorophenyl)cyclohexyl)-3-hydroxy-1,4-naphtholenedione
yapisindadir.

Yiiksek lipofilik ve diisiik akkoz ozelliklere sahiptir. Molekiiler agirligi 366,84
ve kimyasal formiilii C2,H;9ClO; seklindedir. Atovakuonun suda kolaylikla ¢6ziinebilen

yogun sar1 kristal bir yapidadir (17,72,73).
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2.13.2. Farmokokinetik ve Antiparaziter Etki Mekanizmasi

In vitro olarak atovakuonun %350 inhibitor konsantrasyonu (IC50) 0,1-3 pg/ml
olarak hesaplanmustir. Yiiksek lipofilik ©6zelligi nedeniyle biyoyararlamimi diyet ile
degisiklik gosterebilmektedir. Farkli diyet yOontemleriyle bu oran %15-47 arasinda
degisir. Ancak hicbir zaman %50’nin iizerine c¢ikmadigr goriilmiistiir. Plazmadaki

konsantrasyonlari ise doz artis1 ile dogru orantilidir (72, 74).

Atovakuon protozoonlar iizerinde etkisini ubikinona (Koenzim Q) benzer bir
sekilde gostermektedir. Plasmodium tiirleri, P.carinii lizerine etkisini sitokrom bcl
kompleksi (Kompleks III) etkileyerek gosterdigi diisiiniilmektedir. Ubikinon iizerinden
bircok metabolik enzim mitokondriyal elektron transport zincirine baglanir.
Atovakuonun, elektron transport zincirini inhibe etmesiyle diger enzimlerde inhibe olur,
boylece atovakuon, dolayli olarak parazitin niikleik asit ve ATP sentezini inhibe ederek

etkisi gostermis olur (17).

Oral kullanim imkaninin olmasi, giivenli bir ila¢ profilinin olmasi (71), sadece
diskiyla atilmasi, hepatik metabolizasyonunun ve iriner sistem yoluyla atiliminin
olmamasi, yiiksek protein baglanma 6zelligi, uzun yarilanma omrii (50-70 saat) ve sabit

diisiik plazma konsantrasyonu olmasi 6nemli avantajlaridir (75).

Atovakuon, Amerikan hiikiimeti tarafindan P.carini pnomonisi tedavisinde
kullanilmak iizere ruhsatlandirilmis olsa da, 1991 yilinda yapilan in vitro ve in vivo
caligmalarda, trofozoit ve kist sekillerine etkili oldugu gosterilmistir (67). Fare
modelinde toksoplazmoza karst etkili bulunsa da, atovakuon, pirimetamin +
siilfadiazin, klindamisin veya klaritromisin kombinasyonlarinin uygulanmasiyla daha
iyi sonuclar elde edebildigi bildirilmistir (17). TE olan AIDS hastalarda kullanildiginda
cok cesitli sonuglar alinmis (76) ve ISB hastalardaki toksoplazmoz tedavisinde,
atovakuon kullanilirken, emilim ve etkinligini arttirmak i¢in %23 yag iceren bir kalvalt1

sonrasinda alinmas1 onerilmistir (44).

Atovakuonun tablet seklinde kullanildig: klinik ¢alismalarda, yeterli sayida hasta
olmamasma ragmen %66-75 oraninda etkili sonuglar alindigi, TE’i olan AIDS’li
hastalarda yine tablet seklinde kullanildiginda, standart toksoplazmoz tedavisini tolere
edemeyen hastalarin %37’sinde iyt sonu¢ alindigr goriilmiistiir. Ancak sadece

atovakuon ile tedavi uygulanan akut toksoplazmoz olgularinda ve uzun zaman tedavi
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gerektiren olgularda, %50 oraninda hastaligin tekrar ettigi, atovakuon ile pirimetamin
kombinasyonunun tedavide daha yararli olabilecegi bildirilmistir (76). Buna karsin
2001 yilinda Scholer ve arkadaslari; nanosiispansiyon seklinde hazirlanan atovakuonun
intravendz uygulamasinda reaktive toksoplazmozda olduk¢a etkili oldugunu

gozlemlemislerdir (77).

2.13.3. Yan Etkileri

Atovakuon olduk¢ca az yan etkiye sahip bir antiparaziter ajandir. AIDS
hastalarinda, PCP tedavisinde atovakuonun uzun siireli kullanim1 nedeniyle yan etkileri
hakkinda ayrintili bilgi sahibi olabilmek miimkiin olmustur. Bu caligmalar esnasinda
atovakuonun TMP-SMX, parenteral pentamidinden veya dapsondan daha az yan etkiye

sahip oldugu goriilmiistiir (78,79,80).

Atovakuonun en sik gozlenen yan etkileri arasinda makiilopapiiler dokiintiiler,
bulanti, ishal, eklem agrist bulunur. Yan etkilerinin hemen hepsi tedavi siiresi i¢inde
kendiliginden ortadan kalkmaktadir. Zaman zaman karaciger enzimlerinin yiikselmesine
neden olabilmekle birlikte, kemik iligi baskilanmasi veya gastrointestinal floranin

bozulmasi gibi ciddi yan etkilere rastlanilmamaktadir (17).

2.14. Astragalus membranaceus

Astragalus membranaceus (Fisch), Leguminosa (Fabaceae) familyasindandir.
Yaygm olarak Cin’in kuzeyinde, Mogolistan ve Sibirya bolgelerinde yetigsmektedir.
Yiizyillardir geleneksel Cin tibbinda kullamilan Astragalus membranaceus’un kurumus
kokleri, Cince’de Huangqi olarak, Latince’de ise Radix Astragali olarak
adlandirilmaktadir (81).

Modern analitik yOntemlerle incelendiginde yiizden fazla bilesen igerdigi
belirlenen Astragalus membranaceus kok ekstresi (AmE) , cesitli polisakkaritler
(Astragalan), saponin, astragalosid, flavanoidler, isoflavonlar, 2’4’-hydroxy-5,6-
dimetoksiflavon, asparagin, astraisoflavanin, betain, B-sitosterol, glukuronik asit, eser

miktarda folik asit, siikroz, serbest amino asitler ve fenolik asitler icermektedir. (81-85).
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Genellikle diger bitkilerle kombine edilen AmE; solunum yolu enfeksiyonlari,
soguk alginligi, diyare, anoreksiyada immiinmodiilasyon etkisi icin kullanilmustir.
Yapilan ¢aligsmalarda; antioksidatif, vazodilatif etkisi, vaskuler sistem hastaliklarinda,
bobrek hasarlarmin iyilesmesinde; dolasim sistemi ile hiicresel immiinite iizerindeki
olumlu etkileri ve antiviral etkisiyle, viral kaynakl kardiyak sistem hastaliklarinda
iyilesmelere neden oldugu bildirilmistir. Hepatit B gibi viral hastaliklar ve kanser
tedavisi iizerine etkileriyle ilgili caligmalar da bulunmaktadir(81,85). Diabetes mellitus
tizerinde AmE etkileriyle ilgili arastrmalar yapilmakta ve yan etkilerinin olmamasi

Oonemli bir avantaj olarak goriilmektedir(82).

Genellikle akut enfeksiyonlarda kullanilmasi onerilen AmE, son yillarda anti-
neoplastik ilaglarin sitotoksik yan etkilerini iyilestirme amacl da kullanilmaktadir (85).
Ayrica AmE’nin kemoterapi sonrast mide bulantisi, kemik iliginin baskilanmasina kars1
etkili oldugu, kemik iligi ve lenf dokularinda kok hiicrelerin artismmi destekledigi ve

onlarin aktif olarak immiin sistem hiicrelerine doniismesini sagladig: bildirilmistir (86).

Yapilan farkh bir ¢alismada AmE polisakkaritlerinin, monositlerin aktivitesini
ve IL-2’nin immiin sistemle desteklenen, antitumor aktivitesini giiclendirdigi, kanser ve

AIDS hastalarinda da tedaviye yardimci olabilecegi bildirilmistir (87).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji Bilim
Dalr’ndan temin edilmis 7.gondii RH susu kullanilmistir. 7" gondii RH susu ¢ogaltilmak
ve canliliginin kontrolii icin BALB/c tipi fare peritonuna inokule edilmistir. 3 giin sonra
eter ile sedatize edilen farenin periton sivist alinmis, 11k mikroskobunda varliklar1 ve
canliliklar1 kontrol edilmistir. 7.gondii trofozoitlerini igeren periton sivist RPMI 1640
besiyerinde, %12 dimetil siilfoksit ve %20 dana serumu iceren saklama besiyerinde -80

°C’de muhafaza edilerek, en az 3 ay canliligi korunmustur (88).

Calismamizda 20-25 gr BALB/c disi fareler kullanilmistir. Fareler Istanbul
Universitesi, DETAE, Deney Hayvanlar1 Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama
Teknikleri Anabilim Dali, Hayvan Laboratuvarindan temin edilmis ve buradaki
laboratuvarlarda, 20-22°C’de, %50-60 nem oraninda, 12 saat aydinlik -12 saat karanlik
dongiiye sahip ortamda, yem ve sular1 ad-libidum olarak saglanarak, deney boyunca
izlenmistir. Caligsma icin Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (HADYEK)’den 2011/147

karar numarasiyla onay alinmis ve deneyler onay alindiktan sonra gerceklestirilmistir.

Calismadaki fareler, her grupta 8’er adet olacak sekilde dort gruba ayrilmistir.
1.Grup: Atovakuon (Ato) tedavi grubu; 2.Grup: Atovakuon+Astragalus (Ato+Astra)
tedavi grubu; 3. Grup: Astragalus (Astra) tedavi grubu ve 4. Grup: Kontrol (K) grubu

olarak adlandirilmastir.

Calisma Oncesi saklama besiyeri acilarak BALB/c tipi 2 farenin peritonuna
inokule edilmis ve trofozoitler iiretilmistir. 72 saat sonra alinan periton sivilarinda
tireyen trofozoitler, Thoma laminda sayilarak 2x10" olacak sekilde serum fizyolojik ile
dilie edilmis, bu siispansiyondan 0,5 ml periton i¢ine enjekte edilerek tiim fareler

enfekte edilmistir (89,90).

Enfeksiyondan 24 saat sonra Ato tedavi grubundaki farelere; %0,25 (wt/vol)
sodyum karboksi-metil seliilloz ve %0,05 (wt/vol) Tween 20’de siispanse edilen
atovakuon (Glaxo Smith Kline, England), 0,2 mlI’de 100 mg/kg olacak sekilde oral

gavaj yoluyla yedi giin boyunca ayni saatte ve ayni yoldan verilmistir (91).

Enfeksiyondan 24 saat sonra, Astra tedavi grubundaki farelere, 0,2 ml’de 0,075

mg/gr olacak sekilde 1lik suda karistirilarak siispanse edilen Astragalus membranaceus
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kok ekstresi (Solgar, Tiirkiye)/AmE oral gavaj yoluyla verilmis ve bu uygulamaya 7

giin boyunca ayni saatte devam edilmistir (91).

Ato+Astra tedavi grubuna da ayni sekilde enfeksiyondan 24 saat sonra 100
mg/kg atovakuon 0,2 ml ve 0.075 mg/gr AmE oral gavaj yolu ile 7 giin boyunca ayni
saatte uygulanmistir(92).

Yedi giin sonra tiim fareler eter ile sedatize edilerek gogiis ve periton bosluklari
acimus, kalp kanlar1 ile periton sivilar1 almmustir. Kalp kanlari, serum ayirma
ozelligindeki kan tiiplerinde santrifiij edilerek serumlar1 ayrilmigtir. Ayrilan serumlar,
miktarlar1 not alinarak, ol¢iilii otomatik pipetle alinip steril ependorflara konulmus ve
-70°C ‘de muhafaza edilmistir. Serum orneklerinde IL-2, IL-12, INF-y diizeyleri,

ELISA (eBioscience, Avusturya) yontemi ile belirlenmistir.

Ticari ELISA kitleri ile serum Orneklerinin calisilmast ve sonuglarin
degerlendirilmesi kit prosediirlerine uygun olarak yapilmustir. 1L-2, IL-12 ve INF- y
oranlarini belirleyen ii¢ ELISA kiti de 620 nm dalga boyu referans almarak 450 nm
dalga boyunda, ELISA okuyucuda okutulmustur. Her Kkitin icerisinden ¢ikan standart
Oornegi bulunmaktadir. Standart diliisyonlarmin absorbans degerleri ile uygulama grubu
orneklerimizin absorbans degerleri orantilanarak, fare serumlarindaki IL-2, IL-12 ve

INF-y diizeyleri pikogram cinsinden hesaplanmustir.

Deney farelerinin periton sivilart 1 ml steril serum fizyolojik ile yikanarak
alinmis ve steril tiiplerde muhafaza edilmistir. Thoma laminda sayim yapilarak her

farenin 1 ml periton sivisinda bulunan trofozoit sayis1 hesaplanmstir (89).

Uygulama gruplarimizin 1 ml fare periton sivisindaki trofozoit sayilarinin
ortalamalar1 alinmis ve etken maddelerimizin (atovakuon ve AmE), lireme inhibisyon
aktivitelerinin hesaplamasinda Muales-Serrano’nun (93) o©nerdigi denklem (3.1)

kullanilmastir.

Denklem 3-1: %GI (Ureme Inhibisyon Yiizdesi) = ( 1- Tedavi Grubu Trofozoit Sayis1 ) x 100

Kontrol Grubu Trofozoit Sayisi
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Istatistiksel degerlendirmeler; siirekli degiskenler olan trofozoit sayilari, IL-2,
IL-12 ve INF-y degerlerinin normal dagilimma Shapiro-Wilk testiyle yapilmus,
degiskenlerimizin normal dagildig1 goriilmiistiir (p<0,05). One Way (Tek Yonlii) Anova
testiyle parametrik olarak degerlendirilen gruplarimizdan en az biri digerlerinden farkli
cikmustir (p<0,05). Hangi gruplar arasinda fark oldugunu belirlemek amaciyla Post Hoc

ikili karsilastirma testleri uygulanmustr.

Tek yonlii Anova testlerinde yapilan homojenite incelemesinde varyanslari
homojen ¢ikmayan (p<0,05) parametreler trofozoit sayis1 ve IL-2 gruplar1 i¢in Post Hoc
testlerinden Tamhane’s T2, varyanslar1 homojen cikan (p>0,05) parametreler 1L-12 ve
INF-y gruplar1 icin Poct Hoc testlerinden Tukey HSD kullamilmustir. Istatistiksel
anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir.



Bu calismada, T.gondii RH susu ile enfekte edildikten sonra atovakuon, AmE ve
atovakuon+AmE uygulanan {ic ayr1 tedavi ve kontrol grubu farelerinin periton
stvilarindaki ortalama trofozoit sayilari, serumlarindaki IL-2, IL-12 ve INF-y diizeyleri

karsilastirilmistir.

Ato grubundaki ortalama trofozoit sayisi1 ve Astra grubundaki ortalama trofozoit
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sayisi, Ato+Astra grubu ortalama trofozoit sayisindan anlamli derecede yiiksek (p<0,05)

bulunmustur. Ato+Astra tedavi grubunun ortalama trofozoit sayisi, diger gruplara gore
anlaml derecede diisiik (p<0,05) olarak saptanmistir. Ato grubu ortalama trofozoit sayisi

Astra grubuna gore anlamli derecede diisiik (p<0,05) iken, Ato ve Astra gruplarinin her

ikisinin ortalama trofozoit sayilar1 K grubuna gore anlamli derecede diisiik (p<0,05)

olarak tespit edilmistir (Tablo 4-1, Sekil 4-1).

Tablo 4-1: Deney Gruplar: Fare Periton Sivilar1 Trofozoit Sayilarinin Degerleri

(Trofozoit/ml)
Karsilastirilan Diger Gruplar Aras1 | Standart . .
Grup Gruplar Fark Sapma P Degerleri
ATO Ato+Astra 366,000 0,003
Astra 953,875 0,000
K -1363,125" 0,000
ATO+ASTRA  |Ato -366,000" 0,003
Astra -1319,875" 0,000
K -1729,125" 111,515 0,000
ASTRA Ato 953,875 0,000
Ato+Astra 1319,875° 0,000
K -409,250" 0,001
K Ato 1363,125° 0,000
Ato+Astra 1729,125° 0,000
Astra 409,250 0,001

* [statistiksel olarak anlamli (p<0,05)gruplar aras1 fark degerleri
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Sekil 4-1: Deney Gruplar1 Ortalama Trofozoit Degerleri

Tedavi gruplarmin ortalama trofozoit sayilariyla tireme inhibisyon aktiviteleri
hesaplanmustir. Ureme inhibisyon aktivite formiilii kullanilarak yapilan hesaplamalarda
Ato tedavi grubu %69,95; Astra grubu %21,03 ve Ato+Astra kombinasyon tedavi grubu

%88,72 oranlarinda K grubuna gore T.gondii’ye kars1 antiprotozoal etki gdstermistir.

K grubunun IL-12 diizeyi, sadece Ato+Astra tedavi grubunun IL-12 diizeyine
gore anlaml dl¢iide yiiksek (p<0,05) bulunmustur.Astra grubunun IL-12 diizeyi, Ato ve
Ato+Astra tedavi gruplarinin IL-12 diizeylerine gore anlamli derecede yiiksek (p<0,05)
belirlenmistir. Ato grubunu IL-12 diizeyi ise Astra tedavi grubunun IL-12 diizeyine gore
anlamh olciide diisiik (p<0,05) iken Ato+Astra tedavi grubuna gore anlamli Slgiide
diisiik (p<0,05) iken Ato+Astra tedavi grubuna gore anlamli dl¢iide yiiksek (p<0,05)
bulunmustur (Tablo 4-2, Sekil 4-2).



Tablo 4-2: Deney Gruplar1 IL-12 Degerleri (pg/ml)

Karsilastirnlan Diger Standart

Grup Gruplar Gruplar Arasi Fark Sapma P Degerleri

ATO Ato+Astra 1319,500° 0,009
Astra -1225,750° 0,014
K -350,875 0,460

ATO+ASTRA Ato -1319,500° 0,009
Astra -2545,250" 0,000
K -1670,375' 468,312 0,001

ASTRA Ato 1225,750° 0,014
Ato+Astra 2545250 0,000
K 874,875 0,072

K Ato 350,875 0,460
Ato+Astra 1670,375 0,001
Astra -874,875 0,072

* [statistiksel olarak anlaml1 (p<0,05)gruplar aras1 fark degerleri
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Sekil 4-2: Deney Gruplar1 Ortalama IL-12 Degerleri
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K grubunun INF-y diizeyi Ato ve Ato+Astra tedavi gruplarinmm INF-y
diizeylerine gore anlmali derecede diisiik (p<0,05) oldugu gozlemlenmistir. Ato tedavi
grubunun INF-y diizeyi Astra ve Ato+Astra tedavi gruplarma gore anlamli derecede
yiiksek olarak belirlenmistir. Astra tedavi grubu INF-y diizeyi ise Ato ve Ato+Astra
tedavi  gruplarmin  INF-y  diizeylerine gore anlamli  derecede  diisiiktiir
(p<0,05).Ato+Astra grubunun INF-y diizeyi, sadece K grubuyla karsilastriidiginda
anlamli derecede diisiik (p<0,05) bulunmustur (Tablo 4-3, Sekil 4-3)

Tablo 4-3: Deney Gruplar1 INF- y Degerleri (pg/ml)

Karsilastirnilan Diger Standart

Grup Gruplar Gruplar Arasi Fark Sapma P Degerleri

ATO Ato+Astra 121,125 0,812
Astra 997,750 0,058
K 1511,500° 0,006

ATO+ASTRA Ato -121,125 0,812
Astra 876,625 0,093
K 1390,375' %504,760 0,010

ASTRA Ato -997,750 0,058
Ato+Astra -876,625 0,093
K 513,750 0,317

K Ato -1511,500° 0,006
Ato+Astra -1390,375' 0,010
Astra -513,750 0,317

* [statistiksel olarak anlaml (p<0,05)gruplar aras1 fark degerleri
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Sekil 4-3 : Deney Gruplar1 Ortalama INF-y Degerleri



42

K grubunun IL-2 diizeyi, Astra grubu IL-2 diizeyine gore anlaml dercede diisiik
(p<0,05), Ato+Astra grubunun IL-2 diizeyine gore ise anlamli derecede yiiksek
(p<0,05) olarak tespit edilmistir. Ato grubunun IL-2 diizeyi, Astra grubu IL-2 diizeyine
gore anlamli derecede diisiik (p<0,05) iken Ato+Astra grubuna gore anlamli derecede
yiikksek (p<0,05) olarak bulunmustur.Ato+Astra grubu IL-2 diizeyi, diger 3 deney
grubuna gore anlamli derecede diisiik (p<0,05) bulunmustur (Tablo 4-4, Sekil 4-4).

Tablo 4-4: Deney Gruplar1 IL-2 Degerleri (pg/ml)

Karsilastirnilan Diger Standart . .
Gruplar Arasi Fark P Degerleri
Grup Gruplar Sapma
ATO Ato+Astra 26,875 0,031
Astra -73,125° 0,000
K -19,125 0,118
ATO+ASTRA Ato -26,875 0,031
Astra 100,000 0,000
K -46,000° 0,001
; +11,846
ASTRA Ato 73,125 0,000
Ato+Astra 100,000 0,000
K 54,000 0,000
K Ato 19,125 0,118
Ato+Astra 46,000 0,001
Astra -54,000° 0,000

* statistiksel olarak anlaml (p<0,05)gruplar aras1 fark degerleri
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Sekil 4-4: Deney Gruplar1 Ortalama IL-2 Degerleri
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S. TARTISMA

Diinya niifusunun %13’iiniin 7. gondii ile enfekte oldugu, 1976 dan sonraki 20
yulik donemde toksoplazmoz seroprevalansmin 500 milyonun iizerinde oldugu
bildirilmistir (14). Saglikl bireylerde T. gondii enfeksiyonlar1 genellikle asemptomatik
seyreder bununla birlikte hastalarin %10-20’sinde akut enfeksiyon goriiliir (30).
Diinyada AIDS’li hastalardaki toksoplazmoz seropozifligine bakildiginda; Avrupa
kitasinda %25,4-97; Asya kitasinda %11,5 - 67,8; Afrika kitasinda %8-85,5 iken Kuzey
Amerika’da %15,1-32 oranlarinda, Giiney Amerika kitasinda ise %350-74 oranlar1
arasinda oldugu bildirilmistir(94).

Atovakuon giiniimiizde genis anti-protozoal etkisi i¢cin kullanilan naftokinon
yapisinda bir ilactir (17). Oral kullanim imkaninin olmasi, yan etkilerinin az olmasi ve
giivenli bir profilinin olmasi (71), sadece digkiyla atilmasi, hepatik metabolizasyonunun
olmamasi, yiiksek protein baglanma 0Ozelligi olmasi Onemli avantajlaridir (75).
Modifiye edilmis atovakuon nano siispansiyonu, tween 80, P188 ve SDS (Sodyum
Dodezil Siilfat) gibi farkl yiizey maddeleri ile kaplanarak in vivo ve in vitro ortamlarda
caligmalar yapilmis ve oral yararlanimini, intestinal emilimini, kan beyin bariyerinden
gecisini artirmasiyla atovakuonun terapotik duyarhiigini artrmis ve toksoplazmoz
tedavisinde yeni, giivenli, etkili stratejiler olusturmaya olanak saglamistir (95).

Atovakuonun in vitro hiicre kiiltiiriinde, 7. gondii trofozoitlerine kars1 yiiksek
aktivite gosteren, giivenli bir ilag oldugu bildirilmistir (71,95).

Biyoyararlanim seviyelerini iyilestirmek i¢in ¢esitli  caligmalar yapilmakta,
kombinasyonlar denenerek atovakuonun etkinligi arttirilmaya calisiimaktadir(17).
Calismamizda da atovakuon ile Astragalus membranaceus kok ekstresilAmE) beraber
kullanilarak bir kombinasyon denenmis ve akut toksoplazmoz tedavisi iizerine etkisi
arastirilmstir.

Atovakuonun toksoplazmoz ile ilgili klinik caligmalar1 genellikle HIV pozitif ve
AIDS’li hastalarla yapilmistir. Bu hastalardaki  toksoplazmoz genellikle MSS’de
reaktive olmus toksoplazmoz seklinde kendini gosterir (71). TE, immiin yetmezlikli
hastalarda reaktivasyonun en yaygin klinik gostergelerindendir. Tedavi edilmediginde
Oldiiriicii olmaktadir (95).  Avrupa’da yapilan bir ¢calismada; AIDS ve toksoplazmoz
pozitif olan hastalarin %47’sinde TE goriilmiistiir (14).
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AIDS’lilerde okiiler toksoplazmoz ve TE’lerde; primetamin, sulfadiazin ve
klindamisin tedavi ve sekonder profilakside kullanilir. Fakat bazi hastalarda bu ilaclara
diren¢ goriilebilirken (71), mevcut kombinasyonlarinin tedavide kullanilmasinda ise
TE’li hastalarin %5-15‘inde allerjik reaksiyonlara veya hematolojik toksisiteye neden
oldugu gozlenmektedir. Bu durumlar yeni tedavi seceneklerinin bulunmasi gerekliligini
gostermektedir (95). AIDS’lilerde ve primetamin, siilfadiazin ve klindamisin
tedavisinde diregli durumlarda atovakuon etkili, iyi tolere edilebilen ve daha giivenli
tedavi yontemi olarak bildirilmektedir (71,75,95).

AIDS’li hastalarda, klasik toksoplazmoz tedavisine cevap vermeyen hastalarda
750 mg atovakuon, giinde 4 kez tablet formunda kullanilmig ve 6 hafta sonunda
radyolojik test sonuclarinda ve klinik tabloda iyilesmeler gdzlemlenmistir (74).

HIV’li hastalardaki okiiler toksoplazmozun standart tedavisinde primetamin,
klindamisin ve siilfonamidler kullanilir.Yan etkileri ve capraz reaksiyonlar1 olmasma
karsin enfeksiyonun yiiksek tekrar etme olasiligr nedeniyle bu tedaviye hayat boyu
devam edilmesi gerekir. Bu durumda atovakuon, 7. gondii 'nin kist ve trofozoitlerine
kars1, okiiler toksoplazmozun tedavisinde de etkili ve iyi tolere edilebilen antiparaziter
ilag olarak kullanilabilir (96).

Ayrica immunkompetan okiiler toksoplazmozlu hastalarda da 750 mg
atovakuon giinde 4 kez verilmis ve bu 17 hastanin tedavisinde stabilizasyonlar ve
lyilesmeler gozlemlenmistir (71).

Gebelik srrasmnda annede goriilen 7.gondii enfeksiyonu fetal enfeksiyon gelisimi
icin yiiksek risk tasimaktadir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’de her yil 500-5000
yenidoganin konjenital toksoplazmozlu oldugu belirlenmistir (97). Standart tedavide
primetamin-siilfadiazin kombinasyonu kullanilir, fakat bu kombinasyonun yiiksek
toksik etkili olmas1 uzun siire kullanilmasini kisitlar (90). Teratojen etkisi nedeniyle
gebelik siiresi 18 haftadan diisiik olan fetal enfeksiyon olasiligi yiiksek ya da fetal
enfeksiyonlu hamilelerde primetamin-siilfadiazin kullanilamamaktadir. Bu durum yeni
tedavi alternatifleri arayisina neden olmaktadir. Hamilelerde akut ve konjenital
toksoplazmoz tedavisinde 18. haftaya kadar spiramisin kullanilmaktadir (30,97).
Klindamisin-atovakuon kombinasyonunun 7.gondii trofozoit ve bradizoitlerine etkili
oldugunun kanitlanmasi, benzer etki mekanizmasina sahip spiramisinin de atovakuon
ile kombinasyonunun da 1iyi etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir (98). Ulasabildigimiz

caligmalar arasinda hamilelere yonelik yapilan direkt bir atovakuon caligmasi
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bulunmamakla birlikte, toksoplazmoz iizerindeki etkisi bilinmekte ve az yan etkileri ile
hamilelikteki toksoplazmoz tedavisinde, atovakuonun alternatif olabilecegi
diistiniilmekte ve bu konudaki ¢calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Hamsterlarda akut kazanilmis toksoplazmoz Kkoriyoretiniti olusturulan
enfeksiyon modelinde; atovakuon, primer tedavi olan primetamin-siilfadiazin
kombinasyonu, ayrica klindamisin ve spiramisinin etkinligi karsilastirilmis ve
kazanilmig akut serebral toksoplazmozda kist sayisina sadece atovakuonun etkili
oldugu, kronik serebral toksoplazmoz kist sayisinda da onemli 6lciide diisiise neden
oldugu gosterilmistir. Bagka bir caliymada ise farelerde olusturulan kronik
toksoplazmoz modelinde, fare beynindeki kist sayisini atovakuonun, spiramisinden
daha fazla sayida azalttig1 gosterilmistir (98). Ayrica doku Kkistlerinin reaktivasyona
neden olabilecegi goz Oniinde bulunduruldugunda atovakuonun rekurrent hastalik
riskini de diisiirme potansiyeli oldugu diisiiniilmiistiir (99). Reaktive toksoplazmozlu
fare modelinde intravendz atovakuon uygulamasmin yiiksek derece etkili oldugu
gozlenmistir (71).

Calismamizda da bu bilgilere benzer sekilde 7. gondii RH susu ile akut
toksoplazmoz modeli olusturulan fare gruplarinda Atovakuon tedavi (Ato) grubu
periton sivisindaki 7. gondii trofozoit sayisi, Kontrol (K) grubuna gore anlamli derecede
diisiik bulunmustur (P<0,05) ( Ato: 586 /ml ; K: 1950/ml).

Atovakuon genellikle diger ajanlarla kombinasyon seklinde uygulanmaktadir
(71). Fare modelli toksoplazmoz caliymalarinda, atovakuon tek basina da etkili
bulunmusken primetamin, spiramisin, klindamisin ya da klaritromisin ile kombine
edilip uygulandiginda etkinliginin arttig1r goriilmiistiir (71,100). Akut toksoplazmozlu
fare modelinde, atovakuon ve rifabutin kombinasyonunun, in vivo 10* T.gondii RH
susu trofozoiti ile enfeksiyondan bir giin sonra baslanilan tedavi diizeninde, sinerjizme
sahip oldugu ve yasam siiresini uzattigi belirtilmistir (101).

Benzer sekilde T.gondii RH susunun 10* trofozoiti ile intraperitoneal (i.p)
olarak enfekte edilen farelerde, kist formu olusacak siire kadar, atovakuon ve
pyrrolidine dithiocarbamate tedavisi uygulanmis ve kombinasyonun, kist formuna etki
ettigi gosterilmistir (102). T.gondii RH susunun 10* ve 10" oraninda trofozoitleri ile Lp.
olarak enfekte edilen farelerde, enfeksiyondan bir giin sonra baslayan, ¢esitli dozlardaki
atovakuon ve klindamisin kombinasyonlarmim sinerjistik etkisi arastirilmis ve 107

trofozoitle yapilan enfeksiyonda kombinasyonun biitiin dozlarina gore, atovakuon tek
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bagma en iyi etkiye sahipken, 10" trofozoit olan enfeksiyonda klindamisin-atovakuon
kombinasyonunun farelerde olusturulan akut ve kronik toksoplazmoz modelinde
sinerjistik etkili oldugu gosterilmistir (98,100). Tedavi sonrasi hayatta kalan farelerde
devam eden bir enfeksiyonun belirlenmemesi, bu kombinasyonlarin paraziti elimine
etme potansiyeli oldugunu gostermektedir. Az sayida T.gondii trofozoiti ile enfekte
edilen hayvan modellerinde, atovakuon tek basina etkili olurken, ¢ok sayida trofozoit ile
olusturulan  enfeksiyonlarda atovakuon tek basmna etki edememekte ve
kombinasyonlarin onemi ortaya ¢ikmaktadir. Kombinasyon tedavilerinin toksoplazmoz
tedavisinde gelecekteki uygulamalar olacag: diisiiniilmektedir (100). Calismamizda da
atovakuon, immiinmodiilator etkili tibbi bir bitki olan Astragalus membranaceus’un
kok ekstrakti (AmE) ile kombine edilerek akut toksoplazmozlu fareler iizerindeki
etkinligi arastirilmistir.

Son yillarda toksoplazmoza karsi geleneksel tibbi Cin bitkilerinin tedavi
etkileri arastirilmaktadir. Yeni klinik ila¢ gelistirme amacli bircok bitkiyle deneyler
yapilmis ve cogunun 7. gondii iiretimini baskilayici etkiye sahip oldugu gosterilmistir
(103). T. gondii trofozoitleri ile enfekte farelerde AmE’nin koruyucu etkisine bakilan
bir calismada AmE’nin 10 > T. gondii trofozoiti ile enfekte farelerdeki yasam siiresini
uzatmada etkili oldugu goriilmiistiir. (92). Calismamizda da Astragalus tedavi (Astra)
grubumuzun periton sivisindaki trofozoit sayis1 (1540/ml), K grubumuzdaki trofozoit
sayisina gore (1950/ml) anlaml bir diisiis gostermistir (p<0,05).

Insan ve hayvanlarda akut toksoplazmoz, hiicresel ve hiimoral immiin yanit
mekanizmalariyla kontrol altma alinabilmektedir (45). Insan hiicre kiiltiiriinde yapilan
AmE uygulamasinda, AmE’nin makrofajlar, Th ve B hiicreleri iizerinde aktive edici
etkisi oldugu, ayrica C3H/HeJ farelerinden elde edilen dalak B hiicrelerinin
cogalmasinda AmE polisakkaritlerinin indiikleyici  etkisi oldugu gosterilmistir
(87,104).

Farkli bir calismada, AmE’nin in vivo ve in vitro olarak fare dalak hiicreleri
izerinde mitojen etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica AmE uygulamasinin in vivo
ortamda tiimor gelistirilerek ya da siklofosfomid uygulanarak immiin sistemi
baskilanmis farelerde immiin fonksiyonlar: iyilestirdigi ve fare splenositlerinde higbir
sitotoksik etkiye neden olmadigr gozlemlenmistir.Ayrica AmE’nin ¢oklu mitojen
aktivitesi ise fare splenositlerinde lenfosit blastogenezini kuvvetlendirmesiyle

gosterilmistir(87). Bir bagka calismada AmE ‘nin insan lenfositleri lizerinde aktif etkiye
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sahip oldugu gozlemlenmistir. Bunun yani sira in vivo ortamda AmE uygulamasmin,
peritoneal makrofaj akisina ve fagositik aktivitelerinde artisa neden oldugu tespit
edilmistir (87). AmE bilesenlerinin fagositik aktiviteyi, polisakkaritlerinin ise makrofaj
sayisim arttirdigt ve C3 kompleman parcalar1 yoluyla opsonizasyonu giiclendirdigi
bildirilmistir(81).

Insan makrofajlarmin, 7. gondii ve Trypanasoma cruzi’ ye karst mikrobisidal
aktivitelerinin arastirildigr bir caliymada, ikisi de hiicre ic¢i protozonu olan tiirlerin
enfeksiyonlar1 sirasinda makrofajlarin  7.gondii enfeksiyonuna karsi Onemli bir
mikrobisidal aktivite gosterdigi, ancak T.cruzi enfeksiyonuna karsi mikrobisal etkiye
sahip olmadiklar1 gdzlenmistir (105). Bu ¢aligmada da goriildiigii gibi patojen olan iki
protozoon tiirli olmalarina ragmen 7.cruzi’de makrofajlarm ¢ok ©Onemi yok iken
toksoplazmozda makrofajlarin 6nemli bir etkisi ve gorevi vardir. Bu durumda AmE’nin
makrofajlar lizerinde bilinen aktivasyon etkisinin enfeksiyonla savasta ©Onemli
olabilecegini  disiindiirmektedir. AmE polisakkaritlerinin ve astragalosidlerin
Mycobacterium tuberculosis’in  makrofajlarla  fagositozuna ve aktive olmus
makrofajlardan salinan bazi sitokin seviyeleri iizerindeki etkisi arastirilmis, ¢caliymada
makrofajlarin aktiviteleri ve salgilanan sitokin seviyeleri AmE polisakkaritleri ve
astragalositleri uygulamasindan sonra belirgin bir sekilde ylikselmistir (106). Bir baska
calismada ise AmE’nin makrofajlar tizerinde herhangi bir toksit etkisinin bulunmadigi,
heparinaz aktivitesinde ve hiicre gociinde makrofajlar tarafindan salgilanan sitokin
seviyelerinde artisa neden oldugu bulunmustur (107).

Protozoon enfeksiyonlarinda, makrofajlar, 6zellikle oksidatif metabolitleri ve
oksidasyon metabolizmasin1 uyararak primer savunma mekanizmasinda rol
oynamaktadirlar. Cesitli hiicre dis1 uyarilara maruz kalan hiicrede, protein kinaz C ve
protein tirozin kinaz aktivitesi, fagositik fonksiyonlarm diizenlenmesini tetiklemektedir
(45). Kontrol altina alinamamis sistemik enflamasyon ve protein C yolu bilesenleri,
sepsisin patofizyolojisinde 6nemli iki noktadir. Astragalus membranaceus koklerinden
elde edilen saponinin (SAM), inflamasyona , karaciger yetmezligine ve endotelyum
hasarma kars1 olan yararl etkilerine dayanarak, farelerde sekal baglanma ve delik agma
yoluyla (CLP) olusan polimikrobiyal sepsiste, SAM, CLP’den bir saat once ve 1 saat
sonra olacak sekilde oral yolla uygulanmis ve farelerin yasam siirelerini belirgin bir
sekilde arttirdig1 gozlenmistir. Ayrica SAM inflamatuar faktorlerine etki etmenin

yaninda, karacigerdeki diizensiz iNOS seviyelerini diisiirmiis, polimorfoniikleer
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lokositlerin siiziilme oranini arttrmis ve doku hasarit nedeni olan diisiik NO(nitrik
oksit) degerini ise arttwrmistir. CLP kaynakli septik farelerde, karacigerdeki protein C
yolu mRNA sentezlenmesindeki bozulmalar1 da iyilestirmistir. Bu bulgular SAM’in
bozulmus protein C yolunu yeniden diizenleyebilme mekanizmasi ve anti-enflamasyon
mekanizmalariyla sepsisli fareler iizerinde koruyucu etkileri oldugunu gosterir (108).
Bir bagka caliymada ise oral uygulanan AmE’nin akut toksoplazmozlu farelerin
karacigerlerinde iNOS uyaric1 etkisiyle Onemli bir yapilanmaya neden oldugu
gosterilmistir  (92). AIDS’lilerde P. carinii pndmonisi tedavisinde uygulanan,
atovakuonun da dahil oldugu cesitli ila¢ tedavilerinin etkileri farkli seviyelerde olmus
fakat en ¢ok Olim nedeninin bakteriyal enfeksiyon oldugu tespit edilmistir (74). Bu
ornekte de goriildiigii iizere immiinsupresyonlu hastalarda toksoplazmoz tedavisinde,
atovakuon ve AmE’nin etkileri 151ginda baktigimizda, toksoplazmoz tedavisinde
atovakuon az yan etkileri ile tercih edilirken, AmE ise hem atovakuon sinerjizmi
yoluyla toksoplazmoz tedavisine etkili hem de AIDS’li immiinyetmezlikli hastalarda
biiyiik bir sorun olusturan sepsislerde, anti-enflamasyon , bozulmus protein C yolunu
yeniden diizenleme gibi etki mekanizmalariyla, diisiik tokisisiteli olmasiyla daha genis
etkili ve saglikli bir tedavi siireci saglayacagi diisiiniilmektedir.

AmE yiiksek konsantrasyonda B-glukan icermektedir (109). Beta-glukanin
antienfektif aktivitesi, deneysel hayvan modelleri iizerinde viral paraziter, fungal ve
bakteriyel enfeksiyonlarda gosterilmistir.Ornegin yapilan calismalarda; Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Mycobacterium leprae
enfeksiyonlu modellerde, B-glukan uygulamasinin, mortaliteyi ve enfekte hayvanlardaki
bakteri sayisini azalttigr gosterilmistir (25,90). T. gondii RH susu ile enfeksiyondan
belli bir siire once B-glukan tiirevleri uygulanan farelerde makrofajlarin aktivasyonunun
artmasma dayandirilan, wuzayan hayatta kalma siireleri ile sonu¢lanmustir.  Akut
toksoplazmozlu fare modelinde yapilan farkli bir caliymada ise gavaj yoluyla 7 giin
uygulanan B-glukan tedavisi sonucunda peritondaki 7.gondii trofozoiti sayisinda,
kontol grubuna gore anlamli bir diisiis gézlenmistir (90).

Beta-glukanin fonksiyonel fagositik hiicreler olan graniilosit, monosit, makrofaj
ve dendritik hiicrelerin fagositoz yetenegini arttirdigi, giiclii bir hematopoetik etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (90). Oral yolla kullanilan B-glukanin, dalaktaki NK

hiicrelerinin ve peritoneal makrofajlarin lizozim aktivitesini arttirdigl gosterilmistir
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(110). Beta-glukanin proinflamatuar sitokin iiretimini stimiile etmeden, ozellikle
notrofil ve makrofajlarm mikrobisidal etkilerini arttirdig: bildirilmistir (90).

AmE, zengin aktif icerigiyle enfeksiyonlar iizerinde olumlu etkilere sahip bir
bitkidir. Hiicresel ve humoral immiiniteyle kontrol altina alinabilen toksoplazmozda,
AmE makrofajlar;, Th ile B hiicreleri ve insan lenfositleri ilizerinde aktif etkiye
sahipken, mitojen ve coklu mitojen etkileriyle, immiin sistemin baskilandig1 durumlarda
immiiniteyi kuvvetlendirmistir. Bu sirada splenositler iizerinde, makrofajlar iizerinde de
oldugu gibi hicbir toksit etki gostermemekte, ayrica aktive olmus makrofajlardan
salman  sitokinleri de arttirmaktadir. 7.gondii ile miicadelede ©nemli yeri olan
makrofajlarin hareketini, sayisim1 ve fagositik aktivitesini, C3 kompleman parcalariyla
da opsonizasyonu arttirir. Iceriginde bulunan p-glukan antienfektif aktivite gosterirken,
dalaktaki NK hiicrelerinin lizozim aktivitesini arttirmig, saponin ile enflamasyonda,
karaciger hasarinda ve immiin yetmezliklerde 6nemli olan sepsiste iyilesmelere neden
olmustur. Bu bilgiler ile uyumlu olarak caligmamizda; akut toksoplazmozlu farelere oral
yolla AmE uyguladigimiz Astra tedavi grubunun periton sivisindaki 7.gondii trofozoit
sayisinin (1540/ml) K grubundan (1950/ml) anlamli derecede az oldugu belirlenmistir
(p<0,05). AmE akut toksoplazmozlu fareler iizerinde etkili bulunmus ve bunun immiin
sistemi aktive etme Ozelligiyle sagladig: diistiniilmiistiir.

AmE polisakkaritlerinin insanda lenfoproliferasyonu  gii¢lendirdirdigi
gosterilmis ve enjeksiyonunun, myelosuprese farelerde, hematopoeze etkilerinin
arastirildig bir arastirmada, siklofosfomid enjekte edilerek immiin sistemi baskilanmig
farelere i.p. olarak 500 mg/kg AmE enjekte edilmis ve AmE’nin kemik iligi stromal
hiicrelerinin yasam siirelerini uzattig1, IL-6 {iiretimi ve kemik iligi stromal hiicrelerinin
mRNA sentezini etkileyerek, kemik iligi stromal hiicreleri ve bcl-2 proteininin de
artmasiyla, graniilosit koloni stimiile edici faktor (GM-CSF) iiretimini arttirdigi
gosterilmistir(86). Protozoon enfeksiyonlarinda ozellikle dendritik hiicrelerin dogal
diren¢ ve edinsel immun yanit1 modifiye ederek, antijen sunumu ve immiin regulasyon
mekanizmalarima miidahale ettikleri bilinmektedir (45). Chen Chao-jun ve
arkadaslarinm 2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada (111), GM-CSF uygulamasinda
oldugu gibi, AmE polisakkaritleri uygulamasinin da, in vitro ortamda periferal kan
monositlerinden gelen insan dendritik hiicrelerinin olgunlagmalarina sebep oldugunu

gosterilmistir. AmE’nin GM-CSF etkisi bu ¢calismayla gosterilmektedir.
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AmE’nin igeriginde bulunan [-glukanin antibiyotiklerin antimikrobiyal
etkinligini arttirdig1 ve antibiyotiklere maruz kaldiktan sonra baklterilerin fagositoza ve
hiicre i¢ci oliime ¢ok duyarhi oldugu bildirilmistir (90). Beta-glukan ile sefazolin
kombinasyonunun  S. aureus yara enfeksiyonunda sinerjik etkili, E.coli ile enfekte
sicanlarda B-glukan+sefalotin, beta-glukan+ gentamisin ve S. aureus ile enfekte
sicanlarda beta-glukan+siprofloksasin ile sinerjizm oldugunu bildiren ¢aligmalar dikkat
cekicidir. Ayrica bu etkinin, GM-CSF ve antibiyotiklerin birarada olmasiyla saglandigi
anlasilmis ve in vivo, in vitro calismalarda polimorfoniikleer 16kositlerin varliginda
koloni stimiile edici faktorlerin antibiyotiklerle sinerjistik etkilesim gosterdigi
belirlenmistir. Akut toksoplazmozlu farelerde, oral yolla  B-glukan+spiramisin
kombinasyon ve tekli uygulamalar1 sonunda periton sivilarindaki trofozoit sayilarinda
kontrol grubuna gore farkli seviyelerde anlamli derecede diisiisler godzlenmistir.
Toksoplazmoz tedavisinde [-glukan ve spiramisin arasinda sinerjizm belirlenmistir
(90).

Calismamizda da iceriginde [-glukan bulunan AmE ve atovakuon
kombinasyonun uygulamasi sonundaki periton sivist trofozit sayiminda, Ato+Astra
tedavi grubunun trofozit sayis1 (220/ml), K grubunun trofozoit sayisina gore (1950/ml)
anlaml1 derecede diisiik ¢ikmistir (P<0,05). Bu durum yapilan benzer arastirmalardan da
yola ¢ikarak akut toksoplazmozlu fare modelinde astragalus ve atovakuon arasinda bir
sinerjizm olabilecegini diisiindiirmektedir. Caligmamizdaki iireme inhibasyon aktivitesi
formiiliiniin sonuglar1 da bu durumu desteklemektedir (Gruplarm iireme inhibisyon
%’ leri; Ato:%69,95 ; Astra :%21.03; Ato+Astra :%88,72 )

Toksoplazmoza kars1 diren¢ saglamada NK ve Thl tip CD4+ T hiicrelerinin
onemli yeri olup, bunlarin salgiladigi IL-1, IL-2, IL-12, TNF-o ve INF-y gibi
proinflamatuar sitokinler koruyucu rol oynarlar (90). Hem akut hemde kronik
toksoplazmozun kontroliinde Thl tipi cevap en Onemli rolii oynar. Intraselliiler
patojenlerden olan T.gondii iizerinde, INF-y yoluyla etkilenen Thl cevabi, erken
koruyucu immiinitede anahtar rol oynar (14,30,90). AmE, INF-y ve IL-2 gibi Thl
sitokinlerinin Uretimini arttirarak dogal immiinitede parazitin ¢ogalmasini Onler ve
TNF-a ve NK hiicreleriyle toksoplazmozun kontroliinii saglarlar (14).

ISS Balb/c farelere oral ve ip. yollarla AmE uygulanmis ve hiicresel immiin

cevabi saptamak i¢cin INF-y ve IL-12 seviyelerinin belirlendigi bir ¢alismada; INF-y ve
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IL-12 seviyeleri 6nemli derecede yiiksek olarak bulunmus, oral ve ip.yoldan yapilan
uygulamalar arasinda ise fark gozlenmemistir (112).

Akut toksoplazmozlu fare modelinde, atovakuon ve IL-12 ayr1 ayr1 ve
kombinasyon seklinde uygulandiginda, kombinasyon tedavisinin hayatta kalma
stirelerini belirgin bir sekilde uzattig1 belirlenmistir. Ayrica enfekte farelerin IL-12 ve
atovakuon kombinasyonuyla tedavisi sonucunda kontrol grubundan anlamli derecede
yiiksek INF- vy iiretimine neden oldugu belirlenmistir (68). Calismamizda da Ato+Astra
tedavi grubumuzdaki INF-y ortalamasi (3.249 pg/ml) K grubuna (1.858 pg/ml) gore
anlamli derecede fazla bulunmustur (p<0,05). INF-y, T.gondii ‘ye karsi direngte ana
mediator sitokin roliindedir (14,68) ve IL-12‘nin uyarmasiyla NK ve T hiicreleri
tarafindan iretilirler. Ayrica kombinasyon tedavisinde 7. gondii’ nin dokulardaki
kolonizasyononuna da etkisi oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar IL-12 ‘nin, kist
reaktivasyonlu ve immiin yetmezlikli hastalarda trofozoitlerin ¢ogalmasinin
engellenmesi durumunda, insan toksoplazmozunda kullanigh bir tedavi yardimcisi
olarak kullanilabilecegini diistindiirmektedir (68).

Makrofajlarin en 6nemli fonksiyonlarindan biri de akut enfeksiyon sirasinda
parazit ile enfekte olduktan sonra IL-12 fonksiyonlarinin gerceklesememesidir. 1L-12;
INF-y‘yi tetikleyen en 6nemli sitokindir (45). Bizim etken maddemiz olan AmE, IL-12
tiretimini  disaridan uyararak etki mekanizmasmin devaml islemesine olanak
saglamaktadir(81). Gruplarimiz arasinda IL-12 degerlerinin Astra grubumuzda en
yiikksek degerde olmasi (Astra IL-12 ort.: 5.297 pg/ml) bu durumu desteklerken en
diisiik IL-12 seviyesinin Ato+Astra grubumuzda olmasi ( Ato+Astra ort.: 2.751 pg/ml);
bu gruptaki trofozoit sayilarinin da K grubuna gére anlamli1 derecede diisilk olmasiyla
(p<0,05) uyumlu olarak, enfeksiyon siddetinin azaldig: diisiincesini desteklemektedir.

Bunun yam sira sitokinlerin uzamis etkileri yiiksek biyolojik potansiyelleri
nedeniyle hasara yol agcmaktadir (45). Calismamizda Ato+Astra tedavi grubunun, diger
gruplara gore anlamli derecede diisiik ¢ikan IL-12 degeri (p<0,05), immiin sistemde
inhibisyon/aktivasyon dengesi isleyisinin diizgiin ¢alistigin1 dogrularken, Ato+Astra
tedavi grubunda, iyilesmeyle iliskilendirdigimiz diisiik sitokin degerlerinin hasara yol
acma olasiliklarinin ortadan kaldirilmis oldugunu da gostermistir. (Ato+Astra IL-12
ort: 2.751 pg/ml , Ato IL-12 ort: 4.071 pg/ml, Astra IL-12 ort: 5.297 pg/ml, K, IL-12
ort:4.422 pg/ml ).
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T.gondii’ nin ¢esitli yollar1 kullanarak proinflamatuar sitokinleri baskiladigi,
IL-12 ve TNF-a iiretimini azaltarak parazitik etki olusturuldugu gosterilmistir. INF-y ve
TNF-a yanit1 bozuldugunda mikrobik ve paraziter enfeksiyonlara direncin azaldigi
gosterilmistir. Ornegin T. gondii ve Leishmania major enfeksiyonlar1 sirasinda
makrofajlarda dogrudan sitokin sinyal reseptorleri indiiklenir, INF-y yanit1 ise baskilanir
(45). Bu bilgiler 151g1inda K grubumuzdaki INF-y miktarlarinin (K; INF-y: 1.858 pg/ml),
Ato+Astra tedavi grubumuza gore anlamli derecede diisilk degerlere sahip olmasi
(Ato+Astra; INF-y: 3.249 pg/ml) boyle bir mekanizma sonucunda olustugunu
diistindiirmiistiir (p<0,05).

Atovakuon ve pyrrolidine dithiocarbamate kombinasyonun 10> RH susu ile
enfekte edilen farelerde, tedavi periyodu sonrasinda enfeksiyonu olmayan (tedavi
olmus) grupla karsilastirildiginda, latent enfeksiyonu devam eden tedavi gruplarinda,
parazitin latent formunun immiinolojik kontroliiniin saglandigmi gosteren Onemli
miktarda yiikksek INF-y seviyeleri tespit edilmistir (102). Calismamizda ki Ato+Astra
grubunda INF-y oranmin yiiksek seviyede olmasi immiinolojik kontrol saglanarak
enfeksiyonun iyilesmekte oldugunu diisiindiirmiis, en diisiikk trofozoit sayisinin da
Ato+Astra tedavi grubunda olmasi da bu durumu desteklemistir. Ayrica Ato ve Astra
tedavi gruplarindaki INF-y degerlerinin, K grubuna gore yliksek degerlerde olmasi ise
yine enfeksiyonun immiinolojik kontrol altina alindigini diistindiirmiis ve bu durum K
grubuna gore anlamli derecede diisiik trofozoit sayilariyla desteklenmistir (p<0,05).
(Ato+Astra trof.s: 220, Ato trof. s.:586; Astra trof.s.:1540 ve K trof. s.:1950)
(Ato+Astra g. INF-y ort: 3.249 pg/ml, Ato g. INF-y ort.:3.370 pg/ml, Astra. g. INF-y
ort: 1.858 pg/ml).

Yapilan farkli laboratuvar calismalarinda disaridan uygulanan INF-y nin,
primetamin ve azitromisinin anti-7. gondii etkisini arttirdifi gozlenmistir (68).
Calismamizda da kombinasyon sekilinde ve tekli uygulama gruplarimizdaki yiiksek
INF-y seviyeleri disaridan ek bir uygulama gerektirmeden, dogal yoldan
sentezlenmesiyle avantajli bir etkiye sahip oldugunu ve Ato+Astra tedavi grubumuzdaki
sinerjizmi destekledigini diisiindiirmiistiir (Ato+Astra; trof. s.: 220; K. trof. s: 1950).

AmE’den elde edilen glukanm, periferal T lenfositlerin ¢ogalmasini etkiledigi
bildirilmektedir (109). T lenfositleri immiin sistemde merkezi ayarlayici hiicrelerdir ve
T lenfosit cogalmasi immiinite islerliginin bir gostergesidir, B-glukanin, sitokin

salmmmiyla lenfosit proliferasyonunu arttirdigr gosterilmistir. Ayrica, T lenfosit
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proliferasyonu i¢in anahtar rolii oynayan sitokinin IL-2 oldugu gostermislerdir.
Astragalus B-glukaninin IL-2 bioaktivitesini arttirdigir bulunmustur (87,109). Periferal
kan lenfositlerindeki IL-2 biyoaktivitesinin artmasi, artan lenfosit cogalmasmi
aciklamada bir yere sahip olabilir. Siitten yeni kesilmis domuzlarda, AmE’den elde
edilen B-glukan ve lipopolisakkaritlerin c¢esitli parametreler iizerindeki etkilerinin
bakildig1 bir calismada lipopolisakkarit uygulanan domuzlarda uygulanmayanlara gore
daha yiiksek T lenfosit proliferasyonu ve IL-2 biyoaktivitesi gozlenmistir. AmE [-
glukan1 uygulandiginda ise kortikosteroidlerin ve inflamatuar sitokinlerin seviyelerini
diisiiriirken, IL-2 biyoaktivitesini arttirarak lenfosit ¢ogalmasini etkiledigi/indiikledigi
belirlenmistir (109). AmE uygulamasi yapilan bir caligmada splenik lenfositlerin
cogalmasinin etkiledigi gibi immiinsuprese farelerde makrofaj aktivitesini, IL-2 ve IL-1
cevabini arttirmistir (81). Yine benzer bir sekilde AmE’nin in vitro ortamda splenositler
tizerindeki etkisine bakilan bir caligmada IL-2 reseptorlerinin sentezinde belirgin bir
artisga neden oldugu tespit edilmistir (87). Calismamizda da IL-2 oranlar1 en yliksek
Astra tedavi grubunda gozlenmistir (Astra g. IL-2 ort: 166 pg/ml, Ato g. IL-2 ort : 93
pg/ml, K g. IL-2 ort :112 pg/ml, Ato+Astra g. IL-2 ort: 66 pg/ml ). Bu durum AmE’nin
immiinmodulator etkisini, Ato+Astra grubumuzdaki en diisiik IL-2 seviyesi ise
enfeksiyon siddetinin azalmasi ile uyumludur.

Parazitin parazitofor vakuol i¢inde saklanmasi lizozomlardan kurtulmasina
yardimci olur. Enfeksiyon ayni zamanda regiilator sitokin olan IL-10 ve TNF-a
tiretimini arttirarak patolojik immiin cevap yanitini azaltir, ayn1 zamanda Thl sitokin
sentezi ve makrofaj aktivasyonunu inhibe eder (14,90). Aym zamanda IL-10 ,
toksoplazmoz tarafindan iiretimi indiiklenen bir sitokindir. Bunlar 7. gondii tarafindan
uyartlan IL-10 ‘un konagmn bagisikhik sistemini engelledigi ve 7. gondi
proliferasyonunu destekledigini gosterir. IL-10’un diger bir etkisi ise INF-y ile aktive
olmus makrofajlar tarafindan iiretilen nitrojen oksiti ve parazit oldiiriicti etkiyi inhibe
etmesidir. 7. gondii varlig1 ile indiiklenmis IL-10, INF- y bagimli bagisik yanittan
onemli bir kacis stratejisidir (10). Bu bilgileri destekleyen bir calismada da astragalus
polisakkaritlerinin; CD4+4+CD25 T hiicrelerinin negatif immiinregiilasyonunun
baskilamasiyla, yanik sonrasi P.aeruginosa sepsisin zayiflatilmas: ile 1ilgili bir
caligmada; yanik + P. aeruginosa grubunda IL-10 iiretimi belirgin bir sekilde arttigi
bildirilirken, AmE polisakkaritleri uygulamasi yanik farelerde P.aeruginosa

enfeksiyonundaki IL-10 iiretimini 6nemli 6l¢iide diisiirmiis, CD4+ T hiicrelerindeki
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IL-2 ekspresyonu ve proliferatif aktivasyonu onarmistir (85). T.gondii’ nin immiin
cevaptan kacisina destek olan bir sitokin olan IL-10° un iiretimini diisiirme etkisi,
immiin cevabr daha etkili duruma getirirken, IL-2 iiretimini indiikleyerek T hiicre
cevabmi kuvvetlendirmesi AmE’nin toksoplazmozun immiinolojik tedavisindeki yerini
vurgulamaktadir. Caligmamizda Astra tedavi grubundaki trofozoit sayisinin (Astra trof.
s.:1540/ml) K grubuna gore (K trof. s.: 1950/ml) diisiik olmast ve en yiiksek IL-2
seviyesinin Astra grubumuzda olmasi (Astra g. IL-2 ort:166 pg/ml; Ato g. IL-2 ort:93
pg/ml; Ato+Astra g. IL-2 ort: 66 pg/ml; K g. IL-2 ort: 112 pg/ml) bdyle bir
mekanizmanin varli1 ile uyumlu bulunmustur.

T.gondii’ ye kars1 koruma yiliksek oranda Thl immiin cevabina baghdir. Buna
ragmen rekombinant IL-2’ nin immiinoterapide kullanimi yiiksek dozlarinin toksisitesi
nedeniyle siirlandirilmistir (21). 2.5 x10° T. gondii RH trofozoiti ile ip enfekte edilen
farelerde disarindan verilen 2 pg rekombinant INF-y tek basina ve azitromisin ile
kombine bir sekilde uygulanmis ve akut toksoplazmoz iizerinde tek verilen rekombinant
INF- v nm bir etki gostermedigi, in vivo ortamdaki INF- y’nin T.gondii’ye karsi
savunmada onemli bir sitokin oldugunu diisiindiirmiis, azitromisin ile disaridan verilen
INF-y uygulamasinda ise sinerjizm gozlenmistir (113). Rekombinant IL-12 ve rINF- y
gibi Thl sitokinlerinin kullanimlarindan ise, AmE kullanimi insanlarda daha giivenli ve
kolay olmakla birlikte Thl sitokinleriyle 1ile asilanmig Toxoplasma as1
uygulamalarindan daha fazla avantaja sahiptir. Cin bitkileri biyolojik cevabr modifiye
ederek giiclii immiin stimiilan etki gostermektedirler (114). Disaridan ekstra bir
uygulama veya rekombinant kullanimin1 gerektirmeden sitokin seviyelerini indiiklemesi
T.gondii ile immiinolojik savasta daha giivenli sartlar saglamaktadir. Bu durum da
kombinasyon olarak Astragalus membranaceus’n se¢memizde Onemli bir etken
olmustur.

Normal ya da siklofosfomidle immiin sistemi baskilanmis farelere AmE
uygulanmis, Th hiicre aktivitesini arttirarak T bagimli antijenlere karsi antikor cevabini
giiclendirdigi belirlenmistir (114). Benzer bir calisma sonucunda da AmE in vivo
ortamda kuvvetli bir adjuvan etkisi gostermistir (87) .AmE, toksoplazmaya karsi
koruyucu etkisi olan sitolitik CD8+ T hiicrelerinide giiclendirmistir .

UV ile virulansi azaltilmis 7. gondii asis1 uygulanan farelerde AmE’nin adjuvan
Ozelliklerinin arastiridldigi bir calismada; sonuclar enfekte edilmis kontrollerle

karsilastirildiginda, enfekte farelere AmE uygulamasinda ya da asilanmis ve daha sonra
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AmE uygulandig1 durumlarda uzayan yasam siireleri, parazit yiikiinde diisme , iyilesmis
karaciger histopatolojisi ve artmis Th-1 tipi hiicresel immiin cevap gozlenmistir.
Calismada UV ile zayiflatilmis 7. gondii asisinda AmE’nin koruyucu immiinitede
belirgin bir giigclendirmeyle as1 adjuvan1 olma potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir.
Toxoplasma asisinda kimyasal olarak adjuvan kullanilmasinda ise immiin sistemi dogal
yoldan uyarma etkisine sahip birer etkenin adjuvan olarak kullanilmasinin daha
avantajli oldugu savunulmustur (114). Bir baska calijmada AmE’den elde edilen
saponin bazli adjuvanin, antikor giiclendirmesi kadar hiicresel immiiniteyi de etkileme
ozelligi adjuvan aktivitelerinde kiiciik dozlarda dahi etkili olabilme agisindan 6nemli
bulunmustur (115). Bu bilgiler toksoplazmoz tedavisinde AmE’nin arastirilmasi ve
gelistirilmesi gereken bir neme sahip oldugunu desteklemektedir.

Sonug olarak ulasabildigimiz kaynaklar arasinda akut toksoplazmozlu fare
modelinde atovakuon ve AmE’nin  kombine sekilde kullanildigi bir calisma
bulunmamistir. Genellikle baska antimikrobiyallerle kombinasyonlar seklinde
kullanilan, tek olarak da etkili olan antiprotozoal bir ilag olan atovakuon, 6zellikle HIV,
AIDS gibi immiinyetmezlikli hastaliklardaki uzun siireli ve agir tedavilere, az yan
etkileri, karacigerde metabolize olmamasi, proteinlere iyi baglanma o6zelligi ve son
zamanlarda klasik toksoplazmoz tedavisinde gelisen direnclere kars1 iyi bir alternatif
olusturabilecek durumdadir. AmE ise Cin tibbinda yiizyillardir bilinen ve kullanilan
immiinmodiilator etkiye sahip bir bitkidir. Genis aktif icerigiyle enfeksiyonlarda immiin
sistemi uyarir, karaciger harabiyetini, sepsis durumunu iyilestirir. Toksoplazmozda
adjuvan etkisi olan Astragalus membranaceus, T. gondii savunmasinda 6nemli yeri olan
makrofajlar iizerinde olumlu etkileri vardir. Onemli sitokinleri de indiikleyerek immiin
savasta etkisini genisletmekte, bunlar1 yaparken dogal bir ajan oldugu i¢in hig¢bir toksik
etki gostermemektedir. Antibiyotiklerin, GM-CSF ile bir arada bulunmasinin neden
oldugu sinerji mekanzimasina benzer sekilde Atovakuon-Astragalus kombinasyon
grubumuzda da en diisiik trofozoit sayisinin olmasi, iki etken madde arasinda sinerjist

etkilesim oldugu fikrini vermistir.
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9 Ekim 2010 ; ISO 9001 2008- Temel Egitimi
I¢ Tetkik Egitimi

10 Ekim 2010; ISO 14001-Cevre YoOnetimi Egitimi
Stratejik Yonetim Egitimi

OHSAS- Isci Saghigi ve Giivenligi Egitimi Sertifikalar1

21 Mayis-1 Haziran; Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1

Ozel ilgi Alanlar (Hobileri): Kitap okumak, miizik dinlemek.




