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kaynaklar listesinde yer verdigimi, ayrica bu tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda

patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadig1 beyan ederim.
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Tezin Bashg . Centaurea urvillei’nin Toxoplasma gondii lizerindeki etkisi

Ogrencinin Adi  : Elif POLAT
Danismani . Prof. Dr. Kor YERELI
Anabilim Dah . Tibbi Parazitoloji

1. OZET

Amag: Calismamizda; Tirkiye’de ex vivo kiiltiir yontemiyle iiretilen T.gondii
parazitinin, Vero hiicrelerinde ex vivo kiiltivasyon yontemiyle virulans 6zelliklerini
yitirmeden {iremesini saglamak ve bu parazit iizerine Centaurea urvillei bitkisinin
anti paraziter ilag etkinliginin arastirilmasi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Centaurea urvillei bitkisi Eskisehir ilinden toplandi,
kurutuldu ve ekstraksiyon i¢in kullanilabilecek kisimlari alinarak metanol, n-hekzan
ve kloroform ¢ozeltilerinde ¢ozdiiriilirek ekstreler hazir hale getirildi. Ardindan
Vero ve L1929 hiicreleri pasajlanmak tizere ¢Ozdiirtilmistiir. Tripan mavisiyle
boyanarak hiicre sayim1 gergeklestirildi. Diger yandan Toxoplasma gondii bulundugu
stvi azot tankindan c¢ikarilip ¢ozdiiriilmiistiir. Tripan mavisiyle boyanip parazit
sayimi1 yapilmistir.

Bulgular: Centaurea urvillei bitkisinin 1929 hiicreleri {izerinde in-vitro
sitotoksik degerlendirmesi yapilmistir. CC50 degerleri n-hekzan, metanol, kloroform
ve primetaminin sirastyla 110,4 pg/ml, 99,6 ug/ml, 157,7 pg/ml ve 189,8 pg/ml
olarak belirlenmistir. Sonug olarak Centaurea urvillei bitkisinin sitotoksik aktivite
gostermedigi belirlenmistir.

Sonuglar: Ardindan T.gondii’nin ex-vivo kiiltivasyonu yapilmistir. Vero
hiicresine T.gondii izolatinin ekimi yapilmistir ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
72 saat sonunda enfeksiyon ger¢eklemis olup C.urvillei bitkisinin T.gondii
tizerindeki etkisine bakmak tlizere farkli konsantrasyonlarda degerlendirmesi
yapilmistir. Enfeksiyon gerceklesmis olan Vero hiicrelerine kontrol ilacinin ve
ekstrenin eklenmesinden sonra 48 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda Giemsa ile
boyanmis ve 1s1ik mikroskobuyla her kuyucuk igindeki takizoit sayisi belirlenip,
%anti-takizoit(inhibiisyon) aktivitesi hesaplanmistir. IC50 degeri de belirlendikten



sonra anti paraziter etkinliginin olup olmadigini belirlemek i¢in segicilik indeksi (SI)
bulunmustur ve Centaurea urvillei bitkisinin T.gondii iizerinde anti paraziter aktivite
gosterdigi istatiksel olarak anlamli bulunmus olup, T.gondii tizerindeki etkisi ileride

yapilacak olan ila¢ caligmalarinda bir basamak olarak goriilebilir.

Anahtar Sézciikler: Toxoplasma gondii, Ex vivo kiiltivasyon, Centaurea

Urvillei



Project Title Effect of Centaurea urvillei on Toxoplasma gondii
Student Elif Polat

Name
Advisor Prof. Kor YERELI
Master of Medical Parasitology
Science

2. ABSTRACT

Objective: In our study; It was aimed to ensure the reproduction of T.gondii
parasite, which is produced by ex vivo culture method in Turkey, without losing its
virulence properties by ex vivo cultivation method in Vero cells, and to investigate
the antiparasitic drug activity of Centaurea urvillei plant on this parasite.

Materials and Methods: Centaurea urvillei plant was collected from Afyon
province, dried and extracts were prepared by taking the parts that can be used for
extraction and dissolving them in methanol, n-hexane and chloroform solutions.
Vero and L929 cells were then thawed for passage. Cell count was performed by
staining with trypan blue. On the other hand, Toxoplasma gondii was removed from
the liquid nitrogen tank and thawed. Parasite count was done by staining with trypan
blue.

Results: In vitro cytotoxicity evaluation was performed on L929 cells of
Centaurea urvillei plant. The CC50 values of n-hexane, methanol, chloroform and
pyrimethamine were determined as 110.4 pg/ml, 99.6 pg/ml, 157.7 pg/ml and 189.8
ug/ml, respectively. As a result, it was determined that Centaurea urvillei plant did
not show cytotoxic activity.

Conclusions: Then, ex-vivo cultivation of T.gondii was carried out. T.gondii
isolate was cultivated in Vero cell and left for 72 incubations. At the end of 72 hours,
infection occurred and the evaluation of the C.urvillei plant at different
concentrations was made to look at the effect on T.gondii. The infected Vero cells

were incubated for 48 hours after the addition of the control drug and the extract.



Afterwards, it was stained with Giemsa and the number of tachyzoites in each well
was determined with a light microscope, and the % anti-tachyzoite (inhibition)
activity was calculated. After determining the IC50 value, the selectivity index (SI)
was found to determine whether it has antiparasitic activity and it was found that
Centaurea urvillei plant showed antiparasitic activity on T.gondii, and it was found
that it was statistically significant, and its effect on T.gondii can be seen as a step in
future drug studies.

Keywords: Toxoplasma gondii, Ex vivo cultivation, Centaurea urvillei



3. GIRIS ve AMAC

Toksoplasmosis, Toxoplasma gondii' nin neden oldugu parazitik bir hastaliktir.
Zorunlu hiicre i¢i apikompleks protozoan olan Toxoplasma gondii, tim memeli
hiicrelerini ve diinyadaki insan niifusunun yaklasik {igte birini enfekte edebilmektedir
(Dubey J, Lindsay D. 2004.).

Immiin yetmezligi olan bireylerde, T. gondii enfeksiyonu belirgin morbidite
olusturmaz. Bununla birlikte bagisiklig1 baskilanmis kisilerde, immiinsiipresif tedavi
goren hastalarda veya hamilelik sirasinda T. gondii enfeksiyonu ciddi klinik
sonuglara ve hatta 6liime neden olabilmektedir (Innes EA. 1997; Nath A, Sinai AP.
2003). Pirimetamin ve siilfadiazinin birlikte kullanilmasi Toksoplasmosis
tedavisinde Onerilmektedir. Ancak enfeksiyonu gegirmekte olan gebe kadinlarda
bebege gecisi engellemek i¢in kullanildiklarinda veya bagisikligi baskilanmislarda
kullanimin1 sinirlayacak diizeyde ciddi yan etkiler gelisebildigi gosterilmistir. Bu tiir
durumlarda bu olgular spiramisin, atovaquon ve klindamisin ile tedavi edilmeye
calisilmaktadir. Kanser tedavisi, organ transplantasyonlar1 ve HIV enfeksiyonu gibi
bagisikligr baskilanan olgu sayilarindaki artis ve bu olgularda bu firsate
enfeksiyonun agir seyretmesi nedeniyle, T. gondii'ye yonelik yeni ilaglarin
gelistirilmesi ayr1 bir 6nem tasimaktadir (Norrby R, Eilard T, Svedhem A, Lycke
E.,1975; Petersen E, Schmidt DR, 2003; Davis, P.H, 1970).

Calismamizda, bilinen yerli endemik bir tiir olan Centaurea urvillei bitkisinin
metanol, n-hekzan ve kloroform bitki ekstresi ¢ikartilarak, T. gondii suslari
tizerindeki etkisi degerlendirilecektir. L1929 hiicre hattina uygulanan bitki ekstresinin
sitotoksisiteleri MTT yontemiyle arastirilacaktir. Vero hiicreleri 25 cm?lik
flasklardan olusan 3 gruba ekimi gerceklestirilecek ve 5 ml taze besiyeri ile 37°C de
8 saat %5 CO: ile inkiibe edilecek. Her bir flaskta Vero hiicreleri tek tabaka
(konfluent) oldugunda, biiyiime ortami1 %2 FBS igeren taze besiyeri ile degistirilecek
ve 16 saat inkiibe edilecek. Daha sonra onceden enfekte olan BALB/c farelerinin
peritonlarindan hasat edilen canli T.gondii RH Ankara susu trofozoiti, her bir flaskta
enfeksiyon gerceklestirilecek ve %5 COz ile 37°C de 3 giin siireyle inkiibe

edilecektir. Hiicreler hemositometre ile sayilacak ve canlilik %0,4 tripan mavisi ile



belirlenecektir. Pozitif kontrol, negatif kontrol ve etken madde grubu olmak {iizere ii¢
gruba ayrilacaktir. Pozitif kontrol grubunda primetamin ve T. gondii paraziti
uygulanacaktir. Negatif kontrol grubunda ise T.gondii paraziti uygulanacaktir. Etken
madde grubunda ise T. gondii ile enfekte olmus Vero hiicreleri C. urvillei bitki
ekstresi farkli konstantrasyonlarda uygulanacaktir. Yedinci giiniin sonunda C.urvillei
ekstresindeki  takizoit sayisim  kontrol  grubundaki takizoit sayist ile
karsilastirildiginda belirgin bir azalma beklenmektedir. Bu azalma antiparazitik etkisi
bilinen pozitif kontrol ile ylizde olarak karsilastirilacaktir. Sonug olarak; C. urvillei
bitki ekstresinin Toxoplasma gondii iizerindeki etkisini ex-vivo sartlarda
arastirilacaktir.

Bu calisma ile; bilinen ve halen kullanilan ilaglarin teratojenik etkisinden uzak
kalarak, Tiirkiye’de yetisen bir bitki olan C. urvillei ile hastaligin tedavisini miimkiin

oldugunca yan etkisiz olarak saglayabilmek amag¢lanmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. TOXOPLASMA GONDII

Toxoplasma gondii, diinyada en yaygin hayvandan insana bulasan bir zoonotik
hastalik etkenidir. Diinya’da Toxoplasma gondii ile enfekte olan niifusun %25-30
‘unu kapsayabilecek insanlar vardir. T. gondii, ABD’ de “Category B pathogen
“olarak siiflandirilir (Miman,Sayg1;2018).

1908 yilinda Kuzey Afrika’da Ctenodactylus gundi isimli kemirgende
Toxoplasma gondii ’yi ilk kez Nicolle ve Manceaux isimli bilim insanlar1 gormiis ve
tammlamustir.  Insanda  olusturdugu hastaliga toksoplasmosis denmektedir.

Ulkemizde ilk olgu Unat ve arkadaslari tarafindan bildirilmistir (Miman,Sayg1;2018).

4.1.1. Smmflandirma

Tablo 1. Toxoplasma gondii’nin simiflandirilmasi

Protista
Protoza
Apicomplexa
Coccidea
Eimeriida
Sarcocystidae
Toxoplasma

T.gondii




4.1.2. Morfoloji

T. gondii; kamei, kirpik, yalanci ayaklari bulunmayan 4-8 um boyunda ve 3-4
um eninde bir protozoon olup takizoitlerinin hareketleri; kayma ve burkulma
seklindedir. Hilal veya badem bi¢imli olmakla birlikte oval veya yuvarlak olarak da
gortilebilir (Mete M. Toxoplasma gondii 1999). Giemsa veya Wright boyasiyla
boyandiginda periferal yerlesimli niikleus pembe-kirmizi boyanirken, sitoplazma

mavi boyanir. Toxoplasma gondii’nin ii¢ yasam formu vardir (Diizglin Baris, 2012) ;

4.1.2.1. Takizoit form

Takizoit formu hilal seklinde veya ovaldir, yaklasik 3'e 7 pm 6l¢iilerindedir ve
enfeksiyonun akut asamasinda goriiliir. Wright veya Giemsa boyas: ile iyi boyanir.
Ultra yapisal 6zellikler arasinda apikal mikrotiibiil ve halkalar kompleksi, rhoptry adi
verilen salgt organelleri, mikronemler ve yogun graniiller ve kendi benzersiz
DNA'simna sahip apikoplast adi verilen kloroplast benzeri bir yapi bulunur.
Takizoitler, muhtemelen c¢ekirdeksiz kirmizi kan hiicreleri disinda tim memeli
hiicrelerini istila edebilir. Donmaya ve ¢oziilmeye, kurumaya veya mide, duodenal
sindirim sivilarina kisa siire maruz kalmaya dayanamazlar. Penetrasyondan sonra
takizoit endodiyogenetik olarak fiizojenik olmayan bir vakuolde cogalir ve sonucta
hiicre bozulmasina ve hiicre 6liimiine neden olur. Takizoitlerin plasentaya ikincil
olarak fetlise yayilmasiyla hematojen yayilmasi, insanlarda konjenital
toksoplasmosis ve diger duyarli hayvanlarda fetal enfeksiyon ve diisiikle sonuglanir

(Morrison & Hoglund, 2005).

4.1.2.2. Bradizoit form

Bradizoit tiim dokularda kesik halde kalabilir ve enfekte konagin émrii boyunca
kronik enfeksiyona neden olabilir. Dokuda enfeksiyonun ilk haftasinda Kistler tespit
edilebilir ve boyutlar1 yaklasik 10 ile 100 pum arasinda degisir. Bir arjirofilik
duvarlar1 vardir, ancak periyodik bir asit-Schiff boyas: ile boyandiklarinda
cevreleyen dokudan en net sekilde ayrilirlar. Genellikle kistlerin ¢evresinde
enflamatuar reaksiyon olusmaz. Bu form klinik olarak normal ¢ocuk ve yetiskinlerin

dokularinda uzun yillar devam edebileceginden, histolojik boliimlerdeki kanitlari



yeni enfeksiyonu gostermez. Peptik veya triptik sindirim sivilart hemen kist duvarini
bozar, ancak salinan bradizoitler (apikal c¢ekirdeklere sahip olan ancak 151k
mikroskobu altinda takizoit formuna benzeyen) bu sivilarda birka¢ saat hayatta
kalabilir ve bu da yerel hiicrelerin istilasina izin verir. Kistler 66°C'ye (150 °F) kadar
isitilarak, dondurularak (-20°C [-4°F] altinda) ve c¢ozdiiriilerek ve kuruma ile yok
edilebilir. Doku icindeyse, sogutma sicakliklarinda (4°C [39°F]) birka¢ ay
yasayabilirler. Insanlarda enfeksiyon, kist igeren ¢ig veya az pismis et yenilerek elde
edilebilir. Etcil hayvanlarda enfeksiyon, ¢ig et veya i¢inde kistlenmis organizmalar

iceren avlarla kapilabilir (Morrison & Hoglund, 2005).

4.1.2.3. Ookist form (Sporozoit)

Ookist formu sadece kedi ailesi iiyelerinin (evcil kedilerden dag aslanlarina
kadar) diskilarinda, Toksoplazmanin kesin konakcilarinda bulunur ve seksiiel iireme
(gametogony ve sizogoni) sonucu, bagirsak epitelinde olusur. Ookistler ovaldir ve
yaklagik 10 ile 12 um'dir. Enfekte kediler, her giin 10 milyon ookisti dokebilir ve bu,
birincil (akut) enfeksiyondan sonra 3 hafta boyunca, ancak daha sonra nadiren
dokiilebilir. Atilan ookistler, sporlanmadan sonrasina kadar bulasici hale gelmez (her
ookistte sekiz sporozoit olusur); Sporlanma, sicaklia ve oksijen mevcudiyetine bagh
olarak, bosaltimdan 1 ila 21 giin sonra (¢cogunlukla 2 ila 8 giin) meydana gelir.
Ookist, diger yasam dongiisli formlarindan ¢ok daha dayaniklidir ve suda aylarca ve
nemli toprakta 1 yil veya daha uzun siire yasayabilir. Sporlanmis ookistlerin
yutulmasi enfeksiyonu iletir. Ookistler, hayvan rezervuarlarinda fekal-oral gegiste ve

insanlarda kazara yutmada 6nemli bir rol oynar (Morrison & Hoglund, 2005).

41.2.4. Evrimi

Felidae ailesinin iiyeleri Toxoplasma gondii ‘nin tek kesin konagi olarak bilinir.
Sporsuz ookistler kedinin digkisindan atilir. (1) Ookistler genellikle sadece 1-3 hafta
boyunca salinsa da ¢ok sayida salinabilir. Ookistlerin ortamda sporlanmasi ve
enfektif hale gelmesi 1-5 giin siirer. Dogadaki ara konaklar (kuslar ve kemirgenler
dahil) ookistlerle kontamine olmus toprak, su veya bitki materyalini yedikten sonra
enfekte olurlar. (2) Ara konaktaki ookistler, yutulduktan kisa bir siire sonra

takizoitlere doniisiir. Bu takizoitler sinir ve kas dokusunda yerlesir ve doku kisti



bradizoitlerine doniisiir. (3) Kediler, doku kistlerini barindiran ara konaklar1 yedikten
sonra enfekte olurlar. (4) Kediler ayrica sporlu ookistlerin yutulmasi ile dogrudan
enfekte olabilir. Insan tiiketimi ve vahsi av hayvanlar igin yetistirilen hayvanlar
(koyun, domuz gibi), ¢cevrede sporlu ookistlerin yutulmasindan sonra doku kistleri ile
enfekte olabilir. (5) Insanlar gesitli yollardan herhangi biriyle enfekte olabilir:

¢ Doku kistleri olan hayvanlarin az pisirilmis etlerini tilketmek (6)

e Kedi digkisi ile ya da kontamine drneklerle kirlenmis su ve yiyecek tiikketmek
(7)

¢ Kan transfiizyonu ya da organ nakli (8)

e Anneden fetiise gegis (9)

Insan konakgida parazitler, en yaygim olarak iskelet kasi, miyokard, beyin ve
gozlerde doku kistlerini olusturur; bu kistler konagin hayati boyunca kalabilir. Lekeli
biyopsi 6rneklerinde doku kistleri gdzlenebilse de tan1 genellikle seroloji ile konulur.
(10) PCR ile amniyotik sivida T.gondii DNA'sinin saptanmasiyla konjenital
enfeksiyonlarin teshisi konulabilir (11)

(https://www.cdc.gov/parasites/toxoplasmosis/biology.html, Erisimtarihi
:08.12.2021).

Infective Stage

FiY

é = Diagnostic Stage
9 g

Sekil 1. Toxoplasma gondii’nin hayat dongiisii
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4.2. TOXOPLASMA GONDII’NIN EPIDEMiYOLOJISI

Toksoplasmosis, Toxoplasma gondii'den kaynaklanir. ABD’de 6 yas ve tizeri
insanlarin  %11'inin  Toksoplazma ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir

(https://www.cdc.gov/parasites/toxoplasmosis/biology.html, Erisim tarihi:

7.12.2021). Diinyanin ¢esitli yerlerinde, bazi popiilasyonlarin %60'idan fazlasinin
Toksoplazma ile enfekte oldugu gosterilmistir. Genellikle diinyanin al¢ak rakimlara
sahip bolgelerinde ve sicak, nemli iklimlere sahip bolgelerinde enfeksiyon en
yiiksektir, ¢linkii ookistler bu tiir ortamlarda daha iyi hayatta kalir. Toksoplasmosis,
anneden ¢ocuga (dogustan) bulasma ve kan nakli veya organ nakli durumlart disinda
insandan insana ge¢mez. Insanlar tipik olarak ii¢ ana bulasma yolu ile enfekte
olurlar:

¢ Gida kaynakli

e Hayvandan insana (zoonotik)

¢ Anneden ¢ocuga (dogustan)

Serokonversiyon oranlari Avrupa'da biiyiik farkliliklar gostermekte olup, Norveg
ve Birlesik Krallik'ta %7'den %10'a, Fransa ve Almanya'da sirasiyla %44 ve %50'ye
kadar degismektedir (Wilking et al., 2016).

Tirkiye’de de cesitli calismalar yapilmistir. Marmara bolgesinde yapilan bir
caligmada 10.295 hastanin %28,8'inde T. gondii IgG antikorlar1 ve %]1,9'unda IgM
antikorlar1 bulunmustur (Alver ve ark., 2014). Karadeniz bolgesinde yapilan bir
calismada ise Bolu ilinde 4.048 hastanin %21,3 'tinde T. gondii IgG antikorlar1 ve
13.605 hastanin %1,2'sinde IgM antikorlar1 bildirilmistir (Aydin Tiirkoglu ve ark.,
2018). Tirkiye'nin Orta bolgesinden 7051 hastane hastasinin %29,5'inde 19G

antikorlar1 ve %2,4'tinde IgM antikorlar1 bulunmustur (Macin ve ark., 2018).
4.3. BULAS YOLLARI

Insan toksoplasmosisi i¢in bulas yollar1 sunlardir:

1. Diskilar1 ookist ile atan kediler,

2. T.gondii’nin takizoit ve bradizoitlerini igeren enfekte etlerle,

3. Ookist igeren kedi digkis1 bulasmis sebze, meyve, su ve toprak,
4. Pastorize edilmemis siit,
5

Viicudunda 7.gondi’yi barindiran anne,
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6. Enfekte kisiden nakledilen kan ve doku,
7. Diyaliz,
8. Viicut sivilar
Insanlara bulasin iki ana yolu; konjenital ve oral yolla oldugunu gériiyoruz

(Miman,Sayg1;2018).

4.3.1. Konjenital yolla bulasma

Konjenital bulasmada, anne adaymin gebelik esnasinda akut toksoplasmosise
yakalandigin1 kabul edilmektedir. Bulagmanin hangi ayda gerceklestigi onemlidir;
¢linkii hamilelik ona gore olii dogum, belirtili ya da belirtisiz toksoplasmosis
seklinde sonlandirilir. Boyle bir bulagsmanin sonunda, dogum gergeklesirse, bebekte
hidrosefali, ensefalit, sarilik, strabismus, korliik, epilepsi, psikomotor ve mental
retardasyon, trombositopeni ve anemiye bagli kanamalar, deride dokiintiiler,
lenfadenopati, hepatosplenomegali, korioretinit gibi durumlarin bir veya birkaci
birlikte goziikiir. Korioretinit, hidrosefali ve serebral Kkalsifikasyonlar konjenital
toxoplasmosisin klasik tiradidir.

Bulagma hamileligin ilk 3 ay1 ve 2. Trimestrinde olursa fetustaki hasar ciddi
olmakta ve bebegin normal sartlarda biiyiimemesinden kaynaklanan 6liim ile spontan
abortuslara sik rastlanmaktadir. Hamilelik esnasinda toxoplasmosise yakalanan anne
adaylarinin dogurdugu cocuklarin %40’ min enfekte oldugu, bunlarin da %15’inin
ciddi sekilde etkilendikleri belirlenmistir.

Hamileligin 6-9. aylar arasinda bulasma gergeklesirse semptom gozlenmez ve
normal goriinimlii bebekler diinyaya gelmektedir. Ancak 3.trimesterde T. gondii
bulasma riski, ilk 3 aya gore daha ytiksektir (Miman,Sayg1;2018).

4.3.2. Oral yolla bulasma

Iki temel bulagma yolu vardir;

1. Ara konaklarin viicudunda bulunan parazitin ¢esitli hayat donemlerinin, ¢ig
ya da iy1 pismemis etlerle alinmasi ile olur.

2. Enfekte kedilerin digkisi ile disar1 atilan ve toprakta olgunlasan ookistlerin,

bulash yiyecek ve i¢eceklerle agizdan alinmasi ile bulagir.
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Asemptomatik olgularin ¢ogu bu sekilde enfekte olan olgulardir. Semptomatik
olgularda ise belirtiler, hafif soguk alginligindan enfeksiy6z mononiikleoza benzeyen

tablolara kadar uzanan genis bir spektrum gosterir.

4.4. PATOGENEZ

Toksoplasmosis dogustan veya sonradan kazanilmis olabilir. Toxoplasma gondii
viicuda girdiginde hemen her tiir hiicreyi enfekte edebilir ve hiicre i¢cinde ¢ogalabilir.
Enfekte olan hiicrenin pargalanmasiyla agiga c¢ikan parazit, komsu hiicrelere bulasir
ve kan yoluyla diger organlara tasinir. Patolojik bulgular hastaligin akut, subakut
veya kronik olmasina gore degisir. Akut vakalarda kalp, beyin ve akcigerler basta
olmak iizere hemen hemen tiim organlarda nekrozlu kiiciik veya biiylik lezyonlar
vardir. Subakut vakalarda ana lezyonlar géz ve beyindedir. Beyinde kilcal damarlar
¢evresinde monosit birikimi, tikaniklik ve 6demli fokal lezyonlar, nekroz odaklari,
daha sonra kalsifiye olan kiiciik graniilomlar. Gozde korioretinit ve retina
tabakalarinda 6dem, monosit infiltrasyonu vardir. Kronik vakalarda kistler agirlikli
olarak organlarda, Ozellikle beyinde, gozlerde, iskelet kaslarinda ve adrenallerde

goriiliir (Cetin, Ang, Toreci, 1979).

4.4.1. Konjenital toksoplasmosis

Hamilelik sirasinda parazitemili enfekte annelerden dogan cocuklarin yaklasik
%20'sinde goriiliir. Belirtiler; korioretinit, hidrosefali veya mikrosefali, mikroftalmi,
konviilsiyonlar, serebral kalsifikasyon, papiiler veya purpurik dokiintiiler, sarilik,
genislemis karaciger ve dalak. Beyin omurilik sivisinda ksantektomi gortiliir. Hiicre
ve protein miktar1 artis olur. Bilateral korioretiniti ve serebral kalsifikasyonu olan

hastalarda mutlaka toksoplasmosis diistiniilmelidir (Cetin, Ang, Toreci; 1979).

4.4.2. Sonradan kazamilmis toksoplasmosis

Akut, subakut veya asemptomatik olabilir. Semptomatik vakalar, viicut direncini
ciddi sekilde bozan baska bir hastaligi olan veya immiinosupresif ilaglar alan
hastalarda daha yaygindir. Bu hastalarda toksoplasmosisdan o6liim orani da daha
yiiksektir. Akut vakalarda deri dokiintiileri ve atipik pndmoniye benzer pulmoner

bulgular goézlenir. Subakut vakalarda sinir sistemi ve gz semptomlar1 baskindir.
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Edinilmis toksoplasmosisu ana semptomlara gore lenfatik, serebral ve hacimli

toksoplasmosisa ayirabiliriz (Cetin, Ang, Toreci; 1979).
4.4.3. Lenfatik toksoplasmosis

Genellikle boyun, koltuk alt1 ve kasikta daha belirgindir;
» Lenf diigiimlerinde genel bir genisleme vardir.

» Ates olabilir.

» Kanda monositoz tespit edilebilir.

» Karaciger ve dalak bazen biiyiir.
>

Tamamen atessiz seyreden lenfatik toksoplasmosis vakalari da goriiliir.
4.4.4. Serebral toksoplasmosis

Meningoensefalit

Ates, bas agrisi, kusma

Zihinsel bozukluklar,

Beyin omurilik s1visinda ksantokromi,

Protein ve hiicre artmasi,

YV V V V V V

Cocuklarda konviilsiyonlar sik gorliir.

4.45. Goz tutulumu

Onceleri goz toksoplasmosisisi tiiberkiilozla karistirilmaktaydi. Immiin sistemi
saglam bireylerde goz tutulumu en fazla goriilebilen sekillerdedir. Lezyonlar iiveit ile
baglamakta olup multifokalde olabilir.(C E Pavesio, 1996) Goz toksoplasmosisisinde
esas patojenite retinokorioditis olup tek tarafli olmaya meyillidir. Kan damarlari
kenarinda lezyonlarin goriilmesi hematojen olarak yayildigin

gostermektedir.(Medical, 2015) Yasli olgularda makula retinadan ayrisabilmektedir.

4.4.6. Iskelet ve kalp kasi tutulumu

Miyozit AIDS olgularmin %4 iinde saptanabilen bir belirtidir. iskelet kas biyopsi

orneklerinin basarili izolasyonlar1 bildirilmistir. Iyi bir mikroskobik analiz degisken
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bir iltihabi reaksiyon ile nekrotik kas lifleri ortaya koyar. Kalp tutulumu siklikla
AIDS olgularinda izlenebilir ve bu tip vakalarda MSS tutulumu oldukca
belirgindir.(Diizgiin Baris, n.d.)

4.4.7. Immiin yetmezlikli hastalarda patojenite

Bu hastalarda siklikla doku kisti bulunmakta olup reaktivasyonlar dncelikle ilgili
organda veya kistin ¢evresinde kendini gostermektedir. Ensefalit, orsit, pankreatit,
pnomonitis, myokardit, gastroenteritkolit, sistit seklinde olabilmekte ve ardindan
yayillim gostermektedir. Ensefalit en sik rastlanilan seklidir. Pulmoner tutulumlar
interstisyel pnomoni, nekrotizan vasifli, konsolide halde olabilir. Plevra sivisinda,
alveolar makrofajlarda vs. takizoitler bulunabilirken BAL (bronko alveoler lavaj)
‘dan PCR ile izole edilebilir. (Diizgiin Baris, n.d.)

4.5. KLINIK

Klinik bulgular genelde bes baslik altinda derlenebilir. (Diizgilin Baris, n.d.)
1.Immiinitesi saglam hastalarda Toksoplasmosis

2.Immiin yetmezliliklerde kazanilmis veya reaktive Toksoplasmosis
3.Okiiler Toksoplasmosis

4.Gebelikte Toksoplasmosis

5. Konjenital Toksoplasmosis

4.5.1. Immiinitesi saglam hastalarda Toksoplasmosis

Yetiskinlerde ve ¢ocuklarda Toxoplasma gondii enfeksiyonu vakalarinin sadece
%10 ile %20 si semptomatiktir. (Krick & Remington, 1978) Ates, halsizlik, kas
agrisi, bogaz agrisi, makiilopapiiler dokiintii, hepatosplenomegali ve atipik lenfositler
(<%10) az sayida olabilir. Klinik tablo enfeksiyoz mononiikleoz veya CMV
enfeksiyonuna benzeyebilir ancak toksoplazma muhtemelen mononiikleoz

sendromlarinin en fazla %1 ‘ine sebep olur.( Remington,1974)

4.5.2. Immiin Yetmezliliklerde Kazanmilmis veya Reaktive Toksoplasmosis
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Immiinitesi baskilanan hastalarda &liimciil sonuglanabilmektedir. Baskilayici
sebepler AIDS ve AIDS dis1 diye gruplandirilabilir. (Israelski DM, Remington
JS;1993.) AIDS hastalarinda gelisen en yaygin toksoplasmosis sekli ensefalittir ve
tiim fokal SSS lezyonlar arasinda ilk sirada yer alir. Toksoplazmik ensefalit (TE);
mental durum degisiklikleri, kas gii¢siizliigii, felg, kranial sinir tutulumu bulgulari,
duyu kusurlari, serebellar bulgular, meningizm, hareket bozukluklari, néropsikiyatrik
bozukluklar saptanabilen bulgular arasindadir. Bu vakalarin %60-90'inda hastalik
subakut baslangiclidir ve %15-25'inde kanama ve serebral palsi goriilebilir.

Pulmoner tutulum AIDS olgularinda daha sik rastlanmaktadir. Pulmoner

toksoplasmosisisde CD4 hiicre sayist 40\ml olanlarda risk artmaktadir.

4.5.3. OKkiiler Toksoplasmosisis

Immiin saglam bireylerde siklikla okiiler sorunlarla birlikte ve genelde iiveitle

ilgili tanilar olabilmektedir.(Holland G.N, 1992)

4.5.4. Gebelikte Toksoplasmosisis

Gebelerde akut toksoplasmosisis diger immiin saglam bireylerdeki gibi
asemptomatik olabilse de klinik belirtiler ¢cok fazla ve degisiktir. Siklikla ilk tanimla
regional LAP’ye bagli yakinmalarla olmaktadir. Birincil 6nem fetusa bulagtir.
Enfeksiyonu yakin zamanda ge¢irip hemen gebe kalan hastalarda fetusa gegis olabilir
ve ayrica ikinci bir mekanizma ise gebeligin ilk ii¢ ay1 icerisinde akut enfeksiyon
gecirilmesidir (Gavinet et al., 1997)Hennequin, Christophe M.D.; Dureau, Pascal
M.D.; N’Guyen, Laurence M.D.; Thulliez, Philippe M.D.; Gagelin, Béatrice M.D.;
Dufier, n.d.)

45.5. Konjenital Toksoplasmosisis

Konjenital enfeksiyonlar genellikle dort formda meydana gelmektedir.

1) Neonetal hastalik
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2) 1lk birinci ayda meydana gelen form

3) Cocukluk cag1 ya da adolesan doneminde reaktivasyonla olusan

4) Subklinik enfeksiyon (Mandell ed. 2005)

Bebekte goriilen klinik belirtiler 6zellikle hamilelik doneminin ilk 3 ayinda
alinmigsa oldukg¢a agir seyirli olmaktadir. Fetiis ciddi sekilde etkilenip; spontan
abortus, 6lii dogum goriilmekte ya da hamileligin sonlandirilmasi gerekebilmektedir.
2. ve 3. Trimestirda alinmas1 halindeyse; bebegin toksoplazmazisli bulagli dogmasi
yuksek olasiliklt olup dogumdan sonra da hastalanabilir. Hastaligin siddetine gore;
hidrosefali, mikrosefali, beyinde kalsifikasyonlar, hepatomegali, ikterik goriinim
gibi bulgular izlenebilir.

Gebeligin 10 ile 24 haftalar1 arasinda geg¢irilmesi durumunda konjenital
toksoplasmosisis oldukga agir seyretmektedir.26-40. Haftalarda diistik risk profili
tasirlar. (Sandvik et al., 1993)

4.6. TANI

4.6.1. Direkt Tam Yontemleri

Tani, beyin omurilik sivist (BOS), lenf diiglimleri, cilt lezyonu materyali, kemik
iligi veya otopsi materyali gibi orneklerde parazitin cesitli formlarindan birine
bakilarak yapilir. Siipheli numuneden smear veya siiriintii preparatlar1 hazirlanir,
boyanir ve ardindan degerlendirilir. Hazirlanan preparatlar Giemsa ile boyanur.
Mikroskopide T. gondii esas olarak hiicre i¢inde ve bazen hiicre disinda serbest halde
gbzlenir. Incelenen preparatlarda parazit goriiliirse de kesin tani konulur ancak
yoklugu asla toksoplasmosis olmayacagi anlamina gelmez. Histopatolojik tani igin
stipheli doku kesitleri yapilir ve incelenir.(De Jong et al., 2013).

Akut enfeksiyon tanisi kan veya diger viicut sivilarinda T. gondii'nin saptanmasi
ile konulur. Parazitin saptanmasi, BOS'dan, lenf bezlerinden, kandan, derideki
lezyondan, beynin ve kemik iliginin ponksiyonu ile gerceklesmektedir CD4/CD8
oranin belirlenmesi de akut veya konjenital enfeksiyonda taniya yardimci olmaktadir.
Hastaligin akut oldugunu belirlemek i¢in hastanin kanindan ve damar disi
stvilarindan T.gondii izole edilmelidir. Hastaligin kronik evrede olup olmadigini

belirlemek i¢in kas, akciger, beyin ve gbéz gibi dokulardan biyopsi veya otopsi
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yapildiktan sonra izole olarak doku kistlerinin varlig1 incelenir. (Durmaz R, Durmaz
B, Tas I, Rafig M. Seropositivity of toxoplasmosis among reproductive-age women
in Malatya, Turkey. J Egypt Soc Parasitol. 1995 Dec;25(3):693-8. PMID: 8586864.)

4.6.1.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR veya PZR)

PCR molekiiler bir yontemdir ve Okiiler, serebral, dissemine ve konjenital
toksoplasmosis tanisinda kullanilan, duyarliligi ve 6zgiilliigii oldukca yiiksektir. B1
geni, AF146527 geni ve Rep529 geni bu testlerde siklikla kullanilmaktadir..(Wei et
al., 2013)

4.6.1.2. Histolojik Yontemler

Viicut sivilarindan yapilan yayma preparatlarinda takizoitlerin veya doku
kesitlerindeki bradizoitlerin tespiti i¢in histopatolojik inceleme yapilmaktadir. Akut
enfeksiyonun tanisi bu yontemle konur. Yangisal nekrotik lezyonlarin ¢evresinde ve
dokularin  histopatolojik incelemesinde kistlerin goriilmesi ile kesin tam
koyulmaktadir. (Montoya JG, Remington JS. Chapter 268, Toxoplasma gondii, In:
Mandell: Principles and Practice of Infectious Diseases, 5th Ed, Churchill
LIvingstone, 2000.)

4.6.2. indirekt Tam Yontemleri

4.6.2.1. Sabin-Feldman Boya Testi (Dye-Test, SFDT)

Toksoplasmosis tanisinda referans yontem olarak goriiliir; fakat canli parazitlerle
calisilmas1 gerektiginden ve yardimci unsurlara gereksinim duyuldugundan her
laboratuvarda uygulanamaz. (Kobilka, 2012) SFDT deneyinde, parazit siiphesi olan
materyaller farelere enjekte edilir. Hayvanlarin beyin dokularinda ve periton
stvilarinda parazitin iireyip tiremedigine bakilir. (Kobilka, 2012)

Canli takizoitler ve hasta serumuna muamele edebilmek i¢in bu yontem antikor
igeren serum ile yapilmalidir. Sonrasinda inkiibasyon baglatilir ve biraz beklendikten

sonra metilen mavisi eklenir. Takizoitlere baglanan bu antikorlar paraziti lizise
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ugratir. Metilen mavisi ile boyama sonucunda ise 6len parazitler boyanmazken, canlt
parazitler boyanir ve mikroskopta mavi renkte goriiniirler. (Diirdal Us,2016. Temel

Immiinoloji ve Seroloji. Birinci baski, Hipokrat Kitabevi, s.161-167.)

4.6.2.2. Indirekt Immiinoflorasan Antikor (IFA) Testi

IFA testinde pozitif sonuca yol agan antikorlar Sabin-Feldman deneyindekilerle
aynmidir ve bu deneyde enfeksiyondan 1-2 hafta sonra pozitif olmaya baglar. En
yiiksek titreye 1,5-2 ayda ¢ikar ve sonra yavas yavag diismesine ragmen 1:64 titrelere

kadar pozitif bulunabilir. (Tali Cetin, 1973)

4.6.2.3. Indirekt Hemagltinasyon Testi (IHAT)

IHAT ise farkli antikorlar1 Olger, daha gec¢ pozitif olmaya bagslar. Konjenital
toksoplasmosisda yanlis sonug verebilir ¢linkii pozitiflik yillar boyu siirer. Bu testin
temeli, antijenik proteinlerin kimyasallar yardimiyla kirmizi kan hiicrelerinin
ylizeyine yapismast ve antikorlarla reaksiyona girmesine dayanir. Siipheli
hastalardan alinan kirmizi kan hiicrelerini tannik asitle muamele ettikten sonra,
parazitin ¢0ziiniir antijeni onlara baglanir. Bu, T. gondii'nin serumla muamele sonrasi
kirmizi kan hiicrelerinin birikmesine dayanan onemli bir yontemdir. (Tali Cetin,

1973; Altintas,2002)

4.6.2.4. Kompleman Fiksasyon Testi

Testin esasi, serum antikorlar1 parazitin eriyen antijenleriyle birlestigi zaman

ortamda bulunan komplemani kullanmasina dayanir. (Kuman ve Altintas,2002)

4.6.2.5. Modifiye Agliitinasyon Yontemi (MAT)

Bu testte T. gondii 'nin takizoitlerinin formalinle sabitlenip, U seklindeki mikro
titre plakalarina konmasi ve daha sonra seyreltilmik test serumlarinin eklenmesiyle
IgG antikorlar1 tespit edilmektedir. Ince bir agliitinasyon tabakasi olustugunda pozitif
oldugunu gosterir, kuyucugun dibinde diizgiin noktasal bir presipitasyon olustugunda

ise negatif oldugunu gosterir.(Liu et al., 2015)(Desmonts & Remington, 2011)
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4.6.2.6. Immiinosorbent Agliitinasyon Testi ISAGA)

Yeni doganda konjenital enfeksiyon tanisi i¢in IgM-ISAGA kullanilir. Romatoid
faktor, antiniikleer antikor veya her ikisinin varliginda yanlis pozitif sonuglar
vermez. ISAGA yontemiyle IgA, IgE, IgM antikorlar tespit edilir. (Miman O. Saygi
G. Toxoplasma gondii ve Toxoplazmoz. Temel Tibbi Parazitoloji. Istanbul: Karakis
Basim Matbaacilik; 2002.p.117.) (Korkmaz M. Ok UZ.
Toxoplasmosis.Parazitolojide Laboratuvar. Izmir: Meta Basim; 2011 p.429-52)

4.6.2.7. ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

Bu teknikte eriyik T. gondii antijenleri kullanilir. Kati materyal iizerinde
olusturulan antijen-antikor kompleksine enzim isaretli konjugenin eklenmesi ile
substratin konmasi sonucu renk degisikligi oldugu takdirde pozitif oldugunu gosteren
bir yontemdir. (Korkmaz M. Ok UZ. Toxoplasmosis.Parazitolojide
Laboratuvar.izmir: Meta Basim; 2011.p.219.)

IgM Antikor Testi

Yalnizca IgM antikorlarimin tespiti, akut enfeksiyonun tanimi igin yeterli
degildir ¢linkii toksoplazma IgM antikorlar1 enfeksiyondan bir hafta sonrasinda tespit
edilip birka¢ ay boyunca yiiksek kalabilmektedir.(Liu et al., 2015) Enfeksiyonun ¢ok
erken donemlerinde bile IgM antikorlar1 tespit edilebilir ; edilemedigi takdirde birkag
giin sonra bakmak yeterli olacaktir. Bu antikorlarin tespiti ile konjenital ve edinilmis
akut toksoplazma enfeksiyonu tanisi konulabilir.

IgG Antikor Testi

Toksoplazma 1gG antikorlar1 enfeksiyonla karsilagtiktan 1-2 hafta sonra tespit
edilir. Birkag ay igerisinde en yiiksek seviyeye ¢ikar ve omiir boyu belli bir seviyede
kalir. Ug hafta ara ile alinan iki serum 6rneginde IgG diizeyinin 4 kat armasi akut

enfeksiyonda anlamli kabul edilir.(Calderaro et al., 2009)
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IgA Antikor Testi

Enfeksiyonun akut doneminde IgM antikorlarindan 6nce yiikselir ve birka¢ ay
yuksek seyreder. [gM antikoruna gore duyarliligi fazla oldugu igin yetiskinlerden ¢ok
konjenital toksoplasmosisisin yenidogan ve fetiisteki tanisinda kullanilmaktadir.
Akut okiiler toksoplasmosisisde de sekretuvar IgA antikorlari 6nemli niteliktedir.(Liu
et al., 2015)(Calderaro et al., 2009)

IgE Antikor Testi

Toksoplazma IgE antikor seropozitifliginin siiresi IgA ve IgM den ¢ok daha

kisadir. Bu yiizden mevcut enfeksiyon bilgisini daha iyi vermektedir.(Calderaro et
al., 2009)(Liu et al., 2015)

1gG Avidite Testi

Enfeksiyonun baslangic zamanini tespit etmek amaciyla, immiinojenik olarak
aktif bolgenin baglanma giinii derecelendirir (Korkmaz M. Ok UZ.
Toxoplasmosis.Parazitolojide Laboratuvar. Izmir: Meta Basim; 2011 p.429-52.). Ure
ya da bagka bir protein denature edici ajan, antijen-antikor kompleksini ayristirmak
icin kullanilir. Elde edilen titreye, iire direncli ve toplam IgG yi yansitir ve bunlarin
optik yogunluk oranlarina bakilir(Remington et al., 2004). Immiin sistemi normal
bireylerde diisiik avidite yakin bir enfeksiyona isaret edebilir; fakat yiiksek avidite
son 3-5 aydan ¢ok daha dnce gegirmis oldugunu gosterir.(Curdt et al., 2009)

4.7. TOKSOPLASMOSISDE IMMUNITE

Enfeksiyon hem hiicresel hem de humoral olarak immiin yanit olusumuna sebep
olmaktaktadir. Takizoitler, immiin sistemin aktiflegsmesiyle akut dénemde periferik
dolasimda temizlenirken, hastaligin belirti ve bulgulari da hafiflemektedir. Omiir
boyu immiinite devam etmektedir, reenfeksiyon durumunda klinik durumlari
engelenmektedir. Parazitin tamamen temizlenmesi miimkiin degildir, doku Kkisti
haline doniigsenler yasamlarini siirdiirmektedir. NK ve Thl tip CD4" T hiicreleri

direnci saglamakta Onemlidir. IL-10, T. gondii enfeksiyonu tarafindan iiretimi
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indiiklenen bir sitokindir. IL-10 indiiklendigi i¢in T. gondii ¢ogalmasini destekler.
Ayrica IL-10, IFN-g ile aktive olmus makrofajlar tarafindan iiretilen nitrojen oksidi

ve paraziti 6ldiiriicti etkiyi inhibe etmektedir (II- et al., 2012).

4.8. TEDAVI

Elisa testleri sonucunda;
IgM (+), 19G (-): Akut Enfeksiyon
IgM (-), 1gG (+): Gegirilmis Enfeksiyon

IgM (+), IgG (+), Avidite Diistik: Muhtemel Akut Enfeksiyon

IgM (+), IgG (+), Avidite Yiiksek: Ge¢irilmis Enfeksiyon (yaklasik 3-4 ay dnce)
olarak degerlendirmek gerekir.

Gebede IgM (+) veya silipheli bulundugunda en kisa zamanda Spiramisin
(Rovamycine 3MU tb) 3x1 gr baslanir ve gebelik boyunca kullanmaya devam edilir.
Spiramisin, akut maternal enfeksiyonda fetal bulasi engellemek icin kullanilir;
konjenital toksoplasmosisis tedavisinde etkisizdir.

Diisikk veya orta diizey avidite indeksli gebelerde 18. haftadan sonra
amniyosentez yapilarak PCR ile Toxo DNA arastirilir. Toxo DNA negatif ise yeni
gecirilmis enfeksiyon, ancak fetus etkilenmemistir. Fetus enfekte olmasin diye
spiramisin onleyici tedavi olarak doguma kadar devam ettirilir.

Amniyosentez sonucunda Toxo DNA pozitif ise akut maternal enfeksiyon
mevcuttur ve fetus da etkilenmistir. Bu durumda gebelik sonlandirimi diisiiniilebilir
veya:

18. haftaya gelmemis gebelikte akut maternal enfeksiyon var ise Sprimasin 3x1
gr baglanir ve 18. Haftaya kadar verilir. 18. haftadan sonra Primetamin + Siilfadiazin
+ Folinik asit tedavisine gecilir. Primetamin 2x50 mg/giin PO, ilk 2 giin. Sonrasinda
1x50 mg/giin PO + Siilfadiazin 75 mg/kg PO ilk doz, sonrasinda 2x50 mg/kg/giin PO
(maksimum 4 gr/giin) + Folinik asit 10-20 mg/giin.

Gebelikte primetamin-siilfadiazin’e cevapsizlik veya temin edilememe
durumunda alternatif olarak; Klindamisin 3x300 mg/giin PO veya Azitromisin 1x500
mg/giin PO tedavisi verilebilir. Bu tedaviler en az 4 hafta veya USG’de fetal sikinti

varsa gebelik siiresince devam ettirilir.
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Gebe disindaki immiinkompetan hastalarda siddetli hastalik bulgulart ve uzamis
ates sO6z konusu degil ise toksoplasmosisis tedavisi vermege gerek yoktur.
(https://gunider.org/wp-content/uploads/2022/03/Enfeksiyon-Hastaliklari-1-1.pdf )

4.8.1. Tlaclar

48.1.1. Primetamin

Pirimetamin, dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe eder ve tetrahidrofolat
sentezini engellenmektedir. Bdylece duyarli bakterilerin ve protozoa grubundaki
DNA, RNA ve bazi aminoasitlerin sentezleri bozulmaktadir. Siilfonamidlerle beraber
alindiginda sinerjistik etki gosterir. Gastrointestinal sistemden kolayca emilim
gosterir ve serumda yarilanma 6mrii 1-5 glindiir (Akisii C ve ark.,2005).

Kemik iligi {izerine inhibisyon olmakla beraber tedaviye siilfonamid
eklendiginde yan etkileri daha da artmaktadir. Haftada iki defa kan hiicrelerinin
sayiminin yapilmasi Lokopeni, megaloblastik anemi, trombositopeni takip etmek icin
Onerilmektedir. Bu yan etkiler folinik asiti5-10 mg/giin verilerek azaltilabilir.
Ozellikle TE olan AIDS hastalarinda 50 mg/giin folinik asit verilmelidir ¢iinkii bu
yan etkiler bu hastalarda daha fazla goriiliir. Kusma, tagikardi, sik soluma, titreme ve
siyanoz gibi yan etkilerde ila¢ dozlarinin azaltilmasi veya tedaviye bir siire ara
verilmesi onerilmektedir (Ozcel MA., 2007).

Hamilelerde 17. Haftadan sonra kullanimi toksik etkisinden dolay: siilfadiazin
de dahil olmak tizere Onerilmemektedir, ancak bebekte amniosentez ile fetal
enfeksiyon onaylanirsa tercih edilebilir. (Montaya J.G, O.Liesenfeld 2004;
Remington J.S vd. 2001)

4.8.1.2. Siilfadiazin
Siilfonamidler, folik asit prekiirsorlerinden olan para-amino benzoik asit analogu
oldugu i¢in anti paraziter olarak etkilidir. Bu benzerlik yoluyla dihidropteroat sentez

enzimini bloke etmekte ce folik asit yapimini azaltip durdurmaktadir. (Ozcel M. Ali

ed 2007)
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BOS’a en iyi emilen siilfonamid tlirevidir. Uzun siireli kullanimlarda akut
bobrek yetmezligi ve bobrek tasi gibi bobrek sikayetlerine uzun siireli kullanimlarda
yol agabilir. (Kayaalp SO.1998)

Lyell’s sendromu ya da muko-kutandz eritem gibi yan etkiler uzun stireli
kullanimlarda ortaya ¢ikabilir ( Cohn J, McMeeking A. Vd. 1989). Bu sekilde uzun
stireli kullanimlardaki yan etkileri azaltabilmek i¢in tedaviye diisiik dozlarla baslayip
giin gegtikge doz arttirilabilir. ( Garrad LP, Lambert MR 1981; Leong GS, Stanford
JF vd 2001; Soffritti s, Ricci G vd. 2003).

4.8.1.3. Klindamisin

Klindamisin, protein sentezinin durmasina neden olan linkozamid grubundan en
aktif olandir ve spiramisine benzemektedir. G6z gibi organlarda dahil olmak iizere
dagilimi iyidir, yaghh yapilarda ¢ozlintirliigii yiiksektir. Yiiksek ordan plazma
proteinlerine baglanir. ( Dutton GP. 1989) En sik goriilen yan etkisi diaredir. Nadiren
mukoza tlserleri, bulanti, siddetli karin agrisi, deride kizariklik goriiliir. Hamilelikte
kullanimi ile ilgili olumsuz bir bildirim yoktur fakat olusabilecek yan etkilerden
kaynakli kullanimindan kaginilmasi onerilmektedir. ( Garrad LP, Lambert MR vd.
1981: Horatio B, Fung RP vd 1996). Okiiler toksoplasmosisis disinda diger olgularda

sekonder ila¢ olarak verilir.

4.8.1.4. Dapson

Toksoplasmik ensefalitli hastalarda primetaminle verilebilir. Yan etkileri,
hematolojik bozukluklar, ates, deride dokiintii vb gibidir. Ozellikle AIDS olgularinda
primer tedavi primetamin ile kombine halde olabilir. ( Ozcel M.Ali ed. 2007)

4.8.1.5. TMP-SMX

Trimethoprim, diaminopirimidindir ve primetamine benzemektedir. 5/1 oraninda
sulfamethoxzole ile kombine edilir. Ilk tercih edilen bir ila¢ degildir, ikinci veya

ticlincii derece ilag olarak verilir.
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4.8.1.6. Spiramisin

In vitroda protein sentezinin etkisinin (kendisi gibi makrolit grubundan
antibiyotik olan) eritromisinden daha az olarak tanimlanmistir. (Chang Hernan R.
Pechtre Jean-Claude F 1988). Tercih edilmesinin sebebi dokularda kalis siiresinin
diger antibiyotiklere gore daha fazla olmasidir. Enfekte hamilelerde tercih edilir
clinkli plasentada birikim gosterir. Doku kistlerinde serbestlesen parazitlerin
cogalmasin1 engelleyerek tedavi etmektedir. Yiiksek doz kullanimlarinda mide

bulantisi, agiz kurulugu vb gibi yan etkileri vardir.

4.8.1.7. Azitromisin

Makrolid tlirevi bir antibiyotiktir. Hiicre i¢i konsantrasyonunda yiiksek
seviyelere ulagsmasinin sebebi dokulara gecisin yiliksek olmasindan kaynaklidir.

Intraseliilere 6zelligi yiiksek konsantrasyonlarda anlamlidir ve parazite kars: etkinligi

iyidir (Winn WC, Allen SD 2006).

4.8.1.8. Centaurea urvillei

Cok yillik, 5-30 cm boyunda otsu bir bitkidir. Govdesi basit ve tabana yakin
dallanmast mevcuttur. Yapraklar1 hafif tiylli; lirat; uca yakin dilimle eskenar
dortgen, iicgen veya dikdortgen bicimli olabilir. Cicek agma zamani Haziran-
Temmuzdur. Yetisme ortami kayalik yamaclar, ¢am ormanlar1 ve 300-2000m
yiiksekligindedir. Ortam sicakligi -15 °C flizerindeki bolgelerde yasar. Tiirk¢e ismi
Alakétiiriim veya Peygamber ¢igegi olarak gecer. (Ozcan A., 1990)

Cins adi Yunanca sentor (kévtavpog) kelimesinden gelmektedir ve adim
Sentor Chiron’dan (Xeipwv) almistir. Antik ¢cag kaynaklarinda {ist tarafi insan alt
tarafi at olan yaratiklara ¢ok sayida atif vardir ve bunlarin en meshuru Chiron’dur.
Chiron, insanogluna tip tanris1 Aesculapius lizerinden sifali bitkileri 6gretmis ayrica
Hercules’in zehirli oku ile alinan bir yaray1 da peygamber cicegi ile tadavi etmistir.
Homeros, {inlii Akal1 savas¢1 Akhilleus’un de hocasi olan Chiron’u eczaciligin babasi
olarak niteler ve onun sifali bitkileri kullandigin1 kaydeder. Plinius ise eczacilik ve
botanik bilimlerinin Chiron’a atfedildigini yazmaktadir. Plutarkhos, Hellas’in

Magnezya sehrinde yasayanlarin eczacilik konusunda hiinerli olmalarini, onlarin
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Chiron’un  soyundan gelmeleri ile agiklar. Tir adi Latince “Jules
Dumont d’Urville‘a” anlamia gelir. (https://kocaelibitkileri.com/centaurea-urvillei/)

Centaurea (Asteraceae) bitki siifi Akdeniz iklim kusaginda ve Asya’da
yayilim gosterir. Ulkemizdeki 170 tiirden biri olan Centaurea urvillei ssp. stepposa,
ise Tirkiye’ye endemiktir( - Davis, P.H., Flora of Turkey, University of Edinburgh,
Edinburgh, 1970, pp.550). Bu sinifa ait baz1 tiirler gesitli hastaliklarin tedavisinde
halk 1ilact olarak kullanilirken, bazilariin antimikrobiyal, antibakteriyel,
antiinflamatuar, antifungal ve immunolojik aktivite gosterdikleri de bilimsel olarak
bulunmustur (- Flamini, G.; Pardini, M.; Morelli, I.; Ertugrul, K.; Dural, H,; Bagci,
Y.; Kargioglu, M.; Phytochemistry, 2002, 61, 433; Flamini, G.; Bulleri, C.; Morelli,
I.; Manunta, A., Journal of Natural Products, 2000, 63, 662.) .. Bu familya
bitkilerine ait kimyasal ¢alismalarda; seskiterpen laktonlar, kumarinler, indol
alkoloidler, flavanoidler, antosiyaninler ve bunlarin glikozitleri elde edilmistir
(Fernandez, I.; Garcia, B.; Grancha, F. J.; Pedro, J. R., Phytochemistry, 1989, 28,
2405.).

Ulkemizde yetistigi sehirler asagidaki haritada verilmistir.

(194.27.225.161/yasin/tubives/index.php?sayfa=1&tax_id=5498)

Sekil 2. Centaurea urvillei 'nin lilkemizde yetistigi sehirlerin haritasi
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Tablo 2. Centaurea urvillei bitkisinin siniflandirmasi

Kingdom Plantae

Division Magnoliophyta
Classis Magnoliopsida
Subclassis Asteridae

Order Asterales

Family Asteraceae
Genus Centaurea
Species Centaurea urvillei

Resim 1. Centaurea urvillei bitkisi
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4.9. KORUNMA

Ozellikle hamilelik déneminde ookistlerle kontamine olmus gidalarla ilgili
hijyen kosullarina ¢ok dikkat edilmeli, ¢ig ya da az pismis etler tiiketilmemelidir. Cig
etle temas eden bicak vb. aletler temizlenmeli eller iyice yikanmalidir. Etler
tikketilen sebze ve meyveler, ¢ig siit, yumurta tiiketimine de dikkat edilmelidir.
Hamileigin ilk trimestrinda IgM negatif IgG pozitif bulunan hastalarda tedavi

Onerilmeyip sadece takip yapilir.
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5. GEREC VE YONTEM

Calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Ana
Bilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Gerekli sarf malzeme, besiyeri ve kimyasallar
Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan 2020-097 numarali aragtirma projesi kapsaminda saglanan kaynak ile
temin edilmistir, calismanin gergeklestirildigi laboratuvar ve cihazlar Tibbi
Parazitoloji Ana Bilim Dali Baskanligi’ndan alinan izinler dogrultusunda
kullanilmistir. Caligmada kullanilan canli materyaller, Manisa Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi biinyesinde bulunan Parazit Bankasi tarafindan

saglanmistir.

5.1. MATERYALLER

5.1.1. CIHAZLAR

e Isik mikroskobu (Olympus®, Almanya)

e Inverted mikroskop (Olympus®, Almanya)

e Biyogiivenlik kabini (Thermo Fisher Scientific®, ABD)
e Luminoskan ascent (Thermo Fisher Scientific®, ABD)
e Santrifiij (Eppendorf®, Almanya)

e VVorteks (Heidolph®, Almanya)

e Sicak su banyosu (NUVE®, Tiirkiye)

e S1v1 nitrojen tanki (Taylor Wharton®, ABD)

e Otomatik pipet (HTL Lab Solutions®, Polonya)

e Sogutmali inkiibatér (Panasonic®, Japonya)

e COy’li inkiibatdr (Thermo Fisher Scientific®, ABD)

e +4 / -20 °C’lik sogutucu (Vestel®, Tiirkiye)

¢ -80 °C’lik sogutucu (B Medical Systems®, Liiksemburg)
e Spektrofotometre cihazi (Biotek Instruments®, ABD)

e Hassas terazi (Radwag®, Polonya)
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5.1.2. Sarf Malzemeler

¢ MTT Cell Viability Assay (Abbkine, ABD)

¢ 25 cm? Hiicre Kiiltiir Flaski (Sarstedst, Almanya)

e Cell Scraper (Sarstedst, Almanya)

e Cam Pastdr Pipeti (ISOLAB®, Almanya)

e Filtreli Pipet Ucu (1-10 ul), 96, steril (M.Plastic, Cin)

e Filtreli Pipet Ucu (10-100 pl), 96, steril (M.Plastic, Cin)

e Filtreli Pipet Ucu (100-1000 pl), 96, steril (M.Plastic, Cin)
e Filtresiz Pipet ucu (10000 pl), 25 adet (Sarstedst, Almanya)
e Steril serolojik pipet 5 ml (Sarstedst, Almanya)

o Steril serolojik pipet 10 ml (Sarstedst, Almanya)

e Steril 24 kuyucuklu plate (Sarstedst, Almanya)

e Steril 96 kuyucuklu plate (Sarstedst, Almanya)

e Steril 6 kuyucuklu plate (Sarstedst, Almanya)

2 ml igten kapakli cryo tiip, 50 adet\ Paket (M.Plastic, Cin)
¢ 15 ml Santrifiij Tiipt, 50 adet (Sarstedst, Almanya)

¢ 50 ml Santrifiij Tiipi, 50 adet (Sarstedst, Almanya)

e Penicillin Streptomycin Solution 100X/100 ml (Hyclone, ABD)
¢ Gentamicin solution 10 mg/ml 100 ml (Biosera,

e Fetal Bovine Serum 500 ml (Hyclone, ABD)

¢ RPMI 1640 Liquid, with (Biosera,

e DMSO cell culture grade 250 ml (Biofroxx, Almanya)

e Yuvarlak lamel (12 mm) (VWR, ABD)

e Lamel (ISOLAB®, Almanya)

e Rodajli lam (ISOLAB®, Almanya)

e 10 ml enjektor (Set Medikal®, Tiirkiye)

e Balon

e Huni

e Mikropipet (Corning, ABD)

e Eldiven (small) NITRIL (Myglove, ABD)
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e Eldiven (large) NITRIL (Myglove, ABD)

eVero hiicre hatti [Vero/An10-African green monkey kidney/maymun,
(HUKUK, TR)]

e Toxoplasma gondii (RH)

5.2. YONTEMLER

5.2.1. Centaurea urvillei Bitkisinin Toplanmasi

Calismamizda kullandigimiz C.urvillei bitkisinin ¢i¢ekleri Eskisehir ili Bozan
ilgesi 39° 46" 14.6928" enlemi ve 30° 57" 53.9028 boylami koordinatlarina ait

bolgeden toplanmistir. Bitki Haziran ayinda toplanmistir.

5.2.2. Centaurea urvillei Bitki Ekstrelerinin Cikarilmasi

Uygun sartlarda kurutulmus bitki makinada ogiitiilerek toz hale getirilir. Toz
edilmis materyalden bir gram tartilarak falkon tiip i¢erisine konulur. Daha sonra tiip
igerisine 25 ml metanol eklenir ve falkon tiip rotatorda bir saat siireyle calkalama
islemine birakilir. Ardindan kati partikiilleri uzaklastirmak amaciyla tiip santrifiije
edilir ve elde edilen siv1 kisim rotavaporda distillenir. Bu islem 3 kez tekrarlanir ve

30 mg metanol, 20 mg n-hekzan ve 35 mg kloroform ekstreleri elde edilir.

5.2.3. Hiicre Hatlar

5.2.3.1. Hiicre Hatlarinin Temin Edilmesi

Bu ¢alismada, M.C.B.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali’nda
bulunan Parazit Bankasi’nda sivi azot igerisinde muhafaza edilen L929 (American

Type Culture Collection,ABD) ve Vero [Vero/Anl0-African green monkey
kidney/maymun, (HUKUK, TR)] hiicre serileri kullanilmustir.
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5.2.3.2. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Vero ve L929 hiicre serilerinin ¢ozdiirtilmesi sirasinda; RPMI-1640 besiyeri oda
sicakliginda olup, hiicre hatti sivi azot igerisinden c¢ikarilip, sicakligr 37°C ’ye
getirilmis olan su banyosunda ¢ozdiiriilmiistiir. Homojenizasyonunu saglamak
amaciyla ¢ozdiiriilen hiicre siispansiyonundan 1 ml alinip, 9 ml RPMI-1640 besiyeri
igcerisine eklenip karistirilmistir. Ardindan 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra siipernatatnt atilmis ve pellet tizerine 4 ml RPMI-1640 besiyerini
ekleyip karistirilmigtir. Bu siispansiyondan 1’er ml alinip, 9 ml taze besiyeri iceren
flasklara ekim yapilmistir. %5 CO2 igeren 37°C’lik etiivde ekimi yapilan hiicre

kiiltiirti flasklar1 inkiibasyona birakilmistir.

5.2.3.3. Hiicrelerin pasajlanmasi

%5 CO3 igeren 37°C ’lik etiive kaldirilan Vero ve L929 hiicre serileri, diizenli
olarak invert mikroskopta hiicrelerin morfolojisi ve sayist kontrol edilmistir.
Hiicrelerin iiremesinde gore giinasirt besiyeri degistirilmis ve haftada bir pasaji
yapilmistir. RPMI-1640 besiyeri, hiicre kiiltiirti flaski i¢erisinden dokiilerek PBS ile
2 defa yikanmigtir. 10 ml RPMI-1640 besiyeri hiicre kiiltiirii flaskina eklenip,
tabanindaki hiicre tabakasini hiicre kaziyicisiyla yiizeyden ayrilmasi saglanmistir.
1500 rpm’de 5 dakika sanrifiij edilmek {izere 15 ml’lik flakona aktarilmistir.
Uzerindeki siipernatant dokiilerek dipte kalan hiicre pelleti iizerine 4 ml RPMI-1640
besiyeri eklenerek pastor pipeti yardimiyla karigmasi saglanmigtir. 9 ml taze besiyeri
iceren hiicre kiiltlir flaskina 1 ml bu siispansiyondan eklenmistir. Hiicreler invert
mikroskop ile kontrol edilmistir. %5 CO:2 igeren 37°C’lik etiivde inkiibasyona
birakmadan once hiicre kiiltiir flasklar1 iizerine hiicre serisinin adi, tarih ve pasaj

sayis1 yazilmistir.

5.2.3.4. Hiicrelerin dondurulmasi

RPMI-1640 besiyeri, hiicre kiiltiiri flaskina dokiilmiistir ve 2 defa PBS ile
yikanmistir. 10 ml taze RPMI-1640 besiyeri hiicre kiiltiirli flaskina eklenerek, hiicre
tabakasi hiicre kaziyicist yardimiyla yilizeyden ayrilmasi saglanmigtir. 1500 rpm’de 5

dakika santrifiij edilmek iizere 15 ml flakona aktarilmistir. Santrifiijden sonra
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stipernatant dokiiliip 4 ml taze RPMI-1640 besiyeri eklenip son konsantrasyonun
%15 1 ve DMSO eklenmesiyle karigtiritlip homojenize edilmistir. 1’er ml kriyo
tiiplere aktarilip, tliplerin iizerine hiicre serisini, adi, tarih, pasaj sayis1 ve canlilik
orani yazilarak 6zel dondurma kaplar1 igerisine -80 °C sogutucuya aktarilmistir. 1

gece bekletip s1vi azot tankinda ( -196 °C) muhafaza edilmek tizere kaldirilmistir.

5.2.3.5. Tripan mavisi ile hiicrelerin canlilik kontrolii ve hiicre sayimi

Tripan mavisi, 6lii hiicreleri boyayip, canli hiicreleri boyamamaktadir. Bu yiizde
canlt hiicre sayisi belirlemede kullanilir. Hiicreler 3 kat seyreltme yapilarak
uygulanmistir. RPMI-1640 besiyeri hiicre kiiltiirii flaskina dokiilerek yikanmistir. 10
ml RPMI-1640 besiyeri hiicre kiiltiirii flaskina dokiilerek hiicre tabakasi yiizeyden
hiicre kaziyic1 yardimiyla ayrilmistir. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmek tizere
15 ml’lik flakona aktarilmistir. Siipernatant dokiilerek dipteki hiicre pelletinden
ml’deki hiicre sayimi yapilmistir. Siispansiyondan 20 pL alinarak 1.5 ml ile steril
eppendorf tiipii i¢ine konulmustur. Uzerine 40 pL tripan mavisi soliisyonu eklenerek
iyice karigmasi saglanmigtir. Thoma laminin her iki boliimiine de lam ile lamel
arasina olacak sekilde 10’ar pL hiicre siispansiyonundan eklenmistir. Tripan
mavisiyle maviye boyanmis ve boyanmamis olan hiicreler 151k mikroskobundan
sayilarak canlilik yiizdesi hesaplanmistir. Hiicrelerin Thoma lamindaki asagidaki

formiille yapilmistir;

Tablo 3. Hiicre sayisint Thoma laminda belirleme formiili

Hiicre sayisi = Ortalama hiicre sayisi x Sulandirma katsayisi x Thoma lami sabiti

Hiicre sayisi 1 mL’deki hiicre (Vero ve L929) sayisI
Ortalama hiicre Thoma laminin alt ve st kisminda bulunan 16 karedeki
sayisi hicrelerin aritmetik ortalamasi
Sulandirma
Sayim i¢in yapilan sulandirma katsayisi
katsayisi
Thoma lami sabiti 10.000
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5.2.4. Parazit susu

5.2.4.1. Toxoplasma gondii izolatinin temin edilmesi

Bu calismada, M.C.B.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali’nda
bulunan Parazit Bankasi’nda sivi azot tankinda saklanan T. gondii (RH) izolatlar

kullanilmustir.

5.2.4.2. Toxoplasma gondii izolatinin ¢ozdiiriilmesi

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim
Dalinda bulunan parazit bankasindaki sivi azot tankinin i¢inde saklanan Toxoplasma
gondii takizoitlerini igeren parazit izolatlarii ¢dzdiirmek i¢in RPMI-1640 besiyeri
oda sicakliginda hazir bulundurulmustur. T.gondii izolat1 -196 °C’lik sivi azot
tankindan ¢ikarilarak, sicakligi 37°C’ye ayarli olan su banyosuna konup, hizlica
¢Ozdiiriilmiistiir. Parazitlerin canlilig1 tripan mavisi ile kontrol edilmistir. 9 ml taze
besiyeri RPMI-1640’1n iizerine ¢Ozdiiriilen parazitin izolatindan 1 ml konularak
homojenizasyonu saglanana kadar karistirilmigtir. Karistirma isi bittikten sonra 1500
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Sonrasinda direkt ex vivo kiiltlir ¢aligmalarinda

kullanilmastir.

5.2.4.3. Toxoplasma gondii’nin dondurulmasi

Santriflij edilmek iizere (5 dk 1500 rpm’de) parazit siispansiyonu 15 ml’lik
flakona aktarilmistir. Sonrasinda RPMI-1640 besiyeri ile 2 defa yikanmistir. 4 ml
taze besiyeri slipernatant dokiildiikten sonra eklenmistir. Son konsantrasyonun %15
oraninda DMSO eklenmesiyle iyice karistirilmistir. Homojenize hale gelince 1’er
ml’lik kriyo tiiplere konulmustur. Bu tiiplerin {izerine tarih, parazit susunun adi ve

canlilik oran1 yazilarak -80 °C sogutucuya kaldirilmistir.
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5.2.4.4. Tripan mavisi ile parazit susunun canlilik kontrolii ve sayimi

Tripan mavisi vital bir boyadir, canli parazitleri boyamaz, 6lii parazitleri boyar.
Bu sayede canli parazit sayisinin belirlenmesinde kullanilir. Parazitlere 3 kat
seyreltme yapilarak uygulanmistir. RPMI-1640 besiyeri hiicre kiiltiirii flaskina
dokiilerek yikanmistir. 10 ml RPMI-1640 besiyeri hiicre kiiltiirii flaskina dokiilerek
hiicre tabakasi ylizeyden hiicre kaziyic1 yardimiyla ayrilmistir. 1500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmek tlizere 15 ml’lik flakona aktarilmistir. Siipernatant dokiilerek dipteki
hiicre pelletinden ml’deki hiicre sayimi yapilmistir. Stispansiyondan 20 pL alinarak
1.5 ml ile steril eppendorf tiipii icine konulmustur. Uzerine 40 pL tripan mavisi
soliisyonu eklenerek iyice karismasi saglanmistir. Thoma laminin her iki boliimiine
de lam ile lamel arasina olacak sekilde 10’ar puL hiicre slispansiyonundan eklenmistir.
Tripan mavisiyle maviye boyanmis ve boyanmamis olan hiicreler 11k
mikroskobundan sayilarak canlilik yiizdesi hesaplanmistir. Hiicrelerin Thoma

lamindaki asagidaki formiille yapilmistir;

Parazit sayis1 = Ortalama parazit sayisi x Sulandirma katsayis1 x Thoma lam sabiti

Parazit sayist . 1 mL’deki parazit (takizoit) sayisi

Thoma laminin alt ve tist kisminda bulunan 16 karedeki

rtalama parazit sayist o .
0 pardzit say parazitlerin aritmetik ortalamasi

Sulandirma katsayist :  Sayim i¢in yapilan sulandirma katsayis1

Thoma lami sabiti : 10.000

5.2.5. Toxoplasma gondii’nin ex vivo kiiltivasyonu

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvarinda 25
cm?'1ik hiicre kiiltiirii flasklar1 i¢ine %5 CO; igeren 37°C’lik etiive kaldirilmak iizere
9 ml RPMI-1640 besiyerine 1 ml Vero hiicresi ekilmistir. Tiim flask ylizeyini tek
tabaka bir sekilde hiicrelerin kaplanmasiyla 1:10 (hiicre:parazit) oraninda T.gondii
takizoitlerinin ekimi gergeklestirilmis ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Her giin

taze RPMI-1640 besiyeri ile degistirilmistir. 72 saat sonunda enfekte olan hiicreler
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hiicre kaziyici ile flask tabanindan kazinmistir. 5 dk 1500 rpm’de santrifiijlenmistir.
Santrifiijden sonra siipernatant atilip dipte kalan takizoitler taze RPMI-1640
besiyerine ekilmistir. Bu besiyeri i¢inde hiicreler tek tabaka halinde tiim flask
ylizeyini kaplaymca Vero hiicresine ekimi gerceklestirilerek birinci pasajini bitirip
ikinci pasaja gecilmistir. Ikici pasaj ve iiglincii pasajda da aym islemler

tekrarlanmigtir.

5.2.6. Centaurea urvillei bitki ekstrelerinin 1929 hiicreleri iizerine in-vitro

sitotoksik aktivitesinin degerlendirilmesi

Oncellikle MTT stok soliisyonu hazirlanmak iizere 10 ml distile suyun igine 50
mg MTT tozu sulandirilmistir. Steril etmek igin 0,45 pm por ¢apli steril siringa filtre
kullanilmistir. 10 ml MTT soliisyonu vortekslenip toplam 10 ependorfa 1’er ml
seklinde dagitilmistir. MTT ¢aligma soliisyonu hazirlanirken 1 ependorf(1 ml) MTT
stok soliisyonu tizerine 9 ml PBS ile sulandirilip vortekslenmistir.

Centaurea urvillei ve kontrol ilact olan PYR ilacinin memeli hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkilerini degerlendirmek icin RPMI-1640 besiyeri icerinde
hazirlanan L929 fibroblast hiicre siispansiyonundan (1x10* hiicre/mL) 96 kuyucuklu
pleytlerin her bir kuyucuguna 100 pL eklenmistir ve %5 COz igeren 37°C’ lik etiivde
24 saat inkiibe edilmistir. Ardindan zemine tutunamayan hiicreler RPMI-1640 ile
yikanarak uzaklastirilmistir ve kalan hiicreler 100’er pL bitki ekstresi ve kontrol ilaci
olan PYR nin farkli (500 uM — 2 pM) konsantrasyonlarini iceren RPMI-1640
besiyeri ve ila¢ igermeyen RPMI-1640 besiyeri icerisinde 48 saat daha inkiibasyona
birakilmustir. inkiibasyon sonrasinda hiicreler, MTT (Biomatik®, ABD) kolorimetrik
testine tabi tutulmustur. Bu yontemle, 48 saat inkiibasyondan sonra 96 kuyucuklu
pleyt etiivden ¢ikartilmistir. L929 hiicrelerin bulundugu diiz tabanli 96 kuyucuklu
pleyt igerisindeki siipernatant bosaltilmistir. Ust kistm bosaltildiktan sonra her bir
kuyucuga 100’er pl steril PBS eklenerek 1 dakika ¢alkalayici etiivde inkiibe edilerek
yikama islemi yapilmistir. Ardindan laminar flow kabin igerisinde PBS
uzaklastirilmistir. PBS uzaklastirildiktan sonra 6nceden hazirladigimiz MTT ¢alisma
soliisyonu (1 ml MTT+ 9 ml RPMI-1640 besiyeri) diiz tabanli 96’lik hiicre kiiltiir
pleytinin tiim kuyucuklarina 100’er pl dagitilmistir. 4 saat, 37°C, CO2’li etiivde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra etiivden ¢ikarilan plak 45°lik ag1 ile

bir egim olusturularak laminar flow kabine yerlestirilmistir ve igerisindeki MTT
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soliisyonu dikkatli bir sekilde otomatik ¢oklu pipet yardimiyla bosaltilmigtir. Her bir
kuyucuga 100’er pl steril DMSO otomatik ¢oklu pipet yardimiyla dagitilmigtir ve
aliminyum folyoya sarilmistir. DMSO eklenen plak 15 dakika siireyle 150 rpm’de
ve 37°C’de calkalayic1 etiivde folyoya sarilarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda zaman kaybetmeden pleyt 570 nm dalga boyunda ELISA reader cihazinda
okuma yapilarak OD degerleri elde edilmistir. Daha sonra elde edilen OD
degerlerinden C.urvillei ve kontrol ilaci PYR ilaglarmin segicilik indekslerinin
(SI=CCs0/ICs0) hesaplanmasinda kullanilan CCsg degerleri hesaplanmistir. Bu islem

farkli zamanlarda 3 kez tekrarlanmistir.

5.2.6.1. Centaurea urvillei bitki ekstrelerinin T.gondii iizerine ex-vivo

aktivitesinin degerlendirilmesi

Vero hiicre siispansiyonundan 5x10° hiicre/kuyucuk yogunlugunda olacak
sekilde ve her bir kuyucuguna 20x20 mm ebatlarinda steril lamel yerlestirilen 6
kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuguna 300 ul eklenerek hiicrelerin kuyucuk
tabanina yapismasini saglamak i¢in %5 CO: igeren 37°C’lik etiivde 24 saat inkiibe
edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda etiivden ¢ikarilarak 6 kuyucuklu
pleytlerin igerisindeki RPMI-1640 bosaltilmis ve her bir odacik 1 ml PBS eklenerek
yikanmigtir. 6 kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuguna RPMI-1640 besiyeri
igerisindeki 1:10( hiicre:takizoit) oraninda 1 ml takizoit siispansiyonu eklenmistir ve
enfeksiyonun gerceklesebilmesi icin %5 COz iceren 37°C’lik etiivde 24 saat inkiibe
edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda 1 ml PBS ile yikama gerceklesmistir.
Yikama sonrasinda her bir kuyucuga 400ul taze RPMI-1640 eklenmistir.
Konsantrasyon aralig1 CU (400 ug- 25 ng) ve PYR (40pg-5pg) (kontrol ilact) ekstrat
ve ilag icin ayrilmis olan 6 kuyucuklu pleytte seri diliisyon hazirlanmustir. 11k
kuyucuktaki ilag¢ ve ekstrat RPMI-1640 besiyeri ile homojen bir sekilde karistirilmais,
seri sulandirmalar hazirlanmustir. flag ve ekstratin eklenmesinin ardindan %5 CO;
iceren 37°C’lik etiivde 48 saat inkiibe edilmistir. Ardindan 6 kuyucuklu pleytler PBS
ile yikanmustir, giemsa ile boyanmistir ve 151tk mikroskobunda her kuyucuk
igerisindeki 100 vero hiicresi i¢in takizoit sayisi belirlenmistir. Takizoit sayisi ve
ilags1z kontrol kuyucugundaki 100 vero hiicresindeki takizoit sayis1 belirlendikten
sonra her konsantrasyon i¢in % anti-takizoit(inhibiisyon) aktivitesi hesaplanmistir.

Formiil asagidaki gibidir.
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Tablo 4. Anti-takizoit aktivitesinin ylizdesini belirleme formiilii

%INHIBISYON=[1-(takizoit say1s1/100 hiicre)ila; uygulanan/(takizoit say1s1/100
hiicre)komrm]XlOO

Elde edilen verilere gore, Centaurea urvillei’nin metanol, kloroform ve n-hekzan
konsantrasyonlarinda IC50 takizoit degeri belirlenmistir. Toxoplasmosis tedavisinde
kullanilan PYR (kontrol ilaci) ile bitki ekstrat konsantrasyonlar1 1s1k mikroskobuyla

takizot incelemesi sonucunda karsilagtirilmistir.

5.2.6.2. Centaurea urvillei bitki ekstrelerinin Secicilik indekslerinin

belirlenmesi

Bir ilag ya da bilesigin parazit iireme inhibisyonu iizerindeki etkinligini
belirlemek i¢in kullanilan parametrete segicilik indeksi (SI) denir. Sitotoksik aktivite
degerinin (CC50), anti paraziter aktivite degerine (IC50) orani segicilik indeksini
verir. Centaurea urvillei’nin T.gondii tizerindeki etkinligini degerlendirmek igin SI

degerleri belirlenmistir.

5.3. Istatiksel analiz

Centaurea urvillei bitki ekstrelerinin T.gondii iizerindeki anti paraziter ilag
etkinligi Sidak’s multiple comparisons testi uygulanarak elde edilen verilerin

istatiksel analizi GraphPad Prism 8 yazilimi (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA) kullanilarak istatiksel olarak degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR

Centaurea urvillei bitki ekstrelerinin (CUN, CUM ve CUK) CCsg degerleri 1929
hiicre hattinda MTT yo6ntemi kullanilarak sirastyla; 110,4 png/ml, 99,6 pg/ml ve 157,7
ug/ml olarak degerlendirilmistir. Bitki ekstrelerinin sitotoksik aktivitesinin
bulunmadigi belirlenmistir. Kontrol ilac1 olan PYR’in CCsp degeri ise 189,8 pg/ml

olarak saptanmustir.

Resim 2. MTT sonrasinda 96 kuyucuklu pleytin goriintiisii
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Sekil 3. Centaurea urvillei bitkisinin sitotoksik aktivitesi

Yirmi dort kuyucuklu pleytlerde 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda hazirlanan

Giemsa boyali preparatlarin 1000x bilytitmede 151k mikroskobu ile incelenmesiyle C.

urvillei bitki ekstrelerinin (n-hekzan ¢ozeltili, metanol ¢o6zeltili ve Kkloroform

cozeltili) T. gondii’ye karsi ex vivo anti paraziter aktivitesi degerlendirildiginde

ICso®@i200  degerleri sirasiyla 28,9 pg/ml, 17,5 pg/ml ve 9,8 ug/ml olarak

belirlenmistir. Centaurea urvillei bitki ekstrelerinin ex vivo anti paraziter

aktivitesinin arastirilmasinda kontrol ilac1 olarak kullanilan PYR’in ICs50®12°0 degeri

6,1 pg/ml olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4. Centaurea urvillei bitkisinin inhibisyon yiizdesi
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Centaurea urvillei bitki ekstrelerinin (CUN, CUM ve CUK) ex vivo aktivite
degerleri, ilagsiz kontrol grubu degeri ile karsilastirildiginda antitoxoplasmaa aktivite
sergiledigi ve istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,05, Sidak). Sl
degerleri ise sirasiyla; 3,8, 5,7 ve 16,1 olarak belirlenmistir. Kontrol ilacit olan

PYR’in SI degeri ise 31,1 ile karsilastirilarak sonug degerlendirilmistir.

Tablo 5. Centaurea urvillei bitki ekstrelerinin Toxoplasma gondii tizerine ex-

vivo aktivitesi

Ilaglar 1Cso (ug/ml) CCso (ng/ml) SI
CUN 28,9 110,4 3,8
CUM 17,5 99,6 57
CUK 9,8 157,7 16,1
PYR

. 6,1 189,8 31,1
(Kontrol ilac1)

.
1
1
4

P ) o » % 4
AN~

PIRIMETAMIN ICs, HUCRE KONTROL PARAZIT KONTROL

Resim 3. Centaurea urvillei bitkisinin, pirimetaminin, ilagsiz hiicrenin ve parazit

kontroliin ICso degerlerinin vero hiicresindeki goriiniimii
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7. TARTISMA

Toksoplasmosis, Toxoplasma gondii' nin neden oldugu parazitik bir hastaliktir.
Zorunlu hiicre i¢i apikompleks protozoan olan Toxoplasma gondii, tim memeli
hiicrelerini ve diinyadaki insan niifusunun yaklasik {i¢te birini enfekte edebilmektedir
(Dubey J, Lindsay D. 2004.) Diinyanin gesitli yerlerinde, belirli popiilasyonlarin
%60'indan fazlasinin Toksoplazma ile enfekte oldugu bulunmustur. Ookistler bu tiir
ortamlarda daha iyi hayatta kaldiklarindan, enfeksiyon genellikle diinyanin sicak,
nemli iklimi ve algak rakimli bolgelerinde en yliksektir. Serokonversiyon oranlari
Avrupa'da biiyiik farkliliklar gostermekte olup, Norveg ve Birlesik Krallik'ta %7'den
%10'a, Fransa ve Almanya'da sirastyla %44 ve %50'ye kadar degismektedir(Wilking
et al., 2016)Tiirkiye’de de ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Marmara bolgesinde yapilan
bir ¢alismada 10.295 hastanin %28,8'inde T. gondii IgG antikorlar1 ve %1,9'unda
IgM antikorlar1 bulunmustur (Alver ve ark., 2014). Karadeniz bolgesinde yapilan bir
caligmada ise Bolu ilinde 4.048 hastanin %21,3'tinde T. gondii IgG antikorlar1 ve
13.605 hastanin %1,2'sinde IgM antikorlar1 bildirilmistir (Aydin Tiirkoglu ve ark.,
2018). Tirkiye'nin Orta bolgesinden 7051 hastane hastasinin %29,5'inde 1gG
antikorlar1 ve %2,4'tinde IgM antikorlar1 bulunmustur (Macin ve ark., 2018).

Acosta-Davila ve ark. tarafindan 2020 yilinda yapilan ve Toxoplasma gondii‘de
konakg1 parazit etkilesimini incelemek icin bir ex vivo model olarak insan periferik
kan mononiikleer hiicrelerini inceleyen ¢alisma, antibiyotikler ve kriyoprezervasyon
islemi uygulanms hiicreler, kiiltiir takviyeleri kullanilmadan insana ait olan periferik
kan mononiikleer hiicreleri ile ex vivo model (EXMOWS) olusturulmustur. U¢ deney
kurulmustur. Insana ait periferik kan mononiikleer hiicrelerinin kiiltiir plaginda
canliligin1 ve yapigmasini degerlendirmek i¢in 5 kisiden 20 ml insan kani alind1: 3"t
kronik asemptomatik toksoplasmosislu (Toxo IgG+) ve 2'si IgG ve IgM anti-
Toksoplazma antikorlar1 (Toxo IgG-) igin seronegatif. Ikinci deney grubunda ise T.
gondii i¢in iki seronegatif ve ii¢ seropozitif insandan aliman kan ornekleri insan
periferik kan mononiikleer hiicrelerini belirlemek icin kullanilmistir. Parazitler ile
enfeksiyon oranlari, 1:1, 1:3 ve 1:5 olmustur. Farkli zamanlarda (1 saat, 6 saat ve 24
saat) kontrolii saglanmustir. Ugiincii bir deney grubu olarak, EXMOWS igin
enfeksiyonun immiinomodiilator olabilitesi, T. gondii ile HFF hiicrelerinin enfekte

edildigi ve anti-Toxoplasma IgG (-) ve IgG (+) olan insanlardan periferik kan
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mononiikleer hiicreleri ile kiiltivasyonu degerlendirilmistir. T. gondii ‘nin Insan
periferik kan mononiikleer hiicrelerinin enfekte edebilmesi i¢in bir saat yeterlidir
fakat, herhangi bir enfeksiyon gercgeklestirmeden Once ylizeye tutundugundan emin
olmak i¢in minimum inkiibasyon siiresinin 2 saat olarak belirlenmistir. T. gondii RH-
GFP ilel:3 enfeksiyon oraninin saglanmasiyla enfeksiyon gerceklestirilebilecegi
belirlenmistir. (Acosta-Davila ve ark., 2020). Bizim ¢alismamizda ise Vero hiicre
serileri kullanilarak ex vivo kiiltivasyonu yapilan.T. gondii suslarinin ardisik pasajlar
uygulandiginda virulans 6zelliklerini kaybetmedigi ve enfeksiyon oranlarinin arttigi
gbzlemlenmistir.

Sivrikaya ve ark. Tarafindan 2011 yilinda yapilan ve Vero hiicre kiiltiiriinde
Toxoplasma gondii iiretiminin amaglandigi bir ¢alismada farenin periton sivisindan
alinan takizoitler DMEM besiyerinde Vero hiicresine aktarilmistir. Takizoit biiylime
stiresi ve konak hiicre canliligi, takizoit grubu ve parazitsiz Vero hiicre kontrol grubu
karsilastirilarak belirlendi. Uretilen takizoitler daha fazla arastirma icin serilestirildi
(Sivrikaya ve ark,2011).

Calismamizda ise 25 cm?lik hiicre kiiltiirii flasklar1 icine %5 COz igeren
37°C’lik etiive kaldirilmak tizere 9 ml RPMI-1640 besiyerine 1 ml Vero hiicresi
ekilmistir. Tiim flask yiizeyini tek tabaka bir sekilde hiicrelerin kaplanmasiyla 1:10
(hiicre:parazit) oraninda T.gondii takizoitlerinin ekimi gergeklestirilmis ve 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. Her giin taze RPMI-1640 besiyeri ile degistirilmistir. 72
saat sonunda enfekte olan hiicreler hiicre kaziyici ile flask tabanindan kazinmistir

Petersen ve ark. ise Konjenital toksoplasmosisun dogum sonrasi tedavisinde
stilfadiazin ve pirimetamini aragtirmis ve baska secenek ne olabilir diye bir ¢alisma
yiriitmiis ve Toksoplasmosis tedavisinde ilk tercih olarak pirimetamin ve
stilfadiazinin birlikte kullanilmasi 6nerildigini ancak enfeksiyonu gegirmekte olan
gebe kadinlarda bebege gegisi engellemek icin kullanildiklarinda veya bagisikligi
baskilanmislarda kullanimlanimini  sinirlayacak diizeyde ciddi yan etkiler
geligebildigini gormiislerdir ve T. gondii'ye yonelik yeni ilaglarin gelistirilmesi ayri
bir 6nem tasimakta oldugunu sdylemislerdir. (Norrby R, Eilard T, Svedhem A,
Lycke E.,1975; Petersen E, Schmidt DR, 2003; Davis, P.H, 1970)

Norbrry R. Ve ark. Ise Trimetoprim Siilfametoksazol ile Toksoplasmosis
Tedavisi ¢alismasinda siilfonamidlerle kombinasyon halinde pirimetamin, genellikle

ciddi yan etkilerle iliskili oldugunu belirtmiglerdir.
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Biz de ¢alismamizda ilerde baska bir ila¢ opsiyonu olusturmak adina Centaurea
urvillei bitkisinin ekstraktini Toxoplasma gondii iizerinde ex-vivo olarak inceledik.

Erecevit Sonmez ve ark., Tirkiye’de Yetisen Centaurea urvillei DC. subsp.
urvillei’ nin Antibakteriyel ve Antifungal Ozelligi adl1 calismasinda, C. urvillei DC.
subsp. urvillei’ nin toprak {iistii olan yaprak, ¢igek gibi kisimlarini metanoldeki
cozeltisini insanlarda bulasic1 hastaliga sebep olan bakteri, maya, dermatofitler
tizerinde oyuk agar ve mikrodilisyon yontemi ile bu mikroorganizmalarin gelisimini
arastirmis ve C. urvillei DC. subsp. urvillei’nin 40 mg’lik dozu hastalik yapan tiim
test mikroorganizmalarinin ¢ogalmasini engelleyecek antibakteriyel ve antifungal
ozelliklere sahip oldugunu gormiistiir(Erecevit Sonmez P. Ve ark, 2021).

Dogan Sigva ve arkadaglar1 2017 yilinda Centaurea lydia (Peygamber Cicegi)
ve Phlomis nissolii (Calba) endemik bitkilerinin Toxoplasma gondii lizerine etkisi
adli ¢alismasinda C. Lydia ekstresi metanol, kloroform ve n-hekzan ¢ozeltilerinde 55
ug/mL konsantrasyonu T. gondii takizoitlerine kars1 belirgin bir aktivite gostermistir.
Takizoit sayisinda ekstre verilmeyen grupta 47,5 kathik bir artis olurken, C. lydia
ekstresi verilen grupta ise 84 katlik bir azalma belirlenmistir (Dogan Sigva, Z. Ve
ark, 2017).

Calismamizda Centaurea urvillei bitkisinin metanol, kloroform ve n-hekzandaki
¢ozeltilerinin Toxoplasma gondii lizerindeki etkisine baktigimizda 100 pg’lik dozun
T.gondii iiremesinin engellendigi ve kontrol grubuna bakildiginda bu dozda
oldiirticiiliigiin de oldugu gozlemlenmistir.

Anti paraziter aktiviteye sahip yeni bilesiklerin tanimlanmasi ig¢in ana
kriterlerden biri, memeli hiicrelerine karsi diisiik toksisiteleri ve diisiik dozlarda
antiparazitik aktivite sergileme yetenekleridir. (da Silva ve ark., 2017)
Calismamizda, Centaurea urvillei bitki ekstrelerinin 1.929 hiicreleri {izerine in-vitro
sitotoksik aktivitesinin degerlendirilmesini incelerken MTT yontemi kullanilarak
L.929 hiicrelerinde CUM CC50 degeri 99,6 ng/ml, CUN CC50 Degeri 110,4 pg/ml,
CUK CC50 degeri 157,7 pg/ml ve kontrol ilact olan pirimetaminin CC50 degeri
189,8 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore Centaurea urvillei bitkisinin
sitotoksik aktivite gostermedigi belirlenmistir.

Erecevit Sonmez ve ark., Tiirkiye’de Yetisen Centaurea urvillei DC. subsp.
urvillei’ nin Antibakteriyel ve Antifungal Ozelligi adl1 calismasinda, C. urvillei DC.
subsp. Urvillei bitkisini analize hazirlarken 6rnegin 10 gram uygun kisimlarindan

alip blender ile homojenize etmisler ve steril cam erlenlere birakilip 50 ml metanol
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eklemisgler sonrasinda evaporatorde uzaklastirarak ekstraktlar hazirlanmistir. (Gupta
ve ark., 2008)

Calismamizda ise uygun sartlarda kurutulmus Centaurea urvillei makinada
ogiitiilerek toz hale getirilir. Toz edilmis materyalden bir gram tartilarak falkon tiip
icerisine konulur. Daha sonra tiip icerisine 25 ml metanol eklenir ve falkon tiip
rotatorda bir saat c¢alkalama islemine birakilir. Ardindan kati partikiilleri
uzaklastirmak amaciyla tiip santrifiije edilir ve elde edilen sivi kisim rotavaporda
distillenir. Bu islem 3 kez tekrarlanir ve metanol ekstresi elde edilir.

Bir bilesik ya da ilacin anti paraziter etkinliginin olup olmadigin1 anlamak igin
Secicilik indeksi (SI) dnemli bir degerdir. Parazit {iremesini inhibe eden bilesiklerin
in vitro ve ex vivo etkinlik calismalarinda da seg¢icilik indeksi kullanilmaktadir ve
kapsamli olarak kabul edilen bir parametredir. Bu asamada, SI degerini hesaplamak
igin sitotoksik aktivitenin gostergesi olan CCso degerinin anti paraziter aktivitesinin
hesaplanan 1Cso degerine orani olarak ifade edilmektedir (Badirzadeh ve ark., 2020)

Calismamizda Centaurea urvillei bitkisinin sirasiyla n-hekzan, metanol ve
kloroform da ¢6zdiiriilmiis ekstrelerinin ve kontrol ilaci olan pirimetaminin 1C50
degerleri 28,9ug/ml, 17,5 pg/ml, 9,8 pg/ml ve 6,1 pg/ml. CC50 degerleri ise 110,4
pg/ml, 99,6 pg/ml, 157,7 pg/ml ve 189,8 png/ml bulunmustur. Sitotoksik aktivitenin
gostergesi olan CCso degerinin anti paraziter aktivitesinin hesaplanan 1Cso degerine
orani ile belirlenen se¢icilik indeksi (SI) ise sirasiyla 3,8, 5,7, 16,1 ve 31,1
bulunmustur. Centaurea urvillei bitkisin SI degerleri 1’den biiyiik oldugu i¢in T.
gondii takizoitleri iizerine anti paraziter aktivite gostermesi ile projenin amaci olan
aktif olarak kullanilan ilaglara ek olarak farkli kullanim alanlarinda baska bir ilacin

belirlenmesinde dnemli bir gelisme olarak yorumlanmustir.
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8. SONUC VE ONERILER

Calismamizda kullandigimiz C urvillei bitki ekstreleri (CUN, CUM ve CUK)
sitotoksik aktivite gostermemistir. Centaurea urvillei bitki ekstrelerinin T.gondii
takizoitleri lizerine ex-vivo anti paraziter aktivitesi degerlendirildiginde 1Cso degerleri
sirasiyla 28,9 ug/ml, 17,5 pg/ml ve 9,8 pg/ml olarak belirlenmistir. Anti paraziter
etkinlige sahip olan ekstreler igerisinden CUK ekstresinin en yiiksek inhibisyon
derecesine sahip oldugu gozlemlenmistir. Centaurea urvillei bitki ekstrelerinin S
degerleri incelendiginde tiim ekstrelerin SI degerlerinin 3 den biiylik olmasi
nedeniyle bu ekstrelerin T.gondii takizoitleri tizerine anti paraziter aktivite gosterdigi
ongoriilmektedir. Calismamizin sonucunda C.urvillei bitkisinin ¢igek ekstrelerinin
(CUN,CUM ve CUK) I1Cs0,CCso ve SI verilerine gore sitotoksik aktivitesinin
bulunmamasi ve T.gondii takizoitleri iizerine anti paraziter etkisinin goriilmesi anti
paraziter etken maddelerin saptanmasi konusunda olduk¢a énemli ve umut vadeden

bir gelisme oldugu diistintilmektedir.
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10. EKLER

10.1. SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU YONETIM KURULU KARARI
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10.2. ETIK KURUL KARARI

I 6
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SORUMLL ARASTIRMAC! Prof. Dr, Kor YERELl « Tip Faklilesi

ARASTIRMA E108 Bio. Elif POLAT

ARASTIRMANIN NITELGI UZMANLIK TEZI :“ YOXSEK USANS--DOKTORATEZI C ARADEMBC AMACLY :]
DEGERLENDIRILEN BELGELER 17 /08 /2020 / Tarih ve 26404 Sayily; aragtirma dosyas

Aragtirma dosy
verilmistir

incelenmig, bilimsel ve etik agdan UYGUN olduguna oy birl

KARAR BILGILER]

s /b oven By Gt K, Ly [ad oy Pathraner
Ope [ Oye
Prot. Dr. Murat DEMET NS Dog. Or. Selhan OZ8EY A
Pakiyine AD ‘ or Bismlors Fakiinesi
Prof. Or. Ozge YiLMAZ o Dr, Ofr. Oyesi Sefm ALTAN

Cocuk Saghgi ve Hastakkian AD T Torihi we Etk AD

Or. Beyhan Cenglz OZYURT | A Dog. Or. Nurgdl GUngoe TAVSANLI

Halk Sapagi AD SIpHk Slimier| Faklites Ebefik BHOmMO

Prof. Dr. Pinar GELIK | Mikadder YILMAZER

O

Giliis Hastalislae A.D Avukat

Dog. Dr. Tugbe CAVUSOGLU
Sivil Dye Hizeyin TUNCAY

a

Farma

A AD

Prof. Or. Hiseyin Serhat YERCAN

Ortoped AD.

Etik Kurulumuzun Kararr yukarda belictilmistic,  Arastirmaniz Her Hangi Bir Asamq Enk Kurulumuzun “lzleme
Denetleme™ Gorevi Geregi LOzumu Halinde Habe Habersiz Ol ebilir. Aragtirma
— Bélom E kisminda belirtilmis olan hususkann dikkate ahn lerin Etik Kurulumurza zamaninda iletilmesi

konusunda bilgilerinizi ve geregini rica ederim

e

agvury Foemunun Taahl

Prof .Dr. Murat DEME]
BASKAN

54



10.3.BENZERLIK RAPORU

T.C.
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
- SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSD
KSEK LISANS/DOKTORA TEZ CALISMASI ORJINALLIK RAPORU

TIBBI PARAZITOLOJI ANABILIM DALI BASKANLIEI'NA

Tez Adu: Centaurea urvillei'nin Toxoplasma gondii tizerindeki etkisi

Tezime iligkin...14/09/2022 tarihinde yapilan Turnitin adli intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik oram % ...3....."tir.

Belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez calismamin herhangi bir intihal
icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki
sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan

ederim.
Tarih ve imza

Adi Soyadi : Elif POLAT
Oprenci No 1191356001
Anabilim Dah : Tibbi Parazitoloji
Programi : Tibbi Parazitoloji

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.
(Unvan, Ad Soyad, Imz2a)
Prof.Dr. Kor YERELI

Agklamalar

1- Tu CJHM qualih Raporu (TCOR), TURNITIN Intihal

rarms kullaners igin kigisel hesap sma hakla bummn tez dam;mmhn
Kitdphane ve 2

Daire Bagkanl’'nda g

ahmr,

1Saﬂauymlwdenuohnlulevk!nlezsawmmdan&unhmnhoﬁnwdmumdmmn\emdmmnwmkmmZIm
mo«umumwadmmhdmmmwwempm Turnitin veri tab dir, Bu gibi
fligkin detayl forma, kitlphane web sayfasinda b\Iuvun Turnitin lehnvrn lalavuzlannin

altindan erigilebilir.)

3-TCOR, tezin yalnzca Kapak Sayfasi, Girlg, Ana Bolimler ve Sonug bdlimierinden olugan kismimin tek bir dosya olarak intihal tespit
programing yuklenmesi ile alinir.

Programa ylideme yapilirken Dosya Baghj (document title) olarak tez baghianin tamamy, Yazar Ads (author’s first name) olarak dgrencinin
ady, Yazar Soyadh (author’s last name) olank Qrendnln soyadi bilglu yazile,

4 TURNITIN Intihal tespit prog de, ligill programdaki filtreleme secenekleri asaidaki sekiide
ayarlanr: - Kaynakga harig, - Aintilar harig, - 5 kelimeden daha az enbsme Igeren metin ksimlan harig (Limit match size to 5 words)
S-lstege bojh ayarior kismndaon; Mwmrwmummxmqmummm aksi
durumda ayni tezin Ildndkex il e da b ik %100 gkacaktir ve dan tezi silmek gok uzun siireg gerektirecektir,

[ iglemi doktan sonra, kay 5 olan ekrann gorintising sad Ust kdgesinde ylzdelik say olarak belirtilen “benzerlik
oran,” raporiamaya tabl tutulmus olan dosyarn “toplam sayfa saywi” ve raporiama igleminin yapildig: “tarih” bilgisi, “YOksek Lisans/Doktora
Tez Cakgmas: Orjinallik Rapory®™ formuna Iglenir.

7- Benzerlik oromndo tdm sorumiuluk &grenciye alttir,

8-Tez savunma sinavi sonrasanda basant bulunan &frend, tez savunma sinaw tarihi sonrasinda texde yap‘m:) muMemcl dem-kl:um imen
dosya kullanslarak alinmes kinci bir Intihal raporundaki bilgiler kultanilarak hazirlanmig ve tez %
ikind bir “YOksek Lisans/Doktora Tez Caliymas: Orjinallik Raporu’nu Enstitiye teslim etmelde yOkOmIGdir.

9-Turnitin Hak Bilgiler: http://% h chu.edu.tr/tumitin 9370.tr. htm!
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11. OZGECMIS

| Ad1 | Elif | Soyadi | POLAT
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yih
Yiiksek | Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi 2022
lisans
Lisans | Ege Universitesi Fen Fakiiltesi/ Biyoloji Boliimii 2014
Lise Cagribey Lisesi 2011
is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire
Klinik arastirma
S CRM CRO 2021-
koordinatorii
Yabanci Dilleri | Okudugunu Anlama Konusma Yazma
Ingilizce lyi Iyi Iyi
Yabanci Dil Sinav Notu
YDS
42,5
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 62,47 62,02 59,21
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Iyi
Graph pad Iyi
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