immiinsiipresif hastalar icin onem
tasiyan bazi1 etkenlerin mikrobiyolojik
tanisi;

Toxoplasma gondii
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Toxoplasma gondii

- Genis konak cesitliligi sebebiyle medikal onemi yiksek

bir protozoondur.

Yogun grandi
GO'Q‘ (GRA)

Mitokondri
gpi-bagh
proteinler (ROP)

(SAG)




L
Epidemiyoloji

- Insan enfeksiyonlar siklikla;

«we v Kedi diskisi ile atilan T. gondii

(Kes'iflegnak) : S Sporule clmiy
@OHJQ @ ookistleri ile kontamine olmus
s vd’ su ve besinlerin tuketilmesi,
mw@}”csi 518@@1"‘ e . .y
L iy — v doku Kkisti iceren etlerin cig
ﬁ“"’“ e __a8E veya az pismis sekilde yenmesi,
J ] \ @ T Ara konaklar
@ 8. v akut enfekte anneden fetusa

transplasental yolla bulas ile
gelistigi gosterilmistir.



L
Epidemiyoloji

500 milyon insanin enfekte
v Avrupa’da % 37-58 (Paris’te % 67.3)
v A.B.D.’de % 22,5
v Turkiye’de % 30-60
- Yasla toxoplasmosis prevalans1 artmaktadir.
- Toxoplasmosis tedavisinin yillilk maliyeti 7.7 milyar USD.

Prevalans degerleri ve olusan ekonomik etki goz oniine
alindiginda, Turkiye icin de risk oldukca yuksektir.



Su kaynakl salginlar

1979 yilinda Panama’da A.B.D. askeri birliginde

1995 yilinda Ingiliz Kolumbiya’si, Buyiik Victoria’da
7718 kisi

2001 yilinda Guney Brezilya’nin Parana eyaleti Santa
Isabel do lvai’ da yuzlerce insan

2002 yilinda, Izmir’de, askeri hava harp okulunda 171
pilot adayi

Kategori B Biyoterorizm Ajani




L
Epidemiyoloji

Immun sistemi baskilanmis kisilerde

vDunya genelinde immun sistemi baskilanmis hasta
sayisindaki artis, toxoplasmosis reaktivasyonu riskini
de arttirmaktadir.

/1S baskilanmis hastalarda toxoplasmosise bagli
morbidite ve mortalite, tanida gec kalinmasi, ozgun
tedaviye veya profilaksiye en kisa surede
baslanilamamasi sebebiyle yukselmektedir.



L
Epidemiyoloji

HIV ile enfekte hastalar arasindaki toxoplasmosis
prevalansit ABD’de %15-40 iken bati Avrupa ve Afrika’nin
belirli bolgelerinde % 96’ya kadar ¢cikmaktadir.

- Transplant alicilarinda degisik sikliklarla toxoplasmosis
gelistigi gozlemlenmistir.



L
Epidemiyoloji

- Kalp, kalp-akciger ve akciger transplantasyonlarindan
sonra

Primer toxoplasmosis % 50-61,
Reaktivasyon ise % 1.2-2 oraninda gorulurken
Renal transplantasyon alicilarinda %1,
- Kok Hucre Transplantasyon alicilarinda % 1-23,

Karaciger transplantasyon alicilarinda % 1-10 arasinda
degisen degerler bildirilmektedir.



L
Epidemiyoloji

Immun sistemi baskilanmis hastalarda toxoplasmosis
tanisindaki zorluklar insidans verilerine de olumsuz
olarak yansimaktadrr.

Cunku;

v Klinigi atipiktir,

v" Serolojik tani yetersiz kalabilir (Baskilanmis immun
sistem = Yetersiz Antikor yaniti)

v Molekuler Tan1 yontemleri yaygin kullanilmamaktadir.



Patogenez
T.gondii’nin bir hucreyi invazyonu

- Uc basamakta gerceklesir;
Baglanma,
Parazitin aktin-myozin sistemi ile penetrasyon,
Parazitofor vakuol olusumu ile hucre icine giris

- Enfeksiyonun kroniklesmesiyle doku kistleri icindeki
bradizoitler oncelikle beyin ve kas dokusuna yerlesir.

Penetrasyon

L

ige alinma




R - :
Klinik

vImmun sistemi saglam kisilerde olusan toxoplasmosis
vImmun sistemi baskilanmis kisilerde toxoplasmosis
v'Okuler toxoplasmosis (toxoplasmik retinokoroidit)

v'Konjenital toxoplasmosis



Immun sistemi baskilanmis kisiler

Immun sistemi baskilanmis hastalarda siklikla
reaktivasyon, nadiren primer enfeksiyon seklinde
gorulur fakat hayati tehdit eden klinik tablolara yol
acar. '




Immun sistemi baskilanmis kisiler

- Vakalarin cogunda hem hiicresel, hem de humoral
immun yanit bozulmustur.




Immun sistemi baskilanmis kisiler

- Bir kere enfekte olan kisilerde beyinde olusan doku
kistleriyon gelismez ve toxoplasmik ensefalit gelisir.

- Yirtilan doku kistinden serbestlesen bradizoitler komsu
hiicreleri istila eder, immun yanitla karsilasmadigi icin
takizoitlere donuserek daha hizli cogalmaya baslarlar.

- Doku nekrozu artar, kontrol edilmez ise hizla fatal bir
tabloya donusdur.




Immun Sistemi Baskilanmis Hastalar

- AIDS hastalarinda oldugu gibi transplantasyon

hastalarinda da CD, lenfosit sayis1 <200 hucre/ml ise TE
riski artar.

- Aynca transplantasyon alicilarinda doku rejeksiyonu
(GVHD) gelismesini engellemek icin verilen profilaksi,
gelisen GVHD’nin tedavisinde kullanilan ajanlar immun
cevabin daha da bozulmasina yol acmakta,
reaktivasyon olasiligini arttirmaktadir.



Immun Sistemi Baskilanmis Hastalar

Kemik iligi transplant alicilarinda ve AIDS hastalarinda
toxoplasmosis genelde latent enfeksiyonun
reaktivasyonu seklinde gorulurken,

Kalp transplant alicilarinda ise genelde seronegatif
alictya, seropozitif donorden kalp nakledilmesine bagli
primer toxoplasmosis gelistigi yayinlanmistir.

Her iki tablo da agir ve dissemine toxoplasmosis klinigi
ile seyreder.



Immun Sistemi Baskilanmis Hastalar

Bu hastalarinin klinik tablosunda en sik saptanan bulgu
ates olup (%45-80), ayrica tutulan organlara ait
bulgular tabloya eklenmektedir.

En sik tutulan organlar

v beyin (toxoplasmik ensefalit)

v akciger (toxoplasmik pnomoni)
v g0z (toxoplasmik retinokoroidit)




Immun sistemi baskilanmis kisiler

- TE en si1k AIDS ve allojenik KHT hastalarinda
bildirilmektedir.

- TE cogunlukla transplantasyon sonrasi ilk Uc ay icinde
gorulmekte, erken donemde gelisen TE’in mortalite
orani hastaligin gec donemlerinde goriuilenden daha
yuksek oldugu bildirilmistir.

Bu hastalarda TE’e bagli mortalite oran1 %55 olarak
gosterilmistir




Radyolojik Bulgular

- Akciger: Direkt Akciger grafilerinde yaygin bilateral

alveoler/intertisyel infiltrasyonu seyreden intertisyel
pnomoni bulgusu vardrr.

Beyin: Beyinde tek nodul veya bilateral multipl noduler
lezyonlar gorulur;

v AIDS hastalarinda % 70-80 oraninda bilateral multipl
lezyonlar izlenir.

v Lezyonlar genelde kortiko-meduller bolgede veya
bazal ganglionlardadir

- MRI, BT den daha hassastir.



Tani

v Indirekt Tani: Sabin Feldman Dye test, IFAT,
ELISA, ISAGA, DA testi gibi T.gondii’ ye karsi
olusan antikorlarn gostermeye yonelik yontemler

v Direkt Tani: PZR, izolasyon ve histoloji gibi
parazitin kendisini, DNA’s1n1
gormeyi/gostermeyi hedefleyen yontemler



Indirekt tani

Sabin Feldman Dye Test
v Altin standart olarak kabul edilmektedir.

v Antikor ve kompleman varliginda canli takizoitlerin
lizisine dayanir, ozgunlugu ve duyarliligr yuksektir.

v 1gG antikorlan arastirilmaktadir.



Indirekt tan

indirek Flouresan Antikor Testi (IFAT)

v" Belli dalga boyunda fluoresans veren bilesiklerle
isaretli anti-antikorlar, lam uzerindeki takizoitlere
baglanan suipheli serumdaki 6zgiin antikorlar gorinir
hale getirir.

v Konjuge degistirilerek IgG ve IgM antikorlan
arastirilabilir.




Indirekt tani

ELISA

v Antijen antikor kompleksi peroksidaz, alkalen
fosfataz gibi bir enzimle isaretli anti-insan
antikorlarla gorunur hale getirilir

v 1gG, IgM, IgA ve IgE antikorlarinin saptanmasinda en
stk kullanilan testtir. Canli takizoit kullanilmadigi icin
riski azdir

v Avidite calismalarinda da ure ve uresiz yikama
asamalar ile IgG ELISA yontemi kullanmlir.




Indirekt tan

- lgG-AviditeTesti
v Immunojenik olarak aktif bolgenin baglant1 guiclinii

ortaya cikarmaya yarayan, spesifik 1gG antikorlarinin
fonksiyonel afinitesinin olcumu esasina dayan.

v Avidite ile antijenin antikora baglanma giicii
derecelendirilerek enfeksiyonun baslangic zaman
belirlenmeye calisilir.

Ure ile yikama sonras1 OD
Avidite indeks1 = X 100
%o 2.5 PBS-CB 1le yikama sonras1 OD

Avidite indeks1 < % 20 :  Dugiik avidite
Avidite indeks1 % 20 — 30 :  Supheli avidite
Avidite indeksi > % 30 : Yiksek avidite



Indirekt tan

- IgM-ELISA
v Akut toxoplasmosisin tanisinda onemli bir yontemdir.

v 1k iki haftada artis gosteren IgM antikorlar enzim ile
isaretli anti-human IgM monoklonal antikorlar
kullanilarak saptanmaktadir.

Enzim Immun Assay IgM degeninin hesaplamasi ve degerlendirmesi

Ornek absorbans-Negatif kontrol absorbans
ElIU= x100
Positif kontrol absorbans-Negatif kontrol absorbans

EIU degerleri Yorum

<20 Negatif
2140 Smurda pozitif
41-100 Pozitif

=100 Kuvvetli pozitif




Indirekt tan

- IgM -ISAGA

v ISAGA testinde supheli serumda bulunan anti-Toxoplasma
IgM antikorlari, anti-insan IgM antikorlan ile kat1 faza
baglanmakta, lizerine eklenen takizoitlerin aglitinasyonu
ciplak gozle degerlendirilmektedir.

IgM ISAGA degerlendinlmes:

IsM ISAGA puam

0-12 Pozitif




Indirekt tani

f‘{: ;l;or bt Tarama Gebelik Yeni dogan  Goz tutulusu Immun yetmezlik
indirekt 1aG + + (risk altindaki + (maternal + (dusuk titrede + (reaktivasyon riski
tani kadinlarin ve antikorlar pozitiflikler genelde] olan hastalann

korunanlarin)  bebekte 12. konjenital tanisinda; AIDS ve
ayliga kadar enfeksiyonun Kl transplant
kalabilir; reaktivasyonunda | hastalari)
maternal veya  saptanir; goz ici
fotal IgG antikor Gretimi [g6z]
ayrminin WB ile ve kan antikor
yvapilmasi) titresi orani])
1gG avidite - + (ylksek - + (yUksek avidite | —
avidite sonucu sonucu 3-4 ay
3—4 ay dncesi dncesi enfeksiyon
enfeksiyon dustindimez;
distndimez; dusik avidite
disik avidite antikorlar kalabilir)
antikorlar
kalabilir)
lgM - +(IgM + (ISAGA enzim + (ylksek titrede | + (IgM sonucunun
antikorlan immun pozitiflik akut dederi disuktir;
uzamis assayden daha kazanimig aktif veya latent
surelerde sensitif; enfeksiyon, negatif| hastalik olabilir
kalabilir, negatif maternal veya sonuc konjenital veya olmayabilir)
1gM hamile fotal IgG enfeksiyonun
kadinda ilk 2 ayriminin WB ile reaktivasyonunda
trimesterde yapiimasi} saptanir)
enfeksiyon
olmadigini
gdstenr)
1gA - +(lgA + (IgM testlerine — -
antikorlar agdre daha
uzun stre dederlidir)
kalabilir)
IgE - + (ylksek - - -
spesifite,
duisik

sensitivite)




ki Onemli Nokta...

Agir immunsupresyon altindaki hastalarda humoral
immun yanitin baskilanmasi sonucu;

* Reaktivasyon gelisen vakalarda IgG antikor
titrasyonlar1 degismeyebilir, hatta diisebilir

* Primer enfeksiyon durumunda IgM antikorlarinin
olusmayabilir veya testin cut-off seviyesine
yaklasmaz, 1gG antikorlar1 da erken donemde
serolojik testler ile saptanacak seviyeye ulasmayabilir

Yanlis negatif sonuclara sebep olmaktadir...



Indirekt tan

- Agir immunsupresyon ve kullanilan ilaclarin yanetkisi ile
lokonotropeni neden olur buna bagli antikor olusumu ve
antikor titrelerinde beklenen artis izlenmez.

- Duzenli serolojik takip yapilan seropozitif transplant
alicilarinda;
Antikor titrelerinde artis olmadigi,
- Seronegatif alicilarda;
IgM olusmadigi
lgG antikorlarinda beklenen sekilde artis izlenemedigi veya erken
donemde hic olusmadigr gorilmustdur.



Indirekt tani

v" Toxoplasmosis riskinin belirlenmesinde faydali bir
olan serolojik yontemler, Immun sistemi baskilanmis
veya bozulmus hastalarda yetersiz kalmaktadir.



EUTF Parazitoloji AD Seroloji Laboratuvari

- Toxoplasmosis Rutin Serolojik tanisi
v IFAT
v 1gG-Avidite
v IgM-ELISA (ticari kit)



D
Direkt tanti

Supheli Materyel
v Doku (kemik iligi aspirasyon materyali, plasenta, beyin,
karaciger ve endomyokard biyopsi ornegi)

v Vucut sivist (amnion sivisi, periferik kan, beyin omurilik
s1vis1, idrar, vitroz sivi, BAL, pleural sivi, ascit)
orneklerinde T. gondii’nin goruldig, izolasyonunun
veya DNA’sinin gosterildigi yontemlerdir.

> PZR

> Hayvan inokiilasyonu
> Hicre kiiltliriine ekim
> Mikroskopi




D
Direkt tanti

- Direk tamida (mikroskobik, hayvan inokulasyonu
ya da hiicre kulturt) duyarliligi ve ozgulluigl daha
yuksek olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu tercih

edilmektedir.
> Konvansiyonel PZR
> Nested PZR
> Real Time PZR
> Multipleks PZR



D
Direkt tanti

PZR yontemlerinde hedef gen olarak,

- B1 gen (Genbankasi no: AF179871)
- P30 (SAG1) (Genbankasi no: M23658)
- 18 S rDNA (Genbankasi no: X75429)

- RE=repeated element (Genbankasi no: AF146527)

- 2000 yilinda tanimlanan bu genin (529 bp) B1 genine
gore daha duyarli oldugu ileri surulmustur.

- Polimorfizm analizlerinde Mobil Genetik Element (MGEs)
geni tercih edilmektedir.

- SAG2, SAG3, SAG4, GRA4, GRA6, MAG1, BAG1, BR4
genleri arastirma amach kullanilmaktadir.



EUTF Parazitoloji AD Molekiler Laboratuvari

- Toxoplasmosisin PZR ile rutin tanisinda,
v Real Time PZR
RE geni (AF146527)



D
Real Time PZR

T. gondii AF146527 geni
ctgcagggaggaagacgaaagtigtittittattittttttctttigtttttctgattttigttttitttgactcgggeccagetgegtetgtegggatga
gaccgeggageegaagtgegttttctttttttgacttttttttgttttticacaggcaagctegectgtgctiggagecacagaagggacagaagteg
aaggggactacagacgcgatgccgctcctccagccgtcttggaggagagatatcaggactgtagatgaaggcgagggtgaggatgagggggtg 134 bp
I5tcggag atgttteegge ggctgcttttcctggagggtggaaaaagagacaccgga. Eﬁ:“ég ;]"Q:S%E
_cgctttcctcgtggtgatggcggagagaattgaagagtggagaagagggcgagggagacagagtcggaggcttgga bélgesi

(gaagggaggaggaggggtaggagaggaatccagatgeactgtgtctgcag

Real Time PZR'da AF146527 geni icerisindeki 134 bp uzunlugundaki bolge,

v" Primerler

v" Hibridizasyon problari kullanilarak ¢ogaltiimaktadir.



D
Real Time PZR

Quantifikasyon analizi

Pozitif kontrol ve standart egri
olusturmak icin
PN - v" T. gondii DNA
}/Eéﬁ?r‘éﬁé‘r konsantrasyonu 101-10¢/
. reaksiyon olan alt1 ayn
ornek kullanilmaktadir

v Negatif kontrol olarak

Distile su
kullanilmaktadir
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Real Time PZR

Erime egrisi (melting curve
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Real Time PZR

Toxoplasmosis teshisi konulmus hastalarin tedavi takibi
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