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TURKCE OZET

Zorunlu hiicre i¢i bir protozoon olan Toxoplasma gondii’nin neden oldugu
toksoplazmoz, immiinsuprese kisilerde Onemli morbidite ve mortalite
sebeplerindendir. Immiinkompetan kisilerde toksoplazmoz tanisinda kullanilan
serolojik testler, HIV’le yasayan (Human Immunodeficiency Virus/ Insan Immiin
Yetmezlik Viriisii) bireylerde antikor yanitt olmadigindan giivenilir degildir ve
molekiiler testler ile dogrulanmalidir. Calismamizda HIV’li hasta grubunda, diisiik
antikor yanit1 nedeniyle olusabilecek yanlis negatiflikleri qPCR (Gergek Zamanh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu) testi ile dogrulayarak, toksoplazmoz koenfeksiyonunun
teshisinde molekiiler tabanli testin uygulanabilirliginin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Bursa Uludag Universitesi Enfeksiyon Hastaliklar1 poliklinigine randevulu
olarak gelen HIV pozitif, Anti-Toxoplasma 1gG ve Anti-Toxoplasma IgM
(BioM¢érieux, France) istemi yapilan toplam 137 goniillii calismaya dahil edilmistir.
Calismaya dahil edilen goniillilerden EDTA’ll tiipe kan alinarak, buffy coat
ayristirllmig ve DNA Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak ekstraksiyon
yapilmistir. QuantiNova Probe PCR Kit (QiaGen, Germany) ve Primer Design
Advenced Kit (Genesig, UK) kullanilarak amplifikasyon gergeklestirilmistir. PCR
testi sonuglar1 Anti-Toxoplasma IgG ve Anti-Toxoplasma IgM, CD4+ T lenfosit
sayisi, hastalarin kullandig1 tedaviler ve demografik 6zellikleri ile karsilastirilmistir.

Gergek Zamanli PCR ile ¢alisilan 137 6rnekten, iki 6rnekte (%1,45) T. gondii
DNA’s1 saptanmistir ve bu iki hasta toksoplazmoz agisindan seronegatif olarak
bulunmustur.

Bu ¢aligmada pozitif ¢ikan iki hastanin birinde antiretroviral tedavinin yan1 sira
profilaktik tedavi kullanmasina ragmen, T. gondii DNA’s1 saptanmis olmasi ve iki
hastanin da toksoplazmoz acisindan seronegatif olmasi molekiiler testlerin 6nemini
vurgulamaktadir.

Anahtar kelimeler: HIV, AIDS, toxoplasma gondii, toksoplazmoz, real-time PCR,
RE geni
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INGILIZCE OZET

EVALUATION OF THE DIAGNOSIS TOXOPLASMOSIS'S BY REAL-TIME
PCR IN PERIPHERAL BLOOD SAMPLES IN HIV/AIDS PATIENTS

Toxoplasmosis caused by Toxoplasma gondii is one of the important causes of
morbidity and mortality in immunosuppressed people. Serological tests used in the
diagnosis of toxoplasmosis in immunocompetent people are not reliable because there
IS no antibody response in individuals with HIV (Human Immunodeficiency Virus)
and should be confirmed by molecular tests. In our study, it was aimed to verify the
applicability of a molecular-based test that can help diagnose toxoplasmosis
coinfection by using a Real-time Polymerase Chain Reaction test (qPCR) for false
negativities that may occur due to a low antibody response in this patient group.

A total of 137 HIV-positive volunteers who came to Bursa Uludag University
Infectious Diseases Outpatient Clinic by appointment, who were asked for Anti-
Toxoplasma IgG and Anti-Toxoplasma IgM (BioMérieux, France), were included in
the study. Blood was taken from the volunteers included in the study into a tube with
EDTA, buffy coat was decomposed and DNA was extracted using a Mini Kit (Qiagen,
Germany). Amplification was performed using the QuantiNova Probe PCR Kit
(QiaGen, Germany) and the Primer Design Advanced Kit (Genesig, UK). PCR test
results were compared with Anti-Toxoplasma IgG and Anti-Toxoplasma IgM, CD4+
T lymphocyte count, treatments used by patients and demographic characteristics. Of
the 137 samples studied with Real-time PCR, in two samples (1.45%) T. gondii DNA
was detected and these two patients were found to be seronegative for toxoplasmosis.

In this study, very high positivity rates were not expected due to the fact that
there were very few patients with CD4+ T lymphocyte count <200 cells/ul, all patients
were using antiretroviral therapy and had no symptoms in terms of toxoplasmosis. But
despite the fact that one of the two patients who tested positive used prophylactic
treatment in addition to antiretroviral therapy, the fact that Toxoplasma gondii DNA
was detected and both patients were seronegative for toxoplasmosis emphasizes the
importance of molecular tests.

Key words: HIV, AIDS, Toxoplasma gondii, toxoplasmosis, real-time PCR, RE
gene.
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1.GIRIS

Diinya niifusunun yaklasik iigte birinin latent toksoplazmozla enfekte oldugu
diistintilmektedir. Toksoplazmoz immiinkompetan kisilerde genellikle asemptomatik
seyreder. Immiinsupresyon durumunda, dzellikle de CD4+ T lenfositlerini enfekte
ederek, immiin sistemin baskilanmasina neden olan HIV (Human Immunodeficiency
Virus/ Insan Immiin Yetmezlik Viriisi) pozitif olan bireyler toksoplazmoz
enfeksiyonlar1 yoniinden ciddi risk altindadir. T. gondii ara konak viicuduna degisik
formlarda (ookist, bradizoit) alinarak, hizla tasizoit formuna doniisiir ve tiim viicuda
yayilir. T. gondii tasizoitinin tiim viicuda yayilmasiyla akut enfeksiyon baslamis olur.
Enfeksiyon ilerledikg¢e T. gondii ara konagin immiin sisteminden kagmak i¢in kist
olusturan bradizoit formuna doniisiir ve kronik enfeksiyona sebep olur. T. gondii doku
Kistleri, sinir sistemine 6zellikle de beyindeki glial hiicrelere yiiksek afinite gosterir.
Doku kisti formunda yillarca latent halde kalabilir. Immiinsupresyon durumunda doku
kistleri parcalanir, i¢erisindeki bradizoitler tasizoitlere doniisiir ve yeni bir enfeksiyon
baslatabilir. HIV enfeksiyonunun ileri evrelerinde gii¢lii immiinsupresyona bagl
olarak latent enfeksiyonun reaktivasyonu ile beyinde T. gondii gelisimi gériilmektedir.
HIV pozitif kisilerde toksoplazmoz en sik Toxoplasma Ensefaliti (TE) seklinde
gortiliirken, T. gondii tasizoitlerinin akcigere yayilim gostermesiyle pndmoni, goze
yayilim gostermesiyle retinakoroidit, kalp kasina yayilim gostererek de miyokardite
sebep olabilmektedir.

Immiinkompetan bireylerde toksoplazmoz tanisinda serolojik testler yeterli
olurken, immiinsuprese kisilerde antikor yaniti olusamadigindan bu hasta grubunda
serolojik testler yetersiz kalabilmektedir. Bu hasta grubunda tanida giivenilirligi
arttirmak i¢in birden fazla tan1 yontemin birlikte kullanilmasinin en dogru yaklasim
oldugu bildirilmektedir. Literatiirde serebral toksoplazmoz tanisinda altin standart
olarak kabul edilen yontem manyetik rezonans goriintileme (MRG)’dir. Ancak
literatiire bakildiginda MRG bulgular birbirinden farkli ve ¢eliskilidir. Bu yiizden bu
hasta grubunda 6zellikle molekiiler testlerin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir (Azovtseva,

Viktorova, Bakulina, Shelomov, & Trofimova, 2020).



Bu c¢alismada, HIV/AIDS’li kisilerde, diisik antikor yaniti nedeniyle
olusabilecek yanlis negatiflikleri, gercek zamanli PCR ile dogrulayarak, serolojik
testlerle molekiiler testi karsilastirarak, toksoplazmoz koenfeksiyonunun tanisinda
molekiiler tabanli testin uygulanabilirliliginin belirlenmesi amaglanmistir. Calismadan
elde edilecek serolojik test ve gercek zamanli PCR sonuglart CD4 T+ lenfosit sayisi,
hastanin profilaktik tedavi alip almama durumu, yas, cinsiyet gibi parametrelerle
karsilastirilacaktir. Bu g¢alismadan ¢ikarilacak veriler dogrultusunda, T. gondii’nin

tanisinda molekiiler testlerin uygulanabilirliginin belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Toxoplasma gondii

Diinya niifusunun yaklasik tigte birini enfekte eden Toxoplasma gondii, firsatgi
bir protozoon olup neden oldugu enfeksiyona toksoplazmoz ad1 verilir. Toksoplazmoz
genellikle asemptomatik olmasina karsin bazi hasta gruplarinda lenfadenopati veya
okiiler hastalik tablolarma yol agabilmektedir. Immiin diiskiin hastalarda latent
enfeksiyonun reaktivasyonu sonucunda ensefalit goriilebilirken, gebelik sirasinda
karsilasilan enfeksiyon ise fetiise ciddi zararlar verebilmektedir (Montaya, &

Liesenfeld, 2004).

2.1.1. Tarihce ve Siniflandirma

Ik defa 1908 yilinda Nicelle ve Manceaux tarafindan Tunus’ta bir kemirgen
tirii olan Ctenodactylus gundi’den, T. gondii’nin tasizoit formu izole edilmis ve
morfolojisine bakilarak Toxoplasma gondii ismi verilmistir. Ayn1 yil Brezilya’da
Splendore, bir tavsan tiiriinde T. gondii’yi saptamis ancak Leishmania oldugunu
diisinerek, isimlendirme yapmamuistir. Sonraki 30 yil, T. gondii benzeri organizmalar
bir¢ok farkli konak tiiriinde, 6zellikle de kus tiirlerinde saptanmigtir. Canli olarak T.
gondii’yi ilk olarak izole eden ise 1937 yilinda Sabin ve Olitsky olmustur. Frenkel
tarafindan 1973 yilinda T. gondii’ nin doku kistleri i¢erisindeki formunu tanimlamak
igin bradizoit terimi Onerilmistir. T. gondii’ nin yasam dongiisii ise 1970’1i yillarda
kedinin ince bagirsaginda parazitin seksiiel ¢ogalmasinin kesfedilmesiyle tam olarak
anlasilmistir (Aguirre ve ark., 2019; Dubey, 2008). T. gondii protozoa aleminde,
Toxoplasmatinae alt ailesinde bulunup Toxoplasma cinsine mensup tek tiirdiir.

Glinlimiizde bu etkenin kullanilan smiflandirmast 1980 yilinda Levine ve

arkadaglari tarafindan yapilmaistir.

Bolim:  Okaryot
Alem: Protozoa
Sube: Apicomplexa

Sinif: Conaidasida



Alt Sinif:  Coccidiasina
Takim: Eucoccidiasina
Alt Takim: Eimeriorina
Aile: Sarcocytidae
Altaile:  Toxoplasmatinae

Tiir: Toxoplasma gondii
(National Center for Biotechnology Information [NCBI], National Library of Medicine [NIH], 2022).

2.1.3. Morfoloji

Toxoplasma gondii’nin tasizoit, bradizoit ve ookist olmak tizere {i¢ formu
vardir. Ara konagin herhangi bir hiicresinde ve kesin konagin bagirsak dist epitel
hiicrelerinde ¢ogalan formunu tanimlamak i¢in, ilk olarak Frenkel tarafindan tasizoit
terimi kullanilmustir. Tasizoitler 2x6 um boyutlarinda ve hilal seklinde olup apikal ve
polar halkalar, konoid, roptriler, mikronemler, golgi cisimcigi, graniillii ve graniilsiiz
endoplazmik retikulum, ribozom, mikrotiibiiller, inkliizyon cisimcikleri gibi ¢esitli
organellerden olusmaktadir. Hareket kabiliyetleri kayma, biikiilme, dalgalanma ve
donme seklinde olsa da silia, flagella veya psddopodia gibi goriiniir hareket
organellerine sahip degildir. Konak hiicre igerisinde, tekrarlanan endodiyogeni ile
asekseiil olarak gogalirlar (Dubey, Lindsay, & Speer, 1998).

Bradizoitler, Coccidia olarak bilinen Apicomplexlerin bir alt sinifina ait belirli
organizmalardaki yavag biiyliyen bir yasam formudur. Yaygin olarak beyin ve kas
dokusunda (hiicre i¢i doku kistlerinde) bulunan 7x1.5um boyutlarinda hilal seklindeki
yapidir. Doku kistlerinin boyutlar1 olduk¢a degiskendir, iki ila birka¢ bin bradizoit
icerebilmektedir. Bir ara konakta, doku kistleri iceren enfekte doku yutuldugunda, kist
icerisinden salinan bradizoitler, akut enfeksiyona neden olan ve ¢esitli organlara
yayilim gosterebilen form olan tasizoitlere farklilasmaktadir (Mayoral, Di Cristina,
Carruthers, & Weiss, 2020).
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Sekil 2.1: Toxoplasma gondii’nin tagizoit formunun morfolojisi (Borkens, 2021)
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Sekil 2.2: Toxoplasma gondii’nin bradizoit formunun morfolojik yapisi (Mayoral, Di Cristina,
Carruthers, & Weiss 2020)



Ookistler kesin konak olan kedigillerin ince bagirsaginda parazitin seksiiel
(eseyli) ¢cogalmasindan sorumlu olan yapidir. Farkli yollarla T. gondii ile enfekte olan
kedinin enterosit hiicrelerinde parazit mikro ve makrogametositlere farklilasir (Freppel
ve ark, 2019; Kato, 2018).

Kedigillerin bagirsaklariin epitel hiicrelerinde sizogonik bir ¢ogalmay1
takiben gamegonik ¢ogalma sonucunda makrogametosit ve mikrogametosit meydana
gelmektedir. Bu yapilar olgunlasarak dollenme sonrasinda zigotu olusturacak
makrogamet ve mikrogamete doniigiirler. Zigot yapisinin ig¢inde ookistler
bulunmaktadir. Epitel hiicrenin par¢alanmasiyla barsak liimenine dokiilen ookistler,
diskilamayla dis ortama atilmaktadirlar (Brown ve ark., 1995).

Bir mikrogametosit ortalama 6-21 tane mikrogamet olusturma kapasitesine
sahipken, her makrogametosit yalnizca bir makrogamet olusturabilir.
Mikrogametositler elipsoidal, makrogametositler ise daha kiiresel yapidadir
(Tomasina, &Francia, 2020). Mikrogametin, makrogameti bularak doéllenmenin
gerceklesmesi igin iki adet flagellasi bulunur. T. gondii’nin flagella bulunduran tek
formu mikrogamettir (Tomasina, &Francia, 2020).

Dollenme sonucunda meydana gelen ookistler kesin konak olan kedilerin
diskisiyla atilir. Taze atilan ve sporlanmamis ookistler; oval, 10x12 um boyutlarinda,
bol miktarda lipid ve polisakkarit igeren iKi zarla ¢evrili yapilardir. Ookistler enfektif
hale gelebilmek i¢in kedi digkisi ile atildiktan sonra toprakta sporiilasyona ugrarlar.
Sporiilasyon agamasi ortam kosullarina; 6zellikle sicaklik, oksijen ve nem durumuna
gore 1-5 glin arasinda siirer. Sporlanma i¢in gerekli optimum sicaklik 20-25°C iken,
4°C’ nin altindaki veya 37°C’nin tizerindeki sicakliklarda sporiilasyon inhibe edilir.
Sporiilasyon sonucunda her bir ookistte, icerisinde dort sporozoit bulunduran,
boyutlar1 6x8 pm arasinda olan iki sporokist meydana gelir (Freppel ve ark.., 2019).

Ookistler kimyasal inaktivasyon ajanlarina, giiglii asitlere, camasir suyuna, gaz
halindeki klora ve ozon igeren dezenfektanlara karsi olduk¢a direnglidir. T. gondii
ookistlerinin yiiksek dozlardaki UV 1sinlarina bile direng gosterdigi bildirilmistir. T.
gondii ookistleri 60°C ve iizerindeki sicakliklarda canliliklarini yitirmektedirler.
(Dumétre ve ark.., 2013; Freppel ve ark.., 2019).



Sporlanmamis ookist Sporiile ookist

Sekil 2.3: Toxoplasma gondii’nin sporlanmamis ve iki sporokist, dort sporozoit bulunduran sporiile
ookistinin yapist (Samuelson, Bushkin, Chatterjee, &Robbins, 2013)

2.1.4. Genomu ve Genotipleri

Toxoplasma gondii’'nin haploid genomu yaklasitk 65 milyon baz ¢ifti
uzunlugundadir. Simdiye kadar tanimlanmis 8300’den fazla protein kodlayan geni
bulunurken, 13 tane de kromozom i¢ermektedir. (Fernandez-Escobar.., 2022; Lorenzi
ve ark, 2016; Xia ve ark.., 2021)

Arastirmacilar 1990’11 yillarda Restriksiyon Parga Uzunluk Polimorfizmi/
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ile T. gondii suslarini, farelerdeki
virulansina gore li¢ klonal soya ayirmislardir. Bu {i¢ soy arasinda DNA dizi diizeyinde
%1-2 gibi ¢ok diisiik oranda genetik farklilik bulunmaktadir. Bu genotiplendirme 6nce
Avrupa ve ABD’deki izolatlarla yapilmistir. Diger kitalardan gelen suslar
incelendiginde bu belirlenen ii¢ soya uymadigi goriilerek yeni haplotiplerin
tanimlanmasina yol agmistir. Simdiye kadar ilk belirlenen ii¢ soyda dahil olmak iizere
toplam 12 haplotip tanimlanmistir. Ancak bu haplotiplere dahil edilemeyen, farkli
polimorfizme sahip atipik izolatlar da bulunmaktadir (Dardé, & Robert-Gangneux,
2012; Fernandez-Escobar.., 2022). T. gondii haplotiplerinin diinya genelindeki
dagilimi Tablo 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1: Toxoplasma gondii genotipleri ve baskin olarak goriildiigii bolgeler (Dardé, 2012)

Bolgeler Baskin Olarak Goriilen Genotipler

-Tip Il (Haplotip 2) oldukga baskin
Avrupa -Tip Il (Haplotip 3) daha ¢ok Giiney Avrupa’da
-Sporadik olarak diger haplotipler

-Tip Il (Haplotip 2)

Kuzey Amerika - Haplotip 12

-Tip Il (Haplotip 3)

-Nadirde olsa diger haplotipler

-Yiksek genotipik cesitlilik

-Haplotip 6 gibi Afrika ile paylasilan bazi gruplar
Giiney ve Orta Amerika -Tip Il (Haplotip2) sporadik

-Nadiren karsilagilan Tip I (Haplotip 1)

-Amazon ormanlarinda atipik genotipler

-Afrika 1,2,3 olarak adlandirilan Haplotip 6
Afrika - Tip 11 (Haplotip 3)
- Tip Il (Haplotip 2)

-Genotipik gesitlilik
Asya -Tip 11l (Haplotip 3)
-Kita genelinde yaygin olarak bulunan bir haplotip

Belirlenen ilk ii¢ soyun viriilansina bakildiginda Tip I (Haplotip 1)’in diger iki
soydan daha dldiiriicti oldugu goriilmiistiir. Deneysel viriilans, belirli sayida tasizoitin
fareye intraperitoneal asilanmasi ve sonuglarin degerlendirilmesi ile belirlenmektedir.
Tip I (Haplotip 1) izolatlar, fare modeline <10 tasizoitin asilanmasi ile 10 giinden daha
kisa bir siirede fareyi 6ldiirerek yliksek derecede viriilan oldugunu gostermistir. Tip 11
(Haplotip 2) ve Tip Il (Haplotip 3) izolatlar aviriilent olarak kabul edilir ve ancak
>103 tasizoitin asilanmasiyla parazit hayatta kalabilmektedir. Diger haplotipler ve
atipik suslardan gelen izolatlar genlerin kombinasyonunda ki farkliliklara gore yiiksek
dereceden, orta veya viriilan olmayan fenotipe gore degismekle birlikte, Tip I
(Haplotip 1) alellerin ¢ogunluguna sahip genotipler genellikle daha 6liimciil oldugu
kanitlanmistir (Howe, Summers, & Sibley, 1996, Robert-Gangneux, & Dard¢, 2012).



2.1.5. Yasam Dongiisii

Toxoplasma gondii i¢in kesin konak olan kedilerin ince bagirsak
enterositlerinde seksiiel tireme sonucu mikro-makrogametositler olusur. Bu iki formun
olgunlasip birlesmesiyle enterositler igerisinde makro ve mikrogamet olusur. Mikro ve
makrogametin dollenmesi ile enterositler i¢inde ookistler meydana gelir ve bu sekilde
sporule olmamis ookistler kedi diskist ile ¢evreyi kontamine eder. Ookistlerin toprakta
sporlanarak enfektif hale gelmeleri 1-5 giin siirer. Dogada yasamin siirdiiren kus,
kemirgen, ¢iftlik hayvanlar1 gibi ara konaklar kontamine olmus toprak, su veya
bitkileri yiyerek enfekte olur. Ookistler ara konak tarafindan viicuda alindiktan kisa
bir siire sonra tasizoit formuna doniistir. Tasizoitler sinir, kas gibi dokularda, doku
kistleri icerisinde bradizoitlere déniisiir. Insanlara ise T. gondii ¢esitli yollarla
bulasabilmektedir. Kedi diskisi ile kontamine yiyecek veya su tiiketimi ile doku kisti
iceren etlerin ¢ig ya da az pismis sekilde tiiketilmesiyle, anneden fetiise plasenta
yoluyla, nadir de olsa kan transfiizyonu ve organ nakli gibi yollarla da bulas
goriilebilmektedir. (Attias ve ark., 2020; Severance ve ark., 2016).

KESIN KONAK
Kedigiller

ARA KONAK
Memeliler, kuslar

beyin, kalp, akciger, géz
kas, plasenta..
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Sekil 2.4: Toxoplasma gondii’ nin yagam dongiisii (Robert-Gangneux, & Dardé, 2012)
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Sekil 2.5: T. gondii i¢in kesin konak olan kedide yasam dongiisii. a. T.gondii doku kisti i¢eren etlerin
yutulmasi. b. Kist duvari mide ve bagirsaklarda sindirilerek, bradizoitler serbest kalmasi. c.
Bradizoitlerin bagirsak epitel hiicrelerini istila etmesi. d. Enterositlerde, bradizoitlerin sizogoni ile
boliinerek merozoitlere farklilagmasi. e. Merozoitlerin  mikro-makrogametlere doniigsmesi. g.
Dollenmenin gergeklesmesi. h. Ookistin meydana gelmesi. i. Ookistin digki ile atilmasi. j. sporlanma
sonucu olusan iki sporokist, dort sporozoit bulunduran sporiile ookistin yapisi (Attias ve ark., 2020)

2.1.6. Epidemiyoloji

Toxoplasma gondii 1908 yilinda Kuzey Afrika’da tanimlanmasindan bu yana
yaklasik iki milyar insam1 enfekte etmis olan Onemli bir protozoondur.
Toksoplazmozun klinik 6nemi ilk olarak 1920°1i y1llarda hidrosefali, retinokoroidit ve
ensefalit tablolar1 ile konjenital olarak enfekte olmus ¢ocuklarda fark edilmistir
(Halonen, & Weiss, 2013). HIV ile iligkili immiin yetersizligi olan kisilerde 1980’li
yillarda ise latent enfeksiyonun reaktivasyonuna bagli olarak ensefalit tablolar1 rapor
edilmistir. (Luft, & Remington, 1992).

Toksoplazmoz diinya capinda bir dagilima sahip olmakla birlikte, sadece
insanlari degil neredeyse tiim memeli hayvanlari ve birgok kus tiiriinii de enfekte ettigi
bildirilmistir (Hill, Chirukandoth, & Dubey, 2005).
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Diinya niifusunun yaklasik tigte birinin latent toksoplazmoz ile enfekte oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte toksoplazmoz insidansi, az gelismis {iilkelerde
gelismis tlkelere gore daha yiiksektir (Pappas, Roussos, & Falagas, 2009).

Toxoplasma gondii seroprevalansinin Latin Amerika ve Sahra alt1 Afrika’nin
tropikal bolgelerinde yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu bolgelerde 60 yas iizerindeki
kisilerin %65’inde seropozitiflik saptanmistir. Sosyoekonomik diizey, yemek yeme
aligkanliklari, hijyen, cografi konum, ookistin olgunlagmasi i¢in gereken sicaklik ve
topragin nem orani prevalansi etkileyen faktorler arasindadir (Borkakoty, Biswas,
Jakharia, & Mahanta, 2016).

2.1.7. Patogenez

Ara konak oOncelikle T. gondii’yi kontamine yiyecek veya su ile (dikey
bulagma) viicuda alir. Viicuda giren ookistler tasizoit formuna doniiserek hizla tim
viicuda yayilir ve akut enfeksiyon baglamis olur. Enfeksiyon ilerledikge tasizoit formu;
Kist olusturan, yavas ¢ogalan bradizoit formuna doniisiir, bu da kronik enfeksiyona
gecis asamasini temsil eder (Dubey, 2009).

Insanlarda T. gondii enfeksiyonunda Tip I sitokinler olarak bilinen interldkin-
12 (IL-12) ve interferon gamma (IFN gamma) iiretimi CD40’1n ligandi olarak bilinen
CD154 tarafindan uyarilir. CD154; dendritik hiicreleri ve makrofajlart IL-12
salgilamak {izere uyarir, bu etki de T hiicreleri tarafindan IFN gamma iiretimini
arttirmaktadir. (Basavaraju, 2016)

Insan Immiin Yetmezlik Viriis (HIV)’iine bagli immiinsupresyon durumunda
ise; CD4 T lenfositlerin tiikenmesi, IL-12, IFN gamma iiretiminin ve sitotoksik T-
lenfosit aktivitesinin bozulmasi sebebiyle T. gondii firsatg1 enfeksiyonu meydana
gelmektedir. (Basavaraju, 2016)

Cogu enfeksiyon etkeninin merkezi sinir sistemi (MSS)’ne gegtiginde agir
klinik seyirlere hatta Oliimciil enfeksiyonlara neden olurken, T. gondii’nin
immiinkompetan bireylerin MSS’nde asemptomatik olarak yillar boyu kalabilmesi
oldukga ilgingtir. Ancak T. gondii immiinsupresif bireylerde morbidite ve mortalitesi
oldukg¢a yiiksek enfeksiyonlara neden olabilmektedir. T. gondii dahil olmak tizere

herhangi bir patojenin MSS’ye girebilmesi i¢in kan-beyin bariyeri (KBB) ni gegmesi
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gerekmektedir. KBB, beyindeki mikrodamarlar1 kaplayan ve endotelyal hiicrelerden
meydana gelen oldukga secici bir tabakadir. Bu endotelyal hiicreleri bazal lamina ve
perisitler ¢evreler. Bu hiicresel etkilesimler KBB’nin biiyiik peptitler ve proteinlerin
gecisine izin vermeyerek; sadece oksijen, karbondioksit gibi kii¢iik molekiillerin
diflizyonunu saglamaktadir (Mendez, & Koshy, 2017).

Bradizoit ve doku kistlerine doniisimiinde parazitin, immiin sistemin
tespitinden kagmasini sagladigi ve boylece kronik enfeksiyona yol agtig1 diistiniilen
bir dizi gegis meydana gelir (Dubey, 2009). Enfeksiyon etkenleri bu gelismis bariyeri
asabilmek i¢in birden fazla gecis mekanizmasi gelistirmistir. T. gondii i¢in ti¢ farkl
gecis mekanizmasi s6z konusudur. Bunlardan ilki transseliiler gegistir. Truva Ati
Mekanizmas: olarak da bilinen bu mekanizma sayesinde, T. gondii ile enfekte bir
immiin sistem hiicresi KBB’yi gecer ve beraberinde bu paraziti de bariyerden ge¢irmis
olur. Ikinci mekanizma paraseliiler gecistir. T. gondii’de aktif bir hareket organeli
olmamasina karsin, aktin-miyozini kullanarak kendini hareket ettirebilir. Bu hareket
‘kayma motilitesi’ olarak bilinmektedir (Dobrowolski, &Sibley, 1996). Bu kayma
motilitesi, T. gondii’nin karsilastigi ilk bariyer olan ince bagirsak epitelini gegmesine
katk1 sagladig1 6ne siiriilmiistiir. Ugiincii mekanizma ise transseliiler migrasyondur.
Yapilan c¢alismalar kan dolasimindaki tasizoitlerin MSS endotel hiicrelerine
yapisabildigini, burada cogalabildiklerini ve MSS parankim dokusunda biriktigini
gostermistir (Konradt ve ark., 2016).

2.1.8. Klinik

2.1.8.1. Konjenital Toksoplazmoz

Gebe annedeki T. gondii’nin tasizoit formu, plasentay1 gegerek fetiisii enfekte
eder. Maternal toksoplazmozun etkileri gebeligin evresine gore degismektedir. Ik
trimesterda maternal toksoplazmoz riski diisiik olmasina ragmen, bulastiginda zeka
geriligi, hidrosefali, spontan abortus gibi ciddi tablolara yol ag¢maktadir. Son
trimesterda ise maternal toksoplazmoz riski yaklagik %80 olarak bildirilmistir. Bu
yiiksek orana ragmen, genellikle okiiler toksoplazmoz gibi mortalitesi daha diisiik
enfeksiyonlara yol agmaktadir (S Al-Malki, 2021).
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Konjenital toksoplazmozlu yenidoganlarin yaklasik %80°i dogumdan hemen
sonra asemptomatiktir. Semptomatik yenidoganlarin ise yaklasik %65’inde
intrakraniyel kalsifikasyon ve periferik retinokoroidit goriilmektedir. Yine
semptomatik yenidoganlarin yaklasitk %30’unda hidrosefali veya makiiler
retinokoroidit gortilmektedir. Konjenital toksoplazmozda en yaygin klinik tablolar;
retinokoroidit, intrakraniyel Kkalsifikasyonlar ve hidrosefali olarak bildirilmistir
(Ahmed, Sood, & Gupta, 2020).

2.1.8.2. Okiiler Toksoplazmoz

Goz tutulumu da gosteren T. gondii, gormeyi tehdit eden nekrotizan retinit,
retinokoroidit gibi tablolara yol acabilir (Beder, & Esenkaya, 2020).

Asemptomatik okiiler toksoplazmozlu bireylerde rutin muayenede inaktif
hastalik bulgular1 goriilmektedir. Aktif hastalik belirtileri, tipik olarak posterior
tiveittir. Posterior {iveit yakin zamanda edinilmis bir enfeksiyon veya yeniden aktive
edilmis bir hastalik durumunda gelisebilir (Greigert ve ark., 2017).

Posterior iiveit, retina veya korioretinal inflamatuar lezyon ile birlikte gérme
kayb1 veya gbozde ugusan cisimcikler goren (vitreal floater) bir hastada
toksoplazmozdan siiphelenilmektedir. Aktif okiiler hastaligin tanisinda oftalmolojik
muayene ve ak6z humor sivisinda serolojik testler ile antijen-antikor tespitinin
yapilmasi onerilmektedir (Farhadi ve ark., 2018).

Toxoplasma gondii merkezi sinir sistemi ve ozellikle retinaya yiiksek afinite
gostermektedir. Patolojik olarak genellikle sinirli nekrotizan retinit tablosu goriiliirken
buna nekrotizan veya graniilomatoz koroidit de eslik edebilir. Retinokoroidit, olgularin
yaklasik %80 inde goriiliir ve siklikla makula tutulumu ile karsilagilir. Lezyonlar fark
edildiginde genellikle inaktif, pigmente diiz skar formundadir. Yeni lezyonlar ise skar
kenarinda beyaz, kabarik lezyonlar olarak goriiliir ve bu lezyonlara siklikla vitreus
reaksiyonu eslik etmektedir. Yeni lezyonlarin skar etrafindaki satellit goriiniimleri de

oldukga tipiktir (Butler ve ark., 2013; Rahimi-Esboei ve ark., 2018).
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2.1.8.3. Immiinsuprese Bireylerde Toksoplazmoz

Bagisiklik sistemi yeterli bireylerde genellikle semptomsuz seyreden
toksoplazmoz, immiinsuprese kisilerde 6nemli bir morbidite ve mortalite sebebidir
(Beder, & Tasbent, 2020). Bu gruptaki kisilerde toksoplazmoz, latent enfeksiyonun
reaktivasyonu seklinde goriiliir. Immiinsiiprese bireylerde en sik toksoplazma
ensefaliti (TE) goriilirken, pnomoni, miyokardit gibi ciddi tablolar ile de
karsilagilabilmektedir. TE’nin en yaygin belirtileri; bas agrisi, ates, ataksi ve ndbet
seklindedir (Sanchez, & Besteiro, 2021).

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) enfeksiyonunun geg evrelerinde giiglii
immiinsupresyona bagli olarak latent enfeksiyonun yeniden aktivasyonu ile beyinde
T. gondii gelisimi goriilmektedir. Daha sonraki agamalarda T. gondii beyinde
yayllmaya devam ederken bir yandan da akciger, goz, lenf diigiimleri ve
gastrointestinal sistem (GIS)’e kadar ilerleyebilmektedir. Serebral toksoplazmozda
immiin sistem baskilandigi i¢in spesifik antikorlarin 6zellikle de IgM iiretiminin diisiik
olmasi taniy1 zorlastirmaktadir (Azovtseva, Viktorova, Bakulina, Shelomov, &
Trofimova, 2020).

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) ile enfekte hastalarda serebral
toksoplazmozun klinik semptomlar: spesifik degildir ve primer lenfoma, progresif
multifokal ensefalopati, tiiberkiiloz, bakteriyel beyin apsesi, cytomegalovirus (CMV)
ve Herpes simplex viris (HSV) ensefaliti ve kriptokokkoz ile ayirici tani
gerektirmektedir (Bondarenko, Katsapov, Gavrylov, Didova, & Nahornyi, 2020).
Serebral toksoplazmoz tanisinda altin standart olarak kabul edilen yontem manyetik
rezonans goriintiilleme (MRG)’dir. Ancak literatiire bakildiginda MRG bulgular
birbirinden farkli ve ¢eliskilidir. Bu hasta grubunda 6zellikle molekiiler testler 6ne

¢ikmaktadir (Azovtseva, Viktorova, Bakulina, Shelomov, & Trofimova, 2020).
2.1.9. Bulas Yollan
Bulasma temel olarak tii¢ farkli yolla olmaktadir. Ookistlerle kontamine olmus

su, sebze-meyvenin oral yolla viicuda alinmasiyla, doku Kkisti i¢eren etlerin ¢ig ya da

az pismis sekilde tliketilmesiyle ve gebe anneden fetiise transplasental yolla bulag
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seklinde goriilmektedir (Pinto-Ferreira ve ark., 2019). Ookist ile bulas kaynakli
enfeksiyonlar, doku kisti ile bulag kaynakli enfeksiyonlardan daha siddetli semptomlar
gosterdigi bildirilmektedir (S Al-Malki, 2021).

%

Tasizoit

Doku kisti

Sporlanmamis
ookist

Sporiile
ookist

Sporiile
ookist c

Sekil 2.6: T. gondii’nin bulas yollari. a. Kesin konak b. Kedi diskisindaki sporlanmamis ookistler c.
Sporiile olmus ookistler d. Ara konaklar tarafindan su veya ¢ig sebze tiiketimi €. Ara konaklar (6rnek:
sigir, kuzu, inek, kegi, tavuk gibi) f. Pismemis enfekte et tiiketimi ile doku kistlerinin yutulmasi g. Ara
konaklar (insan) h. Plasenta yoluyla fetiise bulas i. Kan transfiizyonu ile bulas j. organ nakli ile bulag
(Attias ve ark.., 2020)

2.1.10. Tam

Toksoplazmoz tanisinda T. gondii’ye karsi olusan IgG ve IgM antikorlarinin
tespitine yonelik indirekt tani yontemlerine ilaveten parazitin veya DNA’sinin
saptanmasini hedefleyen direkt tani yontemleri (hayvan inokiilasyonu, kiltiir ve
polimeraz zincir reaksiyonu) de kullanilmaktadir. Coklu organ tutulumunun gorildiigii
bagisiklig1 saglam ancak agir olgularda kanda ve patolojik Orneklerde parazite

rastlanabilmektedir (Robert-Gangneux, & Dardé, 2012).
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Giinimiizde birgok rutin uygulamada toksoplazmoz tanisinda Indirect Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Immunosorbent Agglutination Assay
(ISAGA) ve Indirect Fluorescence Antibody (IFA) gibi farkli serolojik testler
kullanilmaktadir (Liu, Wang, Huang, & Zhu, 2015).

Toksoplazmoz tanisinda klinisyenin yaklasimi hastanin immiin durumu ile
dogrudan iliskilidir. immiinkompetan kisilerde toksoplazmoz tanisinda indirekt tani
yontemleri tercih edilirken, immiinkompremize bireylerde yeterli antikor yaniti
olusamadigindan bu hasta grubunda indirekt tani testleri (serolojik testler) yetersiz
kalabilmektedir. Giiniimiizde toksoplazmoz siiphesi olan immiin sistemi baskilanmig
kisilerde direkt tan1 yontemlerinin tercih edilmesi kabul gérmektedir. Giivenilirligi
arttirmak i¢in tanida birden fazla yontemin bir arada kullanilmasinin daha dogru bir
yaklasim oldugu ifade edilmektedir (Beder, & Tasbent, 2020).

Indirekt tanminin temelini serolojik testler olusturmaktadir. Giiniimiizde
toksoplazmoz tanisinda ELISA ekonomik, giivenilir, basit ve kullanisl bir yontem
olmasi1 nedeniyle rutin laboratuarlarda siklikla tercih edilen testtir. Bu testlerle tani
koymada siklikla karsilasilan sorun; Anti-Toxoplasma IgG ve IgM antikorlarinin
sonuglarinin tam olarak yorumlanamamasi nedeniyle akut, kronik enfeksiyon
ayriminin yapilamamasidir. Hastaliga 6zgii IgM antikorlar1 akut enfeksiyonun en
onemli belirteclerinden olmakla birlikte toksoplazmoz tanisinda tek basina yeterli
degildir, takip gerektirir (Liu ve ark., 2015).

Anti-Toxoplasma IgM antikor titreleri, akut enfeksiyonu takiben besinci
giinden sonra yiikselmeye baslar ve 1-2 ay sonra maksimum seviyesini ulagir. Ancak
antikorlarin yar1 Omiirleri nedeniyle birka¢ hafta sonra serumda saptanamayacak
seviyelere diisebilmektedir. Literatiirde yer alan bazi olgularda ise Anti-Toxoplasma
IgM’nin bir yildan daha uzun siire serumda saptanabilecek diizeyde kaldigi
bildirilmistir. Bu durumun 6zellikle gebeligin ilk ii¢ ayinda toksoplazmoz siiphesi olan
gebelerde taniy1 zorlastirabilecegi ifade edilmektedir (Paquet, & Yudin, 2018).

Anti-Toxoplasma IgM antikorlar1 plasenta bariyerini gegememesi nedeniyle
yenidogan serumunda tespit edilmesi durumunda konjenital enfeksiyon belirteci
olarak disiiniilebilir. Bununla birlikte enfekte yenidoganlarin %55 kadarinin bu
antikorlar1 olusturamadigi veya mevcut testlerin ¢ogunun bu disiik seviyedeki

antikorlar1 saptayamadigi bildirilmistir. Maternal Anti-Toxoplasma IgG antikorlari
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yenidoganin kaninda bir yila kadar sabit veya artan diizeylerde kalabilmesi konjenital
enfeksiyonu diistindiirebilir. Konjenital toksoplazmoz tanisini dogrulamak igin
immiinblotlama ve PCR gibi ileri tetkikler yapilmasi 6nerilmektedir (Storchilo ve
ark.., 2021).

Anti-Toxoplasma IgG ve IgM her ikisi de negatifse, ya hi¢ T.gondii ile
karsilasilmamis ya da ¢ok yakin bir zamanda akut enfeksiyonun varlig: diisiiniilerek,
test tekrarlanmalidir. Anti-Toxoplasma IgG pozitif, Anti-Toxoplasma IgM negatifse
bir yildan daha eski bir enfeksiyon oldugunu gostermektedir. Hem Anti-Toxoplasma
IgG hem de Anti-Toxoplasma IgM pozitifse bu ya yeni bir enfeksiyon varligini ya da
yanlig test sonucunu gostermektedir. Akut enfeksiyondan siipheleniliyorsa, 2-3 hafta
sonra test tekrar edilmelidir. Anti-Toxoplasma IgG’de dort kat ve daha fazla titre artis
yeni bir enfeksiyonun varligin1 géstermektedir. Hamilelik sirasinda enfeksiyonun ne
zaman meydana geldigini bilmek, fetal gecis riskini degerlendirmede ve tedavinin
baslanmasinda olduk¢a Onemlidir. Bunun i¢in de IgG’nin organizmaya baglanma
gliciinli gosteren Anti-Toxoplasma IgG avidite testi kullanilmaktadir. Avidite degeri
yiiksekse bu enfeksiyonun en az bes ay once meydana geldigini gostermektedir
(Paquet, & Yudin, 2018).

Okiiler toksoplazmoz (OT) tamisi temelde oftalmolojik muayeneye
dayanmaktadir. OT’da ¢ogunlukla akéz humor, vitreus sivist gibi goz sivilarindan
immiinolojik veya molekiiler yontemlerle T. gondii varlig: arastirilmaktadir (Robert-
Gangneux, & Belaz, 2016).

Indirekt tamda ELISA testlerinin yam sira; Sabin-Feldman Dye Test,
Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA), indirekt Floresan Antikor Teknigi
(IFAT) ve Western Blot (WB) gibi testler kullanilabilmektedir (Beder, & Tasbent,
2020).

Direkt tan1 testlerinde, indirekt tan1 testleri gibi antijen- antikor varligin1 degil
etkenin direkt olarak kendisi veya niikleik asidi arastirilmaktadir. Toksoplazmozun
direkt tanisinda in-vivo, in-vitro kiiltiir yontemleri ve molekiiler ydntemler
kullanilmaktadir. Ozellikle taninin zor oldugu bagisikligi baskilanmus kisilerde ve
konjenital toksoplazmozda oldukca onemli testlerdir. Toksoplazmozun molekiiler
teshisinde bir¢cok gen hedefi kullanilmistir. Bunlardan en bilinenleri RE (REP-529)
geni, B1 geni, TGRIE ve p30°dur. T. gondii genomundaki tekrar sayilarina
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bakildiginda; RE geninin 200-300, B1 geninin 30-35, TGR1E hedef bdlgesinin 100,
p30 bolgesinin ise birdir. Literatiirde karsilagtirmali yapilan caligmalara bakildiginda;
RE gen bolgesi parazit genomundaki yliksek kopya sayis1 nedeniyle tani i¢in duyarh
bir gen bolgesi oldugu bildirilmektedir (Robert-Gangneux, & Belaz, 2016).

2.1.11. Tedavi

Semptomu olmayan kisilerde tedavi gerekliligi yoktur. Hamileyken ilk kez T.
gondii ile enfekte olmus gebeler, okiiler toksoplazmozu olan bireyler, immun sistemi
baskilanmis kisiler ve transplant alicilari mutlaka tedavi edilmelidir. Toksoplazmoz
tedavisinde en sik kullanilan ilaglar spiramisin, pirimetamin, stilfadiazin, klindamisin
ve atovakuondur. Toksoplazmoz tedavisinde kullanilan ilaglarin ana hedefi T. gondii
tasizoitlerinin metabolik yollarini inhibe ederek ¢ogalmasini durdurmaktir. Bunun igin
folinik asit antagonistleri kullanildiginda tedaviye ek olarak folinik asit verilmektedir
(Player, Gross, Schliiter, Wilkinig, & Seeber, 2019).

2.1.12. Korunma

Enfeksiyon hastaliklar ile ilgili olarak korunmada hijyen en temel noktadir.
Toksoplazmozda parazitin yasam dongiisii diistiniildiigiinde yeme aligkanliklar1 en az
hijyen kadar 6nemlidir. Topraga bulasi dnlemek icin 6zellikle kedi sahipleri kedi
diskilarini giinliik olarak ¢op kutusuna ¢ikarmali ve ookistlerin sporlanmasi birkag giin
stirdiigli igin ¢opler giinliik olarak temizlenmelidir (Szewczyk-Golec, Pawlowska,
Wesolowski, Wroblewski, & Mila-Kierzenkowska, 2021).

Etlerdeki T. gondii doku kistleri ile bulasi 6nlemek igin; etler en az 24 saat
boyunca -12°C ve altindaki sicakliklarda dondurulmali, ¢ig veya az pismis sekilde
tilketilmemelidir. Cig et ile temastan sonra eller iyice yikanmalidir. Toksoplazmoz
konusunda toplumun bilgilendirilmesinin ve bulas yollarinin anlatilmasinin, hastaligin
insidansin1 azaltmaya yardimci olabilecegi bildirilmektedir (Beder, & Tasbent, 2020;
Szewczyk-Golec, Pawlowska, Wesolowski, Wroblewski, & Mila-Kierzenkowska,
2021).

18



2.2. Human Immunodeficiency Virus (HIV)

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV), CD4+ T lenfositlerini enfekte eden ve
tedavi edilmediginde immiin yetmezlik sendromuna (AIDS) yol agan bir patojendir

(Duette ve ark., 2018).

2.2.1. HIV ve AIDS’in Kesfi

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV), ilk olarak 1980’li yillarda, escinsel
erkeklerde ¢ok sayida ve agiklanamayan immiin yetmezlik tablolar1 ile
karsilasilmasiyla dikkat c¢ekmistir. AIDS olarak 1982 yilinda tanimlanan bu
enfeksiyondan iki yil sonra 1984’te AIDS’in nedeni HIV olarak tanimlanmistir
(Deeks, Overbaugh, Philips, & Buchbinder, 2015, Agarwai-Jans, 2020). Giinimiizde
HIV ile yasayan yaklagik 40 milyon insan oldugu tahmin edilmektedir. Bu durum
HIV’in kiiresel anlamda 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak énemini korudugunu

gostermektedir (McLaren, & Fellay, 2021; Yoo ve ark., 2022).

2.2.2. HIV’in Yapisi

Tek sarmal yapida, pozitif polariteli RNA genomunun iki kopyasini iceren,
kiiresel, zarla gevrili pleomorfik virionlardir. Viriisiin ¢ap1 yaklasik olarak 1000-1500

A (Armstrong) arasindadir (Ganser- Pornillos, Yeager,& Pornillos, 2012).

Lipid membran

Matriks

Reverse

Sekil 2.7: HIV’in Yapisi (Rasheed ve ark., 2021)
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2.2.3. HIV Taksonomisi

Siniflandirmada HIV; Retroviridae ailesinde, Orthoretrovirinae alt ailesinde

ve Lentiviriis cinsinin bir liyesidir.

Lentivirus

SIV-

Spumavirus
BFV
HFV,
Epsilonretrovirus

WDSV
PHV

REY Alpharetrovirus

WEHV-2 BLV

WHEV-1
HTLV-1 Deltaretrovirus

MulY /GALY
Felv HTLV-2

Gammaretrovirus

Sekil 2.8: Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV)’niin sistematikteki yeri (International Committee on
Taxonomy of Viruses [ICTV], 2022)

2.2.4. HIV Epidemiyoloji

Birlesmis Milletler Ortak HIV/AIDS Programi1 (UNAIDS)’nin 2020 verilerine
gore diinya lizerinde toplam 37,7 milyon kisi HIV ile yagamaktadir. Yine 2020 yilinda
1,5 milyon yeni HIV olgusu tanimlanmistir ve ayn1 yil toplam 680.000 kisi AIDS’le
iliskili nedenlerle hayatini kaybetmistir. AIDS’in baglangicindan bu yana yaklasik 35
milyon kisinin AIDS’e bagli hastaliklardan 6ldiigii tahmin edilmektedir (Birlesmis
Milletler Ortak HIV/AIDS Programi [UNAIDS], 2022).

Insan immiin yetmezlik viriisiiniin kesfinden bu yana tedavi modellerinin
uygulanmasinda ¢esitli zorluklar ortaya ¢ikmistir. Bu zorluklar; ila¢ direnci, ilag
toksisiteleri ve bazi popiilasyonlarda ilaca sinirli erisim ile iligskilendirilmistir. HIV’in
ilk kesfedildigi yillarda AIDS’1i bir kisinin ortalama hayatta kalma siiresi 1-2 yilken,
giintimiizde yaklasik 53 y1l olarak hesaplanmistir. AIDS’e bagli 6liimler 2005 yilindan
bu yana yar1 yariya azalmistir (Eisinger, & Fauci, 2018).
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Insan immiin yetmezlik viriisii diinyada kiiresel bir dagilima sahip olmakla
birlikte, HIV ile enfekte kisilerin %54t Dogu ve Giiney Afrika’da bulunmaktadir (De
Cock, Jaffe, & Curran, 2021).

Ulkemizde 1985 yilindan bu yana bildirilen HIV pozitif olgu sayis1 toplamda
30.293, AIDS vakast ise 2083 ’tiir. Yine tilkemizde 2021 yilinda 2922 yeni HIV pozitif,
80 AIDS olgusu ve AIDS ile iliskili 36 6lim bildirilmistir (Tiirkiye Cumhuriyeti
Saglik Bakanligi, 2022).

2.2.5. HIV Replikasyon Dongiisii

Insan immiin yetmezlik viriisii-1 icin birincil reseptdr; T lenfositlerin,
makrofajlarin, monositlerin ve dendritik hiicrelerin yiizeyinde bulunan CD4
reseptoriidiir. HIV ayrica, konak hiicreye girig saglayabilmek i¢cin kemokin reseptdrleri
olan CCR5 ve CXCR4’¢ ihtiya¢ duyar (Deeks, Overbaugh, Philips, & Buchbinder,
2015). HIV-1 gibi zarfli virtislerin konak hiicreye girisinde kullandig strateji, enerji
acisindan uygun ancak yiiksek kinetik bariyerlere sahip olan membran flizyonudur
(Xiao, Cai, & Chen, 2021).

Viriisiin replikasyon dongiisii; hedef hiicreye tutunmasi ve sonrasinda girisi ile
baslar. Konak hiicre zarma tutunabilmek i¢in viriis, env geni tarafindan iiretilen
gp120/gp 41 (viral zarf proteinleri) glikoproteinlerini kullanir. Viriis hiicreye girerken
zarfindan soyunur, viral RNA konak hiicre niikleusuna geger, burada viral ters
transkriptaz enzimi aktivitesiyle RNA’dan komplementer DNA (cDNA) iiretilir ve
viriis kendi genomonun bir kopyasim1 konak hiicre kromozomuna entegre eder
(McLaren, & Fellay, 2021, Turner, & Summers, 1999). Konak hiicre bu asamadan
sonra virlise ait proteinleri sentezlemeye baslar. Son asamada Sekil 2.9°da da
goriildiigii gibi viriis tomurcuklanarak ¢ogalir ve hiicre disinda olgunlasir (Deeks,

Overbaugh, Philips, & Buchbinder, 2015).
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Sekil 2.9: HIV replikasyon dongiisii (Ramdas, Sahu, Mishra, Bhardwaj, & Chande, 2020)
2.2.6. HIV Enfeksiyonu

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV), CD4+ T hiicrelerini enfekte eder.
Bulagsmadan sonra virlis, mukozal dokularda tutulur ve giinler icerisinde lenfoid
organlara yayilir. Yaklasik onuncu giinde viriis kanda saptanabilir diizeye gelir
(Deeks, Overbaugh, Philips, & Buchbinder, 2015). Viral replikasyon hizla artar ve
CD4+ T hiicre sayis1 ise gegici olarak diistik seyreder. CD4+ T sayisindaki azalmayla
birlikte, CD8+ hiicre sayilar1 artar. Zirve viremiyi takiben, CD4+ T hiicre sayilari
artarken, CD8+ hiicre sayilarinda diisiis goriiliir, ancak CD4+ sayisi artmasina ragmen
eski seviyelerine ulasamaz (Cooper, Tindall, Wilson, Imrie, & Penny, 1988).

Akut HIV enfeksiyonunda genellikle; ates, lenfadenopati, dokiintii, miyalji ve
halsizlik gibi spesifik olmayan semptomlar goriilir. Menenjit, ensefalit gibi ciddi
komplikasyonlar goriilebilse de HIV ile enfekte kisilerin bircogu bu donemde
asemptomatiktir (Crowell ve ark., 2018; Kared ve ark., 2008; Robb ve ark., 2016).
Bunun yan1 sira akut HIV enfeksiyonunda gastrointestinal sistem (GIS) birincil hedef
oldugundan genellikle bulanti, kusma, ishal, istahsizlik ve kilo kayb1 gibi belirtiler de
goriilmektedir (Molina ver ark., 1992; Rizzardi, Tambussi, & Lazzarin, 1997). Bu
donemde plazmadaki HIV RNA sayis1 maksimum diizeydedir. Immiin yanit bir kez
gelistiginde viral yilik ayar noktasi olarak isimlendirilen bir evreye girer ve viral yiik

yaklasik olarak 100 kat azalir. Viral yiik ayar noktasi klinik tablonun gidisati

22



konusunda da bilgi vermektedir. Yiiksek viral yiik ayar noktasinda, daha diisiik viral
yik ayar noktasmna gore AIDS’e gecisin daha hizli olabilecegi disiiniilmektedir
(Deeks, Overbaugh, Philips, & Buchbinder, 2015).

2.2.7. HIV ile Enfekte Kisilerde Koenfeksiyonlar

Koenfeksiyonlar, HIV ile enfekte kisilerde morbidite ve mortaliteyi arttiran
faktorlerdendir (Boulougoura, & Sereti, 2016). HIV-1 enfeksiyonunun, CD4+ T
lenfosit hiicre sayisinda azalmaya yol actig1 ve viicudu firsatg1 enfeksiyonlara karst
savunmasiz biraktig1 bilinmektedir (Rojas- Celis, Valiente- Echeverria, Soto-Rifa, &
Toro-Ascuy, 2019). Kullanilan antiretroviral tedavi (ART) ile koenfeksiyonun
tedavisinde kullanilan antibiyotik arasinda farmakokinetik ve farmakodinamik
etkilesimler de olabileceginden, ilerlemis HIV enfeksiyonu ve bu hasta grubundaki
koenfeksiyonlarin tedavisi de zordur (Manzardo ve ark.., 2015; Procop, 2017).

Bagisikligi baskilanmis kisilerde goriilen enfeksiyonlar, saglikli kisilerde
goriilen enfeksiyonlara gore daha ilerleyicidir. Ornegin; Mycobacterium kansasii, hem
immiinsuprese hem de immiinkompetan bireylerde ciddi pulmoner enfeksiyonlara
sebep olabilirken; Mycobacterium genevense ve Mycobacterium haemophilum gibi
diger Mycobacterium tiirleri, genellikle immiinkompremize bireylerden izole
edilmistir (Procop, 2017).

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV), ile enfekte kisilerde en sik goriilen
koenfeksiyonlar; Cytomegalovirus (CMV), Pneumocystis jirovecii pnémonisi (PJP),
mikobakteri enfeksiyonlari, Epstein—Barr virtisii (EBV), Varisella zoster viriis (VZV),
Herpes simplex viriis (HSV), toksoplazmoz, tiiberkiiloz ve kriptokokkal menenjittir
(Manzardo ve ark.., 2015; Procop, 2017)

2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (=Polymerase Chain Reaction-PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki
Ozgiil bolgelerin gogaltilmasini saglayan basit ancak oldukga basarili bir in vitro DNA
sentezidir (Garibyan, & Avashia, 2013).

Mitotik hiicre bdliinmesi esnasinda, her yeni somatik hiicre i¢in genomun bir

kopyasi olusturulur. Bu islem iki yeni hiicre arasinda esit olarak paylasilan DNA
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miktarint iki katini ¢ikarir. Orijinal progenitdr hiicreden baslayarak siirekli hiicre
boliinmesi yoluyla ¢ok hiicreli bir organizma olusturuldugundan, niikkleer DNA’nin iki
katina ¢ikmasi her hiicre boliinmesinde gerceklesen bir olaydir. Orijinal progenitor
hiicredeki genom kopyasi, milyarlarca kopyaya doniismiis olur. PCR, ¢ok diisiik DNA
konsantrasyonlarini, ¢ok yliksek konsantrasyonlara doniistiirmek igin benzer bir
prensip ve bu siirecin izole edilmis bilesenlerinden yararlanmaktadir (Waters, &
Shapter, 2014).

PCR’1in temel fiziksel bilesenleri; sablon DNA, dNTP (deoksi niikleotit
fosfatlar), Taq DNA polimeraz (Thermus aquaticus adli bakteriden izole edilmistir),
primerler, uygun iyonik gii¢ ve ph degerine sahip tampon soliisyonudur (Canene-
Adam, 2013).

Thermus aquaticus adli bakteriden izole edilen Taq DNA polimeraz enzimi,
DNA’nin denatiirasyonu ve primer 6zgilliigi igin gereken yiiksek sicakliklarda
bozunmadan kalarak aktivitesini siirdiirebilmektedir (Canene-Adam, 2013).

2.3.1. Gergek Zamanh PCR (=Real-Time PCR, qPCR)

Bu yontem, PCR kimyasmi aym reaksiyon tiipiinde amplifiye edilmis
amplikonlarin floresan problar yardimiyla, hem ¢ogaltmay1 hem de ¢ogaltilmais tiriiniin
tespitini saglamaktadir. Bu da konvansiyonel PCR yontemlerinden daha kisa siirede
sonug¢ elde etmeyi saglamaktadir. Amplifikasyon ve saptama islemleri ayni tiipte
gerceklestiginden, amplifiye edilmis niikleik asidin ¢evreye sagilma riski de ihmal
edilecek diizeyde olmaktadir. Yiiksek hassasiyet ve 0zgiilliik, diisilk kontaminasyon
riski, uygulama kolaylig1 ve hiz, qPCR’1 birgok patojenin tespitinde kullanilan kiiltiir
tabanli veya immiinoassay tabanli tami testlerine alternatif olarak karsimiza
cikarmaktadir (Espy ve ark., 2006).

Klinik arastirma laboratuvarlarinda qPCR’1mn yaygin kullanimini saglayan en
biiyiik gelisme, yeni floresan etiketleme tespit sistemlerinin gelistirilmesi olmustur.
Birgok farkli metot olsa da, ana ilkesini floresan sinyalindeki artisin reaksiyonda
tiretilen amplikonun miktar1 ile dogru orantili olmasi olusturmaktadir. En sik

kullanilanlar; SYBR Green Boyasi, hidrolizasyon problari (TagMan), molekiiler
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boncuk yontemi ve hibridizasyon problari (Light Cycler)’dir (Singh, & Roy-
Chowadhuri, 2016, Espy ve ark., 2006).

2.3.1.1. SYBR Green Boyasi

SYBR Green, bir floresan boyadir ve sadece ¢ift zincirli DNA’ya
baglanmaktadir. PCR’1n ilk adim1 olan denatiirasyondan sonra primerler baglanir ve
uzama bagladiktan sonra floresan boya molekiilii iki zincirin arasina baglanarak

floresan sinyali yaymaya baslar. SYBR Green boyasi hassas olmasina karsin, spesifik

degildir (Singh, & Roy- Chowdhuri, 2016, Espy ve ark., 2006).

2.3.1.2. Hidrolizasyon Problari1 (TagMan)

Hidrolizasyon Problari primerlere baglanan ve DNA polimeraz enziminin 5’
eksontikleaz aktivitesini kullanan kisa oligoniikleotit dizileridir, Hidroliz problar
dondr florofor oligoniikletitin 5’ ucunda, akseptdr yani alic1 florofor ise 3’ ucunda
bulunacak sekilde tasarlanmistir. Probun 3’ ucunda bulunan akseptdr, dondrden gelen
sinyali sondiirmekle kalmaz, ayn1 zamanda probun 3’ ucunu bloke ederek, probun
DNA polimeraz tarafindan spesifik olmayan uzantisin1 da 6nlemektedir (Singh, &
Roy- Chowdhuri, 2016).

Bir PCR dongiisiiniin baglanma safhasinda oligoniikleotit, hedef DNA’ya
tamamlayict bir sekansta hibridize olur. Baglanma sonrasinda akseptor florofordan
salinan floresan sinyali, PCR’1n erken sathalarinda tespit edilebilir diizeyde olup, bu
temel sinyali olusturmaktadir. Daha sonra eger ilgili hedef DNA reaksiyon karigiminda
mevcutsa, termostabil Tag DNA polimeraz, primer dizisinin uzamasina neden olur ve
bu uzama probun 5’ ucuna kadar ulasir. Probun 5’ ucunda bulunan donér florofor,
DNA polimerazin 5° eksoniikleaz aktivitesi ile boliiniir. Boliinmiis dondr
floroforundan gelen floresan sinyalin esik ¢izgisinin {izerine ¢ikmasi halinde goriiniir

hale gelmektedir (Espy ve ark., 2006; Singh, & Roy- Chowdhuri, 2016).
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2.3.1.3. Molekiiler Boncuk Yontemi

Bu y6ntemde probun 5’ucunda donor floresan boya, 3’ ucunda akseptor boya
bulunmaktadir. Molekiiler boncuk probunun her bir ucundaki bir bolge, kendisini
tamamlayict olacak sekilde tasarlanmis olmasi diisiik ve yiiksek sicakliklarda uglar
birbiri ile hibridize olarak sag tokas1 yapisi olusturmasini saglamaktadir (Espy ve ark.,
2006)). Bu sag¢ tokasi konformasyonundaki yapinin ug¢ kisimlarinda floroforlar,
yuvarlak kisminda ise ¢ogaltilacak DNA ile komplementer dizi bulunacak sekilde
tasarlanmigtir. Molekiiler boncuk probu serbest haldeyken 1s1ma yapamaz, ¢ilinkii sag
tokas1 konformasyonunda floroforlar birbirine yakindir ve akseptér boya, dondr
boyanin floresan 151k sinyalini engellemektedir. Prob, hedef DNA dizisine
komplementer olacak sekilde dizayn edildiginden, birbirleri ile karsilagtiklarinda
konformasyonu degiserek, sac tokasi yapisindan ¢ok daha kararli olan diiz ve tek zincir
konformasyonuna ge¢mektedir. Molekiiler boncuk probu, hedef DNA dizisine
hibridize olduktan sonra, degisen konformasyonla birlikte floroforlar birbirinden
uzaklastigindan, donér florofor sinyali saptanir. Bu prob ¢esidinde de olusan floresan
miktar1 ile olusan amplikon miktar1 dogru orantili sekilde degerlendirilmektedir
(Gtinel, 2007).

Amplifikasyonda hedef dizi mevcut degilse, prob kendi ig¢inde yeniden
hibridize olur (sa¢ tokasi konformasyonunda) ve akseptér boya, dondr boyanin

floresan sinyalini engeller (Espy ve ark., 2006).
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Sekil 2.10: 1. SYBR Green, 2. TagMan Prob, 3. Molekiiler Boncuk Problarinin Prensibi (Rocha,
Monteiro-Junior, Freire, Sousa,& Fonteles, 2015)

2.3.1.4. Hibridizasyon Problar (Light Cycler)

Hidrolizasyon problari ve molekiiler boncuk yonteminin calisma prensibi
floresan rezonans enerji transferi (FRET) olarak adlandirilan iki boya molekiilii
arasindaki floresan 151k enerjisinin transferi temeline dayanmaktadir. Hibridizasyon
problari, ¢ogaltilacak bolge iizerinde bastan sona bir konfiglirasyonda yan yana
baglanacak sekilde tasarlanmis iki DNA probundan olusmaktadir. Bir probun 3’
ucunda bir donér floresan boya, diger probun 5’ ucunda ise alici yani akseptor boya
bulunmaktadir. Her iki probta hedef niikleik aside baglandiginda, probun 3’ ucunda
bulunan boyadan gelen floresan, diger probun 5’ucundaki akseptdr boya tarafindan
emilmektedir. Akseptor boya, donor floresan boyadan gelen 15181 emer ve farkli bir
dalga boyunda yeniden yayar, bu tiglincii dalga boyu tespit edilir. Tespit edilen floresan
sinyali ne kadar fazla ise, amplifiye edilmis DNA miktar o kadar fazladir (Singh, &
Roy- Chowdhuri, 2016, Espy ve ark., 2006).

Hibridizasyon problarinin reaksiyonda primer olarak kullanilmasini

engellemek i¢in probun 3’ ucu fosforile edilmistir (Espy ve ark., 2006).
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Sekil 2.11: Hibridizasyon prob prensibi
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Bu ¢alismanin etik kurul onay1, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan 03.02.2021 tarihinde 2021-3/19 numarali karari ile alinmastir.

Bursa Uludag Universitesi Enfeksiyon Hastaliklar1 poliklinigine randevulu
olarak gelen HIV pozitif, Anti-Toxoplasma IgG ve Anti-Toxoplasma IgM istemi
yapilan hastalar ¢calismaya dahil edildi. Bu hastalar ¢alisma hakkinda bilgilendirilerek,
Bursa Uludag Universitesi Etik Kurulu onayli onam formlar1 okutuldu. Calismaya
katilmay1 kabul eden kisilere onam formu imzalatildi. Akabinde hastalar, hastanemiz
Kan Alma Birimi’ne giderek kanlarini verdi. EDTA’l1 tiipe alinan 4-5 ml periferik kan
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali- PCR Laboratuvarinda, 15 dk 3000 rpm de
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 300 pl plazma, 100 pl eritrosit kiimesi, 100 pl buffy
coat olmak {lizere toplam 500 pl 6rnek ayri bir tiipe alinarak, calisilincaya kadar -
20°C°de muhafaza edildi.

Orneklem biiyiikliigiiniin belitlenmesi amaciyla yapilan gii¢ analizi i¢in benzer
caligmalar incelenerek Anti-Toxoplasma IgG pozitiflik oran1 %90 olarak alinmistir
(Bavand ve ark., 2019). Etki biiyiikliigli %10 olmak {izere 0,05 anlamlilik diizeyi ve
%380 giic icin ¢alismaya dahil edilmesi gereken hasta sayis1 137 olarak belirlenmistir.

3.2. DNA Ekstraksiyonu
Calisma icin belirlenen 137 hasta omegi -20° C’den ¢ikarlarak oda
sicakliginda ¢oziilmeye birakildi. Ekstraksiyon i¢in ticari olarak DNA Mini Kit (

Qiagen, Germany) kullanildi. Ekstraksiyon islemi tiretici firma onerileri dikkate

aliarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.2: Kit prosediiriinde belirtilen DNA ekstraksiyon asamalar1 (QIAamp® DNA Mini and Blood
Mini Handbook)
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Kit protokoliinde bazi modifikasyonlar yapilarak asagidaki adimlarla DNA

ekstraksiyonu yapildi. (Karakavuk, Can, Doskaya, Giiriiz,& Doskaya, 2022)

Santrifiij tlipiiniin (2 ml’lik) dibine 20 pl proteinaz K pipetlendi.

Uzerine 200 pl hasta 6rnegi eklendi.

Numuneye 200 pl AL Tamponu eklendi. AL tamponundan hemen sonra 4 pl
internal ekstraksiyon kontrol DNA’s1 eklendi ve 15 sn. vortekslendi.

70°C°de 20 dk. benmaride inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra drnekler vortekslendi ve 10 sn. spin atilds.

200 pl %100°lik etanol eklendi ve 15 sn. vortekslendi.

Daha sonra karisim QiAmp Mini Spin kolon’a aktarildi ve 14000 rpm de 1 dk.
santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 500 pl AW1 eklendi ve tekrar 10000 rpm de 1 dk. santrifiij
edildi.

Siiziintii iceren toplama tiipii atildi ve QiAmp Mini Spin kolon yeni bir toplama
tiipline aktarildi.

Spin kolona 200 ul AW1 eklenerek yikama adimi tekrarlandi. 10000 rpm de 1
dk santrifiij edildi.

Siiziintii igeren toplama tiipii atildi ve QiAmp Mini Spin kolon yeni bir toplama
tiipline aktarildi.

Spin kolona 500 pul AW?2 eklendi ve 10000 rpm de 3 dk. santrifiij edildi.
Santrifiij sonras siiziintii igeren toplama tiipii atildi ve QiAmp Mini Spin kolon
yeni bir toplama tiipiine aktarildi.

200 ul AW2 eklenerek yikama adimi tekrarlandi. 10000 rpm de 3 dk. santrifiij
edildi.

Siiziintli iceren toplama tiipii atilarak, spin kolon yeni toplama tiipiine aktarild
ve 14000 rpm de 1 dk. santrifiij edildi.

Santrifiij sonrast toplama tiipii atildi, spin kolon miksrosantrifiij tiipiine
aktarild1 ve 60 ul AE Buffer eklendi ve oda sicakliginda 10 dk. inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon sonras1 10000 rpm de 1 dk. santrifiij edildi.

DNA safligi spektrefotometre (ThermoFisher Nanodrop Spectrophotometer,

ABD) ile dlgiilerek 260/280 nm absorbans orani 1,8-2,2 araliginda o6l¢iilen
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ekstratlar amplifikasyon yapilana kadar -20°C’de saklandi. Belirtilen deger

araliginda olmayan ekstratlar ayrilarak yeniden ekstraksiyon yapildi.

3.3. DNA Amplifikasyonu

Amplifikasyonda QuantiNova Probe PCR Kit (QiaGen, Germany) ve Primer
Design Advenced Kit (Genesig, UK) kullanildi. Kit igerikleri agsagida tablo halinde
verilmistir. DNA amplifikasyonu Rotor-Gene Q (QiaGen, Germany) cihaz

kullanilarak yapilmistir.

Tablo 3.1: QuantiNova Probe PCR Kit igerigi
QuantiNova (QN) Probe PCR Kiti

QN Probe master mix
e  Tag DNA polimeraz
. QN Prob PCR Tamponu
e  dNTP karigimu
ON seyreltme tamponu

QN ROX Boyas1 (PCR, Rotor-Gene Q cihazi kullanilarak yapildig1 igin bu reaktif kullanilmadi)

RNase/DNase icermeyen su

Tablo 3.2: Primer Design kit igerigi
Primer Design Advenced Kit
T. gondii spesifik primer/prob mix (FAM isaretli)
T. gondii pozitif kontrol (standart)
Internal ekstraksiyon kontrolii (IEC) DNA’s1
Internal ekstraksiyon kontrolii primet/prob mix (VIC isaretli)
Endojen kontrolii primer/prob mix (FAM isaretli)
(Farkl: tiipte ¢alisilmasi gerektiginden ve yeterli sayida kit olmadigindan ¢aligilamadi)
RNase/DNase icermeyen su

Sablon hazirlama tamponu

Amplifikasyon, iiretici firma Onerileri dogrultusunda hazirlanarak ¢aligilmistir.
Hedef ve internal kontroliin primer-kalip dizileri iki farkli organizmadan secildigi ve

farkli floresan boyalar icerdiginden ayni tiipte ¢alisiimistir.

1. Amplifikasyon i¢in kullanilacak reaktiflerin hazirlanmasi:
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eklendi.

T. gondii primer/prob karisimina 165 pl RNase/DNase igermeyen su

e [EC primer/prob karisimina 165 pl RNase/DNase icermeyen su eklendi.

e [EC DNA’sina 600 ul sablon hazirlama tamponu eklendi.

e T. gondii pozitif kontroliine (standart) 500 pul sablon hazirlama tamponu

eklendi.

e Standart egri olusturmak ve kantitatif tespit i¢in standart (pozitif kontrol)

ile seyreltme serisi hazirlandi.

-1. Tip — Pozitif kontrol

-2. Tiip — 90 pl sablon hazirlama tamponu + 1. Tiipten 10 pul

-3. Tiip — 90 pl sablon hazirlama tamponu + 2. Tiipten 10 pl

-4. Tiip — 90 pl sablon hazirlama tamponu + 3. Tiipten 10 pl

-5. Tiip — 90 pl sablon hazirlama tamponu + 4. Tiipten 10 pl

-6. Tiip — 90 pl sablon hazirlama tamponu + 5. Tiipten 10 pl

Tablo 3.3: Hazirlanan bu seyreltme serisine gore standartlarin kopya sayilari

STANDART
STANDART 1
STANDART 2
STANDART 3
STANDART 4
STANDART 5
STANDART 6

2. Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

KOPYA SAYISI ‘
2 x 10° per/ pl
2 x 10* per/ pl
2 x 10° per/ pl
2 x 10 per/ pl
20 per/ pl
2 per/ pl

e Standartlar ve drnekler i¢in {iretici firmanin kit prosediirii farkli karigimlar

hazirlamay1 6nermektedir. Buna gore hazirlanan reaksiyon karigimlari

asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3.4: Reaksiyon karigimlari

Orneklerin Reaksiyon Karsim

Standart/Negatif kontrol Reaksiyon Karisimi

10 pl QN Prob master mix

10 pl QN Prob master mix

1 ul T. gondii primer/prob mix

1 ul T. gondii primer/prob mix

1 ul IEC primer/prob mix

4 ul RNase/DNase igermeyen su

3 pl RNase/DNase igermeyen su
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e Reaksiyon karisimi, ¢alisilacak reaksiyon kadar, pipet kayiplar1 da goz
oniinde bulundurularak yukarida verilen tabloya gore hazirlandi.

3. Soguk blok lizerine yerlestirilen strip tiiplere 6rnekler i¢in, 6rnek reaksiyon
karigimindan, standart ve negatif kontrol i¢in standart reaksiyon karigimindan
15er ul koyuldu.

4. Reaksiyon karigiminin iizerine 5 ul DNA (ekstrat) eklendi. Her ¢alismaya
standartlar, T. gondii DNA’s1 ve negatif kontrol eklendi. Negatif kontrol i¢in
DNA yerine RNase/DNase icermeyen su kullanildi.

5. Her amplifikasyonda, Aydin Adnan Menderes Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi
Parazitoloji Anabilim Dali’ndan aldigimiz fare periton pasajindan izole edilen
tasizoitler (ekstrakte edilerek, ekstrat ¢alismaya dahil edildi) ve T. gondii DNA
ornegi pozitif kontrol olarak ¢aligmaya dahil edilmistir.

6. Kapaklar1 kapatilarak cihaza yerlestirildi. PCR cihazinin amplifikasyon

kosullar1 asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3.5: Amplifikasyon kosullari

Enzim Aktivasyonu 95° C - 2 dakika 1 DONGU
Denatiirasyon 95°C - 10 saniye
Veri Toplama/Okuma 60° C - 60 saniye 50 DONGU

7. Amplifikasyon tamamlaninca sonuglar degerlendirildi.

3.4. Hasta Bilgilerinin Taranmasi

Calismaya dahil edilen hastalarin Oykiisii, yasi, cinsiyeti, CD4+ T lenfosit
diizeyleri (¢alismamiz i¢in kan 6rnegi aldigimiz haftadaki), HIV pozitif tam tarihi,
sekonder enfeksiyon varligi, Anti-Toxoplasma 1gG ve Anti-Toxoplasma IgM
sonuglari, kullandigt ART (antiretroviral tedavi) ve profilaktik tedavi alip almadigi
bilgileri Hastane Bilgi Yo6netim Sistemi MiaMed sisteminden alinmustir.

Toxoplasma gondii’ye 6zgii antikorlar, hastanemiz ELISA Laboratuvarinda
enzimatik bir sandvi¢ metodu olup, floresan iiretme prensibine dayanmakta olan
Enzyme-Linked Flourescence Assay (ELFA) teknigi ile iiretici firmanin [VIDAS

(BioM¢érieux, France)] 6nerdigi prosediire gore ¢alisilmaktadir.
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Calismaya dahil edilen HIV pozitif hastalarin, poliklinik takiplerinde CD4+ T
lenfosit  diizeylerine rutin olarak bakilmaktadir. Hastanemiz Immiinoloji
Laboratuvarinda CD4+ T lenfosit diizeyi akim sitometri teknigi kullanilarak Navios

EX Flox Cytometer (Beckman Coulter, ABD) ile ¢alisilmistir.

3.5. istatistiksel Analiz

Calisma verilerinin istatistiksel analizinde IBM SPSS Versiyon 28.0 (IBM
Corp. Released 2021. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 28.0. Armonk, NY':
IBM Corp) kullanilmigtir. Verilerin tanimlayici istatistikleri nicel veriler i¢in medyan,
minimum ve maksimum, nitel veriler i¢in frekans ve yiizde olarak verilmistir. CD4+
T lenfosit diizeyinin yas ve HIV RNA kopya sayist arasindaki iligkinin
degerlendirilmesinde Spearman korelasyon katsayisi kullanilmistir. Anti-Toxoplasma
IgG pozitif ve negatif olanlarla CD4+ T lenfosit diizeyinin karsilastirilmasinda Mann
Whitney U testi kullanilmistir. Ayrica smiflandirilmis CD4+ T lenfosit diizeyinin
Anti-Toxoplasma IgG ile iligkisinin incelenmesinde Fisher-Freeman-Halton testi

kullanilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Calismaya Dahil Edilen Hasta Verileri
e (alismaya dahil edilen 137 hastanin yas dagilim aralig1 degerlendirildiginde;
en fazla saptanan yas araligi %21,9 ile 50 yas ve tizeri gruptu (Sekil 4.1).

YAS DAGILIMI

m18-24
m 25-30
m 31-35
m 36-40
m41-45
= 46-50
m 50+

Sekil 4.1: Calismaya dahil edilen hastalarin yas araligi

e (Calismaya dahil edilen 137 HIV pozitif hastanin 25’1 (%18,2) kadin, 112’si
(%81,8) erkekti (Sekil 4.2).

CINSIYET

HERKEK
1 KADIN

Sekil 4.2: Calismaya dahil edilen hastalarin cinsiyet dagilimi
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e (Calismaya dahil edilen 137 hastanin ikisinde (%]1,5) Anti-Toxoplasma IgG
sonucuna ulagilamamistir. Ulagilan veriler dogrultusunda Anti-Toxoplasma
1gG sonucu 37 (%27,4) hastada pozitif, 97 (%71,8) hastada negatif, bir hastada
(%0,8) ise sinirda bulunmustur (Sekil 4.3).

Anti-Toxoplasma 1gG

® POZITIF
m NEGATIF
= SINIRDA

Sekil 4.3: Calismaya dahil edilen hastalarin Anti-Toxoplasma IgG sonuglari

e (Caligmaya dahil edilen hastalardan 120’sinin Anti-Toxoplasma IgM sonucuna
ulagilmistir. Elde edilen verilere gore iki hastada (%1,7) Anti-Toxoplasma IgM
pozitifligi bir yi1ldan uzun siiredir devam etmektedir (Sekil 4.4).

Anti-Toxoplasma IgM

® POZITIF
u NEGATIF

Sekil 4.4: Calismaya dahil edilen hastalarin Anti-Toxoplasma IgM sonuglari
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e Calismada T. gondii IgG seropozitifligi erkeklerde % 27,3 (30/110), kadinlarda
% 32 (8/25) (p=0,635) olarak belirlendi (Tablo 4.1).

¢ 2005-2013 yillar1 ve 2014-2022 yillar1 arasindaki dokuzar yillik donemlerde HIV
tanis1 almis hasta sayilari ile Anti-Toxoplasma IgG pozitifligi arasinda anlaml

iliski saptand1 (p<0,001) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: T. gondi IgG seroprevalansinin yas, cinsiyet ve HIV tani yilina gore dagilimi

T. gondii 1gG (+) T. gondii 1gG (-) Toplam p
N/% N/%
Cinsiyet
Erkek 30 (% 27,3) 80 (% 72,7) 110 0,635
Kadin 8 (% 32) 17 (% 68) 25
Yas
18-24 1(%11,1) 8 (% 88,9) 9 0,068
25-30 4 (% 16) 21 (% 84) 25
31-35 2 (%11,1) 16 (% 88,9) 18
36-40 6 (% 27,3) 16 (% 72,7) 22
41-45 9 (% 41) 13 (% 59) 22
46-50 4 (% 50) 4 (% 50) 8
>50 12 (% 41,4) 17 (% 58,6) 29
HIV Tan1 Yih
2005-2013 9 (% 81,8) 2 (% 18,2) 11 <0,001
2014-2022 29 (% 23,4) 95 (% 76,6) 124

e Anti-Toxoplasma IgG sonucu pozitif ¢ikan 37 hastanin Anti-Toxoplasma IgG
aviditesine bakilmistir. Bu hastalarin 7°si (%18,9) diisiik avidite, 29°u (%78,4)
yiiksek avidite, biri sinirda (%2,7) saptanmustir (Sekil 4.5).

Anti-Toxoplasma 1gG Avidite

%2,7
%18,9
‘ m YUKSEK AVIDITE
= DUSUK AVIDITE
SINIRDA

Sekil 4.5: Anti-Toxoplasma IgG sonucu pozitif ¢ikan hastalarin, Anti-Toxoplasma 1gG avidite

sonuglari
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e (Calismaya dahil edilen 137 hastada 44 iiniin (%32,1) CD4+ T lenfosit sayis1
<500 hiicre/pl “ydi (Sekil 4.6).

CD4+ T LENFOSIT

m(0-100
m100-200
200-300
m 300-400
= 400-500
500-600
= 600-700
= 700-800
= 800-900
= 900-1000
= 1000+

Sekil 4.6: Calismaya dahil edilen hastalarin CD4+ T lenfosit diizeylerinin dagilimi (hiicre/pl)

e Anti-Toxoplasma IgG ile CD4+ T lenfosit sayisi arasinda anlamli iliski
saptanmamustir (p= 0,484). (Tablo 4.2, Tablo 4.3, Sekil 4.7).

Tablo 4.2: Anti-Toxoplasma IgG ile CD4+ T lenfosit diizeylerinin karsilastirilmasi

T. gondii N Median Minimum Maximum p
19G

Negatif 97 645,00 73 1777 0,484
Pozitif 38 637,00 189 1368

Toplam 135 645,00 73 1777
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CD4 Sayis1/ T. gondii Seropozitifligi

100
90
80
70
60
50
40
30
20

10 g =5 - - -

<100 100-200 200-300 300-400 400-500 >500
mT.gondii IgG (+) mT.gondii IgG (-)

Sekil 4.7: CD4+ T lenfosit sayisinin T. gondii IgG seropozitifligine gore dagilimi

Tablo 4.3: T. gondi IgG seroprevalansinin CD4+ T lenfosit sayisina gore dagilimi

T. gondii 1gG (+) T. gondii 1gG (-) Toplam p
N/% N/%

CD4 Sayis1

<100 0(%0) 1 (% 100) 1 0,870
100-200 1(% 16,7) 5 (% 83,3) 6

200-300 3(%27,3) 8 (% 72,7) 11

300-400 2 (% 20,0) 8 (% 80,0) 10

400-500 3(% 18,8) 13 (% 81,3) 16

>500 29 (% 31,9) 62 (% 68,1) 91

e HIV RNA kopya sayist ile CD4+ T lenfosit diizeyi arasinda istatistiksel olarak
anlaml iligki saptanmistir (Spearman korelasyon katsayisi= -0,322, p=0,029)
(Tablo 4.4, Sekil 4.6).

Tablo 4.4: HIV RNA kopya sayisi ile CD4+ T lenfosit arasindaki korelasyon analizi

CD4+ T LENFOSIT
SAYISI
Spearman'’s rho r -0,322"
HIV RNA KOPYA SAYISI p 0,029
n 46
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Sekil 4.8: HIV RNA kopya sayis1 ile CD4+T lenfosit arasinda korelasyon grafigi

e (Calisma grubunda bulunan 137 hastadan 135 (%98,5)’1 ART kullanmaktaydi
(Sekil 4.9).

ART

= BIKTARVY
= GENVOYA
= TRIUMEQ
m DIGER

Sekil 4.9: Calismaya dahil edilen hastalarin kullandigi ART dagilimi

e ART’ye ek olarak profilaktik tedavi kullanan toplam 23 hastadan 18
(%78,3)’inin CD4+ T lenfosit diizeyi 500 hiicre/ul’ nin altinda, 5 (%21)’inin
ise 200 hiicre/ul’nin altinda oldugu saptanmustir (Sekil 4.10).
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PROFILAKTIK TEDAVi

mSXT

= PENISILIN

® DEPOSILIN

m SXT+DEPOSILIN
m EPIX

Sekil 4.10: Calismaya dahil edilen hastalarda profilaktik tedavi kullanimi

4.2. Real-Time PCR Sonuclari

Real-Time PCR ile ¢alisilan 137 6rnekten iki ornekte (%1,45) T.
DNA’s1 saptanmistir. Iki 6rnegin Ct degerleri 46.79 ve 47,2 idi (Sekil 4.11).

gondii
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Sekil 4.11: Pozitif iki 6rnegin Ct degerleri
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Pozitif bulunan bu iki 6rnekte UV 260/280 orant >1,8’di ve ekstraksiyon
asamasinda AL tamponu ile birlikte 6rnege eklenen IEC (internal Ekstraksiyon
Kontrol) DNA’s1 da pozitif saptandigindan, bu orneklerde higbir inhibisyonun
olmadig1 sonucuna varilmstir. internal ekstraksiyon VIC kanalinda okunmustur (Sekil
4.12-14). Internal kontrolde pozitiflik saptanamayan veya diisiik pozitiflik saptanan

ornekler yeniden calisilmustir.
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Sekil 4.12: internal kontrol grafigi
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Real-Time PCR ile T. gondii DNA saptanan iki olguda (33 ve 36 yaslarinda)
erkekti. Heriki olguda da Anti-toxoplasma IgM ve 1gG seronegatifti. Olgularin her
ikisi de ART tedavisi almakta olup sadece biri T. gondii’ye yo6nelik profilaktik tedavi
almaktaydi. Bir olguda CD4+T lenfosit sayis1 558 hiicre/ul digerinde ise 282 hiicre/pl
idi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: T. gondii DNA’s1 saptanan iki hastanin verileri

Hasta no 80 Hasta no 101
Cinsiyet Erkek Erkek
Yag 33 36
ART Genvoya Triumeq
Profilaktik tedavi - SXT
Anti-toxoplasma IgM Negatif Negatif
Anti-toxoplasma 1gG Negatif Negatif
HIV RNA kopya say1st Negatif 89
CD4+T lenfosit sayisi 558 hiicre/ul 282 hiicre/pl
Sekonder enfeksiyon Yok Yok
HIV+ tam tarihi Ocak 2020 Subat 2021
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Giiney Marmara’da ii¢lincii basamak hastane olarak hizmet veren
Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama Arastirma Merkezi Enfeksiyon
Hastaliklar1 kliniginde serolojik (ELISA yoOntemi ile Anti-Toxoplasma IgG ve IgM,
ELFA teknigi ile Anti-Toxoplasma IgG avidite) ve molekiiler (qPCR ile REP-529
olarak da bilinen spesifik RE geni) metodlar kullanarak HIV tanisi almig klinik izlemi
yapilan hastalarda 7. gondii nin insidansi arastirildi.

Serolojik testler bir kiginin yakin gegmiste veya yeni enfekte olup olmadigini
saptamak amaciyla siklikla kullanilmaktadir. T. gondii ve HIV koenfeksiyonu, konak
bagisiklik sistemini baskilayarak iki patojenin etkilesimi ile her iki enfeksiyonun
seyrini etkileyebilen 6nemli bir halk sagligi sorunudur (Gongora-Biachi ve ark., 1998).
Insan immiin yetmezlik viriisii ile enfekte kisilerin yaklasik yaris1 T. gondii ile
koenfektedir (Daryani, Sharif, & Meigouni, 2011; Shimelis, Tebeje, Tadesse, Tegbaru,
& Terefe, 2009). Toxoplasma gondii enfeksiyonunun seroprevalansi; sosyoekonomik
kosullar, kirsal kesimde ikamet etme, kiiltiirel aligkanliklar, farkli yasam tarzlar,
iklim, cografi bolgeler, yas, egitim durumu ve ¢ig veya az pigmis et yeme nedeniyle
diinya capinda biiyiik farklhiliklar gostermektedir (Joseph ve ark., 2002). HIV
hastalarinin  yaklasik %40''!nda ciddi ensefalite neden olan toksoplazmozun
reaktivasyonuna yol agabilecegi ve %10-30 mortal seyredebilecegi rapor edilmistir
(Ammassari, Murri, Cingolani, De Luca, & Antinori., 1996).

Calismada toplam 135 olgunun 37’sinde (%27,4) Anti-Toxoplasma 1gG
pozitifligi saptandi. Calismamiz Tiirkiye’de HIV pozitif popiilasyonu ile yapilan diger
caligmalarla karsilastirildiginda; Toxoplasma prevalans oram1 daha diisiik olarak
belirlendi. Ornegin HIV/AIDS hastalarinda Istanbul’da, iiniversite hastanesinde
%41,6 (Ergen, Yilmaz-Karadag, & Aydin, 2020), Egitim ve Arastirma Hastanesinde
%43,6 (Senoglu, Yesilbag, Aydin, Kumbasar, & Karaosmanoglu, 2018) oraninda
Anti-Toxoplasma IgG pozitifligi saptandigi bildirilmistir. Calismanin yapildigi
merkezde %37,9 (Alver, Payaslioglu, & Saglik, 2021), Bursa’da sigirlarda Sabin
Feldman teknigi ile %73 (Kennerman, Kaya, Gazyagci, Babiir, & Kilig, 2006), ayn1
bolgede Kocaeli’nde (Simsek, Utiik, Babiir, & Kéroglu, 2006) kdpeklerde %69,8 anti-
Toxoplasma IgG pozitifligi saptandig: bildirilmistir. Bu bdlgede HIV ile yasayan
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bireylerin toksoplazmoz yoniinden risk altinda olabilecegi diisiiniilebilir. Calismadaki
toksoplazmoz prevalans orani, etin kontaminasyonu ve bolgedeki yeme aligkanliklart
ile iligkilendirilebilir. Bu ¢alismada Anti-Toxoplasma IgG pozitifligi Etiyopya
(%93.3) (Shimelis ve ark., 2009), Gana (%57.6) (Pappoe ve ark., 2017), Iran (%49.75)
(Mohraz ve ark., 2011) ve Giiney Afrika (%31.7) (Ngobeni, & Samie, 2017) gibi
tilkelerdekinden de daha diisiik orandaydi. Diinyanin farkli bolgelerinde toksoplazmoz
seroprevalans oranlarindaki degiskenlikler; yeme ve kiiltiirel aligkanliklari, insanlarin
yasam tarzlari, iklim durumu, cografi konumu, c¢evredeki kedilerin yogunlugu ve
ayrica kullanilan serolojik testlerin duyarliligina baglh olabilir (Arefkhah, Sarkari,
Afrashteh, Rezaei, & Dehghani, 2018).

Insanlarda T. gondii enfeksiyonu seroprevalansi yas gruplarina gére degisiklik
gosterebilir (Montoya, & Liesenfeld, 2004). Bu calismada latent toksoplazmoz
seroprevalansinin en fazla saptandigi yas dagilim araligr %31,6 ile 50 yas ve iizeri
gruptu. Calismamizda yasa bagli seroprevalans, ABD’de 2002 yilinda yapilan bir
calisma (Falusi ve ark., 2002) ile uyumlu olarak yasla birlikte artmaktaydi. Ancak her
iki ¢alismada da seroprevalans ve yas arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
bulunmamusti. fran’da 2018 yilinda yapilan bir calismada en yiiksek T. gondii
seropozitligini, 3145 yas grubunda, Cin’de 2015 yilinda yapilan bagka bir calismada
yasamin 3. ve 4. dekadlarinda, Etiyopya’da 2013 yilinda yapilan ¢alismada ise, 21-30
yas grubunda saptadiklarini bildirmislerdir. Bu durum yaglanmayla enfeksiyona maruz
kalma olasiliginda artma ile iligkilendirilebilir (Nazari ve ark., 2018; Zhang ve ark.,
2015; Walle ve ark., 2013).

Cok degiskenli analiz kullanilarak, erkek cinsiyetin toksoplazmoz i¢in en
anlamli risk faktorii oldugu ifade edilmektedir (Nissapatorn ve ark., 2010; Akanmu,
Osunkalu, Ofomah, & Olowoselu, 2010). Erkeklerin seks steroid hormonlarinin
bagisiklik tepkilerini azaltmasi, hastalik direnci genini ve davraniglarimi etkilemesi
nedeniyle c¢esitli enfeksiyonlara yakalanma konusunda daha duyarli olduklari
bildirilmektedir (Klein, 2000). Bu durum erkek HIV/AIDS’li kisilerin toksoplazmoza
kars1 seropozitifliginin, kadin HIV/AIDS’li kisilere gore anlamli derecede yliksek
olmasi ile iliskilendirilebilir (Roberts, Walker, & Alexander, 2001). Calismamizda
HIV tanis1 konmus erkeklerde %27,3 (30/110), kadinlarda %32 (8/25) Anti-
Toxoplasma IgG seropozitifligi saptandi (p= 0.635). Cin’de HIV/AIDS’li bireylerin
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Anti-Toxoplasma IgG prevalansi erkeklerde %7.7 (15/196), kadinlarda % 15.9 (10/63)
olarak bildirilmistir (p>0.05) (Shen ve ark., 2016). Kadin ve erkekler arasinda Anti-
Toxoplasma IgG prevalans oranlarindaki farkliliklar toksoplazmoz yoniinden risklerle
karsilasip karsilasmama durumuyla iliskilendirilebilir.

Calismada Anti-Toxoplasma IgM istemi yapilan 120 hastanin 2’sinde (%1.7)
(biri kadin digeri erkek) seropozitiflik saptanmig olmasi T. gondii primer
enfeksiyonunun gostergesidir. Ancak c¢alismada da belirlendigi gibi (%98,3 Anti-
Toxoplasma IgM negatiflik) HIV/AIDS’li kisilerde diisik immiin yanita bagh
saptanamayacak diizeylerde antikor olusmasi nedeniyle serolojik testlerde biiyiik
oranda negatif sonug ¢ikabilmektedir (Bhaskar, 2005). Anti-Toxoplasma IgM primer
enfeksiyonda, yeniden olusan enfeksiyonlarda ya da enfeksiyonlarin yeniden aktif
olmasi durumunda da yiikselebileceginden pratikte sik tercih edilir. Ancak Anti-
Toxoplasma IgM antikorlart birkagc ay veya bir yildan daha wuzun siire
saptanabileceginden akut veya kronik olup olmadigina karar verilemeyen olgularda
Anti-Toxoplasma IgG avidite testi tamamlayici test olarak kullanilmaktadir (Reischl,
Bretagne, Kriiger, Ernault, & Costa, 2003). Yiiksek Anti-Toxoplasma 1gG avidite
degerleri kisinin enfeksiyonu 3-5 ay dnce gecirdigini gosterirken, diisiik avidite degeri
primer toksoplazmozun gostergesi olarak kabul edilir (Montoya, Liesenfeld, Kinney,
Press, & Remington, 2002). Calismamizda olgularimizin %18,9’unda (7/37) diisiik
Anti-Toxoplasma IgG avidite saptanmasi yeni bir enfeksiyonun gostergesi olarak
diistintildii. Hasta kayitlarindan anlasildig1 gibi hastalarin yakindan takip edildigi ve
klinik toksoplazmoz gelismedigi sonucuna varildi.

Giintimiizde asemptomatik T. gondii enfeksiyonunda Anti-Toxoplazma 1gG
antikorlari ile latent veya gecirilmis enfeksiyon ayrimi yapilamadigini, serolojik testler
olmadan da T. gondii DNA’sinin tespiti ile aktif ve latent enfeksiyon arasinda ayrim
yapilamayacagini, serolojik ve molekiiler testlerin toksoplazmoz tanisinda birlikte
degerlendirilmesi gerektigi kabul gérmektedir (Pawelczyk ve ark., 2022). Aktif
toksoplasmoz tanisinda PCR’1n kullanimi 6zellikle serolojik testler yetersiz kaldiginda
immunsiiprese hastalarda ve konjenital toksoplazmoz tanisinda biiylik 6neme sahiptir
(Ashburn, Joss, Pennington, & Ho-Yen, 1998).

Calismada kullanilan DNA ekstraksiyon protokolii, PCR hedef geni, kullanilan

primerler ve hatta kan numunelerinin hacimleri, buffy coat dahil bir ¢ok 6rnekte T.
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gondii DNA'simin tespiti i¢gin PCR testinin duyarliligini etkileyebildigi bilinmektedir
(Ajzenberg ve ark., 2016). Toxoplasma gondii genomu igerisinde B1 ve RE genleri
yiiksek kopya sayisina sahip olmasi nedeniyle hastaligin molekiiler tanisinda en ¢ok
tercih edilen gen bolgeleridir (Homan, Vercammen, De Braekeleer, & Verschueren,
2000). Birgok calismada T. gondii RE geninin B1 genine gore daha yiiksek hassasiyete
sahip oldugu ifade edilmistir (Belaz, Gangneux, Dupretz, Guiguen, & Robert-
Gangneux, 2015; Filisetti ve ark., 2015). Bu c¢alismada T. gondii RE genine 6zgii
tasarlanan primerlerin kullanildig: ticari Real Time PCR kitiyle HIV tanis1 almis 137
olgunun buffy coat 6rneginin ikisinde (%1,45) pozitiflik saptandi. Bu durum HIV
tanist almis hastalarimizda sekonder immiin yetmezlige bagl latent enfeksiyonun
reaktivasyonunu diisiindiirebilir (Colombo ve ark., 2005). Olgularin her ikisinde de
Anti-Toxoplasma 1gG ve IgM seronegatifti ve ART kullanimi1 mevcuttu. Bir olguda
CD4+ T lenfosit sayis1 558 hiicre/ul digerinde ise 282 hiicre/ul idi. Bir olgunun T.
gondii’ye yonelik profilaktik tedavi almamasi yeni T. gondii bulasi yoniinden risk
tagidig1 diisiiniildii. Pozitif bulunan bu iki 6rnekte UV 260/280 oran1 >1,8’di ve
inhibisyon gozlenmedi. Ticari Real Time PCR kitinin kullanildigi ¢alismamizda
orneklerde T. gondi RE gen konsantrasyonunu diisilk oldugu gergegini destekler
nitelikte Ct degerleri 46,79 ve 47,2 idi. Iran’da AIDS hastalari ile yapilan bir calismada
(Bavand ve ark., 2019) seropozitif olgularin %13,1’inde, (Gashout ve ark., 2016)
Brezilya’da serebral toksoplasmozu olmayan olgularin %?2.34’linde olmak {izere
caliymamizdan daha yiiksek oranda T. gondii DNA pozitifligi saptadiklarini
bildirmislerdir. Iran’da yapilan baska bir calismada gerek seropozitif gerek se
seronegatif buffy coat orneklerinin higbirisinde T. gondii DNA saptamadiklarini
bildirmislerdir. Ayni arastirmacilar bu durumu hastalarda T. gondii DNA
konsantrasyonunun diisiik diizeyde olmasiyla iliskilendirmislerdir (Arefkhah ve ark.,
2018). Toksoplazmoz riski, HIV ile enfekte bireylerde immiinsupresyon durumuna
bagli olarak artmaktadir.

Uyartlmig CD4+ T lenfositleri, T. gondii ile enfekte olmus hiicreler igin
sitotoksiktir (Jones ve ark.., 2001). HIV pozitif hastalarda latent toksoplazmozun
reaktivasyonu icin bir esik olan CD4+ seviyeleri 100 hiicre/puL'nin altina diistiiglinde
Toksoplazma ensefaliti riskinin bulundugu bilinmektedir (Arefkhah ve ark., 2018).
Serebral toksoplazmoz, yaygin olarak CD4+ T lenfosit diizeyi 100 hiicre/pul’nin altinda
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olan HIV ile enfekte bireylerde goriilmesine ragmen; CD4+T lenfosit diizeyi 200
hiicre/pul’ye kadar olan kisilerde de nadir de olsa vakalar bildirilmistir (Studenicova,
Bencaiova, & Holkova, 2006; Berger, Goulet, Le Strat, & Desenclos, 2009). HIV RNA
kopya sayis1 ile CD4+ T lenfosit diizeyi arasinda anlamli iliskinin saptandigi
calismamizda ART alan hastalarda T. gondii IgG seropozitifligi %33,9 (37/109) idi.
Bu oran bir¢ok ¢aligmadan diisiik idi (Yohanes, Debalke, & Zemene, 2014; Walle ve
ark., 2013).

Calismada ART almayan ve ART’ye ek olarak profilaktik tedavi alan
hastalarin orani sirastyla %1.5 (2/137) ve %17 (23/135) idi. AIDS’li olgularin %30-
40’mnda dormant kistlerin yiiksek oranda reaktivasyonu sonucunda toksoplasmozun
gelistigi bildirildiginden (Luma ve ark., 2013) olgularimizin toksoplasmoz olusma
riski tasidigr dusiiniilebilir. Hasta kayitlarinda Toxoplasma ensefalit bilgisi
bulunmamaktaydi. Calismamizda Anti-Toxoplasma IgG seropozitifligi CD4+ diizeyi
100 hiicre/ul altinda %0, 100-200 hiicre/ul arasinda ise %16,7 (bir olgu) olup bu
olgunun azda olsa reaktivasyon riski tasidig1 diisiiniilebilir. Caligmamizda, birgok
caligmada (Ngobeni, & Samie, 2017; Yohanes ve ark., 2014) oldugu gibi Anti-
Toxoplasma IgG seropozitifligi ile CD4+ T lenfosit diizeyi arasinda anlamli iligki
bulunmamaktaydi.

Calismamizda HIV hasta grubunda hem Anti- Toxoplasma IgM hem de Anti-
Toxoplasma 1gG seronegatif iki olguda T. gondii DNA pozitifliginin [%1.45, (2/137)]
saptanmis olmast immun sistemi baskilanmis olgularda molekiiler testlerin
kullanimimnin gerektigi diisiinmekteyiz. Hastanemizde o6zellikle son yillarda HIV
pozitif hasta sayisindaki artis (p<0.001) nedeniyle bu hastaliktan korunmada topluma,
caligmamizda olgularin %71,8’inde (97/135) Anti-Toxoplasma IgG seronegatifliginin
saptanmig olmasi T. gondii enfeksiyonundan korunma onlemleri (etlerin 116°C’ye
kadar pisirilmeli -ette pembelik kalmayacak sekilde-, ¢ig ete dokunulduktan sonra
agiz, goz gibi mukoz membranlarla temastan kacginilmali, eller yikanmali, ¢ig etle
temas eden mutfak yiizeyleri temizlenmeli, sebze ve meyveler yenilmeden Once
yikanmali, kedi diskisi ile kontamine olma ihtimali olan materyallerle temasta eldiven
kullanilmali, glivenli igme suyu kullanilmali) agisindan bu hasta grubuna egitim
verilmesi gerektigi kanatindeyiz (Aydin, Karaosmanoglu, Korkusuz, & Nazlican,
2011).
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Calismaya dahil ettigimiz 137 Ornekten yalnizca iki tanesinde (%1,45) T.
gondii DNA’s1 saptadik. Pozitiflik oraninin bu kadar diisiik olmasinin birkag sebebi
oldugu kanaatindeyiz. Ilki calismaya dahil edilen hastalarin higbirisi toksoplazmoz
acisindan semptom bulundurmamaktaydi. Ancak caligmay1 planlarken ki hedefimiz
HIV’le yasayan bireyler icin yiiksek morbitide ve mortalite sebebi olan
toksoplazmozun erken teshisinin saglanabilmesiydi. Ikincisi ise neredeyse tiim
hastalarin ART (%98,5) kullaniyor olmasiydi. Ayrica 24 (%17,8) hasta ART’ ye ek
olarak profilaktik tedavi kullanmaktaydi. Bir diger sebep ise CD4+ T lenfosit sayisinin
200 hiicre/pul’nin altinda oldugu ¢ok az hasta (%6,1) olmast oldugunu diistinmekteyiz.

Calismamizda qPCR ile pozitif ¢ikan iki hastadan biri ART’ye ek olarak
profilaktik tedavi de kullanirken, ayni zamanda her ikisi de T. gondii antikorlar
acisindan da seronegatifti (Tablo 4.5). Calismaya dahil ettigimiz T. gondii antikorlar1
bakimindan seropozitif olan ve Anti-Toxoplasma IgM pozitifligi bir yildan daha uzun
stiredir devam eden iki ornegin qPCR sonucu negatif c¢ikmistir. Bu veriler
dogrultusunda serolojik testlerin, immiin sistemi baskilanmis kisilerde yetersiz kaldig,

molekiiler testlerle dogrulanmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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8. SIMGE VE KISALTMALAR

ul: Mikrolitre

pm: Mikrometre

°C: Santigrat (Celcius) derece

A: Armstrong

AIDS: Acquired Immune Deficiency Syndrome, Edinsel Bagisiklik Eksikligi
Sendromu

ART: Antiretroviral tedavi

BOS: Beyin omurilik s1visi

CMV: Sitomegaloviriis

DNA: Deoksiribo niikleik asit

dNTP: Deoksi niikleotit fosfatlar

EBV: Epstein-Barr Viriis

EDTA: Etilen diamin tetraasetik asit

ELISA: Enzym-Linked Immunosorbent Assay

FRET: Floresan rezonans enerji transferi

GEB: Guanidin Etilendiamintetraasetik asit eklenmis kan
GIS: Gastrointestinal sistem

HIV: Human Immunodeficiency Virus, Insan immiin Yetmezlik Viriisii
HSV: Herpes simplex Viriis

ICTV: International Committee on Taxonomy of Viruses, Uluslararast Virus
Taksonomi Komitesi

IEC: Internal Ekstraksiyon Kontrolii

IFAT: Indirekt Floresan Antikor

IFN gamma: Interferon gamma

IgG: Immiinglobulin G

IgM: Immiinglobulin M

IL-12: Interlokin-12

ISAGA: Immunorobent Agglutination Assay

KBB: Kan-beyin bariyeri

LAMP: Loop Aracili Izotermal Amplifikasyon

ml: Mililitre

MRG: Manyetik rezonans goriintiileme

MSS: merkezi sinir sistemi

nm: Nanometre

OT: Okiiler toksoplazmoz

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PJP: Pneumocystis jirovecii pnomonisi

RFLP: Restriksiyon Par¢a Uuzunluk Polimorfizmi

rpm: Revolutions per Minute

TE: Toxoplasma ensefaliti

UDG-LAMP: Urasil DNA Glikozilaz Destekli Loop Aracil1 Izotermal Amplifikasyon
UNAIDS: Birlesmis Milletler Ortak HIV/AIDS Programi
UV: Ultraviyole

VZV: Varisella zoster Viriis

WB: Western Blot
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