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Okiiler Toksoplazmoziste Tan1 Yontemleri®

[lknur Tugal Tutkun (*)

. OZET

Okiiler toksoplazmozisin tipik klinik bulgular1 gériilen hastalarda herhangi bir titrede se-

rum IgG pozitifligi ile tan1 dogrulanir. Cok diisiik diizeydeki serum IgG antikor titrelerinin sap-
tanmas1 icin Sabin-Feldman boya testi kullanilir. Klinik bulgular atipik olan hastalarda, sadece
pozitif serolojiye dayanarak okiiler toksoplazmozis tanisi konulamaz. Bu grupta, lokal yapilan
anti-toksoplazma antikorlarinin ve/veya toksoplazma DNA'smin saptanmasi amaciyla intraokii-
ler siv1 analizi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Okiiler toksoplasmosis, tani, seroloji, polimeraz zincir reaksiyonu

SUMMARY
Diagnostic Methods in Ocular Toxoplasmosis

In patients with typical clinical features of ocular toxoplasmosis, the diagnosis is confir-
med by the positivity of serum IgG at any titer. Sabin-Feldman dye test is used to detect low ti-
ters of serum IgG antibodies. In patients with an atypical clinical presentation, diagnosis of ocu-
Jar toxoplasmosis can not be made based on positive serology alone. In this group, analysis of
intraocular fluids is required to detect locally produced anti-toxoplasma antibodies and/or to-

- xoplasma DNA.
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GIRIS

Toksoplazma gondii infeksiyonunun kesin tanisi
viicut s1vilar ve dokulardan T. gondii izolasyonu ve (fa-
re inokiilasyonu veya doku kiiltiirii) ile veya dokularda
kistlerin histopatolojik olarak goriilmesi veya takizoitle-
rin immunohistokimyasal yontemlerle gosterilmesi ile
konur (1,2). Klinik pratikte ve 6zellikle ckiiler toksop-
lazmoziste bu tan1 yontemlerinden yararlanamiyoruz.
Okiiler toksoplazmozis tanis1 genellikle seroloji ile des-
teklenen klinik bir tan1 olmaktadir (3).

Toksoplazma gondii infeksiyonuna kars: ne hiicre-
sel ne de hiimoral immunite tam bir koruyuculuk sagla-
yamamaktadir. Viicudun baglica savag elemanlar: hiicre-

(*) Dog. Dr., 1L.U. Ist. Tip Fak. Gz Hastaliklar1 A.D.
* 34, TOD Ulusal Kongresinde panel konugmasi olarak sunulmustur.

sel immunite elemanlaridir: T lenfositler (6zellikle
CD8+), makrofajlar, NK (natural killer) hiicreleri, LAK
(Ienfokinle aktive olan killer) hiicreler, sitokinler (inter-
feron gamma, TNF alfa, IL-2). Hiimoral mekanizmalar
hiicre igindeki canli organizmalara etkili degildir. Ancak
hiicre disindaki takizoitler antikor ve komplemanla bag-
landiginda lizis gerceklesmektedir. Antikorla kaplanmig
takizoitlerin hiicreye penetrasyon yetenegi de kisitlan-
maktadir (1,4). Antikor cevabindan asil klinikte hasta-
ligin tamst ve takibinde yararlanmaktayiz.

~ Sistemik akiz toksoplazma inféksiyonunu takiben
serumda immunglobulin (Ig) M antikoru bir hafta sonra
pozitiflesir, birinci ayda en yiiksek seviyeye gikar ve

Mecmuaya Gelig Tarihi: 27.11.2000
Kabul Tarihi: 20.12.2000




348 flknur Tugal Tutkun

genellikle 9 aydan sonra kaybolur. Ancak bazi hastalar-
da 1 yil, hatta daha uzun siire pozitif kalabilmektedir.
Anti-Toksoplazma IgA antikoru 2-4 haftada pozitiflesir,
ikinci veya ligiincii ayda pik yapar ve genellikle 7-9 ay-
dan sonra kaybolur. IgG antikoru 1-2. haftada pozitifle-
§ip, 1-2. ayda maksimum diizeye ulagir ve ¢ok diisiik tit-
relerde de olsa hayat boyu pozitif kalr. IgE ise ilk orta-
ya ¢ikan ve birkag ay iginde kaybolan antikordur (1,5,6).

Serolojik Testler

Antikor diizeylerinin tayini i¢in kullanilan gesitli se-
rolojik testler mevcuttur. Klinisyenin sonuglari dogru
yorumlayabilmesi igin laboratuarin hangi metodla cahg-
ngin bilmesi gereklidir.

Sabin-Feldman Boya Testi

Diger tiim serolojik testlerin giivenilirliginin kargi-
lagtirldig standart testtir. Ancak laboratuarda canli taki-
zoit bulundurmay1 gerektirmesinin yol acabilecegi risk-
ler nedeniyle tiim diinyada sadece referans niteligindeki
laboratuarlarda uygulanabilmektedir. Hasta serumunda-
ki IgG antikorlari ile kaplanan takizoitlerin kompleman
varlifinda lizis olup metilen mavisiyle boyanmamasina
dayali hassas ve 6zgiin bir testtir. Organizmalarin sadece
%50'sinde boyanma goriilen serum dilusyonu antikor tit-
resi olarak verilir. (1,5,7,8).

Indirekt Floresan Antikor Testi (IFA)

Boya testinden daha giivenli, uygulamas1 kolay ve
daha ekonomik bir testtir. Uzerinde cansiz takizoitler
olan lamlara hasta serumu uygulanip fléresein ile isaretli
anti-human IgG veya IgM antikorlar: ile muamele ede-
rek hasta serumundan takizoitlere baglanan IgG ve IgM
antikorlari saptanir. Nonspesifik reaksiyona bagl yalan-
c1 pozitiflikten kagimmak i¢in hasta serumunun 1:16 di-
lusyonundan baglanarak test uygulamr. Bu durumda cok
diigiik antikor titrelerinde yalanci negatif sonug alinabil-
mektedir. Serum IgG diizeyi ¢ok yiiksek oldugunda,
kompetitif inhibisyon nedeniyle IgM yalanci negatif ¢1-
kabilmektedir. Romatoid faktor pozitif olan hastalarda,

romatoid fakt6riin anti-IgG niteliginde bir IgM antikoru

olmasi nedeniyle yalanci pozitif IgM saptanabilir. Bu
yalanci reaksiyonlar, testten dnce jel filtrasyonu ile IgM
antikorlarinin IgG'den ayrilmasi ile veya serumun 6nce-
den stafilokok veya streptokok preparatina absorbe edi-
lip tiim IgG antikorlarinin ayiklanmas: ile énlenebilir.
Ayrica antintikleer antikor pozitif olan hastalarda da IgG
ve IgM yalanci pozitiflik verebilmektedir. (1,7,9)

Direkt Aglutinasyon Testleri

Formalinle fikse edilmis takizoitlere veya antijenle
kaply lateks partikiillerine baglanip aglutine eden IgG

antikorlarim saptamak i¢in kullanilir. Bu test ile IgM an-
tikor tayini yapilmaz (1)

Indirekt Hemaglutinasyon Testi

T. gondii antijeni ile kaph eritrositleri aglutine eden
antikorlar saptanir. Bu testte boya testi veya IFA testin-
den daha sonra pozitif titre ortaya ¢ikar ve daha uzun sii-
rer. Yalanci pozitiflik daha fazladir (1,10).

ELISA Testleri

Ticari ELISA kitlerinin giivenilirligi degiskendir.
Farkh kitlerle ¢aligan laboratuarlardan gelen titreler has-
tanin takibi amaciyla kiyaslanamaz. 1:100 diliisyonda
test yapilir. Sonuglar hasta serumunun adsorbansinin
standardize kontrol adsorbansina orani olarak verilir.
Yalanci pozitiflikten kaginmak icin "double-sandwich
ELISA" ve "capture ELISA" gibi metodlar mevcuttur.
Ayrica polarizasyona dayali otomatize sistemlerin daha
hassas oldugu bildirilmektedir (1, 6,8,9).

Imunosorban Aglutinasyon'Test'(ISAGA)

IgG, IgM, IgA ve IgE antikorlarini saptamak icin
kullanilan hassas ve 6zgiin bir testtir. IgM icin IFA'dan
daha hassas bir testtir ve antiniikleer antikor veya roma-
toid faktor pozitifliginden etkilenmez (1)

AC/HS Test (Diferansiyel Aglutinasyon Testi)

IgM pozitif veya IgG ¢ok yiiksek titrelerde buluna-
rak akiz infeksiyon diisiiniilen hastalarda infeksiyonun
zamanint tayin etmek i¢in bagvurulabilen bir testtir. For-
malin ile fikse takizoitlerle (HS antijeni) aseton veya
metanol ile fikse takizoitleri (AC antijeni) aglutine eden
IgG titreleri kiyaslanir. Infeksiyonun farkli evrelerinde
antikor cevabinin degismesine dayanir. AC antijeni akut
faz spesifik IgG'yi baglar. Bu testten akut ve non-akut
infeksiyon olarak iki tip cevap almir (11, 12).

IgG Avidite Testi

Diferansiyel aglutinasyon testinde oldugu gibi akiz
infeksiyonun zamanim aragtirmak amaciyla uygulanur.
Akut faz IgG antikorlarimin antijene aviditesinin diisiik
olmasina dayali bir testtir. Ozellikle gebelerde infeksi-
yonun son birkag ay iginde alindigini saptamak icin uy-
gularur (13).

Akiz Sistemik Infeksiyon Serolojik Tani
Kriterleri .

1. Serumda IgG, IgA ve/veya IgE pozitifligi.
IgM'nin bir yildan daha uzun siire pozitif kala-
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bildigi ve nadiren konjenital toksoplazmozisli
cocuklarin rekiirran retinitinde pozitiflesebildigi
dikkate alinmalidir.

2. Serokonversiyon

3. Serum IgG titresinde 4-6 hafta arayla alinan se-
rum Orneklerinde en az 4 kat artis. ‘

4. Cok yiiksek IgG titresi saptanmasi. (Farkli ¢alig-
malarda bazal deger 1:256, 1:1024; 1:4096 ola-
rak degismektedir)

5. AC/HS test veya IgG avidite testinde akut patern
saptanmas1.(1,5,14,15,16).

Konjenital.infelzsiyon Serolojik Tam Kriterleri

1. Bir yagina kadar bebegin serumunda IgM, IgA
ve/veya IgE pozitifligi. Bu antikorlar plasenta-
dan gecmez. Yenidoganlarin %30'unda IgM ya-
puninin olmamast nedeniyle negatifligi infeksi-
yonu ekarte etmez.

2. IgG antikor titresinin stabil kalmasi, giderek
yiikselmesi ve bir yagindan sonrada hala pozitif
olmas1. IgG antikoru plasentadan gegebildigin-
den erken donemdeki pozitifligi anlam tagimaz.

3. Annede gebelik doneminde akiz infeksiyon lehi-
ne serolojik bulgularin olmast. (14, 17,18).

Okiiler Toksoplazmoziste Serolojik Tam

Serum antikor titreleri viicutta biitiin olarak antije-
nik uyariya baghdir. Goze smurh inflamasyonda bu bo-
yufta uyari yoktur veya cok diisiik diizeydedir. Dolay1-
styla serum IgG titresi ile okiiler aktivite arasinda kore-
lasyon bulunmaz. Retinit rekiirransinda serum IgM pozi-
tifligi ¢ok nadir olarak bildirilmistir. Bu nedenlerle goz-
de tipik klinik bulgularin varlifinda herhangi bir titrede
serum IgG pozitifligi tant i¢in yeterlidir. Serum IgG dii-
zeyi ¢ok diigiik oldugunda ancak dilue edilmemis serum-
da antikor saptanabilir. Klinik olarak okiiler toksoplaz-
mozis tanisi konulmug ancak standart serolojik testlerde
IgG negatif bulunmusg ise bagvurulmas: gereken tanisal
yaklasim 1:4 veya 1:2 dilusyonda, hatta dilue edilmemig
serumda Sabin-Feldman boya testinin yapilmasidir. Di-
lue edilmemis serumda da boya testi negatif sonug verir-
se tamidan uzaklagilir. Diger tiim serolojik testlerde di-
lusyonun azaltilmas: ile nonspesifik yalanci pozitif reak-
siyon goriilmesi nedeniyle bu yaklagim sadece boya testi
icin gecerlidir (1,7,8,9,17).

- Diger taraftan bircok toplumda anti-toksoplazma
antikor prevalansinin yiiksek olmas: nedeniyle serolojik

tanmmn degeri simirhdir. Serum IgG antikorunun pozitif
olmasi hastanin her tiirlii g6z lezyonunun toksoplazma-
dan kaynaklandi§ini ispatlamaz. Klinik bulgusu atipik
olan ancak ayirici tamda toksoplazmanin da yer aldif
olgularda ileri tam yontemlerine bagvurmak gerekebilir.
Bu olgularda, ancak gozde lokal antikor yapiminin sap-
tanmas! veya antijen varlifinin gosterilmesi ile kesin ta-
n1 konabilir (1,4,5,7,17).

Lokal Antikor Yapiminin Saptanmasi

Hiimor akoz veya vitreus drneginde 6lciilen spesifik
antikor titresinin seruma gore daha yiiksek bulunmasi
lezyonun toksoplazma infeksiyonundan kaynaklandigint
ispatlar (1,17,19-23). Inflame gbzde serum antikorlari-
nin intraokiiler sivilara pasif difiizyonundan ileri gelebi-
lecek yiiksek titrelere bagli yalanci pozitiflikten kagin-
mak igin total immunglobulin konsantrasyonu da dikka-
te alinmalidir. Aym gekilde intraokiiler albumin kon-
santrasyonunun yiiksek olmasi da kan-gdz bariyerinin
yikildigini gsterir. Goldmann-Witmer formiilii uygula-
narak intraokiiler antikor titrelerinin gercekten lokal
infeksiyona bagli olup olmadig: saptanur:

Okiiler antikor titresi :  Serum antikor titresi

Okiiler total Ig

Serum total Ig

Antikor titreleri boya testi, IFA veya ELISA slgiim-
lerine dayali olabilir. Ornegin 1:256 olan antikor titresi
formiile 256 olarak yerlestirilir. Total Ig titreleri radial
immunodifuzyon teknigi ile dlgiilebilir. Teorik olarak
formiile edilen degerlerin sonucu 1'den yiiksekse lokal
antikor yapimi oldugu stylenebilir; ancak pratikte daha
glivenilir olmas1 amaciyla 3, hatta 8'den biiyiik katsay1
bulunmasi gerekmektedir (1,17,19-22).

Poliklonal B lenfosit aktivasyonuna bagli yalanci
pozitif sonugtan kaginmak icin birden fazla etkenin test
edilmesi gerektigi bildirilmektedir (17,19). Konjenital
infeksiyonda veya akiz sistemik infeksiyonda bu yontem
giivenilir degildir. Serum antikor titresi 1:1000'in lize-
rinde ise yalanci-negatif sonug alinir (1,17). Testin en
giivenilir oldugu hasta grubu rekiirran retinitin ayirici ta-
nusmin yapilmas: gereken gruptur. Ancak inflamasyo-
nun erken fazinda (ilk 3 hafta) heniiz yeterli antikor ya-
pim olmadigindan yalanci negatif sonug alinabilir (1,
17,19). Rezolusyondan sonra da test negatiflesir. Aktif
inflamasyonu olmayip sadece toksoplazma retinit skar
olan hastalarda katsay1r normal bulunur (1,19). Immun
yetmezligi olmayan hastalarda bu yontemin hassasiyeti-
nin %74, 6zgiinliigiiniin %100 oldugu bildirilmektedir
(19). Immunsupresyonu olan hastalarda bu yontem ya-
lanci negatif sonu¢ vermektedir (20).
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Sekil 1. Okiiler toksoplazmoziste tamsal yaklagim

Okdiler Toksoplazmozis ?

4/\,

SO
/

Tani

Tipik klinik Atipik Kklinik
lgﬁ (+) lg(i(—) IgG(+) IgM(-) IgG(+) IgM(+)
Tani Boya testi Lokal antikor  Seroloji profili

PCR

Akiz Kronik

Ampirik Lokal antikor
tedavi PCR

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Goz sivilarinda toksoplazma DNA 'sinin gosterilme-
sine dayanir. Optimal sartlarda test érneginde 1 parazit,
pratikte 5 parazitin varlig1 saptanabilir. Ozgiinliigii yiik-
sek (optimal sartlarda %100), hassasiyeti diisiik bir test-
tir. Vitreus 6rneginde akdze gore daha hassas bir yéntem
oldugu bildirilmektedir. Lokal antikor yapimindan daha
erken donemde pozitif sonug alinabilir ve hastanin teda-
vi altinda olmasindan etkilenmez. Ozellikle AIDS gibi
immunsupresyonu olan hastalarda tercih edilecek tam
yontemidir (7,11,19,20,24,25).

Yukarda anlatilan tan1 ydntemleri birlikte uygulan-
diginda dogru tam olasilig1 artmaktadir. Ronday ve ark.
okiiler toksoplazmozisli 88 hastanin intraokiiler sivi
analizinde %27 oraninda sadece intraokiiler IgG, %15
oraninda sadece intraokiiler IgA, %37.5 oraminda hem
IgG hemde IgA pozitifligi saptadiklarm bildirmiglerdir.
Ayni ¢aligmada yazarlar, tek bagina PCR pozitifliginin
hassasiyetinin %27 oldugunu; intraokiiler IgG pozitifligi
ile beraber PCR pozitifliginin hassasiyetinin %77 oldu-
gunu; buna intraokiiler IgA pozitifligi de eklendiginde
hassasiyetin %91'e ¢iktigin saptamiglardir (6). Ongko-
suwito ve ark. primer yani skari olmayan okiiler toksop-
lazmozisli 22 hasta ile rekiirran toksoplazma retiniti
olan 42 hastadan olugan iki grubu kargilastirdiklart cals-
mada, primer retinit grubunda intraokiiler IgG pozitifli-
ginin %41, PCR pozitifliginin %37, intraokiiler IgA po-
zitifli§inin %57 oraninda saptandigini, rekiirran retinit
grubunda IgG'nin %84, PCR'n %4, IgA'nin %23 ora-
minda pozitif oldugunu bildirmislerdir. Istatistiksel ana-
lizde intraokiiler IgG'nin rekiirran retinitte, PCR pozitif-
liginin primer infeksiyonda anlamh derecede fazla oldu-
gunu, intraokiiler IgA acisindan iki grup arasinda anlam-

It bir fark olmadigim bildirmislerdir. Bu ¢aligmada ya-
zarlar primer okiiler toksoplazmozisli hastalarin sadece
%50'de akiz infeksiyon serolojisi saptamuglardir (14).
Bu ¢aligma, daha dnce tutulmamis bir gézde de kronik
donemde retinit ortaya ¢ikabildigini gdstermektedir. Ay-
n1 sekilde Montaya ve ark. atipik klinik bulgulari olan
ve vitreus PCR pozitifligi ile okiiler toksoplazmozis ta-
mist alan 7 hastanin 5'inde kronik infeksiyon, 2'sinde
akiz infeksiyon serolojisi saptamiglardir (11).

Yukarda anlatilan tami yéntemlerinin klinikte kulla-
nimi Sekil 1'de sematik olarak 6zetlenmistir. Tipik kli-
nik bulgulari nedeniyle okiiler toksoplazmozis diisiinii-
len bir hastada herhangi bir titrede IgG pozitif bulundu-
gunda ileri tetkike gerek olmadan tani konulur. Béyle
bir hastada IFA veya ELISA testte IgG negatif ise diisiik
dilusyonda veya dilue edilmemis serumda Sabin-Feld-
man boya testi istenmelidir. Ancak bu testte negatif so-
nug verirse tanidan uzaklagilir. Klinik bulgular atipik
olan, ancak ayric1 tanida toksoplazmanin da yer aldig
bir hastada IgG (+), IgM(-) ise intraokiiler sivi analizi ile
taniya gidilebilir. Boyle bir hastada IgM (+) ise gercek
bir akiz sistemik infeksiyon zemininde primer retinit
olup olmadigim saptamak i¢in seroloji profili tamamlan-
malidir. Akiz sistemik infeksiyon kanitlanirsa anti-tok-
soplazma tedaviye baglanmalidir. Seroloji kronik infek-
siyon lehine sonug verirse okiiler toksoplazmozis tamsi
ancak intraokiiler siv1 analizi ile konabilir.

Klinikte en fazla kargilagtigimiz hasta grubu, tipik
skart ve retinit rekiirransi olan hastalardir. Kronik fazda
serum IgG (+) olan bu hastalarda konjenital infeksiyon
/ postnatal infeksiyon ayirici tamst yapilamaz (15). Son
yillarda yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar ve klinik ve-
riler, eskiden diistiniildiigiiniin aksine, okiiler toksoplaz-
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mozis olgularmin 2/3'nin postnatal infeksiyondan kay-
naklandiim diisiindiirmektedir (26).
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