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OZET

Koksidiyan bir protozoon olan Toxoplasma gondii'nin neden oldugu toksoplazmoz, gebelik sirasinda
gecirildiginde fetal enfeksiyon gelisimi icin ylksek risk tasimaktadir. Enfekte olan/olma riski tasiyan gebe-
lerde, parazitin fetlise gecisinin ve enfeksiyon gelisiminin dnlenmesinde oral spiramisin tedavisi oneril-
mektedir. Diger taraftan, beta-glukanin, immin sistemi stimiile ettigi ve fagositer hiicrelerin aktivitesini
artirdigi gosterilmis; bircok enfeksiyonun tedavisinde immiinomodiilator etkiye sahip oldugu belirtilmis-
tir. Bu calismada; deneysel olarak T.gondii ile enfekte edilen farelerde, beta-glukanin tek basina ve ayrica
spiramisin ile kombinasyonunun tedavi etkinliginin ve interlokin (IL)-10, IL-12, timor nekroz faktori
(TNF)-a sitokin duzeylerine etkili olup olmadiginin arastiriimasi amaclanmistir. Bunun icin, Hayvan De-
neyleri Etik Kurulu onayi ile, her biri sekiz BALB/c tipi fareden olusan dort deney grubu olusturulmus ve
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tum fareler T.gondii RH susu (Refik Saydam Hifzissihha Merkezi, Salgin Hastaliklar Madirlugu, Parazitolo-
ji Laboratuvari, Ankara) susu ile enfekte edilmistir. Enfeksiyon, 2 x 10%/ml trofozoit iceren siispansiyon-
dan farelere intraperitoneal yolla 2 ml verilerek olusturulmustur. Enfeksiyondan 24 saat sonra, kontrol
grubu disinda, beta-glukan grubuna 3 mg/gtn beta-glukan [Poly-B-(1-> 3) glucopyranose] oral gavaj ile,
spiramisin grubuna 200 mg/kg/gin spiramisin oral gavaj ile, beta-glukan-spiramisin (BG-S) grubuna 3
mg/gilin beta-glukan ve 200 mg/kg/giin spiramisin birlikte ayni yolla verilmis, ayni uygulamalara yedi
glin devam edilmistir. Sekizinci glinde tiim fareler uyutularak, periton sivilari alinmig ve Thoma laminda
sayim yapilarak 1 ml’deki trofozoit sayilari belirlenmistir. Ayrica kalp kanlari alinarak serum 6rneklerinde
IL-10, IL-12 ve TNF-a diizeyleri ticari ELISA kiti (eBioscience Platinum, Avusturya) ile arastinlmistir. BG-S
grubundaki trofozoit sayisi kontrol, beta-glukan ve spiramisin gruplarindaki trofozoit sayisindan anlamli
derecede dusiik bulunmustur (p< 0.05). Beta-glukan ve spiramisin gruplarindaki trofozoit sayisi kontrol
grubuna gore anlamli bir dusls gostermis (p< 0.05); ancak bu iki grup arasinda farklilik goériilmemistir.
Spiramisin ve BG-S gruplarinda belirlenen IL-10 dizeyi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, anlamli bir
disus saptanmis (p< 0.05); spiramisin ve BG-S grubundaki IL-10 diizeyi, beta-glukan grubu ile karsilas-
tinldiginda anlamli bir diistis gdzlenmemistir (p< 0.05). Tim gruplarda IL-12 diizeyleri arasinda fark sap-
tanmamis; beta-glukan, spiramisin ve BG-S gruplarindaki TNF-a diizeyinin kontrol grubuna gore anlam-
I bir diistis gosterdigi belirlenmistir (p< 0.05). Sonug olarak, ulasilabilen literatir taramalari 1s1ginda, akut
toksoplazmozun tedavisinde beta-glukan + spiramisin kombinasyonu etkinliginin incelendigi ilk arastir-
ma olan calismamizin bulgulari, bu iki madde arasinda bir sinerji oldugu fikrini vermistir.

Anahtar sozciikler: Toxoplasma gondii; beta-glukan; spiramisin; IL-10; IL-12; TNF-a.

ABSTRACT

Toxoplasmosis which is caused by Toxoplasma gondii, has a high risk of fetal infection development
if the infection occurs during pregnancy. Treatment with oral spiramycin is recommended during preg-
nancy in order to prevent the transmission of protozoa to fetus and development of infection. Since be-
ta-glucan is known to stimulate the immune system and increase the phagocytic activity of the cells, it
has been shown to exhibit immunomodulatory effect on many infectious diseases. The objectives of this
study were to investigate the effectiveness of beta-glucan alone and in combination with spiramycin and
to determinate the levels of interlokin (IL)-10, IL-12 and tumor nekrosis factor (TNF)-a in mice experi-
mentally infected with T.gondii. For this purpose, four experimental groups each consisting of eight
BALB/c mice, were formed with the approval of Ethics Committee for the Animal Experiments. All the
mice were infected with 2 ml of suspension containing 2 x 102/ml of trophozoite prepared from T.gon-
dii RH strain (Refik Saydam National Public Health Agency, Parasitology Laboratory of Communicable Di-
seases Research Department, Ankara, Turkey), by intraperitoneal injection. Twenty-four hours after the
infection, beta-glucan (3 mg/day) was given to the beta-glucan group, spiramycin (200 mg/kg/day) to
the spiramycin group, beta-glucan (3 mg/day) plus spiramycin (200 mg/kg/day) to the beta-glucan-spi-
ramycin (BG-S) group by oral gavage. The fourth group which was the control group was infected but
untreated. The above administration was carried out for seven days. On the 8" day, under anaesthesia,
1 ml normal saline was given into the peritoneum, drawn back later and the number of trophozoites in
1 ml of peritoneal fluid was determined by counting them on the Thoma slide. Moreover, by drawing
the heart blood; IL-10, IL-12, TNF-a levels were determined in serum samples by ELISA method (eBios-
cience Platinum, Austria). The number of trophozoites in the BG-S group was found significantly lower
than the number of trophozoites in control, beta-glucan and spiramycin groups (p< 0.05). There was
no significant difference between the beta-glucan and spiramycin groups, however the number of trop-
hozoites in both groups was significantly lower than the number of trophozoites in the control group
(p< 0.05). There was a certain decrease in IL-10 level in spiramycin and BG-S groups, compared to the
control group, in addition when IL-10 levels in spiramycin and BG-S groups were compared with BG
group, a significant decrease was noticed (p< 0.05). There was no difference in IL-12 levels between the
groups, while there was a certain decrease in TNF-a level in beta-glucan, spiramycin, BG-S group in

MiKROBIYOLOJi BULTENI 447




Spiramisin ve Beta-Glukan Kombinasyonu Etkinliginin Akut Toksoplazmoziu
Fare Modelinde Arastiriimasi ve IL-10, IL-12 ve TNF-a Diizeylerinin Belirlenmesi

comparison to the control group. Within the reach of our literature survey, this study is the first research
in which the effectiveness of the combination of beta-glucan and spiramycin in the treatment of acute
toxoplasmosis was investigated. The results of our study suggested that there might be synergy betwe-
en beta-glucan and spiramycin in the treatment of acute toxoplasmosis.

Key words: Toxoplasma gondii; beta-glucan; spiramycin; IL-10; IL-12; TNF-a.

GiRis

Toksoplazmoz, bir hiicre ici protozoonu olan Toxoplasma gondii'nin insanlarda olus-
turdugu zoonotik bir enfeksiyondur. Saglikli bireylerdeki T.gondii enfeksiyonlari genellik-
le asemptomatik seyirlidir. Bununla beraber hastalarin %10-20'sinde akut enfeksiyon go-
riiliir'. Gebelik sirasinda annede gériilen T.gondii enfeksiyonu fetal enfeksiyon gelisimi
icin yliksek risk tagir. Ornegin; Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde her yil 500-5000 ye-
nidoganin konjenital toksoplazmozlu oldugu belirlenmistir?. Toksoplazmozun standart
tedavisinde primetamin-siilfadiazin kombinasyonu kullanilir. Ancak bu kombinasyonun
yiiksek derecede toksik etkilerinin olmasi, uzun siire kullanimini kisitlar®*. Ayrica, terato-
jen etkisi nedeniyle gebelik siiresi < 18 hafta olan kadinlarda kullanilmamaktadir. Bu ne-
denlerle, anneden bebegde plasenta yoluyla gecisi ve bunu izleyen fetal toksoplazma en-
feksiyonunu 6nlemede oral spiramisin tedavisi 6nerilmektedir. Makrolid bir antibiyotik
olan spiramisinin iyi tolere edildigi, nadir yan etkilerinin oldugu ve plasenta dokusunda
birikip fetal dolasima gecerek konjenital toksoplazmoz riskini yaklasik %60 oraninda
azalttig bilindiginden, gebelerde akut ve konjenital toksoplazmozun tedavisinde spira-
misin kullanilir'2. Ayni gruptaki diger makrolidlerle benzer etki mekanizmasina sahip ol-
masina karsin, konak hiicre icine penetrasyonunun hizli ve gii¢lii olmasi nedeniyle, spi-
ramisinin toksoplazmoz tedavisindeki etkinligi daha stiindiir. Ornegin; makrofaj icinde-
ki spiramisin konsantrasyonu, serum konsantrasyonundan 10-20 kat daha yiiksektir>.

Hem insanlarda hem de hayvanlarda akut toksoplazma enfeksiyonuna karsi direncte
NK, Th1 tip CD4* T hiicreleri ve antikorlarin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Bu hiic-
reler koruyucu etkilerini interlokin (IL)-1, IL-2, IL-12, interferon (IFN)-y ve timor nekroz
faktort (TNF)-a gibi proinflamatuvar sitokinleri salgilayarak saglar. Bununla beraber Th2
tip CD4" T hiicreleri tarafindan salgilanan maddeler (6rn. IL-10), Th1 hiicrelerini baski-
lar ve onlarin sitokinlerine karsit etki yaratir. Dolayisiyla IL-10, stpresif bir sitokin ve glic-
i bir antiinflamatuvar ajan olarak kabul edilir*. Beta-glukanin fonksiyonel fagositik hiic-
reler olan granulosit, monosit, makrofaj ve dendritik hiicrelerin fagositoz yetenegini ar-
tirdigi bilinmektedir®. Bu nedenle glukan tiirevi maddelerin bakteriyel, fungal, paraziter
ve viral enfeksiyonlarin tedavisinde immiinomodiuilator olarak denendigi ¢cok sayida ca-
lisma yapilmasina karsin, bu maddelerin biyolojik etkilerinin nasil ortaya ¢iktigina iliskin
bilgiler kisitlidir. Beta-glukan, enfeksiyonlara karsi konagin immdan sistemini stimile ede-
rek, hiimoral ve hiicresel immuniteyi degistirir. Beta-glukan aracihgiyla NK, makrofaj,
monosit ve notrofillerin aktive oldugu, total I6kosit sayisinin arttidi, IL-1, TNF-a ve pros-
taglandin E2 iretiminin de uyarildiyi gosterilmistir>®.
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Bu calismada; deneysel olarak T.gondii ile enfekte edilen farelerde, beta-glukanin tek
basina ve ayrica spiramisin ile kombinasyonunun tedavi etkinliginin ve IL-10, IL-12, TNF-
a sitokin dizeylerine etkili olup olmadiginin arastiriimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismada alti haftalik 18-20 g BALB/c disi fareler kullanildi. Fareler istanbul Univer-
sitesi, DETAE Deney Hayvanlari Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim
Dali Laboratuvarindan temin edildi ve 20-22°C’de %50-60 nem oraninda 12 saat aydin-
hk, 12 saat karanlik dongtiye sahip ortamda, her kafeste dorder fare olacak sekilde de-
ney boyunca izlendi. Yem ve sular ad-libidum olarak saglandi. Calisma icin HADYEK
(Hayvan Deneyleri Etik Kurulu)’den 2011/49 karar numarasiyla onay alindi.

Fareler, dort ayri grup ve her bir grupta toplam sekiz adet olacak sekilde ayrildi. Grup
I, kontrol grubu; Grup I, beta-glukan tedavi grubu; Grup lll, spiramisin tedavi grubu;
Grup IV ise beta-glukan-spiramisin (BG-S) tedavi grubunu olusturdu. Tim fare gruplari
T.gondii RH susu (Refik Saydam Hifzissihha Merkezi, Salgin Hastaliklar Mudurligu, Para-
zitoloji Laboratuvari, Ankara) trofozoitleri ile intraperitoneal yolla enfekte edildi. Bu
amacla, pasaji surdurilen T.gondii RH susu ile enfekte fareden 72 saat sonra alinan peri-
ton sivisindaki trofozoitler, Thoma laminda sayilarak 2 x 102 trofozoit/ml olacak sekilde
serum fizyolojik ile hazirlandi’. Bu siispansiyondan 2 ml periton ici yoldan verilerek tiim
fareler enfekte edildi. Enfeksiyondan 24 saat sonra beta-glukan grubundaki farelere 3 mg
beta-glukan [Poly-B-(1-> 3) glucopyranose; Mustafa Nevzat ila¢ San. AS, istanbul] 0.2
ml distile suda ¢oziindirilerek oral gavaj ile verildi ve bir hafta boyunca ayni saatte ay-
ni miktar ve yoldan olacak sekilde inokiilasyona devam edildi®. Enfeksiyondan 24 saat
sonra spiramisin grubundaki farelere 200 mg/kg/giin olacak sekilde spiramisin (Sanofi
Aventis; Eczacibagi ilag Pazarlama AS, Istanbul) 0.2 ml oral gavaj ile verildi ve bir hafta
boyunca ayni saatte ve ayni miktarda uygulamaya devam edildi’. Enfeksiyondan 24 sa-
at sonra BG-S grubuna 3 mg beta-glukan 0.2 ml ve 200 mg/kg/gun spiramisin 0.2 ml
olacak sekilde oral gavaj ile verildi ve bir hafta boyunca ayni saatte ve ayni dozda teda-
viye devam edildi.

Bir hafta sonra tim fareler 0.1 mg/kg ketamin (IM) ile uyutularak kalp kanlari alindi
ve serumlari ayrilarak -70°C’de saklandi. Ayrica, tim farelerin periton sivilari T ml steril
serum fizyolojik ile yikanarak steril tiiplere alindi ve Thoma laminda sayim yapilarak her
bir farenin periton sivisinin ml’sindeki trofozoit sayisi hesaplandi. Serum 6rneklerinde IL-
10, IL-12 ve TNF-a diizeyleri, ELISA (eBioscience Platinum, Avusturya) yontemi ile belir-
lendi.

istatistiksel degerlendirmeler, Kruskall-Wallis nonparametrik varyans analiziyle, ¢oklu
karsilastirmalar Newman-Keuls yontemiyle yapildi. istatistiksel anlamlilik p< 0.05 ve iki
yonlu olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Arastirmamizda, T.gondii RH susu ile enfekte edildikten sonra beta-glukan, spiramisin,
beta-glukan + spiramisin kombinasyonuyla tedavi edilen g ayr deney grubundaki fare-
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Tablo I. Deney Gruplarinda Fare Periton Sivilarindaki Trofozoit Sayilarinin Dagilimi (Trofozoit/ml)

Gruplar Medyan Minimum Maksimum Anlamhilik
K 765.000* 320.000 970.000 KW= 26.25
BG 180.000** 130.000 380.000 p< 0.001
S 165.000** 10.000 230.000

BG-S 25.000 0 70.000

* Diger gruplardan anlamli diizeyde yiiksek (p< 0.05).

** BG-S grubundan anlamli diizeyde yiiksek (p< 0.05).
K: Kontrol grubu; BG: Beta-glukan tedavi grubu; S: Spiramisin tedavi grubu; BG-S: Beta-glukan-spiramisin tedavi
grubu.
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700.000 —

600.000 —
D Trofozoit

500.000 — sayisi/mi

400.000 —
300.000 —

200.000 —

100.000 —

0

Kontrol Beta-glukan Spiramisin Beta-glukan-spiramisin

Sekil 1. Deney gruplarindaki trofozoit sayisi (medyan degerler).

lerin periton sivilarindaki ortalama trofozoit sayisi ile, kontrol grubunun trofozoit sayila-
ri karsilastirnimistir (Tablo 1, Sekil 1). Kontrol grubundaki farelerin periton sivisindaki tro-
fozoit sayisinin, diger ¢ gruba gore istatistiksel yonden anlaml derecede ytiksek oldu-
gu (p< 0.05) belirlenmistir. Beta-glukan grubundaki ortalama trofozoit sayisi, BG-S gru-
buna gore anlaml derecede yuksek (p< 0.05), spiramisin grubundaki ortalama trofozo-
it sayisi ise BG-S grubundan anlamli derecede yiiksek (p< 0.05) bulunmustur. BG-S gru-
bundaki ortalama trofozoit sayisi kontrol grubu ve diger gruplara gore anlamli derece-
de dusuk (p< 0.05) olarak saptanmistir. Beta-glukan ve spiramisin gruplari arasinda ise
trofozoit sayisi bakimindan anlamli bir fark belirlenmemistir. Ancak bu iki grup kontrol
grubu ile karsilastirildiginda trofozoit sayisi anlamli derecede dustiktir (p< 0.05).
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Tablo Il. Deney Gruplarinda IL-10, IL-12 ve TNF-a Dedgerleri (pg/ml)

Gruplar Medyan Minimum Maksimum Anlamhlik
IL-10 K 182.07* 93.5 550.52 KW= 24.48
BG 125.02** 79.39 332.15 p< 0.001
S 31.31 20.51 79.9
BG-S 40.91 13.37 62.85
IL-12 K 1153.20 451.2 1581.91 KW= 6.98
BG 512.47 383.54 758.4 p=0.07
S 580.84 320.65 1039.97
BG-S 480.45 350.08 969.03
TNF-a K 13.01*** 6.28 22.47 KW= 12.65
BG 6.65 4.21 12.87 p= 0.005
S 5.88 4.20 11.09
BG-S 5.16 3.70 6.55

* K grubu, S ve BG-S grubundan anlamli diizeyde yiiksek (p< 0.05).

** BG grubu, S ve BG-S grubundan anlamli diizeyde yiiksek (p< 0.05).

*** K grubu, BG, S ve BG-S gruplarindan anlamli diizeyde yiiksek (p<0.05).

IL: interlékin; TNF: Timér nekroz faktéri; K: Kontrol grubu; BG: Beta-glukan tedavi grubu; S: Spiramisin tedavi
grubu; BG-S: Beta-glukan-spiramisin tedavi grubu.

Calismamizda dort farkli deney grubundaki akut T.gondii enfeksiyonlu farelerde belir-
lenen IL-10, IL-12 ve TNF-a duzeyleri Tablo IlI’de gdsterilmistir. Spiramisin ve BG-S gru-
bunda belirlenen IL-10 diizeyi, kontrol ve beta-glukan grubu degerleri ile ayri ayr karsi-
lastinldiginda her iki gruba gore de anlamli bir dusiis saptanmistir (p< 0.05). Tim grup-
larda IL-12 dUzeyleri arasinda farklilik tespit edilmemistir. Beta-glukan, spiramisin ve BG-
S grubundaki TNF-a diizeyinin ise, kontrol grubu ile karsilastirldiginda anlaml derece-
de dustk (p< 0.05) oldugu izlenmistir.

TARTISMA

Gebelik siirecinde gecirilen T.gondii enfeksiyonunun plasentadan gecisinin ve/veya
bunu izleyen fetal enfeksiyonun 6nlenmesinde oral spiramisin tedavisi onerilmektedir.
Spiramisin kullanimi toksoplazmozlu gebelerde amniyotik sivida ve serumda polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) sonucu negatif olsa bile doguma kadar strdirilmektedir. Fetal
enfeksiyon olasiligr yiksek olan ya da fetal enfeksiyonlu gebelerde spiramisin ile bagla-
nan tedavi 18 hafta strdurdlir; daha sonra primetamin + silfadiazin ve folinik asit kom-
binasyonuyla tedaviye devam edilir'%°.

Beta-glukanin, noétrofillerin ve monondukleer hicrelerin antimikrobiyal aktivitesi ile
makrofajlarin dogal fonksiyonel aktivitesinde artisa neden oldugu, glcli bir hematopo-
ietik etkiye sahip oldugu bilinmektedir®. Beta-glukanin antienfektif aktivitesi, deneysel
hayvan modelleri tizerinde viral, paraziter, fungal ve bakteriyel enfeksiyonlarda da gos-
terilmistir®”. Bununla birlikte deneysel bakteriyel enfeksiyon modelleriyle daha fazla ca-
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lisiimis, ornegin; Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Myco-
bacterium leprae enfeksiyonlu modellerde, beta-glukan uygulanmasinin mortaliteyi ve
enfekte hayvanlardaki bakteri sayisini azalttigi gésterilmistir®'®. Bu sonuglar ¢alismami-
zin bulgulariyla benzerlik géstermektedir. Bousquet ve arkadaslarinin'’ beta-1-3 ve be-
ta-1-6 glukanin koruyucu etkisini T.gondii'nin farkh suslariyla arastirdiklar calismada; RH
susu ile enfekte edilen ve 1 mg/kg intramuskdler (IM) veya intravenoz (IV) beta-1-3 glu-
kan uygulanan farelerde sagkalimin (%100) kontrol grubuna gore (%33) yiiksek diizey-
de arttigi belirlenmistir. Ayrica T.gondii prugniaud susu kistleriyle enfekte edilen fareler-
de, 1 mg/kg (IM) beta-1-3 glukan ile tedavi sonrasi beyin kistlerinin sayisinda azalma ol-
dugu gdzlemlenmistir'!. Bulgularimiza benzer sekilde bir diger calismada, T.gondii RH
susu ile enfeksiyondan once IV uygulanan beta-1-3 ve beta-1-6 glukanin farelerin hayat-
ta kalma suresini uzattigi ve bunun da makrofaj aktivasyonunun artmasindan kaynaklan-
digi bildirilmistir'2. Yun ve arkadaslari® da, Eimeria vermiformis ookistleri ile enfekte edi-
len ve bagisikligr baskilanmis farelere oral gavaj ile 3 mg veya subkitan6z 500 pg beta-
glukan uygulanan grupta, diskidaki ookist sayisinin kontrol gruba gore ¢ok azaldigini;
beta-glukan verilmeyen farelerde agir klinik belirtiler ve %50 mortalite gozlenirken, be-
ta-glukan alan grupta mortalite goriilmedigini ve klinik bulgularin minimal dizeyde ol-
dugunu rapor etmislerdir. Ayrica total IgG, IgG,, 19G, , IgM ve IgA dlzeylerinin, beta-
glukan verilen grupta, kontrol gruba gére cok yiiksek oldugu saptanmistir®. Yine bir hiic-
re ici paraziti olan Leishmania major'un viriilan susu ile enfekte edilen farelerde intrape-
ritoneal uygulanan beta-glukanin, iki ayr calismada da dalak ve karacigerdeki amastigot-
lari 8nemli dlciide azalttigr gosterilmistir'>'4. Yukaridaki calismalara benzer sekilde calis-
mamizda da beta-glukan uygulanan grupta, kontrol grubuna gore trofozoit sayisi an-
lamli bir dusiis gostermistir (p< 0.05).

imminomodiilator aktivitesine ek olarak, beta-glukanin antibiyotiklerin antimikrobi-
yal etkinligini artirdigi ve antibiyotiklere maruz kaldiktan sonra bakterilerin fagositoza ve
hiicre ici 6lime cok duyarli hale geldigi bildirilmistir'>'6. Ayrica bu etkinin, graniilosit
koloni stimiile edici faktor ve antibiyotiklerin birarada olmasiyla saglandigi anlasiimis; in
vivo ve in vitro calismalarda polimorfontikleer I6kositlerin varliginda koloni stimiile edici
faktorlerin antibiyotiklerle sinerjistik etkilesim gésterdigi belirlenmistir'”. Cesitli aragstir-
malarda oral olarak uygulanan beta-glukanin gastrointestinal sistemden absorbe edildi-
gi, NK ve B hiicre reseptorlerine baglanarak aktive olmalarini sagladigi, ayrica beta-glu-
kanin bagirsaktaki Peyer plaklarindan absorbe edilerek koloni stimdle edici faktor ve di-
ger sitokinlerin salinimini da artirdigi saptanmistir'®1?. Oral yolla kullanilan beta-gluka-
nin, dalaktaki NK hiicrelerinin ve peritoneal makrofajlarin lizozim aktivitesini artirdigi da
bildirilmistir?®. Zenebergh ve arkadaslar® makrofaj hiicre kiiltiirlerinde, spiramisin kon-
santrasyonunu, serum konsantrasyonundan 10-20 kat yiksek belirlemislerdir. Tim bu [i-
teratur verileri, calismamizda BG-S grubu farelerinin periton sivisindaki T.gondlii trofozo-
it sayisindaki anlamli azalmay (p< 0.05) aciklamaktadir.

Bazi arastiricilar, beta-glukanin proinflamatuvar sitokin Gretimini stimile etmedigini,
ancak nétrofil ve makrofajlarin mikrobisidal etkilerini artirdigini bildirmislerdir?'. Beta-
glukan ile sefazolin kombinasyonunun S.aureus yara enfeksiyonunda sinerjik etkili oldu-
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gunu; E.coli ile enfekte sicanlarda beta-glukan + sefalotin, beta-glukan + gentamisin ve
S.aureus ile enfekte sicanlarda beta-glukan + siprofloksasin ile sinerjizm oldugunu bildi-
ren calismalar dikkat cekicidir'”-?2, Calismamizin bulgulari da, spiramisin ile beta-glukan
arasinda bir sinerji olabilecegi fikrini vermistir. Ulasabildigimiz kaynaklar icinde spirami-
sin ile beta-glukanin hayvan modelinde birarada denendigi baska bir arastirmaya rast-
lanmadigindan, bulgularimiz yeni arastirma sonuclariyla desteklendiginde, gebelerdeki
toksoplazmoz tedavi stresinin kisalmasi saglanabilecektir.

insan ve hayvanda akut T.gondii enfeksiyonu, hiicresel ve hiimoral immin yanit meka-
nizmalariyla kontrol altina alinmaktadir. NK ve Th1 tip CD4* T hiicreleri direnci saglama-
da 6nemli olup, bunlarn salgiladigi IL-1, IL-2, IL-12, TNF-a ve IFN-y gibi proinflamatuvar
sitokinler koruyucudur. IL-10 ise Th1 yanitina karsit etkilidir; dogrudan CD4* T hiicre ¢o-
galmasini ve sitokin tiretimini baskilar, ayrica makrofajlar {izerine inhibitér etki gosterir?>
25 Ayni zamanda IL-10, T.gondii enfeksiyonu tarafindan tretimi indiiklenen bir sitokin-
dir?*. Bu bulgular, T.gondii tarafindan uyarilan IL-10"un konak bagisik yanitini sinirladigini
ve T.gondii cogalmasini destekledigini gdsterir®. Ayrica IL-10, IFN-y ile aktive olmus mak-
rofajlar tarafindan uretilen nitrojen oksidi ve parazit oldirticu etkiyi inhibe etmektedir.
T.gondii ile indiiklenen IL-10 Uretimi, parazitin IFN-y'ya bagimli bagisik yanittan kacisinda
énemli bir stratejidir?®. Calismamizda da kontrol grubu ile karsilastirldiginda, spiramisin
ve BG-S gruplarinda IL-10 diizeyinde anlamli bir diistis g6zlenmistir. Bu iki grupta IL-10
diizeyinin dusiik bulunmasi, IL-10°u indikleyen T.gondli trofozoit sayisinin kontrol grubu-
na gore azalmig olmasiyla uyumludur. Beta-glukanin proinflamatuvar sitokin tretimini sti-
miile etmeden, 6zellikle notrofil ve makrofajlarin mikrobisidal etkilerini artirdigr bilinmek-
tedir?®. Calismamizda bu bilgilerle uyumlu olarak, beta-glukan grubu farelerde IL-10 dii-
zeyinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark gézlenmemistir. Bu durum-
da, beta-glukanin, toksoplazmozda IL-10’un Uzerinde etkisi olmadig distindlebilir.

T.gondii enfeksiyonuna karsi koruyucu yanit sirasinda bol miktarda uretilen 1L-12 du-
zeyinde, calisma gruplarimiz arasinda anlamli bir fark belirlenmemistir. Farelerde akut le-
tal enfeksiyon olusturan T.gondii RH susu ile yapilan calismalarda yuksek diizeyde IL-12
ve IFN-y belirlenmesine karsin, bu sitokinlerin koruyucu etki gostermedigi saptanmis-
tir?”28, Buradaki olasi mekanizma; RH susunun, IFN-y’nin mikrobisid etkisine karsit rol
oynayan IL-10’un indiiklenmesi sonucunda IFN-y varligina ragmen canl kalabilmesiyle
aciklanmaktadir?®. Ayni aciklama calismamizin IL-12 bulgulari icin de gecerli olabilir.

Picka ve arkadaslar®® akut toksoplazmozlu farelerde beta-glukan ve/veya siilfadiazin
uygulanmasindan sonra, serum orneklerinde IL-10 diizeyini arastirdiklari calismalarinda,
en yuksek IL-10 dizeyini, T.gondiiile enfekte edilmeyen, sadece beta-glukan ile immiin-
stimile edilmis grupta, en distk IL-10 diizeyini ise sadece T.gondii ile enfekte ettikleri
grupta belirlemislerdir. Ayrica T.gondii ile enfekte edildikten sonra; beta-glukan, silfadi-
azin ve silfadiazin + beta-glukan verilen fare gruplarinda da IL-10 duzeyini, sadece
T.gondii ile enfekte ettikleri kontrol gruptan yiiksek bulmuslardir®®. Bu sonuglar calisma-
mizin IL-10 bulgularindan farklidir. Arastiricilar IL-10 dizeyindeki azalma sonuclarini, be-
ta-glukanin CD8* T hiicrelerin reseptorlerine baglanmasini engellemesiyle aciklamislar,
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bunu da makrofaj, notrofil, NK, dendritik hiicreler ve fibroblast gibi hiicrelerin ytizeyle-
rinde bulunan reseptorlerin beta-glukani tanidigi bilgisine dayandirmislardir.

Calismamizda TNF-a diizeyi, BG-S grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede
(p< 0.05) distk bulunmustur. Beta-glukanin, insan monositleri ve fare makrofajlarindan
IL-1, TNF-a ve prostaglandin E2 {iretimi {izerinde uyarici oldugu gésterilmistir®. Calisma-
mizda beta-glukan uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore TNF-a diizeyinin anlam-
Il bir yiikselme gostermemesi, T.gondii enfeksiyonuyla indiklenen IL-10 tarafindan TNF-
a’nin baskilanmasiyla aciklanabilir.

Literatur taramalarinda ulasabildigimiz yayinlar arasinda, calismamiza benzer bir ma-
kaleye rastlanmadigindan, bu calisma akut toksoplazmozlu hayvan modelinde beta-glu-
kan-spiramisin kombinasyonunun tedavideki etkinliginin arastirildigi ilk cahisma olarak
nitelendirilebilir. Calismamizin verileri, bu iki maddenin akut toksoplazmoz tedavisinde
sinerjistik etkilesim gosterdigi fikrini vermistir. Bulgularimiz yapilacak bagka arastirmalar-
la desteklendiginde, T.gondii enfeksiyonu yoninden riskli olan gebelerde bu kombinas-
yon ile tedavi, hem tedavi siiresini kisaltmasi hem de tedavi basarisini artirmasi nedeniy-
le onerilebilecektir.

KAYNAKLAR

1. Montoya |G, Liesenfeld O. Toxoplasmosis. Lancet 2004; 363(9425): 1965-76.

2. Montoya |G, Remington |S. Management of Toxoplasma gondii infection during pregnancy. Clin Infect Dis
2008; 47(4): 554-66.

3. Zenebergh A, Trouet A. Cellular pharmacokinetics of spiramycin in cultured macrophages. Ann Immunol
(Paris) 1982; 133D(3): 235-44.

4. Tait ED, Hunter CA. Advances understanding immunity to Toxoplasma gondii. Mem Ins Oswaldo Cruz 2009;
104(2): 201-10.

5. Soltys J, Quinn MT. Modulation of endotoxin -and enterotoxin-induced cytokine release by in vivo treat-
ment with B-(1-6)-branched B-(1-3)-glucan. Infect Immun 1999; 67(1): 244-52.

6. Novak M, Vetvicka V. Glucans as biological response modifiers. Endocr Metab Immune Disord Drug Targets
2009; 9(1): 67-75.

7. Grujic J, Djurkovic-Djakovic O, Nikolic A, Klun |, Bobic B. Effectiveness of spiramycin in murine models of
acute and chronic toxoplasmosis. Int | Antimicrob Agents 2005; 25(3): 226-30.

8. Yun CH, Estrada A, Van Kessel A, Gajadhar AA, Redmond M|, Laarveld B. B-(1 - 3,1 - 4) oat glucan enhan-
ces resistance to Eimeria vermiformis infection in immunosupressed mice. Int ] Parasitol 1997; 27(3): 329-
37.

9. Dubey |P. History of Toxoplasma gondii-The first 100 years. | Eukaryot Microbiol 2008; 55(6): 467-75.

10. Tzianabos AO. Polysaccharide immunomodulators as therapeutic agents: structural aspects and biologic
function. Clin Microbiol Rev 2000; 13(4): 523-33.

11. Bousquet M, Escoula L, Pipy B, Bessieres MH, Chavant L, Seguela JP. Enhancement of resistance of mice To-
xoplasma gondii by 2 polysaccharides beta 1-3, beta 1-6 (PSAT and Scleroglucan). Ann Parasitol Hum Comp
1988; 63(6): 398-409.

12. Nyugen BT, Stadsbaeder S. Effects of beta-1,3 glucan upon infection by T.gondii RH studies in vivo and in
vitro (proceeding). Arch Int Physiol Biochim 1978; 86: 207-9.

13. Goldman R, Jaffe CL. Administration of B-glucan following Leishmania major infection supresses disease
progression in mice. Parasite Immunol 1991; 34(2): 137-45.

454 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Biiylikbaba Boral O, Sénmez Tamer G,

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Kegeli Ozcan S, Sénmez N, Issever H, Tekeli F.

Al Tuwaijri AS, Mahmoud AA, Al Mofleh IA, Al Khuwaitir SA. Effect of glucan on Leishmania major infection
in BALB/c mice. ] Med Microbiol 1987; 23(4): 363-5.

Kropec A, Lemmen SW, Grundmann HJ, Engels I, Daschner FD. Synergy of simultaneous administration of
ofloxacin and granulocyte colony-stimulating factor in killing of Escherichia coli by human neutrophils. In-
fection 1995; 23(5): 298-300.

Yasuda H, Ajiki Y, Shimozato T, et al. Therapeutic efficacy of granulocyte colony-stimulating factor alone
and combination with antibiotics against Pseudomonas aeruginosa infection in mice. Infect Immun 1990;
58(8): 2502-9.

Kaiser AB, Kernodle DS. Synergism between poly-(1-6)-beta-D-glucopyranosyl-(1-3)-beta-D-glucopyranose
glucan and cefazolin in prophylaxis of staphylococcal wound infection in a guinea pig model. Antimicrob
Agents Chemother 1998; 42(9): 2449-51.

Sakurai T, Hashimoto K, Suzuki I, et al. Enhancement of murine alveolar macrophage functions by orally
administered B-glucan. Int ] Immunopharmacol 1992; 14(5): 821-30.

Hida TH, Kawaminami H, Ishibashi K, et al. Effect of GM-CSF on cytokine induction by soluble SCG in vit-
ro in beta-glucan treated mice. Microbiol Immunol 2009; 53(7): 391-402.

Suzuki I, Hashimoto K, Ohno N, Tanaka H, Yadomae T. Inmunomodulation by orally administered p-glu-
can in mice. Int ] Immunopharmacol 1989; 11(7): 761-9.

. Liang J, Melican D, Cafro L, et al. Enhanced clearence of a multiply antibiotic resistant Staphylococcus au-

reus in rats treated with PGG-glucan is associated with increased leukocyte counts and increased neutrop-
hil oxidative burst activity. Int ] Immunopharmacol 1998; 20: 595-614.

Tzianabos AO, Cisneros RL. Prophylaxis with the immunomodulator PGG glucan enhances antibiotic effi-
cacy in rats infected with antibiotic-resistant bacteria. Ann N Y Acad Sci 1996; 797: 285-7.

O’Garra A, Vieira P. T(H)1 cells control themselves by producing interleukin-10. Nat Rev Immunol 2007;
7(6): 425-8.

Gazinelli RT, Oswald IP, James SL, Sher A. IL-10 inhibits parasite killing and nitrogen oxide production by
IFN-y-activated macrophages. | Immunol 1992; 148(6): 1792-6.

Buke JM, Roberts CW, Hunter CA, Murray M, Alexander ). Temporal differences in the expression of mRNA
for IL-10 and IFN-y in the brains and spleens of C57BL/10 mice infected with Toxoplasma gondii. Parasite
Immunol 1994; 16(6): 305-14.

Patchen ML, Liang |, Vaudrain T, et al. Mobilization of peripheral blood progenitor cells by Betafectin PGG-
Glucan alone and in combination with granulocyte colony-stimulating factor. Stem Cells 1998; 16(3): 208-
17.

Hunter CA, Litton MJ, Remington |S, Abrams JS. Immunocytochemical detection of cytokines in the lymph
nodes and brains of mice resistant or susceptible to toxoplasmic encephalitis. ] Infect Dis 1994; 170(4):
939-45.

Schluter D, Kaefer N, Hof H, Wiestler OD, Deckert-Schluter M. Expression pattern and cellular origin of
cytokines in the normal and Toxoplasma gondii-infected murine brain. Am ] Pathol 1997; 150(3): 1021-35.
Wille U, Villegas EN, Striepen B, Roos DS, Hunter CA. Interleukin-10 does not contribute to the pathoge-
nesis of a virulent strain of Toxoplasma gondii. Parasite Immunol 2001; 23(6): 291-6.

Picka MCM, Calvi SA, Lima CRG, Santos IAT, Marcondes-Machado |. Measurement of IL-10 serum levels in
BALB/c mice treated with beta-1,3 polyglucose or sulfadiazine and acutely infected by Toxoplasma gondii.
] Venom Anim Toxins incl Trop Dis 2005; 11(4): 540-56.

MiKROBIYOLOJI BULTENI 455



