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OZET

SAMSUN ILINDEN ALINAN SU ORNEKLERINDE Acanthamoeba spp.’nin
MOLEKULER YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

ilknur KOYUN
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI 73 SAYFA

Damisman: Dog. Dr. Zeynep KOLOREN

Acanthamoeba tiirleri toprak, hava ve su ortamlarinda yasar. Graniilomatéz Amibik
Ensefalit (GAE) ve Acanthamoeba keratiti (AK) gibi O6nemli hastaliklara sebep olur.
Acanthamoeba enfeksiyonuna karsi hala etkili bir tedavi bulunmadigi i¢in 6nemli bir halk
sagligi sorunu olmaya devam etmektedir.

Calismada Samsun ilinden alman su Orneklerinde Acanthamoeba tiirlerinin
genotiplendirilmesi ilk defa yapilmistir. Samsun ilinde belirlenen 32 istasyondan (Samsun,
Terme, Carsamba, Tekkekdy, Bafra) alinan 192 su 6rneginin 98’inde PCR ile Acanthamoeba
spp.’nin varhigi tespit edilmistir. Istasyonlar arasinda Terme ilgesinin en yiiksek oranda
(%64.4) Acanthamoeba tiirlerinin kistleriyle bulash oldugu goézlenmistir. Bunu sirasiyla
Samsun merkez (%41.7), Carsamba (%40), Tekkekoy (%38.9) ve Bafra (9%33.3) ilgeleri
takip etmistir. Sekans analizi sonucunda pozitif su Orneklerinin 5’1 Haplotip I (A.
triangularis), 29’u Haplotip II (A. polyphaga), 61’1 Haplotip Il (Acanthamoeba sp.) ve 3’1
Haplotip IV olarak belirlenmistir. Tiim istasyonlar degerlendirildiginde arastirma alaninda
en yaygin Acanthamoeba genotipinin T4 (Acanthamoeba sp., A. polyphaga, A. triangularis)
oldugu ve %3 oraninda olsada T5 genotipine de rastlanildig1 belirlenmistir.

Calismamizda aragtirilan sularda en fazla T4 genotipine rastlanmasi AK’nin bolgede
yasayan ve buradaki sularla temas halinde olan insanlar ve hayvanlar i¢in risk
olusturabilecegi ihtimalini diisiindiirmektedir. Karadeniz Bolgesi’nin yanisira Tiirkiye’ de
daha once hi¢ calisilmayan farkli istasyonlarda daha fazla sayida su Orneklerinde
Acanthamoeba suslarinin ¢esitliligi, bunlarin prevalansi, genotiplendirilmesi ve patojenik
potansiyeli ile ilgili ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi kanisina varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Acanthamoeba spp., Genotiplendirme, Samsun, Su Kaynakli
Parazitler
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ABSTRACT

INVESTIGATION of Acanthamoeba spp. in WATER SAMPLES COLLECTED
from SAMSUN PROVINCE by MOLECULAR METHODS

ilknur KOYUN
ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

MSC THESIS, 73 PAGE
Supervisor: Do¢. Dr. Zeynep KOLOREN

Acanthamoeba species lives in air, soil and aquatic environments. Granulomatous Amoebic
Encephalitis (GAE) and Acanthamoeba keratitis (AK), are caused by Acanthamoeba spp.
Acanthamoebiasis is still one of the important public health problem, because it is not an
effective treatment against Acanthamoeba infections.

In the study, genotyping of Acanthamoeba species in water samples collected from Samsun
province was performed for the first time. The presence of Acanthamoeba spp. was detected
by PCR in 98 of 192 water samples collected from 32 sites of Samsun province (Samsun
center, Terme, Carsamba, Tekkekody, Bafra). Among the investigated sites, it was observed
that the highest rate of Terme was found to be contaminated by cysts of Acanthamoeba
species. This contamination was followed by Samsun center (41.7%), Carsamba (40%),
Tekkekoy (38.9%) and Bafra districts (33.3%), respectively. As a result of the sequence
analysis, 5, 29, 61 and 3 of the positive water samples, respectively were identified as
Haplotip I (4. triangularis), Haplotip 11 (4. polyphaga), Haplotip 11l (Acanthamoeba sp.)
and Haplotip IV. When all sites were evaluated, it was determined that the most common
Acanthamoeba genotype was T4 (Acanthamoeba sp., A. polyphaga, A. triangularis) in the
investigated area and T5 genotype was found to be at the rate of 3% as well.

Our study suggests that because the T4 genotype found the most common in the investigated
waters, the AK could possible a risk to humans and animals living in the area in contact with
the waters. It has been concluded that the diversity of Acanthamoeba strains, their
prevalence, genotyping and pathogenic potential studies should be studied in more water
samples of both in the Black Sea area and Turkey.

Keywords: Acanthamoeba spp., Genotyping, Samsun, Waterborne Parasites
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1. GIRIS

1.1 Suyun Onemi

Diinya var oldugundan itibaren canliligin devamliligr i¢in gerekli olan ilk kaynak
sudur. Su, sadece insanlar icin degil, dogadaki biitiin canlilarin da hayatini
stirdiirebilmesi i¢in gerek duydugu en temel ihtiyaglardan birisidir (Toroglu ve ark.,
2006). Diinyadaki tiim dongiilerin ger¢eklesmesinden hiicre faaliyetlerine kadar biitiin
olaylarda suya gereksinim duyulmaktadir. Besin maddesi olmasiyla birlikte, sahip
oldugu bilesik ve mineraller ile viicutta gerceklesen tiim biyokimyasal olaylarda rol
almaktadir. Bir hiicreli canlilardan ¢ok hiicreli canlilara kadar tiim biyolojik yasami
devam ettiren sudur. Viicudumuz da beyin fonksiyonlarinin gerceklesmesi, viicut
sicakliginin diizenlenmesi, gidalarin sindirimi, metabolizmanin diizenli c¢aligsmasi,
toksinlerin temizlenmesi, besin ve oksijenin hiicrelere taginmasi ve pH dengesinin

korunmasi gibi birgok gorevi bulunmaktadir (Akin ve Akin, 2007).

Yasamin temellerinin suda atilmasi ve ekosistemdeki vazgegilmez yerinden dolayi su,
diinyada sinirli kaynaklar arasinda yer almaktadir. Yeryliziiniin 2/3’1 sular ile ¢evrili
oldugu halde diinya su rezervlerinin yalnizca %0.3’i icilebilen ve kullanilabilen su
olma oOzelligine sahiptir. Hidrolojistlere gore, yeryiiziindeki toplam su miktarinin
%97.5’in1 tuzlu sular, %2.5’in1 ise tath sular olusturmaktadir (Tombul, 2014).
Diinyadaki suyun miktar1 ise toplam 1.388 milyon km?*tiir. Bu su miktarinin
%96.6’sin1 (1.340 milyon km?®) denizler, %3.5’ini (48 milyon km?®) karalar,
%21.74’Uni (24 km?®) buzullar, %1.66’sin1 (23 km?) yer alt1 sulari, %0.1’ini (1 km?)
atmosferdeki miktari, géller ve akarsular olusturmaktadir. Fakat bu su miktarinin tath
su olarak sadece %1.76’s1 kullanilabilir 6zelliktedir (Mitscherlich, 1995; Haviland,
2002; Dagli, 2005).

Diinya niifusunun hizla biiyliime gostermesi kullanilabilir su kaynaklari sayisinin hizla
azalmasina sebep olmaktadir. Bunun yanisira tatli su kaynaklarinin az olmasi ve artan

niifus suya olan talebi her gecen giin arttirmaktadir. Suya olan bu talebin artmasi su



kaynaklariin kirletilmesine, ekolojik tahribatin olugmasina, suyun kotii yonetilerek

israf edilen su miktariin da artmasina neden olmaktadir (Colakoglu, 2009).

Yirmi birinci ylizyilin baglarinda 6.2 milyar olan diinya niifusunun, %69.3’liikk bir
artisla 2050 yilinda 10.5 milyar olmas1 éngériilmektedir. Insanlarin kullanmis oldugu
su miktar1 1940 yilinda 1x1012 m? iken, 1990 yilinda bu miktar 4.13x1012 m?®’e
yiikselmistir. Ilerleyen yillarda ise niifus artis oran1 dikkate alindiginda su tiiketiminin

dortte bir oraninda artacag diisliniilmektedir (Kanber, 2007).

Yaklasik 80 iilke su sorunu yasamaktadir ki bu diinya niifus dagilimimin %40’ 1m
olusturmaktadir. Bu sebeple su kaynaklar1 ¢ok iyi yonetilerek atik su temizleme
yontemleri belirlenmeli ve hayat standartlarina zarar vermeden yapilacak ¢alismalar

ile su kaynaklarinin temizlenmesi saglanmalidir (Karaytug, 2015).

Yeryliziine yillik inen yagis miktar1 1000 mm’dir. Tiirkiye’ye diisen yagis miktari ise
643 mm olarak hesaplanmistir. Tiirkiye nin kullanilabilir mevcut su kapasitesi 110 x
10° m*’tiir. Bu su kapasitesinin 17.6 milyar m*’ii igme ve kullanma suyunda, 79.2
milyar m*’ii tarim arazilerinin sulanmasinda, 13.2 milyar m*{ de endiistride
kullanilmaktadir. Tiirkiye’nin yillik yagis ortalamasinin diinya geneline oranla az
olmasi, niifus sayisinin artmasi yaklasan tehlikeyi isaret etmektedir. Bu sebepten
dolay1 sahip olunan kaynaklarin kullaniminda daha dikkatli olunmali ve kirliligi

onlemek icin gerekli caligmalar yapilmalidir (Anonim, 2016a).

Yeryiizindeki suyun neredeyse tamami tek bir dongiiyle birbirini takip ettiginden
dolay1 genel olarak kirlenme riskiyle karsi karsiya kalmaktadir. Suyun kalitesini bozan
faktorlerin miktar1 az da olsa suda ¢6ziinmedigi i¢in su ylizeyinde ince bir katmana
neden olur. Bu katmandan dolay1 suyun atmosferde doniisiimii ayn1 zamanda 1s1
aligverisi ve oksijen degisimi zorlasarak sudaki hayati olumsuz yonde etkilemektedir
(Cetin, 2011).

1.2 Su Kirliligi

Su kirliligi insanlarin ekosisteme etkileri neticesinde elde edilen, kullanimi engelleyen
ya da kisitlayan ve ekonomik dengelerin farklilasmasina yol agan kalite degisimleridir.
Diger bir ifade ile su kirliligi; su kaynaklarinin kimyasal ya da fiziksel, radyoaktif,

ekolojik ve bakteriyolojik 6zellikleri bakimindan sahip oldugu degerlerin negatif

olarak degismesiyle ortaya ¢ikan sonuglardir. Bu sonuglar dolayli ya da dolaysiz
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yonden su kalitesini, insan sagligini ve su ile ilgili biitiin alanlarda olusacak atiklarin

serbest kalmasini kapsamaktadir (Yaman, 2010).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii’niin (FAO) yapmis oldugu tanim ise canl
sagligini tehlikeye sokan, dogal kaynaklarin tahrip olmasi, su tirtinleriyle ilgili yapilan
caligmalarin negatif yonde sonuglar ortaya koymasina sebep olan maddelerin su
kaynaklarina karigmasi olarak ifade edilmektedir (Yanik ve Atamanalp 2001; S6nmez

Tamer ve Manavay, 2003).

Su kirliligine sebep olabilecek birden fazla neden vardir. Cevresel sularda kirlenmeyi

saglayan etkenleri Diinya Saglik Orgiitii (WHO) soyle siniflandirmustir:

1) Viriis, bakteri ve hastalik yapan mikroorganizmalar
2) Zirai miicadele ilaglar1

3) Sanayi atiklari

4) Yaglar ve benzeri maddeler

5) Radyoaktivite

6) Yapay deterjanlar

7) Organik maddelerden kaynaklanan kirlenme

8) Kimyasal madde ve tiirevleri

9) Inorganik tuzlar

10) Dogal ve sentetik giibreler

Sularin yaygin kirletici kaynaklari ise iki grup olarak siniflandirilmaktadir.
1) Noktasal Kaynak
2) Dagilmis Kaynak

Noktasal kaynak, kirlenmeye yol acan maddenin su kaynaklarina bulastigindan emin
olunan ve bu bdlgenin kontrol altina alinabilecek kaynaktir. Endiistriyel, tarimsal ve
evsel artiklarla kontamine olmus sular hi¢bir isleme tabi tutulmadan dere ya da gollere

bosaltilan kaynaklar1 kapsamaktadir (Haller ve ark., 2008).

Dagilmis kaynak, kirlenmeye yol agan maddenin su kaynagina karistigi bolgenin
belirlenemedigi ve kontrol altina alinmasi miimkiin olamayan kaynaktir. Tarimsal
alanda kullanilan ilagh sular, attk madde toplama fabrikalarindan sizan sular,
atmosfere dagilan gazlar dagilmis kaynak kirliligine sebep olan en 6nemli basliklar

arasinda yer almaktadir (Hepsag, 2003; Kayike1, 2015).
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Son zamanlarda dogal kaynaklarda olusan kirlenme, su kaynaklarinin verimli olarak
kullanilabilmesini saglamak i¢in suyun belirli standartlara sahip olmas1 ve
standartlarin diizenli takip edilmesi gerekmektedir. Suyun kirletici etkenlerini
saptayabilmek, suyun kirlenme derecesini belirleyebilmek ve gerekli tedbirlerin
alinabilmesi i¢in ilk ve oncelikli olarak su kirleticilerinin de takip edilmesi gerekir

(Olgun, 2010; Oksiiz, 2010; Kayike1, 2015).
1.3 Su Kalite Standartlar:

Su kalite standarti, suyun kullanilabilirligini gosteren ve sahip oldugu 6zelliklerin
kimyasal, fiziksel ve biyolojik yonden incelenmesini igeren bir terimdir (Akyurt, 1993;
Tas ve ark., 2010). Canlilarin biiylime, gelisme, iireme ve beslenme gibi vital

fonksiyonlarinin sucul ekosistemde su kalite standartlariyla iliskilidir.

Su kirliliginin 6nlenmesinde, su kalite standartlarinin belirlenmesi ve bu belirlenen
standartlarin sabit kalmasi icin gereken c¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. Su
kalite smiflarmin belirlenmesi icin yapilan bu c¢aligmalara su kalitesi kriterleri

denilmektedir.

Belirlenen bu kriterlerin sularda olabilecek bir¢ok kirletici faktorlerin dogadaki canli
hayatindaki etkilerini, etki etme dozlarmm1 ve hangi sartlarda nasil zararlar

verebilecegini agiklayan verilerdir (Basibiiyiik, 1992).

Suyun hangi amagla kullanilmasina dikkat edilmeksizin tiim kaynaklarin saglik
sartlarina uygun olarak muhafaza edilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda su
kaynaklarinin planlanma ve korumasima iliskin yapilacak fiziksel, kimyasal ve

biyolojik 6zelliklerinin sonuglar su kalite kriterlerini belirler (Kayike¢1, 2015).
Bu kalite siniflarini soyle siralayabiliriz;

1) Yiiksek Kaliteli Su: Birinci smif su gurubunu olusturur. Igme suyunda,
rekreasyonel amacli ve ¢iftlikte kullanilan sular, alabalik ve hayvan
yetistiriciliginde tercih edilen sular.

2) Az Kirlenmis Su: Ikinci smif su gurubunu kapsamaktadir. SKKY ne gore
gerekli sartlar saglandiginda sulama suyu olarak kullanimi, alabalik disindaki
baliklarin yetistiriciliginde ve uygun aritma yapilarak igme suyu temini,
Yiiksek Kaliteli Suyun kullaniminin yapilmadigi diger tiim alanlarda

kullanilmaktadir.



3) Kirlenmis Su: Ugiincii sinif su gurubudur. Giyim ve gida sektorii disindaki
kaliteli suya gereksinim duyulmayan ve gerekli aritma iglemleri uygulandiktan
sonra endiistride kullanilan su sinifidir.

4) Cok Kirlenmis Su: Kullanim amacima bakilmaksizin tercih edilmeyen su
siifidir.

Su kaynaklariin herhangi bir sinifta yer alabilmesi i¢in biitiin degerlerinin bu dort

siifin verileriyle ayni olmas1 gerekmektedir (Kayike1, 2015).

WHO atik sularin dogaya birakilabilmesi i¢in sahip olmas1 gereken mikrobiyolojik
parametreleri belirlemistir. Ancak bu parametrelerin hayata gecirilmesi esnasinda
yasanan bazi zorluklardan dolay1 tam olarak uygulanamamaktadir. Kirliligi 6lgmek
icin yapilacak olan iglemlerin uygulama siiresinin fazla olmasi, yontemlerin
uygulanmasindaki teknik zorluklar ve bu alanda calisan kisi sayisinin az olmasi gibi
sebeplerden dolay1 bu 6nlemler planlandigi sekilde uygulanamamaktadir (Berberoglu

ve Glingor, 2013).
1.4 Su Kalitesinin Belirlenme Evreleri

Su kalitesinin belirlenmesinde kullanilan yontemler oldukca fazladir. Su kalite
kriterlerinin belirlenmesi suyun giiniimiizde ve gelecekte hangi amacla tiiketilecegine,
giiniimiiz ¢evre sartlarina ve yiiriirliikte yer alan kanunlar 6l¢ii alinarak belirlenmistir.

Su kalitesinin belirlenmesindeki asamalar asagidaki gibi siralanmistir (Hepsag, 2003).

e Su kalitesinin belirlenmesinde giincel durum arastirilmali, su kaynaklarinin
hidrolojik verileri, su kaynaklarinin tiiketimindeki sebepler, bolge ekonomisi
ve yiirtrliikteki kanunlar esas alinmalidir.

e Yapilmast gereken ilk calismalar zaman agisindan kisa siiren arastirmalar
olmalidir. Kaynaklarin kirlenmesine yol agan etmenlerin saptanmasi, bu
etmenlerin izlenilmesinde kullanilacak yontemler ve fizibilite caligmasini
kapsamaktadir.

e Hidrolojik gozlem, kaynaklarda Ongoriilen tahliyelerin belirlenmesi ve su
diizeyinde meydana gelen degisimlerin belirlenmesi ve sicaklik farklarinin
kaydedilmesidir.

e Toplanan oOrneklerin laboratuvarda Onceden tespit edilen analizler

dogrultusunda biyolojik parametreler dogrultusunda yapilmaktadir.



e Laboratuvar analiz sonuglarindan alinan verilerin kalitesi kontrol edilir. Farkli
laboratuvarlar kullanilarak verilerin dogru ve giivenilir olmasi saglanmaya
calisilmaktadir. Elde edilen sonuclara gore istatiksel degerlendirilmesi
gerceklestirilir.

* Analiz sonuglar1 ve istatiksel degerlendirme sonuglarina goére yorumlama
yapilarak mevcut durum saptanir. Kaynaklardaki kirlenme ¢esitliligi,
kirleticinin bulundugu yerler ve kirletici miktarlar1 kiyaslanir. Su kalite
sonuglari, arazinin kullanim amaci ve kirlenmeye sebep olan kaynak veya
kaynaklar arasinda olusan bag arastirilmaktadir. Ortaya konulan bu
degerlendirme sonuglar1 esas alinarak gerekli diizenlemelere karar

verilmektedir.
1.5 Su Kalite Parametreleri

Igme suyunun kullanima elverisli hale getirilmesinin yani sira bu sularin ayn1 zamanda
sahip olduklar1 kalitenin de bozulmadan korunmaya devam etmesi oldukc¢a dnemlidir.
Bu sebepten dolay1 gelecek yillarda da kaynaklarin hala igilebilir su olma 6zelligi
gosterebilmeleri i¢in mevcut durumun takip edilmesi gerekmektedir. Saglik Bakanligi
ile 2005°te gerceklesen Avrupa Birligine Uyelik miizakereleri dahilinde ¢ikartilan
“Insani Tiiketim Amacli Sular Hakkindaki Y®6netmelik” sayesinde igilebilir su olmas1

icin gereken 6zellikler belirlenmistir ITASHY, 2014a).

Su kalitesini belirleyen parametreleri biyolojik, fiziksel ve kimyasal seklinde
siiflandirarak incelemeler yapilmaktadir. Bu siniflandirmanin disinda yer alan baska
bir smiflandirma seklide spesifik ve konvansiyonel olarak smiflandirmadir. Kolay
Olciilebilen ve kolaylikla yorumlanabilen konvansiyonel parametre yontemleri en ¢ok
tercih edilen yontemdir. Bu parametreler BOI (Biyokimyasal Oksijen Ihtiyaci) ve KOI
(Kimyasal Oksijen Ihtiyaci) gibi etmenleri kapsar. Sulardaki agir metal ve toksik
olarak nitelendirdigimiz maddeler spesifik parametreler sinifin1 olusturmaktadir. Su
kalitesinin suyun kullanim amacima gore belirlendigi durumlarda kullanilmaktadir

(Hepsag, 2003).

Biyolojik smiflandirmada, suda yasayan mikroorganizmalar su kalitesini belirleyen
parametrelerdendir. Bunlar arasinda bakteriler, viriis, parazitler (E. coli, Enterokok,

Koliform bakteriler, P. aeruginosa, Salmonella) gibi mikroorganizmalarin varligi



yapilan mikrobiyolojik analizlerde kalite indikatorii olarak kullanilmaktadir. Su kalite
testlerindeki mikroorganizma sayisina gére siniflandirma yapilmaktadir. Ozelliklede

koliform bakteriler bu analizlerde tercih edilmektedir.

Gegmiste ve giiniimiizde su kaynakli salginlardan dolay1 hastaliklar ve 6liimler su
kalitesine verilmesi gereken 6nemi gostermistir. Bu sebepten 6tiirii temiz ve saglikl
su kullanabilmek icin sular aritma tesislerinde bir¢ok islemlerden gegcirilmesinin
ardindan kullanima sunulmaktadir. Dagitim sistemlerine verilen suyun belirlenen
standartlardaki 6zelliklerin ¢ogunu tasimaktadir. Ancak suyun bu dagitimi sirasinda

bazi1 nedenlerden dolayi sahip oldugu kaliteyi kaybetmektedir ITASHY, 2014b).
1.6 Su Kirliligine Neden Olan Protozoonlar

Niifus yapisi, ulusal ve uluslararasi seyahatlerin artmasi, ekolojik etmenler, saglik
sektorlindeki agikliklar, gida {retimindeki denetimlerin yetersiz olmasi ve
mikroorganizmalarin yayginlagsmasi enfeksiyon vakalarini gériilmesini etkilemektedir
(Civi ve ark., 2006). Fekal-oral yolu takip eden hemen hemen tiim enterik patojenler,

su ile insanlara bulagabilmektedir (Ford, 1999).

Kullanilabilir su olma 6zelligini kaybettiren biyolojik faktorler icinde su kokenli
parazitler onemli bir yere sahiptir. Bu parazitler icinde insan sagligini olumsuz yonde
etkileyen protozoonlardan biri de Acanthamoeba tiirleridir. Sudan bulasan hastaliklar,
hasta veya tasiyict konumdaki insan ya da hayvanlarin digkilariyla su kaynaklarinin
kontamine olmasi sonucu bulagsmaktadir. Bdyle sularin hem igme ve hem de temizlik
amaciyla kullanimi1 su kokenli hastaliklarin ortaya ¢ikmasiyla sonuglanmaktadir (Kuk

ve ark., 2013).

Nehir ve kanalizasyon sularinin igme sularina karigmasi, kirli sularla bahgelerin
sulanmasi1 ve buralardan toplanan sebze ve meyvelerin iyi yikanmadan tiiketilmesi,
etlerin gereginden az pisirilmesi sonucu ortaya ¢ikan gida kaynakli protozoon etkenleri

insan sagligina olumsuz yonde etki etmektedir (Terzi, 2005).

Cogu gelismis tilkelerden bildirilen olgularin %50°den fazlasinda insanlarin, yapay
gollerde ylizme esnasinda enfekte olduklart ve olgularin bir¢ogunun Amerika’nin
Virginia, Florida ve Teksas gibi yorelerinde saptandigi bildirilmektedir. Bazi1 olgularda
bulagsma kaplica, ylizme havuzu, sulama kanallar1 ve dogal gollerde yiizme ile

olusurken, Kuzey Nijerya ve Giliney Avustralya’dan bildirilen olgularda yiizme



Oykiisii olmadan bulagsmanin, yiizlin yikanmasi esnasinda ve havada bulunan amip

kistlerinin solunmasiyla gerceklesebilecegi bildirilmektedir (Ozcel ve ark., 2007).

Suda ve toprakta yaygin bir sekilde olan serbest yasayan amipler diinya {izerinde genis
bir dagilim gostermektedir. Bu amiplerden Acanthamoeba, Naegleria, Sappinia ve
Balamuthia gibi cinslerin bazi tiirleri hayvan ve insan viicuduna girerek basta beyin
hasar1 olmak iizere ciddi patolojilere sebep olabilmektedir (Martinez ve Janitschke,

1985).

Amipler, bataklik ve nemli topraklarda kanalizasyon sularinda, goéllerde, yiizme
havuzlarinda, baraj gollerinde ve tath su birikintilerinde yaygin olarak

bulunmaktadirlar. Hatta hava filtrelerinde dahi yagamlarini slindiirebilmektedirler.

Insanin toprak, su ve havay1 kendi yararlari igin daha fazla kullanmaya baslamalari
doga ile temasinin artmas1 Serbest Yasayan Amiplerin (SYA) insan viicuduna girme
olasiligini arttirmaktadir. SY A’larin neden olduklar1 hastaliklarda giin gectikce daha

fazla 5Snem kazanmaktadirlar (Ozcel, 2007).

SY A’lardan Acanthamoeba spp. tlirleri immun sistemi baskilanmis kisilerde akciger
ve deri enfeksiyonlarinin yani sira ¢ogunlukla sessiz baslayan fakat kronik seyreden
Oliimciil Graniilomatéz Amibik Ensefalite (GAE)’de neden olmaktadir (Schuster ve
Visvesvara, 2004). Tiirkiye’de amip prevalanst %0.4 - %18.4 olup Giiney ve
Giineydogu bélgelerinde endemiktir (Yakut ve Ozden, 2008).

SY A’lardan Acanthamoeba tiirleri bazi tiirleri de géz kaybina kadar gidebilen Kronik
Amibik Kreatit (KAK) gibi hastaliklara neden olmaktadirlar. Bu keratit olgularindan
ilk defa izole edilen SYA’lar Acanthamoeba oldugu i¢in Acanthamoeba keratiti (AK)
olarak da bilinmektedirler (Ozcel ve ark., 2007).

1.6.1 Acanthamoeba’nin Siiflandirilmasi ve Hayat Dongiisii

1.6.1.1 Parazitin Tanimi ve Siniflandirilmasi

Ik kez Acanthamoeba cinsi amipler 1930 yilinda Castellani tarafindan, Cryptococcus
cinsi bir mantar tiirii kiiltiirlerinde bulunmus ve tanimlamistir. Tanimlanmasinin
ardindan cinsin siniflandirilmasi, 1931 yilinda Volkonsky tarafindan yapilmis, fakat

gercek smniflandirma son yillarda yapilan arastirmalarin  sonucunda ortaya



konulmustur (Jhon, 1998; Aydin, 2008). Yapilan bu c¢alismalar sonucunda

Acanthamoeba castellanii 'nin sistematigi Cizelge 1.1.’de verilmistir.

Cizelge 1.1 Acanthamoeba castellanii’nin Sistematigi (Marciano-Cabral ve Cabral,
2003; Aydin, 2008)

Domain Eukaryota

Alem Protista

Sube Rhizopoda

Simif Lobosea

Altstmif Gymnamoebia

Takim Centramoebia

Aile Acanthamoebidae

Cins Acanthamoeba

Tiir Acanthamoeba castellanii

1.6.1.2 Parazitin Yasam Alanlarn

Dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar. Topraktan, tozlardan, havadan, kaplica
sularindan, deniz suyundan, yiizme havuzlarindan, lagim sularindan, camurdan, cesme
sularindan, dis tedavi {initelerinden, diyaliz {initelerinden, bakteri, maya ve hiicre
kiiltiirlerinden, bitkilerden, hayvanlardan, saglikli insanlarin burun ve bogazlarindan,
kontakt lenslerden, lens saklama kaplarindan, lens temizleme soliisyonlarindan,
diskidan, infekte hastalarin beyin ve akciger dokusundan, deri lezyonlarindan ve
korneal dokulardan izole edilmislerdir (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Khan, 2006;

Visvesvara ve ark., 2007).
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Sekil 1.1 Acanthamoeba Tiirlerinin Yagsam Alanlar1 (Kaynak, 2017)

Acanthamoeba tiirlerinin organelleri, karakteristik bir dkaryot hiicresindeki gibi olup
golgi kompleksi, mitokondri, piiriizsiiz ve kivrimli endoplazmik retikulum, daginik
ribozomlar, besin kofullar1 ve mikrotubulleri bulunmaktadir. Sitoplazmik igerik, ii¢
katli plazma membraniyla ¢evrilidir. Sitoplazmada, hiicrenin su dengesini kontrol eden
kontraktil vakuoller bulunmaktadir. Cekirdek tek olup, biiyiikk ve merkezi bir
cekirdekgige sahiptir. Ureme, eseysiz olarak, mitoz boliinme seklindedir (Sayg1, 2002;
Aydin, 2008).

1.6.1.3 Acanthamoeba’nin Morfolojik Ozellikleri

Morfolojik olarak tiir diizeyinde ayrim yapmak olduk¢a zordur. Acanthamoeba tiirleri,

morfolojik olarak kist biiyiikliigii ve bicimine gore 3 siniftan olusur:

Grup I: I¢ duvarlardan (endokist) agik¢a ayrilmis yuvarlak dis duvarlara (ektokist)
sahip genis kistler bu gruptadir.

Grup II kistleri: Degisken endokist sekilleri ile daha kiiciiktiir. Ektokistleri burusuk

goriinimdeyken endokist poligonal, yildiz, iggen veya oval bi¢giminde goriiliir.

Grup I kistleri: Grup II kistlerine gore daha az olup, duvarlar iyi ayrilmamustir.

Temel insan patojenleri Grup II'ye ait olmakla birlikte, Grup Ill'ten Acanthamoeba
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culbertsoni de taninmis bir patojendir (Illingworth ve Cook, 1998; John, 1998;
Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Aydin, 2008).

Cizelge 1.2. Acanthamoeba spp.’nin Morfolojik Olarak Gruplandirilmasi (Illingworth
ve Cook, 1998; Ergiiden, 2015)

Grup I Grup 11 Grup IIT

A. tubiashi A.castellanii A. culbersoni

Acanthamoeba astronyxis Acanthamoeba polyphaga Acanthamoeba

Acanthamoeba Acanthamoeba tubiashi lenticulata

commandoni Acanthamoeba griffini Acanthamoeba healyi

Acanthamoeba echinulata Acanthamoeba rhysodes — Acanthamoeba jacobsi

Acanthamoeba pearcei Acanthamoeba Acanthamoeba
divionensis palestinensis

Acanthamoeba hatchetti

Kist ve trofozoitlerin boyutlar: tiirler arasinda farklilik géstermektedir. Hem trofozoit
hem de kist formu biiylik, yogun, merkezi bir ¢ekirdekcige sahip tek bir ¢ekirdek ile
karakterizedir. Trofozoit form olumsuz g¢evre sartlarinda hiicre farklilasmasiyla ¢ift
duvarl kist formuna dontismektedir (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Khan, 2006;
Madencioglu, 2014).

1.6.1.4 Acanthamoeba’nin Hayat Devri

Acanthamoeba cinsi amiplerin hayat devri iki kistmdan olusur: ilk formunu biiyiiyen,
beslenen, ¢ogalan ve aktif bir sekilde hareket eden trofozoit formu olusturur. Ikinci
formu ise trofozoit formuna gore cevre sartlarina daha direngli olan kist formudur

(Polat ve ark., 2007a).

Kist Sekli: Acanthamoeba kistleri 12 ile 20 um arasinda farklilik gosterir. Tek
cekirdekli ve ¢ift ¢eperli olan kistler tipik bir goriintiiye sahip olduklarindan kiiltiir
ortaminda kolaylikla tespit edilebilmektedir. Kist duvarmnin dis tarafi diiz ve burusuk
olup, i¢ kism1 besgen veya altigen seklindedir. Sahip oldugu bu farkli morfolojiden
dolayi tiir ayriminda kolaylik saglamaktadir. Kistler sahip olduklar1 bu morfolojiden
dolay1 bulunduklar1 doku kesitlerinde de rahatga ayirt edilebilmektedir. Diisiik
sicakliklarda (0-2°C) dahi hayatta kalabilmektedirler. Cevre sartlar1 uygun oldugunda,
kistlerden trofozoitler ¢ikar (John, 1998; Polat ve ark., 2007b; Aydin, 2008). Kistler,
hava yoluyla tasinarak c¢evrede Acanthamoeba tiirlerinin yayilmasina ve bu
patojenlerin uygun konaklara tasinmasina yardimci olurlar. Birgok ¢aligma, kistlerin

uzun yillar boyunca patojenitesini siirdiirerek canli kalabildigini gostermistir
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(Madencioglu, 2014). Sekil 1.2°de Acanthamoeba tiirlerinin yasam dongiisii

verilmistir.

A\ = BULASICI EVRE
A= TANI EVRESI

GOZ YOLUYLA

BURUN VE

AGIZ AGIKLIGI /
- YOLULA
mip, insanlara
cesitli yollarla _/
(kist - trofozoit)s

bulasabilir.

-

DERIDEKI ACIK
TROFOZOIT YARA YOLUYLA

6

Dokudaki kist ve trofozoitler

A

Sekil 1.2 Acanthamoeba spp.’nin Hayat Dongiisii (Ergiiden, 2015; Anonim, 2016b)

Trofozoit Sekli: Acanthamoeba trofozoitleri boyutlar1 25 ile 56um olarak farklilik
gostermektedir. Cogunlukla yavas hareket ederler ve hareketlerini acanthapodium ya
da lopopod ad1 verilen yalanci ayaklarla gergeklestirir. Sahip olduklar1 bu yalanci
ayaklardan dolay1 Naegleria cinsinden de kolaylikla ayirt edilebilmektedir (Ozcel,
2007). Yuvarlak ve tek c¢ekirdekli olmasinin yani sira ektokist ve endokist ad1 verilen
iki katmandan olusur. Cogunlukla dis kismi kivriktir ve i¢ kismi da ¢ok yiizlii bir
goriiniime sahiptir  (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003). Trofozoit sitoplazmasi
endoplazma ve ektoplazma denilen iki boliimden olusur. Ektoplazma yani trofozoitin
dis kismi saydam ve yumurta aki kivamindadir.  Canlimin hareketinde ve
savunmasinda rol oynar. Endoplazma ise graniiler bir yapida olup beslenme ve
kontraktil vakiiolleri ile ¢ekirdek gibi organizmanin hayati organlarinin yer aldigi
kisimdir. Cekirdek, bir ya da birden fazla sayida olup, ¢ogalmayi promitoz veya

mitozla ikiye boliinmeyle gerceklesir (Saygi ve Polat, 2003).

Su parazitleri i¢inde yer alan Acanthamoeba tiirleri yasam alanlari esas alindiginda

diinya iizerinde olduk¢a genis bir habitata sahiptirler. Akarsular, nehirler, goler,
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kaplica sulari, havuz sulari, toz, toprak, deniz, ¢amur ve ¢amurlu sular,
kanalizasyonlar, klima filtreleri, pet siseler, sebeke sulari, kontak lens saklama kaplari,
soliisyonlart ve lensler Acanthamoeba’nin yasamini saglayabilecegi alanlara 6rnek

verilebilir (Larkin ve East, 1990; Gray ve ark., 1995; Madencioglu, 2014).

Acanthamoeba tirii yasam alanlarinin disinda bircok canli biinyesinde de
barinabilmektedir. Cesitli bitki tiirleri, baliklar, kurbagalar, siirlingenler ve memeli
grubunda yer alan bazi hayvan tiirlerinde gézlemlenmis ve izole edilmistir. Saglikli
bireylerin burun ve bogaz mukozasinda ve enfekte kisilerin beyin, akciger ve deri
lezyonlarindan izolasyon gergeklestirilmistir. (De Jonckheere ve Michel, 1988;

Dykova ve ark., 1999; Kong ve ark., 2000; Madencioglu, 2014).

1.6.2 Acanthamoeba Tiirlerinin Sebep Oldugu Hastaliklar

Acanthamoeba, GAE, Kutandz Acanthamoebiasis ve gézde meydana gelen AK gibi
Olimciil veya korliige sebep olan Snemli hastaliklarin etmenidir. Simdiye kadar
belirlenmis 18 alt tiirii bulunmaktadir. Ayn1 zamanda bir ¢ok viral bakteri kdkenli
hastaliginda bulagmasinda etkili oldugundan klinik acidan da olduk¢a 6nemli bir
konumdadir (Barker ve Brown, 1994; Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Horn ve
Wagner, 2004; Ertabaklar ve ark., 2007). Acanthamoeba tiirlerinin sebep oldugu
hastaliklar Cizelge 1.3 de verilmistir.
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Cizelge 1.3 Acanthamoeba spp.’leri ve Sebep Oldugu Hastaliklar (Siddiqui ve Khan,
2012; Kaynak, 2017)

Acanthamoeba Genotipleri Neden Oldugu Hastahk
T1 GAE
T 2a AK

GAE
T2b Heniiz iligkisi bulunmamistir
T3 AK
T4 AK

GAE
TS5 AK

GAE
T6 AK
T7 Heniiz iliskisi bulunmamuistir
T8 Heniiz iligkisi bulunmamistir
T9 Heniiz iliskisi bulunmamuistir
T10 AK

GAE
T11 AK
T12 GAE
T13 Heniiz iligkisi bulunmamaistir
T 14 Hentiz iliskisi bulunmamistir
T15 AK
T16 Hentiz iligkisi bulunmamistir

Acantamoeba tiirlerinden birkacinin (4. culbertsoni, A. castellanii, A. polyphaga, A.
astronyxis, A. healyi ve A. divionensis) GAE’ye sebep oldugu bilinmektedir. Ozellikle
HIV/AIDS’li hastalarda veya kronik hastaligi olan kisilerde, diyabet hastalarinda,
organ transplantasyonu yapilanlarda saptanmistir. Kan- beyin bariyerlerinin
invazyonu (istilas1), bag doku ve ndral zarar beyin foksiyonlarinin bozulmasina sebep
olmaktadir. Amip alt solunum yollarindan girerek, endovaskiiler alani istila edip
buradan kan dolasimi ile yayilmaktadir. Acanthamoeba'nmin 18S rRNA genine
odaklanarak belirlenen T1-T12 genotiplerinden AK’ye yol acan suslarin cogunun T4
genotipinde oldugu bildirilmistir (Khan, 2006). GAE sonucu beyinde olusan hasar
Sekil 1.3°de gosterilmistir.
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Sekil 1.3 GAE Sonucu Beyinde Olusan Hasar ve Yiiz Felci (Anonim, 2017a)

GAE nadir goriilityor olmasina ragmen ¢ogunlukla dliimciil seyretmektedir. Jager ve
Stamm 1972 yilinda hastalig1 tanimlamislardir. Kronik ve yavas ilerleyen GAE’ye
Acanthamoeba tiirlerinin sebep oldugu bilinmektedir. Merkezi Sinir Sistemi (MSS) ve
akciger enfeksiyonu ile karakterize bir hastaliktir. Genellikle immunsistemi zayiflamis
bireylerde goriildiigli ileri siiriilse de saglikli ve giicli bireylerde de hastalik
gozlemlenmektedir. Hastalik etkeni havadan burun yoluyla viicuda alinmaktadir. Kan
damarlar1 sayesinde yayilarak beyine ve oradanda MSS’ne ulasir. Koku alma sinirleri
araciligiyla olfaktor loba (koku alma lobuna) yerlesir ve aradan da beynin diger
kisimlarina geger (Saygi, 2002; Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Altintas, 2005;
Khan, 2006; Siddiqui ve Khan, 2012; Madencioglu, 2014).

AK, sistemik bir hastalik olusturmayan lokal bir géz enfeksiyonudur. ilk olarak 1974
yilinda Ingiltere de Nagington hastalig1 bildirmistir. Lens kullanimlarinda gériilen artis
ve sagliksiz kullanimi ve su kaynakli salginlarin fazla olmasindan dolay1 1980°lerden
sonra goriilme sikliginda artis olmustur (Ertabaklar, 2009; Madecioglu, 2014). GAE
gibi bagisiklik sistemi zayif bireylerde goriildiigli diistiniilse de saglikli bireylerde de
goriilme orani yiiksektir. Ayrica hastalik sonrasi bagisiklik kazanma gibi bir durumda
s06z konusu degildir (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Madencioglu, 2014). AK olan

bir hasta hastanin gozleri Sekil 1.4’ te gosterilmistir.
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Sekil 1.4 Acanthamoeba Keratitli Hastanin Gozleri (Anonim, 2017b)

Dagilmis Acanthamoeba enfeksiyonunun aksine, korneal hastalik immiinosiipresyon
ile iligkili degildir. AK’nin belirtileri, yabanci cisim hissi, fotofobi, azalmis gérme

keskinligi, yirtilma, géz agris1 ve kizarikligi igerir. Teshis, yiiksek siiphe endeksi
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gerektirir ve erken teshis, tedavi etkinligini 6nemli dl¢iide artirabilir. Etkilenen kisiler

stirekli gorme bozuklugu ve korliik agisindan risk altindadir (Khan, 2006).

1.6.2.1 Bulasma Yollan

1. Hastalikli bireylerle ayni ortamlarda bulunan saglikli bireyler arasindaki
iletisim, cinsel iliskide bulunan insanlar, okul dncesi egitim alan ¢ocuklar,
saglik personelleri, tarim ve hayvancilik sektoriiyle ilgilenenler (Ozcel,
2007; Ozcel ve ark., 2007).

2. Giinliik hayatta temas halinde bulundugumuz tiim su kaynaklarinin kistler
ile kirlenmis olmast

3. Sagliga ve hijyene 6nem verilmeden hazirlanan ve ¢ig tiiketilen besinler
(baz et ve siit iirlinleri)

4. Bagisiklik sistemi zayif olan kisiler

5. Hastalik etkeni bulagmis olan canlilar (kus ve eklembacaklilar vb.) tastyici
konak olabilmektedir (Ozcel, 2007).

SYA’lar giinliik hayatta bire bir temas halinde oldugumuz bir¢ok ortamda (toprak,
hava, havuz, igme suyu ve kontak lensler vb.) bulunmakta ve bu noktalardan
izolasyonu gergeklestirilmektedir. Temiz ve mikrobiyal yonden hijyenik olmadigi
bilinen surlarin kullanilmast AK gibi hastaliklar acisindan kesinlikle tehlike
olusturmaktadir. Bu tarz sularda muhafaza edilen lenslerde mantarlarin tiremesi
amibin mantarlarla beslenerek buraya yerlesmesine sebep olur (Markel ve ark., 1992;

Khan ve ark., 2002; Seal, 2003).

Genellikle korneal yaralanma sonucu ortaya ¢ikan bir hastalik olarak goriilse de AK’li
hastalarin %85’inin sebebi kontakt lens kullanimidir (Radford ve ark., 1998).
Yumusak kontakt lenslerin kullanilmast AK olusmasi i¢in uygun zemini
hazirlamaktadir. Arastirma sonuglarina gére AK vakalarinin %64 ile %93 arasinda
yumusak kontakt lens kullanimindan kaynaklandigi belirlenmistir (Page, 2013;
Jonathan ve ark., 2014).

Genel olarak kontamine olmus lens kutular1 ve yumusak kontakt lenslerle temas
etmeden ellerin diizgiin ve temiz bir sekilde yikanmamasi, lens kullanimindan 6nce
musluk suyu kullanilarak lenslerin temizlenmesi ya da evde yapilan tuzlu suyla

temizlemek AK’nin bulagmasi i¢in uygun ortam olusturmaktadir. Bunlarin yani sira
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Acanthamoeba spp. ile kontamine olmus sularin herhangi bir sebepten Gtiirii (yiizii
yikama, ylizme) direkt kornea dokusu ile temas: halinde de AK olusumu
gerceklesmektedir (Saygi, 2003; Beattie ve Tomlinson, 2009; Kobayashi ve ark.,
2015; Cheung ve ark., 2016). Tiim bu bulagsma yollarinin yan1 sira AK’nin insandan

insana bulagmis olmasiyla ilgili bir rapor heniiz kaydedilmemistir (Ergiiden, 2015).

1.6.2.2 Alinmasi Gereken Tedbirler

Kontak lenslerin veya renkli lensler bireye 0zgii olmali ve bagkalariyla ortak
kullanilmamalidir. Lenslerin saklanmasi i¢in kullanilan soliisyonlar hidrojen peroksit
icermelidir. Lenslerin kullanim siireleri doldugunda atilmalidir ve lenslerle
uyunmamalidir. Havuz, deniz ya da banyo esnasinda lensler ¢ikarilmalidir. Giin
igerisinde ellerin siirekli kullanimindan dolay1 sagliga uygun olmasi i¢in temizligine

dikkat edilmeli ve sik sik yikanmalidir (Ergliden. 2015).

1.6.2.3 Epidemiyoloji

Acanthamoeba spp.’nin sebep oldugu hastaliklarin gelisim siiresi, vektoriin kornea ya
da bireye temas etmesi, organizmasinin sayisi, etki etme giicii gibi faktorler ile iligkisi
oldugu mevcut arastirmalar sonucunda kanitlanmistir (Gokpinar, 2010; Carnt, 2016).
Epidemiyolojik olarak bakildiginda AK’nin su kokenli bir geg¢misi veya lens
kullanimindan kaynaklandig1 bilinmektedir (Omana-Molina ve ark., 2014). Literatiire
bakildig1 zaman AK olgularimin ¢ogunun kontakt lenslere ait oldugu goriilmektedir.

(Pacella ve ark., 2013).

Diinya da Amerika, Avrupa, Afrika, Avustralya gibi bir¢ok iilkelerden AK vakalari
kayitlara gegmistir. Yapilan bazi ¢calismalarda saglikli bireylerin yutaklarindan alinan

orneklerde dahi pozitif kiiltiir sonuglari elde edilmistir (Ergiiden, 2015).

1970’lerde AK hakkinda ilk vaka gerceklesmistir. Olayda 3 hastadan 2’si korneal
travmadan kaynaklanmaktadir. Nagington ve arkadaslar1 1974’te ilk kez keratit
olgusunu bildirmislerdir (Alotaibi, 2011; Pacella ve ark., 2013). Amerikan’nin Dallas
sehrinde 1973’te Okiiler Mikrobiyoloji ve Immunoloji toplulugunun yapmis oldugu
toplantida bir ¢iftgiyi enfekte ettigi belirlenmistir (Yang ve ark., 2001). Belirlenen bu
vakalarin gegmisine bakildiginda kontak lens kullaniminin olmadigi goriilmiistiir. AK
vaka sayisinin 2004’te diinya geneline bakildiginda ii¢ bine yaklastig1 goriilmiistiir
(Schuster ve Visvesvara, 2004).
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Kontak lens kullaniminin 1980 de artmasiyla AK’li hasta sayisinda da artig olmustur.
1973 ile 1988 yillarinda Hastalik Kontrol Merkezleri’nin (CDC) sunmus oldugu
veriler sonucunda tehdit unsuru olarak kontak lens kullanici yasi, lensin 12 saatten
fazla gozde kalmasi, lens ile birlikte ylizme gibi faktorlerin iizerinde durmuslardir

(Carnt, 2016).

AK vakas Tiirkiye’de ilk defa 1996°da Elaz1g da ortaya ¢ikmustir. Ikinci vaka 1999°da
[zmir de olmustur (Akyol ve ark., 1996). Diinya genelinde yapilan ¢alismalar sonucu
ortaya konulan raporlara gore lens kullanicilarinin bir milyon da 17 — 70 dolaylarinda
goriildiigii bildirilmistir (Omana-Molina ve ark., 2014). Aym vakanin Ingiltere de
goriilme orani1 85 milyonda bir olarak kaydedilmistir. Bu iki kargilagtirma arasindaki
farkin sebebi sudaki kire¢ orani olarak gosterilmistir. Kire¢ kalintisinin fazla oldugu
tesisat bolgelerinde Acanthamoeba spp.’nin bol miktarda oldugu belirtilmistir.
Ingiltere ve Amerika’da merkezleri bulunan goz hastanelerinde yapilan kayitlar

sonucunda AK’li hastalarin sayisinda artma gozlemlenmistir (Chawla ve ark., 2014).

1.6.2.4 Tam

Go6zde meydana gelen AK hastaligi Herpex simplex, Pseudomonas aeruginosa ve
fungal keratit gibi hastaliklarla benzediginden dolay1 klinik olarak tanisini yapmak
glictiir. Bu benzerlikten dolay1 tan1 kisminda yanligsliklar meydana gelebilmektedir.
Hastaligin tanisinin yanlis yapilmasi tedavi i¢in uygulanmasi gereken yonteminde
yanlis olmasina, dogru ve gecerli olan tedavinin de gecikmesine sebep olmaktadir
(Jhon, 2005). Ayrica erken taninin yapilmis olmasi hastaligin tedavi edilebilmesini de
arttirmaktadir. Taninin yapilabilmesi icin hastalikli bolgeden (kornea) siiriintii 6rnegi
almak yeterli olmamaktadir. Bunun yerine Acanthamoeba’nin trofozit veya kistlerini
belirleyebilmek icin biyopsi ya da korneal kazint1 yapmak daha dogru bir yontemdir
(Mazur, 1995; Jhon, 2005; Society, 2014).

Taninin dogru yapilabilmesi i¢in farkli yontemler bulunmaktadir:

1) Kiiltire Almak: Hastalik etkeninin tanimlanabilmesi yoniinden oldukc¢a
onemlidir. Etken vektorii (Acantamoeba) olan amipin iiremesi i¢in birden fazla
besiyeri vardir. Tanis1 esnasinda en sik tercih edilen besiyeri Eschericha coli
ilave edilmis besin degeri olmayan agardir. Hazirlanan bu besiyeri i¢in uygun

olan materyal de korneal kazintidir (Abduz ve ark., 2012). Yapilan bu islemlere
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ragmen tanida karisiklik olabilir. Bunun sebebi de hastadan kornea kazintisi
alimirken veya alindiktan sonra materyalin {izerine mantar veya bakteri
bulagmis olma ihtimalidir. Tan1 i¢in kiiltiire alma islemi yapildiktan sonra da
sonu¢ negatifse yani iireme gozlenmemisse korneal biyopsiden kiiltiir
hazirlanmalidir. Ayn1 zamanda da lens kaplarinin ve lens temizleme sularindan
da ornekler alinarak kiiltiire alinmalidir. Tiim bu yapilan tani islemlerinin
sonucunun pozitif ¢ikmasina ragmen tani i¢in net bir sey sOylenemez ancak
Acanthamoeba oldugu diisiiniilebilir (Jhon, 2005).
2) Sitolojik Test: bu tan1 yontemi de kendi i¢cinde dorde ayrilmaktadir.

e Antikor testi: Antikor testinin diger bir ad1 da Indirekt
Immunofloresan’dir. Bu yontem sayesinde hastalikli bireyden alinan
orneklerde amipin varhig1r tespit edilebilir. Varligi tespit edilen
antikorlar indirekt Immunofloresan yontemi ile belirlenebilir (Huang
ve ark., 2010; Ergiiden, 2015).

e Akridin Turuncusu: Akridin Oranj diye bilinen bu boyama teknigiyle
beyin omurilik sivisindan ve kornea kazintisindan alinan 6rnekler bu
boya ile boyanir ve AK ile GAE’nin tanis1 zahmetsiz ve seri olarak
yapilmis olur. Boyama isleminde Acanthamoeba kistleri turuncu ve
sarimsi bir renge boyanmaktadir (Magnet, 2014).

e Calcoflour Beyazi: Normalde mantarlari siniflandirma da tanimlamada
kullanilan bir boyama teknigidir ama kemofloresan 6zelligi oldugu icin
polisakkaritlere affinitesi vardir. Bundan dolay1 trofozoit ve kistlerin
tanisinda da yararlanilmaktadir. Kolay ve seri sonug¢ veren bu
yontemden bahsetmek gerekirse alinan 6rnek lama yayilir, 3-4 dakika
metil alkol ile tespit edilir. Ardindan {izerine %1’lik Calcoflour beyazi
ve yine %1’lik Evans Blue bir iki damla damlatilarak bes dakika
bekletilir. Bekleme isleminden sonra boyanin fazlasi uzaklastirilarak
lamelle kapatilip mikroskopta incelenir. Boyama sonucunda
Acanthamoeba kist duvarlart parlak elma yesiline boyanir ve
trofozoitler ise kahverengi kirmizi arasi bir goriinimde boyanirlar

(Jhon, 2005; El-Sayed ve ark., 2012).
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3)

4)

5)

e Pamuk Mavisi: Laktofenol olarak da bilinen bu teknikte olduke¢a hizli
sonu¢ vermektedir. Kazint1 6rnegi lama yayilarak lizerine bir damla
pamuk mavisi damlatilir ve lamel konularak 1sik mikroskobu ile
gozlemlenir. Amipin kist duvari agiga ¢ikar ve diger alanlara gore daha
koyu maviye boyanir (Chu ve ark., 1998).

Konfokal Tani: bu yontem son zamanlarda gelismekte olan bir tekniktir.
Konfokal kornea mikroskopi, korneanin distan ice dogru taranmasina imkan
vermektedir.  Binokiiler mikroskopla goriilemeyen yapilarin Konfokal
mikroskoptaki biiylitme katsayisinin fazla olmasindan dolay1r goriilebilme
imkam saglar (Mattana ve ark., 2004). Boylelikle amiplerin in vivo olarak
tanimlanmas1 saglanmis olur. Sitolojik testlerde kornea Ornegine ihtiyag
olmasi, kiiltlir sonucunun zaman almasi ve bilyiik boliimiiniin pahalliya mal
olmasindan dolay1 konfokal mikroskopi yontemini avantajli kilmistir. Klinik
olarak heniiz kullanilmamasina ragmen avantajli olmasinin sebebi amipin
heniiz yerlesmemis yani hastaligin niifuz etmeden de tanisini saglamis
olabilmesidir (Gardiner, 2000; Jhon, 2005; De Almeida ve ark., 2007).

PZR Yontemi ile Tani: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) spesifik bir
yontem olmasindan kaynakli son zamanlarda olduk¢a umut vaat eden bir
tekniktir. Kornea kazintisina kesin ihtiyacin oldugu bu teknikte alinan
materyalden DNA izolasyonu yapilir. Elde edilen DNA da Acanthamoeba
primerleri kullanilarak PZR yontemiyle hedef gen bolgesi tespit edilerek
amibin varhi@1 kesinlesmis olur. Teknik uygulanirken kesinlikle 6zen
gosterilmesi zorunlu olan kisim Acanthamoeba spp. igin kullanilacak olan
primerin spesifik olmasi1 gerektigidir. Ayrica enfekteli bireyde heniiz sadece 4-
5 adet gibi az sayilarda amip bulunuyorsa PZR disindaki yontemlerle tani
yapilmasi oldukc¢a zordur. Buna benzer durumlarda gozyasindan alinan 6rnege
PZR uygulanmasi tavsiye edilir. Sadece taninin yapilabilmesinin yani sira
tedavinin sonu¢ verip vermedigini de kontrol edilmesi i¢in de
kullanilabilmektedir (Mazur, 1995; Jhon, 2005; De Almeida ve ark., 2007).
FISH Yontemi: Floresan In Situ Hibridizasyon yontemi olarak bilinmektedir.
Bu yontem ile Acanthamoeba’ya 6zgii isaretlenmis radyoaktif 6zellikte proplar
gonderilerek AK’nin varlig1 belirlenir. Spesifik olan bu diziler T4 probudur ve

22 bazdan meydana gelmektedir. Ayrica 18S rDNA  dizisinin
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komplementeridir. FISH teknigiyle Hartmanell ve Balamuthia gibi hastalik
etkenlerinin tan1 iglemi yapilamaz (Matsuzaki ve ark., 2014).

6) RFLP Yontemi: Ag¢ilimi Restriction Fragment Lenght Polymorphism’dir.
Taninin konulmast i¢in kullanilsa da genellikle Acanthamoeba’nin hangi
tiirliniin hastalifa sebep oldugunu saptamak ic¢in kullanilmaktadir. Alinan
ornege Acanthamoeba’ya ait primerler kullanilarak PZR yontemi kullanilarak
varyasyon bolgeleri ¢ogaltilir. Daha sonra restriiksiyon enzimi ile kesilerek
restriiksiyon endoniikleaz’in tanidigi bolgelerin niteligi baz alinarak tiiriiniin
hangisi oldugu belirlenir. Mitokondrial 16S rRNA ve 18S rRNA

Acanthamoeba cinsinin varyasyon belgeleridir (Jhon, 2005).

1.6.2.5 Patojenligin Belirlenmesi

Patojenitenin saptanmasi i¢in laboratuvar ortaminda iiretilen beyaz findik fareleri
kullanilmaktadir. Hastalikli bireyden numune alinip uygun kosullarda ezilerek farenin
kafatasina enjekte edilmektedir. Kiiltiirde liremesi saglanan amibin de bu yontemle
patojenitesi saptanabilmektedir. Bu islem i¢in diisiik dozda anestezi uygulanir ve fare
ensesinden tutturularak burun delikleri goriinebilecek duruma getirilir. Amipli 6rnek
burun deliklerinden iceriye dogru bir iki damla damlatilir. Eger amip patojense farenin
goriiniimi ile tlily renginde farklilasma gozlenir. Farenin hareketleri degismekte ve

bunun yani sira amipten kaynakli 6liim gerceklesmektedir (Ergiiden, 2015).
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2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1 Acanthamoeba ile Tlgili Tiirkiye’de Yapilan Calismalar

Ik defa Acanthamoeba keratiti 1996°da ikincisi ise 1999 yilinda 151k ve elektron
mikroskopuyla genotiplendirme yapilmadan tespit edilmistir (Akyol ve ark., 1996;
Akisu ve ark., 1999).

Kili¢ ve ark., (2004), Ankara da yaptiklar1 ¢aligmada topraktan alinan 28 ve sudan
alman 2 Ornekte Acanthamoeba varligini saptamaya calismistir. Alinan toprak
orneklerinin 16’sinda Acanthamoeba’nin iiredigi goriilmiistiir. Pozitif sonug veren bu
16 6rnegin 8’inin T2, 5’inin T3, 2’sinin T4 ve 1’inin de T7 genotipine sahip oldugu

belirlenmistir.

Kontakt lens kullanmayan ve kornea travma Oykiisii bulunmayan 22 yasindaki bir
erkek sag gozde siddetli yanma ve agr1 ile Izmir de hastaneye basvurmustur. Korneal
kazima yapilan Ornekten kiiltlire alma islemiyle Acanthamoeba’nin varligi
aragtirtlmistir. Kiiltiir sonucuna gore Acanthamoeba sugunun Grup II ve genotip T4
oldugu belirlenmistir. Bunun iizerine ayn1 cografi bolgede lens saklama kutusundan,
topraktan ve musluk suyundan izole edilen Acanthamoeba susu oldugu tahmin edilen
muhtemel 6rnekler molekiiler ve morfolojik olarak tanimlanmaya ¢alisilmistir. Toprak
ve lens saklama kutusunun izolatlar1 Grup I ve T9, musluk suyunun ise T4 oldugu
goriilmiistiir. Boylece Tiirkiye de Acanthamoeba keratite sebep olan suslardan ilk kez

genotip T9 izolasyonu gerceklestirilmistir (Ertabaklar ve ark., 2007).

Avusturalya ve Viyana’dan getirtilen 4. hatchetti ile A. castellanii tiirleri kullanilarak
yapilan ¢aligsmada, her iki tiir iginde besin Non Nutrient Agar (NNA) ve Proteaz Pepton
- Maya Oziitii-Glukoz (PPYG) besiyerleri kullanilarak pasajlama islemi yapilmistir.
Uremesi saglanan tiirlerin trofozoit ve kist formlar1 gdz oniine almarak tiirlerin
morfolojik Ozellikleri ¢esitli boyalar kullanilarak konjugasyona es goriintimlerin
izlenmesi saglanmistir. Yapilan gézlem sonucunda tiirlerde trofozoit formlarinin ¢ok
cekirdekli oldugu ve yine ayni besiyerinde trofozoitlerin arasinda ince bir kanal
olustugu goriilmiistiir. Yapilan bu gozlem sonucuna gore trofozoitler arasinda
gerceklesen konjugasyona benzeyen bu olay ile genetik materyal transferi saglandigi

distiniilmiistiir (Akin Polat ve ark., 2007).
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Ozkog ve ark., (2008) tarafindan izmir de yapilan calismada kontak lensli olmayan
ancak az da olsa Acanthamoeba keratit belirtileri gosteren 38 yasindaki kadin hastadan
Acanthamoeba tespiti i¢in 6rnek alinmigtir. Yapilan calismalar sonucunda hastada T4

genotipindeki Acanthamoeba castellanii susunun oldugu bildirilmistir.

Aydin ilinde Tip Fakiiltesi Hastanesi G6z Hastaliklar1 Anabilim Dali’na 3 haftadir
devam eden goziinde yanmayla beraber kizariklik, gérmesinde bulaniklik olan ve
kontakt lens kullanan 23 yasindaki {iniversite 6grencisine Acanthamoeba keratit teshisi
konulmustur. Kiiltiire alma ve PZR yontemiyle etken saptanmis ve yapilan
genotiplendirme sonucunda etkenin Acanthamoeba castellanii (T4) oldugu

bildirilmistir (Ertabaklar ve ark., 2009).

Dogan ve ark., (2013), Kayseri’de farkli alanlardan alinan toprak orneklerinde
patojenik SYA tiirlerini izole ederek genotiplendirmislerdir. Belirlenen 20 lokalitenin
her birinden birer 6rnek toplamislardir. Toplanan 6rnekler siiziildiikten sonra E. coli
ilave edilmis non-nutrient agar petrilerine ekimi yapilmstir. 37°C de kiiltiire edilen
ornekler 2 hafta siiresinde izlenmistir. Uremenin oldugu plaklardan PZR yontemiyle
etken aranmistir. Yapilan DNA sekans analiz sonuglarima goére 20 6rnekten 8’1

Acanthamoeba spp. ve 3’liniin ise Naegleria oldugunu belirtmislerdir.

Kayseri’de kuyu sularindan 6zelliklede bdlgede yasayanlarin agirlikli olarak igme
veya sulama amaciyla kullandiklar1 c¢esitli yerlerden alinan 20 Ornekte
Acanthamoeba'nin varligi arastirilmistir. Arastirma sonucunda yapilan PZR’de 20

ornegin 8’inin Acanthamoeba oldugu belirlenmistir (Kuk ve ark., 2013).

Kuk ve ark. (2013), Kayseri’de igme ve sulama amaclh sularda Acanthamoeba
varligini arastirmayr amaclamislardir. Erimis kar suyu, yagmur suyu ve kuyu suyu
olmak {izere toplamda 26 6rnek ve kontrol olarak da 3 musluk suyu 6rnegi alinmistir.
Toplanan su orneklerinin 5’1 hem agar kiiltiiri hem de PZR ile Acanthamoeba igin
%19.2 oraninda pozitif olarak bulunmustur. Acanthamoeba’nin T4 genotipinde oldugu
tespit edilmistir. Bu ¢alismanin arastirma alaninda Acanthamoeba'nin izolasyonu ve

tanimlanmasinda Tiirkiye'nin ilk raporunu olusturdugu vurgulanmistir.

Sivas ilinde bulunan Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklar1 Klinigine gelen hastalardan goz
kapaklar1 ve konjunktivadan (retinay1 Orten zar) alinan 6rneklerde Acanthamoeba ve

diger SYA tiirlerinin tespit edilmesi hedeflenmistir. Farkli sebeplerle poliklinige
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basvuran 500 hastadan steril ekiivyonlar kullanilarak numuneler toplanmistir. E. coli
ilave edilmis Agar plaklarma hastadan alinan ornekler konulmustur. Ureme
gbzlemlenen petrilerde morfolojik gruplandirma kriterleri baz alinarak bir tanimlama
yapilmistir. Calisma sonucuna gore 500 hastadan sadece 1’inde Acanthamoeba spp.
(%0.2), I’inde ise Hartmannella spp. (%0.2) iiredigi gozlenmistir (Yiinli ve ark.,
2015).

Karakavuk ve arkadaslari Izmir ve Manisa illerinde bulunan vefat etmis yabani
kuslarda  Acanthamoeba’nin  varhigim  arastirmislardir.  Yaban  kuslarinda
Acanthamoeba’nin sebep oldugu keratit enfeksiyonu iizerine yapilan aragtirmalar
diinyada ¢ok azdir ve Tiirkiye de bu alanda yapilan ilk ¢aligma olma 6zelligine sahiptir.
Yabani kuslart PZR ve non-nutrition agar (NNA) yontemi ile taramayi
amaclamislardir. Kornea 6rneklerini 18 6lii yabani kustan elde etmislerdir. Dis tetkik
sirasinda, iki Avrasya serpintisinde (Accipiter nisus) keratit belirtileri gozlenmistir.
Tiim kornea 6rnekleri PZR yontemiyle analiz edilmistir. Sekanslama verilerine gore,
iki izolatin TS genotipine ve 1’inin ise T4 genotip ait oldugu bulunmustur. Bu ¢alisma
ile Acanthamoeba'nin Tiirkiye'nin yabani kuslarinda keratite neden olabilecegini ve bu
yirtict kuslarin gérme yetenegi kaybi nedeniyle diger vahsi hayvanlarin hedefi

olabilecegini gostermislerdir (Karakavuk ve ark., 2017).

Sivas’ta bulunan Universite Arastirma Hastanesinde (CURAH) Acanthamoeba gibi
SYA’larin varligr arastirilmistir. Yirmi dort toz numunesi klimalarin 1zgara ve filtre
kisimlarindan steril pamuk swaplar1 yardimiyla toplanmistir. Toplanan numuneler
laboratuvarda E. coli ilave edilmis besin degeri olmayan agar (NNA) petrilerine
ekilmistir. Ureme saptanan plaklardaki amipler morfotiplendirme ydntemiyle cins
diizeyinde tanimlama yapilmistir. Calisma sonucunda 24 klima numunesinin 14’{inde
(%58.3) SYA oldugu belirlenmistir. 14 numunenin 10’ nun Vermamoeba spp. (%42)
ve 4’{iniin de Acanthamoeba spp. (%17) oldugu belirtilmistir (Ozcelik ve ark., 2017).

2.2 Acanthamoeba 1le Tlgili Yurt Disinda Yapilan Cahsmalar

Bulgaristan’da Tsvetkova ve ark. (2004) toprak, kum, kaynak sular1 ve bataklilar gibi
cesitli cevresel ornekleri incelemislerdir. Toplamda 35 toprak 6rneginin 11°inde ve 22

kum 6rneginin tamaminda SY A’lerin varligi tespit edilmistir.
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Malezya’da 2005 yilinda Anisah ve arkadaslarinin yaptig1 bu ¢alismada, kontakt lens
Oykiisii olmayan, 286 okul Ogrencisinden siiriintii 6rnegi toplamislardir. Kornea
kazintis1 alinan siiriintii 6rnekleri, E. coli ile zenginlestirilen besin degeri olmayan
plaklara ekilmistir. Ornekler 14 giin etiiv de bekletildikten sonra mikroskop altinda
incelenmistir. Ancak Acanthamoeba spp. varligi agisindan pozitif bir sonug

bulunamamuistir (Anisah ve ark., 2005).

Sudan' da su 6rneklerinde yapilan bir calismada Acanthamoeba tiirlerinin V. cholerae
O1 ve O139'un biiylimesini ve hayatta kalmasinmi arttirdigini gézlemlemislerdir.
Sudan'daki farkli kolera endemik alanlarindan alinan su 6rneklerinde hem V. cholerae

hem de Acanthamoeba tiirlerini PZR ile tespit etmislerdir (Shanan ve ark., 2011).

Giliney Tayvan'da yapilan bir ¢alismada iki havzadan 211 su 6rnegi toplanmustir.
Tayvan'daki Puzih Nehri ve Kaoping Nehrindeki Acanthamoebanin varligi
arastirilmastir. 34 (%16.1) drnekte Acanthamoeba tiirii tespit edilmistir. Su numuneleri
icerisindeki Acanthamoeba varligi, su sicakligi ve toplam koliform seviyeleri ile
anlamli fark gostermistir. En fazla tespit edilen Acanthamoeba genotipleri sirasiyla T4

(n=19), TS (n=38) ve T15 (n = 3)’dir (Kao ve ark., 2012).

Mahmoudi ve ark., (2012), Iran'da Gilan'dan gelen su kaynaklarindaki serbest yasayan
Acantamoeba prevalansin belirlemek i¢in su numunelerini analiz etmislerdir. Dogal
(nehirler, goller ve lagiin) ve tathi su kaynaklar1 da dahil olmak iizere cevresel
kaynaklardan toplam 27 yiizeysel suyu ornegini filtre etmislerdir. E. coli eklenmis agar
plaklarina filtre edilmis su 6rnekleri konularak 2-7 giin boyunca 30°C'de veya 42°C'de
inkiibe etmislerdir. Acanthamoeba tiirlerini morfolojik olarak faz kontrast
mikroskobunda incelemislerdir. Su 6rneklerinden DNA ziole edilerek PZR yontemiyle
testlenmistir. Yirmi yedi 6rnekten 19'a (%70.3) Acanthamoeba tiirleri igin morfolojik

kriterlere gore, 144 (%73.7) ise PZR yontemi ile pozitif bulunmustur.

Goz Hastaliklar1 Anabilim dalina gelen 372 hastadan aliman orneklerde yapilan
mikroskobik incelemelerde Acanthamoeba keratitin varligi konfokal mikroskobi ile
tespit edilmistir. Hastalarin 238’inde (%64) yumusak kontakt lens kullanim 6ykiisii
oldugu belirtilmistir (Page ve Mathers, 2013).

Kanarya Adalarinda Acanthamoeba suslarinin varligin1 degerlendirmek amaciyla

yapilan diger bir calismada ise 2012 ve 2013 yillar1 arasinda 24 toprak ornegi
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toplanmistir. Numuneler, besleyici niteligi olmayan agar (NNA) plakalarina
asilandiktan sonra Acanthamoeba'nin varligi icin izlenmistir. Acanthamoeba
suslarmin belirlenmesi, kist ve trofozoit formlarmin morfolojisine dayanmaktadir.
Daha sonra arastirmacilar Acanthamoeba'nin 18S rDNA genini ¢cogaltarak 24 drnegin
%64.5 oraninda pozitif sonu¢ verdigini gozlemlemislerdir (Reyes Batlle ve ark.,

2014).

Geisen ve ark. (2014) yapmis oldugu bu ¢alismada, Hollanda, Sardunya ve Tibet'te
bulunan yiiksek rakimli daglardan {i¢ ayr1 istasyon belirleyerek 6rnek almislardir. 32’si
Hollanda'dan, 18’1 Tibet'ten ve 15’1 de Sardunya’dan olmak iizere toplamda 65 6rnek
elde edilmistir. Toplanan bu ornekler kiiltiire alinmis ve iireme gozlenen (yaklasik
%80’1) plaklardaki 6rneklere PZR metodu uygulanmistir. Sekans analiz sonuglarina
gore Hollanda'dan 4 6rnegin, Sardunya'dan 3 ornegin ve Tibet'ten de 2 Ornegin
Acanthamoeba tiriine ait oldugu belirlenmistir. T4 genotipinin Sardunya ve Tibet'te
baskin olmasina ragmen T13 genotipinin de buralarda bulundugu gosterilmistir.

Hollanda topraklarindaki 6rneklerde ise T2 ve T16 genotipleri gézlenmistir.

Ispanya’nin Kanarya Takim Adalarinda yapilan calismada kiiciik kdpek cinslerinde iki
Acanthamoeba enfeksiyonu (keratit ve assit / peritonit) tanimlamiglardir. Amipler %2
besleyici olmayan agar plakalar1 kullanilarak izole edilip daha ileri biyokimyasal ve
molekiiler analizler i¢in kullanmiglardir. Osmotolerans ve termotolerans analizleri
yapilarak her iki izolatin da patojenik 6zellikte oldugu gosterilmistir. Suslari molekiiler
seviyede smiflandirmak i¢in, Acanthamoeba'nin 18SrDNA bolgesi ¢ogaltilarak DNA
dizi analizi yapmigslardir.  Her iki izolatin da T4 genotipine ait oldugunu

belirlemislerdir (Valladares ark., 2015).

Mahmoudi ve ark. (2015), Iran'daki dért ilin (Guilan, Mazandaran, Alborz ve Tahran)
ylzeysel su kaynaklarindaki Acanthamoeba tiirlerinin varligim kiiltiirel ve molekiil
temelli yontemler kullanarak tespit etmislerdir. Mart-Kasim aylar1 arasinda 2014'te
aragtirma alanindan 49 ylizeysel suyu 6rnegi toplanmislardir. Kirk dokuz 6rnegin
18’inde PZR yontemiyle Acanthamoeba spp. pozitif olarak bulunmustur. Sekans

analizi sonucunda on alt1 6rnegin T4, iki 6rnegin ise TS izolat1 oldugu bulunmustur.

Uganda'da ilk kez, Acanthamoeba'nin prevalansi ve genotipleri hakkinda ¢evresel ve

evsel (musluk suyu) sularda ¢aligma yapilmistir. Kasim 2013-Eyliil 2014 tarihleri
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arasinda toplam 324 cevre ve 84 musluk suyu o6rnegi alinmistir. Kiiltiirii yapilan
ornekler mikroskop altinda incelenmistir. incelenen rneklerden DNA izole edilerek
PZR yontemiyle Acanthamoeba'nin varligi dogrulanmistir. Cevre ve musluk suyu
orneklerinden sirasiyla 107 (%33) ve 36 (%42.9) 6rnegin Acanthamoeba spp. oldugu
bulunmustur (Sente ve ark., 2016).

Aghajani ve ark. (2016), iran da bulunan Sistan bdlgesindeki havuz ve durgun sularda
tespit edilen Acanthamoeba’nin genotiplerini belirlemeyi amacglamiglardir. Bu
arastirmada Zabul Tip Fakiiltesinde yer alan Parazitoloji Laboratuvari kullanilmistir.
Sistan bolgesinde yer alan Hirmand, Hamoon Zabol, Zahhak ve Nimrooz’daki
havuzlardan ve belirlenen su birikintilerinden toplamda 93 su Ornegi alimustir.
Toplanan 6rnekler kiiltiirlere alinmak i¢in dnce 0.45um nitroseliiloz filtre kdgidindan
stizilmiistiir. Filtratlar E. coli ile zendinlestirilmis %1.5 non-nutrient agara
konulmustur. Acanthamoeba genotiplerini belirlemek i¢in PZR uygulanmistir. Kiiltiir
sonrast pozitif sonug¢ veren 82 kiiltiir 6rneginden 38’inin Acanthamoeba spp. oldugu
PZR ile dogrulanmistir. Sekans sonuglarina gore 34 6rnegin (%89.47) T4, 3’iliniin
(%7.9) TS ve 1’inin de (%2.63) T3 genotipine ait oldugu belirlenmistir.

Fallah ve ark., (2017) Kuzeybati Iran'da Acanthamoeba tiitlerini tanimlamistir. 2014
Mayis ve Eyliil aylarn arasinda yiizey sularindan 22 farkli istasyon belirleyerek 50
ornek toplamistir. Su Ornekleri filtrelendikten sonra, besleyici olmayan agarda
cogaltilmistir. Orneklerden DNA izole edilerek 18S rDNA gen bolgesi ¢ogaltilmustir.
Elli 6rnegin 33 iiniin (%68) hem kiiltiirde morfolojik karakterizosyonu ile hemde PZR
ile Acanthamoeba spp. oldugu kanitlanmistir. Sonug olarak Kuzeybati Iran'daki yiizey

sulariin potansiyel olarak kirlendigi vurgulanmigtir.

Alexandria  Universitesi’ndeki iki yiizme havuzundan alman 6rneklerde
Acanthamoeba ve Naegleria tiirlerinin varlig1 arastirllmistir. 2012 Mayis ve 2013
yilinin Nisan aylarinda su 6rnekleri toplanmistir. Molekiiler karakterizasyon sonucu
10 6rnegin Acanthamoeba izolatin 7’sinin ise Naegleria izolat1 oldugu belirlenmistir.
Acanthamoeba T3, T4, TS5, T11 ve T15 genotipleri tanimlanmistir. Acanthamoeba T4

genotipinin en sik goriilen genotip oldugu gosterilmistir (Al-Herrawy ve ark., 2017).
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3. MATERYAL ve METOD
3.1 Arastirma Bolgesinin Tamim ve Orneklerin Toplanmasi

Orta Karadeniz Bolgesi'nde bulunan Samsun, bolgenin en kalabalik sehridir. Cografi
konum olarak Samsun ili 40° 50° - 41° 51 olarak kuzey enlemleri ve 37° 08’ ve 34°
25’ olarak da dogu boylamlari arasinda yer almaktadir. Ordu, Amasya, Corum, Tokat
ve Sinop illerinin ortasinda yer almaktadir. Karayollariyla Karadeniz Bélgesini, I¢
Anadolu Bolgesini ve Dogu Anadolu Bolgesini baglayan ve 9.579 km?*’lik genis bir
ylzol¢iimiine sahip olan Samsun ayni zamanda bir liman sehridir. Samsun
Ondokuzmayis, Salipazari, Bafra, Alagam, Asarcik, Ayvacik, Havza, Carsamba,
Kavak, Ladik, Tekkekdy, Terme, Vezirkoprii ve Yakakent olmak {izere toplam 14
ilceden olugmaktadir. Samsun sehrinin %18’ini ovalar, %32 ’sini platolar ve %50’sini
de daglar olusturmaktadir. Il akarsu ve gél bakimmdan da oldukca zengindir. Ilde 8
adet akarsu bulunmaktadir ve bunlar Yesilirmak, Kizilirmak, Ters Akan, Terme Cayz,
Mert Irmagi, Kiirtlin Cay1, Abdal deresi ve Karabogaz Deresi’dir. Ladik, Dutdibi,
Balik, Liman, Karabogaz, Akgol, Hayirli, Uzun, Ince, Cernek, Simenlik, ve Tombul
olmak Ttzere il smirlar1 igerisinde toplam 12 g6l bulunmaktadir. Kizilirmak ve
Yesilirmak nehirleri Karadeniz’e dokiiliir. Tiirkiye’nin en uzun nehri olan Kizilirmak,
Anadolu’dan itibaren biiyiik bir yay ¢izerek Samsun topraklarina girer ve il kiyilarinda
Karadeniz’e dokdiliir. Samsun ili dogal bitki ortiisii bakimindan da son derece zenginlik
gostermektedir. Kizilirmak sahip oldugu ekosistem sayesinde biyolojik ¢esitlilik
yoniinden oldukc¢a zengindir. Kus tiirlerinin sayica fazla olmasi (312 tiir) bu deltanin

uluslararasi ornitolojik 6neme sahip oldugunu gostermektedir (Delioglu, 2012).

Arastirma alani olarak Samsun il merkezi ile beraber bes ilgesinde 32 istasyon

belirlenmistir. Istasyonlara ait harita Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

e Samsun il merkezinde belirlenen istasyonlar; Mert Irmagi’ndan 3 &rnek
(M1, M2, M3); Kiirtiin Irmag1’dan 3 6rnek (Kiil, Kii2, Kii3).

e Terme il¢esindeki istasyonlar; Ak¢aydan 1 6rnek (A1), Mili¢ Cayti’ndan 2
ornek (M1, M2), Terme Cayr’ndan 6 6rnek (T1, T2, T3, T4, TS5, T6),
Kocaman’dan 6 o6rnek (K1, K2, K3, K4, K5, K6).

e (arsamba ilgesindeki istasyonlar; Yesilirmak Nehri’nden 3 6rnek (Y1, Y2,
Y3), Irmaksirti’ndan 2 6rnek (IS1, IS2).
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o Tekkekdy ilcesindeki istasyonlar; Gelemen (Tel), Selyeli (Te2) ve Kirazlik

(Te3) olmak tizere 3 tanedir.

e Bafra ilgesindeki istasyonlar; Kizilirmak’tan 3 6rnek (K11, Ki2, Ki3).

}Wj
9 0

Sekil 3.1 Ornek Toplanacak Istasyonlarm Harita Uzerinde Gosterimi (Giilabi,
2016’dan modifiye edilerek ¢izilmistir)
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3.2 Su Orneklerinin Analizinde Kullanilan Yontemler

1
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Sekil 3.2 Su Orneklerinin Analizinde Kullanilan Yontemlerin Akis Semasi

3.2.1 Su Orneklerinin Toplanmasi

Samsun ili ve ilgelerinde belirlenen 32 istasyondan 2016 yilinin ilkbahar ve 2017
yilinin sonbahar aylarinda toplam 192 yiizey suyu 6rnekleri alinmistir. Ayrica Samsun,
Tekkekdy, Terme, Carsamba ve Bafra’dan 30 musluk suyu 6rnegi de toplanmuistir.

Belirlenen istasyonlardan su 6rnekleri 500 ml olacak sekilde alinmistir.
3.2.2 Orneklerin Membran Filtreden Siizdiiriilmesi

500 ml alman su Ornekleri 0.45 um goézenek boyutuna sahip seliilloz nitrat
membran filtre (sartorius) yardimiyla vakum pompasi kullanilarak stizdiiriilmiistiir
(Mahmoudi, 2012). Siizdiirme isleminin ardindan E. coli ilave edilmis ringer

besiyerine aktarilmistir.
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Sekil 3.3 Siizdiirme Isleminde Kullanilan Vakum Pompasi ve 0.45um’lik Gozenek
Boyutuna Sahip Seliiloz Nitrat Membran

3.2.3 Ringer Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Siv1 Ringer besiyeri (Katalog No: 1155250001, Merck) hazirlanip steril edildikten
sonra +4°C’ye kaldirilmisti. Hazirlanan steril Ringer soliisyonun dan 200 ml alinarak
igersisine 3 g agar eklenerek otoklavda steril edildikten sonra 90 mm’lik steril petrilere

10 ml olacak sekilde dagitilmistir.
3.2.4 Escherichia coli Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Eozin Metilen Blue besiyerine E. coli (ATCC 25922) susundan steril 6ze kullanilarak
biyogiivenlik kabini icerisinde ekim yapilmistir. Etiivde 36°C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra sari-yesil metalik rofle veren koloniler seg¢ilmistir. Bu koloniler
%0.85’lik NaCl iceren ependorf tiiplerine toplanmigtir. Hazirlanan Ringer agar
besiyerlerine 1 mL E. coli siispansiyonundan eklenerek petri kaplarma yayilmasi
saglanmistir. Bu koloniler %20’lik yardimiyla ependorflara toplanarak stok

olusturulmustur.
3.2.5 Su Orneklerin Filtratlarinin Ringer Agar Besiyerlerine Ekimi

Seliiloz nitrat membran filtratlar1 6nceden hazirlanmis olan ve E. coli ilave edilmis
Ringer agar besiyerine filtratla besiyeri temas edecek sekilde yerlestirilerek 27°C’lik
inkiibatorde 3-4 giin bekletilmistir. Ringer agar besiyerlerindeki Acanthamoeba
iiremesi invert mikroskopta takip edilmistir. invert mikroskop altinda plaklardan
Acanthamoeba lremesinin yogun oldugu bolgeler isaretlenerek daha sonra bu
bolgelerden kiigiik agarlar kesilmistir. Kesilen agar pargalar1 yeniden Ringer agar

besiyerlerine ekilerek iki hafta boyunca 27°C’lik inkiibatdrde plaklar takip edilmistir.
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3.2.6 Acanthamoeba spp. Sayiminin Yapilmasi

Inkiibasyondan sonra Acanthamoeba kistleri steril fosfat tamponu [PBS (pH = 7.2)]
ile yikanarak, steril 6ze yardimiyla 15 mL’lik steril falcon tiiplerine toplanmistir. Bu
islem 3 defa tekrar edilmistir. Toplanan trofozoitler 10 °C ve 3000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek 1 mL kalana kadar fazla supernatant atilmistir. Hazirlanan
preparatlardaki kist sayim1 Thoma lami kullanilarak x10, x20, x40 biiyiitme ile 151k
mikroskobunda (LEICA, DM500) yapilmistir. Thoma laminda 1 ml’deki kist sayimi
(16 biiyiik kare x sulandirma faktorii x 10.000) seklinde hesaplanmustir.

3.2.7 Orneklerden DNA izolasyonun Yapilmasi

Thoma laminda sayimi yapilmis ImL PBS igerisinde bulunan Acanthamoeba kistleri
10°C ve 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek 100 pL pellet elde edilene kadar
supernatant atilmigtir. Uzerine liziz tamponu eklenerek DNA izole edilene kadar -
80°C de tutulmustur. QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) protokolii kismen
degistirilerek, DNA izolasyonu Karanis ve ark., (2006) gore yapilmstir.

QIAamp DNA Mini Kit protokoliine gore, iizerine lizis tamponu eklenerek -80 °C’de
saklanan oOrnekler art arda 15 kez sivi azot icinde dondurup-cozme islemi
uygulanmistir. Dondurma islemi 6rnekler sivi azot icerisinde 1 dakika bekletilerek,
¢ozme islemi ise kaynama sicaklifinda olan su banyosunda 1dk bekletilerek
yapilmistir. Bu sayede kist duvarlarinin tamamen kirilmasi saglanmistir. En son su
banyosunda ¢ozdiiriilen 6rneklerin igerisinde 20 pl proteinaz K ilave edildikten sonra
tiipler 56°C’lik kuru blok 1sitic1 da bir gece bekletilmistir. Bir gece kuru blok 1siticida
bekletilen tiipler 5000 rpm de 5 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij edilen tiiplerin
slipernatant1 yeni bir ependorf tiipiine alinmigtir ve geride kalan eski tiipteki pellet
atilmistir. Elde edilmis olan slipernatantin iizerine 200 pL Buffer AL eklenmis ve 15
saniye vortekslendikten sonra 70°C’de 10 dakika kuru blok 1siticida bekletilmistir.
Kuru blok 1siticidan alinan 6rnekler vortekslenerek ependorfta yukari ¢ikan drnegi
tiiplin altinda toplamak i¢in ¢ok kisa bir spin-down yapilmistir. %99’luk etanolden 200
uL alinip 6rneklerin tizerine eklenir ve vortekslenip spin-down yapilmistir. Bu islemin

sonunda beyaz bir ¢okelti ependorfun dibinde goriilmiistiir.

Ornek sayis1 kadar kit kutusundan 2 mL’lik collection (toplama) tiipii ¢ikarilmis ve

tizerlerini drnek bilgileri yazilmistir. Collection tiipiiniin i¢ine spin column (DNA’nin
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baglanacag tiip) tiipleri konulmustur. Bir dnceki asamada olusan beyaz ¢dkeltinin
oldugu icerigin tamami bu spin collumn tiipiiniin i¢ine aktarilmistir ve 8000 rpm de 1

dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij islemiyle collection tiiplinde toplanan siv1 atilmig ve tekrar ve tekrar ayni spin
column ayn1 collection tiipiine konulmustur. Uzerine 500 uL. AW 1 eklenmis ve 8000

rpm de 1 dakika santrifiij edilmistir. Yine collection tiiplinde toplanan sivi atilmistir.

Dikkatli bir sekilde spin column tiipiiniin kapag1 agilmistir ve i¢cindeki beyaz bolgeye
gelecek sekilde 500 uL AW2 eklenmistir ardindan 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan collection tiipiinde biriken siv1 tiiple birlikte
atilmig ve yeni collection tiipti konulmustur ve tekrar 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Spin column tiipleri {lizerlerine 6rnek isimleri yazilmig steril ependorf
tiiplerine konulmustur. Bu asamadan sonra spin column tiiplerinin kapag: dikkatli bir
sekilde agilarak 50 pl Buffer AE soliisyonu tiipilin tam ortasina eklenmistir. Tiipler oda
sicakliginda 5 dakika bekletilip 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Ependorf
tiipiiniin dibinde 50 uL’lik DNA elde edilmistir. PZR ¢alismalarinda kullanilmak tizere
kisa siire i¢gin + 4°C’de iki ay i¢in -20°C’de tutulmustur.

3.2.8 Standart PZR Uygulanmasi

Elde edilen DNA orneklerinden 18S rDNA gen bolgesinin amplifikasyonu igin
Schroeder specific primer ¢iftleri Sekil 3.4’de gosterilmistir.

Sekil 3.4 Acanthamoeba spp. 18S rDNA Geninin Amplifikasyonu
I¢in Kullanilan Primer Cifti

Forward: JDP1 5-GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA-3';

Reverse: JDP2 5'-TCTCACAAGCTGCTAGG GAGTCA-3'
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) testi Mahmoud: ve ark.’nin (2015) kullandig:
protokol modifiye edilerek uygulanmistir. Standart PZR’de: 5X Q solution, 25 mM
MgCl2, 5U hot start Taqg DNA Polimeraz (Qiagen), 25 mM dNTP mix, 20 pmol F1 ve
R1 primerleri ve 1 uL DNA kullamilmistir (Sekil 3.5).

N.FW.=10.6 ul

10 x Tampon = 2.5 pl >

5X Q Sol. = 5 pl

s
25 mM dNTP = 0.4 pl
25 mM MgCl, = 3 ul
20 pmol F1 = 1ul -—

20 pmol R1 = 1yl & = 4

Tag Polimeraz = 0.5 ul /

Sekil 3.5 PZR Reaksiyon Karisimi
Cizelge 3.1 Acanthamoeba spp. 18S rDNA PZR kosulu

PZR Kosulu
Islem Sicaklik Dongii Sayis1  Siire
[k denatiirasyon (zincirlerin ayrilmas1) ~ 95°C’de 1 15 dk
Denatiirasyon (zincirlerin ayrilmasi) 94°C’de 35 1 dk
Annealing (eslesme-baglanma) 50°C’de 35 45 sn
[lk extention (sentez-uzama) 72°C’de 35 1 dk
Final extention (son uzama) 72°C’de 1 10 dk

Acanthamoeba spp. i¢in PZR reaksiyonu karigimi yukarida bahsedilen protokoller i¢in
25 pL son hacimde hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi vortekslenip Applied
Biosystem (Veriti 96 well Thermal Cycler) PZR cihazinda inkiibasyona birakilmistir.
Elde edilen PZR iiriinleri +4°C’de kullanilincaya kadar saklanmistir. Her bir test i¢in
negatif ve pozitif kontroller kullanilmistir. Olusan {riinler Ethidium Bromidle
boyanmis %]1.5’luk agara yiiklenmistir. Jel elektroforezde 100 V da 60 dk.

yiiriitiildiikten sonra UV altinda (Prizma/Quantum ST4) bantlar goriintiilenmistir.

35



3.2.9 Sekans Analizi

Sekansi yapilan PZR {iriinlerinden elde edilen 18S rDNA gen bdlgesine ait forward ve
reverse baz dizilerinin consensusu alinarak her bir 6rnegi temsil eden ortak baz dizileri
olusturulmustur. Gen bankasindan alinan referans baz dizileri ve 6rneklere ait ortak
baz dizilerini hizalamak i¢in BioEdit (Hall, 1999) programi kullanilmistir.
Acanthamoeba spp. 18S rDNA gen bolgesine ait referans gen dizileri (U07400 (T1),
DQ992189 (T2), S81337 (T3), AF316547 (T4), U94736 (TS), AY172999 (T6),
AF019064 (T7), AF019065 (T8), AF019070 (T10) ve AF019068 (T11)) ile su
orneklerine ait gen dizileri BioEdit programinin i¢indeki Clustal W (Thompson ve ark.,
1994) modiilii kullanilarak yapilmistir. Hizalanmis olarak elde edilen baz dizileri
MEGA 5.05 paket programi kullanilarak Maksimum olasilik analizleri, Se¢ Bagla testi
(Boostrapping) ve Kimura-2 genetik uzaklik parametre modeli 1000 tekrarla
hesaplanmistir. Neigbour Joining (NJ), Maxsimum-Parsimony (MP) ve Maxsimum-

Likelihood (ML) algoritmalarindan yararlanilarak filogeni agac1 ¢izilmistir.

3.3 Caliymada Kullanilan Besiyerleri ve Soliisyonlar

3.3.1 Sivi Ringer Soliisyonunun Hazirlanmasi

Sivi Ringer besiyerinin hazirlanmasi i¢in (Katalog No: 1155250001, Merck) 1 tablet
alinmis ve lizerine saf su ilave edilerek ¢oziinmesi saglanmig ve toplam hacim 500 mL
de sabitlenmistir. Hazirlanan ¢6zeltinin sterilizasyonu i¢in 121°C sicaklikta 20 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir ve sonra kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda
muhafaza edilmistir (Ringer sollisyonu ihtiya¢ duyulana kadar +4°C’de buzdolabinda

1 ay korunabilir).
3.3.2 Ringer-Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Temizlenmis spatiille stoktan (Katalog No: MC002, Lab M) alinmis olan agar hassas
terazide 7.5 g tartilir. 500 mL’lik hazirlanan Sivi Ringer sollisyonunun igerisine
tartilan agar ilave edilmis ve sicaklik ayar1 olan bir manyetik karigtirict (Heidolph
MR3001K) yardimiyla ¢oziinmesi saglanmistir. Agarin ¢oziindiikten sonra besiyerinin
sterilizasyonu i¢in 121°C de 15 dakika otoklavlanmistir. Sterilizasyondan sonra
besiyerine dokunulabilecek sicakliga kadar diismesi beklenmistir. Sogumanin
ardindan Kalibre Biyo-Giivenlik Kabininde (Bilser Class 2A) 90 mm’lik steril
petrilere yaklasik olarak 10 — 15 mL dokiilerek oda sicakliginda katilagmast

36



beklenmistir. Kullanima hazir hale gelen besiyeri plaklarinin etrafi parafilmlenerek

+4°C’de kullanilmaya hazir olarak saklanmistir (Malatyali ve ark., 2011).
3.3.3 Eosin Methylene Blue (EMB) Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Stok kabindan (Katalog No: CM0069B, OXOID) temiz bir spatiil yardimiyla 18.75 g
dehidre besiyeri alinarak hassas terazide tartilmistir. Total hacim 500 ml olacak sekilde
saf su eklenerek 1siticili manyetik karistiricida ¢ozdiiriilmiistiir. Otoklavda 121°C
sicaklikta 15 dakika steril edilerek, 50°C civarindaki sicakliga gelince biyogiivenlik
kabini igerisinde 90 mm’lik steril petrilere dokiilmiistiir. Kullanilincaya kadar 4°C

buzdolabina saklanmuistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Acanthamoeba spp.’nin Mikroskopla Tespit Edilmesi

Su Orneklerinin filtratlarinin ringer agar besiyerlerine ekiminden sonra plaklarda

gozlenen Acanthamoeba kistlerinin goriintiisii Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1 Su Orneklerinden Izole Edilen ve Kiiltiire Edilmis Acanthamoeba Kistlerinin
Invert Mikroskopta Goriintiisii, a: X10, b: X20, c: X40

Inkiibasyondan sonra Acanthamoeba Kkistleri plaklardan toplanarak Thoma laminda
kistlerin 1mL’deki sayis1 hesaplanmistir. Thoma laminda kistlerin goriintiisii Sekil

4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.2 Plaklardan Toplanan Acanthamoeba Kistlerinin
Thoma Lamu ile Saymmi (a: 40X)
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4.2 Acanthamoeba spp.’nin Molekiiler Tekniklerle Tespit Edilmesi
4.2.1 PZR Metodunun Ozgiinliigii

PZR metodunun Ozgiinliigiinii kanitlamak amaciyla segilen hedef DNA
Acanthamoeba spp. 18S rDNA gen bolgesinin disinda hedef DNA olarak se¢ilmeyen
protozoonlarin DNA’lart (C. parvum, T. gondii, G. intestinalis, Babesia bovis,
Blastocystis hominis) kullamlmstir. Ozgiinliigiinii test etmek igin Acanthamoeba spp.
ve farkli protozoonlara ait 18S rDNA gen bolgesinin PCR {iriinlerinin agaroz jeldeki

goriintiisii Sekil 4.3°de gosterilmistir.

Me N.P 1.2 3¢ 4% 5 867 & 9 10

Sekil 4.3 Acanthamoeba 18S rDNA Gen Bolgesinin PZR Ile Ozgiinliigiiniin Agaroz
Jeldeki Goriintiisii M: 100 b¢ marker, N: distile su (negatif), P:
Acanthamoeba castellanii (ATCC30010) DNA 1: C. parvum DNA, 2: T.
gondii DNA, 3: G. intestinalis DNA, 4: Babesia bovis, 5: Blastocystis
hominis.

Sekil 4.3’de goriildiigli gibi sadece Acanthamoeba spp. PZR firiiniiniin bulundugu
kuyucukta (P) bant gézlenmistir. Hedef DNA olarak se¢ilmeyen protozoonlarin
DNA’larina (C. parvum, T. gondii, G. intestinalis, B. bovis, B. hominis) ait PZR
iiriinlerinde herhangi bir amplifikasyon goriilmemistir. Boylece ¢alismada kullanilan
PZR protokoliiniin sadece Acanthamoeba spp. icin spesifik oldugu ortaya

konulmustur.
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4.2.2 PZR Metodunun Hassasiyeti

Miktar1 belli Acanthamoeba kistleri (10°/mL) ilave edilen irmak suyu orneklerinden
elde edilen DNA’lara standart PZR teknigi uygulanmistir. PZR {iriinleri ethidium
bromidli %1.5’lik agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforezde ytirtitiillen DNA’larin UV
15181 altinda (Prizma/Quantum ST4) bantlar1 goriintillenerek PZR metodunun

hassasiyeti test edilmistir (Sekil 4.4).

M N Pl 2l sabl o a8 9. 10

Sekil 4.4 Miktar1 belli Acanthamoeba Kistleri (105/mL) Ilave Edilen Irmak Suyu
Orneklerine Ait PZR Uriinlerinin Agaroz Jeldeki Goriintiisii M: 100 bg
Marker, N: Distile Su (negatif), P: A. castellanii (ATCC30010) DNA
(pozitif), 1-10: Arastirma Alanindan Alinan Acanthamoeba Kistleri Ilave
Edilmis Irmak Suyu Orneklerine Ait PZR Uriinleri

4.3 Arastirma Alanindan Ahnan Su Orneklerine Ait PZR ve Sekans Analiz

Sonuclari

Samsun ilinden alinan 192 cevresel, 30 musluk suyu 6rneklerinden DNA izolasyon
islemi yapilmis ve izole edilen DNA’lara PZR metodu uygulanmistir. Musluk suyu
orneklerinde Acanthamoeba spp. tespit edilememistir. Toplamda 222 su Ornegi
incelenmis olup PZR teknigiyle 98 (%44 ) o6rnek pozitif olarak bulunmustur. Pozitif

orneklere ait agaroz jel fotografi Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.5 Samsun Ilinden Alinan Su Orneklerine Ait PZR Yontemiyle Cogaltilan
Hedef DNA’ nin Agaroz Jeldeki Goriintiisit M: 100 b¢ DNA marker, N:
(distile su) negatif, P: A. castellanii (ATCC30010) , 1-22: Arastirma
Alanindan Toplanan Su Ornekleri

Samsun merkezinden alinan 36 su numunesinin 15’1, Terme il¢esinden alinin 90 su
numunesinin 58’1, Carsamba il¢esinden alinan 30 su numunesinin 12’si, Tekkekdy
ilcesinden almman 18 su numunesinin 7°sinde, Bafra ilgesinden alinan 18 su
numunesinin 6’sinda PZR teknigi kullanilarak Acanthamoeba DNA’s1 pozitif sonug
vermigstir.  Musluk  sularindan alinan  Orneklerde  Acanthamoeba  spp.’ye
rastlanmamistir. Toplam cevresel ve musluk suyu (222 6rnek) numunesinin %44’i
pozitif olarak tespit edilmistir. Cizelge 4.3’de arastirma alanin da Acanthamoeba

spp. nin varlig1 gdsterilmistir.
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Cizelge 4.1 Samsun Ilinde Belirlenen Istasyonlardan Alman Su Orneklerinde
Acanthamoeba spp.’nin GoOsterilmesi

incelenen Ornek PZR ile Porzitif

Su Ornekleri Arastirma Alani Sayisi Ornek Sayisi
Musluk Suyu Tiim istasyonlar 30 0
Samsun Merkez 36 15
Terme 90 58
Nehir Suyu Cargamba 30 12
Tekkekoy 18 7
Bafra 18 6
Ara Toplam 192 98
% Pozitif (% 51)
Genel Toplam 299 (% 44)

Pozitif (%)

PZR metoduyla pozitif oldugu tespit edilen su 6rneklerine ait tirlinlerin sekans analiz
sonuclart Gen Bankasindan alinan Acanthamoeba genotiplerine ait referanslarla
kiyaslanmistir. Buna gore calismada 4 farkli Haplotip belirlenmistir. Cizelge 4.2°de

sekans analiz sonuglar1 ve olusturulan Haplotipler gosterilmistir.
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Cizelge 4.2 Samsun Ilinden Alinan Pozitif PZR Uriinlerinin Sekans Analiz
Sonuglari

Istasyonlar PZR
Pozitif
Ornek
Sayisi

Sekans Analizi

Samsun 15 Haplotip I Haplotip II Haplotip III Haplotip IV
Merkez Acanthamoeba Acanthamoeba Acanthamoeba Acanthamoeba
triangularis polyphaga sp. lenticulata
(AF316547) (AF019051) (EU168069) (U94736)
T4 T4 T4 T5

Mert
Irmag
Mel 2 - - 2 -
Me?2
Me3
Kiirtiin
Irmag
Kiil
Kii2
Kii3
Terme
Akcay - - - - -
Milig¢ -
Mil 2 - 1 1 -
Mi2
Terme
Cay
T1
T2
T3
T4
TS
T6
Kocaman
Irmag
K1
K2
K3
K4
K5
K6
Carsamba 1

B~ W
p— 1
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1 1
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1
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1
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[
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Yesilirmak
Nehri

Y1 1 - - 1 -
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Cizelge 4.2’nin devami

Y2 2 - 1 1 -
Y3 3 - 1 2 -
Irmaksirt1
I1 2 - 1 1 -
12 4 - 2 2 -
Tekkekoy 7
Gelemen 3 - 1 2 -
(Tel)
Selyeri 3 - 2 1 -
(Te2)
Kirazlik 1 - - 1 -
(Te3)
Bafra 6
Kizilirmak
Kil - - - - -
Ki2 3 - - 3 -
Ki3 3 - 1 2 -
Genel 98 5 (%5) 29 (% 29.6) 61(% 62) 3 (%3)
Toplam
Pozitif

Samsun ilinde belirlenen 32 istasyondan 192 su numunesi alimmistir ve bu su
numunelerinin 98’1 pozitif sonu¢ vermistir (Cizelge 4. 2) 98 pozitif su 6rneginin %5°1
Haplotip I, %29.6’s1 Haplotip II, %62’si Haplotip III ve %31 ise Haplotip IV olarak

belirlenmistir. Belirlenen 32 istasyonun il¢elere gore dagilimi su sekildedir.

Samsun merkezde pozitif olan 15 su 6rneginin 1’1 Haplotip I (4. triangularis), 3’1
Haplotip II (4. polyphaga), 11°1 Haplotip Il (Acanthamoeba sp.) olup, Haplotip IV
(A4. lenticulata) gorilmemistir. Terme ilgesinden alinan 58 pozitif su 6rneginin 4’i A4.
triangularis, 18’1 A. polyphaga, 33 tanesi Acanthamoeba sp. ve 3 tanesi de A.
lenticulata olarak saptanmistir. Carsamba ilgesinden alinan 12 pozitif su 6rneginde
Haplotip I ve Haplotip IV goriilmemistir. Bes 6rnegin A. polyphaga, 7 Srnegin ise
Acanthamoeba sp. oldugu belirlenmistir. Tekkekdy il¢cesinde bulunan pozitif 7 su
orneginin 3’1 Haplotip Il (4. polyphaga), 4’1 Haplotip III (Acanthamoeba sp.) olarak
tespit edilmistir. Haplotip I ve Haplotip IV’e rastlanmamuistir. Bafra il¢esinden alinan
su O6rneklerinden pozitif olan 6 6rnegin 1’1 Haplotip II (4. polyphaga), 5’1 Haplotip 111
(Acanthamoeba sp.) olmustur. Haplotip I ve Haplotip IV goriilmemistir.

Haplotipler arasinda 18S rDNA gen bélgesi ylizde benzerlik ve evrimsel uzaklik
iliskisi Cizelge 4.3 te gdsterilmistir.
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Cizelge 4.3 Gen Bankasindan Alinan Acanthamoeba Genotipleri ve Su Orneklerine Ait 18S rDNA Gen Bolgesi Yiizde Niikleotid Benzerligi
ve Evrimsel Uzaklik Iliskisi
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= =y w = w o = w = E = - )
= = = = = = = = = = = = =
3 = = 3 2 S 3 2 - 3 2 S 3 = S
) — = < = = ) = < = = ) )
- = - = - = = = = = - = = = = = =
=) =] =] < =
= § & § & § § E§ § § & E§E E &8 & & s
¥ %= =2 = 0= 9= = = = = = = = = = = &
Haplotip I ID 0.997 0.486 0.486 0.133 0.133 0354 0.351 0.39 0333 0.332 0337 0.291 0293 0307 0.387 0227
Acanthamoeeba triangularis (AF316547) 0.002 1ID 0.487 0.487 0.133 0.133 0354 0.351 0.39 0333 0.332 0337 0.29 0.293 0307 0.387 0.227
Haplotip IT 0.0360 0.0360.1D 0.999 0.215 0.215 0393 0422 041 03949 0.394 0427 0.389 0.369 0.379 0.407 0.271
Acanthamoeeba polyphaga (AF019051) 0.03603 0.0360.0.001 ID 0.215 0.215 0393 0422 0.41 0394 0.394 0427 0.389 0.369 0.379 0.407 0.271
Haplotip ITT 0.04504 0.0450: 0.0450: 0.0450- 1D 0.998 0.523 0.512 0.525 0469 0.469 0.509 0.352 0.385 0.504 0.532 0482
Acanthamoeba sp. (EU168069) 0.04504 0.0450: 0.0450: 0.0450. 0.003 1D 0.523 0.512 0.525 0469 0.469 0.509 0.352 0.385 0.504 0.532 0482
Acanthamoeeba castellanii (U07400) 0.05405 0.0540:0.0540:0.0540. 0.0540:0.0540. 1D 0.844 0.871 0.729 0.729 0.822 0.554 0.621 0.827 0.882 0.628
Acanthamoeba sp. (DQ992189) 0.02702 0.0270: 0.009010.00901 0.0360. 0.0360. 0.0450:- 1D 0.883 0.753 0.753 0.926 0.552 0.609 0.792 0.865 0.626
Acanthamoeba griffini (S81337) 0.00900 0.00901 0.0270:0.0270: 0.0360:. 0.0360. 0.0450:0.0180 ID 0.745 0.743 0.858 0.561 0.62 0.795 0.944 0.635
Acanthamoeba lenticulata (U94736) 0.05405 0.0540: 0.063010.0630: 0.0630¢ 0.0630 0.0450: 0.0540: 0.0450: 1D 0.998 0.755 0.546 0.59 0.699 0.748 0.604
Haplotip IV 0.05405 0.0540:0.063000.0630 0.0630¢ 0.0630: 0.0450: 0.0540:0.0450: 0.002 ID 0.755 0.546 0.59 0.699 0.748 0.602
Acanthamoeba sp. (AY172999) 0.02702 0.0270:0.0180 0.0180 0.0360.0.0360. 0.0450:0.0180 0.0180 0.0540:0.0540. 1D 0.548 0.604 0.781 0.845 0.609
Acanthamoeeba astronyxis (AF019064) 0.09009 0.0900! 0.0900! 0.0900" 0.0990¢ 0.0990' 0.0720° 0.0900* 0.0810: 0.06301 0.0630: 0.0720'ID 0.825 0.554 0.566 0.458
Acanthamoeba tubiashi (AF019065) 0.09909 0.0990! 0.0900¢ 0.0900' 0.0990¢ 0.0990' 0.0540: 0.0900! 0.0900¢ 0.0810: 0.0810: 0.0720°' 0.0180 ID 0.622 0.625 0.506
Acanthamoeba healyi (AF019070) 0.05405 0.0540: 0.0540:0.0540. 0.0630¢ 0.0630: 0.0180 0.0450: 0.0450: 0.06301 0.0630: 0.0450: 0.0900¢ 0.0720" 1D 0.793 0.587
Acanthamoeba hatchetti (AF019068) 0.00900 0.00901 0.0270:0.0270: 0.0360. 0.0360. 0.0450: 0.0180 0.0000 0.0450:0.0450: 0.0180 0.0810: 0.0900¢ 0.0450:- 1D 0.631

Protacanthamoeba bohemica (AY960120) 0.216210.2162 0.2252:0.2252:0.1801:0.1801:0.2162 0.2162 0.207210.1711'0.1711 0.2162 0.2342.0.2522:0.2162 0.2072'ID

45



18S 18S rDNA gen bolgesi yiizde benzerlik ve evrimsel uzaklik iligkisi incelendiginde
Haplotip I ve A. triangularis arasinda en az genetik uzaklik 0.002 ile hesaplanmaistir.
Haplotip I ile A4. tubiashi arasinda en yiiksek genetik uzaklik ise 0.0991olarak
bulunmustur. Haplotip I ile 4. trigualis arasindaki niikleotit benzerligi %99.7 olarak

tespit edilmistir.

Haplotip II ile A. polyphage arasinda en diisiikk genetik uzaklik 0.001 olarak
bulunmustur. Haplotip I ile en yliksek genetik uzaklik ise 4. astronixis ve A. tubiashi
arasinda 0.0901 olarak belirlenmistir. Haplotip Il ile 4. polyphage arasindaki niikleotit

benzerligi %99.9 olarak bulunmustur.

Haplotip III ile en diisiik genetik uzaklik 0.003 olarak Acanthamoeba sp. arasinda

bulunmustur.

Haplotip III’iin en yiiksek genetik uzakligi ise 0.0991 ile 4. tubiashi ve A. astronixis
arasinda hesaplanmigtir. Haplotip III ile Acanthamoeba sp. arasinda niikleotit

benzerligi %99.8 oraninda bulunmustur.

Haplotip IV de en disiik genetik uzaklik 0.002 ile 4. lenticulata arasinda tespit
edilmistir. Haplotip IV ile en yliksek genetik uzaklik 0.081 ile 4. fubiashi arasinda
gozlenmistir. Haplatip IV ile A. lenticulata arasinda niikleotit benzerligi ise %99.8
olarak bulunmustur. Tim tiirler i¢in ortalama genetik uzaklik 0.08 olarak

hesaplanmastir.

Acanthamoeba pozitif su 6rnekleri (Haplotip I, Haplotip II, Haplotip III ve Haplotip
IV) ve gen bankasindan alinan tiim Acanthamoeba genotiplerine ait (T1, T2, T3, T4,
T5, T6, T7, T8, T10 ve T11) 18S rDNA gen bolgesi NJ filogeni agact Sekil 4.6’da
verilmistir. Burada bootstrop degeri %50°den fazla olan NJ, MP, ML analizleri sirayla

agac lizerinde gosterilmistir.
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68/70/72 , Haplotip |

Acanthamoeba tringularis AF316547 (T4)
76/65/68 | Acanthamoeba griffini $81337 (T3)
Acanthamoeba hatchetti AF019068 (T11)
Acanthamoeba sp. AY172999 (T2)
Acanthamoeba sp. DQ992189 (T2)

64/68/63 Acanthamoeba polyphaga AF019051 (T4)

72/71/74 | Haplotip Il

65 ,ﬂEcanthamoeba castellanii U07400 (T1)
Acanthamoeba healyi AF019070 (T10)

63/61/61

— Acanthamoeba astronyxis AF019064 (T7)

L Acanthamoeba tubiashi AF019065 (T8)

Haplotip Il
76176092 | A canthamoeba sp. EU168069 (T4)

Acanthamoeba lenticulata U94736 (T5)

52/-/-

Haplotip IV
Protacanthamoeba bohemica AY960120
0.02
Sekil 4.6 Tiim Acanthamoeba Genotipleri 18S rDNA Gen Bolgesine Ait NJ Filogeni
Agaci

Sekil 4.6’da gosterildigi gibi Haplotip 1 ile 4. triangularis arasinda %68, 70 ve 78
oraninda bootstrop degerleriyle NJ, MP, ML filogeni agaglarinda benzerlik
bulunmustur. Haplotip Il ile 4. polyphaga arasinda %72, 71 ve 74 oraninda bootstrop
degeriyle NJ, MP, ML filogeni agaclarinda benzerlik saptanmistir. Haplotip III ile
Acanthamoeba sp. arasinda %76, 78 ve 92 oraninda bootstrop degeriyle NJ, MP, ML
filogeni agaclarinda benzerlik belirlenmistir. Haplotip IV ile 4. lenticulata arasinda

%352 bootstrop degeriyle NJ filogeni agaclarinda benzerlik goriilmiistiir.

Serbest yasayan amipler (SYA) yasamlarimi silirdiirmek ic¢in her zaman bir
organizmaya ihtiya¢c duymayan ve her yerde yasayabilien protozoonlardir. Su, toprak,
gibi dogal ortamlarda yasayabildikleri gibi dogal olmayan yilizme havuzlarinda,
musluk sularinda da bulunabilirler (Rodriguez-Zaragoza, 1994; Berk ve ark., 2006).
Bakteriler, algler, mantarlar, protozoonlarlar veya diger organik partikiiller {izerinde
beslenirler ve hareketlidirler ve ayn1 zamanda besinleri pinositoz yoluyla da alabilirler
(Marciano-Cabral ve Cabral 2003; Greub ve Raoult, 2004) Acanthamoeba, Naegleria,
Balamuthia ve Sappinia cinsleri dogrudan insanlarda hastalik yapmaktadirlar

(Visvesvara ve ark., 2007; Critchley ve ark., 2009).
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Acanthamoeba tiirleri dogal ortamlarda (su, termal sular, deniz suyu, toprak, hava)
bulundugu gibi dogal olmayan insanlar tarafindan yapilmis ortamlarda da (igme suyu,
ambalajli kaynak sulari, distile su, klorlu yiizme havuzu sulari, kontakt lens saklama

kaplar1 ve soliisyonlar1) bulunmaktadir (Khan ve ark., 2002).

Chappell ve ark. (2001), normal insanlarin %80'inden fazlasinin, Acanthamoeba'ya
kars1 antikorlara sahip oldugunu bildirmistir. Bu durum Acanthamoeba'nin insanlar
ile sik sik temas eden organizmalar olduklarini ortaya koymaktadir (Lorenzo-Morales
ve ark., 2005). Acanthamoeba tiirleri yagamak icin bir konaga ihtiya¢ duymasa da
insanlara temast sonucunda dokulara yerleserek ¢ok ciddi hastaliklar olusturmaktadir

(Lorenzo ve Morales, 2015).

Acanthamoeba tiirlerinin cins seviyesinde teshisi, trofozoitlerin ve kistlerin ayirt edici
ozelliklerine, ozellikle de c¢ift duvarli kistlerin sekline bagli olarak yapilmaktadir.
Acanthamoeba cinsinin trofozoit evresinde goriilen “Acanthapoda” denilen diken
seklindeki ¢ikintilar bu cinsin diger amiplerden morfolojik olarak ayriminm
saglamaktadir. Acanthamoeba tiirleri, baslangigta 3 farkli morfolojik grup (I, II ve III)
olarak siniflandirilmistir (Pussard ve Pons 1977; Page, 1991). Ancak, morfolojik
simiflandirma Acanthamoeba’nin tiir seviyesinde ayrimi i¢in yetersiz kalmaktadir
(Stothard ve ark., 1998; Alves ve ark., 2000). Ayrica kist morfolojisinin kullanilan
besiyerine bagli olarak farklilik gostermesi, teshis i¢in kiiltiire alinmasinin gerekliligi,
bu alanda uzman arastirmacilara ihtiya¢ duyulmasi gibi nedenler morfolojik
karekterler esas alinarak yapilan teshisin dezavantajlaridir. Bu parazitlerin taksonomisi
ve siniflandirmasi, molekiiler tekniklerin basarili bir sekilde uygulanmasinin ardindan
revize edilmeye baslanmistir (Khan ve ark., 2001; Booton ve ark., 2002; Kong ve ark.,

2002; Lorenzo-Morales ve ark., 2005).

Gast ve ark. (1996) ve Stothard ve ark. (1998) tarafindan yaymlanan 18S rRNA geni
kullanilarak yapilan siniflandirmanin ardindan bu alanda giiniimiize kadar devam eden
pek cok galigmaya rastlamak miimkiindiir. 18S rRNA gen bdlgesinde tespit edilen
farkliliklarin hepsinin %35’in altinda oldugu suslar tek genotip altinda toplanmstir. Ug
morfogruptan gelen 50'den fazla susu analiz ederek T1’den T12’ye kadar 12 genotip
belirlemiglerdir (Stothard ve ark., 1998). Daha sonra T13’ten T15’e kadar ii¢ yeni
genotip Horn ve ark. (1999); Gast (2001) ve Hewett ve ark. (2003) tarafindan
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belirlenmistir. Klinik ve ¢evresel 6rneklerden elde edilen genetik ve filogenetik veriler
sayesinde yeni bir genotip olan T16 Corsaro ve Venditti (2010) tarafindan rapor
edilmistir. Fuerst ve ark. (2015) Acanthamoeba'min 18S rRNA filogenetik analizi
sonucunda T1 den T20’ye kadar genotiplendirme gdsterilmistir. T17 genotipi i¢in
izolatlar arasinda varyasyonun heterojen oldugu, TI18 genotipinin ise sadece son
zamanlarda yeni nominal Acanthamoeba byersi olarak bildirilmistir (Fuerst ve ark.,

2015).

Acanthamoeba'nin cinse 6zgli primer ¢iftiyle PZR tekniginin kullanimi ilk olarak
Vodkin ve ark. (1992) tarafindan yapilmistir. ACARNA 1383- 1655 primer ¢iftini
kullanarak bir amipe kadar az sayida amip igeren formalinle tespit edilmis veya taze
orneklerden 1383 -1655bp’lik PZR iirilinii elde etmislerdir. Daha sonra Kim ve ark.
(1997) tarafindan gozde bulunan Acanthamoeba izolatlarinin tanimlanmasi i¢in cinse
O0zgli primer c¢iftini kullanilarak 66-585 bp‘lik 18S rDNA gen bolgesini
cogaltmislardir. Bunlar1 takiben Lehmann ve ark. (1998) AK'teki amip varliginin
belirlenmesinde PIGP-2379 forward- 2632 reverse primer ¢iftini kullanmislardir.
Klinik ¢aligmalarda Acanthamoeba varligim1 dogrulamak i¢in 1835-2079 bp’lik gen
bolgesini ¢ogaltmiglardir. Primer seti 66-585 (Kim ve ark., 1997), Acanthamoeba'ya
0zgii primer olmasina ragmen sadece morfolojik grup 2 ve 3'iin genotiplerini (T1, T6,
T10, T12) ¢cogaltmistir. Daha biiyiik olan Morfolojik Grup I'in T7, T8 ve T9 genotipleri
bu primerler ile ¢ogaltilamamistir. Ortaya ¢ikan bu problem Schroeder ve ark. (2001)
tarafindan 18S rDNA dizilerinin veri tabani kullanilarak elde edilen JDP1-JDP2
primer seti dizayn edilerek ¢oziilmiistiir. Bu primerlerin tim Acanthamoeba 18S
rDNA genotiplerini ¢gogaltirken, amiplerin diger yakin cinslerinden veya insanlar dahil

uzaktaki kontrol organizmalarindan hig birini ¢ogaltmadigi gézlenmistir.

Brazilya’nin Rio Grande do Sul bolgesinde Mart ve Kasim 2009 tarihleri arasinda
arasinda devlet ve belediye okullarindan toplam 136 musluk suyu 6rnegi toplanmistir.
Aragstirtlan 31 (%22.79) musluk suyu, serbest yasayan amipler (FLA) i¢in pozitif
bulunmustur. Pozitif bulunan 13 Acanthamoeba tiirlerinin T2, T4 ve T6 genotiplerine

ait oldugu belirlenmistir (Winck ve ark., 2011).

Giliney Tayvan'daki iki su havzasindan toplanan 211 su 6rneginden JDP1-JDP2 primer

seti kullanilark PZR yapilmistir. Acanthamoeba tiirleri 34 (%16.1) 6rnekte tespit
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edilmistir. Su o6rneklerinde Acanthamoeba tiirlerinin varligi su sicaklig1 seviyelerine
ve toplam koliformlara bagli olarak anlamhi farklilik gostermistir. Acanthamoeba
genotipleri T4 (n=19), TS (n=8) ve T15 (N = 3)’tir. Genotip T6, T7/T8, T11 ve T12
hepsi bir kez tespit edilmistir. Genotip T4, TS5, T6, T11 ve T15 Acanthamoeba
keratitinden sorumlu olup ¢evresel sularla temas eden insanlar i¢in potansiyel saglik

sorunlar olusturabilecegi vurgulanmistir (Kao ve ark., 2012).

Magnet ve ark. (2012) tarafindan dort igme suyu aritma tesisinden 32, yedi atik su
aritma tesisinden 28 su O0rnegi toplanmistir. Su orneklerinde Acanthamoeba kiiltiir
izolasyonuyla %90.3 oraninda ve Real-time PZR ile %87.5 oraninda tanimlanmustir.

Tiim gevresel su 6rneklerinde T4 genotipine rastladig bildirilmistir.

Pakistan’in Khyber Pakhtunkhwa bdolgesinde farkli sulardan Acanthamoeba
genotiplerinin molekiiler karakterizasyonu sonucunda ilk defa, cesitli patojenik (T2-
T10, T4, T5,T15) ve nonpatojenik (T7, T16 ve T17) genotipler belirlenmistir (Tanveer
ve ark., 2013).

Kuzey Polonya'daki bes farkli bolgeden 20 yiizey suyu drnegi toplanmustir. Incelenen
20 ornekten Gergek zamanli PZR ile test edilen 13 6rnekte, PZR teknigi ile 10'unda
Acanthamoeba DNA's1 bulunmustur. Pozitif 6rneklerin hepsinin T4 genotipine sahip
oldugu ve bu genotipin AK vakalari ile iligkili olup daha genis alanlarda farkli
lokasyonlardaki Acanthamoeba suslarinin prevalanst ve patojenik potansiyelinin

belirlenmesi gerektigi belirtilmistir (Lass ve ark., 2014).

Brezilya'nin giineyindeki Porto Alegre'de pazarlanan maden suyu siselerinde
Acanthamoeba'nin varligini arastirmak i¢in 18S rDNA geninin ASA.S1 bolgesi JDP1
and JDP2 primerleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltilip dizi analizi yapilmistir. Sekiz
sustan altisinin TS genotipine, birinin T4 genotipe, digerin ise T11 genotipine ait

oldugu bulunmustur (Maschio ve ark., 2015).

Bu ¢alismada JDP1-JDP2 primerleri kullanilarak yapilan 6zgiinliik deneyinde (Sekil
4.1) hedef DNA olan Acanthamoeba spp. 18S rDNA gen bolgesi cogaltilmistir. Ancak
ayni primerlerle hedef DNA olarak secilmeyen C. parvum, T. gondii, G. intestinalis,
Babesia bovis, Blastocystis hominis DNA’lar1 ¢ogaltilamamistir. Béylece JDP1-JDP2

primerlerinin sadece Acanthamoeba cinsine 6zgii primer setleri oldugu bir kez daha
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dogrulanmistir. Calismada kullanilan PZR kosullarinin da optimizasyonu bu sekilde

saglanmstir.

Belcika'daki enerji santrallerinden gelen sogutma sularinda serbest yasayan amiplerin
varligint tespit etmek i¢in yapilan bir arastirmada Acanthamoeba’yi tespit etmek igin
JDP1-JDP2 primerleri kullanilarak PZR yapilmistir (Behets ve ark., 2007). Japonya,
Osaka'daki musluk suyu kaynaklarindan potansiyel olarak patojenik Acanthamoeba ve
Naegleria tiirlerinin izolasyonu ve genotiplendirilmesi Edagawa ve ark., (2009)
tarafindan yapilmistir. Arastirma alanindan alinan su Orneklerinin %70 oraninda
Acanthamoeba ve Naegleria tiirleri ile bulash oldugu gézlenmistir. Morfolojik olarak
Acanthamoebidae olarak tanimlanan 152 izolattan 74'i, 18S rRNA geninin PZR
amplifikasyonu (JDP1-JDP2 primerleri) ile pozitif iken 42°C'de izole edilen 11 6rnek
pozitif sonu¢ vermemistir. Yetmis dort pozitif ornegin 55‘inin sekans analizi
sonucunda %94-99 oraninda Acanthamoeba spp. oldugu tespit edilmistir. Filogenetik
analiz sonucunda sekansi alinan 6rneklerin T3, T4, T5 ve T13 genotiplerine sahip

oldugu goriilmiistiir (Edagawa ve ark., 2009).

Slovakya’nin Bratislava bolgesindeki farkli su kaynaklarindan ve klima iinitelerinden
alman Orneklerde Acanthamoeba varligt morfolojik, fizyolojik, molekiiler ve
filogenetik  karakterizasyonla  gosterilmistir.  Acanthamoeba  izolatlarinin
tanimlanmasinda, kistlerin ve trofozoitlerin morfolojisi, cinse 6zgli pirmerler olan
JDP1 ve JDP2 kullanilarak yapilan PZR amplifikasyonuyla gerceklestirilmistir.
Acanthamoeba tiirlerinin patojenik potansiyeli, Vero hiicre kiiltiirleri lizerinde in vitro
test edilmis, genotip tanimlamasi i¢in 18S rDNA'nin GTSA.B1 gen bolgesi PZR ile
cogaltilmistir. Elde edilen verilere gore, calisilan 6rneklerin T3 ve T4 genotiplerine ait
oldugu belirlenmistir. Calismanin Acanthamoebanin ¢evresel dagilimini gosteren ilk
rapor oldugu vurgulanmistir. Schroeder ve ark. (2001) dizayn ettigi JDP1 and JDP2
primerlerinin ¢ogalttig1 18S rDNA gen bolgesi ASA.S1, sadece korneal siyriklar ve
AK tanist i¢in degil aym1 zamanda herhangi cevresel Orneklerdeki genotipleri
belirlemek i¢in de ¢cok uygundur. Ancak T3, T4, T11 gibi bir kiimenin birbirine ¢ok
yakin tiyeleri arasinda giivenilir bir ayrim yapmak ve tek tek genotiplerin belirlenmesi
icin CRNS5 ve 1137 primerler ile ¢ogaltilan genotipe 6zgii GTSA.B1 18S rDNA gen
bolgesi verileri kullanilmistir (Nagyova ve ark., 2010).
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Diinyada en yaygin bulunan Acanthamoeba genotipinin T4 oldugu birden fazla
calismada belirtilmistir (Walochnik ve ark., 2000b; Schroeder ve ark., 2001; Ledee ve
ark., 2003; Booton ve ark., 2005, De Jonckheere 2007). GAE ve AK olmayan diger
enfeksiyonlarda da en baskin olan T4 genotipini sirasyla T1, T10, T12 (Booton ve
ark., 2005), TS5 (Barete ve ark., 2007) ve T2 (Walochnik ve ark., 2008) genotipleri
takip etmistir. T4 genotipi AK'te de en yaygin genotiptir (Gast ve ark., 1996;
Walochnik ve ark., 2008). Bununla birlikte, T3 (Ledee ve ark., 1996; Stothard ve ark.,
1998), TS5 (Spanakos ve ark., 2006; Ledee ve ark., 2009), T6 (Walochnik ve arkadaglar
2000a), T11 (Khan ve arkadaglar1 2002), T15 (Di Cave ve ark., 2009) gibi diger
genotiplerin de bilinen birkag¢ g6z enfeksiyonu vakasina neden oldugu bildirilmigtir

(Nagyova ve ark., 2010).

[ran'm genis bir alan1 olan Gilan bdlgesindeki dogal (nehirler, géller, lagiinler) ve tath
su kaynaklar1 dahil olmak {izere toplam 27 ylizey suyu Ornegi toplanmistir. Bu
orneklerde serbest yasayan Acanthamoeba'min yaygmhigini belirlemek icin su
orneklerini analiz edilmistir. Once drnekler filtre edilmis daha sonra Escherichia coli
ekilmis besleyici olmayan agar plakalarina transfer edilmislerdir. Yeterli siire inkiibe
edilen ornekler uygun sekilde toplanarak DNA ekstraksiyonu, PZR ile teshis
edilmigtir. Yirmi yedi ornekten toplam 19'u (%70.3) Acanthamoeba tiirleri igin
morfolojik olarak pozitif olup bunlarin 14’4 (%73.7) JDP1 ve JDP2 primerleri
kullanilarak yapilan PZR yontemiyle dogrulanmistir. Yine Mahmoudi ve ark. (2015)
tarafindan Iran'da Guilan, Mazandaran (Iran'm kuzeyinde), Alborz ve Tahran
(baskent) gibi dort vilayetten alinan 49 yiizey suyu 6rneginde serbest yasayan amipleri
(Acanthamoeba, Hartmannella ve Saccamoeba limax) molekiiler tekniklerle
saptanmistir. JDP1 ve JDP2 primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucunda 49
ornegin 18’inde Acanthamoeba tiirlerine rastlanmistir. Sekans analizi sonucunda 16
ornegin T4 genotipine, iki 6rneginde TS genotipine ait oldugu tespit edilmistir. Niyyati
ve ark. (2009); Rahdar ve ark. (2012) tarafindan daha &nce Iran'da akarsular, durgun
sular ve toprak gibi ¢evresel orneklerde T2, T4 ve T6 genotipleri bildirilmistir.

Bu ¢aligmada ise Samsun ilinden alinan 37 farkli istasyondan toplam 192 ¢evresel su
orneginin 98’inde (%51) Acanthamoeba tiirlerine rastlanmistir. Toplamda 98 6rnegin
85’1 T4 genotipine, 3 6rneginde TS5 genotipine ait oldugu bulunmustur. Bu noktada

calismanin daha once diinyada en yaygin bulunan Acanthamoeba genotipinin T4
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oldugunu bildiren ¢aligmalarla (Walochnik ve ark., 2000b; Schroeder ve ark., 2001;
Ledee ve ark., 2003; Booton ve ark., 2005, De Jonckheere 2007) benzerlik
gostermistir. Ayn1 zamanda  belirlenen Acanthamoeba genotiplerinin T4 ve TS5
genotiplerine ait olmast Mahmoudi ve arkadaslarmin (2015) yaptig1 ¢alismaya da
benzerlik gostermistir. Yine 2015 yilinda Macaristan’da 20 halk havuzunda 9
Acanthamoeba pozitif 6rnegin 7°si T4, 2°si T15 genotipinde (Kiss ve ark., 2014),
Pakistanda su ve toprak orneklerinde T4 ve T15 genotipleri (Tanveer ve ark., 2015),
Tayvan’da yapilan ¢alismada T4 and T2 genotipi (Kao ve ark., 2015) baskin genotipler
olarak bulunmustur. Daha sonraki yillarda, Kuzey dogu Tayland’ta dogal su
kaynaklarindan alinan 6rneklerin 7’sinin T4, 1’inin T3 ve 2’sinin T5 (Thammaratana
ve ark., 2016), Uganda’da ¢evresel ve musluk sularindan alinan 6rneklerde T1, T2,
T4, TS5, T6 ve T11 (Sente ve ark., 2016), Misir’da ¢evresel sulardan alinan 6rneklerde
T4, T3 (Tawfeek ve ark., 2016), Tunus’ta hastaneden alinan (cerrahi servisler, yogun
bakim {initesi, ameliyathane ve su deposundaki tanklar) sularda T4, T10 ve T11, Cin’in
Yanji bolgesinden alinan musluk suyu ve toprak érneklerinden T4, T5 ve T16 (Xuan

ve ark., 2017) genotiplerine rastlanmistir.

Diinyada Acanthamoeba keratitin ¢cogunun 18S rRNA dizileme sonuglaria gore T4
genotipinde oldugu belirlenmistir (Booton ve ark., 2009; Visvesvara ve ark., 2007;
Griin ve ark., 2014). Tirkiye’de Acanthamoeba'ya bagh bir¢ok Acanthamoeba keratiti
vakasi bildirilmistir. Birinci AK olgusu Akyol ve ark. (1996), ikici olgu ise Akisu ve
ark. (1999) tarafindan genotiplendirme c¢alismasi yapilmadan bildirilmistir. Demirci
ve ark. (2006) bes yasindaki erkek cocuktan aldiklar1 gbz siiriintlisii 0rneginde
genotiplendirme yapmadan Acanthamoeba spp.’nin varligini gostermislerdir. Kontakt
lensi olmayan bir olgudan genotiplendirme yapilarak 4. castellanii (T4) saptanmistir
(Ertabaklar ve ark., 2007). Bunu takiben Ozkog ve ark. (2008) kontakt lensi olmayan
ancak kiiclik bir travma Oykiisiine sahip bir olguda Acanthamoeba castellanii T4
genotipini saptadiklarini bildirmislerdir. Ertabaklar ve ark. (2009) kontakt lens
kullanan, gozlerinde kizariklik, bulanik gérme, batma ve yanma sikayetlerine sahip 23
yasindaki bir olguda A. castellani (T4 genotipi) oldugunu bildirmislerdir. Yiinli
(2015) ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada 500 kisiden aldigi g6z kapagi siiriintii
orneginde serbest yasayan amiplerin varligim arastirmistir. Orneklerden birinde

Acanthamoeba spp. (%0.2), birinde ise Hartmannella spp. (%0.2) oldugunu
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bildirilmistir. Kilig ve ark. (2004) Ankara’da yaptilar1 bir ¢alismada g¢evresel
kaynaklardan alinan 6rneklerde T2, T3, T4, T7 genotipinde Acanthamoeba tirlerinin
varligini belirtmislerdir. Ertabaklar ve ark. (2007) izmir ilinde cesme suyunda T4, lens
saklama kabindan ise T9 genotipini gostermislerdir. Yiinlii (2015) tarafindan 24 farklh
klima sistemlerinden elde edilen Orneklerin 18’inde serbest yasayan amip pozitif
bulunmustur. Bunlarin 4’{inlin Acanthamoeba spp., 4 tiniin Naegleria spp., ve 10’ nun

da Hartmannella spp., oldugu gosterilmistir.

Tiirkiye’de yapilan tiim ¢aligmalar degisik kaynaklardan (su, klima g6z siiriintiileri vb.
gibi) farkli genotiplerde Acanthamoeba tiirlerine rastlanildigini gostermektedir.
Acanthamoeba tiirlerinin epidemiyolojisi, tiir ayrimlarinin yapilmasi, patojenliklerinin
belirlenmesi ve patojen tiirlerinin dagilimi i¢in genotiplendrime ¢alismalarina agirlik
verilmesi gerektigi vurgulanmistir (Ertabaklar ve ark., 2009; Yiinli ve ark., 2015). Bu
noktada sunulan ¢alismanin ¢evresel su Orneklerinde Acanthamoeba tirlerinin
dagilimini gosteren Karadeniz Bolgesi’ndeki ilk genotiplendirme ¢aligmasi olarak bu

alandaki boslugu doldurmak adina olduk¢a 6nemlidir.

Daha once A. castellanii’nin (T4 genotipi) Ozkog ve ark. (2008); Ertabaklar ve ark.
(2009) tarafindan bildirilmistir. Bu ¢alismada belirlenen T4 genotipi ise Haplotip I
(Acanthamoeba triangularis-AF316547; 9%5.1), Haplotip 11 (Acanthamoeba
polyphaga-AF019051; %29.6), Haplotip III’e (Acanthamoeba sp.EU168069; %62.24)

aittir.

Acanthamoeba Xkistlerinin toprak, ylizey sulari ve durgun sular gibi c¢evresel
kaynaklardan izole edilmesi, bu ¢evresel kaynaklarin bu amipin insanlara ve diger
memelilere iletilmesi i¢in potansiyel 6neme sahip oldugunu gostermistir (Shin ve Im
2004; Edagawa ve ark., 2009, Lass ve ark., 2014). Suda, toprakta ve diger ¢evresel
orneklerde yiiksek oranda Acanthamoeba spp., 6zellikle bagisiklik yetersizligi olan ve
kontakt lens kullanan kisiler i¢in halk sagligi agisindan 6nemli bir risktir (Lorenzo-

Morales ve ark., 2015).

Acanthamoeba’nin insanlarda hastalik olusturan farkli bakterilerle beraber bulunmasi
bu patojenler icin rezerv gorevi yaptig1 ve patojenin sagkalimini arrtirdigr seklinde

yorumlanmistir ( Cabral ve Cabral, 2003).
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Diinya ¢apinda bir saglik sorunu olup su yoluyla bulasabilen koleranin etkeni, V.
cholerae ve serbest yasayan Acanthamoeba tirleri igme sulari su dahil bir¢ok
ortamlarinda bulunurlar. Acanthamoebae'min bakteriyel biiylimeyi ve sagkalimi
destekledigi gosterilmistir. Ayni1 zamanda Acanthamoeba tiirlerinin bakterileri
klorinasyon, antikorlar (Lipp ve ark., 2002) ve antibiyotiklerin etkilerinden korudugu
da tespit edilmistir (Abd ve ark., 2005; Abd ve ark., 2007; Abd ve ark., 2009). Shanan
ve ark., (2011) Sudan'daki farkli kolera endemik bdlgelerinden topladiklar1 su
orneklerinden PZR yontemiyle hem V. cholerae hem de Acanthamoeba tiirlerini
tespit etmislerdir. Calismada Acanthamoeba tiirlerinin V. cholerae O1 ve O139'un
bliylimesini ve hayatta kalmasini arttirdigint vurgulanmislardir. Acanthamoeba
enfeksiyonunun yayginhigindaki artis son yillarda acanthamobiasise karsi
farkindaligin artmasia; HIV viriisii tasiyicilar1 ve kanser hastalar1 gibi bagisiklik
sistemini baskilayan tedavilerin her gecen giin daha fazla uygulaniyor olmasina

baglanmaktadir (Cabral ve Cabral, 2003; Yiinli ve ark., 2015).
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5. SONUC VE ONERILER
Calismada Samsun ilinden alinan su Orneklerinde Acanthamoeba tirlerinin

genotiplendirilmesi ilk defa yapilmstir.

Samsun ilinde belirlenen 32 istasyondan (Samsun, Terme, Carsamba, Tekkekoy,
Bafra) alinan 192 su 6rneginin 98’inde PZR ile Acanthamoeba spp’nin varlig1 tespit
edilmistir. Istasyonlar arasinda Terme ilgesindeki sularda en yiiksek oranda (%64.4)
Acanthamoeba tiirleri ile bulasgh oldugu belirlenmistir. Bunu sirasiyla Samsun merkez

%41.7), Carsamba (%40), Tekkekoy (%38.9) ve Bafra (%33.3) ilceleri takip etmistir.
( ), Cars (%40), v ( ) ( ) ilg p etmis

Sekans analizi sonucunda pozitif su 6rneklerinin 5’1 (%5) Haplotip I (4. triangularis),
29°u (%29.6) Haplotip II (4. polyphaga), 61°1 (%62) Haplotip 11l (Acanthamoeba sp.)
ve 3’U (%3) Haplotip IV olarak belirlenmistir. Tiim istasyonlar bir arada
degerlendirildiginde arastirma alaninda en yaygin Acanthamoeba genotipinin T4
(Acanthamoeba sp., A. polyphaga, A. triangularis) oldugu ve %3 oraninda olsada T5

genotipine de rastlanildig: belirlenmistir.

Diinyada Acanthamoeba keratiti en ¢ok T4 genotipinden kaynaklanmaktadir.
Calismada arastirilan sularda en fazla T4 genotipine rastlanmasit AK’nin bolgede
yasayan ve buradaki sularla temas halinde olan insanlar ve hayvanlar icin risk

olusturabilecegi ihtimalini diislindiirmektedir.

Acanthamoeba tiirlerinin yiizey sulari, termal sular, deniz suyu, toprak, hava, besinler,
igme sular1, ambalajli kaynak sulari, distile sular, klorlu yiizme havuzu sulari, kontakt
lens saklama kaplar1 ve soliisyonlar1 gibi genis bir alanda bulunmas1 bu etkenin hizla
yayllmasina neden olabilir. Bu nedenle gerek ¢evresel kaynaklardan gerekse klinik
orneklerden Acanthamoeba spp’nin hizli ve giivenilir bir yontemle belirlenmeleri, AK

teshisi ve tedavisi i¢in son derece 6nemlidir.

Yapilan genotiplendirme ¢alismalar1 enfeksiyona neden olan Acanthamoeba spp’nin
beyin ve goz gibi farkli organlara yerlesmesindeki 6zgiinliigii ve tiirlerin patojenitesi
arasinda farkliliklarin olup olmadig1 gibi sorulara cevap aramaktadir. Bu noktada
calismamizda c¢evresel kaynaklardan izole edilen Acanthamoeba tiirlerinin
genotiplendirilmesi ile bolgedeki AK teshisi i¢in onemli bir yol alinabilecegi
diistiniilmektedir. T4 ve TS5 genotiplerinin herikisi de gézde meydana gelen

enfeksiyonlardan sorumlu olan genotiplerdir. Calisilan bolgede bu genotiplere
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rastlanilmas1 ozellikle bagisiklik sitemini baskilayan hastaliklara sahip olanlarin,
kontakt lens kullanan bireylerin ve hatta herhangi bir hastalig1 olamayan bireylerin de

bu sularla temas1 sirasinda oldukca dikkat etmeleri Onerilebilir.

Acanthamoeba enfeksiyonlari i¢in (GAE, AK, Kutandz Acanthamoebiasis) etkili ve
kontrol altina almaya yonelik tedavilerin olmamasi nedeniyle enfeksiyon agrili ve acili
seyretmektedir. Ozellikle dayanikli kistlerin tedavi sonrasinda tekrar enfeksiyonlara
neden olmasi hastaligin devam etmesini ve tehlikenin boyutunu arttirmaktadir.
Acanthamoeba bakterilerin taginmasi icin konak olarak gorev yaparak bakterilerin
neden oldugu hastaliklarin riskini de arttirmaktadir. Bu bakteriler arasinda insanlar i¢in
patojen olan Legionella pneumophila, Escherichia coli O157 ve V. cholerae gibi
onemli bakteriyel etkenler bulunmaktadir. Buna gore, bakteriyel hastaliklarin yayilma
riskini azaltmak i¢in de etkili bir sekilde hem Acanthamoeba hem de bakterinin tespiti

ve kontrol altina alinmas1 gerekmektedir.

AK’nin en énemli nedenlerinden biri olan kontakt lenslerin uzmanlik alant olmayan
pek c¢ok kisi tarafindan satisinin miimkiin olmast ve bunu kullanan insanlarin risk
faktorlerini bilmemesi hastalifin yayilmasina neden olabilir. Bu noktada saglik
otoriteleri ve calisanlarinin Acanthamoeba patogenezini ve bu parazitten kaynakl
okiiler riskleri goéz oniinde bulundurarak halki ve ozelikle kozmetik amagli lens

kullananlar1 bilinglendirmeleri gerekmektedir.

Calismada arastirma yapilan alandaki ylizey sularinin denize karigmasi, bu sularin ayni
zamanda tarimda ve hayvancilikta kullanilmasi tespit edilen Acanthamoeba tiirlerinin
bolgedeki onemini vurgulamaktadir. Hem yiizey sular1 hem rekreasyonel sular ve
kaplicalar pek ¢ok insan tarafindan kullanildig1 i¢in potansiyel su kaynakli patojenler
hakkinda halk uyarilmali ve bu alanlarda periyodik olarak patojenlerin izlemesi

gerekmektedir.

Sonuglarimiz AK  vakalartyla iligkili olduguna inanilan T4 genotipine ait
Acanthamoeba suglarinin, Samsun ilinde incelenen ylizey suyu Orneklerinde
bulunduguna dair kanmit saglamaktadir. Karadeniz bolgesinde daha oOnce hig
calisilmayan farkl istasyonlarda daha fazla sayida su drneklerinde de Acanthamoeba
suslarmin ¢esitliligi, bunlarin prevalansi, genotiplendirilmesi ve patojenik potansiyeli

ile ilgili caligmalarin yapilmasi gerektigi kanisina varilmistir.
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