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OZET

BRASSICA OLERACEA VAR. VIRIDIS L. VE SMILAX EXCELSA L. YAPRAK
OZUTLERININ ACANTHAMOEBA CASTELLANII TROFOZOITLERI UZERINE
IN VITRO AMOEBISIDAL ETKISININ ARASTIRILMASI

Hami YESILTAS
Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Molekdler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1, 2018
Yuksek Lisans Tezi, 58s.
Danigman: Dog. Dr. Zeynep KOLOREN

Acanthamoeba spp. rutubetli ya da slak topraklarda, gollerde, yiizme havuzlarinda, baraj
gollerinde, tath su birikintilerinde, ¢cesme sularinda, kontak lens soliisyonlarinda ve havada
yaygin olarak bulunmaktadir. Toprak, su ve havayla siki temasta olan insanlara serbest
yasayan amiplerin yerlesmesi ve amebiyaz, olusturabilmesi olasiligi yiiksektir. Serbest
yasayan amipler arasinda Acanthamoeba tirleri, Granilomatéz amibik ensefalit,
Acanthamoeba keratitis ve Kutanéz acanthamoebiasis gibi 6nemli hastaliklara neden
olmaktadir. Gliniimiizde bu hastaliklar1 tamamen ortadan kaldiracak tedavi protokolleri
bulunmamaktadir. Ozellikle Acanthamoeba kKistlerinin olusturdugu enfeksiyonlar uygun ve
etkili tedaviler uygulanmadig: siirece genellikle tekrarlayabilmektedir. Kistlerin uygulanan
tedavi yontemlerine kars1 direngli olmasi, uygulanan tedavi protokollerinin ¢ok fazla yan
etkilere sahip olmasi1 ve istenilen selektiviteyi gdstermemesi gibi nedenler bu parazitlere
kars1 alternatif ve etkili ilag arayislarini ortaya ¢ikarmustir.

Bu calismada, Brassica oleracea var. viridis L. ve Smilax excelsa L. yapraklarindan elde
edilen etanol 6zdtlerinin Acanthamoeba castellanii trofozoitleri iizerindeki IC50 degeri ve
yiuzde (%) canlilik etkisi aragtirilmustir. B. oleracea var. viridis L. etanol 6zitunin A.
castellanii trofozoitleri tizerindeki IC50 degeri 72. ve 48. saatlerde sirasiyla 9 ve 60 mg/ml;
S. excelsa etanol Oziitiinin ise 72. saatte 60 mg/ml olarak bulunmustur B.
oleracea var. viridis L.’nin 73 ve 36.5 mg/ml 6zitlerinin 72. saatte A. castellanii trofozoitleri
tizerindeki % canlilik oranlar1 sirasiyla 22.67+0.33 ve 25+0.58 olarak saptanmigtir. S.
excelsa’nin 73 ve 36.5 mg/ml 6ziitlerinin72. saatte % canlilik oranlar1 sirasiyla 46.33+0.88
ve 56.33+1.20 olarak bulunmustur.

Calismanin sonucunda, B. oleracea var. viridis L.ve S. excelsa bitki 6zitlerinin A. castellanii
trofozoitleri lizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu ve bu etkinin de konsantrasyonlara bagl
olarak degistigi goriilmistiir. Ayrica, B. oleracea var. viridis L. 6zutunin, trofozoitler
Uzerinde S. excelsa ozitline gore daha etkili amoebisidal aktivite gosterdigi belirlenmistir. B.
oleracea var. acephala ve S. excelsa bitki 6zitlerinin trofozoitler Gzerinde sitotoksik etkiye
neden oldugunu gosteren bu c¢aligmanin Acanthamoeba enfeksiyonlarinin alternatif tedavi

arayislarinda yer bulabilecegi ve fitoterapi amaciyla temel olusturacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Acanthamoeba castellanii, Amoebisidal aktivite, Brassica
oleracea var. viridis L., Smilax excelsa L.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF IN VITRO AMOEBICIDAL EFFECTS OF BRASSICA
OLERACEA VAR. VIRIDIS L. AND SMILAX EXCELSA L. ON ACANTHAMOEBA
CASTELLANII TROPHOZOITES

Hami YESILTAS
University of Ordu,

Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Molecular Biology and Genetics, 2018
MSc. Thesis, 58p
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zeynep KOLOREN

Acanthamoeba species live commonly in damp and wet soil, freshwater accumulations,
sewage, swimming pools, contact lens equipment, lakes, dam lakes, tap water and air. It is
highly likely that free-living amoebae can settle humans in contact with soil, water, air and
they create amoebiasis. Acanthamoeba spp. which are among in the free living amoebae,
cause of Granulomatous amoebic encephalitis, Acanthamoeba Kkeratitis and Cutaneous
acanthamoebiasis. Today, there are no treatment protocols to completely eliminate these
diseases. In particular, infections caused by Acanthamoeba cysts can usually repeat if
suitable and effective treatments are not applied. Because cysts are resistant to the treatment
methods applied and the treatment protocols applied have too many side effects and they do
not show the desired selectivity, reveal the search for alternative and effective drugs against
these parasites.

In this study, the percent (%) viability and 1C50 values of Acanthamoeba castellanii
trophozoites exposed to ethanol extracts obtained from Brassica oleracea var. viridis L. and
Smilax excelsa L. plants were investigated. The 1C50 values of A. castellanii trophozoites at
72 and 48 hours were determined in ethanol extract of B. oleracea var. acephala with 9 and
60 mg/ml, respectively and in the ethanol extract of S. excelsa with 60 mg/ml at 72 h. The
viability rates (%) of A. castellanii trophozoites exposed to the 73 and 36.5 mg / ml extracts
of B. oleracea var. acephala at 72 h were 22.67 + 0.33 and 25 + 0.58, respectively. The
viability rates (%) trophozoites exposed to the ethanol extract of S. excelsa with 73 and 36.5
mg/ml at 72 h were 46.33+0.88 and 56.33%1.20, respectively.

As a result of the study, there is B. oleracea var. viridis L. and S. excelsa plant extracts have
cytotoxic effects on A. castellanii trophozoites and this effect has also been shown to vary
with concentrations. In addition, it is indicated that B. oleracea var. acephala extract
showed more effective amoebicidal activity on trophozoites than S. excelsa extract.

This study showing that B. oleracea var. viridis L. and S. excelsa plant extracts cause
cytotoxic effect on trophozoites is thought to be the basis of phytotherapy and can be used in
alternative treatment searches for Acanthamoeba infections.

Keywords: Acanthamoeba castellanii, Amoebisidal activity, Brassica
oleracea var. viridis L., Smilax excelsa L.
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1. GIRIS

Bitkiler tedavi amach antik c¢aglardan gilinlimiize kadar kullanilmaktadir.
Insanoglunun yerlesik hayata ge¢mesiyle birlikte tibbi bitkiler hastaliklar1 tedavi
etmek ic¢in kullanilmis ve zamanla bu durum bir gelenek haline gelmistir (Njume ve
ark., 2009). Bitkilerdeki drog (bitkilerin ila¢ olarak kullanilan kismi) miktarlari
Mezopotamya doneminde 250 civarinda iken Gregler doneminde 600’{i bulmustur.
Arap- Fas doneminde ise bu sayr daha da artarak 4.000’e¢ kadar ulagmuistir.
Giliniimilize daha yakin bir tarih olan 19 yy. da tedavi amacli kullanilan tibbi bitki
miktari ise 13.000 olarak bildirilmistir (Arslan, 2006).

Yiizyillardir insanoglu bitkilere ihtiyag duymus ve dogayr da dogal bir eczane olarak
gormiistiir. Dogada yetisen tibbi bitkileri yemek ve ila¢ olarak kullanmak bunun bir
gostergesidir. Sentetik olarak Uretilen ilaclarin kullanilmasi ile tibbi ve aromatik
bitkilere olan ilginin azaldig1 goriilse de ilaglarin yan etkilerinin anlagilmast bu

bitkilere ilginin tekrar artmasina neden olmustur (Gtil ve Dinler, 2015)

Eski zamanlardan bu yana bitkilerin insanogluna bir hediye olarak gonderildigi
diisiiniilmektedir. Insan bitki iliskisinin siirekliligi 1957-61 yilllar1 i¢inde Kuzey Irak’
ta Sanidar Magarasi’nda yapilan kazi calismasi sirasinda bir kez daha ortaya
konulmustur. Bu kazida mezar i¢inde bulunan Neandertal kalintilarla birlikte
bulunan bitkiler, insan-bitki beraberliginin baslangi¢ doneleri olarak kabul
edilmektedir. Altmis bin y1l 6ncesinde yasadigi varsayilan bir samana ait mezarin
icin de de samanla beraber gémiilen bircok bitki kalintilarina rastlanmustir. I¢lerinden
en fazla dikkate cekenleri; mor stimbiil, peygamber ¢icegi, civanpercemi, efedra, giil
hatmi ve kanarya otu kalintilaridir. Yasamin yitiren bireylerin tekrar dirilerek bu
bitkileri kullanacagi varsayiminin yanisira sifali ve yenilebilen kategorilerine
ayrildig1 da ayrica diisiiniilmektedir. Glinlimiizde ise ayni1 bitkiler tibbi bitki olarak

kullanilmakta ve dnem teskil etmektedir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) hazirladigi rapora gore, gelismekte olan diinya
tilkelerinin % 80’inin genel saglik ihtiyaclarin1 geleneksel ve bitki kaynakli
ilaglardan yararlanarak karsiladigir bildirilmistir. Gliniimiizde kullanilan birgok
ilaglarin etken maddelerinin de % 25’lik kismi bitkilerden temin edilmektedir.

Sentetik bir¢ok ilacin etken maddesi de ilk defa bitkilerden ayristirilan kimyasallarin
1



yap1 benzerleridir. Tibbi bitkilerin dogru kullanildiginda toksik yoniiniin
bulunmamasi, yan etkilerinin olmamasi ve aymi zamanda uygun fiyatli olmasi
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde bu bitkilere olan talebi arttirmaktadir (Sekar

ve Kandavel, 2010).

Hastaliklara karsi kullanilan tibbi bitkilerin kimyasal icerikleri énemli biyolojik
aktivitelere sahiptir. Bitkilerin olusturdugu taninler, berberinler, flavonoidler,
emetinler, terpenoidler, kininler ve alkaloidler gibi kimyasallar hastaliklarin tedavi
siirecinde kullanilmaktadir. Bitkilerin tohum, yaprak, kok ve govde kisimlarindan
uygun yontemlerle ayristirilan Oziitlerin mikroorganizmalarin gelisimini durduran
veya olanlar1 Oldiiren aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir. Bir¢ok bitkinin
antitimor, antioksidan, antihipertansif ve antimikrobiyal 6zelliklerinin oldugu da

yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Berber ve ark., 2013).

DSO yaklasik olarak 20 000 bitki tiiriiniin tibbi amag i¢in kullamldigini bildirmistir
(Maregesi ve ark., 2008).

Tiirkiye floras1 6nemli bir gen merkezi olup, diinya tizerinde kabul gérmiis tiir sayisi
ve endemik bitki ¢esitliligine sahiptir. Tiim Avrupa’ da 12 000 bitki tiirii olmasina
ragmen, llkemizde 9 000 civarinda bitki tiirli bulunmaktadir. Bu tiirlerin 3 000
kadarinin endemik olmasi iilkemizdeki tiir ¢esitliliginin 6nemini vurgulamaktadir.
Ulkemizde tibbi amagla kullanilan bitki tiirlerinin sayis1 kesin olarak bilinmemekle
beraber bu sayinin 500-1 000 araliginda oldugu tahmin edilmektedir. Bunun yaninda
dis iilkelere tibbi bitki olarak yalasik 200 bitki ihra¢ edilmektedir (Berber ve ark.,
2013).

Aym zamanda Tiirkiye’nin, Iran-Turan, Avrupa-Sibirya ve Akdeniz fitocografik
bolgeyi iginde barindirmasi, yiiksek tarim potansiyeline ve zengin bitki Ortiisii sahip
olmasi iilkemizi 6nemli bir gen merkezi haline doniistiirmiistiir. Tirkiye, bitki
muhteviyatli kimyasallar, bitkisel ilag, katki maddeleri, gida, parfiimeri ve kozmetik
alanlarinda hammadde saglayan bitkisel tirlinii florasinda bulundurmaktadir (Giil ve

Dinler, 2015).



Tiirkiye’nin genis yiizolglimii ve bitki gesitliligi gibi 6zellikleri tibbi ve aromatik
bitkilerin ticaretinde dnde gelen {ilkelerden biri olmasini saglamistir. Kategori olarak
inceledigimizde bitki kimyasallari, bitkisel ilag, katki maddeleri, gida, kozmetik ve
parfiimeri sanayileri bitkisel {riinlerin en 6nemli getirileridir. Tibbi ve aromatik
bitkiler Marmara, Akdeniz, Ege, Dogu Karadeniz ve Giineydogu Anadolu
Bolgeleri’'nden toplanmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkilerde siirdiiriilebilir tiretim
yapmakla beraber pazar potansiyelinin de yeterince degerlendirilebilmesi i¢in bu
riinlerin istenen miktar ve kalitede olmasi gerekmektedir. Tiiketici ve sanayi
taleplerine yanit vermek i¢in ayn1 zamanda standart tirlinlerin 1slah edilmis ¢esitlerin
gelistirilmesi de biiyiik ol¢lide 6nemlidir. Siirece uygun olarak ekolojik sartlarin
belirlenmesi, bitkilerin zarar gormeden zamaninda toplanmasi, hasat sonrasi islemler
ve isleme teknolojisinin belirlenmesi kalite ve siireklilik i¢in hayati Onem
tasimaktadir. Bu dogrultuda  tibbi ve aromatik bitkilerin {iretim ve pazar
imkanlarinin arttirilabilecegi bildirilmistir (Bayram ve ark., 2010; Faydaoglu ve

Siirtictioglu, 2011).

Tibbi ve aromatik bitkilerden yararlanilarak iiretilen modern ila¢ preparatlart diger
iilkelerde geleneksel ilag ya da bitkiseller olarak tanimlanmaktadirlar. Avrupa Ilag
Degerlendirme Ajansi’nin (EMEA) tanimi ise “Herbal Medicinal Products” yani

Tibbi Bitkisel Uriinler seklindedir (Kartal, 2004).

Hastane enfeksiyonlarina neden olan birgok bulasict hastalik  etkeni
mikroorganizmanin antibiyotiklere kars1 diren¢ kazandig: bilinmektedir (Janovské ve
ark., 2003; Hussain ve ark., 2011; Berber ve ark., 2013). Ayrica, bircok antiparaziter,
antifungal ve antiviral ilaclar toksik etkilerinden dolayr smirli kullanima sahiptir.
AIDS hastalar1 ve kemoterapi tedavisi goren bagisiklik sistemi baskilanmis bireyler
icin bu antibiyotiklerin kullanimi ciddi sonuglari da beraberinde getirmektedir
(Maregesi ve ark., 2008; Berber ve ark., 2013).

Antimikrobiyal ilaglara kargt mikroorganizmalarin direnglerinin artmasi, yeni nesil
ilag iiretiminin hem pahali hem de canlilar i¢in daha ¢ok zarar verici yan etkilere
sahip olmasi, ilag¢ sektdriiniin mikroorgaizmalara kars1 yeni alternatif antimikrobiyal
etken maddelerini kesfetmeye yonlendirerek bu alanda daha ¢ok arastirma yapmaya

sevketmistir (Singh ve ark., 2011; Berber ve ark., 2013).



Bitkilerden elde edilen dogal iiriinler, geleneksel ve etnik tipta birgok hastaliklarin
tedavi edilmesinde kullanilmaktadir. Bu alanda yapilan ¢alismalar son zamanlarda
giderek artis gostermektedir. Denizlerden, yagmur ormanlarindan, kaplicalardan vb.
gibi birgok farkli yerlerden gelen dogal bilesikler ile bakteriler, mantarlar, bitkiler,
protozoonlar, siingerler ve omurgasiz canlilar gibi bir¢ok organizmalar {izerinde
arastirmalar yapilmaktadir. Bu c¢alismalardan elde edilen maddelerin yapisal
Ozelliklerinin etkileyici olmasi nedeniyle, ila¢ firmalar1 6ncelikle yeni ve daha etkili
fitokimyasallar bulmak amaciyla rekabet etmeye baslamislardir. Bitki kaynakli
alkaloidler, terpenler ve fenolikler gibi bir¢ok yeni dogal iiriin grubunun antiparazitik

ozellikleri, bulunmus ve tanimlanmistir (Degerli ve ark., 2011 a).

Diinyada en yaygin halk saghg problemlerin basinda paraziter hastaliklar
gelmektedir. Parazitler igin endemik olan bdlgede yasayan devletler ¢ok biiyiik
Olciide ekonomik kayiplar yasamaktadirlar. Paraziter hastaliklarin kontroliinde en
onemli asama etkili bir tedavinin uygulanmasidir. Parazit enfeksiyonlarinin
tedavilerinde kullanilan ilaglar igin ar-ge calismalart ¢ok simirhidir Ancak bu
hastaliklara gereken dnem yeterince verilmemistir. Paraziter hastaliklarin etkin ve
basarili bir sekilde tedavisi kontroliinde ¢ok Onemli yere sahiptir. Giiniimiizde
kullanilan antiparaziter ilaglar sinirli sayida bulunmaktadir ve bu ilaglara karsi da
parazitlerin diren¢ gelisimi bildirilmektedir. Ulkelerin sosyoekonomik diizeyi diisiik
kesimlerinde yaygmn olan bu hastaliklara kars1 tedavi gelistirilememistir. ilaglarin
bircogunun etki mekanizmasinin tamamen aydinlatilamamis olmasi da ¢aligmalarin
maliyetini yiikseltmektedir. Parazitlere karsi secici toksisite gosteren ilaglarin
gelistirilmesi parazitlerin 6karyot yapida olmalarindan dolay:1 daha da zorlasmaktadir

(Liu ve Weller, 1996; Leder ve Weller, 2003; Ergiiven, 2012).

Parazit kokenli hastaliklara neden olan serbest yasayan bir amip tiirii olan
Acanthamoeba tiiridiir. Diger serbest yasayan amip tiirlerine kiyasla gevresel
ortamlarda daha fazla bulunmaktadir. Su, toprak ve havayla yayilmalari oldukga
kolaydir. Bu kaynaklarla temas halinde olan bireylere yerlesip hastalik olusturabilme
kapasiteleri oldukg¢a yiliksektir. Bununla beraber immiin sistemi baskilanmig, organ
transplantasyonu yapilan kisilerde, AIDS hastalarinda ve kanserli bireylerde hastalik

olusturma riski daha fazladir. Yetersiz beslenme ve devamli stres altinda kalan



bireylerde de ayni durum s6z konusudur (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Yiinli
ve ark., 2015).

Son yillarda lens kullananlarin sayisinin artmayla beraber Acanthamoeba keratiti’ne
(AK) karsi yeni ilag arayislar1 da hiz kazanmaktadir. Bitkisel kaynaklardan
icerdikleri anti-mikrobiyal etken maddelerinden dolay1 ilag hammaddesi olarak

yararlanilmaktadir.

Acanthamoebasis’e karst kullanilan ilaglarin  ¢ogunun toksik etkileri vardir.
Mikroorganizmalar ilaglara karsi direng te gelistirebilmektedir. Bu nedenle daha
etkili, yeni ve giivenilir ilaglarin iretilmesi i¢in farkli dogal kaynaklara ihtiyag
duyulmaktadir. Yeni ve daha aktif bilesenlerin bulunmasi icin en etkili yol dogal

bitkiler hakkinda daha fazla bilgi edinmektir.

Artemisinin, kinin ve likokalkon A gibi bitki tiirevi olan iirlinlerden ve Streptomyces
gibi mikroorganizmalardan izole edilen, amfoterisin B ve ivermektin gibi bilesenler
Oonemli antiparazitiklerdir. Molekiiler yapida olan bir¢ok dogal iiriin laboratuvar
ortaminda antiparazitik etki gostermis ve bu konuda ihtiya¢ duyulan yeni

antiparazitiklerin gelisimleri i¢in Onciiliik etmistir (Tepe ve ark., 2011).

Ulastigimiz kaynak bilgilerine gore, B. oleracea var. viridis L. ve S. exselsa L. yaprak
Oziitlerinin amoebisidal aktivitesi daha Once c¢alisilmamistir. Bu durum dikkate
alindiginda, ¢alismanin amacini bu iki bitkinin Acanthamoeba trofozoitleri tizerinde
in-vitro amoebisidal aktivitesinin arastirilmasi olusturmustur. Calismadan elde
edilecek yaygin etkiler; calisma sonucunda elde edilecek verilerin, iilkemizin bitkisel
kaynak  kullanimina o6nemli olclide katkida bulunmasi  beklenmektedir.
Antimikrobiyal ve amoebisidal etkileri klinik olarak kanitlanmis cgesitli ilaglarin
(metronidazol, streptomycin, sefalosporin grubu antibiyotikler vb.) uzun siireli
kullanilmalar1 sonucunda ortaya ¢ikan yan etkiler, bilimsel ve toplumsal bir sorun
haline gelmistir. Elde edilen verilerle bu sorunlar1 ortadan kaldirabilecek alternatif
¢Oziim yollar1 aranacaktir. Aymi zamanda Ozellikle paraziter enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilabilecek fitokimyasallarin diisiikk dozlar1 belirlenerek farmasotik

endiistri alan1 i¢in 6nemli kazanimlar elde edilecegi diistiniillmektedir.



1.1 Cahismada Kullanilacak Bitkiler Hakkinda Genel Bilgi
1.1.1 Brassica oleracea var. viridis L.

B. oleracea var. viridis L. turpgiller familyas: igerisinde yer alir. Yabani lahana
olarak bilinen kara lahana yaklasik olarak 50-60 cm kadar boylanabilen, kazik kokli,
acik sar1 ¢icekleri bulunan, sert sapli ve genis yaprakli bir bitkidir. Dogu Karadeniz
Bolgesi’nde (Ordu, Giresun, Trabzon, Rize, Artvin) halkin temel besin kaynagidir.
Her mevsim tiiketilen bu sebzenin adi eski Yunanca’da ‘yenilebilen sebze’
anlamindadir. klim istekleri bakimindan segici olmayan B. oleracea var. viridis L.
kislik sebze igerisinde yer alan, 1liman bolgelerde genis bir yayilma alanina sahip
olan bir bitkidir. Yagistan zarar gormezler, hava nemi yiiksek deniz ve gol
kenarlarinda daha iyi gelisirler. Su tutma kapasitesi yiiksek drenaji iyi olan ve pH: 6-
6.5 arasinda olan topraklar1 daha ¢ok severler. Cigeklenmeleri i¢in 10 °C derece
altinda sicakliga gereksinim duyarlar (Anonim 2017a). B. oleracea var. viridis L.
goriintiisti Sekil 1.1° de, Tiirkiye’deki yayilis alani Sekil 1.2°de ve sistematigi
hakkindaki genel bilgiler Cizelge 1.1°de gosterilmektedir.

Sekil 1.1 B. oleracea var. viridis L. goriintiisti (Anonim, 2017b).



Sekil 1.2 B. oleraceavar. viridis L. nin Tirkiye’deki yayilis alani
(Anonim, 2017c)

Cizelge 1.1 B. oleracea var. viridis L. nin sistematigi (Anonim, 2017d)

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida
Takim: Brassicales

Aile: Brassicaceae

Cins: Brassica

Tiir: B. oleracea var. viridis L.

1. 1. 2 Smilax excelsa L.

S. excelsa. dikenucugiller familyasinda bulunan ve melocan, silcan ve diken ucu
olarak bilinen, yaklasik 20 m ye kadar boylanabilen, tirmanici, dikenli, ¢ok yillik bir
tiirdiir. Ulkemizde Diizce, Istanbul, Zonguldak, Antalya, Artvin, Aydmn, Hatay,
Mugla, Samsun, Sinop, Tekirdag, Trabzon’da yaygin olarak bulunur. Diinya
lizerinde ise Bulgaristan ve Yunanistan’da bulunmaktadir (Anonim, 2017b). S.

excelsa hakkinda genel bilgiler Cizelge 1. 2.’de verilmistir.

Cizelge 1.2 S. excelsa hakkinda genel bilgiler (Anonim, 2017b).

Yasami Cok yillik

Yapisal durum Otsu

Ilk ciceklenme av Mayvis

Son ciceklenme zamant Haziran

Yasama Bolgesi Ormanlar, calilar, makiler
Yikseklik 0—-760m

Endemik Endemik degil

Tirkive bulunurluk Karadeniz, Giiney Dogu Anadolu
Genel dagilimi Bulgaristan. Yunanistan




Kisin bitmesiyle beraber ilkbahar aylarinda bitki ilk siirglinleri vermeye baslar.
Biiyliyen yeni siirgiinler sebze olarak tiiketilmektedir. Bitki yapragiin genel sekli
dikensiz, yiireksi, yuvarlak olmakla berber bazen yaprak kenarlar1 dikenli olabilir.
Semsiye bi¢iminde olan yapraklari, mayis ayinda yesil ve sar1 tonlarinda agar ve
ciceklilik zamani1 yaklasik bir aydir. Meyve biiyiikliigli bezelye tanesi iriliginde,
tohumlar1 kapali tohum 6zelligi gosteren ve olgunlasma siiresinde siyah ya da koyu
kirmizi renkte yapraklar1 bulunmaktadir (Anonim 2017¢). ilkbaharin gelmesiyle daha
¢cok yol kenarlarinda, orman kenarlar1 ve ¢aliliklarda yetisebilen bitki tiirtidiir
(Anonim, 2017f). S. excelsa’nin Tiirkiye'nin Karadeniz Bolgesi’nde, giinliik diyette
yaygin olarak kullanildig1 bilinmektedir. S. excelsa yapraklarinin su, infiizyon, etanol
ve etil asetat ekstraktlarimin antioksidan aktivitelerini degerlendirmek ig¢in farkl
antioksidan testleri yapilmistir. Yapilan testlerin sonuglar1 dogal ve sentetik
antioksidanlarla karsilagtirilmistir ve bitkinin yapraklarinin 6nemli bir dogal
antioksidan kaynagi oldugu belirlenmistir (Ozsoy ve ark., 2008). S. excelsa’nin
sistematigi Cizelge 1.3’te, goriintiisii Sekil 1.3’te, Tirkiye’deki yayilis alan1 Sekil

1.4°te verilmistir.

Cizelge 1.3 S. excelsa nin sistematigi (Anonim, 2017D).

Alem : Plantae

Sube : Magnoliophyta
Smif : Eudicots
Takim : Liliales

Aile : Dikenucugiller
Cins : Smilax

Tiur : Smilax excelsa L.

Sekil 1.3 S. excelsa’nin goriintiisii (Anonim, 2017g).



Sekil 1.4 S. excelsa bitkisinin Tiirkiye’ki yayilig alan1 (Anonim, 2017Db)

1.2 Mikroorganizmalar
1.2.1 A. castellani Hakkinda Genel Bilgiler

Castellani tarafindan, Cryptococcus pararoseus kiiltiirlerinde Acanthamoeba cinsi
amipler ilk defa 1930 yilinda bulunarak tanimlanmistir. Siniflandirilmasi ise ilk
olarak Volkonsky tarafindan 1931 yilinda yapilmistir (John, 1998; Aydin, 2008)

Acanthamoeba cinsinin en son siniflandirmasi Cizelgel.4’te verilmistir.

Cizelge 1.4 A. castellani sistematigi (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003).

Alem :  Protista

Sube : Rhizopoda

Smif : Lobosea

Altsinif . Gymnamoebia

Takim :  Centramoebia

Smif : Acanthamoebidae

Cins . Acanthamoeba

Tir . Acanthamoeba castellani

1.2.1.1 Acanthamoebae spp. Yasam Alanlari

Serbest yasayan Amip’lerden (SYA) olan Acanthamoebae, tatli sular, deniz suyu,
toprak ve havadan izole edilebilir. Musluk suyu, maden suyu, laboratuvarlarda
damitilmig sular, bu suyla temizlenmis malzemeler, klorlu ylizme havuzlari,

kanalizasyon ve kontakt lens sivilar1 yasam alanlaridir (Ertabaklar ve ark., 2006).

Dogada yaygin olarak topraktan, tozlardan, havadan, kaplica sularindan, deniz
suyundan, yiizme havuzlarindan, lagim sularindan, ¢amurdan, ¢esme sularindan, dis

tedavi initelerinden, diyaliz iinitelerinden, bakteri, maya ve hiicre kiiltiirlerinden,
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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).

Acanthamoebae klima sistemlerinde, duslarda ve diyaliz makinelerinde de bulunur.
Amiplerin trofozoit ve Kkistleri okyanus tortularinda, burun-bogaz mukozal
stiriintiilerinde de bulunmustur (Derda ve ark. 2015). Acanthamoeba tiirlerinin yasam

alanlar1 Sekil 1.5’te gosterilmistir.
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Sekil 1.5 Acanthamoeba spp.’nin yasam alanlar1 (Kaynak, 2017 )

A. castellani, besinlerini, yasadiklar1 alanlarda bulunan bakteri, alg ve mantarlardan
saglamaktadirlar. Partikiil halinde bulunan besinleri fagositoz ile alirlar. Stvi ortamda

erimis halde bulunan besinleri ise pinositoz ile alarak beslenebilirler (Aydin, 2008).

Acanthamoeba tiirlerinin organelleri, karakteristik bir 6karyot 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, biiyiik ve merkezi bir
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cekirdekcige sahiptir. Ureme, eseysiz olarak, mitoz boliinme seklindedir (Saygi,

2002; Aydin, 2008).
1.2.1.2 Acanthamoeba’nin Hayat Devri

Yasam dongiisii olarak Acanthomoeba, iki forma sahiptir. Birinci form olan trofozoit
formu c¢ogalan, biiyiiyebilen, haraket edebilen ayni zamanda beslenebilen bir
formdur. Ikinci form olan kist formu ise olumsuz dis etkenlere kars1 dayanikli olan
formdur. Canlilig: tehlikeye girdiginde trofozoit formdan kist formuna rahatga gegis
saglayabilmektedir. Acanthamoeba trofozoit formunun boyutlar1 25-56 pm’dir. Agir
hareket etmelerini saglayan lopopod ve akantapod olarak adlandirilan sahte dikenli

ayaklar1 bulunmaktadir ( Polat ve ark., 2007a).

Acanthamoeba trofozoitin sitoplazmalar1 endoplazma ve ekdoplazma olmak tizere iki
boliime ayrilir; ektoplazma kismi yumurtanin beyaz akiskan kismi kivaminda, seffaf
gorinimliidiir. Haraket kabiliyetini ve dig etkenlere karsi kendini savunmasinda
onemli rol oynamaktadir. Endoplazma yapi olarak graniiler bir durumdadir.
Beslenme faaliyeti, kontraktil vakuolleri bulundurmasiyla beraber c¢ekirdek gibi
canhnin tiim hayati organellerinin i¢inde barindirdigi kisimdir. Vezikiiler yapida olan
cekirdek kismi canli icinde bir ya da daha ¢ok bulunabilir. Uremeleri, mitoz ya da
promitozla ortadan ikiye boliinerek gergeklesir (Saygi ve Polat, 2003). Kivrimli ve
diizgiin sekilde bulunan endoplazmik retikulum (ER), serbest ribozomlar,
mitokondrium, mikrotubuller, besin vakuolleri, ve golgi kompleksi gibi hiicre igi
organellere sahiptir. Trofozoit yapisindaki sitoplazmik yapi, ti¢ katmanli bir plazma
membrani ile sarilidir. Sitoplazma kisminda hiicre i¢i su giris ¢ikislarin1 kontrol eden
kontraktil kofullar ( wvurgan koful) mevcuttur. Tek ¢ekirdegi bulunan
Acanthamoeba 'da, biiyiik ve merkezi bir gekirdekcik mevcuttur. Genel olarak tek
cekirdekli olmasma ragmen, sivi ortamlarda bulunan trofozoitler cok cekirdekli

olabilir (Saygi, 2002).

Tek ¢ekirdekli ve yuvarlak goriiniime sahip olan kistlerin, geperleri endokist ve
ektokist olarak adlandirilan iki kisimdan olusmaktadir. Hafif kivrik olan dis tabaka
ile polihedral goriiniimiinde i¢ tabakasi bulunmaktadir. Kistlerin boyutu 13-20 pm
arasinda degismektedir. Dezenfektanlara, klora, antibiyotiklere karst direncli olan bu

kistler diisiik sicakliklarda (0-2 °C) canli kalirlar. Gerekli ¢evre kosullar1 olustugunda
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kistlerden trofozoit formuna gegebilirler. Acanthamoeba tiirlerinin kist morfolojisi,
agar plaklar iizerinden bile kolayca goriiliip ayirt edilebilir (John, 1998; Polat ve
ark., 2007a; Aydin, 2008). Hava araciligiyla tasinan kistler, Acanthamoeba tiirlerinin
cevreye yayllmasma ve bunlarin uygun konaklara ulagsmasinda rol alirlar. Uygun
kosullar buldugunda kistler c¢ok wuzun siireler patojenitesini koruyarak canli
kalabilmektedir (Madencioglu, 2014). Acanthamoeba tiirlerinin hayat formlar1 Sekil

1.6°da gosterilmistir.
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Sekil 1.6 Acanthamoeba tiirlerinin hayat formlari 1: Trofozoit 2) Kist Form
3:Eseysiz 4:Eseyli (Anonim, 20181)
1.2.1.3 Acanthamoeba’nin Morfolojik Ozellikleri

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

tiirleri, morfolojik olarak kist biiyiikliigii ve bi¢imine gore 3 siniftan olusur:

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

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

goriinimdeyken endokist poligonal, yildiz, iggen veya oval bigiminde goriiliir.

Grup HI kistleri: Grup II kistlerine gore daha az olup, duvarlari iyi ayrilmamistir.

Temel insan patojenleri Grup Il'ye ait olmakla birlikte, Grup IllI'ten Acanthamoeba
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culbertsoni de taninmig bir patojendir (lllingworth ve Cook, 1998; John, 1998;
Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Aydin, 2008).

Cizelge 1.5 Acanthamoeba spp.’nin morfolojik olarak gruplandirilmasi (Illingworth
ve Cook, 1998; Ergiiden, 2015).

Grup | Grup 11 Grup I
A.astronyxis A.castellanii A. lenticulata
A. commandoni A.polyphaga A. culbersoni
A.echinulata A. tubiashi A. healyi
A. pearcei A. griffini A. jacobsi
A. tubiashi A. rhysodes A.palestinensis
A. divionensis
A. hatchetti

Kist ve trofozoitlerin morfolojik boyutlar1 tiirler arasinda farklilik gdstermektedir.
Hem trofozoit hem de kist formu biiyiik, yogun, merkezi bir ¢ekirdek¢ige sahip ve
tek bir ¢ekirdek ile karakterizedir. Trofozoit form olumsuz ¢evre sartlarinda hiicre
farklilasmasiyla ¢ift duvarli kist formuna doniismektedir. (Marciano-Cabral ve
Cabral, 2003; Khan, 2006; Madencioglu, 2014).

1.2.1.4. Acanthamoeba Tiirlerinin Sebep Oldugu Hastaliklar

Acanthamoeba tiirleri baska tiirlere kiyasla her tiirlii ortamda fazlaca bulunmaktadir.
Su ve toprakla iligkisi bulunan insanlarda SY A’nin viicuda yerlesmesi, ayn1 zamanda
hastalik yapma durumu oldukga yiiksektir. Bagisiklik sistemi zayiflamig hastalarda,
kanser hastalarinda, AIDS hastas1 ya da organ nakli yapilan kisilerde ¢ok kolay
hastalik olusturabilirler. Ayrica immiin sistemi baskilayici ilaclar, dengesiz ve
yetersiz beslenme yliksek strese maruz kalan insanlarda hastalik olusturma olasilig

yiiksektir (Yinli ve ark., 2015).

Simdiye kadar belirlenmis Acanthamoeba spp.’nin 18 alt tiirii bulunmaktadir. Ayni
zamanda bir ¢ok viral bakteri kaynakli hastaligin da bulagmasinda etkili oldugundan
klinik a¢idan da oldukga 6nemli bir konumdadir (Barker ve Brown, 1994; Marciano
ve Cabral, 2003; Horn ve Wagner, 2004; Ertabaklar ve ark., 2007).
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Cizelge 1.6 Acanthamoeba tiirlerileri ve sebep oldugu hastaliklar (Siddiqui ve Khan,
2012; Kaynak, 2017).

Acanthamoeba Genotipleri Neden Oldugu Hastahk
T1 GAE
T 2a AK

GAE
T2b Heniiz iligkisi bulunmamaistir
T3 AK
T4 AK

GAE
T5 AK

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

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

Acantamoeba tiirlerinden birkaginin (A. culbertsoni, A. castellanii, A. polyphaga, A.
astronyxis, A. healyi ve A. divionensis) GAE’ye sebep oldugu bilinmektedir.
Ozellikle HIV/AIDS’li hastalarda veya kronik hastalign olan kisilerde, diyabet
hastalarinda, organ transplantasyonu yapilanlarda saptanmistir. Kan-beyin
bariyerlerinin invazyonu (istilas1), bag doku ve noral zarar beyin foksiyonlarmin
bozulmasina sebep olmaktadir. Amip alt solunum yollarindan girerek, endovaskiiler

alani istila edip buradan kan dolagimi ile yayilmaktadir. Acanthamoeba'nin 18S
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rRNA genine odaklanarak belirlenen T1-T12 genotiplerinden AK’ye yol acan
suslarin cogunun T4 genotipinde oldugu bildirilmistir (Khan, 2006).

Acanthamoeba; kontakt lens takanlarda goriilebilen Acanthamoeba Kkeratiti (AK)
yaygin olarak goriilebilmektedir. Konukgularda Acanthamoeba keratiti (AK)’nden
farkl1 olarak enfeksiyonlara, cilt lezyonlarina, pndmoni ve ¢ogu zaman dldiiriicii olan
graniilomatéz amibik ensefalit (GAE) gibi hasataliklara da neden olmaktadir

(Ertabaklar ve ark., 2006).

GAE nadir goriliiyor olmasina ragmen cogunlukla 6liimciil seyretmektedir. 1972
yilinda Jager ve Stamm hastalifi tanimlamislardir. Kronik ve yavas ilerleyen
GAE’ye Acanthamoeba tiirlerinin sebep oldugu bilinmektedir. Merkezi sinir sistemi
(MSS) ve akciger enfeksiyonu ile karakterize bir hastaliktir. Genellikle immiin
sistemi zayiflamis bireylerde goriildiigii ileri siiriilse de saglikli ve giiclii bireylerde
de hastalik gozlemlenmektedir. Hastalik etkeni havadan burun yoluyla viicuda
alinmaktadir. Kan damarlari sayesinde yayilarak beyine ve oradan da MSS’ne ulasir
(Madencioglu, 2014; Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Siddiqui ve Khan, 2012;
Khan, 2006).

Acanthamoeba keratiti (AK), sistemik bir hastalik olusturmayan lokal bir goz
enfeksiyonudur. ilk olarak 1974 yilinda Ingiltere de Nagington hastalig: bildirmistir.
Lens kullanimlarinda goriilen artis ve sagliksiz kullanimi ve su kaynakl salginlarin
fazla olmasindan dolayr 1980’lerden sonra goriilme sikliginda artis olmustur
(Ertabaklar ve ark.,, 2009; Madecioglu, 2014). GAE gibi bagisiklik sistemi zayif
bireylerde goriildiigli distiniilse de saglikli bireylerde de goriilme orani yiiksektir.
Ayrica hastalik sonras1 bagisiklik kazanma gibi bir durum da s6z konusu degildir

(Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Madencioglu, 2014).

AK'nin semptomlar1 ise sirasiyla; siddetli goz agrisi, fotofobi, mavi-kirmizi
gormedir. Pndmonide ise amoebae, akcigerlerde, trofozoitler ve kistler igeren ser6z
stvinin eslik ettigi ¢cok sayida inflamasyon odagina neden olur. Tiim enfeksiyonlar

tipik olarak kronik seyreder (Malatyal1 ve ark., 2011a).

AK rahatsizligi zamaninda dogru tedavi uygulanmaz ise ileri derecede kornea

zararlari, gérme yetisi kayb1 ayn1 zamanda ge¢ kalinmas1 durumunda g6ziin tamamen
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kor olmasinin yaninda yerinden ¢ikartilmasi da sdz konusu olmaktadir (Yiinlii ve

ark., 2015).

Genel olarak AK teshisine Herpes simplex ya da fungal tiirevli keratit seklinde yanlis
birgok tan1 konulabilmektedir. Ingiltere ve ABD’de ilk defa AK hastaliginin varlig
tanimlanmistir. Bu hastaligin sancili belirtileri oldugu ve giderek goérme kaybini
yasatan korneal zeminli bir rahatsizlik meydana getirdigi gozlenmistir. Bunun
yaninda farkli Acanthamoeba tiirleri de Acanthamoeba hatchetti, A. quina, A.
castellanii, A. polyphaga, A. culbertsoni, A. lugdunensis, A. griffini ve A. rhysodes
AK hastaligina neden oldugu raporlara ge¢mistir. AK hastalig1 sayisindaki diger bir
artis nedeni ise kontakt lenslerin yanlis kullanimi ve lens soliisyonlarinin hijyenik

olmamasindan kaynakli olabilmektedir (Yiinlii ve ark., 2015).

Insan viicuduna yerlesen Acanthamoeba tiirlerinin bazilar1 Kutanéz akantamoebizise
neden olup, AIDS viriisii barindiran insanlarda mevcut enfeksiyonun bir¢ok organa
yayllmasina ayni zamanda otit, siniis lezyonlari, kronik siniis, kutanéz lezyonlari
gibi rahatsizliklarin da ortaya ¢ikmasina neden olduklar1 bilinmektedir ( Polat ve

ark., 2007b).

Staphylococcus sp. ve Proteus sp. gibi mikroorganizmalari iglerinde tasiyan bazi
amip tiirleri bu hastalik etmenlerinin insanlara bulagsmasinda rol oynarlar. Legionella
tiirleri ile serbest yasayan amipler dogal ya da yapay su ortamlarinda birlikte
bulunurlar. Legionella’larin bulundugu yerlerden Naegleria, Hartmannella ve

Acanthamoeba tiirlerini ayristirmak miimkiindiir (Yiinli ve ark., 2015).
1.2.1.5 Bulasma Yollar

1. Hastalikli bireylerle ayn1 ortamlarda bulunan saglikli bireyler arasindaki iletigim,
cinsel iligkide bulunan insanlar, okul Oncesi egitim alan c¢ocuklar, saglik
personelleri, tarrm ve hayvancilik sektoriiyle ilgilenenler (Ozcel, 2007; Ozcel ve
ark., 2007).

2. Giinliik hayatta temas halinde bulundugumuz tiim su kaynaklarmin ookistler ile
kirlenmis olmasi

3. Sagliga ve hijyene dnem verilmeden hazirlanan ve ¢ig tiiketilen besinler (baz1 et
ve siit tiriinler1)

4. Bagisiklik sistemi zayif olan kisiler ve AIDS’1i bireyler
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5. Hastalik etkeni bulasmis olan canlilar (kus ve eklembacaklilar vb.) tasiyict konak
olabilmektedir (Ozcel, 2007).
SYA’lar giinliikk hayatta bire bir temas halinde oldugumuz bir¢ok ortamda (toprak,
hava, havuz, igme suyu ve kontak lensler vb.) bulunmakta ve bu noktalardan
izolasyonu gerceklestirilmektedir. Temiz ve mikrobiyal yonden hijyenik olmadigi
bilinen surlarin kullanilmasi AK gibi hastaliklar agisindan Kesinlikle tehlike
olusturmaktadir. Bu tarz sularda muhafaza edilen lenslerde mantarlarin iiremesi
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. Yumusak kontakt
lenslerin kullanilmast AK olugmasi i¢in uygun zemini hazirlamaktadir. Arastirma
sonuglarina gore AK vakalarinin % 64 ile % 93 arasinda yumusak kontakt lens
kullanimindan kaynaklandigi belirlenmistir (Jonathan ve ark., 2014; Page ve
Mathers, 2013).

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
Acanthamoeba spp. ile kontamine olmus sularin herhangi bir sebepten &tiirii (yiizii
yikama, ylizme) direkt kornea dokusu ile temas: halinde de AK olusumu
gerceklesmektedir (Saygi ve Polat, 2003; Kobayashi ve ark., 2015). Tiim bu bulagsma
yollarinin yani sira AK’nin insandan insana bulagsmis olmasiyla ilgili bir rapor heniiz

kaydedilmemistir (Ergiiden, 2015).
1.2.1.6 Acanthamoeba spp.’nin Epidemiyolojisi

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 (Carnt, 2016; Gokpinar,
2010). Epidemiyolojik olarak bakildiginda AK’nin su kdkenli bir ge¢cmisi ve ya lens

kullanimindan kaynaklandig bilinmektedir (Omana-molina ve ark., 2014). Literatiire
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bakildig1 zaman AK olgularinin ¢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 ¢alismalarda saglikli bireylerin yutaklarindan alinan

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

1970’lerde AK hakkinda ilk vaka gergeklesmistir. 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 ciftciyi enfekte ettigi belirlenmistir (Yang ve ark., 2001). Belirlenen bu
vakalarin ge¢misine bakildiginda kontakt lens kullaniminin olmadigi gériilmiistiir.
AK vaka sayisinin 2004’te diinya geneline bakildiginda ii¢ bine yaklastig

goriilmustiir (Schuster ve Visvesvara, 2004).

Kontak lens kullaniminin 1980 de artmasiyla AK’li hasta sayisinda da artis olmustur.
1973 ile 1988 yillarinda, ABD Hastalik Kontrol ve Koruma Merkezleri’nin (CDC)
sunmus oldugu veriler sonucunda tehdit unsuru olarak kontakt lens kullanict yasi,
lensin 12 saatten fazla gdzde kalmasi, lens ile birlikte ylizme gibi faktorlerin lizerinde

durmuslardir (Carnt, 2016).

AK vakasi iilkemizde ilk defa 1996’da Elazig’da ortaya cikmustir. Ikinci vaka
1999°da Izmir de olmustur (Akyol ve ark., 1996). Diinya genelinde yapilan
caligmalar sonucu ortaya konulan raporlara gore lens kullanicilarinin bir milyon da
17 — 70 dolaylarinda goriildiigii bildirilmistir (Omana-Molina ve ark., 2014). Ayni
vakanin Ingiltere’de goriilme oran1 85 milyonda bir olarak kaydedilmistir. Bu iki
karsilastirma arasindaki farkin sebebi sudaki kire¢ orani olarak gdsterilmistir. Kireg
kalintisinin fazla oldugu tesisat bolgelerinde Acanthamoeba spp.’nin bol miktarda
oldugu belirtilmistir. Ingiltere ve Amerika’da merkezleri bulunan goz hastanelerinde
yapilan kayitlar sonucunda AK hastalarin sayisinda artma gozlemlenmistir (Chawla

ve ark., 2014).
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1.2.1.7 Tam

Gozde meydana gelen AK hastaligi Herpex simplex, Pseudomonas aeruginosa ve
fungal keratit gibi hastaliklarla benzediginden dolayr klinik olarak tanisin1 yapmak
giictiir. Bu benzerlikten dolay1 tan1 kisminda yanlisliklar meydana gelebilmektedir.
Hastaligin tanisinin yanlis yapilmasi tedavi i¢in uygulanmasi gereken yontemi 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 i¢in hastalikli bolgeden (kornea) siiriintli 6rnegi
almak yeterli olmamaktadir. Bunun yerine Acanthamoeba’nin trofozit veya kistlerini
belirleyebilmek icin biyopsi ya da korneal kazinti 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 oldukca
onemlidir. Etken vektorii (Acantamoeba) olan amipin iiremesi i¢in birden
fazla besiyeri vardir. Tanist esnasinda en sik tercih edilen besiyeri Eschericha
coli ilave edilmis besin degeri olmayan agardir. Hazirlanan bu besiyeri igin
uygun olan materyal de korneal kazintidir (Abduz ve ark., 2012). Yapilan bu
islemlere ragmen tanida karigiklik olabilir. Bunun sebebi de hastadan kornea
kazintis1 alimirken veya alindiktan sonra materyalin {izerine mantar veya
bakteri bulagmis olma ihtimalidir. Tam icin kiiltiire alma islemi yapildiktan
sonra da sonu¢ negatifse yani lireme gozlenmemisse korneal biyopsiden
kiiltiir hazirlanmalidir. Ayn1 zamanda da lens kaplarinin ve lens temizleme
sularindan da oOrnekler almarak kiiltiire alinmalidir. Tim bu yapilan tam
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 iginde dorde ayrilmaktadir.

e Antikor testi: Antikor testinin diger bir adi1 Indirekt
Immunofloresan’dir. Bu yontem sayesinde hastalikli bireyden alinan
orneklerde amipin varligr tespit edilebilir. Varligi tespit edilen
antikorlar indirekt immunfloresan yontemi ile belirlenebilir (Ergiliden,
2015).

19



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
yapilmig olur. Boyama isleminde Acanthamoeba Kistleri turuncu ve
sarimsl1 bir renge boyanmaktadir (Magnet, 2014).

e Calcoflour Beyazi: Normalde mantarlar1 siniflandirmada 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 Ornek lama yayilir, 3- 4
dakika metil alkol ile tespit edilir. Ardindan iizerine % 1’lik
Calcoflour beyazi ve yine % 1°lik Evans Blue bir iki damla
damlatilarak bes dakika bekletilir. Bekleme isleminden sonra boyanin
fazlas1 uzaklagtirilarak lamelle kapatilip mikroskopta incelenir.
Boyama sonucunda Acanthamoeba kist duvarlar1 parlak elma yesiline
boyanir ve trofozoitler ise kahverengi kirmizi arasi bir goriiniimde
boyanirlar (Jhon, 2005; El-Sayed ve ark., 2012).

e Pamuk Mavisi: Laktofenol olarak da bilinen bu teknik olduk¢a hizli
sonu¢ vermektedir. Kazint1 6rnegi lama yayilarak iizerine bir damla
pamuk mavisi damlatilir ve lamel kapatilarak 151k mikroskobu ile
gozlemlenir. Amipin kist duvar1 agiga ¢ikar ve diger alanlara gore
daha koyu maviye boyanir (Chu ve ark., 1998).

3) Konfokal Tani: Bu yontem son zamanlarda gelismekte olan bir tekniktir.
Konfokal kornea mikroskopi, korneanin distan ice dogru taranmasina imkan
vermektedir.  Binokiiler mikroskopla gorillemeyen yapilarin konfokal
mikroskoptaki biiyiitme katsayisinin fazla olmasindan dolayr goriilebilme
imkan1 saglar (Mattana ve ark., 2004). Boylelikle amiplerin in vivo olarak
tanimlanmast saglanmis olur. Sitolojik testlerde kornea Ornegine ihtiyag
olmasi, kiiltlir sonucunun zaman almasi ve biiylik boliimiiniin pahalliya mal
olmasindan dolay1 konfokal mikroskopi yontemini avantajli kilmistir. Klinik

olarak heniiz kullanilmamasina ragmen avantajli olmasinin sebebi amipin
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heniiz yerlesmemis yani hastaligin niifuz etmeden de tanisini saglamis
olabilmesidir (Jhon, 2005; Gardiner, 2000; De Almeida ve ark., 2007).

4) 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 06zen
gosterilmesi zorunlu olan kisim Acanthamoeba spp. igin kullanilacak olan
primerin spesifik olmas1 gerektigidir. Ayrica enfekteli bireyde heniiz sadece
4-5 adet gibi az sayilarda amip bulunuyorsa PZR disindaki yontemlerle tani
yapilmasi: olduk¢a zordur. Buna benzer durumlarda gozyasindan alinan
ornege PZR uygulanmasi tavsiye edilir. Sadece taninin yapilabilmesinin yan1
sira tedavinin sonug¢ verip vermedigini de kontrol edilmesi igin de
kullanilabilmektedir (Mazur, 1995; Jhon, 2005).

5) FISH Yontemi: Floresan In Situ Hibridizasyon yontemi olarak bilinmektedir.
Bu yontem ile Acanthamoeba’ya 6zgii isarctlenmis radyoaktif ozellikte
proplar gonderilerek AK’in varligi belirlenir. Spesifik olan bu diziler T4
probudur ve 22 bazdan meydana gelmektedir. Ayrica 18S rDNA dizisinin
komplementeridir. FISH teknigiyle Hartmanell ve Balamuthia gibi hastalik
etkenlerinin tani iglemi yapilamaz (Matsuzaki ve ark., 2014).

6) RFLP Yontemi: Agilimi Restriction Fragment Lenght Polymorphism’dir.
Taninin konulmasi i¢in kullanilsa da genellikle Acanthamoeba’nin hangi
tiiriiniin hastalia sebep oldugunu saptamak i¢in kullanilmaktadir. Alinan
ornege Acanthamoeba’ya ait primerler kullanilarak PZR yontemi uygulanip
varyasyon bolgeleri ¢ogaltilir. Daha sonra restriiksiyon enzimi ile kesilerek
restriiksiyon endoniikleazin tanidig1 bolgelerin niteligi baz alinarak tiiriiniin
hangisi oldugu belirlenir. Mitokondrial 16S rRNA ve 18S rRNA

Acanthamoeba cinsinin varyasyon belgeleridir (Jhon, 2005).
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1.2.1.8 Akanthamoebiasis Tedavisi

Tedavi edilmeyen Acanthamoeba tiirlerinin neden oldugu hastaliklarin ¢ogu serebral
enfeksiyon kaynaklidir. Hastanin 6liimiiyle sonuglanmistir. Okiiler akantamoebiasis
tedavisi ise genellikle uzun zaman alir ve ¢ok etkili degildir. Ila¢ tedavisi, sadece
birka¢ vakada enfeksiyonun g¢ok erken doneminde etkili olmustur ve kullanilan
ilaclarin son derece toksik ve bir¢ok Onemli yan etkilere neden oldugu rapor
edilmistir. Ayn1 zamanda enfeksiyonun ge¢ evresinde ¢ogu ilag etkili degildir (Derda

ve ark., 2015).

Acanthamoeba enfeksiyonlarini kontrol altina almanin zor olmasinin iki temel nedeni
vardir; tanisal laboratuvarlarda amoebik enfeksiyonunu belirleyen belgelerinin
bulunmamasi ve Acanthamoeba trofozoitlerinin ve kistlerinin klasik antiprotozoal
ilaclara kars1 gostermis olduklar1 daha yiiksek direng seviyeleridir. Bu zamana kadar
Acanthamoeba enfeksiyonlarinin tedavisinde neomisin, propamidin izetionat,
dibromopropamidin izetionat, paromomisin ve imidazol bilesikleri gibi etkili ve ¢ok
sayida ilag kullanilmistir. Diisiik dozlarda uygulanan bu ilaglarin korneaya etkisinin
az olmas1 ve verilen ilacin diren¢ mekanizmasi nedeniyle tedavi metodlarinin ¢ogu
basarisizlikla sonuglanmigtir. Bu enfeksiyonlarda, en ¢ok neomisin ve propamidin
kullanilmast trofozoitin ¢ogalmasini inhibe eder ve tedavide c¢ok kullanilmasina
neden olur. Neomisin ve propamidin tedavisinin birlikte kullanilmasi korneal epitel
toksisitesi ortaya ¢ikarabilir. Bunun yaninda kriyoterapi ve antibiyotik tedavisinin
beraber kullanilmasi durumunda ise, iltihap artisina yol agmasina ragmen, kistik

oldiiriici etkiyi artirabilir, ancak bu teyit edilmelidir (Degerli ve ark, 2011b).

Acanthamoeba enfeksiyonlarinda yok etmek zordur. Ciinkii tibbi tedavi kistlere
genellikle trofozoitlerden daha az etkilidir. Kistlerin iki katmanli sert duvari onu anti-
amoebik ilaclara karst oldukca direncgli hale getirir ve kistler baslangictaki basarili
tedaviden sonra bile hayatta kalabilirler. Basarisiz bir tedavi hastaligin niiksetmesine
neden olabilir. Ayrica, ilag direnci ve istenmeyen yan etkilerin ortaya ¢ikma riski
onemli sorunlardandir. Bu nedenle, hastalarin tedavilerine devam etmesini
kolaylagtiran daha aktif ve dinamik terapilerin gelistirilmesi onemlidir. Bu baglamda,
geleneksel tip tarafindan kullanilan bitkilerin arastirilmasi alternatif tedavinin kesfi

icin 6nemli bir strateji olusturmustur (Nagwa ve ark., 2011).
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Gilinimiizde Acanthamoeba enfeksiyonlarinin eradikasyonunda metronidazol ve
emetin en sik kullanilan ilaglardir. Bu ilaglarin genellikle uzun doénem kullanimi
gerekmektedir. Ancak kullanima bagl olarak toksik etkiler ortaya ¢ikabilmekte veya
mikroorganizmalar bu ilaglara karsi direng olusturabilmektedir. Bu nedenle yeni,
etkili ve daha giivenilir ilaglarin gelistirilmesi i¢in yeni kaynaklara ihtiyag
duyulmaktadir. Tibbi bitkilerin bu amagla taranmasi yeni aktif bilesenlerin

bulunmasi i¢in en etkili yoldur (Aydin, 2008).

Basarili  tedavilerde; katyonik  antiseptikler  (poliheksametilen  biguanid,
klorheksidin), zar fonksiyonlarini inhibe eden, aromatik diamidinler (propamidin
izetionat, heksamidin, pentamidin), DNA sentezini inhibe eden aminoglikozidler
(neomisin, paromomisin), protein sentezini inhibe eden imidazoller (klotrimazol,
flukonazol, ketokonazol, mikonazol, itrakonazol), hiicre duvarlarim1i ve polienleri
destabilize eden amfoterisin B gibi ajanlarin kullanildig1 bildirilmistir (Nagwa ve

ark., 2011).
1.2.2 Escherichia coli

E. coli fenotip olarak ug kisimlar1 yuvarlak, diiz 2-6 pm boyunda gomak seklinde bir
bakteri tirtdiir (Bilgihan, 1996). Escherichia tiirii, ¢ok yaygin olarak insan ve
hayvanlarin sindirim sistemlerinde bulunan mikroorganizmalardir. Bulunduklari
canlmin sindirim kanallarinda K vitamini basta olmak {izere birgok vitaminleri
tiretmektedir. E. coli fakiiltatif anaerop bir bakteri tiirii oldugu i¢in bulundugu
ortamdaki oksijeni kullanir ve bdylece sindirim kanalinda oksijensiz bir zemin
olusmasimi saglar. Baz1 E. coli tiirleri patojendir. Enteropatojen olarak adlandirilan
bu tiirler K antijenine sahiptir. Canlida ince bagirsak ylizeyine tutunurlar ve burada
kolonize olurlar. Uretmis olduklar1 enterotoksin maddesi ¢ocuklarda ve bebeklerde
6limle sonuclanan siddetli ishallere neden olmaktadirlar. Ayn1 sekilde yaslilarda,
viicut direnci ve bagisiklilig1 zayif insanlarda genellikle idrar yollar1 enfeksiyonlarina
da sebep olmaktadir (Hasenekoglu ve Yesilyurt, 2007). E. coli’ nin taksonomisi

Cizelge 1.7.’de verilmistir.
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Cizelge 1.7 E. coli’nin taksonomik siniflandirilmasi (Anonim, 2018i)

Alem : Bacteria

Sube : Proteobacteria

Smif : Gamma Proteobacteria
Takim: Enterobacteriales

Aile : Enterobacteriaceae
Cins : Escherichia
Tir : Escherichia coli

Bu ¢alismada, A. castellanii (ATCC 30010) susunun ksenik kiiltiir ortaminda in vitro
¢ogaltilmasi igin E. coli (ATCC 25922) susu kullanilmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Polat ve ark. (2007c) yilinda yaptiklari bir ¢alismada, Tirkiye'den dort Allium
tirtiniin A. castellanii'ye kars1 metanolik ekstraktinin in vitro ortamda etkililigini ve
bunun in vitro korneal hiicreler iizerindeki sitotoksisitesini aragtirmiglardir. Allium
tirlerinin 1.0 - 32.0 mg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda A. castellanii
trofozoitleri ve kistlerin proliferasyonu {izerindeki etkisini in vitro olarak
incelemislerdir. Allium tiirlerinin korneal hiicreler tizerindeki sitotoksisitesinin
belirlenmesi i¢in agar difiizyon testleri uygulamislardir. Test sonuglara gore, Allium
scrodoprosum subsp. rotundum, A. castellanii tizerinde belirgin sekilde amoebisidal
etki gosterirken, diger tiirlerin aktif olamadiklarini belirlemislerdir. A. scrodoprosum
metanolik ekstraktinin Acanthamoeba'ya karsi yeni bir dogal ajan oldugunu tespit
etmislerdir. Bunun yaninda biyolojik etkinligini dogrulamak i¢in in vivo test

sistemleri ile degerlendirilmesi gerektigi kanisina varmislardir.

Rodio ve ark., (2008), yaptiklar1 deneyde, Pterocaulon polystachyum'un (Asteraceae)
bitkinin toprak istiinde kalan kisimlarindan sagladiklari diklorometan,hekzan ve
metanol  ozitlerini  Acantamoeba castellanii'ye in-vitro ¢alismiglardir. A.
castellanii‘ye uygulan P. polystachyum o6ziitleri sirayla 48. ve 72. saatte trofozoitlerin
% 66's1 ve % 70’ini Oldirmiistir. Bu etki ise P. Polystachyum’dan izole edilen

hekzan 6ziitii oldugnden elde edilmistir.

Derda ve ark. (2008) yilinda yaptiklart bir c¢aligmada, Solidago graminifolia,
Solidago virgaurea, Pueraria lobata ve Rubus chamaemorus bitki ozlerinin
amoebisit ya da amoebistatik aktivitelerini incelemislerdir. Kullanilan bitkilerin
cicek, kok ve yaprak gibi kisimlarini kullanmiglardir. Akantamoebiasis ic¢in birlikte
kullanilacak bir tedavi durumunda, bitki 6zlerinin hem harici hem de dahili olarak

kullanilabilecegini belirlemislerdir.

Nakisah ve ark. (2010), Malezya’da, bulunan Kapas, Perhentian, Redang Adalari ve
Terengganu olmak tizere ii¢ ayr1 alandan topladiklar1 bir deniz siingeri olan Aaptos
aaptos'un ham metanol 6zlerini in vitro ortamda A. castellanii {izerinde antiamoebik
potansiyelini incelemek tizere test etmislerdir. Yapilan sitotoksisite ve genotoksisite
arastirmalarindan elde edilen bulgulardan, A. aaptos'un tiim metanol 6zlerinin A.

castellanii 'ye kars1 antiamoebik 6zellige sahip oldugu sonucuna varmiglardir.
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Zahir ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada Giliney Brezilya’nin yerli bir bitkisi olan
Croton pallidulus, C. isabelli ve C. ericoides'in toprak iistii aksamlarindan elde
edilen ugucu yaglar1 A. polyphaga'ya kars1 test etmislerdir. C. ericoides'in esansiyel
yaginin, 0.5 mg/ml konsantrasyonunda trofozoitlerin % 87'sini Oldiiren en aktif
madde oldugunu belirtmislerdir. C. pallidulus'un ugucu yaginin, ayni
konsantrasyonda trofozoitlerin sadece % 29'unu, C. isabelli 'nin ugucu yaginin ise, 10
mg/ml konsantrasyonda trofozoitlerin yalnizca % 4'inii 61diirdiigiinii belirtmislerdir.

En yiiksek amoebisidal etkinligi, C. ericoides'in yaginda oldugunu bildirmislerdir.

Degerli ve ark. (2011b) yaptiklari bir ¢alisma ile Tirkiye florasinda yetisen ve
endemik bir bitki tirii olan Allium sivasicum'un toprak iisti aksamlart ile
rizomlarmin, Entamoeba histolytica {izerinde in vitro amebisit aktivitesini
degerlendirmislerdir. Her iki ekstrakt da trofozoitler iizerinde zamana ve dozaja
bagimli olarak amebisidal etki gdsterdigini ortaya koymuslardir. Cikan bulgulara
gore ckstraktlar arasinda, A. sivasicum'un rizomlarmin, trofozoitler iizerinde en
giiclii amebisidal etkiyi gosterdigini belirtmislerdir.  Sonug¢ olarak, caligmada
kullanilan bitki tlirinin  Entamoeba enfeksiyonlarini tedavi etmede alternatif
olabilecegini ortaya koymuslar ve aktif fitokimyasallarin saptanmasi i¢in nicel olarak

degerlendirilmeye ihtiya¢ oldugu fikrini vurgulamislardir.

Malatyali ve ark. (2011a) yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, Tiirkiye florasinda endemik
tirler olan Peucedanum longibracteolatum, P. chryseum, P. palimbioides ve P.
caucasicum 'un metanol karigimli oziitlerinin in vitro ortamda amoebisidal etkisini
aragtirmigladir. Metanolik ekstraktlar (1.0 ile 32.0 mg/ml) varliginda, deney sirasinda
(72 saat) canl1 A. castellani trofozoitleri ve kistlerinin sayilarini belirlemislerdir. Tiim
ekstraktlarin trofozoitler ve Kkistler iizerinde belli bir zaman ve doza bagimh
amoebisit etki gosterdigini vurgulamislardir. Test edilen ekstraktlar arasinda, P.
longibracteolatum' un trofozoit ve kistler {izerinde en gii¢lii amoebisidal etkiyi
gosterdigini belirtmislerdir. 32 mg/ml konsantrasyonda, 24 ve 72. saatler arasinda
canli trofozoit veya kist saptayamamiglardir. Ayn1 konsantrasyonda kistlerin % 51'i
ekstraktin 72. saatinde canliligin1 kaybetmislerdir. Ayrica beklenildigi iizere, kistlerin

ekstraktlara trofozoitlerden daha direngli olduklar1 gozlenmistir.
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Malatyali ve ark. (2011b) yaptiklar1 bir ¢aligmada, Satureja cuneifolia ve Melissa
officinalis'in  metanolik  ekstraktlarinin  in-vitro  amoebisidal  etkinligini
degerlendirmislerdir. Deney siiresi boyunca metanolik ekstraktlarin yasayan A.
castellanii trofozoitlerinin ve Kistlerinin sayilarinda azalma kaydetmislerdir. Her iki
bitki ekstraktinda da zaman ve doza bagli olarak amoebisid etki gostermistir.
Ekstraktlar arasinda Satureja cuneifolia, trofozoitler ve kistler iizerinde en giiglii
amoebisidal etkiyi gosterirken, Melissa officinalis ise orta dereceli amoebisidal etki

gosterdigini ortaya koymuslardir.

Tepe ve ark., (2011), Teucrium chamaedrys ve T. polium un metanol Oziitlerinin
amoebisidal etkilerini gozlemlemislerdir. Metanol ekstratlarmin (1.0 - 32.0 mg/ml
yogunlugunda) , A. castellanii trofozoitleri ve Kkistlerinin canliliginin zamanla
orantili olarak azalttigin1 kaydetmislerdir. Bu iki bitki oziitinde de Kistler ve
trofozoitler zaman ve yogunluga gore oOldiiriicii etki tespit edilmistir. Kullanilan

Oziitlerin i¢inde 7. chamaedrys ’in, en fazla oldiiriicii etki gosterdigi anlagilmistir

Degerli ve ark. (2011a) yilinda yaptiklart bir ¢alismada, in vitro bir ortamda
Pastinaca armenea ve Inula oculus-christi ozitlerinin (1.0 ila 32.0 mg/ml
araliginda), amoebisidal etkinliklerini degerlendirmislerdir. Yapilan ¢alismalar
sirasinda canli A. castellanii trofozoit ve kist sayilarmin giderek azaldigi tespit
edilmistir. Her iki ekstraktin da trofozoitler ve kistler iizerinde zamana ve doza
bagimli amoebisit etki gosterdigini gozlemlemislerdir. Test edilen ekstraktlar
arasinda Inula oculus-christi nin trofozoitler ve kistler izerinde en gii¢lii amoebisidal

etkiyi gosterdigini vurgulamislardir.

Nagwa ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada, Pancratium maritimum L. (deniz
daffodil), Curcuma longa L. (zerdegal) ve Arachis hypogaea L. (yer fistig1) etanol
ozitlerinin A. castellanii kistleri {izerinde in-vitro amoebisidal etkinligini test
etmislerdir. Cikan sonuglara gore, A. hypogaea, C. longa ve P. maritimum‘un etanol
ekstraktlarinin ilag kontrolii klorheksidin ile karsilastirildiginda Acanthamoeba
Kistlerine tiim ekstraktlarin, Klorheksidin'den daha fazla etkili oldugunu bulmuslardir
ve bu bitkilerin Acanthamoeba enfeksiyonlarina kars1 uygulanabilecek yeni bir dogal

ajan olarak diisiiniilebilecegi fikrini gostermisglerdir.
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Jiménez-Arellanes ve ark. (2012) yaptiklart g¢alismada, Aristolochia elegans
rizomlarmin hekzan ekstraktinin antimikobakteriyel aktivitesini analiz etmislerdir.
Ayrica aym Oziitliin antiprotozoal aktivitelerini de degerlendirmislerdir. A. elegans
tirtindeki iki bilesigin (fargesin ve kiibebin), antimikrobakteriyel aktiviteye sahip
oldugu ve hekzan 6ziitiindeki eupomatenoid-1 bilesiginin ise Entamoeba histolytica
ve Giardia lamblia’ya kars1 6nemli antiprotozoal aktiviteye sahip oldugunu da ortaya

koymuslardir.

Tepe ve ark., (2011) yaptiklar1 ¢alismada, Teucrium polium ve T. chamaedrys'in
metanolik ekstraktlarinin in vitro amoebisidal etkinliklerini degerlendirmiglerdir.
Metanolik ekstraktlarin (1.0 ile 32.0 mg / ml) A. castellani trofozoitleri ve Kistlerinin
sayisinda deney islemi sirasinda etkili oldugu tespit edilmistir. Her iki Oziitiin de
trofozoitler ve Kistler {izerinde zamana ve doza baglh olarak amoebisit etki
gosterdigini bildirilmistir. T. chamaedrys trofozoitler iizerinde en giiglii amoebisidal
etkiyi gostermistir. T. polium ise 32 mg/ml konsantrasyonunda 48 saat i¢inde canli

trofozoit kalmayacak sekilde etkili olmusgtur.

Badria ve ark., (2014) yaptiklar1 ¢aligmada, A. castellanii kistlerine kars
Helianthemum lippii L. (glines giilleri) etil asetat ve metanol Oziitlerinin in vitro
ortamda etki mekanizmalarin1 ve amoebisidal potansiyelini incelemislerdir. Yapilan
calisma sonucunda, iki Oziitin de A. castellanii kistleri tizerindeki amoebisidal
etkilerinin klorheksidin ile karsilastirilabilir sonuglar vermesi, bu iki 6ziitiin gii¢lii
etkilerinin oldugunu gostermistir. Ayni zamanda, etil asetat Oziitlerinin metanol

oOziitlerine oranla daha etkili oldugu da belirlenmistir.

Hafiz ve ark., (2016), A. castellanii kistleri iizerinde Peganum harmala bitkisinin
metanol tohum oziitiinii amoebisidal etkisini denemislerdir. Calisma P. harmala
bitkisinin A. castellanii {izerinde yiiksek derece Oldiriicii etkisi oldugu

gozlemlenmistir.

Derda ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, alkol, kloroform ve su ekstraktlarinin
Artemisia annua L. bitkisinin, genel tedavi, lokal tedavi veya akantamoebiasis
tedavisinde antibiyotiklerle birlikte uygulanabilecegini belirtmislerdir. Tedavi amagh
uygulanan bu bitki 6zlerinin yalnizca in vitro degil, in vivo etkilerinin de oldugunu

vurgulamiglardir. Amoebae ile enfekte edilmis deney hayvanlar iistiinde yapilan
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aragtirmalarinda da bu o6ziitlerin hayvanlarda yasam siirelerini 6nemli Olglide

uzattigini géstermislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Bitki Oziitlerinin A. castellani Trofozitleri Uzerindeki Amoebisidal Etkisini

Gostren Yontemlerin Akis Semasi

| oot |
N

Bitki oziitleri
|
Anti-amoebik aktivite 1
\ 4
%
A. castellanii trofozoitleri
o
y
Hiicre canhhg
(%)

Sekil 3.1 Bitki oziitlerinin A. castellanii trofozoitleri iizerine in vitro amoebisidal
etkisinin arastirilmasi analizinde kullanilan yontemlerin akis semasi

3.2 Bitki Materyalleri

Calismamizda kullanilan kara lahana bitkisi (B. oleracea var. viridis L.) 07.01.2018

tarinnde Ordu ilinde bulunan Halk Pazari’ndan alinmistir. Melocan (S. excelsa L.) ise
25.01.2018 tarihinde Ordu ilinde bulunan Rus Pazari’ndan alinmistir. Sekil 3.1° de

kara lahana bitkisinin Sekil 3.2°de ise melocan bitkisinin goriintiisii verilmistir.
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Sekil 3.3 S. excelsa goriintiisii (Anonim, 2018k)

3.3 Besiyerleri ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi
3.3.1 Ringer Soliisyonunun Hazirlanmasi

Ringer soliisyonu i¢in (Katalog n0:1155250001, Merck) 2 tablet kullanilmis, toplam
hacim 1000 ml olacak sekilde saf suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Sterilizasyon igin
20 dakika siireyle 121 °C sicaklikta otoklavda bekletilmistir. Kullanilincaya kadar 4
°C’de buzdolabinda saklanmistir.
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3.3.2 izotonik (% 0.85) Soliisyonunun Hazirlanmasi

Dezenfekte edilmis bir spatiille 8.5 g sodyum kloriir (NaCl) alinip kalibresi yapilmis
hassas terazide (Radwag AS220/C/2) tartimi yapilmistir. Toplam hacim 1000 ml
olacak bigimde saf suda ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti 20 dakika boyunca 121
°C sicaklikta otoklavlanmistir (Niive OT23B). Hazirlanan ¢ozelti kullanilincaya
kadar 4°C’de en fazla 1 ay muhafaza edilmistir.

3.3.3 PBS (Phosphate Bufferet Saline) Soliisyonunun Hazirlanmasi

PBS soliisyonu i¢in (Katalog no: P4417, Sigma) 1 tablet kullanilmis, toplam hacim
200 ml olacak sekilde saf suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Sterilizasyon i¢in 20
dakika siireyle 121 °C sicaklikta otoklavda steril edilmistir. Kullanilana kadar 4

°C’de buzdolabinda saklanmistir.
3.3.4 Ringer Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Steril bir spatiil kullanilarak 3 g agar, stoktan (Katalog no: MCO002, Lab M) alinarak
hassas terazide tartim isemi yapilmistir. Toplam hacim 200 ml’ye ulasacak sekilde
onceden hazirlanan Ringer soliisyonu ilave edilerek isiticili manyetik karistiricida
¢ozdiiriilmiistiir. 15 dakika boyunca 121 °C’de otoklavda steril edilmistir. Daha sonra
yaklasik 50 °C sicakliga kadar sicaklifi diistiigiinde biyogiivenlik kabininde (Bilser
Class 2A) 90 mm’lik steril petrilere dokiilmiistiir. Yapmis oldugumuz besiyeri oda
sicakliginda katilagtiktan sonra petrilerin etrafi parafilm ile muhafaza edilmis ve 4 °C

buzdolabina yerlestirilmistir.
3.3.5 EMB (Eosin Methylene Blue) Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Stok kabindan (Katalog no: CM0069B, OXOID) steril bir spatiille 18.75 g dehidre
besiyeri alinarak hassas terazide tartim islemi yapimistir. Toplam hacim 500 ml
olana kadar saf su eklenmistir. Manyetik karistiricida ¢ézdiirme saglanmistir. 15
dakika boyunca 121 °C’de otoklavda steril edilmistir. Daha sonra yaklasik 50 °C
sicakliga ulastiginda biyogiivenlik kabininde (Bilser Class 2A) 90 mm’lik steril petri

kaplarina dokiilmiistiir.
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3.4 E. coli Kiiltiirii Hazirlanmasi

E. coli (ATCC 25922) susundan EMB besiyerine steril 6ze kullanilarak biyogiivenlik
kabininde ekim islemi yapilmistir. Etiivde (36 + 1 °C) 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Gorsel olarak sari-yesil metalik refle igeren E.coli kolonileri 6nceden

hazirlanan PBS ile yikanarak ependorf tiiplerine alinmigtir.
3.5 A castellanii Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

3.5.1 Ringer Agar Besiyerinde A. castellanii Trofozoitlerinin Uretilmesi,

Toplanmasi ve Sayimi

Onceden hazirladigimiz Ringer agar besiyerlerine ilk olarak 1 ml E. coli
siispansiyonu ilave edilmis ve steril 6ze yardimiyla besiyerine dagitilmistir. Daha
sonra A. castellanii trofozoit susundan ayni besiyerine 300 ul ilave edilerek steril 6ze
kullanilarak ekimi yapilmistir. Uremeleri ve olgunlasmalar1 i¢in Etiive (Binder
BD56) 26 + 1 °C’de 3 giin siireyle birakilmistir. Invert mikroskop altinda herbir

petrideki ekim incelenerek, trofozoitlerin tiremesi gézlenmistir.

Ureme kontrol edildikten sonra trofozoitler zarar gormeden biyogiivenlik kabininde
steril PBS soliisyonu ile 3 kez yikanarak, steril 6ze ile ylizeyi hafif¢e dokundurularak
15 ml’lik falcon tiiplerine toplanmistir. 10 °C ve 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij
(eppendorf centrifuge 5810R) edilmistir. Santrifiij tamamlandiktan sonra
siipernatantlar tiipten uzaklastirilip kalan sediment kismina 1ml distie su konularak

steril edilmis ependorf tiiplerinde saklanmistir.

A. castellanii trofozoitlerinin sayiminin yapilmast i¢in Thoma lami kullanilmistir.
Satrifiijden elde ettigimiz sedimentten 10 pl alinip Thoma lamina yerlestirilmistir.
Isik mikroskobunda (LEICA, DM500) 40x biiyiitme kullanilarak trofozoit sayimi
yapilmistir. Thoma laminda mevcut olan kare bdlmeler yardimiyla ml’deki trofozoit
say1s1 hesaplanmigtir. Trofozoit sayimi1 16 biiyiik kare x sulandirma faktorii x 10 000

orantyla hesaplanmustir.

Trofozoitlerin canliligini kontrol etmek i¢in sedimentten 10 pl alinip ependorf tiipiine
konulmustur. Ayni tiipiin i¢ine % 0,4’liik trypan blue (Sigma T-8154) ayiracindan 10
pl eklenip vorteksle karistirildiktan sonra oda sicakliginda yaklasik 3 dakika

bekletilmistir. Daha sonra trofozoit ve trypan blue karisimi i¢eren ependorf tiiptinden
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10 pl alinip preparat hazirlanmistir. Hazirlanan preparat 40x biiylitmede 151k
mikroskobunda incelenmistir. Buradaki ayirici unsur boyayi i¢ine alan trofozoitler
olii, almayanlar canli olarak degerlendirilmistir. Olii olan trofoitler mavi renkle

digerlerinden ayrilmistir.
3.6 Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Calisma i¢in toplanan bitkiler ilk dnce saf suyla yikanmis daha sonra kurutma kagidi
kullanilarak fazla sular1 alinmistir. Bitkilerin yapraklarinin u¢ kisimlarindan her biri
icin 60 g olacak sekilde hassas terazide tartim yapilmistir. Tartim islemi bittikten
sonra lizerine 250 ml etanol (Sigma-Aldrich) eklenerek, bir &giitiicii yardimiyla
ogitiilmiistiir.  Ogiitiilmiis karisgim steril edilmis 500 ml’lik payrex sisesine
konulmustur. Isik izolasyonunu saglamak icin payrex sisenin etrafi tamamen
aliminyum folyo ile sarilmigtir. Daha sonra elde ettigimiz karistmi homojen bir
sekilde karigtirmak i¢in 100 rpm hiz ve % 40 £ 5 nem ve 20 + 1 °C ye ayarladigimiz
calkalayicili (shaker) mikroklima cihazina (GROTECH GPO0S8) konularak 72 saat
bekletilmistir. Bu siire sonunda cihazdan alinan karigim kaba filtre kagidi yardimiyla
stiziilerek filtrasyonu yapilmistir. Siiziintiiniin sterilizasyonu i¢in i¢inde bakteri
filtresi bulunan (por ¢ap1: 0.22 um) vakumlu filterelerden gecirilmistir. Bu adimdan
sonra elde ettigimiz 200 ml’lik karisim iki farkli steril balon jojeye konulup 40
°C’deki Evaporatéorde (Heidolph HB Digital) bekletilerek etanoliin ugurulmasi
saglanmistir.  Altta kalan pellet steril ditile su iginde ¢ozdiiriilerek son
konsantrasyonlar B. oleracea var. Viridis L. ve S. excelsa i¢in 73 mg/ml olarak
hesaplanmistir. Elde edilen 6ziitler daha sonra ¢alismada kullanilmak tizere 4 °C’deki

buzdolabina konulmustur.
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3.6.1 Bitki Oziitlerinden Konsantrasyon Serilerinin Hazirlanmasi

B. oleracea var. acephala ve S. excelsa’nin 73 mg/ml’lik konsantrasyonlarndaki
stoklarindan Sekil 3.4’ te gosterildigi gibi seyreltme islemi yapilarak 2.25 - 73 mg/ml

arasinda 6 farkli konsantrayonda oziitler elde edilmistir.

1 2 3 4 5 6

500 pl 500 pl
Bitki Bitki

500 pl
Bitki

500 pl
Bitki
ozuti
500l
Disitle
Su

ozutd
500 pl
Disitle

ozt oziti

500l 500l

Disitle Disitle
Su Su

73mg/ml 36.5mg/ml  18.25 mg/ml 9 mg/ml 4.5 mg/ml 2.25 mg/ml

Sekil 3.4 B. oleracea var. acephala ve S. excelsa’nin 2.25-73 mg/ml

konsantrasyonlarinda 6ziitlerinin hazirlanmasi

3.6.2 B. oleracea var. viridis ve Smilax excelsa Oziitlerinin A. castellanii

Trofozoitleri Uzerinde Amoebisidal Aktivite Calismasi

A. castellanii trofozoitleri steril olan ependorf tiiplerine 100’er pl konulmustur.
Onceden hazirladigimiz bitki 6ziitlerinin farkli konsantrasyonlarinin her birinden
100’er pl almarak trofozoit igeren ependorf tiiplerine ilave edilerek, vorteks
yardimiyla karigtirilmistir. Karigimi iceren ependorf tiipleri 26 + 1 °C’deki etiivde
12., 24., 48. ve 72. saatler sonunda canli ve 6l hiicre sayimlari i¢in alinmigtir. Canlt
ve 6lii hiicre sayimlart i¢in dnce her bir tiipe 20’ser pl % 0.4’lik tripan mavisi boyasi
ilave edilmistir. Hemen ardindan ependorf tiiplerine onceden hazirladigimiz ve
etlivde bulunan farkli konsantrasyonlardaki trofozoit/bitki karigimlar sirasiyla 12.,
24., 48. ve 72. saatlerde ¢ikarilarak iginde tripan mavisi bulunan ependorf tiiplerine
20’ser pul olacak sekilde ilave edilmistir. Kontrol igin distile su A.castellanii
trofozoitleri bulunan karsim da ayni sekilde tripan mavisi boyasi ile muamele

edilmistir. Oda sicakliginda 3 dakika bekletildikten sonra sirayla tiim farklh
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konsantrasyonlardaki karigimlarin canli hiicre sayimi Thoma laminda yapilmustir.

Tiim ¢alisma 3 tekrarli yapilarak canlilik ylizdesi hesaplanmistir.

3.7 istatistiksel Analiz

Yapilan ¢alismada alti farkli konsatrasyonda bitki oziitleri ve kontrol grubu
kullanilmistir.  Bitki oziitleri ve trofozoit karisimlariin 1s1k mikroskobu altindaki
canli hiicre sayimlar1 12., 24., 48. ve 72 saat araliginda yapilmistir. Bulunan veriler
Microsoft Excel programiyla kaydedilmistir. SPSS 18 paket programi yardimiyla
grafikler ve tanimlayici veri analizi saglanmigtir. Elde edilen veriler + standart hata
kullanilarak ifade edilmistir. SPSS 18 programinda, olasilik degeri % 5 hata oranini
makul gdrerek karsilastirma yapilmistir. Yapmis oldugumuz calisma giiven araligt %
95°tir. SPSS 18 paket programi kullanilarak yaptigimiz ¢alisma sonuglari ¢oklu
karsilastirma testi (Post-Hock) ile degerlendirilmistir. Turkey analiziyle de ikili grup
karsilastirilmas1 yapilmistir. Bu baglamda A. castellanii trofozoitleri iizerine
uygulanan farkli derisimlerdeki bitki Oziitlerinin belirtilen saatlere gore yiizde
canlilik oranlar1 arasinda farklar ortaya cikarilmistir. 12., 24., 48. ve 72. saat
dilimlerine gore istatistiksel sonuclar sirayla a, b, c, d, e, f harfleri kullanilarak

belirtilmistir.

Logaritmik regresyon analizi sayesinde IC50 (trofozoitlerin yarisim1 o6ldiiren bitki
konsatrasyonu; %50 inhibitdr konsatrasyonu) degerleri hesaplanmistir. Logaritmik
regresyon analiziyle olusturulan grafik kullanilarak toplam hiicre sayisinin %50 sine
karsilik gelen Oli hiicre degerleri saptanmistir. Calismada kullanilan bitki oziit
kosatrasyonlarinin etki ettikleri saatler amoebisidal etkinlik anlaminda kontrol

grubuna gore % hiicre 6liimii olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

B. oleracea var. viridis ve S. excelsa bitkileri ile hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki oziitlerin A. castellani trofozoitleri {izerine etkilerinin
incelendigi ¢aligmamizda trofozoitler iizerinde (%) canlilik oranlarinin
konsantrasyon ve saatlere gore degisimi degerlendirilmistir. Bunun i¢in yapilan her

asamadaki bulgular asagida agiklanmustir.
4.1 A. castellanii Trofozoitlerinin Uretilmesi, Toplanmasi ve Sayim

E. coli ilave edilmis Ringer agar besiyerlerinde tretilen A. castellanii

trofozoitlerinin invert mikroskop altindakigériintiisti Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1 A. castellanii trofozoitlerinin invert mikroskop altindaki

gortintiisii (a: 10x goriintiisii, b: 40x goriintiisii )

B. oleracea var. viridis ve S. excelsa o6ziitlerinin A. castellanii trofozoitleri iizerinde
amoebisidal aktiviteleri aragtirilirken kullanilan % 0.4’ liik tripan mavisi boyasi
canli ve olii trofozoitleri ayirt etmemizi saglamistir. Tripan mavisi ile muamele
edilmis A. castellanii trofozoitinin mikroskop altinda (40X) goriintiisii Sekil 4.2

gosterilmistir.
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Sekil 4.2 Thoma laminda tripan mavisi ile muamele edilmis 6li
A. castellanii trofozoitlerinin 151k mikroskobu
altindaki (40x) goriintiisii

4.2 A. castellanii trofozoitleri iizerinde B. oleracea var. acephala oéziitiiniin farkh

konsantrasyon serilerinin amoebisidal etkisi

B. oleracea var. viridis’in 73 mg/ml konsantrasyonda en yiiksek trofozoit 6liim
oraninin 72. saat sonunda oldugu Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3’te gosterilmistir. Cizelge
4.1.’deki verilere gore B. oleracea var. viridis oziitiiniin 73 mg/ml konsantrasyonda
48. saatin sonunda trofozoitlerin % canliligi 48+0.58 olarak tespit edilmistir. 73
mg/ml konsantrasyonundaki 6ziitiin 48. saatte %52‘lik kisminda, 72 saatin sonunda
ise % 77 oraninda letal etki yaptig1r goriilmiistiir. Bu verilere gore 12.(a), 24.(b) ve
48.(c) saatler ile 72. saat arasinda anlamli istatistiksel farkliliklarin (p<<0.05) oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.1 B. oleracea var. viridis yaprak oziitiiniin A. castellani trofozoitleri tizerindeki amoebisidal etkisi

Konsantrasyon Yasam

6€

(ma/ml) formu 12 saat 24 saat 48 saat 72 saat
73 Trofozoit 87.67+1.45%  78+1.53" 48+0.58° 22.67+0.33
36.5 Trofozoit 92.33+1.76%  83.67+1.45°  56.67+0.88° 25+0.58
18.25 Trofozoit 95+1.15% 88.33+£1.20°  65.33+0,88° 33.67+1.45
9 Trofozoit 97.67+1.45%  93.67+1.76°  71.33+1.20° 50+1.15
4.5 Trofozoit 100+0.0% 96+1.0° 85.33+1.45°¢ 69.33+0.33
2.25 Trofozoit 100+0.0% 98.67+0.67" 91+1.15° 72+1.20
Kontrol Trofozoit 100.0+0.0 100£0.0 100+0.0 99+0.0

Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.

a, b, c: 72. saatten farkl istatistiksel degerlerdir, p (0.05).

a: 12.- 72. saat; b: 24.- 72. saat; c: 48. - 72. saat



B. oleracea var. viridis oziitiniin A. castellani trofozoitleri iizerinde amebisidal
etkilerinin 6lgiildiigl 12., 24., 48 saatler ile 72. saatteki % canlilik oranlar1 arasindaki
sayisal veri farklar incelendiginde, 4.5 mg/ml konsatrasyonundan itibaren 6ziitiin
72. saat sonunda letal etki olusturdugu ve sirasiyla 9, 18.25, 36.5, 73 mg/ml’de
artarak hiicre 6liimiinii gerceklestirdigi gozlenmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3).

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

—4—12. saat
—i—24. saat
48. saat

Canhlik Yiizdesi

T2 saat

Kontrol 2,25 4.5 9 18.25 36,5 73
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.3 Farkli konsantrasyonlardaki B. oleracea var. viridis 6ziitiiniin A. castellanii

trofozoitleri lizerine amoebisidal etkisini gosteren grafik.

Calisma verilerine gore B. oleracea var. viridis 6ziitiiniin A. castellanii trofozoitleri
tizerinde olusturdugu IC50 degerleri Cizelge 4. 2’ de verilmistir. Buna gore IC50

degerleri sirasiyla 72. saatte 9 mg/ml ve 48. saatte 60 mg/ml olarak hesaplanmustir.

40



Cizelge 4.2 Farkli konsantrasyonlardaki B. oleracea var. viridis dziitiiniin A.

castellanii trofozoitleri tizerindeki IC50 degeri

A. castellanii Uygulanan saat % 50 inhibitor
konsantrasyon
(1C50)
Trofozoit 72 9 mg/mi
48 60 mg/ml

4.3 A. castellanii trofozoitleri iizerinde S. excelsa oziitiiniin farkh

konsantrasyonlarimin amoebisidal etkisi

Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4’te gosterildigi gibi S. excelsa oziitiiniin konsatrasyon
serilerinden 73 mg/ml’nin 72. saat sonunda en yliksek letal etki gosterdigi ve toplam
trofozoitlerin % 53.7° inde hiicre Olimi gerceklestigi gozlenmistir. S. excelsa
Oziitiiniin 73 mg/ml konsantrasyonda 72., 48. ve 24. saatlerin sonunda trofozoitlerin
% canlihgr sirasiyla 46.33+0.88, 56.33+1.2, 64+1.53, 48+0.58 olarak tespit
edilmistir. S. excelsa 6ziit konsantrasyonu azaldiginda A. castellanii trofozoitleri

tizerinde uygulanan letal etkinin de azaldigi saptanmistir.
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ey

Cizelge 4.3 S.excelsa L. yaprak oziitiiniin A.

castellani trofozoitleri tizerindeki amoebisidal etkisi

Konsantrasyon Yasam 12 saat 24 saat 48 saat 72 saat
(mg/ml) formu
73 Trofozoit 100+0.02 08.33+1.20" 62+1.73° 46.33+0.88
36.5 Trofozoit 100+0.02 100+0.0° 6940.58° 56.33+1.20
18.25 Trofozoit 100+0.02 100+0.0° 73.33+1.45° 64+1.53
9 Trofozoit 100+0.02 100+0.0° 79.33+1.20° 71.33+0.88
45 Trofozoit 100+0.02 100+0.0° 90+1.53° 81+1.0
2.25 Trofozoit 100.0+0.0% 100.0+0.0°  99.67+0.33° 95.33+0.67
Kontrol Trofozoit 100.0+0.0 100+0.0 100£0.0 99.67+0.33

Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.
a, b, c: 72. saatten farkli istatistiksel degerlerdir, p (0.05).
a: 12.-72. saat; b: 24.- 72. saat; c: 48. - 72. saat



Yiizde canlilik oranlar1 agisindan 12., 24., 48. saatler ile 72. saatler arasinda tiim 0ziit
konsantrasyonlar1 73, 36.5, 18.25, 9, 4.5 ve 2.25 mg/ml) arasinda anlaml1 istatistiksel
farkliliklar gozlenmistir (Cizelge 4.3). S. excelsa 4.5 ve 2.25 mg/ml konsatrasyon
serilerinde 72. saatin sonuna kadar trofozoitler tizerindeki letal etkinin diger
konsantrasyonlara oranla daha az oldugu, en yiiksek hiicre 6liimiiniin ise 73 mg/ml

konsantrasyonunda (% 53.7) gerceklestigi goriilmiistiir (Sekil 4.4).

100 -
90 -
80
70

"=

= 60 -

= 50 —e—12. saat

= ,

i —fi—24. saat

= 40

E 48. saat
30

o —=—T72_saat
20

10

Kontrol 2,25 4.5 9 18.25 36.5 73
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.4 Farkli konsantrasyonlardaki S. excelsa 6ziitiiniin A. castellanii trofozoitleri
lizerine amoebisidal etkisini gosteren grafik.

S. excelsa oOziitiiniin 72. saat sonundaki IC50 degeri 65 mg/ml olarak hesaplanmistir
( Cizelge 4.4)

Cizelge 4.4 Farkli konsantrasyonlardaki S. excelsa oziitiinin A. castellanii

trofozoitleri tizerindeki IC50 degeri

A. castellanii Uygulanan saat % 50 inhibitor
konsantrasyon
(1C50)
Trofozoit 72 65 mg/ml

Serbest yasayan amipler arasinda bulunan Acanthamoeba tiirlerinin habitatlar1 genel
olarak tiim ¢evremizdir. Bu kadar i¢ice oldugumuz bu tiirler ¢ogu zaman canlilar
tizerinde hastalik etmeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Maghsood ve ark., Ergiiden,
2015, Winck ve ark., 2011). Bu hastaliklardan en énemlileri arasinda Acanthamoeba
keratiti (AK), kutandz acanthamoebiasis (KA) ve graniilomatéz amibik ensefalit

(GAE) bulunmaktadir. Bu hastaliklarin gegmis yillara gore yiliksek bir ivmeyle artist
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gozlenmektedir. Tedavi icin erken teshis ve etkili tedavi yoOntemleri hastaligin

bertarafi i¢in hayati 6nem tagimaktadir (Siddiqui ve Khan, 2012; Ergiiden, 2015)

Bunun yaninda merkezi sinir sistemine ve g6z gibi yerlere ileri derece etki
gOsteremeyen antiparazit ilaglar1 Acanthamoeba tiirlerinin neden oldugu hastaliklarin
tedavisinde etkili bir rol oynayamamaktadir. AK hastalig1 giiniimiizde ¢ok yaygin
olarak goriilmekte ve uygulanan bir tedavi semasi bulunmaktadir. Ancak, GAE
hastaligit AK hastalig1 kadar yaygin olmadigindan herhangi bir tedavi semasi mevcut
degildir. Bu durum GAE hastaligina yakalanmig bireylerin tedavi siirecini ve
etkinligini olumsuz yonde etkilemektedir (Fiori ve ark., 2006; Ergliden, 2015). Genel
anlamda AK ve GAE hastaligi ic¢in kullanilan, antifungal, makrolid grubu
antibiyotikler, antiseptikler in vivo ya da in vitro olarak hastaligin tedavisinde olumlu
sonuglar vermemektedir (Ergiiden, 2015; Mattana ve ark., 2004). Belirttigimiz
hastaliklarin tedavisinde kullanilan anti-ameobik ilaglar ise hastalikla enfekte olmus
canli i¢in sitotoksik etkilere neden olmasindan dolayr tercih edilmemektedir. Bu
ilaglarin Acanthamoeba tiirlerinde uzun siireli etki gostermedikleri, ¢linkii parazitin
ilaglara kars1 direng mekanizmasi gelistirdigi belirlenmistir. Yine, uzun siireli bu
ilaglarin kullanilmasi hasta tarafindan tolere edilmemekte ve farkli hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina da neden olmaktadir (Fiori ve ark., 2006; Aydin, 2008). Bu
sorunlardan dolay1 trofozoitler ve Kkistler {izerine etki edecek aymi zamanda
konuk¢uya herhangi bir zarar ya da yan etki olusturmayacak tedavi siirecini
tamamlayici ilag arayislart glinlimiizde de devam etmektedir (Saygi ve Polat, 2003;

Ergiliden, 2015).

Tedavi yontemlerinde kullanilan ilaglarin istenilen spesifiklige ve aktivitiye sahip
olmamasi, yapilan tedavinin siire olarak ¢ok uzun olmasi ve ayn1 zamanda kullanilan
ilaglarn yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi hastalik etkeni olan Acanthamoeba kist ve
trofozoitleriyle miicadeleyi zorlastirmaktadir. Bu nedenle bitkisel kaynakl
kimyasallar giiniimiizde uygulanan tedavilerin olumsuz yonlerini bertaraf etmek,
daha kisa siirede olumlu ve basarili sonuglar almak i¢in alternatif tedavi yontemleri
olarak modern tipta ve ilag sektdriinde giderek artan bir ilgiyle destek gormektedir
(Vidal ve ark., 2007; Inbaneson ve ark., 2012).
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Bitkilerden izole edilen birgok yag ve oOziitlerin amoebisidal etkinliklerinin
aragtirtlmas1 son zamanlarda giderek artan bir ivmeyle devam etmektedir. Aym
oranda Acanthamoeba tiirlerinin trofozoit ve kistleri tizerindeki ¢alismalarda da artis
gozlenmektedir. Ancak, yapilan arastirmalarda bitkilerden elde edilen yag ve
Oziitlerin biyolojik aktivitesini olusturan aktif bilesiklerin etki mekanizmalar

hakkinda ¢alismalar sinirl kalmistir.

Metanol ve birgok farkli ¢oziicii kullanarak hazirlanmis bitki yaglar1 ya da Oziitleri
kullanilarak A. castellani paraziti tizerinde ¢alismalar yapilmistir. Polat ve ark.,
(2007c), Allium dictyoprosum, A. scrodoprosum subsp. rotundum, A. sivasicum ve
A. atroviolaceum tiirlerinden elde ettikleri dort farkli metanol oziitlerinin in vitro
amocbisidal aktivitesini ve korneadaki hiicrelerde sitotoksisitesini ¢alismislardir. En
etkili amoebisidal aktiviteyi A. scrodoprosum subsp. rotundum’da saptamislardir.
Goze ve ark., (2009), Salvia. caespitosa ve S. staminea tiirlerinin metanol 6ziitlerinin
A. castellanii trofozoitleri ve Kkistleri tizerine in vitro amoebisidal etkisini
arastirdiklar1 galismada S. staminea’nin 6ziitiiniin daha etkili amoebisidal aktiviteye
sahip oldugunu bildirmislerdir. Peucedanum palimbioides, P. longibracteolatum, P.
caucasicum ve P. chryseum’dan elde edilen metanol Oziitlerinin A. castellanii
trofozoitleri ve kistleri iizerine in vitro amoebik etkisi Malatyal1 ve ark., (2011a)
tarafindan arastirilmistir. Elde edilen bulgulara gére P. longibracteolatum'un, en

giiclii amoebik aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Malatyali ve ark.,(2011b), Melissa officinalis ve Satureja cuneifolia bitkilerinden
metanolle Oziitler elde etmislerdir. S. cuneifolia nin A. castellanii trofozoitleri ve
kistleri iizerine daha etkili amoebisidal aktivitesinin bulundugunu bildirmislerdir.
Teucrium chamaedrys ve Teucrium polium’un amoebik aktivitesini arastiran Tepe ve
ark., (2011), T. chamaedrys’in Teucrium polium’a gore A. castellanii trofozoitleri ve
kistleri lizerine daha giiclii amoebisidal etkinliginin oldugunu belirtmislerdir. Degerli
ve ark., (2012), A. castellanii trofozoitleri ve kistleri tizerine Origanum laevigatum
ve Origanum syriacum bitkilerinin metanol Oziitlerinin amoebisidal aktivitesini
aragtirdiklar1 c¢alismada O. syriacum’un en etkili amoebisidal aktiviteye sahip

oldugunu belirtmislerdir.

45



Sunulan c¢alismada ise, B. oleracea var. viridis ve S. excelsa bitkileri ile hazirlanan
farklt konsantrasyonlardaki etanol Oziitlerinin A. castellani trofozoitleri iizerine
amoebisidal aktivitesi incelenmistir. B. oleracea var. viridis etanol oziitlerinin A.
castellanii trofozoitleri {izerinde amoebisidal etkisinin S. excelsa nin etanol 6ziitiine

gore daha etkili oldugu gozlenmistir.

Metanol disinda farkli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan bir¢cok aragtirmalar
mevcuttur. Propolisden elde edilen etanol 6ziitiiniin, A. castellanii trofozoitleri ve
kistleri iizerinei in vitro amoebisidal etkinligi Topalkara ve ark., (2007); Pterocaulon
polystachyum'un metanol, diklorometan ve hekzan 6ziitlerinin A. castellanii'ye karsi
amoebik etkisi Rodio ve ark., (2008) tarafindan aragtirilmistir. Arastirmaya gore
hekzan ile hazirlanmis bitki Oziitliniin en giiclii amoebisidal etkinlik gosterdigi

belirtilmistir.

Degerli ve ark., (2011a), Inula oculus-christi ve Pastinaca armenea bitkilerinden
deiyonize su ile 6ziitler elde etmislerdir. Bu bitki 6ziitlerinin A. castellanii’ye karsi in
vitro amoebisidal aktivitesini arastirmislardir. Inula oculus-christi’nin, Kistler ve
trofozoitler iizerinde en etkili amoebisidal aktiviteyi gosterdigini belirtmislerdir.
Bizim calismamizda da Degerli ve arkadaslarinin (2011a) c¢aligmalarina benzer
olarak etanol ile B. oleracea var. viridis ve S. excelsa bitkilerinin Oziitleri elde
edildikten sonra stok konsantrasyon hazirlama sirasinda steril distile su
kullanilmistir. Kontrol grubunu olusturan sadece distile su ile hazirlanan 6ziitlerin
Acanthamoeba trofozoitlerinde 72. saatin sonuna kadar herhangi bir hiicre 6liimiiniin
gozlenmemesi steril distile suyunun diger bir cok ¢oziicliye gore daha giivenli

oldugunu gostermistir.

Nagwa ve ark., (2011), Curcuma longa, Arachis hypogaea ve Pancratium
maritimum etanol ile bitki 6ziitleri hazirlamislardir. Bu Oziitlerin A. castellanii
kistleri iizerinde in vitro amoebisidal aktivitesini arastirdiklar1 ¢alismada C. longa, A.
hypogaea, ve P. maritimum‘un igiiniin de etanol o&ziitlerinin Acanthamoeba
kistlerine karst klorheksidin'den ¢ok daha giiglii aktiviteye sahip oldugunu
bildirmislerdir.

Dhokkar, Chemlali Tataouine, Toffehi, Zarrazi ve Limouni olarak bilinen Tunus’ta

farkli 5 zeytin agaciin yapraklari kullanilarak Sifaoui ve ark.(2013) tarafindan
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etanol, metanol ve her ikisinin karisimindan olusan bitki 6ziitlerinin A. castellanii
tizerinde amoebisidal aktivitesi arastirilmigtir. Tiim bitki 6ziitleri i¢erisinde Dhokkar
yapragindan elde edilen metanol 6ziitiiniin en etkili amoebisidal aktivitesinin oldugu

belirtilmistir.

AK hastasindan izole edilen A. castellanii kistleri {izerine Helianthemum lippii 'nin
metanol ve etil asetat Oziitlerinin amoebisidal aktiviteleri Badria ve ark., (2014)
tarafindan arastirtlmistir. Her iki 0ziit arasindan etil asetat bitki 6ziitliniin en giiclii
amoebik etki gosterdigi vurgulanmistir. Derda ve ark. (2015), kloroform, alkol ve
deiyonize su ile hazirlanan Artemisia annua Ozitlerini Acanthamoeaba
hastaliklarinda antibiyotiklerle beraber kullanarak kombine tedavi protokolleri
olusturmuslardir. Bu protokollleri in vivo olarak test ettiklerinde kloroform
Ozitlerinin diger Oziitlere oranla daha etkili amoebisidal aktivite gosterdigini
belirtmislerdir. Kurutulmus Lonicera japonica gigeklerinden elde edilen su, biitanol
ve etil asetat bitki Oziitlerinin Acanthamoeba triangularis {izerinde in vitro
amoebisidal etkisi Mahboob ve ark. (2016) tarafindan arastirilmistir. Etil asetat bitki

Oziitliniin en etkili amoebisidal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.

Dodangeh ve ark. (2017) tarafindan su, alkol ve kloroform kullanilarak Ziziphus
vulgaris'in bitki oziitleri elde edilmistir. Bu o&ziitlerin Acanthamoeba kist ve
trofozoitlerine kars1 in vitro amoebisidal aktivitesini arastirmiglardir. Ayrica fare
peritoneal makrofajlart {izerindeki sitotoksik aktivitelerini de incelemislerdir.
Kloroform kullanilarak yapilan bitki 6ziitiinlin diger Oziitlerden daha giiclii
amoebisidal etki gosterdigini ve hazirlanan tiim oOziitlerin herhangi bir sitotoksik

aktiviteye sahip olmadiklarini bildirmislerdir.

Yaptigimz ¢alismada S. excelsa L ve B. oleracea var. viridis bitki 6ziitlerinin etanol
¢Oziiciisli ile hazirlanan konsatrasyon serilerinin Acanthamoeba trofozoitlerine karst
in vitro etkilerinin karsilastirmasi gerceklestirilmistir. B. oleracea var. viridis bitki
oziitlerinin A. castellanii trofozoitleri lizerinde amoebisidal aktivitesinin S. excelsa
Oziitine gore daha etkili oldugu bulunmustur. Kontrol gruplarinda her dort saat
boyunca (12., 24., 48.,ve 72.) herhangi bir hiicre Oliimiine rastlanilmamasi B.
oleracea var. acephala ve S. excelsa bitki oziitleri hazirlanirken ¢6ziicii olarak

etanoliin kullanilmas1 ve daha sonrasinda konsantrasyon serileri olusturulurken
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distile suyun tercih edilmesinin dogru oldugu kanisina varilmistir. Metanoliin ¢6ziicii
olarak kullanildig1 ¢alismalarda 6zellikle son 72. saatte kontrol gruplarinda az da olsa
hiicre olimii gozlenmektedir. Bu durum metanoliin kendisinin de kistler ve
trofozoitler i¢in siirli da olsa toksik etkiye sahip olmasindan kaynaklanmaktadir
(Kaynak, 2017). Oziitler hazirlanirken etanol veya metanol gibi ¢dziiciiler tamamen
uzaklagtirildiktan sonra hazirlanan son konsantrasyonlarin steril distile su ile
hazirlanmasi trofozoitler lizerinde ¢dziicliniin olusturacagi lethal etkinin ortadan

kalmasina yardimci olabilir.

S. excelsa ve B. oleracea var. viridis bitki oziitleri ile yapilan g¢alismamizda
Acanthamoeba castellani trofozoitleri {lizerinde in-vitro olarak farkli ameobisidal
etkinlikler gozlenmistir. Calismamizda kullanilan bu iki bitkinin de A. castellani
trofozoitleri iizerinde sitotoksik etki gosterdigi, bu etkinin konsatrasyona bagli olarak
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. B.oleracea var. viridis bitkisinin Smilax
excelsa’ya oranla daha etkili amoebisidal aktivitesi oldugu ve bu bitkiden elde edilen
Oziitin  Acanthamoeba hastaliklarinda tedavi amach alternatif driinler olarak
degerlendirilebilecegini  vurgulanmak  isteriz.  Aymi  zamanda, ¢alismada
kullandigimiz 6ziitlerin etken madde tespiti ve biyolojik aktivitelerinin arastirtlmasi

asamasinda bu ¢aligmanin temel bir ¢aligma olabilecegi diistiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bitkisel bazli dogal ilaglara ihtiyag duyulmasinin baglica nedeni son donemlerde
sentetik bilesenli ilaglarin kullanimi sonucunda insan saglifinda ortaya c¢ikan

olumsuz etkilerdir.

Sunulan ¢alismada S. excelsa L ve B. oleracea var. viridis bitkilerinden elde edilen
etanol oziitlerinin A. castellanii trofozoitleri tizerindeki yilizde (%) canlilik ve IC50
degerleri arastirilmistir. B. oleracea var. viridis etanol Oziitiiniin A. castellanii
trofozoitleri tizerindeki IC50 degeri 72. ve 48. saatlerde sirasiyla 9 ve 60 mg/ml; S.
excelsa etanol 6ziitiiniin ise 72. saatte 60 mg/ml olarak bulunmustur. B. oleracea var.
viridis’in 73 ve 36.5 mg/ml Oziitlerinin 72. saatte A. castellanii trofozoitleri
tizerindeki % canlilik oranlari sirastyla 22.67+0.33 ve 25+0.58 olarak saptanmustir. S.
excelsa’nin 73 ve 36.5 mg/ml Oziitlerinin 72. saatte % canlilik oranlari sirasiyla

46.334+0.88 ve 56.33+1.20 olarak bulunmustur.

Yaptigimiz ¢alismada S. excelsa ve B. oleracea var. viridis etanol Oziitlerinin A.
castellani trofozoitleri tizerindeki lethal etkileri karsilastirildiginda B. oleracea var.
viridis bitkisinden elde edilen etanol 6ziitiiniin A.castellani trofozoitleri tizerinde S.
excelsa’ya gore daha etkili oldugu bulunmustur. B. oleracea var. viridis 6ziitiiniin 48.
saatten sonra giderek artan lethal etki gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 durum S.
excelsa oziitii i¢in de gegerlidir. Calismada artan 6ziit yogunluguyla dogru orantili

olarak A. castellani trofozoitlerinde azalma gozlenmistir.

Ulagtigimiz kaynak bilgilere gore, S. excelsa ve B. oleracea var. viridis etanol
oziitlerinin A. castellani trofozoitleri {lizerinde anti-amoebik aktivitesini gosteren
herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Gerekli kosullar saglandiginda S. excelsa
ve B. oleracea var. viridis oziitlerinin A. castellani parazitinin neden oldugu
hastaliklarin tedavisinde alternatif ilag ya da bagka ilaclarla kombine olarak
kullanilabilecek yeni bir iiriin olarak degerlendirilebilecegi kanisina varilmistir.
Bundan sonraki ¢alismalarda, etkili bulunan 6ziit konsantrasyonlariin memeli
hiicreleri i¢in lethal ya da sitotoksik etkisinin olup olmadiginin aragtirilmas,
oziitlerin etken maddelerinin nasil bir etki mekanizmasina sahip oldugunun tespit
edilmesi ve hayvanlarda toksisiteye neden olmadigimi gosteren in vivo

arastirmalariin yapilmasi gerektigini oneririz.
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