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OZET

Dogu ve Giineydogu Anadolu Bélgelerinde Dogadan izole Edilen Serbest
Yasayan Acanthamoeba Turlerin Tamsinda Mikroskobi, Kulttr ve Molekuler
Yontemlerin Karsilastiritlmasa

Acanthamoeba turlerinin dogal cevrede serbest halde bulunmasindan
dolayi, insanlarin bu parazitle enfekte olma riski buyuktir. Acanthamoeba tirleri
grantlomat6z amibik ensefalit (GAE), kutandz acanthamoebiasis, Acanthamoeba
keratiti olustururken, AIDS’li hastalarda enfeksiyonun cesitli organlara
yayilmasina bagh olarak kronik sintzit, otit, kutantz lezyonlar, sinus lezyonlarsi,
deri Ulserleri gibi hastahklar meydana getirirler.

Bu cahsmada Turkiye’nin Dogu ve Guneydogu bdlgelerinde bulunan
Diyarbakir, Batman, Mardin, Siirt, Bitlis ve Van illerindeki ytizme havuzlarindan,
kaphca sularindan, hamamlardan, sulama kanahndan, park ve bahcelerden alinan
toplam 65 su ve toprak Orneginin 6 tanesi mikroskobik inceleme yontemi ile, 11
tanesi kultir yontemi ile ve 15 tanesi konvansiyonel PCR ve real time PCR
yontemi ile Acanthamoeba spp. pozitif bulundu.

Cahsmada Acanthamoeba spp. laboratuvar tam yontemlerinden kaltir
metodu; mikroskobi, konvansiyonel PCR ve real time PCR yontemleri ile
karsilastinldi. Kaltir yonteminin mikroskobi, konvansiyonel PCR ve real time
PCR yontemlerine gore duyarhhg: siras: ile %100, %73,33, %73,33 ve 6zgulligu
sirasi ile %91,53, %100, %100 olarak saptandi.

incelenmesi yapilan ve Acanthamoeba spp. tamsi alan 15 ornegin kist
yapilarnm ve molektler analizlerini  degerlendirdigimizde 4 (%26,67)
Acanthamoeba castellanii, 3 (%20) Acanthamoeba polyphaga ve 8 tanesinin
(%53,33) Acanthamoeba palestinensis oldugu belirlendi. Calismamiz Glneydogu
Anadolu bdlgesinde yapilan Acanthamoeba spp. ile ilgili ilk saha calhismasi olup
Acanthamoeba keratiti icin dogal cevrede risk olusturan turler tanimlanda.

Anahtar Kelimeler: Acanthamoeba, Dogu Anadolu, Guneydogu Anadolu, Su ve
Toprak oOrnekleri, Acanthamoeba castellanii, Acanthamoeba

polyphaga




ABSTRACT

The Comparison Of Microscopy, Culture And Molecular Methods Used
In Diagnosis Of Free-Living Acanthamoeba Species Isolated From Environment
In East And South East Anatolia Regions

Due to the presence of Acanthamoeba species in the natural environment,
people at risk of becoming infected with this parasite. Acanthamoeba species occur
such as granulomatous amoebic encephalitis (GAE), cutaneous acanthamoebiasis,
Acanthamoeba Kkeratitis, AIDS, chronic sinusitis due to spread to various organs of
the infection in patients with otitis, cutaneous lesions, sinus lesions,and skin ulcers.

In this study, It was collected 65 water and soil samples from the
environment in East and South East Anatolia regions located in Diyarbakir,
Batman, Mardin, Siirt, Bitlis and Van provinces in Turkey of the swimming pool
in the thermal springs, the baths, the irrigation canals, parks and the gardens. Six,
11 and 15 Acanthamoeba species found by microscopic examination, culture and
conventional PCR and real time PCR methods, respectively.

The sensitivity and specificity of culture methods were compared with
microscopy, conventional PCR and real time PCR method for Acanthamoeba spp.;
The sensitivity was found as 100%, 73,33%, 73,33% and specificity was found as
91,53%, 100% and 100%o, respectively.

When the investigation made and positively found by culture and molecular
analysis 15 samples were evaluated in 4 (%26,67) Acanthamoeba castellanii, in 3
(%20) with Acanthamoeba polyphaga and in 8 (%53,33) with Acanthamoeba
palestinensis. This is the first field study was conducted in South-East Anatolia on
Acanthamoeba spp. at the molecular level and the positive samples were genotyped
from the natural environment that pose a risk for Acanthamoeba keratitis.

Key Words: Acanthamoeba, East Anatolia, South East Anatolia, Water and Soil
Samples, Acanthamoeba castellani, Acanthamoeba polyphaga

Xi



1. GIRIS

Cevremizde yaygin olarak bulunan, protozoon simifinda yer alan ve serbest
yasayan amipler (SYA) diinyada genis bir dagilhim gosterir. Insanda hastalik olusturan
bu amipler Acanthamoeba, Balamuthia, Naegleria ve Sappinia cinslerine aittir.
Acanthamoeba spp. ve Balamuthia spp. immun sistemi baskilanmis Kisilerde akciger ve
deri enfeksiyonlari yant sira kronik ve cogunlukla 6limcul Granlilomatéz Amibik
Ensefalit’e (GAE) neden olmaktadir.

Gunumuzde Acanthamoeba spp. kaynakli enfeksiyonlarin gorilme sikhig:
artmistir. Ozellikle, 1980°li yillara kadar cok nadir olarak gériilen Acanthamoeba
keratiti (AK), yumusak kontakt lens kullaniminin yayginlasmasina bagli olarak son
yillarda artis goOstermistir. Acanthamoeba keratiti, korneadaki travma, kontakt lens
kullanimi, kontakt lenslerin kontamine lens soliisyonlariyla temizlenmesi gibi etkilerle
meydana gelen, kornea ile amibin direkt temas: sonucu olusmaktadir®. Enfeksiyonda
halka seklinde stromal infiltrasyon, siddetli okiler agri, yangir ve gérme bozuklugu
gorilur. Kornea kazintist lam lamel arasi preparatin direkt incelenmesinde amibi
saptayarak, bu materyalden etkeni kiltiirde Ureterek ya da patolojik kesitlerde paraziti
gorerek tani1 konur. Bu hastalik tedavi edilmediginde gérmenin ya da g6zin kaybr sz
konusudur?,

Immiin sistemi baskilanmis Kisilerde, AIDS hastalarinda, deri lezyonlarinda ve
sinlizitte bu parazit saptanmistir. Ginlimizde GAE ve AK vakalarinin tedavisinde
antifungal ve antiseptik ajanlardan yararlanilmaktadir. Enfeksiyonun tedavisi zor ve
uzun sdrelidir. Olumsuz kosullar altinda trofozoitler kistlestiginden yetersiz tedavide
reenfeksiyon goérulir. Bu nedenle Acanthamoeba enfeksiyonuna karsi daha etkili ilag
arayislar: devam etmektedir®.

Son yillarda molekuler ¢calismalarin hiz kazanmasiyla Acanthamoeba spp. ye ait
yeni tirler tanimlanmistir. Acanthamoeba spp. genotiplendirme calismalari sonucu
bircok patojen ve apatojen tlrlerin tespiti yapilmistir. Bu calismalarla yeni tan:
yontemleri gelistirilmis ve tedavide etkili ilaglar bulunmustur.

Bu calismada Dogu ve Guneydogu Anadolu Bolgelerinin farkl: il ve ilgelerinde

bulunan kaynak suyu, kaplica suyu, toprak ve goéllerden toplanan Grneklerde serbest



yasayan Acanthamoeba’larin mikroskobi, kultir ve molekiler yontemler kullanarak

varhig: arastirilmastir.



2. GENEL BiLGILER

Tibbi parazitolojide incelenen enfeksiyonlar arasinda amiplerin sebep oldugu
sindirim sistemi ve diger organlarin hastaliklar: onemli bir yer teskil eder. insanlarda
hastalik olusturan veya parazit olarak yasamini devam ettiren amipler oldugu gibi
dogada serbest yasayan bazi amiplerin de insanlarda ciddi hastaliklar olusturabildikleri
bilinmektedir. Bu amipler, dogada, rutubetli veya 1slak topraklarda, kanalizasyon sularinda,
gollerde, ylzme havuzlarinda, baraj gollerinde, kaplica sularinda, guines enerji sularinda,
hamamlarda ve tath su birikintilerinde yaygin olarak bulunmakta, ayrica hava filtrelerinde de
yasayabilmektedir. Insanlarin doga ile temasinin artmasimn, toprak, su ve havayi, kendi
yararlari i¢in daha fazla kullanmaya baslamalari, dogada serbest yasayan amiplerin (SYA)
insan vucuduna girme olasihigim arttirmakta ve SYA’ larin neden olduklar: hastaliklar da
glin gectikce daha fazla 6nem kazanmaktadir’

Cevrede toprak ve tath sularda oldukca yaygin olarak bulunan protozoonlar arasinda
olan Acanthamoeba spp.’leri, insan vicuduna yerleserek cesitli hastaliklar meydana
getirebilmektedir. Bu tir amipler, Granlilomatéz Amibik Ensefalit (GAE), Kutantz
Acanthamoebiasis, Acanthampeba Keratiti (AK) ve AIDS’li hastalarda enfeksiyon’un cesitli
organlara yayilmasina bagh olarak kronik siniizit, otit, kutandz lezyonlar, sinus lezyonlari,
deri tlserleri gibi hastaliklar meydana getirirler > 7.

Acanthamoeba’nin, Acanthopodina alt takimi iginde simiflandiriimasinda
trofozoitlerinin yapisinda acanthapod ad: verilen dikensi yapilarin yer almasi ile dogrudan
ilgili olup, bu yapilar morfolojik olarak siniflandirmada olciit olarak kullaniimaktadir™"®,
Acanthamoeba ilk kez, Cryptococcus pararoseus kultirli icinde Castellani tarafindan
tanimlandi®*®*!. Fakat organizmanin bu cins icinde siniflandiriimasi gézlem ve arastirmalar
sonucunda simdiki halini almustir®*.

Morfolojik 6zellikler kullanilarak tir tayini yapmak ¢ok zordur. Acanthamoeba’lar
morfolojik olarak kistlerinin biyukligt ve sekli bakimindan 3 gruba ayrilirlar (Sekil 1).
Grup I’deki thrler, diger gruptaki tirlerle kiyaslandiginda oldukca buyik kistlere sahiptir.
Ektokistle, endokist arasinda oldukcga belirgin bir sekilde goérilen aciklik vardir ve yildiz
seklindeki endokist, uclardan ektokistle baglantihdir (Sekil 1-A). Grup II’deki tdrlerin
ektokisleri burusuk bir géruntimde iken endokist yildiz, poligonal, tiggen veya oval sekilde

olabilir (Sekil 1-B, C). Grup lII’deki tirlerin kistleri kicuktdr, kist duvar: ince ve diiz bir



yapidadir, ektokist diizgeperi ile endokisti gevreler, ektokistle, endokist arasindaki mesafe
cok azdir (Sekil 1- D)

Sekil 1. Acanthamoeba spp. ait kistlerin biytkluk ve sekline gore ayrimi.

A’da Grup I’de yer alan, Acanthamoeba (A.) astronyxis’e ait kist morfolojisi goralurken, B ve C’de
Grup II’de bulunan, sirasiyla, A. castellanii ve A. polyphaga’ya ait kist morfolojisi (C’de tstte bulunan
sekilde, A. polyphaga kistleri metilen mavisi ile boyanmis durumda), D’de ise Grup I11’de bulunan A.
palestinensis’in kist morfolojisi gériilmektedir>**2,

Gunimuize kadar cesitli cevrelerden veya Kklinik 6rneklerden izole edilen
Acanthamoeba spp.’lerin, kist morfolojileri ve buyukliklerine gére hangi grupta yer
aldig1 belirlenmistir. Bu ayrim Cizelge 1’de gortilmektedir.



Cizelge 2. Acanthamoeba spp.kist morfolojilerine gore yer aldig: gruplar

9,12

Grup | Grup Il Grup i
A. astronyxis A. castellanii A. culbersoni
A. commandoni A. divionensis A. healyi
A. echinulata A. griffini A. jacobsi
A. pearcei A. hatchetti A. lenticulata
A. tubiashi A. lugdunensis A. palestinensis
A. mauritaniensis A. pustulosa
A. guina A. royreba
A. rhysodes
A. stevensoni
A. polyphaga

Jager ve Stamm tarafindan ilk kez 1972 de insanlarda GAE tanimlanmistir. 1974
de ilk Acanthamoeba keratiti vakasi ise Nagington ve arkadaslar1 tarafindan
bildirilmistir. Acanthamoeba spp.’nin Lejyoner hastalig: ile baglantili oldugu 1980°de
Rowbotham tarafindan savunulmasindan sonra bu konuda arastirmalar hiz kazanmstir.

Guiniimiizde konu ile ilgili 8nemli cahsmalar bulunmaktadir™.

2.1. Tarihge ve Simiflandirma

Ilk kez 1930’da Acanthamoeba cinsi amipler, Castellani tarafindan,
Cryptococcus pararoseus Kaltirlerinde bulunmus ve tanimlamistir. Daha sonra bu
cinsin siniflandiriimasi, 1931 yilinda VVolkonsky tarafindan yapilmis, fakat ginimizde
gecerli olan siniflandirma son yillarda yapilan arastirmalar sonucu ortaya konmustur.
Acanthampeba’nin farkl: tdrlerinin siniflandiriimasinda kimyasal, immunolojik ve
fizyolojik  kriterlere basvurulmaktadir. Bu ylzden Western Blot (WB) ve
Immunofloresan (IF) gibi immunolojik yaklasimlar turlerin siniflandiriimasinda yetersiz
kalmaktadir. 1zoenzim elektroforezi ile farkli enzim sistemlerine sahip Acanthamoeba
spp.’leri birbiriyle Kkarsilastirilabilmekte ve boylelikle akrabalik dereceleri ortaya
cikariimaktadir. izoenzim elektroforezi yontemi farkl: turler arasindaki benzerlikleri

ortaya ¢cikarmasina ragmen, yapilan ¢calismalar izole edilen enzimlerin farkli laboratuvar



sartlarinda degisiklik gosterdigini ortaya cikarmistir>®*3'**°  Son yillarda yapilan

molekdler calismalar ile parazitin siniflandirmadaki yeri netlik kazanmastir.

Cizelge 3. Acanthamoeba, siniflandiriimasi®.

Alem Protista
Alt Protozoa
alem
Sube Sarcomastigophora
Alt Sarcodina
sube
Slper Rhizopodea
sinif
Sinif Lobosea
Alt Gymnamoebia
sinif
Takim Amoebida Schizopyrenida
Alt Tubulina Acanthopodina
Takim
Aile Hartmannellidae Acanthamoebidae | Vahlkampfiidae
Cins Hartmanella Acanthamoeba, Naegleria,
Balamuthia Vahlkampfia

2.2. Acanthamoeba spp. Genotiplendirmesi

Son yillarda Acanthamoeba spp.’nin filogenetik yapisin1 anlamak icin 6zellikle

18S rRNA gen bélgesi hedef alinarak bircok molekekiiler calismalar yapilmistir'®. 18

rRNA gen bolgesinde yapilan calismalar sonucunda Acanthamoeba spp.ler 20 farkl

genotipe ayrilmis ve bunlar T1-T20 olarak adlandirilmistir*”.

Her bir genotipe %5 veya daha fazla dizi ayirnminin bulunmas: genotipler

arasindaki farklilig1 gostermektedir. Ornegin; T2, T2a ve T2b olmak uizere iki alt grup

icerir. Bu iki grup arasinda %4,9’luk bir farklilik oldugundan dolay: ayn1 genotip olarak




kabul edilmektedir. Bu simiflandirma semas: temel alinarak insan enfeksiyonlarinin
biyuk bir kisminin ve ozelliklede %90*dan fazla keratit olgusunun T4 genotipi ile
baglantili oldugunu gostermistir. Yine benzer sekilde T4 genotipinin kutandz
enfeksiyonda ve GAE gibi nonkeratit enfeksiyonlar ile de baglantili oldugu ortaya

cikartimistir'®19%,

Cizelge 4. Bilinen Acanthamoeba spp. genotipleri ve insan hastaliklar: ile baglantisi®®. (NA; Heniiz

herhangi bir hastalikla baglantist bulunmamastir).

Acanthampeba genotipleri Insan hastaliklar: ile baglantist
T1 Ensefalit
T2a Keratit

T2b NA

T3 Keratit

T4 Ensefalit, Keratit
T6 Keratit

T10 Ensefalit
T11 Keratit

T12 Ensefalit

T5 NA

T7 NA

T8 NA

T9 NA

T13 NA

T14 NA

T15 NA




2.3. Morfolojisi

Acanthamoeba spp.’nin hiicre yapisi elektron mikroskobu kullanilarak ayrintil
bir sekilde incelenmistir. Acanthamoeba spp. trofozoitlerinin yapisinda golgi cisimcigi,
mitokondri, ribozom, diz ve yuvarlak yapili endoplazmik retikulum, mikrotubdller
gosterilmistir”'®. Acanthamoeba spp. trofozoitlerinin sitoplazmik yapisinda (i¢ tabakali
plazma zar1 bulunmaktadir. Buna ek olarak trofozoit yapisinda, diken seklinde
acanthapod adi verilen morfolojik bir 0Ozellik daha ayirt edilmektedir. Ayrica
Acanthamoeba trofozoitlerinde sitoplazma yapisinda hiicre icindeki suyun kontrolin
saglayan kontraktil vakouller de belirgin bir sekilde goze ¢arpmaktadir. Ayrica nikleus
icinde buytk bir merkezi nukleolus ayirt edilmektedir. Genellikle amipler tek gekirdekli
olmasina karsin kiltiirlerinde iki cekirdekli yapilar: da ortaya ¢cikmaktadir®.

Cift tabakal diz olmayan kist yapist 13-20 pum biyudkliglnde, endokist ve
ekzokistten olusur. Bu bilyukliik turden tiire degisiklik gostermektedir®®**??, Sicaklik ve
pH degisimleri, besin yoklugu gibi cevresel sartlarin degisimi durumunda
Acanthamoeba trofozoitleri kist yapisina donusurler. Kistler biyositlere, klorlama ve
antibiyotiklere karsi direnclidirler®, Dustk sicakliklarda canli kalabilirler. Bununla
beraber, kistlerin metilen oksitte parcalandig1 gosterilmistir. Uygun cevre sartlari altinda
kistlerden eksistasyonla trofozoitler olusur. Amip kistlerinin 4°C*deki sularda yaklasik
24 yil canh kalabildigi gosterilmistir’. Trofozoit formlar, amibin patojenitesini test
etmek amaciyla, deney farelerine intranazal yoldan inokule edilmistir. Eski izolatlarin
virtlansinin yenilere gore daha az oldugu saptanmistir®®. Viriilans etkisinin pasajlarla
azaldig1 gosterilmesine ragmen amipler fareler Gzerindeki patojenik etkisini devam

ettirmistir.

2.4. Yasam Dongusu ve Biyolojisi

Acanthamoeba spp.’nin yasam déngusiinde iki evre vardir. Ilk evresi aktif olarak
beslendigi, boliindiigii trofozoit evresidir. Ikinci evresi ise hareketsiz ve aktif olmayan
kist evresidir. Acanthamoeba trofozoitleri yaklasik 25-40 pum biyukluginde olup,
bakteri, alg ya da cevredeki diger kigik mikroorganizmalar ile beslenirler. Aksenik
kilturlerde besinlerini pinositoz yoluyla sivi sekilde alirlar. Acanthamoeba spp. insan

vicudunda basta merkezi sinir sistemi (MSS) ve g6z olmak tizere deri, akciger, mukoza



ve toraksta yerlesebilirler. Bu cins amipler, dokuda hem trofozoit, hem de kist halinde

bulunurlar>”%%

Sekil 2’de Acanthamoeba spp. yasam dongisi ve insanda olusturdugu

enfeksiyonlar.

(1) Go= woluyla

{2) Solenum

volondan genizden

Eo Acanthamoeba

| zpp. insan vileuduna
farkh wollarla

| M girebilir N\
,ﬂ, (3) Ulsesli / zarar
o pormids deriden

dokulardala kast ve trofozoitler

A= Enfelctif svre A

ﬁi Dhivagnostils sves

Sekil 2. Acanthamoeba spp. yasam dongiisii ve insanda olusturdugu enfeksiyon?.

Trofozoit formu: Trofozoitler 12-60 um buyukluginde olup genellikle yavas
olan hareketlerini, parmak seklinde olan lopopod ve akantopod (acanthapodium)
denilen dikensi yalanci ayaklar ile saglarlar, diizensiz dallanmalar gosteren yalanci

ayaklara sahiptir. Merkezi yerlesmis karyozumu bulunan tek cekirdege sahiptir®*®?’.



Sekil 3. Acanthamoeba trofozoitinin mikroskoptaki gériinimu (x40)

Kist formu: Kistler genellikle tek cekirdekli ve yuvarlaktir. Ortalama caplar
10-15 pum capindadir; cekirdegin yine buyik bir karyozomu vardir. Kist duvar ¢ift
cidarhdir; dig tabaka hafifce kivriktir, i¢ tabaka polihedraldir. Bu morfoloji, Kistlerin

agar plaklar: tizerinde kolayca ayirt edilebilmelerini saglar®"

Sekil 4. Acanthamoeba Kistinin mikroskoptaki gériinimi (x40)
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2.5. Epidemiyoloji

Acanthamoeba spp. protozoa icinde ¢evrede en ¢ok bulunan tirdur. Dlnyada
kozmopolit bir yayilima sahiptir. Toprakta, icme sularinda, havalandirma sistemlerinde,
yuzme havuzlarinda, diyaliz Gnitelerinde, kontakt lenslerde ve memeli hicre
kiltirlerinde izole edilebilir®®®,

Bildirilen olgularin %50’den fazlasinda insanlarin, yapay gollerde, havuzlarda,
yuzme esnasinda enfekte olduklart Amerika’nin Virginia, Florida ve Teksas gibi
bolgelerinden rapor edilmistir. Baz1 olgular kaplica, yiizme havuzu, sulama kanal1 ve
dogal gobllerde yizme ile enfekte olurken, Kuzey Nijerya ve Guney Avustralya’dan
bildirilen olgularda yiizme 6ykust olmadan bulasmanin, yiiziin yikanmas: esnasinda ve
havada bulunan amip kistlerinin solunmastyla enfekte oldugu bildirilmistir®®®,

Acanthamoeba spp. ile ilgili ilk keratit olgusu yurdumuzda 1996’da Elazig’dan
ikinci olgu ise Izmir’den bildirilmistir’®. Serbest yasayan amiplerin sebep oldugu
hastaliklar hakkinda yeteri kadar arastirma yapilmadigindan bu hastaliklarin gercekte

bulunma oran1 bilinmemektedir.

2.6. Etkeni Oldugu Hastahklar

2.6.1. Granulomatdz Amibik Ensefalit (GAE)

Acanthamoeba spp.’lerin neden oldugu, kronik, yavas ilerleyen merkezi sinir
sistemi (MSS) enfeksiyonudur. Bu hastaligin inkibasyon periyodu tam olarak
bilinmemektedir. GAE, sistemik lupus eritematozus, diyabet, tiiberkiloz, deri Ulserleri,
AIDS gibi hastaliklarin yaninda alkolizm, ila¢g bagimliligi, steroid tedavisi, kanser
kemoterapisi, radyoterapi ve organ transplantasyonu gibi durumlarda ¢ok hizli ilerler.
Klinik olarak; bas agrisi, mental anormallikler, ense sertligi, ndbet, irritasyon, bulanti,
kusma, yar felg, kafatas: sinirlerinin felci, hallsinasyon, yirtime bozuklugu, ¢ift gérme,
1s15a karst duyarlilik olugsmasi ile karakterize olan bir hastalik olarak tanimlanmaktadir™
6, 7,34.

Patolojik bulgular genellikle kanamaya bagli nekroz, fibrin birikimi ve
enflamasyon icerir. GAE olgularinin tanisinda, BOS ya da beyin dokusu incelenir. Bu
materyallerden lam-lamel arasinda preparat hazirlanip, direkt olarak veya cesitli

boyalarla boyandiktan sonra mikroskopta incelenerek amip varlig: aranir > 6,734
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2.6.2. Acanthamoeba Keratiti

Acanthamoeba spp.’leri ile Naegleria, Hartmanella ve Wahlkamfidae tiirlerinin
bu hastaliga neden oldugu ve korneanin amiplerle direkt temasi sonucunda hastaligin
olustugu bildirilmektedir. Bu temasta, korneadaki travma, kontakt lens kullanimi,
kontakt lenslerin kontamine lens solusyonlari ile temizlenmesi rol oynamaktadir.
Acanthamoeba keratitli olgulardan en sik olarak A. castellanii, A. polyphaga, A.
hatchetti, A. culbertsoni, A. rhysodes, A. lugdunensis, A. quina, A. griffini ve A.
polyphaga gibi tirler izole edilmektedir®>=.

Acanthamoeba keratiti, immun sistemi saglam, saglikli kisilerde gorulebilir ve
bu kisilerde koruyucu imminite gelismez. Enfeksiyonda, siddetli okdiler agri, yangi,
gorme bozuklugu ve halka seklinde stromal infiltrasyon vardir. Tanisi ¢ogunlukla,
kornea kazinti materyalinin direkt incelenmesinde amibi saptayarak, bu materyalden

etkeni ireterek ya da histopatolojik kesitlerde paraziti gérerek konur 623738,

2.6.3. Kutano6z Acanthamoebiasis

AIDS’lilerde gorilen bu enfeksiyon, tek basina veya MSS enfeksiyonu ile
birlikte bulunur. Kutan6z Acanthamoebiasis hastaligina bagisiklik sistemi baski altinda
olan organ transplantasyonu yapilmis hastalar ile HIV acisindan negatif olan amibik
ensefalitli hastalarda ya da immunolojik rahatsizliklara sahip hastalarda rastlanabilecegi
gosterilmistir. Hastaligin kutantz formu gucli eritromat6z ya da cilt tlserleri seklinde
karekterizedir. Kutandz Acanthamoebiasis’in erken belirtisi sert paptlonodillerin
meydana gelmesidir. Bu nodl, irinli bir materyal toplar ve daha sonra iyilesmeyen sert
ulserlere donistr. Kutandz lezyonlarin histopatolojik incelenmesi sonucunda, nekroz
odag1 cevresinde, enflamatuvar hucreler, vaskulit, trofozoitler ve kistlerin bulundugu
gosterilmistir®.

Kutanéz Acanthamoebiasis’de tan1 materyali olarak, lezyondan alinan biyopsi
materyali kullanilmaktadir. Tanida, biyopsi materyali, hematoksilen-eozin, periyodik
asit-schiff, calcofluor beyazi gibi boyalarla boyanarak amip varlig: arastirilabilir. Buna

ek olarak, PCR-RFLP gibi molekiiler yontemler de tan: da kullanilabilir®.
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2.6.4. AIDS’li Hastalarda Acanthamoeba Enfeksiyonu

1986 yilinda AIDS’li bir kiside Acanthamoeba enfeksiyonu ilk kez
bildirilmistir®*. Bu tarihten itibaren, AIDS’li Kisilerde rapor edilen Acanthamoeba
enfeksiyonu olgusu bildirilmis olup, bu olgularin ¢ogunun tanisi hastanin 6limanden
sonra yapilan raporlamalardir. Hastanin bagisiklik sisteminin zayiflamasi sonucunda
Acanthamoeba parazitinin diger doku ve organlara yayildig: dustintilmektedir. CD4 T
hicrelerinin  sayisimin  distik oldugu (200 mm’den daha az) HIV’li hastalarda
Acanthamoeba enfeksiyonu’nun daha hizli gelistigi bildirilmistir. AIDS’li Kisilerde
hastalik ¢ok hizli ilerler ve bircok hastada nérolojik semptomlarin goriilmesinden bir ay
veya daha kisa siire sonra 6lim gerceklesir°.

2.6.5. Tam

Cevresel orneklerden, beyin-omurilik sivisindan ya da dokulardan izole edilen
Acanthamoeba spp.’lerinin tanimlanmasi trofozoit ve kistlerin morfolojisine bakilarak
yapilmaktadir. Acanthamoeba keratitinin tanist oldukca zordur, ¢lnki klinik gérinimi
Herpes simplex, Pseudomonas aeruginosa veya fungal keratite cok benzer. Bu durum,
tanida yanhsliklara neden olabilir. Yanlhs tan: sonucunda uygulanacak anti-viral, anti-
fungal veya anti-bakteriyel tedavi hastaligin klinigini golgeler ve tedavide gecikmelere
neden olur. Acanthamoeba kist ve trofozoitlerini saptamak igin, korneal kazinti ve
biyopsi materyalleri cok uygundur®*?,

Tan i¢in farkli yontemler kullanilir: Bunlar; Kaltir Yoéntemi, PCR Yontemi,
Calcoflour Beyazi, Akridine Orange, Laktofenol (pamuk mavisi), Konfokal Mikroskop,
Indirekt Immunofloresan - Antikor Testi, Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Teknigi, Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)’dir.

2.6.5.1. Kdltar Yontemi

Kiltar yontemleri parazitin in vitro olarak 0retilmesine, izole edilmesine ve
tanimlanmalarina olanak sagladiklar i¢in tanida blylik 6nem tasimaktadir. Tan: da en
cok kullanilan besiyeri, tGzerine Escherichia coli ya da baska bir gram negatif bakteri
strilmis olan, besleyici degeri olmayan agar ortamidir. Kiltlr icin korneal kazinti
materyali ¢cok uygundur. Agar besiyerinin hazirlanis1 kisaca sOyledir: Agar, %1.5-2

oraninda hazirlanarak, otoklavda steril edilir ve 10-15 ml steril petri kaplarina dokilir;
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kullanmadan 0Once (zerine bakteri suruldiukten sonra petrinin orta kismina materyal
konur ve 35-37" °C’de inkiibe edilir, ertesi giinden itibaren amip tiremesi olup olmadig:
mikroskopta incelenerek belirlenir’®. Burada dikkat edilmesi gereken nokta, korneal
kazinti materyalinde bakteri ya da mantar olabilir, bu durum da tanida karisikliklara
neden olabilir. Korneal kazinti 6rneginden yapilan kiltir negatif ¢iktiginda, korneal
biyopsi 6rneginden kudltir yapilmas: gerekebilir, bunun yaninda lens saklama
kaplarindan ve lens temizleme solusyonlarindan alinan 6rneklerden de kaltar
yapiimahdir. Bu materyallerden vyapilan kaltirlerin  pozitif ¢ikmas:  taniyi

kesinlestirmez, fakat Acanthamoeba enfeksiyonu oldugunu duistindrebilir®.

2.6.5.2. PCR Yontemi

Klinik 0drneklerin degerlendirilmesinde kullanilan tani teknikleri arasinda
gortlen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) oldukga 6zgl bir yontemdir. En degerli tan
materyali korneal kazinti materyali olup bu yontemde, korneal dokudan DNA izole
edilir ve Acanthamoeba’ya 6zgl oligonikleotit primerleri kullanarak, izole edilen DNA
icinde Acanthamoeba’ya ait olan gen bolgesinin varligi arastirihr. Burada dikkat
edilmesi gereken nokta, kullanilan primerlerin mutlaka Acanthamoeba spp.’ye 6zgl
olmasidir. Eger g0z birden fazla SYA ile enfekte ise diger metodlarla tan1 konulmasi
cok zor olur. Bu durumda gozyas: 6rneklerinden PCR yapilmas: Onerilir. PCR tam
amach kullanimi yaninda, hastalarin tedaviye cevaplarinin arastirilmasinda da guvenli

bir sekilde kullanilabilir®*>*".

2.6.6. Tedavi

Acanthamoeba keratitinin tanis1 zor oldugundan, sik sik tedavide gecikmeler ve
buna bagli olarak da gérme kaybi olabilir. Eger enfeksiyon ¢ok erken tanimlanirsa
etkenin sadece epiteli istila etmis olma olasilig1 yiksektir. Daha kolay ve kisa silirede
tedavi edilmesi mumkindir. Tedavi geciktigi taktirde amipler, korneanin derin
tabakalarini istila eder ve bu durumda tedavi siresi birkag ay, bir yil ya da daha uzun
olabilir. Bunun yamnda hastaligin tekrar etme olasiligi artar, ¢lnki dokudaki
trofozoitler kist formuna gecer ve kullanilan bircok amoebisidal ilag, Kistlere etki etmez.

Tedavide basarisizlik sik gorilen bir durumdur, bunun sebebi de kullanilan ilaglarin
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zayif etki gostermesi, tedavi siresinin yetersiz olmas: veya etkenin ilaglara direng

kazanmasi olabilir®3%404,
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanmlan Kimyasal Malzemeler
U Proteinaz K
U Acanthamoeba primerleri
U Agar
U QIAmp® DNA Minikit
U Tryptose
U Tris baz
U Magnezyum klortr
dNTP mix
Borik asit
Etidyum bromid
Na,EDTA
Tag polimeraz
Prob

(G e o o N

3.2. Calismada Kullamlan Ekipman ve Malzemeler
1 Termal cycler
1 Real-Time PCR cihaz1
1 Binokiler Isik Mikroskobu
1 Mini gel elektroforez tanki
1 Ependorf Tipd (1,5 ml)

1 Santrufj

u
U

U

u

u

U

U Etiv
U Hassas terazi

U Mikrodalga Firin
U Mikropipet

U Derin dondurucu
U Pipet Uclar

u

1 TBE Buffer
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U Jel Goriintileme Sistemi
U UV lamba

3.3. Orneklerin Toplanmasi

Tez kapsaminda Diyarbakir, Batman, Mardin, Siirt, Bitlis ve Van illeri ¢calisma
alan: olarak belirlendi. Illerin bagh bulundugu ilce ya da koylerde bulunan kaynak
sulari, kaplica sulari, havuz sulari, sulama kanallar1 ve toprak o6rnekleri toplandi
(Toplanan orneklerinin dagilim: gizelge 4 de gortlmektedir.) Steril edilmis su kaplarina
100 - 500 ml su ve 200 - 400 gr toprak ornegi toplandi. Her 6rnegin Uzerine 6rnegin
hangi ilden ve alandan alindigi, sudan alinmigsa suyun sicakligi, topraktan alinmigsa
ortam sicaklig1 olgulerek steril kaplarin tizerine yazildi. Bu kapsamda toplam 65 6rnek

topland.

Cizelge 5. Toplanan drneklerin sehirlere gére dagilim

Sehir Ornek sayisi
Bitlis 11
Siirt 16
Diyarbakar 10
Mardin 9
Batman 8
Van 11
Toplam 65

3.4. Kaphca Sularindan ve Yiuizme Havuzlarindan Orneklerin Alims

Steril kaplara su 6rnekleri doldurup ¢alkalandi. Bu islem 2-3 kez tekrar edilerek
kabin icerisine su érnekleri toplandi. Kaplica ve ylizme havuzlarindan érnekler farkl
alanlardan (ytzme alani, atlama alani, yiriyis alani) toplandi. Hamamlarda sicak ve

soguk suyun aktigi olugun dibi ve insanlarin keselenmek igin uzandigi mermer tasi
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bisturi ve pastor pipeti kullanilarak kazinti ve su drnekleri alindi. Her érnegin Gizerine

suyun sicakligi, hangi alandan ve hangi ilden alindig: yazildi.

Sekil 5. Sulama havuzundan 6rnek alinmasi

3.5. Akarsu ve Goéllerden Ornek Alinist
Akarsuyun durgun yerlerinden steril kap agz1 acik olarak ve bas asagi olacak
sekilde suya daldirilarak alindi. Park ve bahce sls havuzlarinda bisturi ve pastor pipeti

kullanarak kazinti siriinttisi alinds.

Sekil 6. Kaynak suyundan drnek alinmasi
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3.6. Topraktan Ornegin Alinisi
Su kaynaklarina yakin bdélgelerden topragin 0-5 cm derinlikte nemli alandan

200-400 gr toprak drnegi alindi.

Sekil 7. Park bahcelerinden toprak alinmasi

3.7. Mikroskobik inceleme, Ornekler igin Kiiltir Hazirlanmasi ve Ekilmesi

Toplanan toprak 6rneklerinde bulunabilecek Acanthamoeba spp.’lerinin tespit
edilmesi icin yogunlastirma yontemiyle ¢okttirme islemi yapmak icin drnekten bir ceviz
tanesi kadar alinarak cam veya plastik bir kabin icine kondu. Uzerine 100 ml steril
damitik su eklenip bir cam veya plastik cubukla karistirilarak ezildi. Cift kath gazh
bezden huni yardimiyla bir santrifuj tiipine stizuldu. 3000 devirde 1-3 dakika santrifiij
edildi. Ustte kalan s1v1 yavasca dokildii. Tupiin dibinde kalan ¢okiintiiden (sedimentten)
bir damla alindi. Mikroskopta incelemeye hazir hale getirildi. Coktiirme yapildiktan
sonra lam-lamel aras1 6rnek hazirlanarak mikroskopta (X10, X40) direk bakist yapildi.

Orneklerin kiltir ortaminda Uretilmesi icin besiyeri hazirlandi: 13 gr Agar
(American Bacteriological Agar), 500 ml damitik su icinde eritildi; otoklavda 121°C’de
15 dakika steril edildikten sonra, sicakken, 2 saat sterilizasyona birakilan petri kaplarina
7 ml dokildii ve bir giin bekledikten sonra ekim icin kullanildi. Ornekler ekilmeden
once besiyerlerinin yiizeyine E. coli surtldi ve pastor pipetiyle alinan ¢rnekler Non-
Nutrient Agar (NNA) besiyerine ekilerek 30 °C’ de 7 giin inkiibasyonda birakild.
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Besiyerlerinde uUreme olup olmadigi petri kutulari agilmadan stereo mikroskop ile
10’luk objektif ile incelendi. Bu inceleme ile Acanthamoeba trofozoitlerinin bulundugu
erken donemde Kkontraktil vakuollerinin ve cekirdeklerinin gorinumdiyle, 40°lhik
objektifde ise sonraki donemlerdeki tipik kist gorintmleriyle ayirt edildi. Daha sonra,

Acanthamoeba Ureyen petriler DNA eldesi icin ayrildi.

3.8. Orneklerin DNA izolasyonu

Acanthamoeba tremesi olan petri kutularinin tizerine dékilen 2 ml steril damitik
su agar Uzerine yapismis parazitler ile karistirilarak ependorflarda toplandi. 5 dakika
3000 rpm’de santrifij edilerek Acanthamoeba’larin ependorfun dip kisminda
toplanmas: saglandi. Santriftj edilen ependorflarin dip kisminda yaklagik 1 ml sivi
birakilarak st kisimdaki sivi bosaltildi. Ependorflar vorteks yardimi ile karistirilarak
dipteki peletin dagilmas: saglandi. Yapilan bu islem sonucu Acanthamoeba cinsi
amiplerin trofozoit ve Kistleri yogun bir sekilde elde edilmis oldu. Kiiltir de Gremesi
olmayan tim toprak ve su ornekleri de ayni sekilde ependorf tiplerine toplanarak 3
dakika 3000 rpm de santrifuj edildi.

Tim 6rneklerin bulundugu ependorflarin dip kismindan 200 milimikron alinarak
DNA izolasyonu yapildi.

DNA izolasyonu protokoliinin asagidaki 1. basamagindan itibaren devam edildi.
izole edilen DNA’lar konvansiyonel PCR ve real time PCR calismas: yapilincaya kadar
-20 °C’de sakland:.

3.9. DNA 1izolasyon Protokoli (QIAmp® DNA Minikit, Almanya,
QIAGEN)

1. 1,5 mP’lik ependorf tupune kultirden alinan Acanthamoeba Ornegi eklendi.

2. 20 pl proteinaz K eklendi ve 15 saniye vorteks yardim ile karistirildi.

3. 56°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sirasinda 3 kez
vortekslendi.

4. Kapaktaki damlaciklarin uzaklastirilmas: amaciyla kisa sureli santrifiyj edildi.

5. 200 pl etanol (%96-100) eklendi. 15 saniye boyunca vortekslendi.

6. 1,5 ml mikrosantrifuj tupt kapaktaki damlaciklarin uzaklastirilmas: amaciyla 1

dakika santrifiij edildi.
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7.

10.

11.

12.

2 ml’lik toplama tupleri icerisinde bulunan QIAmp spincolum’lara aktarildi.
Kapaklar: kapatild: ve 6000 x g (8000 rpm)’de 1 dakika santrifuj edildi.

QIAmp Mini spincolum’larin kapaklar: dikkatlice acilarak igerisine 500 pl
Buffer AW1 eklendi. Kapaklar1 kapatildi ve 6000 x g (8000 rpm)’de 1 dakika
santriftj edildi.

QIAmp Mini spincolum’lar 2 mI’lik temiz toplama tiiplerine yerlestirildi, filtre
iceren toplama tiipleri atild:.

QIAmp Mini spincolum’larin kapaklar: dikkatlice acilarak igerisine 500 pl
Buffer AW2 eklenir. Kapaklar kapatildi ve 20.000 x g (14.000 rpm)’de 3 dakika
santriftj edildi.

QIAmp Mini spincolumn’lar 1.5 ml’lik mikrosantriflij tuplerine yerlestirildi.
filtre iceren toplama tipleri atildi.

QIAmp Mini spincolum’larin kapaklari dikkatlice acilarak icerisine 200 pl
Buffer AE eklendi. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi 6000x g (8000rpm).
Elde edilen DNA o&rnekleri PCR calismas: yapilincaya kadar -20 °C’de

saklandi®.

3.10. DNA Amplifikasyonu Icin Gerekli Cozeltiler ve Kimyasal Maddeler

3.10.1. Cozeltiler
10x (KCI) Tamponu:
700 mM/I

200 mM/I

% 0.1 Tween 20
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3.10.2. PCR Karisim

Cizelge 6. PCR karigim oranlar

10x (KCL) Tamponu 5uL
12.5 mM dNTP 1uL

25 mM MgCl, 5uL

25 mMTagDNA polymerase 1L
Steril damitik su 33 uL

3.10.3. Primerler

Acanthamoeba cinsi amiplerin konvansiyonel PCR ile tanimlanmasinda 18S
rDNA gen bolgesine yonelik primerler kullanildi. JDP1 ve JDP2 primerler ile yapilan
ampilifikasyon sonucu, Acanthamoeba cinsi amiplerin 18S rDNA gen bdlgesinde

yaklasik 423 ila 551 baz cifti arasinda ortalama 500 bp’lik bélge gogaltllmaktad1r42.

Forward: JDP1 (5'-GGC CCA GAT CGT TTA CCG TGA A-3))
Reverse: JDP2 (5'-TCT CAC AAG CTG CTA GGG AGT CA-3))

3.10.4. Amplifikasyon Kosullar

PCR tamponu 12.5puL
gDNA 5uL
JDP1 1.5pL
JDP2 1.5uL
Steril su 4.5uL

3.11. Termal Cycler PCR Protokolu
JDP1 ve JDP2 primerleri kullanarak amplifiye edilmek istenen DNA uzunluguna
ve primer icgerigine bagl olarak sicaklik ve sire degismektedir. Kullandigimiz PCR

protokoli tabloda gosterilmektedir.
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Cizelge 7. PCR protokoli

On Denatiirasyon 95°C 5 dakika 1 dongu
Denatiirasyon 95°C 1 dakika 45 déng
Primer baglanmas: 65 °C 1 dakika 45 doéngii
Zincir baglanmasi 72°C 1 dakika 45 dongu
Zincir uzamast 72°C 10 dakika 1 déng

Sekil 8. Thermal Cycler cihazi (Senquest)

Amplifikasyon drunleri agaroz jelde ydrituldikten sonra degerlendirildi.
Negatif sonug alinan 6rnekler icin ayn1 amplifikasyon islemi tekrarlandi.

3.12. Agaroz Jel Elektroforezi Hazirlanmasi

Amplifikasyon drlnlerinin  gorintilenmesi amaciyla %2,5’lik agaroz jel
kullanildi. Agaroz jelin hazirlanmasinda ve elektroforez islemi sirasinda TBE (Tris-
Borik asit EDTA) tamponu kullanildi. Toz halindeki 1 gram agaroz tartilip erlenmayere
konularak tzerine 40 ml 1X TBE tamponu eklendi. Mikrodalga firinda agarozun iyice
erimesi sagland: ve 50 °C’ye kadar sogumasi beklendi. Agaroz lizerine Etidyum Bromr
cozeltisinden 10 pl eklendi. Agaroz jel, taraklar yerlestirilerek jel dokimu icin hazir
hale getirilen yatay jel tablasina dikkatlice bosaltildi. Jelin katilasmasi beklendi ve

taraklar jele zarar vermeden cikarildi. Her drnegin 10 pl’si birbirini izleyen kuyulara,
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DNA markeriyle kuyucuklara yiklenerek jel haznesinin kapagi kapatildi. 150V’°da
yaklasik 45 dakika yurttulerek DNA ayirimi yapildi. Elektroforez tankindan ¢ikarilan
DNA ornekleri suda 5-10 dakika beklendi. DNA fragmanlar: UV altinda gorunttlendi.

3.13. 5X TBE Tamponu:

Trishaz 54,09
Borik asit 2759
Na,EDTA 20 ml

pH 8.0’ a ayarlandi ve 1 litreye tamamlandi. Oda sicakliginda stoklandi

Sekil 9. A) Jel Gorlintileme Sistemi B) Elektroforez tanki

3.14. Restriksiyon Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length

Polymorphism=RFLP)

Konvansiyonel PCR ¢alismasi sonucu pozitif bulunan 15 riin Haelll ve HindlIl1l
enzimleri ile kesildi. Bu enzimlerin tanima bdlgeleri ve kesim sonucu olusacak bantlarin
uzunlugu her sus icin farklilik gosterdiginden degerlendirme cetveline gdre hangi
Acanthamoeba turt olduklar: belirlendi. PCR Urlnu kesilmesi icin; Distile su 2.0 pl,
Bufer R* 1.5 pl, Haelll veya Hindlll 0.5 pl, PCR rini 11.0 pl toplam 15.0 pl olacak
sekilde 37 °C’de 4 saat thermal cycler’de tutuldu. Daha sonra Acanthamoeba tiirlerinin
belirlenmesi icin restriksiyon enzimleri ile muamele edilen Uriinler agaroz jelde
yuratuldd. PCR Urlnu kesilmesi ile ortaya ¢ikan bantlar kesilen boélgelerine gore
degerlendirilerek Acanthamoeba turlerinin tanimi yapildi.

Kullanilan restriksiyon enzimlerin kesilen bolgeleri asagida goruldigu gibidir.
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Haelll (Haemophilus aegyptius) restriksiyon enzimi

5...GG|CC...3

3...CC1GG...5

Hindlll (Haemophilus influenzae) restriksiyon enzimi
5...AJAGCTT...3'

3...TTCGA?TA...5'

3.15. Real-Time PCR

AcantF900 (5'-CCC AGA TCG TTT ACC GTG AA-3") ve AcantR1100 (5-
TAA ATA TTA ATG CCC CCA ACT ATC C-3') primerleriyle birlikte TagMan probe
AcantP1000 (5-Fam5-CT GCC ACC GAA TAC ATT AGC ATG G-BHQ3-3)
kullanilarak toplanan érnekler degerlendirildi.

Cizelge 8. Real Time PCR ¢alisma protokolu

Denatirasyon 95°C 15 saniye 40 dongu
Primer baglanmasi 60 °C 3 saniye 40 dongi
Zincir uzamasi 72°C 10 saniye 40 dongu

Rotorgene 2X PCR Prob Mix 10 pL

Primer Probe 1L
Distile su 4 uL
gDNA 5puL

Al

Sekil 10. Real Time PCR Cihazi Rotorgene 3000 (Germany)
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4. BULGULAR

4.1. Mikroskobik inceleme Sonuclan

Diyarbakir, Batman, Mardin, Siirt, Bitlis ve Van illerine bagl ylzme
havuzlarindan, kaplica sularindan, hamamlardan, sulama kanalindan toplanan su
ornekleri ile park ve bahcelerden alinan toprak 6rneklerinin; mikroskobik inceleme
sonuclarina goére toplam 65 6rnegin 6 tanesinde Acanthamoeba spp. tespit edilirken,

orneklerin 59 tanesinde Acanthamoeba spp. saptanmadi.

Cizelge 9. Mikroskobik inceleme sonuglar

Sehir Ornek Sayisi Pozitif Negatif
Bitlis 11 2 (%18,18) 9 (%81,82)
Van 11 0 (%0) 11 (%100)
Siirt 16 1( %6,25) 15 (%93,75)
Batman 8 1(%12,5) 7 (%87,5)
Mardin 9 1 (%11,11) 8 (%88,89)
Diyarbakir 10 1 (%10,00) 9 (%90,0)
Toplam 65 6 (%9,23) 59 (%90,77)

Sekil 11. Mikroskobik inceleme sonucu 40x buyutmede Acanthamoeba spp.
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4.2. Kultiir inceleme Sonuglan

Etlvde 7 gun bekletilen petri kutularindan alinan kazintt drneklerinden lam-
lamel arasi preparat yapilip 1sik mikroskobunda 40’lik objektifle Acanthamoeba spp.
varlig1 incelendi. Inceleme sonucunda 65 6rneginin 11 tanesinde triime oldugu, 54
tanesinde ise Ureme olmadig1 gozlendi. Onbir 6rnegin mikroskopta hem kist hem de
trofozoit formlari morfolojik olarak degerlendirildi ve buna gore gruplandiriimalar:

yapildi. Kist ve trofozoit formlarin ayr1 ayri fotograflar: ¢ekildi (Sekil 3, 12).

Cizelge 10. Kaiiltiir inceleme Sonuglari.

Sehir Ornek Sayisi Pozitif Negatif
Bitlis 11 2 (%18,18) 9 (%81,82)
Van 11 2 (%18,18) 9 (%81,82)
Siirt 16 3 9%(18,75) 13 (%81,25)
Batman 8 1 (%12,5) 7 (%87,5)
Mardin 9 2 (%22,22) 7 (%77,78)
Diyarbakar 10 1 (%10) 9 (%90)
Toplam 65 11 (%16,92) 54 (%83,08)

Pozitif bulunan toplam 11 6rnegin kist morfolojilerine gére 7 tanesinin grup
II’de bulanan A. castellanii veya A. polyphaga’ya ait oldugu, 4 tanesinin de grup I11I’de

bulanan A. palestinensis oldugu saptanmastir.
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4.3. Konvansiyonel PCR Ydntemi Sonugclar:

Calisma alanlarindan toplanan su, toprak ve ayrica kiltur ortaminda Uretilen
Acanthamoeba’larin DNA’lar1 JDP1 ve JDP2 primerleri ile amplifiye edildi ve yaklagik
423-530 bp uzunlugu arasinda band elde edilen érnekler pozitif olarak kabul edildi.
Toplam 65 drnekten 15 tanesi PCR yontemi ile pozitif sonug verirken 50 drnek negatif
olarak degerlendirildi.

Sekil 13. Konvansionel PCR yonteminde drneklerin jel géruntiisi (1; Negatif kontrol, 2; Pozitif kontrol,

3, 4, 5 pozitif érnekler)
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4.4. Restriksiyon Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length

Polymorphism=RFLP)

Kulttr yontemi ile pozitif bulunan toplam 11 6rnegin kist morfolojilerine gore 7
tanesinin grup I1’de bulanan A. castellanii veya A. polyphaga’ya ait oldugu, 4 tanesinin
de grup I1I’de bulanan A. palestinensis oldugu saptanmisti. Bu drneklerin RFLP kesimi
sonrasinda grup I1I’de kdltur sonrast morfolojik inceleme ile degerlendirilen 7 6rnegin
4’0nln A. castellanii ve 3 tanesinin de A. polyphaga oldugu saptandi. Kultur sonrasi
morfolojik inceleme ile grup I1I’de saptanan 4 adet A. palestinensis susunun enzimler
ile kesimi sonrasinda A. palestinensis oldugu dogrulandi. Ancak kilturde dreme
gbzlenmeyen su ve toprak orneklerinden Acanthamoeba oldugu konvansiyonel PCR
yontemi ile saptanan 4 6rnegin restriksiyon endontkleaz enzimleri ile kesimi sonrasinda

A. palestinensis oldugu belirlendi.

4.5. Real Time PCR Ydntemi Sonuclarn

Kultir ortaminda Ureyen Acanthamoeba spp.’lerin DNA’lar1 izole edildi ve
DNA o6rnekleri AcantF900-AcantR1100 primerleri ile AcantP1000 probu kullanarak
real time PCR yontemi ile amplifiye edildi. Toplam 65 6rnekten 15 tanesi Real-Time
PCR yontemi ile pozitif sonug verirken, 50 tanesi negatif sonug verdi.

Cizelge 11. Real-Time PCR Ydntemi Sonuglar

Sehir Ornek Sayisi Pozitif Negatif
Bitlis 11 2(%18,18) 9(%81,82)
Van 11 3(%27,27) 8(%72,73)
Siirt 16 4(%25) 12(%75)
Batman 8 2(%25) 6(%75)
Ardin 9 2(%22,22) 7(%77,78)
iyarbakar 10 2(%20) 8(%80)
Toplam 65 15(%23,08) 50(%76,92)
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Sekil 14. Real-Time PCR ydnteminin sonuglar

4.6. Duyarhhk Ve Ozgullik Sonuclar

4.6.1. Mikroskobi ve Kiiltiir inceleme Sonuclarimin Karsilastiriimasi

Cizelge 12. Mikroskobi ve kiltir inceleme sonuglarinin karsilastiriimasi

Mikroskobi Mikroskobi
o ) Toplam
Pozitif Negatif
Kaltar Pozitif 6 5 11
Kiiltir Negatif 0 54 54
Toplam 6 59 65
Duyarlilik: 6/(6+0)x100 = 100
Ozgiillilk: 54/(54+5)x100 = 91,53
Toplanan  6rneklerin  kdltir  ve  mikroskobik  inceleme

karsilastirildiginda kulttr yonteminin mikroskobik inceleme yontemine gore duyarlilig:

%100, 6zgulligl %91,53 olarak bulundu.
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4.6.2. Konvansiyonel PCR ve Kultir Sonuclarimin Karsilastiriimasi

Cizelge 13. Konvansiyonel PCR ve kultiir inceleme sonuglarimn karsilastiriimasi

PCR Pozitif PCR Negatif | Toplam
Kaltdr Pozitif |11 0 11
Kultir Negatif |4 50 54
Toplam 15 50 65

Duyarlilik: 11/(11+4)x100 = 73,33

Ozgiilliik: 50/(50+0)x100 = 100

Toplanan 6érneklerde konvansiyonel PCR ve kiltiir inceleme yontemi sonuglar
karsilastirilldiginda kdltir yonteminin, konvansiyonel PCR yontemine gore duyarlilig
%73,33 6zgullugu %2100 olarak bulundu.

4.6.3. Real-Time PCR ve Kultur Sonuglann karsilastiriimasa

Cizelge 14. Kiltir ve Real-Time PCR inceleme sonuglarinin Karsilastiriimasi

RT PCR RT PCR Toplam
Pozitif Negatif
Kltir Pozitif 11 0 11
Kdltir Negatif 4 50 54
Toplam 15 50 65
Duyarhihk: 11/(11+4)x100 = 73,33
Ozgillik: 50/(50+0)x100 = 100
Toplanan  orneklerin  Real-Time PCR ve kdltur yontemi sonuglar

karsilastirildiginda kdltir yonteminin Real time PCR yodntemine gore duyarlilig
%73,33 0zglllugu %2100 olarak bulundu.
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5. TARTISMA

Acanthamoeba turlerinin dogal cevrede serbest bulunmasindan dolayi, insanlarin
bu parazitle enfekte olma riski yiksektir®®. Acanthamoeba tirleri GAE, Kutandz
Acanthamoebiasis, Acanthamoeba keratiti  olustururken, AIDS’li  hastalarda
enfeksiyonun cesitli organlara yayilmasina bagl olarak kronik sinlzit, otit, kutandz
lezyonlar, siniis lezyonlari, deri lserleri gibi hastaliklar meydana getirirler?. Klinik
tamda asemptomatik olgularda laboratuvar bulgulart buyiuk 6nem arz etmektedir.
Etkenin laboratuvar tanmisinda mikroskobik inceleme, kiltir ve molekuler yontemler
kullanilmaktadir. Acanthamoeba tanisinda kullanilan tan: yontemlerinin duyarlilik ve
ozgullukleri karsilastiritlmis ve 6nemli sonuglar elde edilmistir®. Yapilan molekdiler
calismalarda 20 genotip (T1-T20) ve 24 Acanthamoeba tlrl bulundugu belirlenmistir.
Keratit ve GAE olgularindan elde edilmis izolatlarin tim dinya vakalarinda bayuk bir
bolumiintn T4’e ait oldugu bildirilmistir. Molekdler genotiplendirmede, T4 genotipinin
A. castellanii oldugu bildirilmistir.>**1218444 GAE AK ve Kutanéz Acanthamoebiasis
etkeni olduklar1 bilinen Acanthamoeba tlrlerine bagli enfeksiyonlarin, son yillardaki
artis1 dikkat cekmektedir'*. Bu enfeksiyonlarda erken tan: ve etkili tedavi hastaligin
eradikasyonunda énemli rol oynamaktadir. Her ne kadar klinik arastirmalarda parazitin
varhigini ve genotiplerini saptamaya yonelik calismalar yayinlanmis olsa da halen
bircok bolgede dogada bulunan Acanthamoeba spp. varhigini saptamaya yonelik
calismalar yeterli degildir. Bu nedenle bu ¢alismada daha 6nce Acanthamoeba (zerine
arastirma yapilmamus iller tercih edilmistir.

Acanthamoeba’nin etkeni oldugu hastaliklarda hizl: ve erken tani koymak cok
onemlidir. Mikroskobik inceleme yontemi duyarlilig: distik olmasina ragmen hizl ve
maliyeti disuk oldugu icin Acanthamoeba tanisinda basvurulan bir yontemdir. Ancak
yalanci negatifligi oldukca ylksektir. Bu nedenle Acanthamoeba spp. tamsinda
kullanilan tani testi olarak kultir yontemi tercih edilmektedir. Bu ¢alismada kltir
yontemi ile mikroskobik inceleme yontemi Karsilastirildiginda kultir yonteminin
duyarliligi %100 olarak elde edildi. Son yillarda tim hastaliklarin tanisinda yogun bir
sekilde kullaniimaya baslanan molekiler yontemlerin duyarlilik ve 6zgualliginin kalttr
yontemlerinden daha ylksek oldugu bilinmektedir. Calismada, kultur yontemi ile
konvansiyonel PCR yontemi Kkarsilastirildiginda kaltar yonteminin duyarlihgr %73,33
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bulundu. Ayrica, kiltir yontemi ile Real time PCR yontemi karsilagtirildiginda ise
kaltar yonteminin duyarlihg: %73,33 olarak saptandi.

Laboratuvar tani yontemlerinden kultir ve mikroskobi ydntemlerini
karsilastirdigimizda; kaltir yonteminin mikroskobi yontemine gore 6zgulligi %91,53
olarak saptandi. Aynmi sekilde kaltir yontemi ile konvansiyonel PCR yoéntemini
karsilastirdigimizda kiltir yonteminin 6zgulliigti %100 olarak bulundu. Kultir yontemi
ile Real time PCR yontemini karsilastirdigimizda ise kiltir yonteminin 6zgullugi %2100
olarak elde edildi.

Bu sonuclar kiltir yonteminin mikroskobik inceleme yontemine gore
ustinligini ancak molekiler yontemlerden konvansiyonel PCR ve Real time PCR
yontemlerine gore yetersizligini ortaya ¢gikarmustir.

Dunyanin cesitli bolgelerinde gorilen Acanthamoeba turlerinin her sosyal
stattideki insan1 enfekte edebilme Ozelligi bulundugundan, insan sagligi bakiminda
arastirilmast igin molekiler yapisinin incelenmesi ¢cok dnemlidir. Cunku dogadan elde
edilen izolatlarin patojen karektere sahip olup olmadiginin bilinmesi 6nemlidir.
Dunyada bircok arastirmada Acanthamoeba’nin genotiplendirilmesi ile ilgili molekdler
yontemler kullanilmistir. Bu caligmalarda en ¢ok kullanilan gen bdolgesi
Acanthamoeba’nin 18S rRNA gen bélgesidir®“.

Gunimuzde Acanthamoeba turlerinin etken oldugu enfeksiyonlarda 6nemli bir
artis goralmustur. 1980 yillarina kadar nadir gorilen Acanthamoeba Kkeratiti, bu
yillardan sonra 6zellikle kontakt lens kullaniminin artmasiyla sik gériilmeye baslamistir.
Kontakt lens kullaniminin yaninda, kontamine sularla temas, travma, kornea ile amibin
direkt temasi sonucu olusan hastaligin tanis: ve tedavisi oldukca zordur®®*2

2010 yilinda Malezya’da Init ve arkadaslari Acanthamoeba’larin yiizme
havuzlarinda gérilme sikligini ve bu parazitlerin ytizme havuzlarinin hangi bélgelerinde
daha cok goruldigt ile ilgili bir arastirma yapmislardir. Havuzun duvar kenari,
yuzicilerin atlama yeri, yizmek icin kullanilan alan gibi yuzme havuzunun farkl: g
bolgesinden su ornekleri almislardir. Yizme havuzunun duvar kenarinda %76,
yuzilcdlerin atlama yerinde %64,7 ve ylziculler tarafindan az kullanilan orta alanda
%19,4 oraninda Acanthamoeba varhg saptanmistir®®. 2011 yihinda Li-Li Chan ve
arkadaslari Malezya’da serbest yasayan amipleri elde etmek icin otomobil ve

konutlardaki klima sistemlerin (izerinde yapmis olduklar: bir ¢calismada; topladiklar: 87
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toz partikil ornegini incelemislerdir. Li-Li Chan ve arkadaslari klima sistemlerinden
elde ettikleri ornekleri canli E. coli surilmis besleyici degeri olmayan agar igeren
petrilere ekmis ve bir hafta sonra mikroskobik incelemede Acanthamoeba varligi
saptamiglardir. Daha sonra pozitif bulunan 6rneklerin molekuler diizeydeki analizlerini
yapmuslardir’. Bulgaristan’da yapilan bir calismada ise gol, nehir, sicak su kaynaklari,
toprak, kum gibi bircok cevresel 6rnek incelenmis, bu 6rneklerden 11 toprak 6rneginin
tamaminda, 24 kum 6érneginin 22’sinde Acanthamoeba izole ettiklerini bildirmislerdir*.
Yurdumuzda, bu amiplerle ilgili Erzurum’da yapilan ilk saha ¢alismasinda kar altindan
alinan toprak orneginden bir Acanthamoeba tiriinin izole edildigi bildirilmistir®.
Sivas’ta yapilan bir ¢calismada ise kuru toprak érneginde ve bir su birikintisinin altindaki
camur ve etrafindaki toprak orneginden yapilan ekimlerde, Acanthamoeba izole edildigi
bildirilmistir®. Saks: topraginin incelendigi bir calismada ise Acanthamoeba cinsinin
hem kist hem de trofozoitlerinin goriildtigii bildirilmistir®. Kuk ve arkadaslari, Kayseri
ve cevresinden toplamis olduklari gevresel materyal (29 su Ornegi; 26 kuyu suyu, 3
cesme suyu) orneklerinden Acanthamoeba spp. tespit etmisler. Bulunan Acanthamoeba
spp. ornekleri ile ilgili molekller calismalar yapmislardir. Yapilan genotiplendirme
sonucunda Acanthamoeba’larin hepsinin T4 genotipine sahip oldugu saptanmistir’.
Yine yurdumuzda yapilan ¢alismalardan Ankara’da Kilig ve arkadaslar1 2 su 6rnegi, ve
28 toprak drneginden Acanthamoeba izole etmisler. Bu parazitlere yapilan DNA sekansi
sonucunda T2, T3, T4 ve T7 genotiplerinin oldugu saptanmustir>".

Bu calismada Dogu ve Guney Dogu Anadolu bdlgelerinin cesitli il, ilge ve
koylerinden toplanan 6rneklerden Acanthamoeba spp. varhg: tespit edildi. incelenmesi
yapilan ve pozitif olarak degerlendirilen 15 tane drnegin Kkist yapilarini ve molekdler
analizlerini degerlendirdigimizde 4 A. castellanii, 3 A. polyphaga’ya ait oldugu ve 8 A.
palestinensis’in oldugu saptand:.

Acanthamoeba spp. ile ilgili bildirilen g¢alismalarin ¢ogunlugu g6z klinigine
gelen vakalardan olugmaktadir. Yapilan mikroskobi, kultir ve molekiler tanm
yontemleri ile vakalarin ¢ogunun Acanthamoeba keratiti ve T4 genotipinin baskin
oldugu bildirilmistir. T4 genotipi sonrasinda cogunlukla T2 ve T3 genotipi
bildirilmistir. Acanthamoeba keratitinde kontakt lens kullanimi énemli bir risk faktori
kabul edilse de, gozde travma olmamas: Acanthamoeba keratiti olma riskini azaltir.

Cevresel materyallerde serbest yasayan Acanthamoeba spp. bulunmas: gézde travma
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meydana gelen Kisiler i¢in biytk bir risk olusturur. Bir calismada Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiltesi goz klinigine gelen kontakt lens kullanmayan ve her iki
g6zde gormede bulaniklik, yanma, batma ve kizariklik sikayetleriyle basvuran hastada
Acanthamoeba tirl tespit edilmistir. Yapilan DNA dizi analizi sonucunda T4 genotipi
Acanthamoeba castellani saptanmistir®’. Erdem ve arkadaslar kontakt lens kullanimi
bulunmayan 26 kiside Acanthaamoeba Kkeratiti saptamis ve bu Kisilerin travma
sonrasinda enfeksiyonu aldigin1 ve olgularda tani testlerinden mikroskobi ile %15,3,
kaltdr ile %46,1, konvensiyonel PCR yontemi ile %92,3 ve real time PCR yontemi ile
%100 pozitiflik bulduklarin: bildirmislerdir®. Koltas ve arkadaslar: ise kontakt lens
kullanmayanlarda saptanan Acanthamoeba Kkeratiti olgularinin 22’sinin evlerinde
kullandiklar: ¢esme suyu o6rneklerini incelemisler ve yarisinda Acanthamoeba spp.
saptamislardir. Incelenen su 6rneklerinin %63,6’simin T4 genotipinde A. castellani
oldugunu, ayrica T3 ve T15 genotiplerini de saptadiklarin: bildirmislerdir™®. Bununla
birlikte Ulkemizin cesitli bolgelerinde yapilan caligmalarda cevresel materyallerden
alinan orneklerden Acanthamoeba spp. izole edilmistir. Bu Acanthamoeba’lar arasinda
T2, T3, T4, T7, T9 ve en son Evyapan ve arkadaslar1 T15 genotipini tespit etmislerdir™.
Bu calismalar klinik orneklerden elde edilen suslarin dogadan toplanan suslar ile
genotipik benzerlik gosterdigini ortaya ¢ikarmstir.

Calismamiz Giineydogu Anadolu bolgesinde yapilan ilk saha g¢alismasidir. Bu
calisma ile bolgede dogada serbest yasayan Acanthamoeba suslari saptanmis olup
bunlarin Acanthamoeba keratiti icin risk olusturdugu ortaya ¢ikartilmistir. Bu nedenle,
Dogu ve Guneydogu bolgelerinde meydana gelebilecek keratit olgularinda
Acanthamoeba keratiti bulunabilecegi g6z hekimleri tarafindan degerlendirilmelidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Cevremizde yaygin olarak bulunan protozoonlardan serbest yasayan amipler
(SYA) dlnyada genis bir dagilim gosterir. Bu amipler, dogada, rutubetli veya islak
topraklarda, kanalizasyon sularinda, gollerde, yuzme havuzlarinda, baraj goéllerinde,
kaplica sularinda, giines enerji sularinda, hamamlarda ve tatl su birikintilerinde yaygin
olarak bulunmakta, ayrica hava filtrelerinde de yasayabilmektedir. Insanlarin doga ile
temasinin artmasinin, toprak, su ve havayi, kendi yararlari i¢in daha fazla kullanmaya
baslamalari, dogada serbest yasayan amiplerin (SYA) insan viicuduna girme olasiligin:
arttirmakta ve SYA’larin neden olduklar: hastaliklar da artmaktadir.

Bu kaynaklarla temas halinde bulunan Kisilerin Acanthamoeba parazitinin
tehlikeleri ve korunma vyollar1 hakkinda bilgilendirilmesi gerekmektedir. Ozellikle
kontak lens kullanan, géz travmasi olan kisilerin yeteri kadar hijyen olmayan yizme
havuzlari, hamamlar, kaplica sulari gibi enfeksiyon bulusma riskinin yiksek oldugu
yerlerde dikkatli olmalari, temastan kaginmalari ve Acanthamoeba paraziti hakkinda
bilgilendirilmeleri cok 6nemlidir.

Bu calisma ile Dogu ve ilk kez Glineydogu Anadolu bdlgelerinin farkl il, ilceler
ve koylerinden alinan su ve toprak oOrneklerinde mikroskobi, kiltir ve molekuler

yontemler kullanilarak Acanthamoeba’larin varlig: ortaya konuldu.

36



10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

KAYNAKLAR

Kuk S, Yazar S, Dogan S, Centinkaya U, Sakalar C. Molecular characterization of
Acanthamoeba isolated from Kayseri well water, Turk J Med Sci., 2013; 43(1): 12-17.

Portakal ZA. Deneysel olarak olusturulan Acanthamoeba keratitinin histopatolojik gelisimi ve
hastaligin tedavisi lzerine ¢alismalar. Doktora tezi, Cumhuriyet Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitusi, Sivas, 2005.

Erglden C. Ucucu Yaglarin Acanthamoeba spp. Kist Ve Trofozoitleri Uzerine Etkisi. Yuksek
Lisans Tezi, Dokuz Eylil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisi, 2015.

Ozcel MA. Tibbi parazit hastaliklar, izmir, Meta Basim, 2007; 308-314.

John DT. Opportunistic Amoebae. “Topley & Wilson’s Microbiology and Microbial Infections”
icinde. 9 th ed. Vol. 5. Edward Arnold Ltd. London. 1998; 179-192.

Marciano-Cabral F, Cabral G. Acanthamoeba spp. as agents of disease in humans. Clin.
Microbiol Rev, 2003; 12(2), 273-307.

Saygr G. Temel Tibbi Parazitoloji 2. Baski. Es-Form Ofset Ltd Sti. Sivas. 2002.

Saygr G, Akin Z, Tecer H. Sivas’ta toprak ve termal su orneklerinden Acanthamoeba ve
Naegleria tirlerinin soyutulmasi. Turkiye Parazitol Derg., 2000; 237-242.

Cabral FM, Cabral G. Acanthamoeba ssp. as agents of disease in humans. Clinical
Microbiology Reviewe. 2003; 273-307.

Khan NA. Pathogenicity, morphology, and differentiation of Acanthamoeba. Current
Microbiology Vol. 2001; 43:391-395.

Siddiqui R, Khan NA. Biology and pathogenesis of Acanthamoeba. Parasites and Vectors 2012;
5:6.

lllingworth CD, Cook SD. Acanthamoeba keratitis. Surv Ophthalmol. 1998; 42(6): 493-508.

Huang SW, Hsu BM, Chen NH, Huang CC, Huang KH, Chen JS, Kao PM. Isolation and
identification of Legionella and their host amoebae from weak alkaline carbonate spring water
using a culture method combined with PCR. Parasitol Res. 2011; 109:1233 1241.

Nuprasert W, Putaporntip C, Pariyakanok L, Jongwutiwes S. Identification of a novel T17
genotype of Acanthamoeba from environmetal isolates and T10 genotype causing keratitis in
Thailand. Journal of Clinical Microbiology. 2010; 4636-4640.

Alizadeh, H, Apte S, ElI Agha MS, Li L, Hurt M, Howard K, Cavanagh HD, McCulley JP,
Niederkorn JY. Tear IgA and serum IgG antibodies against Acanthamoeba in patients with
Acanthampeba keratitis. Cornea 2001; 20: 622-627.

Khan NA. Acanthamoeba: biology and increasing importance in human health, FEMS.
Microbiol Rev. 2006; 30(4):564-95.

37



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Niyyati M, Saberi R, Latif A, Lasjerdi Z. Distribution of Acanthamoeba Genotypes Isolated
from Recreational and Therapeutic Geothermal Water Sources in Southwestern Iran, Libertas
Academica 2016.

Schuster FL, Visvesvara GS. Free-living amoeba as opportunistic and non-opportunistic
pathogens of human and animals. Int Parasitol. 2004; 34: 1-27.

Mashsood AH, Sissoons J, Rezain M, Nolder D, Warhurst D, Khan NA. Acanthamoeba
genotype T4 from UK and Iran and isolation of the T2 genotype from clinical isolates. J. Med
Microbiol, 2005; 755-759.

Evyapan G. Dogada serbest yasayan Acanthamoeba tirlerinin genotiplendirilmesi, Yuksek
Lisans Tezi, Cukurova Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitisii, Adana, 2013.

Saygi G. Paraziter Hastalhiklar ve Parazitler. Es Form Ofset Ltd.gti. Sivas 20009.

Akin Polat Z. Toprak ve su orneklerinden 6zgiir yasayan amiplerin soyutulmas: tammlanmasi
Ozelliklerinin belirlenmesi ve patojenliklerinin arastirilmasi. Yiksek Lisans Tezi, Cumhuriyet
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Sivas, 2001.

Walochnink J, Obwaller A, Aspdck H. Correlations between morphological, molecular
biological, and physiological characteristics in clinical and nonclinical isolates of Acanthamoeba
ssp. Applied and Environmental Microbiology 2000; 4408-4413.

Armstrong, M. The pathogenesis of human Acanthamoeba infection. Infect. Dis. Rev 2000.
2:65-73.

Saygr G, Polat Z. Ozgiir yasayan amipler ve neden olduklar: parazitozlar (Primer amibik
meningoensefalitis - Granilomatdz amibik ensefalitis - Keratit). CU Tip Fak Derg. 2003; 25(3):
140-149.

http://www.cdc.gov/parasites/Acanthamoeba/biology.html. 2014,

John DT. Opportunistically pathoge nic free-living amebae. Parasitic Protozoa, 2 nd edition, vol
3, eds Kreier JP, Baker JR, Academic Press, San Diego, 1993;143-246.

Denney CF, Iragui VJ, Uber-Zak LD, Karpinski NC, Ziegler EJ, Visvesvara GS, Reed SL.
Amebic meningoencephalitis caused by Balamuthia mandrillaris: case report and review. Clin.
Infect. Dis. 1997; 25: 1354-1358.

Visvesvara GS, Stehr-Green JK. Epidemiology of free-living ameba infection J.Protozzool.
1990; 37:25-33.

Dorsch MM, Cameron AS, Robinson BS. The epidemiology and control of primary amoebic
meningoencephalitis with particular reference to South Australia. Trans Roy Soc Trop Med Hyg
1983; 372-7.

Markell EK, John DT, Krotoski WA, Markell and Voge’s Medical Parasitology. 8th ed. WB
Saunders Co Philadelphia 1992; 52-62,

Akyol N, Asc1 Z, Kukner S. Acanthamoeba keratitis: The first reported case from Turkey.
Ophthalmic Practice: Asia Ed. 1996; 2: 46-48.

Akisii C, Baka M, Durak I, Orhan V. Acanthamoeba keratitli bir olgu; Isik ve elektron
mikroskopi bulgulari. T Parazitol Derg. 1999; 23: 340-342.

38


http://www.cdc.gov/parasites/Acanthamoeba/biology.html

34.
35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Saygi G. Studies on free-living amoebae. PhD. Thesis. Liverpool University, England, 1971.

Hay J, Seal DV. Acanthamoeba keratitis, contact lenses and the potential health implications of
global marketing. Trans Roy Soc Trop Med Hyg. 1997; 90: 331.

Sharma S, Garg P, Rao GN. Patient characteristics, diagnosis, and treatment of non-contact lens
related Acanthamoeba keratitis. Br J Ophthalmol 2000; 84: 1103-1108.

Schaumberg DA, Snow KK, Dana MR. The epidemic of Acanthamoeba keratitis: Where do we
stand?. Cornea, 1998; 17(1): 3-10.

Gonzalez MM, Gould E, Dickinson G, Martinez AJ, Visvesvara G, Cleary TJ, Hensley GT.
Acquired immunodeficiency syndrome associated with Acanthamoeba infection and other
opportunistic organism. Arch Pathol Lab Med. 1986; 110: 749-751.

Ficker L, Seal D, Warhurst D, Wright. Acanthamoeba keratitisresistance to medical therapy.
Eye, 1990; 4: 835-838.

Bacon AS, Frazer DG, Dart JKG, Matheson M, Ficker LA, Wright P. A review of 72
consecutive cases of Acanthamoeba keratitis, 1984-1992. Eye. 1993; 7: 719-725.

Horne DD, Frizell ME, Ingham L, Jans RG, Gubash SM, Anand CM, Athar MA.
Acanthamoeba keratitis: an emerging clinical problem. CMAJ. . 1994; 150: 923-925.

Mehmet A. Cesitli Su Ornekleri Ve Su Orneklerinden izole Edilen Acanthamoeba Tiirlerinde
Francisella Tularensis Arastirilmasi, 2012; Doktora Tezi.

Ge Z, Zicheng QS,Shiying A. Rapid and sensitive diagnosis of Acanthameba Kkeratitis by
loopmediated isothermal amplification. Clin Microbiol and Infect; 2013; doi 10.1111/1469-
0691.12149.

Visvesvara GS. Classification of Acanthamoeba. Reviews of Infectious Diseases. 2013; 13:369-
72.

Crary MJ. Genetic variability and its relationship to Acanthamoeba Pathogenesis. Master's
thesis, Ohio State University, 2012.

Init I, Lau YL, Arin Fadzlun A, Foead Al, Neilson RS, Nissapatorn V. Detection of free
living amoeba, Acanthamoeba and Naeglaeria, in swimming pools, Malasysia. Trop Biomed,
2010; 27(3):566-77.

Li-Li Chan, Joon-Wah Mak, Yoon-Tong Low, Thuan-Tzen Koh, Init Ithoi and Shar
Mariam Mohamed. Isolatin and characterization of Acanthamoeba spp. From airconditioners in
Kuala Lumpur, Malaysia. Acta Tropica,. 2011; 117(1): 23-30.

Tsvetkova N, Schild M, Panaiotov S, et al. The identification of free-living environmental
isolates of amoebae from Bulgaria. Parasitol Res, 2004;92: 405-413.

Saygr G. Erzurum’da toprakta Acanthamoeba tiriintin soyutlanmasi. Turkiye Parazitoloji Derg,
1979; 2:109-114.

Akin Z. Toprak Ve Su Orneklerinden Ozgiir Yasayan Amiplerin Soyutulmasi, Tammlanmast,
Ozelliklerin Belirlenmesi ve Patojenlerinin Arastirmasi.  Yiksek Lisans Tezi, Cumhuriyet
Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitisii, sivas, 2000.

39



ol.

52.

53.

54,

55.

Kilic A, Tanyuksel M, Sissons J, Jayasekera S, Khan N. Isolation of Acanthamoeba isolates
belonging to T2, T3, T4, and T7 genotypes from environmental samples in Ankara, Turkey. Acta
Parasitol., 2004; 49:246-25.

Ertabaklar Hatice Dayamr Volkan, Apaydin Pinar, Ertug Sema, Walochmk Julia.
Acanthamoeba Keratiti. Tirkiye Parazitoloji Dergisi.2009; 33(4): 283-285.

Erdem E, Evcil Y, Yagmur M, Eroglu F, Koltas S, Erséz R. Non —contact lens use related
Acanthamoeba keratitis in southern Turkey: evaluation of risk factors and clinic
features.European Journal of Ophthalmology. 2014; 24 (2):164-72.

Koltas IS, Eroglu F, Erdem E, Yagmur M, Tamr F. The role of domestic tap water on
Acanthamoeba Kkeratitis in non-contact lens wearers and validation of laboratory methods.
Parasitol Res, 2015; 114:3283-3289.

Evyapan G, Koltas IS, Eroglu F. Genotyping of Acanthamoeba T15: the environmental strain in
Turkey. Trans R Soc Trop Med Hyg, 2015; 109(3):221-4.

40



OZGECMIS

1987 yihinda Siirt’te dogdum. ilkogretim Siirt’te tamamladiktan sonra liseyi
Balikesir Edremit Lisesinde bitirdim. Celal Bayar Universitesi Biyoloji Bolimiini 2
yil sonra Kafkas Universitesinden 2 yil okuduktan sonra 2012 yilinda mezun
oldum.2014 yihnda Cukurova Universitesini Tip Fakiltesi Parazitoloji Anabilim

Dali’na Ars. Gor.olarak atandim ve halen gérevimi yapmaktayim.

41



