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OZET

DOGADA SERBEST YASAYAN ACANTHAMOEBA TURLERININ
GENOTIPLENDIRILMESI

Acanthamoeba tirleri dogada serbest olarak yasayan, musluk sulari, hazir sular,
kontakt lens solUsyonlari, toprak, hava, toz, yizme havuzlar: ve kaplicalar da bulunabilen
parazitlerdir. Acanthamoeba tdrleri immin sistemi zayif olan insanlarda ve hayvanlarda
Granulomatoz Amebik Ensefalit (GAE) ve keratite sebep olmaktadir. Ayrica akciger, deri,
kemik, bobrek Ustli bezleri, kulak ve sintislerde de enfeksiyon etkenidir.

Acanthamoeba turlerinin morfolojik kriterleri temel alinarak 24'den fazla turd
tammlanmistir.  Bugin molekiler yontemlerle 18S rRNA gen bolgesi kullarlarak
Acanthamoeba’ nin en az 16 farkli genotipi (T1- T16) izole edilmistir, bu genotiplerden T4
cevresel kaynaklarda baskindir.

Bu calismada Adana, Afyon, Kiitahya, Nigde ve Mersin illerinden 50 su ve 50 toprak
ornegi toplandi. Mikroskop ve kultlr incelemeleri sonrasinda Acanthamoeba’ nin 18S rRNA
gen bolgesi hedef alinarak bitin 6rneklere PCR calisildi. PCR yontemi ile su 6rneklerinin
21'1 (%42) pozitif, 29'u (%58) negatif bulunurken toprak 6rneklerinden 23’ Ui (%46) pozitif ve
27'si (%54) negatif bulundu. Su ve toprak 6rneklerinde kilttr ve PCR yonteminin duyarlilig:
ve 0zgulligl %100 bulundu. Adana, Afyon, Nigde ve Mersin illerindeki su 6rneklerinden
%100 oraninda Acanthamoeba castellanii (T4) izole edilirken Kitahyadan 9710
Acanthamoeba griffini (T3) ve %90 Acanthamoeba castellanii (T4) izole edildi. Bununla
birlikte Afyon, Nigde ve Mersin'deki toprak Orneklerinde %100 oramnda Acanthamoeba
castellanii (T4), Adana dan %67 Acanthamoeba castellanii (T4), %33 Acanthamoeba griffini,
Kitahya dan %80 Acanthamoeba castellanii (T4) ve %20 Acanthamoeba griffini izole edildi.
Sonug olarak Acanthamoeba turlerinden Acanthamoeba castellanii’nin Turkiye'de baskin
oldugu goraldi.

ANAHTAR KELIMELER: A. castellanii, A. griffini, Su érnekleri, Toprak érnekleri
Tarkiye



ABSTRACT

GENOTYPING OF FREE-LIVING ACANTHAMOEBA SPECIESIN
ENVIROMENT

Acanthamoeba species are free-living protozoan parasites that diffuse the enviroment
and can be found in tap, mineral waters, contact lens solutions and soil, dust, air, swimming
pools and thermal waters. Acanthamoeba species lead to Granulomatous Amebic Encephalitis
(GAE), a chronic nervous system disaeses of immunocompromised humans and animals and
amoebic keratitis. Also species of Acanthamoeba cause infections of the lungs, skin, bones,
adrenal gland, and sinuses.

Acanthamoeba species identified of more than 24 species have been found based on
morphological criteria. Currently, moleculer techniques, sequencing of 18S rRNA genes, are
being used to the species phylogeny of Acanthamoeba. Based on sequence differences 16
genotypes (T1-T16) and of these genotype T4 predominates among enviromental sources.

In this study 50 water samples and 50 soil samples were taken from Adana, Afyon,
Kitahya, Nigde and Mersin cities of Turkey. After using microscopy and cultivation methods
18S rRNA gene as PCR target for Acanthamoeba species and all of samples were examined
by PCR method. The sensitivity and specificity of both culture and PCR methods were 100%
in water and soil samples. Twenty one (42%) of the 50 water samples were found positive, 29
(58%) water samples were found negative, 23 (46%) soil samples were found positive and 27
(54%) soil samples were found negative according to PCR method. In this investigation,
100% Acanthamoeba castellanii (T4) species were isolated from water samples in Adana,
Afyon, Nigde and Mersin cities while 90% Acanthamoeba castellanii and 10%
Acanthamoeba griffini (T3) were isolated from water samples in Kitahya city. However, 100
% Acanthamoeba castellanii (T4) were isolated from soil samples in Afyon, Nigde and
Mersin cities. Also 67% Acanthamoeba castellanii (T4), 33% Acanthamoeba griffini isolated
from soil samples in Adana, while 80% Acanthamoeba castellanii (T4) and 20%
Acanthamoeba griffini (T3) were isolated from soil samples in Kitahya. As a result of the
study, it has also been shown that Acanthamoeba castellanii dominant species among of
Acanthamoeba species in Turkey.

KEYWORDS: A.castellanii, A. griffini, water samples, soil samples, Turkey



1. GIRIS

Cevrede, toprak ve sularda oldukca yaygin olarak bulunan protozoonlar arasinda olan
Acanthamoeba turleri, insan viicuduna yerleserek ¢esitli hastaliklar meydana getirebilirler. Bu
tur amipler, granilomatoz amibik ensefalit (GAE), kutandz acanthamoebiasis, Acanthamoeba
keratiti (AK) ve AIDS'li hastalarda enfeksiyonun gesitli organlara yayilmasina bagli olarak
kronik sinlizit, otit, kutandz lezyonlar, sinis lezyonlari, deri Ulserleri gibi hastaliklar meydana

getirirler™?,

Acanthamoeba cinsi amiplerin yasam dongusiinde iki donem ayirt edilir: birincisi,
aktif olarak beslenen, blyiyen, cogalan ve hareket eden trofozoit formu, ikincisi ise, dis cevre
kosullarina daha dayanikli olan kist formudur. Acanthamoeba trofozoitlerinin buyukltkleri
25-56 um arasinda degisiklik gosterir ve genellikle yavas olan hareketlerini, parmak seklinde
olan lopopod ve akantopod (acanthapodium) denilen dikensi yalanci ayaklar ile saglarlar.
Bayutklukleri 13-20 um arasinda degisiklik gosteren kistler, tek cekirdekli ve yuvarlaktir,
ceperleri endokist ve ektokist denen iki tabakadan meydana gelir. Genellikle dis tabaka
hafifce kivrik, i¢ tabaka gok yiizlli bir gérinimdedir®>,

Cogu gelismis Ulkelerden bildirilen olgularin % 50’ den fazlasinda insanlarin, yapay
gollerde ytizme esnasinda enfekte olduklar1 ve olgularin birgogunun Amerika min Virginia,
Florida ve Teksas gibi yorelerinde saptandigi bildirilmektedir. Bazi olgularda bulasma
kaplica, yizme havuzu, sulama kanallar1 ve dogal gollerde ytzme ile olusurken, Kuzey
Nijerya ve Guney Avustralya dan bildirilen olgularda yizme 6ykist olmadan bulasmanin,
yuziin yikanmasi esnasinda ve havada bulunan amip kistlerinin solunmasiyla gergeklestigi
bildirilmektedir”.

Acanthamoeba tirlerini laboratuar ortaminda tanimlamak igin gesitli  galismalar
yapilmustir. Kaltdr, mikroskobik inceleme ve gesitli boyama teknikleri ile Acanthamoeba’ lara
laboratuar ortaminda tani konulabilmektedir. Gegmis yillarda Acanthamoeba’lar morfolojik
Ozelliklerine gore gruplandirilmis ancak bu gruplandirmalar Acanthamoeba trlerinin ayrimi
icin yeterli olmamaktadir>®. Son yillarda Acanthamoeba tiirlerini tammlamak icin molekdiler
yontemler kullamImaktadir. Acanthamoeba turlerinin molekiler gesitliligi hakkinda yapilan
calismalarda daha ¢ok 18S rRNA geni hedef alinmis ve en az 16 genotipten olustugu (T1-



T16) bildirilmistir. Bu genotiplerinden bazilari A. lenticulata (T5), A. griffini (T3), A.
castellanii (T4), A. polyphaga, A. culbertsoni, ve A. jacobsi (T15) olarak bildirilmektedir”®.

Son yillarda tlkemizde Acanthamoeba turlerini genotiplendirme calismalart yapilmis
olmasina ragmen hala tlkemizdeki Acanthamoeba tirlerinin molekiler gesitliligi hakkinda
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu calismada cesitli illerdeki ytzme havuzlarindan,
kaplicalardan ve topraklardan 6rnek almak, bu orneklerde Acanthamoeba varligim PCR
yontemi ile tespit etmek ve DNA dizi analizi ile Ulkemizdeki Acanthamoeba tirlerini
genotiplendirmek amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Acanthamoeba tirleri dogada toprak ve tatl sularda yaygin olarak gortlen amiplerdir.
Bilindigi kadar1 ile Acanthamoeba polyphaga, tammlanan ilk turddr. Bu tar 1913 yilinda
Puschkarew tarafindan Amoeba polyphagus olarak tanimlanmis, Page 1967’ de bunu Amoeba
polyphaga olarak duzeltilmistir. Fakat insan sagligi ileiliskisinin ilk isaretleri 1930’ lu yillarda
ortaya ¢cikmaya baglamistir. Clnkt Acanthamoeba tirt ilk bu yillarda Amerika da hicre
kiltdrlerinde saptanmis ama kontaminasyon olarak degerlendirilmistir. Kdltirde gorilmesi
devam edince farelere burun yolundan verilerek patojenitesi arastirilmis ve patojen olduklar:
saptandiktan sonra da arastrmalar devam etmistir. Bu tire ayrintili calismalar1 yapan
arastiriciya atfen Acanthamoeba culbertsoni ismi verilmistir. Benzer bir durum Ingiltere’ de de
gordlmustar. Hicre kltUrlerinde Greyen Acanthamoeba tiri baslangicta yeni bir virs olarak
ele alinmis ve hastanin adh verilerek Ryan virts denilmistir. Fakat Gizerinde yogun calismalar
ve pek cok yayin yapilmis olan bu etkenin virts degil bir Acanthamoeba tiri oldugu daha

sonra anlasil mustar®.
2.1 TARIH CE

1930 6nces

Cole’e gore amip, ilk kez 1755 yilinda Roesel von Rosenhof tarafindan
tammmlanmistir.  Arastirici, “The small Proteus’ diye tammladigi amibin hareketini,
protoplazmasimin kisimlarini tanimlamis ama gekirdek ve kontraktil vakiiole deginmemistir.
Leidy Kuzey Amerika mn tatli sularimin rizopodlari hakkinda bir monograf yayinlamus;

Penard ise gesitli tatl su amiplerini tanimlamustir 3°.

1930-1990 yillar aras

Bu donemde serbest yasan amipleri basta biyolojileri olmak Uzere ¢esitli yonlerden ele
alimp incelenmislerdir. DOnemin baslarinda bu amiplerin, bakteriyolojik, mikolojik
kultdrlerde, sonralar1 da doku kaltdrlerinde Uredikleri saptanmis fakat bu durum genelde
kontaminasyon olarak degerlendirilmistir.  Ornegin, Castellanii’'nin, pembe maya
Cryptococcus panaroseus kultirlerinde gorip, soyuttugu amibi Douglas incelemis ve onu
Hartmannell castellanii olarak isimlendirmistir. Ayni amip tzerinde ¢alisan Volkonsky ise bu

3



amibin Hartmannella cinsinden farkli oldugunu vurgulayarak onun icin Acanthamoeba cins
ismini 6nermistir. Baz1 arastiricilar da baslangicta kultUrlerdeki bu amipleri yeni bir virus

(Ryan virus) olarak ele almuslar ve iizerinde yogun calismalar ve yayinlar yapmuslardir °*°.

1990 sonras donem

Acanthamoeba tirlerine bagli olarak insanlarda gelisen keratit olgular: ile ilgili
yayinlarda bir artma sbz konusudur. Bunda, Ozellikle yumusak kontak lenslerin
kullammindaki artis kadar, insanlarin gittikce havuz ve durgun tathh sularda yizme
aliskanliklarinin artmasi da etkili olmustur. Yine bu siirecte, 6zglr yasan amiplerin beyin ve
gbz disinda, deri, kemik, akcigerler, Urogenital sistem ve bobrek Ustii bezlerinde de
yerlesebildikleri saptanmistir. Ayrica, bazi rinosinizit ve otit olgularindan da (6zellikle
AIDS lilerde) sorumlu olduklar: anlasilmistir. Son on-on g yildaki diger calismalar ise bu
amiplerin olusturduklar1 parazitozlarin tedavisi, tamsi, etkenin(lerin) taminmasi (cins ve
turlerin  genetik, biyokimyasal ve fizyolojik oOzelliklerin  belirlenmesi) yoniinde

yogunlasmustir'®*.

2.2. TAKSONOMi

Klasik taksonomik simiflandirmada Protozoalar 4 (dort) gruba ayrilir. Bunlar;
Sarcodina (amipler), Mastigophora ( flagellatlar), Sporozoa (mast parazitik protozoa) ve
Infusoria (ciliatalar). Bu taksonomik siniflandirma International Society Protozoologistler
tarafindan tamamen geride birakildi. Bu simiflandirmamin  yerine modern morfolojik
uygulamalar, biyokimyasal ve molekiiler filogenetik temel alindi*%. Eski ve bunun disindaki
geleneksel olan simiflandirma ‘Alem’, ‘Sube’, *Sinif’, ‘Alt Sinif’, ‘Slper Takim’, ‘Takim’,
yenisiyle degistirildi. Bu yeni siniflandirmaya gore, Eukaryotlar; Amoebozoa, Opisthokonto,
Rhizaria, Archaeplatistida, Chromalveolata ve Excavata olmak Uzere 6 (alt) slper gruba

ayrildi®®,
Domain: Eukaryot
Alem: Amoebozoa
Aile: Acanthamoebidae

Cins: Acanthamoeba'>**,



2.3. ACANTHAMOEBA TURLERI

Puschkarew 1913 yilinda tozdan izole ettigi amip’e Amoeba polyphagus ismini verdi.
Daha sonra verilen bu isim 1931 yilinda Volkonsky tarafindan Acanthamoeba polyphaga
olarak degistirildi. 1930 yilinda ise Castellani tarafindan parazit, kiltor plaklarindaki
kontaminasyon sonucu izole edildi ve daha sonra bu amip’e Acanthamoeba castellanii ismi
verildi. Morfolojik kriterler baz alinarak tanimlanmis 24'den fazla Acanthamoeba tirl

bulunmaktadir. Bu tirler morfoloji ve kistlerinin boyutlarina gére 3 gruba ayrilir;

Grup | : Bu grupta A. astronyxis, A. comandoni, A. echinulata ve A. tubiashi olmak

Uzere 4 tir bulunmaktadir.

1
2
3
4

Kol say1si 8'den daha az, ortalamakist ¢aplari > 18 um— A. astronyxis.

Kol sayisi 6-10 arasinda degisir. Ortalamakist ¢aplar: > 25.6 um— A. comandoni.

Kol sayisi 12-14 arasinda degisir. Ortalama kist caplar1 > 25 um — A.echinulata.
Ortalamakist caplari > 22.6 pm — A.tubiashi *>°,

Grup Il : Bu grupta A. maurtaniensis, A. castellanii, A. polyghaga, A. quina, A.
divionensis, A. triangularis, A. lugdunensis, A. griffini, A. rhysodes, A. paradivionensis ve A.
hatchetti olmak Uzere 11 tdr bulunur. En yaygin gruptur ve cgogunlukla izole edilen
Acanthamoeba tiirleri bu grupta bulunur. Kist caplar: 18 pm ‘den daha azdir™.

Grup 111 : Bu grup A. palestinensis, A.culbertsoni, A. royreba, A. lenticulata ve A.
pustulosa olmak tzere 5 tir igerir. Bu grubun ektokistleri zayiftir ve endokistlerinin kollarinin
3-5 arasinda degismesi ve hafif kdseli olmasi kist ¢aplarinin 18 um den daha kugiik oldugu
anlamina gelir. Grup |1 den farki kistlerinin daha ince yapida olmasidir™>*>.

Acanthamoeba’ min yeni bir tird olan A. healyi Maura ve arkadaslar1 tarafindan,
morfolojik, antijenik ve izoenzim 6zellikleri g6z o6ntnde bulundurularak tammlanmustir.
Maura yiksek ¢ozinurluklt jel elektroforezini kullanarak cesitli Acanthamoeba tirlerinin
kompleks polipeptid yapilarim ayristirmustir. Bu yontemi baz alarak; ayrica hekzokinaz,
esteraz ve asit fosfataz olan Ug izoenzimi kullanarak grup I, 11, 111" e ait tirlerin kolayca ayirt
edildigini rapor etmistir. Dahasi tavsan antijeni ile A. castellenii proteinleri reaksiyona girerek
blylk 6lcide karmasik olan hiicre proteinleri ayristirilnug ve ¢ézimlenmistir. Boylelikle

Western Blot yontemi gelistirilmistir*3*>*°,



Fizyolojik karakter farkhiliklart oldugu kadar, protein ve antijen yapilari da

Acanthamoeba tiirlerinin patojen ve non-patojen ayriminda kullanil mstar'®™*’.

2.4. ACANTHAMOEBA GENOTIPLENDIRILMESI

Acanthamoeba  tirleri  sadece morfolojik  Ozellikleri  dikkate alinarak
gruplandirilmistir. Bunun yeterli olmadigint son yillarda yapilan molekiler calismalar
gbgtermistir. Su anda Acanthamoeba min filogenetik ve tirlerinin yapisimt anlamak igin
ozellikle 18Sr RNA dizisi kullamlmaktadir™.

18S rRNA geni hedef alinarak yapilan dizi analizlerinde Acanthamoeba turleri en az
16 farkl1 genotipe (T1-T16) ayrilmistir’®,

Her bir genotipte %5 veya daha fazla dizi ayrimimn bulunmasi genotipler arasindaki
farklilig1 gostermektedir. Ornegin; T2, T2ave T2b omak lzere iki alt grup dahaigerir. Bu iki
grup arasinda %4.9'luk bir farklhlik oldugundan dolayr aym genotip olarak kabul
edilmektedir. Bu simiflandirma semasi temel alinarak insan enfeksiyonlarimn buyik bir
kisminin ve 6zelliklede %90'dan fazla keratit olgusunun T4 genotipi ile baglantili oldugu
gorulmistur. Yine benzer sekilde T4 genotipinin kutandz enfeksiyonun ve GAE gibi non-

keratit enfeksiyonlariyla da baglantili oldugu goriilmistiir'®®,

Cizelge 1: Bilinen Acanthamoeba genctipleri ve bu genotiplerin insan hastaliklar ile baglantis, 6rnegin;

keratit ve grantilomatoz ensefalit.

Acanthamoeba genotipleri insan hastaliklar ile baglantis
T1 Ensefalit

T2a Keratit

T2b NA

T3 Keratit

T4* Ensefalit, Keratit

T5 NA

T6 Keratit

T7 NA

T8 NA




T9 NA

T10 Ensefalit
T11 Keratit
T12 Ensefalit
T13 NA

T14 NA

T15 NA

*Bu genotip cogunlukla her iki hastaliklada baglantilidir.
NA, hentiz herhangi bir hastalikla baglantisi bulunamamustir.

2.5. MORFOLQJiSI VE INCE YAPIS|

Acanthamoeba’ nin yasam siiresi boyuncatek tip trofozoit ve kist sekli olmak Uzere iKi
evrim donemi ayirt edilmektedir; bunlar beslenen ve cogalan trofozoit donemi ve dayanikli
olan kist donemidir. Trofozoitlerin ¢aplari ortamala 12-35um arasinda bulunmaktadir. Fakat
farkli tir veya genotiplere bagli olarak Onemli derecede cesitlilik gostermektedir.
Trofozoitlerin ylzeylerinde acanthapodia olarak bilinen dikensi yapilar gorilir. Acanthapodia
amibin ylzeye tutunmasini, yapismasini, hicresel hareketini, beslenmesini ve avini
yakalamasim saglamaktadir. Acanthamoeba genis ve kapsamli bir endoplazmik retikulum ile
stoplazmik yizeyde protein sentezinden sorumlu bir ribozoma sahiptir. Bu proteinlerin
tasinmasi ve c¢ogu karbonhidrat reaksiyonlari golgi aygitimin icerisinde meydana
gelmektedir®,

2.5.1. Trofozoit Sekli

Trofozoitleri beslenme, hareket etme, Ureme ve diger hicresel fonksiyonlar igin
gerekli enerjiyi sentezleyen blyik bir mitokondriye sahiptir. Stoplazmalarinda sayisiz fibril,
glikojen ve lipit damlalari vardir. Aktin (toplam proteinin %20 sini olusturur) ve miyozin
birlikte 20 den fazla sitoskeletonun yapisinda bulunurlar. Bu proteinler hticre bolinmesi,
hicre ici tasima ve hareketlerle baglantili olan hicresel fonksiyon cevaplarindan
sorumludurlar. Trofozoitler toplam DNA'mn %80-85'ini olusturan nikleer DNA ile
mitokondrial DNA icerirler. Acanthamoeba bakteri, maya, alg veya kicuk partikillerle aktif
olarak beslenmektedir ve birgok yiyecek hicrenin stoplazmasinda bulunan vakuollerde



gorilebilmektedir. Hlcre bolinmesi (cogalmasi) eseysiz ve ikiye bolinme seklinde meydana
gelmektedir. Hicrenin katlanarak blylmesi icin hiicre bolunirken; biytk 6lcide G2 fazi
sirasinda (%90 kadari), 6nemsenmeyecek kadar azi G1 fazinda, %2-3 kadar M fazinda
(mitoz) ve %2-3 kadar1 da S fazinda sentez edilmektedir. Acanthamoeba uygun sicaklik (
0rn:30 °C), bol miktarda yeterli besin destegi, nétral PH ve 50-80 mOsmol arasinda degisen
osmolaritesi ile trofozoit donemini strdirebilir. Ancak zor ve olumsuz kosullarda; yiyecek
eksikligi, ekstrem sicaklik, pH, osmolaritesinin dismesi veya yiukselmesi gibi durumlarda kist
sekline dontismektedir®®2,

25.2. Kigt Sekli

Genellikle tek cekirdekli ve cift duvarlidir. Tabakalardan en distaki ektokist diiz veya
burusuk gorunimde iken, icteki endokist yildiz, dortgen, besgen veya altigen gorintmdedir.
Kist caplari ortalama 5-20um arasindadir. Ancak farkli tir ve genotiplere bagli olarak
degisiklik gosterir. Kistler havadaki tozla Acanthamoeba nin cevreye yayilmasin
saglamaktadirlar.



Acanthamoeaba castellanii trofozobit formu

Uy e O tanrs
besorgaal Lara

Uhwigumn ol maryan ortanm
oo gasl far

Acanthamoeba castellanii kise formu

Sekil 1. Acanthamoeba castellanii yasam dénglsl. Acanthamoeba castellanii trofozoitleri olarak
bilinen enfektif formu, (a) elektron mikroskobu altindaki goéruntist, (b) stk mikroskobu altindaki

gor tintiisti. (c) Uygun olmayan ortam kosullarindaki trofozitlerin kist formuna déniismes *2.

2.6. YASAM DONGUSU

Amip (kist ve trofozoitleri) insan vicuduna cesitli yollardan girebilmektedirler.
Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmus Kisilerde, HIV/AIDS li hastalarda daha kolay sekilde
vicuda yayilirlar. Amip kist veya trofozoitlerinin gdzden girmesiyle keratit meydana

gelmektedir. Kist ve trofozitleri burun araciligiyla alt solunum yollarina gecerek burada

endovaskuler alam istila edip kan dolasimi ile yayilmaktadir. Bir diger giris yolu ise deride

bulunan yaralardir. Bu yaralar amibin direk olarak kan dolasimina girmesini saglamaktadir ve

boylece alt solunum yollarina gecip MSS'ini istila ederek GAE’ ye neden olurlar

13,20



Acanthamoeba spp.

Gozden 5iri§i[1:le

Burun aracihiyla
alt solunum
yoluna gecisi[2

miplkist ve

trofozoitlerijinsan
viocuduna cesitli 2
yollardan

girebilirler \

.ﬂ. Deride bulunan yara
: vasitasi ile girisi(3)
Trofozoit
Dokudaki kist ve trofozoitler
1 Gozde keratit meydana gelir
_o 2 immin sistemi baskilanms kisilerde
NEE granulomatos amibik ensefalit [GAE)
meydana gelir.
_&: Enfektif donem 3 immin sistemi baskilanms kisilerde GAE ye
ﬁ; Feirin IO neden olurlaryada deri lezyonlarindan

girerek vacuda yayilirlar

Sekil 2. Acanthamoeba trofozoit ve kist for mlarinin viicuda giris yollari®.

2.7. EPIDEMiYOLOJi

Acanthamoeba tdrlerinin neden oldugu GAE (Granilomatoz Amibik Ensefalit)
PAM™in (Primer Amibik Ensefalit) aksine yilin hemen her ayinda gortlebilir. iklim
degisikligi ile pek ilgisi yoktur. insan disinda diger canhilarda gorulmstir. Bunlar arasinda
goril, maymun, kopek, sigir ve at sayilabilir. GAE olgularindan bugiine kadar en sik izole
edilen tirler A. culbertsoni, A. castellanii, A. ryhysoides, A .polyphaga ve A. healy dir®*.

Acanthamoeba tirleri toprak, sise suyu, fizik tedavi havuzlari, diyaliz makinalari, hava
tozu, bakteriyel ve mantar kulturleri ile memeli hiicre kiltirleri, kontak lens meteryali, burun

ve bogaz rnekleri ile saglikl1 kisilerden alinan 6rneklerden izole edilip tretilmistir'?,

Ozellikle son yillarda kontak lens kullammmn artmasiyla birlikte keratit olgularinda
artis gozlenmistir. Kontak lens kullamcilarindaki korneal enfeksiyonun biyuk gogunluguna
Acanthamoeba neden olmaktadir. Yurdumuzda bu amipler ile ilgili ilk iki yayin derleme
seklinde olup, deneysel calismada Erzurumda subat ayinda kar altindan alinan toprak
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orneginden Acanthamoeba tirti izole edilmis ve Uretilen bu tirin fareler icin patojen olup

olmadig1 yapilan deneylerle belirlenmistir*®*2,

2.8. GRANULOMOTOZ AMIBIK ENSEFALIT (GAE)

GAE nadiren bulasir. Fakat hemen hemen her zaman istisnalar hari¢ tehlikeli ve
Olumculdir. Mekanizmas: patojenitesi ile baglantili olarak karigiktir. Acantamoebe
turlerinden birkagimn (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 hastaligi olan kisilerde, diyabet hastalarinda, organ transplantasyon yapilarinda
saptanmistir. Kan- beyin bariyerlerinin invazyonu (istilast), bag doku ve noral zarar beyin
foksiyonlarinin bozulmasina sebep olmaktadir. Amip alt solunum yollarindan girerek,
endovaskiiler alan: istila edip buradan kan dolasim ile yayilmaktadir™.

Deri lezyonlart amibin direk kan dolasimina girmesini saglamakta ve boylece alt
solunum yollarina gegmektedir. Amibin Merkezi Sinir Sistemine (MSS) gecisi ile buyuk
olasilikla kan-beyin bariyerlerinde bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Kutantz ve solunum
enfeksiyonlar: birkac ay strebilir fakat MSS ile ilgiliyse birkag gin veya hafta icerisinde
olumle sonuglanabilir. MSS girisin diger bir yolu ise olfaktorik norepitelyum ( koku alma

sinirleri)’ dur®.
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Sekil 3. (&) GAE’li bir hastamn tomogr afi gor tntsi.(b) beynin bir kesitindeki Acanthamoeba
trofozoitleri, Ikositler, kirmizi kan hiicreleri ve lenfositler .
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2.7.1. GAE'nin Patojenites ve Klinik Bélirtileri

GAE nin klinik semptomlar viral, bakteriyel veya tiiberkiloza benzer; bas agris, ates,
davramis bozukluklari, hemiperazi (yarim felg), uyusukluk, boyun tutulmasi, afazi
(konusmada zorluk), dengesizlik, kusma, bulanti, intrakranial basingta artis, ndbet ve
Olumdir. Tim bunlar siddetli beyin zari irritasyonu ve ensefalitle hemorajik nekroz
lezyonlarindan dolay: meydana gel mektedir'>?.

Solunum yolu enfeksiyonlari, deri Ulserleri veya beyin absesi olan hastalarda, serbest
yasayan amiplerden stphelenilmelidir. Otopsi incelemelerinde siklikla siddetli 6dem ve
hemorajik nekroz gorilmektedir. Bu nektorik fazin aktif olarak beslenen trofozoit déneminde
mi yoksa sitokinin salimi gibi enflamatuar siiregtemi olup olmadig: bilinmemektedir.**%,

GAE’den en fazla basal ganglia, orta beyin, beyin sap1 ve beyin yarim kiresi ile MSS
etkilenmektedir. Ciddi bir sekilde bagisiklik sistemi zarar gbérmis hastalarda grantlomatoz
cevap ya cok azdir ya da hi¢c yoktur. MSS dokusu etkilendiginden dolay: genellikle beyin
yarim kuresinde agr1 ¢ok fazla olmaktadir. Siklikla paryetal, temporal, oksipital bolgelerde
genis Olctide hemorajik nekrozla 6dem olusmaktadir. MSS den baska subkutendz doku, deri,
bobrekler, karaciger, dalak, lenf nodlleri, prostat, pankreas, kemik iligi ve bobrek Gsti
bezleri etkilenmektedir®.

2.8.2. GAE'nin Tams

Santrifirlj sonrasinda veya beyin biyopsisi igerisinde bulunan amibi direk
miskroskobide gorerek tamsi konabilmektedir, ama bunun icin morfolojik karakterlerinin iyi
bilinmesi gerekmektedir. Giemsa-Wright, akridin orange veya calcofluor White boyalariyla
boyamak amip tanisim kolaylastirabilir. GAE enfeksiyonlarimin tamsinda antikor testlerinin
yararl oldugu gosterilmistir. Beyin biyopsisinin yaygin bir islem olmadigi, spesifik poliklonal
antikorlarin IFA (Immiin Floresan Assay) ve ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent
Assay) yonetemlerinin de kullamldiklar: belirtilmistir. Tamda degerli oldugu bildirilen
spesifik monoklonal antikorlar gelistirilmistir. Bunlarin yam sira tamda PCR ve kultir

yontemlerinin de 6nemli oldugu gorulmiistir'?,

Tomografi ile beynin taranmasiyla tek veya ¢ok alanin istilasi, disik yogunluktaki

anormal mimikler gozlenmektedir®*,
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2.8.3. GAE'nin Tedavis

GAE icin etkili bir tedavi yontemi olmagdig: gibi vakalarin blyik bir cogunlugunun
tamsi 6ldiukten sonra alinan biyopsi drnegi ile konulmaktadir. Bu durum birgok anti-amip
gjanlarinin Acanthamoeba’ ya kars1 disik duyarliligindan kaynaklanmaktadir. Ama daha da

onemlisi bu bilesenlerin kan beyin bariyerlerini gecerek MSS ne ulasamamasidir™.

Su anda 6zglr yasayan amiplerden dolayr MSS meydana gelen enfeksiyonlara karsi
ketokonazol, flukonazol, sulfadiazine, pentamidine, isethionate, amphotericin B, azitromycin,
itrakonazol veya rifampin etkili olabilmekte fakat cok siddetli yan etkileri bulunmaktadir®.

Yapilan son calismalarda hexodecylphosphochonine gibi  alkylphosphocholine
bilesenlerinin  kan-beyin bariyerlerini gegebildikleri ve boylelikle GAE nin tedavisinde
onemli rol oynadiklari gosterilmistir®.

2.9. ACANTHAMOEBA KERATITI

Acanthamoeba tirleri ile Naegleria, Hartmonella, Wahlkamfidae tdrlerinin bu
hastaliga neden oldugu ve korneanin amiplerle direk temasi sonucunda hastaligin olustugu
bildirilmektedir. Keratit olgularindan siklikla izole edilen Acanthamoeba tirleri A. polyphaga
ve A. castellanii’dir. Bunlarin disinda A. hatchetti, A.culbertsoni, A. rhysoides, A. quina, A.
lugdunensis ve A. griffini’ de bu tip keratit olgularindan izole edilmistir*®*®.

Ik kez 1973 yilinda Amerika’ da Teksasl1 bir ciftcide saptanan Acanthamoeba keratiti
agrili gérmeyi tehdit eden bir kornea hastaligidir. Erken tam konulup, tedavi uygulanmaz ise
kornea Ulserasyonuna, gérme berrakliginin diismesine, géziin kaybina ve goziin ¢ikarilmasina
yol acabilmektedir®.

2.9.1. Acanthamoeba K eratitinin Bulas Yollari ve Risk Faktorleri
Hastalik amibin kornea ile direk temasi sonucu bulasmaktadir. Bu temas esnasinda

amibin yerlesmesinde, 6zellikle korneadaki kigiik bir sarsinti ve sonrasinda kontamine su ile

yikama veya kontak lens kullanimi rol oynamaktadir*®#.

Acanthamoeba keratiti icin en blyUk risk faktori kontak lens kullamcilarinin zayif
hijyen kosullaridir. Acanthamoeba keratit olgularimin % 85 den daha fazlasi kontak lens
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kullamcilarinda gortilmektedir. Ozellikle geng kullamicilarda zayif hijyen kosullar, Kirli el
yetersiz kontak lens temizligi, kisinin kendi tarafindan hazirlanan tuzlu su sollsyonlari
Acanthamoeba’ nin Uiremesine davetiye cikarmaktadir®’.

Y apilan calismalarda kontak lens kullanicilarinda, hi¢ kullanilmamis kontak lens ile
kullamlmis kontak lens karsilastirildiginda Acanthamoeba’ min yiiksek derece de baglanma
yetenegine sahip oldugu gorulmustir. Kontak lens kullamcilar: tzerinde yapilan ¢alismada
mannoz, glikoz, galaktoz, fruktoz, N-asetil-D-galaktozamin, N-asetil-ndrominik asit (sialik
asit) iceren sakaridlerin ve proteinler, glikoprotein, yaglar, musin, polisakkaridler, kalsiyum,
demir, silis, magnezyum, sodyum, laktoferin, lizozim ve immunoglobilin molekillerinin
varliginda kontak lens ytizeyini sadece 30 dakika sonra ¢cOrittigl gordlmistir. Bunlar ya
Acanthamoeba trofozitleri igin reseptérmis gibi davranmasim ya da Acanthamoeba’ nin
kontak lens yilzeyine baglanma yeteneginin artmasimi saglamaktadirlar. Son yapilan
calismalarda Acanthamobea kistlerinin korneal epitel hiicrelerine baglanmadigi bu durumda
kistlerin non-enfektif bir safhada oldugu goriilmuistiir®*32,

Bu faktorlere ek olarak yiizme havuzlarindan 6zellikle de kontak lens kullaniyorken,
kontamine olmus su ile ylzin yikanmasi, toz ve toprak Acanthamoeba igin 6nemli risk
faktorlerindendir. Ozellikle klor tabanli dezenfektanlarla lensin temizlenmesi keratite sebep
olmaktadir, ¢linkii Acanthamoeba klora yuksek olgtde direnclidir. Ama ikinci bir adim olarak
konsantrasyonu %3 olan hidrojen peroksitin Acanthamoeba trofozoit ve kistlerine karsi

yilksek derecede etkili oldugu gorilmiistiir?®®.

14



Sekil 4: Acanthamoeba bulas yollar. (internetten degistirilerek alinmstir)

2.9.2. Yerlestigi Organlar ve Patojenites

Acanthamoeba tirlerinin kornea'ya yerlesmeleri ile olusan enfeksiyonun erken
donemine epitelde veya epitelin hemen altinda, 6n stromada psddodentritik sekiller
olabilmektedir. ilerlemis olgularda belirgin stromal infiltrasyon ve nekroz bulunmaktadir.
Infiltrasyon beyazimsi, yangisal ve siklikla korneal (lserin etrafinda halka ya da bir yuizik
seklinde gorulmektedir. Hucrelerin cogunlugu polimorf c¢ekirdekli |6kositler olup bazi
lenfositlerle birlikte, makrofajlarda bulunmaktadir. ‘ Granilomattz yangr’ olarak tammlanan
bu durumda, nétrofillerin yogunlukta oldugu, lenfositlerin sayisinin ise yiksek olmadigi
bildirilmistir. Zaten icinde korneal (ilserasyon perfore olabilmektedir®®.

2.9.3. Lokal veKlinik Bdlirtiler

Acanthamoeba’'ya bagli keratit, korneamin etkene karsi gosterdigi subakut veya
siregen yangisal bir tepki sonucu gelisir. Cogunlukla kontak lens kullananlarda
kullanmayanlara oranla daha sik gorUlir. Hasta yogun okiler agri ve konjonktivanin
kanlanmasindan yakinir. Parazitozun erken doneminde trofozitlerin 6n korneay: harap
ettikleri; sonralar1 trofozoitlerin kornea katmanlar1 arasina dagildiklar belirlenmistir. Ileri
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donemde ise Ulserler ve perforasyon gelismektedir. Son asamada ise tek veya her iki goz
birden kaybedilebilmektedir®*>*>.

Parazitozun ileri doneminde g6z kapaginda dusme konjiktival hiperemi, fotofobi,
gbzyas1 akitmasi, goz agrisi, bulamk gorme, korneada opasite gibi bulgular saptanir.

Parazitler nadiren korneadan retinaya gegebilir bunun sonucunda koriodoretinit gelisir®*3*°.

2.9.4. Hastahgin Tams

Acanthamoeba keratitinin tamsinda esas, kornea kazinti meteryalinin  direkt
incelenmesinde amibi saptamak, bu meteryalden etkeni Uretmek ya da histopatolojik
kesitlerde paraziti gormektir. Acanthamoeba keratiti tamsi konulan olgulardan en sik izole
edilen turler A. castellanii ve A. polyphaga’dir. Bunlardan A. castellanii aym zamanda GAE
olgularindan da sorumlu olan tdr olarak bilinmektedir. Acanthamoeba genotipinin
tammlanmasinda molekuler tekniklerin kullanilmas: gittikge artmaktadir, bunun yam sira
Acanthamoeba’ nin tanimlanmasinda kornea érneklerinden de yararlamlmaktadir®.

2.9.5. Hastahgin Tedavis

Acanthamoeba keratiti icin hala gecerli olan tedavi, CHX, PHMB, neomycin ve
propomidine isethionate iceren ilaglarin karisimiyla topikal olarak uygulanmaktadir. CHX ve
PHMB nin her ikisi de membran aktivitesi icin katyonik biyositlerdir. Bu ilaclarin
Acanthamoeba trofozoitlerinin &ldiiriilmesinde en etkili yontem oldugu gérilmuistir.

Alkali pH’ da, Acanthamoeba ylzey proteinleri negatif yikle yiklenerek katyonik
biyositlerle cok hizli bir sekilde etkilesime girmektedirler. Bu etkilesimle hiicre membraninin
yapisi ve gegirgenliginin bozulmasina, iyon, su ve diger stoplazmik bilesenlerin kaybina ve
sonu¢ olarakta hicresel zarara yol actigi gordlmistor. Diamidine ailesine ait olan
Propamidine isethionate gibi ilaglar DNA sentezinde etkili olan inhibitorlerdendir®.

Acanthamoeba kistleri ektokist ve endokist icerdiklerinden dolay: ( %33 protein, %4-6
lipid, %35 karbonhidrat ve cogunlukla selliloz) kemoteropatik agjanlara kars: fiziksel bariyer
olusturmaktadiriar®.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ORNEKLERIN TOPLANMAS]

Bu calismada Mart 2011-Mart 2013 tarihleri arasinda, Adana, Afyon, Kitahya, Nigde,
Mersin illerinde bulunan yizme havuzlarindan ve kaplicalardan toplam 50 su 6rnegi, ayni
illerde bulunan park ve bahcelerden de toplam 50 toprak drnegi alindi.

3.1.1. Yiizme Havuzlarindan ve K aphica Sularindan Ornek Alimi

Ornekler yiizme havuzlarinin ve kaplica aanlarimin ¢ farkli bolgesinden (yiirimek
icin kullanilan 1slak alan, atlama alani, yizme alam) bisturi, pasteur pipet ve steril mineral
siseler kullamlarak topland.

Ornekler alinmadan 6nce siseler 6rnek alinacak su ile doldurulup iyice calkalandi. Bu
islem 3-4 kez tekrar edilerek sisenin temizlenmesi saglandi. Sise agz1 agik olarak ve bas asagi
olacak sekilde suya daldirilarak alind.

Yizme havuzlari ve kaplica alanlarinda insanlarin yirimek ve dinlenmek igin
kullandiklar1 1slak alandan bisturi ve pasteur pipeti kullanilarak kazinti ve su 6rnegi alind.
YUzme havuzlari ve kaplica alanlarinin 1 metre icerisinden, insanlarin suya girmek icin
kullandiklar1 alandan yaklasik 500 ml su 6rnekleri alindi. Diger su 6rnegi ise yuziculer
tarafindan daha az kullamlan havuzlarin orta kismindan alinarak 500 ml’lik siselere
konuldu.(Sekil 5)

Sekil.5. Su érneginin alinmasi.
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Her Ornegin Gzerine 6rnegin hangi alandan ve sehirden alindigi, tarihi ve sicakligi
yazildi. Toplanan drneklerden native preperatlar hazirlanip 40'lik objektifte incelendi. Kist
veya trofozoit goérilen preparatlar pozitif (+), kist veya trofozoit gortlmeyen preparatlar
negatif (-) olarak degerlendirildi. Daha sonra bu drnekler adi besiyerine (NNA) ekildi ve
treme olup olmachg1 gozlendi. Ureme olan ornekler serum fizyolojik ile yikandi ve steril
ependorf tupleri icerisinde PCR calisilmak tizere 0°C’ de sakland:.

3.1.2. Toprak Ornegi Alimi

Toprak ornekleri, homojen olan 20 dekarlik toprak alanlarindan alindi. Toprak 6rnegi
alinacak arazide rastgele zikzaklar cizilerek 5-10 tane farkli bolge isaretlendi ve burgu veya
bel yardimiyla 0-30 cm ve 0-60 cm derinlikten toprak drnekleri alindh. (Sekil 6)

Sekil 6: Toprak drneginin alinmasi.

Toprak ornekleri, icerisinde su bulunan (distile su veya page’in suyu) siselerden
stizildikten sonra, NNA besiyerine ekildi. Besiyerleri 27°C’ de 7 gun inklbasyona birakildi.
Ureme olan ornekler serum fizyolojik su ile yikanarak ependorf tipleri icerisinde PCR
calisiimak tizere 0°C’ de sakland:.
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3.2. ORNEKLER ICIN BESIYERLERININ HAZIRLANMASI VE KULTUR
ORTAMI

10 gr NNA (American Bacteriological Agar) 500 ml distile su igerisinde ¢ozuldikten
sonra karisim 121°C’de 20 dk otoklavlandi. Karisim, daha 6dnceden 100°C'de 2 saat 1siyla
sterililazasyona birakilan petri kaplarina dokilerek katilastirildi. Petri kaplari kullamlana
kadar 4°C’ de sakland1. Ornekler ekilmeden 6nce besiyerlerinin yiizeyine E. coli siirtildii. Ve
pastur pipetiyle alinan drnekler NNA besiyerine ekilerek 27°C’de 7 guin boyunca inkiibasyona
birakildi. Ureme olan ornekler serum fizyolojik ile yikanarak ependorf tipleri igerisine
aktarildi.

3.3. SU VE TOPRAK ORNEK LERINDEN DNA iZOLASYONU

0°C’'de saklanan su ve toprak ornekleri oda sicakhiginda ¢ozildikten sonra 10000
rpm’ de 3 dk santrifdj edildi. Santriftj sonrasinda st kissmdaki stipernatant kisim atildi, dipte
kalan Orneklerdeki Acanthamoeba’larin DNA’larint izole etmek igin Agencourt DNA
izolasyon kiti (BeckmanCoulter, Massachusetts, USA) kullanildi. DNA izolasyon kitinin
kullamim sekli asagida belirtilmektedir.

1. Ependorf tdplerinin her biri 10000 rpm’'de 5 dakika santriflj edilerek
slpernatant kisim atildi. Dipte kalan kisim alindi.

2. Ependorf igerisinde bulunan 200 pl drnegin tzerine 200pl lizis buffer ve 15 pl
proteinaz K eklenip vortekdenerek 20-25 dakika 37°C’'de inkilbasyona
brrakildi.

3. Tupler inklibasyondan alindiktan sonra igerisine 300 pl magnetik boncuk
eklenerek DNA’nin bu boncuklara yapismasi saglandi. Magnetik rezonans a
konularak yapismayan sivi kisim atildh.

4. Boncuklara yapisan DNA (zerine wash-1 soliisyonu eklenerek hlcre zari,
protein artiklar1 yikandi. Magnetik rezonans a konularak yapismayan sivi kisim
atildh.

5. Ayniislemiki kez tekrar edildi.

6. Geriye kalan kisim Uzerine wash-2 solisyonu eklenerek DNA tekrar yikand.
Magnetik rezonans a konularak yapismayan sivi kisim atildi.

7. Ayniislem iki kez tekrarlandi.

8. Vesonolarak kalan kisim 75 pl su ile yikamp DNA elde edildi.
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9. Elde edilen Urtunlerin DNA olup olmadigini anlamak igin ornekler %2’ lik
agaroz jelde 150V’da 25 dk yardtuldi. Ultraviyole (UV) 1s1g1 altinda DNA
fragmanlar1 gortlen drnekler calismanin devaminda kullamildi.

3.4. AMPLIFIKASYON ICIN GEREKLI COZELTILER VE KIMYASAL
MADDELER

3.4.1. Cozeltiler

1. 10X (KCI) Tamponu
700 mM/L
200 mM/L
% 0.1 Tween 20

2. PCR Karisimu

10X (KCL) Tamponu 5L
125 mM dNTP lpuL
25 mM MgCl; SpuL
Steril distile su 33 L

3. Primerler: 18S ribosomal RNA (Rns) genotipinin DF3 dizisi igeren ASA.S1 gen
bolgesini amplifiye etmek icin Acanthamoeba ya 6zgii JDP1 Ve JDP2 primerleri kullamldi®.

Cizelge 2: Acanthamoeba cinsine ait spesifik primer dizilimi®,

JDP1 5- GGCCCAGATCGTTTACCGGAA-3

JDP2 5- TCTCACAGCTGCTAGGGGAGTCA-3
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3.4.2. Yontem

Gen amplifikasyonu, Thermal Cycler ile 1stya dayanikli mikrotipler igerisinde yapildi.
Amplifikasyon tuplerinin yerlestirildigi 1s1 blogu igerisinde daha 6nceden belirlenen termal
dongu protokolleri uyguland.

3.4.3. Amplifikasyon Kosullari

PCR tamponu 25 L
JDP1 primer 3uL
JDP2 primer 3uL
gDNA 5L
Steril su 9L
Toplam hacim 50 pL’dir.

3.4.4. Termal Cycler ile PCR Protokolu

Amplifiye edilmek istenen DNA uzunluguna ve primer igerigine bagl olarak sicaklik
ve sire degismektedir. Bu c¢alismada JDP1 ve JDP2 primerleri icin kullandigimiz PCR
protokoli asagidaki tabloda gosterilmektedir.

Cizelge 3: JDP1 ve JDP2 Primerleri igin kullamlan PCR program.

On Denatiirasyon 95°C 5 dakika 1 dongui
Denatlirasyon 95°C 45 saniye

Primer baglanmasi 60°C 45 saniye 40 dongu
Zincir uzamasi 72°C 1 dakika

Son dongude  zincir | 72°C 10 dakika 1 dongu
uzamasi
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3.4.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Orneklerin Y iritilmes

Bu calismada agaroz jel elektroforezi amplifiye edilmis DNA molekillerinin
tammlanmasi, ayristirilmast ve saflastirllmast igin - kullamildi. Agaroz jelde DNA
molekullerinin igerdikleri nikleotid sayisimin logaritmasi ile ters orantili olarak aym anoda
dogru go¢ etmektedir ve bu ¢alismada, bu go¢ hizi ile es zamanli aplike DNA marker1 (100bp
Bio Basic) ile birlikte degerlendirildi.

3.4.5.1. Cozeltiler

5X TBE Tamponu (1 litre)

Trisbaz 5409
Borik asit 2759
NaEDTA 20 mL

Tartilan kimyasallar deiyonize suda ¢ozuldi, pH 8.0'a ayarlandi ve 1 litreye

tamamlandi. Oda sicakliginda depoland:.
3.4.5.2. Yontem

Temiz ve kuru plastik jel tepsisinin kenarlar1 kapatilarak yukleme kuyucuklarinin
olusmasi icin uygun taraklar yerlestirildi. Onceden hazirlanan TBE tamponu ile elektroforez
haznesi dolduruldu. Toz halindeki agarozdan 2 g tartilip erlenmayere konularak tzerine 100
ml TBE eklendi ve karisim agaroz jel eriyene kadar mikrodalga firinda isitilch. Kaynatilmis
agaroz c¢ozeltisi 50°C’ye sogutularak jel tepsisine dokildi ve oda sicakliginda katilasmasi
beklendi. Jel tamamen katilastiktan sonra bant dikkatli bir sekilde cikarildi, elektroforez
tankina yerlestirildi ve taraklar ¢ikarildi. Her 6rnegin 10ul’si birbirini izleyen kuyulara, DNA
markeri ilk kuyucuga yuklenerek jel haznesinin kapag: kapatildi.

3.5. PCR Uriiniiniin Saflastiriimas

UV s1ig1 atinda DNA fragmanlarimin goruldigtic JDP1 ve JDP2 primerleri ile
amplifiye edilmis PCR Urunleri, sekans yapilmak amaciyla saflastirildi. PCR Urtnleri SG
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solisyonuyla muamele edilerek DNA immobilizasyonu saglandi. DNA yikanarak atiklar
uzaklastirildi.

3.5.1. YOontem

1. Steril 1.5 ml tupler igerisine 50 pl PCR Urini konularak Uzerine 200 pl SG
soltisyonu eklendi.

2. Karisim SentroSpin kolonuna aktarilarak 13.000 rpm’de 1 dakika santrif(lj edilerek
toplama tipundeki toplanan sivi dokuildi.

3. SentroSpin kolonuna 500 pl solisyon SW eklenerek 13.000 rpm’'de 1 dakika
santrifilj edildi ve toplama tiptinde toplanan sivi dokaldo.

4. Ayniislem 2 kez tekrar edilerek DNA aritilmas: saglandi.

5. Aritmaislemlerinden sonra SentroSpin kolonu bos olarak 1 dakika santrifij edildi ve
kalan etanol uzaklastirildi.

6. SentroSpin kolonu 1.5 mL’lik temiz bir mikrosantriflyj tUpine yerlestirilerek spin
kolonunun ortasina denk gelecek sekilde 50 pl soltisyon SE eklendi.

7. Oda sicakliginda 3 dakika bekletildi. 13.000 rpm’de 1 dakika santrifllj edilerek saf
DNA topland.

3.6. DNA Dizi ANALizi

3.6.1. Dideoks Terminasyon Reaksiyonu

Reaksiyon ABI Prism BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ABI Prism Big
Dye™) kullanilarak yapildi. Bu kit icerisinde AmpliTag DNA polimeraz iceren bir PCR
kitidir. Kullamlan polimeraz enzimi Thermus aquaticus dan elde edilir. Bu enzimin 5-3'
nikleaz aktivitesi ile fosfataz aktivitesi inhibe edilmistir.

DNA dizi analizi igin toplam hacim 20 uL olmak Uzere asagidaki protokole gore
reaksiyon karisimi hazirlandh.

Ready Reaction Premiks 4.0 ub
BigDye Sequencing Buffer 20puL
Primer (10 pmol)* 20 uL
Purifiye PCR Urtni 20uL
dH,O 10.0 puL
Toplam hacim 20.0 uL

* IDP1 ve JDP2 primerleri kullamld.
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Terminasyon reaksiyonu termal cycler kullamlarak yapilir. PCR program;
95°C'de 30sn
50°C'de 10 sn 30 siklus olarak ayarlanch.
60°C’de 4 dk

3.6.2. Terminasyon Reaksiyon Uriiniinun Purifikasyonu

Reaksiyonu bitmis olan PCR Urinunin purifikasyonu asagidaki protokoldeki gibi

yapild.

1

N o o b~ w DN

20 pL’lik DNA dizi analizi resksiyon trintne 5 pL (125 mM EDTA), 60 pL (%100 etil
akol) ilave edildi.

15 dakika plate oda sicakliginda vortekslendi.

Platedeki PCR Urtnleri 2000 rpm’ de 30 dk santrifilj edildi.

Platedeki siipernatant kisim atik kabina bosaltildh.

Platedeki kuyucuklarin Gzerine 20 pL %70’ lik etil alkol ilave edildi ve vortekslendi.
Platedeki PCR Urtnleri 2000 rpny de 15 dakika santrifiij edildi.

Platedeki etil alkol atik kabina bosaltildi ve bos plate 15 dakika oda sicakliginda
bek|etildi.

Her bir 6rnegin Gzerine 20 pL yikleme solusyonu (sample loading solution) eklendi.

3.6.3. DNA Diz Analizi Cihazimin Calisma Programi

Ornekler hazirlandiktan sonra ABI 3100 DNA (Applied Biosystems, Nort America)

dizi analizi cihazinda bulunan 6rnek tepsisine yerlestirildi ve cihaza baslama komutu verildi.

Baslama komutu ile cihazin gerceklestirdigi islemler su sekilde siralanir:

1.

Cihaz baslama komutunu aldiktan sonra kapiller tnitesinin sicaklhigini elektroforez
icin uygun sicaklik olan 50°C’ ye cikarrr.

Uygun sicaklik saglandiktan sonra kapillerin platin gubuga bagli serbest ucu 6rnek
yukleme Unitesinde bulunan distile su tUpine girer. Cihaz polimer blok sonunda
bulunan ve anoda acilan kapag1 kapatir. Polimer siringas: Uzerinde bulunan piston ile
sikigtirilir. Polimer, anot tarafi kapali oldugu icin hareket edebilecegi tek yon olan
kapiler igine yayilmaya baslar.
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Kapiler, polimer ile doldurulduktan sonra serbest kapiler ucu ornek tepsisi Uzerinde
hareket ederek Ornek igerisine girer.

. Anot kapag1 acilan cihaz Uzerinde elektriksel alan yaratir. Y aratilan elektriksel alanda
tlp icerisinde bulunan DNA parcalar: kapiler boru icerisine dogru harekete gecerler.
DNA parcalarinin kapilere tasinmasi igin gerekli siirenin dolmasi ile akim kesilir ve
serbest kapiler ucu distile su icerisine doner.

Platin gubuk ile kapiler cevresine drnekten bulasan kirlilikler temizlenir.

Kapiler serbest ucu temizleme sonrasi tekrar hareket ederek ornek tepsisi Uzerinde
bulunan ylritme ¢ozeltisi icerisine girer. Burasi kapiler serbest ucu igin son noktadir.

. Anot kapag1 acildiktan sonra cihaz Uizerine tekrar akim verilir. Ornek tepsisi tizerinde
bulunan ylritme c¢ozeltisi ile polimer blok sonunda bulunan ydritme cozeltisi
arasinda 14000 V' ye varan bir gerilim olusur. DNA parcalar: kapiler serbest ucundan
kapiler boyunca, polimer bloga dogru harekete gecerler. Bu yiritme sirasinda lazer

Unitesi icerisinden gecerler ve yayildiklar: florasan 1sik ile tespit edilirler. Elektroforez

sonlandiginda cihaz yeni deney icin islemleri tekrar eder. (Sekil 7)
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Sekil 7. DNA Dizi Analizi Cihazinda Elde Edilen Analiz Gorintuisi

25



4. BULGULAR

4.1. MIKROSK OBIiK INCELEME SONUCLARI

4.1.1. Yiizme Havuzlarindan ve Kaphca Sularindan Alinan Su Orneklerinin
Mikroskobik inceleme Sonuclari

Adana, Afyon, Kltahya, Nigde, Mersin illerinde bulunan farkli yiizme havuzlarindan
ve kaplicalardan alinan toplam 50 su 6rneginin 15 tanesi mikroskobik incelemede pozitif, 35
tanesi negatif bulundu. (Sekil 8)

Sekil 8: Acanthamoeba X40 objektifdeki gorintiisii

Cizelge 4: Y lizme havuzlar ve kaplica sularindan alinan su ¢rneklerinin mukroskobik inceleme

sonuclari

Sehir Ornek Sayis Pozitif (+) Negatif (-)
Adana 10 2 (%20) 8 (%80)
Kutahya 10 7 (%70) 3 (%30)
Nigde 10 1 (%10) 9 (%90)
Mersin 10 1 (%10) 9 (%90)
Afyon 10 4 (%40) 6 (%60)
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4.1.2. Toprak Orneklerinin Mikroskobik Inceleme Sonuclari

Adana, Afyon, Kitahya, Nigde, Mersin illerindeki farkli park ve bahgelerden alinan
toplam 50 toprak 6rneginin 18 tanesi mikroskobik incelemede pozitif, 32 tanesi mikroskobik
incelemede negatif bulundu. (Sekil 9)
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Sekil 9: Toprak drneklerindeki Acanthamoeba’ larin mikroskobik inceleme sonucu (X40' 11k
obj ektif)

Cizelge 5: Toprak Orneklerinin Mikroskobik inceleme Sonuglari

Sehir Ornek Sayis Pozitif (+) Negatif (-)
Adana 10 4 ( %40) 6 (%660)

K Utahya 10 3 (%30) 7 (%70)
Nigde 10 3 (%30) 7 (70)
Mersin 10 2 (%20) 8 (%80)
Afyon 10 6 (%80) 4 (%40)
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4.2. KULTUR SONUCLARI

4.2.1. Yiizme Havuzlarindan ve Kaphca Sularindan Alinan Su Orneklerinin
K altdr Sonuglari

Filtreden gecirildikten sonra adi besiyerine ekilen 50 su drneginin 21 tanesinin kaltor
ortaminda Uredigi gorultrken, 29 tanesinin kilttr ortamunda tremedigi goraldi. (Sekil 10)

E. coli

Sekil 10: Su 6rneklerinin kiltdr sonuclar: (X40 objektif)

Cizelge 6: Yiizme Havuzlarindan ve K aplica Sularindan Alinan Su Orneklerinin K iltiir

Sonuclari

Sehir Ornek Sayis Pozitif (+) Negatif (-)
Adana 10 2 (%20) 8 (%80)

K Utahya 10 10 (%100) 0(%0)
Nigde 10 2 (%20) 8 (80)
Mersin 10 1 (%10) 9 (%90)
Afyon 10 6 (%70) 4(%40)
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4.2.2. Toprak Orneklerinin Kiltur Sonuclar:

Cssitli park ve bahgelerden alinarak adi besiyerine ekilen 50 toprak drneginin 23

tanesinde Ureme gozlenirken, 27 tanesinde Ureme olmadigi gozlendi. (Sekil 11)

— E. cali

Sekil 11: Toprak drneklerinin kiltdr ortamindaki gorintiisii (X40 objektif)

Cizelge 7: Toprak Orneklerinin Kltir Sonuglari

Sehir Ornek Sayis Pozitif (+) Negatif (-)
Adana 10 6 ( %60) 4 (%40)

K Utahya 10 5 (%50) 5 (%50)
Nigde 10 3 (%30) 7 (70)
Mersin 10 2 (%20) 8 (%80)
Afyon 10 7 (%70) 3 (%30)
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4.3. PCR YONTEMININ SONUCLARI

4.3.1. Yiizme Havuzlarindan ve K aphca Sularindan Alinan Su Orneklerinin PCR

Y dnteminin Sonuglari

Cssitli bolgelerden alinan ve kiltur ortaminda Uretilen su drneklerinden izole edilen
Acanthamoeba’ larin DNA'’lar1 JDP1-JDP2 primerleri ile amplifiye edildi ve yaklasik 450 bp
uzunlugunda band gorinen drnekler pozitif olarak kabul edildi. Toplam 50 su 6érneginin 21

tanesi PCR yontemi ile pozitif bulunurken, 29 tanesi negatif bulundu. (Sekil 12)

Cizelge 8. Yuzme Havuzlarindan ve Kaphca Sularindan Ahnan Su Orneklerinin PCR

Y 6nteminin Sonuclari

Sehir Ornek Sayis Pozitif (+) Negatif (-)
Adana 10 2 (%20) 8 (%80)

K Utahya 10 10 (%100) 0(%0)
Nigde 10 2 (%20) 8 (80)
Mersin 10 1 (%10) 9 (%90)
Afyon 10 6 (%60) 4 (%40)

4.3.2. Toprak Orneklerinin PCR Y énteminin Sonugclari

Kultdr ortaminda dretilen, park ve bahcelerden alinan toprak drneklerinden izole
edilen Acanthamoeba’larin DNA’lar1 JDP1-JDP2 primerleri ile amplifiye edildi ve yaklasik
450 bp uzunlugunda band gorinen 6rnekler pozitif kabul edildi. Toplam 50 toprak drneginin
23 tanesi PCR yontemi ile pozitif bulunurken, 27 tanesi negatif bulundu. (Sekil 12)

Cizelge 9: Toprak Orneklerinin PCR Y 6nteminin Sonuglari

Sehir Ornek Sayis Pozitif (+) Negatif (-)
Adana 10 6 ( %60) 4 (%50)

K Utahya 10 5 (%50) 5 (%50)
Nigde 10 3 (%30) 7 (70)
Mersin 10 2 (%20) 8 (%80)
Afyon 10 7 (%70) 3 (%30)
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Sekil 12. PCR yontemi ile pozitif bulunan érneklerin agaroz jel gérintisi. (1.100 bp'lik marker (Bio
Basic), 2-5. Sudan izole edilen Acanthamoeba rnekleri 6-8. Toprakdan izole edilen Acanthamoeba 6rnekleri

4.4DUYARLILIK-OZGULLUK SONUCLARI
4.4.1.Yizme Havuzlarindan ve Kaphca Sularindan Ahnan Su Orneklerinin
Duyar hilik-Ozgullilk Sonuclari

Cizelge 10: Yuzme havuzlarindan ve kaphca sularindan alinan su orneklerinin mikroskobik

inceleme ve kiltir sonuclarinin kar silastirilmas

Kaltar (+) Kaltar (-) Toplam
Mikroskobi (+) 15 0 15
Mikroskobi (-) 6 29 35
Toplam 21 29 50

Duyarlilik: 15/(15+6) x 100 = 71.42
Ozgtilliik: 29/(29+0) x 100 = 100

Yizme havuzununda ve kaplica sularindan alinan su Orneklerinin  kultdr ve
mikroskobik inceleme yontemi sonuglar: karsilastirildi. Mikroskobik inceleme yonteminin,

kultdr yontemine gore duyarliligi %71.42, 6zgulligl ise %100 olarak bulundu.
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Cizelge 11: Yizme havuzlarindan ve kaphca sularindan alinan su orneklerinin PCR ve kultr

sonuglarinin kar silastirilmas

Kaltar (+) Kaltar (-) Toplam
PCR (+) 21 0 21
PCR (-) 0 29 29
Toplam 21 29 50

Duyarlilik: 21/(21+0) x 100 = 100
Ozgtilliik: 29/(29+0) x 100 = 100

Ylzme havuzununda ve kaplica sularindan alinan su orneklerinin kultir ve PCR
yontemi sonuclart karsilastirildi. PCR yonteminin, kdltir yontemine gore duyarliligi %2100,

0zgullugl ise %100 olarak bulundu.
4.4.2. Toprak Orneklerinin Duyarlihk-Ozgiilliik Sonuglari

Cizelge 12: Toprak orneklerinin kdltir ve mikroskobik inceleme sonuglarinin kar silastirilmas

Kaltar (+) Kaltar (-) Toplam
Mikroskobi (+) | 18 0 18
Mikroskobi (-) |5 27 32
Toplam 23 27 50

Duyarlilik: 18/(18+5) x 100 = 78.26
Ozgiillik: 27/(27+0) x 100 = 100

Toprak orneklerinin kdltdr ve mikroskobik inceleme yontemi sonuclar: karsilastirild.
Mikroskobik inceleme yonteminin, kdltir yontemine gore duyarliligir %78.26, 6zgullugl ise
%100 olarak bulundu.
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Cizelge 13: Toprak orneklerinin kdltir ve PCR yontemi sonuclarinmn kar silagtirilmas:

Kualtdr (+) Kualtdr (-) Toplam
PCR (+) 23 0 23
PCR (-) 0 27 27
Toplam 23 27 50

Duyarlilik: 23 /(23+0) x 100 = 100
Ozgtillik: 27/(27+0) x 100 = 100

Toprak orneklerinin kiltir ve PCR yontemi sonuglar: karsilastirildi. PCR yonteminin,

kultdr yontemine gore duyarliligi %100, 6zgulltigt ise %100 olarak bulundu.
4.5. DNA Dizi ANALiZ YONTEMININ SONUCLARI

4.5.1. Yiizme Havuzlarindan ve K aphca Sularindan Alinan Su Orneklerinin DNA

Dizi Analizi Ydnteminin Sonuclari

Adana, Afyon, Kitahya, Nigde ve Mersin illerinden alinan su drneklerinden elde
edilen PCR UrUnleri genotiplendirme yapmak amaciyla DNA dizi analizi yontemi ile calisildh.
DNA dizi analizi sonucunda Adana, Afyon, Nigde ve Mersin illerinden izole edilen
Acanthamoeba’ larin %100 oraninda Acanthamoeba castellanii (T4), Kitahya ilinden izole
edilen Acanthamoeba’lardan %90 oraninda Acanthamoeba castellanii (T4), %10 oraninda
Acanthamoeba griffini (T3) oldugu saptandi. Acanthamoeba’'larin DNA dizi analizi
sonucunda elde edilen nikleotid dizileri cizelge 4 ve 5 de gosterilmektedir.

4.5.2. Toprak Orneklerinin DNA Dizi Analizi Ynteminin Sonuclari

Adana, Afyon, Kutahya, Nigde ve Mersin illerindeki gesitli park ve bahgelerden alinan
toprak orneklerinden izole edilen Acanthamoeba’larin genotiplendirilmesi DNA dizi analizi
yontemi ile yapildi. Afyon, Nigde ve Mersin ilinde %100 oramnda Acanthamoeba castellanii
(T4), Adana ilinde % 67 oramnda Acanthamoeba castellanii (T4), %33 oraninda
Acanthamoeba griffini (T3), Kitahya ilinde %80 oraninda Acanthamoeba castellanii (T4),
%20 oramnda Acanthamoeba griffini (T3) tespit edildi. Acanthamoeba’larin DNA dizi analizi
sonucunda elde edilen nikleotid dizileri cizelge 4 ve 5 de gosterilmektedir.
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Cizelge 14: Su ve toprak orneklerinden izole edilen Acanthamoeba castellanii tirlerinin DNA dizi analiz

sonuclari

Acanthamoeba castellanii (T4) JDP(forward primer)

A.castella

A castella
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A.castella
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A.castella
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e
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N
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P |
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P .
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P P
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I
15
AR AGECA,

I
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I P
385
ALGETEECTT

I .
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Acanthamoeba castellanii (T4) JDP(reverse) primer
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Cizelge 15: Su ve toprak orneklerinden izole edilen Acanthamoeba griffini tirlerinin DNA dizi analiz

sonuclari

Acanthamoeba griffini (T3) JDP (forward) Primer

A grifftind
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5. TARTISMA

Acanthamoeba tlrleri cevrede toprak, tath sular, kaynak sulari ve ylizme havuzlari gibi
ortamlarda serbest halde bulunmasindan dolay: insanlarin bu parazit ile enfekte olma riski
yilksektir®?>, Acanthamoeba tirleri, granilomatdz amibik ensefait (GAE), kutandz
acanthamoebasis, Acanthamoeba keratiti ve AIDS'li hastalarda enfeksiyonun ¢esitli organlara
yayilmasina bagli olarak kronik siniizit, otit, kutantz lezyonlar, sints lezyonlari, deri Ulserleri
gibi hastaliklar meydana getirirler®. Bu hastaliklarin tarust icin klinik bulgular yeterli olmayip
laboratuar bulgularina da gereksinim duyulmaktadir. Acanthamoeba’ nin laboratuar tamsinda
mikroskobik inceleme, kiltir ve molekiler yontemler kullamimaktadir. Cesitli calismalarda
bu yontemlerin Acanthamoeba tamsindaki duyarlilik ve oOzgullukleri karsilastirilmis ve
desisik sonuglar elde edilmistir®.

Dhivya ve arkadaslar1 molekiler tai yontemlerinden PCR ile kultdr yontemini
karsilastrmiglar ve PCR’in  kiltire gore duyarlihik ve 6zgulligini %2100 olarak
saptamislardir®. Calismamiz da kiiltir yontemi altin standart olarak alind: ve PCR yontemi
ile duyarlilik-6zgulluk hesabi yapildi. Calismamizin sonucunda su ve toprak Ornegimizde
PCR'in kultire gore %100 duyarlilik, %100 Ozgullik gosterdigi tespit edildi.
Acanthamoeba’ nin neden oldugu hastaliklarda erken ve hizli tami hastaligin tedavisi igin
onemlidir. Mikroskobik inceleme yontemi duyarlilig: disik olmasina ragmen, hizli ve basit
bir yontem oldugu icin Acanthamoeba tarmisinda ilk tercih edilen yontemdir. Calismamizda
mikroskobik inceleme yontemi ile kdltdr yontemi Kkarsilastirildiginda, su Ornegimizde
mikroskobik incelemenin duyarliliginin kiltdr yontemine gore %71.42, toprak Ornegimizde
%78.26 oldugu goruldu. Calismamizda elde edilen sonuglar mikroskobik inceleme
yonteminin Acanthamoeba tamisinda dustik duyarhilik gosterdigini, bu yontem yerine PCR
veyakultir yonteminin tercih edilmesi gerektigini desteklemektedir.

Acanthamoeba tirleri dinyanmin degisik bolgelerinde degisik oranlarda gortlen ve her
sosyal stattideki insarm enfekte edebilme 6zelliginde oldugundan parazitin molekiler yapisinin
arastirilmas: insan saglig1 bakimindan cok énemlidir®. Diinyanin bircok bélgesinde molekiiler
yontemler kullamlarak Acanthamoeba’larin genotiplendirilmesi ile ilgili genotiplendirme
calismalar1 yapilmistir. Bunlar arasinda en yaygin olan ise Acanthamoeba’ nin 18S rRNA gen
bolgesine ait olan JDP1-JDP2 primerleri ile yapilan PCR’ a dayal: molekiiler calismalardir®.
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Booton ve arkadaslari Hongkong'ta Acanthamoeba keratitine olgularina neden olan
olgularda Acanthamoeba tirlerini tanmmlamak icin parazitin 18S rRNA gen bolgesini hedef
amglar ve JDP1-JDP2 primerlerini kullanarak PCR ve DNA dizi analizi yapmislardir.
Calismanin sonucunda Hongkong'taki Acanthamoeba keratitine T4 ve T3 genotiplerindeki
Acanthamoeba’ larin neden oldugunu tespit etmislerdir. Aym calismada hastalarin kullandig:
kontak lens sivilari ile ¢esme sulari incelenmis ve onlarda da T4, T3 genotipinde

Acanthamoeba tespit etmislerdir®.

Init ve arkadaslar1 2010 yilinda Malezya' da, Acanthamoeba’ larin yiizme havuzlarinda
gorilme sikhigim ve bu parazitlerin yizme havuzlarimn hangi bolgelerinde daha gok
goruldigunu arastirmiglardir. YUzme havuzlarini G¢ farkli bolgelerinden (havuzun duvar
kenari, yuzicllerin atlama yeri, yizmek icin kullanilan i¢ alan) su ornekleri almuslardir.
Y Uzme havuzunun duvar kenarinda %76, yuzicilerin atlama yerinde %64.7 ve yuziculer
tarafindan daha az kullanilan orta alanda %19.4 oraninda Acanthamoeba saptamuslardir®. Init
ve arkadaslarimin calismasinda yizme havuzunun farkli bolgelerinde farkli oranlarda
Acanthamoeba saptanmis olmasina ragmen ¢alismamizda yizme havuzunun duvar kenarinda,
atlama yerinde ve orta alanda alinan 6rneklerin hepsinde aym oranda Acanthamoeba tespit
edildi. Init ve arkadaslarinin calismalar: ile calismamizin sonuglari Acanthamoeba’ larin
yuzme havuzlarimn her bolgelerinde gorilebildigini ve havuza giden her insanin bu parazit ile
enfekte olma riskinin bulundugunu gostermektedir®.

Nupraset ve arkadaslari Tayland daki tatli su orneklerini incelemisler, bolgede T4 ve
T17 genotipde Acanthamoeba bulmuslardir®’. Caumo ve arkadaslart Brazilya daki yiizme
havuzu su orneklerini arastirmiglar ve T5, T4, T3 genotipde Acanthamoeba tespit etmislerdir.
Ayni calismada T5'in bolgede yaygin oldugu rapor edilmistir®. Bu calismalar diinyanin her
bdlgesinde farkli oranlarda ve farkli genotiplerde Acanthamoeba tirlerinin gorulebilecegini
gostermektedir. Calismamizda da T4 ve T3 genotipi teshit edildi.

Malezya' da Chan ve arkadagslar1 ev ve isyerinde kullamlan klima kapaklarindaki toz
orneklerini toplamislar ve bu orneklerdeki Acanthamoeba’ larin genotiplerini arastirmislardir.
Calismanin sonucunda 87 toz oOrneginin 20'sinde Acanthamoeba izole etmisler ve bu
Acanthamoeba’ larin T3, T5 ve T4 genotiplerine sahip olduklarin: rapor etmislerdir®.

Yurdumuzda Acanthamoeba ile ilgili ilk galisma Erzurum’'da gerceklesmis ve ilk
Acanthamoeba keratiti olgusu Elazig’dan bildirilmistir®. Son yillarda bircok ulkede oldugu
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gibi Ulkemizde de Acanthamoeba tirlerinin molekiler yapisint arastirmak icin gesitli
arastrmalar yapilmistir. Kuk ve arkadaslari, Kayseri ve gevresinden 29 su drnegini (26 kuyu
suyu, 3 gesme suyu) Acanthamoeba gorilme sikligr bakimindan arastirmislar ve gorulen
Acanthamoeba’ lar1 genotiplendirmislerdir. 26 su 6rneginin 5 tanesinden Acanthamoeba izole
etmisler ve izole edilen Acanthamoeba’larinin hepsinin T4 genotipine sahip oldugunu rapor
etmislerdir®®.

Ertabaklar ve arkadaslari, 2007 yilinda Turkiye'de ilk kez Acanthamoeba keratiti
olgularindan T9 izole etmislerdir. Yine ayni ¢alismada arastirmacilar diger Acanthamoeba

keratiti olgularindan T4 de izole etmislerdir®.

Bu calismada DNA dizi analizi sonucunda Adana, Afyon, Nigde ve Mersin illerinden
alinan su orneklerinden izole edilen Acanthamoeba’larin %100 oraminda Acanthamoeba
castellanii  (T4), Kuitahya ilinden izole edilen Acanthamoeba’lardan %90 oraminda
Acanthamoeba castellanii (T4), %10 oramnda Acanthamoeba griffini (T3) oldugu saptand.

Kili¢ ve arkadaslar1 Ankara ilinde 28 toprak drnegi ve 2 su drneginden Acanthamoeba
izole etmisler ve bu parazitlerin genotiplerinin T2, T3, T4 ve T7 oldugunu bildirmislerdir®".
Jacob ve arkadaslar1 ispanya’da bahce topraklarini ve kumsaldaki kum &rneklerini PCR
yontemi ile Acanthamoeba bakimindan incelemislerdir. Toprak oOrneklerinde %37.7
Acanthamoeba, kum drneklerinde %42 oraminda Acanthamoeba oldugunu ve bunlarin A,
polyphaga ile A. astronyxis tirleri oldugunu rapor etmislerdir.** Bu calismada Afyon, Nigde
ve Mersin ilinde %100 oraninda A. castellanii (T4), Adanailinde % 67 oramnda A. castellanii
(T4), %33 oraninda A. griffini (T3), Kitahya ilinde %80 oraninda A. castellanii (T4), %20
oraninda A. griffini (T3) tespit edildi.

Y urdumuzda yapilan ¢alismalarin sonuclarina baktigimizda toprak, su gibi gcevresel
Urtinlerden izole edilen Acanthamoeba’lar arasinda T4’ tin baskin oldugu, bunu T2 ve T3'ln
takip ettigi gorulmistir. Ulkemizde nadir olarak T7 ve T9 genotipleri de gorulmektedir.
Calismamizda elde edilen bulgular dogada serbest yasayan Acanthamoeba tirlerinin
genotiplendirilmesi ile ilgili Turkiye' de yapilan diger calismalari, her ne kadar sadece T4 ve
T3 genotipleri saptanmis olsada desteklemektedir. Acanthamoeba tirleriyle ilgili Turkiye nin
degisik bolgelerinde gortlmekte ve Ulkede T4 genotipe sahip Acanthamoeba tirleri baskin
olarak gorilmektedir.
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Gulnuimuize kadar yurdumuzda yapilan calismalara baktigimizda Acanthamoeba’ larin
birkag turt rapor edilmistir. Fakat bu say1 her gegen giin gittikge artabilir. Unutulmamali ki
literattrdeki olgularin pek cogu klinik olgulardan, otopsilerden, bu paraziti tamyanlar veya
onlar1 akla getirenler tarafindan saptanmustir.

Calisma, konu ile ilgili bolgemizde yapilan ilk calismadir. Ornek sayisinin artirilmast
sonucunda diger tir ve genotiplerinde ilerideki glnlerde saptanacagi gercegi gbz oninde
tutulmalidr.
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6. SONUC VE ONERILER

Acanthamoeba’lar, Acanthamoeba  keratiti, kutandz acanthamoebiasis ve
grantilomatdz amibik ensefalit gibi dnemli hastaliklara neden olmaktadir. Dogada serbest
yasayan Acanthamoeba turleri diinyamin heryerinde, iklim sart1 ayirt edilmeksizin goraldigi
icin sosyo-ekonomik durum gozetmeksizin toplumdaki her kisi enfekte etme 6zelligine
sahiptir. Bu ylzden Acanthamoeba tirlerinin molekiler cesitliliginin bilinmesi bu tirlerin
neden olduklar1 hastaliklarin epidemiyolojisi, tanisi, tedavisi ve insanlarin bu parazitlerden

korunmast icin 6nemlidir.

Bu calismada, Turkiye'nin cesitli illerinden toprak ve su oOrnekleri alimp, bu
orneklerdeki ~ Acanthamoeba  turleri  genotiplendirilmistir.  Calisma  Turkiye' deki
Acanthamoeba genotip ¢esitliliginin belirlenmesi icin oldukga 6énemlidir. Ayrica bu ¢alisma
yuzme havuzu, akuatik kaynaklar, kaplica sular1 ve toprak ile sirekli temas halinde bulunan
insanlarin Acanthamoeba tirleri ile enfekte olma risklerinin degerlendirilmesi agisindan da

onemlidir.

Bu kaynaklarla temas halinde bulunan kisilerin Acanthamoeba parazitinin tehlikeleri
ve korunma yollar1 hakkinda bilgilendirilmesi gerekmektedir. Ozellikle park alaminda
oynayan cocuklarin ve ailelerinin hem hijyen bakimindan dikkatli olmalari hem de bu
parazitin tehlikeleri hakkinda bilgilendirilmesi oldukca 6nemlidir. Sadece enfeksiyon bulasma
riski agisindan halk degil ayni zamanda saglik sektoriinde calisan herkes Acanthamoeba
paraziti hakkinda bilgilendirilmelidir.
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