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OZET

CEVRESEL VE KLINiK ORNEKLERDE ACANTHAMOEBA SPP. VE

NAEGLERIA SPP. VARLIGININ ARASTIRILMASI

Calismada, ¢evresel ve klinik 6rneklerde dogada serbest yasayan amip tiirlerinin
prevalansimin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, Cumhuriyet Universitesi Saglik
Hizmetleri Uygulama ve Arastirma Hastanesi G6z Anabilim Dali poliklinigine ¢esitli
nedenlerle bagvuran hastalardan elde edilen 500 alt g6z kapag: siiriintii 6rnekleri, ayni
hastanenin ¢esitli birimlerinde bulunan 23 klimadan alinan siiriintii 6rnekleri ve Sivas il
merkezinden alian 13 gevresel su 6rnegi incelenmistir. Steril ekiivyonlar kullanilarak
elde edilen hasta 6rnekleri, icinde steril serum fizyolojik bulunan ve agzi1 kapali tiiplerde
laboratuvara tasinmistir. Klima sistemlerinden de filtrelerinden steril ekiivyonla alinan
stirlintii 6rnekleri laboratuvara getirilmistir. Su 6rnekleri 500 ml lik plastik siselerde
toplanmigtir. Daha sonra oda sicakliginda bir giin bekletilen 6rnekler {izerine E.coli
ekilmis, Besleyici Degeri Olmayan Agar igeren plaklara inokiile edilerek 30 °C de
inkiibe edilmistir.

Calismada, 500 kisiden alinan g6z kapag: siiriintii 6rneginin birinde Acanthamoeba
spp(%0.2), birinde ise Hartmannella spp.(%0.2) iremistir. 24 farkli klimadan alinan
siriintii 6rneginin 18’inde serbest yasayan amip iiretilmis olup bunlardan 4’{inde
Acanthamoeba spp., 4’tinde Naegleria spp., 10’unda Hartmannella spp., iiretilmistir. 13

su Orneginin ise 4’tinde Acanthamoeba spp. saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Acanthamoeba spp., Naegleria spp., havalandirma, géz yast, su



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF ACANTHAMOEBA SPP. AND NAEGLERIA SPP IN
CLINICAL AND ENVIRONMENTAL SAMPLES

In the study, it is aimed to determine the prevalence of amoeba species in the
clinical and environmental samples. For this purpose, 500 lower eye lid smear samples
who admitted to Cumhuriyet University, Research and Application Hospital,
Department of Ophthalmology with variety of reasons, 23 different clima samples and
13 water samples were obtained. Samples were transport in sterile tubes to the
laboratory. Water samples were collected 500 ml. in plastic bottles. Collected samples
were stayed over nigth room temprature in the laboratory. Than, all samples were
inoculated on non-nutritional agar to be present E.coli. and incubated at 30°C.

In the study, one of these 500 the lower eye lid smear samples Acanthamoeba
spp(0.2%).,and one of Hartmannella spp.(0.2%) were detected. Of 18 samples were
positive for free living amoebae in samples were taken from 24 different climas. Of 18
samples 4 were detected for Acanthamoeba spp, 4 for Naegleria spp, and 10 for

Hartmannella spp. Of 13 water samples four were obtained for Acanthamoeba spp.

Key words: Acanthamoeba spp., Naegleria spp., air condition, tear, water
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1.GIRIS ve AMAC

Insanlarda hastalik olusturan veya kommensal olarak yasamini siirdiiren amipler
oldugu gibi dogada serbest olarak yasayan ve insanlarda ciddi hastaliklar olusturabilen
bazi amiplerin de bulundugu bilinmektedir[33,34]. Bu amipler, dogada, rutubetli ya da
islak topraklarda, gollerde, yiizme havuzlarinda, baraj gollerinde ve tathh su
birikintilerinde, ¢esme sularinda, kontakt lens soliisyonlarinda, havada yaygin olarak
bulunmakta[2,6,9,15,20,25,26,28,30,32,35,43,45-47],hava filtrelerinde dahi yasamlarini
stirdirmektedir [31,37,44]. Ancak serbest yasayan amipler i¢inde Acanthamoeba tiirii

diger tiirlere gore gevresel ortamlarda daha fazla bulunmaktadir[30].

Insanlarin doga ile temasmnin artmasi, toprak, su ve havay1 kendi yararlar igin
daha fazla kullanmaya baslamalar1 dogada serbest yasayan amiplerin insan viicuduna
girme olasiligini arttirmakta ve serbest yasayan amiplerin neden olduklar1 hastaliklar da
giin gectik¢e daha fazla 6nem kazanmaktadir[33]. Ayrica immun sistemleri baskilanmis
kisilerde, AIDS hastalarinda, kanserlilerde, organ transplantasyonu yapilanlarda, immun
sistemi baskilayan ilaclarin kullanilmasi durumunda, yetersiz beslenme ve devamli stres
altinda kalma durumlarinda, serbest yasayan amiplerin insan viicuduna girerek patojen

etki olusturabilme ve hastaliklara neden olma riski artmaktadir[33,14].

Serbest yasayan amip tiirleri, baz1 patojen olan Pseudomonas sp., Staphylococcus
sp., ve Proteus sp., gibi mikroorganizmalar: i¢lerinde tasiyarak insanlara bulagmasinda
rol oynarlar[9,49]. Serbest yasayan amipler dogal yada insanlar tarafindan yapay olarak
olusturulan su ortamlarinda Legionella tiirleri ile birlikte bulunmakta ve Legionella larla
kontamine olmus ortamlardan sik¢a Hartmannella, Acanthamoeba ve Naegleria izole
edilmektedir. Serbest yasayan amipler Legionella’nin iglerinde ¢ogalmasi, taginmasi ve

virulansinin evrimlesmesinde 6nemli rol oynarlar[22].

Ozgiir yasayan amiplerden Naegleria cinsinin sadece bir tiirii (Naegleria fowleri),
Acanthamoeba cinsinin ise birkag tiiriniin (Acanthamoeba castellanii, A. culbertsoni, A.
hatchetti, A. healyi ve A. polyphaga gibi ) ve Balamuthia cinsinden de
Balamuthia mandrillaris’in hastaliga neden oldugu bilinmektedir[47]. Serbest yasayan
bu amip tiirlerinin hepsi bakteri, mantar ve diger kiiciik partikiillerle
beslenmektedirler[40]. Serbest yasayan amiplerle olusan enfeksiyonlar Avrupa,

Amerika, Avustralya, Afrika ve Asya’dan rapor edilmistir[21].



Bu kiigiik, 6zgiir yasayan amiplerin insanlar i¢in patojen olabilecegi fikri ilk kez,
yeni bir viriis diisiincesi ile doku kiiltlirii ortamindan Acanthamoeba sp. izole eden
Culbertson ve arkadaslar1 tarafindan ileri siiriilmiistiir[47]. Serbest yasayan amiplerden
Acanthamoeba spp. ¢ogunlukla immun baskin bireylerde ve kronik hastaligi olanlarda
graniilomatéz amibik ensefalite (GAE) neden oldugu bilinmektedir[20,28]. GAE’nin
baslangict sinsidir ve genellikle kronik seyreder, bir haftadan daha fazla hatta bazen
aylarca siirebilir. Bu parazitozda bas agrisi, bag donmesi, uyusukluk, nébetler ve bazen
tek tarafli felg goriilebilir[47]. Ayrica bu amip cinsi insanlarda Acanthamoeba keratiti
olarak bilinen agrili ve gormeyi engelleyen kornea hastaligina neden oldugu
bilinmektedir. Eger enfeksiyon hemen tedavi edilmezse kornea tahribatina, gérme
kaybina ve neticede korliige ve goziin ¢ikarilmasina yol agmaktadir[3,8]. Acanthamoeba
keratiti, suyla bulagsan hastaliklarda Acanthamoeba spp.’nin neden oldugu, g6l yada
havuzlarda kontakt lens kullanarak ylizme sonrasi olusan yada steril olmayan, evde

hazirlanmis kontakt lens soliisyonlar1 vasitasiyla bulasan bir goz hastaligidir[5,28].

Serbest yasayan amiplerden Naegleria fowleri ise primer amibik meningoensefalit
(PAME ) olusturmaktadir[9,20,33]. PAME genellikle belirtiler baglamadan 7-10 giin
once tatli sularla temas etmis saglikli cocuklar ve geng eriskinlerde birdenbire baslayan
akut bir hastaliktir. Hastalik siddetli bas agrisi, ates, boyun sertligi yapmakta ve 6liime
neden olmaktadir[33]. Naegleria tiirlerinde kist ve trofozoit formlar1 yaninda bu
amipleri diger tiirlerden ayiran kamcili formu da bulunmaktadir[47]. Ustelik PAME
(Naegleria fowleri) ve GAE (Acanthamoeba ssp., Balamuthia ve Sappinia diploidea)
kronik siniiziitlerde, girtlak iltihab1 olanlarda, karaciger degisimlerinde, kalp, kornea,

cilt, dalak degisimlerinde serbest yasayan amiplerce olusturulmaktadir[21].

Bu calismada, insanda hastalik olusturabilen yada potansiyel patojen olabilen
serbest yasayan amiplerin, Cumhuriyet Universitesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve
Arastirma Hastanesi G0z Poliklinigine c¢esitli nedenlerle basvuran kisilerde, ayni
hastanenin cesitli birimlerinde bulunan klima sistemlerinde ve sehirdeki bazi su

orneklerinde(musluk, kaynak v.b.) varliginin arastirmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Serbest yasayan amipler(SYA) i¢inde yer alan Acanthamoeba spp. 6liimeciil
merkezi sinir sistemi hastaliklarindan biri olan GAE’ye ve agrili bir goz hastaligi olan
amipli keratite neden olmaktadir[14]. Acanthamoeba spp. AIDS hastalarinin ve diger

immiin yetmezligi olan bireylerin deri lezyonlarinda, siniislerinde goriilebilir

[7,33,47,49].

Acanthamoeba’nin 1958 yilinda ¢ocuk felci asist denemeleri esnasinda insana
bulastig1 ileri siiriildli. As1 hazirlanmasi esnasinda kullanilan hiicre kiiltiirleri i¢inde
belirtileri goriilmiis ve bunlarin viriis olabilecegi tahmininde bulunulmustur. Ciinkii
fare ve maymunlara kiiltiir sivilar1 enjekte edildikten kisa bir siire sonra ensefalitten
Olmislerdir[14]. Daha sonra bu plaklarda yapilan incelemlerde kiiltiir sivis1 i¢inde amip
trofozoiti ve kistlerinin oldugu ortaya ¢ikarilmis ve bunlarin Acanthamoeba tiirlerine ait
oldugu bildirilmistir. Deney hayvanlarinda yapilan gozlemler Culbertson’da serbest
yasayan amiplerin insanda da ensefalit ve buna benzer hastaliklara yola acabilecegi
fikrini olusturmustur[14]. Daha sonralari, insanlarda Acanthamoeba tiirlerinin neden
oldugu ensefalitli olgular Avustralya, Avrupa, Afrika ve Giliney Amerika’da rapor
edilmis olup [15,23,35,45] bu olgularin bazilar1 PAME olarak kaydedilmistir. Oliimciil
bir merkezi sinir sistemi hastaligi olan PAME, Naegleria fowleri tarafindan
olusturulmaktadir[13,33]. Sonug olarak farkli amip tiirlerinden Acanthamoeba tiirlerinin
merkezi sinir sistemi hastaliklarindan GAE’ye neden oldugu, Naegleria fowleri tiiriiniin

ise PAME’ye neden oldugu saptanmustir.

Naegleria ve Acanthamoeba tiirleri hem patojenik bir parazit hem de serbest
yasayan bir amip olarak amphizoik organizma oOzelligine sahiptirler[14]. Son
zamanlarda insanda Merkezi Sinir Sistemi enfeksiyonlarina neden olan Balamuthia
mandrillaris ve Sappinia diploidea adi verilen iki serbest yasayan amip tiirii daha
bildirilmistir[17,19]. Balamuthia mandrillaris 'in hem saglikli bireylerde hem de immiin
yetmezligi olan bireylerde 6liimciil amibik ensefalite neden oldugu rapor edilmistir[17].
Sappinia diploidea tiiriiniin ise topraktan bulasan bir serbest yasayan amip tiirii oldugu,
saglikli bireylerde burun mukozasinda enfeksiyona neden olabilecegi ve buna bagh

olarak oliimciil olmayan ensefalite neden oldugu rapor edilmistir[19].



Bu durum giin gectik¢e insanlarda hastaliga sebep olan serbest yasayan amip

tiirlerinin sayilarinda bir artisin olduguna kanit teskil etmektedir.

2.1. Simiflandirma

Acanthamoeba ilk kez, Cryptococcus pararoseus kiiltiiri iginde Castellani
tarafindan taninlandi[14,24,35].Fakat organizmanin bu genus i¢indeki gergcek
smiflandirmas:  gbézlem ve arastirmalar sonucunda simdiki halini almistir[14,35].
Acanthamoeba spp., Acanthamoebidae familyasi i¢inde yer alir ve bu familya iginde yer
alan diger bir genus ise Balamuthia mandrillaris tir[14]. 16S rRNA’larinin molekiiler
analizleri sonrasinda Balamuthia genusu Acanthamoebidae familyasina Leptomyxidae
familyasindan transfer edilmistir[17]. Ayrica hem Acanthamoeba hem de Balamuthia
tirlerinin her ikisinin de merkezlerinde ¢ift mikrotubiil bulunmakta ve her ikisi de

insanda hastaliklara neden olmaktadir[14,17].

Acanthamoeba’nin,  Acanthopodia genusu ig¢inde  smiflandirilmasinda
trofozoitlerinin yapisinda Acanthapod adi verilen dikensi yapilarin yer almast dogrudan
ilgili olup, bu yapilar morfolojik olarak siniflandirmada kriter olarak kullanilmaktadir.
Acanthamoeba’nin tiir diizeyinde siniflandirilmas: zordur. Acanthamoeba’lar morfolojik
olarak kistlerinin biiyiikligii ve sekli bakimindan 3 grup olarak bulunurlar[2,3,33].
Birinci grupdaki tiirlerin kistleri diger tiirdekilere gore daha biiyiiktiir. Ikinci grupdaki
tirlerin ekzokistleri burusuk bir yapida olup, endokistleri poligonal, triangular ya da
ovaldir. Ugiincii grupdaki tiirlerin kistleri ince, diiz, ekzokist yapisi gosterir ve
endokistleri yuvarlaktir. Acanthamoeba’nin kist sekilleri devamli sabit kalmayip, kiltiir
sartlarinda stirekli degisim gostermektedir[14]. Acanthamoeba’nin farkli tiirlerinin
siniflandirilmasinda kimyasal, immunolojik ve fizyolojik kriterlere
basvurulur[4,14,22,31]. Bununla beraber Acanthamoeba tiirlerinin birgogu antijenik
ozellige sahiptir. Bu ylizden Western Bloth ve immunofloresan gibi immunolojik
yaklasimlar tiirlerin siniflandiriimasinda yetersiz kalmaktadir. Izoenzim elektroforezi ile
farkli enzim sistemlerine sahip Acanthamoeba tiirleri birbiriyle karsilastirilabilmekte ve
boylelikle arasindaki akrabalik dereceleri ortaya cikarilmaktadir[14]. Izoenzim
elektroforez yontemi farkli tiirler arsindaki benzerlikleri ortaya ¢ikarmasina ragmen,
calismalar izole edilen enzimler farkli laboratuar sartlarinda degisiklik gosterdigini

ortaya ¢ikarmistir[14].



Acanthamoeba tiirlerinin smiflandirilmasinda  kullanilan molekiiler analiz
yontemlerinde gelismeler olmustur[45]. Daha sonralar1 molekiiler analizlerde RFLP adi

verilen yontem laboratuarlarda kullanilmistir[14].

2.1.1. Acanthamoeba cinsi

Acanthamoeba cinsi amipler ilk kez 1958 wyilinda doku kiiltiirii
kontaminasyonuna neden olan etken arastirilirken izole edilmistir. Arastirma
asamasinda kiiltiirler fare ve maymunlara inokiile edilmis, infeksiyon sonucu o6len
hayvanlarin dokularindan izole edilen bu amip 1975 yilinda Acanthamoeba cinsi i¢ine

almmustir[14].

Acanthamoeba’lar ¢ogunlukla durgun tatli sularda nemli topraklarda, yiizme
havuzlarinda, nehir ve gollerde bulunurlar. Bunun yaninda ev atiklan ile kirlenmis
sularda, kaplicalarda, klorlanmis sehir sebeke sularinda, havalandirma sistemlerinde, dis
tedavi aletlerinde, gastrik gavaj tiiplerinde, diyaliz {initelerinde ve kontakt lens
sollisyonlarinda da bulunmuslardir. Bu amibin kistleri klora diger dezenfektanlara
kiyasla daha direnglidir[14,22,48].

Acanthamoeba tiirlerinin yagsam dongiisiinde trofozoit ve kist donemleri vardir.

Trofozoit: Trofozoit lopopod ve acantapod denilen dikensi yalanci ayaklara sahiptir.
Hareket genellikle yavastir. Trofozoitlerin ortalama ¢ap1 30 pm kadardir. Cekirdek canli
trofozoitte de goriilebilen biiylik bir karyozuma sahiptir; sitoplazma graniilli ve
vakuollliidiir. Viicuttaki fazla suyun digar1 atilmasini saglayan kontraktil vakuol canl
trofozoitte belirgindir. Bu cins trofozoit seklinde, eseysiz olarak, ikiye boliinmeyle

¢ogalir; boliinme mitozladir[1,2,14,33].

Kist: Kistler genellikle tek ¢ekirdekli ve yuvarlaktir. Ortalama c¢aplar1 10-15 pm
capindadir; ¢ekirdegin yine biiyiik bir karyozomu vardir. Kist duvari ¢ift cidarhidir; dig
tabaka hafifce kivriktir, i¢ tabaka polihedraldir. Bu morfoloji, kistlerin agar plaklari

tizerinde kolayca ayirt edilebilmelerini saglar[33].



2.1.2. izolasyon ve Tiirler

Acanthamoeba tiirleri GAE ve keratit olgularindan soyutlanabildigi gibi
cevreden de soyutlanmistir. Ornegin A. culbersoni ve A. rhysodes Nijerya’da havadan
izole edilmistir. Almanya’da A. castellanii ve A. polyphaga dis iinitelerinden, ispanya
ve Amerika’da A. harchetti ve A. polyphaga okyanustan, Cekoslovakya, Fransa,
Almanya, Meksika gibi c¢esitli iilkelerde, yiizme havuzlarindan soyutlanmistir.
Yurdumuzda ise Kar altindan alinan toprak 6rneginden, kuru toprak drneginden ve sicak
kaplica  suyunun  olusturdugu  dere suyundan bu amipler izole
edilmistir[1,2,14,20,21,28,33].

2.2. Naegleria cinsi

Naegleria tiirleri durgun tatli sular, gol, nehir ve yiizme havuzlarinda bulunur.
Aerob olan bu cins amipler 22°C nin iizerindeki sicakligi severler; termal sularda da
bulunabilirler.Naegleria’nin yasam dongiisiinde trofozoit ve kist donemleri vardir.
Trofozoit doneminde ise ameboid ve kam¢ili olmak iizere morfolojik yonden farkli iki

donem bulunmaktadir[13].

Amibimsi trofozoit: 7-20 um biyiikliginde olup lopopod tipinde
pseudopodlarla hareket eder. Atici (kontraktil) vakiiol (bazen birden fazla olabilir)
belirgindir. Tek c¢ekirdeklidir. Canli trofozoitte ¢ekirdek, endoplazma ve ektoplazma
ayirt edilebilir. Boyali preparatlarda ¢ekirdegin biiylik bir karyozoma sahip oldugu ama
genellikle ¢ekirdek zarmin periferinde kromatin olmadigr dikkati ceker; sitoplazma
tanelidir. Naegleria tiirleri amipsi trofozoit seklinde, eseysiz olarak, ikiye bdliinmeyle

cogalir; boliinme promitozladir[13].

Kamgilhi trofozoit: Amipsi seklinde bulundugu kiiltiirlerde damitik su veya
besleyici degeri olmayan tampon eklenirse bir-iki saat i¢inde veya 20 saat gibi uzayan
bir siire sonunda trofozoitler kamgili sekle doniisiirler. Bu seklin armut gibi uzamis olan
kiit ucundan iki, nadir olarak da dort kamc¢i ¢ikar. Arka ugta bir kontraktil vakiiol
bulunur. Cekirdek kesecik seklinde ve tektir; ¢ekirdekgik biiyiiktiir. Naegleria tiirleri

kamgili trofozoit seklinde gogalmazlar.



Kist: Naegleria’nin kist sekli yuvarlaktir ve 7-10 pm ¢apindadir; kist ¢eperi
diizdiir. Trofozoitinkine benzeyen bir ¢ekirdegi vardir; kist ¢eperi cifttir ve dis ¢eper i¢
¢eperden daha incedir[13].Glinlimiize kadar yapilan c¢alismalarla saptanmis olan
Naegleria tiirlerinin hepsi Sekil 1 de soy agaci semasinda kiime ve alt kiimeleriyle

birlikte gosterilmistir.



Naegleria endoi De Jonckheere, 2004
Naegleria gruberi Schardinger 1899
donckhe
Naegleria dunnebackei Visvesy

Naegleria pringsheimi De

ara, De Jonckheere, Marciano-Cabral and Schuster, 2005

Naegleria gallica De Jonckheere, 2004
Naegleria canariensis De Jonckheere 2008

Naegleria philippinensis De Jonckheere,
Naegleria tenerifensis De Jonckheere

Naegleria italica De Jonckheere, Pernin, Scaglia and Michel, 1984

Naegleria clarki De Jonckheere 1994

Naegleria schusteri De Jonckheere, 2004

— Naegleria laresi De Jonckhee
Naegleria mexicana De Jonckhe

Naegleria tihangensis De Jonckheere, 2002

Naegleria australiensis De Jonckheers, 1981

— (\geg/eria pagei De Jonckheere, 2002

Clusters — N gegleria byersi De Jonckheers, 2004

Naegleria galeacystis De Jonckheere, 1994

2004

subclusters Naegleria indonesiensis De Jonckheere, Brown, Dobson, Rohinson and Pernin, 200
= Naegleria fultoni De Jonckheers, Brown, Dobson, Robingon and Pernin, 2001

Naegleria americana De Jonckheere

—— \3cg/eria robinsoni De Jonckheere and Brown, 19599

_E Naegleria dobsoni De Jonckheeres, 2004
Naegleria neodobsoni De Jonckhe 2006

= Clusterd

— \3pg/2ria paradobsoni De Jonckheere 2006

Clugter3 g Naegleria minor De Jonckheere and Brown, 1985
| ] Naegleria carteri Dobizon, Robinson and Rowan-Kelly, 1997
_E Naegleria antarctica De Jonckheere, 2004
Naegleria nepantarcitica De Jonckheere, 2006
Cluster7 Naegleria arctica De Jonc

E Naegleria polaris De Jonckheere i
Naegleria negpolaris De Jonckheere, 2006

_E Naegleria morganensis Dobzson, Robingon and Rowan-Kelly, 1997

M Naegleria storti Dobson, Robinson and Rowan-Kelly, 1957

— — Naegleria niuginensis Dobzon, Robinson and Rowan-Kelly, 1997

—— e gleria psitzbergensis De Jonckheere, 2008

Clusterd == Naegleria andersoni De Jonchheere,

| ] Naegleria jamiesoni De Jonckheer

Naegleria jadini Willaert and Le Ray, 19
e |\[g20/2r7a fowler] Carter, 1970

Cluster

< _E Naegleria lovaniensis Stevens, De Jonckheers and Willaert, 1980
Naegleria johanseni De Jonckheere, 2004
Naegleria martinezi De Jonckheere, 2004
Naegleria angularis De Jonckheere and Brown, 20035
CIusterBrE Naegleria pussardi Pernin and De Jonckhesrs, 1996
LE Naegleria chilensis De Jonckheere, Brown, Dobson, Robinson and Pernin, 200
Naegleria neochilensis De Jonckheers, 2006

Sekil 1. Naegleria tiirlerinin gruplarinin soy agaci goriintimii[51].



2.2.1. izolasyon ve Tiirler

Naegleria tiirleri, klorlanmis yiizme havuzlarindan, gollerden, termal sulardan,
evde kullanilan sulardan, topraktan, havadan, 1sitma sistemlerinden, hiicre
kiiltiirlerinden ve insan burun ve bogaz bosluklarindan izole
edilmistir[ll,13,47,48].Insan olgularindan Naegleria fowleri’nin izole edilmesinden
sonra, bu amiplerin ¢evreden soyutlanmasina calisilmis elde edilen amiplerin cins ve
tiirleri saptandiktan sonra da fareler iizerinde patojeniteleri arastirilmistir. Insan
olgularindan ve ¢evre materyalinden izole edilen Naegleria tiirleri sunlardir: Naegleria
fowleri, bu tiir ¢esitli tilkelerde, farkli ¢evrelerden izole edilmistir. N. fowleri Nijerya’da
havadan, Belcika’da kanal, fabrika, balik ciftliginden, Ispanya’da nehirden, Yeni

Zellanda’da toprak ve termal sulardan ve Avustralya’da topraktan, izole edilmistir.

N. gruberi, N. andersoni, N. jadini, N. lovaniensis gesitli ¢evrelerden izole
edilmisler, fakat bu tiirlerin patojen etkileri bugiine kadar
gosterilememistir[11,13,47,48].N. australiensis ise ¢esitli lilkelerde birgok g¢evre
materyalinden izole edilmistir. Bu tiirlin fareler i¢in patojen oldugu bildirildiginde,
insan i¢in potansiyel bir patojen olabilecegi ileri stiriilmiistiir[13]. Naegleria tiirleri,
rDNA sekanslar1 temelinde 47 farkli tiir icermektedir(Sekil). Tiirlerin tanimlanmasinda
5.8S rDNA olduk¢a faydahidir. Genus 8 farkli kiimeye boliinerek tanimlanmigtir.
PAM’a neden olan N. fowleri 1lik yiizme havuzlarinda rastlanan bir tiir olup 45°C’nin
izerinde de ireyebilir. Bu ozellik N. lavaniensis’de de bulunmaktadir. Naegleria

tiirlerinin ¢ogu iki kamgili trofozoit formuna dontisebilir[51].



2.3. Balamuthia cinsi

Son yillarda patojen serbest yasayan amipler arasina katilan B. mandrillaris’in

yasam dongiisiinde de kist ve trofozoit sekilleri vardir.

Trofozoit: Trofozoitler 12-60 pm biiyiikliigiinde olup geyik boynuzu seklinde,
diizensiz dallanmalar gosteren yalanci ayaklara sahiptir. Merkezi yerlesmis karyozumu

bulunan tek ¢ekirdege (nadiren iki) sahiptir[14,17].

Kist: Kistler 6-30 um ¢apinda ve ¢ift duvarlidir. I¢ kist duvari ince ve kiiresel,
dis kist duvar ise kalin, kivrimli veya burusuk yani diizensizdir, genelde Acanthamoeba

Kistlerine benzer. Kist merkezi karyozumlu tek ¢ekirdege sahiptir[14,17].

2.4. Tarihge ve Sistematik

Serbest yasayan amipler 1930°lu yillardan itibaren ¢esitli o6rneklerin ekildigi
kiltiirlerde kontaminasyon etkeni olarak dikkati ¢gekmislerdir. Hatta baz1 ¢aligmalarda
yeni bir virlis olarak degerlendirilmis ve bu yonde yogun calismalar yapilmistir. 1958
yilindan baglayarak Culbertson ve arkadaslari, yaptiklar1 arastirmalarda bu amiplerin
deney hayvanlarindan fare ve maymunda, intranasal ve intraserebral yoldan
verdiklerinde infeksiyona sebep olabileceklerini gostermislerdir. Fowler ve Carter 1965
yilinda Avusturalya’dan dliimle sonuglanan dort olgu bildirmislerdir. Bunu Amerika,
Cekoslovakya, Ingiltere, Yeni Zellanda ve Belgika’dan bildirilen diger olgular
izlemistir. Protozoonlarin siniflandirilmasinda bu giin icin tam bir goriis birligine
vartlmamistir. Son kaynaklara dayanilarak serbest yasayan amiplerin sistematigi asagida

verilmistir[14].

Ust Sube (Superphylum): Protozoa-Goldfuss, 1818;emd.von Siebold, 1846
Sube (Phylum): Sarcomastigophora-Honigberg and Balamuth, 1963

Alt Sube (Subphylum): Sarcodina-Schmarda, 1871

Ust Simif (Superclass): Rhizopoda-von Siebold, 1845

Smif (Class): Lobesea-Carpender,1861

Alt Simif (Subclass):Gymnamoebida-Haeckel, 1862

Takim (Order): Amoebida-Kent, 1880
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Alt Takim (Suborder): Tubulina-Bovee ve Jahn, 1966
Aile (Family): Entamoebidae-Chatton, 1925
Cins (Genus) : Entamoeba-Casagrandi ve Barbagallo, 1895
Aile (Family): Hartmannellidae-Volkonsky, 1931;emd.Page,197
Cins (Genus): Hartmannellidae-Alexeieff,1912;emd.Page, 1974
Alt Takim (Suborder): Acanthapodina-Page, 1976
Aile (Family): Acanthamoebidae-Sawyer ve Griffin, 1975
Cins (Genus): Acanthamoeba-Volkonsky, 1931 ;emd. Page, 1967
Takim (Order) : Schizopyrenida-Singh, 1952
Aile (Family) : Valkampfidae-Jollos, 1917;Zulueta 1917
Cins (Genus) : Naegleria-Alexieff, 1912; emd. Calkins, 1913
Sinif (Class): Acarpomyxea-Page,1976
Takim (Order) : Leptomyxida-Pussard, 1975
Aile (Family) : Leptomyxidae-Goodey, 1915

Cins (Genus) : Balamuthia

2.5. Ekoloji ve Dagilim

Acanthamoeba spp. protozoa iginde ¢evrede en ¢ok bulunan tiirdiir. Diinyada
genis bir yayillima sahiptir. Toprakta, icme sularinda, havalandirma sistemlerinde,
ylizme havuzlarinda, g6z yikama istasyonlarinda, diyaliz ({initelerinde, bakteri
bulagimlarinda, kontakt lenslerde ve memeli hiicre kiiltiirlerinden izole edilebilir[48].
Acanthamoeba spp. meyvelerden balik, kus, amfibi ve memeli hayvanlardan izole
edilebilir[14,31].Ayrica saglikli insanlarin bogaz ve burun mukozalarindan izole
edildigi gibi [14] beyin ve akciger dokusundan, immun yetmezligi olan hastalardan,

Acanthamoeba keratiti olan hastalarin korneal lezyonlarindan izole edilebilir[26,48].

2.6. Hayat Dongiisii

Acanthamoeba’nin hayat dongiisiinde iki evre vardir. Ilk evresi aktif olarak
beslendigi, boliindiigii trofozoit evresidir. Ikinci evresi ise hareketsiz ve aktif olmayan
kist evresidir. Acanthamoeba trofozoitleri yaklagik 25 ile 40 um biiyiikliigiinde olup,
bakteri, alg ya da c¢evredeki diger kiiclik mikroorganizmalar ile beslenirler. Aksenik

kiiltiirlerde besinlerini pinositoz yoluyla sivi sekilde alirlar[14].
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Trofozoit formlari, acanthapod adi verilen yalanci ayaklarini ¢ikararak ve
yiyecek cebi olusturarak fagositoz yoluyla besinlerini alirlar. Bakteri, mantar ve diger

kiiglik mikroorganizmalar1 fagositoz yoluyla sindirirler[14,22,33].

2.7. Morfolojisi

Acanthamoeba’nin hiicresel yapisi elektron mikroskobu kullanilarak detayli bir
sekilde calisilmistir[24]. Okaryotik hiicre organellerinin bulunmasi, Acanthamoeba’nin
smiflandirilmasina katkida bulunmustur. Acanthamoeba trofozoitlerinin yapisinda golgi
aygitini, mitokondrileri, diiz ve yuvarlak yapili endoplazmik retikulumu, ribozomlari,
mikrotubiilleri gostermislerdir[14].Acanthamoeba trofozoitlerinin sitoplazmik yapisinda
iic tabakal1 plazma membran1 bulunmaktadir. Buna ek olarak trofozoit yapisinda, diken
seklinde acanthapod adi verilen morfolojik bir 6zellik daha ayirt edilmektedir. Ayrica
Acanthamoeba trofozoitlerinde sitoplazma yapisinda hiicre i¢indeki suyun kontroliinii
saglayan kontraktil vakouller de belirgin bir sekilde goze ¢arpmaktadir. Ayrica nukleus
icinde biiyiik bir merkezi nukleolus ayirt edilmektedir. Genellikle amipler tek ¢ekirdekli
olmasina karsin kiiltiirlerinde iki ¢ekirdekli yapilari da ortaya ¢ikmaktadir[33].

Cift tabakali diiz olmayan kist yapis1 13 ve 20 pm biiyiikliigiinde, endokist ve
ekzokistten olusur. Bu biyiikliik tiirden tiire degisiklik gostermektedir[2,33]. Sicaklik
ve pH degisimleri, besin yoklugu gibi ¢evresel sartlarin degisimi durumunda
Acanthamoeba trofozoitleri kist yapisina doniisiirler. Kistler biyositlere (Bakteri dldiiren
kimyasalara),klorlama ve antibiyotiklere kars1 direnglidirler[45].Ancak  disiik
sicakliklarda (0 ile 2 °c de) canli kalabilirler. Bununla beraber, kistlerin Freon yada
metilen oksitte parcalandigr gosterilmistir.Uygun c¢evre sartlar1 altinda kistlerden
ekskistasyonla trofozoitler olusur. Amip kistlerinin +4 °C deki sularda yaklasik 24 yil
canli kalabildigini gosterilmistir[14]. Trofozoit formlar, amibin patojenitesini test etmek
amaciyla, deney farelerine intranazal yoldan inokiile edilmistir. Eski izolatlarin
viruslansinin yenilere goére daha az oldugu saptanmistir[7].Viriilans etkisinin pasajlarla
azaldig1 gosterilmesine ragmen amipler fareler iizerindeki patojenik etkisini devam

ettirmistir.
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2.8. Acanthamoeba’nin kiiltiirii

Acanthamoeba bakteri destekli olan nonnutretion agar (NNA) adi verilen,
besleyici degeri olmayan besiyerlerinde iiretilmektedir. % 1,5’luk agar ile hazirlanan
NNA iizerine amip i¢in besin olarak E. coli siiriildiikten sonra Acanthamoeba iceren
materyalin ekimi yapilir. Acanthamoeba % 2’lik proteaz peptonu, 0,2°lik yeast extract
ve 0,1 M glukoz igeren aksenik bir ortama sahip olan PYG iginde de iiretilebilir. Ayrica
serum ve hem igeren OXOID besiyerinde de iiretilebilirler. Acanthamoeba memeli
hiicresi iceren VERO hiicre kiiltiirlerinde, insan karaciger embriyosunda (HEL), Insan

bobrek embriyosunda da iiretilebilmektedir [1,2,14,33].

2.9. Firsatc1 patojen olarak Acanthamoeba spp.
2.9.1. GAE

GAE, akciger yoluyla merkezi sinir sistemine bulasan ve yavas ilerleyerek
kroniklesen bir hastaliktir. Serolojik tani laboratuarlarinda Acanthamoeba tiirlerinin
bircogunun GAE’ye neden oldugu gosterilmistir. GAE genellikle malignensilerde,
systemic lupus erythematosus, diabetes, deri iilserleri, renal yetmezlik, siroz,
tuberculosis, HIV ya da Hodgkin’s hastaligina yakalanmis kisilerde olusma siklig1 daha
fazladir[7,24,35]. GAE’ye sebep olan faktorler arasinda alkolizm, ilaglarin koti
kullanimi, steroid tedavisi, kanser kemoterapisi, radyoterapi ve organ nakilleri
sayilabilir[7,14,35]. Acanthamoeba’nin sebep oldugu GAE saglam geng bireylerde ve
cocuklarda da goriilebilmektedir[14].

GAE de bulasma, cilt lezyonlar1 vasitasiyla, akciger yoluyla ya da amibin burun
yoluyla girmesi ile nefes alma esnasinda inhalasyon sonucu gerceklesmektedir. Merkezi
sinir sistemi enfeksiyonunun semptomlar1 arasinda bas agrisi, kusma, ates, huzursuzluk,
mide bulantisi, fokal ndrolojik yetmezlik, boyun sertligi ya da artan intrakranial basing
gosterilmektedir.  Patolojik bulgular1 arasinda hemorajik nekroz ve inflamasyon
bulunmaktadir[33].

Immunyetmezligi olan bireylerin bdbrek, karaciger ve trake gibi diger organlarinda da

amibe rastlanabilir.
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2.9.2. AIDS’li hastalarda Acanthamoeba enfeksiyonu

AIDS’li hastalarda ilk kez 1986 yilinda Acanthamoeba enfeksiyonu rapor
edilmistir.Bu tarihten itibaren AIDS’li bireylerde rapor edilen Acanthamoeba
enfeksiyonunun sayis1 giin gectikce biiyiik bir artis géstermistir. Bu teshislerin bir ¢cogu
hastanin enfeksiyondan Oliimiinden sonra yapilan raporlamalardir. Bireyin savunma
mekanizmasinin zayiflamasit sonucunda ilk enfeksiyon bolgesindeki Acanthamoeba
varligmim diger doku ve organlara yayildig1 varsayilmaktadir. Immun baskin olan
bireylerde granulomat6éz reaksiyonun gelisimi iyi olmayabilir. CD4 T hiicrelerinin
sayisinin diisiik oldugu (200 mm’den daha az ) HIV’li hastalarda Acanthamoeba
enfeksiyonunun daha hizli ilerledigi gosterilmistir. BoOyle hastalarda oliim de
gbzlenmistir. Norolojik semptomlarin baglamasindan sonra bir aydan daha az bir siire

icinde bir¢ok hastanin 61diigli saptanmustir.

HIV pozitif hastalarda Acanthaemoeba’nin diger yaygin belirtileri arasinda
kronik siniizit, otit, Acanthamoeba’nin yerlestrigi bolgelerde cilt iilserleri, siniis
lezyonlar1 ve kutandéz lezyonlari saptanmistir. Cilt lezyonlar1 Acanthamoeba
enfeksiyonunun ilk baslangic noktasin1 olusturmasina karsilik, enfeksiyon burun

yoluyla da viicuda giris yapabilmektedir[7,14,47,49].

2.9.3. Kutanoz Acanthamebiasis

Acanthamoeba’nin neden oldugu kutanéz Acanthamebiasis hastaligina AIDS’li
hastalarda ve merkezi sinir sistemi (MSS) tutulumlu hastalarda rastlanmaktadir.
Kutanoz Acanthamebiasis hastaligina bagisiklik sistemi baski altinda olan organ
transplantasyonu yapilmis hastalar ile HIV agisindan negatif olan amibik ensefalitli
hastalarda ya da immunolojik rahatsizliklara sahip hastalarda rastlanabilecegi
gosterilmistir. Hastaligin kutandéz formu giiclii eritromatdz ya da cilt iilserleri seklinde
karekterize edilir.

Acanthamebiasis’in kutanéz formunun erken belirtilerinde irinli papiilonodiiller
ve gittikge ilerleyerek artan iilserasyonlar vardir. Acanthamoeba enfeksiyonlarinda cilt
lezyonlarmin  yayilma gosterdigi gosterilmistir. MSS ile iliskisi olmayan solunum
sistemi, siniisler ve MSS’inde oldugu gibi Acanthamoeba enfeksiyonunun cilt

lezyonlarinda da ilk noktasini olusturup olusturmadigi bilinmemektedir[14].
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MSS ile iliskili olmayan bireylerde Kutanéz Acanthamebiasis hastaliginin
mortalitesinin orani (8liim orani) % 73 olarak rapor edilmistir. Ayrica MSS tutulumlu
hastalarda Kutanéz Acanthamebiasis mortalitesinin %100 oldugu rapor edilmistir.
Kutanoz lezyonlarin histolojik ¢alismalarinda, 6lmiis doku hiicreleri etrafinda, damar
iltihaplarinda Acanthamoeba’nin kist ve trofozoit formlari gosterilmistir. Bununla
beraber cilt lezyonlarinin histolojik gdriinlimii, mantar, viriis ve mikobakterilere benzer

sekilde olabilir[14].

2.9.4. Firsatc1 patojen Acanthamoeba ssp. ve amibik keratiti

Acanthamoeba tiirlerinin ~ (A.castellanii, A. polyphaga, A. hatchetti, A.
culbertsoni, A. rhysodes, A. griffini, A.quina ve A. lugdunensis) Acanthamoeba
keratitine (AK) sebep oldugu rapor edilmistir[8,12,16,25,26,29,38,39]. Amibik keratit

immun yeterli bireylerde de gortiliir[16].

1980’11 yillarin ortasinda kontakt lenslerin kullanilmasimin artmasiyla birlikte
Acanthamoeba epidemisinde bir artis gézlenmistir. Acanthamoeba, lens kutular1 ve lens
temizleme soliisyonlarindan tiretilmistir[10,12]. AK igin kontakt lens takanlarin ilk risk
olusturan gruplar oldugu bilinmektedir [1,10,39]. AK’nin semptomlar1 arasinda gézde
kizarma, goziin yasarmasi, fotofobi, gdz kapagr oOdemleri sayilabilir. AK’nin
histopatolojik tanim1 farklidir. Baglangigta AK enfeksiyonunun kornea epiteli ile sinirlt
oldugu hastaligin ilerlemesi ile de enfeksiyonun stromaya yayildigi, stromada biiyiik

zarara sebep oldugu ve 6nemli gérme hasarlarina yol agtig1 tespit edilmistir[1,3].

AK’nin en O6nemli karakteristik klinik 6zelligi bir halkaya benzeyen stromal
sizint1 ve notrofillere benzeyen iltihapli hiicrelerin bdlgeye gelmesidir. Klinik agidan
konjunktival hiperemi, kornea iltihab1 ve skleritis olusur. Trofozoitler kornea sinirlerini
istila edebilir ve nekroza sebep olabilir[3,14]. Ayrica Acanthamoeba korneadan retinaya
yayilabilir ve chorioretinitise sebep olabilir. ilag tedavisine cevap vermeyen olgularda,
cerrahi miidahale ile tiimoriin ya da enfekte bolgenin gbzden uzaklastirilmasi

gerekmektedir[14].
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Acanthamoeba Keratitinin tedavisi ve teshisi olduk¢a zordur. AK, fungal
keratit, herpes simplex keratiti ile karigtirilabilmektedir[3]. Acanthamoeba keratitinin
tanisini, ikincil bakteriyal enfeksiyonlar zorlagtirmaktadir. Antibakteriyal, antiviral ya
da kortikosteroid tedaviler, AK tanisin1 gii¢lestirmektedir. Doku igerisindeki amip kist
formlar1 bir¢ok ilaca karsi direngli oldugundan kistlerin erken tanisinin ve uygun tant
yonteminin kullanilmasimin erken tedavi acisindan 6nemli oldugu bildirilmektedir.
Kontakt lens kutular1 ya da kontakt lenslerin temizleme soliisyonlar1t AK i¢in 6nemli bir
kaynaktir. Kontakt lens ve lens soliisyonlarin dezenfeksiyonu i¢in % 3’liik hidrojen
peroksit kullanilir. Ciinkii hidrojen peroksit Acanthamoeba kist ve trofozoitlerine karsi
aktif bir rol oynamaktadir[14].Amip aktiviteleri i¢in hazir ticari kontakt lens
soliisyonlart degerlendirilmis ve hidrojen peroksitin 8 saat sonra 1slak lens ya da lens
kutular1 tizerinde dezenfektan gorevi gordiigli yapilan deneylerle gosterilmistir. 1:2’lik
dilitisyon ile hazirlanan % 3’liik hidrojen peroksitin 9 saat sonra A. castellanii kistlerini
oldirdigi agiklanmigtir. Amip aktivitesini dnlemek i¢in % 0,6 yerine % 3’liik hidrojen
peroksit iceren dezenfektanlarin kullanilmasini = Onerilmistir.3 asamali seanslar
sonrasinda mikrodalga 1sinlarmin da Acanthamoeba kist ve trofozoitlerini yok ettigi
rapor edilmistir. Keratit riskini azaltmak icin tek kullanimlik disposible kontakt

lenslerin kullanilmasi da dnerilmektedir[14].

2.10. Acanthamoeba enfeksiyonunun tanisi
2.10.1. GAE

MSS semptomlar1 igeren hastalarda Acanthamoeba’nin tanisinda, MSS
sedimantlarinin  boyanarak direkt mikroskobisi yapilabilir[36].Ayrica GAE’nin
tanisinda BOS’un degerlendirilmesi 6nemlidir. Ancak lumber ponksiyonunun
kontrendike olmas1 kafa ici basinci artirabilir. Trofozoitlerin pargalanmamasi i¢in BOS
iceren materyalin diislik hizda santrifiij (250xg) edilmesi gereklidir. BOS materyalinden
hazirlanan preperatta trofozoitlere rastlanabilir, fakat ilk asamada trofozoitler
taninmayabilir. Clinkii trofozoitler savunma mekanizmasinda rol oynayan makrofajlar
ile kanistirilabilirler. BOS igceren materyal lama siiriiliir daha sonra methanol ile

muamele edilir. Bu islemden sonrada Giemsa-Wright ile boyanur.

16



Serebrospinal sivida lenfositlerin artmasi, l16kositlerin ¢ok sayida cekirdege
sahip olmasi, diisik glukoz diizeyi ile yiiksek protein diizeyi GAE’de olagan
durumlardir. Solunum sistemi hastalarinda ya da GAE’li hastalarda amibin ortaya
cikarilmasinda bronkoalveoler lavajdan hazirlanan preperat incelenebilir[14].Ayrica
Acanthamoeba trofozoitlerinin karakteristik 6zellikleri olan niikleolus, kontraktil vakoul
ile sitoplazmik yapilar trikom, hematoksilen ya da eozin boyalari ile muamele edilen
preperatlarda daha iyi bir sekilde gozlemlenebilir[2,3].

Ayrica havada kurutma yoOntemiyle hazirlanan  preparatlar  yerine
cytocentrifugation yontemiyle hazirlanan preperatlar Acanthamoeba’nin karakteristik
ozelliklerinin teshisinde daha kullanighi olmaktadir. Baz1 hastalar iizerinde bilgisayarli
tomografi ve magnetik rezonans goriintiileme sistemleri uygulanabilir. Bu yontemlerle
bircok hastada artan ya da azalan lezyonlar kolaylikla gosterilebilir. Bilgisayarl
tomografi ya da magnetik rezonans goriintiileme sistemiyle beyindeki tiimorli ya da

abseli bolgeler ortaya cikarilabilir[14].

Acanthamoeba’nin in vitro kosullarda tretilmesi laboratuvar tanisinda
kullanilmaktadir. BOS beyin dokusu, kutanéz yapidan alinan materyal, siniis
lezyonlarindan alinan materyal, NNA plaklarina E.coli ya da Enterobacter aerogenes
amip i¢in besin olarak ekilmek suretiyle ya da memeli hiicre kiiltiirii igeren plaklarina
inokille edilerek Acanthamoeba’nin iireyip iiremedigi gozlenir[33,42].Besiyeri
ortaminda (plakta), bakteri ya da diger hiicre parcalariyla beslenmis olan amipler bir
hafta sonra gozlemlenebilir. Bununla beraber BOS’dan ya da enfekte dokudan
Acanthamoeba’nin izole edilmesi zordur. Ciinkii amipler bu ortamda Kkist haline

gegerler[2,3].

Buna ek olarak beyin bolgesinden yada kutandéz lezyondan alinmis biopsi
materyalinin hematoksilen ve eozinle muamele edilen preperati dondurularak ya da
parafine gomiilerek histolojik teshisi de yapilabilir[14]. Gram ve giemsa boyalar1 da
hematoksilen ve eozin boyamadan farkli degildir. Bunlarda da makrofaj ya da diger
savunma hiicreleri amip trofozoitinin niikleer yapisindan ayirt edilebilir.
Acanthamoeba’nin niikleer yapisi, karyozom ve g¢evresindeki ‘Halo’ diger inflamasyon
hiicrelerine benzemeyen karakteristik bir yapidadir. Bununla beraber, doku bolgeleri
icindeki kistlerin teshisinde kullanilan boyama yontemlerinin birgogu faydali olmustur.

Periodik asid- schift boyamasi kist duvarini kirmiziya, gomori-methenamine silver
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boyamasi kisti siyaha boyar. Ek olarak calcoflour white boyamasi beyin dokusundaki
Kistin teshisinde kullanilmaktadir[33]. Hematoksilen ve eozin boyalar1 dokular igindeki
fokal nekrozlari, amip trofozoitlerini, lezyondaki kistleri, prevaskiiler alan ve kan
damarlari i¢ine yayilmis kist ve trofozoitleri ortaya ¢ikarir[33]. Immunofluorescent ve
immunoperoxidase boyamalar1 sonrasinda parafine gomiilmiis, enfekte dokudan alinmis
materyalin elektron mikroskobu ile yapilan incelemesinde Acanthamoeba’nin teshisi
oldukca basarili bir sekilde yapilmaktadir. Immunofluorescent boyama doku bolgeleri
igindeki amip tiirlerinin Acanthamoeba’nin hangi tiiriine ait oldugu konusunda da bilgi
saglamaktadir[14].

2.10.2. Amip Keratitinin tanisi

Acanthamoeba enfeksiyonunun klinik agidan erken tanisi oldukga 6nemlidir.
Korneal iilser, antibiyotik tedavisine cevap vermiyorsa bunun AK olabilme ihtimali
g6zden kagirilmamalidir. Ayrica Acanthamoeba’li okiiler enfeksiyonlarin teshisi zordur.
Ciinkii bunlar mantar enfeksiyonlari, Pseudomonas aeruginosa ve Herpes simplex
virlisiine benzeyebilir. Sonu¢ olarak tedaviye baslamadan 6nce tan1 koymak agisindan
yapilan yaklagimlarin kesinlik kazanmasi 6nemli ve anlamlidir. Acanthamoeba’nin izole
edilmesinde kullanilan kornea ve konjunktival siirlintiiler genellikle uygun olmayabilir.
Doku i¢indeki trofozoit ve kistlerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in kornea kazintisi ya da kornea
biopsisinden elde edilen Ornekler kullanilmaktadir. Korneal kazinti materyali NNA
besiyeri igeren petri plaklarina E. coli siiriilerek kiiltiir yapilir. Bununla beraber korneal
kazintisinda bakteri ya da mantar olabilecegi igin Acanthamoeba’nin tanisi
zorlagabili[14].

Kornea dokusundan yapilan Kkiiltir negatif oldugunda lens temizleme
soliisyonlarindan, lens kutularindan ya da kontakt lenslerden de Acanthamoeba kiiltiirti
yapilabilir[12].Korneal kazintidan yapilan kiiltiiriin negatif sonu¢ vermesi durumunda
korneal biopsiden tekrar kiiltiir yapilmasi onerilir[12].Sitolojik teshis igin ¢esitli boyama
yontemlerine basvurulur. Indirekt immunofluoresan-antikor ydntemi doku biopsileri
icindeki ya da korneal kazintidaki amibin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilir[12,14].
Calcofluor white boyast ile amip Kkistinin polisakkarit yapisinin boyamasi yapilir.

Boylelikle kornea dokusu i¢indeki amip kistinin teshisi kolaylasmis olur.
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Ek olarak akridin orange boyasi kornea kazintist ya da BOS materyalini sade bir sekilde
boyadigindan ve AK’nin histopatolojik teshisinde hizli ve gilivenli bir yontem

oldugundan tavsiye edilmektedir[14].

Boyama yontemlerinin ¢esitliligine ek olarak Acanthamoeba’nin ortaya
¢ikarilmasinda PCR yontemi olumlu faydalar saglamaktadir. Boyama yontemi ile
belirlenemeyen  spesifik  tirler PCR  yontemiyle  belirlenebilmektedir[18].
Acanthamoeba’nin spesifik tiirlerinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan PCR y6nteminin
temelinde DNA’ya bagvurulur ve DNA’dan elde edilen materyalin degisebilen
bolgelerinden 26S rRNA klonlanir. PCR teknigi kullanilarak 10 hiicreden daha az
Acanthamoeba bulundugu durumlarda bile tan1 konulabilir. Cevresel drneklerden ya da
AK’li hastalardan elde edilen 6rneklerden spesifik Acanthamoeba tiirlerinin ortaya

cikarilabilmesi igin bir PCR primer ¢iftine ihtiyag duyulur[14].

Cevresel ya da klinik orneklerde Acanthamoeba’nin teshisinde ¢esitli
molekiiler yontemler kullanilir. Bu analizlerden biri olan RFLP metodunda 18S rRNA
gen sekansiin niikleer pargalart mitokondrial 16S rRNA’nin tamami, analiz edilen
DNA sekansinin tamami, 18S rRNA kodu iceren DNA fragmentleri kullanilir. Birgok
arastirmact Acanthamoeba’nin teshisinde invaziv olmayan bir teknik olarak tandem
scaning confocal mikroskobu kullandiklarini rapor etmistir. Confocal mikroskoplar
kornea bolgelerindeki trofozoit ve kistlerin bilgisayar ortaminda yiiksek c¢oziiniirlik
seviyesinde goriintiilenmesine olanak saglamaktadir.Boylelikle doku icindeki

Acanthamoeba’nin ortaya ¢ikarilmasinda bu teknik hizli bir sonug¢ vermektedir[14].

2.10.3. Kutan6z Acanthamebiasis’in tanisi

Deriden alinan materyal, tizerine E.coli ya da Enterobacter aerogenes siiriilmiis
NNA ya da memeli hiicre kiiltiiriine ekilerek inkiibasyonu yapilir ve inkiibasyon
sonrasinda parazitin laboratuar teshisi i¢in mikroskopta preperat incelemesi yapilir.
Kutan6z lezyondan alinan biopsi materyalinde Acanthamoeba’nin histolojik tanisi igin
hematoksilen ve eozin ile periodik asid-schiff ya da calcoflour white boyamasi
kullanilir. Buna ek olarak DNA bazli yapilan Acanthamoeba teshisinde kullanilan

molekiiler yontemlerde RFLP ve DNA analizi gibi yontemlere bagvurulur[14].
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2.11.Acanthamoeba enfeksiyonunun immunolojisi ve patolojisi

Acanthamoeba’ya maruz kalmis ve semptomlar1 fazla gelismemis saglikli
bireylerin serum Orneklerinde amibe karsi hazir bir antikor savunmasinin oldugu
aciklanmistir[4,8]. Ancak ¢evredeki Acanthamoeba kist ve trofozoit prevalansinin
yilksek olmasmna ragmen Oliimciil enfeksiyonun ortaya ¢ikis orant disiiktiir.
Acanthamoeba saglikli bireylerin burun boslugundan izole edilmistir[14,33].
Acanthamoeba saglikli bireylerde kisa siireli enfeksiyonlara sebep olsa da, bireyin
savunma sistemleri tarafindan enfeksiyon kontrol altina alinir. Sonunda da organizma

yok edilir.

Rheumatoid arthrit (RA) hastalarinda A. polyphaga enfeksiyonuna karsi
olusan IgM diizeyinin IgG diizeyinden daha yiiksek oldugu ve RA hastalarinda A
polyphaga’ya karsi olusturulan yiiksek titredeki IgM diizeyinin antijenik uyarimlar ile
olustugu rapor edilmistir. Bununla beraber RA hastalarinda A. polyphaga antijenlerine
karst olusan immun rekasiyondaki semptomlar bilinememektedir. Acanthamoeba
enfeksiyonunda dogal diren¢ mekanizmasi, istila eden organizmaya ve aktivitesine karsi
ilk savunma mekanizmasimi olusturmaktadir[14].Bununla beraber Acanthamoeba
enfeksiyonuna karst olusturulan aktivasyon mekanizmasinin sistemi bilinmemektedir.
C3a ve Cb5a componentlerinin aktivitelerinin artmasiyla patojenite de bir artig olur.
Gergekte inflamasyon bolgesi ve dokuda zarara yol agan amip kalintilarina karsi
savunma olusturarak enfeksiyonun elemine edilmesine yardim eder. Kompleman
amibin enfeksiyon etkisine kars1 hastay1 koruyabilir. A. culbertsoni gibi yiiksek patojen
etkiye sahip Acanthamoeba tiirleri nonpatojen olan tiirlere gére kompleman lizisine
karst daha direnglidirler. Komplemanin ql pargasinin Acanthamoeba’nin patojenik
suslar1 ile olan etkilesimi gosterilmistir. Bu baglanti bloke edildiginde bu yol

caligmamaktadir. Bu durumda kompleman lizisi durdurulabilir[14].

Acanthamoeba enfeksiyonunda antikor aktivitesi ¢oziimsiiz kalabilir.
Amiplerin olusumu esnasinda nétrofillerin enfeksiyon bolgesinde toplandigi rapor
edilmistir. Ayrica notrofiller, TNF (tiimor nekroz faktor) ile etkilesmezse
Acanthamoeba’nin  ortadan  kaldirilmasi  basarisiz  olur. In  vitro olarak
Acanthamoeba’nin ortadan kaldirilmasi igin hem antikorlar hem de komplemana ihtiyag

vardir.
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Laboratuar ortaminda deney hayvanlar1 iizerinde yapilan c¢alismada
Acanthamoeba ile enfekte edilen farede notrofil, makrofaj ve viicut savunmasi ile ilgili
diger hiicrelerin  enfeksiyon bolgesine dogru gbé¢  ettigi  gosterilmistir.
Acanthamoeba’larin yok edilmesinde makrofajlar notrofillere gére daha onemli bir
etkiye sahiptir. Bu hiicreler Acanthamoeba kistleriyle kapli dokular ile kars1 karsiya
geldiklerinde daha biiyiik hiicre komponentleri olustururlar[14].

Son zamanlarda beyinde sabit olarak bulunan ve amip aktivitelerine karsi
harekete gecen mikroglia hiicreleri gézlemlenerek rapor edilmistir.Yeni dogmus fare
yavrularina enjekte edilen A. castellanii kist ve trofozoit yapilarini mikroglia
hiicrelerinin fagositik yontem ile yok ettigi gosterilmistir. Ayrica A. castellanii ve A.
culbertsoni kiiltiirlerinde mikroglia hiicrelerinin mRNA’y1 IL-1alfa, IL-1 beta ve TNF
tiretimi i¢in tesvik ettigi ispat edilmistir[14].

2.12.1. Amibik Kkeratitte immun sistemin roli

Deney hayvanlari ve hastalarda yapilan ¢alismalarda Acanthamoeba’nin géz
enfeksiyonlarinda hiicresel savunma mekanizmasinin vermis oldugu yanit hakkinda
yapilan arastirmalar sinirlidir. Makrofajlar ve notrofiller amip ve amip kistleri etrafinda
olusan biiyiik inflamasyon hiicreleridir. Kronik inflamasyonlu iki AK hastanin korneal
alt tabakasinda elektron mikroskobu kullanilarak yapilan caligmalarda inflamasyona
cevap olusturan hiicre tipleri immunohistokimyasal olarak isimlendirilmistir[8].Ciddi
bir korneal sizintiya notrofillerin verdigi cevap kanit olmasina ragmen bdyle
hastalardaki enfeksiyon korneayr matlagtirmakta ve korneaya zarar vermektedir.
Acanthamoeba antijenlerinin hiicresel immun cevabi baskiladigi, makrofajlarin islevini

ve lenfositlerin inflamasyon bdlgesine toplanmasini 6nledigi gosterilmistir[14].

Acanthamoeba keratitine maruz kalmis hastalarda A. polyphaga ve A.castellanii
izole edildikten sonra Wistar sicanlari, domuz, fare ve chinesei hamsterlar1 gibi hayvan
modelleriyle trofozoit ve kistlere karsi olusturulan immun cevap ile ilgili ¢alisma
yapilmistir. Yapilan bu ¢alismada A. poyphaga, Wistar siganlarinin korneal stromasina
inokiile edildiginde ndétrofil ve makrofajlar tarafindan kuvvetli bir inflamatér cevabin
olustugu gosterilmistir[2,14].Insan serumundaki antikorlarmn Acanthamoeba keratiti
tizerindeki etkisi ya da deney hayvanlarinda olusturulan enfeksiyondaki etkisi

belirsizdir.
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Western Blotting yontemiyle serada calisan 20 bireyde bir ¢alisma yapilmis ve 2
bireyde Acanthamoeba keratiti tesbit edilmistir. Acanthamoeba keratiti tesbit edilen bu
iki hastada Acanthamoeba’ya karsi immun reaksiyon gosteren IgG, IgM ve IgA
calistlmistir[14].Boylece  patojenik ~ Acanthamoeba izolati ile nonpatojenik
Acanthamoeba izolat1 arasindaki immunolojik aktivite farkliliklart degerlendirilmistir.
Yapilan c¢alismada biitiin sera ¢alisanlarinda pozitif anti-Acanthamoeba antikorlari
bulunmustur. Patojenik suslara gore, nonpatojenik suslarda IgA aktivitesinin yiiksek
oldugu, patojenik ve nonpatojenik suslarda IgA profilinin farklilik sagladigi 6ne
stiriilmistiir. Ayrica sera galisanlardan Acanthamoeba Keratiti hastalarinda zayif immun
reaksiyon gelistigi gosterilmistir. Ozet olarak olusturulmus bilgilerde kazanilmis ve
dogal immun cevap sistemi Acanthamoeba keratitinde rol oynamaktadir. IgA korneal
hiicrelerde amip olusumunu ve enfeksiyonunu Onleyebilir. Buna ek olarak amip
enfeksiyonlarinda enfeksiyon bolgesine notrofiller, makrofajlar go¢ ederek amibin yok

edilmesinde etkili olur[14].
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3. GEREC VE YONTEM

Sivas il merkezinde 2011 Kasim ayinda ¢evreden alinan 13 su Ornegi, 2011
Haziran ayinda Cumhuriyet Universitesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Biyokimya laboratuari, Kan Merkezi ve Radyoloji Unitelerinin klima
sistemlerinden alman 23 siiriintii ornegi ile yine Cumhuriyet Universitesi Saglik
Hizmetleri Uygulama ve Arastirma Hastanesi G6z Anabilim Dali Poliklinigine ¢esitli
yakinmalarla gelen hastalardan 2012 Eyliil-Kasim aylarinda toplanan 500 goézyasi
ve/veya alt goz kapagi siirlintli Ornegi serbest yasayan amip tiirleri bakimindan

laboratuar ortaminda incelemeye alinmistir.

3.1. Orneklerin toplanmasi

3.1.1. Goz kapag siiriintii 6rneklerinin alimsi: Cumhuriyet Universitesi Saglk
Hizmetleri Uygulama ve Arastirma Hastanesi G6z Anabilim Dali polikliniginde, ¢esitli
nedenlerle muayene icin gelen hastalarin onaylar1 alindiktan sonra, adi, soyadi, yasi ve
yakinmalarini igeren kisa bir anket uygulanmistir. Herbir hastaya numara verilerek kayit
edilmistir. Alt g6z kapaginin i¢ kismindan steril pamuk uclu ekiivyonlar ile alinan goz
yas1 ve siirlintii 0rnekleri, iginde 1 ml serum fizyolojik bulunan steril tiiplere (Mediko

Kimya, Tiirkiye) alinmigtir.

3.1.2. Klima sistemlerinden siiriintii 6rneklerinin alimisi: Cumhuriyet Universitesi
Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma Hastanesi Biyokimya laboratuari, Kan
Merkezi ve Radyoloji Anabilim dalina ait {initelerdeki klima sistemlerinden elde edilen
ornekler, i¢cinde 1 ml serum fizyolojik bulunan tiiplere steril ekiivyonlar(Mediko Kimya,

Tiirkiye) kullanarak alinmistir.

3.1.3. Su orneklerinin ahmsi: Sivas il merkezinden, kdylerden ve kaplicalardan
saglanan ornekler 500 ml’lik steril pet siseler ile toplanarak laboratuara getirilmistir. Su
orneklerinin toplandigi yerler sunlardir:

1. Tavra dere suyu (Pasabahge mesire alaninin 2 km kuzeyi)

2. Celtek koyiine ait cesme suyu

3. Kepenek suyu

4. Tip Fakiiltesi gesmesinden alinan su
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5. Tavra kaynak suyu (Pasabahge mesire alaninin 2 km kuzeyindeki ¢gesmeden alinan
su)

6. Tavra kaynak suyu (Pasabahge mesire alaninin 2 km kuzeyindeki ¢esmeden kiiriin
dibinden alinan su)

7. Tavra kaynak suyu (Pasabahg¢e mesire alaninin 2 km kuzeyindeki koyiin girisindeki
¢esmeden alinan su)

8. Sicak ¢cermik akint1 suyu

9. Sicak ¢ermik banyo suyu

10. Soguk ¢ermik havuz suyu

11. Kangal kaplicasindan alinan havuz suyu

12. Kangal kaplicasindan alinan ¢esme suyu

13. Kangal kaplica irmagindan alinan su

3.2.0rneklerin muhafaza edilmesi ve ekilmesi

Elde edilen ornekler, ekiivyona bulasan parazitin serum fizyolojik sivisi icine
diismesi icin laboratuvara getirilerek oda ortaminda bir gece bekletildi. Ertesi giin daha
onceden petri plaklarima dokiilen Besleyici Degeri Olmayan Agar=Non nutrution
agar(NNA) iizerine 6nceden iretilmis olan canli E. coli ekimi yapildi. Alinan &rnekler
bu ortama inokiile edildi. Ekim islemi yapildiktan sonra plaklar 5 giin inkiibe edilmek

iizere 30 °C deki etiivlere konuldu.

3.3.0rneklerin 151k mikroskobunda incelenmesi

Etlivde 5 giin bekletilen plaklar ilk kontrol i¢in etiivden disar1 ¢ikartilarak 151k
mikroskobunda 10’luk objektif altinda kontrol edildi. ilk kontrolde negatif sonug veren
plaklar 2 hafta sonra tekrar incelenmek iizere oda 1s1sinda muhafaza edildi. Pozitif ¢ikan
orneklerin ise mikroskopta detayli incelemesi yapilarak hem kist hem de trofozoit
formlar1 yoniinden ilgili anahtarlar kullanilarak tanimlamalart yapildi[41,50]. Kist ve
trofozoit formlarmin ayr1 ayr fotograflar c¢ekildi ve pozitif ¢ikan bu plaklardan tekrar

pasaj yapilarak ornekler yeniden elde edildi.
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Iki haftalik siire gectikten sonra ilk kontrollerde negatif ¢ikan plaklar tekrar
incelendi ve pozitif ¢ikan plaklar yine ayrintili incelenerek kist ve trofozoit formlariin
fotograflar1 ¢ekildi. Daha sonra bunlarin da tekrar pasaji yapilarak yeniden Ornekler

iiretildi. Ikinci inceleme sonras1 negatif ¢ikan 6rnekler ¢ope atilmak iizere depolandi.

Pasaj yapilan pozitif 6rnekler kam¢i deneyi yapilmak {izere tekrar mikroskopta
incelenerek amiplerin agarda yogun olan bolgelerinden kazint1 yapilarak toplandi. Daha
sonra bu kazint1 6rnekleri iginde 2 ml damitik su bulunan tiiplere konularak karistirildi
ve yaklasik 3 saat etiivde 37°C de bekletildi. Ug saat sonunda tiipiin i¢indeki siv1 alttaki
cokintii dipte kalacak sekilde dokiildii. Tiipiin dibinde kalan ¢Okiintii lam {izerine
dokiiliip iizeri lamelle kapatilarak mikroskopta incelendi. Burada kamg¢i deneyindeki
amac; Acantamoeba ve Neagleria tiirlerini birbirinden ayirmaktir. Naegleria tiirleri
kamg¢1 donemine sahipken, Acantamoeba tiirleri kamg¢i donemine sahip degildir ve
kamg¢1 olusturmaz. Kamgi deneyi ile sayet varsa Naegleria formlari kamgili forma

geemektedirler ve mikroskop altinda da rahat bir sekilde ayirt edilebilmektedirler.
3.4.0rneklerin fotograflarinin cekilmesi

Serbest yasayan amip agisindan pozitif bulunan petri plaklarinin mikroskop altinda kist
ve trofozoit fotograflar1 net bir sekilde ¢ekildi. Ayrica bu plaklardan alinan siiriintii
orneklerinin serum fizyolojik (SF) icinde hazirlanan lam lamel arasi incelemelerle de

ozellikle 40x lik biiyititmede fotograflari alinmustir.

3.5. Kamgi deneyi

Naegleria tiirleri i¢in uygulanan bu deneyde; daha onceden plaklarda iiretilmis
SYA’lerden agar yilizeyinde 151k mikroskobu ile tespit edilen bolgelerden yikama ve
kazima yontemleri ile toplanan amipler damitik su bulunan cam tiipler i¢ine konulmus
ve iki saat oda 1sisinda bekletilerek kamcili forma geg¢mesi i¢in uygun ortam
olusturulmustur.2-3 saat sonunda tiipiin iist kisimdaki sivi dokiilerek, alt kisimdaki
stvidan bir miktar lam {izerine damlatilarak {istiine lamel kapatilmis ve 40°hik
biiyiitmede, mikroskop altinda incelenerek amiplerin kamcili forma gecip gegmedikleri

izlenmistir.
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3.6. Is1 tolerans testi

Pozitif 6rneklerden tekrar amipleri iiretmek i¢in 151k mikroskobunda, besiyerinde
amip kist ve trofozoitlerinin belirlendigi bolgelerden bek alevi yaninda bistiiri araciligi
ile kesitler alinarak, iizerine E. coli ekimi yapilmis olan iki yeni NNA bulunan pedri
plagmma kesitler ters gevrilerek (kesitteki amipli yilizey agara yapistirilmistir) pasaj
yapilmistir. Bunlardan biri 42°C de digeri 52 %Cde inkiibe edilmistir. Bir giin sonra bu
plaklarda amip tireyip iiremedigi kotrol edilmistir. Bu test izole edilen amip tiirlerinin

canlilar i¢in patojen olup olmadiklarinin belirlenmesine yoneliktir.
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4. BULGULAR

Calismada, 500 kisiden alman g6z kapagl siirlintii Orne8inin birinde
Acanthamoeba spp(%0.2), birinde ise Hartmannella spp.(%0.2) tremistir. 23 farkl
klimadan alinan siiriintii 6rneginin 18(%43.5)’inde serbest yasayan amip liretilmis olup
bunlardan dérdiinde Acanthamoeba spp., 4’tinde Naegleria spp., 10’unda Hartmannella
spp., Uretilmistir. 13 su Orneginin ise 4’linde Acanthamoeba spp. saptanmistir.

Calismada elde edilen sonuglar asagida siralanmustir.

4.1 Goz kapagindan alinan siiriintii 6rneklerinden elde edilen bulgular: Calismanin
bu boliimiinde hergiin 20 civarinda hastadan alinan toplam 500 6rnek incelendiginde
sadece iki kiside serbest yasayan amip tiirlerine rastlanmistir. 69 nolu ve 115 nolu
hastalardan alinan 6rneklerin kiiltlirleri pozitif ¢ikmistir. Bunlardan 69 numarali hastada
hem plaklar iizerinde yapilan kist ve trofozoit formlarin incelenmesinde hemde lam
lamel arasi serum fizyolojikle yapilan incelemelerde morfotiplendirme kaynaklarindan
da faydalanilarak tanimlamalar yapilmistir[41,50].Bu 6rnegin Acanthamoeba spp.

oldugu kist formlarinin endokist ve ekzokistindeki girinti ve ¢ikintilardan

anlasilmistir(Sekil 2).

Sekil 2.Alt goz kapagi siirtintiisiinden iiretilen Acanthamoeba spp. kistlerinin SF iginde
hazirlanan preparatta 40x de goriinimii(Endokistin daha belirginlesmesi i¢in lam-lamel
arasina metilen mavisi damlatilmistir).

Ayni 0rnegin NNA iizerinde iireyen trofozoit goriintiisii Sekil 3 de,serum fizyolojik

i¢inde hazirlanan preparattaki goriintiisii, acanthapod yapilar1 Sekil 4 de sunulmustur.
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Sekil 3. Alt gbz kapag siiriintiisiinden tiretilen Acanthamoeba spp.trofozoitlerinin plak

tizerinden 10x de goriiniimii

Sekil 4. Alt goz kapagi siirlintiisiinden iiretilen Acanthamoeba spp.trofozoitlerinin SF

icinde hazirlanan preparatta 40x de goriiniimii

Goz poliklinigi hastalarindan alinan stiriintii 6rneklerinden birinde de Hartmannella
spp. iretilmistir. Bu 115 numarali hastanin siiriintii 6rneklerinden {iretilen amibin SF
icinde hazirlanan preparatlarda ince uzun c¢ubuk seklinde goriilen tipik trofozoitleri

Sekil 5 de, kist yapilar1 Sekil 6’da gosterilmistir.
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Sekil 5. Goz siiriinti 6rneginden iretilmis olan Hartmannella spp. nin trofozoit

formunun SF i¢inde hazirlanan preparatta 40x deki goriiniimii

Sekil 6. Goz siirtintii 6rneginden {iretilmis olan Hartmannella spp. nin kist formunun

NNA yiizeyinden 40x deki goriiniimii

Incelenen 500 hastanin genel olarak uygulanan anket sonucunda yas, cinsiyet ve

yakinmalar1 agisindan elde edilen bulgular1 Tablo 1 de sunulmustur.
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TABLO 1. Goz poliklinigine gelen hastalarin cinsiyetlerine gore dagilimi,yas araliklari

ve poliklinige gelme nedenleri

Yas Arahigi

Erkek Kadin
Hasta Hasta

Sayis1  Sayisi

Hastanin Goz Poliklinigine Gelis Nedeni

18-31

31-41

41 -51

51-61

61-71

71-91

79

45

18

40

47

27

54

40

31

42

28

22

Kontakt lens kullanimina bagli enfeksiyon
Bakteriyal enfeksiyon

Kontakt lens kullanimina bagh géz kurulugu
Kizariklik yanma ve sislik

Yabanci cisim batmasi
Bakteriyal enfeksiyon
Batma ve yanma
Blefarit

Glokom
Katarakt
Agr1 ve yanma

Katarakt

Yanma ve batma

Gorme bozuklugu

Katarakt amaliyati sonras1 enfeksiyon
Batma ve yanma

Gorme kaybi

Katarakt

Uveyit

Blefarit

Gorme kaybi

4.2. CUSHAU Hastanesindeki farkh birimlerde bulunan klimalarin filtrelerinden

elde edilen bulgular: Kan merkezinden alinan 4 6rnekten iiciinde SY A saptanmis olup,

bunlardan 2’sinde Hartmannella spp, 1’inde Acanthamoeba spp tiremistir. Hematoloji

laboratuarindan alinan 3 Ornekte de SYA tiremistir. Bunlardan 1’inde Acanthamoeba

spp., l’inde Naegleria spp.,1’inde de Hartmannella spp.iiremistir.

Biyokimya

laboratuarindan alinan 8 6rnegin 6’sinda SYA tremistir. 1’inde Acanthamoeba spp.,

3’tinde Hartmannella spp., 2’sinde Naegleria spp. iiremistir. Radyolojiden alinan 9

ornegin 6’sinda SYA iremistir. 4’tiinde Hartmannella spp., 1’inde Acanthamoeba spp,

1’inde de Naegleria spp tanimlanmistir(Tablo 2).
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Tablo 2. Klima sistemlerinden alinan 6rneklerin toplanildigi noktalar ve SYA goriilme
durumlart
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Sekil 7. NNA yiizeyinden SY Alerin kist ve trofozoitlerinin 10x de goriiniimii

Sekil 8. Kan merkezinden alinan 6rnekte tireyen Acanthamoeba spp. kist goriiniimii, SF
icinde hazirlanmis ve 40x de goriintiilenmistir.

Klima sistemlerinden toplanan siiriintii 6rneklerinden izole edilen Acanthamoeba,
Naegleria ve Hartmannella spp. nin saptanmis olan goriintiileri Sekil 7, Sekil 8, Sekil
9, Sekil 10, Sekil 11, Sekil 12, Sekil 13, Sekil 14 ve Sekil 15°te sunulmustur.
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Sekil 9. Hartmannella spp. (Cesitli birimlerden iiretilen Hartmannella spp.kistlerine
ornek, SF i¢inde hazirlanan preparatta 40x )

Sekil 10. Hartmannella spp trofozoit . (Cesitli birimlerden iiretilen Hartmannella
spp.kistlerine 6rnek, SF iginde hazirlanan preparatta 40x )
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Sekil 11. Acanthamoeba spp. kist ve trofozoitleri, SF i¢inde hazirlanmis ve 40xde
goriintiilenmistir.

Sekil 12. Acanthamoeba spp. kist goriiniimii, NNA yiizeyinden, 40xde
goriintiilenmistir.
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Sekil 13. Naegleria spp. kistleri (40x) (NNA yiizeyinden 40x de goriintiilenmistir)

Sekil 14. Naegleria spp. trofozoitleri, NNA yiizeyinden 40x biiylitmede
goriintiilenmistir.
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Sekil 15. Naegleria spp. trofozoitleri , (SF iginde hazirlanmis preparatta 40x de
goriintliilenmistir)
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4.3. Su orneklerinden elde edilen bulgular: Su érneklerinde ise; 2,9,12 ve 13 nolu
yerlerden alinan Ornekler iizerinde yapilan calismalar sonrasinda kist ve trofozoit

evreleri, 151k mikroskobunda saptanarak fotograflar ¢ekildi(Sekil 16)

Sekil 16. Cesitli su 6rneklerden iiretilen ve SF icinde hazirlanan preparatlardan 40x de
goriintiilenen Acanthamoeba spp kist ve trofozoitlerinin goriiniimii.

Pozitif bulunan biitiin 6rneklerin Neagleria fowleri agisindan kamg1 deneyleri yapilmis
ancak lam lamel aras1 mikroskop incelemesinde kamgi gozlenilmemistir. Ayrica 1s1

tolerans testlerinde de 42°C ve 52°C de herhangi bir iireme saptanamamustir.
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S.TARTISMA

Serbest yasayan amipler, GAE, AK ve kutandz lezyonlar ile siniis lezyonlara
neden olan etkenlerdir. Acanthamoeba Keratiti bagisiklig1 yeterli ve bagisikligi az olan
bireylerde meydana gelebiliyorken GAE ve kutanéz Acanthamoebiasis vakalarina
yatkinlik AIDS’1i hastalar da dahil olmak {izere bagisiklik sistemi zayiflamig bireylerde
bulunmustur. Acanthamoeba’nin ¢abuk teshisi basarili bir tedavi i¢in olduk¢a dnemlidir.
Acanthamoeba enfeksiyonlarmin teshisi ve tedavisi, enfeksiyonun nadirliginden, ¢ogu

doktorun hastalik belirtilerine aginaliklarinin azlig1 nedeniyle zordur.

Amiplerin in vitro kiiltiirii ve doku bdlgeleri icin tiir belirleme prosediirlerinin
uygulanmasi veya sitolojik hazirliklar laboratuar teshisinin yapilmasinda yarar saglar.
Dokularda Acanthamoeba’yr tanimlamak i¢in yeni molekiiler yontemlerin kullanimi
enfeksiyonu teshis etmek i¢in daha hizli yollar saglamaktadir. Hiicre temasina bagh
veya bagimsiz prosesleri i¢ine alan ¢oklu hareket durumlarinin bulunabilecegi acik
olmasina ragmen Acanthamoeba’nin hastaliga neden oldugu mekanizmalar hala
coziilememektedir. Benzer olarak bagisiklik sisteminin enfeksiyona direngteki rolii
¢cOziilmemistir. Son zamanlardaki ¢aligmalar sIgA’nin tamamlayict unsurlarin,
notrofillerin ve makrofajlarin enfeksiyona direncgte onemli rol oynayabilecegi ileri

siirlilmiistiir.

Insan hastaligima neden olan bir potansiyele sahip oldugu bilinen gesitli
bakterilerle, Acanthamoeba’nin zincir olusturdugunun fark edilmesi, bu amiplerin
bakteriyel patojenler i¢in bir rezerv hizmeti gordiigii ileri siiriilmektedir. Son olarak
bildirilen Acanthamoeba enfeksiyonu vakalarindaki artig bu organizmalarin hastalik i¢in
sahip olduklar1 potansiyelin daha fazla farkina varilmasinin bir sonucu olabilir.
Acanthamoeba enfeksiyonunun artmasinda HIV viriisii tagiyan, kanser tedavisi goren
hastalarin artmasi ve organ nakilleri tedavisi sirasinda bagisikligi bastirict tedavilerin

uygulanmasi gibi ¢ok sayida faktor hesaba katilabilir[14].

Cevresel ve klinik 6rneklerde Acanthamoeba spp. ve Naegleria spp. varliginin

arastirilmasi adli calismamizda elde elden bulgular 3 temel baglik altinda tartisilmigtir

a)Amiplerin ¢evresel ve klinik ortamlardan izolasyonu ile ilgili ¢alismalar
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b)izole edilen 6rneklerin besiyerlerine ekimi ve mikroskobik olarak incelenmesi

C)Serbest yasayan amip agisindan pozitif bulunan orneklerin patojenite testlerinin

yapilmasi

a)Serbest yasayan amiplerin ¢evreden izole edilmesi amaciyla bir ¢ok ¢evresel
materyaller 0rnek olarak kullanilmistir. Bunlar arasinda deniz suyu, toprak, toz
partikiilleri, taze sular, yiizme havuzlari, mahalle sular1 yer almaktadir[6].Ornegin 2009
yilinda yapilan bir ¢alismada Iran’da farkli 14 sehirde bulunan hastanelerden elde etmis
olduklar1 94 i¢cme suyu 6rnegini Bagiyatallah Universitesi Parazitoloji laboratavarinda
incelemisler ve 45 (% 48) su oOrneginde Acanthamoeba kist ve trofozoitlerini
saptamiglardir. Toplanan su Orneklerini  0,22-0,45 mikrometrelik filtrelerden
gecirmislerdir. Daha sonra elde ettikleri siiziintiiyii 56 °C benmaride 20 dakika
bekleterek oldiirdiikleri E. coli siiriilmiis besleyici degeri olmayan (non nutrition agar)
agar iceren petri plaklarina ekmislerdir. Ekimi tamamlanan plaklar etiive kaldirarak 2

hafta sonra kontrollerini yapmislar ve mikroskobik olarak plaklar1 incelemislerdir[7].

Ayrica serbest yasayan amipleri elde etmek i¢in bilim adamlari otomobil ve
konutlarda bulunan klima sistemlerinden elde ettikleri siirlintii Orneklerini de
incelemislerdir.2011 yilinda Li-Li Chan ve arkadaglar1 Malezya’da yapmis olduklar1 bir
calismada klima sistemlerinden topladiklar: 87 toz partikiil 6rnegini incelemislerdir. Li-
Li Chan ve arkadaslar1 klima sistemlerinden elde ettikleri 6rnekleri canli E. coli
stirlilmiis besleyici degeri olmayan (non nutretion agar) agar iceren plaklara ekmis ve
26-28 °C sicaklikta etiivde 2 hafta bekletildikten sonra mikroskobik olarak
incelemislerdir. Daha sonra pozitif bulunan 6rneklerin molekiiler diizeydeki analizleri

yapilmistir[27].

Yapmis oldugumuz calismada ise biz 24’1 klima sistemlerinden ve 13’1 de su
orneklerinden olmak iizere toplamda 37 cevresel 6rnek kullandik. Klima sistemlerinden
toplanan orneklerin hepsi Cumhuriyet Universitesi Saglik Hizmetleri Arastirma ve
Uygulama Hastanesi laboratuarlarindan alindi. Ornekler steril pamuk uclu ekiivyonlar
ile toplanmig ve i¢inde serum fizyolojik bulunan daha 6nceden steril edilmis olan cam
tiiplere konularak muhafaza edilmistir. Klima sistemlerinden elde edilen 6rneklerden

18’1 SY A yoniinden pozitif sonu¢ vermistir.
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Cevresel ortamdan elde edilen su ornekleri ise Sivas merkez ve ilgelerinden ¢esitli
noktalardan toplandi. Toplanan 13 6rnegin 4’tinde Acanthamoeba kist ve trofozoitlerine

rastlandi.

Serbest yasayan amiplerin klinik 6rneklerden izole edilmesinde daha ¢ok keratitli
hastalardan elde edilen kornea kazintilar1 ya da kontakt lens soliisyonlarindan elde
edilen materyaller kullanildi. Bunun yaninda keratitli olmayan saglikli bireylerden goz

florasindan toplanan siiriintii 6rnekleri de Acanthamoeba agisindan arastirildi.

2005 yilinda Malezya’da Anisah ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada
kontakt lens kullanmayan saglikli okul 6grencilerinden olusan deneklerden toplamda
286 goOz sirintli O6rnegi toplamislardir. Anisah ve arkadaslari steril pamuk uglu
ekiivyonlar kullanarak gdziin normal florasindan elde ettikleri siiriintii 6rneklerini, E.
coli ekilmis besleyici degeri olmayan (non nutretion agar) agar igeren plaklara ekmis ve
30 °C’de 2 hafta inkiibe ettikten sonra 151k mikroskobunda incelemislerdir. Fakat

yapilan bu ¢alismada Acanthamoeba agisindan pozitif bir sonug elde edilememistir.

Anisah ve arkadaslar1 yaptiklar1 bu calismada su sonuca varmistir. Denek olarak
kullanilan 6grenciler cevresel kaynaklara maruz kalmamis olabilir. Serbest yasayan
amipler saglikli olan bu bireylerin goz florasina yerlesmemis olabilir.2)Serbest yasayan
amipler goz i¢inde var olabilir. Fakat amibi elde etmek i¢in kullanilan yontem yeterince
hassas ve uygun degildir. 3)Serbest yasayan amip goz florasinda bulunabilir. Fakat

numune hacmi ve se¢imi yeterli degilidir[6].

1998 yilinda Mathers ve arkadaslar tarafindan Iowa Universitesinde yapilan bir
calismada 1993 ve 1996 yillar1 arasinda goz poliklinigine gelen 1726 hasta incelenmis
ve bunlardan 865’inin kornea hastasi oldugu teshis edilmistir. Kornea hastalarindan
yapilan mikroskobik caligmalarda ise 137 hastada amip oldugu kanitlanmig ve

epitelyum biopsilerinde Acanthamoeba agisindan pozitiflik elde edilmistir[29].
Ulkemizde ise Aydin Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Goz

Hastaliklar1 klinigine, her iki gozde kizariklik, batma, yanma ve gormede bulaniklik

sikayetleri ile bagvuran 23 yasindaki kontakt lens kullanan olgu klinik ve laboratuar
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incelemeleri sonrasinda AK tanisi almistir. Etken izole edilmis ve ‘T4’ genotipinde

‘Acanthamoeba castellanii’ olarak tanimlanmistir[18].

Yine iilkemizde Demirci ve arkadaglari Kocaeli’nde 2006 yilinda bes yasinda
kontakt lens kullanmayan bir ¢cocukta Acanthamoeba spp. saptadiklarini bildirmisler

fakat etkenin genotiplendirilmesi yapilmamistir[16].

Yapmis oldugumuz c¢alismada ise klinik olarak Cumbhuriyet Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi G6z Poliklinigine 2012 Agustos ve Kasim aylari
arasinda gorme problemi ya da goz enfeksiyonu sikayeti ile bagvuran toplam 500
hastadan 6rnek toplandi. Steril pamuk uglu ekiivyonlar kullanilarak hastaya zarar
vermeden g6z pinart bolgesinden elde edilen siiriintli 6rnekleri ya da géz muayenesi
esnasinda kullanilan icerik¢e zengin materyaller degerlendirilmek suretiyle, elde edilen
ornekler, i¢inde serum fizyolojik bulunan plastik tiiplerde muhafaza edildi. Yapilan bu
calismada 500 hastadan 2’si serbest yasayan amip acisindan pozitif bulundu. Bu

amiplerin Acanthamoeba ve Hartmanella oldugu mikroskobik ¢alismalarla kanitlandx.

b)Yapmis oldugumuz bu c¢alismada besiyeri olarak besleyici degeri olmayan
(BDOB) kullanildi. Bu besiyeri 1 litre damitik su iizerine % 1,5’lik agar eklenerek
hazirlanmaktadir. Bu besiyeri 121°C’de yaklasik 1,5 saat otoklavda steril edildikten
sonra steril kosullarda 10-15 ml’lik steril petri plaklarima dokiilmiis ve ekimlerede
kullanilmak tizere buz dolabinda saklandi. Cevresel ortamlardan toplanan su ve klima
stirlintii 6rnekleri ile goz poliklinigine gelen hastalardan elde edilen siirlintii 6rnekleri
laboratuarda steril bir sekilde giinliik olarak petri plaklarinda hazirlanan besiyerlerine
ekildi. Ekim yapilmadan 6nce petri plaklarina amip i¢in besin teskil etsin diye dnceden
tiretilerek etiivde muhafaza edilen E. coli siirtildii.
Ekim islemleri tamamlandiktan sonra petri plaklar1 iitiive kaldirilarak 37°C’de
yaklasik 5-10 giin arasinda bekletildi. Bu siire sonrasinda petri plaklar1 etiivden

cikarilarak 11k mikroskobunda 10x ve 40x objektiflerinde degerlendirildi.
Daha sonra trofozoit ve kist agisindan pozitif bulunan 6rnekler tizerinden yeniden

pasajlar yapildi. Orjinal kiiltiirlerden ilk pasajlar su sekilde yapildi. Mikroskoptaki

incelemede kist ve trofozoitlerin yogun oldugu noktalar petri plagimin disindan kalemle
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isaretlenerek alev yaninda steril lansetlerle kesilip lanset lizerine alindi. Bu parca
tizerine canli E. coli siiriilmiis olan yeni bir plak iizerine ters ¢evrilerek aktarildi.
Calismamizda molekiiler diizeyde bir arastirma yapilmadigi icin pozitif bulunan

orneklerin sadece kist ve trofozoit donemlerinin fotograflar1 ¢ekildi.

c) Calismamizda elde etmis oldugumuz pozitif ornekler Naegleria fowleri
acisindan da degerlendirildi. Bunun i¢in pozitif 6rneklerden kamg1 deneyleri yapildi.
Agar besiyerlerindeki amip kiiltiirlerine damitik su eklendi ve 37°C’de 2 saat bekletildi.
Bu siire sonrasinda sividan preperat hazirlanarak 1sik mikroskobunda 10x ve 40x
objektifte incelendi. Ancak yapilan kamgi deneylerinde kamg¢i gozlenemedi ve

Naegleria a¢isindan pozitif sonu¢ alinamadi.

Pozitif 6rneklerin patojenite testleri de yapildi Bunun i¢in pasajlardan elde edilen
ornekler yeni plaklara ekildi ve 72 saat 37°C iizerindeki 1silarda iireyip iiremedikleri
kontrol edildi. Bu siire sonunda plaklar 151k mikroskobunda degerlendirildi. Fakat bu
plaklarda amip kist ve trofozoitlerine rastlanilmadi. Boylece ¢evresel ortamlardan ve
klinikte hastalardan elde edilen pozitif Orneklerin patojen tiirler agisindan negatif

olduklar1 saptandi.

Calismada, heniiz patojen olarak tanimlanmamis ancak iclerinde tasiyabilecekleri
bakteri ve virlis gibi patojenler nedeniyle potansiyel patojen olarak adlandirilan
Hartmannella spp.’ye rastlanmistir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda bu cinse ait
amipler herhangi bir klinik ya da c¢evresel ortamdan bildirilmemistir. Bu nedenle
ozellikle goz siiriintii 6rneklerinden saptamis oldugumuz Hartmannella spp. énem arz
etmektedir.

Cevresel ve klinik ¢alismalarda Acanthamoeba spp.’nin iilkemizde de izole
edilmesi saglanmis ve moliikiiler diizeyde tiplendirilmesi basarilmistir[18].
Ulkemizde gerek hekimlerin, gerekse laboratuar sorumlularmin serbest yasayan amipler
konusunda daha bilingli hareket etmeleri yararli olacaktir kanisindayiz. Calismalardan
da gorildiigli iizere keratiti olmayan ya da kontakt lens kullanmayan bireylerinde
Acanthamoeba enfeksiyonu agisindan risk altinda oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle
insanlarin Acanthamoeba enfeksiyonlar1 acisindan uyarilmalart ve bilgilendirilmeleri
gerekir. Ayrica serbest yasayan amiplerin gozde yerlesiminin kliniklerde daha detayli

bir sekilde incelenmesi ve irdelenmesi gerekmektedir.
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Bu amiplerin tipki bir Truva at1 gibi iclerinde tasiyabildikleri baz1 bakteriyel ve
viral patojenlerin de varlig1 unutulmamali, hastalik olusturma potansiyelleri géz oniinde

bulundurulmali diisiincesindeyiz.
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6.SONUC

Yapmis oldugumuz bu c¢alismada 24’1 klima sistemlerinden ve 13’i de su
orneklerinden olmak iizere toplamda 37 ¢evresel 6rnek kullandik. Klima sistemlerinden
toplanan 6rneklerin hepsi Cumhuriyet Universitesi Saglik Hizmetleri Arastirma ve
Uygulama Hastanesi laboratuarlarindan alindi. Ornekler steril pamuk uclu ekiivyonlar
ile topland1 ve i¢inde serum fizyolojik bulunan daha 6nceden steril edilmis olan cam
tiiplere konularak muhafaza edildi. Klima sistemlerinden elde edilen 6rneklerden 18’i
SY A yoniinden pozitif sonug verdi. Cevresel ortamdan elde edilen su 6rnekleri ise Sivas
merkez ve ilgelerinden c¢esitli noktalardan toplandi. Toplanan 13 Ornegin 4’iinde
Acanthamoeba Kkist ve trofozoitlerine rastlandu.

Klinik olarak da Cumhuriyet Universitesi Saghk Hizmetleri Arastirma ve
Uygulama Hastanesi G6z Poliklinigine 2012 Agustos ve Kasim aylari1 arasinda gérme
problemi ya da goz enfeksiyonu yakinmalari ile basvuran toplam 500 hastadan 6rnek
toplandi. Steril pamuk uglu ekiivyonlar kullanilarak hastaya zarar vermeden goz pinari
bolgesinden elde edilen siirlintii 6rnekleri ya da g6z muayenesi esnasinda kullanilan
icerikge zengin materyaller degerlendirilmek suretiyle, elde edilen Ornekler, iginde
serum fizyolojik bulunan plastik tiiplerde muhafaza edildi. Yapilan bu ¢alismada 500
hastadan 2’si serbest yasayan amip agisindan pozitif bulundu. Bu amiplerin
Acanthamoeba ve Hartmanella cinslerine ait oldugu mikroskobik c¢alismalarla

kanitlandi.

Elde edilen sonuglar g¢ercevesinde, 500 kisiden alinan gbéz kapagi siiriinti
orneginin birinde Acanthamoeba spp(%0.2), birinde ise Hartmannella spp.(%0.2)
tiretildi. 23 farkli klimadan alinan siirlintii 6rneginin 18(%43.5)’inde serbest yasayan
amip tretilmis olup bunlardan dérdiinde Acanthamoeba spp., 4’tinde Naegleria spp.,
10’unda Hartmannella spp., iiretildi. 13 su 6rneginin ise 4’iinde Acanthamoeba spp.
saptandi.

Bulgularimiza gore hem cevresel kaynaklarda hem de insanlarda gozde gerek
havadan gerekse gesme sularindan bulasabilen SYA tiirleri bulunabilmektedir. izole
edilen bu amiplerin insan ve diger canlilar icin patojenliklerinin belirlenmesi ve tiir

ayrimlarinin yapilabilmesi i¢in molekiiler diizeyde ¢aligmalar yapilmasi gereklidir.
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