GIRIS VE AMAC

Cevrede oldukg¢a yaygin olarak bulunan protozoonlar arasinda olan
Acanthamoeba tiirleri, insan viicuduna yerleserek ¢esitli hastaliklar
meydana getirirler. Bu tiir amipler, Graniilomatoz Amibik Enfefalit (GAE),
kutan6z acanthamoebiasis, Acanthamoeba keratiti ve AIDS’li hastalarda
infeksiyonun c¢esitli organlara yayilmasina bagl olarak kronik siniizit, otit,
kutandz lezyonlar, siniis lezyonlari, deri tlserleri gibi hastaliklar meydana
getirirler (34, 43, 62).

Son yillarda Acanthamoeba tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlarin
goriilme sikhigr artmstir. Ozellikle, Acanthamoeba keratiti, 1980°1i yillara
kadar ¢ok nadir olarak goriiliirken, bu yillardan sonra, yumusak kontakt lens
kullaniminin yayginlagmasina bagl olarak, bu hastaligin goriilme siklig1 da
¢ok artmustir. Acanthamoeba keratiti, korneadaki travma, kontakt lens
kullanimi, kontakt lenslerin kontamine lens soliisyonlariyla temizlenmesi
gibi etkilerle meydana gelen, kornea ile amibin direkt temasi sonucu
olusmaktadir. Infeksiyonda siddetli okiiler agr1, yangi, gorme bozuklugu ve
halka seklinde stromal infiltrasyon vardir. Tanist ¢ogunlukla, kornea kazinti
materyalinin direkt incelenmesinde amibi saptayarak, bu materyalden etkeni
tireterek ya da histopatolojik kesitlerde paraziti gorerek konur. Tedavide
cesitli ilaglar denenmistir. Etkili olanlar arasinda propamidine isethionate,
ketoconazole, miconazole ve itraconazole sayilabilir. Bu hastalik tedavi
edilmediginde gdérmenin ya da gdziin kaybi1 s6z konusudur (29, 43, 64).

Deneysel olarak kemelerde olusturdugumuz Acanthamoeba keratiti
lizerine yaptigimiz ¢aligmalarda temel amacimiz; diinyada birgok {iilkede
sikca goriilen ve iilkemizde de son yillarda yumusak kontakt lens
kullaniminin artmastyla goriilme sikliginin artmasi muhtemel olan bu
hastaligin  klinik ve histopatolojik goriinlimiiniin nasil oldugunu ve
uyguladigimiz tedavi protokoliiniin etkisini belirlemektir. Yaptigimiz

arastirmamizdaki temel noktalar:



Viyana Universitesi, Medikal Parazitoloji béliimiinden elde
ettigimiz Acanthamoeba tiirlerinin, dnce iizerine bakteri siiriilmiis,
besleyici degeri olmayan agar ortaminda monoksenik
kiiltiirlerinin, daha sonra ise sivi besiyerinde aksenik kiiltiirlerinin
elde edilmesi;

Besiyerinde iretilen amiplerin canli olarak ve boyanarak
incelenmesi;

Keme gozleri, A. castellanii ile infekte edilip, inokiilasyondan
sonra, her hafta bir keme goziinden histopatolojik kesitler
hazirlayarak, 12 hafta boyunca histopatolojik gelisimin takip
edilmesi;

A. castellanii ve A. hatchetti ile infekte edilen keme gruplarinda,
karsilagtirmali olarak, amiplerin keratit yapma yeteneklerinin
incelenmesi;

A. castellanii ve A. hatchetti ile infekte keme gozlerinde keratit
olustuktan sonra, bunun neomycin-polymyxin B-gramicidin
(neosporin) ve %0.002°lik cholorhexidine soliisyonu ile tedavi
edilmesi ve tedaviye cevaplarinin karsilastirmali  olarak
incelenmesi;

olarak belirlenmistir



GENEL BILGILER

ACANTHAMOEBA CINSI AMIPLER
I. SINIFLANDIRMA

Acanthamoeba cinsi amipler, ilk kez 1930 yilinda Castellani tarafindan,
Cryptococcus pararoseus kiiltiirlerinde bulunmus ve tanimlamistir. Daha sonra bu
cinsin siiflandirilmasi, 1931 yilinda Volkonsky tarafindan yapilmis, fakat gergek
siniflandirma son yillarda yapilan arastirmalar sonucu ortaya konmustur (John
1998). Acanthamoeba cinsinin en son siniflandirmasi Sekil 1’de gosterildigi
sekildedir. Buna gore Acanthamoeba cinsi, Acanthamoebidaec ailesi,
Centramoebida takimi, Lobose smifi, Rhizopoda subesi (filumu) iginde yer
almaktadir (43). Son yillarda 16S-rRNA genlerinin molekiiler analizi yapilmis, bu
caligmalar sonucunda Balamuthia cinsi, Leptomyxidac familyasindan,

Acanthamoebidae ailesine transfer edilmistir (5).

Kingdormn: Pritista

Prdurm: Rhizopoda

Class: Lohosea

Subclass: Gyrmnamoehia

Order: Centramoebia Schizopyrenida
Farmily: Acanthamoebidae Yahlkam priidae
Genus: Acanthamoeba Balamuthia Maedleria

Sekil 1. Acanthamoeba, Balamuthia ve Naegleria cinsi amiplerin siniflandiriimasi
(43).




Acanthamoeba cinsinin ayrimi en kolay, bu cinse 6zgili olan, trofozoitler
tizerindeki, acanthapoda adi verilen, diken seklindeki yiizey ¢ikintilart ile yapilir
(34, 57, 62). Morfolojik kriterler kullanarak tiir diizeyinde ayrim yapmak c¢ok
zordur. Acanthamoeba tiirleri, kist biiyiikliigii ve sekline gére ti¢ morfolojik gruba
ayrilmuslardir (Sekil 2): Grup I’deki tiirler, diger gruptaki tiirlerle kiyaslandiginda
oldukea biiyiik kistlere sahiptir. Ektokistle, endokist arasinda oldukca belirgin bir
sekilde goriilen agiklik vardir ve yildiz seklindeki endokist, uglardan ektokistle
baglantilidir (Sekil 2-A). Grup II’deki tiirlerin ektokisleri buruguk bir goriiniimde
iken endokist yildiz, poligonal, liggen veya oval sekilde olabilir (Sekil 2-B,C).
Grup IIl’deki tiirlerin kistleri kiiciiktiir, kist duvar1 ince ve diiz bir yapidadir,
ektokist diiz ¢eperi ile endokisti ¢evreler. Ektokistle, endokist arasindaki mesafe

cok azdir (Sekil 2- D) (29, 34, 43).
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Sekil 2. Acanthamoeba tiirlerine ait kistlerin biiyiiklik ve sekline gore ayrimu.
A’da Grup I’de yer alan, A. astronyxis’e ait kist morfolojisi goriiliirken, B ve C’de
Grup II’de bulunan, sirasiyla, A. castellanii ve A. polyphaga’ya ait kist morfolojisi
(C’de istte bulunan sekilde, A. polyphaga kistleri metilen mavisi ile boyanmis
durumda) D’de ise Grup III’de bulunan A. palestinensis’in kist morfolojisi

goriilmektedir.

Gilintimiize kadar cesitli ¢evrelerden veya klinik o6rneklerden izole edilen
Acanthamoeba tiirlerinin, kist morfolojisi ve biiyiikliigiine goére hangi grupta yer

aldig1 belirlenmistir. Bu ayrim Tablo 1’de goriilmektedir (29, 43).

Grupl Grup II Grup 111
A. astronyxis A. castellanii A. culbersoni
A. commandoni A. divionensis A. healyi
A. echinulata A. griffini A. jacobsi
A. pearcei A. hatchetti A. lenticulata
A. tubiashi A. lugdunensis A. palestinensis
A. mauritaniensis A. pustulosa
A. polyphaga A. royreba
A. guina
A. rhysodes
A. stevensoni
A. tubiashi

Tablo 1. Insan ve cevreden izole edilen Acanthamoeba tiirleri ve kist

morfolojisine gore yer aldig1 gruplar.

Kist morfolojisi bazi kiiltiirlerin igeriklerine bagl olarak degisiklik
gosterebilir, bu nedenle sadece kist morfolojisine gore idendifikasyon yapmak
uygun olmayabilir. Acanthamoeba tiirlerinin tanimlanmasinda molekiiler,

immunolojik, biyokimyasal ve fizyolojik kriterler kullanilmaktadir (43).



II. DAGILIMI VE BiYOLOJiSi

A. Dagilimi: Acanthamoeba tiirleri ¢evrede yaygin olarak bulunan
protozoonlar arasindadir. Bu tiirler diinyada ¢ok genis bir dagilim
gosterirler ve topraktan, ¢amurdan, havadan, kaplicalardan, deniz
suyundan, ylizme havuzlarindan, lagimlardan, hava temizleme
tinitelerinden, evlerde bulunan ¢esme sularindan, sise sularindan, dis
tedavi iinitelerinden, kontakt lenslerden, lens saklama kaplarindan, lens
temizleme soliisyonlarindan, bakteri ve mantar kiiltiirlerinden, memeli
hiicre kiiltiirlerinden izole edilmiglerdir (12, 21, 31, 32, 42, 43, 46, 57,
61, 74, 75, 77). Bunun yaninda, bu tiir amipler bitkilerden, balik,
amfibi, siirlingen ve memeliler grubundaki hayvanlardan, saglikli
goriinen insanlarin nazal mukoza ve torakslarindan, infekte beyin ve
akciger dokusundan, immunbaskin kisilerin deri lezyonlarindan ve
keratitli hastalarin korneal dokusundan izole edilmistir (13, 16, 37, 43,

44,51, 60, 68, 74, 78).

B. Yasam Dongiisii ve Biyolojisi: Acanthamoeba cinsi amiplerin
yasam dongiisiinde iki donem ayirt edilir: Birincisi, aktif olarak
beslenen, bilyiiyen, ¢ogalan ve hareket eden trofozoit formu, ikincisi
ise, dis cevre kosullarina daha dayanikli olan kist formudur.
Acanthamoeba tiirleri, insan viicudunda basta merkezi sinir sistemi
(MSS) ve goz olmak flizere deri, akciger, mukoza ve toraksta
yerlesebilirler. Bu cins amipler, dokuda hem trofozoit, hem de kist
halinde bulunurlar. Buna karsin Naegleria cinsi amipler dokuda sadece
trofozoit formunda bulunmaktadirlar (34, 43, 59, 62). Sekil 3’de
Acanthamoeba tiirlerinin yasam donglisii ve insanda olusturdugu

infeksiyon goriilmektedir (33) .



KIST&TROFOZOIT IMFEESIYON

DOKUYA YERLESEBILIR
I

Sekil 3. Acanthamoeba tiirlerinin yasam dongiisii ve insanda olusturdugu infeksiyon.

Trofozoit Formu: Acanthamoeba trofozoitlerinin biiyiikliikleri 25-56 um

arasinda degisiklik gosterir ve genellikle yavas olan hareketlerini, parmak

seklinde olan lopopod ve akantopod (acanthapodium) denilen dikensi

yalanci ayaklar ile saglarlar (Sekil 4). Besinleri, genellikle ¢cevrede bulunan

bakteri, alg ve mantarlardir, bu partikiil halindeki besinleri fagositoz ile

alirlar. Bunun yaninda sivi ortamda erimis halde bulunan besinleri de

pinositoz ile alarak beslenebilirler (34, 43, 59, 62).



Sekil 4. S1v1 besiyeri iginde bulunan bir A. castellanii trofozoitinin inverted

mikroskopdaki goriinimii (x40).

Acanthamoeba tiirlerinin  hiicresel  organizasyonlart  elektron
mikroskobu ¢aligmalari ile ortaya konmustur. Organeller, tipik bir biiyiik
Okaryotik hiicredeki gibidir. Acanthamoeba trofozoitlerinde diizgiin ve
kivrimli endoplazmik retikulum, golgi kompleksi, serbest ribozomlar, besin
vakuolleri, mitokondria, ve mikrotubuller bulunmaktadir. Trofozoitteki
sitoplazmik icerik, ii¢ tabakali bir plazma membrami ile ¢evrilidir.
Sitoplazmada, hiicrenin su igerigini kontrol altinda tutan kontraktil vakuoller
bulunmaktadir (43). Tek olan ¢ekirdekte, biiylik ve merkezi bir ¢ekirdekcik
mevcuttur. Genellikle, tek ¢ekirdekli olmasina ragmen, sivi haldeki
kiiltiirlerde bulunan trofozoitler ¢ok c¢ekirdekli olabilir. Ureme, eseysiz

olarak, ikiye bolinmeyle olur (34, 43, 59, 62).



Kist Formu : Tek ¢ekirdekli ve yuvarlak olan kistlerin, ¢eperleri endokist

ve ektokist denilen ¢ift tabakadan meydana gelir. Genellikle dis tabaka
hafifce kivrik, i¢ tabaka polihedral bir goriiniimdedir (Sekil 5). Biiyiikligi
13-20 um arasinda degisiklik gostermektedir. Kistler dezenfektanlara, klora,
antibiyotiklere karsi direnglidir. Diisiik sicakliklarda (0-2°C) canli kalirlar.
Cevre kosullar1 uygun oldugunda, kistlerden trofozoitler ¢ikar.
Acanthamoeba tiirlerinin kist morfolojisi, agar plaklar1 tizerinden bile
kolayca ayirt edilir (34, 43, 59, 62).

Sekil 5. Page’in tuzlu su eriyigi i¢inde bulunan, A. castellanii kistlerinin

inverted mikroskopdaki gériiniimii (x40).



I11.

NEDEN OLDUGU HASTALIKLAR

A. Granillomatoz Amibik Ensefalit (GAE): GAE,

Acanthamoeba tiirlerinin neden oldugu, kronik, yavas ilerleyen merkezi
sinir sistemi (MSS) infeksiyonudur. Baslangigta Naegleria cinsi ile birlikte
PAME olgularindan sorumlu tutulan Acanthamoeba tiirlerinin, kronik MSS
infeksiyonuna neden olduklar1 belirlendikten sonra, bu cinsin tiirlerinin
neden oldugu parazitoza “Graniilomatéz Amibik Ensefalit” denmesi
Onerilmistir (34, 43, 58, 62). Bu hastaligin inkiibasyon periyodu tam olarak
bilinmemektedir. Klinik bulgular1 saptamak i¢in birkag hafta veya ay gerekli
olabilir. GAE, sistemik lupus erythematosus, diyabet, tiiberkiiloz, deri
iilserleri, AIDS gibi hastaliklarin yaninda alkolizm, ilag bagimliligi, steroid
tedavisi, kanser kemoterapisi, radioterapi ve organ transplantasyonu gibi

durumlarda ¢ok hizli ilerler (34, 43).

Acanthamoeba tiirlerinin MSS’ye yerlesmesi sonucu meydana gelen

semptomlar asagidaki gibidir (34, 43, 62):

. Bas Agrisi

o Mental durumda anormallikler
o Ense sertligi

o Nobet

. [rritasyon

. Bulant1 ve kusma

° Yari felg

o Kafa tasi sinirlerinin felci

o Haliisilasyonlar

o Yiiriime bozuklugu

o Cift gorme

o Isiga karst duyarlilik
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. Uyku diizensizligi

. Istahsizlik

o Babinski Belirtisi (Yar1 felglilerde ayak alt1 ¢izildiginde meydana
gelen ekstansiyon hareketi)

o Kerning Belirtisi (Karin iizerine kivrilan bacagin tekrar eski

durumuna getirilememesi)

Patolojik bulgular genellikle kanamaya bagli nekroz, fibrin birikimi ve
inflamasyon igerir. Serebral hemisferlerde siddetli 6dem goriiliir. Multifokal
lezyonlar orta beyin, beyin sapinda, corpus callosum ve serebellumda
goriiliir. Temel olarak, polimorfoniikleer lokositler ve mononiiklear
hiicrelerden olusan, kronik inflamasyon sivisi, korteks iizerinde goriiliir

(43).

GAE olgularinin tanmisinda, BOS ya da beyin dokusu incelenir. Bu
materyallerden lam-lamel arasinda preparat hazirlanip, direkt olarak veya
cesitli boyalarla boyandiktan sonra mikroskopta incelenerek amip varligi
aranir. Bunun yaninda, aliman materyaller kiiltiir ortamina ekilerek amibik
bir iireme olup olmadigina bakilabilir. Laboratuvarda yetistirilmis findik
farelerine, hastalardan alinan 6rnekler steril kosullarda burundan verilir ve
birka¢ giin i¢inde hayvanlarda meydana gelen degisiklikler gozlenir, daha
sonra enfekte edilen farelerin beyin dokular1 incelenerek amip
trofozoitlerinin ve Kkistlerinin bulunup bulunmadigr arastirilir. Beyin
dokusundan histopatolojik kesitler hazirlayip, ¢esitli boyalarla boyanarak da
amip varhigr arastirilabilir. Hematoksilen-Eozin, Gram, Giemsa gibi
boyalarla boyanmis preparatlarda trofozoitler, makrofaj veya diger

hiicrelerden ¢ekirdek¢igin yapist ile ayrilir (34, 43, 58, 62, 63).
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GAE’nin tedavisinde, tek bir ilagla tedaviye kiyasla, kombine ilag
tedavisinin daha etkili oldugu bildirilmistir. Bunun sebebi, bir¢ok ilacin
amebosidal etki yerine amebostatik etki gostermesidir. Bu parazitozun
tedavisinde, erken tan1 ¢ok onemlidir, maalesef bircok GAE olgusunda hasta
oldiikten sonra tani konabilmistir (43). GAE olgularinda serebral 6dem ve
inflamasyonu Onlemek icin kortikosteroidler kullanilmasina ragmen,
arasgtiricilar GAE olgularinda kullanilmalarini dnermemektedir. Genellikle
tedavide, ketoconazole, rifampin, trimethoprim, sulfamethoxazole gibi

ilaglar kullanilmaktadir (34, 43, 62).

B. AIDS’li Hastalarda Acanthamoeba Infeksiyonu:
AIDS’li  bir kisideki Acanthamoeba infeksiyonu ilk kez 1986 yilinda
bildirilmistir (20). Bu yildan sonra, AIDS’li kisilerde, c¢ok sayida
Acanthamoeba infeksiyonu olgusu bildirilmis olup, bu olgularin bir gogunda
tan1 otopsi ile konmustur. HIV, insanin immiin sistemini baskiladigindan,
AIDS’li kisilerde infeksiyonun diger organ ve dokulara sigramasi sik
goriilen bir durumdur. AIDS’li kisilerde hastalik ¢ok hizli ilerler ve bir¢ok
hastada norolojik semptomlarin goriilmesinden bir ay veya daha kisa siire
sonra Oliim gerceklesir. AIDS hastalarinda kronik siniizit, otit, kutanoz
lezyonlar, siniis lezyonlari, deri iilserleri ¢ok sik goriilmektedir. Bunun
yaninda bu hastalarda, Acanthamoeba cinsi amiplerin etken oldugu
l16kositoklastik vaskiilitis, amebik osteomyelitis ve endofithalmit olgular

bildirilmistir (34, 43).
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C. Kutanoz Acanthamoebiasis: Genellikle AIDS hastalarinda
goriilen bu infeksiyon, tek basina veya MSS infeksiyonu ile birlikte
goriilmektedir. Bu hastalik sert eritamat6z nodiiller veya deri {ilserleriyle
karakterizedir. Kutandz acanthamoebiasis’in  erken  belirtisi  sert
paptilonodiillerin meydana gelmesidir. Bu nodiil, irinli bir materyal toplar ve
daha sonra iyilesmeyen sert iilserlere doniislir. Kutandz lezyonlarin
histopatolojik  incelenmesi  sonucunda, nekroz odagi c¢evresinde,
inflamatuvar hiicreler, wvaskiilit, trofozoitler ve kistlerin bulundugu
gosterilmistir (43).

Kutandz acanthamoebiasis’de tani materyali olarak, lezyondan alinan
biyopsi materyali kullanilmaktadir. Bu materyal, ilizerine bakteri siiriilmiis
besleyici degeri olmayan agar ortamina ekilerek, amip iiremesinin olup
olmadig1 takip edilir. Histopatolojik tamida, biyopsi materyali,
hematoksilen-eozin, periyodik asit-schiff, calcofluor beyazi gibi boyalarla
boyanarak amip varligi arastirilabilir. Buna ek olarak, PCR, RFLP gibi
molekiiler metodlar ile immiinokimyasal yontemler de tanida kullanilabilir
(43).

Heniiz tedavisinde kesin olarak bir ila¢ 6nerilmeyen bu infeksiyonun
tedavisinde farkli ilaclar kullanilmaktadir. Kutandz acanthamoebiasis
itraconazole, pentamidine, 5-fluocytosine, topical chlorhexidine gluconate
ve ketoconazole krem kullanarak basarili olarak tedavi edildigi bildirilmistir

(43).
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D. ACANTHAMOEBA KERATITI

Acanthamoeba tiirleri, insanda kronik, ilerleyici iilser olusumu ile
karakterize olan, tedavisi ve tanisi oldukg¢a zor bir keratite neden olurlar
(29). Acanthamoeba keratiti aslinda yeni tanimlanan hastaliklar arasindadir.
Ik kez Nagington ve arkadaslari tarafindan, 1974 yilinda bildirilmistir (64).
Fakat, hastalik 1980’11 yillara kadar ¢ok nadir goriiliirken, bu yillardan sonra
kontakt lens kullanimina bagli olarak insidansinda O6nemli bir artma
gorlilmiistiir (28, 47, 48, 77).

Vahlkampfia ve Hartmanella cinslerinin kontakt lens kullananlarda
keratite neden oldugu bildirilmistir (1). Bunun yanida, sekiz Acanthamoeba
tiirli keratite neden olmaktadir (43). Bu tiirler sunlardir:

e Acanthamoeba castellanii
e A polyphaga

e A hatchetti

e A culbertsoni

e A. rhysodes

e A lugdunensis

e A quina

A. griffini

Acanthamoeba keratiti, bu amiplerin kornea ile direkt temasi sonucu

olusmaktadir. Bu temasta, korneadaki travma, kontakt lens kullanimi,
kontakt lenslerin kontamine lens soliisyonlar1 ile temizlenmesi rol
oynamaktadir (21, 28, 47, 48, 77). Acanthamoeba keratiti, immiin sistemi
saglam, saglikli kisilerde goriliir ve bu kisilerde koruyucu immiinite
gelismez. Infeksiyonda, siddetli okiiler agri, yangi, gdrme bozuklugu ve
halka seklinde stromal infiltrasyon vardir. Tanis1 ¢ogunlukla, kornea kazinti
materyalinin direkt incelenmesinde amibi saptayarak, bu materyalden etkeni
tireterek ya da histopatolojik kesitlerde paraziti gorerek konur. Tedavide

cesitli ilaglar denenmistir. Etkili olanlar arasinda propamidine isethionate,
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ketoconazole, miconazole ve itraconazole sayilabilir. Bu hastalik tedavi

edilmediginde goérmenin ya da gdziin kaybi s6z konusudur (29, 43, 64).

EPIDEMIiYOLOJIi

Gozde Acanthamoeba infeksiyonu ilk kez 1974 yilinda Nagitton ve
arkadaslari tarafindan bildirilmistir. Burada iki olgu tanimlanmistir. Birinci
olgu, bayan bir 6gretmendir. Bu olguda, 6gretmenin goéziine kus ¢arpma
hikayesi vardir, bunun sunucunda oldukca ilerlemis keratit meydana gelmis
ve hastaya rekalsitrant tedavisi uygulanmustir. ikinci olgu ise, bir yil énce
goziine agac dali carparak yaralanma meydana gelen erkek bir ¢ift¢idir. Bu
yaralanmadan sonra goz hizla iyilesmis ve bir yil sonra Acanthamoeba
infeksiyonunun ilk belirtileri ortaya ¢ikana kadar hastaya herhangi bir sikinti
vermemistir (43, 64). Bu olgular bildirilmeden 6nce 1973 yilindaki Dallas’ta
yapilan Okiiler Mikrobiyoloji ve Iimmunoloji grubu toplantisinda Amerika’li
bir ciftcideki rekalsitrant korneal infeksiyonu bildirilmistir (64). Burada
bildirilen olguyla, Nagitton ve arkadaslarinin 1974 yilinda bildirdikleri
olgular aym goriinlimdedir. Bu ii¢ olguda bir travma sonucu meydana
gelmigtir ve tedavi edilmeye caligilmasina ragmen korliikle sonuglanmustir.
Bu olgulardan sonraki 10 yilda Acanthamoeba infeksiyonu ¢ok nadir olarak
gorlilmiistiir ve bu yillarda, olgularin ana nedeni hafif okiiler travma olan 11
Acanthamoeba keratiti olgusu bildirilmistir (64). Bildirilen olgularin
hicbirinde kontakt lens kullanimina bagl bir keratit goriilmemistir.

1984 yili  baslarinda, gozinde travma hikayesi olmayan
Acanthamoeba keratitli hastalarin sayisinda biiyiik artma gortilmistiir (47).
Yumusak kontakt lens kullanimina bagli Acanthamoeba keratiti ilk kez
1984 yilinda Samples ve arkadaslar tarafindan bildirilmistir. infeksiyon 42
yasindaki, Amerika’li, erkek bir hastada meydana gelmis ve korneadan A.

castellanii izole edilebilmistir. Arastiricilar kontaminasyonun sicak su
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kiivetlerinden meydana geldigini diisiinmiislerdir (56). Bu olguyu takiben,
ayn1 y1l i¢inde 48 yasindaki bir kadinda yumusak kontakt lens kullanimina
ve travmaya bagli olan ikinci olgu Hirst ve arkadaslar1 tarafindan Amerika
Birlesik Devletlerinden bildirilmistir. Bu olguda tan kiiltiir ve histopatolojik
caligsmalar ile konmus ve indirekt immunfloresan teknigi ile izole edilen
amip tlriiniin A. castellanii oldugu belirlenmistir (25). 1985 yilinin Mart
aymnda yumusak kontakt lens kullanan bir bayanin iki goziinde birden
Acanthamoeba keratiti belirlenmistir (64). Ayni yil Eyliil ayinda, Moore ve
arkadaslar1 yaglar1 13, 22 ve 25 olan ve giinliik yumusak kontakt lens
kullanan #i¢ gence, Acanthamoeba keratiti tanist koymuslardir. Hastalarin
kontakt lenslerini damitik su ve tuz tabletlerinden yapilmig olan tuz
soliisyonlart ile steril ettikleri belirlenmistir. Arastiricilar, hastalardan birinin
lens soliisyonundan, Acanthamoeba cinsi amip izole etmislerdir. Bu
hastalarin tanisi, korneal biyopsi materyalleri ile konmus ve hastalik
neomycin-polymyxin, miconazole ve propamidine isethionate ile tedavi
edilmistir (47).

Stehr-Green ve arkadaslart ABD’deki epidemiyolojiyi belirlemek i¢in
Okiiler Mikrobiyoloji ve Immiinoloji Grubunun ve Hastalik Kontrol
Merkezinin verilerini toplamislar ve 1981 ile 1989 yillar1 arasinda, toplam
208 Acanthamoeba keratiti olgusu oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar,
1981 ile 1984 yillar1 arasinda keratit olgularinin sayisinda kademeli bir artis
goriilirken, 1985 yili baslarinda olaganiistii bir artma oldugunu
belirtmislerdir. Erkek ve kadinlarin ayni oranda etkilendiginin belirlendigi
calismada hastalarin %85 inin kontakt lens kullandig1 vurgulanmustir (71).

Bacon ve arkadaslari, Mart 1984 ile Eyliil 1992 yillar1 arasinda
Londra’da bulunan Moorfield g6z hastanesinde, ard arda gelen 72
Acanthamoeba keratiti (77 goz) olgusunun, tami faktorlerinin, kiltiir
prosediirlerinin  basarisinin, ilag ve cerrahi tedavilerin sonuglarinin
degerlendirdikleri bir makale yaymlamislardir. Farkli tan1 yontemlerini

degerlendiren arastiricilar, yumusak ve sert kontakt lens kullanan kisilerde
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olusan keratiti karsilastirmislar, yumusak kontakt lens kullananlarda olgu
sayisinin fazlaligina ve klinik goriinlimiiniin daha agir olduguna dikkat
cekmislerdir (6).

Radford ve arkadaslari Ingiltere’de bulunan 14 bolgesel saglik
otoritesi gbz hekiminin, 12’si ile koordineli olarak yiiriittiikkleri calismada 1
Ekim 1992 ile 30 Eyliil 1996 tarihleri arasindaki verileri toplamislar ve bu
bolgelerde toplam 243 hastaya Acanthamoeba keratiti tanisi kondugunu
belirlemislerdir. Buna gore insidansini her 100.000 kiside 0,14 olarak
belirlemislerdir (54).

Yurdumuzdaki ilk Acanthamoeba keratiti olgusu 1996 yilinda, Akyol
ve arkadaslar tarafindan Elazig’dan bildirilmistir (4). Ikinci olgu Akisii ve
arkadaslar tarafindan, 1999 yilinda Izmir’den bildirilmistir (2). Bildirilen
bu iki olguda da etken izole edilememistir (70).

KLINIK GORUNUM

Yabanci bir cisim tarafindan yaralanma nedeniyle olusan korneal
travma, kontakt lensle yiizme, steril olmayan lens temizleme soliisyonlarinin
kullanilmas: gibi nedenlerle gézde Acanhamoeba infeksiyonu gelisebilir
(29, 34, 43). Genellikle tek goziin etkilendigi Acanthamoeba keratitinin
klinik goriiniimii oldukca degisiklik gosterir. Hastaligin baslangicinda
goriilen semptomlar Acanthamoeba keratitine spesifik degildir ve genellikle
mikroerozyonlar ve diizensiz sinirlara sahip opasite goriiliir. Bu durumda
kornea floresan boya ile boyanmaz (29). Bu goriinim Herpex simplex
infeksiyonunun baslangigtaki goriiniimii olan dendritiform keratite benzer
ve tanida karisikliklara neden olur. Acanthamoeba keratitinde, multifokal
bilesik yapida olmayan graniiler epitelyopati ve subepitelyal opasitelerin
varligi, perindral inflamasyona bagli lezyonun goriiniimi, siddetli agri,

kontakt lens kullanim1 ya da kontamine sularla temas gibi risk faktorlerinin
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mevcudiyeti ve antiviral tedaviye cevap vermemesi gibi 6zellikler herpetik
keratitle ayirici tanisinda 6nemlidir (3, 29, 43, 64).

Ilerlemis Acanthamoeba keratiti olgularindaki semptomlar asagidaki
gibidir(3, 29 43, 64):

e Kapak diismesi (Eyelid ptosis)

e Konjuktivanin kizarikligi (Conjunctival hyperemia)

e Isiga hassasiyet (Photophobia)

e 0z sulanmas1 (Watering-Tearing)

e Bulanik gérme ( Blurred vision)

e Go6zde agr1 (Ocular pain)

e Kornea sinir tabakalarinin infiltrasyonu (Perineural infiltrates)
e Korneadaki beyaz goriiniimde olan leke (Opacites)

e Kornea epitel defekti ( Loose corneal epithelium)

e Batma, yanma, sulanma sikayeti (Irritation)

Baglangicta amip, kornea epitelinde sinirli kalir, fakat hastalik
ilerledik¢e, stroma icinde yayillmaya baglar ve buna bagli olarak
inflamasyon  gergeklesir.  Cogunlukla, = Acanthamoeba  keratitinin
karakteristik klinik goriinlimii halka seklinde stromal infiltrasyondur ve
stromada ndtrofiller gibi inflamator hiicreler birikim gosterir. Klinik olarak,
konjunktiva kizarikligi, korneal inflamasyonu, episklerit, sklerit meydana
gelir. Trofozoitler, korneal sinirlere infiltre olabilir, bunun sonucunda neurit
ve nekroz olusabilir. Nadir olarak meydana gelen durum, Acanthamoeba
cinsi amiplerin korneadan retinaya sigramasidir, bu durumda koriyoretinit
meydana gelir. Medikal ve cerrahi tedavinin cevap vermedigi siddetli
olgularda goziin ¢ikarilmasi gerekebilir (3, 29, 43, 64).

Bacon ve arkadaslari, 72 Acanthamoeba keratiti hastasinin 9’unda
(%12.5) perinoral infiltrasyon, 9’unda (%12.5) tipik semptomlar ile birlikte
atipik bir keratit goriiniimii, 3 hastada halka seklinde inflamasyon (% 4), 3
(% 4) hastada dendriform iilser, 9 hastada limbit (% 12.5) saptamislardir (6).
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TANI

Acanthamoeba keratitinin tanis1 olduk¢a zordur, ¢iinkii klinik
goriiniimii Herpex simplex, Pseudomonas aeruginosa veya fungal keratite
¢ok benzer. Bu durum, tanida yanligliklara neden olabilir. Yanlis tani
sonucunda uygulanacak anti-viral, anti-fungal veya anti bakteriyel tedavi
hastaligin klinigini gdlgeler ve tedavide gecikmelere neden olur (43).

Tani i¢in korneal veya konjuktival siiriintii 6rnekleri uygun degildir.
Acanthamoeba kist ve trofozoitlerini saptamak i¢in, korneal kazinti ve
biyopsi materyalleri ¢ok uygundur (3, 29, 43).

Antibiyotik tedavisine cevap vermeyen korneal iilser Acanthamoeba
keratitini diistindiirse de (3, 29), esas tan1 laboratuvar arastirmalar ile konur.
Tani i¢in kullanilan farkl yontemler mevcuttur:

L. Kiiltiir Yontemi: Kiiltir yontemi etkenin belirlenmesi agisindan
cok Onemlidir. Acanthamoeba tiirii amiplerin gelisebildigi birgok
besiyeri mevcuttur (65) ama tamida en cok kullanilan besiyeri,
tizerine Escherichia coli ya da baska bir gram negatif bakteri
stiriilmiis olan, besleyici degeri olmayan agar ortamidir. Kiiltiir i¢in
korneal kazint1 materyali ¢ok uygundur. Agar besiyerinin hazirlanis
kisaca soyledir: Agar, %1.5-2 oraninda hazirlanarak, otoklavda steril
edilir ve 10-15 mL steril petri kaplarina dokiiliir; kullanmadan 6nce
tizerine bakteri siiriildiikten sonra petrinin orta kismima materyal
konur ve 35-37°C’de inkiibe edilir, ertesi giinden itibaren amip
iiremesi olup olmadigi mikroskopta incelenerek belirlenir (57,62).
Burada dikkat edilmesi gereken nokta, korneal kazinti materyalinde
bakteri ya da mantar olabilir, bu durum da tanida karisikliklara
neden olabilir. Korneal kazinti 6rneginden yapilan kiiltiir negatif
ciktiginda, korneal biyopsi drneginden kiiltiir yapilmasi gerekebilir,
bunun yaninda lens saklama kaplarindan ve lens temizleme

soliisyonlarindan alinan Orneklerden de kiiltiir yapilmalidir. Bu
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I1.

materyallerden  yapilan kiiltiirlerin =~ pozitif ¢ikmast  taniyi
kesinlestirmez, fakat Acanthamoeba infeksiyonu oldugunu
disiindiirebilir (43).

Sitolojik Tani: Sitolojik tani i¢in farkli yontemler kullanilir.

A) Indirekt Immunofloresan - Antikor Testi: Bu test ile korneal
kazinti veya doku biyopsi materyallerinde amiplerin varligi
belirlenebilir. Anti-amip antikorlar1 olusturmak i¢in genellikle
tavsan kullanilir, elde edilen antikorlarla indirekt-immun
floresan yontemi ile amiplerin varlig1 belirlenebilir (17).

B) Calcoflour Beyazi: Bu boya, kemofloresan bir boya olup,
polisakkarit polimerlerine affinitesi vardir. Bu nedenle korneal
dokulardaki amip kist ve trofozoitlerinin belirlenmesinde
kullanilabilir. Oldukg¢a basit ve hizli olan bu metodun islem
basamaklar1 kisaca su sekildedir: Korneal kazinti materyali lama
siiriiliir, metil alkolde 3-5 dakika tespit edildikten sonra lam
izerine birka¢ damla %1’lik Calcoflour beyazi ile %1’lik Evans
Blue damlatilir ve 5 dakika sonra boya fazlaliklar1 uzaklastirilip,
lamel kapatilarak floresan mikroskobunda incelenir. Bu boya ile
amiplerin kist duvari, parlak elma yesiline boyanirken,
trofozoitler kirmizi-kahverengiye boyanir. Calcoflour beyazi ile
parafine gomiilii dokular i¢indeki trofozoit ve kistler de hizli bir

sekilde boyanarak belirlenebilir (43, 76) .

C) Akridine Orange: Korneal kazint1 6rnekleri ve serebrospinal
stv1 akridine orange ile boyanarak, Acanthamoeba keratitinin ve
GAE’nin hizli ve kolay bir sekilde tanisi yapilabilir. Korneal

kazint1 6rneklerinin akridin orange ile boyanmasi sonucu,
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inflamatuvar hiicreler ve korneal epitel hiicreleri arasinda
Acanthamoeba Kkistleri sari-portakal rengine boyanarak belirgin
hale gelir (22).

D) Laktofenol (Pamuk Mavisi): Bu boya ile korneal kazinti
orneklerinde, Acanthamoeba kistlerinin varligi hizli ve kolay
bir sekilde belirlenebilir. Korneal kazinti temiz bir lama stiriiliir
ve iizerine bir damla laktofenol (pamuk mavisi) (20 g fenol
kristalleri, 20 mL laktik asit, 40 mL gliserol, 20 mL distile su,
0.05 g pamuk mavisi) damlatildiktan sonra lamel kapatilarak
151tk mikroskobunda incelenir. Burada Acanthamoeba
kistlerinin ¢ift katli duvart belirginlesir ve kist ¢evreye gore
oldukca koyu maviye boyanir. Bazi laboratuvarlar bu boyanin
kanserojen etki gdstermesinden dolay1r Laktofenol Anilin Blue
boyasini tercih etmisler fakat bu boyanin Acanthamoeba
kistleri ile hasta dokusu arasindaki kontrastt iyi
saglamamasindan dolay1 basarili sonuglar elde edememislerdir

(73).

Konfokal Mikroskop ile Tami: Konfokal kornea mikroskopisi
son yillarda gelistirilmis olan bir muayene teknigidir. Korneanin
genis bir alanda, dis tabakadan, i¢ tabakaya kadar taranmasini saglar.
Konfokal mikroskopla, binokiiler mikroskop ile goriilemeyecek
hiicre yapilarinin en yiiksek biiylitmede goriilebilmesi saglanir (69).
Acanthamoeba cinsi amipler, konfokal mikroskop ile in vivo olarak
belirlenebilir. Kiiltiir yonteminde sonuclarin ge¢ alinmasi ve korneal
kazinti ya da korneal biyopsi materyaline gereksinim duyulmasi,
sitolojik tan1 yOntemlerinde de yine korneal kazinti materyaline
gereksinim duyulmasi ve ¢cogunun pahali olmasi konfokal mikroskop

ile taniy1 avantajli hale getirmistir. Heniiz rutin klinik kullanimi
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IV.

VI

olmayan bu yontemin temel avantaji, Acanthamoeba cinsi amiplerin
tam olarak korneay: istila edemedigi durumlarda bile hizli tam
imkan1 saglamasidir. Bu mikroskop ile kistler, yliksek kontrastta 10-
25 um capinda, oval ya da yuvarlak, iki tabakali kist duvarn ile,
trofozoitler ise degisen biiylikliik ve sekilleriyle ayirt edilirler (43,
53, 64).

PCR ile Tani: Son yillarda umut verici teknikler arasinda goriilen
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) oldukga spesifik bir yontemdir.
Mutlaka korneal kazinti materyaline gerek duyulan bu yontemde,
korneal dokudan DNA izole edilir ve Acanthamoeba’ya spesifik
oligoniikleotit primerleri kullanarak, izole edilen DNA ig¢inde
Acanthamoeba’ya ait olan gen bolgesinin varhigi arastirilir. Burada
dikkat edilmesi gereken nokta, kullanilan primerlerin mutlaka
Acanthamoeba genusuna spesifik olmasidir. Eger goz birkag amip
ile (1-5 adet) enfekte ise diger metodlarla tan1 konulmasi ¢ok zordur.
Bu durumda gbz yas1 orneklerinden PCR yapilmast onerilir. PCR
tan1 amaglt kullanimi yaninda, hastalarin tedaviye cevaplarinin

arastirilmasinda da giivenli bir sekilde kullanilabilir (29, 43, 64).

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Teknigi ile Tan::
Floresan in situ teknigi ile, tiire spesifik radyoaktif isaretli prob
kullanarak Acanthamoeba keratitinin tanis1 konabilir. Tiire 6zgii dizi
T4 problaridir ve cins diizeyinde ortak olan bu prob 22 bazdan
olusur. Bu dizi 18S rDNA dizisine komplamenterdir. Bu yontemle
Balamuthia mandrillaris ve Hartmanella vermiformis tiirlerinin

tanis1t konamaz (72).

Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP): Bu

yontem tani amagli kullaniminin yaninda, ¢ogunlukla gozii infekte
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eden Acanthamoeba tiiriinii belirlemeye yonelik bir tekniktir.
Acanthamoeba cinsine ait varyasyon bolgeleri PCR ile ¢ogaltildiktan
sonra, restriction endoniikleazlar ile kesilir ve enzimin tanima
bolgelerinin 6zelligine gore amibin tiiri belirlenir. Acanthamoeba
cinsinde varyasyon bolgesi 18 S rRNA bolgesidir. Aym sekilde
mitokondrial 16S rRNA bdlgesi de varyasyon gosterir. Rastgele de
olsa, total DNA’nin da varyatif oldugu bildirilmistir (43).

Immunohistokimyasal Analiz: Acanthamoeba cinsi amiplere

0zgill immunohistokimyasal problar kullanarak Acanthamoeba

keratitinin tanis1 konulabilir (43).
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TEDAVi

Acanthamoeba keratitinin tanisi zor oldugundan, sik sik tedavide gecikmeler

ve buna bagli olarak da gorme kaybi olabilir. Eger infeksiyon c¢ok erken

tanimlanirsa etkenin sadece epiteli istila etmis olma olasilig1 yiiksektir ve daha

kolay ve kisa siirede tedavi edilmesi miimkiindiir (43). Tedavi geciktigi taktirde

amipler, korneanin derin tabakalarini istila eder ve bu durumda tedavi siiresi

birka¢ ay, bir y1l ya da daha uzun olabilir. Bunun yaninda hastaligin tekrar etme

olasilig1 artar, ¢linkii dokudaki trofozoitler kist formuna gecer ve kullanilan birgok

amobisidal ilag, kistlere etki etmez (6). Tedavide basarisizlik sik goriilen bir

durumdur, bunun sebebi de kullanilan ilaglarin zayif etki gdstermesi, tedavi

stiresinin yetersiz olmasi veya etkenin ilaglara direng¢ kazanmasi olabilir (18, 27,

43).

Acanthamoeba keratitinin tedavisinde farkli protokoller uygulanmaktadir:

I.

Amoebisidal  Ajanlar:  Acanthamoeba  keratitinin  ilk
goriilmesinden sonraki 10 yilda, bu hastalik klinik bir problem
haline gelmistir. Bu déonemde ¢ok ¢esitli topikal ajanlar ve bunlarin
kombinasyonlar1 kullanilmig fakat genellikle tedavi basarisiz
olmustur. Tedavideki basarisizlik genellikle penetran keratoplasti
gerektirmis, bu durum da ¢ogunlukla gérmenin ya da goziin kaybi
ile sonlanmistir (29). Wright ve arkadaslari, ilk kez 1985 yilinda
Acanthamoeba keratitinin basarili bir sekilde tedavisini, %1’lik
propamidin isethionate (Brolene) ve % 0.15 dibromopromidine
kullanarak gerceklestirmislerdir. Bu iki ilag DNA sentezini inhibe
eden diamidin tiirevleridir. Tedavi sonrasi kullanilan neomycin’in
toksik etki gosterdigi saptanmistir (78). Arastiricilar bu tedavi
protokoliiniin erken donemdeki enfeksiyonlarin tedavisinde etkili

oldugunu belirtmislerdir (6, 78).
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Miconazole, itraconazole ve ketaconazole gibi imidazoller de
tedavide basarili bir sekilde kullanilmaktadir (8, 27, 30, 48).
Miconazole’iin topikal olarak tedavide kullanim1 sonucunda
epitelyal toksisitenin meydana geldigi bildirilmistir. Ketaconazole’in
Acanthamoeba keratitinin tedavisinde etkili olabilmesi i¢in sistemik
olarak verilmesi Onerilmektedir (43). Ishibashi ve arkadaglar
Acanthamoeba keratitli ii¢ hastaya, oral itranazole ve topikal %0.1
miconazole uygulamislar ve uygulamadan 6-7 giin sonra hastalikta
onemli derecede gerileme goriliirken, hastanin durumuna gore 5-9
haftada tam olarak iyilestigini belirtmislerdir. Tedavide kullandiklar
bu ilaclarin toksik etkisi olmadigmi da aragtirmalarinda
vurgulamiglardir (30). Hirst ve arkadaslar1 Acanthamoeba keratitli
bir hastayi, 6 hafta boyunca sistemik ketaconazole ve topical
miconazole ile basarili bir sekilde tedavi etmislerdir (25). Berger ve
arkadaglar1 Acanthamoeba  keratiti tanisi konan 7 hastanin
tedavisinde, topical neomycin-polymyxin B-gramicin, %1’ lik
propamidine isethionate ve %1°lik miconazole nitrat’tan olusan tiglii
kombine ila¢ kullanmislardir. Arastiricilar bu tedavinin erken ve
ilerlemis olgularin her ikisinde de etkili oldugunu belirtmislerdir (8).

Polyhexamethylene biguanide (PHMB), Zeneca Farmasdotik
firmasmin dezenfektan olarak {iirettigi, Baquacil olarak bilinen bir
triindiir. Bu {rtinin  Acanthamoeba cinsi amiplerin  hem
trofozoitlerine, hem de kistlerine etkili oldugu bildirilmistir (Seal
1995). Katyonik bir antiseptik olan bu maddenin terapotik kullanimi
icin lisanst yoktur. Buna ragmen Larkin ve arkadaslar1 %00.02
konsantrasyonda tedavide basarili sonuglar elde etmislerdir (67).
PHMB’nin yalniz kullanimi sonucu toksik etki meydana gelmezken,
diger ajanlarla birlikte kullanimi sonucu toksisite meydana
gelebilmektedir (43). Diger bir katyonik antiseptik olan

chlorhexidine ile Acanthamoeba keratiti tedavisinde basarili sonuglar
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elde edilmektedir. Kasrirukvangs ve arkadaslari  %0.006’lik
cholorhexidine soliisyonunun yalniz kullanimi sonucunda bes
hastanin dordiinde basarili sonuglar elde ettiklerini bildirmislerdir
(38).

Brosseur ve arkadaslari, 1994 yilinda %1°lik hexamidine ile
Acanthamoeba keratitinin tedavisini ger¢eklesmislerdir. Arastiricilar
oncelikle in vitro olarak, hexamidine’in kist ve trofozoitler iizerine
etkisini incelemigler ve oldukga yiiksek seviyede dldiirticii oldugunu
belirlemislerdir. Daha sonra hastalarin tedavisinde kullandiklarinda
in vitro ¢aligmalarin sonuglar1 desteklenmis ve basarili sonuglar elde
etmislerdir (9).

Chlorhexidine digluconate ile PHMB’nin kombinasyonu veya
hexamidine, pentamidine ve propamidine isethionate yada PHMB ile
hexamidin’in debridmen tedavisiyle birlikte kullanilmasi ile basarili
sonuclar elde edilmistir (28, 29, 55, 67). Propamidine’nin tedavideki
basaris1 yaninda, uzun siireli kullannominda Acanthamoeba keratitli

hastalarin gozlerinde anormalliklere yol actig1 goriilmiistiir (36).

26



Katyonik Antiseptikler | Cholorhexidine digluconate |Membran fonksiyonunu
Polyhexamethylene inhibe eder.
biguanide (PHMB)

Diamidinler Hexamidine DNA sentezini inhibe
Pentamidine eder.
Propamidine
isethionate (Brolene)

Aminoglikozitler Neomycin Protein sentezini inhibe
Paramomycin eder.

Imidazoller Clotrimazole Hiicre duvariin yapisini
Fluconazole bozar.
Ketaconazole
Itraconazole
Miconazole

Tablo 2. Acanthamoeba keratitinin tedavisinde kullanilan amoebisidal ajanlar

I1.

Kortikosteroidler: Topikal kortikosteroidler bazen Acanthamoeba
keratitinin  tedavisinde kullanilmaktadir fakat kullanilmalari
tartismalidir. Baz1 arastiricilar, bu ajanlarin kisinin immiin cevabini
baskiladigindan kullanilmasinin uygun olmadigini belirtmektedirler
(11). Bunun yaninda steroidlerin, kist haline gegisi ve kistten
trofozoitlerin ¢ikisini 6nledigi bildirilmistir. Bu durum, hastaligin
kontrol altina alinmasi acisindan Onemlidir. Fakat bunun
dezavantaji, steroid kullanimi ile kistler amebosidal ilaglara daha
dayanikli hale gelirler (29, 52). Bacon ve arkadaslari, sadece uveit,
agrisiz llser, stromal lizis indikasyonlar1 olanlarda ve keratoplasti
sonrasi, 77 goziin 49’una topikal steroid uygularken, 72 hastanin

4’line ( siddetli sklerit olan) flurbiprofen ve topikal steroidi kombine
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IV.

olarak kullanmislar ve iyi sonuglar elde etmislerdir (6). Illingworth
ve arkadaglar1 antiamoebal tedavi ile hastalig1 kontrol altina aldiktan
sonra, 23 goziin 18’inde steroid kullanmiglar ve hastaligin

ilerlemesini 6nlemislerdir (28).

Antibakteriyal Ajanlar: Acanthamoeba keratitinin ilk goriildiigi
yillarda siklikla kullanilan antibakteriyal ilaglar, etkili antiamoebal
ilaglarin bulunmasiyla daha az kullanilir hale gelmistir (43). Bu
ilaglarin kullanilmasinin temel amaci, amip infeksiyonu ile birlikte
meydana gelen bakteriyal infeksiyonu temizlemektir. Bacon ve
arkadaslar1 Acanthamoeba keratiti tanis1 konan 72 hastanin, 25’inin
kornea kazinti materyalinden bakteri izole etmislerdir (6). Klinik
olarak bakteri infeksiyonundan siiphelenildiginde veya korneadan
bakteri izole edildiginde, antiamoebidal ilaglara ek olarak
antibakteriyal ilaclarin kullanilmas1 Onerilmektedir, bu durum
Acanthamoeba keratitini kontrol altina almak acisindan 6nemlidir
(29).

Kornea Kazima Yontemi: Kornea epitelinde etkilenen bolgenin
kazinmasi ile tedavide basarili sonuglar elde edildigi bildirilmistir.
Holland ve arkadaslar1 erken donemde Acanthamoeba keratitinin
tanisim1 koymuslar ve kornea kazima tedavisi uyguladiktan sonra
hastaya antiamoebidal ilaglar vermislerdir. Arastiricilar tedaviden iki
hafta sonra korneanin hizla rejenere olarak, normal haline
doniistiiglini ve enfeksiyonun tekrarlama riskinin ¢ok diisiik
oldugunu belirtmislerdir (26). Brooks ve arkadaslar1 tarafindan
epiteli az etkilenmis olan kornea epiteline kazima tedavisi

uygulamiglar ve tedavinin sonucunda hastaliin tekrarlanmadigi

28



gorlilmiistiir. Aym1 zamanda arastiricilar bu tedaviye ek olarak

medikal tedavinin uygulanmasin1 6nermektedirler (10).

Penetran Keratoplasti: Bu tedavi, hastalikli kornea dokusunun,
degisik caplarda, tam kalinlikta kornea dokusu olan verici doku ile
degistirilmesidir  (69). Acanthamoeba keratitinde, maksimum
tedaviye ragmen ilerleyen veya perforasyon riski yiiksek olan
hastalarda, erken donemde penetran keratoplasti uygulamasi gerekli
olabilir. Bu hastalarda infeksiyonun tekrarlama riski yiiksektir.
Gorme rehabilitasyonu i¢in keratoplasti, infeksiyon tamamen tedavi

edildikten en az alt1 ay sonra uygulanmalidir (3, 29).
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GEREC VE YONTEM

L. Amiplerin Elde Edilmesi, Uretilmesi ve Incelenmeleri

Ia. Deneyde Kullanilan Amip Tiirleri ve Elde Edilmesi:
Deneyde kullanilan Acanthamoeba cinsi amipler Viyana Universitesi,
Medikal Parazitoloji bdliimiinden elde edilmistir. Buradan elde edilen iki

amip tiirii deneylerde kullanilmistir. Bu tiirler:

A. Acanthamoeba castellanii (1BU): Yaygin bir keratit olgusundan,
Julia Walochnik tarafindan izole edilmistir. Sekans tipi T4’tlir. Bu sus,
30, 34, 37 ve 40°C’lerde ¢ok iyi iirerken, 47°C’de ireme hizi ¢ok
yavastir (75).

B. Acanthamoeba hatchetti 2HH): Julia Walochnik tarafindan, ¢ok
hizli ilerleyen bir keratit olgusundan izole edilmistir. Yiiksek

sicakliklara olduk¢a dayanikli olan bu susun sekans tipi T4 tiir (75).

Ib. Amiplerin Uretilmesi: Amiplerin iiretilmesinde iki farkli ortam

kullanildi. Bunlar:

A. Besleyici Degeri Olmayan Agar (BDOA): Deneyde kullanilan amip
tiirleri Viyana Universitesi, Medikal Parazitoloji béliimiinden, bu ortam
icinde gonderilmistir. Daha sonra bu besiyeri laboratuvarda hazirlanarak,
gelen amiplerin devami saglanmistir. Bu besiyeri su sekilde hazirlandi:
%]1.5-2 oraninda agar, damitik su ig¢inde eritildi; otoklavda 121°C’de 15
dakika steril edildikten sonra, sicakken, steril kosullarda 9 cm ¢apa sahip
petri kaplarma 10 mL, 7 cm ¢apl petri kaplarina 5 mL dokiildii ve bir giin

bekledikten sonra ekim veya pasajlar i¢in kullanildi.
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Agar besiyerinde {iremenin gerceklesebilmesi icin, agar ylizeyine
Escherichia coli stiriildii. Bu bakteriyi tiretmek igin, igerigi; 5 g pepton, 2.5
g NaCl, 15 g Betext, 5 g agar ve 500 mL damitik sudan ibaret olan stok
besiyeri hazirlandi. Maddeler damitik suda eritildikten sonra otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edildi ve sicakken, steril kosullarda, steril seroloji
tiiplerine dokiildii ve egri bir zeminde donmasi saglandi. Hazirlanan bu
besiyerine, stok besiyerinden pasaj yapildi ve 24 °C’lik etiivde 24-48 saat
inkiibe edildi. BDOA’a amipleri pasaj yapmadan once, steril kosullarda,
ekiivyon yardimi ile stok besiyerinde iiremis olan bakterilerden siiriildii.

Amip liremesi olan plaklar, agilmadan, ters-yiiz durumda 10’luk objektif
ile incelendiler. Bu incelemede amipler, sadece trofozoitlerin bulundugu
erken donemde kontraktil vakuollerinin ve ¢ekirdeklerinin goriiniimiiyle,
daha sonraki donemlerde de tipik kist goriinlimleriyle ayirt edildiler. Bu
sekildeki inceleme sonucu amip liremesi olan bdlgeler cam kalemi ile
isaretlendi. Daha sonra normal duruma getirilen plaklar steril kosullarda
acildi, isaretlenen bolgeden kiiclik bir parga, steril lansetle kesilip, lanset
tizerine alind1 ve bu parga, iizerine E. coli siiriilmiis olan yeni BDOA
plaginin ortasina ters ¢evrilerek aktarildi. Ertesi giinden itibaren plaklar yine
ters-yliz durumda, mikroskobun 10x objektifinde incelerek amip iiremesi

takip edildi. Bu sekilde amipler monoksenik olarak iiretilmis oldu.

B. Sivi Besiyeri: Amipler E.coli ile birlikte monoksenik olarak
tiretildikten sonra aksenik kiiltiirleri hazirlandi. Bunun i¢in tamponlu tuzlu
su eriyigi  (0.120 g NaCl, 3 mg MgCl,.6H,0O, 3 mg FeSO,.7H,0, 0.1 M
KH,POy4, 0.1 M Na,HPOy4, 1L Damitik su) icinde hazirlanan %1 protease
peptone, % 1 yeast extract ve %]1 glukozdan olusgan PPYG besiyeri
kullanild1 (50, 65). Hazirlanan bu besiyerinin pH’1, 7 olacak sekilde
ayarland1 ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Daha sonra steril
kosullarda besiyeri ig¢ine 500 IU/mL Penicilline G ve 0.5 mg/mL
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Streptomycine eklenerek, hiicre kiiltiirli siselerine 15-20 mL olacak sekilde
dagitildi.

Sivi Besiyerine Gegis: Besleyici degeri olmayan agar ortaminda,
trofozoitlerin kist haline ge¢mesi beklendi. Mikroskobik inceleme
sonucunda c¢ogunlugunun kist formunda oldugu belirlenen plaklar, steril
kosullarda agild1 ve agar yiizeyi steril olarak hazirlanan Page’in tuzlu su
eriyigi (0.120 g NaCl, 0.004 g MgS0O,4.7H,0, 0.004 g CaCl,.2H,0, 0.14 g
Na,HPOy4, 0.136 g KH,PO,4, 1L damitik su) ile yikanarak kistler toplandi.
Kistler steril santrifiij tiiptine aktarildi ve 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi {ist kistm atildi ve ¢okiintli vortekslendikten sonra
tizerine 5 mL Page’in tuzlu su eriyiginden eklenerek yine ayni hizda 10
dakika santrifiij edildi. Bu yikama islemi 3 kez tekrarlandi. Son yikama
sonunda bakterileri elimine etmek amaci ile ¢okelti {izerine % 3’liik HCI
¢ozeltisi eklendi ve bir gece oda sicakliginda beklendi. Ertesi giin % 3’liik
HCI i¢inde bulunan kistler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi, tist siv1
atild1 ve ¢okelti yine Page’in tuzlu su eriyigi ile 3 kez yikandi. Son yikama
sonrasi, ¢okiintii vortekslendikten sonra, i¢inde 15-20 mL PPYG besiyeri
bulunan, hiicre kiiltiirii siselerine aktarildi ve 37 °C’de inkiibe edildi. Ekim
yapildiktan birka¢ gilin sonra baslamak iizere, inverted mikroskopta amip
{iremesinin olup olmadig1 takip edildi. ilerleyen giinlerde amip iiremesinin
fazla oldugu Kkiiltiirlerden pasajlar yapildi. Bu amagla, oncelikle tabana
yapismis olan trofozoitlerin ¢ikmasi i¢in hiicre kiiltiirii siseleri hizla
calkalandi. Daha sonra, steril kosullarda bu besiyerinden 5 mL alinarak,
icerisinde 15-20 mL besiyeri bulunan yeni hiicre kiiltiirii siselerine aktarildi

ve yine flasklar 37 °C’de inkiibe edildiler.
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Ic. Amiplerin Incelenmesi: Uretilen amipler canli olarak ve gesitli

boyalarla boyanarak olmak tizere iki sekilde incelendiler.

A. Canh amiplerin goriiniimlerinin incelenmesi: Agar yiizeyindeki ve
PPYG besiyeri icindeki canli amip trofozoit ve kistleri mikroskopta
incelenerek fotograflar1 cekildi. Agar plaklar1 Oncelikle agilmadan 10x
objektifte incelenerek amip trofozoit ve kistlerinin yogun oldugu bolgeler
isaretlendi. Daha sonra steril kosullarda plaklar agildi ve isaretli bolgelerden
agar kesilerek lam iizerine alindi. Kesilen agar {izerine lamel kapatildi ve
10x ve 40x objektiflerde incelendi. Daha sonra bagka bir lam iizerine 1-2
damla serum fizyolojik damlatildi ve agardan kesilen parca ters gevrilerek
serum fizyolojik lizerine kondu. Agarda bulunan trofozoit ve kistlerin serum
fizyolojik icine ge¢mesi i¢in bir siire beklendikten sonra agar parcasi atildi
ve yine lamel kapatilarak mikroskopta incelendi.

PPYG besiyeri igindeki kistler ve trofozoitlerin hareketleri inverted

mikroskopta 10, 20 ve 40’lik biiyiitmelerde incelenerek fotograflar ¢ekildi.

C. Amiplerin Boyanarak Incelenmesi: Amiplerin boyanmasinda
Heidenhain’in demirli hematoksilen boyasi, Giemsa, PAP, PAS Schiff,
Van Gison, Masson Trikrom, Orsein, Retikiilin, Toludin-O, Musicarmin
boyalar1 kullanildi. Boyama islemine gegcmeden Once, agar plaklarinda
amip Uremesi olan bolgeler belirlendi; bu bolgeler kesilerek plaktan
cikarildi ve iist yiizeyleri lam yiizeyine gelecek sekilde ters-yiiz edilerek
lama yerlestirildi. Amiplerin lam yiizeyine ge¢mesi i¢in 1-1.5 saat
bekletildi. Daha sonra amipler Schaudinn fiksatifinde tespit edildikten

sonra boyandi.
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II.

Keme Goziinde Keratit Olusturma

ITIa. Deneyde Kullanilacak Kemeler ve Gruplari

A.

Kemelerin Tiirii ve Ozellikleri: Deneyde kullanilan kemeler
Cumhuriyet Universitesi, Deney Hayvanlar1 Béliimiinden elde
edilmigtir. Tiir ad1 Wistar albino olan kemelerin ortalama agirliklar1 250
g olarak belirlendi. Deneye baslamadan once biitlin kemelerin kornealar1
incelenerek normal olup olmadigi kontrol edildi ve kemeler gruplara

ayrilarak numaralandirildu.
Deney Gruplari: Deneyde kullanilan kemeler, histopatolojik inceleme
icin olusturulan grup ve hastaligin gelisiminin ve tedavisinin takip

edildigi grup olmak iizere iki temel gruba ayrildi:

1. Histopatolojik inceleme i¢in olusturulan grup: Bu grup 12 adet

kemeden olusmaktadir. Bu gruptaki kemelerin sag gozleri A.
castellanii (1BU) ile infekte edildi ve inokiilasyondan bir hafta
sonrasindan itibaren her hafta bir kemenin goéziiniin 6nce klinik
degerlendirmesi yapildi, daha sonra infekte goz cikartilarak rutin

yontemlerle histopatolojik kesitleri hazirlandu.

2. Hastaligin gelisiminin ve tedavisinin takip edildigi gruplar: Bu

gruplarda, karsilastirmali olarak iki farkli Acanthamoeba tiiriiniin
keratit yapma yetenekleri ve keratit olustuktan sonra uygulanan
tedaviye cevaplarini aragtirmak amaci ile 6’sar kemenin bulundugu,

3 grup olusturuldu.
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Grup I : Bu grubu olusturan kemelerin sag gozleri A. castellanii ile
infekte edildi.

Grup II: Bu gruptaki kemelerin sag gozleri A. hatchetti ile infekte
edildi.

Grup III: Kontrol grubu olarak belirlenen bu kemelerin sag

gozlerine Page’in tuzlu su eriyigi inokiile edildi.

ITb. Keme Goziine Yapilan Inokiilasyon

A. Kemelere Uygulanan Anestezi: Kemelere uygulanacak anestezik
maddeler ve dozlar1 agagida belirtildigi sekildedir:
e Rompun - 10 mg/kg (i.m —s.c)
e Ketamine HCI - 90 mg / kg (i.m)

B. Farelere inokiile edilecek amip siispansiyonunun hazirlanmasi:
PPYG besiyeri iginde iiretilmis ve ¢ogunlugu kist haline ge¢cmis olan
kiiltiirler inokiilasyon icin kullanild1. Oncelikle bu flasklar ¢alkalanarak
tabana yapismis halde bulunan trofozoitlerin ¢ikmasi saglandi. Daha
sonra bu kiiltiir, steril 15 mL’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak 800
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 dokiildii ve ¢okelti iki kez
Page’in tuzlu su eriyigi ile yikandi. Iki ytkama sonunda iist s1v1 dokiildii,

cokelti vortekslendikten sonra 1 mL’ye tamamlandi.

C. Inokiilimdeki amip sayisimin ve evrim formunun belirlenmesi:
Keme goziine inokiile edilecek amiplerin sayisi thoma lami ile
belirlendi. Lamelin thoma lamina iyice yapismasi saglandiktan sonra,
sayim yapilacak inokiilimden steril kosullarda bir damla alinarak
lamelin kanarina damlatildi. 40x objektifte 16 kii¢lik karedeki (bir biiytlik
kare) amipler sayildi. Amipler sayilirken biiyiik karenin kenarlar

tizerinde bulunan amiplerden sadece iki kenardakiler sayildi diger iki

35



kenar {izerinde bulunan amipler bu sayiya ilave edilmedi. Bulunan say1,
n x 16 x 10.000 ( n=amip sayisi) formiiliine gore hesaplanarak 1
mL’deki amip sayist bulundu. Bu sayimla inokiile edilecek amip
miktari, her iki tiir i¢in de 1.2 x 10° amip/mL olarak belirlendi. Bakterili
olan amip silispansiyonu hazirlanirken, amip siispansiyonu, bakteri
siispansiyonu ile karistirildi ve amip sayis1 1.2 x 10° amip/mL, bakteri
sayist ise 2 x 10* bakteri/mL olacak sekilde ayarlandi. Bir damla
inokiilim ile bir damla metilen mavisi karistirip, mikroskopta
incelenmesi sonucu inokiiliimdeki amiplerin evrim formlar1 daha acik
bir sekilde belirlendi. Metilen mavisi ile kist formlar1 boyanirken,
trofozoitlerin boyanmadig1 goriildii (Sekil 6). Buna gore inokiiliimiin %

90’1 kistlerden olusurken, % 10’unu trofozoitler olusturdu.

Sekil 6. PPYG besiyerindeki A. hatchetti trofozoit ve kistlerinin metilen

mavisi ile boyanmis goriiniimii.

D. inokiiliimdeki bakteri siispansiyonunun hazirlanmasi ve sayisinin
belirlenmesi: Bakteri siispansiyonu ig¢in, stok besiyeri i¢inde iliremis
olan Escherichia coli kullanildi. Steril kosullarda bu besiyeri i¢inden
ekiivyon yardimiyla bakteriler alindi ve 1 mL Page’in tuzlu su eriyigi

icine aktarildi. Siispansiyon vortekslenerek bakterilerin eriyik iginde
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dagilmasi sagland1 ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek, tekrar
Page’in tuzlu su eriyigi ile 1 mL’e sulandirildi. Daha sonra yeniden
vortekslenen siispansiyondaki bakteri sayisi, inverted mikroskopta,
40’lik objektifte, thoma laminda sayildi. Buna gére mililitredeki bakteri
say1s1 2. 10* olarak belirlendi.

. Keme goziine yapilan inokiilasyon: Inokiilasyon islemi Leica — M841
marka operasyon mikroskobu altinda ve 16’lik biiyilitmede
gergeklestirildi. Inokiilasyon islemine baslamadan 6nce kemelere genel
anestezi uygulandi. Anestezi altindaki kemelerin  go6zlerinde
bulunabilecek yabanci cisimleri temizlemek amaci ile gozler steril
serum fizyolojik ile yikandi. Inokiilasyon icin 30 G’lik igneye sahip,
mikrolitreli sirmgalar kullanildi. Oncelikle bu igne yardimi ile korneanin
merkezine yakin bir yerden diiz bir kesi yapildi. Daha sonra, igne
olusturulan kesiden korneanin merkezinden stroma tabakasina
ilerletilerek, 10uL amip bakteri siispansiyonu inokiile edildi. Kontrol
grubunda bulunan kemelere ayni yontemle ve ayni miktarda, steril
Page’nin tuz soliisyonu inokiile edildi. Anestezi uygulanmis keme
gozlerinde lagoftalmus (goéz kapaklarimin kapanmamasi) gelisti.
Lagoftalmus sonrasi, gelismesi muhtemel epitel defektini (exposure
keratopatisi) onlemek amaci ile kornea, her 5 dakikada bir serum
fizyolojik ile yikandi.

Inokiilasyon islemi ii¢ kez tekrarlandi. Ilk iki denemede keme
gozlerine, konsantrasyonu 1.2 x 10° amip/mL olan, bakterisiz amip
siispansiyonundan inokiile edildi. Daha sonra istenilen sonuglarin elde
edilememesi nedeniyle bu kemeler deneyden ¢ikarildi ve yeni deney

grubundaki kemeler, bakteri-amip siispansiyonu ile infekte edildi.
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F. Klinik Degerlendirme: Klinik degerlendirme Topcon — SL . 7F marka

binokiiler mikroskop ile 25 biiyiitmede yapildi (Sekil 7). Inokiilasyondan

sonra kemeler, genel anestezi altinda 3., 5., 7. ve 7. glinden sonra birer

hafta ara ile ve tedaviye basladiktan sonra yine 1., 3., 5., 7. ve 7. giinden

sonra birer hafta ara ile klinik olarak degerlendirildi. Degerlendirme

sonrasi, aynt mikroskoba takili olan Topcon — MT-a marka fotograf

makinasi ile biitiin keme gozlerinin fotograflar1 ¢ekildi.

Sekil 7. Klinik
degerlendirmenin yapildigi,
biyomikroskobun

goruntimul.

Keme gozlerinin klinik degerlendirilmesi iki sekilde yapildi:

1.

Korneanin Direkt Incelenmesi: Bu incelemede kornea,
retroilluminasyonla ve oblik slit 1s1k altinda incelenerek
korneadaki opasite degerlendirildi. Retroilluminasyon, korneanin
geriden aydinlatilmasi amaciyla 1518in  iris  {izerinden
yansitilmasidir. Bu yontemle c¢ok kiigiik epitel ve endotel
degisiklikleri, kiigilk kan damarlarinin tespiti s6z konusudur.
Oblik slit 151k yaygin 151k altinda, biiylik anormallikleri tespit
etmek icin kullanilir (3, 69). Korneanin tiim katlar1 ince bir 151k
fant1 altinda incelenir. Opasitenin degerlendirilmesinde, asagida

belirtilen klinik derecelendirme sistemi kullanildi (40).
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e Derece III: Iris damarlarmin tam secilemedigi,
retroilluminasyonla goriilebilir opasite.
e Derece II: Iris damarlarinin secilebildigi,
retroilluminasyonla goriilebilir opasite.
e Derece I: Yalnizca oblik slit 151k ile goriilebilir opasite.

e Derece 0: Normal.

2. Korneanin Boyanarak Incelenmesi: Korneada meydana gelen
epitel defektlerini ve iilserlerini belirlemek i¢in kornea floresein
ile boyand1. Bu boya epitel tarafindan emilmediginden genis bir
alanda epitel kayiplarin1 (kornea erezyonu gibi), ve ¢ok kiiciik
hasarlarin (yiizeysel, noktasal ve keratit gibi) goriilebilmesini
sagladi. Ticari olarak uzun, ince bir kagit par¢asinin u¢ kisminda
bulunan floresein boyast {izerine bir damla % 0.5’lik
proparakain hidrokloriir (Alcaine) damlatildiktan sonra boya
keme goziine degdirildi. Kemenin g6z kapaklari acilip
kapatilarak boyanin gozde dagilmasi saglandi. Agik 151k
altindaki kobalt mavisi filtre ile yapilan biyomikroskobik

muayenede korneadaki defekt bolgesi yesil renkte goriildii.

G. Tedavi: Olusturulan Acanthamoeba keratitinin tedavisinde iki farkli géz

damlas1 kullanildi.
A. Ticari ad1 Neosporin olan, 1 mL’sinde 5000 IU polimiksin B stilfat,
1700 IU neomisin siilfat ve 25 IU gramisidin iceren goz damlasi

kullanildi.

B. %0.002 chlorhexidin soliisyonu: Bu soliisyon ticari olarak

satilmadigindan ila¢ firmalarindan % 20’lik sollisyonu elde edildi.
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Bu soliisyon ticari adi Dacrolux olan steril géz damlasi (yapay

gbzyasi) ile sulandirildi ve %0.002’lik soliisyon elde edildi.

Tedaviye 7. haftada baslandi1 ve kullanilan her iki g6z damlasi da 6
hafta boyunca 1’er saat araliklarla, giinde 8 defa damlatildi
Tedaviye baslandiktan sonra, kemelerin tedaviye cevaplari, 1, 3, 5, 7
ve 7. glinden sonra birer hafta ara ile binokiiler mikroskopta

degerlendirildi ve fotograflar ¢ekildi.

III. Acanthamoeba Keratitindeki Histopatolojik Gelisimin

Incelenmesi

IIla. infekte Géziin Cikarilmasi ve Tespiti: Histopatolojik
degerlendirme i¢in olusturulan gruptan, kontrol grubundan ve karsilastirmali
olarak iki amip tiiriinlin keratit yapma yetenekleri ve tedaviye cevaplarinin
incelendigi gruptaki kemelerin gézlerinden histopatolojik kesitler hazirlandi.
Infekte g6z cikarilmadan &nce, binokiiler —mikroskopta  klinik
degerlendirilmesi yapild:r ve fotografi ¢ekildi. Daha sonra kemenin boynu
kirilarak &ldiiriildii. infekte olan sag goziin, gdz kapaklar geriye cekildi;
ince uglu bir pens yardimiyla keme gozii alttan sikistirild1 ve ince uclu 6zel
bir bicak yardimiyla g6z pensle tutulan yerin altindan kesilerek c¢ikarildi.
Cikarilan goz petriye konuldu ve tespit islemine kadar kurumasini énlemek
i¢cin iizerine 7-8 damla kadar serum fizyolojik damlatildi. Gozler 5-10
dakika i¢inde patoloji laboratuvarina gotiiriildi. Goziin daha iyi tespit
olabilmesi i¢in, toplu igne yardimi ile goz arka kismindan delinerek

%10’luk formalin i¢ine alind1 ve tespit olmas1 i¢in 24 saat beklendi.
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IIIb. Histopatolojik Kesitlerin Hazirlanmasi ve

Degerlendirilmesi: Tespit olan gozlerin arka kisimlari bir bistiiri
yardimryla kesilerek ¢ikarildi, boylece goz, iist tarafta korneanin bulundugu
yarim kiire sekline geldi ve bu sekliyle doku kasetlerine yerlestirildi.
Dokular, sirasiyla % 70, % 80, %90 ve %100’luk alkollerde birer saat
bekletilerek dokularda bulunan su uzaklastirildi. Daha sonra ksilende
seffaflagtirilan dokularin, sivi parafinde 4 defa degisimleri yapildiktan
sonra, yarim kiire seklindeki doku dik bir sekilde bloklandi. Parafin
bloklarda bulunan dokularin mikrotom ile 3 pm kalinliginda, her bloktan
yaklasik 60 adet olacak sekilde kesitleri hazirlandi. Kesitler, 60 °C’lik
etlivde parafinden arindirildiktan sonra rutin olarak kullanilan Hematoksilen
& Eozin boyastyla boyandi. Bunun yaninda, her bloktan ikiser kesit alinarak
PAS boyasi ve dokudaki histiyositleri boyayan LCA immiin boyasi ile
boyandi. Elde edilen preparatlar 15tk mikroskobu ile incelenerek, uygun

alanlar cesitli biiylitmelerde fotograflandi.
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BULGULAR

Calismamizda elde ettigimiz bulgulari temel olarak ii¢ gruba ayirarak

degerlendirdik:

I. Deneyde kullanilan amiplerin iiretilmesi ve 6zellikleri ile ilgili
bulgular.

II. Keme goziinde olusturulan keratit ve tedavisi ile ilgili bulgular.

IT1. Acanthamoeba keratitinin histopatolojik gelisimi ile ilgili

bulgular.

I. Deneyde kullanilan amiplerin iiretilmesi ve 6zellikleri ile

ilgili bulgular:

Viyana Universitesi, Medikal Parazitoloji Bdéliimiinden BDOA
ortaminda gonderilen amiplerin devamliligi ayni besiyerinde kolaylikla
gergeklestirildi. Bu besiyerinde {iretilmis amipler erken donemlerdeki
incelemelerde, ¢ekirdek ve kontraktil vakuollerinin goriiniimii ile ayirt
edilirken, daha ge¢ donemde tipik kist morfolojileri ile ayirt edildiler. Sekil
8’de A. castellanii trofozoitlerinin agar {izerindeki yogunlugu ve
trofozoitlerin ¢ekirdek ve kontraktil vakuollerinin yapisi1 goriiliirken, Sekil
9’da yine agar lizerindeki kistlerin tipik sekilleri goriilmektedir. Daha sonra
bu besiyerindeki kistler toplanip, yikanip, bir gece %3’liikk HCI ¢ozeltisinde
bekletilmesi ile, ¢cok yogun olarak bulunan bakteriler elimine edildi ve
kontaminasyon olmadan her iki amip tiirii de PPYG besiyerinde basaril bir
sekilde tiretildi. PPYG besiyeri igindeki trofozoitler ve kistler inverted
mikroskopta incelendi. Bu incelemede, trofozoitlerin ¢ok kisa bir zamanda,
hiicre kiiltiirii siselerinin tabanini tamamen kaplayacak sekilde ¢ok yogun
bir sekilde tliredigi gorildi (Sekil 10-A,B,C). Sivi haldeki kiiltiirlerde fazla
sayida, cok c¢ekirdekli trofozoitlere rastlandi (Sekil 11, 12). Bunun yaninda

stvi  besiyerinde iki amibin aralarinda koprii olusturarak yaptiklar
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konjugasyon benzeri olaylar sik bir sekilde izlendi. Sekil 13’de ilk
goriildiigii andan itibaren takip edilen iki trofozoitin sekillerinde ve
cekirdeklerinde meydana gelen degisiklikler takip edildi ve belli araliklarla
fotograflar: gekildi. i1k goriildiigii anda ince bir koprii ile baglantili olduklar
gozlenen trofozoitlerde biri biiylik bir ¢ekirdege sahipken, diger trofozoitin
cekirdegi goriilmedi (Sekil 13-A). 5 dakika sonra {istteki trofozoitin
cekirdegi boliindii ve alttaki trofozoitte de iki cekirdek belirginlesmeye
basladi ve aradaki kopriiniin orta bolgesi kalinlastt (Sekil 13-B). 25.
dakikadan itibaren artik her iki trofozoitinde ikiser ¢cekirdekleri goriiniir hale
geldi (Sekil 13-C). 30. dakika da iistteki trofozoitte, bir tanesinin ¢ekirdegi
yarim olarak goriinen ¢ c¢ekirdegi goriildii. Aradaki baglanti Ustteki
trofozoit tarafinda oldukca inceldi ve arada daha kalin olan baglant1 bolgesi
alttaki  trofozoite dogru kaymaya bagladi.  Alttaki  trofozoitin
cekirdekciklerinden biri, 30. dakikada ¢ok belirgin degildi (Sekil 13-D). 40.
dakikada aradaki kopriintin kalin bolgesi alttaki trofozoite birlesti. Her iki
trofozoitte de iki ¢ekirdekcik goriildi fakat alttaki trofozoitte daha belirgin
olarak c¢ekirdekciklerin ortalar1 daha acik renkli olarak kopriiniin
baslangicindaydi (Sekil 13-E). 42. dakikada alttaki trofozoitin biri soluk
renkte, biri daha biiytik iki ¢ekirdek goriildii (Sekil 13-F) ve kopriideki kalin
bolge iist trofozoite dogru ilerlemeye basladi (Sekil 13-F,G). 75. dakikada
trofozoitler birbirine yaklasti, aradaki kopriiniin kalin  bdlgesinde
cekirdekcige benzeyen yuvarlak bir yapr goriildii (Sekil 13-H). 85. dakikada
alttaki trofozoitin ¢ekirdekciklerinden biri tamamen kayboldu ve kdpriiniin
kalin bolgesi tekrar alttaki trofozoite dogru kaymaya basladi (Sekil 13-I).
95. dakikada alttaki trofozoitin iki ¢ekirdegi de kayboldu (Sekil 13-J). 105.
dakikada cekirdekleri kaybolan, alttaki trofozoit uzamaya baslandi (Sekil
13-K). 120. dakikada kopriiniin kalin bolgesi tamamen alttaki trofozoite
birlesti, alttaki trofozoit, biraz daha uzadi ve biiyiik bir ¢ekirdek belirginlesti
(Sekil 13-L). 130. dakikada iki trofozoit iyice yaklasti (Sekil 13-M). 140.
dakikada birbirine yaklagmaya devam eden trofozoitler (Sekil 13-N), 150.
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dakikada birlestiler (Sekil 13-0).160. dakikada birlesen iki trofozoit
bogumlast1 (Sekil 13-P) ve 170. dakikada ince kopriilerle birbirine baglanan
tic kisma ayrildi. (Sekil 13-R). 180. dakikada soldaki trofozoit ortadaki ile
birlesmeye bagsladi ve soldaki trofozoite ortadakinden, aradaki koprii
aracilif ile ¢ekirdekcigin aktarildigr gortildii (Sekil 13-S) ve 200. dakikada
iki trofozoit boliindi (Sekil 13-T).
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Sekil 8, 9. Agar iizerindeki A. castellanii trofozoit ve kistlerin
goriinimii. Sekil 8’de 10’luk objektifte, agar iizerindeki trofozoitlerin,
kontraktil vakuolleri ve ¢ekirdekleri goriiliirken, Sekil 9°da yine agar

tizerindeki kistlerin 40’11k objektifteki tipik sekilleri goriilmektedir.

Sekil 10. Sivi besiyeri i¢indeki trofozoitlerin, inverted mikroskopta

10’luk (A), 20°1lik (B) ve 40’lik (C) objektiflerdeki goriiniimleri.
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Sekil 11, 12. Siv1 besiyeri igindeki ¢ok ¢ekirdekli trofozoitlerin,

inverted mikroskoptaki goriiniimleri (40x).
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Sekil 13 — A,B,C,D,E. Siv1 besiyerinde, ilk goriildiigii andan itibaren
takip edilen iki trofozoitin sekillerinde ve ¢ekirdeklerinde meydana
gelen degisikliklerin, belli zaman araliklarindaki goriiniimleri (40x).
Ik goriildiigii anda ince bir koprii ile baglantili olduklar1 gdzlenen
trofozoitlerde biri biiyiikk bir ¢ekirdege sahipken, diger trofozoitin
cekirdegi goriilmedi (A). 5 dakika sonra lstteki trofozoitin ¢ekirdegi
boliindii ve alttaki trofozoitte de iki ¢ekirdek belirginlesmeye basladi
ve aradaki kopriiniin orta bolgesi kalinlagt1 (B). 25. dakikadan itibaren
artik her iki trofozoitin de ikiser ¢ekirdekleri goriiniir hale geldi (C).
30. dakika da tstteki trofozoitte, bir tanesinin ¢ekirdegi yarim olarak
goriinen ii¢ ¢ekirdegi goriildii. Aradaki baglant1 iistteki trofozoit
tarafinda olduk¢a inceldi ve arada daha kalin olan baglant1 bolgesi
alttaki trofozoite dogru kaymaya basladi. Alttaki trofozoitin
cekirdekciklerinden biri, 30. dakikada c¢ok belirgin degildi (D). 40.
dakikada aradaki kopriiniin kalin bolgesi alttaki trofozoite birlesti. Her
iki trofozoitte de iki ¢ekirdekcik goriildii fakat alttaki trofozoitte daha
belirgin olarak ¢ekirdekciklerin ortalar1 daha agik renkli olarak

kopriiniin baglangicindaydi (E).
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Sekil 13 — F, G, H, 1, J. 42. dakikada alttaki trofozoitin biri soluk
renkte, biri daha biiyiik iki ¢ekirdek goriildii (F) ve kopriideki kalin
bolge st trofozoite dogru ilerlemeye basladi (F,G). 75. dakikada
trofozoitler birbirine yaklasti, aradaki kopriiniin kalin bolgesinde,
cekirdekcige benzeyen yuvarlak bir yapr goriildii (H). 85. dakikada
alttaki trofozoitin ¢ekirdekciklerinden biri tamamen kayboldu ve
kopriiniin kalin bolgesi tekrar alttaki trofozoite dogru kaymaya bagsladi

(D). 95. dakikada alttaki trofozoitin iki ¢cekirdegi de kayboldu (J).
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Sekil 13 — K,L,M,N,O,P. 105. dakikada ¢ekirdekleri kaybolan, alttaki
trofozoit uzamaya baslandi (K). 120. dakikada kopriiniin kalin bolgesi
tamamen alttaki trofozoite birlesti, alttaki trofozoit, biraz daha uzadi
ve biiylik bir ¢ekirdek belirginlesti, tistteki trofozoitin ¢ekirdekleri ise
daha az belirgin hale geldi (L). 130. dakikada iki trofozoit iyice
yaklastt (M). 140. dakikada birbirine yaklagmaya devam eden
trofozoitlerden, alttaki trofozoitte biiyiik bir ¢ekirdek ve c¢ekirdegin
yerlestigini ayr1 bir bosluk olustu (N), 150. dakikada birlestiler ve
alttaki trofozoitin biiyiik ¢ekirdegi daha dnce olusan bosluga dogru
uzamaya basladi (0).160. dakikada birlesen iki trofozoit bogumlasti
ve alttaki trofozoitin ¢ekirdegi boliindii (P).
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Sekil 13 — R,S,T. 170. dakikada ince kopriilerle birbirine baglanan ii¢
kisma ayrildi. (Sekil 13-R). 180. dakikada soldaki trofozoit ortadaki
ile birlesmeye basladi ve soldaki trofozoite ortadakinden, aradaki
koprii araciligi ile g¢ekirdekcigin aktarildigr goriildi (Sekil 13-S) ve
200. dakikada iki trofozoit boliindii (Sekil 13-T).

Amiplerin boyanmasinda Heidenhain’in demirli hematoksilen boyasi
(HHDH), Giemsa, PAP, PAS Schiff, Van Gison, Masson Trikrom, Orsein,
Retikiilin, Toludin-O ve Musicarmin boyalar1 kullanildi. Kullandigimiz
boyalardan HHDH, Giemsa, PAS Schiff, Mason Trikrom, Toludin-O
boyalari, amiplerin hiicre yapilarindan, cekirdeklerini, g¢ekirdekciklerini,
kontraktil vakuollerini, ektoplazma ve endaplazmalarini ayirt edecek sekilde
boyadi. Sekil 14°de A. castellanii trofozoitleri, Sekil 15°de ise kisti HHDH
ile boyanmig durumda goriiliirken, Sekil 16’da Giemsa, Sekil 17°de PAS
Schiff, Sekil 18’de Toludin-O, Sekil 19°da ise Mason Trikrom ile boyanmig
trofozoitler goriilmektedir. Retikiilin, PAP ve Van Gizon boyalar ile
boyanmis amipler, zeminle ayirt edilemeyecek kadar soluk renkte
boyanirken, Musicarmin ve Orsein boyalari ile trofozoitlerin hiicre yapilari

ayirt edilemedi.
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Sekil 14-15-16-17-18-19. A. castellanii trofozoitlerinin farkl
boyalarla boyanmis goriiniimii. Sekil 14°de trofozoitler (100x), Sekil
15°de ise bir kist (100x) HHDH ile boyanmis durumda goriiliirken,
Sekil 16°da Giemsa (100x), Sekil 17°de PAS Schiff (40x), Sekil 18’de
Toludin-O (40x), Sekil 19°da ise Masson Trikrom (40x) ile boyanmis

trofozoitler goriilmektedir.
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I1.Keme goziinde olusturulan keratit ve tedavisi ile ilgili

bulgular:

Aragtirmamizin baglangicinda yaptigimiz ilk iki denememizde,
keme gozlerine, bakterisiz, amip miktar1 1.2x 10° amip/mL olan siispansiyon
inokiile edildi. Bu iki denememizde, iiclincii giinden itibaren keratitin
gelistigi, fakat bu olusan keratitin 5-10 giin igerisinde iyilestigi izlendi.
Kemelerde olusturdugumuz keratiti daha wuzun silire takip etmeyi
planladigimizdan, bu kemeleri deneyden c¢ikararak, yeni deney grubuna
bakteri-amip siispansiyonu inokiile ederek olusturdugumuz keratitle,
caligmamiza devam ettik.

Iki farkli Acanthamoeba tiiriiniin bakteri ile birlikte gdze inokiilasyonu
sonucu biitiin kemelerde Acanthamoeba keratiti gelisti. Normal bir keme
korneasi, Sekil 20 ve Sekil 21°de goriildiigii gibi saydam, damarsiz iken
irise ait damarlar oldukga belirgin olarak izlendi. Sekil 20°de normal keme
korneas1 pupil myotik halde goriiliirken, Sekil 21°de pupil dilate durumda

gorlilmektedir.

Sekil 20 — Sekil 21. Normal keme goziiniin goriiniimii. Sekil 20’de normal
keme korneast pupil myotik halde goriiliirken, Sekil 21°de pupil dilate
durumda goriilmektedir (25x%).
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Acanthamoeba tiirii amiplerle infekte olan keme gozlerinde, epitelyal
O0dem, punktat epitelyopati, ileri asamalarda korneal {ilser, stromal

infiltratlar, damarlagsma ve sonrasinda da pannus dokusu gelisimi izlendi.

Epitelyal Odem: Endotel yetmezliginin onemli bir belirtisi olan
epitelyal odem, baslangicta normal kornea roflesinin kaybi seklinde
goriiliirken, ciddi olgularda vezikiiller ve biiller (i¢i siv1 ile dolu vezikiiller)
seklinde goriiliir. Sekil 22°de korneadaki epitelyal vezikiiller, Sekil 23°de ise

biill formunda epitelyal 6dem goriilmektedir.

Sekil 22-23. Korneada olusan epitelyal 6demin goriiniimii. Sekil 22°de
korneadaki epitelyal vezikiiller, Sekil 23’de ise biill formunda epitelyal
O6dem goriilmektedir (25x).

Punktat Epitelyopati ve Korneal Ulser:

Punktat epitelyopati ince, zeminden hafifce ¢okiik, gri-beyaz
noktalarla karakterize olan epitelyal erozyonlar olup, floresein ile iyi
boyanir. Bunlar, ¢esitli kornea problemlerinde goriilen ve spesifik olmayan
lezyonlardir. Sekil 24’de punktat epitelyopatinin slit 151k altindaki
goriiniimi, Sekil 25°de ise ayn1 gozin floresein ile boyanip,
biyomikroskopta, kobalt mavisi filtresi altindaki epitel defektleri

goriilmektedir.
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Sekil 24-25. Korneada meydana gelen punktat epitelyopatinin goriiniimdi.
Sekil 24°de punktat epitelyopatinin slit 151k altindaki goriiniimii, Sekil 25°de
ise ayn1 goziin floresein ile boyanip, biyomikroskopta, kobalt mavisi filtresi

altindaki epitel defektleri gériilmektedir (25x).

Punktat epitelyopatinin ilerlemesiyle, yani genis alanlara yayilmasiyla,
farkli derecelerde opasiteler olugur. Calismamizda olusturdugumuz deneysel
Acanthamoeba keratittinde opasitenin  degerlendirilmesinde,  klinik
derecelendirme sistemi kullanildi. Buna gore opasite 4 farkli derecede
degerlendirildi. III. Derecedeki opasitede, Sekil 26°da goriildigi gibi, iris
damarlarinin tam segilemedigi, sadece retroilluminasyonla goriilebilen
opasite vardir. II. derece opasitede, iris damarlarimin secilebildigi,
retroilluminasyonla goriilebilen opasite gelisti (Sekil 27). Derece I’de
yalnizca oblik slit 151k ile goriilebilen opasite goriiliirken (Sekil 28), derece 0
normal kornea olarak degerlendirildi (Sekil 20, 21).
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Sekil 26-27-28. Korneada, farkli derecelerde meydana gelen opasitenin
gortiniimii. Sekil 26’da III. derece, Sekil 27°de II. derece, Sekil 28°de ise I.

derecede opasite goriilmektedir.

Epitel defekti daha genis ve derin bir hal aldiginda korneal iilser
olarak adlandirilir. Korneadaki iilser floresein ile boyanarak belirlendi. Sekil
29°da genis alanlar1 kaplayan ilser (cografik {ilser), Sekil 30’da, keskin
sinirli, derin yerlesimli iilser (nodiiler iilser), Sekil 31°de ise dentritik iilserin

olusumu goriilmektedir.
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Sekil 29-30-31. Floresein ile boyanarak belirlenen korneal iilserin

goriinimii. Sekil 29°da cografik iilser, Sekil 30°da, nodiiler iilser, Sekil

31°de ise dentritik iilserin olusumu goriilmektedir (25x).

Stromal Damarlanma: Cesitli kornea hastaliklarinda ortaya ¢ikabilir.
Yiizeyel lokalize damarlar, spesifik kornea lezyonlariyla birlikte gozlenir ve
kivrimli bir gidis gosterir, buna karsin derin damarlanma kornea iginde diiz
gidis gosterir. Sekil 32°de erken donemde, korneadaki periferik damarlanma
goriilirken, Sekil 33, 34’de daha ge¢ donemdeki damarlanma
goriilmektedir. Sekil 35’de ise A. hatchetti infeksiyonunda, ikinci haftada,

korneadaki 360°’lik damarlanma ve infiltrasyon goriilmektedir.
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Sekil 32-33-34-35. Korneada farkli derecelerde meydana gelen
vaskiilarizasyon goriilmektedir. Sekil 32 ‘de A. castellanii ile infekte keme

goziindeki erken donemde (3. Hafta), Sekil 33 ve 34’de ise daha geg
donemdeki vaskiilarizasyon (sirasiyla, 6 ve 7. hafta) goriilmektedir. Sekil
35°de A. harchetti infeksiyonunda, 2. haftada, korneadaki 360°lik

damarlanma ve infiltrasyon goriilmektedir (25x).

Stromal Infiltratlar: Aktif inflamasyonu gdsterir, lokositlerden
olusur. Biyomikroskopta fokal, graniiler infiltratlar olarak goriiliir. Sekil 36
ve 37°de periferik vaskiilarizasyonla birlikte stromal infiltrasyon

gorlilmektedir.
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Sekil 36-37. Korneada olusan, periferik vaskiilarizasyonla birlikte stromal

infiltrasyon goriilmektedir (25x).

Pannus: Fibrovaskiiler dokunun limbustan subepitelyal mesafeye
dogru ice yiirimesidir. Sekil 38’de oblik 1s1ik altinda, Sekil 39°da ise

floreseinle boyanmis durumu goriilmektedir

Sekil 38-39. Sekil 38’de korneadaki pannus olusumunun oblik 151k altinda,

Sekil 39’da ise floreseinle boyanmis durumu goriilmektedir (25x%).
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A) A. castellanii’nin keme gozlerinde olusturdugu Kkeratitin

B)

bulgulari: A. castellanii ile infekte edilen 6 kemenin hepsinde
keratit gelisti. Son incelemede, II. derecede opasite gelistigi
belirlenen kemelerden biri 15. giinde 6ldii. Keme gozlerine A.
castellanii inokiile edilerek keratit olusturulan 5 kemenin 4’tinde
3. derecede opasite goriiliirken (% 80), 1 tanesinde (% 20) L
derecede opasite gelisti. infekte keme gozlerinin hepsinde farkli
derecelerde periferik vaskiilarizasyon gelisti. Damarlanma, 5
kemenin 3’linde (% 60) 3. haftada baslarken, 1 tanesinde 2.
haftada (%20), 1 tanesinde de 9. haftada yani tedavinin
baslangicindan 2 hafta sonra basladi. III. derecede opasite gelisen
4 keme goziinde damarlagsma ¢ok yogunken, I. derecede opasite
gelisen kemenin 9. haftasinda olusmaya baglayan damarlagma az
yogunluktaydi. Korneada meydana gelen iilser, 2 kemede (% 40),
cografik iilser seklinde yani genis alanlar1 kaplarken, 2 tanesinde
(% 40) dentritik tlser, 1 tanesinde (%20) ise keskin sinirlara
sahip, derin yerlesimli (nodiiler boyanma gdsteren) {ilser

seklindeydi.

A. hatchetti’nin keme gozlerinde olusturdugu Keratitin
bulgulari: Bu tiir amip ile infekte edilen biitiin keme gozlerinde
keratit gelisti. Kemelerden biri, 3. haftada, gbziinde 3. derecede
opasite, genis alanli iilser ve 360”lik yogun bir vaskiilarizasyon
olugsmusken 6ldii. Boylece deney grubumuzda 5 keme kaldi. A.
hatchetti ile infekte edilen 5 kemenin ikisinde 2. derecede (% 40),
3 tanesinde ise 1. derecede (%60) opasite gelisti. Bu gruptaki
kemelerin sadece bir tanesinde 6. haftada yogun olmayan bir
vaskiilarizasyon gelisti. Kemelerde olusan korneal iilser, 3
kemede oldukca genis alanlar1 kaplarken (% 60), 2 tanesinde
(% 40) korneadaki hasar, punktat epitelyopati diizeyindeydi.
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Tedavi:

Olusturulan Acanthamoeba keratitinin tedavisinde, ticari adi
Neosporin olan, 1 mL’sinde 5000 IU polimiksin B siilfat, 1700 IU neomisin
silfat ve 25 IU gramisidin igeren goz damlast ve %0.002 cholorhexidin
sollisyonu kullanildi. Kullanilan her iki g6z damlasi da 6 hafta boyunca 1’er
saat araliklarla, glinde 8 defa damlatildi.

A. castellanii ile infekte edilen biitin keme gozleri, tedaviye
baslandiktan 6 hafta sonra iyilesti. III. Derece opasite gelisen gozlerde,
pannus dokusu gelisimi ile birlikte goz biitiinliigiiniin korundugu gorildii.
Tedavi Oncesi yogun olan vaskiilarizasyon, tedavi ile gerileme gosterdi ve
tedavi sonrasi hayalet damar gelisimi ile iyilesme izlendi. Sekil 40°da A.
castellanii ile infekte keme goziiniin oblik 1s1k altindaki tedaviden onceki
goriinimi, Sekil 41°’de ise aym goziin floreseinle boyanmis hali
gorlilmektedir. Sekil 42 ve 43 ise aym goziin tedaviden sonraki
gorliinlimiidiir.

A. hatchetti ile infekte edilen gézlerde olusan keratit, daha hafif bir
seyir gosterdi. Bu yiizden de bu gruptaki kemeler, tedaviye daha iyi ve
cabuk cevap verdi. Gozlerinde birinci ve ikinci derecede opasite gelisen
kemeler, 4 hafta i¢inde iyilesirken, 6. haftada gérme aksini kapatmayan,
disiik yogunluklu, periferik vaskiilarizasyon gelisimi tedavi sonrast
gerileme gosterdi.

A. castellanii ile infekte edilen gozlerde tablo daha hizli ve kotii
seyrederken, A. hatchetti, invaziv olmayan ve daha yavag seyirli bir tablo
gosterdi. Bu klinik tabloyla uyumlu olarak, A. hatchetti ile infekte gozler
tedaviye daha iyi cevap verirken, A. castellanii ile infekte gozler, pannus

olusumu ile birlikte iyilesme gosterdi.

66



43

Sekil 40-41-42-43. A. castellanii ile infekte olan keme go6ziiniin, tedaviden
onceki ve tedaviden sonraki durumu goriilmekte. Sekil 40°da A. castellanii
ile infekte keme goziiniin oblik 151k altindaki tedaviden Onceki gorliniimd,
Sekil 41°de ise ayn1 goziin floreseinle boyanmis hali goriilmektedir. Sekil 42

ve 43 ise ayni goziin tedaviden sonraki goriintimiidiir (25x%).

67



III. Acanthamoeba keratitinin histopatolojik gelisimi ile ilgili

bulgular:

Histopatolojik inceleme 1ic¢in, 12 kemeden olusan bir grup
olusturularak, bu gruptaki kemelerin gozleri A. castellanii ile infekte edildi.
Her hafta bir kemenin goziiniin histopatolojik incelemesini yapmay1
planladigimiz ve toplam 12 hafta siirecek olan ¢alismamizda, iki kemenin
O0lmesi nedeniyle, inceleme 10 hafta (70 giin) takip edilebildi. Bunun
yaninda hem kontrol grubundaki kemeler hem de A. castellanii ve A.
hatchetti’nin keme gozlerinde keratit yapma yeteneklerinin ve Kkeratit
olustuktan sonra uygulanan tedaviye cevaplarini aragtirmak i¢in olusturulan
gruplardan da, tedavi sonrasi histopatolojik kesitleri hazirlanarak incelendi.

Histopatolojik kesitleri hazirlanmadan 6nce biitiin keme gdzlerinin
klinik degerlendirilmesi yapild1 ve fotograflar1 ¢ekildi. Buna gore ilk hafta
incelemesinde periferik vaskiilarizasyonla birlikte genis alanlar1 kaplayan
ilser goriliirken, ikinci haftada korneanin yarisimm kaplayan opasite,
yogunlugu az olan bir vaskiilarizasyon ve birinci haftaya gore daha hafif bir
iilser goriildii. Ugiincii haftada olusan keratit punktat epitelyopati diizeyinde,
dordiincii haftada, genis alanlar1 kaplayan opasite ve iilser olusumu, besinci
haftada yine tlser olusumu ile birlikte opasite belirlendi. Altinci haftada,
korneanin yarisindan fazlasin1 kaplayan opasite ve derin yerlesimli bir iilser,
yedinci haftada ise yine oldukca genis bir yayilim gosteren iilser belirlendi.
Sekizinci haftada, korneanin yarisin1 kaplayan opasite ve genis yayilim
gosteren fakat ¢ok derin olmayan iilser olusumu goriildii. Dokuzuncu
haftanin klinik degerlendirmesi sonucu, ikinci derecede opasite ve ¢ok derin
olmayan fakat genis alanlar1 kaplayan iilser goriiliirken, onuncu haftada
infekte gézde herhangi bir opasite ve iilser tespit edilmedi.

Kontrol grubundaki keme gozlerinin histopatolojik olarak incelenmesi
sonucu, korneada herhangi bir hasar belirlenmedi. Sekil 44’de normal bir
keme korneas1 goriilmektedir. Buna gore en iistte 3-4 tabakadan olusan bir

epitel tabakasi, onun altinda ¢ok ince bir ¢izgi seklinde goriilen bowman
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tabakasi, bu tabakanin altinda korneanin yaklasik olarak %80-90’ 11
olusturan, damarsiz, kollajen liflerden olusan kornea stromasi ve onun
altinda ise desement zar1 ve endotel tabakas1 bulunmaktadir.

A. castellanii ile infekte gozlerin histopatolojik olarak incelenmesi
sonucu, genellikle nétrofillerden ve eozinofillerden olusan bir immiin yanit
olustu ( Sekil 45, 46, 47, 48). Bunun yaninda bazi kemelerde lenfositlerin de
inflamasyona katildig1 gozlendi. Kornea dokusunda, stromal lamellada
bozulma, yogun vaskiilarizasyon ve 6dem (Sekil 45, 46, 47, 48, 49) tespit
edildi. Stroma i¢inde amip trofozoitleri goriiliirken (Sekil 49, 50, 51, 52),
kistlere rastlanmadi. Amip goriilen bloklardan, tekrar kesitler alinarak, PAS
ve LCA immiin boyas1 ile boyandi. Amipler PAS boyas: ile boyanirken,
LCA immiin boyast ile boyanmadi. Boylece, amip trofozoiti diye
tanimladigimiz yapilarin histiyosit olma olasilig1 ortadan kalkti.

Histopatolojik incelemenin birinci ve ikinci haftasinda, olduk¢a yogun
damar olusumu goriildii. Bu haftalarda, nétrofil ve eozinofillerden olusan
yogun bir immiin yanit meydana geldi. Bunun yaninda stroma iginde, grup
olusturmayan, tek tek amip trofozoitleri belirlendi. Ikinci haftada birinci
haftadan farkli olarak, inflamasyona lenfositler de katildi.

Ucgiincii ve dordiincii haftalarda vaskiilarizasyonun, inflamasyonun ve
subepitelyal tabakada 6demin azaldigi goriildii. Notrofiller ve eozinofiller
ilk haftalara gore daha azdi. Stromada yine amip trofozoitlerine rastlandi.

Besinci haftada notrofil, lenfosit ve monositlerin bulundugu akut
iltihabin gelistigi belirlendi. Dokuda trofozoitler, az 6dem ve damar
proliferasyonu da mevcuttu.

Altinci, yedinci, sekizinci ve dokuzuncu haftalardaki histopatolojik
incelemeler sonucu, biitiin keme gozlerinin histopatolojik olarak hemen
hemen ayni goriinimde oldugu goriildi. Bu haftalardaki histopatolojik
incelemelerde, dokuda az sayida nétrofil ve eozinofillerden olusan bir
immiin yanit, kii¢iik kapiler damarlar ve amip trofozoitleri belirlendi.

Onuncu haftada doku normal goriiniimdeydi.
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A. castellanii ve A. hachetti ile infekte gozlerin de tedavi sonrasi
histopatolojik incelemeleri yapildi. Buna gore, A. castellanii ile infekte 5
gbziin 3’linde (%60), A. hatchetti ile infekte goézlerin ise 2’sinde (%40)
dokuda amip trofozoitleri goriildii. Bunun yaninda her iki grupta da az
sayida nétrofil ve eozinofillerden olusan immiin yanit ve ¢ok kiiciik kapiller

damarlarin varlig1 da kornea dokusunda belirlendi.
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Sekil 44. Normal bir keme korneasinin, enine kesitinin H&E ile

boyanmis goriiniimii (20x).

Sekil 45. Birinci haftada, kornea dokusunda meydana gelen,
noétrofillerden olugsan immiin yanit, damarlanma, 6dem ve trofozoitler

(oklar) goriilmekte (20x).
Sekil 46. A. castellanii inokiile edildikten iki hafta sonra, kornea

dokusunda meydana gelen, notrofil ve eozinofillerden olusan yogun

immiin yanit ve damarlanma goriilmekte (20x).
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Sekil 47.  Sekil 46’daki yogun inflamasyon alaninin 40’hik
objektifteki goriiniimii. inflamasyon alaninda nétrofiller, eozinofiller

ve bir tane damar goriilmekte.
Sekil 48. Uciincii haftada, subepitelyal tabakada genis bir ddem
olusumu, damarlanma, inflamasyon alaninda nétrofiller ve eozinofiller

goriilmekte (10x).

Sekil 49. Birinci haftadaki, kornea dokusunda amipler (oklar), yogun

damar olusumu ve 6dem goriilmekte (10x).
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Sekil 50. A. hachetti ile infekte keme go6ziiniin, tedavi sonrasi
histopatolojik gorlinimii. Kornea dokusunda inflamasyon azalmis

fakat damar olusumu ve amip trofozoiti (ok) hala mevcut (20x).

Sekil 51. Uciincii haftada, kornea dokusunda bulunan iki trofozoit ve

bir damar goriilmekte (40x)

Sekil 52. Birinci haftada, kornea dokusunda bulunan trofozoitin

100’liik objektifteki goriiniimii.
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TARTISMA

Acanthamoeba tiirleri ¢evrede ¢ok yaygin olarak bulunan protozoonlar
arasindadir. Bu tiirler toprak, camur, hava, yiizme havuzlar gibi ¢esitli
cevrelerden, klinik orneklerden, balik, siirlingen, memeli grubundaki
hayvanlardan izole edilmistir (34, 43). Bu tiir amipler, Graniilomat6z
Amibik Ensefalit (GAE), kutanéz acanthamoebiasis, Acanthamoeba keratiti
ve AIDS’li hastalarda infeksiyonun cesitli organlara yayilmasina baglh
olarak kronik siniizit, otit, kutandz lezyonlar, siniis lezyonlari, deri iilserleri
gibi hastaliklar meydana getirirler (33, 34, 43, 62).

Son yillarda Acanthamoeba tiirlerine bagli infeksiyonlar yaygin olarak
goriilmektedir. Ozellikle, 1980’li yillara kadar nadir olarak goriilen
Acanthamoeba keratiti, bu yillardan sonra oOzellikle kontakt lens
kullanimiin  artmasiyla sik  goriilmeye baslamistir. Kontakt lens
kullaniminin yaninda, travma, kontakt lenslerin kontamine sularla temasi
gibi kornea ile amibin direkt temasi sonucu olusan hastaligin tanist ve
tedavisi oldukga zordur (14, 29, 43, 49).

Deneysel olarak Acanthamoeba keratiti olusturup, hastaligin
histopatolojik gelisiminin takip edildigi ve iki farkli Acanthamoeba tiirii ile
olusturulan infeksiyon iizerine, iki ilacin etkisinin incelendigi ¢alismamizda

elde ettigimiz bulgular1 4 temel baslik altinda tartigmaya aldik:

I. Amiplerin iiretilmesi ve incelenmesi
II. Keme goziinde olusturulan keratit
III. Olusturulan keratitin tedavisi

IV. Acanthamoeba keratitinin histopatolojik gelisiminin incelenmesi
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I. Amiplerin iiretilmesi ve incelenmesi: Viyana Universitesi, Medikal
Parazitoloji Boliimiinden BDOA igerisinde gonderilen A. castellanii ve A.
hatchetti tiirleri calismamizda kullanildi. Walochnik ve arkadaslar1 bizimde
calismamizda kullandigimiz iki amip tiiriiniin i¢cinde bulundugu, klinik ve
klinik olmayan orneklerden izole ettikleri 13 Acanthamoeba susunun
morfolojik, molekiiler biyolojik ve fizyolojik karakterlerini arastirmiglardir.
Arastiricilar, ilerlemis keratit olgularindan izole ettikleri, ¢alismamizda
kullandigimiz iki amip tiirliniin kist morfolojisi ve biiyiikliigline gore II.
grupta yer aldigimi belirlemislerdir. Bunun yaninda, iki tiiriin de aksenik
kiiltirde ¢ok iyi tredigini, agar {izerindeki hareketlerinin oldukg¢a iyi
oldugunu ve 30, 34, 37, 40 °C’lerde ¢ok iyi tirerken, 42 °C’de tireme hizinin
daha yavas oldugunu calismalarinda belirtmiglerdir. Bunun yaninda A.
hatchetti’nin sitopatik etkisinin A. castellanii’ye gore daha giiglii oldugunu
ve her iki tiiriin de sekans tiplerinin T4 oldugunu bulmuslardir (75).

Siv1 besiyerinde sik bir sekilde iki, lic veya dort amibin karsilikli
olarak aralarinda koprii kurduklari, konjugasyon benzeri olaylar1 gozlendi.
Saygi, 1971 yilinda yaptig1 doktora tez ¢alismasinda, buna benzer olaylari
gozlemis fakat herhangi bir aciklama getirmemistir (58). John’da 1993
yilinda yayinlanan “Parazitik Protozoa” adhi kitabin i¢inde bulunan,
“Opportunistically Pathogenic Free-Living Amebae” baslikli boliimde
aksenik kiiltiirde, aralarinda kopriilerle baglanti kuran ii¢ amibin, scanning
elektron mikroskobunda ¢ekilen fotografini yaymlamis ve arastirict amipler
arasinda genetik bir degisim olabilecegini belirtmistir (33). Inverted
mikroskopta uzun silire gozledigimiz amiplerdeki, ¢ekirdek boliinmeleri,
aradaki kopriideki madde gecisi diye tahmin ettigimiz kalinlasan bolgeler
ayrintili bir sekilde gozlendi. Gozlemlerimiz sonucu amipler arasinda
genetik madde degisimi olabilecegini diigiiniiyoruz.

Amiplerin boyanmasinda, Heidenhain’in demirli hematoksilen boyasi,
Giemsa, PAP, PAS Schiff, Van Gison, Mason Trikrom, Orsein, Retikiilin,
Toludin-O ve Musicarmin boyalart kullanildi. Bu boyalardan, HHDH,
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Giemsa, PAS Schiff, Masson Trikrom, Toludin-O boyalari, amip
trofozoitlerinin ¢ekirdek, ¢ekirdekcik, ektoplazma, endoplazma ve kontraktil
vakuollerini belirgin bir sekilde boyadi. Bu nedenle, amiplerin bu boyalarla
boyanmasinin uygun oldugu, diger boyalarin ise amiplerin boyanmasinda

kullanigh olmadigi kanisindayiz.

II. Keme goziinde olusturulan Kkeratit: Acanthamoeba keratitinin
hayvan modellerinin gercgeklestirilmesi, bu hastalifin patogenezinin
aciklanmas1 ve farkli tedavi yaklagimlarinin belirlenmesi acisindan
kolayliklar saglamistir. Birgok arastirici da hayvan modellerinde farkli
aragtirmalar yapmustir. Larkin ve Easty, 1990 yilinda yaymlanan
makalelerinde, Acanthamoeba keratiti ile ilgili ilk  bulgularim
yaymlamislardir. Arastiricilar, keme gozlerine, 1.10° amip/mL (%90 kist)
konsantrasyonunda, A. polyphaga tiirii amipleri intrastromal olarak inokiile
etmisler ve ¢calismada kullandiklar1 24 kemenin hepsinde graniiler opasite ile
karakterize olan Acanthamoeba keratiti olusturmuslardir. Kemelerde
korneal perforasyon, vaskiilarizasyon, epitelyal hastaliklar ve nodiiler
infiltrasyon veya hipopyon gibi anteriyor uveitis bulgularinin goriilmedigini
vurgulayan arastiricilar, 70 giin boyunca izledikleri keme go6zlerinde
keratitin kademeli olarak azaldigini tespit etmislerdir. Makalede, 1, 3 ve 5.
giinlerde hemen hemen biitlin kemelerde 3. derecede opasite gelistigi fakat
7. gilindeki incelemede bir¢ok kemede korneal opasitenin 2. dereceye
azaldig1 belirtilmistir (40).

Badenoch ve arkadaslari, Acanthamoeba keratitli hastalarin bir
cogundan, amiplerle birlikte bakteri izole edildiginden yola c¢ikarak,
infeksiyonda bakterinin bulunmasinin Acanthamoeba keratitinin gelisimini
destekledigini One sirmislerdir. Buradan yola ¢ikan arastiricilar,
Acanthamoeba keratitli bir hastadan izole edilen, Acanthamoeba susu ve
Corynebacterium xerosis’i, inokiilimde 10* trofozoit/mL amip, 10°

Corynebacterium/mL, bakteri bulunacak sekilde kemelere inokiile
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etmislerdir. Inokiilasyonun 7. giiniinde bakteri-amip siispansiyonu inokiile
edilen kemelerde, sadece amip inokiile edilen kemelerle kiyaslandiginda,
periferal vaskiilarizasyonla birlikte yogun bir infeksiyonun meydana geldigi
belirtilmistir (7).

Biz de yaptigimiz ¢alismada, Oncelikle keme gozlerine, bakterisiz,
1.2x10° amip/mL konsantrasyonundaki amip siispansiyonundan 10pL
inokiile ettik. Keme gozlerinde keratitin olustugunu, fakat 10-15 giin
icerisinde hastaligin iyilestigini gozledik. 1ki kez tekrarladigimiz
denememizde aymi sonuglari aldik. Arastirmamizda, Acanthamoeba
keratitinin gelisimini, daha uzun siire takip etmek istedigimizden inokiiliime
2x10* bakteri/mL E. coli ekledik ve Bodenoch ve arkadaslarmnin calismasina
paralel olarak, bakteri eklenmesinin keratitin gelisimini arttirdigini tespit
ettik.

John ve arkadaslari, deneysel olarak tavsanlarda olusturduklari
Acanthamoeba keratitinde kortikosteroidlerin etkisini aragtirmiglardir.
Acanthamoeba keratitli bir hastadan izole edilen Acanthamoeba
castellanii’yi BDOA ortaminda iiretmisler ve daha sonra bu besiyeri
iizerinden  amipleri (%90 kist) toplayarak, 4.3x10°  amip/mL
konsantrasyonunda stispansiyonu  hazirlamiglardir. Hazirladiklar
inokiiliimii, 23 adet tavsanin gozlerine inokiile ederek, biitiin tavsanlarda
Acanthamoeba keratiti gelistirmislerdir. Inokiilasyondan sonra tavsanlari,
sayilar1 8, 6, 6 olarak ii¢ gruba ayirmislar, birinci gruba kortikosteroid
vermezken, ikinci gruptaki tavsanlarin gozlerine, 0.2 mL ve {iglincli gruba
1 mL dexamethasone sodium phosphate (DSP-0.4 mg/mL) inokiile
etmislerdir. Geriye kalan {i¢ tavsanin korneal epitelyumlar1 igne ile
agindirilarak, Acanthamoeba siispansiyonundan 6 damla damlatilmistir. Bu
lic tavsanin sadece birinde, 2. giinde keratit geligmistir. Arastiricilar, biitiin
tavsanlarda 2, 8, 14 ve 28. gilinlerde kornea kazinti 6rnegi almislar, bu
orneklerden  Acanthamoeba izole etmisler, fakat bakteri izole

edememislerdir. Calismada, 2. ve 3. gruptaki korneal infiltrasyonun
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uzunlugunun 1. gruba gore daha biiyiik oldugu belirlenmis, bunun sebebi
olarak da kortikosteroidlerin eklenmesiyle, amiplerin daha iyi ¢ogalmalari
gosterilmigtir. Bunun yaninda amiplerin yiiksek oksijen alanlarina dogru
hareket ettigi, yani siliperfisiyal stromaya hareket ettigi gdsterilmistir.
Arastiricilar sonug olarak, DSP’nin Acanthamoeba keratitli hastalarda
kullaniminin zararli olacagini belirtmislerdir (35).

McClellan ve arkadaslar1 2001 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, korneal
inflamasyon ve uvetit ya da kornea nakli sonucu, doku reddini dnlemek
amaciyla siklikla kullanilan steroidlerin, A. castellanii patojenligi {izerine in
vitro ve in vivo olarak etkisini incelemislerdir. Steroid olarak,
dexamethosone phosphate (DP)’in kullanildigr arastirmada, amiplerin
¢ogalmasi, kist haline ge¢mesi ve trofozoitlerin kistten ¢ikisini nasil
etkiledigi in vitro olarak arastirilmistir. Bunun yaninda, deneysel
Acanthamoeba keratiti olusturmuslar ve bu hayvanlara intramuskuler olarak
steroid verildiginde keratitin siddetinde 6nemli derecede artma oldugunu
belirlemiglerdir. DP ile muamele edilen trofozoitlerde proliferasyonun, 4-10
kat arttig1, buna kargin Acanthamoeba trofozoitlerinin kist haline ge¢gmesine
etkisi olmadigini bulmuslardir. Arastirmada, DP ile etki edilen trofozoit ve
kistlerin korneal epitelyal hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisinin de arttig1
tespit edilmigtir. Sonu¢ olarak arastirmada, DP’nin trofozoit ve kistlerin
patojenligini arttirdig1 vurgulanmistir (45).

He ve arkadaslari, arastirmalarinda, domuzlarda kontakt lensin neden
oldugu deneysel Acanthamoeba keratiti olusturarak hastaligin klinik ve
histopatolojik goriinimiinii incelemislerdir. Arastiricilar, Acanthamoeba
keratitinin klinik olarak {i¢ doneme ayrildigim1 vurgulamislardir. Bu
donemler: Akut donem, yogun infiltrasyon donemi ve durgun dénem. Akut
ve yogun infiltrasyon déneminde, korneal kazima ve siiriintii 6rneklerinden
amip izole edilebilirken, durgun dénemde kistler, histopatolojik kesitlerde
ancak derin stroma i¢inde goriilebilmistir. Klinik goriiniimiiniin de, insanda

olusan Acanthamoeba keratiti ile aymi olan, beyaz halka seklinde
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infiltrasyon, stromal 6dem ve keratik presipitatlar goriiliirken, histopatolojik
kesitlerde genis notrofilik infiltrasyonlar, stromal nekroz ve stromanin
yapisinda bozulmalar belirlenmistir. Arastiricilar, insan gozii ile domuz
g0ziinlin aynm1 anatomik yapida oldugunu, bu nedenle de domuz goéziinde
olusturulan Acanthamoeba keratiti modeli ile patogenez, hiicre biyolojisi ve
tedavi calismalarinda ¢ok basarili sonuglar elde edilecegini belirtmiglerdir
(24).

Keme gozlerine, bakteri ile birlikte Acanthamoeba tiirii amipleri
inokiile ettigimiz calismamizda, He ve arkadaslarinin arastirmalarinda
belirttikleri, Acanthamoeba keratitinin {i¢  klinik donemi bizim
olusturdugumuz infeksiyonda da belirgindi. Infeksiyonun baslangicindaki
epitelyal 6dem ve punktat epitelyopati, hastaligin akut donemindeki
bulgular iken, ileri asamalarda olusan korneal iilser, stromal infiltratlar ve
damarlanma, yogun infiltrasyon doneminin ve sonrasinda olusan pannus
dokusu gelisimi ise, hastaligin durgun doneminin bulgulardir.
Arastirmamizda, akut ve yogun infiltrasyon doneminde, keme gozlerinden

amiplerin izolasyonuna yonelik bir caligma yapilmamustir.

II1. Acanthamoeba keratitinin tedavisi: Acanthamoeba keratiti tedavisi
zor olan bir hastaliktir. Bu hastaligin tedavisinde, giinlimiize kadar farklh
tedavi yaklagimlar1 denenmis olmasma karsin, tam bir goriis birligine
vartlmamistir. Bu hastaligin tedavisinde, glinimiize kadar kullanilan ilaglar,
katyonik antiseptiklerden; chlorohexidine digluconate ve
polyhexamethylene biguanide (PHMB), diamidinlerden; hexamidine,
pentamidine, propamidine isethionate (Brolene), aminoglikozitlerden;
neomycin, paranomycin ve imidazollerden; clotrimazole, fluconazole,
ketaconazole, itraconazole, miconazole kullanilmistir. Bu amebosidal
ajanlarin yaninda kortikosteroidler, antibakteriyel ajanlar, korneanin
kazinmasi ve penetran keratoplasti de tedavide kullanilmaktadir (6, 8, 25,

28, 29, 30, 38, 43, 67, 78).
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Acanthamoeba keratitinin basarili bir sekilde tedavisi ilk kez 1985
yilinda Wright ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Arastiricilar, 44
yasindaki bir hastada epitelyal hasar, hipopyon ve sekonder glokomla
birlikte iltihabi keratitin gelistigini belirlemis ve korneadan alinan kazinti
materyalinden Acanthamoeba cinsi amip izole etmislerdir. Bu hastanin
tedavisinde, %1’lik propamidine isethionate (Brolene), ve 9%0.15
dibromopromidine kullanmiglardir. Tedavi sonrasi kullanilan neomycin’in
toksik etki gosterdigi saptanmustir. Arastiricilar, bu tedavi protokoliiniin
erken donemdeki enfeksiyonlarin tedavisinde etkili oldugunu belirtmislerdir
(78).

Hargrave ve arkadaslari, 1999 yilinda yaptiklari caligmada,
Acanthamoeba tanis1 konan 83 hastay1 (87 goz) propamidine isethionate ve
neomycin-polymyxin B-gramicin g6z soliisyonu ile tedavi etmislerdir.
Tedavi sonucunda, 87 gdziin 60’1nda (%69) basarili sonuglar elde edilmistir
(23).

Duguid ve arkadaslar1, 1997 yilinda yayinlanan makalede, Eyliil 1992
ile Subat 1995 tarihleri arasinda Moorfield’s géz hastanesine gelen 111
Acanthamoeba keratiti hastasin1 %0.02’lik polyhexamethyl biguanide ve
propamidine ile tedavi etmislerdir. Hastalarda yapilan incelemeler
sonucunda, hastalarin 65’inin (%58.6), hastaligin erken doneminde (ilk 28
gilin icinde), 21 hastanin (18.9) ara donemde (28 giin — 2 ay arasi), 20
hastanin ise ge¢ donemde (2 aydan fazla) oldugu belirlenmistir. Geriye
kalan 5 hastanin ise, hangi donemde oldugu tespit edilememistir.
Aragstiricilar, tedavi sonucunda, uygulanan tedavi protokoliiniin biitiin
hastalarda etkili oldugunu ve hastaligin kontrol altina alindigin1 belirtmistir.
Bu tedavi ile sadece 10 hastada keratoplasti gerektiginden yola cikarak,
keratoplasti gereksiniminin de bu tedavi ile azaldigin1 arastirmada
belirtilmislerdir (15).

Kosrirukvongs ve arkadaslari, 1999 yilinda yaptiklar1 calismada, 5

Acanthamoeba keratiti tanist konan hastayr %0.006’lik cholorhexidine
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sollisyonu ile tedavi etmislerdir. Arastiricilar, hastalarin 4’{inlin bir hafta
icinde hizla diizeldigi ve ii¢ hafta icinde ise epitelyal hasarin ve
infiltrasyonun tamamen iyilestigini tespit etmiglerdir. Hastalardan birinde
ise ilser ve glokom gelistigi goriilmiistiir. Sonug olarak bu ¢alismada erken
tanis1 konan Acanthamoeba keratiti olgularinin cholorhexidine ile basarili
bir sekilde tedavi edilebilecegi bildirilmistir (38).

Seal ve arkadaslarinin yaptig1 caligmada, Acanthamoeba keratiti tanisi
konan 12 hastadan izole ettikleri Acanthamoeba cinsi amiplere, Once
cholorhexidine (%0.002) ve propamidine’nin in vitro etkisini inceleyerek,
bu iki ilacin amip trofozoit ve kistleri lizerinde olduk¢a oldiiriicii etkiye
sahip oldugunu belirlemislerdir. Daha sonra bu ilaglarla hastalar1 tedavi
etmisler ve sonug olarak biitiin hastalarda Acanthamoeba infeksiyonunun ya
tamamen iyilestigi ya da kontrol altina alindigi bildirilmistir. Tedavinin 6.
ayinda iki hastada inflamasyonun etkisiyle korneada skar meydana gelirken,
3 hastada ise farkli bir stromal infiltrasyonun meydana geldigini belirten
aragtiricilar, ilacin hastalarin higbirinde toksik etki meydana getirmedigini
de arastirmalarinda  belirtmislerdir.  Sonu¢  olarak  arastiricilar,
Acanthamoeba cinsi amiplerin, cholorhexidine diren¢li olmadigini ve bu
ilacin yeterli periyotta kullanimi ile hastaligin tedavisinde etkili olacagini
bildirilmistir (66).

Murthy ve arkadaslari, 45 yasinda, goziinde ilerlemis tlseratif keratit
gelisen bir hastayi, 8 hafta boyunca 9%0.02’lik cholorhexidine gluconate ile
tedavi etmisler ve arastiricilar tedavi sonrast yaptiklar: incelemede kornea
epitelinde kayip oldugunu belirlemis ve hastaya penetran keratoplasti
uygulamiglardir. Sonuc¢ olarak bu hastada %0.02°lik cholorohexidine
gluconate’in kullaniminin tlseratif keratiti ilerlettigi belirtilmistir (49).

Cholorohexidine gluconate, membran fonksiyonunu inhibe eden
katyonik bir antiseptiktir. Acanthamoeba keratitinin tedavisinde bu ilag,
genellikle %0.002 ve %0.006’lik konsantrasyonlarda kullanilmaktadir.
Murty ve arkadaslarinin  kullandiklar1  doz, olduk¢a  yiiksek
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konsantrasyondadir ve bu nedenle kornea epitelinde kayip meydana getirmis
olabilir. Bizim yaptigimiz ¢aligmada, keme gozlerinde, 9%0.002’lik
cholorohexidine’in kullanim1 sonucu herhangi bir epitel kayb1 olusmadi.

Hirst ve arkadaglari, 48 yasinda, yumusak kontakt lens kullanan ve
goziinde korneal iilser meydana gelen bir hastaya Acanthamoeba keratiti
tanis1 koymuslar ve bu hastayi, 6 hafta boyunca sistemik ketoconazole ve
topikal miconazole ile basarili bir sekilde tedavi etmislerdir. Arastiricilar, bu
tedavi protokoliiniin sadece trofozoit formlarina etkili oldugunu da
caligmalarinda vurgulamislardir (25).

Ishibashi ve arkadaslari, 23, 19 ve 37 yaslarindaki, giinlilk yumusak
kontakt lens kullanan {i¢ kisiyi, debridement tedavisine ek olarak, oral
itraconazole ve %0.1’lik topikal mikonazole ile tedavi etmislerdir.
Tedavinin baglangicindan 6-7 giin sonra keratitte gerileme ve iyilesme
goriiliirken, hastalardan birincisinde 9, ikincisinde 5, {g¢iinciisiinde ise 8
hafta sonra, tamamen iyilesme gerceklesmistir (30).

Berger ve arkadaslari, Acanthamoeba keratiti tanis1 koyduklari 7
hastay1 topikal neomycin-polymyxin B-gramicidin, %0.1’lik propamidine
isethionate ve %1°lik miconazole nitrate ile tedavi etmislerdir. Arastiricilar,
bu ilaglara ek olarak, hastalardan besine topikal kortikosteroid
uygulamiglardir. Uygulanan bu medikal tedavi ile, 7 hastanin 6’sinda basari
saglanirken, bir hastada medikal tedaviye ek olarak, penetran keratoplasti
gerekmistir. Sonug olarak arastiricilar, kullandiklar1 bu ii¢lii kombine ilacin
erken ve ilerlemis Acanthamoeba keratiti olgularinin her ikisinde de etkili
oldugunu belirtmislerdir (8).

Brasseur ve arkadaglari, %]1’lik hexamidine diisethionate
(Desamedine)’in 6nce Acanthamoeba keratiti tanisi1 konan bir hastadan izole
edilen Acanthamoeba cinsi amipler iizerine in vitro etkisini arastirmiglar ve
kist ve trofozoitler tizerinde oldukga yiiksek seviyede Oldiiriicii oldugunu

belirlemislerdir. Daha sonra ise 40 ve 22 yaslarinda ve yumusak kontakt
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lens kullanan ve Acanthamoeba keratiti tanis1 konan iki hastay1r hexamidinle
tedavi ederek oldukca basarili sonuglar almislardir (9).

Acanthamoeba keratiti hastalarinda, cholorhexidine’in  yalniz
kullanimi, neomycin-polymyxin  B-gramicidin  (neosporin)’in  ise
propamidin isethionate ile birlikte kullanimi sonucu basarili sonuclar elde
edilmistir (23, 38).

Arastirmalarimiz sonucunda, Acanthamoeba keratitinin tedavisinde,
cholorhexidine ile neomycin-polymyxin B-gramicidin goz soliisyonunun
kombine olarak kullanildig1 bir tedavi protokoliine rastlamadik. Bu nedenle,
kemelerde deneysel olarak olarak olusturdugumuz Acanthamoeba
keratitinin tedavisinde, bu ilag¢ protokoliinii denemeyi uygun bulduk.

Iki farkli Acanthamoeba tiiriiniin  keme gdzlerine inokiilasyonu
sonucu, biitiin kemelerde keratit gelisti. Fakat, A. castellanii inokiile edilen
gozlerde, tablo daha hizli ve kotii seyrederken, A. hatchetti ile infekte
gozlerde invaziv olmayan, daha yavas seyirli bir tablo gelisti. Bu klinik
tabloyla paralel olarak, A. hatchetti ile infekte gozler tedaviye daha iyi
cevap verirken, A. castellanii ile infekte gozler, pannus dokusu gelisimi ile
birlikte iyilesme gosterdi. Tedavi 6ncesi yogun olan damarlanma azaldi ve
hayalet damar gelisimi goriildii. Bunun yaninda yogun olan epitel
hasarlarinin da tedavi ile tamamen iyilestigi goriildii. Alt1 hafta boyunca
uyguladigimiz tedavide klinik tablonun hizla diizelmesine karsin,
histopatolojik kesitlerde hala amip trofozoitlerinin goriilmesi, uygulanan
tedavi siiresinin yeterli olmadigini gostermektedir. Bu silirede hastalik
kontrol altina alinmaktadir, fakat paraziti tamamen yok etmek i¢in bu ilag

protokoliiniin daha uzun bir peryotta kullanilmas1 gerekmektedir.
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IV. Acanthamoeba keratitinin histopatolojik gelisimin

Incelenmesi: Bircok arastirici, klinik Srneklerde ya da deneysel
olarak olusturdugu Acanthamoeba keratitindeki histopatolojik gelisimi
incelemistir. Incelemelerinde genellikle, amiplerin kornea icinde, stromal
lamellada veya derin stroma ic¢inde yayilmasi sonucu genellikle
noétrofillerden olusan immiin cevap meydana geldigini, fakat bazi olgularda
noétrofillere ek olarak lenfositlerin ve plazma hiicrelerinin de inflamasyona
katildigin1 bildirmislerdir (43).

Garner, 1993 yilinda yaptigi ¢alismada, 30 Acanthamoeba keratiti
tanis1 konan hastadan aldig1 doku 6rneklerini histopatolojik olarak incelemis
ve bu hastaligin patogenezi hakkinda bilgi vermistir. Bu 30 olgunun
histopatolojik olarak incelenmesi sonucunda patojenitenin 4 basamakta
siralanabilecegini vurgulamustir:

1. Infeksiyonun  baslangicinda,  epitelin  parcalanmasi ile

Acanthamoeba tiirii amiplerin stromayi istila etmesi.

2. Trofozoitlerin istilas1 sonucu keratositlerin sayisinin azalmasi ve

bu azalmanin kademeli olarak devam etmesi.

3. Notrofil polimorfoniikleer lokositlere bagimli yangisal yanit

olusmasi.

4. Lokositik ve parazitik etkilerle kollajenin yikilmasit sonucu

meydana gelen stromal nekroz.

Aragtirict, 30 hastanin 25’inde nétrofil ve makrofajlarin baskin oldugu
akut inflamasyonun gelistigini tespit etmistir (19).

Larkin ve East, infekte ettikleri kemelerin gozlerinden histopatolojik
kesitler hazirlay1p, hematoksilen-eozin (H&E) ile boyayip incelemislerdir.
Aragstiricilar birinci giinde inokiilasyon alanina nétrofil ve makrofajlarin
yangisal cevabini belirlemislerdir. Bunun yaninda arastiricilar, inflamatuvar
hiicrelerle, amiplerin ayriminin H&E boyasi ile olduk¢ca zor oldugunu
belirtmisler, anti-Acanthamoeba antikorlar1 ile immunoperoksidaz boyasi

kullanarak bu ayrimi kolaylikla yapmigslardir. 3. gilinde kistlerden
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trofozoitlerin ¢iktig1 ve inokiilasyon alanindan hareket ettigi goriilmiistiir.
Bu kez, karigik bir immiin cevabin olustugu, birinci giinde goriilen notrofil
ve makrofajlar arasinda lenfosit ve monositlerin  bulundugunu
belirtmislerdir. 7. giinde trofozoitlerin korneay1 iyice kapladigi, kistlerin
sayisinda ise biiyilkk oranda azalma oldugu goriilmistir. 14. giinde
inokiilasyon alaninin bazi bdlgelerinde stromal incelmeler goriiliirken, 21 ile
70. giinler arasinda amipler ve inflamatuvar hiicreler eozinofilik
materyallerle g¢evrili olarak goriilmiistiir (40). Aynmi arastiricilarin bir yil
sonra yaptiklar1 ¢alismada, yine keme gozlerinde deneysel olarak
Acanthamoeba keratiti olusturmuslar ve immunohistokimyasal teknikler
kullanarak konagin hiicresel cevabini arastirmiglardir. Arastirma sonucunda,
hiicresel cevapta degisiklikler goriilmiistiir. Doku kesitlerinde, ilk giin
noétrofillerin baskin oldugu bir hiicresel cevap olusurken, ilk giinii takip eden
giinlerde makrofajlarin daha baskin oldugu gériilmiistiir. incelemede bazen
T lenfositlerinin goriildiigli fakat B lenfositlerinin hi¢ goriilmedigi
belirtilmistir (41).

Bizde yaptigimiz histopatolojik incelemede, kornea dokusu iginde
kistleri goremedik. Bunun sebebi, Larkin ve East’in ¢alismalarinda belirttigi
gibi kistlerin H&E boyasi ile boyanan preparatlarda goriillememesi olabilir.

John ve arkadaslari, tavsanlarda deneysel olarak olusturduklari
Acanthamoeba keratitinde kortikosteroidlerin etkisini incelemislerdir. Bu
calismada yapilan histopatolojik incelemede arastiricilar, ikinci giinden
itibaren dokuda, trofozoitlere ek olarak polimorfoniikleer lokositlerin
goriildiigiinii belirtmisler ve buna ek olarak, trofozoitlerin neden oldugu
infiltrasyonlarin genellikle korneanin merkezinde ve ylizeyel stromada
lokalize oldugu goriilmiislerdir. Trofozoitlerin bu bolgelerde lokalize
olmalarina sebep olarak da, oksijen alanlarinin bu bolgelerde olmasi ve
trofozoitlerin de hareketlerinin bu yonde olmas1 gosterilmistir (35).

He ve arkadaslari, domuz goziinde kontakt lensin neden oldugu

deneysel Acanthamoeba keratiti olusturmuslar ve incelemelerinde hastaligin
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akut, yogun infiltrasyon ve durgun donem olmak iizere ii¢ doneme
ayridigin1  belirtmislerdir. Durgun donemde yapilan histopatolojik
incelemede, stroma iginde kistler, genis notrofilik infiltrasyonlar, stromal
nekroz ve kollajen lamellada bozulma goriilmiistiir (24).

Badenoch ve arkadaslari, Acanthamoeba keratitli bir hastadan izole
ettikleri Acanthamoeba susu ile Corynebacterium’u kemelere inokiile
ederek, deneysel Acanthamoeba keratiti olusturmuslardir. Arastiricilar
inokiilasyondan 7 giin sonra, infekte edilen biitiin gozlerde Acanthamoeba
keratiti olustugunu ve yapilan histopatolojik incelemelerde stroma iginde
trofozoitler, 6dem, korneada incelme ve hipopyon goérmiislerdir. Ayrica,
notrofil ve mononiikleer hiicreleri iceren karigik bir hiicresel cevap
gelistigini de aragtirmalarinda belirtmislerdir (7).

Biz de yaptigimiz caligmanin histopatolojik incelemesinde, yapilan
calismalara paralel sonuglar aldik. Ik haftalarda, nétrofil, eozinofil ve
lenfositlerden olusan yogun bir immiin yanit olusurken, ilerleyen haftalarda
bu yogunlugun azaldigi goriildii. Bunun yaninda, stromada amip

trofozoitleri, 6dem ve periferik damarlanma da oldukga fazlaydi.
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SONUC

Deneysel olarak olusturdugumuz Acanthamoeba keratitindeki,

histopatolojik gelisimin incelendigi ve iki farkli Acanthamoeba tiiriiniin

keratit yapma yeteneklerinin ve tedaviye cevaplarinin karsilagtirmali olarak

incelendigi arastirmamizin sonuglar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1.

Viyana Universitesi, Medikal Parazitoloji béliimiinden elde edilen
A. castellanii ve A. hatchetti tiirlerinin monoksenik ve aksenik
kiiltiirleri elde edildi.

Agar ve sivi besiyerindeki, canli amip trofozoit ve Kkistlerinin
goriiniimleri incelendi. Sivi besiyerindeki inceleme sonucu; iki, ii¢
ya da dort amibin karsilikli olarak aralarinda koprii kurduklari,
konjugasyon benzeri olaylar izlendi.

Amiplerin  boyanmasinda kullanilan on farkli boyadan,
Heidenhain’in demirli hematoksilen boyasi, Giemsa, PAS Schiff,
Masson Trikrom ve Toludin-O boyalarinin, diger boyalarla
kiyaslandiginda trofozoitlerin hiicre yapilarini daha iyi boyadigi
belirlendi.

Acanthamoeba tiirii amiplerle infekte olan keme gozlerinde,
epitelyal 0dem, punktat epitelyopati, ileri asamalarda korneal
tilser, stromal infiltratlar, damarlanma ve sonrasinda da pannus
dokusu gelisimi goriildii.

A. castellanii ile infekte edilen keme go6zlerinin histopatolojik
olarak incelenmesi sonucu, genellikle nétrofil ve eozinofillerden
olusan bir immiin yanit olustugu belirlendi. Bunun yaninda,
stromal lamellada bozulma, yogun vaskiilarizasyon ve 6dem
goriildii. Stroma icinde amip trofozoitleri bulunurken, kistlere

rastlanmadi.
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6. A. castellanii ile infekte edilen gozlerde tablo daha hizli ve koti
seyrederken, A. hatchetti, invaziv olmayan ve daha yavas seyirli bir
tablo gosterdi. Bu klinik tabloyla uyumlu olarak, A. hatchetti ile
infekte gozler tedaviye daha iyi cevap verirken, A. castellanii ile

infekte gozler, pannus olusumu ile birlikte iyilesme gosterdi.

101



OZET

Deneysel Olarak Olusturulan Acanthamoeba Keratitinin

Histopatolojik Gelisimi ve Hastahgin Tedavisi Uzerine Cahsmalar

Calismamizda, Acanthamoeba keratitli hastalardan izole edilen, A.
castellanii’nin 1BU susu ve A. hatchetti’nin 2HH susu kullanildi. Bu tiir
amipler keme gozlerine inokiile edilerek, dencysel Acanthamoeba keratiti
olusturuldu. Bu iki amip tiiriiniin keratit yapma yetenekleri ve keratit
olustuktan sonra uygulanan tedaviye cevaplar1 karsilastirmali olarak
incelendi. Bunun yaninda A. castellanii ile infekte keme gozlerindeki
histopatolojik gelisim de takip edildi.

Amip tiirlerinin géze inokiilasyonu sonucu, biitiin keme gozlerinde
keratit gelisti. Infekte gozlerde epitelyal édem, punktat epitelyopati, ileri
asamalarda korneal iilser, stromal infiltratlar, damarlanma ve sonrasinda
pannus dokusu gelisimi goriildii.

A. castellanii ile infekte edilen gozlerde tablo daha hizli ve kotii
seyrederken, A. hatchetti, invaziv olmayan ve daha yavas seyirli bir tablo
gosterdi. Bu klinik tabloyla uyumlu olarak, A. hatchetti ile infekte gozler %
0.002’lik Cholorhexidine ve neomycin - polymyxin B - gramicidin
(neosporin)’in kombine olarak kullanildig1 tedaviye daha iyi cevap verirken,
A. castellanii ile infekte gozler, pannus olusumu ile birlikte iyilesme
gosterdi.

A. castellanii infekte edilen keme gozlerinin histopatolojik olarak
incelenmesi sonucu, genellikle nétrofil ve eozinofillerden olusan bir immiin
yanit olustugu, bunun yaninda, stromal lamellada bozulma, yogun
vaskiilarizasyon ve Odem goriildii. Stroma iginde amip trofozoitleri

bulunurken, kistlere rastlanmadi.
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SUMMARY

Histopatological Development of Experimental Acanthamoeba Keratitis

and In Vivo Studies on Its Therapy

In the present study, it was aim was to define the clinical and
histopathological description of Acanthamoeba keratitis and develop a new
therapathic approach on experimental Acanthamoeba keratitis. For this purpose,
we used two strains of A. castellanii (1BU) and A. hatchetti (2HH) which were
isolated from Acanthamoeba keratitis cases.In animal experiments 3 groups of
(each group consists of 6 rats) rats were used: group one inoculated with A.
castellanii, group two with A. hatchetti and the last one was control. Experimental
Acanthamoeba keratitis was induced in rats by intrastromal inoculation of
Acanthamoeba (%90 cysts, %10 trophozoite). In control group Page’s saline
solution was used for inoculation. The abilities of both strains in keratitis
development and therapathic difference between them were compared. The
histopathological development of A. castellanii in rat corneal tissues were also
investigated.

All rats inoculated with Acanthamoeba species developed keratitis. Clinical
keratitis was developed acutely and progressed rapidly in rats infected with A.
castellanii than those which were infected with a. hatchetti. Keratitis caused by A.
hatchetti vas noninvasiveand followed a less progressive route. Certain clinical
features were consistently observed in theserats such as, epithelial edema, punktat
epitheliopathi, progressive corneal ulser, stromal infiltrations, vascularisation and

pannus tissue development.
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The combined aplication of cholorhexidine (% 0.002) and neomycin -
polymyxin B - gramicidin (neosporin) was used in the therapy of experimental
keratitis. This therapy caused dramatic improvement in rats infected with A.
hatchetti, whereas the rats infected with A. castellanii respond this treatment with
pannus development.

A marked inflammatory response of neutrophils and macrophages at the
inoculation sites were detected in the histopathological section of rat corneal
tissues that inoculated with A. castellanii. In addition, dense vascularisation,
stromal edema, destructions of stromal lamellas were also observed in these

sections.
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