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ONSOZ

Serbest yasayan amipler (SYA) dogada yasarken ¢esitli mikroorganizmalarla
beslenmekte ve etkilesim kurmaktadir. Amip ve bakteri etkilesimine yonelik yapilan
calismalarda, ¢esitli bakterilerin basta Acanthamoeba spp. olmak iizere SYA
icerisinde ve/veya disinda etkilesime girdigi gosterilmistir. Bu etkilesim sonucunda
amip ve/veya bakteri ¢esitli faydalar saglamaktadir. Bakteri suslar1 ¢evresel ortamda
canliliklarin1 daha uzun siirdiirebilmekte, sayilarini ve viriilanslarini arttirabilmekte,
uzak mesafelere yayilabilmekte, antibiyotik ve biyosidal {riinlere direng
gelistirebilmekte ve amip hiicresi i¢inde antrenman yaparak, insanda fagositoz
yoluyla olusan savunma mekanizmalarina dayanikli hale gelebilmektedir. Bunun
yaninda, Acanthamoeba spp. suslarinin da bakterilerle etkilesime girerek, canlilik

stirelerinde ve/veya patojenitelerinde artis ortaya ¢ikabilmektedir.

Gilintimiizde, amip ve bakteri etkilesimi ile bu etkilesim sonuglar1 konusunda
uluslararas1 diizeyde c¢ok sayida arastirma yapilmis ve bu alana ilgi son yillarda
giderek artis gostermistir. Calismalarin  Legionella spp., tiiberkiiloz dis1
mikobakteriler, Francisella Listeria, Campylobacter, Escherichia coli vb. bakteriler
tizerinde yogunlasti bununla birlikte, tiiberkiiloz disi mikobakteriler ve Legionella
disinda solunum yolu patojeni etkenleri ile amip etkilesimine yonelik aragtirmalarin
az sayida oldugu goriilmektedir. Tiirkiye’de ise SYA ile ilgili ¢caligmalar daha ¢ok
cevresel Orneklerde bulunma sikliklari {izerine yapilmis olup amip-bakteri

etkilesiminin arastirildig1 caligmaya rastlanmamaistir.

Sebeke suyu sistemlerinde yer alan biyofilm tabakasinda bulunabilen, solunum
yolu patojenlerini de igeren amibe direngli bakterilerin, enfeksiyon olusturma
potansiyelleri yoniinden dikkate alinmasi1 gerekmektedir. Bilgilerimize gore, solunum
yolu patojenlerinden B. pertussis, H. influenzae, S. pneumoniae ve M. catarrhalis’in
SYA ile etkilesimi detayli olarak arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle
calismamizda, Tirkiye’de ilk defa, amip-bakteri etkilesiminin hastalardan izole

edilen bakteri suslarmi kullanarak arastirmak; A. hatchetti ile B. pertussis, H.
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influenzae, S. pneumoniae ve M. catarrhalis arasinda nasil bir etkilesim oldugunu in

vitro olarak ortaya ¢ikarmak amaglanmuistir.
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1. GIRIS

Serbest yasayan amipler (SYA) (Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia,
Sappinia, Hartmannella vb.) ile patojen bakteriler arasindaki etkilesimler hem
amipler hem de bakteriler agisindan 6nem tasimaktadir. Amipler toprak, su gibi
cevresel ortamlarda, ozellikle bu ortamlardaki mikrobiyal biyofilm tabakalarinda
bulunmakta ve c¢esitli mikroorganizmalarla beslenmektedir. Bu ortamlardaki bazi
bakterilerin de amiplerle gostermis olduklar1 etkilesim, bakterilere olumsuz
durumlarda canliliklarii stirdiirmek, hastalik yapict 6zelliklerini arttirmak ve
antibiyotiklere diren¢ gelistirmek gibi avantajlar saglayabilmektedir. Bdylelikle,
ozellikle firsatci patojen bakteriler ¢evresel ortamlarda daha uzun siire canli kalmakta
ve yayima ihtimalleri artmaktadir. Patojen bakteriler ile SYA arasindaki
etkilesimlerin nasil, hangi tiirler arasinda ve ne sekilde gerceklestiginin incelenmesi
ile bu patojen etkenlere yonelik gerekli ve dogru dnlemlerin alinmasi, halk sagliginin

korunmasi agisindan 6nem kazanmaktadir (Guimaraes ve ark., 2016 ve Khan ve

Siddiqui, 2014),

Solunum yolu enfeksiyonlarina en sik neden olan patojen bakteriler arasinda
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae ve Bordetella pertussis
sayilabilir. Bu etkenler, farkli yas gruplarinda iist ve alt solunum yollarinda
asemptomatik tasiyiciliktan pndmoni ve menenjit gibi ciddi enfeksiyonlara kadar
degisen hastaliklara sebep olabilmekte ve Tiirkiye’de de rutin olarak izlenen
bildirimi zorunlu hastalik etkenleri arasinda yer almaktadirlar (Akbas E ve ark.,
2014). Bunlarin yaninda, 6nceden normal solunum yolu florasi olarak degerlendirilen
Moraxella catarrhalis de son yillarda 6nemi gittik¢e artmaya baslayan solunum yolu

patojenleri arasinda yer almaya baslamigtir (Hallstrom ve ark., 2011).

Bu ¢alismada, Tiirkiye’de ilk defa, hastalardan izole edilmis olan solunum yolu
patojenleri S. pneumoniae, H. influenzae B. pertussis ve M. catarrhalis’in
Acanthamoeba hatchetti ile etkilesimini gdostermeye yonelik c¢alismalar yapilmasi
planlanmistir. Calisma sonucunda, solunum yolu enfeksiyon etkenleri arasinda

Oonemli bir yere sahip olan bu bakterilerin, g¢evrede yaygin olarak bulunan



Acanthamoeba tiirleri ile nasil etkilesime girdiklerinin gdsterilmesi ve bu durumun

halk sagligi agisindan 6neminin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

1.1 Serbest Yasayan Amipler ve Acanthamoeba spp.

SYA dogada yaygin olarak her yerde bulunan firsat¢1 protozoadir. Toprak, toz,
hava, deniz suyu, yiizme havuzu suyu, sebeke suyu, igme suyu, atik su, kontakt lens
soliisyonlari, klima sistemleri, diyaliz {liniteleri ve dis tedavi {niteleri gibi yerlerde
bulunabilirler. SYA arasinda Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia ve Sappinia
olmak iizere baglica dort cins amip, insan ve hayvanlarda firsatg1 ve firsatg1 olmayan
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Daha nadir olarak ise Hartmannella bu gruba
eklenebilir. Klasik smiflandirmada Acanthamoeba, Balamuthia, Sappinia ve
Hartmannella Protozoa subesi altinda Amoebida smifinda, Naegleria ise
Schizopyrenida smifinda yer almaktadir. Ancak son zamanlarda yapilan yeni
smiflandirmada Acanthamoeba, Balamuthia, Sappinia ve Hartmannella ckaryotlar
altinda yer alan Amoebozoa siiper grubunda, Naegleria ise Excavata siiper grubunda
simiflandirilmistir (Smirnov ve ark., 2011; Trabelsi ve ark., 2012 ve Visvesvara ve
Schuster, 2008).

Acanthamoeba’nin bir¢ok tiirti (A. castellanii, A. culbertsoni, A. hatchetti, A.
healyi, A. polyphaga, A. rhysodes, A. astronyxis ve A. divionensis), Balamuthia’nin
bilinen tek tiirii B. mandrillaris, Naegleria’nin sadece bir tiirii Naegleria fowleri ve
Sappinia tiirleri hastalik etkeni olarak gosterilmistir (Visvesvara ve ark., 2007).
Hartmannella cinsi icerisinde de Hartmannella vermiformis’in insanlarda hastalik
etkeni oldugu bildirilmistir (Abedkhojasteh ve ark., 2013 ve Niyatti ve ark., 2014).
Giiniimiizde H. vermiformis, Hartmannella’nin diger tiirlerinden 6nemli farkliliklara
sahip oldugu i¢in Vermamoeba vermiformis olarak adlandiriimaktadir (Smirnov ve
ark., 2011).



1.1.1 Acanthamoeba spp. Genel Ozellikleri

Ik kez 1930°da Castellani tarafindan maya kiiltiirii kontaminant1 olarak tespit
edildikten sonra yaklasik 30 yil biiylik 6l¢iide dikkate alinmamistir. Adini yiizeyinde
ince ¢ikint1 veya igne benzeri yapilara sahip oldugu i¢in Latincede dikensi ¢ikinti
anlamma gelen “acanth”dan almaktadir. Acanthamoeba, 1960’larda graniilomatdz
ensefalit ile iliskilendirilmeye baslanmis ve 1970’lerde keratite neden oldugu
gosterildikten sonra 6nemi artmistir (Siddiqui ve Khan 2012b). Insanda tanimlanmis
ilk graniilomatéz amibik ensefaliti (GAE) 1972 yilinda, ilk Acanthamoeba keratiti
(AK) ise 1974 yilinda yaymlanmistir. Bu donemden sonra dnemi gittikge artmistir

(Nagington ve ark., 1974 ve Jager ve Stamm, 1972).

Acanthamoeba, dogada yaygin olarak bulunan firsatg1 bir protozoadir. Tuzlu
veya tath sularda, atik suda, saksi topraginda, ev akvaryumlarinda, nemlendirici-
isiticilarda,  hastane ortamlarinda dis  servisleri ve diyaliz {initelerinde
yasayabilmektedir. Acanthamoeba ozmolarite, sicaklik, tuzluluk ve pH sartlarini
genis bir aralikta tolere edebildigi icin 37 °C ve lizeri viicut sicakliklarinda hayatta
kalabilmektedir. Boylece bazi Acanthamoeba tiirleri (A. castellanii, A. culbertsoni, A.
hatchetti, A. healyi, A. polyphaga, A. astronyxis ve A. divionensis) insanda
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Diger bazi tiirler de termo-toleran olmakla
birlikte patojen olduklarma dair bulgu bulunmamaktadir. (Schuster ve Visvesvara,
2004). Acanthamoeba cinsi, bitkiler, baz1 hayvanlar (kuslar, siiriingenler, kdpekler,
maymunlar, baliklar), pulmoner sekresyonlar, maksiller siniis ve digki 6rneklerinden

de izole edilmistir (Visvesvara ve ark., 2007).

Cevresel ve klinik Acanthamoeba suslar1 in vitro olarak ksenik veya aksenik
kiiltiir ortamlarinda iiretilebilmektedir. Ksenik kiiltiir, canli veya 6lii bakteri eklenmis
herhangi bir besleyici madde igermeyen agar ya da diisiik diizeyde besin i¢eren agarli
(%0,05 peptone %0,05 yeast extract ve %0,1 glukoz) plaklar iizerine 6rnegin ve/veya
amibin ekilmesi ile gergeklestirilmektedir. Cogunlukla ksenik kiiltiirler i¢in mukoid
Ozellikte olmayan Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp. (Enterobacter
aerogenes ve Enterobacter cloacae) veya Escherichia coli bakterileri tercih



edilmektedir (Shuster, 2002). Aksenik kiiltiirlerde ise bakteri kullanilmaz ve temel
besiyeri igerigi proteose peptone/peptone, yeast extract ve glukozdur. Bakteri
kontaminasyonunu engellemek amaciyla besiyerine penisilin, gentamisin veya
streptomisin eklenebilir. Baz1 Acanthamoeba suslari’nin 6zellikle klinik 6rneklerden
izolasyonu i¢in ise bu temel besiyerine serum ve bazi vitaminlerin (B12, tiamin,
biotin vb.) eklenmesinin kiiltiir sansin1 arttirdig1 bildirilmektedir (Shuster, 2002 ve

Zeybek ve ark., 2009).

Patojen ve patojen olmayan suslarin oda sicakliginda (yaklasik 25 °C) ve iki
giin igerisinde ireyebilmekte ancak, ozellikle ilk izolasyon kiiltiirlerinde amip
olmadiginin tespit edilmesi icin yedi glin beklenmesi gerekmektedir. Bazi klinik
suslar >37 °C’de iireyebilse de ozellikle kornea enfeksiyonundan izole edilen suslarin
uygun dreme sicakligi yaklasik 30 °C’dir (Greub ve Raoult, 2004; Khan, 2006 ve
Shuster ve Visvesvera, 2004).

Acanthamoeba yasam dongiisiinde, trofozoit (8-40 um) ve hareketsiz kist (8-29
um) olmak tizere iki evrim sekli bulunmaktadir. Trofozoit yapisi tek ¢ekirdek ve
viicut yiizeyinden disartya uzanan akantapodlarinin bulunmasi ile karakterizedir.
Akantopodlar amibin yiizeylere tutunmasini, hiicresel hareketini ve besinleri
yakalamasimi saglamaktadir. Trofozoit; bakteri, alg, mantar veya kii¢iik organik
partikiiller ile beslenip ikiye boliinerek ¢ogalmaktadir (Khan, 2006). Bu bulasict ve
yayilan form olumsuz ¢evre kosullarinda (asir1 sicaklik ve pH, besin eksikligi, hiper
veya hipo-ozmolarite) uzun siire canli kalamamakta ve ikili duvar yapisina sahip
(endo ve ektokist) kiste dontismektedir. Bu dayanikli sekil, gevresel degisiklikleri
izlemekte kullandig1 agikliklara sahiptir. Boylece uzun siire aclik, kuruluk, cesitli
fiziksel ve kimyasal ajanlardan korunabilmektedir (Aksozek ve ark., 2002). Kistlerin
20 yildan fazla canli kalabildikleri gozlenmistir (Mazur ve ark., 1995).

Acanthamoeba’nin trofozoit ve kist formu Sekil 1.1°de gosterilmistir.



Uygunsuz kosullar
—_—

Uygun kosullar

2um 2um

Sekil 1.1. Acanthamoeba spp.’nin yasam dongiisii.

Uygun kosullarda amip, soldaki trofozoit formda bulunur ve ikiye béliinerek cogalir. Uygunsuz
kosullarda ise sagdaki sekilde, kist formuna doniiserek olumsuz ¢evresel kosullara dayanikli hale gelir
(Siddiqui ve Khan, 2012b).

Acanthamoeba’nin 24’den fazla tiirii Kistin morfolojik ozelliklerine ve
biiyiikliiklerine dayali olarak ii¢ grupta tanimlanmistir (Khan, 2006; Shuster ve
Visvesvara, 2004; Stothard ve ark., 1998 ve Visvesvara ve ark., 2007). Morfolojik
gruplandirmada kist yapilari arasindaki farkliliklar Sekil 1.2°de gosterilmistir.

e Grup 1: Diger gruptakilerden biiyiik (18-30 um), yildiz seklinde endokist ve
diiz/kirigik ektokisti olan kistlere sahip tiirleri (A. astronyxis, A. comandoni, A.

echinulata ve A. tubiashi) igermektedir.

e Grup 2: Tirlerin biiyiik boliimiinii iceren gruptur. Bu grupta 18 pm’ye yakin
veya kiiciik boyutlarda dalgali ektokist ve poligonal, oval veya yildiz seklinde
endokisti olan kistlere sahip tiirler (A.mauritaniensis, A. castellanii, A.
polyphaga, A. quina, A.divionensis, A. triangularis, A. lugdunensis, A. griffini,

A. rhysodes, A. paradivionensis ve A. hatchetti.) yer almaktadir.

e Grup 3: Biiyiikliikleri 18 um ve altinda olan ince ve diiz ektokist ile kiire veya
oval endokist yapisina sahip Kkistleri olan tiirleri (A. palestinensis, A.

culbertsoni, A. royreba, A. lenticulata ve A. pustulosa) igermektedir.



Sekil 1.2. Acanthamoeba Kistlerinin morfolojik farkliliklarinin interferans kontrast mikroskopta
gorinimil.
A: Grup 1, B: Grup 2 ve C: Grup 3. (Lorenzo-Morales ve ark., 2015).

Kiiltiir sartlarina bagl olarak kist yapisinda meydana gelen degisiklikler nedeni
ile bu smiflandirmanin giivenilir olmadig1 diisiintildiiginden, aragtirmacilar son
zamanlarda amibin 18 S rRNA genlerinin sekanslanmasima dayali tanimlamaya
yonelmislerdir. Bugiline kadar yapilan g¢alismalar sonucu Sekans degisikliklerine
dayal1 18 farkli genotipin (T1-T18) oldugu bildirilmistir (Corsaro ve Venditti, 2010;
Corsaro ve Venditti, 2011; Gast, 2001; Hewett ve ark., 2003; Horn ve ark., 1999;
Qvarnstrom ve ark., 2013; Nuprasert ve ark., 2010 ve Stothard ve ark., 1998). Her bir
genotip arasinda %5 veya daha fazla sekans farkliligi oldugu gosterilmistir. Ancak,
Acanthamoeba’nin patojenitesi bazi1 genotipler ile sinirh olup (T1, T2, T4, T6, T10,
T11, T12) insan enfeksiyonlar ile en sik iliskili genotip T4’ tlir (Khan, 2006).

Booton ve ark. (2005), c¢alismalarinda keratit disi Acanthamoeba
enfeksiyonlarinda baskin genotipin T4 oldugunu, daha az oranda ise T1, T10 ve
T12’nin tespit edildigini belirtmistir. Verani ve ark. (2009) ABD’ndeki bir AK salgin
arastirmasinda izole edilen hasta suslarmmin %91’inin T4, digerlerinin T3 ve T14
olduklarin1 saptamistir. Arnalich-Montiel ve ark. (2014) ise AK vakalarinda izole

edilen baskin genotipin T4, daha az oranda T3 ve T11 oldugunu tespit etmistir.



1.1.2 Klinik

Acanthamoeba’nin bazi tiirleri mikroorganizmalara konaklik yapmalarinin yani
sira kendileri de insan igin patojen olabilmektedir. SYA ile temas i¢in birgok firsat
oldugu disiiniiliirse hayvan ve insanlardaki Acanthamoeba enfeksiyonlar1 aslinda
oldukga nadir goriilmektedir. Ozellikle immun sistemi baskilanmis hastalarda GAE,
nazofarengial ve kutanéz acanthamoebiasis ile immun sistemi saglikli olan ve
cogunlukla kontakt lens kullananlarda agrili keratite neden olabilmektedirler.
(Shuster ve Visvesvara, 2004). Saglikli insan popiilasyonunun %80’den fazlasinin
Acanthamoeba’ya karsi antikorlara sahip oldugu gosterilmistir. Acanthamoeba
patojenitesinde amibin mukoz adezyon ve doku gogii kapasitesinin de rolii oldugu
bilinmektedir (Chappel ve ark., 2001).

GAE, nazofarengial ve kutanoz lezyonlar amibin sistemik enfeksiyonlaridir.
Nazofarengial ve kutan6z enfeksiyonlar, amibin dolasim sistemi yoluyla merkezi
sinir sistemine (MSS) ulagmasi sonucu GAE’e doniisebilmektedir (Trabelsi ve ark.,
2012).

GAE, oldukga nadir goriiliir. Bugiline kadar tiim diinyada yaklasik 150 vaka
bildirilmistir. GAE tanisinin konulmasindaki problemler nedeni ile baska vakalarin
oldugu fakat yanlis tan1 konulmasi veya tan1 konulamamasi nedeni ile vaka sayisinin
az oldugu disiiniilmektedir. Fransa’da serebral yayilimi1 olan tek ve Oliimciil A.
lenticulata GAE vakasi rapor edilmistir (Barete ve ark., 2007). GAE, immun
yetmezligi olan kisiler i¢in (6zellikle AIDS’1i hastalar, diabetik veya organ nakli olan
hastalar) firsat¢1 ve 6liimciil bir hastaliktir. Ancak saglikli kisilerden de bazi1 vakalar

bildirilmistir (Visvesvara ve ark., 2007).

Etken genellikle, alt solunum yolu ve deriden viicuda girdikten sonra
hematojen yolla yayilmaktadir. Acanthamoeba’nin MSS’ne girisi biiyiik bir olasilikla
kan-beyin bariyeri yoluyla olmaktadir. Bazi vakalarda, serebrospinal siviya ulasan
patojen, koroid pleksus’dan girer. MSS disinda etkilenmis organlar deri, deri alti

dokusu, karaciger, akciger, bobrek, bobrek listii bezi, pankreas, prostat, lenf nodlari



ve kemik iligidir. Kutandz veya solunum yolu enfeksiyonlar1 birka¢ aydan fazla
stirede gelisebilmekte ancak MSS tutulumu haftalar ig¢inde Oliimciil sonuglar
verebilmektedir. Hastalik olusturma mekanizmasi ise hala bilinmemektedir (Khan,
2006 ve Martinez ve Visvesvara, 1997).

Kutan6z acanthamoebiasis ise immun sistemi baskilanmis hastalarda goriilen
nadir firsatc1 bir enfeksiyondur. ilk vaka AIDS’li bir hasta olup 1986 yilinda
yayimlanmistir (Gonzalez ve ark., 1986). Ardindan Chandrasekar ve ark. (1997) ve
Torno ve ark. (2000), AIDS’li hastalarda kutanéz acanthamoebiasis tespit

etmislerdir.

AK ise ¢ogunlukla immun sistemi saglam kisilerde gelisen ve gérmeyi tehdit
eden okiiler bir enfeksiyondur. Baslica risk faktorleri uzun siireli kontakt lens
takilmasi, korneal travma, steril olmayan lens soliisyonlari, lenslerde olusan biyofilm
ve kontakt lens takili olarak kirli suda yiiziilmesidir. Tek goziin etkilenmesi tipiktir
ancak cift tarafli keratit de bildirilmistir. Korneaya Acanthamoeba bulasi, etkenin
virulansina ve korneanin fizyolojik durumuna baglidir. Korneal travma, kontakt lens
kullanan ve kullanmayanlardaki keratitlerin ¢ogunlugunda goriilmektedir. AK
saptanan kontakt lens kullanicilarinin %85’inde korneanin zarar gordigii tespit

edilmistir (Lorenzo-Morales ve ark., 2015 ve Trabelsi ve ark., 2012).

Son yillarda, gelismekte olan iilkelerde kontakt lens kullanimindaki artisa bagh
olarak AK vakalar1 da artmaktadir. Kontakt lens kullanicilart arasinda AK goriilme
oraminin  ABD’nde 1,36/milyon, Ingiltere’de ise 17-21/milyon oldugu tahmin
edilmektedir (Seal, 2003). Walochnik ve ark., (2000a) kontakt lens kullanan 18
keratit hastasinin tamaminin lens kutularinda toplam 20 SYA tespit etmistir. Tespit
edilen SYA’in 15’inin Acanthamoeba, iciinin Vahlkampfia ve ikisinin
Hartmannella cinsi oldugu saptanmistir. Tespit edilen 15 Acanthamoeba susu
arasinda da bir A. polyphaga ve iki A. hatchetti susu olmak tizere toplam ¢ viriilan
sus saptanmisgtir. Avusturya’da son 20 yilda, Acanthamoeba spp’nin neden oldugu
154 AK, ii¢c de GAE vakast oldugu, AK vakalarinda baskin genotipin T4 diger



genotiplerin T3, T5, T6 ve T11 bunun yaninda GAE vakalarinda ise T2, T4 ve T5

genotiplerinin neden oldugu tespit edilmistir (Walochnik ve ark., 2015).

Tiirkiye’de ilk AK olgusu 1996 yilinda Elaz1g’da, ikincisi ise 1999°da izmir’de
bildirilmistir (Akisu ve ark., 1999; Akyol ve ark., 1996 ve Saygi ve Polat, 2003).
Ertabaklar ve ark. (2009) kontakt lens kullanan bir hastada AK etkeninin T4
genotipinde A. castellanii oldugunu saptamistir. Ertabaklar ve ark. (2007) kontakt
lens kullanmayan bir hastada T4 genotipinde A. castellanii ve T9 genotipinde A.
comandoni tiirlerinin birlikte neden oldugu bir AK olgusu tespit etmistir. Ozkoc ve
ark. (2008) da kontakt lens kullanmayan bir hastada T4 genotipinde Acanthamoeba
kaynakli keratit rapor etmistir. Erdem ve ark. (2014) ise Tirkiye’de ilk bolgesel
caligmay1 yaparak kontakt lens ile iligkili olmayan 26 AK vakasi bildirmistir.

1.2 Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae (pndomokok) tiim diinyada bulunan ve akut bakteriyel
enfeksiyonlara neden olan bir patojendir. Ik kez kuduzlu bir hastanm tiikiiriigiinden
Pasteur tarafindan 1881 yilinda izole edilmistir. Etkenin hayvan ve artropod vektorii
yoktur. Temel bulas kaynagi, nazofarenksinde bakteriyi tasiyan asemptomatik
kisilerdir. Bulas, solunum yolu damlaciklar1 ile kisiden kisiye temas veya st
solunum  yollarina  etkenin  kisi  tarafindan  otoinokiilasyonu  seklinde
gerceklesmektedir. Serotip Ozelliklerine bagli olarak asemptomatik tasiyiciliktan
otitis media, siniizit ile menenjit ve pndomoni basta olmak invaziv pnémokokal
hastaliklara (IPH) kadar cesitli enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Hamborsky ve
ark., 2015a). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore her yil 1,6 milyon insan
IPH nedeniyle &lmekte ve bunlarmn yaklasik bir milyonunu bes yasindan kiigiik
cocuklar olusturmaktadir (Werno ve Murdoch, 2008).

DSO, pnémokok kaynakli olanlarin da i¢inde bulundugu menenjitlerin ve diger
invaziv hastaliklarin (pnomoni, bakteriyemi vb.) diinya genelinde azaltilmasina

yonelik yaygmn bir program vyiiriitmekte olup iilkemizde IPH, bildirimi zorunlu



hastaliklar arasinda yer almaktadir. Etkili bir konjugat asis1 bulunmasi nedeniyle,
IPH as1 ile &nlenebilir enfeksiyonlar arasinda da yer almaktadir (Akbas E ve ark.,
2014a).

1.2.1 Mikroorganizma Genel Ozellikleri

S. pneumoniae, gram pozitif, lanset seklinde, fakiiltatif anaerop bir
mikroorganizmadir. Genellikle diplokok seklinde goriinmekle birlikte nadir olarak
tek tek veya kisa zincirler seklinde de bulunabilmektedir. S. pneumoniae 35-37 °C ve
%5 CO;’li ortamda rahatlikla tiremekte ve kolonileri koyun kanli agar plaginda alfa-
hemolitik, kiigiik ve gri renkli gozlenmektedir. 24-48 saatlik kiiltiirlerde koloniler
diizlesmeye ve ortast ¢okmeye baglar. Bu koloni morfolojisiyle, viridans
streptokoklardan ayrilabilir (Ryan KJ., 2004a).

Bu bakterilerdeki viriilans ile iliskili kapsiiler polisakkaritin, antijenik
ozellikleri ve kimyasal yapisi ile patojenitedeki rolii, 1915-1945 yillar1 arasinda
acikca  gosterilmistir.  Kapsiiler  polisakkaritler, = pndmokoklarin  serotip
siiflandirilmasinda temel yapilar olup, 2011 yilina kadar tip spesifik antikorlar ile
reaksiyona giren 92 serotip oldugu bildirilmistir. Bu antikorlar opsonizasyonu ve
fagositozu gergeklestirerek etkenin temizlenmesini saglar. Pek ¢ok serotip hastalifa
neden olsa da diinya capinda ¢ogunlukla belli serotiplerin (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V,
14, 18C, 19A, 19F, ve 23F) invaziv enfeksiyonlara yol agtigi gosterilmistir.
(Hamborsky ve ark., 2015a ve Richter ve ark., 2013).

1980’lerin ortalarindan itibaren once penisiline sonra da ¢oklu ilaca direngli
pnomokoklarin saptanmasi, etkenin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanip, duyarlilik
testleriyle birlikte raporlanmasinin 6nemini arttirmistir. Giderek artan antibiyotik
direnci nedeniyle, IPH’1n kontroliinde asilara olan gereksinim on plana ¢ikmistir. Bes
yas alt1 cocuklarda, enfeksiyonlarin %80’inden sorumlu pndmokoklarin kan ve beyin
omurilik stvilarindan izole edilen yedi serotipi (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F ve 23F) igin
iiretilen PVC7 konjugat asisi, 2000 yilinda ABD’nde uygulanmaya baglanmustir.
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Bunun ardindan ilave alt1 Serotipi igeren (1, 3, 5, 6A, 7F ve 19A) PVC 13 konjugat
asis1 da 2010 yilinda kullanmima girmistir (Pilishvili ve ark., 2012 ve Rickter ve ark.,
2013). Tirkiye’de konjuge pnomokok asist 2008 yilinda ulusal bagisiklama

programina alinmis ve uygulanmaya baslanmustir.

1.2.2 Klinik

Pnomokok hastaliklarinin en 6nemli olanlar1 basta pnomoni olmak {izere,
bakteriyemi ve menenjittir. IPH diinyanin hemen her yerinde cocuk ve eriskinlerde
ciddi seyreden enfeksiyon hastaliklarinin basinda gelmektedir. Etken, osteomiyelit,
septik artrit, endokardit, perikardit, peritonit veya neonatal invaziv enfeksiyonlara da
neden olabilmektedir. Bakterinin neden oldugu invaziv olmayan hastaliklar arasinda
ise akut otitis media, siniizit, konjonktivit bulunmaktadir. Akut otitis media en sik
gbzlenen pnomokok enfeksiyonu olup, bu enfeksiyonu alti yasa kadar hemen her
gocugun gegirdigi tahmin edilmektedir (Hamborsky ve ark., 2015a ve Pilishvili ve
ark., 2012).

Pnomokokkal pndmoni, ani baglayan ve titremeyle yiikselen ates, ploretik
gbgiis agrisi, dispne, takipne, Oksiirlik ve pliriilan balgamla karakterizedir. Bebek ve
kiiglik ¢ocuklarda ates, kusma ve konviilsiyonla da ortaya ¢ikabilmekte, yaslilarda ise
ates, dispne ve biling durumundaki degisiklikler ilk bulgular olabilmektedir.
Hastaligin seyri sirasinda olgularin %25-30’unda bakteriyemi gelisebilmekte ve kan
kiiltiriinde S. pneumoniae saptanabilmektedir. Bakteriyemide ortalama vaka 6lim
orant %20 kadardir fakat Ozellikle yasli vakalarda bu oran %60’a kadar
yiikselebilmektedir (Ryan KJ., 2004a).

Pnomokokkal menenjit, diger akut bakteriyel menenjitler gibi ani yiikselen
ates, letarji veya koma ve meningeal irritasyon bulgular ile karakterizedir. Bilinen
risk gruplarmin disinda, kohlear implant1 veya baziller kirig1 olan hastalar da invaziv

pnomokokkal hastalik igin yiiksek risk grubundadir. ABD’inde yilda 3 000-6 000
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vaka oldugu, ¢ocuklarda 6liim oraninin %S8; yetiskinlerde ise %22 oraninda oldugu

tahmin edilmektedir (Hamborsky ve ark., 2015a).

1.3 Moraxella catarrhalis

Ust solunum yollarinda kommensal olarak bulunan, yasamin ilk yilinda
cocuklarin biiyiikk boliimiinde nazofarenks ve orofarenkste kolonize olan bir
bakteridir. Son 20-30 yilda st solunum yolu enfeksiyonlarma sebep oldugu
gosterildikten sonra Onemsenmeye baslanmistir. Cocuklarda akut otitis media ve
kronik obstriiktif akciger hastaliginin (KOAH), yetigkinlerde ise alt solunum yolu

enfeksiyonlarinin 6nemli sebepleri arasindadir (Hallstrom ve ark., 2011).

1.3.1 Mikroorganizma Genel Ozellikleri

Ik olarak 1896 yihnda bulunmus ve Micrococcus catarrhalis olarak
adlandirilmigtir. Moraxella cinsinde simiflandirilmaya ise 1984 yilindan itibaren
baslanmistir (Bernharda ve ark., 2012). Aerop, hareketsiz, katalaz ve oksidaz pozitif,
mikroskobik olarak gram negatif, diplokok morfolojide, 0,5-1,5 um boyutlarinda ve
yalniz insan patojeni olan bir mikroorganizmadir. Kanli agar ve ¢ikolata agar gibi
pek ¢ok genel iiretici besiyerinde 35-37 °C’de bir gecelik inkiibasyondan sonra 1-3
mm ¢aplt diizgiin krem renkli koloniler olusturur (Engelkirk ve Duben-Engelkirk,
2008).

M. catarrhalis, dis membraninda “Lipooligosakkarit (LOS)” olarak
adlandirilan, benzersiz ve kompleks oligopeptit yapisinda bir bilesene sahiptir. LOS,
bakterinin 6nemli bir viriilans faktoriidiir ve asi ¢alismalarinda hedef bolge olarak
kullanilmaktadir. LOS’in yapisal agidan ufak farkliliklar1 ile M. catarrhalis’in A, B
ve C olmak iizere ii¢ serotipi tespit edilmistir. Hastalik etkeni olarak izole edilen
suslarin %95’inde bu ii¢ serotipten birisi oldugu bulunmustur (Frank ve ark., 2015 ve
Edward ve ark., 2005).
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1.3.2 Klinik

Moraxella tiirleri normalde genital organ, mukéz membran, deri ve
orofarenkste bulunmasina ragmen insanlarda ciddi hastaliklara neden olabilmektedir.
En sik izole edilen tiirii olan M. catarrhalis, tist solunum yolu enfeksiyonlarinin
onemli bir etkenidir. Akut otitis media, kronik otitis media, akut ve kronik siniizit,
iist ve alt solunum yolu enfeksiyonlari ve diyabet, alkolizm, malignite gibi
immiiniteyi bozan bazi durumlarda menenjit, bakteriyemi, endokardit, keratit ve

artrit gibi enfeksiyonlara yol agmaktadir (Ryan ve Ray, 2004).

Akut otitis media c¢ocukluk c¢agmin en sik Kkarsilasilan bakteriyel
enfeksiyonudur ve ¢ yasma kadar c¢ocuklarda yaklasitk %80 oraninda
gortilebilmektedir. S. pneumoniae, tiplendirilmeyen H. influenzae ve M. catarrhalis

en sik izole edilen etkenler arasinda bulunmaktadir (Ruohola ve ark., 2006).

M. catarrhalis, KOAH olan kisilerde alt solunum yolu enfeksiyonlarinin
onemli etkenleri arasinda yer almaktadir. Immun sistemi baskilanmis hastalarda da
pnomoni, menenjit, endokardit ve septisemi gibi ciddi enfeksiyonlara sebep
olmaktadir. Ayrica nozokomial enfeksiyon etkenleri arasinda da yer almakta ve tiim
bu nedenlerle 6nemi her gegen giin artmaktadir. Yine kronik bronsitin akut
alevlenmelerinde alt solunum yolu &rneklerinde H. influenzae’dan sonra ikinci sirada
bulunmustur (Hallstrom ve ark., 2011; Ozerol ve ark., 2002 ve Verduin ve ark.,
2002).

Cocuklardaki akut bakteriyel siniizitlerin %20’sinden M. catarrhalis
sorumluyken bu oran yetiskinlerde diismektedir. Ozellikle kardiyopulmoner hastalig
olan yagl hastalarda nadiren pnomoni etkeni oldugu bilinmektedir. Bunlarin yaninda
nadir olarak septik artrit, neonatal menenjit ve endokardite de sebep oldugu

gosterilmistir (Murphy ve Paramesvaran, 2009).
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1.4 Haemophilus influenzae

Ozellikle bebekler arasinda ¢ok ciddi enfeksiyonlara neden oldugundan
onemini koruyan bir mikroorganizmadir. ilk kez 1892 yilinda Pfeiffer tarafindan
tanimlandiktan sonra 1930’larda kapstllii ve kapsiilsiiz suslarinin bulundugu ve
kapsiillii izolatlarin da alt1 farkli kapsiil ¢esidine sahip oldugu anlasilmistir. BOS ve
kandan izole edilen invaziv suslarin ise b tipinde (Hib) oldugu gosterilmistir. Etkili
asis1 bulunana kadar bes yasin altindaki ¢ocuklarda 6nde gelen invaziv bakteriyel
hastalik ve bakteriyel menenjit etkenleri arasinda yer almistir (Odek ve ark., 2010 ve
Hamborsky ve ark., 2015Db).

DSO, H. influenzae’nin da i¢inde bulundugu invaziv hastaliklarin (6zellikle
menenjit, pndmoni, septisemi vb.) diinya genelinde azaltilmasina yonelik yaygin bir
program yiiritmektedir. H. influenzae’nin neden oldugu invaziv hastaliklar, bildirimi

zorunlu hastaliklar arasinda yer almaktadir (Akbas E ve ark., 2014b).

1.4.1 Mikroorganizma Genel Ozellikleri

Haemophilus cinsi bakteriler Pasteurellaceae ailesinde bulunan, 0,2-0,3x1,0-
2,0 um boyutlarinda, fakiiltatif anaerop, gram negatif, pleomorfik kokobasillerdir. H.
influenzae giic iireyen bir mikroorganizmadir. Uremek i¢in ortamda hemin (X faktor)
ve nikotinamid adenin diniikleotid (NAD/V faktdr) maddelerine ihtiya¢ duymaktadir.
Bu maddeleri igeren ¢ikolata agar gibi besiyerlerinde en iyi 35-37 °C’de ve ~ %5
CO,’li ortamda 18-24 saatte diiz yiizeyli, renksiz, opak koloniler olusturmaktadir. H.
influenzae bu biiyiime faktorlerinin her ikisine birden olan gereksinimi nedeniyle
ayni zamanda diger Haemophilus tiirlerinden de ayrilmaktadir (Castillo ve ark.,
2011).

Tek konag insandir. Dogal hayvan konag yoktur ve cansiz yiizeylerde hayatta
kalamaz. Hib enfeksiyonu, tasiyici veya hastalarin solunum yolundan sagilan

damlaciklara maruz kalma sonucu geligsir. Dogum Oncesi amniyon sivisinin
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aspirasyonu veya genital kanal sivilarina temas yoluyla da bulasabilir (Hamborsky ve
ark., 2015b).

Bakterinin en disinda bulunan polisakkarit yapidaki kapsiilii baglica viriilans
faktorli olup organizmayi fagositozdan korumaktadir. H. influenzae kapsiillii ya da
kapsiilsiiz olabilmekte, Kapsiilsiiz H. influenzae suslar1 tiplendirilemeyen H.
influenzae (NTHi) olarak adlandirilirken, kapsiillii tiirler polisakkarit kapsiiliin
yapisina gore 6 farkli serotipe (a, b, ¢, d, e, f) ayrilmaktadir. Bunlardan invaziv
hastaliga en sik neden olan tiir H. influenzae tip b (Hib)’dir. Kapsiil igermeyen NTHi
de invaziv hastaliga neden olabilmektedir (Ryan, 2004b).

1.4.2 Klinik

Kapsiillii suslarin etken oldugu invaziv enfeksiyonlar arasinda menenjit,
bakteriyemi, epiglottit, pnomoni, septik artrit, osteomiyelit, perikardit ve seliilit
bulunmaktadir. Etkili asinin uygulanmasindan once bes yas alt1 ¢ocuklarda invaziv
H. influenzae enfeksiyonlarinin %95’inden fazlasina Hib’in sebep oldugu ve oliime
neden olabildigi gosterilmistir. Cogunlukla tiplendirilemeyen kapsiilsiiz suslarin
neden oldugu mukozal hastaliklar arasinda ise bronsit, siniizit ve otitis media yer
almaktadir. (Briere ve Wang, 2015). Polisakkarit ve konjugat asilarin kullanilmaya
baslandig1 sirasiyla 1985 ve 1990 yillarindan sonra bes yasin altindaki ¢ocuklarda
invaziv H. influenzae enfeksiyonlarinin insidanst %99 oraninda diismiistiir. Ancak
glinimiizde baslica invaziv H. influenzae enfeksiyonlarina tiplendirilmeyen suslarin

sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (Briere ve Wang, 2015).

Ulkemizde ¢ocukluk ¢agi menenjit etkenleri belirlemeyi amaglayan bir
calismada Hib, %18,1 orani1 ile meningokok ve pndmokoktan sonra en sik tespit
edilen etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Ceyhan ve ark., 2014). Cocukluk c¢ag
menenjitlerinde daha siklikla goriilen meningokok ve pnomokoktan Hib’in en 6nemli
farki, iilkemiz de dahil gelismis {ilkelerin hepsinde rutin uygulamaya konmus ve

etkin oldugu gosterilmis konjuge asilarinin bulunmasidir (Akbas ve ark., 2014b).
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1.5 Bordetella pertussis

Bogmaca, Bordetella pertussis’in etken oldugu akut, bulasici bir solunum
sistemi enfeksiyonu olup 20. yiizyilin ilk yarisinda en sik rastlanan ¢ocukluk cagi
hastaliklarindan birisi olmustur. As1 uygulamasi oncesi, ABD’de yillik 200.000°den
fazla vaka goriilirken ve cocuk Oliimlerinin ana sebepleri arasindayken, asi
uygulamaya baslandiktan sonra vaka oranlar1 %80 oraninda diismiistiir. Buna ragmen
bogmaca, gelismekte olan iilkelerde ¢ocuklarda onemli bir saglik sorunu olmaya
devam etmektedir. DSO tahminlerine gére 2008 yilinda, diinyada yaklasik 195 000
bogmaca vakasi oliimle sonuglanmistir. Goriilme sikligi, as1 ve antibiyotik oncesi
donemlere gore azalmis olsa da bogmaca halen tiim diinyada endemik olan bir

hastaliktir (Hamborsky ve ark., 2015¢).

Bogmaca bildirimi zorunlu bir hastalik olup T.C. Saglhk Bakanlgi,
Genisletilmis Bagigiklama Programi kapsaminda kontroliine yonelik calismalar
yiritillmektedir (Akbas ve ark., 2014c).

1.5.1 Mikroorganizma Genel Ozellikleri

Yalnizca insan i¢in patojen olan, kiiciik, aerop, zor iireyen, hareketsiz, gram
negatif, 0,3-0,5 umx0,5-2,0 um boyutunda, kokobasil yapida bir bakteridir. B.
pertussis izolasyonu i¢in 6zel besiyerlerine ihtiya¢ duyulmakta ve aerop sartlarda 35-
37 °C’de 3-7 giin igerisinde iiretilmektedir. En sik kullanilan izolasyon besiyeri olan
Bordet-Gengou agar iizerinde diizgiin kenarli, parlak goriiniislic koloniler
olusturmaktadir (Gedikoglu S, 2002).

Bakterinin en 6énemli viriilans faktorleri adezinleri ve toksinleridir. Filamentoz
hemagliitinin (FHA) bakterinin temel adezini olup, fagositik hiicrelere ve epitel
hiicrelerine tutunmasinda rol oynamaktadir. FHA nin yapisinda Fim 2 veya Fim 3
major alt linite ve Fim D mindr alt liniteden olusan fibrinler bulunmaktadir.

Fibrinlerin larenks mukozasinin enfeksiyonlarinda rol oynadigi gésterilmistir. Diger
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adezinleri ise pertaktin ve trakeal kolonizasyon faktordiir. Her iki protein fagositik
hiicrelere baglanmada rol almaktadir. Bakterinin solunum yolu epitel hiicrelerinin
fonksiyonlarimi bozarak etki gosteren “pertussis toksin” (PT), “adenilat siklaz
hemolizin” ve “sitotrakeal toksin” olmak iizere son derece dnemli ii¢ toksin iirettigi
bilinmektedir (Guillot ve Guiso, 2014).

1.5.2 Kilinik

Bulas, enfekte bireylerin solunum salgilarinin damlacik yoluyla yayilmasi
sonucu olmakta ve hasta ile ev iginde temas eden bireylerden bagisik olmayanlarin
%901 etkeni alabilmektedir. Cocukluk ¢agi asilama programlarinin etkin bir sekilde
uygulandigi gelismis tilkelerde bagisikligin yasla giderek azalmasi sonucunda, ergen
ve erigkin bireyler bogmacanin énemli bir kaynagi haline gelmislerdir. Bogmacanin
inkiibasyon periyodu genellikle 7-10 giin olup (ortalama 4-21 giin) nadiren 40 giine
kadar uzayabilir. Tipik hastaligin seyri birbirini takip eden ii¢ donemden olusmakta
olup bunlar; kataral donem (1-2 hafta), paroksismal dénem (1-6 hafta) ve nekahat
donemidir (haftalar veya aylar) (Matto ve Chery, 2005 ve Hamborsky ve ark.,
2015c).

Kataral donem bogmacanin burun akintisi, gozde yasarma, halsizlik ve diisiik
ates gibi hafif {ist solunum yolu enfeksiyonuna benzer belirtiler ile basladigi ve
seyrettigi donemdir. Ardindan kuru oksiiriik baglamakta ve ¢ok gegmeden bogmaca
icin karakteristik siddetli 6ksiiriik nobetleri ile paroksismal donem gelismektedir. Bu
donemde bir dizi ekspiratuvar patlama tarzi Oksiiriigii tipik bir nefes alma sesi
(whooping) takip etmektedir. Oksiiriigiin siddeti ile hasta siyanotik bir gériiniim alir
ve kusar. Hasta olan tiim yas gruplarinda Oksiiriik aylarca siirebilmektedir (Ryan,
2004b ve Amirthalingam ve ark., 2012).

Bogmaca ¢ok nadir de olsa agilanmis saglikli kisilerde ciddi komplikasyonlara
neden olabilmekle beraber, 6liim veya komplikasyon riski en fazla olan bebeklerdir.

Tim yas gruplarinda en sik komplikasyon pnomonidir. Epileptik nobetler ve
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ensefalopati de sadece ¢ocuklar arasinda goriilmektedir. Nadir olarak, asilanmamig

cocuklar arasinda da 6liime rastlanabilmektedir (Faulkner ve ark., 2015).

B. pertussis disinda insanda hastalik yapan Bordetella tiirleri B. parapertussis,
B. holmesii ve B. bronchiseptica’dir. B. parapertussis pertussis toksin tiretmedigi
icin hafif seyirli bogmaca benzeri hastaliga sebep olmaktadir. Ancak B. pertussis

disindaki bu tiirlerin neden oldugu hastaliklarin bildirimi zorunlu degildir.

1.6 Amip-Bakteri Etkilesimi

SYA ve bunlar igerisinde 6zellikle Acanthamoeba’nin pek ¢ok
mikroorganizmaya konaklik yaptigi bilinmektedir. SYA’in konaklik yaptigi bilinen
en fazla gesitlilige sahip mikroorganizma grubu bakterilerdir (Aeromonas, Bacillus,
Bartonella, Burkholderia, Campylobacter, Chlamydophila, Coxiella, E. coli,
Flavobacterium, Helicobacter, Legionella, Listeria, Staphylococcus, Mycobacteria,
Pasteurella, Prevotella, Porphyromonas, Pseudomonas, Rickettsia, Salmonella,
Shigella, Vibrio). Bunlar disinda viriisler (Mimivirus, Coxsackieviriis, Adenoviriis,
Polioviriis, Echoviriis, Enteroviriis, Vesicular Stomatitis virlis vb.), mantarlar
(Cryptococcus, Blastomyces, Sporothrix, Histoplasma, Streptomyces, Exophiala) ve
protistler (Cryptosporidium, Toxoplasma gondii) de SYA’i konak olarak
kullanabilmektedir (Guimaraes ve ark., 2016; Khan, 2006; Siddiqui ve Khan 2012a
ve Siddiqui ve Khan 2012b).

SYA ile patojen bakterilerin etkilesimine yonelik yapilan ilk ¢alismalarda,
amiplerle Legionella pneumophila ve Mycobacterium spp.’nin etkilesimi
aragtirilmigtir. L. pneumophila’nin amipler igerisinde yasadigi ve c¢ogaldigi
gosterilmistir. Bu sekilde bakteriler amip igerisinde anti-mikrobiyal ajanlardan
korunmakta ve amibin hareketleri sayesinde aktif olarak yayilmaktadir. Gida ve su
kaynakli patojenlerin de benzer yolla SYA’den faydalandigi gosterilmistir (Singer,
2010 ve Vaerewijck ve ark., 2014).

18



SYA’in patojen bakterilere konaklik ederek bu bakterilerin ¢evredeki
rezervuari olarak rol almalar {izerine yapilan ¢alismalar son elli yilda her gegen giin
artmaktadir. Coxiella burnetii, Francisella tularensis, Helicobacter pylori, L.
pneumophila, Mycobacterium spp, Aeromonas hydrophila, Campylobacter jejuni,
Listeria monocytogenes, Salmonella enterica serovar Typhimurium, Bacillus cereus,
Cronobacter sakazaki giiniimiize kadar amiple etkilesimleri tlizerinde en fazla
arastirma yapilan bakteriler olmustur (Bar’e ve ark., 2010; Doyscher ve ark., 2013;

Obristsch ve ark., 2005; Rahman ve ark., 2008 ve Thomas ve ark., 2010).

Acanthamoeba spp., yaygin olmasi ve kolay bir sekilde elde edilebilmesinden
dolay1 amip ile bakteri etkilesiminin arastirildig1 ¢alismalarda, en sik kullanilan SYA
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Acanthamoeba’nin iginde bakteri barindirdig: ilk kez
1954 yilinda gosterilmistir (Drozanski, 1956). Acanthamoeba tiirlerinin pek ¢ogunda
endosimbiyont (baska bir organizmanin igerisinde yasayan organizma) bakterilerin
canliligini siirdiirerek ¢ogaldig1 ve patojen fakiiltatif mikobakteriler i¢in rezervuar
oldugu ilk kez swrastyla 1975 ve 1978 yillarinda yayinlanan calismalarla
kanitlanmistir (Proca-Ciobanu ve ark., 1975 ve Krishna-Prasad ve Gupta, 1978).
Acanthamoeba’nin lejyoner hastaligi ile ilk baglantist da 1980 yilinda yayinlanan
calisma ile ortaya konulmustur. Calisma sonucunda, lejyoner hastaliginin bulas
kaynaginin serbest bulunan bakteriler yerine bakteri dolu amipler olabilecegi ifade

edilmistir (Rowbotham, 1980).

Acanthamoeba’nin, yapmis oldugu g¢evresel konaklik yaninda, C. burnetii (Q
atesi) (La Scola ve Raoult, 2001), Pseudomonas aeruginosa (keratit) (Michel ve ark.,
1995), V. cholerae (kolera) (Thom ve ark., 1992), H. pylori (gastrik iilser)
(Winiecka-Krusnell ve ark., 2002) L. monocytogenes (listeriyozis) (Ly ve Miiller,
1990) ve L. pneumophila (lejyoner hastalig1 ve pontiac atesi) (Berk ve ark., 1998 ve
Rowbotham, 1986) patojenlerinin konaga gecerek hastalik olusturmalarinda da

vektorliik yaptig1 saptanmastir.

Bu ¢alisma ve bulgularin ardindan tiim diinyada, Acanthamoeba kullanilarak

yapilan arastirmalar ciddi diizeyde artig gostermistir ve her gecen giin de SYA
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kullanilarak yapilan calisma sayilar1 artmaktadir (Khan, 2006 ve Siddiqui ve Khan,
2012b). Bu konuda yaklasik son 50 yilda yayinlanan makale sayilar1 Sekil 1.3’de

gosterilmistir.
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Sekil 1.3. SYAile ilgili 1960-2010 yillar1 arasinda yayinlanmis makale sayilari.
(Siddiqui ve Khan, 2012b).

Kiiltiirti yapilamayan Chlamydia ve Rickettsia gibi endosimbiyont bakterilerin
klinik ve cevresel Acanthamoeba suslarinda bulundugu tespit edilmistir. Ayrica
insanda enfeksiyon etkeni olarak izole edilen Acanthamoeba suslarinin %26’sinda,
gevresel izolatlarin ise %24’linde ¢esitli endosimbiyontlarin bulundugu dikkat

cekmistir (Fritsche ve ark., 1993).

Amip-bakteri etkilesimi temas olmadan sadece hiicre dis1 salgilarin varliginda
da gergeklesebilmektedir. Amip salgilarinin Vibrio parahaemolyticus’un {iremesini
arttirdig1 gézlenmistir (Laskowski-Arce ve Orth, 2008).

1.6.1 Bakterilerin Amip-Bakteri Etkilesiminde Uyum Mekanizmalari

Gliniimiizde amip-bakteri etkilesimine yonelik arastirmalarda, endosimbiyont
bakteri yerine ¢ogunlukla amip sindirimine direngli olduklar1 hatta baz1 zamanlarda

bulunduklar1 amibi pargalamalar1 sebebiyle “Amibe Direngli Bakteri” (ADB) tanim
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kullanilmaktadir (Greub ve ark. 2003). ADB’ler, zorunlu hiicre iginde bulunan tiirler
ve gecici olarak amip konakta bulunan tiirler olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir
(Greub ve Raoult, 2004). Amibe direngli hiicre i¢i ve hiicre dis1 patojen bakterilerin

amip sindirimine kars1 gosterdikleri uyum mekanizmalar: Sekil 1.4’de gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Amip bakteri etkilesiminde bakteri uyum mekanizmalari.
(Matz ve Kjellebreg, 2005).

Amip tarafindan yutulan ancak sindirilemeyen bakterilerle gerceklesen amip-
bakteri etkilesiminde farkli sonuglar ortaya c¢ikabilmektedir. Bakteri iiremeden
canliligimi siirdiirebilmekte, bakteri amip igerisinde iireyebilmekte, bakteri amip
icerisinde iredikten sonra amibi parcalamadan veya parcalayarak c¢evreye
yayilabilmektedir. Bunun yaninda amip kisti igerisinde de bakteri bulunabilmekte ve
uzun siire Kist ile birlikte canli kalabilmektedir (Barker ve Brown, 1994 ve
Vaerewijck ve ark., 2014). Bakterinin amiple olan etkilesiminde ortaya g¢ikabilecek

sonuglar, Sekil 1.5°de gosterilmistir.
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Sekil 1.5. ADB’in amip tarafindan alinmasi ve sonraki olas1 sonuglar.

A: Bakterinin amip tarafindan yutulmasi B: Amip igerisinde bakterinin canli kalmasi (Or:
Mycobacteria spp.) C: Amip iginde bakterinin canli kalmas1 ve g¢ogalmasi (Or: V. cholerae) D:
Bakterinin ¢cogalmasi ve amibin parcalanmasindan sonra serbest kalmasi1 (Or: Legionella spp. ve L.
monocytogenes) E: Bakterinin amipten disar1 atilmasi F: Kist veya kist duvar igerisinde bakterinin
canl1 kalmas1 (Or: Legionella spp. ve Mycobacteria spp.) (Vaerewijck ve ark., 2014).

1.6.2 Amip-Bakteri Etkilesiminin Onemi

SYA’in, ozellikle bakterilerle beslenerek canliliklarini siirdiiriirken patojen
bakterilerle etkilesime girdigi ve bakterilerin bu birliktelikten pek cok fayda

sagladig1 gozlenmistir.

Bakteriler, SYA’in sindiriminden korunmak i¢in gelistirdikleri kagma/savunma
mekanizmalar1 ve stratejilerini insanlarin savunma sisteminin 6nemli eleman1 olan
makrofaj hiicreleri karsisinda dayanikli kalmak igin de kullanirlar (Bozue ve
Johnson, 1996 ve Cirillo ve ark., 1997; Bruggemann ve ark., 2006). Bu nedenle,
amiplerin patojen bakteriler i¢in “biyolojik antrenman ortam1” (Harb ve ark., 2000),
“evrimsel gelistirici” (Greub ve Raoult, 2004) veya “egitim alan1” (Molmeret, 2005)
seklinde gorev yaptigi distiniilmektedir. Amibin, bakterilerin insandaki birincil
savunma sisteminden kagmasini saglayacak sekilde, adeta bir “Truva at1” gibi gorev

yaptig1 da belirlenmistir (Greub ve Raoult, 2004).

22



Amiple etkilesime giren bazi bakteri suglarimin viriilanslarmin arttig
gosterilmistir. Cirillo ve ark. (1997)’nin ¢alismasinda amiple etkilesime giren M.
avium susunun normal kiltiir sartlarinda tretilen suslardan daha viriilan oldugu
gosterilmistir. Benzer sekilde, L. pneumophila’nin virtilansinda da amip ile etkilesimi
sonucu bir artig oldugu tespit edilmistir (Cirillo ve ark., 1999 ve Koubar ve ark.,
2011).

Baz1 bakterilerin Acanthamoeba ile girdikleri etkilesim sonucunda, klor bazl
ve benzeri dezenfektanlar ile antibiyotiklere karsi dayanikliliklar1 da artmaktadir
(King ve ark., 1988). L. pneumophila’nin amip igerisinde tiredikten sonra rifampin ve
siprofloksasine kars1 1000 kat diren¢ kazandig1 gosterilmistir (Barker ve ark., 1993).
Miltner ve Bermudez (2000) ise A. castellanii ile birlikte bulunan M. avium’a kars1

rifabutin, azitromisin ve klaritromisin’in etkili olmadigin1 saptamistir.

L. pneumophila’nin A. polyphaga Kisti icerisinde yiiksek diizey klor (>50
mg/L) oranlarinda canliligini korudugu bulunmustur (Kilvington ve Price, 1990).
Bunun yaninda C. jejuni’nin A. castellanii ile etkilesimi sonucunda, gida alaninda
kullanilan Virudin adli dezenfektana anlamli diizeyde direngli oldugu tespit
edilmistir (Snelling ve ark., 2005). Steinert ve ark. (1998) ise M. avium’un A.
polyphaga kisti igerisinde canliligini koruyarak uygunsuz g¢evresel ortama uyum

sagladigini gozlemlemistir.

Amiplerin patojen bakterilerin liremesini ve patojenitesini arttirmasi yaninda,
baz1 durumlarda, ADB’inde, amibin iiremesini, canliligini ve viriilansin1 arttirdigi ve
kistlesmesini  geciktirdigi belirlenmistir. A. castellanii’nin farkli bakterilerle
birlikteliginin (E. coli, P. aeruginosa, Enterobacter cloacae, Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium, Micrococcus luteus ve S. aureus) trofozoitlerin canlilik siiresini
ve tliremesini arttirdig1 ve kistlesmesini geciktirdigi bulunmustur (Moraes ve Alfieri,
2008). Endosimbiyont igeren Acanthamoeba’nin ise fibroblast hiicreleri lizerine daha
fazla sitopatik etki gosterdigi tespit edilmistir (Fritsche ve ark., 1998). Ancak
Acanthamoeba virillansinin  sadece amip igerisinde bulunan bakterilere

dayandirilamayacagi belirtilmektedir (Patersone ve ark., 2011).
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Amip’in  bakterilerle  birlikte  bulunmasinin  insanlarda  enfeksiyon
yapabilmesinde kolaylastirict oldugu belirtilmektedir. AK’inde bakteri varliginin rol
oynadig1 ve kontakt lens yiizeyinde P. aeruginosa varliginin trofozoitlerin lense
tutunarak AK olusturma sansii arttirdigi ortaya konulmustur (Simon ve ark., 1998
ve Winiecka-Krusnell ve Linder 2001).

Bakteri veya amip lehine ortaya ¢ikan bu durumlarin nedenleri arastirilirken
amip igerisindeki bakterilerin konak ve/veya kendi aralarinda genetik materyallerini
degistirebildigi bulunmustur. Suslarin daha dayanikli ve daha viriilan 6zellik
kazanmast bu sekilde agiklanmaya calisilmaktadir (Bertelli ve Greub, 2012;
McCuddin ve ark., 2006 ve Moliner ve ark., 2010).

Gliniimiizde Acanthamoeba, laboratuvar kosullarinda bakterilerin memeli
hiicrelerindeki patogenez mekanizmalarinin arastirildigi calismalarda basarili bir
sekilde kullanilabilmektedir. Patojen-konak etkilesimine yonelik olan bu
calismalarda memeli hiicresi kullanilmasi uzun tireme dongiisii, hiicrelerin elde
edilme zorlugu, yasal ve etik gerekliliklerden dolayr sorunlu bir durumdur.
Acanthamoeba’nin konak olarak yer aldigi modeller, pek ¢ok patojen bakterinin
patogenezinde rol oynayan yeni genlerin tanimlanmasi, konak hiicrenin verecegi
cevaplarin arastirilmast ve mikroorganizmalara kars1 ilag ve ast c¢alismalarinin

yapilabilmesini saglamaktadir (Sandstrom ve ark., 2011).

Amip bakteri etkilesiminin kullanim alanlarindan birisi de 6zellikle zor tiretilen
Legionella, Mycobacteria ve Chlamydia benzeri hiicre i¢i mikroorganizmalarin
laboratuvar sartlarinda tretilebilmesidir. Amip ko-kiiltiri ya da amiple
zenginlestirme yontemlerinin kullanilmas: ile klinik ve c¢evresel orneklerden,
Ozellikle yeni patojen bakterilerin tespiti yoOniinde ilerlemeler saglanabilecektir
(Greub ve ark., 2004 ve Jacquier ve ark., 2013). Scola ve ark. (2001), Legionella
anisa susunu ve Adekambi ve ark. (2004) Mycobacterium massiliense susunu balgam

orneklerinden amip ko-kiiltiirii kullanarak izole etmislerdir.
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SYA’in bakteriyel patojenlerin canlilifinin devami, liremesi ve yayiliminda
kolaylastirict bir rol almasi, bakterilerin yararina olmakta ve bu durum muhtemel

halk saglig1 riski olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Siddiqui ve Khan, 2012a).

1.6.3 Cevresel orneklerde SYA’in varhgi

Tiirkiye’de SYA ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarin hemen hepsi, su ve diger
gevresel Orneklerde SYA varliginin arastirilmasia yoneliktir. Kilig ve ark. (2004)
tarafindan Tirkiye’de ilk kez Acanthamoeba suslarmin ¢evresel dagiliminin
bildirildigi calismada, toplam 30 cevresel 6rnegin 18’inde amip tespit edilmistir.
Ozgelik ve ark. (2012), Sivas ilinde cesme suyu &rneklerinin %29,4’ii ve gevresel su
kaynaklarinin  %33,3’iinde SYA (Acanthamoeba spp., Naegleria spp. ve
Hartmannella spp.) saptarken, Atas (2012) sebeke sularmin %9,33’iinde

Acanthamoeba spp. izole etmistir.

Kayseri ilinde, Yazar ve ark. (2011) kuyu sularinda %19,2 oraninda SYA
(Acanthamoeba spp., Naegleria spp) bildirirken, Dogan ve ark. (2013) toprak
orneklerinde %40 Acanthamoeba ve %13 Naegleria tespit etmistir. Acanthamoeba
keratiti tanist konulan 10 hastanin evinden alinan c¢esme suyu Orneklerinin
incelendigi bir calismada ise Eroglu ve ark. (2011), tiim su Orneklerini
Acanthamoeba spp. yoniinden pozitif bulmustur. Arastiricilar, su orneklerinde bu
kadar yaygin SYA tespit edilmesini, hem amibin kendisi hem de amibin tasidig
cesitli bakteriler nedeni ile halk sagligi yoniinden riskli bir durum olarak

degerlendirmistir.

Farkli iilkelerde yapilan ¢alismalarda 6zellikle ¢evresel su orneklerinde SYA
bulunma oranmin %20-%92,9 arasinda oldugu goriilmektedir. Tung ve ark. (2013)
Tayvan’daki rekreasyonel sularda Naegleria spp. ve Acanthamoeba spp. bulunma
oranini sirasiyla %32 ve %20 olarak saptamistir. Misir’da farkli su gesitlerinde
yapilan arastirmada Al-Herrawy ve ark. (2014) Naegleria spp. bulunma oranini %38

olarak tespit etmistir. Wang ve ark. (2014) ise Cin’deki ¢alismasinda, su 6rneklerinde
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Naegleria spp. oranini %92,9 olarak bulmustur. Hindistan’daki bir ¢aligmada su
orneklerinde %40 oraninda SYA oldugu tespit edilmistir (Panda ve ark., 2015). Lass
ve ark. (2014) da gevresel yiizey sularinda Acanthamoeba spp. bulunma oranini %65

olarak bildirmistir.

1.6.4 Solunum yolu patojeni bakteriler ile SYA’in etkilesimi

Giliniimiizde, su kaynakli salgimlarin pek ¢ogunda fekal-oral yolla bulasan
patojenler tanimlanmis ve aritilmis igme sularinin digki ile kirlenmesi sorumlu
tutulmustur. Ancak Legionella, legionella-benzeri amip patojenleri (LBAP) ve su
kaynakli Mycobacterium gibi su kaynaklarinda bulunabilen ve toplum kaynakli
pnomoni (TKP) olarak bilinen akut solunum yolu hastaligiyla sonuglanan
enfeksiyona neden olabilen patojenlere ilgi de giderek artmaktadir (Lamoth ve
Greub, 2010). Bu patojenlerle birlikte, toplumsal igme suyu sistemlerinde yer alan
biyofilm tabakasinda bulunabilen P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii, C.
burnetii gibi ADB’in 6zellikle solunum yolu enfeksiyonlar1 olusturma potansiyelleri

yoniinden dikkate alinmas1 gerektigi vurgulanmaktadir (Ashbolt, 2015a).

Legionella’nin SYA ile etkilesimi sonucunda insan hastaliklarina neden olma
potansiyelinde bir artig oldugu bilinmektedir (Cirillo ve ark. 1994 ve Cirillo ve ark.,
1999). Bunun yaninda, LBAP olarak adlandirilan, 1°den 14’e kadar
numaralandirilarak isimlendirilen ve kiltirii yapilamayan gram negatif basil
seklindeki mikroorganizmalarin insanlarda solunum yolu hastaliklarina neden
olabilecegi ve amip bulunan deneysel ortamlarda tiretilebilecegi ortaya konmustur.
Pnémonili bir hastanin balgam 6rneginden amiple yapilan zenginlestirme kiiltiirtinde
LBAP tespit edilmistir. (Adeleke ve ark 1996 ve Marciano-Cabral ve Cabral 2003).
LBAP’nin insan patojeni olarak rolii tam olarak anlagilamamis olsa da pndomoni
hastalarinin serumlarinda LBAP’ne karsi antikor saptanmasi, bu organizmalarin

TKP’de rol oynayabilecegini diistindlirmiistiir (Marrie ve ark., 2001).
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Feazel ve ark. (2009), dus basliklarinda %28,1 oraninda Mycobacterium spp.
ve %1 oraninda Streptococcus spp. tespit etmistir. Bu c¢alisma sonucunda dus
yaparken kontamine sebeke suyuna maruz kalmanin, TKP’nin bulas yollarindan
birisi olabilecegi degerlendirilmistir. Pagnier ve ark., (2008) ise 77 cevresel su
orneginden, bir kismi solunum yolu hastaliklarina neden (Aeromonas hydrophila,
Klebsiella spp., Legionella anisa, Mycobacterium spp., Pseudomonas spp. vb.) olan

89’u farkli tiirden olusan toplam 244 bakteri susu saptamustir.

Avrupa’da TKP sikliginin yetiskinlerde 1,6-9/1000, bes yas alt1 ¢ocuklarda
36/1000 ve 74 yas lzeri kisilerde 34,2/1000 oldugu goriilmektedir. Suda bulunan
patojenler nedeni ile meydana gelen ve yogun bakim iinitelerinde tedaviyi gerektiren
TKP oraninin ise yaklasik %8 oldugu ancak bu oranin, vakalarin yaklagik yarisinda

etken tanimlanamadigi i¢in tahmin edilenin altinda oldugu diistiniilmektedir (Lamoth

ve Greub, 2010 ve Woodhead, 2002).

TKP nedeni ile ayaktan tedavi goren hastalarda etken olarak S. pneumoniae
%14’k oran ile t¢lincii, H. influenzae %1 ile altinci sirada yer almaktadir. Yatarak
tedavi edilen ancak yogun bakima alinmayan hastalarda S. pneumoniae %25 ile
birinci, H. influenzae %5 ile dordiincii sirada etken olurken; yogun bakima alinan
hastalarda S. pneumoniae %17 ile birinci, H. influenzae ise %3 ile altinc1 sirada izole
edilmektedir. Ancak dikkat ¢eken en 6nemli konu, her ii¢ hasta grubunun ortalama
%40’ inda herhangi bir etkenin saptanamamasidir (Watkins ve Lemonovich 2011). S.
pneumoniae ve H. influenzae disinda altta yatan sebeplere bagl olarak M. catarrhalis
ve B. pertussis’in de TKP’ye neden olabilecegi belirtilmektedir (Mandell ve ark.,
2007).

Tiirkiye’den bir ¢alismada Senol ve Eris (2000), pndmoni hastalarindan alinan
balgam ve brons aspirasyon orneklerinden izole edilen H. influenzae, M. catarrhalis

ve S. pneumoniae oranini sirastyla %16, %12 ve %7 olarak bulmustur.

Ulasabildigimiz literatiir bilgilerine gore, tez caligmasinda amiple etkilesimi

arastirilmasi planlanan solunum yolu patojenlerinden S. pneumoniae ile ilgili sadece
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bir ¢aligma bulunmaktadir. Evastigneeva ve ark. (2009), S. pneumoniae’nin A.
polyphaga varliginda amip igerisine girerek tiredigini gostermistir. Bunun yaninda
tez c¢alismasinda kullanilan Bordetella pertussis, Haemophilus influenzae ve
Moraxella catarrhalis ile gergeklestirilmis amip bakteri etkilesimine yonelik bir

calismaya rastlanmamustir.

Tiirkiye’de yapilan bir arastirmada ise Ankara’daki fiskiyeli havuzlardaki
SYA’in varlig1 arastirilmis ve H. vermiformis, Acanthamoeba spp., N. fowleri ve
Vanella spp. olmak {izere su Orneklerinde kiiltiir yontemi ile %39,8 molekiiler
yontemle %79,6 oraninda cesitli SYA saptanmistir. Bununla birlikte ayni su
orneklerinde solunum yolu patojenlerinden S. pneumoniae Mycobacterium spp., H.
influenzae, C. pneumoniae ve B. pertussis varligi da molekiiler testlerle
gosterilmistir. Ancak amipler ile bakterilerin nasil bir iliski icerisinde oldugu
anlagilamamistir. Calisma sonucunda elde edilen bu bulgular dogrultusunda, bu
amiplerin bakterilerin yayiliminda rolii olabilecegi hipotezi kurulmustur (Erci ve
ark., 2013).

1.7 Tezin Amaci

Amip ve bakteri etkilesimine yonelik yapilan ¢alismalarda, patojen bakterilerin
basta Acanthamoeba spp. olmak tizere SYA igerisine girerek ve/veya amip disinda
etkilesime girdigi goriilmektedir. Bu etkilesim sonucunda bakteri suslari ¢evresel
ortamda daha uzun canliliklarinmi siirdiirebilmekte, sayilarini arttirabilmekte, uzak
mesafelere yayilabilmekte, viriilan 6zellik kazanabilmekte, antibiyotik ve biyosidal
iiriinlere direng gelistirebilmekte ve hatta amip hiicresini bir antrenman alan1 olarak
kullanarak, insan viicudundaki fagositoz yoluyla olusan savunma mekanizmalarina
karst hazirlanabilmektedir. Bunun yaninda, Acanthamoeba spp. suslarinin da bazi
bakterilerle etkilesime girdiginde, canliliklarinda ve/veya patojenitelerinde artis
ortaya ¢ikabilmektedir. Bu nedenle amip ve/veya bakteri avantajina
gerceklesebilecek amip-bakteri birlikteliginin, halk sagligi acisindan Onemli

olabilecegi diisliniilmektedir.
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Bu bilgiler 15181nda, tiim diinyada ¢ogunlukla hastalardan izole edilen amip ve
bakteri suslart kullanilarak, amip-bakteri etkilesiminin gdsterilmesine yonelik
calismalar yapilmaktadir. Bu c¢alismalarda, g¢evresel ortamlarda SYA’in varligi,
bunlarin patojen bakterilerle etkilesime girip girmedigi ve bu durumun bakteri

ve/veya amip lehine avantajli durumlar ortaya ¢ikarip ¢ikarmadigi arastirilmaktadir.

Tiirkiye’de farkli illerde yapilan calismalar genel olarak degerlendirildiginde
cevresel 6rneklerde, basta Acanthamoeba olmak tizere SYA’in tespit oraninin %13-
40 arasinda oldugu goriilmektedir (Coskun ve ark., 2013; Dogan ve ark., 2013 ve
Ozgelik ve ark., 2012). Tespit edilen bu yiiksek oranlara ragmen, SYA’in patojen
bakteriler ile gostermis oldugu etkilesime yonelik yapilmis bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, yerel bakteri suslarmin ¢evresel canlilik ve
yayginliklarinda SYA’in nasil bir rol oynadigi bilinmemektedir. Tiim diinyada
oldugu gibi Tirkiye’de de yerel suslar kullanilarak SYA ile bakteri etkilesimine
yonelik caligmalar yapilmast ve mevcut durumun bilimsel caligmalarla ortaya

cikarilmasi gerekliligi dogmustur.

Bunun yaninda, B. pertussis, H. influenzae, S. pneumoniae ve M. catarrhalis’i
igeren solunum yolu patojenlerinin SYA ile etkilesimine yonelik in vitro ¢alismalarin
Tiirkiye ve diinya’da yapilmadigi ancak birka¢ ¢alismada tesadiifen bu patojenlerin
SYA ile iligkilendirildigi gorilmektedir (Erci ve ark., 2013 ve Evastigneeva ve ark.,
2009). Bu solunum yolu patojenleri ile SYA birlikteligini isaret eden g¢alismalarin
devami niteliginde aragtirmalarin yapilmast ve SYA ile patojen bakteri etkilesim

diizeyi ve seklinin ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir.

Bu calismada, Tiirkiye’de ilk defa, hastalardan izole edilen bakteri suslari
kullanilarak, amip-bakteri etkilesimine yonelik in vitro arastirmalar yapmak; A.
hatchetti ile literatiirde gosterilmemis veya ¢ok az galisilmis olan, B. pertussis, H.
influenzae, S. pneumoniae ve M. catarrhalis arasinda nasil bir etkilesim oldugunu

ortaya ¢cikarmak amaclanmustir.
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Calisma sonucunda toplum kdkenli solunum yolu enfeksiyon etkenleri olarak
karsilagabilecegimiz bu bakterilerin ¢evrede yaygin olarak bulunan Acanthamoeba
tiirleri tarafindan tasindiginin ve/veya tretildiginin gosterilmesi durumunda 6nemli
bir epidemiyolojik veriye ulasilmis olacaktir. Boylece ¢evresel ortamlardan, 6zellikle
su kaynaklarindan (sebeke, havuzlar, kaplica vb.) amip varliginda canl kalabilen,
tireyebilen ve g¢evre kosullarina dayanabilen solunum yolu patojenlerinin yayilma
potansiyeli ortaya konabilecektir. Belirlenen solunum yolu patojenlerinin ¢evresel
ortamda amip ile bulunmasi durumunda bunun halk saghigmi olumsuz

etkileyebilecegi gosterilecektir.

30



2. GEREC VE YONTEM

2.1 Acanthamoeba spp. Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Aksenik kiltiir i¢in Acanthamoeba hatchetti 2HH susu kullanilmistir. A.
hatchetti 2HH susu, bir korneal izolat olup 18 rDNA dizilimi T4 genotipine sahiptir
ve GenBank giris numarast AF260722 seklindedir (Walochnik ve ark., 2000b). Bu
sus, Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji Anabilim Dal1

Ogretim iiyesi Prof. Dr. Ziibeyde Akin Polat’tan temin edilmistir.

A. hatchetti’nin aksenik kiiltiiri, 10 mL proteose pepton yeast extract glukoz
medium (PYG: Proteose peptone 20 g/L, yeast extract 5 g/L, glukoz 10 g/L) iceren
T-25 (TPP, 90026, 25 cm? yiizey alanma sahip) hiicre kiiltiir siseleri i¢inde oda
sicakliginda inkiibe edilerek gergeklestirilmistir (Fieseler ve ark., 2014; Greub ve
Raoult, 2004 ve Schuster, 2002). Kiiltiirlerin 3-5 giin inkiibasyonu ardindan, hem
amip pasajlarinda hem de deneylerde kullanilmak iizere “amip kullanim

slispansiyonu” hazirlanmistir.

2.1.1 Amip Kullamim Siispansiyonu Hazirlanmasi

Inkiibasyonun ardindan, her bir T-25 hiicre sisesindeki amip kiiltiirii hiicre
kaziyict kullanilarak kazinmis ve kiltlirlin tamami pipet yardimi ile 15 mL’lik
santrifiij tliplerine aktarilmigtir. Kiiltiir, 300xg'de 5 dakika santriftij (Herolab UniCen
15DR) edildikten sonra iist kisim atilmis ve ¢okelti Page's Amoeba Saline (PAS:
0,012 g/L NaCl, 0,004 g/L MgSO,4 x 7 H,0, 0,004 g/L CaCl, x 6 H,0, 0,142 g/L
Na,HPOQ,, 0,136 g/L KH,PQ,) ile siispanse edilmistir. Santrifiij islemi bir kez daha
tekrarlandiktan sonra iist kisim atilmis ve elde edilen amip ¢okeltisi, PYG (besleyici
ortam kosulu) veya PAS (besleyici olmayan ortam kosulu) ile 2-5x10°> amip/mL
icerecek sekilde homojenize edilerek “amip kullanim siispansiyonu” hazirlanmistir

(Douesnard-Malo ve Daigle, 2011 ve Lambrecht ve ark., 2013).
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Yeni amip pasajlarinin yapilmasi igin siispansiyondan 500 pL alinarak, 10 mL
taze PYG bulunan T-25 hiicre sisesine cklenmis ve Bolim 2.1°de belirtilen

kosullarda inkiibe edilmistir.

2.1.2 Amip Kullamim Siispansiyonunda Sayim ve Canhilik Kontrolii

Amip kullanim siispansiyonunda sayim ve canlilik kontrolii, Neubauer hiicre
sayma lam1 (Marienfeld-Superior) ve trypan blue boyasi (Sigma T-6146) kullanilarak
tireticilerin  Onerileri dogrultusunda yapilmistir (Bastidas, 2016; Frei M, 2016;
Marienfeld-Superior Counting Chamber Manual 2010 ve Trypan Blue Exclusion
Protocol, 2016). Ozetle, amip kullanim siispansiyonundan 100 pL baska bir tiipe
alinarak tizerine %0,4’liik trypan blue boyasindan 100 pL eklenmistir. Daha sonra bu
tipten 10 pL alinarak lam-lamel arasinda preparat hazirlanmis ve 40X biiyiitme
kullanilarak mikroskopta (Nikon, Eclipse E200) sayim yapilmistir. Neubauer laminin
merkez karesinde bulunan toplam amip sayist 10 000 ile ¢arpilarak mL’deki amip
sayist hesaplanmistir. Boyay1 igerisine alarak mavi goriinen amipler Olii olarak
degerlendirilmis ve tez calismalarinda canlilik orant 9%95’in {izerinde olan
stispansiyon kullanilmistir. Kullanilan Neubauer sayma lamina ait resimler Sekil

2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. Amip sayim ve canlilik kontrolii i¢in kullanilan neubauer sayma lamu.
a: Neubauer sayma lami, b: Sayim i¢in kulanilan merkez kare (Marienfeld-Superior Counting
Chamber manual, 2010).

2.2 Bakteri Suslar Kiiltiirlerinin Yapilmasi

2.2.1 B. pertussis Kiiltiirii

Kiiltlir icin Tiirkiye Halk Saglhigi Kurumu Bagkanligi Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarlari  Daire  Bagkanligi ~ Ulusal ~ Solunum  Yolu Patojenleri

Laboratuvari’ndan temin edilen hasta susu kullanilmustir.

Kiiltiir, bordet gengou agar (BGA) besiyeri kullanilarak 361 °C'de aerobik
kosullarda 3-4 giin inkiibasyon ile gergeklestirilmistir (Zee ve ark., 2015). Tez
calismalar1 i¢in “bakteri kullanim siispansiyonu” BGA’da iiretilmis taze kiiltiir

kullanilarak Boliim 2.2.5°de anlatildig: sekilde hazirlanmistir.
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2.2.2 H. influenzae Kiiltiirii

Kiiltir icin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji

Laboratuvari’ndan temin edilen hasta susu kullanilmustir.

Kiiltiir, ¢ikolata agar (CA) besiyeri kullanilarak 36+1 °C'de %5 CO,'li ortamda
18-24 saat inkiibasyon ile gergeklestirilmistir (Castillo ve ark., 2011). Tez ¢alismalari
icin “bakteri kullanim siispansiyonu”, CA’da {iretilmis taze kiiltiir kullanilarak,

Boliim 2.2.5°de anlatildig: sekilde hazirlanmistir.

2.2.3 S. pneumoniae Kiiltiirii

S. pneumoniae kiiltiirii i¢in Tirkiye Halk Saghgi Kurumu Baskanligi
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanligi Ulusal Solunum Yolu

Patojenleri Laboratuvari’ndan temin edilen hasta susu kullanilmistir.

Kiltiir, koyun kanli agar (KKA) besiyeri kullanilarak 36+1 °C'de %5 CO,'li
ortamda 18-24 saat inkiibasyon ile gergeklestirilmistir (Ryan KJ., 2004a). Tez
caligmalar1 i¢in “bakteri kullanim siispansiyonu”, KKA’da iiretilmis taze kiiltiir

kullanilarak, Boliim 2.2.5°de anlatildig: sekilde hazirlanmastir.

2.2.4 M. catarrhalis Kultiirii

M. catarrhalis kiiltiirii igin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez

Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin edilen hasta susu kullanilmistir.

Kiiltiir, Beyin-kalp infiizyon agar (BKiA) besiyeri kullanilarak 36+1 °C'de %5
CO,'li ortamda 18-24 saat inkiibasyon ile gergeklestirilmistir (Tiller PM, 2014). Tez
calismalar1 i¢in “bakteri kullanim siispansiyonu”, BKIA’da iiretilmis taze kiiltiir

kullanilarak, B6liim 2.2.5’de anlatildig1 sekilde hazirlanmastir.
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2.2.5 Birincil Bakteri Siispansiyonu ve Bakteri Kullanim Siispansiyonu

Hazirlanmasi

Birincil bakteri stispansiyonu (N), bakterilerin taze kiiltiirti kullanilarak tuzlu
peptonlu su (TPS: NaCl 0,85 g/L, pepton 1 g/L) igerisinde 1-5x10° bakteri/mL olacak
sekilde hazirlanmistir. Ozetle, TPS igerisinde homojenize edilen taze bakteri kiiltiirii
620 nm dalga boyuna ayarlanmis spektrofotometrede (PGI T-60 UV-VIS) B.
pertussis i¢in 0,150+10 optik dansite (OD); H. influenzae, S. pneumoniae ve M.

catarrhalis i¢in ise 0,280+10 OD bulaniklikta olacak sekilde ayarlanmustir.

“Bakteri kullanim siispansiyonu” ise bu ilk siispansiyonun ¢alismaya yetecek
miktarda PAS veya PYG igerisinde, 1:10 oraninda seyreltilmesi ile hazirlanmis ve

tez calismalarinda kullanilmistir.

2.2.6  Bakteri Siispansiyonlarimin Sayim Kontrolii

Bakteri kullanim siispansiyonlarinin istenen sayida bakteriye sahip olup
olmadigi, TS EN 1276/2010 standardinda belirtilen sekilde yapilan sayim kontrolleri

ile gosterilmistir.

Bolim 2.2.5’te belirtildigi sekilde OD’si ayarlanan her bir bakteri
stispansiyonundan 500 pL alinarak 4,5 mL TPS igerisine aktarilmasi ile seyreltme
serileri hazirlanmustir. Seyreltme oran1 10° ve 10°olan tiiplerden 100’er pL almarak
90 mm ¢apli petri kaplarindaki uygun besiyerlerine yayma plak metodu ile ekim
yapilmis ve Bolim 2.2°de anlatilan sekilde inkiibasyon gergeklestirilmistir.
Inkiibasyonun ardindan birincil tiipteki bakteri konsantrasyonu, agirlikli ortalama
formilii kullanilarak hesaplanmistir. Sayim kontrolii i¢in gerceklestirilen calisma ve

hesaplama formiilii Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Bakteri kullanim siispansiyonu sayim kontrolii ¢aligma diizenegi.
(TS EN 1276, 2010).

2.3  Hiicre Dis1 Bakteri-Amip Etkilesimi

Hiicre dis1 bakteri-amip etkilesiminin amip ve bakteri canlilig1 tizerine etkisi
farkli besin kosullarinda hazirlanan direkt ko-kiltiirlerin farkli sicakliklarda
inkiibasyonu ile arastirilmistir (Fieseler ve ark., 2014; Lambrecht ve ark., 2013;
Huws ve ark., 2008).

Besleyici olmayan ortam kosulu i¢in PAS, besleyici ortam kosulu i¢in PYG
kullanilarak bakteri-amip oraninim 100:1 oldugu Ko-kiiltiirler hazirlanmis ve bunlar 6
°C, 25 °C ve 36 °C’de olmak tizere ti¢ farkli sicaklik kosulunda inkiibe edilmistir.
Deney ve kontrol kuyucuklarindan 1., 2., 3., 5. ve 7. giinlerde alinan 6rneklerde amip

ve bakteri sayimlar1 yapilmistir.
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2.3.1 Direkt Ko-kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Direkt ko-kiiltiirler 24 kuyucuklu diiztabanli plaklar (Corning, Costar, CLS
3524) kullanilarak hazirlanmistir. Her bir bakteri ve sicaklik i¢in ikiser adet olmak

tizere bakteri basina alt1, dort bakteri i¢in ise toplamda 24 adet plak kullanilmistir.

Kuyucuklara, diisiik ve yiiksek besin sartlarinin kontrolii i¢in sirasiyla PAS ve
PYG igerisinde ayr1 ayri hazirlanmis amip kullanim siispansiyonundan (2-5x10°
amip/mL) 500 uL eklenmis ve 2 saat oda sicakliginda amiplerin ¢okmesi
beklenmistir. Siire sonunda kuyucuklardan pipet yardimiyla dstte kalan sivi kisim

toplanmustir.

Deneylerde zemininde amip bulunan kuyucuklarin {izerine, PAS ve PYG
icerisinde hazirlanmis bakteri kullanim siispansiyonundan 1’er mL eklenmistir.
Kontrol amaciyla sadece amip ve sadece bakteri kiiltiirlerini igeren kuyucuklar
kullanilmistir. Amip kontrolil i¢in, zeminde amip bulunan kuyucuklar iizerine taze
PAS ve PYG’den 1’er mL eklenmistir. Bakteri kontrolii i¢in ise PAS ve PYG
icerisindeki bakteri kullanim silispansiyonundan bos kuyucuklara 1’er mL

konulmustur. Tiim ¢aligmalar ti¢ paralel olacak sekilde yapilmistir.

2.3.2  Amip ve Bakteri Sayimlari

Bakteri sayimi i¢in kuyucuklardan 100 pL alinarak 900 uL TPS igerisinde
seyreltme serisi hazirlanmistir. Her seyreltiden 100 uL bakteriye uygun besiyerine,
yayma plak metodu ile ekilmis ve Bolim 2.2°de belirtilen sekilde inkiibasyon

gerceklestirilmistir.

Bakteri sayimi i¢in Ornek alindiktan sonra amip sayimi, Bolim 2.1.2°de
anlatildigr sekilde yapilmistir. Hiicre dis1 amip-bakteri etkilesimi igin yapilan direkt

ko-kiiltiirde gergeklestirilen ¢alisma diizenegi Sekil 2.3’de verilmistir.
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Sekil 2.3. Hiicre dis1 etkilesim ¢aligmalar1 Ko-kiiltiir ¢alisma diizenegi.

PYG eklenen kuyucuklar sari, PAS eklenenler seffaf renkte goriilmektedir. Mavi renkte goriilen
kuyucuklar bakteri sayimlari yapildiktan sonra amip canlhiligimi gostermek icin %0,4 trypan blue
eklenen kuyucuklardir.

2.4  Hiicre I¢i Bakteri-Amip Etkilesimi

Hiicre i¢i bakteri-amip etkilesiminin bakteri canlilig1 tizerine etkisi, farkli besin
kosullarinda hazirlanan direkt ko-kiiltiirlerin farkli sicakliklarda inkiibasyonu ile
arastirtlmistir (Abd ve ark., 2009; Akya ve ark., 2010; Anacarso ve ark., 2012; Cirillo
ve ark, 1997 ve Lambrecht ve ark., 2013).

PAS ve PYG kullanilarak bakteri:amip oranmin 100:1 oldugu ko-kiiltiirler
hazirlanmis ve 6 °C, 25 °C ve 36 °C’de olmak iizere ii¢ farkli sicaklikta inkiibe
edilmistir. Amip ve bakteri sayimlari, deney kuyucuklarindan 0., 24. ve 48. saatlerde

alinan orneklerle yapilmigstir.
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24.1 Direkt Ko-kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Direkt ko-kiiltiirler 24 kuyucuklu diiz tabanli plaklar (Corning, Costar, CLS
3524) kullanilarak hazirlanmistir. Her bir sicaklik i¢in birer adet olmak tizere bakteri

basina tig, dort bakteri i¢in ise toplam 12 adet plak kullanilmistir.

Kuyucuklara, diisiik ve yiiksek besin sartlarinin kontrolii i¢in sirasiyla PAS ve
PYG igerisinde ayr1 ayri hazirlanmis amip kullanim siispansiyonundan 500 pL
eklenmis ve 2 saat oda sicakliginda amiplerin ¢6kmesi beklenmistir. Siire sonunda

kuyucuklardan pipet yardimiyla iistte kalan s1vi kisim toplanmistir.

Zemininde amip bulunan kuyucuklarin iizerine, PAS ve PYG igerisinde bakteri
kullanim siispansiyonundan 1’er mL eklenmistir. Bakterinin amip ile etkilesime
gegmesi i¢cin oda sicaklifinda iki saat inkiibasyonun ardindan sivi kisim
kuyucuklardan alinmistir. Hiicre disinda kalan bakterileri 6ldiirmek i¢in 1000 pg/mL
gentamisin siilfat (GS: Calbiochem, 345814) iceren PAS ve PYG ilgili kuyucuklara
1’er mL konmus, oda sicakliginda bir saat inkiibasyonun ardindan iistte kalan sivi
kisim toplanmis, kuyucuklar ii¢ kez PAS ile yikanarak gentamisin siilfat tamamen

uzaklastirilmistir.

Son asamada 1’er mL PAS ve PYG ilgili kuyucuklara eklendikten sonra her bir
plak 6 °C, 25 °C ve 36 °C'de 48 saat inkiibe edilmistir. Calismanin gergeklestirildigi
0., 24. ve 48. saatlerde kuyucuklardan 6rnekler alinarak bakteri sayimlart yapilmistir.
Tiim calismalar ii¢ paralel olacak sekilde planlanmistir. Ornek olarak 6 °C’de H.

influenzae i¢in kurulmus olan deney diizenegi Sekil 2.4’de gosterilmistir.
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PYG,

PAS,

PYG; |

Dlney

PAS,

Sekil 2.4. Hiicre i¢i etkilesim c¢alismalarinda ko-kiiltiir ¢alisma diizenegi.
PYG eklenen kuyucuklar sar1, PAS eklenenler seffaf renkte goriilmektedir.

2.4.2 Bakteri Sayimlari

Ik olarak amipten disar1 cikan bakterilerin saptanmasi ve saymmi igin
kuyucuklardaki sivinin tamami bagka bir plaga aktarilmis ve Bolim 2.3.2°de

anlatildig: sekilde bakteri sayimi1 yapilmigtir.

Ikinci olarak amip igerisine girmis bakterilerin canliligini belirlemek amactyla
tist stvist alinan kuyucuklara, amiplerin pargalanmasi i¢in 1 mL, %0,4 Triton X-100
(Sigma, Lot: 85H0419) igeren PYG eklenmistir. Oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyonun ardindan Boliim 2.3.2°de anlatildig1 sekilde bakteri sayimi yapilmistir.

2.4.3 Gentamisin Silfat ve Triton X-100 Etkinlik Kontrolii

Calismada kullanilan 1 000 pg/mL GS ve %0,4 Triton X-100 soliisyonlarinin
bakteri suslari ve amip {izerine etkisi, Dirks (2012)’tin belirttigi sekilde
arastirilmustir. Her bir sus i¢in etkinlik kontrolii ¢alismalari, ti¢ tekrarli olacak sekilde

yapilmustir.
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Hiicre ici etkilesim c¢alismalarinda, GS ile inkiibasyonun ardindan canliliginda
en az 4 log disiis gosteren ancak Triton X-100 ile inkiibasyonun ardindan
canliliginda bir farklilik olmayan (<1 log) bakteri suslar1 kullanilmistir. Bunun
yaninda A. hatchetti susunun ¢alismalarda kullanilmadan 6nce GS ile inkiibasyonun
ardindan canlilifinda bir farklilik olmadigi ve Triton X-100 ile inkiibasyonun

ardindan canliliginda en az 4 log diisiis oldugu arastirtlmistir.

2.4.3.1 Gentamisin Siilfatin Bakteri Suslar1 Uzerine Etkisi

Birincil bakteri siispansiyonundan 100 pL, 1,8 mL’lik santrifiij tiipiine
konduktan sonra tizerine 1 000 pg/mL GS i¢eren PYG’den 900 pL eklenmis ve 1
saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 10 000xg’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra iist kisim atilarak bakteri ¢okeltisi PYG ile tekrar siispanse
edilmis ve li¢ kez yikanarak GS tamamen uzaklastirilmistir. Son olarak tiipteki
bakteri sayis1, Boliim 2.3.2°de anlatildig1 sekilde belirlenmistir. Kontrol tiipleri, GS

icermeyen PYG kullanilarak paralel olarak ¢aligiimistir.

2.4.3.2 Triton X-100’iin Bakteri Suslar1 Uzerine Etkisi

Birincil bakteri sispansiyonundan 100 pL, 1,8 mL’lik santrifiij tiipiine konup
tizerine %0,4 Triton X-100 iceren PYG’den 900 uL eklendikten sonra 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan tiipteki bakteri sayimi, Boliim
2.3.2’de anlatildig1 sekilde yapilmistir. Kontrol tiipleri, Triton X-100 icermeyen PYG

kullanilarak paralel olarak ¢alisilmistir.

2.4.3.3 Gentamisin Siilfatin Amip Uzerine Etkisi

PYG igerisinde hazirlanan amip kullanim siispansiyonundan 1 mL, 1,8 mL’lik
santrifiij tlipiine aktarilmig ve 300xg’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra st kisim

atilmistir. Amip ¢okeltisi tizerine 1 000 pg/mL GS igeren PYG eklendikten sonra 1
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saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan amip sayim ve
canlilik kontrolii Boliim 2.1°de anlatildig1 sekilde yapilmistir. Kontrol tiipleri, GS

icermeyen PYG kullanilarak paralel olarak caligilmistir.

2.4.3.4 Triton X-100’iin Amip Uzerine Etkisi

PYG igerisinde hazirlanan amip kullanim siispansiyonundan 1 mL, 1,8 mL’lik
santrifiij tiipiine aktarilmis ve 300xg’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra iist kisim
atilmistir. Amip ¢okeltisi tizerine %0,4 Triton X-100 i¢ceren PYG eklendikten sonra 5
dakika oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan amip saymm ve
canlilik kontrolii Boliim 2.1°de anlatildig: sekilde yapilmistir. Kontrol tiipleri, Triton
X-100 igermeyen PYG kullanilarak paralel olarak ¢alisilmistir.

2.5 Hiicre Disina Salinan Faktorlerin Canlihk Uzerine Etkisi

Hiicre digina salinan faktorlerin amip ve bakteri canliligina etkisi 6 °C, 25 °C
ve 36 °C’de olmak tiizere li¢ farkli sicaklikta gerceklestirilmis, amip ve bakteri
sayimlari, 0., 24. ve 48. saatlerde alinan 6rneklerle yapilmistir (Huws ve ark., 2008;
Igbal ve ark., 2014; Lambrecht ve ark., 2013 ve Tamang ve ark., 2011). Ancak
calismamizda hiicre kiiltiir plaklart yerine 1,8 mL’lik santrifijj tiipleri kullanilmistir.
Hiicre disina salinan faktorlerin etkisinin gosterilmesi amaciyla yapilan calisma

diizenegi Sekil 2.5°de gosterilmistir.

Sekil 2.5. Hiicre digina salinan faktorlerin canlilik {izerine etkisinin arastirilmasinda gergeklestirilen
caligma diizenegi.
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2.5.1 Amipten Salinan Faktorlerin Bakteri Canhihigina Etkisi

Bes-yedi giin boyunca T-25 hiicre kiiltiir sigelerinde iiretilen amipler, hiicre
kaziyict kullanilarak kazinmig ve kiltliriin tamami 15 mL’lik santrifiij tiiplerine
alinmistir. Boliim 2.1°de anlatildig1 sekilde sayim ve canlilik kontroliinden sonra 2-
5%10° amip/mL olacak sekilde ayarlanip 300xg'de 5 dakika santrifiij edilerek
coktliriilmistiir. Amip slipernatani, 0,22 um por ¢apli membran filtreden gegirilip

tamamen hiicrelerden arindirilarak 50 mL santrifiij tiipiinde toplanmustir.

Birinci bakteri siispansiyonundan 100 pL alinarak her bir sicaklik i¢in 18’er
adet 1,8 mL’lik santrifiij tiiptine aktarilmigtir. Tiiplerin dokuz tanesi 900 pL amip
stipernatani, dokuz tanesi ise kontrol amacl PYG ile siispanse edilmistir. Tiipler, 6
°C, 25 °C ve 36 °C'de 48 saat inkiibe edilmistir. Calismanin 0., 24. ve 48. saatlerinde,
deney ve kontrol tiiplerinden 6rnekler alinarak bakteri sayimlari, Bolim 2.3.2°de

anlatildig: sekilde gergeklestirilmistir.

2.5.2 Bakterilerden Salinan Faktorlerin Amip Canhihgina Etkisi

Calismada sadece M. catarrhalis ve S. pneumoniae’nin sivi kiiltiirii
yapilabildigi i¢in bu iki bakteriden salinan faktorlerin amibe karst etkisi

arastirilmastir.

Bu amagla uygun kati besiyerinde iretilmis bakteri susu alinarak 5-6 mL
Beyin-kalp infiizyon broth (BKIB) igeren tiipe ekim yapilmis ve tiip 18-24 saat %5
CO,’li ortamda inkiibe edilmistir. Ureme olan siv1 kiiltiir, BKiB kullanilarak 620
nm’de 0,280+10 OD’ye ayarlanmistir. Bu siispansiyon 10 000xg'de 5 dakika
santriflij edildikten sonra {istte kalan sivi kisim 0,22 pm por ¢apli membran filtreden

gecirilip tamamen hiicrelerden arindirilarak 50 mL santrifiij tiipiinde toplanmustir.

Amip kullanim siispansiyonundan 1’er mL, 6 °C, 25 °C ve 36 °C sicaklik i¢in

18’er adet 1,8 mL’lik santrifiij tiipiine aktarilmis, tiipler 300xg'de 5 dakika siire ile
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santrifiij edildikten sonra iistte kalan kisim atilmistir. Tiiplerin dokuz tanesi 1 000 uL
bakteri siipernatan1, dokuz tanesi ise kontrol amacli BKIB ile siispanse edilmistir.
Calismanin 0., 24. ve 48. saatlerinde deney ve kontrol tiiplerinden 6rnekler alinarak

amip sayimlar1 Boliim 2.1.2°de anlatildig1 sekilde yapilmustir.

2.6  Istatistiksel degerlendirme

Yapilan deneyler ii¢ tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir. Deney ve
kontrol gruplarinda elde edilen sonuglar {izerinden, amip veya bakteri
canliliklarindaki  degisiklikler —gdzlemsel olarak ve istatistiksel yonden
degerlendirilmistir. Go6zlemsel degerlendirmede, >1 log’luk degisimin bakteri
susunun canliligi tizerinde bir farkliligi, >0,5 log’luk degisimin ise amip susunun

canliligi lizerinde bir farklilig: ifade ettigi seklinde yorumlanmastir.

Yapilan tekrarlarin ortalamalar: kullanilarak, deney ve kontrol gruplarindaki
amip veya bakteri canliliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup
olmadig1 Mann Whitney testi kullanilarak degerlendirilmistir. Istatistiksel anlamlilik

diizeyi p <0,05 olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1  Amip Kiiltiirii Sayim ve Canlilik Kontrolii

Amip Kkiltiirintin 3.-5. giinleri aras1 gergeklestirilen canlilik kontrollerinde,
canlilik oraninin %97-100 oldugu bulunmus bu nedenle 3-5 giinliikk kiiltiirden
hazirlanan amip kullanim siispansiyonu, yeni amip kiiltiirii hazirlanmasinda ve
deneylerde kullanilmistir. Amip sayisinin istenen diizeyde oldugu her ¢alisma 6ncesi
mikroskopta kontrol edilmis ve gerekli ise ayarlamalar siispansiyonun bulundugu tiip

igerisinde yapilmistir.

a

|
| N |

| NN |

e W
EEEI “

Sekil 3.1. Amip sayimi ve canlilik kontrolii caligmalarindaki mikroskop goriintiileri.

a: T 25 hiicre kiiltiir sigelerinde amip kiiltiiri, b: Trypan blue ile yapilan sayim-canlilik kontroliinde
Neubauer sayma lami, ¢: 10x10’luk biiylitmede lamin merkez karesinin gériintiisii, d: Merkez karenin
her bir karesinde amip goriintiisii, e: Merkez karenin bir karesinde trypan blue boyasini almig 6lit
amipler ve almamis canli amip goriintiisii.
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3.2  Bakteri Kiiltiirii ve Sayim Kontrolleri

3.2.1  Bakteri Suslarinin Koloni Goriiniimleri

B. pertussis susunun BGA’da dort giinliik inkiibasyonundan sonra beyaz renkli,
2-3 mm ¢apli koloniler gozlenmistir. H. influenzae susunun CA’da 18-24 saatlik
inkiibasyonundan sonra gri renkli, 2-3 mm ¢apli koloniler goézlenmistir. S.
pneumoniae susunun KKA’da 18-24 saatlik inkiibasyonundan sonra 2-3 mm c¢apli,
alfa hemolitik, bazilarinin ortasi ¢dkmiis krem renkli koloniler gozlenmistir. M.
catarrhalis susunun BKIA’da 18-24 saatlik inkiibasyonundan sonra 2-3 mm capli,
beyaz-krem renkli koloniler gozlenmistir. Calismada kullanilan bakteri suslarinin

tiretildigi besiyerlerindeki koloni goriintimleri Sekil 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.2. Bakteri suslarina ait koloni goriiniimleri.
a: BGA’da B. pertussis kolonisi, b: CA’da H. influenzae kolonisi, c: KKA’da S. pneumoniae kolonisi,
d: BKiA’da M. catarrhalis kolonisi
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3.2.2 Bakteri Kullanim Siispansiyonlarimin Sayim Kontrolii

Bakteri kullanim siispansiyonlarinda istenen sayida bakteri oldugu, Boliim
2.2.6’da belirtilen sekilde yapilan sayim kontrolleri ile gosterilmistir. Sayim
kontrollerinde ilk siispansiyondaki B. pertussis, H. influenzae, S. pneumoniae ve M.
catarrhalis sayilar1 sirasiyla 4,8x10°%, 2,5x10°%, 1,8x10° ve 2,1x10° kob/mL olarak

tespit edilmistir. Yapilan sayim kontrollerine ait sonuglar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Bakteri kullanim siispansiyonu sayim kontrolleri.

Bakteri adi s20nm op) 11k siispansiyonda bakteri sayis1 (kob/mL)
1. calisma 2. caliyma 3. calisma Ortalama
B. pertussis o150 3,9x10° 5,4x10° 5.1x10° 4,8x10°
M. catarrhalis (.20 1,9x10° 2,2x10° 2,3x10° 2,1x10°
S. pneumoniae (g 2s0) 1,5x10° 1,9x10° 2,1x10° 1,8x108
H. influenzae (5,280 2,9x10° 2,1x10® 2,4x10° 2,5x10°

3.3  Hiicre Dis1 Amip-Bakteri Etkilesimi

Bakteri-amip direkt ko-kiiltiir ¢caligmalar1 ile A. hatchetti ile B. pertussis, H.
influenzae, M. catarrhalis ve S. pneumoniae’nin 6 °C, 25 °C ve 36 °C’de yedi giin
boyunca yiiksek ve diisiik besin kosullarinda hiicre dis1 etkilesimin, birbirlerinin

canliliklar {izerinde yaptiklar1 etki aragtirilmistir.

3.3.1 A. hatchetti ile B. pertussis’in Hiicre Dis1 Etkilesimi

3.3.1.1 A hatchetti ile B. pertussis’in 6 °C’de Hiicre Dis1 Etkilesimi
A. hatchetti ile B. pertussis’in 6 °C’de direkt ko-kiiltiir ¢alismalarindan elde

edilen sonuglar Sekil 3.3’de grafik, Cizelge 3.2’de de tablo seklinde verilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.3’de gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Hiicre dig1 amip-B. pertussis etkilesiminde 6 °C’lik inkiibasyonun sonug grafikleri.

A: Yiiksek besin sartlarinda amip canlilik sonuglari, B: Diisiik besin sartlarinda amip canlilik
sonuglari, C: Yiiksek besin sartlarinda bakteri canlilik sonuglari, D: Diisiik besin sartlarinda bakteri
canlilik sonuglart.

Cizelge 3.2. Hiicre dis1 amip-B. pertussis etkilesiminde 6 °C’lik inkiibasyonun sonug tablosu.

PYG- PYG- PAS- PAS- PYG- PYG- PAS- PAS-

Amip Amip Amip Amip Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri

Deney o | Kontrol o | Deney o« | Kontrol . | Deney o | Kontrol o | Deney o Kontrol 4
0. saat 1,70E+05 | 1,70E+05 | 1,40E+05 | 1,40E+05 | 4,20E+07 | 4,20E+07 | 4,20E+07 | 4,20E+07
1. glin 1,50E+05 | 2,00E+05 | 1,50E+05 | 1,30E+05 | 7,74E+07 | 7,20E+07 | 6,00E+07 | 4,00E+07
2. gin | 1,43E+05 | 1,40E+05 | 1,37E+05 | 1,40E+05 | 2,53E+07 | 2,42E+07 | 1,38E+07 | 7,80E+06
3. giin 1,50E+05 | 1,20E+05 | 1,13E+05 | 8,00E+04 | 2,53E+07 | 1,76E+07 | 1,25E+07 | 9,80E+05
5. glin 1,43E+05 | 1,60E+05 | 1,07E+05 | 9,00E+04 | 1,41E+07 | 6,70E+06 | 6,04E+06 | 2,80E+05
7. giin 1,33E+05 | 1,50E+05 | 9,33E+04 | 8,00E+04 | 1,11E+07 | 2,70E+06 | 4,17E+06 | 7,80E+04

Cizelge 3.3. Hiicre digt amip-B. pertussis etkilesiminde 6 °C’lik inkiibasyonun istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
PYG-Amip [Deney |6 | 148E+05: 1206404 | 147E+05 (1336405 - 170E+05) )
ort Kontrol| 6 [ 1,57E+05 + 2,73E+04 | 1,55E+05 ( 1,20E+05 - 2,00E+05)
PAS-Amip |[Deney |6 1,23E+05=+2,21E+04 | 1,25E+05 ( 9,33E+04 - 1,50E+05) 0,332
ort Kontrol| 6 | 1,10E+05+ 297E+04 | 1,10E+05 ( 8,00E+04 - 1,40E+05)
PYG-bakteri [Deney |6 | 3,25E+07 +2,45E+07 | 2,53E+07 ( 1,11E+07 - 7,74E+07) 0,470
ort Kontrol| 6 | 2,75E+07 + 2,59E+07 | 2,09E+07 ( 2,70E+06 - 7,20E+07)
PAS-Bakteri [Deney |6 | 2,31E+07 +2,27E+07 | 1,31E+07 ( 4,17E+06 - 6,00E+07) 0.229
ort Kontrol| 6 | 1,52E+07 + 2,02E+07 | 4,39E+06 ( 7,80E+04 - 4,20E+07)
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A. hatchetti’nin B. pertussis ile yiiksek ve diisiik besin kosullarinda yedi giin
stiresince  birlikteligi, kontrol ¢alismalar1 ile kiyaslandiginda amibin canlilig

yoniinden dénemli bir degisiklige yol agmamustir (Sirasiyla p= 0,571 ve p= 0,332).

B. pertussis’in A. hatchetti ile yiiksek besin kosullarinda yedi giin siiresince
birlikteligi, kontroller ile kiyaslandiginda, bakterinin canliligi yoniinde dnemli bir
degisiklige neden olmamistir (p= 0,470). Ancak diisiikk besin kosullarinda 3. giin, 5.
giin ve 7. giin bakteri canlilig1 {izerine amibin olumlu yonde etki yaptigi dikkati
¢ekmektedir. Bakteri-amip deney kuyucuklarinda 3. giin, 5. giin ve 7. giinlerde
bakteri sayis1 sirasiyla 1,25x107 (7,1 log), 6,04x10° (6,8 log) ve 4,17x10° (6,62 log)
bakteri/mL olarak bulunmusken kontrol kuyucuklarinda bu sayimlar sirasiyla
9,8x10° (6,0 log), 2,8x10° (5,4 log) ve 4,8x10* (4,7 log) bakteri/mL olarak
bulunmustur. Ancak bu gozleme ragmen, diisik besin kosullarinda da A.
hatchetti’nin B. pertussis’in canliligina olumlu etkisi istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p=0,229).

3.3.1.2 A hatchetti ile B. pertussis’in 25 °C’de Hiicre Dis1 Etkilesimi

A. hatchetti ile B. pertussis’in 25 °C’de direkt ko-kiiltiir ¢aligmalarindan elde
edilen sonuglar Sekil 3.4’de grafik seklinde, Cizelge 3.4’de de tablo seklinde
verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.5°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Hiicre dig1 amip-B. pertussis etkilesiminde 25 °C’lik inkiibasyonun sonug grafikleri.
A: Yiksek besin sartlarinda amip canlilik sonuglari, B: Diisiik besin sartlarinda amip canlilik
sonuclari, C: Yiiksek besin sartlarinda bakteri canlilik sonuglari, D: Diisiik besin sartlarinda bakteri
canlilik sonuglari,

Cizelge 3.4. Hiicre dig1 amip-B. pertussis etkilesiminde 25 °C’lik inkiibasyonun sonug tablosu.

PYG- PYG- PAS- PAS- PYG- PYG- PAS- PAS-

Amip Amip Amip Amip Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri

Deney o+ | Kontrol o | Deney o« | Kontrol o | Deney o Kontrol o | Deney o | Kontrol 4
0.saat | 1,70E+05 | 1,70E+05 | 1,40E+05 | 1,40E+05 | 4,20E+07 | 4,20E+07 | 4,20E+07 | 4,20E+07
1. giin | 2,60E+05 | 4,10E+05 | 1,20E+05 | 1,80E+05 | 5,44E+07 | 5,70E+07 | 5,47E+07 | 5,40E+07
2. giin | 5,10E+05 | 6,20E+05 | 9,67E+04 | 9,00E+04 | 1,35E+07 | 1,82E+07 | 4,12E+07 | 2,16E+07
3. giin | 7,50E+05 | 9,80E+05 | 1,00E+05 | 1,20E+05 | 4,37E+06 | 8,50E+06 | 2,72E+06 | 8,20E+06
5.gin | 1,26E+06 | 1,80E+06 | 1,07E+05 | 1,00E+05 | 5,00E+05 | 4,70E+06 | 1,31E+06 | 2,10E+06
7. giin | 1,24E+06 | 1,90E+06 | 1,00E+05 | 9,00E+04 | 3,53E+04 | 1,20E+06 | 6,23E+05| 8,70E+05

Cizelge 3.5. Hiicre digt amip-B. pertussis etkilesiminde 25 °C’lik inkiibasyonun istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
PYG-Amip |Deney |6 | 6,98E+05+ 4,72E+05| 6,30E+05 ( 1,70E+05 - 1,26E+06) 0.589
ort Kontrol| 6 | 9,80E+05+ 7,25E+05| 8,00E+05 ( 1,70E+05 - 1,90E+06 ) '
PAS-Amip |[Deney | 6| 1,11E+05+ 1,67E+04| 1,03E+05 ( 9,67E+04 - 9,67E+04) 1,000
ort Kontrol| 6 | 1,20E+05+ 3,52E+04( 1,10E+05 ( 9,00E+04 - 1,80E+05)
PYG-Bakteri |Deney | 6| 1,91E+07+ 2,34E+07( 8,93E+06 ( 3,53E+04 - 5,44E+07) 0.485
ort Kontrol| 6 | 2,19E+07 + 2,26E+07| 1,34E+07 ( 1,20E+06 - 5,70E+07)
PAS-Bakteri |Deney | 6| 2,38E+07 + 2,48E+07( 2,20E+07 ( 6,23E+05 - 5,47E+07) 0.937
ort Kontrol| 6 | 2,15E+07 + 2,22E+07| 1,49E+07 ( 8,70E+05 - 5,40E+07)
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A. hatchetti’nin B. pertussis ile yiiksek ve diisiik besin kosullarinda yedi giin
stiresince birlikteligi, kontrol calismalar1 ile kiyaslandiginda amibin canlilif

yoniinden énemli bir degisiklige yol agmamustir (Sirasiyla p= 0,589 ve p= 1,000).

B. pertussis’in A. hatchetti ile diisiik besin kosullarinda yedi giin siiresince
birlikteligi, bakterinin canliligi yoniinde 6nemli bir degisiklik gostermemistir (p=
0,937). Ancak yiiksek besin kosullarinda 5. ve 7. giinlerde bakteri canliligi iizerine
amibin olumsuz yonde bir etki yaptigi go6zlenmistir. Bakteri-amip deney
kuyucuklarinda 5. ve 7. giinlerde bakteri sayis1 sirasiyla 5,0x10° (5,7 log) ve
3,53x10" (4,5 log) bakteri/mL olarak bulunmusken kontrol kuyucuklarinda bu say1
sirastyla 4,7x10° (6,7 log) ve 1,2x10° (6,1 log) bakteri/mL olarak bulunmustur.
Ancak amibin bu sartlarda da B. pertussis’in canliligina etkisinde, istatistiksel olarak

anlaml farklilik bulunmamustir (p= 0,485).

3.3.1.3 A hatchetti ile B. pertussis’in 36 °C’de Hiicre Dis1 Etkilesimi

A. hatchetti ile B. pertussis’in 36 °C’de direkt ko-kiiltiir ¢alismalarindan elde
edilen sonuglar Sekil 3.5’de grafik seklinde, Cizelge 3.6’de de tablo seklinde
verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Hiicre dig1 amip-B. pertussis etkilesiminde 36 °C’lik inkiibasyonun sonug grafikleri.
A: Yiksek besin sartlarinda amip canlilik sonuglari, B: Diisiik besin sartlarinda amip canlilik
sonuglari, C: Yiiksek besin sartlarinda bakteri canlilik sonuglari, D: Diisiik besin sartlarinda bakteri
canlilik sonuglart.

Cizelge 3.6. Hiicre digt amip-B. pertussis etkilesiminde 36 °C’lik inkiibasyonun sonug tablosu.

PYG- PYG- PAS- PAS- PYG- PYG- PAS- PAS-

Amip Amip Amip Amip Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri

Deney o+ | Kontrol o | Deney o | Kontrol , | Deney .« | Kontrol o | Deney o | Kontrol 4
0. saat 1,70E+05 | 1,70E+05 | 1,40E+05 | 1,40E+05 | 4,20E+07 | 4,20E+07 | 4,20E+07 | 4,20E+07
1. giin 1,17E+05 | 1,80E+05 | 1,03E+05 | 9,00E+04 | 6,73E+06 | 1,17E+07 | 5,07E+07 | 5,20E+06
2. gin | 1,30E+05 | 1,10E+05 | 7,67E+04 | 1,00E+05 | 5,60E+04 | 540E+04 | 1,80E+06 | 2,70E+02
3. giin 1,20E+05 | 1,40E+05 | 7,33E+04 | 7,00E+04 | 2,97E+02 | 0,00E+00 | 5,03E+02 | 0,00E+00
5. giin 1,07E+05 | 1,30E+05 | 6,00E+04 | 7,00E+04 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
7. glin 1,00E+05 | 1,10E+05 | 5,67E+04 | 5,00E+04 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00

Cizelge 3.7. Hiicre dig1 amip-B. pertussis etkilesiminde 36 °C’lik inkiibasyonun istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
PYG-Amip |[Deney |6 1,24E+05+ 249E+04| 1,18E+05 ( 1,00E+05 - 1,70E+05) 0,310
ort Kontrol| 6 | 1,40E+05+ 297E+04| 1,35E+05 ( 1,10E+05 - 1,80E+05)
PAS-Amip |Deney |6 | 850E+04+ 3,16E+04| 7,50E+04 ( 5,67E+04 - 140E+05) 0,937
ort Kontrol| 6 | 8,67E+04 + 3,14E+04| 8,00E+04 ( 5,00E+04 - 1,40E+05)
PYG-bakteri |Deney | 6| 813E+06= 1,68E+07| 2,81E+04 ( 0,00E+00 - 4,20E+07) 0518
ort Kontrol| 6 | 8,96E+06+ 1,68E+07| 2,70E+04 ( 0,00E+00 - 4,20E+07)
PAS-Bakteri |Deney |6 | 1,57E+07+ 2,39E+07| 9,00E+05 ( 0,00E+00 - 5,07E+07) 0.485
ort Kontrol| 6 | 7,87E+06+ 1,69E+07| 1,35E+02 ( 0,00E+00 - 4,20E+07)
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A. hatchetti’nin B. pertussis ile yiiksek ve diisiik besin kosullarinda yedi giin
stiresince birlikteligi, kontrol calismalar1 ile kiyaslandiginda amibin canlilif

tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige yol agmamustir (Sirasiyla p=

0,310 ve p= 0,937).

B. pertussis’in A. hatchetti ile yiiksek besin kosullarinda iki giin siiresince
birlikteligi, bakterinin canlilifi yoniinde bir degisiklik gostermemistir. Ancak 3.
giinde, deney Kuyucugunda bakteri sayis1 2,97x10% bakteri/mL bulunmasina ragmen
kontrol kuyucugunda her hangi bir iremeye rastlanmamuis, 5. ve 7. giinlerde ise hem

deney hem de kontrol kuyucuklarinda bir ireme gézlenmemistir.

Diisiik besin kosullarinda ise 1., 2 ve 3. gilinlerde bakteri canlilig1 iizerine
amibin olumlu yonde bir etki yarattigi, 5. ve 7. giinlerde ise deney ve kontrollerde
herhangi bir tiremenin olmadig tespit edilmistir. Bakteri-amip deney kuyucuklarinda
1., 2. ve 3. giinlerde bakteri sayisi sirasiyla 5,07x107 (7,7 log), 1,8x10° (6,0 log) ve
5,03x10* (2,7 log) bakteri/mL olarak bulunmusken kontrol kuyucuklarinda bu
sayimlar sirasiyla 5,2x10° (6,7 log), 2,7x10* (2,4 log) ve O bakteri/mL olarak
bulunmustur. Ancak bu gozlemsel farkliliklara ragmen, A. hatchetti’nin yiiksek ve
diisiik besin kosullarinda B. pertussis’in canliligina etkisinde de, istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik saptanmamustir (Sirasiyla p= 0,818 ve p= 0,485).

3.3.2 A. hatchetti ile H. influenzae’nin Hiicre Dis1 Etkilesimi

3.3.2.1 A hatchetti ile H. influenzae’nin 6 °C’de Hiicre Dis1 Etkilesimi

A. hatchetti ile H. influenzae’nin 6 °C’de direkt ko-kiiltiir ¢calismalarindan elde
edilen sonuglar Sekil 3.6’de grafik seklinde, Cizelge 3.8’de de tablo seklinde
verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.9’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Hiicre dig1 amip-H. influenzae etkilesiminde 6 °C’lik inkiibasyonun sonug grafikleri.
A: Yiksek besin sartlarinda amip canlilik sonuglari, B: Diisiik besin sartlarinda amip canlilik
sonuglari, C: Yiksek besin sartlarinda bakteri canlilik sonuglari, D: Diisiik besin sartlarinda bakteri
canlilik sonuglari.

Cizelge 3.8. Hiicre dig1 amip-H. influenzae etkilesiminde 6 °C’lik inkiibasyonun sonug tablosu.

PYG- PAS- PYG- PAS-

PYG- Amip PAS- Amip PYG- Bakteri PAS- Bakteri

Amip Kontrol Amip Kontrol Bakteri Kontrol Bakteri Kontrol

Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort
0.saat | 2,75E+05 | 2,75E+05 | 2,20E+05 | 2,20E+05 | 1,30E+07 | 1,30E+07 | 1,30E+07 | 1,30E+07
1. gin | 2,80E+05 | 2,60E+05 | 2,17E+05 | 1,60E+05 | 5,23E+06 | 1,10E+06 | 1,43E+06 | 1,00E+06
2.giin | 2,70E+05 | 2,90E+05 | 2,07E+05 | 2,20E+05 | 3,87E+05 | 1,00E+05 | 2,23E+05 | 2,00E+04
3.giin | 2,27E+05 | 1,90E+05 | 1,87E+05 | 1,70E+05 | 4,23E+03 | 2,60E+03 | 6,53E+03 |5,10E+03
5.gin | 2,07E+05 | 2,40E+05 | 1,73E+05 | 1,80E+05 | 1,07E+02 | 6,00E+01 | 3,00E+03 | 1,26E+03
7. gin | 2,43E+05 | 2,10E+05 | 1,87E+05 | 2,00E+05 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 5,90E+02 |5,90E+02

Cizelge 3.9. Hiicre dis1 amip-H

. influenzae etkilesiminde 6 °C’lik inkiibasyonun istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
PYG-Amip |Deney |6 ]250E+05 + 2,96E+04|2,57E+05 ( 2,07E+05 - 2,80E+05 ) 0.818
ort Kontrol | 6 | 2,44E+05 + 3,85E+04|2,50E+05 ( 1,90E+05 - 2,90E+05 ) '
PAS-Amip |Deney |6 [1,98E+05+ 1,88E+04(1,97E+05 ( 1,73E+05 - 2,20E+05 ) 0,699
ort Kontrol | 6 [ 1,92E+05 + 2,56E+04| 1,90E+05 ( 1,60E+05 - 2,20E+05 )
PYG-Bakteri |[Deney | 6 | 3,10E+06 + 5,27E+06| 1,95E+05 ( 0,00E+00 - 1,30E+07 ) 0818
ort Kontrol | 6 |2,37E+06 + 5,23E+06|5,13E+04 ( 0,00E+00 - 1,30E+07 )
PAS-Bakteri |Deney | 6 |2,44E+06 + 5,20E+06( 1,15E+05 ( 5,90E+02 - 1,30E+07 ) 0818
ort Kontrol | 6 |2,34E+06 + 524E+06| 1,26E+04 ( 5,90E+02 - 1,30E+07 )
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H. influenzae 'nin yiiksek ve diigiik besin kosullarinda A. hatchetti ile yedi giin
stiresince birlikteligi, amibin canliligi yoniinden Onemli bir degisikliye yol

agmamustir (Sirasiyla p= 0,818 ve p= 0,699).

H. influenzae’nin A. hatchetti ile yiiksek ve diisiik besin kosullarinda yedi giin
stiresince  birlikteligi, bakterinin canliligt yoniinde ©nemli bir degisiklik
gostermemistir (Sirastyla p= 0,818 ve p= 0,818). Yiiksek besin kosullarinda 5. giine,
diisiik besin kosullarinda ise 7. giine kadar bakteri sayilarinin dogrusal bir sekilde

azaldig1 gozlemlenmistir.

3.3.2.2 A hatchetti ile H. influenzae’nin 25 °C’de Hiicre Dis1 Etkilesimi

A. hatchetti ile H. influenzae’nin 25 °C’de direkt ko-kiiltiirii ¢alismalarinda elde
edilen sonuglar Sekil 3.7°de grafik seklinde, Cizelge 3.10’da da tablo seklinde

verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.11°de gdsterilmistir.
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e
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1,00E+00 T T T T T ) 1,00E+00 ——

0. 1. 2. 3 5 7. 0. 1. 2. 3. 5 7.

saat giin giin glin giin giin A saat giin giin giin giin glin B
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0. 1. 2 3 5 7 0. 1 2. 3 5 7.
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c D

Sekil 3.7. Hiicre dis1 amip-H. influenzae etkilesiminde 25 °C’lik inkiibasyonun sonug grafikleri.

A: Yiksek besin sartlarinda amip canlilik sonuglari, B: Diisiik besin sartlarinda amip canlilik
sonuglari, C: Yiiksek besin sartlarinda bakteri canlilik sonuglari, D: Diisiik besin sartlarinda bakteri
canlilik sonuglari.
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Cizelge 3.10. Hiicre dis1 amip-H. influenzae etkilesiminde 25 °C’lik inkiibasyonun sonug tablosu.

PYG- PAS- PAS-

PYG- Amip PAS- Amip PYG- PYG- PAS- Bakteri

Amip Kontrol Amip Kontrol Bakteri Bakteri Bakteri Kontrol

Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | Kontrol ort | Deney ort | ort
0.saat | 2,75E+05 | 2,75E+05 | 2,20E+05 | 2,20E+05 | 1,30E+07 1,30E+07 1,30E+07 | 1,30E+07
1. giin | 3,23E+05 | 4,20E+05 | 1,50E+05 | 1,50E+05 | 1,13E+06 | 4,40E+06 | 1,50E+06 | 2,30E+06
2. giin | 4,07E+05 | 6,00E+05 | 7,67E+04 | 6,00E+04 | 6,40E+03 | 1,40E+04 | 1,10E+05 | 1,20E+05
3.giin | 573E+05 | 9,00E+05 | 8,67E+04 | 7,00E+04 | 2,70E+02 | 3,20E+02 | 2,67E+03 | 3,40E+03
5.gin | 7,33E+05 | 2,00E+06 | 8,67E+04 | 9,00E+04 | 1,67E+01 | 0,00E+00 | 2,00E+01 | 0,00E+00
7. giin | 6,30E+05 | 2,25E+06 | 8,67E+04 | 6,00E+04 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00

Cizelge 3.11. Hiicre dig1 amip-H. influenzae etkilesiminde 25 °C’lik inkiibasyonun istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
PYG-Amip |Deney |6 [4,90E+05 + 1,83E+05|4,90E+05 ( 2,75E+05 - 7,33E+05 ) 0.240
ort Kontrol | 6 | 1,07E+06 + 8,44E+05( 7,50E+05 ( 2,75E+05 - 2,25E+06 ) '
PAS-Amip |Deney |6 |1,18E+05 + 5,67E+04|8,67E+04 ( 7,67E+04 - 2,20E+05 )
ort Kontrol | 6 | 1,08E+05 = 6,43E+04| 8,00E+04 ( 6,00E+04 - 2,20E+05 ) 0,589
PYG-Bakteri |Deney | 6 |2,36E+06 + 5,23E+06 3,34E+03 ( 0,00E+00 - 1,30E+07 ) 0,937
ort Kontrol | 6 | 2,90E+06 + 5,25E+06( 7,16E+03 ( 0,00E+00 - 1,30E+07 )
PAS-Bakteri |Deney |6 |2,44E+06 + 5,21E+06( 5,63E+04 ( 0,00E+00 - 1,30E+07 )_ 0.037
ort Kontrol | 6 | 2,57E+06 + 5,19E+06| 6,17E+04 ( 0,00E+00 - 1,30E+07 )

H. influenzae’nin diisiik besin kosullarinda A. hatchetti ile birlikteligi, kontrol

caligmalan ile kiyaslandiginda amibin canliligi yoniinden bir degisiklige neden

olmamistir (p= 0,589).

Yiiksek besin kosullarinda yedi giin siiresince A. hatchetti’nin H. influenzae ile
birlikteliginin 7. giinlinde amibin canliligi tizerinde olumsuz bir etki gézlenmistir.
Deney kuyucugunda 7. giindeki amip sayis1 6,3x10°> amip/mL (5,8 log) bulunmusken
kontrol kuyucugunda 2,25x10° amip/mL (6,4 log) bulunmustur. Ancak bu gdzleme
ragmen, H. influenzae’nin A. hatchetti’nin canliligina olumsuz etkisi istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p= 0,240).

H. influenzae’nin A. hatchetti ile yiiksek ve diisiikk besin kosullarinda
birlikteliginde ise bakterinin 5. giinde olumlu yonde etkilendigi ancak 7. giinde higbir
tireme olmadigi gosterilmistir. Bakteri-amip deney kuyucuklarinda 5. giin yapilan

bakteri sayimlarinda, yiiksek ve diisiik besin sartlarinda sirasiyla 1,67x10" (1,2 log)
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ve 2,0x10' (1,3 log) bakteri/mL olarak bulunmusken kontrol kuyucuklarinda
herhangi bir lireme tespit edilmemistir. Bu gozleme ragmen yiiksek ve diisiik besin
kosullarinda A. hatchetti’nin H. influenzae canlilig1 iizerindeki olumlu etkisi

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sirastyla p= 0,937 ve p= 0,937).

3.3.2.3 A hatchetti ile H. influenzae’nin 36 °C’de Hiicre Dis1 Etkilesimi

A. hatchetti ile H. influenzae’nin 36 °C’de direkt ko-kiiltiirii ¢alismalarindan
elde edilen sonuglar Sekil 3.8’de grafik seklinde, Cizelge 3.12°de de tablo seklinde

verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.13’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.8. Hiicre dis1 amip-H. influenzae etkilesiminde 36 °C’lik inkiibasyonun sonug grafikleri.

A: Yiksek besin sartlarinda amip canlilik sonuglari, B: Diisiik besin sartlarinda amip canlilik
sonuglari, C: Yiiksek besin sartlarinda bakteri canlilik sonuglari, D: Diisiik besin sartlarinda bakteri
canlilik sonuglari.
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Cizelge 3.12. Hiicre dis1 amip-H. influenzae etkilesiminde 36 °C’lik inkiibasyonun sonug tablosu.

PYG- PAS- PYG- PAS-

PYG- Amip PAS- Amip PYG- Bakteri PAS- Bakteri

Amip Kontrol Amip Kontrol Bakteri Kontrol Bakteri Kontrol

Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort
0.saat | 2,75E+05 | 2,75E+05 | 2,20E+05 | 2,20E+05 | 1,30E+07 | 1,30E+07 | 1,30E+07 | 1,30E+07
1. giin |1,97E+05 | 2,50E+05 | 1,33E+05 | 8,00E+04 | 1,75E+07 | 5,00E+03 | 2,07E+04 | 1,10E+02
2. giin | 1,87E+05 | 2,10E+05 | 1,07E+05 | 9,00E+04 | 1,77E+07 | 0,00E+00 | 1,67E+01 | 0,00E+00
3.giin |2,27E+05 | 1,90E+05 | 9,00E+04 | 1,20E+05 | 4,40E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00 |0,00E+00
5.gin | 2,50E+05 | 2,60E+05 | 8,83E+04 | 9,00E+04 | 4,43E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
7.giin | 2,43E+05 | 2,10E+05 | 7,33E+04 | 6,00E+04 | 4,27E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00

Cizelge 3.13. Hiicre dig1 amip-H. influenzae etkilesiminde 36 °C’lik inkiibasyonun istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
PYG-Amip |Deney |6 |2,30E+05 + 3,35E+04|2,35E+05 ( 1,87E+05 - 2,75E+05) 0818
ort Kontrol | 6 | 2,33E+05 + 3,37E+04( 2,30E+05 ( 1,90E+05 - 2,75E+05 )
PAS-Amip |Deney |6 |1,19E+05 + 5,37E+04] 9,83E+04 ( 7,33E+04 - 2,20E+05) 0699
ort Kontrol | 6 [ 1,10E+05 + 5,73E+04( 9,00E+04 ( 6,00E+04 - 2,20E+05 )
PYG-Bakteri [Deney | 6 | 1,02E+07 + 6,63E+06| 8,72E+06 ( 4,27E+06 - 1,77E+07 ) 0015
ort Kontrol | 6 | 2,17E+06 + 5,31E+06( 0,00E+00 ( 0,00E+00 - 1,30E+07 )
PAS-Bakteri |Deney | 6 [2,17E+06 + 5,31E+06]| 8,34E+00 ( 0,00E+00 - 1,30E+07 ) 0699
ort Kontrol | 6 |2,17E+06 + 5,31E+06( 0,00E+00 ( 0,00E+00 - 1,30E+07 )

A. hatchetti’nin H. influenzae ile yiiksek ve diisiik besin kosullarinda yedi giin

boyunca birlikteligi, amibin canliligi yoniinden bir degisiklige neden olmamistir
(Strastyla p= 0,818 ve p=0,699).

H. influenzae’nin A. hatchetti ile yiiksek besin kosullarinda yedi giin
birlikteliginde, bakterinin canliligina amibin olumlu yonde etkisi oldugunu
gbzlenmistir. Birinci giin deney ¢alismasinda bakteri sayisi 1,75x107 bakteri/mL (7,2
log) iken kontrol ¢alismasinda 5,0x10° bakteri/mL (3,7 log) bulunmustur. Daha
sonraki siirelerde ise kontrol calismalarinda herhangi bir iireme olmazken deney
calismalarinda 2., 3., 5. ve 7. giinlerde siras1 ile 1,77x10’ (7,2 log), 4,4x10° (6,6 log),
4,43x10° (6,6 log) ve 4,27x10° (6,6 log) bakteri/mL diizeyinde canlilik tespit
edilmistir. Gozlemsel olarak tespit edilen A. hatchetti’nin yiiksek besin kosullarinda
H. influenzae canliligina olumlu etkisi, istatistiksel olarak da anlamli diizeyde tespit

edilmistir (p= 0,015).
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Diisiik besin kosullarinda yedi giin boyunca H. influenzae’nin A. hatchetti ile
birlikteligi incelendiginde amibin, bakterinin canliligina 3. giine kadar olumlu yonde
etkisi oldugu gdzlenmistir. Deney kuyucugundaki 1. giin bakteri sayis1 2,07x10*
bakteri/mL (4,3 log) iken kontrol kuyucugunda 1,1x10° bakteri/mL (2,0 log)
bulunmustur. Ikinci giinde deney kuyucugundaki bakteri sayis1 1,67x10" bakteri/mL
(1,2 log) iken kontrol kuyucugunda herhangi bir {iremeye rastlanmamistir. Diger
giinlerde deney ve kontrol ¢alismalarinda herhangi bir iireme tespit edilmemistir. Bu
gbzleme ragmen A. hatchetti’nin diisiik besin kosullarinda H. influenzae canliligina

olumlu etkisi, istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p= 0,699).

3.3.3 A hatchetti ile M. catarrhalis’in Hiicre Dis1 Etkilesimi

3.3.3.1  A. hatchetti ile M. catarrhalis’in 6 °C’de Hiicre Dis1 Etkilesimi

A. hatchetti ile M. catarrhalis’in 6 °C’de direkt ko-kiiltiiri deneme
calismalarindan elde edilen sonuglar Sekil 3.9°da grafik seklinde, Cizelge 3.14’de de
tablo seklinde verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge

3.15°de gosterilmistir.
A. hatchetti’nin M. catarrhalis ile yiiksek ve diisiik besin kosullarindaki yedi

giin siiresince birlikteligi, amibin canliligi yoniinden 6nemli bir degisiklige yol

acmamistir (Sirastyla p= 0,699 ve p= 0,818).
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Sekil 3.9. Hiicre dis1 amip-M. catarrhalis etkilesiminde 6 °C’lik inkiibasyonun sonug grafikleri.

A: Yiksek besin sartlarinda amip canlilik sonuglari, B: Diisiik besin sartlarinda amip canlilik
sonuglari, C: Yiiksek besin sartlarinda bakteri canlilik sonuglari, D: Diigiik besin sartlarinda bakteri
canlilik sonuglart,

Cizelge 3.14. Hiicre dis1 amip-M. catarrhalis etkilesiminde 6 °C’lik inkiibasyonun sonug tablosu.

PYG- PAS- PYG- PAS-

PYG- Amip PAS- Amip PYG- Bakteri PAS- Bakteri

Amip Kontrol Amip Kontrol Bakteri Kontrol Bakteri Kontrol

Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort
0.saat | 1,75E+05 | 1,75E+05 | 1,40E+05 | 1,40E+05 | 2,00E+07 | 2,00E+07 | 2,00E+07 | 2,00E+07
1. giin | 1,30E+05 | 1,80E+05 | 1,03E+05 | 1,20E+05 | 3,90E+05 | 1,88E+06 | 1,03E+06 |1,20E+06
2.giin | 1,40E+05 | 1,90E+05 | 6,33E+04 | 1,30E+05 | 6,33E+03 | 1,13E+06 | 2,33E+04 | 7,00E+05
3. giin | 1,40E+05 | 1,40E+05 | 1,00E+05 | 9,00E+04 | 4,23E+02 | 2,07E+05 | 1,19E+03 | 1,20E+04
5.giin | 1,38E+05 | 1,80E+05 | 8,67E+04 | 1,00E+05 | 0,00E+00 | 2,00E+03 | 3,00E+01 |6,80E+03
7.gin | 123E+05 | 1,40E+05 | 7,67E+04 | 7,00E+04 | 0,00E+00 | 4,00E+01 | 0,00E+00 | 0,00E+00

Cizelge 3.15. Hiicre dig1 amip-M. catarrhalis etkilesiminde 6 °C’lik inkiibasyonun istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
PYG-Amip [Deney | 6 | 1,28E+05 + 4,22E+04] 1,33E+05 ( 6,67E+04 - L75E+05 )] oo
ort Kontrol | 6 | 1,19E+05 + 3,75E+04| 1,20E+05 ( 7,00E+04 - 1,75E+05 )|
PAS-Amip |Deney [6]817E+04 + 3,52E+04| 8,42E+04 ( 4,00E+04 - 1,40E+05 ) 0818
ort Kontrol | 6 | 7,83E+04 + 3,54E+04( 7,50E+04 ( 4,00E+04 - 1,40E+05 )

PYG—. Deney 6 | 3,36E+06 + 8,15E+06| 5,68E+02 ( 0,00E+00 - 2,00E+07 ) 0.937
bakteriort |Kontrol | 6 | 3,33E+06 + 8,16E+06|1,50E+01 ( 0,00E+00 - 2,00E+07 )[
PAS- Deney 6 | 3,33E+06 + 8,16E+06| 5,00E+00 ( 0,00E+00 - 2,00E+07 ) 0.699
Bakteriort |Kontrol | 6 | 3,33E+06 + 8,16E+06|0,00E+00 ( 0,00E+00 - 2,00E+07 )[
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Yiiksek besin kosullarinda ve yedi giin boyunca M. catarrhalis’in A. hatchetti
ile birlikteligi incelendiginde, amibin bakterinin canlilig1 iizerinde olumsuz yonde
etkisi oldugu gozlenmistir. Deney calismalarindaki 1., 2. ve 3. giinlerde bakteri sayisi
sirastyla 3,9x10° bakteri/mL (5,6 log), 6,33x10° bakteri/mL (3,8 log) ve 4,23x10?
bakteri/mL (2,6 log) bulunmusken kontrol ¢aligmalarinda 1,88x10° bakteri/mL (6,3
log), 1,13x10° bakteri/mL (6,1 log) ve 2,07x10° bakteri/mL (5,3 log) bulunmustur.
Daha sonraki 5. ve 7. giinlerdeki deney kuyucuklarinda herhangi bir iireme olmazken
kontrol kuyucuklarinda bakteri sayis1 sirasiyla 2,0x10° ve 4,0x10" bakteri/mL olarak
tespit edilmistir. Yiiksek besin kosullarinda A. hatchetti’nin M. catarrhalis tizerinde

gozlemlenen bu olumsuz etkisi, istatistiksel olarak anlamli bulunmamisgtir (p= 0,937).

M. catarrhalis’in A. hatchetti ile diisiik besin kosullarinda yedi giin birlikteligi
incelendiginde, amibin bakterinin canliligi tizerinde olumsuz yonde etkisi oldugu
gozlenmistir. Deney kuyucuklarindaki 2., 3. ve 5. giinlerdeki bakteri sayis1 sirasiyla
2,33x10* bakteri/mL (4,4 log), 1,76x10° bakteri/mL (3,2 log) ve 3,0x10" bakteri/mL
(1,5 log) bulunmusken kontrol kuyucuklarinda 7,0x10° bakteri/mL (5,8 log), 1,2x10*
bakteri/mL (4,1 log) ve 6,08x10° bakteri/mL (3,8 log) bulunmustur. Diisiik besin
kosullarinda A. hatchetti’nin M. catarrhalis tizerinde gozlemlenen bu olumsuz etkisi,

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p= 0,699).

3.3.3.2 A hatchetti ile M. catarrhalis’in 25 °C’de Hiicre Dis1 Etkilesimi

A. hatchetti ile M. catarrhalis’in 25 °C’de direkt ko-kiiltiir calismalarindan elde
edilen sonuglar Sekil 3.10’da grafik seklinde, Cizelge 3.16°de de tablo seklinde
verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.17°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.10. Hiicre dis1 amip-M. catarrhalis etkilesiminde 25 °C’lik inkiibasyonun sonug grafikleri.
A: Yiksek besin sartlarinda amip canlilik sonuglari, B: Diisiik besin sartlarinda amip canlilik
sonuglari, C: Yiiksek besin sartlarinda bakteri canlilik sonuglari, D: Diisiik besin sartlarinda bakteri
canlilik sonuglari,

Cizelge 3.16. Hiicre dis1 amip-M. catarrhalis etkilesiminde 25 °C’lik inkiibasyonun sonug tablosu.

PYG- PAS- PYG- PAS-

PYG- Amip PAS- Amip PYG- Bakteri PAS- Bakteri

Amip Kontrol Amip Kontrol Bakteri Kontrol Bakteri Kontrol

Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort
0.saat | 1,75E+05 | 1,75E+05 | 1,40E+05 | 1,40E+05 | 2,00E+07 | 2,00E+07 | 2,00E+07 | 2,00E+07
1. giin | 2,93E+05 | 3,60E+05 | 9,33E+04 | 9,00E+04 | 1,23E+04 | 3,27E+06 | 2,06E+04 |2,17E+06
2. giin | 4,80E+05 | 4,60E+05 | 1,00E+05 | 9,00E+04 | 2,67E+01 | 1,46E+07 | 4,67E+01 | 7,80E+05
3. giin | 6,80E+05 | 6,20E+05 | 9,00E+04 | 7,50E+04 | 0,00E+00 | 6,60E+05 | 0,00E+00 |4,70E+04
5.gin | 7,57E+05 | 8,50E+05 | 9,17E+04 | 8,00E+04 | 0,00E+00 | 2,10E+03 | 0,00E+00 |5,40E+02
7. giin | 8,43E+05 | 1,60E+06 | 8,67E+04 | 9,00E+04 | 0,00E+00 | 2,30E+02 | 0,00E+00 | 0,00E+00

Cizelge 3.17. Hiicre dis1 amip-M. catarrhalis etkilesiminde 25 °C’lik inkiibasyonun istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
PYG-Amip |Deney | 6 | 5,38E+05 + 2,67E+05|580E+05 ( 175405 - 843E+05)| o o
ort Kontrol | 6 | 6,78E+05 + 5,07E+05( 5,40E+05 ( 1,75E+05 - 1,60E+06 )|
PAS-Amip |Deney | 6| 1,00E+05+ 2,00E+04|9,25E+04 ( 8,67E+04 - 1,40E+05 ) 0.240
ort Kontrol | 6 | 9,42E+04 + 2,33E+04|9,00E+04 ( 7,50E+04 - 1,40E+05 )

PYG- Deney | 6 | 3,34E+06 + 8,16E+06| 1,33E+01 ( 0,00E+00 - 2,00E+07 ) 0,003
bakteri ort |Kontrol | 6 | 6,42E+06 + 8,68E+06|1,97E+06 ( 2,30E+02 - 2,00E+07 )
PAS- Deney | 6 |3,34E+06 + 8,16E+06(2,33E+01 ( 0,00E+00 - 2,00E+07 ) 0,240
Bakteri ort |Kontrol | 6 | 3,83E+06 + 7,96E+06|4,14E+05 ( 0,00E+00 - 2,00E+07 )
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M. catarrhalis’in yiiksek ve diisiik besin kosullarinda A. hatchetti ile yedi giin
birlikteligi, amibin canliligi yoniinde bir degisiklige yol agmamuistir (Sirasiyla p=
0,818 ve p=0,240).

Yiiksek besin kosullarinda yedi giin siiresince M. catarrhalis’in A. hatchetti ile
birlikteligi incelendiginde, amibin bakterinin canlilig1 tizerinde olumsuz yonde etkisi
oldugu gozlenmistir. Deney kuyucuklarindaki 1. ve 2. Giinlerdeki bakteri sayisi
sirastyla  1,23x10* bakteri/mL (4,1 log) ve 2,67x10' bakteri/mL (1,4 log)
bulunmusken kontrol calismalarinda 3,27x10° bakteri/mL (6,5 log) ve 1,46x10’
bakteri/mL (7,2 log) bulunmustur. Daha sonraki 3., 5. ve 7. giinlerde deney
kuyucuklarinda bakteri tespit edilememigken, kontrol kuyucuklarinda sirasiyla
6,6x10°, 2,1x10° ve 2,3x10* bakteri/mL diizeyinde canlilik tespit edilmistir. A.
hatchetti’nin yiikksek besin kosullarinda M. catarrhalis {izerine gozlenen olumsuz

etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,093).

M. catarrhalis’in A. hatchetti ile diisiik besin kosullarinda yedi giin birlikteligi
incelendiginde de amibin, bakterinin canliligi lizerinde olumsuz yonde etkisi oldugu
gozlenmistir. Deney kuyucuklarindaki 1. ve 2. giinlerdeki bakteri sayist sirasiyla
2,06x10* bakteri/mL (4,3 log) ve 4,67x10" bakteri/mL (1,7 log) bulunmusken kontrol
kuyucuklarinda 2,17x10° bakteri/mL (6,3 log) ve 7,8x10° bakteri/mL (5,9 log)
bulunmustur. Daha sonraki 3. ve 5. Giinlerde deney kuyucuklarinda herhangi bir
tireme olmazken kontrol kuyucuklarinda sirasiyla 4,7x10° ve 5,4x10° bakteri/mL
diizeyinde canlilik tespit edilmistir. A. hatchetti’nin diisiikk besin kosullarinda M.
catarrhalis tizerine go6zlenen olumsuz etkisi istatistiksel olarak anlaml

bulunmamustir (p= 0,240).

3.3.3.3 A hatchetti ile M. catarrhalis’in 36 °C’de Hiicre Dis1 Etkilesimi

A. hatchetti ile M. catarrhalis’in 36 °C’de direkt ko-kiiltiir calismalarindan elde
edilen sonuglar Sekil 3.11’de grafik seklinde, Cizelge 3.18’de de tablo seklinde
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verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.19°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.11. Hiicre dis1 amip-M. catarrhalis etkilesiminde 36 °C’lik inkiibasyonun sonug grafikleri.
A: Yiksek besin sartlarinda amip canlilik sonuglari, B: Diisiik besin sartlarinda amip canlilik

sonuglari, C: Yiksek besin sartlarinda bakteri canlilik sonuglari, D: Diisiik besin sartlarinda bakteri
canlilik sonuglari.

Cizelge 3.18. Hiicre dis1 amip-M. catarrhalis etkilesiminde 36 °C’lik inkiibasyonun sonug tablosu.

PYG- PAS- PYG- PAS-
PYG- Amip PAS- Amip PYG- Bakteri PAS- Bakteri
Amip Kontrol Amip Kontrol Bakteri Kontrol Bakteri Kontrol
Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort

0.saat | 1,75E+05 | 1,75E+05 | 1,40E+05 | 1,40E+05 | 2,00E+07 | 2,00E+07 | 2,00E+07 | 2,00E+07
1. giin | 1,63E+05 | 1,30E+05 | 9,00E+04 | 9,00E+04 | 1,48E+05 | 7,00E+03 | 1,00E+03 | 2,00E+02
2.giin | 150E+05 | 1,40E+05 | 9,00E+04 | 7,00E+04 | 1,14E+03 | 3,00E+01 | 1,00E+01 | 0,00E+00
3.gin | 1,17E+05 | 1,10E+05 | 7,83E+04 | 8,00E+04 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
5.giin | 9,50E+04 | 9,00E+04 | 5,17E+04 | 5,00E+04 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
7. gin | 6,67E+04 | 7,00E+04 | 4,00E+04 | 4,00E+04 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 |0,00E+00
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Cizelge 3.19. Hiicre dis1 amip-M. catarrhalis etkilesiminde 36 °C’lik inkiibasyonun istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
PYG-Amip |Deney | 6| 1,28E+05 + 4,22E+04| 1,33E+05 ( 6,67E+04 - 1,75E+05 ) 0,699
ort Kontrol | 6 | 1,19E+05 + 3,75E+04| 1,20E+05 ( 7,00E+04 - 1,75E+05 )
PAS-Amip |Deney |6 |8,17E+04 + 3,52E+04|8,42E+04 ( 4,00E+04 - 1,40E+05 ) 0818
ort Kontrol | 6 | 7,83E+04 + 3,54E+04( 7,50E+04 ( 4,00E+04 - 1,40E+05 )

PYG- Deney | 6| 3,36E+06 + 8,15E+06|5,68E+02 ( 0,00E+00 - 2,00E+07 ) 0.937
bakteri ort  Kontrol | 6 | 3,33E+06 + 8,16E+06| 1,50E+01 ( 0,00E+00 - 2,00E+07 )|
PAS- Deney | 6| 3,33E+06 + 8,16E+06|5,00E+00 ( 0,00E+00 - 2,00E+07 ) 0.699
Bakteri ort |Kontrol | 6 | 3,33E+06 + 8,16E+06| 0,00E+00 ( 0,00E+00 - 2,00E+07 )|

A. hatchetti’nin M. catarrhalis ile yiiksek ve diisiik besin kosullarinda yedi giin
stiresince birlikteligi, amibin canliligi yoniinden O6nemli bir degisiklige yol

agmamistir (Sirastyla p= 0,699 ve p= 0,818).

M. catarrhalis’in A. hatchetti ile yiliksek besin kosullarinda iki giin boyunca
birlikteligi, amibin bakteri canliligina olumlu yonde etki ettigini géstermistir. Deney
kuyucuklarinda 1. ve 2. giinlerde bakteri sayilar1 sirastyla 1,48x10° (5,2 log) ve
1,14x10° bakteri/mL (3,1 log) olarak bulunmustur. Kontrol kuyucuklarinda ise bu
say1 sirastyla 7,0x10° (3,8 log) ve 3,0x10" bakteri/mL (1,5 log) olarak bulunmustur.
Diger giinlerdeki deney ve kontrol kuyucuklarinda herhangi bir iireme tespit
edilmemistir. A. hatchetti’nin yiiksek besin kosullarinda iki giin siiresince M.
catarrhalis tizerine gosterdigi olumlu etki, istatistiksel olarak anlamli bulunamamaistir

(p=0,937).

M. catarrhalis’in A. hatchetti ile diisiik besin kosullarinda iki giin boyunca
birlikteliginde bakterinin canliligi yoniinde 6nemli bir degisiklik gdzlenmemistir (p=
0,699).
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3.3.4 A. hatchetti ile S. pneumoniae’min Hiicre Dis1 Etkilesimi

3341

A. hatchetti ile S. pneumoniae’nin 6 °C’de Hiicre Dis1 Etkilesimi

A. hatchetti ile S. pneumoniae’nin 6 °C’de direkt ko-kiiltiir calismalarindan elde
edilen sonuglar Sekil 3.12°de grafik seklinde, Cizelge 3.20’de tablo seklinde

verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.21°de

gosterilmistir.

A. hatchetti’nin S. pneumoniae ile yiiksek ve diisiik besin kosullarinda yedi giin

stiresince birlikteligi, amibin canlilifi yoniinden Onemli bir degisiklige yol

acmamustir (Sirastyla p= 0,589 ve p= 0,818).
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Sekil 3.12. Hiicre dis1 amip-S. pneumoniae etkilesiminde 6 °C’lik inkiibasyonun sonug grafikleri.
A: Yiksek besin sartlarinda amip canlilik sonuglari, B: Diisiik besin sartlarinda amip canlilik
sonuglari, C: Yiiksek besin sartlarinda bakteri canlilik sonuglari, D: Diigiik besin sartlarinda bakteri

canlilik sonuglart.
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Cizelge 3.20. Hiicre dig1 amip-S. pneumoniae etkilesiminde 6 °C’lik inkiibasyonun sonug tablosu.

PYG- PAS- PYG- PAS-
PYG- Amip PAS- Amip PYG- Bakteri PAS- Bakteri
Amip Kontrol Amip Kontrol Bakteri Kontrol Bakteri Kontrol
Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort

0.saat | 1,35E+05 | 1,35E+05 | 1,40E+05 | 1,40E+05 | 8,00E+06 | 8,00E+06 | 8,00E+06 | 8,00E+06
1.giin | 157E+05 | 1,40E+05 | 1,43E+05 | 1,00E+05 | 1,05E+06 | 8,20E+05 | 1,34E+06 |5,40E+05
2. giin | 1,33E+05 | 1,20E+05 | 8,00E+04 | 9,00E+04 | 1,03E+06 | 4,60E+04 | 1,16E+06 | 4,20E+04
3. giin | 1,00E+05 | 1,20E+05 | 8,00E+04 | 1,00E+05 | 9,87E+05 | 1,57E+04 | 1,04E+06 | 1,11E+04
5.gln | 8,33E+04 | 1,10E+05 | 7,33E+04 | 8,00E+04 | 2,25E+05 | 3,30E+03 | 1,68E+05 | 6,70E+03
7. gin | 9,33E+04 | 1,10E+05 | 6,67E+04 | 6,00E+04 | 1,35E+05 | 5,20E+02 | 8,40E+04 | 7,80E+01

Cizelge 3.21. Hiicre dig1 amip-S. pneumoniae etkilesiminde 6 °C’lik inkiibasyonun istatistik verileri.

Degisken n Ortalama =+ sd Median (Min-Max) P degeri
PYG-Amip Deney | 6 |1,17E+05 + 2,88E+04(1,17E+05 ( 8,33E+04 - 8,33E+04 ) 0,589
ort Kontrol| 6 |1,23E+05 + 1,25E+04(1,20E+05 ( 1,10E+05 - 1,40E+05)
PAS-Amip Deney | 6 |9,72E+04 + 3,48E+04(8,00E+04 ( 6,67E+04 - 1,43E+05) 0818
ort Kontrol| 6 [9,50E+04 + 2,66E+04(9,50E+04 ( 6,00E+04 - 1,40E+05)
PYG-Bakteri |Deney | 6 |1,91E+06 + 3,01E+06|1,01E+06 ( 1,35E+05 - 8,00E+06 ) 0093
ort Kontrol| 6 [1,48E+06 + 3,21E+06(3,09E+04 ( 5,20E+02 - 8,00E+06 )
PAS-Bakteri [Deney | 6 |1,97E+06 + 3,00E+06|1,10E+06 ( 8,40E+04 - 8,00E+06 ) 0093
ort Kontrol| 6 [1,43E+06 + 3,22E+06|2,66E+04 ( 7,80E+02 - 8,00E+06 )

S. pneumoniae’nin A. hatchetti ile yiiksek besin kosullarinda yedi giin boyunca
birlikteliginde amibin, bakterinin canliligi yoniinde olumlu yonde etkisi oldugu
gosterilmistir. Deney kuyucuklarinda 2., 3., 5. ve 7. giinlerde bakteri sayilari sirasiyla
1,03x10° (6,0 log), 9,87x10° (6,0 log), 2,25x10° (5,4 log) ve 1,35x10° (5,1 log)
bakteri/mL olarak bulunmustur. Kontrol kuyucuklarinda bu sayilar sirasiyla 4,6x10*
(4,7 log), 1,57x10* (4,2 log), 3,3x10° (3,5 log) ve 5,2x10* (2,7 log) bakteri/mL olarak
bulunmustur. A. hatchetti’nin yiiksek besin kosullarinda S. pneumoniae iizerine

gosterdigi olumlu etki, istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p= 0,093).

Diisiik besin kosullarinda yedi giin boyunca S. pneumoniae’nin A. hatchetti ile
birlikteliginde, bakterinin canliligi iizerinde amibin olumlu yonde etkisi oldugu
gosterilmistir. Deney kuyucuklarinda 2., 3., 5. ve 7. giinlerde bakteri sayilari sirastyla
1,16x10° (6,1 log), 1,04x10° (6,0 log), 1,68x10° (5,2 log) ve 8,4x10* (4,9 log)
bakteri/mL olarak bulunmustur. Kontrol kuyucuklarinda bu sayilar sirastyla 4,2x10*
(4,6 log), 1,11x10* (4 log), 6,7x10° (3,8 log) ve 7,8x10% (2,9 log) bakteri/mL olarak
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bulunmustur. A. hatchetti’nin diisiik besin kosullarinda S. pneumoniae {izerine

gosterdigi olumlu etki, istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p= 0,093).

3.3.4.2 A hatchetti ile S. pneumoniae’min 25 °C’de Hiicre Dis1 Etkilesimi

A. hatchetti ile S. pneumoniae’nin 25 °C’de direkt ko-kiiltiir ¢alismalarindan
elde edilen sonuglar Sekil 3.13’de grafik seklinde, Cizelge 3.22°de de tablo seklinde

verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.23’de gdsterilmistir.
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0. 1 2. 3. 5 T 0 1. 2. 3. 5 7.
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Sekil 3.13. Hiicre dis1 amip-S. pneumoniae etkilesiminde 25 °C’lik inkiibasyonun sonug grafikleri.
A: Yiksek besin sartlarinda amip canlilik sonuglari, B: Diisiik besin sartlarinda amip canlilik

sonuglari, C: Yiiksek besin sartlarinda bakteri canlilik sonuglari, D: Diigiik besin sartlarinda bakteri
canlilik sonuglart.

Cizelge 3.22 Hiicre dis1 amip-S. pneumoniae etkilesiminde 25 °C’lik inkiibasyonun sonug tablosu.

PYG- PAS- PYG- PAS-
PYG- Amip PAS- Amip PYG- Bakteri PAS- Bakteri
Amip Kontrol Amip Kontrol Bakteri Kontrol Bakteri Kontrol
Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort

.saat | 1,35E+05 | 1,35E+05 | 1,40E+05 | 1,40E+05 | 8,00E+06 | 8,00E+06 | 8,00E+06 | 8,00E+06
gin | 1,53E+05 | 1,60E+05 | 1,43E+05 | 1,30E+05 | 5,20E+05 | 4,20E+05 | 1,48E+06 | 2,70E+05
giin | 2,63E+05 | 3,10E+05 | 1,20E+05 | 1,10E+05 | 7,83E+04 | 3,70E+03 | 2,42E+05 | 1,50E+04
giin | 4,07E+05 | 5,60E+05 | 1,17E+05 | 1,00E+05 | 1,07E+03 | 5,00E+01 | 9,33E+04 | 3,00E+03
giin | 4,80E+05 | 8,80E+05 | 9,33E+04 | 9,00E+04 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 3,61E+03 | 7,00E+01
gin | 6,17E+05 | 9,70E+05 | 8,67E+04 | 8,00E+04 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 1,54E+03 | 0,00E+00

N | w |V |= o
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Cizelge 3.23. Hiicre dig1 amip-S. pneumoniae etkilesiminde 25 °C’lik inkiibasyonun istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
PYG-Amip Deney | 6 |3,43E+05 + 1,91E+05|3,35E+05 ( 1,35E+05 - 6,17E+05) 0.485
ort Kontrol| 6 |5,03E+05 + 3,62E+05|4,35E+05 ( 1,35E+05 - 9,70E+05)
PAS-Amip Deney | 6 [1,17E+05 + 2,33E+04|1,18E+05 ( 8,67E+04 - 1,43E+05) 0.485
ort Kontrol| 6 |1,08E+05 + 2,32E+04|1,05E+05 ( 8,00E+04 - 1,40E+05) '
PYG-bakteri [Deney | 6 (1,43E+06 + 3,22E+06(3,97E+04 ( 0,00E+00 - 8,00E+06 ) 0818
ort Kontrol| 6 |1,40E+06 + 3,24E+06|1,88E+03 ( 0,00E+00 - 8,00E+06 )
PAS-Bakteri |Deney | 6 |1,64E+06 + 3,17E+06(1,68E+05 ( 1,54E+03 - 8,00E+06 ) 0304
ort Kontrol| 6 |1,38E+06 + 3,24E+06|9,00E+03 ( 0,00E+00 - 8,00E+06 )

A. hatchetti’nin S. pneumoniae ile yiiksek ve diisiik besin kosullarinda yedi giin
stiresince birlikteligi, amibin canlilig1 yoniinde 6nemli bir degisiklige yol agmamaistir

(Sirasiyla p= 0,485 ve p= 0,485).

Yiiksek besin kosullarinda {i¢ giin boyunca S. pneumoniae’nin A. hatchetti ile
birlikteligi amibin, bakteri canliligi yoniinde olumlu ydnde etkisi oldugunu
gostermistir. Deney kuyucuklarinda 2. ve 3. giinlerde bakteri sayisi1 sirastyla 7,83x10*
(49 log) ve 1,07x10® (3,0 log) bakteri/mL olarak bulunmustur. Kontrol
kuyucuklarinda bu sayilar sirastyla 3,7 x 10° (3,6 log) ve 5,0 x 10" (1,7 log) bakteri
/mL olarak bulunmustur. Sonraki giinlerde test ve kontrol kuyucuklarinda herhangi
bir tireme tespit edilmemistir. Ancak bu gozleme ragmen yiiksek besin kosullarinda
A. hatchetti’nin S. pneumoniae {izerindeki olumlu etkisi istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p=0,818).

S. pneumoniae’nin A. hatchetti ile diisiik besin kosullarinda yedi giin boyunca
birlikteligi amibin, bakterinin canliligi yoniinde olumlu yonde etkisi oldugunu
gostermistir. Deney kuyucuklarinda 2., 3. ve 5. gilinlerde bakteri sayisi sirasiyla
2,42x10° (5,4 log), 9,33x10* (5,0 log) ve 3,61x10° (3,6 log) bakteri/mL olarak
bulunmustur. Kontrol kuyucuklarinda bu sayilar sirasiyla 1,5x10* (4,2 log), 3,0x10°
(3,5 log) ve 7,0x10" (1,8 log) bakteri/mL olarak bulunmustur. Deney kuyucugundan
yapilan 7. giin bakteri sayisi ise 1,54 x 10° bakteri/mL iken kontrol kuyucugunda

lireme saptanmamistir. Ancak bu gozleme ragmen diisiik besin kosullarinda A.
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hatchetti’nin S. pneumoniae iizerindeki olumlu etkisi istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir (p= 0,394).

3.3.43 A hatchetti ile S. pneumoniae’min 36 °C’de Hiicre Dis1 Etkilesimi

A. hatchetti ile S. pneumoniae’nin 36 °C’de direkt ko-kiiltiir ¢aligmalarinda elde
edilen sonuglar Sekil 3.14’de grafik seklinde, Cizelge 3.24°de de tablo seklinde
verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.25’de

gosterilmistir.

A. hatchetti’nin S. pneumoniae ile diisiik besin kosullarinda yedi giin siiresince
birlikteligi, amibin canliligi yoniinde onemli bir degisiklige yol agmamustir (p=
0,937). Ancak yiiksek besin kosullarinda gézlemsel olarak bir farklilik olmamasina
ragmen A. hatchetti’nin canliligina istatistiksel olarak olumsuz yonde etki ettigi

bulunmustur (p= 0,041).
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Sekil 3.14. Hiicre dis1 amip-S. pneumoniae etkilesiminde 36 °C’lik inkiibasyonun sonug grafikleri.

A: Yiksek besin sartlarinda amip canlilik sonuglari, B: Diisiik besin sartlarinda amip canlilik
sonuglari, C: Yiiksek besin sartlarinda bakteri canlilik sonuglari, D: Diisiik besin sartlarinda bakteri
canlilik sonuglari.
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Cizelge 3.24. Hiicre dig1 amip-S. pneumoniae etkilesiminde 36 °C’lik inkiibasyonun sonug tablosu.

PYG- PAS- PYG- PAS-
PYG- Amip PAS- Amip PYG- Bakteri PAS- Bakteri
Amip Kontrol Amip Kontrol Bakteri Kontrol Bakteri Kontrol
Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort Deney ort | ort

.saat | 1,35E+05 | 1,35E+05 | 1,40E+05 | 1,40E+05 | 8,00E+06 | 8,00E+06 | 8,00E+06 | 8,00E+06
giin | 1,47E+05 | 1,40E+05 | 1,10E+05 | 1,20E+05 | 3,44E+04 | 1,33E+03 | 8,00E+04 | 6,00E+01
giin | 1,37E+05 | 1,70E+05 | 1,03E+05 | 1,00E+05 | 1,87E+03 | 0,00E+00 | 2,50E+04 | 0,00E+00
gin | 1,43E+05 | 1,80E+05 | 9,00E+04 | 9,00E+04 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 7,37E+02 | 0,00E+00
giin | 1,23E+05 | 2,00E+05 | 8,00E+04 | 7,00E+04 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
gin | 1,13E+05 | 1,90E+05 | 7,00E+04 | 7,00E+04 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00

N | N = o

Cizelge 3.25. Hiicre dig1 amip-S. pneumoniae etkilesiminde 36 °C’lik inkiibasyonun istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
PYG-Amip Deney | 6|1,33E+05 + 1,26E+04(1,36E+05 ( 1,13E+05 - 1,47E+05) 0041
ort Kontrol| 6 [1,69E+05 + 2,65E+04|1,75E+05 ( 1,35E+05 - 2,00E+05 )
PAS-Amip |Deney | 6|9,89E+04 + 2,49E+04|9,67E+04 ( 7,00E+04 - 1,40E+05) 0937
ort Kontrol| 6 [9,83E+04 + 2,79E+04(9,50E+04 ( 7,00E+04 - 1,40E+05)
PYG-Bakteri [Deney [ 6|1,34E+06 + 3,26E+06(9,33E+02 ( 0,00E+00 - 8,00E+06 ) 0589
ort Kontrol| 6 [1,33E+06 + 3,27E+06(0,00E+00 ( 0,00E+00 - 8,00E+06 )
PAS-Bakteri |Deney | 6 [1,35E+06 + 3,26E+06(1,29E+04 ( 0,00E+00 - 8,00E+06 ) 0,310
ort Kontrol| 6 |1,33E+06 + 3,27E+06(0,00E+00 ( 0,00E+00 - 8,00E+06 )

S. pneumoniae’nin A. hatchetti ile yiiksek besin kosullarinda iki giin siiresince
birlikteligi amibin, bakterinin canliligina olumlu yonde etkisi oldugunu gostermistir.
Deney kuyucuklarinin 1. giiniinde bakteri sayis1 3,44x10* (4,5 log) bakteri/mL olarak
bulunmusken kontrol kuyucugunda bu sayr 1,33x10° (3,1 log) bakteri/mL olarak
bulunmustur. Deney kuyucuklarinin 2. giiniinde bakteri sayis1 1,87x10° (3,3 log)
bakteri/mL olmasina ragmen kontrol ¢alismasinda iireme tespit edilmemistir. Yiiksek
besin kosullarinda A. hatchetti’nin, S. pneumoniae’nin canliligina ilk iki giinde
gosterdigi olumlu etki istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p= 0,589). Sonraki

giinlerdeki test ve kontrol ¢alismalarinda ise herhangi bir lireme tespit edilmemistir.

Diisiik besin kosullarinda ti¢ giin siiresince S. pneumoniae’nin A. hatchetti ile
birlikteligi amibin, bakteri canliligina olumlu yonde etkisi oldugunu gdstermistir.
Deney kuyucuklarmmn 1. giin bakteri sayis1 8,0x10* (4,9 log) bakteri/mL olarak
bulunmusken kontrol kuyucugunda bu sayr 6,0x10" (1,8 log) bakteri/mL olarak

bulunmustur. Bununla birlikte deney kuyucuklarmin 2. ve 3. giinlerine ait bakteri
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sayilart swrastyla 2,5x10° ve 7,37x10* bakteri/mL olmasina ragmen kontrol
calismalarinda iireme tespit edilmemistir. Ancak diisilk besin kosullarinda A.
hatchetti’nin, S. pneumoniae’nin canliligina ilk ii¢ giinde gosterdigi olumlu etki,
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p= 0,310). Sonraki giinlerdeki test ve

kontrol ¢aligmalarinda ise herhangi bir iireme tespit edilmemistir.

3.4  Hiicre i¢i Amip-Bakteri Etkilesimi

3.4.1 Gentamisin Siilfat ve Triton X-100 Soliisyonlar1 Etkinlik Kontrolii

Hiicre i¢i etkilesimin arastirilmasi amaciyla yapilan testlerde A. hatchetti’yi
oldiirmeden bakterileri ortadan kaldirmak i¢cin 1 000 pg/mL GS ve bakterileri
oldirmeden A. hatchetti’yi pargalamak igin %0,4 Triton X-100 soliisyonlari
kullanilmistir. Bu nedenle hiicre i¢i etkilesimin arastirilmasina yonelik ¢alismalara

baslamadan 6nce bu iki slispansiyonun, kullanilan suslar iizerine etkisi arastirilmistir.

Elde edilen sonuglarda B. pertussis, H. influenzae ve S. pneumoniae’nin GS ile
inkiibasyonun ardindan liremesinde sirasiyla 5,66 log, 6,30 log ve >4,77 log’luk
diistis oldugu ancak %0,4 Triton X-100 ile inkiibasyonun ardindan her ii¢ bakteri
susunun tiremesinde bir degisiklik olmadigi (<1 log) saptanmistir. Bunun yaninda M.
catarrhalis’in hem GS hem de %0,4 Triton X-100 ile inkiibasyonun ardindan
tiremesinde >6,20 log diisiis oldugu gosterilmistir. Bu nedenle B. pertussis H.
influenzae ve S. pneumoniae suslar1 hiicre i¢i etkilesim ¢alismalarinda kullanilmis

ancak M. catarrhalis susu kullanilamamustir.

Kullanilan A. hatchetti’nin ise GS ile inkiibasyonun ardindan canliliginda bir
farklilik olmadig1 ancak Triton X-100 ile inkiibasyonun ardindan canli hiicre
sayisinda 4 log diisiis gosterdigi belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda elde edilen

sonuclar Cizelge 3.13’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.26. Kullanilan GS ve %0,4 Triton X-100’iin amip ve bakteri suslar1 tizerine etkisi.

Kullanilan

suslar PYG +GS PYG + Triton X-100 | PYG (Kontrol) Degerlendirme
1. 64 1. 7,8x10E6 1. 3,7x10E7 - GS, sus lizerinde
2. 86 2. 9,6 x 10E6 2. 3.6 x10E7 etkili (5,66 log
B. pertussis 3. 72 3. 8,4x10E6 3. 29x10E7 diisiis)
Ort: 74 Ort: 8,6 x 10E6 Ort: 3,4 x 10E7 - Triton X-100 sus
Ortlog: 1,87 Ort log: 6,93 Ort log: 7,53 iizerine etkili degil
1. 20 1. 5,2x 10E6 1. 6,2x10E7 - GS, sus tlizerinde
2. 32 2. 4.3x 10E6 2. 5.6 x10E7 etkili (6,30 log
H. influenzae | 3. 34 3. 5,1x 10E6 3. 53x10E7 diisiis)
Ort: 29 Ort: 4,9x 10E6 Ort: 5,7 x 10E7 | - Triton X-100, sus
Ort log: 1,46 Ort log: 6,69 Ort log: 7,76 iizerine etkili degil
1. <10 1. 1,2x10E5 1. 5,7x10E5 - GS, sus tlizerinde
2. <10 2. 1,7x10E5 2. 6,1 x10E5 etkili  (>4,77 log
S. pneumoniae | 3. <10 3. 1,8x10E5 3. 6,0x10E5 diistis)
Ort: <10 Ort: 1,56 x 10E5 Ort: 5,9 x 10E5 - Triton X-100, sus
Ort log: <1,00 Ortlog: 5,19 Ort log: 5,77 tizerine etkili degil
1. <10 1. <10 1. 1,4x10E7 - GS ve Triton X-
2. <10 2. <10 2. 15x10E7 100, sus tizerinde
Ort: <10 Ort: <10 Ort: 1,6 x 10E7 | diisiis)
Ort log: <1,00 Ort log: <1,00 Ort log: 7,20
1. 3,4x10E5 1. 0 1. 3,8x10E5 - GS trofozoitler
; 2. 2,9x10E5 2. 0 2. 2,8x10E5 iizerine etkili degil
tﬁbpoaztgﬁfg'i 3. 33x10E5 |3. 0 3. 42x10E5 | - Triton X-100
Ort: 3,2 x 10E5 Oort: 0 Ort: 3,6 x 10E5 trofozoitler tizerine
Ort log: 5,51 Ortlog: 0 Ort log: 5,56 etkili (>5,56 log)

3.4.2

Amip-Bakteri Hiicre I¢i Etkilesim Sonuclar:

Hiicre i¢i amip-bakteri etkilesimi amaciyla yapilan direkt ko-kiiltiir ¢aligmalari

sonucunda elde edilen bulgular Cizelge 3.27°de gosterilmistir. Calismada B.

pertussis, H. influenzae ve S. pneumoniae’nin A. hatchetti ile diisiik ve yiiksek besin

kosullarinda,

calismanin  gerceklestirildigi

etkilesime girmedigi tespit edilmistir.

sicakliklarin  hi¢birinde

hiicre

1¢i
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Cizelge 3.27. Amip-bakteri hiicre i¢i etkilesimi direkt ko-kiiltiir ¢aligma sonug tablolari.

Amip- S. pneumoniae 6°C'lik ink. | 25°C'lik ink. | 36°C'lik ink.
Eklenen amip sayisi: 2,8 x 10°
Eklenen bakteri sayisi: 2,6 x 107

Onceki bakteri sayisi
PYG ortalama x

0.s | 24.5s | 48.s | 24.5 | 48.5 | 24.5 | 48.5s

0 0 0 0 0 0

0
Sonraki bakteri sayis1 | 0 0 0 0 0 0 0
PAS Onceki bakteri sayist | 0 0 0 0 0 0 0
ortalama g nraki bakteri sayisi| O 0 0 0 0 0 0
Amip- H. influenzae 6°C'lik ink. | 25°C'lik ink. | 36°C'lik ink.
Eklenen amip sayisi: 1,8 x 10°
0. 24. 48. 24, 48. 24. 48.
Eklenen bakteri sayisi: 3,6 x 107 ¥ ¥ ) ) ) ¥ ¥
PYG Onceki bakteri sayist | 0 0 0 0 0 0 0
oM S onraki bakteri sayist | 17 0 0 0 0 0 0
Onceki bakteri sayis1 | O 0 0 0 0 0 0
PAS ortalama o B
Sonraki bakteri sayis1 | 0 0 0 0 0 0 0
Amip- B. pertussis 6°C'lik ink. | 25°C'lik ink. | 36°C'lik ink.

Eklenen amip sayist: 2,0 x 10°

. 24. 48. 24, 48. 24. 48.
Eklenen bakteri sayisi: 5,2 x 10’ O s | 485 s IR Sy 5
PYG Onceki bakteri sayis1 | 196 | 0 0 0 0 0 0
orem |’ onraki bakteri sayist | O 0 0 0 0 0 0
Onceki bakteri sayist | 233 | 0 0 0 0 0 0
PAS ortalama . o
Sonraki bakteri sayis1 | 70 0 0 0 0 0 0

3.5  Hiicre Disina Salinan Faktorlerin Etkisi
3.5.1 Amipten Salinan Faktorlerin Bakteriler Uzerine Etkisi

Hiicre dismma salinan faktorlerin etkisinin arastirilmasinda Oncelikle A.
hatchetti’den salinan faktorlerin B. pertussis, H. influenzae, M. catarrhalis ve S.

pneumoniae suslari tizerine etkisi arastirilmastir.

3.5.1.1 A hatchetti’den sahman faktorlerin B. pertussis Uzerine Etkisi
A. hatchetti’den salinan faktorlerin B. pertussis iizerine etkisine ait ¢alisma

sonuglar1  Sekil 3.15 ve Cizelge 3.28’de verilmistir. Yapilan istatistiksel

degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.29°de gosterilmistir.
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Sekil 3.15. A. hatchetti’den salinan faktorlerin B. pertussis tizerine etkisi sonug grafikleri.
a: 6 °C’de inkiibasyon sonug grafigi, b: 25 °C’de inkiibasyon sonug¢ grafigi c: 36 °C’de inkiibasyon

sonug grafigi.

Cizelge 3.28. A. hatchetti’den salinan faktorlerin B. pertussis tizerine etkisi sonug tablosu.
Tabloda tig tekrarl gergeklestirilen ¢alismalardan elde edilen sonuglarin ortalamasi verilmistir.

Siire 6 °C'de inkiibasyon. 25 °C'de inkiibasyon. 36 °C'de inkiibasyon.
Deney Ort | Kontrol Ort | Deney Ort | Kontrol Ort | Deney Ort | Kontrol Ort

0. saat 1,2E+08 1,2E+08 1,2E+08 1,2E+08 1,2E+08 1,2E+08

24. saat 1,4E+08 1,5E+08 4,0E+07 3,5E+07 0,0E+00 0,0E+00

48. saat 4 7E+07 4 AE+07 7,5E+06 9,4E+06 0,0E+00 0,0E+00

Cizelge 3.29. A. hatchetti’den salinan faktorlerin B. pertussis iizerine etkisi istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
6°C'de Deney | 3| 100E+08 + 473E+07| 1,17E+08 ( 4.70E+07 - 470E+07)| o0
inkiibasyon |Kontrol | 3| 1,03E+08 + 5,26E+07| 1,20E+08 ( 4,43E+07 - 146E+08)|
25°Cde  |Deney | 3| 546E+07 + 561E+07| 396E+07 ( 747E+06 - 117E+08)| , o
inkiibasyon |k ontrol | 3| 548E+07 + 5,76E+07| 3,55E+07 ( 9,37E+06 - 1,20E+08)|
36'Cde  |Deney | 3| 389E+07 + 6,74E+07| 0,00E+00 ( 0,00E+00 - 117E+08)| . oo
inkiibasyon | ontrol | 3 | 3,99E+07 + 6,91E+07| 0,00E+00 ( 0,00E+00 - 1,20E+08)|

A. hatchetti’den salinan faktorlerin B. pertussis canliligi tizerine, 6 °C, 25 °C ve

36 °C’deki 48 saatlik inkiibasyon kosullarinda bir etkisinin olmadigi bulunmustur

(p= 1,000).

75



3.5.1.2

A. hatchetti’den salinan faktorlerin H. influenzae Uzerine Etkisi

Amipten salinan faktorlerin H. influenzae {izerine etkisine ait ¢alisma sonuglari

Sekil 3.16 ve Cizelge 3.30’de verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait

veriler ise Cizelge 3.31’de gosterilmistir.
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Sekil 3.16. Amipten hiicre disina salinan faktorlerin H. influenzae tizerine etkisi sonug grafikleri.
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a: 6 °C’de inkiibasyon sonug grafigi, b: 25 °C’de inkiibasyon sonug¢ grafigi c: 36 °C’de inkiibasyon

sonug grafigi.

Cizelge 3.30. Amipten hiicre digina salinan faktorlerin H. influenzae tizerine etkisi sonug tablosu.

Tabloda tg tekrarli gergeklestirilen ¢caligmalardan elde edilen sonuglarin ortalamasi verilmistir.

Siire 6 °C'de inkiibasyon. 25 °C'de inkiibasyon. 36 °C'de inkiibasyon.
Deney Ort | Kontrol Ort | Deney Ort | Kontrol Ort | Deney Ort | Kontrol Ort

0. saat 9,2E+07 9,4E+07 9,2E+07 9,4E+07 9,2E+07 9,4E+07

24.saat | 8,0E+07 4,3E+07 9,1E+07 8,8E+07 3,1E+06 3,3E+02

48. saat 1,9E+07 6,5E+06 3,7E+07 1,1E+07 1,7E+01 0,0E+00

Cizelge 3.31. A. hatchetti’den salinan faktorlerin H. influenzae {izerine etkisi istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
6°C'de Deney | 3| 6,36E+07 + 3,94E+07| 7,97E+07 ( 1,87E+07 - 9,23E+07 ) 1000
inkiibasyon | Kontrol| 3 | 4,78E+07 + 4,38E+07/|4,33E+07 ( 6,50E+06 - 9,37E+07)|
25°C'de Deney | 3| 7,34E+07 + 3,13E+07| 9,07E+07 ( 3,73E+07 - 9,23E+07) 1000
inkiibasyon Kontrolf 3 | 6,41E+07 + 4,61E+07|8,77E+07 ( 1,10E+07 - 9,37E+07)|
36°C'de Deney | 3| 3,18E+07 + 5,24E+07]| 3,07E+06 ( 1,70E+01 - 9,23E+07 ) 1.000
inkiibasyon |Kontrol| 3 | 3,12E+07 + 5,41E+07/3,27E+02 ( 0,00E+00 - 9,37E+07)|
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A. hatchetti’den salinan faktorlerin H. influenzae canlilig1 tizerine 6 °C ve 25

°C’de 48 saat boyunca bir etki yapmadig tespit edilmistir (Sirastyla p= 1,000 ve p=

1,000).

Amipten salinan faktorlerin 36 °C’de bakteri canliligi tizerinde ise olumlu

yonde etkisi oldugu gosterilmistir. Deney tiiplerinin 24. ve 48. saatlerinde H.

influenzae sayisi sirasiyla 3,1x10° (6,5 log) bakteri/mL ve 1,7x10° bakteri/mL iken

kontrol tiipiinde 24. saatte 3,3x10% (2,5 log) bakteri/mL tespit edilmistir. Kontrol

tiipliniin 48. saatinde ise bir iremeye rastlanmamustir. Ancak bu gézlemsel sonuglara

ragmen A. hatchetti’den salinan faktorlerin H. influenzae canliligina iizerine olumlu

etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p= 1,000).

3.5.1.3

A. hatchetti’den salinan faktorlerin M. catarrhalis Uzerine Etkisi

M. catarrhalis’in canliligi lizerine amipten salinan faktorlerin etkisine ait

calisma sonuglar1 Sekil 3.17 ve Cizelge 3.32°de verilmistir. Yapilan istatistiksel

degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.33’de gosterilmistir.
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Sekil 3.17. Amipten hiicre digina salinan faktorlerin M. catarrhalis iizerine etkisi sonug grafikleri.

1,0E+08
1,0E+07
1,0E+06
1,0E+05
1,0E+04
1,0E+03
1,0E+02
1,0E+01
1,0E+00

0.saat 24.saat 48. saat

= Deney Ort
m Kontrol Ort

c
C

a: 6°C’de inkiibasyon sonug¢ grafigi, b: 25°C’de inkiibasyon sonug¢ grafigi c: 36°C’de inkiibasyon
sonug grafigi
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Cizelge 3.32. Amipten hiicre digina salinan faktorlerin M. catarrhalis iizerine etkisi sonug tablosu.

Tabloda tig tekrarli gergeklestirilen ¢alismalardan elde edilen sonuglarin ortalamasi verilmistir.

Siire 6 °C'de inkiibasyon. 25 °C'de inkiibasyon. 36 °C'de inkiibasyon.
Deney Ort | Kontrol Ort | Deney Ort | Kontrol Ort | Deney Ort | Kontrol Ort

0. saat 3,8E+07 3,7E+07 3,8E+07 3,7E+07 3,8E+07 3,7E+07

24. saat 2,4E+07 1,8E+07 1,8E+07 1,9E+06 4,0E+07 2,0E+05

48. saat 1,3E+07 1,3E+07 4,4E+06 2,1E+05 0,0E+00 0,0E+00

Cizelge 3.33. A. hatchetti’den salinan faktorlerin M. catarrhalis tizerine etkisi istatistik verileri.

Degisken n Orttsd Median (Min-Max) P degeri
6 °C'de Deney |3 2,49E+07 + 1,23E+07| 2,40E+07 ( 1,31E+07 - 3,77E+07) 1,000
inkiibasyon |Kontrol | 3| 2,26E+07 + 1,22E+07 | 1,79E+07 ( 1,34E+07 - 3,65E+07 )
25°C'de  |Deney |3| 1,99E+07 + 1,68E+07|1,76E+07 ( 4,37E+06 - 3,77E+07 ) 0,400
inkiibasyon |Kontrol [ 3| 1,29E+07 + 2,05E+07| 1,87E+06 ( 2,14E+05 - 3,65E+07 )
36 °C'de Deney |3[ 2,60E+07 + 2,26E+07| 3,77E+07 ( 0,00E+00 - 4,03E+07 ) 0,400
inkiibasyon |Kontrol | 3| 1,22E+07 + 2,10E+07 | 2,04E+05 ( 0,00E+00 - 3,65E+07 )

A. hatchetti’den salinan faktorlerin M. catarrhalis canlilig: tizerine 6 °C’de 48

saat boyunca etki etmedigi tespit edilmistir (p= 1,000).

Amipten salman faktorlerin 25 °C’lik inkiibasyonda zaman igerisinde M.
catarrhalis canlilig1 iizerine olumlu etkisi oldugu gozlenmistir. Deney tiiplerinde 24.
ve 48. Saatlerde bakteri sayis1 smrasiyla 1,8x107 (7,3 log), 1,9x10° (6,3 log)
bakteri/mL bulunmusken kontrol tiiplerinde 4,4x10° (6,6 log) 2,1x10° (5,3 log)
bakteri/mL olarak bulunmustur. Ancak bu gozleme ragmen A. hatchetti’den salinan
faktorlerin 25 °C’lik inkiibasyonda M. catarrhalis canliligi tizerine olumlu etkisi,

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p= 0,400).

Bunun yaninda, 36 °C’lik inkiibasyonda amipten salinan faktorlerin M.
catarrhalis canlilig1 tizerine 24. saatte olumlu etki gosterdigi bulunmustur. Deney
tiiplerinde 24. saatte bakteri sayis1 4,0x10’ (7,6 log) bakteri/mL iken kontrol tiipiinde
2,0x10° (5,3 log) bakteri/mL tespit edilmistir. 48 saatte yapilan canlilik kontroliinde
ise deney ve kontrol tiiplerinde tireme olmamustir. Ancak bu gozleme ragmen A.
hatchetti’den salinan faktorlerin 36 °C’lik inkiibasyonda M. catarrhalis canliligi

tizerine olumlu etkisi, istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p= 0,400).
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3.5.1.4 A hatchetti’den sahnan faktérlerin S. pneumoniae Uzerine Etkisi

Amipten salman faktorlerin S. pneumoniae flizerine ectkisine ait calisma

sonuglar1  Sekil 3.18 ve Cizelge 3.34’de verilmistir. Yapilan istatistiksel
degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.35’de gosterilmistir.
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Sekil 3.18. Amipten hiicre disina salinan faktorlerin S. pneumoniae {lizerine etkisi Sonug grafikleri.
a: 6 °C’de inkiibasyon sonug grafigi, b: 25 °C’de inkiibasyon sonug grafigi c: 36 °C’de inkiibasyon

sonug grafigi

Cizelge 3.34. Amipten hiicre disina salinan faktorlerin S. pneumoniae {izerine etkisi sonug tablosu.
Tabloda tg tekrarli gergeklestirilen ¢aligmalardan elde edilen sonuglarin ortalamasi verilmistir.

Siire 6 °C'de inkiibasyon. 25 °C'de inkiibasyon. 36 °C'de inkiibasyon.
Deney Ort | Kontrol Ort | Deney Ort | Kontrol Ort | Deney Ort | Kontrol Ort

0. saat 3,8E+06 2,6E+06 3,8E+06 2,6E+06 3,8E+06 2,6E+06

24.saat | 2,5E+06 2,7E+06 7,4E+05 3,7E+05 3,3E+02 0,0E+00

48.saat | 1,0E+07 1,4E+06 2,3E+07 8,7E+05 0,0E+00 0,0E+00

Cizelge 3.35. A. hatchetti’den salinan faktorlerin S. pneumoniae iizerine etkisi istatistik verileri.

Degisken n Ortalama + sd Median (Min-Max) P degeri
6°C'de Deney |[3]|5,42E+06 + 4,00E+06|3,84E+06 ( 2,45E+06 - 9,97E+06 ) 0.400
inkiibasyon | ontrol 3| 2,24E+06 + 7,01E+05|2,57E+06 ( 1,43E+06 - 2,71E+06 )|
25°Cde  |Deney |3|9,08E+06 + 1,19E+07|3,84E+06 ( 743E+05 - 227E+07)| 0
inkiibasyon | ontrol 3| 2,27E+07 + 1,15E+06|8,70E+05 ( 3,67E+05 - 2,57E+06 )|
36°C'de Deney |3]|1,28E+06 + 2,22E+06(3,33E+02 ( 0,00E+00 - 3,84E+06 ) 0.700
inkiibasyon | ontrol 3| 8,56E+05 + 1,48E+06|0,00E+00 ( 0,00E+00 - 2,57E+06 )|
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A. hatchetti’den salinan faktérlerin S. pneumoniae canliligi lizerine 6 °C’de 48

saat boyunca bir etkisinin olmadig tespit edilmistir (p= 0,400).

Bununla birlikte, 25 °C’de 48. saatteki inkiibasyonda, deney tiipiinde bakteri
sayisi1 2,7x107 (7,4 log) bakteri/mL iken kontrol tiipiinde 8,7x10° (5,9 log) bakteri/mL
tespit edilmis ve amipten salinan faktorlerin bakteri canlilifina olumlu etkisi
gozlenmistir. Bu olumlu gdzleme ragmen istatistiksel yonden anlamli bir etki

bulunmamustir (p= 0,400).

Deney tiiplerinin 36 °C’lik inkiibasyonunda ise 24. saatteki bakteri sayisi
3,3x10° bakteri/mL iken kontrol tiipiinde bir iiremeye rastlanmamus, amipten salinan
faktorlerin bakteri canliligina olumlu etkisi gézlenmistir Bu olumlu gézleme ragmen

istatistiksel yonden anlamli bir etki bulunmamustir (p= 0,700).

3.5.2 Bakterilerden Salinan Faktorlerin Amip Uzerine EtkKisi

Bakteriden salinan faktorlerin amip canliligi iizerine etkisinin arastirilmasi
amactyla, sivi kiiltiirleri yapilabilen M. catarrhalis ve S. pneumoniae’nin hiicre

disina salinan faktorlerinin amibe karsi etkisi arastirilmustir.

3.5.2.1 M. catarrhalis’den salinan faktorlerin A. hatchetti iizerine etkisi

M. catarrhalis’den salinan faktorlerin A. hatchetti iizerine etkisine ait ¢alisma
sonuglart  Sekil 3.19 ve Cizelge 3.36’de verilmistir. Yapilan istatistiksel

degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.37’de gosterilmistir.
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Sekil 3.19. M. catarrhalis’den salinan faktorlerin A. hatchetti tizerine etkisi sonug grafikleri.
a: 6 °C’de inkiibasyon sonug¢ grafigi, b: 25 °C’de inkiibasyon sonug¢ grafigi c: 36 °C’de inkiibasyon
sonug grafigi.

Cizelge 3.36. M. catarrhalis’den salinan faktorlerin A. hatchetti iizerine etkisi sonug tablosu.
Tabloda tig tekrarh gergeklestirilen ¢alismalardan elde edilen sonuglarin ortalamasi verilmistir.

6°C'de inkiibasyon 25°C'de inkiibasyon 36°C'de inkiibasyon.
Deney Ort | Kontrol Ort | Deney Ort | Kontrol Ort | Deney Ort | Kontrol Ort
0. saat 3,0E+05 2,6E+05 3,0E+05 2,6E+05 3,0E+05 2,6E+05
24. saat 3,0E+05 2,5E+05 4,0E+05 3,8E+05 3,3E+05 3,1E+05
48. saat 2,7E+05 2,6E+05 2,4E+05 5,2E+05 3,0E+05 3,2E+05

Siire

Cizelge 3.37. M. catarrhalis’den salinan faktorlerin A. hatchetti tizerine etkisi istatistik verileri.

Degisken n Ortalama = sd Median (Min-Max) P degeri
6°C'de Deney |3| 2,90E+05 + 2,03E+04|3,00E+05 ( 2,67E+05 - 3,03E+05 ) 0.100
inkiibasyon (K ontrol [ 3| 2,57E+05 + 3,33E+03|2,57E+05 ( 2,53E+05 - 2,60E+05 )|
25°C'de Deney |3| 3,16E+05 + 8,11E+04|3,00E+05 ( 2,43E+05 - 4,03E+05 ) 0.700
inkiibasyon (K ontrol [ 3| 3,87E+05 + 1,28E+05|3,83E+05 ( 2,60E+05 - 517E+05 )|
36'Cde  |Deney |3| 3,10E+05+ 2,03E+04|3 00E+05 ( 2,97E+05 - 333E+05) (o
inkiibasyon |k ontrol [ 3| 2,98E+05 + 3,34E+04|3,10E+05 ( 2,60E+05 - 323E+05 )|

M. catarrhalis’den salinan faktorlerin 6 °C, 25 °C ve 36 °C’deki inkiibasyon
kosullarinda 48 saat siiresince A. hatchetti canlilig1 {izerine dnemli bir etkisi tespit

edilmemistir (Sirasiyla p= 0,100, p= 0,700 ve p= 1,000).
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3.5.2.2 S. pneumoniae’dan salinan faktorlerin A. hatchetti iizerine etkisi

S. pneumoniae’dan salinan faktorlerin A. hatchetti tizerine etkisine ait ¢alisma
sonuglar1  Sekil 3.20 ve Cizelge 3.38’de verilmistir. Yapilan istatistiksel

degerlendirmeye ait veriler ise Cizelge 3.39°de gosterilmistir.
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Sekil 3.20. S. pneumoniae’dan salinan faktorlerin A. hatchetti tizerine etkisi sonug grafikleri.
a: 6 °C’de inkiibasyon sonug grafigi, b: 25 °C’de inkiibasyon sonug grafigi c: 36 °C’de inkiibasyon
sonug grafigi.

Cizelge 3.38. S. pneumoniae’dan salinan faktorlerin A. hatchetti iizerine etkisi sonug tablosu.
Tabloda tg tekrarli gergeklestirilen galigmalardan elde edilen sonuglarin ortalamasi verilmistir.

6°C'de inkiibasyon 25°C'de inkiibasyon 36°C'de inkiibasyon.
Deney Ort | Kontrol Ort | Deney Ort | Kontrol Ort | Deney Ort | Kontrol Ort
0. saat 2,5E+05 1,8E+05 2,5E+05 1,8E+05 2,5E+05 1,8E+05
24. saat 2,0E+05 1,8E+05 5,8E+05 3,7E+05 3,3E+05 2,4E+05
48. saat 2,0E+05 1,7E+05 4 6E+05 5,1E+05 2,5E+05 3,2E+05

Siire

Cizelge 3.39. S. pneumoniae’dan salinan faktorlerin A. hatchetti iizerine etkisi istatistik verileri.

Degisken n Ortalama =+ sd Median (Min-Max) P degeri
6°C'de Deney |3|2,19E+05 + 2,69E+04(2,03E+05 ( 2,03E+05 - 2,50E+05 ) 0.100
inkiibasyon |k ontrol | 3 1,76E+05 + 1,92E+03|1,77E+05 ( 1,73E+05 - 1,77E+05 ) ’
25°C'de Deney |3|4,30E+05 + 1,66E+05(4,63E+05 ( 2,50E+05 - 5,77E+05 ) 0.700
inkiibasyon |k ontrol | 3 3,52E+05 + 1,69E+05|3,67E+05 ( 1,77E+05 - 5,13E+05 ) ’
36°C'de Deney |3|2,77E+05 + 4,91E+04(2,50E+05 ( 2,47E+05 - 3,33E+05 ) 0.400
inkiibasyon (K ontrol | 3 2,4TE+05 + 7,17E+04|2,43E+05 ( 1,77E+05 - 3,20E+05 ) ’
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S. pneumoniae’dan salinan faktorlerin 6 °C, 25 °C ve 36 °C’deki inkiibasyon
kosullarinda 48 saat siiresince A. hatchetti canliligi lizerine 6nemli bir etkisi tespit

edilmemistir (Sirasiyla p= 0,100, p= 0,700 ve p= 0,400).
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4. TARTISMA

Acanthamoeba spp., N. fowleri, B. mandrillaris ve Sappinia spp. tiim diinya’da
bulunan, dogada toprak ve suda yasayan ve bu nedenle temastan kaginilmasi pek
miimkiin olmayan, insan ve hayvanlarda enfeksiyona neden olabilen firsatg1 patojen
SYA’dir. Bunlar igerisinde ¢evrede en yaygin ve sik bulunani ise Acanthamoeba
spp.’dir. Sebep olduklar1 enfeksiyon sayilari incelendiginde Acanthamoeba ensefaliti
vakalarmin 1960-2000 yillar1 arasinda yaklasik 200, Acanthamoeba Kkeratiti
vakalarmin ise 1980-2000 yillar1 arasinda 3000’den fazla oldugu goriilmektedir.
Insanlarda enfeksiyona en sik neden olan suslarin da A. polyphaga (T4), A.
castellanii (T4), A. culbertsoni (T10), A. hatchetti (T11) ve A. healyi (T12) oldugu

saptanmustir (Schuster ve Visvesvara 2004).

Acanthamoeba tiirleri dogada bakterilerle beslenirken, diger yandan da ADB
olarak adlandirilan ve 6zellikle patojen olan bazi bakteriler ise amip igerisinde veya
disinda amiple etkilesime girerek canliliklarini siirdiirebilmekte ve bu etkilesimden

amip ve/veya bakteriler pek ¢cok fayda saglayabilmektedir (Guimaraes ve ark., 2016).

SYA ile etkilesime giren bakteri suslar1 olumsuz ¢evresel kosullarda daha uzun
yasayabilmekte, sayilarini arttirabilmekte, uzak mesafelere yayilabilmekte, viriilan
ozellik kazanabilmekte, antibiyotik ve biyosidal iriinlere direng gelistirebilmektedir.
Bununla birlikte bakteriler amip hiicresini bir “antrenman alani” veya “Truva at1”
olarak kullanarak insan viicudunda fagositoz yoluyla olusan savunma
mekanizmalarina direnebilmekte veya savunma sisteminden kacarak ozellikle
solunum yolu enfeksiyonlarima neden olabilme kabiliyetini arttirabilmektedir
(Denoncourt ve ark., 2014). Bunun yaninda, bazi SYA de bakterilerle etkilesim
neticesinde canlilik siirelerinde ve patojenitelerinde artis gosterebilmektedir (Khan

ve Siddiqui 2014 ve Singer 2010).

Cevresel ortamlardaki yaygmhigi yaninda SYA’in, insanlar tarafindan

olusturulan su sistemleri igerisinde de (sebeke suyu, sogutma kuleleri, klima
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sistemleri vb.) oOzellikle mikrobiyal biyofilm tabakasi igerisinde bulundugu ve
buradaki mikroorganizmalarla beslendigi bilinmektedir (Molmeret ve ark., 2005 ve
Trabelsi ve ark., 2012). Biyofilm tabakasi i¢erisinde bulunabilen ve TKP nedenleri
arasinda yer alan bakteriler (Legionella, Chlamydia, Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler
vb.) ile basta hastane kaynakli enfeksiyon etkenleri arasinda yer alan diger farkli
ADB (P. aeruginosa, A. baumannii vb.), Acanthamoeba ve diger SYA ile etkilesime
gecebilmektedir. Bu durumun, halk sagliginin korunmasina yonelik gergeklestirilen
saglikli su temini ile ilgili onlemlerin ve uygulamalarin (dezenfeksiyon vb.)

etkinligini azalttig1 diisiiniilmektedir (Ashbolt, 2015b).

Suda bulunabilen 6zellikle patojen bakterilerin, su ve benzeri ortamlarda dogal
olarak bulunan SYA ile birlikteliklerinin canlilik stireleri, iiremeleri ve
taginmalarinda 6nemli roller iistlendigi ortaya konulmustur. Bu bilgiler 1s181inda,
sularda SYA varligi halk saglig1 agisindan li¢ yonden dikkatle degerlendirilmelidir: 1)
SYA c¢esitli patojen ADB ile enfekte olabilmekte, i) SYA patojen ADB igin su
sistemlerinde tasiyici konak olarak rol alarak bunlarin enfeksiyon olusturmasini etkin
bir sekilde kolaylagtirabilmekte ve iii) Baz1 firsatg1 patojen SYA insanlarda klinik
veya subklinik enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Hoffmann ve Michel, 2001 ve
Thomas ve Ashbolt, 2011).

Filippo ve ark. (2015) Italya’da farkli su gesitlerinden olusan toplam 160 su
orneginin 46’sinda (%28,7) SYA kiiltiiriinii pozitif olarak bulmustur. Yapilan
molekiiler tiplendirmede ise 46 6rnegin 18’inin Acanthamoeba (13 T4 ve 5 T15)
oldugu gosterilmistir. Ayrica Bulgaristan’da yapilan bir ¢alismada g¢evresel su ve
toprak orneklerinin %61,1’inde SYA (Acanthamoeba spp. ve Hartmannella spp.)
bulunmustur (Tsvetkova ve ark., 2004). Ispanya’da yapilan baska bir ¢alismada ise
cevresel ve sebeke sistemlerinin yer aldigi farkli su ¢esitleride, kiiltiir ve molekiiler
yontemler birlikte degerlendirildiginde %99,1’inde Acanthamoeba T4 ve bir
tanesinde B. mandrillaris ilk kez tespit edilmistir (Magnet ve ark., 2013).

Gliney Afrika’da yapilan ¢aligmada hastane ¢esmelerinden toplanan 6rneklerin

%88,7’sinde SYA (Acanthamoeba spp., Balamuthia spp. ve Hartmannella spp.
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morfolojilerine gore tanimlanmistir) oldugu tespit edilmistir (Muchesa ve ark.,
2015). Gine Bissau’da yapilan ¢aligmada da kuyu sularinin %68,2’sinde SYA oldugu
bunlarin da farkli oranlarda Acanthamoeba (T3 ve T4), N. fowleri ve B. mandrillaris
oldugu bulunmustur (Baquero ve ark. 2014). iran’da yapilan ¢alismada da havuz ve
durgun sularin  %40,8’inde Acanthamoeba bulundugu ve bunlarin yaklasik
%89,5 unun T4 genotipinde oldugu gosterilmistir (Aghajani ve ark., 2016).

Tirkiye’de yapilan benzer g¢alismalarda Coskun ve ark., (2013), Sivas’ta
yaptiklart ¢alismada, 150 ¢esme suyunun 33’tinde (%22) SYA tespit etmistir.
Saptanan SYA’in biri A. polyphaga (T4), sekizi A. castellanii (T4) ve 24’4 H.
vermiformis olarak tanimlanmistir. Kayseri’de yapilan bir ¢alismada ise kuyu
sularinda %19,23 oraninda Acanthamoeba (T4) pozitifligi bulundugu gosterilmistir
(Kuk ve ark., 2013). Yapilan en giincel ¢alismalarin birinde de Camur ve ark. (2016),
Tiirkiye’deki kaplica sularinda SYA (Naegleria spp. ve Acanthamoeba spp.) oranini
%34,1 olarak bulmustur. Yazarlar bu durumun, koruyucu 6nlemlerin uygulanmasi ve
halk sagliginin korunmasi agisindan dikkate alinmasi gerektigini belirtmis ve konu

ile ilgili tavsiyelerde bulunmustur.

Tiirkiye’de farkli illerde yapilan calismalar genel olarak degerlendirildiginde
gevresel orneklerde (su vb.), basta Acanthamoba olmak tizere SYA’in tespit oraninin
%13-40 arasinda oldugu goriilmektedir (Coskun ve ark., 2013; Dogan ve ark., 2013
ve Ozgelik ve ark., 2012). Bu yiiksek oranlara ragmen, SYA’in patojen bakteriler ile
gostermis oldugu etkilesime yonelik yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bunun
yaninda diinyada da B. pertussis, H. influenzae, S. pneumoniae ve M. catarrhalis gibi
solunum yolu patojenlerinin SYA ile etkilesimine yonelik ¢alismalarin yapilmadigi
ancak birka¢ calismada tesadiifen bu patojenlerin SYA ile iligkilendirildigi
goriilmektedir (Erci ve ark., 2013 ve Evastigneeva ve ark., 2009).

Tirkiye’de yapilan bir ¢alismada amipler ile bakterilerin nasil bir iliski
igerisinde oldugu anlasilamamis olsa da Erci ve ark. (2013), su orneklerinde kiiltiir
yontemi ile % 39,8 molekiiler yontemlerle %79,6 oraninda SYA (H. vermiformis,

Acanthamoeba spp., N. fowleri ve Vanella spp.) tespit edilmistir. Bunun yaninda
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kiiltirden izole edilen SYA’dan %23,1 oraninda solunum yolu patojenleri (S.
pneumoniae Mycobacterium spp., C. pneumoniae ve B. pertussis), sudan yapilan
molekiiler yontemle %32,7 oraninda ise solunum yolu patojenlerini (S. pneumoniae
Mycobacterium spp., H. influenzae, C. pneumoniae ve B. pertussis) tespit etmesi

dikkat ¢ekici olmustur.

Iki farkli hiicre popiilasyonu arasindaki etkilesimin incelenmesinde ko-kiiltiir
sistemleri kullanilmaktadir. Bunlardan ilki, bakterinin amiple ayn1 ortami paylagsmasi
sonucunda, amibin canliliginin ve/veya bakterinin hiicre i¢i ya da hiicre disindaki
canliliginin kontrol edildigi ko-kiiltiir ¢alismalaridir. Bir digeri, amipten salinan
faktorlerin bakteri canlilig1 iizerine veya bakteriden salinan faktdrlerin amip canlilig
lizerine etkisinin arastirildigi  ve hiicre popiilasyonlarinin temas etmedigi
caligmalardir (Gores ve ark., 2014). Calismamizda amip-bakteri popiilasyonlarinin
temas ettigi ve temas etmedigi ¢alisma ortamlar1 kullanilarak, segilen bakteri suslari

ile amip susu arasindaki etkilesim arastirilmistir.

Amip-bakteri etkilesiminde Acanthamoeba’nin canlilik siiresi ve iiremesinin
bakteri tiirii ve yogunlugundan etkilendigine dair bulgulara ulagilmistir. Gram negatif
bakterilerin (P. aeruginosa, E coli, Serratia marcescens ve S. maltophilia vb.) diisiik
yogunlukta olmasi Acanthamoeba’nin iiremesini desteklerken, Ornegin P.
aeruginosa:amip oraninin 100:1 oldugu bir ortamda Acanthamoeba’nin iiremesinin
baskilandig1 tespit edilmistir (Wang ve Ahearn, 1997). Calismamizda yapilan
deneylerde amip:bakteri orani, diger bakteriler ile yapilan amip-bakteri etkilesim
caligmalarinda kullanilan 1:100 orani esas alinarak belirlenmistir (Akya ve ark.,
2010; Huws ve ark., 2008; Lambrecht ve ark., 2013 ve Tezcan-Merdol ve ark.,
2004).

Ortam sicakligmin da amip-bakteri etkilesiminde 6nemli oldugunu ortaya
konulmustur. Anand ve ark. (1983), 37 °C’de Legionella’nin Acanthamoeba susunu
parcaladigini ancak 20 °C’de tersine Acanthamoeba’nin bakteriyi sindirdigi tespit
etmigtir. Ohno ve ark. (2008), L. pneumophila’nin 25 °C iistii sicakliklarda A.

castellanii icerisinde yasadigini ve ¢ogaldigimi ancak 20 °C alt1 sicakliklarda amip
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tarafindan sindirildigini gézlemlemistir. Parachlamydia acanthamoeba susu ise 32-
37 °C araliginda A. polyphaga’y1 pargalarken, 25-30 °C araliginda endosimbiyont
olarak bulunmaktadir (Greub ve ark., 2003). Calismamizda bu farkliliklar dikkate
alinarak ve benzer caligmalarda oldugu gibi deneyler, 6 °C, 25 °C ve 36 °C olmak
tizere li¢ farkli sicaklikta gerceklestirilmistir (Akya ve ark., 2010 ve Lambrecht ve
ark., 2013).

Acanthamoeba’nin bakterilerle beslenebilme yetenegi bakterinin viriilans
Ozelliklerine ve ortamdaki besin kosullarina bagli olarak degisebilmektedir (Khan
2006). Caligmamizda kullanilan amip susu ayni kalirken, yiiksek ve diisiik besin
kosullar1 olusturularak enfeksiyon etkeni olan ve hastalardan izole edilen bakteriler

ile amip arasindaki etkilesim arastirilmustir.

Bu ¢alismada ilk olarak, bakteri-amip direkt ko-kiiltiir yontemi kullanilarak
yapilan hiicre dis1 etkilesim deneyleri sonucunda, A. hatchetti ile B. pertussis, H.
influenzae, M. catarrhalis ve S. pneumoniae’nin 6 °C, 25 °C ve 36 °C’de yedi giin
boyunca yiiksek ve diisiik besin kosullarinda birbirlerinin canliliklar1 iizerinde

yaptiklari etki incelenmistir.

Hiicre dis1 direkt ko-kiiltiir deneylerinde B. pertussis, H. influenzae, M.
catarrhalis ve S. pneumoniae’nin 6 °C’de A. hatchetti canliligina bir etki yapmadigi
gozlenmistir. A. hatchetti’'nin ise yiiksek ve disiik besin kosullarinda H.
influenzae’ya, yiiksek besin kosulunda ise B. pertussis canliligina bir etki yapmadigi
tespit edilmistir. Diger yandan diisiik besin kosulunda B. pertussis ile diisiik ve
yiiksek besin kosullarinda S. pneumoniae canlilig1 {izerinde olumlu, M. catarrhalis
canlilig1 iizerinde ise olumsuz yonde etki gosterdigi gézlenmis ancak bu gozlemler

istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p> 0,05).

Bakteri-amip hiicre dis1 etkilesimine yonelik 25 °C’deki galismamizda B.
pertussis, M. catarrhalis ve S. pneumoniae’nin A. hatchetti canliligina etki
gostermedigi  bulunmustur. Bununla birlikte, H. influenzae, A. hatchetti’nin

canliligina diisiik besin kosullarinda etki gostermemisken yiiksek besin kosullarinda
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7. giinde olumsuz bir etki gostermis ancak bu etki, istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p> 0,05).

Hiicre dis1 etkilesim c¢alismamizda, 25 °C’deki bulgularimiza gore A.
hatchetti’nin, H. influenzae’nin canlihigina yiiksek ve diisiik besin kosullarinda 5.
giinde, S. pneumoniae canliligina ise yedi giin boyunca olumlu etki yaptigi
gosterilmistir. Amibin B. pertussis’e yiiksek besin kosullarinda 5. ve 7. giinlerde
olumsuz etki yaptigi bulunmusken M. catarrhalis’in canliliginda ise yedi giin
boyunca yiiksek ve diisiik besin kosullarinda olumsuz bir etki yaptig1r gézlenmistir.
Ancak bu gozlemlere ragmen istatistiksel yonden anlamli bir sonug elde edilmemistir

(p> 0,05).

Hiicre dis1 etkilesim calismamizin 36 °C’deki sonuglarmma bakildiginda B.
pertussis, H. influenzae ve M. catarrhalis’in A. hatchetti canliligina etki etmedigi
tespit edilmistir. Ancak S. pneumoniae’nin sadece yiiksek besin kosullarinda amip
canliligina olumsuz yonde etki ettigi bulunmustur (p= 0,041). Elde edilen sonuglarin
yakinlhig1 goz oniline alindiginda, bu etkinin istatistiksel olarak anlamli bulunmasi
orneklem sayisinin az olmasina baglanmis ve Onemli bir bulgu olarak kabul

edilmemistir.

A. hatchetti’nin 36 °C’de bakterilere yonelik hiicre dist gosterdigi etki
incelendiginde ise B. pertussis, M. catarrhalis ve S. pneumoniae’nin canliligin1 daha
uzun silirdiirmesine yonelik olumlu bir etki gdzlenmis olsa da bu etki anlaml
bulunmamustir. Bununla birlikte H. influenzae canliligina, yiiksek besin kosullarinda
onemli diizeyde ve olumlu etki gosterdigi gézlenmistir (p= 0,015). Bu sekilde amip
bulunan besleyici bir ortamda H. influenzae’nin sayisi azalsa bile canliligini daha

liziin siire korudugu ortaya konulmustur.
Hiicre i¢i amip-bakteri etkilesimi deneylerimizde, 6 °C, 25 °C ve 36 °C’de

gerek yiiksek gerek diisiik besin kosullarinda, B. pertussis, H. influenzae ve S.

pneumoniae’nin A. hatchetti ile hiicre i¢i etkilesim gostermedigi saptanmustir.
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Calismamiza benzer sekilde yapilan arastirmalarda farkli SYA ve bakteri
tiirleri arasindaki hiicre dis1 ve hiicre i¢i etkilesimin, amip ve/veya bakteri canliliklar
lizerine etki yaptig1 gosterilmistir. Ulasabildigimiz literatiir bilgilerine gore, bu tez
caligmasinda kullanilan bakteri suslarinin amip ile olan hiicre dis1 ve hiicre igi
etkilesimine yonelik bir aragtirma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu dort bakteri susu
ile amip etkilesimi {izerinden karsilastirmali bir tartigma yapilamamis, benzer
yontemsel yaklagimla amip-bakteri etkilesimine yoOnelik gerceklestirilen diger

caligmalar degerlendirilmistir.

A. polyphaga’nin farkli bakteri (Streptomyces californicus, Bacillus cereus ve
Pseudomonas fluorescens) ve mantar tiirleri (Stachybotrys chartarum, Aspergillus
versicolor ve Penicillium spinulosum) ile 25 °C’de ve 28 giin boyunca etkilesimi
arastirtlmis ve amibin bakteri ve mantar tiirlerinin tiremeleri tizerine genellikle
olumlu bir etkisinin oldugu ancak S. californicus, B. cereus ve S. chartarum

varligiin amip iiremesini baskiladigi tespit edilmistir (Yli-Pirila ve ark., 2006).

A. castellanii ve A. culbertsoni ile A. baumannii arasindaki etkilesimin
arastirildigi bir ¢alismada 27 °C’de 72 saat boyunca diisiik besin kosullarinda (PAS)
her iki amibin, bakteri canlilig1 ve tiremesini arttirdigi; bakterinin ise A. castellanii
canliligr lizerinde bir etki yapmadigi ancak A. culbertsoni canliligini azalttig

bulunmustur (Cateau ve ark., 2011).

Douesnard-Malo ve Daigle (2011) 30 °C’de gerceklestirdikleri ¢alismada,
Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi)’nin kontrol deneyinde 10 giine kadar
canliligin1 korurken, A. castellanii varliginda hiicre dis1 olarak en az 21 giine kadar
yasadigini, bununla birlikte bakterinin amibin canlilig1 tizerinde bir etki yapmadigim
gostermislerdir. Ayni ¢aligmada, S. Typhi’nin amiple hiicre i¢i etkilesime girmedigi

tespit edilmistir.

Lambrecht ve ark. (2013) 7 °C, 25 °C ve 37 °C’de yiiksek ve diisiik besin
kosullarinda yaptiklar1 ¢alismada Y. enterocolitica suslarinin A. castellanii ile hiicre

dis1 ve hiicre i¢i etkilesimini arastirmistir. Calismada hiicre disi1 etkilesimle amibin
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bakteri canliligin1 yiiksek besin kosullarinda 25 °C’de ve diisiik besin kosullarinda 37
°C’de 14 giine kadar arttirdigi gozlenmistir. Hiicre igi etkilesime yonelik caligma
sonuglart incelendiginde ise diisiik besin kosullarinda, her {i¢ sicaklikta da bakterinin
amip icerisinde canliligin1 koruyamadig1 ancak, yliksek besin kosullarinda 7 °C ve 25
°C’de dort gline kadar amip igerisindeki bakteri sayisinin istatistiksel olarak anlamli

derecede yiiksek oldugu bulunmustur.

B. cereus, Enterococcus faecalis, Enteropatojenik E. coli (EPEC), L.
monocytogenes, Salmonella enterica serovar Typhimurium ve metisilin duyarli S.
aureus (MDSA)’un A. polyphaga ile hiicre disi etkilesimi arastirillmis ve L.
monocytogenes ve S. aureus’un 37 °C’de 72 saatte canliligi anlamli derecede
artarken diger suslarin canliliklar1 azalmistir. Bunun yaninda hicbir bakteri susu amip
canliligima anlamli derecede etki etmemistir. L. monocytogenes ve S. aureus
kullanilarak yapilan hiicre i¢i etkilesim ¢alismasinda ise S. aureus hiicre igi etkilesim
sonucunda canliligint 24 saatte arttirmig ancak L. monocytogenes’in canliligi

kaybolmustur (Huws ve ark., 2008).

V. cholerae 0139 ile A. castellanii arasindaki etkilesimin arastirildigi bir
calismada ise hiicre dis1 etkilesimde 30 °C’de bakterinin amip canliligina 16 giin
boyunca bir etkisi olmamis ancak amip varligi bakteri canlilig1 ve liremesi {izerine
anlaml diizeyde olumlu etki yapmustir. Hiicre i¢i etkilesimde ise bakterinin amip
trofozoit yada kisti igerisinde 16 giine kadar canliligint korudugu gézlenmistir (Abd
ve ark., 2005).

L. monocytogenes ve A. castellanii arasindaki hiicre dis1 etkilesim
deneylerinde, bakterinin aktif olarak amibi 6ldiirmedigi fakat amip varliginda yiiksek
bakteri sayisinin en az 96 saat siiresince korundugu anlasilmistir. Ayni ¢alismanin
hiicre i¢i etkilesim deneylerinde ise L. monocytogenes’in amip igerisinde 72 saat

canliligin1 korudugu ancak ¢ogalmadigi ortaya konulmustur (Zhou ve ark., 2007).

Alsam ve ark. (2006), invaziv (K1) ve non-invaziv (K12) E. coli suslarinin A.

castellanii ile olan etkilesimini aragtirmistir. E. coli K1, amip ile hiicre igi etkilesime
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girip 30 °C’de 24 saat canliligin1 korudugu halde, E. coli K12 etkilesime girmemistir.
Bu ozelligin, E. coli K1’in sahip oldugu dis membran proteini A (OmpA) ve
lipopolisakkarit (LPS) yapisindan kaynakladigi 6ne siiriilmiistiir. Buna benzer diger
bir ¢alismada, E. coli K1 ve K5 suslarinin amip igerisine girdigi ve 30 °C’de 48 saat
canliligimi korudugu bunun yaninda E. coli K12’nin etkilesime girmedigi ve
canliligimi koruyamadigi gosterilmistir (Matin ve Junk, 2011). Ayrica K1 susunun
amibin hem trofozoit hem de kist formlarinda benzer oranda canliligini korudugu
belirlenmistir. Junk ve ark. (2007) ise E. coli K1’in viriilansinda etkili olan kapsiil
yapisinin amip ile hiicre i¢i etkilesimde onemli oldugunu ve bakterinin canliligin

amip kisti igerisinde de siirdiirdiigiinii bildirmistir.

C. jejuni ile A. castellanii arasindaki etkilesiminde ise, bakterinin amip
igerisine girdigi ancak 25 °C ve 37 °C’de 24 saat igerisinde canlilifini kaybettigi
gosterilmistir. Hiicre disi etkilesim ve amipten salinan faktorlerin bakteri canlilig
tizerine etkisinin 37 °C’de 24 saat icerisinde dnemli diizeyde ve olumlu yonde oldugu

ve bu etkinin de 96 saat boyunca siirdiigii tespit edilmistir (Bui ve ark., 2012).

Gram negatif (Salmonella enterica serovar Enteritidis, A. hydrophila ve Y.
enterocolitica) ve gram pozitif (L. monocytogenes, S. aureus ve E. faecalis)
bakteriler ile A. polyphaga arasindaki hiicre i¢i etkilesim arastirildiginda; 30 °C’de 72
saat inkiibasyon sonucunda bakteri suslarinin amip canliligima etki etmedikleri
gosterilmistir. Gram pozitif bakterilerden E. faecalis ve S. aureus’un amip igerisinde
30 °C’de 24 saatte cogaldig1 ve 72 saate kadar canliligini aym1 oranda korudugu
goriilmistiir. Gram negatif bakterilerden ise A. hydrophila ve Y. enterocolitica’nin
amip icerisinde 30 °C’de ilk 24 saatte ¢ogaldigi, sonrasinda ise canliligini kaybettigi

tespit edilmistir (Anacarso ve ark., 2012).

Patojen Salmonella suslarinin 6zellikle A. rhysodes basta olmak tizere farkli
Acanthamoeba spp. suslar ile 37 °C’de 2 saatte hiicre ig¢i etkilesime girdigi
gosterilmistir  Bununla birlikte inkiibasyonun 16 saate uzatilmasinin, amipte
morfolojik degisiklikler ve amip kaybu ile iligkili olarak ciddi oranda bakteri kaybr ile

sonuglandigi ortaya konulmustur (Tezcan-Merdol ve ark., 2004).
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Hiicre i¢i amip etkilesimi caligmalarimizda yukarida Ornekleri verilen
caligmalara benzer sekilde klasik gentamisin koruma yontemi (GKY) tercih edilmis
ve Bolim 2.4°de anlatildigr sekilde uygulanmistir. Ancak yukarida belirtilen
bulgulara ulasilan c¢alismalarin bazilarinda GKY uygulanirken amip-bakteri
etkilesimi i¢in gereken inkiibasyon dncesi, amip bakteri temasin1 arttirmak amaciyla
plaklarin diisiik hizlarda santrifiij edildigi bildirilmektedir. Bizim ¢aligmamizda ise
plaklar santrifiij edilmeden inkiibasyona birakilmistir (Abd ve ark., 2009; Alsam ve
ark., 2006; Anacarso ve ark., 2012; Cirillio ve ark., 1997; Junk ve ark., 2007 ve
Matin ve Jung, 2011). Hiicre i¢i etkilesim caligmalarinda tercih edilen ve hiicre
kiiltiir plaklarinin kullanildigi GKY’nin dezavantajlarindan bazilari; amibin kiiltiir
plaginda tek tabaka seklini alarak analize hazir hale gelmesinin zaman almasi,
yikama asamasinda amip sayisinda kayiplar olabilmesi ve etkili bir bakteri i¢ kalite
kontrol basamaginin yapilamamasidir. Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirabilecek ve
kiltiir plaklar1 yerine santrifiij tiiplerinin kullanildig1r degistirilmis bir GKY
kullaniminin daha etkin sonuglar ortaya ¢ikarabilecegi one siiriilmistiir (Dirks ve
Quinlan 2014). Calismamizda elde ettigimiz hiicre i¢i etkilesimin saptanmamasi
sonucuna, plaklarin santrifiij edilmemesinin veya plak yerine tlip kullanilmamasinin

etki edip etmedigi ileride yapilacak ¢alismalarda goz oniinde bulundurulmalidir.

Bu calismada ayrica, A. hatchetti’den salinan faktorlerin B. pertussis, H.
influenzae, M. catarrhalis ve S. pneumoniae canliligi iizerine etkisi ile M. catarrhalis
ve S. pneumoniae’dan salinan faktorlerin A. hatchetti canliligina etkisi 6 °C, 25 °C ve

36 °C’de 48 saat siiresince gergeklestirilen inkiibasyonlar ile aragtirilmistir.

A. hatchetti’den salinan faktorlerin B. pertussis’in canliligi iizerinde her ii¢
sicaklikta da bir etkisinin olmadigl gézlenmistir. Amip salgilarinin H. influenzae
canliligi tizerinde 36 °C’de, M. catarrhalis ve S. pneumoniae canlilig1 iizerinde de 25
°C ve 36 °C’de olumlu etkisi oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, M.
catarrhalis ve S. pneumoniae’dan salinan faktorlerin A. hatchetti canlilig1 tizerinde

ise herhangi bir etki yapmadig1 saptanmigtir.
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Caligmamiza benzer sekilde yapilan aragtirmalarda farkli SYA ve bakteri
tiirlerinden hiicre disina salinan faktorlerin amip ve/veya bakteri canliliklar tizerine
etkisi gosterilmistir. Ulasabildigimiz literatiir bilgilerine gore, ¢alismamizda
kullanilan bakteri suslar1 ile SYA arasinda salinan faktorlerin etkisine yonelik bir
arastirma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu dort bakteri susu ile amip etkilesimi
tizerinden karsilagtirmali bir tartisma yapilamamis, benzer yontemsel yaklagimla

salinan faktorlerin etkisinin arastirildig1 calismalar gézden gegirilmistir.

A. castellanii’den salinan faktérlerin, 7 °C, 25 °C ve 37 °C’de, Y.
enterocolitica’nin canlilik ve iiremesi lizerine bir etki yapmadigi, ancak Y.
enterocolitica’dan salinan faktorlerin amip canliligi lizerinde 7 °C’de 3. giinde, 25

°C’de 2. giinde ve 37 °C’de 3. saatte olumsuz etki gosterdigi tespit edilmistir
(Lambrecht ve ark., 2013).

Douesnard-Malo ve Daigle (2011) 30 °C’de gergeklestirdikleri ¢aligmada,
amipten salman faktorlerin 14 gline kadar bakteri canliligint 6nemli derecede
arttirdi@i tespit edilmistir. Diger bir caligmada, Acanthamoeba salgilarinin L.
monocytogenes ve diger Listeria tiirleri tizerine 37 °C’de, E. coli, S. aureus, C.
sakazakii tiremeleri iizerine ise 24 °C’de 4-5 giin siiresince arttirict etki yaptigi

gozlenmistir (Fieseler ve ark., 2014).

Amip ve bakteriden salinan faktorlerin antimikrobiyal 6zellik tagiyabileceginin
gosterilmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada ise Igbal ve ark. (2014) Acinetobacter
sp., A. hydrophila, Enterobacter aerogenes, Enterobacter sp., E. coli K1, K.
pneumoniae, metisilin direngli S. aureus (MRSA), P. aeruginosa, Shigella flexneri,
vankomisin direngli E. faecalis (VRE) ve E. coli K1 RS218 (018:K1:H7) bakteri
suslar1 ile A. castellanii susunu kullanmistir. Enterobacter sp. ve E. coli K1
suslarindan salinan faktorlerin amip canliligin1 30 °C’de 48 saat icerisinde anlamli
diizeyde disiirdiigi, Acanthamoeba’dan salinan bazi bilesiklerin ise MRSA’ya
%100, VRE’ye ise %8 oraninda oldiiriicii etkisi oldugu saptanmustir.
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A. castellanii ve A. culbertsoni’den salinan faktorlerin 27 °C’de 48 saat
sonunda A. baumannii sayisini arttirarak, bakteri canliligina olumlu etki yaptigi
bulunmustur. (Cateau ve ark., 2011). A. baumannii ve A. castellanii etkilesimine
yonelik diger bir ¢alismada ise, A. baumannii’den salinan faktérlerin 37 °C’de ve 24

saatte amip canliligina toksik etki gosterdigi bulunmustur (Tamang ve ark., 2011).

A. polyphaga’dan salinan faktorlerin 37 °C’de 48 saat sonunda L.
monocytogenes ve S. aureus canliligma yaptigr etkinin arastirildigr ¢alismada da,
amipten salinan faktorlerin L. monocytogenes canliliini ayni oranda devam

ettirdigini, S. aureus’un ise sayisinda azalma meydana geldigini gostermistir (Huws

ve ark., 2008).

Diinya genelinde ve Tiirkiye’de farkli su gesitlerinde (kuyu, sebeke, kaplica,
ylizey suyu vb.) basta Acanthamoeba olmak {izere firsatg1 patojen SYA’in
bulundugu, yukarida verilen ¢alismalarla agik¢a ortaya ¢ikarilmistir (Coskun ve ark.,
2013; Camur ve ark. 2016; Filippo ve ark., 2015; Kuk ve ark., 2013; Magnet ve ark.,
2013; Muchesa ve ark., 2015; Tsvetkova ve ark., 2004). Solunum yolu patojenlerinin
de farkli su cesitlerinde bulundugu ve bu durumun halk sagligi riski olusturdugu
gosterilmistir (Feazel ve ark., 2009; Lamoth ve Greub, 2010; Pagnier ve ark., 2008
ve Woodhead, 2002).

Hastane su sistemlerinde SYA ve iliskili bakterilerin arastirildigi ¢alismalarin
birinde, orneklerin %7,5’inde SYA ve %45,5’inde en az bir ADB (Legionella,
Mycobacterium ve Alphaproteobacteria) tespit edilmistir (Thomas ve ark., 2006).
Bir digerinde ise su sistemlerinde %43,3 oraninda SYA oldugu (Acanthamoeba spp.
T3 ve T20, V. vermiformis ve Naegleria gruberi) tespit edilmistir. Bununla birlikte
Stenotrophomonas maltophilia basta olmak {izere solunum yolu enfeksiyonlarina
neden olabilen nozokomial enfeksiyon etkenlerinin de SYA ile birlikte bulundugu
gosterilmigtir. Su sistemindeki bu durumun bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda

onemli saglik riskleri olusturacagi belirtilmektedir (Muchesa ve ark., 2017).
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Su basta olmak {iizere g¢evresel ortamlarda Acanthamoeba ve solunum yolu
patojenlerinin birlikte bulunmasi, amip-bakteri etkilesimi sonucu amip ve/veya
bakteri lehine kazanimlar nedeni ile halk sagligi agisindan dikkatle degerlendirilmesi
gereken sonuglar dogurmaktadir. Bu durum toplumda hem sudan kaynakh

Acanthamoeba hem de bakteri enfeksiyonu gelisme riskini arttirmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Giliniimlize kadar yapilan c¢alismalar, patojen bakterilerin SYA (6zellikle
Acanthamoeba spp.) ile birlikte bulunduklari ortamlarda etkilesime girebildigini
gostermistir. Bunun sonucunda bakteri suslari ¢evresel ortamlarda daha uzun siireler
canliliklarini  siirdiirebilmekte, sayilarini arttirabilmekte, yayilabilmekte, viriilan
Ozellik kazanabilmekte, antibiyotik ve biyosidal {iriinlere direng gelistirebilmekte ve
hatta amip hiicresini bir antrenman alan1 olarak kullanarak, insan viicudundaki
fagositoz yoluyla olusan savunma mekanizmalarindan korunabilmektedir. Bunun
yaninda Acanthamoeba spp. suslarinin da bakterilerle etkilesimi sonucunda
canliliklarinda ve patojenitelerinde artis ortaya g¢ikabilmektedir. Bu sekilde her iki
yonde de amip-bakteri birlikteligi, ciddi halk sagligi problemlerine neden olabilecek

sonugclar ortaya ¢ikarabilmektedir.

e Calismamizda Tiirkiye’de ilk defa A. hatchetti ile hastalardan izole edilen B.
pertussis, H. influenzae, M. catarrhalis ve S. pneumoniae suslarmin farkli
sicakliklar ve farkli besin kosullarinda hiicre dis1 ve hiicre i¢i etkilesimleri ile
hiicreden salinan faktorlerin amip ve bakteri canliligi iizerine etkileri in vitro

deneyler ile arastirilmistir.

e Hiicre dis1 etkilesim sonuglarina gore bakteri suslarinin A. hatchetti’nin canliligina
etki gostermedigi ancak A. hatchetti’nin bakteriler {izerinde etki gosterdigi

bulunmustur.

e Tim sicaklik ve besin kosullart birlikte degerlendirildiginde A. hatchetti’nin M.
catarrhalis canliligini olumsuz, S. pneumoniae canliligini olumlu yonde etkiledigi
gbzlenmis ancak bu etki istatistiksel yonden anlamli bulunmamustir. B. pertussis

canliligina genel anlamda etki etmedigi bulunmustur.
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e Hiicre dis1 etkilesim ¢alismalarinda A. hatchetti’nin H. influenzae canlilig iizerine
yiiksek besin kosullarinda 36 °C’de olumlu yonde ve istatistiksel olarak anlamli

diizeyde etkiledigi gosterilmistir.

e A. hatchetti’den salinan faktorlerin H. influenzae canliligi iizerinde 36 °C’de, M.
catarrhalis ve S. pneumoniae tizerinde ise 25 °C ve 36 °C’de olumlu etkisi oldugu
goriilmiis ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. M. catarrhalis ve S.
pneumoniae’dan salinan faktorlerin ise A. hatchetti canliligina etkisinin olmadigi

tespit edilmistir.

Sonug olarak solunum yolu patojenleri olan B. pertussis, H. influenzae, M.
catarrhalis ve S. pneumoniae ile A. hatchetti’nin farkli ¢evresel kosullarda (sicaklik
ve besin) etkilesime girdigi ve ¢ogunlukla bakteri canliligi iizerinde olumlu etkiler
ortaya ¢iktigr gosterilmistir. Bu durumun o6zellikle su sistemleri gibi ¢evresel
ortamlarda bu bakterilerin bulunma ihtimalini giiglendirerek, toplumsal ve hastane
kaynakli solunum yolu patojenlerinin bulagmasina yonelik saglik risklerini

arttirabilecegi degerlendirilmistir.

Ancak bu solunum yolu patojenleri ile Acanthamoeba’nin benzer veya farkli
yontemsel yaklasimlarla yapilacak daha fazla c¢alisma sonucuna gore etkilesim
sekilleri ve diizeylerinin gosterilmesi gerekmektedir. Bu sekilde solunum yolu
patojenlerinin ¢evrede Acanthamoeba spp. ile nasil bir iliski kurdugu ve bu durumun
halk saghigt acisindan anlamli  diizeyde risk olusturup  olusturmadig:

gosterilebilecektir.
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OZET

Solunum Yolu Enfeksiyonlarina Neden Olan Bakterilerin Acanthamoeba hatchetti ile
Etkilesiminin Arastirilmasi

Bu calismanin amaci toplumda siklikla karsilasilan solunum yolu patojenlerinden
Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Bordatella pertussis ve Haemophilus
influenzae ile A. hatchetti arasindaki amip-bakteri etkilesimini tespit etmektir. Calismamizda
Tiirkiye’de ilk defa hiicre dis1 ve hiicre igi etkilesim ile hiicreden salinan faktérlerin amip ve
bakteri canliligi tzerine etkisi, farkli sicaklik ve besin kosullarinda in vitro olarak
gergeklestirilmistir. Boylece ¢evresel ortamlardan, 6zellikle sebeke, havuzlar, kaplica gibi su
kaynaklarindan amip varliginda canli kalabilen, iireyebilen ve ¢evre kosullarina dayanabilen
solunum yolu patojenlerinin yayilma potansiyeli ortaya konabilecektir.

Calismada A. hatchetti (2HH susu) ile hastalardan izole edilen B. pertussis, H.
influenzae, S. pneumoniae ve M. catarrhalis suslar1 kullanilmistir. Hiicre digi amip-bakteri
etkilesimi, 7 giin boyunca 6 °C, 25 °C ve 36 °C’de sicakliklarda, diisiikk ve yiliksek besin
kosullarinda ko-kiiltiirler yapilarak arastirilmustir. Hiicre i¢i etkilesim ise 48 saat boyunca
hiicre dig1 amip-bakteri etkilesimi ile ayni sicaklik ve besin kosullarinda gergeklestirilen ko-
kiltir calismalar1 ile gbzlenmistir. A. hatchetti’den salinan faktérlerinin bakteri suglart
tizerine ve S. pneumoniae ile M. catarrhalis’den salinan faktorlerin A. hatchetti tizerine etkisi
de 48 saat boyunca 6 °C, 25 °C ve 36 °C’de incelenmistir.

Hicre dis1 etkilesim sonuglarina gore tiim sicaklik ve besin kosullari birlikte
degerlendirildiginde A. hatchetti’'nin M. catarrhalis canliligini olumsuz, S. pneumoniae
canliligmi olumlu yonde etkiledigi gozlenmis ancak bu etki istatistiksel yonden anlaml
bulunmamustir (p> 0,05). B. pertussis canliligina genel anlamda etki etmedigi bulunmustur.
A. hatchetti’nin H. influenzae canlilik siiresini 36 °C’deki yiiksek besin kosullarinda 6nemli
diizeyde arttirdigr bulunmustur (p= 0,015). Hiicre i¢i amip-bakteri etkilesimi ¢alismamizda
ise B. pertussis, H. Influenzae ve S. pneumoniae suslarinin A. hatchetti ile hiicre ici
etkilesime girmedigi tespit edilmistir.

A. hatchetti’den salinan faktorlerin H. influenzae canliligi iizerinde 36 °C’de, M.
catarrhalis ve S. pneumoniae iizerinde ise 25 °C ve 36 °C’de olumlu etkisi oldugu goriilmiis
ancak bu bulgu istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. M. catarrhalis ve S.
pneumoniae’dan salinan faktorlerin ise A. hatchetti canliligina etkisinin olmadigi ortaya
konulmustur.

Sonug olarak solunum yolu patojenleri olan B. pertussis, H. influenzae, M. catarrhalis
ve S. pneumoniae ile A. hatchetti’nin farkli sicaklik ve besin kosullarinda etkilesime girdigi
ve cogunlukla bakteri canlilifn iizerinde olumlu etkiler ortaya ¢iktigi gosterilmistir. Bu
durumun ozellikle su sistemleri basta olmak {izere ¢evresel ortamlarda bakterilerin
bulunmasi ve tiremesi ihtimalini arttirdig1 dolayisiyla toplumsal ve hastane kaynakli solunum
yolu patojenlerinin bulagmasi ve yayimasma yonelik saglik risklerine neden olabilecegi
diistintilmektedir.

Anahtar Soézciikler: Acanthamoeba, Bordatella pertussis, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae.
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SUMMARY

Investigation of Interaction between Bacteria That Cause Respiratory Tract Infections
and Acanthamoeba hatchetti

The purpose of this study was to detect the interaction between A. hatchetti and the
respiratory tract pathogens, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Bordatella
pertussis and Haemophilus influenzae, which can be seen frequently in the community. In
our study, the effects of intracellular and extracellular interactions and cell-released
compounds of amoebae and bacteria on the viability of these cells were investigated in vitro
under different temperature and nutrition conditions for the first time in Turkey. We aimed to
show the potential for spreading of the respiratory tract pathogens which can survive,
proliferate and withstand environmental conditions by the existence of free living amoeba in
the environments like water supplies, swimming pools and spa.

We used A. hatchetti (2HH strain) and B. pertussis, H. influenzae, S. pneumoniae and
M. catarralis strains which were previously isolated from patients. Extracellular amoeba and
bacteri interactions were investigated in co-culture experiments both in low and high
nutrition conditions, at 6 °C, 25 °C and 36 °C for seven days. Intracellular amoeba and
bacteri interactions were investigated by co-culture experiments at similar temperatures and
nutrition conditions for 48 hours. Effects of cell-released compounds from A. hatchetti to
bacteria and from S. pneumoniae and M. catarrhalis to A. hatchetti were investigated at 6 °C,
25 °C and 36 °C for 48 hours.

According to the findings of extracellular interaction experiments, A. hatchetti had a
positive impact on the viability duration of S. pneumoniae, on the contrary it had a negative
impact on the viability of M. catarrhalis when the temperature and the nutrition conditions
were considered together. These results were not considered statistically significant (p>
0,05). It was observed that A. hatchetti had no impact on the viability of B. pertussis.
However, at 36 °C and in high nutrition conditions, A. hatchetti increased the viability of H.
influenzae at a statistically significant level (p= 0,015). According to the results of
intracellular interaction tests, it was observed that B. pertussis, H. Influenzae and S.
pneumoniae did not interact with A. hatchetti.

The cell-released compounds of A. hatchetti had a positive effect on the viability of H.
influenzae at 36 °C while a positive effect was seen at 25 °C and 36 °C for the viability of M.
catarrhalis and S. pneumoniae.

As a result, we found that, the respiratory tract pathogens -B. pertussis, H. influenzae,
M. catarrhalis and S. pneumoniae- interact with A. hatchettii under different temperatures
and nutrition conditions and this interaction mostly reveals positive effect on the viability of
bacteria. These interactions will increase the possibility of bacteria existence and
proliferation in environments like domestic water systems, and therefore poses a health risk
factor in respect to spreading and infecting potential of community and hospital acquired
respiratory tract pathogens.

Keywords: Acanthamoeba, Bordatella pertussis, Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis, Streptococcus pneumoniae.
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