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OZET

EFE, Seyma. (2023). Cevresel Su Orneklerinde Acanthamoeba spp.’nin Kiiltiir ve
Molekiiler Yéntemler ile Arastirlmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul 2023.

Serbest Yasayan Amiplerden Acanthamoeba spp. ¢evrede suda, toprakta ve havada
bulunabilmektedir. Acanthamoeba spp.’nin yasam dongiisinde iki formu
bulunmaktadir. Bunlar trofozoit ve direngli kist formudur. Toprakta ve suda genellikle
trofozoit formunda ¢evre kosullart kotiilestiginde ise Kist formunda bulunmaktadir.
Trofozoitlerin ¢ap1 genellikle 12-35 pm araliginda olup farkl tiirler/genotipler arasinda
onemli Olgiide farklilik gorilmektedir. Goziin  kornea tabakasina Yerleserek
Acanthamoeba keratitine (AK) beyne yerleserek de graniilomat6z amebik ensefalit
(GAE) sebep olabilmektedir. Bu ¢alismada amacimiz Acanthamoeba spp.’nin ¢evresel
su Orneklerinde varligin1 arastirmaktir. Bu amagla Tiirkiye’nin farkli bolge ve
sehirlerinden havuz, deniz, gol, baraj, nehir, kaplica suyu olmak iizere toplam 100 su
ornegi toplamis NNA-E.coli ve BCYE besiyerlerine kiiltiire edilmistir. 100 6rnegin
kiiltiir sonuglar1 besiyeri ayrimi yapilmaksizin 27 (%27) Acanthamoeba spp. tespit
edilmistir. NNA-E.coli besiyerinde 22 (%22) BCYE besiyerinde 19 (%19)
Acanthamoeba spp. iiretilmistir. 1ki besiyeri arasinda anlamli bir farklihk
bulunamamistir. RT-PCR yontemi ile toplam 25 Acanthamoeba spp. saptanmistir
(%25). Besiyerlerinin RT-PCR ile uyumu kappa katsayisi hesaplanarak istatiksel olarak
(p<0.005) anlaml1 ve iki yonlii olarak kabul edilebilir bulunmustur. Acanthamoeba spp.
Kisti saptanan 6rnekler morfolojik kriterlere gore degerlendirilmistir. Kistlerin biyiikliik
ve sekilleri baz alinarak yapilan siniflamada agirlikli olarak tespit edilen drneklerin grup

I1 ve grup III’e ait olduklar1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Acanthamoeba spp., Cevresel Su Ornekleri, Real Time PCR, Kiiltiir

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 38220



ABSTRACT

EFE, Seyma. (2023). Investigation of the Acanthamoeba spp. by Culture and
Molecular Methods in Environmental Water Samples. Istanbul University Institute
of Health Sciences, Department of Medical Microbiology. Master Thesis. Istanbul
2023.

The free-Living Amoeba of Acanthamoeba spp. can be found in water, soil and air in
the environment. There are two forms in the life cycle of Acanthamoeba spp. which are
the trophozoite and resistant cyst form. They are usually found in the form of
trophozoites in soil and water, and in the form of cysts when the environmental
conditions deteriorate. The diameter of the trophozoites generally range between 12-35
um, with significant differences between different species/genotypes. They may cause
Acanthamoeba keratitis (AK) by settling in the cornea layer of the eye, and
granulomatous amebic encephalitis (GAE) by settling in the brain. The aim of the
present study is to investigate the presence of Acanthamoeba spp. in environmental
water samples. Therefore, a total of 100 different regions and cities of Tiirkiye were
collected and cultured on NNA-E.coli and BCYE media. After culturing of 100
specimens. 27 (27%) Acanthamoeba spp. were detected 22 (22%) Acanthamoeba spp.
were produced in NNA-E.coli medium and 19 (%19) wee produced in BCYE medium.
No significant difference was detected between the two media. A total of 25
Acanthamoeba spp. were detected (25%) with the RT-PCR method. The compliance of
the media with RT-PCR was found to be statistically significant (p<0.005) and
bidirectionally acceptable by calcutaing the kappa coefficient. The samples which were
detected to have Acanthamoeba spp. cysts were evaluated in accordance with the
morphological criteria. The detected samples mainly belonged to the Group II, and
Group 111 in the classification performed based on the size and shape of the cysts.

Keywords: Acanthamoeba spp., Enviromental Water Samples, Real Time PCR, Culture

This study was supported by Istanbul University Scientific Research Projects Unit.
Project No: 38220



1. GIRIS VE AMAC

Serbest yasayan amipler (SYA) dogada, toprak ve sularda yaygin olarak bulumaktadir.
Bu amipler kozmopolit dagilim gosterirken zorlu kosullarda hayatta kalabilmektedirler.
SYA’lardan Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia ve Sappinia cinslerindeki bazi tiir
ve genotipler insalarda enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Castrillon ve Orozco, 2013;
Schuster ve Visvesvara, 2004). SYA arasinda dogada en yaygin olan Acanthamoeba
tiirleridir. Ozellikle bagisiklig1 baskilanmis kisilerde enfeksiyonlara sebep olmaktadir.
Predispozan kosullar diyabet, AIDS, siroz, HIV enfeksiyonu, kronik bobrek yetmezligi,
sistemik lupus, malignite, kemoterapi ve kok hiicre transplantasyonu dahil olmak tizere
organ transplantasyonlarin1 igermektedir (CDC, 2012; Satlin ve ark., 2013).
Acanthamoeba suda (musluk, kuyu, havuz, kaplica, baraj, gél, deniz), havada, toprakta
(sahil kumlari, saksi topragi) bulunabilmektedir. Bulasma yollar1 arasinda, solunum
yoluyla riizgarla taginan kistlerin solunmasi, dogrudan cilt temasi ve hematojen yayilim
yer almaktadir (Schuster ve Visvesvara, 2004). Ayrica kontakt lens kullanan kisilerde
keratit etkeni oldugu bildirilmistir. Bugiine kadar Acanthamoeba’nin 23 farkli genotipi
(T1-T23) tamimlanmustir (C. Putaporntip ve ark., 2021). Acanthamoeba spp. ¢cogunlukla
sessiz baglayan fakat kronik seyreden oliimciil Graniilomatéz Amibik Ensefalite (GAE)
neden olmaktadir. GAE’nin kulugka siiresi birka¢ haftadan aylara kadar degisebilir.
GAE‘li hastalar ates, bas agris1, kusma, nobetler, duyu degisiklikleri ve bilin¢ kaybi ile
hastaneye bagvurmaktadir. Hastalik ilerledik¢e kafa i¢i basing, nobetler, biling kaybi,
koma ve Olim meydana gelmektedir (Raju ve ark., 2022). Acanthamoeba
enfeksiyonlarindan bir digeri Acanthamoeba keratiti (AK)’dir. Korneanin nadir goriilen
bir enfeksiyonusudur. Kontakt lens kullanimi, AK i¢in 6nde gelen risk faktoriidiir.
Serolojik aragtirmalar, AK ge¢misi olmayan bireylerin %90-%100 ‘iiniin Acanthamoeba
antijenlerine 6zgili antikorlara sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu maruz kalmanin

yaygin ancak hastaligin oldukga nadir oldugunu gosterir (Raju ve ark., 2022).

Calismamizda Tiirkiye’nin ¢esitli sehirlerinden toplanan c¢evresel su orneklerinde,
Acanthamoeba spp. varligmin farkli kiiltiir ve molekiiler yontem ile arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Suyun Varhgi ve Onemi

Biitiin canllar i¢in vazgecilmez bir kaynak olan su, yasamsal onem tasir. Insanligin
suyla iliskisi tarih boyunca artarak devam etmis, artan niifus, gelisen sehirlesme ve
degisen yasam standartlariyla birlikte suya olan ihtiya¢ da artmistir. Diinya’nin 2/3’1
sularla kapli olmasina ragmen igilebilir su kaynaklar1 oldukg¢a kisithdir. Yeryliziinde
bulunan toplam su miktarinin %97.5°nu tuzlu sular, %2.5’ini tath sular olusturmaktadir.
Su kaynaklarinin kisithiligi yani sira cesitli nedenlerle kirlenmesi kiiresel bir sorun
haline gelmistir (Karaman ve Gokalp, 2010; Tombul, 2014). Diinyada su kirliligi ¢esitli
hastaliklarin gelisimine zemin hazirlamakta ve bu nedenle her giin yaklasik 14.000 kisi
hayatin1 kaybetmektedir (Chaudhry ve Malik, 2017). Su kirliligine neden olabilecek
birden fazla etken bulunmaktadir. Bu Kkirlilik hem dogal hem de insan kaynakli
faaliyetlerden kaynaklanabilir. Su kalitesini etkileyen dogal faktorler hidrolojik,
iklimsel, atmosferik, topografik ve litolojiktir. Su kalitesini olumsuz etkileyen insan
faaliyetleri ise madencilik, hayvancilik, atik su yonetiminin kalitesi, arazi kullanimi
degisikligi ve agir metal kirliligi nedeniyle artan tortu akisi veya toprak erozyonudur.
Kirlilik tesise ve su kullamm sekline gére degiskenlik gostermektedir. Ornegin agir
sanayi bolgesine yakin su kiitleleri, iiretim siirecinin bir yan iiriinii olarak bosaltilan agir
metallere ve tehlikeli maddelere karsi oldukca hassastir. Cevresindeki sulak alanlar ve
su kaynaklar1 tarim arazileri giibrelere ve pestisit kalintilarina maruz kalabilir. Bu
kirlenmelere ek olarak Diinya Saglik Orgiitii (DSO) cevresel sularda kirlenmeyi
etkileyen etmenlere hastalik yapan mikroorganizmalar, radyoaktivite ve zirai ilaglar1 da
dahil etmektedir (Sekil 2.1). Istatistiklere gore, diinya niifusunun dértte birinin giivenli
su kaynagina erisimi bulunmadigindan su ile ilgili hastaliklarin yayginlagmasi

kaginilmazdir (Syeed ve ark., 2023; WHO, 2018).



Hastalik yapan
mikroorganizmalar

Insan Kaynakh Faaliyetler

- Madencilik
Dogal
Faktorler Hayvancilik
Hidrolojik .Atik su yonetimi kalitesi
Tklimsel .Giibre kullanimi
Atmosferik Pestisitler
.Topogrofik Radyoaktivite
Litolojik

Sekil 2. 1 Su kalitesini etkileyen faktorler

2.2. Su Kaynakh Protozoonlar

Su kaynakli bulasabilen mikroorganizmalar, diinyada 6nemli bir morbidite ve mortalite
sebebi olarak kabul edilmektedir ve 6zellikle, gastrointestinal sistemi etkileyen, birgok
hastaliga neden olmaktadir. Her yil 2,2 milyondan fazla insanin 6limiinden sorumlu
tutulmaktadir. 1991'den 2008'e kadar diinya capindaki su kaynakli salginlarin %11'ine
parazitlerin neden oldugu belirlenmistir (Efstratiou ve ark., 2017). Parazitler, bakteri ve
viriislerle karsilastirildiginda genellikle gida kaynakli veya su kaynakli hastaliklarin
etiyolojik ajanlar1 olarak ne yazik ki goz ardi edilmektedir. Bunun nedeni enfeksiyon ile
semptomlar arasinda uzun bir siire olmasidir (Almeria ve ark., 2021). Igme ve yiizme
sularinin patojen protozoonlar ile kontaminasyonu ve kanalizasyon suyunun tarimsal
amacli kullanimt diinya ¢apinda milyonlarca insan i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir.
Bazi parazit tiirleri icme suyu yoluyla insana bulasabilir ve enfeksiyonlara neden
olabilir. Cryptosporidium spp. ve Giardia spp. su kaynakli salginlarla iligkili ana
protozoonlardir (Baldursson ve Karanis, 2011). Ayrica Cyclospora cayetanensis,



Toxoplasma gondii, Cystoisospora belli, Balantidium coli, Blastocystis spp., Entamoeba
histolytica ve Acanthamoeba spp. ve Naegleria spp. ihmal edilen su kaynakli
protozoonlardir (Plutzer ve Karanis, 2016).

Serbest yasayan amipler (SYA), hayatta kalmak i¢in konak organizmaya ihtiyag
duymayan her yerde bulunabilen protozoonlardir. Su veya toprak gibi dogal ortamlarda
diger mikroorganizmalar ile etkilesime girebilecekleri musluk suyu, yiizme havuzlari
gibi insan yapimi ortamlarda bulunurlar. Hastane su sistemlerinde bulunan amipler,
potansiyel patojen mikroorganizmalar igin bir rezervuar gorevi gorebilir ve bu nedenle

hastane enfeksiyonlarinda rol oynayabilirler (Cateau ve ark., 2014).

Farkli su kaynaklarinda ve toprakta yaygin bir sekilde bulunan SYA ¢evrede biiylime
yetenegine sahip olup insan viicudunda da rahatlikla yayilma yetenegine sahiptirler.
Acanthamoeba, Naegleria ve Balamuthia en onemli serbest yasayan amiplerdendir.
Acanthamoeba cinsi digerlerine gore daha yaygindir. Acanthamoeba saglikli insanlarda
amipli keratite (AK) neden olarak gérme kaybi ve korliige neden olabilir. Bagisiklik
sistemi baskilanmis olan bireylerde Graniillomatéz Amip Ensafaliti (GAE), akciger ve

deri enfeksiyonlarina sebep olmaktadir (Saburi ve ark., 2017).

2.3. Acanthamoeba spp. Tarihgesi

[Ik defa 1930 yilinda Acanthamoeba cinsi amipler, Sir Aldo Castellani tarafindan,
Cryptococcus pararoseus kiiltiiriinde bulunmus ve tanimlanmistir. Acanthamoeba cinsi
daha sonra 1931 yilinda Volkonsky tarafindan siniflandirilmistir (Marciano-Cabral ve
Cabral, 2003). 1958 yilinda Clyde G. Culbertson ve arkadaslar1 ¢ocuk felci asisinin
gelistirilmesi sirasinda hiicre kiiltiirlerini  kontamine eden Acanthamoeba’lar ile
farelerde olusan ensefaliti bildirmislerdir. Ilk kez bu organizmalarm patojenik
potansiyeli oldugu, maymun boébrek hiicre kiltiirleri {izerine sitopatik etkisi ve
laboratuvar hayvanlarin1 6ldiirme yetenegi ile kanitlamistir (Khan, 2006). 1972 yilinda
Jager ve Stamm ilk kez insanlarda GAE tanimlamislardir (Jager ve Stamm, 1972; Khan,
2006). Ilk Acanthamoeba kaynakli keratit olgusu ise Nagington ve arkadaslar
tarafindan 1974 yilinda rapor edilmistir (Nagington ve ark., 1974). Sawyer ve Griffin
1975 yilinda Acanthamoebidae ailesini kesfetmis ve Page 1988 yilinda Hartmannella’y1
Hartmannellidae ailesi igerisine yerlestirmistir. Yunancada ‘Acant:sivri u¢’ 6n eki bu
amiplerin yilizeyinde omurga benzeri Sivri yapilarin (acanthapodia olarak bilinen)

varhigini belirtmek i¢in eklenmistir (Sawyer ve Griffin, 1975). Acanthamoeba ilk olarak



Rowbotham tarafindan 1980 yilinda Lejyoner hastaligi ile iliskilendirilmistir. O
zamandan bu yana Acanthamoeba spp.’nin tanisi, tedavisi, diger organizmalar ile
etkilesimi alaninda diinya ¢apinda arastirmalar ilgi ¢ekici bir sekilde artis gostermistir

(Rowbotham, 1980).

2.4. Acanthamoeba’nin Simiflandirilmasi ve Genotipleri

2.4.1. Acanthamoeba spp. siniflandirilmasi

Tablo 2. 1 Acanthamoeba spp.’nin taksonomik simflandirilmasi (Khan, 2006; Taxonomy,
2022).

Alem Protista

Altalem Protozoa

Sube Sarcomastigophora

Altsube Sarcodina

Siipersinif | Rhizopodea

Siif Lobosea

Altsinif Gymnamoebia

Takim Amoebida Schizopyrenida

Aile Entamoebidae | Hartmannellidae | Acanthamoebiae Vahlkampfidae




Cins Entamoeba Hartmonella Acanthamoeba | Balamuthia | Naegleria | Vahlkampfia

2.4.2. Acanthamoeba Genotipleri

SYA’dan Acanthamoeba spp. ¢evrede kolaylikla bulunmalar1 ve kistlerinin zorlu ¢evre
kosullarina, dezenfektanlara, bazi su aritma uygulamalaria direngli olmasindan dolay1
insan saglig1 i¢in ciddi bir tehdit olmaktadir. Acanthamoeba cinsinin ayrimi genel
olarak Pussard ve Pons’a gore kistlerin morfolojik &zelliklerine dayanmaktadir.
Bununla birlikte, bu siniflandirmanin tutarsiz oldugu gosterilmistir ¢iinkii siniflama ve
molekiiler tipleme arasindaki korelasyonlarda uyumsuzluk goriilmiistiir. Bir morfolojik
tanimlanmis tiir, birden fazla genotipe karsilik gelebilir ve bunun tersi de gecerli
olabilmektedir (Gast ve ark., 1996; Khan ve Tareen, 2003; Magnet ve ark., 2014). Daha
objektif bir siniflandirmaya yonelik ilk girisim, izoenzim siniflamasina dayanmaktadir
fakat bu da durumu daha net bir hale getirmemistir. Bu nedenle Gast ve arkadaslar
1996’da 18S ribozomal RNA tam gen sekansina dayanan bir Acanthamoeba
smiflandirmas:  onermislerdir ve yeni bir genotipin tamimlanmasi i¢in kullanilan
parametre %6°lik bir benzerlik degeri kullanilarak T1 ile T4 adli dort farkli genotip
bulmuslardir (Gast ve ark., 1996; Magnet ve ark., 2014). PCR ve dizileme
teknolojilerinin ilerlemesiyle, Acanthamoeba cinsi, neredeyse tamamen 18S rRNA gen
dizilerime dayali olarak 22 genotipe (T1 ile T22) yeniden siniflandirilmigtir. Farkli
genotipler, > %5 dizi benzerligi olan cut-off degeriyle ayirt edilebilmektedir (Fuerst ve
Booton, 2020). Diinya c¢apindaki ¢ogu c¢alisma, g¢evresel ve klinik Acanthamoeba
izolatlarinin T4 genotipinin baskin oldugunu goéstermistir (Bunsuwansakul ve ark.,
2019; Daniele Corsaro ve ark., 2017; Jercic ve ark., 2019).

Tablo 2. 2 Acanthamoeba genotipleri ve insanlarda goriilen hastaliklar ile iliskisi (D.
Corsaro ve ark., 2017; Jercic ve ark., 2019)

Acanthamoeba Genotipleri Insanlarda Gériilen Hastahklar ile Iliskisi
T1 Ensefalit

T2 Keratit

T3 Keratit

T4 Ensefalit, Keratit

T5 Keratit




T6 Keratit

T7 Hastalikla iliskisi bilinmiyor
T8 Hastalikla iliskisi bilinmiyor
T9 Hastalikla iliskisi bilinmiyor
T10 Ensefalit

T11 Keratit

T12 Ensefalit

T13 Keratit

T14 Hastalikla iliskisi bilinmiyor
T15 Keratit

T16 Keratit

T17 Hastalikla iliskisi bilinmiyor
T18 Hastalikla iliskisi bilinmiyor
T19 Hastalikla iliskisi bilinmiyor
T20 Hastalikla iliskisi bilinmiyor
T21 Hastalikla iliskisi bilinmiyor
T22 Hastalikla iligkisi bilinmiyor

Acanhamoeba’nin diinya genelinde hastalardan ve ¢evreden alinan orneklerde en sik
rastlanan genotipti T4 tiir (Tablo 2.2). Bu nedenle T4 genotipi, Acanthamoeba’nin diger
genotiplerine kiyasla en patojenik genotiptir, terapétik ajanlara karsi diigiik duyarlilik
gostermektedir (Hajialilo ve ark., 2019). 2021 yilinda yayimlanan Tayland’da yapilan
bir ¢alismada T23 olarak yeni bir genotip tanimlanmistir. Yeni genotip T23’tin 18S
rRNA geni, bilinen tiim genotiplerle karsilastirildiginda %7,82 ile %28,44 dizi farklilik
sergiledigi gbzlemlenmistir. Bu c¢alismadan da anlasilacagi tizere Acanthamoeba’nin
daha fazla genotipinin olmasi muhtemeldir (Chaturong Putaporntip ve ark., 2021).

Genotiplemenin yaninda kiiltiirde iiretilen izolatlarin fizyolojik 6zellikleri belirlenerek
Acanthamoeba’nin  karakterizasyonu yapilmistir.  Acanthamoeba’nin  fizyolojik
ozelliklerinden  bazilari, patojenite dereceleri ile iligkilendirilerek patojenik
potansiyelleri degerlendirilmistir. Ornegin enfeksiyona neden olan genotiplerin yiiksek
sicakliklara ve ozmolariteye direng gostermesi gibi olumsuz ¢evre kosullarina amibin

adaptasyon gostermesi ile iliskili bulunmustur. Fakat bazi sicakliga direncli tiirlerin



mutlak surette enfeksiyona neden olmadigi gozlemlenmistir. Bunlara ek olarak, yiiksek
yapisma Ozelligi ve fagositoz yetenegi de genotipler arasinda farklilik gostermektedir.
Bu bilgilerden de yola ¢ikarak Acanthamoeba genotiplerinin birbirinden ¢ok ¢esitli
ortam Ozelliklerinde bulunabildikleri yorumu yapilabilmektedir (Possamai ve ark.,
2018) .

2.5. Acanthamoeba spp.’nin Morfolojik Formlari ve Yasam Dongiisii

Acanthamoeba’nin yasam dongiisiinde iki formu bulunmaktadir. Bunlar trofozoit ve kist
formudur. Hem kist hem trofozoit formu tek nukleusludur (Sriram ve ark., 2008).
Acanthamoeba’nin  hiicresel organizasyonu elektron mikroskobu kullanilarak
incelenmistir. Acanthamoeba spp. trofozoitlerinde: ribozom, golgi cisimi, endoplazmik
retikulum, sindirim vakuolleri ve mikrotiibiiller goriilmiistiir. Ayrica Acanthamoeba
trofozoitlerinde hiicrenin su igerigini kontrol eden sitoplazmada belirgin bir vakuol
nukleus ve biiyiik merkezi yerlesimli bir nukleolus oldugu goriilmistiir (Marciano-
Cabral ve Cabral, 2003). Trofozoitlerin ¢ap1 genellikle 12-35 pum araligindadir fakat
tirler ve genotipler arasinda 6nemli Ol¢iide farklilik gostermektedir. Trofozoitler,
yiizeylerinde acanthopodia olarak bilinen yalanci ayaklara sahiptir. Acanthopodia, besin
yakalama, adezyon ve hiicresel hareketleri saglar. Trofozoit agsamasinda, Acanthamoeba
aktif olarak bakteri, maya, alg veya kiigiik organik partikiillerle beslenir ve hiicre
sitoplazmasinda bircok besin vakuolii bulunur (Sekil 2.2). Ikiye boliinerek ¢ogalir.
Acanthamoeba spp. nétr pH’da , bol miktarda besin kaynagi, uygun sicaklikta (30 °C)
ve 50-80 ozmolarite araliginda trofozoit formunu koruyabilir (Khan, 2006).
Acanthamoeba beslenmesini reseptor aracili fagositoz ve spesifik olmayan pinositoz ile
gergeklestirmektedir. Fagositoz, Acanthamoeba spp.’nin bakteri ile beslenmesine
olanak vermektedir. SYA’nin yilda metrekare basina 900 grama kadar bakteri tiikettigi
bilinmektedir. Bu durum ekolojik olarak ©nemli olmakla birlikte Acanthamoeba
Ozelinde disiiniildiigiinde onemli Kklinik sonuglara da sebep olabilmektedir. Hiicre
sindiriminde hayatta kalabilen, endosimbiyoz durumuna yol agan bakteriler ve ko-
enfeksiyonlara sebep olarak dogru teshisi geciktirip Acanthamoeba ile iliskili
enfeksiyonlarin tanisinda siireci karmasiklastirmaktadir (Henriquez ve ark., 2020).
Acanthamoeba spp.’nin bakteriler ile etkilesim siireci olduk¢a karmasiktir. Bakteriler ile
etkilesimleri Ozelliklerine gére 3 yonden incelenebilmektedir. Ilki Acanthamoeba

spp.’nin besin kaynagi olarak bakteriler ile beslenmesini inceleyen bakteriyel avci



olarak smiflandirilan gruptur. Acanthamoeba spp. hem Gram pozitif hem Gram negatif
bakteriler ile beslenmektedir. Acanthamoeba spp. izolasyonunda besin kaynag: olarak
siklikla Gram negatif bakteriler tercih edilmektedir. Bakteriler ile beslenebilme 6zelligi
cevre sartlarma ve bakterilerin viriilans oOzelliklerine bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Bunlara ek olarak besin agisindan fakir olan sularda patojen olmayan
bakterileri besin olarak kullanmaktadir. Bu tiir ortamlarda bakteriler fagositoz yolu ile
aliir, ardindan fagolizozomlarda parcalanir ve amibin besin ihtiyaclarini karsilamak
icin kullanilmaktadir (Khan, 2006). Bakteriyel Truva ati olarak incelendiginde ise
Acanthamoeba patojenik bakterilerin amibi istila edip lizozomal o6liimlerden kacarak
hiicre icinde canli kalip duyarli konakg¢ilara tasinmasi durumunu igerir. ‘Truva atr’
terimi ‘tasiyict’ Ozelligini belirtmek igin kullanilmaktadir. Son galismalar, akciger
enfeksiyonuna neden olan Burkholderia cepacia’nin benzer sekilde solunum yolu
hastaligina sebep olan Chlamydophila pneumoniae Acanthamoeba iginde kaldigini
ancak g¢ogalmadigini gostermistir. Son olarak Acanthamoeba’nin bakteri rezervuari
olarak kullanilmasi da 6nemli bir 6zelliktir. Burada iligkili bakterilerin ¢gogunun insan
patojeni olmast dikkat ¢ekmektedir. Bu, bakterilerin bir konakg¢idan digerine iletimi
sirasinda zorlu kosullarda dahi hayatta kalmasini saglamasinin yaninda iginde
cogalmalari nedeniyle onemli bir 6zelliktir. Acanthamoeba’nin lejyoner hastaligina
sebep olan Legionella spp., ishale sebep olan Escherichia coli, koleraya sebep olan
Vibrio cholerae, mide iilserinin ana sebeplerinde olan Helicobacter pylori gibi
bakterileri rezervuar olarak barindirabildigi bilinmektedir (Khan, 2006; R. Siddiqui ve
N. A. Khan, 2012).

Sekil 2. 2 Acanthamoeba spp. trofozoit hali (Carnt ve Stapleton, 2016)
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Bu durumlarim tam tersi olan zorlu kosullar yani ortamda yeterli besinin bulunmamas,
artan ozmolarite veya diisiik ozmolarite, sicaklik ve pH durumlariin asir1 degiskenlik
gostermesi Acanthamoeba spp.’nin trofozoit formdan kist formuna doéniismesine sebep
olmaktadir (Khan, 2006). Acanthamoeba kistleri 5-20 pm ¢apinda olup tiirlere ve
genotiplere gore degiskenlik gosterebilmektedir. Acanthamoeba kistleri ektokist ve
endokist olmak tizere ¢ift duvarlidir. Ektokist amorf, bir tabaka olarak goriiniirken
endokist ince taneli bir dokuya sahiptir (Sekil 2.3). Kist duvarlar1 fiziksel bir engel
olusturuldugundan ilaclarin etki etmesini zorlastirmaktadir. Endokistin seliiloz basta
olmak Tizere polisakkaritlerden olustugu, ektokistin ise protoinler ve polisakkarit
karisimlarindan olustugu bilinmektedir. Kistler hava yoluyla tasmabilir bu da
Acanthamoeba’nin ¢evreye yayilmasina veya patojenlerin duyarli konaklara
tasinmasina yardimci olmaktadir. Caligmalar Kkistlerin patojenliklerini birkac yil
koruyabildikleri ve Acanthamoeba spp. ‘nin sebep oldugu enfeksiyonlarin bulagsmasinda
rol oynadigini bildirmektedir (Anwar ve ark., 2018; Khan, 2006). Kistler biyositlere,
klorlanmaya ve antibiyotiklere direnglidir. Kist duvarlari, ilaglarin duvar igine
islemesinde fiziksel engel sagladigindan tedavi agamalart i¢in biyokimyasal siireglerinin
anlasilmasi olduk¢a dnemlidir. Dayanikli dig duvarin temel yapisi anlasildiginda kist
duvarini pargalamak ve Acanthamoeba’nin meydana getirdigi enfeksiyonlar1 da tedavi

etmeye olanak saglayacagi diisiiniilmektedir (Anwar ve ark., 2018).

Sekil 2. 3 Acanthamoeba spp.kisti (Carnt ve Stapleton, 2016)
Acanthamoeba cinsi toprak, hava, toz, tatli su, yiizme havuzlari, kaplica sulari, deniz

suyu, lagim sular1, ¢camur, dis tedavi tiniteleri, diyaliz tiniteleri, musluk suyu ve okyanus
tortular1 gibi insanlarin temasiin fazla oldugu yerlerde yasamaya adapte olmuslardir.
Son zamanlarda, tibbi parazitologlar, cinsin ¢esitli tiirlerinin, bagisiklig1 baskilanmis

bireylerde yasami tehdit eden GAE ve kontak lens kullanan bireylerde gérmeyi tehdit
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eden amebik keratite neden oldugu bilindigi i¢in, Acanthamoeba’ya dikkat ¢ekmislerdir.
Acanthamoeba keratit enfeksiyonu insidansi son 30 yilda katlanarak artmigtir (Awwad
ve ark., 2007; Khan, 2006; Patel ve McGhee, 2009). Acanthamoeba’nin alt cins
diizeyinde tanimlanmasi, morfolojik 06zelliklerle kolaylikla gerceklestirilmektedir.
Pussard ve Pons Acanthamoeba cinsini kist boyutu ve diger morfolojik 6zeliklerine gore
3 morfolojik gruba ayirmistir (Tablo 2.3).

Grup |I: Bu gruptaki tiirler, diger gruplardaki tiirlere kiyasla daha biiyiik bir kiste sahip
olmalar1 esas alinarak belirlenmistir. Ortalama boyutu >18 um olan en biiyiik kistlere
sahiptirler. Grup | Acanthamoeba trofozoitleri de boyut olarak daha biiyiiktiir ve
boyutlarinin 25 ile 35 um arasinda oldugu gosterilmistir. Grup I’in belirlenmesinde kist
boyutlar1 6nemli rol oynasa da endokist (i¢ duvar) yapilari ektokistten (dis duvar) genis
Olciide ayrilmistir. Bu gruptaki tiirler biiylik olclide ¢evresel organizmalardir ve diger
gruplar ile Kkarsilastirildiginda daha az insan ve hayvan enfeksiyonuna neden
olmaktadirlar.

Grup Il: Bu gruptaki kist tiirlerin ortalama ¢ap1 <18 um’dir. Burusuk bir ektokist ve
yildiz seklinde, ¢okgen, liggen veya oval olabilen bir endokist ile karakterize edilmistir.
Grup I’de bulunan tiirlerden farkli olarak insan enfeksiyonlarinin g¢oguna bu
gruptakilerin neden oldugu belirlenmistir.

Grup I11: Bu gruptaki kist tiirlerinin de ortalama ¢ap1 <18 pum’dir, tipik olarak ince,
piirtizsiiz bir ektokist ve yuvarlak bir endokist ile tanimlanmistir. Grup III’deki kistler
ince, yumusak, dalgali ya da piiriizsiiz bir ektokist ve yuvarlak bir endokist sergilerler
(Chan ve ark., 2022; Marciano-Cabral ve Cabral, 2003).

Tablo 2. 3 Acanthamoeba spp.’nin morfolojik 6zelliklerine gore simflandirilmasi (Khan,

2006).
Grup | Grup Il Grup 111
A.tubiashi A.castellani A.triangularis A.culbertsoni
A.commandoni A.polyphaga A.lugdunensis A .palestinensis
A.astronyxis A.rhysodes A.quina A.pustulosa
A.echinulata A griffini A.paradivionensis A.royreba

A.hatchetti A.hatchetti A.lenticulata

A.divionensis
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A\ - BULASICIEVRE
A= TANIEVREST

Gz yoluyla!

Burun ve
agiz

Amip, insanlard  acikhg
cesitli yollarla voluyla 2
(kist-trofozoitys
bulasabilir,

Derideki acik
yara yoluyla 3

Dukﬁulﬂ' kist ve trofozoitler

A
! Siddetli giiz keratiti ile sonuclamir e
? Graniil 6z amip faliti ile s

Bagisikhik sistemi zayif olan bireylerde GAE yaygin
giriilen hir hastahktir.
3 Sonuc graniilomatéz amebik ensefalit

Bagigikhk sistemi zayif olan bireylerde GAE veya cilt
lezynlar yaygin gériilmelktedir.

Sekil 2. 4 Acanthamoeba spp. yasam dongiisii ve insanlarda olusturdugu enfeksiyonlar
(CDC, 2019)

Acanthamoeba spp. hem kist hem trofozoit formlar1 insan viicuduna ¢esitli yollarla goz,
intranazal, yarali cilt yoluyla girer (Sekil 2.4). Acanthamoeba spp. saglikli veya kontakt
lens kullanan kisilerde keratite neden olabilmektedir. Bagisiklik sistemi baskilanmig
bireylerde solunum sistemi veya deri yoluyla viicuda girdiginde hematojen yayilim ile
merkezi sinir sistemini invaze ederek GAE veya cilt lezyonlarina neden olabilmektedir
(Khan, 2006; Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Mungroo ve ark., 2022). A.culbertsoni,
A.polyphaga, A.castellanii, A. hatchetti, A.rhysodes, A.griffini, A.quina ve
A.lungdunensin dahil olmak iizere gesitli Acanthamoeba tiirleri, insanlar1 enfekte

etmekte rol oynayan tiirlerdir (Yiinli ve ark., 2015).

2.6. Acanthamoeba Epidemiyolojisi

Acanthamoeba spp. hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir.
Acanthamoeba insidansi iilkelere gore biiyiik farklilik gostermektedir. Acanthamoeba
insidansindaki bu farklilik, Acanthamoeba’nin gevresel olarak su, toprak, hava gibi
farkli ortamlarda genis bir yayilim gdstermesi, dezenfektan ve antimikrobiyal ajanlara
kars1 direng gdosterip kist formu ile zorlu ¢evre kosullarinda hayatta kalabilmesi gibi
birgok faktor ile iliskilendirilmektedir (Ibrahim ve ark., 2007). Naginton ve ark. 1974,
Jin ve ark. ise 1992 yilinda Cin’de ilk AK vakasini bildirmislerdir. Tiirkiye’de ise ilk
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AK vakast 1996 yilinda ikinci vaka 1999 yilinda bildirilmistir. Ik tanidan bu yana
kontakt lensler ve travma AK i¢in baslica risk faktdrii olarak kabul edilmektedir.
Gelismis tilkelerde AK ile ilgili en onemli risk faktorleri kontakt lens hijyeni ve suyun
hijyeni olarak belirlenmistir. Kontakt lensin ilk kez piyasaya stiriildigi 1980’lerde
Amerika Birlesik Devletlerin’de AK’de dnemli bir artis goriilmiistiir. Gelismekte olan
tilkelerde ise okiiler travma ve toz, ¢amur, su kontaminasyonu ile iliskilendirilmektedir.
Ornegin Hindistan’daki AK vakalarinin %53.1°i travma, %5’inden azi kontakt lens
kullanicilar1 olarak belirlenmistir. AK diinya ¢apinda nadir goriilen bir hastaliktir.
Bildirilen c¢alismalarda ¢ogunlukla wvaka serilerine yer verilip ulusal o6lgekte
epidemiyoloji hakkinda daha az arastirmaya rastlanmaktadir (Akyol ve ark., 1996;
Zhang ve ark., 2023). Ozellikle immiin sistemi baskilanmis ve zayiflamis hastalarda
goriilen dliimciil seyreden GAE bagisiklig1 yeterli hastalarda da bildirilmistir. GAE’nin
olim oram1  %97-98 civarindadir. Sekil 2.5°de 1990-2018 yillar1 arasinda
Acanthamoeba’nin neden oldugu GAE vakalarinin diinya ¢apindaki dagilimini
gostermektedir (Kalra ve ark., 2020).

W e

Bl Canada(30) My @ Taiwan (1) Mexico: (1
Bl ndia (23) [ Thailand (2) . Venezuela (1) % Iran ((1))
[] Austria (7) B sapan (@) [] Sweden (1) [l UK ()
B China (3)  [JSpain (2) L Camada (1)

B Tukey (2) [ Germany (2) [] SaudiArabia (1)

Sekil 2. 5 1990-2018 yillar1 arasindaki GAE vakalarimin iilke bazinda dagihm (Kalra ve
ark., 2020)

2.7. Acanthamoeba Viriilans Faktorleri

Acanthamoeba spp.’ye bagl enfeksiyonlarin klinik belirtileri iyi belirlenmis olmasina
ragmen patogenezi ile iligkili mekanizmalar tam olarak anlagilamamuistir. Patojenitenin
molekiiler olarak temelini anlamak terap6tik miidahalelerin gergeklesmesi igin oldukga

onemlidir. Patojenitenin hem parazit hem de konakci tarafindan birden ¢ok faktori
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iceren karmasik bir siire¢ oldugu ve bu parazitlerin insanlarda hastalik {iretmesine neden
olan veya buna izin veren tek bir belirleyici olmadigi bilinmektedir (Khan, 2003).

Acanthamoeba patojenitesine dogrudan katkida bulunan faktorler:

e Adezyon: Acanthamoeba spp.’nin epitel hiicrelerine baglanabilme yetenegi
enfeksiyonlarin temelini olusturmaktadir. Akantopod ve yiizeye yapigsma
faktorleri farkli izolatlarin patojenitesi ile dogrudan iliskilendirilmektedir. Son
yapilan calismalar ile akantopod sayisinin yapisma orami ile yakindan iliskili
oldugunu gostermektedir. Acanthamoeba spp.’nin yiizeye yapismasina temel
olarak mannoz baglayici protein (MBP) ve laminin baglayici protein (LBP)
adhezinleri aracilik etmektedir (Wang ve ark., 2023).

e Fagositoz: Acanthamoeba spp. fagositozdaki birincil rolii gida pargaciklarini
icine alarak beslenmektir. Fagositoz yoluyla aldig1 patojenik bakterileri olumsuz
cevre sartlarindan koruyarak biinyesinde barindirmaktadir. Biinyesinde patojen
bakterileri bulundurarak terapétik ajanlara karsi direng gelistirebilmektedir.
Acanthamoeba spp.’nin fagositik yollariyla iligkili mekanizmalarin agiklanmasi,
terapotik miidahalelerin gelistirilmesinde onemli katkilar sunacaktir (Lorenzo-

Morales ve ark., 2015).

e Ekto -ATPazlar: Ekto-ATPazlar, plazma zarinda bulunan glikoproteinlerdir.
Ekto-ATPazlar hiicre disi ATP’yi ve diger niikleosid trifosfatlar1 hidrolize
etmektedirler. Hidroliz sonrasi ortaya ¢ikan ADP, konakgi hiicreler iizerinde
toksik etkiler olusturabilmektedir. Acanthamoeba tarafindan salinan ADP’nin,
konakge1 hiicreler tizerindeki piirineerjik (P2Y?2) reseptorlerine baglanarak hiicre
ici Ca* ‘da bir artisa neden olup kaspaz-3 aktivasyonunu indiikledigini ve

sonunda apoptozla sonug¢lanmaktadir (Khan, 2006).

e Noraminidaz: Acanthamoeba reseptorleri, mannoza tepki ile néraminidaz
enzimi salgilamaktadir. Kornea hiicrelerinden sialik asit salinimini destekledigi

i¢in ndraminidaz bu hiicreler igin tehlikelidir (Lorenzo-Morales ve ark., 2015).

e Siiperoksit dismutaz: Siiperoksit dismutazlar (SOD), patojenlerin enfeksiyonu
sirasinda reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) ile savasarak hiicreleri korumada
onemli rol almaktadir. Acanthamoeba, farkli oksidatif kosullarda hayatta

kalabilme yetenegine sahiptir. Acanthamoeba spp.’de demir siiperoksit dismutaz
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(Fe-SOD) ve bakir-ginko siiperoksit dismutaz (CuZn-SOD) oldugu
bilinmektedir (de Obeso Fernandez del Valle ve Scheckhuber, 2022).

Plazminojen aktivasyonu: Acanthamoeba spp. metalloproteazlar gibi konakg1
proteolitik enzimleri aktive edebilen plazmin olusturmak ig¢in konakg1
plazminonjenin boliinmesini katalize ederek plazminojen aktivatorii olarak

gorev almaktadir (Lorenzo-Morales ve ark., 2015).

Elastaz: Elastazlarin elastin, lif, fibrinojen, kollajen ve proteoglikanlar gibi bag
doku proteinini bozdugu bilinmektedir. Genis 6zgilliikte elastaz iirettigi bilinen
Acanthamoeba’larin  patogenezinde ve patofizyolojisinde rol almaktadir

(Lorenzo-Morales ve ark., 2015)

Proteaz: Acanthamoeba spp.’nin hem klinik hem de klinik olmayan izolatlari
proteaz aktiviteleri sergilemektedir. Ancak Klinik izolatlarinda daha biiyiik
miktarlarda gozlenmektedir. Bu proteazlarin temel fizyolojik rolii, substrati
beslenme amaciyla pargalamaktir. Acanthamoeba’nin sistein, serin Ve

metaloprotez tirettigi bilinmektedir (Khan, 2006).

Fosfolipaz: Fosfolipazlar, gliserofosfolipidlerdeki ester bagini hidrolize eden ve
membran bozulmalarina neden olabilen bir enzim grubudur. Fosfolipazlarin
temel gorevleri fosfolipitleri pargalamaktir. Fosfolipazlar fosfolipidleri
parcaladiklarindan, membran bozulmalarina neden olup konak¢1 hiicre
penetrasyonu ve hiicre lizisine neden oldugu diisiiniilmektedir (Matin ve Jung,
2011).

Glikozidaz: Glikozidazlar glikozidik bagm hidrolizini katalize etmektedir.
Glikozidazlar dogada her yerde bulunmaktadir. Acanthamoeba, beta-glikozidaz,
alfa-glikozidaz, beta-galaktozidaz, beta-N-asetil-glikozidaz, beta-N-asetil-
galaktozaminidaz ve alfa-mannosidaz dahil olmak iizere glikosidaz aktiviteleri
gostermektedir. Acanthamoeba’da bulunan glikozidazlar bakteri tiirlerinin hiicre
duvarlarinin enzimatik par¢alanmasinda gérev almaktadir (Lorenzo-Morales ve
ark., 2015).

Acanthaporin: Yapilan bir ¢alisma ile patojenik Acanthamoeba culbertsoni

acanthaporin olarak adlandirilan gézenek olusturucu bir protein tanimlanmistir.
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Tanimlanan bu proteinin insan ndron hiicreleri ic¢in sitotoksik oldugu
bulunmustur. Bu etkisi ile patojeniteye katki saglamaktadir (Michalek ve ark.,
2013).

Patojeniteye dolayli yoldan katki saglayan 6zellikler ise:

e Morfolojik ozellikler: Morfolojik 6zellikler bakimindan incelendiginde
Acanthamoeba spp.’nin enfektif ve enfektif olmayan formlar1 arasinda

morfolojik olarak belirgin bir farklilik bulunmamaktadir.

o Fiziksel tolerans (osmotolerans, sicakhik toleransi, farklh pH’larda biiyiime):
Yiiksek sicaklik ve yiiksek ozmolaritede biiylime 6zelligi enfektif formlarinda

goriilmektedir.

e Hiicresel farklilasma: Cevresel kosullara gore kist veya trofozoit formuna
dontiserek  hiicresel ~ farklilagma ile  hayatta kalarak patojenligini

koruyabilmektedir.

e Kemotaksi: Kemotaksis ile yiiksek konsantrasyonda bulunan besinlere yonelip

toksin 6zelligi bulunan ortamlardan kacabilmektedir.

e Biyofilm: Acanthamoeba keratitinin patogenezinde 6nemli bir rol oynayan
biyofilmler intravendz kataterler, kontakt lensler gibi ortamlarda
olusabilmektedir. Biyofilmler kuruduktan sonra dezenfektanlara karsi direng

saglamaktadir.

e Tlac direnci: Acanthamoeba spp.’nin kist formunda endokist ve ektokist iceren
cift duvarli yapisi ile kemoterapdtik ajanlara karsi fiziksel bir bariyer

olusturmaktadir.

e Her yerde bulunma: Acanthamoeba spp. her yerde bulunmas: ile maruziyeti

arttirmaktadir.

Bu 6zelliklerin tiimii Acanthamoeba spp.’nin patojenitesine katki saglasa dahi hastalik
liretme siireci patojenite ile sinirli olmayip konakg¢inin 6zelliklerine gore de degiskenlik

gostermektedir. (Khan, 2003, 2006; Lorenzo-Morales ve ark., 2015).
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2.8. Acanthamoeba Enfeksiyonlari

Acantahamoeba enfeksiyonlarinin  kulugka siiresi bilinmemekle beraber, klinik
belirtilerinin ortaya c¢ikmasi i¢in birka¢ hafta veya birka¢ ay gerekebilmektedir
(Marciano-Cabral ve Cabral, 2003). Acanthamoeba tiirleri baslica 2 6nemli hastaliga
sebep olmaktadir. Bunlardan ilki gérmeyi tehdit eden AK ve merkezi sinir sistemini
enfekte eden GAE ‘dir (Mungroo ve ark., 2022). Acanthamoeba tiirleri GAE ve AK’nin

yani1 sira kutandz lezyonlara da neden olmaktadir.

2.8.1. Acanthamoeba Keratiti

Acanthamoeba Keratiti genel olarak kisisel hijyen eksikligi, uzun siire kontakt lens
kullanimi, kontakt lenslerin uygun olmayan sekilde temizlenmesi, kontakt lenslerde
biyofilm olusumu ve buna maruz kalinmay1 igeren ¢ok faktorlii bir stirectir. Hastalik
genellikle kontakt lens kullanimi ile iliski olsa da lens kullanmayan kisilerde de ortaya
cikabilmektedir. AK, epitelyal bariyerin yikilmasi, amip tarafindan stromal istila, yogun
bir inflamatuvar yanit indiikklenmesi, fotofobi ve son olarak kor edici sonuglari olan
stromal nekrozu igermektedir (Sekil 2.6) (Rugaiyyah Siddiqui ve Naveed Ahmed Khan,
2012). Acanthamoeba keratitinde siklikla sekiz tiir izole edilmistir. Bunlar:
A.castellanii, A.culbertsoni, A.rhysodes, A.lungdunensis, A.polyphaga, A.hatchetti,
A.quina ve A.rhysodes’tir. AK’nin klinik goriiniimii siklikla Herpes Simpleks Viriisii
(HSV) keratiti ile karistirilsa da, AK’deki kornea lezyonlar: siklikla karakteristik halka
benzeri bir infiltrat sergilemektedir (Niederkorn, 2021).

Sekil 2. 6 Acanthamoeba keratitinin (AK) klinik evriminin temsili goriintiileri
(Varacalli ve ark., 2021) Epitelyal keratopati (A, evre I), stromal tutulum (B , evre 11) , epitelyal defekt ve

halka stromal infiltrat (C , D, evre I1l) ve derin ve yiizeysel neovaskiilarizasyon ve kornea skarlagsmasi
(E.F).
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AK vakalarinin biiyiikk cogunlugu kontakt lens kullanicilarinda meydana gelir ve ancak
kontakt lens hijyenin saglanmasi ile onlenebilir. Amipler musluk suyu veya hava
yoluyla lens kutusuna erisebilmektedir. Lens kutular1 dikkatli ve diizenli bir sekilde
temizlenmez ise lens kutusu igerisinde hizla yiiksek yogunluklara ulasip daha sonra
lenslere yapisip oradan da goze bulasabilir (Walochnik ve ark., 2015). AK’nin
teshisinin zor olmasinin yaninda mevcut olan tedaviler uzundur ve tiim suslara karsi tam
olarak etkili olmadigi bilinmektedir. Ayrica AK’nin patogenezi hala arastirilmaya
devam etmekte bu siirece dahil olan faktorlerin belirlenmesi, etkili tedavilerin
gelistirilmesi i¢in yardimci olmaktadir. Tedavi stirecindeki zorlayict faktorlerin basinda
Acanthamoeba’nin direngli kist evresi gelmektedir. AK hala nadir goriilen bir hastalik
kabul edilip Orphanet veri tabanina (ORPHA67043) dahil edilmektedir ve tahmini
prevalanst 1-9/100.000'dir. Diger amiplerin aksine Acanthamoeba tiirleri doku
igerisinde kistler olusturabilmektedir. Korneada yasayan tek bir Kist yeniden
enfeksiyona yol agabileceginden, tedavinin ilerleyisi diizenli olarak kontrol edilmelidir

(Lorenzo-Morales ve ark., 2015).

2.8.2. Graniilomatéz Amip Ensefaliti (GAE)

GAE siklikla diyabet hastalari, sistemik lupus eritematozus (SLE), organ nakli hastalari,
kanser tedavisi goren hastalar, HIV veya AIDS hastalar1 dahil olmak iizere bagisiklig1
baskilanmig Dbireyler arasinda goriilen ilerleyici bir merkezi sinir sistemi
enfeksiyonudur. GAE, diinya ¢apinda nadir olarak karsilasilsa da siklikla oliimle
sonuclanmaktadir. GAE’nin patogenezi ile 1ilgili mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir. Semptomlar genellikle bas agrisi, bulanti, sinirlilik, bag donmesi ve
diisiik dereceli ates ile basladigindan GAE bakteriyel menenjit, tiiberkiiloz veya viral
menenjit ile karistirilabilmektedir. Diger ilerleyici ndrolojik semptomlar arasinda
mental durum degisikligi, nobetler, konfiizyon, haliisinasyon, fokal noérolojik belirtiler,
diplopi, kraniyal sinir felgleri, ataksi, sag alt ekstremitede yiiksek dereceli paralizi,
letarji, boyun tutulmasi yer almaktadir. GAE, artan kafa i¢i basinct nedeniyle
semptomlarin baglamasindan bir ile iki ay sonra 6liime yol acan ilerleyici bir hastaliktir
(Kalra ve ark., 2020). GAE teshisi yaygin olarak Acanthamoeba’nin trofozoit ve kist
formlarinin mikroskobik olarak goriilmesi ile yapilir. Beyin omurilik sivist (BOS),
deri/siniis/akciger biyopsisi ve beyin doku biyopsisi (cerrahi islem sonrasi rezeksiyon ya

da 6liim sonrasi elde edilen) GAE teshisi i¢in tercih edilen 6rneklerdir. Deri lezyonlari
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genellikle yiizeyde veya ekstremitelerde eritematdz plaklar/iilserler seklinde
bulunabilmektedir. GAE vakalarinda yiiksek protein ve diisiik/normal glikoz seviyeleri

ile spesifik olmayan lenfosittik pleositoz gézlemlenir (Sekil 2.7) (Parija ve ark., 2015).

Sekil 2. 7 Graniillomatoz Amip Ensefaliti (Schimmel ve Mehta, 2020)

Siddetli akut solunum sendromu Koronavirus 2 (SARS CoV-2) hastalar1 immiin
diizensizlik ve kortikosteroid kullanimi gibi tedaviyle ilgili faktdrler dahil olmak tizere,
cesitli sekillerde ikincil enfeksiyonlara yatkin hale getirmektedir. SARS CoV-2, tip |
interferon sinyal yolunu inhibe ederek dogustan gelen bagisiklik tepkisini azaltmaktadir.
COVID-19 ayrica islevsiz olgun nétrofillerin ve nétrofil onciilerinin varligi ve CD4 ve
CDS8 T hiicrelerinin tilkenmesi ile de karakterizedir. GAE, standart bir tedavi protokolii
olmayan nadir olarak goriilen ve 6liimciil bir hastaliktir. Covid-19 hastaligi, bagisiklik
sisteminin bozulmasina sebep oldugundan hastalar1 bu enfeksiyona yatkin hale
getirebilmektedir. Bu sebeplerden o6tiirii COVID-19 hastalarinin bu enfeksiyona
yatkinligindaki rolii g6z ardi edilmemeli ve degerlendirilmelidir (Siripurapu ve ark.,
2021).

2.8.3. Kutanoz Acanthamoeba Enfeksiyonu

Immiin yetmezligi olan hastalar, merkezi sinir sistemi tutulumu olmaksizin ve tedaviye
1yl yanit veren ¢oklu subakut kutandz lezyonlara sahip olma egilimindedirler. Buna
karsilik, bagisikligr yeterli hastalarda, sinsi bir kutandz lezyon baslangici ardindan
merkezi sinir sistemi bozuklugu ve Olim gorilebilmektedir. Genel olarak kutandz
lezyonlar, 6zellikle GAE’l1 hastalarin gec belirtileridir. Kutanéz lezyonlar tipik olarak

papiilonodiilerdir. Cerahatli olan bu nodiiller, iyilesemeyen iilserlere doniisebilir.
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Papiiller, pistiiller ve kas i¢i apseler de tanimlanmistir (Sekil 2.8) (Galarza ve ark.,
2009).

Sekil 2. 8 (a) Acanthamoeba spp.'nin neden oldugu kutanéz lezyonlar. (b) Acanthamoeba
spp.'nin trofozoitleri. Hematoksilen ve eozin boyama, x400 (Galarza ve ark., 2009).

2.9. Acanthamoeba spp. Tanmis1
Acanthamoeba spp.’lerin tanisi i¢in birgok farkli yontem kullanilmaktadir. Bu
yontemler: direkt mikroskobi, Kkiiltiir yontemleri, PCR, Fluoresan In Situ Hibridizasyonu

(FISH), Restriction Flagment Lenght Polymorphism (RFLP) ve sitolojik testlerdir.

2.9.1. Acanthamoeba spp. Tamisinda Mikroskobik Yontemler

Cevresel orneklerden, BOS’dan veya dokulardan izole edilen Acanthamoeba spp.’lerin
tanimlanmas1 kist ve trofozoit morfolojisine bakilarak yapilmaktadir. GAE’nin kesin
tanisi, amipin dokudaki tespiti veya amipin izolasyonudur. Hem Acanthamoeba
trofozoitlerinin hem de beyin dokusundaki, deri lezyonlarindaki veya beyin omurilik
stvisindaki (BOS) Kist/trofozoit formlart gorsel olarak saptanmasi i¢in hem 151k hem de
elektron mikroskobu kullanilabilir (da Rocha-Azevedo ve ark., 2009; Marciano-Cabral
ve Cabral, 2003).

2.9.2. Acanthamoeba spp. Tamsinda Kiiltiir Yontemleri

Acanthamoeba spp. tamimlamasinda kiiltiir yontemleri amibin in vitro olarak
iiretilmesine, izole edilmesine imkan sagladigi i¢in tanida biiylik bir 6neme sahiptir.
Acanthamoeba spp. i¢in kullanilan temel besiyeri ortamlari pepton, maya Ozeti ve
glikoz igermektedir. Acanthamoeba spp. canli veya 6ldiiriilmiis bakterilerin varliginda,

besleyici olmayan agar veya diisiik konsantrasyonlarda besin igeren agar besiyerinde
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kolaylikla tiremektedir. Genel olarak tercih edilen bakteriler: K.pneumoniae, E.aerognes
ve E.coli ‘dir. Acanthamoeba spp. dogal ortam disinda en iyi sekilde iiretilmesi igin
yapilan besiyerlerinde dogal ortamin beslenme ve ¢evre kosullari ile uyumlu olmasina
0zen gosterilmelidir (Eroglu ve ark., 2015). Tavsan kani veya at kan1 igeren Tryptic Soy
Agar (TSA), Buffered Charcoal Yeast Extract Agar (BCYE) ve canli P. aeruginosa, E.
aerogenes veya S. maltophilia ile hazirlanan besleyici olmayan agar, Acanthamoeba
spp.’nin optimal geri kazanimini1 saglayan besiyerleri arasinda bulunmaktadir (Penland
ve Wilhelmus, 1997).

2.9.3. Acanthamoeba spp. Tamisinda Boyama Yontemleri

Acanthamoeba spp.’nin hem kiiltiir sonras1 hem de klinik orneklerden trofozoit /Kist
asamasinin morfolojik tanisi yapilmaktadir. Acanthamoeba spp.’nin boyanmamis
halinin tespit edilmesi kimi zaman zordur ve bazen tanimlanamamaktadir ¢linkii bu
asamalar seffaftir ve agar yiizeyinde birlikte biiyliyen bakteri veya diger organizmalar
(6rnegin mantarlar) ile ¢evrilidirler. Bu nedenle, hiicresel organellerin ayrintili yapilarini
gbzlemlemek i¢in boyamaya ihtiya¢c duyulmaktadir. Kistlerde temel hedef kist duvarini
boyamak olmakla birlikte Acanthamoeba nin boyanmasinda Gimenez boyasi, Giemsa
boyasi, Heidenhain’in demirli hematoksilen boyasi, demir hematoksilin-eozin,
laktofenol pamuk mavisi, kalkoflor beyazi ve akridin turuncusu, Masson’un trikomu,
Field’s boyasi kullanilmaktadir. Bu boyama tekniklerinden bazilar1 zaman alicidir bu
yilizden rutin laboratuvar ¢aligmalarinda kisa boyama prosediirleri tercih edilmektedir

(El-Sayed ve Hikal, 2015; Polat ve ark., 2007).

2.9.4. Acanthamoeba spp. Tamisinda Serolojik Yontemler

Acanthamoeba enfeksiyonlarint  saptamak ig¢in antikor titresindeki bir artis,
enfeksiyonun bir gostergesi olabilir. Bu degerlendirme icin, hasta oldugundan
stiphelenilen bir kisiden alinan serumun seri diliisyonlar1 kullanilarak indirekt
imminfloresan  (IIF) uygulanir. Ve fluoresan mikroskopta degerlendirilir.
Acanthamoeba ile enfekte olmus bireyler serumda yiiksek antikor titrelerine
sahipken, Acanthamoeba'ya maruz kalmis saglikli bireylerde serumda diisiik antikor
titreleri bulunur. Bu nedenle 1IF, Acanthamoeba ile enfekte oldugundan siiphelenilen
hastalarda enfeksiyonu dogrulamak i¢in yararli bir ara¢ olabilir. Western immiinoblot
analizi de insan serumunda Acanthamoeba'ya kars1 antikorlart gostermek igin

kullanilmistir (da Rocha-Azevedo ve ark., 2009).
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2.9.5. Acanthamoeba spp. Tanisinda Molekiiler Yontemler

Acanthamoeba tespiti molekiiler yontemler kullanilarak hizla gergeklestirilebilmektedir.
Tan1 amagl olarak, Acanthamoeba'nin cins diizeyinde tespiti, bir bireyin enfekte olup
olmadigin1 anlamak i¢in yeterlidir. Acanthamoebanin molekiiler tanimlamasi,
polimeraz zincir reaksiyon deneyleri ile gergeklestirilebilmektedir. 18S ribozomal RNA
geninin (18S rDNA) tam DNA gen dizisi, JDP1 ve JDP2 olarak adlandirilan
Acanthamoeba cinsine 6zgii primer g¢ifti kullanilarak yapilir. Bu PCR testinin bir
avantaji, bilinen tiim Acanthamoeba alt gruplarin1 saptamasidir. Ger¢ek zamanli PCR,
SYA’y1 farkli sekilde tanimlamak ve Acanthamoeba'yr N. fowleri ve B. mandrillaris'ten
ayirt etmek igin hizli bir yontem olarak kullanilmaktadir (da Rocha-Azevedo ve ark.,
2009).

2.10. Acanthamoeba spp. Korunma

Serbest yasayan amiplerden olan Acanthamoeba c¢evrede yaygin olarak
bulunabileceginden ve olusturdugu enfeksiyonlar oliimciil olabileceginden halk
bilgilendirilmelidir. AK i¢in ana risk faktorii kontakt lens kullaniminda yetersiz
hijyendir. Ornegin, AK geng erkeklerle siklikla iliskilendirilmistir, bu durum onlarin
kotii kisisel hijyeni, lenslerinin veya lens saklama kutularmin kétii kullanimi, bakimi,
dezenfeksiyon prosediirlerine uymamalarindan kaynaklanabilmektedir. Bunlara ek

olarak kontakt lensle yiizmek veya yiizii yitkamak da AK sebep olabilmektedir.

Tim kontakt lens kullanicilari, Acanthamoeba keratiti dahil olmak {izere goz
enfeksiyonlarr riskini azaltmaya yardimci olmak i¢in asagidaki maddelere dikkat

etmelidir.

o Diizenli gz muayeneleri i¢in gbz doktoruna gidilmelidir.

o Kontakt lensler hekimin 6nerdigi programa gore takilmali ve degistirmelidir.

e Dus almak, spa kiiveti kullanmak veya yiizmek dahil suyla temasi igeren
herhangi bir aktiviteden 6nce kontakt lensler ¢ikarilmalidir.

o Kontakt lenslere dokunmadan 6nce eller sabun ve suyla yikanmalidir.

o Kontakt lensler, onerilen talimatlarna ve freticinin ydnergelerine gore
temizlenmelidir. Lensler her temizlendiginde ve saklandiginda yeni temizleme

veya dezenfeksiyon soliisyonu kullanilmalidir.



23

Yanlis kullanom sonucu ¢izilmis veya parcalamis kontakt lensler
kullanilmamalidir.

Lensleri ovalamak ve durulamak, zararli mikroplarin ve kalintilarin giderilmesi
saglanmalidir.

Yeniden kullanilabilir lensler uygun saklama kutusunda saklanmalidir.

Saklama kutulart steril kontakt lens soliisyonu ile ovalanmali ve durulanmali
(asla musluk suyu kullanilmamalidir) ve her kullanimdan sonra kurumaya
birakilmalidir.

Saklama kutularini en az ti¢ ayda bir degistirilmelidir (CDC, 2012; Khan, 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Sahasinin Secilmesi ve Orneklerin Toplanmasi

Tez galigmasi kapsaminda Agustos 2021 ve Mart 2023 tarihleri arasinda sekil (3.1)’de
isaretlenen sehirlerden yogunlukla deniz suyu, havuz suyu, c¢esme suyu, kaplica,
hamam, nehir, gol, baraj, depo suyu olmak iizere farkli kaynaklardan 100 &rnek
toplanmistir. Su 6rnekleri 500 ml steril plastik siselerde toplanmistir. Her alinan 6rnegin
lizerine tarih, 6rnegin alindigi yer not edilmistir. Toplanan Ornekler termal ganta ile
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Parazitoloji Bilim Dali laboratuvarina

getirilmigtir.
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Sekil 3. 1 Orneklerin toplandig sehirler
3.2. Su Orneklerinin Filtrelenmesi

3.2.1. Su Orneklerinin Filtrelenmesinde Kullamlan Geregler

e Vakum pompasi (KNF NEUBERGER, 220 VAC 50 Hz 1.8 Amp, USA)
e 300 ml ekleme hunisi (Merck Millipore, Almanya)

e 47 mm filtre tutucu (Merck Millipore, Almanya)
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e Filtrasyon kiskaci (Merck Millipore, Almanya)

e 1000 ml erlen (Merck Millipore, Almanya)

e 0.45 um gdzenek biiyiikliigii 47 mm ¢apli membran filtre (AISIMO, ingiltere)
e Vorteks cihazi (IKA, Almanya)

e Pens

e Bekalevi

e Steril bisturi

Sekil 3. 2 Membran filtrasyon sistemi

3.2.2. Su Orneklerinin Filtrelenmesi

Steril plastik siselerde olacak sekilde Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Parazitoloji laboratuvara getirilen su ornekleri kiiltlir yontemi ve DNA izolasyonu i¢in
0.45 um capinda seliiloz nitrat membran filtreden (AISIMO, Ingiltere) yaklasik 30
saniyede 100 ml gececek sekilde vakum cihazi ile filtrelenmistir. Filtre yiizeyinin kuru
kalmamas1 amaciyla ylizeyinde 3-5 ml su kalincaya kadar filtreleme islemine devam
edilmistir. Filtre membranin yiizeyi steril bistiiri ile esit pargalara boliinmiis bir kismu -
20 C°ye DNA izolasyonu igin kaldirilmistir. Kalan kisim esit iki pargaya boliiniip bir
yarist Besinsiz Non-Nutrient Agar (NNA)’a bir yaris1 Buffered Charcoal — Yeast Exract
Agar (BCYE)’e ilizerine ters gevrilerek kapatilmigtir. Petrilerin kenarlar1 kurumayi
onlemek i¢in parafilm ile kaplanmistir. Daha sonra NNA-E.coli 30 °C’de, BCYE ise 37

°C’de inkiibe edilmistir. Bakteri ile kaplanmig alanlarda yilizeyde erime ya da agilma
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seklindeki goriintiiler siipheli kabul edilerek steril bistiiri ile ylizey kazinarak yaklagik 2
ml Page Salin igerisine siispanse edilip vortekslenip santrifiijlenmis daha sonra
mikroskobik olarak incelenmistir. Pozitif olarak kabul edilen 6rnekler -20 °C’ye DNA

izolasyonu i¢in kaldirilmistir.

3.3. Kiiltiir Yontemi
Bu ¢alismada 3 farkli besiyeri kullanilmistir. Escherichia coli 'nin iiretilmesi i¢in Brain
heart infusion agar (BHI), ¢evresel su orneklerinin kiiltiir islemi igin ise Nonnutrient

agar (NNA) ve Buffered charcoal — yeast exract agar (BCYE) kullanilmustir.

3.3.1. Brain Heart Infusion Agar (BHIA) (LABM — United Kingdom)

Toz Brain Heart Infusion Agardan 49 g, 1000 ml distile suya eklenip iyice
karigtirllmistir. pH 7.4 + 0.2 ye ayarlandiktan sonra hazirlanan Karigim 121 °C’de 15
dakika otoklavda steril edilmistir. 47 °C’ye kadar sogutulup petrilere dokiilerek

kurumaya birakilmistir. Daha sonra etrafi parafilm ile kapatilip 4 °C’ye kaldirilmistir.

3.3.2. Besinsiz Non-Nutrient Agar(NNA)

Page’s Saline

o NaClo.ooooioiii, 0.12¢g
o MgsOs.7H20......cccvvininnn, 0.004 g
e CaCl2.2HaO..oooovioieeen, 0.004 g
o NazHPOu4.....oooeeiiiiieeieiii, 0.142 g
o KHoPOu..oooo, 0.136 g
e Distilesu.............oooiii 1000 ml

pH6.8+0.1at25°C
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Non-nutrient agar

o AQar....ciiiiiiiii, 1509
e Page’ssaline...................... 1000 ml
pH 7.0 £0.2

Hazirlanan karisim 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Daha sonra petrilere
dokiilerek 4 °C’de saklanmgtir. Ornek ekimi yapilacagi zaman daha 6nceden Brain
Heart Infusion Agarda (BHI) iiretilmis olan 18-24 saatlik E.coli (ATCC 25922) 5 ml
page salin soliisyonu igerisinde yogun sekilde siispanse edilmistir sonra 121 °C’de 15
dakika otoklavmis ve stispansiyon steril pipet ile 1 ml alinip NNA yiizeyine bir ekiivyon

yardimi ile yayilmistir. Daha sonra kurumasi i¢in 24 saat 30 °C’de etiive kaldirilmustir.

3.3.3. Buffered Charcoal — Yeast Exract Agar (BCYE) (BD BBL, France)

Buffered Charcoal Yeast Exract Agar1 hazirlamak i¢in 1000 ml distile suya 2.4 gram
KOH eklenip ¢6ziinmesi i¢in karistirilmigtir. Daha sonra 38.3 gram toz BCYE’den
eklenip karistirllmaya devam edilmistir. Tozun tamamen ¢ozlinmesi i¢in 1sitma ve
karistirma islemi gerceklestirilmistir. pH’1 6.8 + 0.1 olacak sekilde ayarlanip hazirlanan
karisim 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Daha sonra 45-50 °C’ye kadar
sogutulmus ve tizerine 4 ml %10’luk filtre ile sterilize edilmis L-Sistein HCI ¢ozeltisi
eklenmistir. Sonra karistirilarak pH 6.8+0.2 olarak ayarlanmistir. Son olarak petrilere
dokiilerek kurumaya birakilmigtir. Daha sonra etrafi parafilm ile kapatilip 4 °C’ye

kaldirilmastir.

3.4. DNA izolasyon Asamasi

3.4.1. DNA izolasyon Asamasinda Kullamlan Gerecler
e QIlAamp Mini DNA izolasyon kiti (Qiagen, Almanya)

e Mini santrifiij (Eppendorf MiniSpin®plus, Sigma, Almanya)
o Vorteks (IKA)

e Eppendorf tiipii (2 mL)
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e Eppendorf tiipii (1.5 mL)
e Pipet ucu (20, 200, 1000 ul)
e Buzdolab1

e Kuru 1s1 blogu (Biosan, Almanya)

3.4.2. Kiiltiir Orneklerinin DNA izolasyonu Asamasi
Kit igerisinde konsantre halde bulunan Buffer APW1 ve Buffer APW?2 kitte tarif
edilen sekilde %96-100 etanol eklenerek hazirlanmistir.

Tablo 3. 1 Kiiltiir 6rneklerinin izolasyon Kitinin icerisindeki malzemeler

Kit Icerisindeki Malzemeler Uriin Miktarlar
QIAamp Mini Siitunlar 50

Toplama Tipleri ( 2 ml) 50

Eliisyon Tiipleri (1.5 ml) 50

Tampon ATL 38 ml

Buffer AW1 (konsantre) 18 ml

Buffer AW2 (konsantre) 15 ml

Buffer APL2 14 ml

Buffer AVE 8 sise

Proteinaz K 2.5ml

NNA besiyeri ve BCYE besiyerine kiiltiir yapilarak ¢ogaltilmis olan amiplerin
izolasyonu QIAamp ® DNA Minikit QIAGEN’de belirtilen prosediir basamaklarina

gore yapilmustir.
On asama olarak:

1. 2 ml’lik bir eppendorf tiipe 1,5 ml’ye kadar numune eklenip 14.000 rpm’de 5

dakika santrifiijlenmistir.
2. Siipernatant atilmistir.
3. 400 pl Tampon ATL eklenip pellet yeniden siispanse edilmistir.

Daha sonra spin protokol 6rnek hazirlama adimina gegilmistir:
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1. On isleme tabi tutulmus numunelere 40 pl Proteinaz K eklenip 10 saniye

vortekslenmistir.
2. Numune 56 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

3. Numuneye 200 ul Buffer APL2 ecklenip kapagi kapatilip 30 saniye

vortekslenmistir.
4. 70 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

5. Lizata 300 pl etanol (%96-100) eklenip kapagi kapatilip 15-30 saniye

vortekslenmistir.

6. Karigimin 600 pl’si QIAamp Mini filtreli tiipe aktarilmistir ve 8000 rpm’de 1
dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijleme isleminden sonra QIAamp Mini filtreli

tiip yeni 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir. Siizlintii i¢eren tiip atilmistir.

7. Kalan karisim (6.adimdan) QIAamp Mini filtreli tiipe aktarilmistir. Ve 7. Adim

tekrarlanmistir. Bir sonraki adim i¢in 2 ml’lik yeni toplama tiipiine aktarilmigtir.

8. QlAamp Mini filtreli tiipe 600 ul Buffer AW1 eklenmistitr. 8000 rpm’de 1
dakika santrifiijlenmistir. QIAamp Mini filtreli tipi yeni 2 ml’lik toplama

tiipiine aktarilmistir.

9. QlAamp Mini filtreli tiipe 750 pl Buffer AW2 eklenmistir. 14.000 rpm’de 3

dakika santfirtijlenmistir.

10. QIAamp Mini filtre kolonu 2 ml’lik yeni bir toplama tiiptline yerlestirilip siiziintii

iceren eski toplama tiipii atilmistir. 1 dakika 14.000 rpm’de santrifiijlenmistir.

11. QlAamp Mini filtreyi 2 mI’lik yeni toplama tiipiine yerlestirilip kapagi agilip 56
°C’de 3 dakika inkiibe edilmistir.

12. QIAamp Mini filtreli tiipii 1,5 ml’lik temiz bir eppendorf tiipiine yerlestirilip,
filtreli tiipiin merkezine 20-100 pl Buffer AVE eklenip kapagi kapatilip 1 dakika

boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

13. DNA’y1 ayristirmak i¢in 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir. 13. ve 14.

adim tekrarlanmustir.

Izolasyon islemi gergeklestirilen numuneler, PCR yontemi uygulaymncaya kadar

-20°C’de saklanmustir.
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3.5. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT- PCR) Asamasi
Gergek zamanli PCR (RT-PCR), Acanthamoeba ssp. 18S ribozamal RNA (18S)
gen Genesig ® Standart Kit kullanilmistir.

3.5.1. RT-PCR Test Prosediirii
Tablo 3. 2 RT-PCR ¢alisma protokolii

Asama Siire Sicaklik (°C)
Enzim aktivitesi 2 dakika 95°C
Dongii X 50 Denatiirasyon 10 saniye 95 °C

Primer baglanma ve .
60 saniye 60 °C
sentez

3.5.2. Sonug¢larin Yorumlanmasi

Tablo 3. 3 RT-PCR sonuclarin yorumlanmasi

FAM Internal Pozitif Kontrol  Negatif Kontrol Yorumlama
Kontrol (VIC)
<30 +/- + - Pozitif sayisal

sonug. Kopya
sayis1 hesaplanir.

>30 + + - Pozitif nicel sonug.
Kopya sayisi
hesaplanr.

>30 - + - Pozitif nitel sonug.

- + + - Negatif sonug.

+/- +/- + <35 Deney,

kontaminasyondan
dolay1 olumsuz
sonuglanmustir.

+/- +/- + >35 *

- - + - Yeterli numune
hazirlanmustir.

+/- +/- - + Deney basarisiz
olmustur.

3.6. Istatistiksel Analiz
Elde edilen veriler SPSS 22.0 versiyonu (SPSS Inc, Chicago, IL, ABD) yazilim1
kullanilarak analiz edilmistir. Besiyerlerinin  karsilasirilmasinda  ki-kare  testi

kullanilmistir. Besiyerleri arasinda, tiretilen Acanthamoeba spp. tespitinde uyum, kappa
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katsayis1 hesaplanarak degerlendirilmistir. Istatistiksel anlamlilik icin %95 giiven

araliginda 0,05’in altindaki p degeri anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Istanbul T1p Fakiiltesi Parazitoloji laboratuvarma uygun kosullarda getirilen su drnekleri
kiltiir yontemi i¢in vakum cihazi ile filtrelendikten sonra filtrenin bir yarisi NNA-
E.coli’ye bir yarist BCYE besiyeri tizerine ters ¢evrilerek kapatilmistir. NNA- E.coli 30
°C’de, BCYE ise 37 °C’de inkiibe edilmistir. NNA-E.coli besiyerleri 14 giine kadar
inkiibe edilip, belirli araliklar ile tireme kontrol edilmistir. BCYE besiyeri en iyi tireme
sonuglarint 66-72 saat araliginda verdiginden ve 10. gilinden sonra kurumaya
basladigindan petriler 10 giin saklanmistir. Mikroskop incelemeleri sonucu Kist ve
trofozoit sekilleri gézlemlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4. 1 a. BCYE besiyerinde Acanthamoeba trofozoiti (X40) b. NNA-E.coli besiyerinde
Acanthamoeba kistleri (X40)
100 6rnegin kiiltiir sonuglart incelendiginde besiyeri ayrimi yapmaksizin toplamda 27

su 6rneginde Acanthamoeba spp. belirlenmistir. NNA-E.coli besiyerinde Acanthamoeba
spp.’ye ait 15 kist 7 trofozoit gozlemlenirken, BCYE besiyerinde 9 kist ve 10 trofozoit
saptanmigti. Her iki besiyerinde ise ortak olarak 14 ornekte kist / trofozoit
belirlenmistir. 8 6rnek sadece NNA-E.coli besiyerinde belirlenirken, BCYE besiyerinde
5 ornekte kist/ trofozoit gozlemlenmistir. Trofozoit iiretiminde BCYE besiyeri daha

basarili bulunmustur (Tablo 4.1).
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Tablo 4. 1 NNA-E.coli Besiyeri ve BCYE Besiyeri Acanthamoeba spp. pozitiflik
karsilastirmasi

BCYE Besiyeri

NNA
Besiyeri/E.coli Yok var 12 P
n % n %
Yok 73 93,6 5 6,4 36,515 p<0,001
Var 8 36,4 14 63,6

Kappa=0.602 : p<0,001 ; %95% GA : 0.407 ile 0.797

NNA-E.coli besiyeri ve BCYE besiyerinde iireyen Acanthamoeba spp. istatistiksel
olarak karsilastirilmistir. Iki besiyerinde iireyen ornek sayisi ki-kare hesaplanarak ve
NNA-E.coli besiyeri ve BCYE besiyeri arasinda onemli derece uyum anlamli
bulunmustur.

Acanthamoeba spp. kist/trofozoit besiyerinde tanimlandiktan sonra NNA-E.coli
besiyerine pasaj alinmistir. Pasaj sonrasi tekrar Acanthamoeba Kist/trofozoitleri
gozlemlenen Ornekte kistlere Laktofenol pamuk mavisi ile boyama yapilmistir (Sekil
4.2). Boyama sonrasi asagidaki sekilde de goriilecegi iizere amibin kist duvari agiga

¢ikip diger alanlara gore daha koyu maviye boyanmustir.

Sekil 4. 2 NNA-E.coli besiyerinde laktofenol pamuk mavisi ile boyanmis Acanthamoeba
kistleri (X40)
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NNA-E.coli ve BCYE besiyerlerinin incelenmesi sonucu Acanthamoeba spp. Kist
saptanan Ornekler morfolojik kriterlere gore degerlendirilmistir. Kistlerin biiyiklik ve
sekilleri baz alinarak yapilan siiflamada agirlikli olarak tespit edilen 6rneklerin grup II

ve grup IIl’e ait olduklar1 goriilmiistiir.

Sekil 4. 3 NNA-E.coli besiyerinde tespit edilen Kist goriintiileri
a)Kist sekil ve biiyiikliigiine gore Grup II b)Kist sekil ve biiyiikliigiine gore Grup 111

Besiyeri sonuglar1 gézlemlenen 6rneklerin DNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra
Gergek zamanli PCR (RT-PCR) analizi gerceklestirilmistir. 100 6rnekten toplam 25

ornegin RT-PCR sonucu pozitif bulunmustur.

=l Reports.. % Std. Curve [T Results || g Dynamic Tube % Slope Correct “Z Ignore First g Take Off Adj. | [] Outlier Removal... |d Save Defaults

arl
Mamed On | AllOn | AIDI
Edt Samples.

CT Calculation
I Ivert Raw Data

Threshold 0,03

Tl

H Eimnate Cyces [T
o belae
AutoFind Thresheld
03 Standard Curve
N
N,
02 Type : Floaiing

Impatt Curve... | Fieset

01 Imported Settings

00§ hreshold — — — —
. e =

8 5 10 1 2 2 0 3 40 s 50
Cycle

Adjust Scale. Auto-Scale Default Scale Log. Scale

Sekil 4. 4 Baz1 Acanthamoeba spp. pozitif 6rneklerinin RT-PCR grafigi
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Tablo 4. 2 Orneklerin alindi@1 yer - tarih bilgisi ve Acanthamoeba spp. tamisinda kullanilan

yontemlerin pozitiflik karsilastiriimasi

Ornek Ornegin Ornegin  Ahnan Alinan NNA BCYE RT-
No Alindig1 Yer Tiirii Tarih Mevsim Besiyeri  Besiyeri PCR
/E.coli (Cy)

1 Mardin Kuyu 27.08.2021 Yaz - - -
Suyu

2 Mardin Dogal 27.08.2021 Yaz + - + 23,45
Kaynak
Suyu

3 Mardin Cesme 27.08.2021 Yaz + + +21,34
Suyu

4 Sanlurfa Gol 28.08.2021 Yaz + + +21,12
Suyu

5 Sanliurfa Cesme 28.08.2021 Yaz - - -
Suyu

6 Sanlurfa Kuyu 28.08.2021 Yaz + + + 26,99
Suyu

7 Sanlurfa Baraj 28.08.2021 Yaz + + +29,32
Suyu

8 Diyarbakir Kaplica  29.08.2021 Yaz + - + 32,21
Suyu

9 Diyarbakir Kaplica  29.08.2021 Yaz + + -
Suyu

10 Diyarbakir Dogal 29.08.2021 Yaz + + -
Selale

11 Diyarbakir Cesme 29.08.2021 Yaz - - -
Suyu

12 Diyarbakir Cay 29.08.2021 Yaz + + -

13 Diyarbakir Nehir 29.08.2021 Yaz - - -
Suyu

14 Diyarbakir Nehir 30.08.2021 Yaz - - -
Suyu

15 Diyarbakir Nehir 30.08.2021 Yaz + + -

Suyu
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17

18

19

20
21

22

23

24

25
26

27

28

29

30

31

32

Diyarbakir

Diyarbakir

Diyarbakir

Diyarbakir

Diyarbakir
Diyarbakir

Diyarbakir

Eskisehir

Eskisehir

Eskisehir
Eskisehir

Antalya

Tokat

Tokat

Tokat

Afyonkarahisar

Manisa

Dogal
Kaynak
Su
Baraj
Suyu
Cesme
Suyu
Cesme
Suyu
Sicak Su
Yiizme
Havuzu
Musluk
Suyu
Cesme
Suyu
Cesme
Suyu
Cay
Hamam
Suyu
Deniz
Suyu
Musluk
Suyu
Cesme
Suyu
Dogal
Kayak
Su
Kaplica
Suyu
Musluk
Suyu

30.08.2021

30.08.2021

31.08.2021

31.08.2021

31.08.2021
31.08.2021

31.08.2021

25.09.2021

25.09.2021

25.09.2021
25.09.2021

27.06.2022

22.08.2022

22.08.2022

22.08.2022

02.04.2022

03.04.22

Yaz

Yaz

Yaz

Yaz

Yaz
Yaz

Yaz

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Yaz

Yaz

Yaz

Yaz

[Ikbahar

[Ikbahar

36
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34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44
45

46

47

Zonguldak

Zonguldak

Diyarbakir

Bolu

Bolu

Bursa

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Dogal
Kaynak
Suyu
Toprakli
Su
Toprakli
Su
Musluk
Suyu
Cesme
Suyu
Cesme
Suyu
Hastane
Musluk
Suyu
Cesme
Suyu
Hastane
Musluk
Suyu
Hastane
Depo
Suyu
Hastane
Depo
Suyu
Atik Su
Saks1
Alt1
Suyu
Saks1
Alt1
Suyu
Hamam

Suyu

26.08.2022

26.08.2022

30.08.2021

08.09.2022

08.09.2022

18.09.2021

22.09.2022

07.10.2022

10.10.2022

10.10.2022

10.10.2022

10.10.2022
13.10.2022

13.10.2022

25.10.2022

Yaz

Yaz

Yaz

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

37

+32,39

+ 20,86



48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

Istanbul

Istanbul

Van

Bitlis

Siirt

Diyarbakir

Diyarbakar

Elazig

Elazig

Malatya

Malatya

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Hamam
Suyu
Cesme
Suyu
Gol
Suyu
Dogal
Kaynak
Su
Cesme
Suyu
Cesme
Suyu
Dogal
Kaynak
Su
Dogal
Kaynak
Su

Gol
Suyu
Musluk
Suyu
Cesme
Suyu
Yapay
Selale
Yapay
Selale
Saksi1
Alt1
Suyu
Sebil
Suyu
Sebil
Suyu

25.10.2022

25.10.2022

10.08.2022

14.08.2022

14.08.2022

02.09.2022

02.09.2022

06.11.2022

06.11.2022

06.11.2022

06.11.2022

26.10.2022

19.11.2022

20.12.2022

20.12.2022

20.12.2022

Sonbahar

Sonbahar

Yaz

Yaz

Yaz

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Sonbahar

Kis

Kis

Kis

+

38

+ 38,45

+ 27,65

+ 17,10

+30,79

+29,22

+ 33,77
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65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

7

78

79

80

Denizli

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Ankara

Ankara

Ankara

Ankara

Istanbul

Istanbul

Cesme
Suyu
Yapay
Gol
Yapay
Dere
Yiizme
Havuzu
Kuyu
Suyu
Kuyu
Suyu
Depo
Suyu
Saksi
Alt1
Suyu
Hamam
Suyu
Hamam
Suyu
Deniz
Suyu
Kaplica
Suyu
Kaplica
Suyu
Kaplica
Suyu
Musluk
Suyu
Deniz
Suyu
Deniz

Suyu

20.12.2022

04.01.2023

04.01.2023

04.01.2023

09.01.2023

09.01.2023

10.01.2023

23.01.2023

23.01.2023

23.01.2023

24.01.2023

28.01.2023

28.01.2023

28.01.2023

28.01.2023

26.02.2023

26.02.2023

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

39

+ 29,67

+ 30,82

+31,73

+ 30,36

+ 29,76
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82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

Bolu

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Musluk
Suyu
Gol
Suyu
Gol
Suyu
Deniz
Suyu
Deniz
Suyu
Saksi
Alt1
Suyu
Saksi
Alt1
Suyu
Saksi1
Alt1
Suyu
Dere
Suyu
Siis
Havuzu
Yiizme
Havuzu
Yiizme
Havuzu
Siis
Havuzu
Cesme
Suyu
Cesme
Suyu
Hamam

Suyu

29.01.2023

26.02.2023

26.02.2023

26.02.2023

26.02.2023

01.03.2023

01.03.2023

01.03.2023

01.03.2023

01.03.2023

14.03.2023

14.03.2023

15.03.2023

15.03.2023

15.03.2023

15.03.2023

Kis

Kis

Kis

Kis

Kis

[Ikbahar

[lkbahar

[Ikbahar

[lkbahar

[lkbahar

[lkbahar

[lkbahar

[lkbahar

[Ikbahar

[Ikbahar

[Ikbahar

40

+ -

+ + 38,81
+ + 34,82
- + 31,48
- + 29,89
+ + 20,91
- + 36,01
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97 Istanbul Hamam  15.03.2023 ilkbahar - - -
Suyu

98 Istanbul Hamam  15.03.2023 ilkbahar - - -
Suyu

99 Istanbul Siis 15.03.2023 ilkbahar - - -
Havuzu

100 Istanbul Musluk ~ 15.03.2023 ilkbahar - - -
Suyu

Calismanin basinda NNA besiyerinde E.coli ATCC® 25922™ disinda P.aeruginosa
ATCC® 27853™ ve S.aureus ATCC® 25923™ bakterileri ile deneme yapilmistir. Fakat
hem malzemelerin hem de imkanlarin kisitli olmasi sebebi ile denemeler sonucunda
yogunluklu olarak NNA-E.coli ile pozitif sonu¢ alininca ¢alismaya E.coli ile devam
edilmistir. Acanthamoeba spp. kiiltiirii i¢in ¢alismada kullanilan iki farkli besiyerinden
NNA-E.coli ’de 22 pozitif sonu¢ bulunurken BCYE’de ise 19 pozitif sonug tespit
edilmistir. Calisilan 100 6rnekten 27’si kiiltiirde pozitif sonug verirken 25’1 RT-PCR ile
pozitif bulunmustur. Kiiltiirde hi¢ tiretilmeyen 73 6rnegin 9’u ise RT-PCR’de pozitif

bulunmustur.
Tablo 4. 3 Acanthamoeba spp. tespitinde NNA-E.coli ve RT-PCR pozitiflik
karsilastirilmasi
NNA-E.coli %2 p
RT-PCR Yok Var
Yok 67 11
22,4 p<0,001
Var 8 14
Toplam 75 25

Kappa= 0.472; p<0,001; %95 % GA 0.270 ile 0.675
NNA-E.coli ve RT-PCR arasinda ¢ogunluk ile uyum anlamli bulunmustur.
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Tablo 4. 4 Acanthamoeba spp. tespitinde BCYE ve RT-PCR pozitiflik karsilastirilmasi

BCYE 72 p
RT-PCR Yok Var
Yok 0 ° 9,5 p<0,002
Var 15 10
Toplam 81 19

Kappa=0.304 ; p<0,001 ; %95% GA 0.089 ile 0.519

BCYE ve RT-PCR arasinda orta giicte uyum istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
NNA-E.coli ve BCYE besiyerlerlerinin  RT-PCR ile uyumu kappa Kkatsayisi
hesaplanarak degerlendirilmistir. Bulunan katsayilara bakildiginda; 0,30 ile 0,60
arasinda degisen orta giicte ve 6nemli olabilecek diizeyde uyumlar istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,001).

Acanthamoeba spp. tespitinde kullanilan

yontemlerin pozitifik karsilagstirmasi
30

25

20
15
10

0

NNA-E.coli BCYE RT-PCR

25

(€]

B NNA-E.coli mBCYE = RT-PCR

Sekil 4. 5 Acanthamoeba spp. tespitinde kullanilan yontemlerin pozitiflik karsilastiriimasi
Tiirkiye’nin gesitli illerinden toplanan 100 6rnegin 17 tanesi ilkbahar, 32 tanesi yaz, 26

tanesi sonbahar, 25 tanesi kis mevsiminde olmak iizere farkli mevsimlerde toplanmistir.
Yaz mevsiminde toplanan 32 6rnekten 12 tanesi kiiltiirde pozitif saptanmistir. Diger

mevsimlere kiyasla Acanthamoeba spp. yaz aylarinda daha sik tespit edilmistir.
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5 TARTISMA

SYA’dan Acanthamoeba c¢evrede ylizme havuzlarinda, siselenmis sularda, deniz
sularinda, gollerde, durgun sularda, nehir suyunda, havalandirma kanallarinda, klima
uinitelerinde, lagim suyu, toprak, diyaliz tiniteleri, goz yikama tiniteleri gibi ¢ok ¢esitli
yerlerde bulunabilmektedir. Acanthamoeba spp.’ye bagli enfeksiyonlar diisiik
morbitidiye ragmen yiiksek Oliim ile karakterize olup ciddi klinik problemler
olusturmaktadir. Acanthamoeba; bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde GAE’ye,
akciger ve deri enfeksiyonlarina, saglikli bireylerde ve kontakt lens kullanicilarinda
AK’ye neden olmaktadir. Acanthamoeba’nin yasam dongiisiinde iki asama
bulunmaktadir. Vejetatif biiylime sergileyen aktif bir trofozoit asamasi ve minimum
metabolik aktiviteye sahip direngli kist asamasidir. Aktif olarak bakteri, alg, maya veya
kiiciik organik pargaciklarla beslenir ve hiicrenin sitoplazmasinda birgok besin vakuolii
gortilebilmektedir (CDC, 2019; Khan, 2006; Krol-Turminska ve Olender, 2017). Besin
vakuoliinde kullandig1 besinlerden herhangi biri, labortuvarda Acanthamoeba igin
biiylime substrati olarak kullanilabilmektedir ancak bunlardan bazilar1 kullanildiginda
onemli problemlere neden olabilmektedir. Ornegin, mayalarin biiyiime substrat: olarak
kullanildig1 durumlarda, mayalarin asir1 biiylimeleri ve saf Acanthamoeba kiiltiirleri
elde etmek icin mayayr yok etmenin zorlugu nedeniyle sorunludur. Bu sorunlarin
iistesinden gelmek ve Acanthamoeba tespitinde yiiksek verim elde etmek igin gevresel
ve Klinik orneklerin izolasyonunda diinyada besleyici olmayan agar petrilerine ekilen
Gram negatif bakterilerin kullanilmas1 tercih edilmektedir. NNA, minimum diizeyde
besin icermektedir ve bu nedenle istenmeyen organizmalarin iiremesini engellemektedir
(Khan, 2006). Acanthamoeba kiiltiirii konakgi-parazit arasi bilgilerimizi gelistirmek,
teshis, uygun miktarda parazit elde etmek, konak¢1 parazit arasi iliskileri hakkindaki
bilgilerimizi gelistirmek, parazitin molekiiler, biyolojik ve immiinolojik 6zelliklerini
belirlemek, as1 ve ilag gelistirmek i¢in 6nemli bir adimdir (Eroglu ve ark., 2015).
Acanthamoeba tiirlerini tespit etmek ve miktarin1 belirlemek 6nemlidir. Bunun igin
kullanilan kiiltiir yonteminde tanin uzun zaman almasi sebebi ile molekiiler yontemler

daha ¢ok tercih edilmektedir.
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Cevresel su orneklerinde Acanthamoeba spp.’yi belirlemek amaciyla yaptigimiz bu
calismada Tiirkiye’nin gesitli sehirlerinden ve insan temasinin yogun oldugu toplam 100
su 6rnegi ile calisilmistir. NNA-E.coli ve BCYE Kkiiltiirlerine alinan su 6rneklerinde
ortalama 5 giinde Acanthamoeba spp. tremistir. Her iki Kkiltir y6nteminde su
orneklerinin %27’sinde Acanthamoeba spp. belirlenmistir. Acanthamoeba iiretilmesinde
NNA-E.coli besiyeri (22/100) BCYE besiyerine (19/100) ile benzer sonuglar
gostermistir. Penland ve Wilhelmus’un yaptigi ¢alismada daha onceden laboratuvara
basvurmus olup Acanthamoeba spp. pozitif olan hasta 6rneklerini BCYE ve TSA
(tavsan kanli, koyun kanli, at kanli, insan kanli) ve Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, E.aerogenes ATCC 13048, Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13637, E.coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Serratia marcescens B1523 bakterilerini canli ve 6lii olarak besleyici olmayan
agarda iretmislerdir ve BCYE besiyerinin digerlerine gore trofozoitlerin tiretiminde
calismamiza benzer sekilde daha basarili sonug¢ verdigini belirlemislerdir (Penland ve
Wilhelmus, 1997). Calismamizda kullanilan BCYE besiyerinde Acanthamoeba spp.’ye
ait 10 trofozoit ve 9 kist gézlemlenirken, 1s1 ile 6ldiiriilmiis NNA-E.coli besiyerinde 15
kist ve 7 trofozoit gozlemlenmistir. Acanthamoeba biiyiimesini farkli kdltiir
ortamlarinda karsilastiran az sayida ¢alisma yapilmistir. Bu amip i¢in daha yeni ve daha

erisilebilir kiiltiir ortamlar1 kesfedilebilir.

Tawfeek ve ark. Kahire, Misir’da ¢evreden izole edilen potansiyel patojenik
Acanthamoeba’nin  genotipik, fizyolojik ve biyokimyasal karakterizasyonu
amagladiklart ¢aligmada 75 g¢evresel 6rnegin toplanmasi sonucu NNA-E.coli besiyerine
kiltiir islemi uygulamislardir. Yapilan bu ¢alismada toplanan 35 su 6rneginin 11’inde
(%31,4) Acanthamoeba spp. tespit etmislerdir (Tawfeek ve ark., 2016). Calismamizda
ise benzer sekilde toplam %27 kiiltiir pozitif sonuc elde edilmistir. fran’ da Mahmudi ve
arkadaglarinin Mayis-Haziran 2019 tarihleri arasinda Guilan eyaletinin ilgelerinde halka
acik parklardan rastgele 80 su Ornegi ve 20 toprak ornegi toplamislardir. Ve topladiklari
80 su orneginin 40’inda (%50) Acanthamoeba tespit etmislerdir (Mahmoudi ve ark.,
2022). Koyun ve arkadaslarmin Samsun’daki su kaynaklarinda (nehir ve musluk
sularinda) SYA’nin varligini tespit etmek igin 32 farkli noktadan (Samsun merkez,
Terme, Carsamba, Tekkekdy, Bafra) 222 su 6rnegi almiglardir. Aldiklart bu 6rneklerin
toplam %44’ pozitif bulunmustur. Acanthamoeba spp. Samsun’da 15/36 (%41,7) ,
Terme’de 58/90, Carsamba’da 12/30 (%40), Tekkekdy’de 7/18 (%38.,9) ve Bafra’da
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6/18 (%33,3) nechir Orneginde tespit etmislerdir. Musluk suyu Orneklerinde
Acanthamoeba spp. tespit etmemislerdir (Koyun ve ark., 2020). Calismamizda Iran ve
Izmir’de yapilan calismalara kiyasla daha diisiik pozitiflik saptanmistir. Aykur ve
Dagcr’nin ise ¢esitli su kaynaklarinda Acanthamoeba ve Naegleria fowleri’nin
belirlenmesi amaciyla Izmir’de gergeklestirdikleri ¢alismada, musluk, havuz, kuyu, gol ,
baraj, akarsu, deniz suyu ve termal kaynak suyu olmak iizere toplam 148 su ornegi ile
caligmiglardir. 148 Ornekten 18 (%12,16)’sini Acanthamoeba spp. i¢in pozitif
bulmuslardir (Aykur ve Dagci, 2021). Cevresel kaynaklar, insan enfeksiyonu igin
onemli bir potansiyel risk sebebi oldugundan Acanthamoeba’nin farkli ortamlarda
yayginliginin incelenmesi, insanlarda hastaligin kontrolii ve Onlenmesi i¢in yardimci
olabilmektedir. Cevrede bir¢ok yerde bulunan Acanthamoeba spp.’nin prevelansinda
farkliliklar goriilmektedir. Bu farkliligin sebebi cografi konumlar1 farkli olan iilke ve

bolgelerdeki suyun sicakligi, iklim kosullari gibi durumlar oldugu diisiiniilmektedir.

Acanthamoeba spp. kistleri morfolojik 6zelliklerine gore siniflandirilmaktadir. Pussard
ve Pons Acanthamoeba spp.’yi kist boyutu ve morfolojik 6zelliklerine gore 3 gruba
ayirmistir. Kist ozellikleri cins tanimlamasimi kolaylastirsa da tiir diizeyinde ayrim
yapmak zordur. PCR ve dizileme teknolojilerinin gelismesiyle, Acanthamoeba spp. 18S
rRNA gen dizilerine dayali olarak siniflandirilmaktadir (Fuerst ve Booton, 2020).
Genotip sistemi, suslarin belirli bir ortam ya da patolojik bir ortamla iliskisinin kaydin
kolaylagtirarak kesin sus tanimlamasina olanak vermekte olup epidemiyolojik
arastirmalarin gelismesine katki saglamaktadir. Genotipler ve patojenite arasinda heniiz
net bir iliski kurulamamis olmasina ragmen morfolojik olarak grup I gevresel ve patojen
olmayan susglar ile iliskilendirilmistir (D. Corsaro ve ark., 2017). Hajalilo ve
arkadaglarimin 2016 yilinda Iran’daki amipli keratit hastalarindan Acanthamoeba
suslarinin izolasyonu ve genotiplendirilmesini gergeklestirdikleri ¢aligmalarinda 138
kornea kazintisi, kontakt lens 6rnegi ve geregleri incelemislerdir. Tiim klinik 6rnekleri
hem direkt mikroskobi hem de kiiltiir yontemi ile incelemislerdir. Morfolojik
smiflamaya gore gruplandirdiklari 6rneklerde agirlikli olarak grup II’ye ait kistler tespit
etmiglerdir ancak tek bir izolatta grup I morfolojisine ait Acanthamoeba spp. Kkisti
saptamiglardir (Hajialilo ve ark., 2016). Misir’da Damanhour igme suyu aritma tesisinde
Acanthamoeba tiirlerinin arastirildigt Herrawy ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada 48 su orneginiden 12 6rnekte (%25) pozitiflik saptamislardir. Bu ¢alismanin

sonuglarina gore, morfolojik olarak siniflandirilan 6rneklerde grup I, grup Il ve grup
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[II’e ait Acanthamoeba spp. tespit etmislerdir (Al-Herrawy ve ark., 2015). 2020 yilinda
Izmir Ilinde Toplanan Cevresel Orneklerde Acanthamoeba spp. Naegleria Fowleri ve
Balamuthia mandrillaris Arastirilmas1 Aykur tarafindan gergeklestirilmistir. Aykur’un
yapmis oldugu c¢alismada 148 su Orneginin degerlendirilmesi sonucu %12,16’sinda
Acanthamoeba spp. pozitif saptamistir. Morfolojik kriterlere gore kistlerin biiytikliik ve
sekillerine gore yaptiklart siniflamada grup Il ve grup III’e ait olduklarini saptamiglardir
(Aykur, 2020). 100 farkli ¢evresel su 6rnegini inceledigimiz ¢alismamizda kiiltiirde
iiretilen 27 Acanthamoeba spp. morfolojik olarak siniflandirildiginda agirlikli olarak

grup Il ve grup II’e ait oldugu belirlenmistir.

Cevresel ve klinik 6rneklerde Acanthamoeba spp.’nin tanimlanmasi genellikle direkt
mikroskobi ve/veya Kkiiltir yontemi kullanilarak yapilmaktadir. Kiiltiir yontemi
orneklerin tanisinda altin standart olarak kullanilmaktadir. Ancak bu yo6ntemlerin
incelemeyi yapan kisilerin deneyimine ve Acanthamoeba spp.’nin iireme kosullarinin
degiskenligi nedeniyle bazi smirlamalart bulunmaktadir. Molekiiler yontemlerin
gelismesi ile beraber bu problem 6nemli 6lgiide azalmistir (Chang ve ark., 2010;
Lorenzo-Morales ve ark., 2015). Milanez ve arkadaslarinin Filipinler de 63 adet igme su
sistemlerinden izole ettikleri Acanthamoeba spp.’yi epidemiyolojik ve molekiiler
yonlerden inceledikleri ¢alismalarinda, NNA-E.coli Dbesiyerinde %14,28 (9/63)
pozitiflik , Acanthamoeba’ya 6zgii priimerler kullanilarak kiiltiir pozitif drneklerinin
molekiiler yontemle de pozitif oldugunu saptamislardir (9/9) (Milanez ve ark., 2020).
Karimi ve arkadaslarmin Bati iran su kaynaklarinda Acanthamoeba spp.’nin
tanimlanmast ve genotiplendirilmesini arastirdiklar1 c¢alismada 72 su Ornegi
toplamiglardir  bunlara  kiiltiir  islemi  uygulandiktan sonra PCR  islemi
gerceklestirmislerdir. Inceledikleri 72 su &rneginin  tamaminin  (%100)  kiiltiir
yontemiyle SYA acisindan pozitif oldugu saptamislardir. Kiiltiir 6rneklerinden
Acanthamoeba’nin teshisi ve tanimlanmasi igin kullanilan PCR testinin sonucua gore
sadece 17 ornegi (%23,6) pozitif olarak saptamislardir (Karimi ve ark., 2023).
Masangkay ve arkadaglarinin Filipinlerde kuyu suyu kaynaklarinda, Cryptosporidium
ve Acanthamoeba ssp.’yi arastirdiklar1 ¢aligmalarinda %36 (8/22) Acanthamoeba spp.
acisindan pozitif bulmuslardir. Molekiiler olarak yaptiklari testlerde kiiltiir sonucu
morfolojik olarak Acanthamoeba spp.’ye uygun 6zellik géstermesine ragmen 2 6rnekte
PCR sonucunu negatif bulmuslardir (Masangkay ve ark., 2022). Degerli ve

arkadaglarmin Tirkiye genelinde termal havuzlarda Acanthamoeba ve Naegleria’nin
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genotiplendirilmesini yaptiklar1 c¢aligmada toplam 434 su Ornegini incelemislerdir.
Inceledikleri &rneklerinin %6’sinda (26/434) Acanthamoeba spp. %0,7’sinde (3/434)
Naegleria tespit etmislerdir. Kiiltiirde tretilen 26 6rnegin sadece 15’inin PCR ile
Acanthmoeba oldugunu dogrulanmiglardir ancak 11 SYA’nin hangi gruptan oldugu
belirleyememislerdir. (Degerli ve ark., 2020). Calismamizda 100 ornekten toplam 27
tanesinin kiiltiiriinde pozitiflik saptanirken 25 6rnegin RT-PCR sonucu Acanthamoeba
spp. oldugu dogrulanmistir. Kiiltiirde hi¢ tretilmeyen 73 6rnegin 9’u ise RT-PCR’de
pozitif bulunmustur. Yapilan calismalar géz oniine alindiginda kiiltiir yontemi uzun
stiregler gerektirmesine ragmen giiniimiizde Acanthamoeba spp. tespitinde hala altin
standart olarak kabul edilmektedir. Kiiltir ve RT-PCR sonuglari arasinda fark
goriilmesinin sebebi mikroskop goriintiileri incelenen kiiltiir 6rneklerinin Acanthamoeba
spp. ile benzer morfolojik goriintillere sahip Vermamoeba spp. (Hartmannella)
olabilecegi disiinilmektedir. Acanthamoeba tiirleri bircok genotipe sahiptir ve yeni
genotipler kesfedilmektedir.

Acanthamoeba spp. tiim diinyada farkli iklim 6zelliklerine sahip bolgelerde ve farkli su
kaynaklarinda bulunmaktadir. Mevsimsel degisiklikler, Acanthamoeba spp.’nin varligi
ile iligkilendirilebilir. Kao ve arkadaslarinin Tayvan’da bulunan Puzih Nehri
havzasindaki Acanthamoeba spp.’nin varligin1 degerlendirdikleri ¢alismalarinda toplam
136 su drnegi toplamislardir. Ornek toplama 2009 Temmuz- 2010 Mart arasinda dort
mevsimi kapsayacak sekilde yapilmistir. 136 6rnegin 16’sinda (%11,7) Acanthamoeba
spp. saptamiglardir. Acanthamoeba spp. mevsimsel olarak ilkbahar (%2,9), yaz (%32,4),
sonbahar (%2,9) ve kis (%8,8) tespit etmislerdir. Calismanin sonucuna gore
Acanthamoeba spp. en sik yaz aylarinda saptamislardir (Kao ve ark., 2013). Carnt ve
arkadaslarmin Sidney’de yaptig1 arastirmada musluk sularinda Acanthamoeba spp.’nin
mevsimsel degisikligi incelemislerdir. Toplamda 97 6rnek toplamis ve bunlarin %28,6
‘sinda Acanthamoeba tespit etmislerdir. Yaz doneminde 54 6rnekten 16’s1 (%29,6), kis
doneminde 43 oOrnekten 12’si (%27,9) pozitif olarak saptamislardir. Yaz aylarinda
saptanan Acanthamoeba’nin kis aylarinda saptanana gore istatiksel olarak anlamli bir
farklilik goriilmemistir (Carnt ve ark., 2020). Calismamizda dort farkli mevsimde
toplanan Orneklerin kiiltiir sonuglarina gore Acanthamoeba spp. saptanma durumu
degerlendirildiginde 12 tane pozitif kiiltir sonucu ile en ¢ok yaz mevsiminde

saptanmuistir.
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Sonug olarak, 100 farkli su 6rnegi NNA-E.coli ve BCYE besiyerlerine kiiltiire edilmis.
NNA-E.coli besiyerinde 22 (%22) BCYE besiyerinde (%19) Acanthamoeba spp.
{iretilmistir. Iki besiyeri arasinda anlaml bir farklilik bulunamamistir. RT-PCR yontemi
ile toplam 25 Acanthamoeba spp. saptanmistir (%25). Besiyerlerinin RT-PCR ile
uyumu kappa katsayis1 hesaplanarak istatiksel olarak (p<0.005) anlamli ve iki yonlii
olarak kabul edilebilir bulunmustur. Acanthamoeba biiyiimesini farkli kiiltiir
ortamlarinda karsilastiran az sayida ¢alisma yapilmistir. Bu amip i¢in daha yeni ve daha

erisilebilir kiiltiir ortamlar1 kesfedilmesine ihtiyag vardir.
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