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TESEKKUR

“Su kaynaklarinda insan i¢in patojen serbest yasayan amiplerin arastirilmasi” isimli projemiz
TSY-10-3340 kodu ile Erciyes Universitesi bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir.
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Su Kaynaklarinda insan i¢in Patojen Serbest Yasayan Amiplerin

Arastirilmasi

OZET

Serbest yasayan amipler (SYA) toprak ve suda yaygin olarak bulunmaktadirlar. Ozellikle gél,
golet, nehir, ylizme havuzlari, termal sular, igme su kaynaklari, su aritma tesisleri, klimalar,
mineral su siseleri ve kontakt lens kaplarinda tespit edilmistir. SYA’larin kozmopolit daglim
ve insanin bu bdlgelerde temas etme olasiligi nedeniyle bu bolgeler risk olusturmaktadir.
SYA’lar genel olarak insan sagligini tehdit etmezler. Ancak Acanthamoeba spp., Naegleria
fowleri, Balamuthia mandrillaris ve Sappinia pedata gibi SYA’lar ciddi beyin hasarina yol
acan firsat¢1 enfeksiyonlara sebep olabilmektedirler. Bu calismada Kayseri ve ¢evresindeki
kuyu sulari, sebeke sular1 ve gol, golet akarsulardan elde edilen su 6rneklerinde insan igin
patojen serbest yasayan amiplerin arastirilmast amaglanmistir. 50 kuyu suyu, 200 sebeke suyu
ve 50 gol, golet ve akarsu olmak iizere 300 su Ornegi Kayseri’nin farkli bolgelerinden
toplanmustir. 300 6rnegin 45’1 agar kiiltiiriinde amip pozitif olarak degerlendirilmistir. PCR
ile Orneklerin 6’s1 Acanthamoeba, 1’1 ise Naegleria pozitif olarak degerlendirilmis ve

analizler sonucunda Acanthamoeba izolatlarinin hepsinin T4 genotipi oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kayseri, su kaynaklari, serbest yasayan amipler



ABSTRACT

Free-living amoebae (FLA) are common in soil and water causes a rare but nearly always
fatal disease. FLA has been identified especially lakes, pods, rivers, swimming pools, thermal
waters, drinking water sources, water treatment plants, air-conditioners, mineral water bottles,
and contact lens containers. FLA is considered as cosmopolitan areas therefore these regions
are known to be risky for human. Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris, Naegleria
fowleri, and Sappinia diploidea is also pathogen for human. Acanthamoeba spp. and B.
mandprillaris are all known to be opportunistic pathogens causing infections of the central
nervous system. This study aimed to investigate the presence of Acanthamoeba in well
waters, drinking water, rivers and lakes drawn from different locations in Kayseri, Turkey.
300 samples; 50 well water, 50 rivers and lakes and 200 drinking water were collected from
different locations. 45 of 300 water samples were positive for amoeba by agar culture. 6 of
300 water samples were positive for Acanthamoeba by PCR and 1 water sample was positive

Naegleria by PCR. All of these Acanthamoeba were characterized as the T4 genotype group.

Keywords: Kayseri, water resources, free-living amoebae



GIiRiS / AMAC VE KAPSAM

Diinyada kozmopolit bir dagilima sahip olan ve dogada serbest yasayan Acanthamoeba spp.,
Balamuthia mandrillaris ve Naegleria fowleri tirlerindeki amipler dogada serbest olarak
yasarken insan ve diger omurgalilarda fakiiltatif parazit olarak santral sinir sistemi
enfeksiyonuna neden olmaktadir (1-3). Acanthamoeba tiirleri hayat dongiilerinde trofozoit ve
kist donemleri bulunmaktadir. Trofozoitlerin biiyiikliigli 15-50um arasinda olup tiirlere gore
buyiikliikleri degismektedir. Bunlar da santral yerlesmis biiyiik bir ¢ekirdek ve yogun
goriinimlii bir cekirdek¢ige sahiptir. Biiyiiklikleri 10-25um arasinda degisen kistler 2
tabakadan meydana gelmistir. Distaki ektokist kirigik veya dalgali bir goriiniimde, i¢ tabaka
olan endokist ise yildiz, besgen veya altigen goriiniimdedir(1). Balamuthia mandrillaris,
Acanthamoeba gibi hayat dongiisiinde kist ve trofozoit olarak 2 sekli bulunmaktadir.
Trofozoitler pleomorfik olup 12-60um (30 pum) arasindadir. Trofozoit genellikle tek
cekirdeklidir ve ¢ekirdek, biiyiik ve merkezi olup yogun bir ¢ekirdekeik icermektedir. Kistler,
yuvarlak veya yuvarlaga yakin goériiniimde olup 12-30 pm (15 pm) biiyiikliglindedir. Kistler
151k mikroskobunda incelendiginde cift katli bir duvara sahip olup dis duvar dalgali, i¢ duvar
ise yuvarlak olup duvarda porlar goriilmemektedir (1). Naegleria fowleri, biri yalanci
ayaklarla hareket eden amibik, digeri de kamg¢ili, iki trofozoit donemi ve bir kist evresi vardir.
Iki farkl1 trofozoit evresine sahip olmasi nedeniyle ameboflagellate olarak tanimlanmaktadir.
Kistler Acanthamoeba kistlerinden daha hassas ve kirillgan olmasina ragmen ¢evre sartlarina

kars1 daha direnglidirler. Trofozoitler yaklasik 10- 25um biiytikliigiindedir (4).

Acanthamoeba’nin birgok tiirli, Balamuthia mandrillaris ve Naegleria fowleri’nin patojen ve
enfeksiyona neden olduklar1 bilinmektedir. Acanthamoeba ve Balamuthia tiirleri immun
sistemi baskilanmis Ozellikle zayif bireylerde kronik ve cogunlukla 6liimciil hastaliga,
Graniilomatéz Amibik Ensefalit gibi parazitoza neden oldugu gibi akciger ve deri
enfeksiyonlarina da neden olmaktadir. Naegleria fowleri tiiriiniin insan olgularinda durgun ve
tath sularda yiizme Oykiisii olan saglikli ¢cocuklarda ve geng erigkinlerde akut, fulminant,
nekrotik, ve hemorajik meningoensefalit gibi dnemli 6liimciil hastaliklara neden olmaktadir
(1-3). Son zamanlarda, Sappinia diploidea serbest yasayan amibin sigir, bizon ve geyik
diskilar1 ile kontamine olmus topraktan saglikli genc¢ bir insanda ensefalite neden oldugu
belirtilmektedir. Bu amiplerin neden oldugu enfeksiyonlar 6liimle sonlanmakta ve sofistik
tan1 olanaklarinin saglandig1 gelismis iilkelerde bile genellikle otopsi ile tan1 konulmaktadir.

N.fowleri’nin neden oldugu PAM ve Acanthamoeba tirleri ve B. mandrillaris’in neden



oldugu GAE’nin tanisinda, BOS, otopsi veya biyopsi materyalleri; Acanthamoeba tiirlerinin
neden oldugu keratitte ise kornea kazintis1 ve kaynak olmasi olasi olan siipheli sulardan
aliman oOrnekler incelenmektedir. Taze hazirlanmis preparatlarda temel ayrim kriterleri,
trofozoitlerin tipik amibik hareketleri ve yalanci ayaklarin tipi, canli durumda iken
cekirdeklerin kolaylikla goriilmesidir. N.fowleri nin tansinda kontraktil vakuollerinin ag¢ilip
kapanmasi ve ortama distile suyun ilave edilmesi ile kamgili sekillerin olugmasi ile tani

konulabilmektedir (1-3).

“Su kaynaklarinda insan i¢in patojen serbest yagsayan amiplerin arastirilmas1” baglikli proje ile
Kayseri ve ¢evresindeki su kaynaklarinda insan igin patojen serbest yasayan amipleri (SYA)
arastirmak ve mikroskobik ayirimini yapmak, insanda patojen olan Naegleria fowleri,
Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris ve Sappinia’lari cins ve tiir spesifik primerlerle
PCR ile arastirmak ve tespit edilen N. fowleri, Acanthamoeba spp., B. mandrillaris ve
Sappinia izolatlarmin filogenetik analizini yaparak diger iilkelerden bildirilen izolatlarla
yakinlik ve uzakliginin tespit edilmesi amaclanmistir. Bu amagla Kayseri ve ¢evresinde
bulunan i¢gme suyu kaynaklarindan: 200 numune, kuyu sularindan: 50 numune ve akarsu ve
goletlerden 50 numune olmak iizere toplam 300 numune incelenmistir. Pozitif olarak

degerlendirilen 6rneklerin DNA dizi analizi ve filogenetik analizi yapilmistir.



GENEL BIiLGILER

Serbest yasayan amipler (SYA), toprak ve suda yaygim olarak bulunmaktadirlar. Ozellikle
gol, golet, nehir, ylizme havuzlari, termal sular, igme su kaynaklari, su aritma tesisleri,
klimalar, mineral su siseleri ve kontakt lens kaplarinda tespit edilmistir. SYA’larin
kozmopolit daglimi ve insanlarin bu bdlgelerde temas etme olasiligi nedeniyle insanlar i¢in
bu bolgeler risk olusturmaktadir. SYA’lar genel olarak insan sagligini tehdit etmezler. Ancak
Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris ve Sappinia pedata gibi

SY A’lar ciddi beyin hasarina yol agan firsatci1 enfeksiyonlara sebep olabilmektedirler (1-3).

Serbest Yasayan Patojen Amiplerin Simiflandirilmasi

Protozoalar klasik olarak dort grup igerisinde siniflandirilmaktadir. Sarcodina, Mastigofora,
Sporozoa ve Ciliatlar. Bu siniflandirma, molekiiler filogenetik, biyokimyasal yollarla modern
morfolojik yaklasimlara dayali olarak uluslararasi protozoolojistler tarafindan terk edilmistir
(4). Yeni semaya gore Okaryotlar alt1 gruba veya siiper gruplara ayrilmislardir. Bunlar;
Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria, Archaeplastida, Chromalveolata ve Excavata’dir.
Burada 2 siiper grup altinda siniflandirilan 4 amip su sekilde dagitilmistir. Amoebozoa siiper
grup altinda: Acanthamoeba ve Balamuthia ve Sappinia. Excavata siiper grup altinda: N.

fowleri’dir (4).
Acanthamoeba Tiirleri

Giliniimlize kadar Acanthamoeba’nin morfolojik yapilarina gore 24°ten fazla tiiri
tanimlanmistir (5). Bugiin molekiiler teknikler 6zellikle 18S rRNA genlerinin analizi ile
Acanthamoeba’nin filogeni ve tiir kompleksinin anlasilmasinda da yardimci olmaktadir.
Sekans farkliliklarina gore Acanthamoeba’nin 15 genotipi (T1-T15) oldugu saptanmustir (6-
8).

Morfoloji ve Yasan Dongiisii

Hayat dongiilerinde aktif olarak boliinebilen ve beslenebilen vejetatif veya trofozoit ve kist
donemleri bulunmaktadir. Trofozoitlerin biiytikliigii 15-50um arasinda olup tiirlere gore
biiylikliikleri degismektedir. Bunlarda santral yerlesmis biiyiik bir ¢ekirdek ve yogun

goriiniimlii bir ¢ekirdekg¢ige sahiptir. Sitoplazma graniiler yapida olup ¢ok sayida mitokondri,



ribozom, besin ve kontraktil vakuol icermektedir. Biiyiikliikleri 10-25um arasinda degisen
kistler 2 tabakadan meydana gelmistir. Distaki ektokist kirigsik veya dalgali bir gériiniimde
olup protein ve yag icermektedir. I¢ tabaka olan endokist ise yildiz, besgen veya altigen
goriinlimde olup seliiloz igerir ve bu nedenle Periodik-Asit-Schiff (PAS) + dir. Kistler tek
cekirdekli ve merkezi yerlesmis yogun bir ¢ekirdekgige sahiptir (9).

Hemen hemen her yerde yaygin olarak goriilen Acanthamoeba spp.’i diinyada oldukga
kozmopolit bir dagilima sahiptir. Bu amipleri; topraktan, tatli ve tuzlu sulardan, siselenmis
maden suyundan, elektrik ve niikleer santrallerin sogutma kulelerinden, havalandirmalardan
ve klimalardan, jakuzi kiivetlerinden, ylizme havuzlarindan, dis yikama aletlerinden, diyaliz
aletlerinden, hava, bakteri, mantar ve memeli hiicre kiiltlirlerinde, lens ara¢ gereclerinden,
kulak akintisi, solunum salgilari, solunum sikayeti olan hastalardan veya saglikli bireylerin
nazofaringeal mukozadan elde edilen siiriintiilerden ve diski 6rneklerinden izole edilmistir.
Bunun disinda ayrica deri, beyin, akciger ve korneasi bu parazitle enfekte olan kisilerden de

izole edildigi bildirigsmistir (1-3).

Graniilomatoz Amibik Ensefalitinde(GAE) Klinik

Acanthamoeba’nin birkag tilirtiniin GAE’ye ( A. culbertsoni, A. castellanii, A. polyphaga, A.
astronyxis, A. healyi ve A. divionensis) sebep oldugu bilinmektedir. Oncelikle HIV/AIDS’li
hastalarda, diyabetlilerde ve organ transplantasyonu olanlarda veya son zamanlarda tatl
sularda ylizme 6ykiisii olan immun sitemi zayif kisilerde goriilmektedir. GAE’nin baslangici
yavag ve sinsi olup haftalar hatta aylar sonrasinda kronik bir hastalik olarak ortaya
cikmaktadir (1-3). GAE’ye bagh klinik belirtiler, bas agrisi, ense sertligi ve mental
bozukluklarin yani sira bulanti, kusma, hafif ates, letarji, serebral ataxi, gorme bozukluklari,

hemiparezi, ndbet ve koma goriilmektedir (10).

Acanthamoeba Keratitinde (AK) Klinik

Acanthamoeba keratiti; bu amipler tarafindan olusturulan agrili ve gérme sagligini tehdit eden
bir enfeksiyon olarak tanimlanmaktadir. Eger enfeksiyon tedavi edilmez ise korneada
tilserasyon, gorme kayb1 olusmaktadir ve sonugta korliik ve eniikleasyona neden olmaktadir.
AK korneanin amiplerle direk temasi sonucunda gelisir (11). Travmalar, kontak lens
kullanim1 ve bu amipleri igeren lens sivilarinin kullanimi bu parazitozun olugsmasinda genel

etmenlerdir. Kornea epitelinin minor erezyonu yumusak veya sert kontak lens kullananlarda,



ayrica sonradan kontamine lens sivilarmin kullanimi AK i¢in 6nemli bir risk faktori
olusturmaktadir. Acanthamoeba keratiti, yogun okiiler agri, kornea’nin iltihaplanmasi, 360°
veya kismi parasantral halka seklinde infiltrasyon, tekrarlayan kornea epitelinin hasar1 ve
kornea lezyonlar1 ile karakterizedir. Genellikle tek bir gézde goriiliirken bazi olgularda iki
goziin birden etkilendigi rapor edilmistir. GAE’nin aksine, kontak lens kullanan veya
kullanimindaki hijyen kurallarina uyulmayist sonucu saglikli bireylerde yaygin olarak
goriilmektedir. Uveit olgusu dliimciil GAE ile iliskili olmasia ragmen Acanthamoeba keratiti
gelismis hicbir GAE olgusu rapor edilmemistir (1). Acanthamoeba keratiti; fungal ve viral
keratitlerle, ozellikle de Herpes simplex keratiti ile karigtirilabilir. Bu nedenle gecikmeden

uygun bir tedavi ile amip ortan kaldirilabilir.

Acanthamoeba Enfeksiyonlarimin Patolojisi

Prodromal doénemde bilinmemekle beraber enfeksiyonun takibinden birkag¢ hafta veya aylar
sonrasinda hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Zamanin ge¢mis olmasindan dolay1 portal giris tam
olarak bilinmemektedir fakat enfeksiyonun tipine ve olasi temaslar bu amiplerin ¢evrede
yayilmasinit saglamaktadir. Acanthamoeba’nin trofozoit veya kistleri saglikli bireylerin nazal
mukozalarindan izole edilmis ve invazyonda nazofarangial yolun bir sebebi oldugu
belirtilmektedir. Amipler viicuda derideki catlaklardan girebilir ve amip kistlerinin
inhalasyonu ile kan yoluyla beyin ve akcigerlere yayilisiyla sonuglanmaktadir. Bir deri

biyopsisinde amip trofozoit ve kistleri tespit edilmistir (3).

Immunoloji

Acanthamoeba dogada hemen hemen her yerde bulunmaktadir. Enfeksiyonun insan ve diger
hayvanlara trofozoit, kist veya amip antijenleri ile bulasmaktadir. Ciinkii serumda bu amiplere
kars1 antikor olusmaktadir. Bununla birlikte bu dogal antikorlar sonucu enfeksiyona karsi

koruyucu bagisiklik gelisip gelismedigi bilinmemektedir (1).

Patolojik Mekanizmalar

Cesitli  patojenik mekanizmalar sonucunda beyin veya kornea enfeksiyonlarinda

Acanthamoeba trofozoitleri oldukga zarar vericidir (1).

Tam ve Kiiltiir



N.fowleri’nin neden oldugu PAM ve Acanthamoeba tiirleri ve B. mandrillaris’in neden
oldugu GAE’nin tanisinda, BOS, otopsi veya biyopsi materyalleri; Acanthamoeba tiirlerinin
neden oldugu keratitte ise kornea kazintis1 ve kaynak olmasi olasi olan silipheli sulardan
alman Ornekler incelenmektedir. Taze hazirlanmis preparatlarda temel ayrim kriterleri,
trofozoitlerin tipik amibik hareketleri ve yalanci ayaklarin tipi, canli durumda iken
cekirdeklerin kolaylikla goriilmesidir. NV.fowleri nin tansinda kontraktil vakuollerinin agilip
kapanmas1 ve ortama distile suyun ilave edilmesi ile kamgcili sekillerin olusmasi ile tani

konulabilmektedir.

Acanthamoeba spp.; Escherichia coli veya Enterobacter aerogenes bakteriler ile kaph
besleyici degeri olmayan besiyerlerinde kiiltiirleri kolayca yapilabilmektedir. Uzerine bakteri
siiriilmiis pepton-yeast extract-glikoz besiyerinde ¢ok miktarda bilyiiylip gelistigini
bildirmislerdir. Penisilin-streptomisin veya gentamisin kombinasyonu inhibisyonda etkilidir.
Yiiksek konsantrasyonda proteoz pepton-yeast extract-glikoz ile zenginlestirilmis besiyerleri

bu amiplerin bilylimesinde basartyla kullanilmaktadir (1,2).

Molekiiler Karakterizasyonu

Molekiiler teknikler, Acanthamoeba genotipi tespiti i¢in olduk¢a sik kullaniimaya
baslanmistir. Burada kornea epiteli ve gozyasi kullanilacak 6rneklerdir. Konvansiyonel PCR
protokolleri, ¢cevre 6rnekleri ve GAE olgularinda oldugu gibi AK olan kornea kazintisindan

elde edilen 6rneklerde kullanilmaktadir (2,12).

GAE Tedavisi

GAE’nin tedavisi, kesin belirtilerinin olmamasi, giivenilir bir tani testinin olmayis1 ve siklikla
otopside tantya gidilmesinden dolay1 oldukga zordur. Ancak, birgok GAE’li hastalarda MSS
enfeksiyonu olmayan Acanthamoeba deri enfeksiyonu olanlarda, Pentamidin izotionat,
sulfadiazin, fluktosine ve fluknazol veya itrakonazol ile tedavide basarili oldugu rapor
edilmistir. Bu tedavilerin yani sira MSS enfeksiyonu olmayan Acanthamoeba deri
enfeksiyonlar1 i¢in klorheksidin glukonat ve ketokonazol gibi antimikrobiyal ilaglarin da

kullanilmastyla tedavide basarili oldugu bildirilmistir (13,14).



Acanthamoeba Keratiti Tedavisi

Acanthamoeba keratiti tedavisinde; chlorhexidine, polyhexamethylene biguanide,
propamidine isethionate, dibromopropamidine isethionate, neomycin, paromomycin,
polymyxin B, clotrimazole, ketoconazole, miconazole ve itraconazole gibi ilaglar

kullanilmakta oldugu belirtilmektedir (13).

Korunma ve Kontrol

Immun sistemi baskilanmis hastalarda gorillen GAE olgularinda gerekli olan korunma
yontemleri agik¢a tanimlanmamistir. AK durumunda ise kontak lens kullanan kisilerin
sagliklt kosullarda kullanilmasi ve saklanmasi konusunda enfeksiyonun oOnlenmesi igin
kisilerin bilgilendirilmesi Onemlidir. Ayrica, lens kullananlara, yiizme sirasinda, su sporu
faaliyetlerinde, banyo ve jakuzi sirasinda lensin takilmamasi ve bu amiplerin ve yol agtiklar

hastaliklar konusunda gerekli uyarilar yapilmalidir (1).

Balamuthia mandrillaris

Balamuthia mandrillaris, 1993 yilinda leptomyxid amiplerden farkli olarak yeni bir cins ve
tiir oldugu tanimlamistir (15,16). Bu giine kadar Balamuthia cinsine ait tek tiir olan B.

mandrillaris hem hayvanlarda hem de insanlarda GAE etkenlerinden biridir.

Balamuthiasis, Acanthamoeba’nin sebep oldugu GAE olgularina benzer sekilde HIV/AIDS
hastalarinda, immunkompramize bireylerde ve intravendz ila¢ kullananlarda goriilmektedir.
Ayrica, immun sistemi saglam 6zellikle cocuk ve yaslilarda goriilebilecegi rapor edilmistir.
Subakut fazi, 2 haftadan 2 yil arasinda gelisen kronik bir hastaliktir. Balamuthia
mandprillaris’de, Acanthamoeba’da oldugu gibi deri enfeksiyonlarina neden olmaktadir.
Balamuthia da GAE olgular1 yilin herhangi bir zamaninda ortaya c¢ikabilir. Bu nedenle
mevsimsel degisikliklerle hi¢bir iliskisi yoktur (3,17).

Morfoloji ve Hayat Dongiisii

Acanthamoeba gibi hayat donglisiinde kist ve trofozoit olarak 2 sekli bulunmaktadir.
Trofozoitler pleomorfik olup 12-60um (30 um) arasindadir. Trofozoit amiplerin bazen 2

cekirdekli olmasina ragmen genellikle tek cekirdeklidir. Cekirdek, biiyiik ve merkezi olup



yogun bir ¢ekirdekcik icermektedir. Kistler, yuvarlak veya yuvarlaga yakin goriinlimde olup
12-30 um (15 um) biiytikliigiindedir. Kistler 151k mikroskobunda incelendiginde ¢ift katli bir
duvara sahip olup dis duvar dalgali, i¢ duvar ise yuvarlak olup duvarda porlar

goriilmemektedir (16).

Kiiltiir

Balamuthia bir toprak amibi oldugundan Acanthamoeba’nin aksine iizerine bakteri siiriilmiis
besiyerlerinde iiretilememistir. Fakat bunlar doku kiiltiirlerinde ve zenginlestirilmis aksenik

besiyerlerinde tiretilebilmektedir (18).

Tani: Klinik ve Laboratuar Metotlar:

Balamuthia mandrillaris, Acanthamoeba gibi BOS’ta goriilmemistir. Beyin ve deri
biyopsileri tan1 i¢in onemlidir (19). Acanthamoeba spp. ve Balamuthia mandrillaris’in ikisi
de bir¢ok hastada antemortem donemdeki beyin biyopsilerinde tanimlanmustir. Acanthamoeba
spp ve Balamuthia mandrillaris igeren doku kesitleri incelendiginde benzer morfolojiye sahip
olmalisindan dolay1 birbirinden ayirt etmek oldukg¢a zordur. Ancak tavsan anti-Acanthamoeba
veya anti-B. mandrillaris serumlar1 kullanilarak doku kesitlerini immunfloresans analizi ile

ayirt edilebilir (1,15,16).

Patogenez

Balamuthia mandrillaris’in patojenitesi hakkinda bilgi azdir. Amibin insan ve hayvanlardaki
MSS isgal yeteneginin Acanthamoeba’daki benzer sekilde bazi enzimlere sahip oldugu

diisiiniilebilir (20).

Molekiiler Karakterizasyonu

Molekiiler teknikler suanda sadece bu amipleri belirlemek i¢in degil Balamuthia cinsinin
epidemiyolojisi ve filogeninin anlagilmasina karsi bir anlayis kazanmak i¢in kullanilmaktadir
(21,22). Balamuthia icin spesifik primer-pair den olusan bir PCR probu mitokondrial 16S
rRNA gen dizisi verilerinde gelistirilmistir (18). Balamuthia enfeksiyonlarin1 onaylamak i¢in

geriye doniik olarak doku kesitlerinden DNA ekstraktlarindan ornekler saklanmistir (23).
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Tedaviye katkida bulunabilir sekilde yaklasik bes saat icerisinde insanin beyin dokusundan ve
MSS’den Balamuthia DNA’sinin 6zel tanimlayabilir bir real-time multiplex PCR y6ntemi

gelistirilmistir (24).

Balamuthia Enfeksiyonlarinin Patofizyolojisi

Hastaligin patolojisi Acanthamoeba’ya benzemektedir. Amipler beyinin; orta beyin, talamus,
beyin sapt ve beyincikte hemorajik nekrozlara sebep olacak benzer lokalizasyonlar
gorlilmiistiir. Acanthamoeba’nin GAE vakalarinin ¢ogunun aksine Balamuthia vakalari
cocuklarda ve immun yetmezligi bilinmeyen yash bireylerde ortaya c¢ikmaktadir (3,13).
Balamuthia hastalarinda; GAE, yiizde deri lezyonlar1 ve siniis bosluklarinda rinit veya otit

enfeksiyonlar1 goriilmektedir.

MSS belirtileri baglangicta bas agris1 ve fotofobi ve daha sonra mide bulantisi, kusma, ates,
kas agris1 ve nobetler seklinde karsimiza ¢ikabilmektedir. Deri lezyonlarinin goriiniimii ve
norolojik semptomlarin baglangici arasindaki zaman dilimi 1 ay ile 2 yil arasinda
degisebilmektedir. Acanthamoeba da oldugu gibi yavas yavas ve sinsice gelisen kronik bir
hastaliktir. BOS da glikoz seviyesinin diisiik veya nrmale yakin olmasi, protein seviyesinin
yiiksek olmasi hastalik hakkinda bilgilendirici olmaktadir. Bas icin BT ve MR oOnemli
radyolojik testler olarak kullanilmaktadir (25).

Immunoloji

Balamuthia mandrillaris antikorlar1 balamuthiasisli hastalarin yan1 sira saglikli bireylerde de

imunofloresan ve flow sitometri teknikleri kullanilarak gosterilmistir (26).

Tani ve Tedavi

Balamuthia’nin neden oldugu GAE olgularimin ¢ogunda klinik bulgular ac¢ik degildir.
Steroidlerin yani sira antibakteriyal, antifungal ve antiviral ajanlarin enfeksiyonun iizerine

hicbir etkisi yoktur (1).

Epidemiyoloji
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Balamuthia’nin enfeksiyon kaynagi ile ilgili spesifik bilgiler tam olarak bilinmemektedir.
Bahcede kirli toprakla oynama veya riizgar yoluyla havada bulunan kistler bir enfeksiyon
kaynag1 olabilecegi diisiiniilmektedir. Ciinkii Balamuthia topraktan izole edilmistir (18).
Amipler viicuda muhtemelen deride bulunan ¢izik ve yaralardan viicuda girdikten sonra kan
yoluyla beyine ulasmakta ve burada yayilmaktadir (27). Insana bulasma kaynaklarindan su da
olas1 bir faktordiir fakat bugiine kadar ylizme oykiisii veya su ile bulagmasiyla ilgili bir vaka

bildirilmemistir (28,29).

Korunma ve Kontrol

Balamuthia vakalarinda immun sistemi zayif kisilerde yaygindir fakat bu amip enfeksiyonuna
kars1 mevcut korunma ve kontrol yontemleri net degildir. Akut MSS hastalig: ile ilgili
belirtiler olduk¢a dikkat gerektirir ve deri enfeksiyonlari antimikrobiyal ilaglarla tedavi
edilebilir. Yeni vakalarin ¢ogu immunkompetan ¢ocuklarda goriilmektedir ki bu da

immiinolojik eksikliklerin olabilecegini gdstermektedir (1).

Naegleria fowleri

Naegleria fowleri, biri yalanci ayaklarla hareket eden amibik, digeri de kamegili, iki trofozoit
donemi ve bir kist evresi vardir. iki farkli trofozoit evresine sahip olmasi nedeniyle
ameboflagellate olarak tanimlanmaktadir. Kistler Acanthamoeba kistlerinden daha hassas ve
kirilgan olmasina ragmen ¢evre sartlarina kars1 daha direnglidirler. Trofozoitler yaklasik 10-
25um biiyiikliglindedir. Cogunlukla vezikiiler tipte tek ¢ekirdek ve yogun kromatikleri olan
santral yerlesmis tek cekirdek¢ik bulunmaktadir. Sitoplazmada ekto ve endoplazma belirgin
bir sekilde ayrilmistir. Cok sayida mitokondri, ribozom, besin vakuolii ve son kisma dogru
kontraktil vakuol ve protoplazmik filamentler takip etmektedir. Trofozoitler ¢evre sartlarinin
bozulmasiyla besin tiiketimini azaltarak kist formuna doniismektedir. Kistler genellikle
yuvarlak goriiniimdedir ve ¢ift cidarli duvara sahiptir distaki ektokist tabakas1 i¢teki endokist
tabakasindan daha kalindir. Kist duvarinda porlar vardir fakat porlart 151k mikroskobunda
gormek oldukea zordur. Flagellat ve kist donemlerinin her ikisinde birden tek bir ¢ekirdek ve

gdze garpan bir ¢ekirdekcik vardir (2).

Naegleria fowleri diinyada yaygin olup toprak ve tath sulardan izole edilmistir. SS rRNA gen
sekansina bagli olarak Naegleria’nin 30 dan daha fazla tiire sahip oldugu kesfedilmistir (5).

Yalnizca tek tiir olan N. fowleri’nin enfeksiyona neden oldugu bilinmektedir bununla birlikte
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diger iki tir olan N. australiensis ve N. italica’nin intranasal veya intraserebral
inokulasyondan sonra farelerde enfeksiyona sebep olabilmektedir. Bu tiirlerin insan1 enfekte
ettigi tespit edilmemistir. N. fowleri, termofilik olup 45°C’nin iizerindeki sicakligi tolere
edebilmektedir. Bu nedenle, bu amipler ortam sicakligi yliksek olmasina ragmen yilin sicak
aylarinda hizla ¢ogalmaktadir. Enfeksiyonlar, su aktiviteleri fazla olacak olan ¢ocuk ve geng
yetiskinler arasindaki yas gruplarinda daha fazla goriilmektedir. Ciinkii bunlarmn su

igerisindeki amiplerle temas olasilig1 daha ytiksektir (1).

Kiiltiir

Dogada amipler bakteri iizerinden beslenirler ve dokuda kist evresine gecemedigine inanilan
ve patolojik Ornekten alinan trofozoitler ylizeyine bakteri siiriilmiis ve besleyici degeri
olmayan agar besiyerlerine ekildiginde bu ortamda iiremekte ve kist evresine gecmektedir.
Tath su havuzlari, su birikintileri, gol, nehir, yiizme havuzlari, kaplicalar, enerji santrallerinin
termal kirli atiklarindan, hidroterapi havuzlari, akvaryum, sulama kanallari, kanalizasyon
hatta nasal akintilar ve saglikli bireylerin bogazlarindan izole edilmistir. Ayrica, BOS ve
beyin dokusu gibi klinik drneklerden kolayca izole edilmistir. Bununla birlikte bu amipler,
osmolaritesinin yiiksek olmasi ve hassas olmalarindan deniz suyundan elde edilmemistir (30).
Naegleria fowleri, Acanthamoeba gibi Legionella pneumophila tiri hiicre i¢i bakterinin

gelismesini saglayabilmektedir.

Primer Amibik Meningoensefalit (PAM)

N. fowleri tathi sularda yiizme veya dalma Oykiisii olan saglikli ¢ocuk ve geng yetiskinlerde,
akut fulminant meningoensefalite neden olan bir parazittir. PAM 0zellikle saglikli bireylerde
goriilmektedir. Acanthamoeba ve Balamuthia gibi oportunistik olarak bilinmez fakat bir
patojendir. Tipik PAM olgulari, yaz aylarinda kisilerin ylizme havuzlarinda, gdllerde ki su
aktivitelerine baglh olarak ortaya c¢ikmaktadir. PAM’in carpici 6zelligi bu amiple maruz
kaldiktan sonra semptomlarin hizli baslangicli olmasidir. Hastalik ¢ok hizli bir sekilde
ilerlemekte, erken tam1 ve miidahale olmaz ise bir hafta ya da daha kisa siirede oliim

gerceklesmektedir (3,31).

Klinik ve Laboratuar Tanisi
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Akut norolojik semptomlar1 ve tath suya dalma veya ylizme Oykiisii olan geng¢ yetiskin ve
cocuklarda PAM’dan siiphelenilmelidir. Naegleria’nin bulagsmasindan yaklagik 5-7 giin
icerisinde PAM ile ilgili klinik bulgular ortaya ¢ikmakta hatta 24 saatten daha kisa siirede de
goriilebilmektedir. Ciinkii akut piyonejik veya bakteriyel meningoensefalitin klinik
Ozelliklerinin PAM’dan hi¢cbir farklili§i yoktur. Bu nedenle doktorun hastanin gecen hafta
boyunca tatli suya veya kaplicaya girme dykiistiniin olup olmadig1 hakkinda bilgisi olmalidir.
PAM enfeksiyonu ani baslangi¢hdir ve bifrontal veya bitemporal siddetli bas agrisi, yiiksek
ates ve ense sertligi ile karakterize olup ilerleyen zamanda bulanti, kusma, sinirlilik ve
huzursuzluk goriilmektedir. Ense sertligi genellikle Kernig ve Brudzinsk belirtileri ile ortaya
cikar. Fotofobi klinik belirtilerinin sonunda goriilebilir bunu; koma, ndbet, konfiizyon, letarji,
diplopi, garip davraniglar1 igceren nérolojik bozuklar takip etmekte ve 1 hafta icerisinde
Olimle sonlanmaktadir. Kranial sinir felci (li¢lincli, dordiincii ve altinci kranial sinirler),

beyin 6demi ve herniyasyonu isaret edebilir (31).

Alman taze BOS 6rnegi hemen mikroskop altinda incelenerek aktif hareket eden trofozoitlerle
tan1 konulabilir aym1 zamanda optik fast-kontrast mikroskoplarda tercih edilebilir. BOS
orneklerinde eger trofozoitler varsa bunlar Giemsa veya Wright boyalari ile boyanarak kalict
preparatlar elde edilebilir. Amipler konak hiicrelerinden niikleus igerisine yerlesmis biiytlik
merkezi ¢ekirdekciklerinin olmasiyla agikca ayirt edilebilir. Bunlarda Gram boyama kullanish
degildir. Oliim nedeni genellikle beyin herniyasyonu ile kafa i¢i basincini artmasidir, baslica

sebebi kardiopulmoner ve akciger 6demidir (3,31).

Patogenez

Burundan giren Naegleria trofozoitleri kriptiform plaklarindan portal dolasimla gecerek MSS
de koku alma loplarina yerlesmektedir. Su aktiviteleri sirasinda burundan giren amiplerin
koku alma loplarindaki ndroepitel hiicreleri tarafindan fagosite edilme yetenekleri olduguna
inanilmaktadir. PAM enfeksiyonunun inkiibasyonu, inokulumun biiyiikligiine ve enfektif

amibin her bir susunun virulansina bagl olarak degismektedir (1,3).

Immunoloji
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Naegleriosis ani gelisen bir hastalik ve ¢ogunlukla birkag hafta i¢inde 6liimciil olabildiginden,
bagisiklik sistemin bu amibe karsi etkili bir yanit olusturabilmesi icin yeterli zamanin
olmadig1 bilinmektedir. Bu nedenle PAM enfeksiyonlarinda serolojik testlerin kullanimi da

sinirlidir (2).

Molekiiler Teknikler

Hastalarin beyin ve MSS den elde edilen 6rneklerin yani sira ¢evreden (su ve toprak) alinan
orneklerle amip kiiltlirleri yapilarak, N. fowleri’nin tiir identifikasyonu igin izoenzim
analizleri gibi biyokimyasal teknikler gelistirilmistir (32). Son zamanlarda, DNA analizleri
icin ¢evreden alinan Orneklerin yani sira amiplerin tretildigi kiitliilerden alinan 6rneklerle
PCR ve nested PCR yontemleri gibi molekiiler yontemler gelistirilmistir (5,33,34). M.
fowleri’nin 5.8S rRNA gen analizi ve 1ve 2 (ITS1, ITS2) internal transkripsiyonuyla ayirt
edilebilir spesifik genotipleri gosterilmistir. Klinik izolatlarda ki ITS analizlerine bagl olarak
N. fowleri’nin 2 susu gosterilmistir. California da farkli zamanlarda ayn1 kaplicaya giden 2
PAM hastasindan elde edilen izolatlarda ayni tip2 genotipine rastlandigi bildirilmistir(33).
Son zamanlarda antemortem PAM hastalarin BOS ve beyin doku orneklerinden N. fowleri
DNA’sin1 tanimlayan real-time multiplex PCR yontemi gelistirilmistir. bu test, Amerika
Birlesik devletlerinde oldugu bilenen biitiin 3 genotipi tanimlamaktadir (24). Dogal ¢evrede
cesitli Naegleria tiir ayrimini yapabilmek icin hizli hassas ve ayirimci yeni teknikler
gelistirilmistir ki bunlar; tek kullanimlik primer set, real-time PCR i¢in DNA arasini boyayan

SYTO09 ve ITS’i kusatan 5.8S rRNA genin melting-curve analizi gibi yontemlerdir (35).

Tedavi ve Prognoz

PAM dan dolay1 ¢cok az hasta hayatta kalmistir. Tedavide amphotericin B ve miconazoliin

sinerjik bir etkisi olduguna fakat rifampisinin amipler {izerine etkisiz olduguna inanilmaktadir

(D).

Korunma ve Kontrol
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Naegleria fowleri termofilik bir amiptir bu nedenle su sicakliginin 30 °C iizerine ¢iktigi
zamanlarda hizla ¢ogalmaktadir. Kiiresel 1sinma sonucunda olasi sicaklifin artisiyla .
fowleri PAM olgularinin Onceden rapor edilmemis {ilkelerde bile goriilebilecegi
bildirilmektedir (34). N. fowleri suyun klorlanmasina duyarli oldugundan o6zellikle yaz
aylarinda yiizme havuzlarimin yeterli klorlama ile kontrol altina alinabilir. Bununla birlikte;
gol, akarsu ve dogal su kaynaklarinin klorlanmast miimkiin olmadigindan N. fowleri

cogalmasi olasidir (4).

Sappinia diploidea

Gelman ve ark, 38 yasinda saglikli bir erkekte Sappinia diploidea tarafindan ilk ve tek amibik
ensefalit olgusunu bildirmiglerdir. Amibin, yan yana yapisik duran iki ¢ekirdeginin varligi
karakteristik 6zelligidir. Kistler beyin dokusunda goriilmemistir. Sappinia diploidea’nin, tath
sudan, topraktan, memeli digkilarindan izole edilmis olmasina ragmen higbir insan veya
hayvan hastaliklariyla karistirllmamistir. Avrupa, kuzey Amerika, Misir, orta dogu, Bati1 Hint
Adalar1 ve Japonya da kesfedilmistir. Trofozoitlerin biiyiikligii yaklasik 40-80 mm oval veya
dikdortgen seklindedir. Zaman zaman ylizeyinin kirisik olmasiyla basik a goriilebilmektedir.
Sitoplazmada kontraktil ve besin kofullar1 mevcuttur. Olgun kistler 15-30 mm boyunda ve
yuvarlaktir. Sappinia diploidea, tizeri bakteri kapli besin igerigi olmayan besiyerlerinde

tiretilebilirler (1).
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Orneklerin toplanmasi ve incelenmesi: Ornekler, Kayseri ve gcevresindeki yerlesim
yerlerinde bulunan i¢gme, kullanma suyu kaynaklarindan elde edilmistir. Bu amagla Kayseri
merkez ve g¢evresindeki yerlesim alanlarinda tespit edilen; i¢me suyu kaynaklarindan 200
numune, kuyu sularindan 50 numune ve akarsu ve goletlerden 50 numune olmak iizere toplam
300 numune toplannugtir. Ornekler 50 ml’lik plastik falkon tiiplerine golet ya da akarsularda
su yiizeyinin 2 cm’lik boliimiinden, ¢esme, pinar gibi yerlerden direkt olarak tiipe akitilarak

alimmustir.

Kiiltiir: Orneklerin her biri 1.2 pl porlara sahip seliiloz nitrat filtreden (Sartorius stedim)
gecirildi. Ikiye boliinen filtre kagidi Escherichia coli ile kaplanmis Page’nin amip
sollisyonuyla (2.5 mM NaCl, 1 mM KH,POy4, 0.5mM Na,HPO,4, 40 uM CaCl,.6H,0 ve 20
uM MgS04.7H,0) hazirlanmis %1.5’luk besleyici degeri olmayan agar (1,5 g agar 1000 ml
Page’nin amip soliisyonunda ¢ozdiiriildii ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlandi) (BDOBY)
plaklarina ters bir sekilde konuldu. Ornekler 2 hafta 37 °C de inkiibe edildikten sonra herhangi

bir tiremenin olup olmadig1 151k mikroskobuyla incelendi.

DNA izolasyonu: Besleyici degeri olmayan besiyerinde lireme oldugu gozlenen bolgelerden
agar kesilerek alinmis ve 55°C’de tamamen ¢oziinmesi beklenmistir. Coziindiikten sonra
18.000 rpm 10 dakika santrifiij edilen 6rneklerin st sivisi atilip dipteki kisstmdan Wizard

Genomic DNA Purification Kit (Promega) prosediiriine gore DNA izolasyonu yapilmistir.

PCR ve kullanilan primerler: Acanthamoeba spp. Naegleria fowleri, Balamuthia
mandrillaris ve Sappinia spp. PCR’1 i¢in kullanilan primerler ve elde edilen DNA biiytikligii
ve referanslar Tablo 1’de, PCR sartlar1 ise Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 1: PCR i¢in kullanilan primerler ve elde edilen DNA biiytikliigi

Parazit Kullanilan Primerler Biiyiikliik Referans

Acanthamoeba JDP1 (5'-GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA-3) 423-551 bp 36

spp. JDP2 (5'-TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA-3")

Naegleria fowleri | Nae3-F (5'-CAAACACCGTTATGACAGGG-3) 141-323 bp 37
Nae3-R (5'-CTGGTTTCCCTCACCTTACG-3")

Balamuthia Balspec-F (5’-CGCATGTATGAAGAAGACCA-3’) 230 bp 21

mandrillaris Balspec-R(5’-TACCTATATAATTGTCGATATACCA-3”)

Sappinia spp. Sapp-F (5’-TCTGGTCGCAAGGCTGAAAC-3’) 160bp 38
Sapp-R (5’-GCACCACCACCCTTGAAATC-3’)

Tablo 2: PCR sartlar1
Acanthamoeba spp.  Naegleria fowleri Balamuthia Sappinia spp.
mandrillaris
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Baslangig 1s1s1 95°C 7 dk 95°C 5 dk 94°C 15 dk 95°C 5 dk

Ayrilma 95°C 1 dk, 95°C 1dk 94°C 1 sn 95°C 1dk
Baglanma 60°C 1 dk, 57°C 1 dk 58°C5 sn 55°C 1 dk
Uzama 72°C 2 dk 72°C 1 dk 72°C 15 sn 72°C 1 dk
Dongii Sayisi 45 50 35 40

Son uzama 72°Cde 15 dk 72°C 15 dk 72°C 1,5 dk 72°C 15 dk

PCR reaksiyonlarinda; 2x Master mix (Vivantis), 2ul 20 pmol SYA spesifik F, R primerden,
1ul genomik DNA’dan olusan 25ul’lik karisim hazirlandi. Tablolarda belirtilen PCR sartlar1
ve primerler kullanilarak elde edilen iriinler etidyum bromidle boyanmis % 1.5’luk agaroz

jelde goriintiilenerek fotograflandi.

DNA dizi analizi ve filogenetik analiz: Agaroz jelde goriintiilenen DNA, jelden Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) kullanilarak saflagtirilmistir. Saflasgtirilan
DNA’larin dizi analizi hizmet alimi yapilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar GENBANK’a
ylklenerek BLAST analizi, MEGA 5 programiyla filogenetik analizi yapildi.

BULGULAR
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Bu calismada; direkt mikroskobik inceleme ile 50 kuyu suyunun 7’sinde (%14), akarsu ve
goletlerden elde edilen 50 su 6rneginin 25’inde (%50), sebeke sularindan elde edilen 200
ornegin 13’tinde (%6,5) farkli morfolojik ozelliklerde amipler tespit edilmistir. Toplanan
orneklerin hepsi besleyici degeri olmayan agarda kiiltiire edilmis ve direkt mikroskobide
pozitif bulunan &rneklerin hepsinde tireme oldugu tespit edilmistir (Sekil 1). Kiiltiirlerden

PCR’1 yapilan 6rneklerin 5’1 (%1,7) Acanthamoeba, 1’1 (%0,3) ise Acanthamoeba+Naegleria

pozitif bulunmustur (Sekil 2,3). Su drneklerine gore pozitiflik oranlar1 Tablo 3’te verilmistir.




Sekil 1: Toplanan su 6rneklerinde belirlenen amipler

Tablo 3: Su 6rneklerine gore pozitiflik oranlart

Direkt Kati Acanthamoeba | Naegleria | Balamuthia Sappinia
Bolgeler mikroskobi | besiyeri | spp. fowleri mandrillaris spp.
Kuyu sulari(n:50) 7 7 5 1 - -
Akarsu ve golet(n:50) 25 25 - - - -
Sebeke suyu (n:200) 13 13 1 - - -
Toplam (n:300) 45 45 6 1 - -
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Sekil 2: Acanthamoeba sp. pozitif olarak belirlenen kuyu sulart: 1.100 bp
Plus DNA Ladder (Vivantis); 2.Pozitif kontrol 423-551 bp Acanthamoeba
castellanii; 3 Negatif kontrol; 4-8. Acanthamoeba sp. pozitif su 6rnekleri

Ornek alinan sularmm sicakligi 0.8 °C ile 19.7 °C arasinda degisirken, amip tespit edilen

sularinin sicakligi ise 3.8- 17.7 °C arasinda degismekte idi.

Sekil 3: Naegleria fowlerii pozitif olarak belirlenen
kuyu sular: 1.100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis);
2.Pozitif kontrol 3.Negatif kontrol; 4.Pozitif kuyu suyu
ornegi
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Calismada sulardan elde edilen ii¢ Acanthamoeba izolati, ERC-B1-3 olarak adlandirildi.
ERC-B1-3 izolatlarmin 18S rRNA dizi sonucu, GENBANK ’tan elde edilen Acanthamoeba
TI1-T15 genotipleri ile MEGA version 5 programinda Maximum Composite Likelihood
distance estimates ve Neighbour-Joining algorithm kullanilarak karsilastirildi. Bootstrap
degeri 1000 replikasyon olarak analiz edildi. Analiz sonucunda kuyu sularindan elde edilen
izolatlarin, referans Acanthamoeba T4 genotipler DQ087323, U07416 ve T1-T15 genotipleri
ile karsilastirilmasiyla ii¢iiniin de T4 genotipinde oldugu goriildii (Sekil 4).

Bu calismada elde edilen ii¢ izolatin PCR sonrasi elde edilen DNA dizilerinin analizi
sonucunda GENBANK’a submit edilen ERC-B1, ERC-B2 ve ERC-B3 sirasiyla JN793396,
JN793397 ve JN793398 seklinde numaralandirildi (EK 1).

g0, T4 EFG54665
%8| T4 DO0ETI23
Bl T4 EUTH 257
17

T4 UD7414
ERCB1
sa| ERC-RZ
= 7 ERCB3
: T4EUT41252
T3 L0742
2 T11 AF 333600
T8 AFD15065
T13 AF132134
“ aq, T15 FH 95367
™ ™ |_‘ T15 AY 262365
= Lr T10 AFO18067
73l T12ZAFOE0T0
TE AF 019063
o T7 AF 239793
4‘ TO AF 018056
18 | TE 94741
T‘_{ T1 07400
= T2 U07411
—_—

Sekil 4. Calismada elde edilen ii¢ izolatin filogenetik analizi. 1000 bootstrap replications,

Bar Index: 0.5
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TARTISMA VE SONUC

Insanlarn bircok yasam alaninda tespit edilen ve insanda ciddi patolojiler sebep olan

SYPPA’lar hakkinda gerek diinya gerekse tilkemizde sinirli sayida ¢aligma vardir.

Schuster (30), ¢evre sularindan, Acanthamoeba ve Naegleria tirlerini izole ettigini, fakat
Balamuthia izole edemedigini; Tsvetkova ve arkadaslar1 (39), Bulgaristan da gol, nehir ve
sicak su kaynaklarindan alinan 280 6rnekten 171’inden Acanthamoeba spp. ve Hartmannella
izole ettiklerini bildirmiglerdir. Caumo ve Rott (40) 65 farkli ylizme havuzundan aldiklar1 su
orneklerinin13(%20)’tinde SYA’lar1 izole ettiklerini ve bu amiplerin hepsinin morfolojik
olarak Acanthamoeba cinsine ait oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Acanthamoeba tiirlerinden

9’unun TS, 3’iiniin T4, 1 tanesinin T3 genotipinde oldugunu bildirmiglerdir.

Ulkemizde ise oldukga sinirli sayida bulunan calismalarin biiyiik bir kismi vaka raporu
seklindedir. Sivas’ta yapilan bir tez caligmasinda kuru toprak Orneginde ve bir su
birikintisinin altindaki ¢amur ve etrafindaki toprak Orneginden yapilan ekimlerde,
Acanthamoeba ve bir 6rnektede © leptomyxid ’° izole edildigi, fakat laboratuvar farelerinde
yapilan deneylerde bunlarin patojen etki gostermedikleri bildirilmistir. Ayn1 zamanda pozitif
bulunan camur Ornegi lizerindeki su birikintisinden alinan Ornekte ise lireme olmadigi
bildirilmistir. Cesmeden akan kaplica suyunda herhangi bir amibe rastlanmazken, suyun
aktig1 kiivetin dibinden aldiklar1 kazintt Orneginde Naegleria spp. izole ettiklerini
bildirmislerdir. Yine aynm ¢aligmada kiikiirtlii kaplica sularinin olusturdugu dereden aldiklari
ornekte ise Acanthamoeba tiirlerinin ve degisik cinste amiplerin tiredigi bildirilmistir (41).
[zmir’de yapilan baska bir ¢alismada ise, yakinmasi olmayan 54 hastanin sag ve sol lensi
kullanim siiresi olan besinci hafta sonunda Acanthamoeba spp. ve bakteriyel kontaminasyon
acisindan incelenmistir. Incelenen bu drneklerinden birinden Acanthamoeba spp. trofozoit ve
kistlerinin tretildigi bildirilmistir (42). 2004 yilinda Kili¢ ve arkadaslar1 (43) Ankara’da
cevresel Orneklerde, Acanthamoeba keratitinde T4 izolatlarinin istiinliigliniin daha fazla
virulansa ya da daha sik bulunmasina bagli olup olmadigini belirlemek amaciyla yaptigi
calismada, 28 toprak, 2 su 6rnegi incelemis ve bunlardan 18’in de Acanthamoeba iiredigi,
pozitif bulunan orneklerden 10’unun T2, 5’inin T3, 2’sinin T4 ve birinin T7 genotipinde
oldugunu, ayrica bunlardan T3 ve T4’lin digerlerine gére daha fazla patojenik ozelik

gosterdigini bildirmistir.
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1996 yilinda Tiirkiye’de ilk Acanthamoeba keratiti olgusunu bildirmis olup (44) 1999 (45) ve
2006 (46) yillarinda da Acanthamoeba keratiti olgusu bildirilmis fakat bu ii¢ raporda da
genotiplendirme yapilmamistir. 2007 yilinda Ertabaklar ve arkadaslar1 (47) 22 yasinda kontak
lens kullanmayan ve korneada travma dykiisli olmayan bir erkek hastanin kornea kazintisinda
Acanthamobae tespit ettiklerini ve bunun T4 genotipi oldugunu bildirilmislerdir. Ayrica ayni
bolgeden aldiklar1 3 farkli 6rnekte (lens saklama kutusu, musluk suyu ve toprak ornegi)
Acanthamobae tespit ettiklerini, bunlardan musluk suyundan alinan O6rnektekini
Acanthamobae genotip T4 olarak diger iki bodlgeden alinan ise genotip T9 olarak
tanimlamiglar. Bu ¢alismada ilk kez Tiirkiye de T9 genotipi bildirdiklerini belirtmiglerdir.
2008 yilinda Ozkog ve arkadaslar (48) kontak lens kullanmayan fakat mindr travma ykiisii
olan iki hastanin birinde Acanthamobae genotip T4 digerinde ise Paravahlkampfia spp.
bildirilmigtir. 2009 yilinda Ertabaklar ve arkadaglar1 (49) kontakt lens kullanan
Acanthamoeba keratitli olgudan izole edilen 6rnegi “T4” genotipinde ‘“Acanthamoeba

castellanii” olarak tanimlanmustir.

Gianinazzi ve arkadaglar1 2009 (50) yilinda yaptiklar1 bir caligmada sicakliklar1 9.2 ile 29.3
arasinda degisen 20 ornegin 18(%90)’inde; 2010 (51)’da yaptiklar1 farkli bir ¢alismada 4
farkli kaplicadan sicakliklar1 33 ile 40 °C arasinda degisen toplam 31 su drnegi incelemis ve
bu orneklerin 9 (%29)’unda SYPPA’lar belirlediklerini bildirmislerdir. Bizim ¢aligmamizda
sicakliklar1 0.8 °C ile 19.7 °C arasinda degisen kuyu sulari incelenmis ve bunlarin
%20.6’sinda SYPPA’lar belirlenmistir. Ornekleri aldigimiz kuyu suyu sicakliklarinm diisiik

olmasiin, SYA pozitifligine etki edebilecegini diistinmekteyiz.

Yaptigimiz literatlir taramasina gore, bu calismanin kuyu sularinda SYPPA’larla ilgili ilk
calisma oldugu tespit edilirken, bu calisma ile Kayseri ve ¢evresindeki sebeke, kuyu ve gol-
golet sularinda SYPPA varlig1 gosterilmis ve bu amiplerin izolasyonu ve genotiplendirilmesi

yapilmistir.

Sonug olarak: “Su kaynaklarinda insan i¢in patojen serbest yasayan amiplerin arastirilmas:”
baslikli proje ile igme suyu kaynaklarindan 200 numune, kuyu sularindan 50 numune ve
akarsu ve goletlerden 50 numune olmak {izere toplam 300 numune toplanmis ve serbest

yasayan amipler agisindan degerlendirilerek hedeflenen amaca ulagsmustir.

Bu proje sonrasinda; calismadan elde edilen sonuglarla makale yazma calismasina

baslanmigtir. Daha fazla sayida orneklerin test edilmesi ve tespit edilen izolatlarin in-vitro
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sitotoksisite ve in-vivo patojenitelerinin arastirilarak ¢alismanin daha genis su kaynaklarina

uygulanmas1 gerektigi kanaatindeyiz. Bu amagla desteklenmesi i¢in sunulan “Tiirkiye’deki

Sularda Serbest Yasayan Potansiyel Patojen Amiplerin In vitro Sitotoksisite ve In vivo

Patojenitesinin Arastirilmas1” baslikli 259.780 TL biitceli bir projemiz TUBITAK tarafindan

kabul edilmistir.
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361 cccggtggca ccggtgaatg
//

30

gaccctgtcc
agggatagtt
gattaacttc
gggatcgaag
taggagacgt
tcacggctgg

tcctattttc
gggggcatta
tgcgaaagca
acgatcagat
tgaatacaaa

ggcgegegag

agttggtttt
atatttaatt
tctgccaagg
accgtcgtag
acaccaccat
ggcggtttag
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