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Serbest yasayan amipler (SYA) dogada, toprak ve sularda yaygin olarak bulunmaktadir. Bunlar icerisinde
hayvan ve insanlar icin patojenite potansiyeli gosterenlere “serbest yasayan potansiyel patojen amipler
(SYPPA)” adi verilmektedir. SYPPA'nin 6zellikte immiin sistemi baskilanmus kisilerde 6liime kadar varabilen
klinik tablolara sebep oldugu bilinmektedir. insanlarda potansiyel patojen oldugu bilinen dért cins SYPPA
(Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia ve Sappinia) bulunmaktadir. Bu calismada, Tirkiye’deki sularda
SYPPA varhiginin saptanmasi ve izole edilen amiplerin in vivo patojenitelerinin arastirilmasi amaclanmustir.
Calismaya, Tiirkiye’nin farkli bélgelerinde (Kayseri, Bingél, Erzurum, Elazi§, Kocaeli, Diyarbakir, izmir)
bulunan gélet, akarsu, cay ve kuyulardan alinan toplam 664 su 6rnegi dahil edilmistir. Ornekler ilk olarak
monoksenik kiiltlir ortamina ekilmis ve hem mikroskobik olarak hem de polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile SYA acisindan deg@erlendirilmistir. Pozitif oldugu belirlenen 6rnekler daha sonra aksenik kiiltir ortamina
alinmis, mikroskobik olarak tiremenin oldugu tespit edilen 6rnekler PCR ile calisiimis ve pozitif izolatlarin
molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Aksenik kiiltirden PCR ile pozitif bulunan 6rneklere ait izolatlarin
in vivo patojenitesi, immiin sistemi saglam olan ve olmayan (atimik) [BALB/c Rag2(-/-) gamma(c)(-/-)]
BALB/c tipifarelere intranazal amip inokiilasyonu sonrasi 21. giinde histopatolojik ve molekiler yontemlerle
arastinlmistir. Calismamizda, su 6rneklerinin 143’4 monoksenik kiiltiirde, bu 6rneklerin de 41’i aksenik

iletisim (Correspondence): Prof. Dr. Siileyman Yazar, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali,
38039 Kayseri, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 352 207 6666/2340, E-posta (E-mail): syazar@erciyes.edu.tr




Turkiye’'deki Sularda Serbest Yasayan Potansiyel Patojen Amipler ve
Patojenitelerinin in Vivo Olarak Arastiriimasi

kilttrde pozitif bulunmustur. Aksenik kiltiirde pozitif tespit edilen 41 6rnegin 20’sinin g aylik kaltiri
devam ettirilebilmistir. SYA icin ortak primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda, 20 érnekten sadece
dokuzu pozitif olarak tespit edilmistir. Tlre 6zgtl primerler ile yapilan PCR sonucunda ise tamami (n=
9) Acanthamoeba sp., sekizi Sappinia sp. ve besi Balamuthia mandrillaris pozitif bulunurken, hicbirisinde
Naegleria fowleri‘ye rastlanmamistir. Histopatolojik incelemede, bu dokuz izolatla enfekte edilen her iki
grup farede de beyin dokusu kesitlerinin normal oldugu; ancak immiin sistemi saglam dort ve atimik
yedi hayvanin akciger kesitlerinde hemoraji ve mononiikleer hiicre artisinin gorildigu saptanmustir.
Dokularda gercek zamanli PCR ile parazit varliginin arastiriimasi sonucunda; dokuz izolatla enfekte edilen
immdin sistemi saglam farelerin dordiine ait kan, akciger, beyin ve nazal mukoza 6rneklerinin en az
birinde Balamuthia; dérdiinde Sappinia sp. ve yedisinde Acanthamoeba sp. saptanmistir. Atimik farelerin
ise, yedisinde Balamuthia mandrillaris, yedisinde Sappinia sp. ve sekizinde Acanthamoeba sp. pozitifligi
tespit edilmistir. Bu calismaile ilk kez, (ilkemizin cesitli bélgelerindeki su érneklerinden, potansiyel patojen
amiplerden olan B.mandrillaris ve Sappinia sp. izolasyonu yapilmistir. Sonug olarak, icme, kullanma ya
da ylizme amaciyla faydalanilan stipheli su kaynaklarinin risk olusturabilecedi konusunda farkindaligin
olusmasi ve daha dikkatli davranilmasi gerektigi diistintilmektedir.

Anahtar sozciikler: Su kaynaklari; serbest yasayan amipler; in vivo patojenite; Tiirkiye.

ABSTRACT

Free-living amoebae (FLA) are found widely in soil and water in the nature. Among them in which
potentially pathogenic for humans and animals are known as “potential pathogenic free-living amoebae
(PPFLA)”. PPFLA are characterized as the causes of clinical manifestations leading to death especially in
immunosuppressed people. Four genus of PPFLA (Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia and Sappinia)
are known to be pathogenic to humans. The aims of this study were to investigate the presence of PPFLA
in the water supplies in Turkey and to determine their in vivo pathogenicity. A total of 664 water samples
were collected from the ponds, rivers, streams and wells found in provinces located at different regions
(central, western, eastern and southeastern regions) of Turkey. These samples were initially inoculated in
the monoxenic culture media and evaluated by both microscopy and polymerase chain reaction (PCR)
in terms of the presence of FLA. The samples identified as positive were then cultured in axenic media,
the growth of amoebae that were confirmed microscopically, were than studied with PCR for molecular
characterization. The isolates that were found positive by PCR from axenic cultures were inoculated
intranasally to immunocompetent and immunodeficient (athymic) [BALB/c Rag2(-/-) gamma(c)(-/-)]
BALB/c mice followed by the evaluation on the 21st day by histopathological and molecular methods
to investigate their in vivo pathogenicity. In our study, 143 water samples were detected as positive in
monoxenic cultures and 41 of them were detected as positive in axenic cultures. Twenty of 41 samples
detected as positive in axenic culture could be continued in culture for three months. As a result of PCR
using primers common to SYA, only nine have been identified from 20 samples as positive. According to
the result of the PCR with specific primers, all (n=9) were positive for Acanthamoeba sp., eight for Sappini
sp. and five for Balamuthia mandrillaris, while none was observed Naegleria fowleri. Histopathologic
examination revealed that both groups of mice that were infected with the nine isolates had normal
brain tissue sections; but haemorrhages and mononuclear cell proliferation were determined in four
immunocompetent and seven athymic animal lung sections. When the presence of parasites in tissue
samples were evaluated by real-time PCR, Balamuthia was detected in at least one blood, lung, brain
or nasal mucosa sample of the four immunocompetent mice, Sappinia sp. in four and Acanthamoeba
sp. in seven immunocompetent mice infected with nine isolates. Additionally, seven Balamuthia sp.,
seven Sappinia sp. and eight Acanthamoeba sp. were detected in immunodeficient mice. In this study, B.
mandrillaris and Sappinia sp. were the first isolated potentially pathogenic amoebae from water supplies
located at different parts of Turkey. As a result awareness and precautions against suspicious water
supplies used for drinking, daily use and swimming purposes should be treated more carefully.

Keywords: Water supplies; free-living amoebae; in vivo pathogenicity; Turkey.
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GIRi$

Serbest yasayan amipler (SYA), dogada toprakta ve sularda yaygin olarak bulunmak-
tadir. Bunlar icerisinde, hayvanlar ve insanlar icin patojenite potansiyeli olanlar “serbest
yasayan potansiyel patojen amipler (SYPPA)” olarak adlandirilir. SYPPA'nin, 6zellikte immun
sistemi baskilanmis kisilerde 6lime kadar varabilen klinik tablolara sebep oldugu bilinmek-
tedir'2. SYPPA arasinda, insanlar icin patojen olabilen dort cins (Acanthamoeba, Naegleria,
Balamuthia ve Sappinia) tanimlanmis olup, bircok Acanthamoeba tiirl, Balamuthia mand-
rillaris ve Naegleria fowleri'nin ciddi enfeksiyonlardan sorumlu oldugu vurgulanmakta-
dir?. Acanthamoeba ve Balamuthia tirleri, immiin sistemi baskilanmis bireylerde kronik
ve cogunlukla granilomatdz amibik ensefalit gibi 6limcil parazitoza neden oldugu gibi,
akciger ve deri enfeksiyonlarina da yol agmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, N.fowleri'nin,
ozellikle durgun ve tatli sularda ylizme 6ykusu olan saghkli cocuklar ve geng eriskinlerde,
akut, fulminant, nekrotik ve hemorajik meningoensefalit gibi 6limcdil hastaliklara neden
oldugu; Sappinia pedata (diploidea)'nin ise sigir, bizon ve geyik diskilari ile kontamine
olmus topraktan alinmasiyla saglikli bir geng eriskinde ensefalite yol actigi bildirilmistir' 4.
Sunulan bu calismada, Turkiye'deki sularda SYPPA'nin tespiti, morfolojik ve filogenetik ta-
nimlanmasina ilaveten, elde edilen izolatlarin patojenitelerinin in vivo olarak arastiriimasi
amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM
Su Orneklerinin Toplanmasi ve Trofozoitlerin izolasyonu

Calismamizda, T.C. Orman ve Su Isleri Bakanligi Doga Koruma ve Milli Parklar Genel
Mudurligi’nden alinan izin ile (16.01.2012 tarih ve B.23.0.DMP.0.15.1-510.02-2380
say1), Turkiye'nin farkh bolgelerinden toplam 664 su ornegdi toplandi. Tespit edilen her
bir yerden, kaynagin biyukligine bagl olarak 1-3 noktadan ikiser 6rnek, daha onceki
calismamizda tarif edildigi sekilde alinds’.

Orneklerden monoksenik ve aksenik kiiltiirler daha 6nce tarif edildigi sekilde yapilds®.
Ekim yapildiktan 2 hafta sonra amip morfolojisi goriilmeyen kiltirler negatif kabul edile-
rek diglandi. Pozitif olarak tespit edilen 6rneklerdeki amiplerin 6n tanimlanmasi; trofozoit
yapilarina, kistlerin morfolojik kriterlerine ve hareket tiplerine gore yapildi.

Genomik DNA izolasyonu ve Molekiiler Karakterizasyon

Agardaki amip trofozoitleri pastor pipetiyle alinarak fosfath tamponda (PBS) tekrar sis-
panse edildi. Sispansiyon 6000xg’de 5 dakika santrifiij edildi ve peletten genomik DNA
izolasyonu, QlAamp DNA Mini kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak Uretici firma onerisine
gore yapildi.

Molekiler karakterizasyon icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygulandi. PCR’da
N.fowleri icin 18S rDNA hedef bélgesi icin 6zgiil Nae3-F, Nae3-R%; Acanthamoeba sp.
icin 18S rDNA hedef bélgesi icin 6zgiil JDP1, JDP27; B.mandrillaris icin 16S rDNA hedef
bélgesi icin 6zg(il Balspec, Balspec 16S%; Sappinia sp. icin 6zgiil SappF1576, SappR1736°
primerleri kullanildi. Ayrica SYA ortak primer olarak 18S rDNA hedef bélgesi icin 6zgdl
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P-FLA-F, P-FLA-R'® kullanildi. PCR karisimi ve 1si déngii protokolii daha 6nceden bildiril-
digi sekilde uygulandi®®. PCR {iriinleri etidyum bromiir ile boyanarak %2’lik agaroz jelde
goriintiilendi. Agaroz jelde yiiriitiilen ve gériintiilenen PCR &rnekleri Wizard® PCR Preps
DNA Purification System (A7170 Promega Co., ABD) kullanilarak uretici firma 6nerisine
gore saflastirildi. Saflastinlan DNA 6rneklerinin dizi analizi, hizmet alimi ile yaptirildi ve
elde edilen diziler ile filogenetik analiz yapildi.

izolatlarin in Vivo Patojenitesinin Arastiriimasi

Deney hayvanlarinda in vivo patojenite calismalari, Erciyes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanligi’'ndan alinan onay (10.08.2011 tarih ve 11/88 karar
no) ile gerceklestirildi. izole edilen amiplerin patojenitesi, istatistiksel degerlendirme
amaciyla, immun sistemi saglam 5 BALB/c ve immun sistemi bozuk 5 BALB/c Rag2(-/-)
gamma(c)(-/-) (atimik) farede arastirildi. Her fareye 1x10* amip intranazal olarak verildi.
Farelerin klinik bulgulari (zayiflama, kilo kaybi ve ataksi gibi santral sinir sistemi tutulum
bulgulari) glnlik olarak takip edildi ve klinik semptomlar bagladiginda hayvanlara 6tenazi
uygulandi. Hayvan deneyleri, amip inokilasyonunu takiben 21. giin bitirildi ve sag kalan
hayvanlar 6tenazi yapilarak in vivo patojenite agisindan degerlendirildi. Bu amacla, doku
ornekleri aksenik kiltiire ekildi; dokulardaki parazit varlii ve yuki sirasiyla histopatolojik
ve molekiler yontemlerle arastirildi.

Histopatolojik inceleme

Deney sonunda ketamin+ksilazin anestezisi altinda dekapite edilen farelerden akciger,
beyin ve olfaktor mukozada amip arastiriimasi icin burun dokulari alindi. Dokular, 15 giin
%4'lik formaldehit solisyonu icinde tutularak tespit edildi; daha sonra %10’luk formik
asit solisyonu icinde 15 gtin boyunca dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon isleminden sonra
rutin histolojik doku takip asamalarindan gecirilen dokular parafine gomdaldi. Akciger
ve beyin dokular da formaldehit ile tespit edildikten donra parafin bloklara gomuildu.
Parafin bloklardan alinan 5 pum’lik kesitlere histopatolojik inceleme icin hematoksilen-
eozin (H&E) boyama yapildi.

Dokularda parazit varligi ve parazit yiikiiniin tespiti

Beyin, akciger, kan ve nazal mukoza doku orneklerinde parazit varligi ve yikda,
gercek zamanli PCR (rtPCR) ile arastinldi. Bunun icin 6ncelikle RNA izolasyonu yapildi,
RNA’dan cDNA sentezi yapilarak cDNA’lar RtPCR isleminde kullanildi. Rt-PCR iglemi; 2X
SYBR-Green’den 10 ul, 20 pmol primerlerden 2 ul, cDNA’dan 5 ul ve distile sudan 3 ul
olacak sekilde, Tablo I'de gosterilen primerler kullanilarak Tablo II’deki protokole gore
gerceklestirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 664 su 6rneginin 143G monoksenik kiilttirde, bu 6rneklerin de 41’i
aksenik kultiirde pozitif bulunmustur (Resim TA). Aksenik kiltiirde pozitif tespit edilen 41
ornegin 20'sinin kilttrd 3 ay devam ettirilebilmistir (Resim 1B).
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Tablo I. Ger¢cek zamanli PCR primerleri

Primerin Adi Dizilimi

Balamuthia mandrillaris Left 5- ACAGGATTAGAGACCCTGGTAGTC-3
Balamuthia mandrillaris Right 5- GCTTAGTCATCCACTATCTAAATGGAC-3
Acanthamoeba sp. Left 5- CAGCGATTAGGAGACGTTGA-3
Acanthamoeba sp. Right 5- GAAAAGCGAAGCACGATCC-3
Naegleria fowleri Left 5- GTTGTGCTTAAAGCGGGCTA-3
Naegleria fowleri Right 5- ACTCTGCAGTCCCATGCTAAA-3

Tablo Il. Gergek zamanli PCR protokolti

Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi

95 5 dk 1

95 10 sn 45

60 10 sn

72 10 sn

95 5sn 1

65 1 dk 1

40 30 sn 1

Resim 1. Serbest yasayan amiplerin (S§YA) saptandidi su érnegi: (A) Monoksenik kiiltiir; (B) Aksenik kdilttir.

SYA icin ortak primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda, 20 izolattan sadece 9'u
pozitif olarak tespit edilmistir (Resim 2). Kullanilan FLA primerleri, SYA tirline bagli olarak
500-1500 baz cifti (bg) arasinda PCR (riinii elde edilmesine olanak sagladigindan'®,
calismada elde edilen 500-1500 bg arasindaki PCR Urtinleri serbest yasayan amip olarak
degerlendirilmis, diger bantlarin 6zgil olmadigi kabul edilmistir. PCR ile pozitif tespit
edilen ornekler ve 6rneklerin alindigi bolgeler Tablo IlI'de gorilmektedir. Elde edilen 9
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I 2 5 4 5 8 7 95 B2

1000 by

Resim 2. P-FLA primeri ile elde edilen sonuglar. Hat 1-9: Pozitif 6rnekler; Hat 10, 11: Pozitif kontrol;
M: Molektiler belirte¢ (100 bg); 12: Negatif kontrol.

Tablo Ill. PCR ile serbest yasayan amip pozitifligi tespit edilen érnekler ve kaynaklari
Ornek (izolat) Orneklerin alindig

no. il Kaynak
1 Kayseri Erciyes Univ. yapay gélet
2 Bingol Bingol nehri
3 Erzurum Karasu nehri
4 Elazi§ Elazig-Diyarbakir yolu Kiglikdere
5 Kocaeli Yuvacik su birikintisi
6 Diyarbakir Sulama goleti
7 Diyarbakir Yukari Kuyulu kuyu suyu
8 Kocaeli Akarsu
9 izmir Nif cay

izolat, ture 6zgul primerler ile PCR analizine tabi tutulmus ve tamami Acanthamoeba sp.,
8'i Sappinia sp. ve 5'i Balamuthia mandrillaris pozitif bulunurken, hicbirisinde N.fowleri’ye
rastlanmamugtir.

Yapilan DNA dizi analizinde, Kayseri Erciyes Goleti ve Elazig-Diyarbakir yolu kiiclk
dereden alinan orneklerin Acanthamoeba sp. 18S rRNA geninin kismi parcasina ait
761 nukleotidlik DNA dizisi, AB425948, AF260722 ve AF019060 referans izolatlarla
karsilastinldiginda 190, 203, 213 ve 214. nikleotidlerde farkhliklar saptanmistir. Bu
DNA dizisinin; Acanthamoeba sp.’ye ait AB425948DNA dizisi ile %98, A.hatchetti'ye ait
AF260722DNA dizisi ile %99, A.hatchetti'ye ait AFOT19060DNA dizisi ile %98 benzerlik
gosterdigi saptanmustir. iki 6rnek disinda diger érneklerden dizi analizi ise, yeterli
kantitasyonda DNA saglanamadigindan yapilamamistir.

Doku orneklerinin kultir sonuclarina bakildiginda; Balamuthia ile enfekte edilen
atimik bir hayvanin nazal ve akciger doku 6rnekleri digindakiler kiiltiirde tretilememistir.
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Ureyen fakat kiiltiir devamliigi saglanamayan izolatin Balamuthia oldugu Rt-PCR ile de
dogrulanmustir.

Histopatolojik incelemelerde; 9 izolatla enfekte edilen gerek immdun sistemi saglam
gerekse atimik farelerin beyin dokusu kesitlerinde bulbus olfaktorius ve diger beyin
dokularinin; nazal mukoza kesitlerinde ise olfaktor mukozanin normal histolojik yapi
sergiledigi saptanmustir. Akciger doku kesitleri incelendiginde; 4, 5, 7 ve 8 nolu izolatlarla
enfekte edilen saglikli farelerin akciger dokusunda damarlarda konjesyon, hemoraji ve
monontkleer hicre artisi saptanirken (Resim 3A); 3-9 nolu izolatlarla enfekte edilen
atimik farelerin akciger kesitlerinde hemoraji ve mononiikleer hiicre artisi saptanmistir
(Resim 3B) (Tablo V).

Dokularda Rt-PCR ile parazit varliginin arastiriimasi sonucunda, immuin sistemi saghkl
olan ve olmayan (atimik) farelerin cesitli doku 6rneklerinde Acanthamoeba sp., Balamuthia
ve Sappinia pozitifligi saptanmis; ancak her iki gruptaki farelerin tim ornekleri Naegleria
acisindan negatif sonug vermistir (Tablo IV) (Sekil 1).

TARTISMA

Toprak ve sularda yaygin olarak bulunan “serbest yasayan amipler (SYA)”, tesadufi
olarak insana bulastiklarinda, 6zellikle immin sistem yetersizligi olan kisilerde 6lime kadar
varabilen ciddi enfeksiyonlara yol acabilmektedirler''. Bu nedenle, icme, kullanma ya da
ylizme amaciyla faydalanilan cesitli su kaynaklari potansiyel bir risk olusturabilmektedir.
Bununla birlikte, serbest yasayan potansiyel patojen amipler (SYPPA) ile ilgili olarak yapilan
cahismalar sinirhdir ve bunlarin in vitro sitotoksisitesi ve in vivo patojenitesi konusundaki
veriler yeterince aydinlatici degildir. Gianinazzi ve arkadaslari'> 2009 yilinda, Isvicre’deki
ylizme havuzlari, nehir, gol ve goletlerden alinan 24 farkli 6rnekten elde edilen 17
izolatin besini Naegleria sp., dordini Vannella sp., tglnu Echinamoeba cf. exundans,
Ugunl Ventamoeba (Hartmannella) sp., birini Protacanthamoebica cf. Bohemica ve birini
Acanthamoeba cf. castellanii olarak tanimlamiglar ve bu izolatlardan hicbirinin in vitro
sitotoksisitesinin olmadigini bildirmislerdir. Ayni arastiricilar bir bagka calismalarinda,
2010 yilinda isvicre’de dort kaplicadan elde ettikleri 31 &rnekte SYA'nin varhigini ve

dr 847 i | i RORES RS [ R
Resim 3. Akciger kesiti: (A) Damarlarda konjesyon, hemoraji ve monontiklear hiicre artisi; (B) Hemoraji ve
monontiklear hticre artisl.
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Sekil 1. immiin sistemi saglikli ve atimik farelerden elde edilen dokularin Acanthamoeba primerleri ile yapilan
Rt-PCR sonucu

patojenitesini arastirmislar ve orneklerdeki amiplerin morfolojik ve filogenetik olarak
Stenoamoeba sp., Vermamoeba vermiformis, Echinamoeba exundans ve Acanthamoeba
healyi ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir3. Bu calismada, L929 fibroblast kiiltiiriinde
in vitro sitotoksik etki gosteren izolatin, morfolojik ve filogenetik calismalarla A.healyi
oldugu gosterilmis; bu izolatin Rag2-immunostpresif farelerde ciddi beyin patolojisine
sebep oldugu da in vivo deneylerde belirlenmistir>.

Ulkemizde, sularda SYA'nin arastirildigi cok az sayida calisma bulunmaktadir. Bunlardan
ilki, 1979 yilinda Erzurum’da kar altindan alinan toprak 6rneginden bir Acanthamoeba
tdrindn izole edildigi calisma olup, uretilen bu tirin, fareler icin patojen olmadigi
bildirilmistir' 3. Ulkemizdeki ilk Acanthamoeba keratiti olgusu ise, 1996’da Elazi§’dan rapor
edilmis, bunu diger bircok olgu raporu izlemistir'# '8, Sivas’ta yapilan baz calismalarda;
toprak, tatl su, kaplica suyu, camur ve saksi toprag orneklerinden Acanthamoeba,
Naegleria ve Leptomyxid cinsi amiplerin izole edildigi bildirilmistir'®-2'. Ankara’da yapilan
bir calismada, 28 toprak ve iki su 6rnegi Acanthamoeba varligi agisindan incelenmis;
sicak su kaynagindan alinan iki érnekte T2 genotipi Acanthamoeba tespit edilmistir?2. Bu
iki izolatin sitotoksisite potansiyeli, insan kornea epitel hiicrelerinde LDH salinim testi ile
arastinlmis ve birinin zayif sitotoksik, digerinin ise sitotoksik oldugu kanisina variimistir?2,

Sunulan bu ¢alisma, tlkemizde sularda SYPPA'nin arastiriimasi tizerine yapilan en genis
tabanli calisma olma 6zelligi tasimaktadir. Diger taraftan, tespit edilen izolatlarin patojenite
ozelliklerinin in vivo olarak degerlendirildigi ilk kapsamli calismadir. Calismamizda,
orneklerin hicbirisinde Naegleria sp. bulunamamasina ragmen, toplanan su 6rneklerinin
kilturinde Acanthamoeba, Balamuthia ve Sappinia tretilmistir. Turkiye'de su 6rneklerinde
ilk kez bu calismada; potansiyel patojen SYA olan B.mandrillaris ve Sappinia izole
edilmistir. Bu izolatlarin hayvanlara nazal yolla inokile edilmesi ile gerceklestirilen in vivo
deneyler sonucunda ise, kan, akciger, beyin ve nazal mukoza 6rneklerinin en az birinde
Rt-PCR ile SYPPA tespit edilmistir. Bu potansiyel patojenlerin, s6z konusu kaynaklardan
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insan ve hayvanlara bulasabilecegi g6z 6niinde bulundurularak; su kaynaklarinin gerek
hayvanlar gerekse insanlar tarafindan kullaniminda dikkatli olunmasi, zellikle de kirsal
kesimde yasayanlarin konu hakkinda bilin¢clendirilmesi uygun olacaktir. Ayrica, SYPPA'nin
neden olabilecegi klinik semptomlarin akilda tutularak, hekimler ve ilgili laboratuvar
bransi calisanlarinin dikkatlerinin konuya ¢ekilmesinin, insan sagligina katki saglayacagi
dustinilmektedir.

KAYNAKLAR

1. Muchesa P, Mwamba O, Barnard TG, Bartie C. Detection of free-living amoebae using amoebal enrichment
in a wastewater treatment plant of Gauteng Province, South Africa. Biomed Res Int 2014; 2014: 575297.

2. Visvesvara GS, Moura H, Schuster FL. Pathogenic and opportunistic free-living amoebae: Acanthamoeba
spp., Balamuthia mandrillaris, Naegleria fowleri, and Sappinia diploidea. FEMS Immunol Med Microbiol
2007; 50(1): 1-26.

3. Gianinazzi C, Schild M, Zumkehr B, et al. Screening of Swiss hot spring resorts for potentially pathogenic
free-living amoebae. Exp Parasitol 2010; 126(1): 45-53.

4. Adamska M, Leonska-Duniec A, Lanocha N, Skotarczak B. Thermophilic potentially pathogenic amoebae
isolated from natural water bodies in Poland and their molecular characterization. Acta Parasitol 2014;
59(3): 433-41.

5. Kuk S, Yazar S, Dogan S, Cetinkaya U, Sakalar C. Molecular characterization of Acanthamoeba isolated
from Kayseri well water. Turk J Med Sci 2013; 43(1): 12-7.

6. Schild M, Gianinazzi C, Gottstein B, Miller N. PCR-based diagnosis of Naegleria sp. infection in formalin-
fixed and paraffin-embedded brain sections. J Clin Microbiol 2007; 45(2): 564-7.
7. Schroeder JM, Booton GC, Hay J, et al. Use of subgenic 18S ribosomal DNA PCR and sequencing for

genus and genotype identification of acanthamoebae from humans with keratitis and from sewage sludge.
J Clin Microbiol 2001; 39(5): 1903-11.

8. Booton GC, Carmichael JR, Visvesvara GS, Byers TJ, Fuerst PA. Identification of Balamuthia mandrillaris
by PCR assay using the mitochondrial 16S rRNA gene as a target. J Clin Microbiol 2003; 41(1): 453-5.

9. Qvarnstrom Y, da Silva AJ, Schuster FL, Gelman BB, Visvesvara GS. Molecular confirmation of Sappinia
pedata as a causative agent of amoebic encephalitis. J Infect Dis 2009; 199(8): 1139-42.

10. Tsvetkova N, Schild M, Panaiotov S, et al. The identification of free-living environmental isolates of amoebae
from Bulgaria. Parasitol Res 2004; 92(5): 405-13.

11. Saygl G, Polat Z. Ozgiir yasayan amipler ve neden olduklari parazitozlar. C. U. Tip Fakiiltesi Derg 2003;
25(3): 140-9.

12. Gianinazzi C, Schild M, Wuthrich F, et al. Screening Swiss water bodies for potentially pathogenic free-living
amoebae. Res Microbiol 2009; 160(6): 367-74.

13. Saygi G. Erzurum’da topraktan Acanthamoeba tlrliniin soyutlanmasi. Turkiye Parazitol Derg 1979; 2:109-
14.

14. Akyol N, Asci Z, Kikner S. Acanthamoeba keratitis: the first reported case from Turkey. Ophthalmic Practice:
Asia Ed 1996; 2:46-8.

15. Demirci G, Ay GM, Karabas LV, et al. Acanthamoeba keratitis in a 5-year-old boy without a history of contact
lens usage. Cornea 2006; 25(3): 356-8.

16. Ertabaklar H, Dayanir V, Apaydin P, Ertug S, Walochnik J. Case report: Acanthamoeba keratitis. Turkiye
Parazitol Derg 2009; 33(4): 283-5.

17. Koltas IS, Eroglu F, Erdem E, Yagmur M, Tanir F. The role of domestic tap water on Acanthamoeba keratitis
in non-contact lens wearers and validation of laboratory methods. Parasitol Res 2015; 114(9): 3283-9.

458 MIiKROBIYOLOJi BULTENI



Yazar S, Glrbuz E, S6nmez MF,

18.

19.

20.

21.

22.

Cetinkaya U, Kuk S.

Erdem E, Evcil Y, Yagmur M, Eroglu F, Koltas S, Ersoz R. Non-contact lens use-related Acanthamoeba
keratitis in southern Turkey: evaluation of risk factors and clinical features. Eur J Ophthalmol 2014; 24(2):
164-72.

Akin, Z. Toprak ve su orneklerinden 6zglr yasayan amiplerin soyutulmasi, tanimlanmasi, 6zelliklerinin
belirlenmesi ve patojenitelerinin arastiriimasi. Yiiksek Lisans Tezi, 2000. Cumhuriyet Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitlisti, Sivas.

Akin Z, Saygi G. Cevreden izole ettigimiz Acanthamoeba ve Neagleria turleri Gzerinde galismalar. Turkiye
Parazitol Derg 2003; 27(2): 116-21.

Akin Z, Saygi G. Toprak ve camur orneklerinden Acanthamoeba tiiri ile izole edilen ‘Leptomyxid’ amip.
Turkiye Parazitol Derg 2003; 27(3): 191-4.

Kilig A, Tanyuksel M, Sissons J, Jayasekera S, Khan NA. Isolation of Acanthamoeba isolates belonging to
T2, T3, T4 and T7 genotypes from environmental samples in Ankara, Turkey. Acta Parasitologica 2004; 49
(3): 246-52.

MiKROBIYOLOJi BULTENI 459



