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Aksenik Kilturlerde Acanthamoeba Trofozoitleri
Uzerindeki Gozlemler ve Bunlarin Farkli
Boyalarla Boyanma Ozellikleri

Ziibeyde AKIN POLAT', Semra OZCELIK', Ayse VURAL? Giilendame SAYGI'

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi, 1Parazitoloji Anabilim Dali, 2Gz Hastaliklar1 Anabilim Dal, Sivas

OZET: Acanthamoeba tiirleri toprak ve tatl sularda 6zgiir yasayan amiplerdir. Bunlardan bazilar1 burun ve diger yollardan girip yerleserek
parazitik yasama uyum saglayabilmektedir. Bu durumda insanda graniilomatdz amibik ensefalit (GAE), keratit, kronik siniizit, otit gibi
parazitozlara yol agabilir. GAE 6liime yol agabilirken, Acanthamoeba keratitinde goziin biri veya her ikisi birden kaybedilebilir. Bu ¢aligma yurt
disindan (Viyana, Avusturalya) getirtilen Acanthamoeba castellanii ve A. hatchetti tirleri lizerinde gergeklestirilmistir. Her iki tiiriin kiltiirtinde,
besleyici degeri olmayan agar ve PPYG (Proteaz Pepton- Maya Oziitii-Glukoz) besiyerleri kullanildi. Cahsmada bu tiirlerin trofozoit ve kist
sekilleriyle ilgili olarak su noktalar iizerinde durulmustur: (i). Aksenik kiiltiirlerde gzlenen morfolojik 6zellikler, (ii). Iki trofozoit arasinda, 6n-
ceki caligmalarimizda da gozledigimiz ve diger bazi arastiricilarin da belirttikleri konjugasyon benzeri goriiniimlerinin izlenmesi, (iii).
Trofozoitlerin ¢esitli boyalarla boyanma 6zelliklerini inceleme. Gozlemlerimize gore: (i).. Aksenik siv1 besiyerinde birden fazla ¢ekirdege sahip
trofozoitlerin sayist oldukga ¢oktur. (ii). Ayn1 besiyerinde aralarinda ince bir koprii (veya kanal) olusmus trofozoitler gozlenmistir. Bu birliktelik
goriiniise gore en az 200 dakika siirmektedir. Inverted microscope altinda siirdiiriilen gézlemde iki trofozoitle de gekirdek boliinmesinin gergek-
lestigi (bu amiplerin ¢ekirdek ve ¢ekirdekcikleri canli durumda gériilebilmektedir) izlenimi edinilmistir. Bu izlenim sonucunda da bu pazisyonda
iki trofozoit arasinda konjugasyon benzeri bir genetik materyal alis-verisi akla gelmektedir. (iii). Her iki Acanthamoeba tiiriniinde kullandigimiz
boyalarla (Heidenhain’in demirli hematoksilen, Giemsa, PAS, Masson Trikrom, Toludin-O gibi) boyanabildikleri goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Acanthamoeba, morfolojik gériiniim, konjugasyon

Observations on Acanthamoeba Trophozoites in Axenic Cultures and Their Staining Characteristics with Different Stains

SUMMARY: Acanthamoeba spp. are among the most prevalent protozoa found in the environment. The species of this genus are the causative
agents of granulomatous amebic encephalitis (GAE), a fatal disease of the central nervous system (CNS), and amebic keratitis (AK), a painful
sight-threatening disease of the eye. In this study we have used two species of Acanthamoeba, Acanthamoeba castellanii and A. hatchetti, both
were obtained from Vienna, Austria. They were cultivated on non-nutritious agar seeded with Escherichia coli and PPYG (protease peptone-
yeast extract-glucose) medium. Our aim was to concentrate on three points in relation to the trophozoites and cysts stages of these species as
follows: (i) to observe their morphology, (ii). to confirm our previous observation of a canal between two trophozoites. The bridge-like connec-
tion between these trophozoites greatly resembled the one that can be observed in conjugation during an exchange of genetic material. Two tro-
phozoites with a bridge-like extension between them keep their position for at least 200 minutes. (iii). to detect the reactions of trophozoites to
various stains. According to our findings in regard to these three points: (i). trophozoites with more than one nucleus are often seen in axenic
cultures. (if). This resembles a type of conjugation with a transfer of genetic material between two trophozoites. Certainly, this needs further
investigation using more sophisticated methods. (iii). trophozoites equally stained well with Heidenhain’s iron haematoxylin, Giemsa, PAS,
Masson Trichrome, and Toludin-O stains. However, our results with reticulin, PAP, Van Gison, Musicarmine and Orsein stains were not satis-
factory.
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olarak kronik siniizit, otit, kutandz lezyonlar, siniis lezyonlari,
deri iilserleri gibi hastaliklar meydana getirirler (2, 3, 7).

Acanthamoeba cinsi amiplerin yasam dongiisiinde iki donem
ayirt edilir: Birincisi, aktif olarak beslenen, biiyiiyen, ¢ogalan
ve hareket eden trofozoit formu, ikincisi ise, dis ¢evre kosulla-
rma daha dayanikli olan kist formudur. Acanthamoeba trofo-
zoitlerinin biytiklikleri 25-56 pum arasinda degisiklik gosterir
ve genellikle yavas olan hareketlerini, parmak seklinde olan
lopopod ve akantopod (acanthapodium) denilen dikensi yalan-
c1 ayaklar ile saglarlar. Biiyiikliikleri 13—20 um arasinda degi-
siklik gosteren kistler, tek ¢ekirdekli ve yuvarlaktir, ceperleri
endokist ve ektokist denilen iki tabakadan meydana gelir.
Genellikle dis tabaka hafifce kivrik, i¢ tabaka polihedral bir
goriintimdedir (2, 3, 6, 7).

Ozgiir yasayan amipler, 6zellikle de Acanthamoeba tiirleri
iizerinde ¢alisan bazi aragtiricilar sivi besiyerlerinde bu amip
trofozoitleri arasinda zaman zaman kdprii olusturdugunu goz-
lemislerdir (1, 5). Benzer goriintimleri gozleyince bu iliskinin
stiresini ve her iki trofozoitteki degisimleri olanagimiz icinde
inverted mikroskop altinda saptamay1 amacladik.

Amiplerin boyanmasinda ve i¢ yapilarinin saptanmasinda en
iyi sonug klasik Heidenhain’in demirli hematoksilen boyasiyla
elde edilmektedir. Bu yontemle gerek Entamoeba tiirlerinin
gerekse Ozgiir yasayan amiplerin gayet ayrintili boyandigi
bildirilmistir (5, 7). Bu yontem uzun siire aldigindan ve 1-2
basamag kritik oldugundan daha kolay yontemler arastirilmis-
tir. Bunlar arasinda Giemsa ve trikrom boyalar sayilabilir. Biz
de Acanthamoeba trofozoitlerinin farkli boyalarla boyandikla-
rindaki gorliniimlerini saptamak istedik.

GEREC VE YONTEM

Amip Tiirleri: Calismamizda kullanilan Acanthamoeba tiirle-
ri, Viyana Universitesi, Medikal Parazitoloji béliimiinden
saglandi. Bunlar, olduk¢a yaygin keratit olgularindan izole
edilmis olan, Acanthamoeba castellanii (1BU) ve A. hatchetti
(2HH) suslaridir (9).

Amiplerin Uretilmesi: Elimize besleyici degeri olmayan agar
(BDOA) ortaminda fiiretilmis sekilde ulasan amip suslarinin,
oncelikle, bu besiyerinde devamlilig1 saglandi. Bunun igin %
1,5-2 oraninda agar damitik su iginde eritildi; otoklavda steril
edildikten sonra steril kosullarda 9 cm’lik petri kutularina 10
mL olacak sekilde dagitildi ve bir giin bekledikten sonra pasaj-
lar i¢in kullanildi. Amibin beslenme ve liremesinin gercekles-
mesi i¢in agar ylizeyine Escherichia coli siirtildii ve elimizdeki
tirlerden, hazirlanan bu Dbesiyerine pasajlar yapilarak
monoksenik olarak devamlilik saglandi. Sonraki basamakta
aksenik kiiltiirler hazirlandi. Bunun i¢in tamponlu tuzlu su
eriyigi (0.120 g NaCl, 3 mg MgCl,.6H,0, 3 mg FeSO,.7H,0,

0.1 M KH,POy, 0.1 M Na,HPO,, 1L Damtik su) i¢inde hazir-
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lanan %1 protease peptone, % 1 maya &ziitii (yeast extract) ve
%1 glukozdan olusan PPYG besiyeri kullanildi (4, 8). Hazir-
lanan bu besiyerinin pH’s1, 7 olacak sekilde ayarlandi; otok-
lavda 121°C’de 15 dakika steril edildi; icerisine steril kosul-
larda 500 TU/mL Penicilline G ve 0.5 mg/mL Streptomycine
eklendi ve hiicre kiiltiirii siselerine 15-20 mL olacak sekilde
dagitildi. Daha sonra, BDOA ortamindaki kistler topland: ve
i¢ kez yikands; tizerine %3’liik HCI ¢ozeltisinden eklendi, bir
gece bekletilerek bakteriler elimine edildi. Ertesi giin HCl
igindeki kistler li¢ kez yikanarak HCI ¢o6zeltisi uzaklastirildi.
Son yikama sonrasinda, ¢okiintii vortekslendikten sonra, i¢in-
de PPYG besiyeri bulunan hiicre kiiltiirii siselerine aktarilds;
ekim yapildiktan birka¢ giin sonra baslamak iizere, inverted
mikroskopta amip iiremesinin olup olmadig: takip edildi. iler-
leyen gilinlerde amip {iremesinin fazla oldugu kiiltiirlerden
pasajlar yapildi.

Amiplerin Canh ve Boyanarak incelenmesi: Uretilen amip-
ler canli olarak ve gesitli boyalarla boyanarak iki sekilde ince-
lendiler:

A. Canh Inceleme: Agar yiizeyindeki ve PPYG besiyeri
icindeki canli trofozoit ve kistler mikroskopta incelendi,
gerektiginde mikrofotograflar1 cekildi. Agar plaklar a-
¢ilmadan alt kisimlart iistte olarak 10x objektif altinda
trofozoit ve kistlerin yogun oldugu bélgeler isaretlendi.
Sonra steril kosullarda plaklar agildi; isaretli bolgelerden
kesilen agar parcalari lam {izerine aktarilds; lizerine lamel
kapatildi ve 10x ve 40x objektiflerde incelendi. PPYG
besiyeri igindeki kistler ve trofozoitlerin hareketleri
inverted mikroskopta 10, 20 ve 40’11k biiyiitmelerde ince-
lenerek mikrofotograflari ¢ekildi.

B. Boyah Orneklerin Incelenmesi: Amiplerin boyanma-
sinda Heidenhain’in demirli hematoksilen boyas,
Giemsa, PAP, PAS, Van Gison, Masson Trikrom, Orsein,
Retikiilin, Toludin-O, Musicarmin boyalar1 kullanildi.
Boyama islemine gegmeden once, agar plaklarinda amip
tremesi olan bolgeler belirlendi; bu bolgeler kesilerek
plaktan ¢ikarildi ve iist yiizeyleri lam yiizeyine gelecek
sekilde ters-yiiz edilerek lama yerlestirildi. Amiplerin lam
yilizeyine gegmesi igin 1-1.5 saat bekletildi; Schaudinn
fiksatifinde tespit edildikten sonra boyandi (5).

BULGULAR

Viyana Universitesi, Medikal Parazitoloji Boliimiinden BDOA
ortaminda gonderilen amiplerin devamliligi ayni besiyerinde
kolaylikla gerceklestirildi. Bu besiyerinde iiretilmis amipler
erken donemlerdeki incelemelerde, ¢ekirdek ve kontraktil
vakuollerinin goriiniimii ile, daha ge¢ donemde ise tipik kist
morfolojileri ile ayirt edildiler. Sekil 1°de A. castellanii
trofozoitlerinin agar iizerindeki yogunlugu ve trofozoitlerin
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cekirdek ve kontraktil vakuollerinin yapisi goriiliirken, Sekil
2’de yine agar lizerinde canli kistler tipik sekilleriyle goriil-
mektedir. Daha sonra bu besiyerindeki kistlerin toplanip, yi-
kanip, bir gece %3’liikk HCI ¢o6zeltisinde bekletilmesi ile ¢ok
edildi ve
kontaminasyon olmadan her iki Acanthamoeba tirii de PPYG

yogun olarak bulunan bakteriler elimine
besiyerinde basarilt bir sekilde iiretildi. PPYG besiyerindeki
trofozoitler ve kistler inverted mikroskopta incelendi. Bu ince-
lemede, trofozoitlerin ¢ok kisa bir zamanda, hiicre kiiltiirii
siselerinin tabanini tamamen kaplayacak sekilde ¢ok yogun bir
sekilde tiredigi goriildii (Sekil 3-A, B, C). Siv1 haldeki kiiltiir-
lerde fazla sayida, ¢ok ¢ekirdekli trofozoitler saptandi (Sekil 4,
5). Bunun yaninda, sivi besiyerinde siklikla iki amibin arala-
rinda koprii olusturarak konjugasyon benzeri goriiniimler olus-
turduklar gozlendi. Sekil 6°da ilk goriildiigii andan itibaren
izlenen iki trofozoitin gekillerinde ve ¢ekirdeklerinde meydana
degisiklikler edildi ve belli
mikrofotograflart cekildi. Bu gdzlemlerimiz asagida kisaca

gelen takip araliklarla

Ozetlenmigtir:

iki trofozoitin ince bir koprii veya kanal ile birbiriyle baglanti-
11 olan iki trofozoitten sagdakinin ¢ekirdegi ve ig¢indeki biiyiik
¢ekirdekcik rahatlikla goriilirken (Sekil 6A), soldakinden
cekirdek/cekirdekcik ~goriilmedi. Izleyen dakikalarda 1.
trofozoitin ¢ekirdeginin boliindiigii (belki de birden fazla ola-
rak); bu sirada aradaki kanalin kalinlastig1, bu kalinlasma po-
zisyonunun zamanla degistigi ve 40. dakikada her iki trofozoit
icinde de ikiser gekirdek/¢ekirdekcik goriildiigii saptandi (Se-
kil B-E). Bundan sonraki asamalarda da aradaki kanalin kalin-
lagsma bdlgesinin 1. trofozoite yaklastigi (Sekil F,G), bu bol-
gede ¢ekirdek/cekirdekcige benzeyen yuvarlak bir yap1 goz-
lendi (Sekil 6H). Sekil 6 I ve J’de ise yine benzer degisiklikler
goriildii ve siire 95 dakikay1 buldu. 105. dakikadan baglayarak
200 dakikaya kadar olan siirede (Sekil 6 K-T) her iki trofozoit
ve aralarindaki baglant1 farkli goriiniimler sergilediler. Tlging
olan nokta iki trofozoitin 150. dakikada birlesmesi (Sekil 6 O)
ve bunu izleyerek bogumlu bir goriiniim aldiktan sonra 170.
dakikada 3 kisma ayrilmalaridir (Sekil 6 R-S). Bu goézlemin
son noktasi, 200. dakikada, iki trofozoitin ayrilmalardir (Sekil
6T).

Amiplerin boyanmasinda kullandigimiz boyalardan HHDH,
Giemsa, PAS, Mason Trikrom, Toludin-O boyalari, amiplerin
hiicre yapilarindan, ¢ekirdeklerini, ¢ekirdekciklerini, kontraktil
vakuollerini, ektoplazma ve endoplazmalarmi ayirt edecek
sekilde boyadi. Sekil 7°de A. castellanii trofozoitleri, Sekil
8’de ise kisti HHDH ile boyanmig durumda goriiliirken, Sekil
9’da Giemsa, Sekil 10’da PAS, Sekil 11’de Toludin-O, Sekil
12°de ise Mason Trikrom ile boyanmis trofozoitler goriilmek-
tedir. Retikiilin, PAP ve Van Gison boyalar1 ile boyanmis
amipler, zeminle ayirt edilemeyecek kadar soluk renkte boya-

nirken, Musicarmin ve Orsein boyalari ile trofozoitlerin hiicre
yapilart ayirt edilemedi.

TARTISMA

Viyana Universitesi, Medikal Parazitoloji Béliimiinden BDOA
icerisinde gonderilen A. castellanii ve A. hatchetti tiirleri ca-
lismamizda kullanildi. Walochnik ve arkadaglari bizim de
caligmamizda kullandigimiz iki amip tiiriiniin i¢inde bulundu-
gu, klinik ve klinik olmayan &rneklerden izole ettikleri 13
Acanthamoeba susunun morfolojik, molekiiler biyolojik ve
fizyolojik karakterlerini arastirmiglardir. Arastiricilar, ilerle-
mis keratit olgularindan izole ettikleri, ¢alismamizda kullandi-
gimiz iki amip tiirtiniin kist morfolojisi ve bilyiikligiine gore
II. grupta yer aldigimi belirlemislerdir. Bunun yaninda, iki
tirtin de aksenik kiiltiirde ¢ok iyi {iredigini, agar {izerindeki
hareketlerinin oldukga iyi oldugunu ve 30, 34, 37, 40 °C’lerde
¢ok iyi tirerken, 42 °C’de iireme hizinin daha yavas oldugunu
caligmalarinda belirtmislerdir. Bunun yaninda A. hatchetti’nin
sitopatik etkisinin A. castellanii’ye gbre daha gii¢lii oldugunu
ve her iki tiiriin de sekans tiplerinin T4 oldugunu bulmuslardir

9).

Caligmamizda sivi besiyerinde siklikla iki, {i¢ veya dort ami-
bin karsilikli olarak aralarinda koéprii kurduklari, gériiniimleri-
nin konjugasyon olayini cagristirdifi gozlendi. Saygi, 1971
yilinda yaptig1 doktora tez ¢alismasinda, buna benzer olaylar1
gozlemis fakat herhangi bir aciklama getirmemistir (5). John
da 1993 yilinda yayinlanan “Parasitic Protozoa” adli kitabin
icinde bulunan, “Opportunistically Pathogenic Free-Living
Amebae” baglikli bolimde aksenik kiiltiirlerde, aralarinda
kopriilerle baglanti kuran ii¢ trofozoitin, scanning elektron
mikroskobunda ¢ekilen fotografini yaymlamig ve amipler
arasinda genetik bir degisim olabilecegini belirtmistir (1).
Inverted mikroskopta uzun siire gozledigimiz ve aralarinda bir
baglant1 olan iki trofozoitte ¢ekirdek bdoliinmesini, genetik
materyal alig-verisini cagristiran pozisyonlar dikkatimizi gekti
(Sekil 6 A-T). Gozlemlerimizin trofozoitler arasinda genetik
madde degisimine isaret edebilecegi kanisindayiz. Fakat bu
durumun agikliga kavusturulabilmesi i¢in daha ayrintili ¢alis-
malara gereksinme vardir. Ayrica da bu isin hi¢ de kolay ol-
madig1 bir gercektir.

Acanthamoeba trofozoitlerinin boyanmasinda, Heidenhain’in
demirli hematoksilen boyasi, Giemsa, PAP, PAS, Van Gison,
Mason Trikrom, Orsein, Retikiilin, Toludin-O ve Musicarmin
boyalart kullanildi. Bu boyalardan, HHDH, Giemsa, PAS,
Masson Trikrom, Toludin-O boyalari, amip trofozoitlerinin
¢ekirdek, cekirdekcik, ektoplazma, endoplazma ve kontraktil
vakuollerini belirgin bir sekilde boyadi. Bu nedenle, amiplerin
bu boyalarla boyanmasinin uygun oldugu, diger boyalarin ise
amiplerin boyanmasinda kullanisl olmadig1 kanisindayiz.
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Sekil 1. Agar ylizeyinde 4. castellanii trofozoitlerinin goriiniimii.(x100);
2. Agar tizerindeki 4. castellanii kistlerin tipik sekilleri (x400);
3. Siv1 besiyerinde trofozoitlerin, inverted mikroskoptaki goriintimleri (A: x10), (B: x20), (C: x40);
4 ve 5. Sivi besiyerinde ¢ok ¢ekirdekli trofozoitlerin, inverted mikroskoptaki goriiniimleri (40x)
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Sekil 6 — A-T. S1v1 besiyerinde goriilen ve inverted mikroskopta x40°lik objektifte ve yaklagik 200 dakika gozlenen, bu gozlem
siiresince zaman zaman mikrofotograflar gekilen iki Acanthamoeba trofozoitinin birbirleriyle olan iligkileri A-T’de gériilmektedir.

A. Birbiriyle ince bir kopriiyle bagl iki trofozoit (veya sekilde goriildigii sekilde uzams tek trofozoit) sagdaki biiyiik trofozoitin (1. trofozoit)
¢ekirdek ve gekirdekeigi bariz olarak goriiliirken 2. trofozoitte (soldaki) bunlar goriilmemekte; B. 5. dakikadaki gorintii; C. 25. dakikadaki g6-
riintd; D. 30. dakikadaki goriintii; E. 40. dakikadaki gériintiide iki trofozoit arasindaki kopriiniin kalinlagmig kisminin 2. trofozoite yaklastigi
saptandi; F, G. 42. dakikadaki goriiniim; H. 75. dakikadaki goriiniim; I, J. 85. dakika — 2. trofozoitin iki ¢ekirdegi kayboldu (J) ve 95. dakikada
¢ekirdegi uzamaya basladi (J); K. 105. dakikadaki gériiniim; L. 120. dakikadaki goriiniim; M. 130. dakikadaki goriiniim; N. 140. dakikadaki
goriintim; O. 150. dakikadaki goriintim - ; iki trofozoit birlesti; P. 160. dakikadaki goriiniim; R. 170. dakikadaki goriiniim; S. 180. dakikadaki
goriiniim; T. 200. dakikadaki goriiniim - ; iki trofozoit birbirinden ayrild.
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Sekiller. A. castellanii trofozoitlerinin farkli boyalarla boyanmis goriintimii
Sekil 7. HHDH ile boyanmus trofozoitler (100x); 8. HHDH ile boyanmus bir kist (100x); 9. Giemsa ile boyanmus trofozoit (100x);

10. PAS ile boyanmus trofozoitler (40x); 11. Toludin-O ile boyanmus trofozoitler (40x); 12. Masson Trikrom ile boyanmis trofozoitler (40x)
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