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Goz Kapaklarindan ve Konjunktivadan Alinan Siiriintii Orneklerinde
Acanthamoebave Diger Serbest Yasayan Amiplerin Arastirilmasi

The Investigation of Acanthamoeba and Other Free Living Amoeba in Swab Samples

Obtained from Conjunctiva and Eye Lid
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6z

Amag: Calismada, cesitli yakinmalar nedeniyle Goz Hastaliklar poliklinigine bagvuran hastalarin alt géz kapaklar ve konjunktivadan alinan
stiriintl drneklerinde Acanthamoeba ve diger serbest yasayan amip tirlerinin prevalansinin belirlenmesi amaglanmustir.

Yéntemler: Bu amacla, Cumhuriyet Universitesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma Hastanesi Goz Hastaliklari Anabilim Dali polikli-
nigine cesitli nedenlerle bagvuran 500 hastadan elde edilen alt géz kapagdi ve konjunktiva strintl drnekleri incelenmistir. Steril eklvyonlar
kullanilarak elde edilen hasta rmekleri, icinde serum fizyolojik bulunan ve steril, agzi kapakl tiplerde laboratuvara taginmistir. Daha sonra
oda sicakliginda bir giin bekletilen érnekler, Uzerine Escherichia coli ekilmis Besleyici Dederi Olmayan Agar iceren plaklara inokile edilerek
30°C'de inkiibe edilmistir. Ureme saptanan iki plaktaki amipler morfotiplendirme kriterlerine gére tanimlanmistir.

Bulgular: Calismada, 500 kisiden alinan siirlintl 6rneginin birinde Acanthamoeba spp. (%0,2), birinde ise Hartmannella spp. (%0,2) Gremistir.
Ancak bu hastalarda belirgin bir yakinma saptanmamistir.

Sonug: Serbest yasayan amipler hem kendileri hem de i¢lerinde tasidiklar bakteri ve virlsler nedeniyle potansiyel patojendirler. Son yillarda
Acanthamoeba keratitinin hizla yayilmasi bu canlilarin gézle temasta oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir. (Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 194-9)
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ABSTRACT

Objective: In the study, it is aimed to determine the prevalence of Acanthamoeba and other free-living amoeba (FLA) species in the swab
samples obtained from conjunctiva and lower eye lid.

Methods: For this purpose, swab samples from the 500 patients’eye lid and conjunctiva were obtained who admitted to Cumhuriyet Uni-
versity, Research and Application Hospital, Department of Ophthalmology with variety of reasons. Swab samples were carried out using
sterile cotton swab in steril tubes. The swab samples were inoculated onto non-nutrient agar (NNA). Live Escherichia coli was used as food
source for the growth of the FLA. The NNA plates were incubated at 30°C and examined daily using ligth microscope for two weeks. For
morphotyping of the trophozoites and cysts of the FLA were used taxonomic keys.

Results: Two of the 500 swab samples (0.4%) were positive for FLA. One of them (0.2%) were identified as Acanthamoeba spp. and other
was identified as Hartmannella spp. However, these patients did not reveal any complaints yet.

Conclusion: FLA both themselves and bacteria carrying in their body as reservoirs are potantial pathogen. The rapid spread of Acan-
thamoeba keratitis in recent years reveal that these microorganisims are in contact with the eyes. (Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 194-9)
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GiRiS

Serbest yasayan amipler dogada, rutubetli ya da islak toprak-
larda, gdllerde, ylizme havuzlarinda, baraj géllerinde ve tath su
birikintilerinde (1, 2), cesme sularinda (3), kontakt lens solisyon-
larinda (4, 5), havada yaygin olarak bulunmaktadir (6). Ancak
serbest yasayan amipler icinde Acanthamoeba tirl diger tirle-
re gore cevresel ortamlarda daha fazla bulunmaktadir (5).
Toprak, su ve havayla siki temasta olan insanlara serbest yasa-
yan amiplerin yerlesmesi ve hastalik olusturabilmesi olasilig
ylksektir. Ayrica immun sistemleri baskilanmis kisilerde, AIDS
hastalarinda, kanserlilerde, organ transplantasyonu yapilanlar-
da, immun sistemi baskilayan ilaglarin kullanilmasi durumunda,
yetersiz beslenme ve devamli stres altinda kalma durumlarinda,
serbest yasayan amiplerin insan vicuduna girerek patojen etki
olusturabilme ve hastaliklara neden olma riski artmaktadir(5).
Ayrica serbest yasayan amip tirleri, bazi patojen olan
Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., ve Proteus sp., gibi mik-
roorganizmalari iclerinde tasiyarak insanlara bulagsmasinda rol
oynarlar (7). Serbest yasayan amipler dogal yada yapay olarak
olusturulan su ortamlarinda Legionella tirleri ile birlikte bulun-
makta ve Legionella’larla kontamine olmus ortamlardan sik¢a
Hartmannella, Acanthamoeba ve Naegleria izole edilmektedir
(8). Serbest yasayan bu amip tlrlerinin hepsi bakteri, mantar ve
diger kucik partikillerle beslenmektedirler. Serbest yasayan
amiplerle olusan enfeksiyonlar Avrupa, Amerika, Avustralya,
Afrika ve Asya'dan rapor edilmistir (5). Serbest yasayan amipler-
den Acanthamoeba spp. nin cogunlukla immun baskin bireyler-
de ve kronik hastaligi olanlarda granilomatdz amibik ensefalite
(GAE) neden oldugu bilinmektedir (7). Ayrica bu amip cinsi
insanlarda Acanthamoeba keratiti (AK) olarak bilinen agnli ve
gdrmeyi engelleyen kornea hastaligina neden olabilmektedir.
Eger enfeksiyon hemen tedavi edilmezse kornea tahribatina,
gdérme kaybina ve sonucta korlige ve gozin cikarilmasina yol
agmaktadir (5). Acanthamoeba keratiti, suyla bulagan hastalik-
larda Acanthamoeba spp.’nin neden oldugu, gdl ya da havuz-
larda kontakt lens kullanarak yizme sonrasi olusan ya da steril
olmayan, evde hazirlanmig kontakt lens sollsyonlari vasitasiyla
bulasan bir g6z hastaligidir (7). AK'nin tanisi ve tedavisi zordur.
Cogunlukla fungal veya atipik Herpes simplex keratiti olarak
yanlis tani almaktadir. AK ilk kez ingiltere ve ABD'den bildirilmis
olup olgularda agdrili ve giderek gérmeyi engelleyen korneal bir
hastalik olarak gézlenmistir (9-11). Acanthamoeba’nin ¢ok sayi-
datlrd A. castellanii, A. polyphaga, A. hatchetti, A. culbertsoni,
A. rhysodes, A. griffini, A. quina ve A. lugdunensis etken olarak
AK hastalarindan rapor edilmistir (5). AK olgu sayisindaki artis
kontakt lens kullanimi ve kéti lens hijyeni ile iliskilendirilmekte-
dir. Ancak insanlarin hava, toz ve toprakla temasina bagli olarak
gozlerinde (konjunktiva ve goz kapaklarinin i¢ kisminda) serbest
yasayan amiplerin bulunma ve yerlesme olasilgi ile ilgili olarak
yapilan ¢alisma sayisi oldukga azdir. Son yillarda, Hartmannella
cinsinden H. vermiformis'in de kontakt lens kullanan kisilerde
keratit olusturabildigi bildirilmistir (12, 13). Lens kullanimi olma-
dan da bu amipler gdzde saptanabilir mi? Bu nedenle, insanda
hastalik olusturabilen ya da potansiyel patojen olan serbest
yasayan amiplerin, Goz poliklinigine ¢esitli nedenlerle bagvuran
kisilerin gdzlerinde varliginin arastirlmasi bu calismada amacg-
lanmistir.

YONTEMLER

Cumhuriyet Universitesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Goz Anabilim Dali poliklinigine gesitli yakinmalarla
gelen hastalardan 2012 Eylul-Kasim aylarinda toplanan 500 kon-
junktiva ve/veya alt g6z kapadi surlintl Ornedinden serbest
yasayan amip tlrleri arastinldi. Calismaya baglamadan dnce
Cumhuriyet Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kuruluna basvu-
rularak onay alinmigtir.

Goz Kapag Siiriintii Orneklerinin Alinisi

Go6z hastaliklari Anabilim Dali polikliniginde, cesitli nedenlerle
muayene icin gelen hastalarin onamlan alindiktan sonra, adi,
soyad, yasl ve yakinmalarini iceren kisa bir anket uygulandi. Her
bir hastaya numara verilerek kaydedildi. Alt géz kapaginin i¢
kismindan ve konjunktivadan steril pamuk uclu eklvyonlar ile
alinan strintl érnekleri, icinde 1 mL serum fizyolojik (SF) bulu-
nan steril tiplere alindi.

Orneklerin Muhafaza Edilmesi ve Ekilmesi

Elde edilen drnekler, eklivyona bulagan parazitin serum fizyolojik
sivist icine diismesi icin laboratuara getirilerek oda ortaminda bir
gece bekletildi. Ornekler, ertesi giin daha dnceden lzerine canli
Escherichia coli ekimi yapilmis olan NNA (non nutrition agar)
plaklarina inokile edildi. Plaklarin adizlar parafilmle kapatilarak
g giin suresince 30°C de inkibe edildi.

Orneklerin Isik Mikroskobunda incelenmesi

Etlvde Ug glin bekletilen plaklar ilk kontrol igin etlivden disari
cikartilarak g1k mikroskobunda 10'luk objektif altinda kontrol
edildi. ilk kontrolde negatif sonuc veren plaklar iki hafta sonra
tekrar incelenmek lizere muhafaza edildi. Pozitif ¢ikan érneklerin
ise mikroskopta detayli incelemesi yapilarak hem kist hem de
trofozoit formlan yéniinden ilgili anahtarlar kullanilarak tanimla-
malar yapildi (14, 15). Kist ve trofozoit formlarinin ayri ayr fotog-
raflan ¢ekildi ve pozitif ¢ikan bu plaklardan tekrar pasaj yapilarak
ornekler yeniden elde edildi. Serbest yasayan amip agisindan
pozitif bulunan petri plaklarinin mikroskop altinda kist ve trofozo-
it fotograflan ¢ekildi. Ayrica bu plaklardan alinan striintd érmek-
lerinin SF icinde hazirlanan lam lamel arasi incelemelerle de
ozellikle 40'lik objektif altinda fotograflan alinmistir.

Isi Tolerans Testi

Pozitif érneklerden ikinci pasajlar yapildiktan sonra, Gg yeni NNA
bulunan petri plagina pasaj yapildi. Bunlar 37°C, 42°C ve 52°C'de
inkiibe edildi.

BULGULAR

Calismaya, ¢ ay siresince cesitli nedenlere bagl olarak goéz
poliklinigine bagvuran kisiler alinmig, kisilerin demografik ézellik-
lerini iceren kisa bir anket uygulanmistir. incelenen 500 hastanin;
yas, cinsiyet ve goz yakinmalan agisindan elde edilen bulgulan
Tablo 1'de o&zetlenmistir. Serbest yasayan amipler yéninden
pozitif bulunan iki hastanin énemli bir yakinmasi olmadigi ve
gérme bozuklugu nedeniyle hastaneye basvurdugu ve kontakt
lens kullanmadigi saptanmistir.

500 kisiden alinan g6z kapagr slrinti &rnegdinin  birinde
Acanthamoeba spp. (%0,2), birinde ise Hartmannella spp.(%0,2)
Uremistir. Pozitif saptanan hastalardan birinde, hem plaklar Gzerinde
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Tablo 1. Géz poliklinigine gelen hastalarin cinsiyetlerine gére dadilimi, yas araliklar ve poliklinige gelme nedenleri

Yas aralig Erkek hasta sayisi Kadin hasta sayisi

Hastanin gz poliklinigine gelis nedeni

18-30 79 54

Kontakt lens kullanimina bagl enfeksiyon

Bakteriyal enfeksiyon

Kontakt lens kullanimina bagli géz kurulugu

Kizariklik yanma ve sislik

31-40 45 40

Yabanci cisim batmasi

Bakteriyal enfeksiyon

Batma ve yanma

Blefarit

41-50 18 31

Glokom

Katarakt

Adri ve yanma

51 -60 40 42

Katarakt

Yanma ve batma

Gorme bozuklugu

61-70 47 28

Katarakt amaliyati sonrasi enfeksiyon

Batma ve yanma

Gorme kaybi

71—+ 27 22

Katarakt

Uveyit

Blefarit

Goérme kaybi

yapilan kist ve trofozoit formlarin incelenmesinde hem de lam
lamel arasi serum fizyolojikle yapilan incelemelerde morfotiplen-
dirme kaynaklarindan da faydalanilarak tanimlamalar yapilmigtir
(14, 15). Bu érnegdin Acanthamoeba spp. oldugu kist formlarinin
endokist ve ekzokistindeki girinti ve cikintilardan anlagilmigtir
(Resim 1a).

Ayni 6rnegin trofozoit formlarinin serum fizyolojik icinde hazirla-
nan preparattaki gérintlsu, acanthapod yapilan Resim 1b'de
sunulmustur.

Go6z poliklinigi hastalarindan alinan strintd érneklerinden birin-
de de Hartmannella spp. Uretilmistir. Bu hastanin stirlintl érnek-
lerinden Uretilen amibin SF icinde hazirlanan preparatlarda ince
uzun ¢ubuk seklinde gérilen tipik trofozoitleri Resim 2 a-c'de
gosterilmistir.

Ayrica 1si tolerans testlerinde de pozitif saptanan iki sugun plak-
larinin 37°C, 42°C ve 52°C'de inkiibasyonunda herhangi bir
Ureme saptanamamistir. Bu bulgu, izole edilen suslarin patojen
sug olmama ihtimalini arttirmaktadir.

TARTISMA

Serbest yasayan amipler; primer amebik meningoensefalit
(PAM), granulomatdz amebik ensefalit (GAE), Acanthamoeba
keratiti (AK) ve kutandz lezyonlar olusturan etkenlerdir. AK, bagi-
sikhdi yeterli veya yetersiz olan bireylerde meydana gelebilirken,
GAE ve kutandz Acanthamoebiasis olgularina AIDS'li hastalar da
dahil olmak Uzere bagisiklik sistemi zayiflamis bireylerde daha

Resim 1. a, b. Alt géz kapagd sirintisliinden Uretilen Acant-
hamoeba spp. kistlerinin SF icinde hazirlanan preparatta 40x
blyltmede gérinimi (Endokistin daha belirginlesmesi igin lam-

lamel arasina metilen mavisi damlatilmigtir (a), Uretilen
Acanthamoeba spp. trofozoitlerinin SF icinde hazirlanan
preparatta 40x blyltmede gérinimi (b)

fazla rastlanmigtir (5). Acanthamoeba'nin hizli tanisi basanl bir
tedavi icin oldukga 6nemlidir. Acanthamoeba enfeksiyonlarinin
tanisi ve tedavisi; enfeksiyonun nadir gorilmesi, codu doktorun
hastalik belirtilerine asina olmamasi nedeniyle gecikebilmektedir.
Dokularda Acanthamoeba'yi tanimlamak icin yeni molekdler yon-
temlerin kullanimi enfeksiyonu tanimlamak icin daha hizli yollar
saglamaktadir. Hicre temasina bagl olmasina ragmen
Acanthamoeba'nin hastaliga neden oldugu mekanizmalar hala
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Resim 2. a-c. Goz striintl drneginden Uretilmis olan Hartmannella
spp. nin trofozoit formunun SF icinde hazirlanan preparatta 40x
blylutmedeki gérinimu (a, b), kist formunun NNA ylizeyinden
40x buyitmedeki gorinimu ()

¢oziilememektedir. Son zamanlardaki caligmalar slgA'nin, tamam-
layici unsurlarin, nétrofillerin ve makrofajlarin enfeksiyona direncte
énemli rol oynayabilecedi ileri sirilmistir (16). insanda hastaliga
neden olan bir potansiyele sahip oldugu bilinen ¢esitli bakteriler-
le, Acanthamoeba'nin zincir olusturdugunun fark edilmesi, bu
amiplerin bakteriyel patojenler icin bir rezerv hizmeti gérdigind
ortaya c¢ikarmistir (8). Son zamanlarda bildirilen Acanthamoeba
enfeksiyonu olgularindaki artig, bu organizmalarin hastalik icin
sahip olduklan potansiyelin daha fazla farkina varlmasinin bir
sonucu olabilir. Acanthamoeba enfeksiyonunun artmasinda; HIV
virlsU tagtyan, kanser tedavisi goren hastalarin sayisinin artmasi ve
organ nakilleri sirasinda, bagisikligi bastirici tedavilerin uygulan-
mas! gibi ¢cok sayida faktér hesaba katilabilir (7). Serbest yasayan
amiplerin klinik érneklerden izole edilmesinde daha ¢ok keratitli
hastalardan elde edilen kornea kazintilari ya da kontakt lens solus-
yonlarindan elde edilen materyaller kullaniimistir (17, 18). Bunun
yaninda keratitli olmayan sadlikli bireylerden géz florasindan top-
lanan sirintl érnekleri de Acanthamoeba agisindan aragtinlmistir.
2005 yilinda Malezya'da Anisah ve ark. (19) yapmis oldudu bir
calismada, kontakt lens kullanmayan, saglikli okul 6grencilerinden
olusan deneklerden toplamda 286 gdz striintl 6rnegi toplamiglar-
dir. Steril pamuk uclu eklvyonlar kullanarak géziin normal florasin-

dan elde ettikleri strintl érneklerini, E. coli ekilmis NNA iceren
plaklara ekmis ve 30°C'de 2 hafta inklbe ettikten sonra igik mikros-
kobunda incelemislerdir. Fakat yapilan bu calismada
Acanthamoeba agisindan pozitif bir sonu¢ elde edilememistir.
Ancak, gbz hastaliklanyla ilgilenen aragtirmacilar tarafindan cok
sayida yayinda, kontakt lens kullanimina bagli ya da degil AK olgu-
lar strekli bildirilmeye devam etmektedir (20, 21). Page ve
Mathers tarafindan yapilan bir calismada, 1999 ve 2011 yillan ara-
sinda goz poliklinigine gelen hastalardan yapilan mikroskobik
incelemelerde, 372 hastanin Acanthamoeba keratiti oldugu kon-
fokal mikroskobi ile kanitlanmig ve hastalarin % 64'Uinde yumusak
kontakt lens kullanimi hikayesi oldugu bildirilmistir (22).

Son yillarda keratitli olgulardan saptanan tur ve suglarla ilgili bil-
dirimler de bulunmaktadir. Cogunlukla A. castellani T4 tipi
olmakla birlikte, T10 saptanan olgular da bildirilmistir (23).

Ulkemizde yapilan calismalardan, Akisii ve ark. (24) 1999 yilinda
bir AK'li olguyu bildirmiglerdir. Sag géziinde adn, fotofobi yakin-
malari olan bu hastada keratit tanisi konmus ve korneadan alinan
ornekte Acanthamoeba trofozoitleri saptandidi bildirilmistir.

Yine Ulkemizde, Demirci ve ark. (25), bes yasinda, kontakt lens
kullanmayan bir cocukta Acanthamoeba spp. saptadiklanni bil-
dirmigler, fakat etkenin genotiplendirilmesi yapilmamustir.

Ozkog ve ark. (26), kontakt lens kullanmayan ancak travmali iki
olguda T4 genotipinde Acanthamoeba sp. ve Paravahlkampfia
sp saptadiklanini bildirmiglerdir.

Ertabaklar ve ark. (27), her iki gdzde kizariklik, batma, yanma ve
gérmede bulaniklik sikayetleri ile bagvuran 23 yasindaki kontakt
lens kullanan bir olguda, klinik ve laboratuar incelemeleri sonra-
sinda AK tanisi koymuslar ve etkeni T4 genotipinde
'Acanthamoeba castellanii’ olarak tanimlamiglardir.

Niyyati ve ark. (13); kontakt lens kullanan 90 géndlli Gzerinde
yapmig olduklar ¢alismada, alti kiside T3,T4 ve T5 genotipinde
Acanthamoeba spp., U¢ kiside de Hartmannella vermiformis
saptadiklarini bildirmiglerdir. Acanthamoeba ve Hartmannella
gibi serbest yasayan amiplerin kontakt lens kullanan hastalarda
bulunusunun, bu kisiler icin dnemli bir risk olusturdugunu vurgu-
lamiglardir.

Ulkemizde insanlardan, géz yakinmalari sonucu Acanthamoeba
spp. saptandidi bildirilmis olmasina karsin Hartmannella spp. ile
ilgili yayin bulunmamaktadir. Ancak son yillarda H. vermiformis'in
insanlardan izole edildigine dair yabanci yayinlarin bulunmasi, bu
amibe de dikkati cekmektedir (12, 13). H.vermiformis’in, Sivas ve
cevresinden icme suyu érneklerinde, PCR yontemiyle saptandigi
bildirilmistir (2). Daha once c¢evresel 6rneklerde saptanan
Hartmannella spp.'nin Glkemizde ilk kez bu ¢aligmada insandan
izole edildidi bildirilmektedir.

Yapilan incelemeler sonucunda; belirgin bir yakinmasi olmayan
ve kontakt lens kullanmayan iki hastada, Acanthamoeba ve
Hartmanella cinsine ait serbest yasayan amip saptanmistir.
Molekdiler diizeyde bir aragtirma yapilmadidi igin, pozitif bulunan
drnekler sadece cins diizeyinde tanimlanabilmistir. Pozitif 6rnek-
lerin 1s1 tolerans testleri yapildiginda ise, amiplerin daha yiksek
isilarda inkibe edildiklerinde, Gremedigi gozlenmistir. Bu durum,
suslarin apatojen olduklarina dair bir delil olusturmaktadir. Ancak
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her iki tiriin de bakteri ve virus gibi patojenleri tagiyabilme riski
bulunmaktadir.

SONUC

Ulkemizde gerek hekimlerin, gerekse laboratuar sorumlularinin
serbest yasayan amipler konusunda daha bilin¢li hareket etmele-
ri yararl olacaktir. Caligmalardan da gorildugu Uzere keratiti
olmayan ya da kontakt lens kullanmayan bireylerin de
Acanthamoeba enfeksiyonu acisindan risk altinda oldugu kanit-
lanmigti. Bu nedenle insanlarin Acanthamoeba enfeksiyonlari
acisindan uyarilmalan ve bilgilendirilmeleri gerekir. Ayrica, ser-
best yasayan amiplerin gdzde yerlesiminin kliniklerde daha
detayli bir sekilde incelenmesi ve irdelenmesi gerekmektedir. Bu
amiplerin tipki bir Truva ati gibi i¢lerinde bazi bakteriyel ve viral
patojenleri tagiyabildikleri unutulmamali, hastalik olusturma
potansiyelleri géz éniinde bulundurulmalidir.
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