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0z

Bu c¢alisma, farklh su kaynaklarindan elde edilmis
Acanthamoeba tiirlerinin molekiiler prevalanslarinin
saptanmasi ve 18S rRNA gen boélgesine gore filogenetik
karakterlerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmis-
tir. Calismada, Sinop ve Ordu yorelerindeki cesme suyu,
havuz sulari, kaplica ve gollerden 80 drnek toplanmstir.
Su orneklerinin kiiltiir ortaminda tretilmesini takiben,
DNA izolasyonu ve PCR analizleri gerceklestirilmistir.
18S rRNA gen bdlgesi yoniinden pozitif belirlenen
amplikonlar klonlanmis ve plazmid piirifikasyonu yapil-
mistir.  Plazmidler vektdor spesifik primerlerle
sekanslanarak hedef dizilimler elde edilmistir. Ilgili
sekanslarla birlikte GenBank veri tabaninda kayith ben-
zer izolatlar1 iceren toplam 31 sekanslik veri seti olustu-
rulmustur. Calismada, Sinop yoresinde %17.1, Ordu
yoresinden %20 Acanthamoebaspp pozitifligi tespit
edilmistir. Filogenetik incelemelerde, elde edilen
Acanthamoeba izolatlarinin Tiirkiye’den ve diinyadan
rapor edilen T4 genotipine ait izolatlarla aym dalda
kiimelendikleri goriilmiistiir. izolatlar arasinda iki
haplotip saptanmis ve ortalama haplotipdiversitesi
0.682+0.084 olarak belirlenmistir. 18S rRNA veri setin-
de, TRERUAcanthal ve TRERUAcantha2 haplotiplerinin
de bulundugu T4 genotipindeki tiim izolatlarin %100
identik olduklar: belirlenmistir. Filogenetik analizlerde
T4 genotipindeki izolatlarin monofiletik yapilanma gos-
terdigi saptanmistir. T4 genotipinde olduklar: saptanan
izolatlarimizin %99.9 ile Almanya’da kontakt lensten
izole edilen ve T13 genotipinde yer alan KaBo
(KJ476522) izolatiyla en yakin benzerligi gosterdigi
gorilmistiir.

Anahtar kelimeler: 18S rRNA, Acanthamoeba,
genotiplendirme, molekiiler prevalans, su drnegi
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ABSTRACT

This study was conducted to determine the molecular
prevalence of Acanthamoeba species isolated from vari-
ous water sources and to determine their molecular
characteristics for the 18S rRNA gene region. In this
study, a total of 80 samples were collected from foun-
tain water, pool water, hot springs and lakes in Sinop
and Ordu provinces. Following the production of water
samples in the culture medium, DNA isolation and PCR
analyzes were performed. Amplicons determined posi-
tive for the 18S rRNA gene region were cloned and plas-
mid purification was performed. Target sequences were
obtained by sequencing the plasmids with vector-
specific primers. A total of 31 sequence data sets were
created, containing similar isolates registered in the Gen
Bank database, together with the relevant sequences. In
the study, 17.1% Acanthamoeba positivity was found in
the Sinop region and 20% in the Ordu region. In phy-
logenetic analyses, it has been shown that the obtained
Acanthamoeba isolates clustered in the same cluster
with the T4 genotype isolates from Turkey and the
world. Two haplotypes were detected among the posi-
tive isolates and the mean haplotype diversity was
0.682+0.084. In the 18S rRNA dataset, all isolates in the
T4 genotype, including the TRERUAcanthal and TRE-
RUAcantha2 haplotypes, were 100% identical. In phy-
logenetic analyzes, isolates in the T4 genotype showed a
monophyletic structure. It was observed that our
isolates found to be T4 genotype showed 99.9% identity
with KaBo (KJ476522) isolate identity, which was iso-
lated from contact lenses in Germany and included in
the T13 genotype.

Keywords: 18S rRNA, Acanthamoeba, genotyping, mo-
lecular prevalence, water sample.
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GIRIS

Acanthamoeba tiirleri toprak, hava, tath su, ylizme ha-
vuzlari, musluk suyu ve okyanus ¢okeltileri gibi cesitli
insan ortamlarinda yasamaya uyum saglamis ve dogada
serbest yasayan bir amiptir. Immiin sistemi baskilanmis
bireylerde hayati tehdit eden graniilomatéz amibik
ensefalite (GAE) ve kontakt lens kullananlarda gérmeyi
tehdit eden amip keratitine neden olan bu protozoon
son zamanlarda daha fazla dikkat cekmeye baslamistir.
Nitekim, son yillarda GAE kaynakli 6liim oranlar1 ve
keratite bagh gz hasarlar: vakalarinda artis goézlemlen-
mistir (1,2).

Acanthamoeba tiirlerinin tanimlama ve alt cins diizeyin-
de Kklasifikasyonunda sikintilar  bulunmaktadir.
Acanthamoeba tirlerinin cins diizeyde tanimlanmasi
morfolojik oOzellikler ile yapilabilmektedir. Pussard ve
Pons (3), kist biliytikligl ve diger morfolojik 6zellikleri-
ne goére Acanthamoeba tirlerini i¢ morfolojik gruba
ayirmistir. Grup 1’deki Acanthamoeba spp. nispeten
biiyiik kistler, belirgin yildiz seklinde endokistler ve
pirizsiz kiiresel ektokistlere sahiptir. Grup 2 ve Grup
3’teki Acanthamoeba spp. ise daha Kkii¢iik Kistlere sahip-
tir (¢ap1 18 pm’den az). Grup 2'deki tiirler diizensiz veya
burusuk ektokistlerle yildiz seklinde endokistleri
poligonal hale getirirken, Grup 3’teki tiirlerinin kistleri
kalayll ve piiriizsiiz veya hafif burusmus ektokistleri
olan yuvarlak veya hafif agisal endokistlere sahiptir.
Gruplandirma, amip tiirlerinin tanimlanmasindan 6nce
yaygin olarak kullanilmistir. Bununla birlikte, kistin
morfolojik 6zellikleri kiiltlir kogsullar1 ile degisebilir ve
aymn1 sus icerisinde oldukca degisken yapiya biirtinmek-
tedir. Bu nedenle, tiirlerin sadece morfolojiye dayali
tanimlanmasi zorlukla miimkiin olabilmektedir (4,5). Bu
giicliiklerin iistesinden gelmek amaciyla Acanthamoeba
tlirlerinin taksonomik siniflandirilmasinda izoenzim
analizi, RFLP metodu ve 6zellikle 18S rRNA gen bolgesi-
nin sekans analizleri gibi molekiiler metotlar kullanil-
maya baslanmis ve basarili sonuglar elde edilmistir. Son
yillarda molekiiller c¢alismalarin hiz kazanmasiyla
Acanthamoeba tiirlerinin genotiplere ayrildiklar: belir-
lenmistir. Bu genotiplendirme ¢alismalar1 sonucu birgok
patojen ve apatojen tiirlerin tespiti yapilmis ve yeni tani
yontemleri gelistirilerek tedavide daha etkin ilaglar
kesfedilmeye baslamistir. Acanthamoeba tiirleri izerin-
deki artan arastirma ilgileri ve diinya ¢apinda ileri mole-
kiiler tekniklerin mevcudiyeti siiphesiz ek genotiplerin
tanimlanmasina sebep olacaktir. Bu g¢alismalar,
Acanthamoeba tiirlerinin  ekosistemdeki bakteriyel
simbiyozun yani sira birincil ve ikincil insan enfeksiyon-
larina neden olmadaki roliinii netlestirmeye yardimci
olacaktir (6).

Acanthamoeba tiirlerinin genotiplendirilme ¢alismalari-
na ragmen Tirkiye’de bu tiirlerin molekiiler filogenileri
ve karakterizasyonlar1 hakkinda simirh sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismada Sinop ve Ordu ydrelerin-
deki cesitli su kaynaklarindan toplanan orneklerden
elde edilen Acanthamoeba tiirlerinin 18S rRNA gen bol-
gesinin molekiiler karakterinin ve genotiplerinin ortaya
konulmasi ve elde edilen haplotiplerin Tiirkiye'nin biyo-
lojik cesitliligine katki saglamasi amaciyla GenBank
kayitlarinin gerceklestirilmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM
Arastirma Sahasi ve Su Orneklerinin Toplanmasi

Ceniklioglu B, Diizlii O

Calisma, Aralik 2018 ve Haziran 2019 tarihleri arasinda
Sinop’un Merkez ve Gerze ilgeleriyle Ordu'nun Fatsa ve
Kumru ilgelerindeki ¢esme suyu, havuz sulari, kaplica ve
gollerden toplanmig toplam 80 6rnek iizerinde yiiritil-
di. Calismanin orneklem biytkligl; alfa=0.05, etki
buyiikligii d=0.3 ve power1 da %80 alindiginda yaklasik
80 olarak hesaplandi. Toplanan drnekler uygun sartlar-
da laboratuvara intikal ettirildi. Bu ¢alisma kapsaminda,
29/01/2016 tarih ve 04 sayih Erciyes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi'nin 8.
Maddesinin “k” bendi kapsaminda Etik Kurul onayina
gerek bulunmamaktadir.

Ornekler icin Besi Yeri Hazirlanmasi ve Kiiltiir isle-
mi

Sahadan toplanan su Orneklerinin kiiltlir ortaminda
tiretilmesi i¢cin besi yeri hazirlanmasi islemi gergeklesti-
rilmigtirr  Bu amagla 12 gr agar (American
Bacteriological Agar) 500 ml'lik distile su igerisine ek-
lendi ve karistirilarak siispansiyon elde edildi. 121°C’de
20 dk siiresince otoklavlanan karisim petrilere dokiile-
rek 4°C'de bir gece bekletildi. Ertesi giin ekim gergekles-
tirilmeden 6nce besi yerlerine E. coli siiriildii. Pastor
pipetiyle alinan 6rnekler besleyici degeri olmayan non-
nutrient agar (NNA) besiyerine ekilerek 28°C’lik etiiviin
icerisinde 10 giin inkiibasyona birakildi. Ureme gozlem-
lenen alanlardan agar kesilerek 60°C’'de siv1 hale getiril-
di. Coziindiikten sonra 15.000 rpm’de santrifiij edilen
orneklerin st sivisi atild1 ve dipteki kisim DNA izolas-
yonu amaciyla kullanildi.

Genomik DNA izolasyonu ve 18S rRNA Gen Bélgesi-
nin Amplifikasyonu

Su orneklerinden Acanthamoeba genomik DNA’larinin
ekstrakte edilmesi amaciyla AxyPrep Multisource
Genomic DNA Miniprep Kiti (AP-MN-MS-GDNA-250,
Axygen Biosciences, USA) kullanild1 ve kit prosediirii
uygulandi. Takiben, Acanthamoeba DNA oOrneklerinin,
18S rRNA gen bdélgesini c¢ogaltan JDP1 (5'-
GGCCCAGATCGTTA CCGTGAA-3') ve JDP2 (5'-
TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA-3') primerleriyle (7)
PCR islemleri gergeklestirildi. Termal profil 6n
denatiirasyon: 94°C’de 5 dk; 40 siklus, denatiirasyon 94°
C'de 1 dk, yapisma 60°C’de 1 dk, uzama 72°C’de 1 dk ve
final uzama 72°C’'de 5 dk olarak ayarlandi (7).

18S rRNA Gen Bélgesinin Klonlanmasi ve Plazmid
izolasyonu

18S rRNA gen bolgesi yoniinden pozitif bulunan
izolatlardan secilen amplikonlar ilgili gen bolgelerinin
kayipsiz sekansinin elde edilebilmesi amaciyla klonland1
ve plazmid piirifikasyonuna tabii tutuldu. PCR tiriinleri-
nin klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo
Scientific, ABD) kullanilarak firetici firmanin prosediir-
leri takip edilerek hedef 18S rRNA gen bolgesini ihtiva
eden rekombinant plazmid DNA’lar elde edildi.

Sekans ve Filogenetik Analizler

Plazmid DNA’lar, pJET1.2 primerleri ile cift yonli
sekanslandi. Geneious R10 (8) yazilimi ile vektdr niikle-
otid sekansi igerisinde insert olan hedef gen bdlgesi
belirlenip final dizilimler elde edildi. Elde edilen sekans-
larin  ¢oklu hizalamalar1 yapilarak molekiiler
karakterizasyonlar1 saglandi ve GenBank kayitlar ger-
ceklestirildi. DNA polimorfizmi ve haplotip yapis1 DnaSP
5.10.01 (9) yazilimu ile belirlendi. Tiirii i¢i ve tiirler arasi
genetik farkliliklar Kimura two-parameter (K2P) uzak-
lik modeli (10,11) kullanilarak MEGA 7 yaziliminda (12)
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gerceklestirildi. Filogenetik yapilanmalarin belirlenme-
sinde Maximum Likelihood (ML) analizleri uygulandi ve
ML analizlerinde en uygun substitution modelin belir-
lenmesinde jModelTest v.0.1.1 (13) kullanildi. ML ana-
lizleriyle olusturulan agaclarin giivenilirliginin tespit
edilmesinde 1000 tekrarl Bootstrap testi kullanildi.

BULGULAR

18S rRNA Gen Bolgesinin Amplifikasyon Sonuclari
Sinop ve Ordu yorelerinden toplanarak kiiltiir ortamin-
da iiretilen su 6rneklerinden izole edilen Acanthamoeba
tirlerinin 18S rRNA gen bdlgesinin amplifikasyonlar:
sonucu yaklasik 423-530 bp uzunlugu arasinda bant
elde edilen 6rnekler pozitif olarak kabul edildi. Konvan-
siyonel PCR analizleriyle incelenen 80 su o6rneginde
tespit edilen Acanthamoeba tiirlerinin dagilimi Tablo
I'de verilmisgtir.

Tablo I incelenen su érneklerinde Acanthamoeba spp. Prevalansi

Ornekleme Ornek Pozitif Ornekler
Bolgesi Sayisi (n/%)
Sinop/Merkez

21 2 (%9.5)
Sinop/Gerze 14 4 (%28.6)
Ordu/Fatsa 26 5 (%19.2)
Ordu/Kumru 19 4 (%21.1)
Toplam 80 15 (%18.8)

PCR analizleri sonucu Acanthamoeba pozitif belirlenen
bazi1 izolatlarin 18S rRNA geninin parsiyel
amplifikasyonu (450 bp) sonucu elde edilen
amplikonlarin %1.5’lik jel agarozdaki goriintiileri $ekil
I'de verilmisgtir.

M1 2345678 910111213141516

Sekil I. Acanthamoeba izolatlarinin parsiyel 18S rRNA gen
bolgesini amplifiye eden primerler ile PCR sonucu elde edilen
amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker
(100bp); 4, 6, 9-12, 14: Pozitif 6rnekler; 1-3, 5, 7, 8, 13: Negatif
ornekler; 15: Pozitif kontrol; 16: No DNA

18S rRNA Geninin Sekans ve Filogenetik Analiz So-
nug¢lar1

Elde edilen plazmidler vektoér spesifik primerlerle cift
yonli sekanslanmistir. Niikleotid dizileri vektor sekansi
ile hizalanmis ve 18S rRNA gen bolgesinin sekanslari
elde edilmistir. Acanthamoeba izolatlarindan %100
identik olanlardan sadece bir tanesinin GenBank kayd1
gerceklestirilmistir. flgili sekanslar, GenBank veri taba-
ninda Blastn analizlerine tabii tutularak Tiirkiye ve

338

Diinyanin farkli bolgelerinden veri tabanina kaydedil-
mis izolatlar1 igeren ve toplam 31 sekanstan olusan 18S
rRNA veri seti olusturulmustur.

18S rRNA gen bdlgesine gore calismamizda elde ettigi-
miz Acanthamoeba izolatlar ile farkli cografik bolgeler-
den ve farkl kaynaklardan (toprak, su, lens vb.) izole
edilen Acanthamoeba suslar1 arasinda bir¢ok niikleotid
varyasyonu saptanmustir (Sekil II).
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Sekil II. Su drneklerinde belirlenen Acanthamoeba izolatlari ile
Diinyadaki ve Tiirkiye’deki diger bazi Acanthamoeba
izolatlarinin 18S rRNA gen bolgesindeki niikleotid farkliliklar:

Filogenetik agacta (Sekil III), Acanthamoeba
izolatlarimizin Tirkiye’den ve diinyadan bildirilen T4
genotipine ait izolatlarla birlikte kiimelendikleri saptan-
mistir. Acanthamoeba izolatlar1 arasinda 2 haplotip
(TRERUAcanthal-2) saptanmis ve ortalama haplotip
diversitesi 0.682+0.084 olarak belirlenmistir. 18S rRNA
veri set icerisinde TRERUAcanthal ve TRERUAcantha2
izolatlarinin da yer aldig1 T4 genotipi icerisindeki tiim
izolatlarin birbirleriyle %100 identik olduklar1 tespit
edilmistir. Genotip bazinda gruplama yapildiginda ise
T4 genotipindeki izolatlarla T5, T15, T13, T2, T3, T9,
T11 ve T12 genotipleri arasindaki niikleotid farkhliklari
sirasiyla %0.051+0.015, %0.029+0.011, %0.012+0.007,
%0.033£0.012, %0.020£0.009, %0.034£0.013, %
0.020+0.009 ve %0.047+0.015 olarak tespit edilmistir.
ML analizlerinde T4 genotipindeki izolatlarin
monofiletik yapilanma gdsterdigi tespit edilmistir. Calis-
mada elde ettigimiz iki izolatimizin da yer aldig1 T4
genotipindeki izolatlarin en yakin benzerligi, %99.9 ile
T13 genotipinde bulunan ve Almanya’da kontakt lens-
ten izole edilen KaBo (KJ476522) izolatiyla gosterdigi
gorilmustir.

TARTISMA VE SONUC

Acanthamoeba tiirlerinin teshisinde mikroskobik incele-
me ve kiltlrin yani sira son yillarda molekiiler yontem-
lerde siklikla kullanilmaya baslanmistir. Mikroskobik
inceleme yontemi diger teshis yontemlerine gore duyar-
lihg1 diistik olmasina ragmen gerek ¢abuk sonug¢ verme-
si gerekse digerlerine nazaran daha ucuz maliyetli olma-
s1 sebebiyle tanida siklikla kullamilmaktadir. Ancak
mikroskobi yonteminin gerek uzmanlik gerektirmesi
gerekse yanlis pozitiflikler saptayabilmesi nedeni ile bu
yontemin yerini genellikle kiiltiir metodu almaktadir.
Ancak her iki yontemin de spesifite ve sensitiviteleri
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@ Acanthamoeba genotype T4 TRERUAcanthat Turkiye
@ Acanthamoeba genotype T4 TRERUAcantha? Turkiye
MNO71403 Acanthamoeba sp. isolate RS1N2 SAR Arjantin
MK347331 Acanthamoeba genotype T4 isolate QAS-K81 Iran
MK192795 Acanthamoeba sp. isolate MEH10 Iran
MK192685 Acanthamoeba sp. isolate ltiba14 Brezilya
MHT791024 Acanthamoeba genotype T4 isolate CL126 Malezya
MH100822 Acanthamoeba sp. isolate CHI4004 Sili
LC085894 Acanthamoeba genotype T4 isolate: 22 Iran
KY587118 Acanthamoeba genotype T4 isolate aabbfi Iran
KX698431 Acanthamoeba genotype T4 isolate ZW-ACT Iran
KX018021 Acanthamoeba castellanii isolate Dog:2 Turkiye
KUBT2068 Acanthamoeba sp. isolate Maz T Iran
KT892765 Acanthamoeba genotype T4 isolate CHI57S-11 Ispanya
KJ786519 Acanthamoeba sp. MN-ISP128-T4 Iran
JNT793398 Acanthamoeba sp. ERC-B3 Turkiye
KJ446977 Acanthamoeba castellanii isolate mersin Turkiye
KJ476522 Acanthamoeba genotype T13 strain KaBo Almanya |T13 genotipi
MH791005 Acanthamoeba genotype T3 isolate SKAS-SK35 Malezya |T3 genotipi
KF962049 Acanthamoeba genotype T5 isolate 3 Brezilya
= I KT892782 Acanthamoeba genotype T4 isolate CHI30V-10 Sil
KX018023 Acanthamoeba lenticulata isolate Dog:47 Turkiye
MK217503 Acanthamoeba genotype T3 isolate Egy6 Misir | T3 genotipi
MK713912 Acanthamoeba stevensani strain AEH 3612 T11 Hindistan |T1 1 genotipi
— KT892772 Acanthamoeba genotype T2 isolate CHI2Z80W-11 Ispanya | T2 genotipi
MK713914 Acanthamoeba healyi strain AEH 6468 T12 Hindistan |‘|'12 genotipi
KJ094660 Acanthamoeba genotype T15 isolate AcaP24 Italya
‘ KR872646 Acanthamoeba jacobsi Turkiye
92 | KTB92777 Acanthamoeba genotype T15 isolate CHI13V-10 Sil
MK217507 Acanthamoeba genotype T15 isolate Egy10 Misir

MK217519 Acanthamoeba genotype T9 isolate Egy 1Misir | T9 genotipi

. T4 genotipi

52

T5 genotipi

T15 genotipi

P
0.0050

Sekil III. Su 6rneklerinde saptanan Acanthamoeba izolatlari ile GenBank’a kayith diger bazi Acanthamoeba izolatlarinin 18S rRNA
gen bolgesine gore filogenetik agaci. (Olcek cizgisi bélgeye gore niikleotid degisimini géstermektedir. 4: Ordu ve Sinop izolatlari)

molekiiler yontemlere goére daha diisiik bulunmustur.
Bu kapsamda son yillarda Acanthamoeba tiirlerinin tiir
ve genotip tayinlerinin yapilabilmesi icin DNA
barkodlanmasina dayali teshis yontemleri gelistirilmis-
tir. Diinyada Acanthamoeba tiirlerinin DNA
barkodlamasi amaciyla en sik kullanilan referans gen
bolgelerinin basinda 18S rRNA gen bolgesi gelmektedir.
Yapilan molekiiler ¢alismalarda Acanthamoeba tiirlerine

ait 22 farkh genotip (T1-T22) ve 20'nin tzerinde
Acanthamoeba tiiri tespit edilmistir (14-16).

Tirkiye'de ve diinyada Acanthamoeba tiirlerinin
prevalansi ve genotiplendirilmeleri tizerine bir¢ok ¢alis-
ma yapilmistir. Kilic ve ark. (17), Ankara yoéresinde iki
su drnegi ile bitki saksilarindan topladiklar1 28 toprak
Oorneginin 18’inde, 18S rRNA gen bdlgesine gore farkl
genotiplerde (T2, T3, T4 ve T7) pozitiflik belirlemisler-
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dir. Ertabaklar ve ark. (18), izmir’de bir hastanin goz
korneasinda T4 genotipini, toprak, lens kutusu ve sudan
aldiklar1 érneklerde ise T9 ve T4 genotiplerini rapor
etmislerdir. Ozkog ve ark. (19) izmir’de, Ertabaklar ve
ark. (20) ise Aydin’da bir hastada T4 genotipindeki A.
castellanii  tiiriinii bildirmislerdir. Kayseri yoresinde
yapilan ¢alismalardan Dogan ve ark. (21) toprak 6rnek-
lerinde %40, Kuk ve ark, (22) ise eriyen kar sulari, yag-
mur sulart ve c¢esme sularinda %19.23 oraninda
Acanthamoeba (T4 genotipi) pozitifligi rapor etmisler-
dir. Sivas’ta yapilan ¢alismalarda Yiinli ve ark. (23) 500
hastada %0.2, Ozgelik ve ark. (24) ise hastane ortamin-
daki klimalardan toplanan Orneklerde %17
Acanthamoeba spp. pozitifligi bildirmislerdir. Ege Bolge-
si’'nde 6lmiis yabani kuslarda yapilan bir ¢alismada (25)
kuslarin kornealarindan elde edilen izolatlarin PCR ve
sekans analizleri sonucu T4 ve T5 genotiplerine ait ol-
duklar1 bildirilmistir. Yazar ve ark. (26), Tirkiyenin
farkli bolgelerinde bulunan golet, akarsu, ¢ay ve kuyu-
lardan alinan toplam 664 su 6rneginin 18S rRNA gen
bolgesine 6zgl primerlerle yapilan PCR sonucunda ise
dokuz érnegin Acanthamoeba sp. oldugunu saptamigslar
ve sekans analizlerinde pozitif izolatlarinin
Acanthamoeba sp. (AB425948) ve A. hatchetti
(AF019060) izolatlariyla %98, A. hatchetti (AF260722)
izolatiyla ise %99 identiklik gosterdigini bildirmislerdir.
Acanthamoeba tiirlerinin su ve toprak gibi cevresel or-
neklerde prevalanslari ve molekiiler
karakterizasyonlariyla ilgili yapilan ¢alismalara bakildi-
ginda bu konuda ¢ok sayida ¢alismanin oldugu dikkati
cekmistir (27-42). 2012 yilinda Tayvan’da yapilan bir
calismada (27), nehirden 6rneklemesi yapilan toplam
211 su o6rneginin PCR ile yapilan analizlerinde farkl
genotiplerde (T4, T5 ve T15) %16.1 oraninda
Acanthamoeba pozitifligi tespit edilmistir. Benzer sekil-
de PCR ile yapilan molekiiler calismalarda; iran’da (28)
27 su orneginde %70.3, Ispanya’da (29) 24 toprak
orneginde %64.5, Uganda’da (30) 324 cevre ve 84
musluk suyunda sirasiyla %33 ve %42.9 ve yine iran’da
(31) 22 farkh istasyonlardan toplanan 50 su 6rneginde
%68 oranlarinda Acanthamoeba pozitiflikleri rapor
edilmistir. Ayni sekilde nehir ve g¢esme sularindan
alinan orneklerde Amerika Birlesik Devletleri'nde %7,
Jamaika’da %26.4, Almanya’da %79 ve Bulgaristan’da %
94, ispanya’da %21, Nikaragua’da %22.5, Japonya’da %
26.3, Brezilya'da %36.1 ve Meksika'da %59.5
oranlarinda Acanthamoeba pozitifligi bildirilmistir (32-
38). Bunun yaninda; Geisen ve ark. (39) Hollanda, Tibet
ve Sardunya’da toprak oOrneklerinden izole edilen
Acanthamoeba tirlerinin T2, T4, T13 ve T14
genotiplerinde, Valladares ve ark. (40) Ispanya’da
kopeklerden elde ettikleri izolatlarin T4 genotipinde,
Mahmoudi ve ark. (41) iran’da su érneklerinden elde
ettikleri izolatlarm T4 ve T5 genotiplerinde, benzer
sekilde Aghajani ve ark. (38) Iran’da su érneklerindeki
izolatlarin T3, T4 ve T5 genotiplerinde, Al-Herrawy ve
ark. (42) Misir'da su oOrneklerindeki Acanthamoeba
izolatlarin T3, T4, T5, T11 ve T15 genotiplerinde yer
aldiklarini rapor etmislerdir.

Mevcut ¢calismamizda, Sinop ve Ordu yorelerindeki fark-
It su kaynaklarindan toplanan su érnekleri incelenmis-
tir. Orneklem bélgesi olarak bu odaklarin tercih edilme-
sindeki sebep Acanthamoeba tiirlerinin gerek varligi
gerekse molekiiler karakterleri ile ilgili olarak bu yore-

lerden bildirilen bir rapora rastlanmamis olmasidir.
Calismamizda incelenen 80 su 6rneginin 15’inde (%
18.8) Acanthamoeba pozitifligi tespit edilmistir. Sinop
yoresinde pozitiflik %17,1, Ordu yoresinde ise %20
olarak belirlenmistir. Calisma sonuglarinin genel olarak
Tiirkiye ve diinyadan bildirilen oranlarla yakinhk gos-
terdigi belirlenmistir. Calismamizda filogenetik analiz-
lerde Sinop ve Ordu yorelerinden toplanmis su érnekle-
rinden izole edilen Acanthamoeba izolatlarinin Tiirkiye’-
den ve diinyadan bildirilen T4 genotipine ait izolatlarla
ayni kiimede yer aldiklar1 gériilmiis olup bu izolatlarin
monofiletik yapilanma gosterdigi tespit edilmistir. Tiir-
kiye’de toprak ve farkli su kaynaklarindan izole edilen
Acanthamoeba tiirleri arasinda T4 genotipinin en sik
goriilen genotip oldugu, bu genotipin yani sira nadir de
olsa T2, T3, T7 ve T9 genotiplerinin de bildirildigi géz
online alindiginda, bu c¢alismada elde ettigimiz
filogenetik analiz sonuglarinin Tiirkiye’den bildirilen
genotip sonuglarini destekler nitelikte oldugu kanaatine
varilmistir.

Sonug olarak bu ¢alismayla; i) Sinop ve Ordu ydrelerin-
deki farkli su kaynaklarinda ilk kez Acanthamoeba
prevalansi bildirilmis, ii) Pozitif izolatlarin 18S rRNA
gen bolgesinin molekiiler karakterleri ortaya ¢ikarilarak
genotipleri belirlenmis, iii) Diinyadan benzer izolatlarla
filogenetik yakinliklar1 saptanmis, iv) Tiirkiye'nin biyo-
lojik varliklar1 olarak Genbank kayitlari gercgeklestiril-
mis, v) 18S rRNA gen bdlgesinin Acanthamoeba tiirleri-
nin genotiplendirilmesinde 6nemli ve belirleyici bir
marker oldugu teyit edilmis, vi) Calismada 6rnekleme
yapilan ¢esme suyu, havuz sulari, kaplica ve goller ile
temas halindeki bolge insanlar1 i¢in gerek
Acanthamoeba Keratiti gerekse graniilomatéz amibik
ensefalit gibi enfeksiyonlar yoniinden risk potansiyelleri
ortaya konulmustur.

Cikar Catismasi:Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar
catismasi yoktur.

TesekKiir: Pozitif kontrol DNA’s1 temininde yardimlari-
ni esirgemeyen Cukurova Universitesi'nden Prof. Dr.
ismail Soner KOLTAS, Ege Universitesinden Dr. Ogr.
Uyesi Mehmet AYKUR ve istanbul Universitesinden
Dog¢. Dr. Miray ONAN ile laboratuvar c¢alismalarinda
yardimc olan Erciyes Universitesi'nden Ars. Gér. Gamze
YETISMIS’e tesekkiir ederiz.
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