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SOLATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SOME FREE-LIVING AMOEBA IN SOIL WHICH CAN
BE PARASITISING IN HUMAN
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Serbest yasayan amiplerden Acanthamoeba, Naegleria,
Balamuthia, Sappinia, Vahlkampfia ve Hartmannella;
toprakta, musluk suyu, gol, nehir, yiizme havuzu gibi
cesitli su kaynaklarinda, havada, lens soliisyonlarinda
bulunabilmektedir. Dogada serbest olarak yasayan bu
amiplerin bir kismi insanlarda ciddi hastaliklara yol
acabilmektedir. Bu ¢alismada; Kayseri'nin ¢esitli bolge-
lerinden alinan toprak oérneklerinde serbest yasayan
potansiyel patojen amip tiirlerinin izolasyonu ve
genotiplendirilmesi amaglanmistir. Toplam 20 farkh
boélgeden alinan birer 6rnek seliilloz nitrat filtreden
gecirilip Escherichia coli ile kaplanmis besleyici degeri
olmayan agar plaklarina aktarilmistir. 37 0C’de kiiltiirii
yapilan orneklerin iki hafta boyunca liremeleri gézlene-
rek, pozitif oldugu diisiiniilen érneklerden DNA izolas-
yonu gercgeklestirildi. Acanthamoeba,  Naegleria,
Balamuthia spesifik primerlerle PCR’1 yapilan toplam
20 toprak orneginin sekizinin Acanthamoeba, li¢iiniin
Naegleria pozitif oldugu belirlenirken, 6rneklerin higbi-
rinde Balamuthia saptanmamistir. Bu ¢alisma ile insan
saglig1 acisindan tehdit olusturabilecek serbest yasayan
bazi amip tiirlerinin varlig1 Kayseri'deki toprak drnek-
lerinde gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Serbest yasayan amipler, PCR,
besleyici degeri olmayan agar, Kayseri

GIRIS

Toprak ve suda yaygin olarak bulunan serbest
yasayan amipler (SYA) diinyada kozmopolit bir
dagilima sahiptir. Bu amiplerden Acanthamoeba,
Balamuthia, Naegleria ve Sappinia cinslerine ait
bazi tiirler insan ve hayvan viicuduna girdiklerin-
de basta beyin hasar1 olmak iizere ciddi patolojile-
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Abstract

Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia, Sappinia, Vahl-
kampfia and Hartmannella of the free-living ameba are
commonly encountered in soil, air, lens solutions and
water sources such as tap water, lakes, rivers and
swimming pools. Some of those free-living ameba may
cause serious diseases in human. The main objective of
this study is to isolate and genotype the free-living po-
tential pathogen amoeba species in the soil samples
obtained from different regions of Kayseri. Each of the
total 20 samples are passed through cellulose nitrate
filter and transported to the non nutritional plates and
coated with Escherichia coli agar. The samples which
are cultured at 37 °C are observed for two weeks in
order to observe the reproduction and isolate the DNA
samples that are thought to be positive. Eight of the 20
samples which are undergoing PCR with specific prim-
ers were Acanthamoeba positive and three of them
were Naegleria positive. Besides, Balamuthia was not
detected in any of the samples. In conclusion, in this
study the presence of some free-living amoeba species
which may threaten human health is shown in the soil
samples obtained from Kayseri.

Key words: Free living ameba, PCR, non nutritional
agar, Kayseri

re sebep olabilmektedir (1). SYA’lardan
Acanthamoeba spp. ve Balamuthia spp. tirleri
immun sistemi baskilanmis kisilerde akciger ve
deri enfeksiyonlarinin yam sira kronik ve ¢ogun-
lukla o6liimciil graniilomatéz amibik ensefalite
(GAE) de neden olmaktadir (2). Naegleria fowleri
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ise durgun ve tath sularda yiizme oykiisii olan
saglikli ¢ocuklarda ve gen¢ eriskinlerde akut,
fulminant, nekrotik ve hemorajik seyirli 6liimciil
primer amibik meningoensefalite (PAME) neden
olmaktadir (3). Son zamanlarda, Sappinia
diploidea’'nin si1g1r, bizon ve geyik digkilarn ile
kontamine olmus topraktan, saglikli geng¢ bir in-
sanda ensefalite neden oldugu bildirilmistir (4).

Bu calismada; Kayseri'nin cesitli bolgelerinden
alinan toprak orneklerinde serbest yasayan po-
tansiyel patojen amip tiirlerin izolasyonunu ve
genotiplendirilmesi amag¢lanmistir.

GEREC VE YONTEM

Orneklerin toplanmasi: Kayseri'nin 20 farkh
bolgesinden yerden 2 cm yiizeyden toplanan top-
rak orneklerinin her biri 50 ml’lik falcon tiipleri-
ne aktarildi ve distile su ile sulandirildiktan sonra
santrifiij edilen 6rnekler seliiloz nitrat filtreden
(sartorius stedim) gecirildi. Her filtre iki esit par-
caya ayrilarak Escherichia coli ile kaplanmis
Page’in amip soliisyonuyla (2.5 mM NaCl, 1 mM
KH2P04, 0.5mM Na;HPO4, 40 mM CaCl2.6Hz0 ve
20 mM MgS04.7H:0) hazirlanmis %1.5'luk besle-
yici degeri olmayan agar (1.5 g agar 1000 ml
Page’in amip soliisyonunda ¢ozdirildi ve 121
0C’de 15 dakika otoklavlandi) (BDOBY) plaklarina
ters bir sekilde konuldu ve bu 6rnekler iki hafta
37 °C ‘de inkiibe edildi. Kat1 besiyerinde iireme
oldugu gozlenen bolgelerden agar kesilerek alindi
ve 55 0C'de tamamen ¢dziinmesi beklendi. Coziin-
diikten sonra 18.000 rpm’de santrifiij edilen or-
neklerin st sivis1 atild1 ve dipteki kisitmdan DNA
izolasyonu, Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega) kullanilarak tiretici firma agiklamalari-
na gore yapildi. Genomik DNA -20 °C’de kullanila-
na kadar saklandi.

Kullanilan Primerler ve PCR Sartlar: Elde edi-
len genomik DNA’lar N. fowleri, Sappinia spp.
Acanthamoeba spp. ve B. mandrillaris spesifik
primerleri ile PCR analizine tabi tutuldu.

Acanthamoeba spp.(5) icin,

rRNA genin kodladigi multipik Acanthamoeba
spesifik Nelson F (5’- GTTTGAGGCAATAACAGGT-
3’) ve Nelson R (5-GAATTCCTCGTTGAAGAT-3)
primerleri ile 229 bp’lik DNA parcasi ¢ogaltildi.

PCR i¢in termal profil 6n denatiirasyon 94 °C’de
10 dakika; denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye; bag-
lanma 55 °C’de 1.5 dakika; uzama 72 9C’de 1 daki-
ka 50 siklus ve son uzama 72 °C’'de 10 dakika
olacak sekilde ayarlanmistir.

18S rDNA gen bolgesine spesifik JDP1  (5'-
GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA-3) ve JDP2 (5'-
TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA-3") primerleri ile

423-551 bp’lik DNA parcasi ¢ogaltildi.

PCR icin termal profil 6n denatiirasyon 95 °C’de
yedi dakika; denatiirasyon 94 °C’de 1.5 dakika;
baglan-ma 60 9C’de bir dakika; uzama 72 °C’de iki
dakika 45 siklus ve son uzama 72 °C’de 15
dakika olacak sekilde ayarlanmistir.

Naegleria fowleri (6) icin,

SSU rRNA gen boélgesine spesifik Nae3-F (5'-
CAAACACCGTTATGACAGGG-3") ve Nae3-R (5'-
CTGGTTTCCCTCACCTTACG-3") primerleri ile 141
-323 bp’lik DNA pargasi ¢ogaltildi.

PCR i¢in termal profil 6n denatiirasyon 95 °C’de
15 dakika; denatiirasyon 95 9C’de bir dakika;
bag-lanma 57 °C’de bir dakika; uzama 72 °C’de bir
dakika 35 siklus ve son uzama 72 °C’de 15 dakika
olacak sekilde ayarlanmistir.

Balamuthia mandrillaris (7) icin,

16S rRNA gen boélgesine spesifik Balspec-F (5'-
CGCATGTATGAAGAAGACCA-3’) ve Balspec-R (5'-
TTACCTATATAATTGTCGATATACCA-3)
primerleri kullanilarak 230 bp’lik DNA parcasi
cogaltild.

PCR i¢in termal profil 6n denatiirasyon 95 °C’de
15 dakika; denatiirasyon 94 9C’de 10 saniye; bag-
lanma 58°C’de bes saniye; uzama 72 °C’de 15 saniye
40 siklus ve son uzama 72 °C’de 15 dakika olacak
sekilde ayarlanmistir.

Sappinia spp. (8) icin

16S rRNA gen bolgesine spesifik Sapp-F1576 (5'-
TCTGGTCGCAAGGCTGAAAC-3’) ve Sapp-R1736
(5’-GCACCACCACCCTTGAAATC-3") primerleri
kullanilarak 160 bp’lik DNA pargasi ¢ogaltildi.

PCR i¢in termal profil 6n denatiirasyon 95 °C’de 5
dakika; denatiirasyon 95 °C’de bir dakika; baglan-
ma 55 9C’de bir dakika; uzama 72 9C’de bir dakika
40 siklus ve son uzama 72 °C’de 15 dakika
olacak sekilde ayarlanmistir.

PCR reaksiyonlarinda; 2x Master mix (Vivantis),
2ul 20 pmol SYA spesifik F,R primerden, 1ul
genomik DNA’dan olusan 25pl'lik karisim hazir-
land1.

PCR friinleri etidyum bromidle boyanmis %
1.5’luk agaroz jelde goriintiilenerek fotograflandu.

DNA Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz: Agaroz
jelden saflastirilan PCR triiniiniin DNA dizi anali-
zi yaptirilmistir. Elde edilen izolatlar GENBANK’a
kaydedilip submit edilen diger izolatlarla BLAST
programi kullanilarak karsilastirildi ve DNA dizi
analiz sonug¢lar1t MEGA 5 programu ile filogenetik
olarak analiz edildi.
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BULGULAR

Toplanan toprak orneklerinin sekizi (%40) kati
besiyerinde mikroskobik olarak pozitif degerlen-
dirilmistir. Kat1 besiyerindeki érnekler ayni za-
manda sivi besiyerine aktarilarak mikroskop al-
tinda gorintilenmistir (Sekil 1). Kati besiye-
rinden elde edilen genomik DNA’dan kurulan PCR
sonucunda bu orneklerin sekizi (%40)

Acanthamoeba spp., Uc¢li (%15) ise Naegleria
fowleri agisindan pozitif bulunurken (Sekil 2,3)

spp. ve

orneklerden hicbirinde Balamuthia
Sappinia spp.’ye saptanmamistir

Sekil 1. Acanthamoeba spp.; trofozoit

1 2 3 45 6 7 8 91011

Sekil 2. Acanthamoeba spp. pozitif olarak belirlenen
toprak orneklerinin PCR iriinleri: 1.100 bp Plus DNA
Ladder, 2.Pozitif kontrol 423-551bp Acanthamoeba
castellanii; 3.Negatif kontrol, 4-11. Acanthamoeba spp.
pozitif toprak drnekleri
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Sekil 3. Naegleria fowleri pozitif olarak belirlenen top-
rak ornekleri: 1.100 bp Plus DNA Ladder . 2.Pozitif
kontrol , 3.Negatif kontrol 4-6.Pozitif toprak drnekleri

Calismada Kayseri'de topraktan elde edilen tig
Acanthamoeba izolati, ERC-S1-2-3 olarak adlandi-
rildi. ERC-S1-2-3 izolatlarinin 18S rRNA dizi ana-
lizi sonucu, GENBANK’tan elde edilen
Acanthamoeba T1-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 elde edilen izolatlarin,
referans Acanthamoeba T4 genotipler DQ087323,
U07416 ve T1-T15 genotipleri ile karsilastirilma-
siyla tigliniin de T4 genotipinde oldugu belirlendi
(Sekil 4).
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Sekil 4. Calismadan elde edilen ERC-S1-2-3 izolatlarin
18S rRNA dizileri ile Acanthamoeba T1-T15 genotipleri
arasindaki  Neighbour-Joining filogenetik iligkisi.
Bootstrap degeri, 1000 replikasyon olarak analiz edildi.
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TARTISMA

Insanlarin dogay: kendi yararlan icin daha fazla
kullanmaya baslamalari, dogada serbest yasayan
amiplerin insan viicuduna girme olasiligini artir-
makta ve bu amiplere olan ilgi de artmaktadir.
SYPPA basta toprak ve su olmak iizere hemen her
yerde bulunabilen canlilardir.

Tsvetkova ve ark. (9), Bulgaristan’da gol, nehir,
sicak su kaynaklari, toprak, kum gibi bir¢cok cev-
resel 6rnegi incelemis, bu érneklerden 11 toprak
Orneginin tamaminda, 24 kum 6rneginin 22’sinde
SYPPA izole ettiklerini bildirmislerdir. Yurdumuz-
da, bu amiplerle ilgili Erzurum’da yapilan ilk saha
calismasinda kar altindan alinan toprak 6rnegin-
den bir Acanthamoeba tiiriiniin izole edildigi, fa-
kat bu tiiriin fareler icin patojen olmadigi bildiril-
mistir (10). Sivas’ta yapilan bir ¢alismada kuru
toprak 6rneginde ve bir su birikintisinin altindaki
camur ve etrafindaki toprak 6rneginden yapilan
ekimlerde, Acanthamoeba ve bir oOrnekte de
‘leptomyxid’ izole edildigi, fakat laboratuvar fare-
lerinde yapilan deneylerde bunlarin patojen etki
gostermedikleri bildirilmistir (11). Saks1 topragi-
nin incelendigi bir ¢alismada ise Acanthamoeba
cinsinin hem kist hem de trofozoitlerinin gorildii-
gu bildirilmistir (12). 2004 yilinda Kili¢ ve ark.
(13) Ankara’da 28 toprak, iki su 6rnegi incelemis
ve toprak Orneklerinin 16’sinda Acanthamoeba
tiredigi, pozitif bulunan toprak 6rneklerden 8’inin
T2, besinin T3, ikisinin T4 ve birinin T7
genotipinde oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde vaka raporu seklinde yayinlar bulun-
makla birlikte, yaptigimiz literatiir taramasina
gore; bunlardan sadece ii¢'iinde genotiplendirme
yapilmis olup bu vakalarda tespit edilen tiirlerin
hepsinin genotip T4 oldugu bildirilmistir (14-16).
Ayrica 2007 yilinda Ertabaklar ve ark. (14) Tirki-
ye’de ilk kez bir toprak érneginde genotip T9 bil-
dirmislerdir.

Bu ¢alisma ile insan saglig1 acisindan tehdit olus-
turabilecek serbest yasayan bazi amip tiirlerinin
varlig1 Kayseri’deki toprak érneklerinde gosteril-
mistir. Sonraki c¢alismalarda tespit edilen
izolatlarin  in-vitro sitotoksisite ve in-vivo
patojenitelerinin arastirilmasina ilaveten daha
¢ok sayida 6rnegin incelenmesi gerekliligi ortaya
cikmistir.
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