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Özet  

Serbest yaşayan amiplerden Acanthamoeba, Naegleria, 
Balamuthia, Sappinia, Vahlkampfia ve Hartmannella; 
toprakta, musluk suyu, göl, nehir, yüzme havuzu gibi 
çeşitli su kaynaklarında, havada, lens solüsyonlarında 
bulunabilmektedir. Doğada serbest olarak yaşayan bu 
amiplerin bir kısmı insanlarda ciddi hastalıklara yol 
açabilmektedir. Bu çalışmada; Kayseri’nin çeşitli bölge-
lerinden alınan toprak örneklerinde serbest yaşayan 
potansiyel patojen amip türlerinin izolasyonu ve 
genotiplendirilmesi amaçlanmıştır. Toplam 20 farklı 
bölgeden alınan birer örnek selüloz nitrat filtreden 
geçirilip Escherichia coli ile kaplanmış besleyici değeri 
olmayan agar plaklarına aktarılmıştır. 37 0C’de kültürü 
yapılan örneklerin iki hafta boyunca üremeleri gözlene-
rek, pozitif olduğu düşünülen örneklerden DNA izolas-
yonu gerçekleştirildi. Acanthamoeba, Naegleria, 
Balamuthia spesifik primerlerle PCR’ı yapılan toplam 
20 toprak örneğinin sekizinin Acanthamoeba, üçünün 
Naegleria pozitif olduğu belirlenirken, örneklerin hiçbi-
rinde Balamuthia saptanmamıştır. Bu çalışma ile insan 
sağlığı açısından tehdit oluşturabilecek serbest yaşayan 
bazı amip türlerinin varlığı Kayseri’deki toprak örnek-
lerinde gösterilmiştir. 

Anahtar kelimeler: Serbest yaşayan amipler, PCR, 
besleyici değeri olmayan agar, Kayseri 

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 0C 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. 
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GİRİŞ 

Toprak ve suda yaygın olarak bulunan serbest 
yaşayan amipler (SYA) dünyada kozmopolit bir 
dağılıma sahiptir. Bu amiplerden Acanthamoeba, 
Balamuthia, Naegleria ve Sappinia cinslerine ait 
bazı türler insan ve hayvan vücuduna girdiklerin-
de başta beyin hasarı olmak üzere ciddi patolojile- 

re sebep olabilmektedir (1). SYA’lardan 
Acanthamoeba spp. ve Balamuthia spp. türleri 
immun sistemi baskılanmış kişilerde akciğer ve 
deri enfeksiyonlarının yanı sıra kronik ve çoğun-
lukla ölümcül granülomatöz amibik ensefalite 
(GAE) de neden olmaktadır (2). Naegleria fowleri 
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ise durgun ve tatlı sularda yüzme öyküsü olan 
sağlıklı çocuklarda ve genç erişkinlerde akut, 
fulminant, nekrotik ve hemorajik seyirli ölümcül 
primer amibik meningoensefalite (PAME) neden 
olmaktadır (3). Son zamanlarda, Sappinia 
diploidea’nın sığır, bizon ve geyik dışkıları ile 
kontamine olmuş topraktan, sağlıklı genç bir in-
sanda ensefalite neden olduğu bildirilmiştir (4). 

Bu çalışmada; Kayseri’nin çeşitli bölgelerinden 
alınan toprak örneklerinde serbest yaşayan po-
tansiyel patojen amip türlerin izolasyonunu ve 
genotiplendirilmesi amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Örneklerin toplanması: Kayseri’nin 20 farklı 
bölgesinden yerden 2 cm yüzeyden toplanan top-
rak örneklerinin her biri 50 ml’lik falcon tüpleri-
ne aktarıldı ve distile su ile sulandırıldıktan sonra 
santrifüj edilen örnekler selüloz nitrat filtreden 
(sartorius stedim) geçirildi. Her filtre iki eşit par-
çaya ayrılarak Escherichia coli ile kaplanmış 
Page’in amip solüsyonuyla (2.5 mM NaCl, 1 mM 
KH2PO4, 0.5mM Na2HPO4, 40 mM CaCl2.6H2O ve 
20 mM MgSO4.7H2O) hazırlanmış %1.5’luk besle-
yici değeri olmayan agar (1.5 g agar 1000 ml 
Page’in amip solüsyonunda çözdürüldü ve 121 
0C’de 15 dakika otoklavlandı) (BDOBY) plaklarına 
ters bir şekilde konuldu ve bu örnekler iki hafta 
37 0C ‘de inkübe edildi. Katı besiyerinde üreme 
olduğu gözlenen bölgelerden agar kesilerek alındı 
ve 55 0C’de tamamen çözünmesi beklendi. Çözün-
dükten sonra 18.000 rpm’de santrifüj edilen ör-
neklerin üst sıvısı atıldı ve dipteki kısımdan DNA 
izolasyonu, Wizard Genomic DNA Purification Kit 
(Promega) kullanılarak üretici firma açıklamaları-
na göre yapıldı. Genomik DNA -20 0C’de kullanıla-
na kadar saklandı.  

Kullanılan Primerler ve PCR Şartları: 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) için,  

rRNA genin kodladığı multipik Acanthamoeba
spesifik Nelson F (5’- GTTTGAGGCAATAACAGGT-
3’) ve Nelson R (5’-GAATTCCTCGTTGAAGAT-3) 
primerleri ile 229 bp’lik DNA parçası çoğaltıldı.  

PCR için termal profil ön denatürasyon 94 0C’de 
10 dakika; denatürasyon 94 0C’de 30 saniye; bağ-
lanma 55 0C’de 1.5 dakika; uzama 72 0C’de  1 daki-
ka 50 siklus ve son uzama 72 0C’de  10 dakika 
olacak şekilde ayarlanmıştır.  

18S rDNA gen bölgesine spesifik JDP1  (5′-
GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA-3) ve JDP2 (5′-
TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA-3′) primerleri ile 

423-551 bp’lik DNA parçası çoğaltıldı.  

PCR için termal profil ön denatürasyon 95 0C’de 
yedi dakika; denatürasyon 94 0C’de 1.5 dakika; 
bağlan-ma 60 0C’de bir dakika; uzama 72 0C’de  iki
dakika 45 siklus ve son uzama 72 0C’de  15 
dakika olacak şekilde ayarlanmıştır.  

Naegleria fowleri (6) için,  

SSU rRNA gen bölgesine spesifik Nae3-F  (5′-
CAAACACCGTTATGACAGGG-3′) ve Nae3-R (5′-
CTGGTTTCCCTCACCTTACG-3′) primerleri ile 141
-323 bp’lik DNA parçası çoğaltıldı.  

PCR için termal profil ön denatürasyon 95 0C’de 
15 dakika; denatürasyon 95 0C’de bir dakika; 
bağ-lanma 57 0C’de bir dakika; uzama 72 0C’de bir
dakika 35 siklus ve son uzama 72 0C’de 15 dakika 
olacak şekilde ayarlanmıştır.  

Balamuthia mandrillaris (7) için,  

16S rRNA gen bölgesine spesifik Balspec-F (5’-
CGCATGTATGAAGAAGACCA-3’) ve Balspec-R (5’-
TTACCTATATAATTGTCGATATACCA-3’) 
primerleri kullanılarak 230 bp’lik DNA parçası 
çoğaltıldı.  

PCR için termal profil ön denatürasyon 95 0C’de 
15 dakika; denatürasyon 94 0C’de 10 saniye; bağ-
lanma 58 0C’de beş saniye; uzama 72 0C’de 15 saniye 
40 siklus ve son uzama 72 0C’de 15 dakika olacak 
şekilde ayarlanmıştır.  

Sappinia spp. (8) için,  

16S rRNA gen bölgesine spesifik Sapp-F1576 (5’-
TCTGGTCGCAAGGCTGAAAC-3’) ve Sapp-R1736 
(5’-GCACCACCACCCTTGAAATC-3’) primerleri 
kullanılarak 160 bp’lik DNA parçası çoğaltıldı.  

PCR için termal profil ön denatürasyon 95 0C’de 5 
dakika; denatürasyon 95 0C’de bir dakika; bağlan-
ma 55 0C’de bir dakika; uzama 72 0C’de bir dakika 
40 siklus ve son uzama 72 0C’de 15 dakika 
olacak şekilde ayarlanmıştır.  

PCR reaksiyonlarında; 2x Master mix (Vivantis), 
2µl 20 pmol SYA spesifik F,R primerden, 1µl 
genomik DNA’dan oluşan 25µl’lik karışım hazır-
landı. 

PCR ürünleri etidyum bromidle boyanmış % 
1.5’luk agaroz jelde görüntülenerek fotoğraflandı.  

DNA Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz: Agaroz 
jelden saflaştırılan PCR ürününün DNA dizi anali-
zi yaptırılmıştır. Elde edilen izolatlar GENBANK’a 
kaydedilip submit edilen diğer izolatlarla BLAST 
programı kullanılarak karşılaştırıldı ve DNA dizi 
analiz sonuçları MEGA 5 programı ile filogenetik 
olarak analiz edildi. 
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BULGULAR 

Toplanan toprak örneklerinin sekizi (%40) katı 
besiyerinde mikroskobik olarak pozitif değerlen-
dirilmiştir. Katı besiyerindeki örnekler aynı za-
manda sıvı besiyerine aktarılarak mikroskop al-
tında görüntülenmiştir (Şekil 1). Katı besiye-
rinden elde edilen genomik DNA’dan kurulan PCR 
sonucunda  bu  örneklerin sekizi (%40) 
Acanthamoeba spp., üçü (%15) ise Naegleria
fowleri açısından pozitif bulunurken (Şekil 2,3) 
örneklerden hiçbirinde Balamuthia spp. ve
Sappinia spp.’ye saptanmamıştır  

Şekil 1. Acanthamoeba spp.; trofozoit  

Şekil 2. Acanthamoeba spp. pozitif olarak belirlenen 
toprak örneklerinin PCR ürünleri: 1.100 bp Plus DNA 
Ladder, 2.Pozitif kontrol 423-551 bp Acanthamoeba 
castellanii;  3.Negatif kontrol, 4-11. Acanthamoeba spp. 
pozitif toprak örnekleri  

Şekil 3. Naegleria fowleri pozitif olarak belirlenen top-
rak örnekleri:  1.100 bp Plus DNA Ladder . 2.Pozitif 
kontrol , 3.Negatif kontrol 4-6.Pozitif toprak örnekleri  

Çalışmada Kayseri’de topraktan elde edilen üç 
Acanthamoeba izolatı, ERC-S1-2-3 olarak adlandı-
rıldı. ERC-S1-2-3 izolatlarının 18S rRNA dizi ana-
lizi sonucu, GENBANK’tan elde edilen 
Acanthamoeba T1-T15 genotipleri ile MEGA 
version 5 programında Maximum Composite 
Likelihood distance estimates ve Neighbour-
Joining algorithm kullanılarak karşılaştırıldı. 
Bootstrap değeri 1000 replikasyon olarak analiz 
edildi. Analiz sonucunda elde edilen izolatların, 
referans Acanthamoeba T4 genotipler DQ087323, 
U07416 ve T1-T15 genotipleri ile karşılaştırılma-
sıyla üçünün de T4 genotipinde olduğu belirlendi 
(Şekil 4). 

Şekil 4. Çalışmadan elde edilen ERC-S1-2-3 izolatların 
18S rRNA dizileri ile Acanthamoeba T1-T15 genotipleri 
arasındaki Neighbour-Joining filogenetik ilişkisi. 
Bootstrap değeri, 1000 replikasyon olarak analiz edildi. 
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TARTIŞMA 

İnsanların doğayı kendi yararları için daha fazla 
kullanmaya başlamaları, doğada serbest yaşayan 
amiplerin insan vücuduna girme olasılığını artır-
makta ve bu amiplere olan ilgi de artmaktadır. 
SYPPA başta toprak ve su olmak üzere hemen her 
yerde bulunabilen canlılardır.  

Tsvetkova ve ark. (9), Bulgaristan’da göl, nehir, 
sıcak su kaynakları, toprak, kum gibi birçok çev-
resel örneği incelemiş, bu örneklerden 11 toprak 
örneğinin tamamında, 24 kum örneğinin 22’sinde 
SYPPA izole ettiklerini bildirmişlerdir. Yurdumuz-
da, bu amiplerle ilgili Erzurum’da yapılan ilk saha 
çalışmasında kar altından alınan toprak örneğin-
den bir Acanthamoeba türünün izole edildiği, fa-
kat bu türün fareler için patojen olmadığı bildiril-
miştir (10). Sivas’ta yapılan bir çalışmada kuru 
toprak örneğinde ve bir su birikintisinin altındaki 
çamur ve etrafındaki toprak örneğinden yapılan 
ekimlerde, Acanthamoeba ve bir örnekte de 
‘leptomyxid’ izole edildiği, fakat laboratuvar fare-
lerinde yapılan deneylerde bunların patojen etki 
göstermedikleri bildirilmiştir (11). Saksı toprağı-
nın incelendiği bir çalışmada ise Acanthamoeba 
cinsinin hem kist hem de trofozoitlerinin görüldü-
ğü bildirilmiştir (12). 2004 yılında Kılıç ve ark. 
(13) Ankara’da 28 toprak, iki su örneği incelemiş 
ve toprak örneklerinin 16’sında Acanthamoeba 
ürediği, pozitif bulunan toprak örneklerden 8’inin 
T2, beşinin T3, ikisinin T4 ve birinin T7 
genotipinde olduğunu bildirmişlerdir. 

Ülkemizde vaka raporu şeklinde yayınlar bulun-
makla birlikte, yaptığımız literatür taramasına 
göre; bunlardan sadece üç’ünde genotiplendirme 
yapılmış olup bu vakalarda tespit edilen türlerin 
hepsinin genotip T4 olduğu bildirilmiştir (14-16). 
Ayrıca 2007 yılında Ertabaklar ve ark. (14) Türki-
ye’de ilk kez bir toprak örneğinde genotip T9 bil-
dirmişlerdir.  

Bu çalışma ile insan sağlığı açısından tehdit oluş-
turabilecek serbest yaşayan bazı amip türlerinin 
varlığı Kayseri’deki toprak örneklerinde gösteril-
miştir. Sonraki çalışmalarda tespit edilen 
izolatların in-vitro sitotoksisite ve in-vivo 
patojenitelerinin araştırılmasına ilaveten daha 
çok sayıda örneğin incelenmesi gerekliliği ortaya 
çıkmıştır. 
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