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NANOBAKTERI : YENi BiR BAKTERI TURU MU ?
NANOBACTERIA: A NEW BACTERIAL GENUS ?
Serpil KAYA! Kemal KAYAZ?
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OZET

"Son yillarda "Nanobakteri" olarak adlandirilan yeni bir bakteri tirt ile ilgili yapilan ¢alismalar blyik ilgi gekmektedir.
Bu konuyu diinya gtindemine tasiyan Kajander isimli arastirmacinin bébrek taslari ile nanobakteriler arasindaki
iliskiyi ortaya koyan c¢alismasi , tim dinyada heyecan yaratmis ve bu konuda cesitli ¢calismalarin baslamasina
neden olmustur. "Nanobakteri" terimi otonomik olarak ¢ogalabilen ve karbonat apatit olusturabilen ¢ok Kiigik
partikiller (0.2 um) icin kullaniimaktadir. Yapilan incelemelerde bu bakterilerin rutin mikrobiyolojik besiyerlerinde
treyemedikleri, bakteriyolojik boyalarla kolaylikla boyanamadiklari ve fikse edilemedikleri, tim hiicre Kdiltirlerinde ise
treyebildikleri bildiriimektedir. Bu bakteri Proteobakterilerin -2 alt grubunda yer almakta ve lremeleri immur
yéntemler, ELISA, optik dansite, mikroskobik sayim gibi yéntemlerle saptanmaktadir. Nanobakterilerin tanisinda
Dulbecco’nun modifiye eagle besiyeri (DMEM), transmisyon ve scanning elektron mikroskoplari kullaniimaktadir.
Nanobakteriler insanlarda kan, bébrek ve dental pulpa taglarindan, ayrica hayvan serumlari ve hiicre Kdiltirlerinder:
izole edilmislerdir. Buna karsilik, bir grup arastirmaci ise nanobakterilerin varliginin heniiz kanitlanmadigini ve béyle
bir bakteri tiriintin olmadigini bildirerek bu calismalara kars! ¢tkmaktadirlar.

SUMMARY

Studies on a new bacterium "Nanobacteria" cause great interest. Kajander et al. discovered this bacterium and thei
study on the relationship of Nanobacteria and kidney calculi introduced this topic to world’s attention. "Nanobacteria'
term is used to identify very tiny particles (0.2 um) replicating autonomously and forming carbonate apatite. It it
reported that nanobacteria can not be cultured in common microbiological media, but can grow in mammalian cel,
cultures. The bacterium can not be stained with bacteriological dyes and can not be fixed. Nanobacteria has beer.
assigned to the a-2 subgroup of Protebacteria. Their growth can be identified with immune staining, ELISA, optic
density and microscobic counting. Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), transmission and scanning electror
microscopes are being used to detect nanobacteria. The bacteria are isolated from human blood, kidney and denta.
pulp stones and also from animal blood and cell cultures. But there is a group of researchers criticizing these studies
and refusing the existence of nanobaeria.

Cilt 16, Sayi 2, Nisan 2002 245



"Nanobakteri" terimi biyolojide otonomik olarak ¢ogala-
bilen ve karbonat-apatit maddesi olusturabilen ¢ok klguk
partikuller (0.2 mm) igin, jeolojide ise kaya ve mineral
ylzeylerinde scanning elektron mikroskobu ile saptanan
kiresel yapidaki partikiller i¢in kullaniimaktadir. Mars’tan
gelen bir meteorun Uzerinde de benzer yapilarin gézlen-
mesi, nanobakterilerin primitif hayatin énculleri olup ol-
madigi sorusunu gindeme tasimistir .

ilk kez Kajander ve ark. (1), memeli hiicre kiiltirleri ile il-
gili calismalari sirasinda bu bakterilerle karsilasmiglar-
dir. Memeli hicreleri steril olarak kabul edilir, ancak
¢ogu zaman viris ve mikoplazmalarla kontamine olup
fetal sigir serumlu (FSS) besiyerinde Uriyebilirler. Kajan-
der ve arkadaslari, huicre kilturiindeki kontaminasyonun
nedenlerini aragtirirken memeli hiicre kilturlerini incele-
mek igin transmisyon elektron mikroskobunu (TEM) kul-
lanmiglardir. Bu inceleme sirasinda virus veya mikoplaz-
malarla karsilasmamig, ancak hicrelerin ¢ogunda g¢ok
ufak bakterilerin bulundugunu gérmusler, kiltirdeki tim
maddeleri gama-radyasyon yéntemi ile incelediklerinde
ise bu ufak bakterilerin kaynaginin ticari olarak steril ifa-
desi tasiyan FSS oldugunu saptamiglardir. Kajander, 50
nm’lik filtrelerden gecemeyen ancak, 100 nm’lik filtreler-
den gecebilen bu yeni mikroorganizmalar igin "nanobak-
teri" terimini kullanmistir (1).

Kajander ve ark. (1), nanobakterilerin 50-500 nm. boyut-
larinda ve kuresel yapida oldugunu bildirmistir. Bakterilerin
gevrelerinde onlar kimyasal maddelere ve sicaga karsi
oldukga dayanikli hale getiren belirgin bir hidroksi-apatit
kilifinin oldugu bildirilmigtir. Bu kilifin, kultirlerde ¢ok
kalin bir kalsifiye hlcre zarfi olusturarak bakteri boyut-
larini arttirdigi, bdylece bu bakterileri 151k mikroskobun-
da gorulebilir hale getirdigi belirtiimistir. Yapilan incele-
mede bu bakterilerin yaygin olarak kullanilan mikrobiyo-
lojik besiyerlerinde Ureyemedigi, ancak hicre kdlturleri-
nin timdnde Ureyebildigi, bakteriyolojik boyalarla kolay-
likla boyanamadiklari ve fikse edilemedikleri saptan-
migtir (1).

Bu bakterilerin spesifik bir immun yanit olusumunu
baglatabildikleri, 6zgul antikorlarla boyanabildikleri; ELISA,
optik dansite, mikroskobik sayim, SDS-PAGE veya me-
tionin ve Uridin tutulumuyla Gremenin saptanabildigi bildi-
rilmistir. Bu Uremenin, yiksek doz aminoglikozit grubu an-
tibiyotikler, EDTA, sitozin-arabinozit ve gama-radyas-
yon ile 6nlenebildigi belirlenmistir. Nanobakterilerin 16s
rRNA gen sekanslama ydntemi ile yapilan ¢alismalarda,
Brucella ve Bartonella tirlerinin de icinde bulundugu
Proteobakterilerin a-2 alt grubunda yer almasi gerektigi;
Brucella ve Bartonella tirleri ile ortak bazi antijenleri
paylastiklari, konakta hiicre igi ve digi yerlesimlerinin bu-
lundugu ve sitopatik etkilerinin oldugu bildiriimistir (2, 3).
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Nanobakterilerin kultirde Uretilmeleri i¢in, Dulbecco’nun
modifiye eagle besiyeri (DMEM) kullaniimig, bu besiye-
rine %10 FSS eklenmis ve standart hicre kdltir orta-
minda inkiibe edilmistir (37°C, %5-10 CO,li ortam)
Nanobakteri érneklerinin ekiminden 6énce 0.2 mm’lik fil-
treden gecirilmesi gerekir. Subkiltirinin yapilmasi igin
ise icinde FSS bulunmayan gama-radyasyondan gegiril-
mis DMEM besiyeri kullanilmig, daha sonra transmisyor
ve scanning elektron mikroskoplari ile incelemeler yapil-
migstir (4).

inokiilasyondan bir hafta sonra 1sik mikroskobu ile ince-
lendiginde, kok yapisinda ¢ok ufak partiklller gérilmus
ve Ureme zamanlari U¢ gin olarak saptanmistir. Bun-
larin boyutlari zamanla artmis ve iki ay sonunda, beyaz
renkte bir biyofilm tabaka icinde ciplak gézle gorilebilir
hale gelmistir. DNA boyanmasi sadece modifiye yon-
temle yapilabilen, koyun kanl agarda Uremeyen, anti-
nano-bakteriyel monoklonal antikorlarin kullanildigi indi-
rekt immun floresans yéntemi ile pozitif sonug veren, tipik
kok yapisindaki partikullerin gérilmesi durumunda, kiil-
tirde nanobakteri tanisinin konulabilecegi bildirilmigtir.
Bu bakteriler kiltur sisesinin alt ylizeyine yapismis halde
olup konkav bir ylzey seklinde "magara benzeri" apatil
yap! olusturmusglardir. Nanobakterilerin biyofilm tabaka-
da hareketsiz kaldiklari ve yavas isleyen bir slregte
kemiksi bir yapi haline dénustikleri bildirilmistir (5).

Nanobakterilerin hiicre kultirlerinin en yaygin kontami-
nantlarindan olduklari ve %80’in Uzerinde FSS’lerden
izole edildikleri bildirilmistir. Nanobakteriler kultlr ve
immunoassay ydntemleri ile insan ve inekten (6), ayrica
bdbrek ve dental pulpa taslari ile dis ylzeyinden de izole
edilmiglerdir (4).

Nanobakteriler patojenik bakterilerle biyofilm tabaka
olusturma ve kalin koruyucu bir kapsile sahip olma gibi
ortak bazi 6zelliklere sahip olup birgok memeli hiicresi
tarafindan hicre igine alindiklari ve hicre icine aln-
diklarinda sitotoksik etkilerinin oldugu bildiriimistir (2).

Nanobakterlerin tavsanlara injekte edildiklerinde ilk énce
idrardan, bir yil sonra ise beyin-omurilik sivisindan izole
edildigi, ayrica laboratuvar hayvanlari ve insanlarda kro-
nik infeksiyona neden olabilecegi bildirilmistir insanlarda,
M. leprae ve Brucella infeksiyonlarinda gorilenlere
benzer sekilde oto-immin bozukluklara yol acabile-
ceginden de sézedilmistir. (7). Sterilizasyon ydéntemleri
ile yok edilemediklerinden, hiicre kiltiriinde hazirlanmis
asl, gama globulin veya diger antikor preparatlarinda
nanobakteriler bulunabilmektedir. Bu Uriinler, nanobakte-
ri agisindan potansiyel bir tehlike olarak kabul edilmelidir.

Bobrek ve driner sistem taslarinda nanobakterilerin
kiresel depozitler halinde bulunabilecegi 6ne surilmus-
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tir (8-10). Ciftcioglu ve ark. (8) ile diger arastiricilarin
calismalarda, nanobakterilerin nidus olusturarak bébrek
tas! olusturmasi ile iligkili kuramlar su sekilde agiklan-
maktadir:

a) inceledikleri bébrek taslarinin %97.2 sinde nanobak-
terileri izole etmislerdir (8).

b) Bébrek taslarinin biylk bir gogunlugu apatit bileseni
icermektedir (11).

¢) Nanobakteriler bébrekte biriken ve insan vicudunda
apatit olusturdugu bilinen tek mikro organizmadir (12).

d) insan bébrek taslarindan izole edilen nanobakteriler
kaltdr ortaminda da tas olusturmuslardir (8).

e) Nanobakteriler in vitro olarak memeli hiicreleri Gze-
rinde sitotoksik etkisi olan ve bébrek dokusunda apop-
tozise yol acan bir mikroorganizmadir (7).

Ciftcioglu ve ark. (3)'nin calismasinda; bobrek tasi
olusumu ile nanobakteri arasindaki iliski, Helicobacter
pylori ile peptik Ulser arasindaki iliskiye benzer bulun-
mustur. Her iki hastaliginda temelde bir bakteri infek-
siyonu ile bagladigi ve hastaligin ilerleme evresinde ise
endojen ve diyetsel faktdrlerin rol oynadig bildirilmistir.

Kajander ve ark. (1), tekrarlayan bébrek tasi hastaligin-
da antibiyotik kullaniminin olasi yararlarini gindeme
getirmiglerdir. Kalin mineral kiliflarindan dolay1 nanobak-
teriler bircok antibiyotige direnclidir. Ancak, tetrasiklinin
apatit yapi uzerine birikerek bakteriyositatik etkiye sahip
oldugu ve in vitro deneylerle de etkinliginin kanitlandigi
bildirilmigtir (1).

Vicuttaki c¢esitli dokularda agiklanamayan kalsiyum
¢Okmeleri olusmakta ve nanobakterilerin de bu olusum-
dan sorumlu olabilecegi 6ne sirilmektedir (13, 14).
iskelet disi kalsifikasyonlarin olustugu bazi hastaliklar,
dental pulpa taslari, bazi safra kesesi taglari, ateroskle-
roz, skleroderma, kalsifik tendinit ve artrit ile diger tas
hastaliklari, bazi malignensi ve demanslar, hemodiyaliz
hastalarinda gézlenen yaygin metastatik kalsifikasyonlar
nanobakterilerle iliskisi aragtirilan hastaliklardir.

Nanobakterilerin varolmadigina dair goriisler

Acikladiklari bu bilgiler nedeni ile Kajander ve arka-
daglari, etik olmayan teoriler gelistirmekle ve g¢alistiklari
partiktllerin biyolojik yapisi ile ilgili temeli aydinlatmadan
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Once diger arastirmacilari g¢alisma yapmaya yonlen-
dirmekle suglanmiglardir. Calismalarinin sonuglarinin
olasi bir kontaminasyona bagli olabilecegi gibi, kultur
ortaminin kristalizasyonu nedeni ile veya deneysel plan-
lama ya da yorum hatasina bagl olabilecegi bildirilmistir.
Kajander ise, standart biyolojik testlerin nanobakteriler
icin uygun olmadigini belirterek bu iddialari reddetmigtir
(15).

Turku Universitesi’nde bir mikolog olan Jouni Issakainen
partiklllerin bagimsiz ve elestirsel olarak degerlendiril-
meden epidemiyolojik ¢alismalarin yapilmamasi gerek-
tigini bildirmistir. Ayni kisi, Kajander’in kendi teorisini des-
teklemek amaciyla, elektron mikroskop gérintuleri ve
diger morfolojik kanitlar arasinda secim yaptigini, hatta
kicUk bakterilere benzeyecek yapilar olusturmak Uzere
teknik oyunlar bile kullanmis olabilecegini belirtmistir
(15). Kajander'in nanobakteri DNA’sini identifiye ettigini
bildiren yayinlarina karsilik (5), Issakainen bu ¢alismada
kontrollerin gosterilmedigini, reaksiyon zamani ve biyUk-
lgunun artirlarak DNA boyasinin  konsantrasyonun
artirlldigini ve boyanmanin non-spesifik oldugunu bildir-
erek buna karsi cikmigstir (15).

Kajander'in bébrek taslari ile nanobakterilerin iligkisi
Uzerinde yaptiklari calismalar konuyu dinya giindemine
tasimig, bu calismalar 6zellikle Amerika Birlesik Devlet-
ler’nde bazi arastirma gruplarinda heyecan yaratmis ve
bu konuda calismalara baslanmistir. lllinois Universite’
sinden Hjelle ve ark. (16) polikistik bdbreklerde nanobak-
terilerin Ureyip (4); bélinebildiklerine ait morfolojik kanit-
lar oldugunu bildirmistir. Baska bir ¢alismada ise, FSS,
insan tikrigl ve dental plak 6rneklerinden nanobakteri-
lerin kultdrlerinin basariyla yapilmis oldugu, ancak bu
klltirlerin molekuler ve mikrobiyolojik dzelliklerinin ince-
lemesinde higbir canli varlik kanitina rastlanmadigi belir-
tilmis, nanobakteriye bagli oldugu belirtilen biyominerali-
zasyonun, cansiz biyolojik makromolekiillerin ve apatitin
kendisinin ¢ekirdek olusturucu etkisine bagl olarak
olusabilecegi eklenmistir.

Bu konuda heniiz bir netlik olmadigi ve nanobakterilerin
varligi heniz kanitlanmadigr haldebu konuda birgok
calisma yapilimakta, bdylece tartismalara neden olmak-
tadir. Hangi tarafin hakli oldugu, bilimsel ¢alismalar
1IsIginda zamanla meydana ¢ikacaktir.

Nanobacteria from blood, the smallest culturable autonomously replicating agen

Nanobacteria: An alternative mechanism for pathogenic intracellular and extracellular calcification and stone

Interaction of nanobacteria with cultured mammalian cells. Pathophysiology 1998; 4: 259-70.
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