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OZET

Enterocytozoon bieneusi; insanlarda mikrosporidialar arasinda HIV/AIDS hastalarinda klinik
olarak kronik diyare, zayiflik ve kolonjite sebep olan ¢ok onemli tiirlerden birisidir. Intestinal
mikrosporidiosise yol acan etkenlerin tamsinda 151k mikroskobu, transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) ve floresan mikroskobu yaygin olarak kullanilmaktadir. Calcofluor,
Modifiye Trichrome ve Asit-Fast Trichrome boyalar1 mikrosporidiosis igin standart tani
testleridir fakat bu testlerle tiir tayini yapilamamaktadir. Arastirma laboratuvarlarinda E.

bieneusi tamsinda monoklonal antikorlar ve tiire spesifik PCR yontemleri kullanilmaktadir.

Bu c¢aligmada farkli hasta grubundan (kanser tamsi almus, kemik iligi transplantli, gelisme
geriligi, kasinti, dermatit, iirtiker ve iilseratif kolit sikayeti olan hastalar) toplanan 140 6rnek ile
2 farkli kontrol grubundan (kronik rahatsizligi olmayan fakat gastrointestinal sikayeti olan
hastalar, sagliklt goniilliiller) toplanan 40 Ornek calismaya alinmustir. Hasta ve kontrol
gruplaridan alinan toplam 180 diski 6rnegi; immunofloresans, konvansiyonel ve molekiiler tani

yontemleriyle incelenmistir.

Calismada, 140 hastanin %40.7’sinde Microsporidia spp, %12.1’inde E. bieneusi; saglikli
bireylerden olusan kontrol grubunda %35’inde Microsporidia spp, %5’inde E. bieneusi ve
sadece gastrointestinal sikayeti olan kontrol grubunda ise %60’inda Microsporidia spp,
%15’inde E. bieneusi pozitifligi belirlenmistir. Bu sonuglara gore, kontrol ve hasta gruplari
arasinda Microsporidia spp. veya E. bieneusi goriilmesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli

bir farkin olmadig1 saptanmistir (p>0.05).

Anahtar Kelimeler: Mikrosporidia, Enterocytozoon bieneusi, Tan
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INVESTIGATION OF ENTEROCYTOZOON BIENEUSI (PROTOZOA,
MICROSPORADIA) IN DIFFERENT PATIENT GROUPS.
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Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
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Doctora Thesis, December 2013
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SUMMARY

Enterocytozoon bieneusi is clinically the most significant among the microsporidia causing
chronic diarrhea, wasting and cholangitis in human with immunodeficiency virus/AIDS. In
diagnosis of intestinal microsporidiosis; light microscopy, electron microscopy (TEM) and
fluorescent microscope are used extensively. Microscopy with Calcofluor, Modified Trichrome
and Acid-Fast Trichrome are standard diagnostic tests for microsporidiosis but doesn’t allow
species identification. In research laboratories, species specific tests such as monoclonal

antibody test and PCR are used for detection of E. bieneusi.

In this investigation totally 140 samples from different patient groups (have received a diagnosis
of cancer, bone marrow transplant, patients suffering from growth retardation, itching,
dermatitis, urticarial and ulcerative colitis) and together with 40 samples from two different
control groups (patient have gastrointestinal symptoms without chronic disease and healthy
volunteers) were examined. Consequently 180 stool samples taken from patients and control
groups were investigated with immunoflourescent, conventional and molecular diagnostic

methods.

In this study; 40.7% Microsporidia spp. and 12.1% E. bieneusi were found positive in patient
groups; 35% Microsporidia spp. and 5% E. bieneusi were found positive in healthy control
group; 60% Microsporidia spp. and 15% E. bieneusi were found positive in control group with
only gastrointestinal complaints. According to these results; there is no statistically important

difference between patient and control groups (p>0.05).

Key Words: Microsporidia, Enterocytozoon bieneusi, Diagnosis
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1. GIRIS VE AMAC

Mikrosporidialar; her yerde bulunabilen, omurgali ve omurgasiz konaklarda
enfeksiyona neden olabilen, 144 cins altinda 1200 tiirii tanimlanmis zorunlu intraselliiler
okaryotik parazitlerdir. Insanlarda patojen olarak tanimlanan 14 mikrosporidia tiiriinden
Enterocytezoon bieneusi ve Encephalitazoon sp. en sik goriilen tiirler olup
gastrointestinal sistemde enfeksiyona yol agmaktadir. Bu tiirler 6zellikle HIV pozitif

hastalarda kronik diyare sebebi olarak bilinmektedir.

Mikrosporidialar da oldugu gibi E. bieneusi’nin de en ¢ok bilinen evresi, oldukca kiigiik
ve direncli olan sporlaridir. Boyutlar1 1-1.6 pm arasindadir. Biyolojileri 3 fazda
incelenmektedir; enfektif veya cevresel faz, proliferatif veya iireme fazi ve sporogonik
faz. E. bieneusi sadece intraselliiler olarak, konak sitoplazmasindan serbest olarak
gelisir ve konak hiicre diginda hicbir aktif doneme sahip degillerdir (1). Proliferatif
merogonik bir donemi sporogonik bir donem izleyerek sonugta farkli ve direncgli
enfektif sporlarin olustugu benzersiz bir hayat dongiisiine sahiplerdir. Olgun sporlar
konak hiicre igerisine enfektif spor igerigini enjekte etmek icin tiibiiler ekstriksiyon
aparatt igerirler. Enterocytozoon cinsinin karakteristik bir 0zelligi sporogonial
plasmodium igerisinde polar tiipiin tamamen farklilasmis olmasidir. Sporoblastlarin
boliinmesi, sporlar icerisinde bunun olgunlasmasi1 konak sitopldzmasi icerisinde

dagilmis sekilde olusmaktadir. Insanda bu cinse ait sadece tek bir tiir tantimlanmustir. E.



2

bieneusi insanda hastalik yapan tek tiirdiir. Insan ve diger memelilerdeki epitel

hiicrelerinin sitoplazmasini enfekte etmektedir (2).

Rutinde daha c¢ok seroloji ve konvansiyonel tani yontemlerinin tercih edildigi
mikrosporidia enfeksiyonlarinda farkli tam1 yontemleri de kullanilmaktadir. Bazi
mikrosporidial tiirlerin gelisimi spesifik bir konak hiicresinde tek bir organla sinirliyken,
diger tiirler farkli organ sistemlerini iceren sistemik enfeksiyonlara sebep olabilirler.
Mikrosporidial enfeksiyonlarin belirtileri; enfeksiyona neden olan tiirlere, enfeksiyon
tipine, konagin yasma ve konagin immun sistemine baghdir. Parazit-konak

etkilesiminin dengesizligi parazitlerin proliferasyon ve yayilmasiyla sonuglanir.

Epidemiyolojik ¢aligsmalara gore E. bieneusi kisiden kisiye sindirim ve solunum yoluyla
veya kontamine su ve besinlerle bulasabilmektedir. Intestinal hiicreleri enfekte eden E.
bieneusi genellikle kronik veya akut ishal, karin agris1 ve bulantiya neden olmaktadir.
AIDS’lilerde karin agris1 sik sikayetlerdendir ve bu hastalarda malapsorbsiyon ve ¢inko
eksikligi goriilmektedir. Diger mikrosporidium tiirlerinin aksine E. bieneusi HIV pozitif
hastalarda sistemik enfeksiyonlara yol a¢cmaktadir. Hepatobiliyer yerlesimde papiller
stenoz, i¢ ve dis hepatik safra kanali, sklerozan kolanjit ve akalkiiloz kolanjit

goriilmektedir.

Mikrosporidialarin epidemiyolojisi ile ilgili yapilan c¢alismalarinda genellikle HIV
pozitif, immunsiipresif ve homoseksiiel hastalar arastirma grubunu olusturmustur.
Ulkemizde ise insanlarda goriilme siklig1 iizerine yapilan calisma sayis1 yok denecek
kadar azdir. Biitiin diinyada yaygin olarak bulunan ve 6nemi gittik¢e artan E. bieneusi
izerinde iilkemizde yeterli arastirma yapilmamistir. Mikrosporidia ile ilgili yapilan

caligmalarda ise tiir ayrimina gidilmemistir.

Bu calismada; farkli hasta gruplarinda firsat¢i bir parazit olan E. bieneusi’nin

yaygmliginin farkl tan1 yontemleri ile arastirilmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

Ik olarak 1857 yilinda Nageli tarafindan Nosema bombycis olarak adlandirilan
mikrosporidialar, Schizomycetes’ler arasina dahil edilmistir. Mikrosporidia subesi ise
1882 yilinda Balbiani tarafindan tamimlanmistir. 1977°de yapisal 6zellikleri, spor ve
gelisme safhalarindaki ¢ekirdegin sekli, konak-parazit iligkisi ve polar tiipteki sarmal
sayilarina gore smiflandirilmistir (3,4). Mikrosporidia cinsi 1980°de Protista alemi ve
protozoa altalemi altinda yer almistir (3,5,6). 1986 yilinda parazit, diplokaryon olup
olmamasi, mayoz boliinmesi ve sporofaz organeline gore siniflandirilmistir. Ancak bu
durum filogenetik analizi agisindan yararli goriillmemis ve sporun morfolojisine ve
gelisme sathalarina gore 1986 yilinda yeniden siniflandirilmistir. 2000’11 yillarda ise
alfa ve beta tubilin genlerinin dizi analizi yapilmis ve bu parazitlerin protozoonlardan

cok mantarlarla daha yakin iliskide olduklarini bildirilmistir.

Enterocytozoon bieneusi ilk olarak 1985 yilinda Desportes-Livage tarafindan kronik
diyaresi olan AIDS’li bir hastanin diskisinda ve ince bagirsaklarinda gosterilmistir.
Daha sonra akciger enfeksiyonu ve bagirsak tutulumlarina sebep oldugu, safra sistemi,

safra kesesi, mesane, pankreas kanali ve karacigerde yerlestigi de saptanmustir (5).



2.2. SINIFLANDIRMA

Mikrosporidialarin, insanlarda enfeksiyon olusturan 7 cinse bagh 14 tiirii

tanimlanmastir.

Mikrosporidialarin smiflandirilmasindaki esas kriterler arasinda; dogal konak iliskileri,
spor veya diger gelisme donemlerinin biiyiikliigii, tek veya iki niikleusa sahip olmasi,
spor i¢cindeki polar filament helozon sayisi ve organizmanin konak hiicre sitoplazmasi
ile iliskisi yer almaktadir (7,8). Insandan izole edilen Mikrosporidia tiirleri ve E.

bieneusi’nin siiflandirilmasi sekil’ de gosterildigi gibidir (9,10).
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2.3. MORFOLOJI
2.3.1. Spor Morfolojisi

Mikrosporidialarin en tipik gelisimsel evresi, polar filament tasiyan spor donemidir.
Spor, muhtevasini konak hiicre icine enjekte edebilme mekanizmasina sahip olan
enfektif donemdir ve konak hiicre disinda uzun zaman yasayabilen tek evrim donemidir.
Boyutlar1 1-10 um’dir. Memelileri enfekte eden sporlar daha kiiciik boyutlardadir (1-3
um). Oval, kiiresel, cubuk veya armut seklinde olabilirler (7,9).

Enterocytozoon bieneusi’nin erigskin sporlar1 oval 1-1.6 um uzunlugunda, 0.7-1 um
genisliginde olup iki sira halinde 5-7 kivrimh polar tiip icermektedir. Spor ii¢ genel
yapiya sahiptir (11). Bunlar; spor duvari, sporoplazma ve ekstriizyon aygitidir (Sekil

2.2).

ankoring disk

polaroplast

+polar filament

Sekil 2.2. Sporun ince Yapisi (12)

2.3.1.1. Spor Duvan

Cevresel diren¢ saglayan spor duvari, elektron mikroskopisi ile gozlenebilen ii¢
tabakadan olusmustur. Bunlar; Ekzospor: Elektron-yogun olan en distaki, glikoprotein

yapisindaki tabakadir. Endospor: Elektron-fakir ve temel birleseni kitin olan tabakadir.
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Ekzospora bir koprii ile baglanmistir. Endospor tabakasmin 6n (anterior) ucu sporun en
ince kismidir ve polar tiipiin digar1 ¢ikmasi esnasinda pargalanir. Hiicre membrani:

Yaklasik 7 nm kalinliginda olan ve sitoplazmay1 kusatan en i¢teki tabakadir (9,11,13).
2.3.1.2. Sporoplazma

Spor sitoplazmast; bir veya iki cekirdekli niikleus, prokaryotik boyda ribozomlar,
karakteristik bir sekilde konumlanmis endoplazmik retikulum igerir. Cekirdek okaryotik
tiptedir. Mitokondri, peroksizom ve tipik bir golgi aygitina da sahip degillerdir (7,11,13)

2.3.1.3. Ekstriizyon Aparati

Ekstriizyon aparati; sporun anterior ucundaki ankoring (capa seklinde) diske mantar
seklinde baglanan uzun polar filament, polaroplast ad1 verilen atipik bir golgi cisimcigi
ve arka (posterior) vakiiolden olugsmaktadir. Ankoring diske baglandig1 diiz (manubroid)
kistm ve tiiriine bagl olarak sporaplasma etrafinda 4-30 sarmal olusturan posterior
kistm olmak iizere iki bolgeye ayrilmaktadir. Polar filamentin manubroid kismi ve 6n
uca en yakin olan sarmali distaldeki sarmallardan daha genis capa sahiptir. Polaroplast,
atipik bir golgi cisimcigidir. Lamellar ve vesiculer olmak iizere iki kisimdan
olusmaktadir. Lamellar polaroplast membranlar1 ¢ogunlukla anteriorda lokalize
olmustur. Vesiculer polaroplast ise tubuler sekildedir ve sporun merkezine dogru
lokalize olmustur. Posterior vakiiol, ekstriizyon aparatinin ii¢iinii komponentidir.
Biiyiikliikleri ve sekilleri oldukg¢a farkli olan posterior vakuol, sporun arka kisminda
lokalize olmustur ve icgerigi tipik bir unit membran ile smirlandirilmistir. Polar

filamentin bu yap1 tarafindan meydana getirildigi diisiiniilmektedir (11,13,2)
2.3.1.4. Entorocytozoon bieneusi’nin Morfolojik Ozellikleri

Enterocytozoon bieneusi, insanlarda en sik enfeksiyon olusturan ve HIV pozitif
hastalarda kronik ishal etkeni olan mikrosporidia tiirlerdendir. Tiim gelisim evrelerinde
konak hiicre sitoplazmasi ile direkt temas halinde olup, sporofor kese veya
pansporoblastik zar olusmamaktadir. Tiire zgii olan gelismenin erken donemlerinde
uzunlamasina cekirdek bulunmakta olup, boliinme ve sporogoni evrelerinde yuvarlak
sekil almakta ve sonra 6 um capinda ¢ok sayida cekirdek olugsmaktadir. Bu tiire 6zgii
sitoplazma i¢inde polar tiip ve elektron yogun diskler bulunmaktadir. Eriskin sporlar
oval, 1-1.6 uym uzunlukta, 0.7-1 um genislikte olup iki sira halinde 5-7 kivrimli polar
tiip icermektedir (10,11).



2.4. HAYAT DONGUSU

Mikrosporidia tiirleri, omurgali ve omurgasiz konaklar1 enfekte edebilen zorunlu hiicre
ici parazitidir. Hatta bu protozoonlar baska parazitlerle ayni hiicreyi enfekte
edebilmektedirler. Bilinen bir vektor veya ara konaklar1 ve hiicre disinda herhangi bir
metabolik aktivasyonlar1 yoktur (10,14). Uygun sartlar altinda ve uygun konakta
bulasma yoluna bagli olarak sporlarin  konak hiicreye girisiyle enfeksiyon

baslamaktadir. Mikrosporidialarin hayati 3 fazda gerceklesmektedir.
2.4.1. Faz I- Enfektif /Cevresel Faz

Hayatin ekstraselliiller fazidir. Cevre sartlarina direncli olan ve uzun siire enfekte
kalabilen sporlar direkt temas veya agiz yoluyla alinmaktadir. Sporlar, cesitli fiziksel ve
kimyasal degisiklikler (uygun pH, sicaklik, nem, iyon konsantrasyonlari, sindirim
enzimleri, basin¢ gibi) ve diger bazi1 uyaranlarin etkisiyle konak enterositlerine girer ve
burada sporun c¢imlenmesi aktiflesir. Primer enfeksiyonun lokalizasyonunun bulas
yoluna bagh oldugu, tipik olarak gastrointestinal ve solunum sistemi epitel hiicrelerinde
olustugu bildirilmektedir. Uygun sartlar altinda (uygun K' ve Ca™ iyon
konsantrasyonunda) spor uygun konak tarafindan alindiktan sonra helezon seklindeki
polar tiip diizlesir ve i¢ ice katlanmis gibi duran bu yap1 disar1 dogru uzanir ve konak
hiicresi igerisine sporoplazma bosaltilmas: ile hiicre enfekte olur. Konak hiicre
icerisinde, sporlardan serbest kalan sporoplazmalar dis yilizeyleriyle yogun goriiniisii ile

tanimlanan sporontlar1 gelistirmek icin merontlar1 olusturmaktadir (6,10,11).
2.4.2. Faz II- Proliferatif Faz/ Ureme Faz1

Mikrosporadialarin hayat dongiisiiniin bir parcasi olan ve intraselliiler gelismenin
gerceklestigi ilk fazdir. Bu faz, spor sekillenmesine bagh olarak parazit
sporoplazmasinin biiyiiylip gelistigi ve boliinerek c¢ogaldigi fazdir. Proliferatif faz,
merogoni ve sporogoni olmak iizere iki dnemli asamada gerceklesir. Bu iki asamada,
niikleer kilifin bozulmadan parazit niikleusunun boliinmesidir (15). Sporoplazmanin
uygun bir konaga girmesiyle olusan merontlar, yapisal olarak basit ve tek kath hiicre
zarma sahip hiicrelerdir. Bunlar defalarca ikiye (Encephalitozoon, Nosema, Vittaforma
cinsleri) veya c¢oga (Enterocytozoon, Pleistophora, Trachipleistophora cinsleri)
boliinerek c¢ogalirlar (6,15). Boliinme swrasinda ilk olarak niikleer kilif bozulmadan
parazitin  niikleusu  boliinmektedir  (Karyokinesiz). Karyokinesiz  sonucunda

yuvarlaklasmis cok cekirdekli hiicreler olusur. Hiicre boliinmesinde karyokinesizi
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sitokinezis takip eder ve bu ¢ogalma sonucunda tek bir hiicre icerisinde yaklasik 50-100
meront olusur. Bu merontlar; enterosit, makrofaj, mezenkim hiicreleri gibi farkl
hiicrelerde ve besinleri bu konak hiicrelerden absorbe ederek gelisimlerine devam

ederler (15).

Merontlar, konak hiicre sitoplazmasiyla direk temas halinde (Nosema, Enterocytozoon
cinsleri), konak orjinli olusan parazitoforus vakuol icinde (Encephlitozoon cinsi),
parazit  tarafindan  salgilanan  sporoforoz  vakuol icinde  (Pleistophora,
Trachipleistophora cinsleri) veya konagin endoplazmik retikulumuyla (Endoreticularis,

Vittaforma cinsleri) cevrilerek gelisir ve sonugta sporontlar1 olustururlar(11).
2.4.3. Faz I11I- Sporogonik Faz

Sporontlarin olusmasi ile sporogonik faz baslamaktadir. Sporontlar ikiye boliinme ya da
coklu fiizyon ile cogalip, sporoblastlar1 olusturur. Oval sekilli sporoblastlarin
olgunlagmasiyla sonu¢ olarak olgun sporlar meydana gelir (10). Sporogoni, konagin
olusturdugu membran ile smirlandirilmis parazitoforus vakuolde (Encephalitozoon
spp.), konak hiicre sitoplazmasindan serbest olarak (E. bieneusi) ya da sporoforoz
vakuol (Pleistophora, Trachipleistophora cinsleri) icinde gelisir. Sporlar konak
hiicresini tamamen doldurdugu zaman plazma membran patlar ve sporlar cevreye
dagilir. Bu sporlar ya konak icerisinde yeni bolgelere taginarak ¢evredeki diger hiicreleri
enfekte edebilir ya da yeni konaklar1 enfekte edebilmek icin idrarla veya diski ile disar1

atilabilirler (6,14,15).
2.4.4. Enterocytozoon bieneusi’nin Hayat Dongiisii

Enterocytozoon bieneusi’nin hayat dongiisii basit veya kompleks olabilecegi gibi
seksiiel veya aseksiiel ¢ogalmalarindan her ikisini birden de gergeklestirebilir. Bu
kompleks hayat dongiisiine sahip olanlar birden fazla zorunlu konaga ve 3 farkli spor
tipine sahip olabilmektedir. Bu formlar, spesifik konak ve dokulara ozellesme
egilimdedirler. Basit hayat dongiisii ve aseksiiel iireme 6zelligine sahip olanlar hemen
hemen her ¢esit dkaryotik hiicreyi (laboratuar sartlar1 altinda) enfekte etme bakimindan

genis bir tolerans gostermektedir (16).

Enfekte spor, polar tiipii ile konagin intestinal enterosit hiicre sitoplazmasi igerisine
sporoplazmasini enjekte ederek bosaltmaktadir. Gelismeleri intraselliiler olarak

gerceklesmektedir. Proliferatif hiicre tek bir niikleus boliinmesi gerceklestirir. Yan yana
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bulunan proliferatif hiicreler son sitoplazma bdliinmesinden sonra hiicre sitoplazmasiyla

ilgisi kalmamaktadir.

Sporoplazma, c¢ekirdekten ve sitoplazmadan meydana gelmektedir. Sporoplazmanin
biiylik bir parcasi ribozomlardan olusmaktadir. Soroplazma polar tiipten ¢iktigi zaman
bir hiicre membranina sahiptir. 24-48 saat i¢cinde konak hiicreye ulasir ve boliinerek
sayisin1 arttirir. Sporogoni ile merontlar ince bir zarla ¢evrilerek sporontlar olugsmaktadir
(11). Sporontlar ikiye boliinme ya da ¢oklu fiizyon ile ¢ogalip, sporoblastlar1 olusturur.
Oval sekilli sporoblastlarin olgunlagmasiyla olgun sporlar meydana gelir. Sporlar konak

hiicresini tamamen doldurdugu zaman plazma membran patlar ve sporlar cevreye

dagilir (16,17).
‘rﬁ:lar filament

Sporoplasma

Konak hicresi

iy Zylfie 1

Sporogoni

L}
|
L]
1
Merogoni :

Sekil 2.3. E.bieneusi Hayat Dongiisii (12)
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Faz I Enfektf
fCevresel Faz

24-48 saat icinde

[ — konalk hiicreye
e heslenir, hiiyiir ve
Faz II:_M hiliinerek sayisim
Faz/Ureme faz1
> ince bir zar ile
cevrilerek
Faz II1-
Sporogonik Faz
; iki ya da ¢oklu
— > fiizyon ile
[ = D Olgunlasma

Sekil 2.4. E.bieneusi Hayat Dongiisii

2.5. MiIKROSPORODIALARIN HUCREYE GiRiS MEKANIiZMALARI

Mikrosporadialarin yeni konak hiicre icerisine giris mekanizmas1 olduk¢a karmasiktir.
Polar tiipiin nasil bosaltildiginin kesfedilmesine ragmen konak hiicre membranina nasil
penetre oldugu hala agiklik kazanmamistir. Sporlarin enfektif sporoplazmasinin hassas
bir konaga transferi bir seri kompleks aktiviteler sonucu olusurken, spor ¢imlenmesinin
aktivasyonu i¢in de c¢evre sartlarinin uygun olmasi gerekmektedir. Sporun
gecirgenliginde ve polar flamentin ters doniisiinde etkili olan bu ¢evresel degisiklikler

fiziksel veya kimyasal olabilmektedir (11,18).

Bircok c¢alisma ilk spor aktivasyonunun degisken oldugunu ve organizmaya bagl
oldugunu gostermistir. Baz1 ¢alismalarda enfektif sporlarin disarida aktive oldugu,
yiiksek basing ve nem gibi ¢esitli fiziksel degisikliklerin spor iizerine fazla bir etkisinin
bulunmadig1 belirtilmistir. Mikrosporidia enfeksiyonlarinin ¢ogu konagmn sindirim
sisteminde sporlarmn  kimyasal uyaranlarma (pH, sindirim enzimleri, iyon

konsantrasyonlar1 vb.) bagl olarak baglamaktadir (11).

Aktive olan spor, sporoplazmanin kisa zamanda boliinerek yikilmasina neden

olmaktadir. Spor i¢inde ozmotik basincin anormal artmasi posterior vakuolu genisletir
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ve bu degisim polar tiipiin ters doniisiinii tetikler. Spordan ¢ikan polar tiip tipine gore
100 ums™’i asan bir hizla hareket edebilir. Sporoplazma 15-500 ms hizinda polar tiipe
dogru yonelerek tiiple birlesir ve birka¢ saniye sonra tiipten ayrilmasiyla hiicre
invazyonu gerceklesir. Ayrica enfektif spor konak hiicre icerisine fagositoz yoluyla da
alimabilmektedir. Bu olaylarin sporoplazma icerisindeki karbonhidrat oranmna ve
Ozellikle de trehaloz enziminin aracilik ettigi trehalozun glikoz ve diger metabolitlere

doniisiimiine bagli oldugu diistiniilmektedir (2,6).

Mikrosporidialar hiicre igerisine deneysel olarak gosterilmis iki yol ile giris

yapmaktadir;
1. Aktif invazyon
2. Endositozis
2.5.1. Aktif Invazyon

Baslangicta polar tiip konak hiicre plazma membranma penetre olmaktadir ve
hipodermik igne seklinde konak hiicre sitoplazmasina sporoplazmalarini enjekte
etmektedir. Sporoplazmanin polar tiipten liimene dogru gecisi 5-30 sn’de
gerceklesmektedir. E. bieneusi, polar tiip yardimiyla konak hiicre plazma membranini
delerek sitoplazma kayb1 olmadan hiicre icerisine penetre olmaktadir (15). Invazyon
stireci sonunda mikrosporidia sporu direkt konak hiicrenin sitoplazmasinda veya bir

vakuol icinde gelisimine devam etmektedir.
2.5.2. Endositosiz

Mikrosporidia sporlarinin ¢cogu, polar tiip acilmasi olmadan internalizasyonla
sitoplazmaya girer. Aktin-bagimli fagositozun aracilik ettigi sporlarin hiicre igersine
girisi sitokalazin-D tarafindan inhibe edilebilir. Konak hiicre tarafindan spor endositoz
yolu ile hiicre icine alir ve spor fagozomla gevrilir. Icersinde mikrosporidia sporlarini
iceren fagozomlar once endozomal daha sonra lizozomal kompartmanlara doniisiir.
Franzen’in yaptig1 ¢calismada (18) lizozomal kompartmanlar icersinde sporlarin hizlica
yikildig1 fakat bazi sporoplazmalarin olgunlasan lizozomlardan kactigi1 ve polar tiip
salimmasi1 yoluyla konak hiicre sitoplazmasini enfekte ettigi gosterilmistir. Endositozda
bir reseptoriin gorev aldigina dair bir kanit yoktur fakat polar tiipiin uzantis1 hareketsiz
sporun uzak hedef hiicrelerle az ya da ¢ok etkilesiminin bir adaptasyonu seklinde

olabilecegi diisiiniilmektedir.



13
2.6. EPIDEMiYOLOJi

Dogada yaygin olarak bulunan Mikrosporidialar tiim diinyada goriilmektedir fakat
prevelansi biiyiikk Olciide degisiklik gostermektedir. Firsat¢i patojenlerden biri olmast
nedeniyle immun yetmezlikli bireylerde prevalansin daha yiikksek oldugu
bildirilmektedir (19). Tiir ¢esitliliginin olmasi, farkli doku ve organlara yerlesmesi ve
bundan dolayi cesitli mikrosporidia enfeksiyonlarinin goriilmesi giivenli bir prevalansin
elde edilmesini zorlagtirmaktadir. 1990 yilindan bu zamana kadar AIDS hastalarinda
mikrosporidia prevalansinin cografik bolgelere ve yapilan tam testlerine gore %1,5-50
arasinda  degistigi  belirtilmektedir  (4,7,13,20). Mikrosporidiosis  vakalarinin
cogunlugunun ozellikle; Giineydogu Asya (Hindistan, Tayland), Orta-Dogu (Tiirkiye),
Avrupa, Afrika (Senegal, Tunus, Mali, Ouganda, Zimbabve) ve Latin Amerika
(Brezilya, Peru) da HIV enfeksiyonlu hastalarda goriildiigii bildirilmektedir (9,13,21-
33). Kuzey Amerika, Bat1 Avrupa ve Avustralya da bulunan HIV ile enfekte hastalarda
prevalansi %2-50 arasinda veya daha yiiksek oranda goriilmektedir (3,19,34).

Baslica AIDS’li hastalar olmak iizere enfeksiyon akut diyareden c¢ok kronik diyare
seklinde goriilmektedir. Bircok arastirmalar sonucu ¢ocuklara gore HIV ile enfekte
yetiskin kisilerde prevalansin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (19). Firsat¢1 patojen
olan mikrosporidia’nin ishali olan AIDS’li hastalarda goriilme oraninin %39 oldugu
belirtilmektedir. Goriilme orani, parazitin tiiriine ve konagin immiin durumuna gore
degisebilmektedir (3,22,35,36). Mikrosporidiosis, AIDS hastalarinin yam sira; kalp,
akciger ve kemik iligi transplantasyonu olan diger immiinokompramize hastalarda da
goriilmektedir (37). HIV negatif kisilerde mikrosporidiosis prevalansi ile ilgili bilgiler
stmirhidir. Intestinal mikrosporidial enfeksiyonlarda diyareli HIV negatif hasta sayisi
nadirdir ve seyahat edenlerde gecici diyare ile iliskili vaka sayis1 az olarak bildirilmistir.

(38-41).

Bagisiklik sistemi baskilanmig HIV ile enfekte hastalarda etkin bir sekilde antiretroviral
tedavi uygulanmasiyla gelismis iilkelerde mikrosporidia enfeksiyon vaka sayisinin
azaldigi tespit edilmistir (20). Fakat HIV ile enfekte olan Alt sahra Afrika da tedavilerin
tam uygulanmamasi sonucu burada mikrosporidiosis yiiksek morbidite ve mortalite

nedeni olmaktadir (22-24).

Son yillarda daha kompleks serolojik testlerle; kan dondleri, kdpek yetistiricileri, hamile

bayanlar, mezbaha ve orman is¢ileri gibi HIV(-) kisilerde mikrosporidia-spesifik
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antikorlar1 tespit edilmis ve oranin %1,3-8 arasinda degistigi bildirilmistir (42-44).
HIV(-) olan kisilerde mikroskobik baki1 ve PCR teknikleri kullanilarak benzer prevalans
caligmalar1 sonucunda endemik bolgelerde %3.3-10, diyaresi olan veya olmayan

cocuklarda %1.7-17.4 ve yashlarda %17 oraninda goriildiigi saptanmistir (4,7, 26,45).

Insanlarda en sik hastaliga yola agan mikrosporidia tiirlerinden E. bieneusi ilk kez 1985
yilinda Haitili AIDS’li bir hastanin enterositlerinde tespit edilmistir (46). E. bieneusi
enfeksiyonunun HIV(+) hastalarda %50’ye kadar ulastigi bildirilmektedir (36).
Isvicre’de homoseksiiel erkeklerde ve diger parazit enfeksiyonu olan kisilerde
seroprevalans sonuglarinin en yiiksek oranlar1 %0-42 arasinda degismektedir (47-49).
Gecmisten bugiine bakildiginda serolojik verilerin yorumlanmasi yeni mikrosporidia
tiirlerin tammlanmasiyla smirli kalmaktadir. Ornegin E. bieneusi’nin serolojik testler
icin yeterli miktarda antijen elde edilmesi gerekli olan kiiltiirii hala yapilamamaktadir.
Buna ek olarak diger paraziter enfeksiyonlar ve capraz reaksiyonlarin olmasi yanlis
pozitiflikler verebilmektedir. E. bieneusi ¢ogunlukla immiinokompromize ve CD4 hiicre

say1s1 100 hiicre/ml'nin altindaki hastalarda yaygin olarak goriilmektedir (9,50-52).

Ingiltere, Amerika Birlesik Devletleri, Arjantin, Zambia, Uganda, Almanya, Fransa,
Congo, Avustralya ve Hollanda gibi diinyanin bir¢ok yerinde AIDS’li hastalarda rapor
edilmistir (19). Bu hastalarda gozlenen en ©Onemli bulgular, kronik ishal ve kilo
kaybidir. Kronik ishalli AIDS hastalarinda yapilan endoskopik ¢alismalar sonucunda, E.
bieneusi prevalanst %7-50 olarak saptanmistir. Bununla beraber koprodiagnostik
tekniklerin kullanildig1 ¢calismalarda, HIV (+) kronik ishalli hastalarda prevalans %9-16
bulunmustur (10). Kongo da 2006-2007 yillar1 arasinda AIDS hastalarinda cesitli
yontemlerle firsat¢i intestinal parazitlerin dagiliminin arastirildigr bir c¢alismada E.

bieneusi oran1 %5.1 olarak tespit edilmistir (53).

Uganda’da 72 saat ve iizerinde ishal sikayeti olan ¢ocuklardan alinan ornekler de PCR
yontemi kullanilarak %17,4 oraninda E. bieneusi’ye rastlanmistir. Ayn1 zamanda
yagmurlu mevsimlerde parazitin goriilme sikliginda bir artis oldugu bildirilmistir (54).
Cek  Cumhuriyetinde = Enterocytozoon  ve  Encephalitozoon  prevalansmin
koprodiagnostik ve molekiiler yontemlerle 9 kiside E. bieneusi oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak saglikli bireylerde de yaygin olabilecegi bildirilmistir (55).

Son zamanlarda Mikrosporidia organ transplantasyonu olan hastalarda hayati tehdit

eden patojenlerden biri olarak kabul edilmektedir. Ispanya da HIV(-) olan ve bobrek
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nakli yapilmis 2 kiside ilk vakalarinda E. bieneusi genotip D saptanmis ve sonugta
direncli ishal ve etiyolojisi bilinmeyen kronik ates gibi farkli semptomlarin bulundugu

durumlarda sistemik olarak bu parazitin arastirilmasi gerektigi belirtilmistir (56).
2.7. CINS VE TURLERIN TAKSONOMIK OZELLIKLERI

Mikrosporidialarin taksonomik 6zellikleri; parazit-konak iliskileri, spor veya diger
gelisme donemlerinin biiyiikliigli, tek veya iki niikleusa sahip olmasi, spor ic¢indeki
polar filamentin helozon sayis1 ve organizmanin konak hiicre sitoplazmasi ile iliskisine

gore 151k ve elektron mikroskobu incelemelerine dayanarak belirlenmektedir.

Bu giine kadar tanimlanmis 144 cins ve bu cinslere bagh 1200’den fazla tiirii
bulunmasmma ragmen 7 cinse bagli 14 mikrosporidia tiirii insanda patojen olarak
tanimlanmistir. Insanda enfeksiyon olusturan Enterocytezoon, Encephalitozoon,
Nosema, Pleistophora, Trachipleistophora, Vittaforma ve Brachiola olmak iizere bu 7
cinse bagl olan tiirlerin, bu giin i¢in tespit edilebilmis farkli taksonomik ozellikleri
bilinmektedir. Bu tiirlerin morfolojik 6zellikleri ve klinigi tablo 1ve 2’de ozetlendigi

gibidir. (7,8).



Tablo 2.1. Insam enfekte eden mikrosporidia tiirlerinin morfolojik 6zellikleri.
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. Polar Tiip
Tiir C:{l:r?sfk Gelisim Yeri Spor(' ]?3)3, utu Sarmal
P H Sayisi
Enterocytozoon
_ _ Tek Kpnak hucre‘ ‘
E.bieneusi arcali sitoplazmasi ile direkt 1.5x0.5 5-7
pare temas halinde
Encephalitozoon
- Tek Parazitoforus vakuol 2.5-3.2x 1.2-
E.cuniculi . 4-7
parcali | icinde 1.6
E.hellem Tek | Parazitoforus vakuol =} 5 5 5 115 6-8
parcali | icinde
E.intestinalis Tek Pe.lraznoforus vakuol 2.2x1.2 5-7
parcali | icinde
Pleistophora Tek Sporofor vezikiil 2.8x34 9-12
parcalt
Trachipleistophora
T.hominis Tek | sporofor vezikill 5.2 % 2.4 1
parcalt
Tek i Tipl:3.7x2
T. anthropophthera Sporofor vezikiil ) 4-5
parcali Tip II: 2.5 x 1.4
Vittaforma
‘ Konak hiicre
V.corneae ki endoplazmlk 3.8x1.2 5-7
parcali | retikulumu ile
cevrelenmis
Nosema
ik Kpnak hucre. .
N. ocularum sitoplazmasi ile direkt 5x3 9-12
parcali .
temas halinde
. ik Kpnak hucre. .
Brachiola sp. sitoplazmasi ile direkt 2.5-29x1.9-2 7-10
parcali .
temas halinde




Tablo 2.2. Insam enfekte eden mikrosporidia tiirlerinin klinik 6zellikleri.

Tiir Klinik Tablo
Enterocytozoon
E.bieneusi Kronik Diyare, Kolesistit, Kolanjit, Siniizit, Brongit, Pndmoni.
Encephalitozoon
E cuniculi Ensefalit, Hepatit, Kolesistit, Kronik Diyare Nefrit Rinit Siniizit

' Dissemine Enfeksiyonlar Keratokonjiktivit,

Keratokonjiktivit, Siniizit, Bronsit, Pnémoni, Peritonit, Nefrit, Rinit,

E.hellem

Uretrit, Sistit, Prostatik Apse, Uriner Sistem Enfeksiyonu,

Kronik Diyare, Kolesistit, Kolanjit, Siniizit, Bronsit, Pndmoni,

E.intestinalis .. SR o . ; .
Peritonit, Nefrit, Rinit, Keratokonjiktivit, Dissemine Enfeksiyonlar

Pleistophora

P. ronneafiei Miyozit

Trachipleistophora

T.hominis Miyozit, Keratokonjiktivit, Rinit, Siniizit

T. anthropophthera | Keratit, Miyozit, Ensefalit, Dissemine Enfeksiyonlar

Vittaforma

V.corneae Keratit, Nefrit

Nosema

N. ocularum Keratokonjiktivit,

Brachiola

B.connori Dissemine Enfeksiyonlar

B. vesicularum Miyozit

B. algerae Keratokonjiktivit, Keratit, Deri Ulserleri, Miyozit
Microsporidia

M. africanum Kornea iilseri

M. ceylonensis Kornea iilseri
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2.8. BULASMA

AIDS salginlarmin baslangiciyla insanlarda mikrosporidia enfeksiyonlar1 goriilmeye
baslamistir. Mikrosporidialar genis yelpazede cok sayida omurgali ve omurgasiz
konaklar icerisinde dkaryotik hiicreleri enfekte edebilen parazitlerin son derece farkli bir

grubudur.

Mikrosporidialarin enfekte formu sporlardir. Sporlar, protein ve kitinden olusmus
koruyucu bir duvara sahip oldugundan dolayr oldukg¢a direnclidir. Mikrosporidia
sporlar1 cok 6zel bir icerige sahiptir. Mikrosporidialarin, kontaminasyon kaynaklar1 ve
bulagsma sekilleri tam olarak anlasilmamasina ragmen, digki, idrar ve solunum yolu
sekresyonlarinda serbest olarak bulunan bu organizma icin enfekte insan veya hayvanlar
enfeksiyon kaynagi rolii oynamaktadir. Transmisyon kigiden kisiye direk oldugu gibi
su, siit, yiyecek, homoseksiiel iligki, yiizme havuzlarindaki sular, saunalar, hayvan ve
vektor aracihigy ile gerceklesmektedir. Insan mikrosporodiosis’in klinik belirtileri goz
Oniine alindiginda iletim seklinin; g6z, agiz veya solunum yolluyla gerceklestigi in-vivo

caligmalarla dogrulanmistir (7,22,57).

Gastrointestinal hastaliklara neden olan ve en yaygin bulunan E. bieneusi patojen olarak
tanimlanan, insanda goriilen 14 mikrosporidia tiirtinden biridir. Gecen 15 yil icerisinde
E. bieneusi ozellikle; su, vahsi, evcil ve ¢iftlik hayvanlar1 gibi bulasma kaynaklari tespit
edilmistir.

Enterocytozoon bieneusi’nin, hem AIDS’li yetigskinlerde hem de ¢ocuklarda diyarenin
en yaygin nedenlerinden biri oldugu belirtilmektedir (58). Enfeksiyon kaynaklar1 ve
bulagsma hakkinda belirsizlikler bulunmaktadir. Ancak son zamanlarda yiiksek
hassasiyete sahip ve organizmanin tiir ve genotiplerinin tespitinde PCR yontemlerinin
kullanilmasiyla bu  enfeksiyon hakkinda  bilgiler artmistir. E.  bieneusi
genotiplendirilmesi rRNA geni ITS bolgesinin polimorfik sekans analizine gore
belirlenmistir (59). Son epidemiyolojik calismalarda E. bieneusi’nin kisiden Kkisiye

direk, zoonotik, kontamine su ve besinlerle bulasabilecegi gosterilmektedir (58,60-62).

Enterocytozoon bieneusi infeksiyonu olan hastalarda bagirsak tutulumunun sik,
solunum yolu tutulumunun ise nadir olmasi; fekal-oral, oral-oral, aerosol inhalasyonu
ya da kontamine yiyecek ve iceceklerin alinmasi gibi farkli gecis yollar1 olabilecegi

belirtilmektedir. Ayrica okiiler infeksiyonlarin kaynagi da tam olarak bilinmemektedir.
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Direkt inokiilasyon yolu ile ya da sistemik infeksiyon sonucu g6z tutulumu olabilecegi

diistiniilmektedir (36).

MIiKROSPORIDIA VE iNSAN ENFEKSIYONLARI
ARASINDAKI SU-BESIN ILISKiSi

Rezarvuar
Konaklar

Nehirler Uriin
Akarsular Sulama .
—_— BESIN
SU
Deniz
Dereler Uriinleri
Okyanusl .
I¢me Suyu
a
Kanalizasyon . v
INSANLAR <—— Tiketim
(IMMUNOCOMPROMISE) Hazirlik
Kullanma

Sekil 2.5. Mikrosporidia ve insan enfeksiyonlari arasindaki su-besin iligkisi (63).

2.8.1. Zoonotik Bulasma

Bugiine kadar mikrosporidiosis hayvan-insan iletiminin resmi bir kanit1 yoktur. Yapilan
arastirmalara gore kopek, kedi, domuz, keci, esek, sigir, tavsan gibi evcil ve ciftlik
hayvanlarinda Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon intestinalis sporlari
tanimlanmigtir. Vahsi memeliler (tilki, su samuru, rakun, domuz, sigwr, kedi) ve
endiistriyel kiimes hayvanlari, kentsel giivercinler gibi kuslarin diskilarinda E. bieneusi

bulunmustur (21,60).
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Gen sekans analizlerine gore insan ve hayvanlarda ayni suslarin oldugunun tespit
edilmesi zoonotik bulagmanin bir kanmit1 olarak gosterilmektedir (4,7,21). Ozellikle
zoonotik bulagsmada kopeklerin digkilarinda bulunan sporlarin solunum yolu veya oral
olarak alinmasiyla enfeksiyonun bulasabilecegi belirtilmektedir. Sporlar, sudan sonra
kurakliga kars1 direnclidirler. Bu nedenle, sporlarla kontamine olmus su, besin veya

solunum yolu ile indirekt zoonotik bulagsmanin olabilecegi diistiniilmiistiir (4,7,64).
2.8.2. insandan Insana Bulasma

Insanlar aras1 bulasmanin olabilecegi goz ardi edilemez. Laboratuar hayvanlar1 arasinda
mikrosporidialarin bulagmasi iizerine yapilan deneysel arastirmalar, hayvanlarda oldugu
gibi insanlar arasinda da benzer yollarla bulasmanin gerceklesebilecegi
diistiniilmektedir (7,65). Bilindigi gibi mikrosporidia sporlar1 diski, idrar ve solunum
sekresyonlar1 ile c¢evreye yayilmaktadir (7,3,66). Bu insanlar arasi bulasmanin
muhtemelen oral-fekal yolla, kontamine aerosol inhalasyonu ile gerceklesebilecegi

diistiniilmektedir.
2.8.3. Su Yoluyla Bulasma

Bagirsaga yerlesen mikrosporidia tiirlerinin sporlari, su kaynaklarinin yiizey sularinda
ve atiklarinda tespit edilmistir (3,4,7,21,66). Mikrosporidia sporlarinda oldugu gibi E.
bieneusi sporlar1 dis ortama oldukca dayaniklidir ve suda uzun siire canli kalabilir.
Ayrica ¢ok kii¢iik olduklari icin su filtrelerinden de gecebilirler. Enfekte hayvanin idrar1
ve digkisiyla atilan parazit, sular1 kontamine edebilir. Bu durum mikroorganizmalarin
sudan bulas ozelligi ile ilgili varsayimlar1 desteklemektedir (3,4,7,36). Buna ek olarak
yiizey sular1 ile temas eden kara hayvanlarin digkilarinda da tespit edilmistir (67). Su ile

bulagmada ylizme havuzlar1 da risk faktorleri arasinda yer almaktadir.
2.8.4. Besinler Yoluyla Bulasma

Yapilan bir epidemiyolojik calismada ayda en az bir kere iyi pismemis sigir eti yemenin
HIV (+) hastalarda mikrosporidiosis acisindan bir risk olusturdugu belirtilmektedir.
Besinler yoluyla bulagsmada kontamine sularin sulamada kullanilmasi sonucunda
gerceklesebilir. Mikrosporidia sporlar yalnizca sulama suyu ile degil ayn1 zamanda bazi

bitkilerde de (marul, maydanoz, ¢ilek) saptanmustir (4,7,13).
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2.8.5. Transplasental Bulasma

Hayvanlardaki deneysel ve epidemiyolojik calismalar Encephalitozoon tiirlerinin
transplasental olarak anneden bebege gecebildigi gosterilmistir. Ayrica transplasental
gecis kemirgenler, tavsanlar, etobur ve primatlarda anneden bebege vertikal bulasmanin
oldugu bildirilmektedir. Konjenital olarak kazanilmis insan infeksiyonu ise heniiz

bildirilmemistir (3,4,7).
2.8.6. Seksiiel Bulasma

Mikrosporidia enfeksiyonlarinda homoseksiiellik risk faktorleri arasinda yer almaktadir.
Isvec’de yapilan bir calismada homoseksiiellerin  %33’ilinde anti-Encephalitozoon
cuniculi antikorlar1 tespit edilmis ve transmisyona katkida bulunabilecegi bildirilmistir
(68). Uretra veya prostat apsesi olan AIDS hastalarinin idrar ve prostat salgilarinda
mikrosporidia  sporlar1 tanimlanmig, bu durumun seksiiel gecis olasiligini

artirabilecegini belirtmislerdir (69-71).
2.8.7. Vektoral Bulasma

Mikrosporidiosisin vektor kaynakli bulastigia dair kanitlar bulunmaktadir. Brachiola
algerae’nin  sivrisinekler icin dogal bir patojen oldugu gosterilmistir (7).
Epidemiyolojik ¢alismalarda mikrosporodium ile enfekte HIV hastalarinin bal aris1 veya
yaban aris1 ile sokulmasinin vektor yolu ile bulasta etkili olabilecek risk faktorlerinden

biri olarak belirtilmektedir (72).
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Sekil 2.6. Horizontal ve Vertikal bulasma yollar1 (73)

2.9. TANI

Mikrosporidia’nin tanimlanmasindan itibaren diinyanin cesitli bolgelerinden, farkh
tiirlerin sebep oldugu enfeksiyonlar bildirilmektedir. HIV pozitif hastalarda firsatci
patojen olmasiyla birlikte son yillarda immun sistemi saglikl kisilerde, 6zellikle seyahat
edenler, cocuklar, yasghlar, ve organ transplantasyon alicilarinda goriilebilmektedir
(15,74-77). Mikrosporidian sporlarin tanimlanmasi ve mikrosporidiosis’in dogrulanmasi
icin kullanilabilir ¢ok sayida yontem bulunmaktadir. E. bieneusi sporlari icinde bu
gecerlidir. Bu yontemlerin ¢ogu immiinokompromize kisilerde enfeksiyonlarin
tanimlanmas1 icin gelistirilmistir. Immiinokompotent hastalardaki mikrosporidial
enfeksiyonlarin semptomlar1 hafif seyirli olmasiyla birlikte kendi kendini
sinirlayabilmektedir. Giiniimiizde dogru tani i¢in mikrospordiosis tanisinda tek bir tani
yontemi yerine birden fazla tam1 yOnteminin kullanilmasmin gerekli oldugu

diistiniilmektedir.

Tani icin digki ya da duodenal drenaj Ornekleri taze materyal seklinde veya %5-10
formolde laboratuvara gonderilebilir. Parazit sporlari, ¢evre kosullarina direncli ve
%10’luk formol ile tespit sonrasinda dahi canliliklarin1 korumaktadir. Fakat hiicre

kiiltiirii ya da molekiiler yontemler icin taze materyalle ¢calismak gerekmektedir. Disk1
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orneklerinin ve diger viicut sivilarindan boyali preparatlarin hazirlanmasinda 6nce
500xg’de 10 dk santrifiij edilmesinin spor saptama olasiligini artirmasindan dolay1
oldukca 6nemli oldugu belirtilmektedir. Trichrome boyamadan once diskiya mukolitik
ajan olarak 1:1 oraninda %10 ‘luk KOH ile muamele edilmesinin daha kaliteli
smearlerin  saglandigini, chromotrope 2R boyamanm duyarliligmni  artirdig:

bildirilmektedir (75).

Rutinde daha ¢ok immunofloresan isaretleme ve konvansiyonel tani yontemlerinin
tercih edildigi E. bieneusi enfeksiyonlarinda farkh tan1 yontemleri de kullanilmaktadir.
Sporlar insanda 1.8x1 um kadar boyutlarda olup, diski ve viicut sivilarinda Calcofluor,
Giemsa, Asit-Fast Trichrome, Weber’in Trichrome Boyasi (MTS) gibi boyama
yontemleri kullanilmaktadir. Kullanilan boyama yoOntemlerinde sporlarin benzer
boyutlarindaki bakteri, maya ve kiif sporlarindan ayrica coccidian ookistlerinden ayirt
edilmesi 6nemlidir.

Tanmida genellikle transmisyon elektron mikroskobu (TEM) geleneksel altin standart
olarak kabul edilse de orneklerin ¢ok sayida kullanilacagi durumlarda bir dezavantaj
olarak goriilmektedir.

Kii¢iik olmalari, hiicre i¢i yerlesimleri ve zor boyanma 6zellikleri nedeniyle, geleneksel
yontemlerle saptanmasi gii¢ olan bu firsatci patojenlerin neden olduklar1 enfeksiyonlarin
tanisinda giiniimiizde konvansiyonel tan1 yontemleri, transmisyon elektron mikroskopisi
ve arastirma laboratuvarlarinda PCR gibi niikleikasit amplifikasyon teknikler
mikrosporidialarin  tiire spesifik ve belirli bir genotipin belirlenmesi icin
kullanilmaktadir. Parazitin immunolojik tanmisinda ise kullanilan yOntemler olarak,
serolojik testler (CIA: Karbon Immun Assay, IFA: monoklonal immunofloresan antikor
testleri, ELISA, kompleman fiksasyon, Western blot), molekiiler tabanli yontemler
olarak gruplandirilabilmektedir.

2.9.1. Konvansiyonel Tam Yontemleri

2.9.1.1. Modifiye Trichrome Boyalar

Diski incelemesinde standart olarak kullanilan bir boyama yontemidir. Boyanin farkli
modifikasyonlar1 bulunmaktadir. Modifiye trichrome boyama yontemi mikrosporidia
sporlarmin boyay1 igerisine almasi oldukca zordur. Bu nedenle Chromotrope 2R
kullanilmakta ve boyama siiresi (90 dk.) cok daha uzun tutulmaktadir (75). Modifiye

trichrome boyama tanida daha duyarlidr. Bu boyama yontemi ile 0.8-1.4 pm
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biiytikliiglindeki sporlar; yesil (Weber modifikasyonu) veya mavi (Ryan
Modifikasyonu) zemin iizerinde parlak pembemsi-kirmizi renkte goriilmektedir.
Modifiye trichrome boyanin duyarhilik ve 6zgiilliigii kesin olarak belirlenememistir.
Fakat bu boyama yoOnteminde bakterilerden ayirt etmeyi saglayan diyagonal ve
ekvatorial c¢izgiler icerdiginden diger boyama tekniklerine oranla daha yararli oldugu
bildirilmistir (3,23). 50°C de 10 dk, 37°C de 30 dk boyanarak sporlarin daha belirgin
goriilmesinin saglayacagi bildirilmektedir (78-80).

Ignitus ve ark. Asit-Fast Trichrome boyanin, kinyon asit-fast boyama yontemine
benzedigini fakat karbol fuksin soliisyonunun hazirlanisindaki farkliliklarin bulunusuyla
birbirinden ayirildigin1 bildirmektedirler. Bu yontemle boyanmis preparatlarda
Cryptosporidium ve Isospora ookistleri mor veya parlak pembe boyanirken,
mikrosporidia sporlar1 pembe boyanmakta ve soluk diyagonal ve ekvatoryal
cizgilenmeler gostermektedir (81). Asit-Fast Trichrome boyasi hem Cryptosporodim
parvum ookistlerini hem de mikrosporidium sporlarinin tanisinda kullanilan

yontemlerden biridir.

Gram-Chromotrope boyama yonteminde siiriintii 6rnekleri 1s1ya tespit edildikten sonra
Gram boyasiyla boyanmaktadir. Daha sonra Chromotrop boyayla boyanarak preparat
asit alkolle calkalanir ve dehidrasyon yapilir. Sicak uygulanan Gram Chromotrope
boyama ile boyama siiresi bes dakikaya indirilmistir. Bu yontemle soluk yesil bir zemin
tizerinde koyu mor boyanan mikrosporidial sporlarin kusak seklinde goriilen

cizgilenmeler tan1 koydurucudur (75, 82).
2.9.1.2. Giemsa Boyama

Mikrosporidia tanisinda diski ornekleri Giemsa ile boyanabilir ve sporlar agik mavi
renkte goriilmektedir. Sporlarin artik maddelerden aywrt edilmesi oldukca zordur. Bu
nedenle viicut s1visi, sitolojik preparatlar veya ¢ok az artefaktin bulunabilecegi intestinal
biyopsi orneklerinde Giemsa boyama yontemi kullanilabilir. Sporlarin ayrimi diski
preparatlarinkinden daha kolay olmaktadir. Digki, cok fazla mikroorganizma igeren bir
materyal oldugundan dolayr mikrosporidia sporlariin ayirt edilmesinde yeterli

olmadiklar1 i¢in, tanida tercih edilmemektedir (75).
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2.9.1.3. Floresan Boyalar

Floresan mikroskobunun kullanilmasini gerektiren kitin boyalardir (75,83). Baslica
Calcofluor White M2R, Fungi Fluor ve Uvitex 2B olup, bunlar spor duvarinin endospor
tabakasinda bulunan kitin yapisin1 boyamaktadirlar. Uvitex 2B ve Calcofluor spor
duvarmin endospor tabakasindaki kitine baglanarak mavi-beyaz fluoresan vererek tani
konulmaktadir. Digkida bulunan mantar, kitin iceren diger mikroorganizmalar ve bazi
artefaktlarda floresan verebilir. Bu durumda mikrosporidium sporlarinin boyutlari
ozellikle aymrict tam1 olarak kullanilabilir. Mikrosporidialarin canli olup olmadigini
anlamak icin Calcofluor M2R ve Sytox green boyalar1 kullanilabilir. Canli sporlar
Calcofluor M2R ile 390-420 nm dalga boyunda mavimsi beyaz veya turkuaz oval
haleler seklinde, 6lii sporlar beyaz-sar1 renkte goriilmektedir. Sytox green ile boyamada
ise canli sporlar goriintii vermezken Olii sporlarin igerisine boya rahatlikla girebilir ve

470-490 nm dalga boyunda parlak sari-yesil renkte floresan verir (75,84).

Aragtiricilar floresan boyalarin hizli ve kolay oldugunu, ayrica MTS ile paralel

boyanmasinin da tanida duyarliligi artirdigini bildirmislerdir (75,85-87).

Tablo 2.3. Floresan Boyalarla Mikroskopta Sporlarin Goriiniim Karakterizasyonu

Floresan Mikroskobunda Sporlarin Goriiniim Karakterizasyonu

Spor Tipi 390-420 nm 470-490 nm
(Calcoflour White M2R) (Sytox green)
Canli Turkuaz-Mavi, Oval Goriintll yok veya nadiren yesil,
Oval
Olii Beyaz-Yesil, Oval Sari-Yesil, Oval

2.9.1.4. Acridine Orange Boyama

Oval goriiniimlii olan sporlar turuncu floresan vermektedirler. Sporlar1 arka zeminden
ayirmak kolay degildir. Mayalarla karistirilabilmektedir fakat tomurcuklanma
gostermemesi ile ayirt edilmektedir. Sporlar ya daginiktir ya da nadiren epitel hiicrelerin
sitoplazmasiyla ¢ok fazla kiimelenmis olarak goriinmektedir (75,84). Arastiricilar
floresan boyalarin hizli ve pratik oldugunu ayrica MTS ile paralel boyanmasinin tanida

duyarlilig: arttirdigini bildirmislerdir (88).
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2.9.1.5. Histolojik Boyalar

Mikrosporidianin dokularda belirlenmesi ve tanimlanmasi i¢cin cok sayida teknik
bulunmaktadir. Mikrosporidialarin tanimlanmasinda hematoksilen ve eozin boyalar ile
boyanmis doku kesitlerinin yalnizca deneyimli patologlar tarafindan incelenmesi
gerektigi bildirilmektedir. Ancak, c¢esitli 6zel boyama yontemleri ile sporlar, formalin
ile fixe edilmis ve parafin bloklu dokularda kolayca gosterilebilmektedir. Parafin doku
kesitlerinde endospor tabakasinda kitin goriilebilmektedir. Ozellikle, Gram ve modifiye
Warthin-Starry boyama yontemleri ile boyanan kesitlerde de sporlar rahatlikla
goriilebilir ve sporlar; lizozomlar, intrasitoplazmik noroendokrin graniiller, karyorrhexic
parcalar1 ve miisin damlaciklarindan ayirt edilebildigi i¢in en iyi histolojik boyalar

arasida kullanilmaktadir.

Mikrosporidialar da doku Gram boyamalar1 rutin parafin kesitlerinde kullanilmis ve
biitlin tiirlerin sporlarin tespitinde giivenilir sonuglar elde edilmistir. Bu boyama
yontemi genellikle doku orneklerinde tercih edilmektedir. Olgun sporlar Gram pozitif
boyanmakta (mor menekse), olgunlasmamis sporlar ise kirmizi renkte boyanmaya
meyillidir. Bu sporlar koyu boyanabilir ve polar tiipii temsil eden yatay cizgilenmeler

bazi sporlarda goriilebilmektedir.

Sporlar periyodik asit-Schiff (PAS), giimiis boyalar1 (Warthin-Starry), asit-fast boyalari,
chromotrope-based bayasi ya da chemofluorescent ajanlar kullanarak cok iyi
goriilebilmektedir. Boyama sonucunda sporlar kiiciik, asit-Schiff (PAS) pozitif, spor
yiizey duvar1 giimiis ile ve sporlar asit-fast degisken olarak boyanmaktadir. Warthin-
Starry boyama yontemi intestinal dokulardaki hem gelismekte olan hem de olgun
sporlarin boyanmasinda etkili yontemlerden biridir. Warthin-Starry boyama ayrica
sporlarin gercek boyutundan daha biiyiik goriinmesini saglamaktadir. Warthin-Starry
boyama yontemi ile boyanan sporlar kahverengimsi siyah renkte goriiniir ve doku
parcalarinin boyanmasinda kullanilan en iyi yontemdir. Bu boyama yonteminin bir
dezavantaji sporun i¢yapisinin, polar tiipiiniin, Gram boyama ile hazirlanan
preparatlardan ¢ok daha zor goriilmesidir. E. bieneusi ile Encephalitozoon tiirlerinin
tanisinda duyarliligl oldukca yiiksektir. Bu yontem sonuglarinin elektron mikroskobu

sonuclartyla %100 uyumlu oldugu tespit edilmistir (10,46).
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2.9.2. Immiinofloresan isaretleme

Bazi1 mikrosporidia tiirlerine karst monoklonal ve poliklonal antikorlar gelistirilmistir.
Tiire 0zgii ylizey molekiilleri veya polar tiibiil yapisini tamyan floresan isaretli
monoklonal antikorlarla tamida duyarlilik oldukca yiiksektir. Poliklonal antikorlar
kullanildiginda ise arka planmn veya ortamda bulunan bazi bakteri ve maya

mantarlarinin da boyanmasi nedeniyle 6zgiilliik diistiktiir (74,75).

Enterocytozoon bieneusi enfeksiyonlarin tanisi olduk¢a zordur ¢iinkii organizmanin
disk1 icerindeki maya ve mantarlarin boyutlariyla ayirt edilmemektedir. Bugiine kadar
mikrosporidia tanisinda fluorochrome Uvitex 2B, Modifiye Trichrome boyama veya
Calcofluor boyama kullanilmaktadir. Bu yontemler nonspesifik olup sensitivite ve
spesifitesi daha yiiksek olan PCR yontemleri tercih edilmektedir ancak rutin klinik
tanida kullanilmamaktadir. E. bieneusi karsi spesifik monoklonal antikor (MAD) kiti ile

yeni ve daha basitlestirilmis tani testleri gelistirilmistir.
2.9.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

Mikrosporidialar smiflandirilmasi icin cesitli doku orneklerinde, viicut sivilarinda ve
diskida sporlarin boyutu ve morfolojisi, polar tiibiil sarmal sira sayisi, gelisimsel hayat
siklusu ve konak parazit iliskileri TEM ile gosterilebilmektedir (77,89). Parazitin polar
filamentinin 6zelliklerine gore ayrica tiir tayini yapilabilmektedir (3-5,78). Sporlarin
yapilarin1 detayli inceleyebilmek ve yeni tiirlerin taksonomik siniflandirilmalar1 icin
TEM’e ihtiya¢ duyulmaktadir (90). Doku orneklerinde parazitin tiim evreleri, digki ve
viicut sivilarinda ise sadece sporlar goriilmektedir (5). Diski ya da idrar o6rneklerin
incelenmesinde TEM’nun sensitivitesi diger yontemleriyle ayni1 olmayabilir. Elektron
mikroskobu, doku orneklerinin goriintiilenmesinde hala en iyi yaklasim olarak kabul
edilmekte fakat her laboratuarlarda kullanilmamaktadir. Molekiiler yOontemlerin

uygulanmadigi laboratuarlarda tiir tayininde bu yontemden faydalanilmaktadir.

Dogrulama ve tiir tayini icin altin standart kabul edilen TEM’in o6zellikle biyopsi
orneklerinde mikrosporidia tanis1 i¢cin Ozgiilligii yiiksek olmakla beraber, calisilan
orneklerin kiiciikligli nedeniyle duyarlilbik diisiik olabilmektedir. Tiir seviyesinde
insanda patojen mikrosporidialarin tanimlanmasi i¢cin TEM’in tek basmna yeterli
olmadig1 ve 6rnek hazirlama asamasinin uzun ve pahali olmast yontemin dezavantajlari
arasindadir  (74). Antijenik veya molekiiler testlerle desteklenmesi gerektigi

belirtilmektedir.
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2.9.4. Seroloji

Mikroskobik tani yontemlerinin duyarlhilik ve giivenirliligi; inceleyen kisinin bilgi ve
tecriibesine dayanmaktadir. Bu nedenle Mikrosporidium’lara kars1 spesifik antikorlar1
saptamaya yarayan ELISA, IFA ve Western Blot (WB) gibi cesitli serolojik testler
kullanilmaktadir. Poliklonal ve monoklonal antikor ile hazirlanan testler E. bieneusi ve
Encephalitozoon spp. tir ayriminda basarili olarak degerlendirilmistir (7,19,91).
Deneysel caligmalar polar tiip proteinlerinin yiiksek oranda immunojenik oldugunu
gostermekte ve polar tiip proteini ile tiire 6zgii ylizey proteinlerine karsi gelistirilen
monoklonal antikorlarla parazit tanimlanmakta ve IFA testleri ile tiir ayrim
yapilabilmektedir. E. cuniculi, E. intestinalis ve E. hellem tiirleri monoklonal antikorlar
ile birbirinden aymrt edilebilmektedir (9, 92). Monoklonal antikorlarin kullanildigi
immunofluoresan antikor testleri ile diskida E.intestinalis ve E. bieneusi’e ait sporlar
belirlenebilmektedir. Bu yontemin duyarliligi yaklasik %100, ozgiilliigii ise bilinen
diger yontemlerden daha yiiksektir. Monoklonal antikorlar 6rnekte bulunan sporlarin
spor duvarindaki proteinlere baglanmakta ve floresan mikroskobunda sporlar parlak

yesil rofle vermektedir.

Hayvanlarda en sik saptanan mikrosporidia tiirlerinden E. cuniculi’nin kiiltiirii yapilarak
serolojik testlerde antijen olarak kullanilmaktadir. Insanlarda mikrosporodiosis etkeni
tiirler cesitli oldugundan sadece E. cuniculi antijenlerinin kullanildig1 serolojik testlerin

giivenirligi diisiiktiir (15,89).

Enterocytozoon bieneusi disindaki pek ¢ok mikrosporidia tiirliniin kiiltiiriiniin
yapilabilmesinden sonra insanda mikrosporidiosis tanisinda daha 0zgiil ve giivenilir
serolojik testler gelistirilmistir. Ancak, insan mikrosporidia enfeksiyonlari, genellikle
giiclii ya da belirgin antikor yaniti olusturmayan immun sistemi baskilanmis kisilerde
goriildiigiinde, bu hasta grubunda serolojik testlerin kullanimi uygun degildir, buna
karsilik; ELISA, immun peroksidaz, WB gibi serolojik testler bagisiklik sistemi saglam
kisilerde ki mikrosporidiosis tanisinda da kullanilabilmektedir (15,75).

Insan E. bieneusi enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi yeterince anlasgilamanustir ve
organizmanin  bulagsmasmnda rol oynayan c¢evresel faktorler tam olarak
aydmlatilamamistir. Mikrosporidiosis’in prevalans c¢alismalar1 ele alindiginda c¢ogu

raporlarin koproloji ve PCR tabanli yontemlere dayanmaktadir. Mikrosporidia i¢in
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insan enfeksiyonlarinda serolojik calismalar yalmizca Kkiiltiirii yapilabilen tiirler

icerisinde sinirh kalmigtir (42-44).

Serolojik testler klinik bulgu olmadan da enfeksiyonu gosterebilmekte fakat akut veya
kronik ayirimi yapilamamaktadir. immun sistemi baskilanmis hastalarda immunolojik
yanitin zayiflamasi nedeniyle kanda bulunan antikor miktarmin azalmasi, tiire 0zgii
antijenlerin kolay iiretilememesi ve c¢apraz reaksiyonlarm olusmasi nedeniyle
mikrosporidium tanisinda  serolojik  testlerin ¢cok yararli olmadigi, insan
enfeksiyonlarindaki 06zgiilliigii tam olarak tespit edilememis oldugundan saptanan
antikorlarin gercek enfeksiyonu yansitip yansitmadigi tartismali oldugu belirtilmektedir

(7,8).
2.9.5. Hiicre Kiiltiirii

Insanlarda enfeksiyona yol acan mikrosporidia tiirlerinin aksenik  kiiltiirii
yapilmamasina ragmen; idrar, nasal polipler, nazofarenks aspiratlari, digki ve kas
biyopsi 6rneklerinin tavsan ve maymun bobrek hiicreleri, insan fetal fibroblast hiicreleri
gibi cesitli memeli hiicre serilerinde kiiltiirii yapilabilmektedir; ancak hasta
orneklerinden yapilan hiicre kiiltiirlerinden sonu¢ alinabilmesi i¢in 3-6 haftalik bir siire

gerekmektedir (74,89,93).

Insanlar1 enfekte eden tiirlerin hepsi olmasa da Nosema corneum (N. corneum), E.
hellem, E. cuniculi, E. intestinalis, Trachipleistophora hominis (T. hominis) ve V.

corneae tiirlerinin tiretilmesinde hiicre kiiltiirleri yapilmaktadir.

Ishalli AIDS hastalarinda en sik goriilen mikrosporidia tiirlerinden E. bieneusi’nin uzun
stireli hiicre kiiltiirii heniiz yapilamamaktadir. Bu parazitin biyopsi materyallerinde
tanis1  konulmus cesitli hastalarin  digki  Orneklerinden hiicre kiiltiirli  yapma
caligmalarinda E. bieneusi yerine E. intestinalis kullanilmistir (94). Bu gibi durumlarda,
E. bieneusi’nin kiiltirde biliylimesi basarisizken, E. intestinalis’in kiltiirli nispeten
kolaydir ve hizla septal parasitophorous vakuol i¢erisinde ¢ogalabilmektedir. Halbuki E.
bieneusi’nin tiim asamalar1 parazitoforuz vakuoller arasinda herhangi bir septasyon
olmaksizin konak hiicre sitoplazma icinde c¢ogalmaktadir. E. bieneusi’nin cesitli
izolatlarinda, E6 ve HLF monolayer igerisine duodenal aspirat ve biyopsi Ornekleri
asilanarak kisa siireli kiiltiirii yapilmistir. Kisa siireli kiiltiirleri herhangi bir yerde 6
hafta ile 6 ay siirmektedir. Ayn1 hastadan alinan biyopsi ve duodenal aspirat drnekleri

santrifiij edilerek ayni kiiltiir flakslar1 icerisine ekilmistir. Ekimden birkag¢ hafta sonra 1-
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1.2 ym uzunlugunda gram-pozitif sporlarina benzer yapilar gozlendigi belirtilmistir
(95). Prolifer donemleri ac¢ik alanlarda karakterize edilmis ve elektron mikroskobunda
gozlenmistir. Proliferatif asamalar1 konak endoplazmik retikulum (ER) ve mitokondri
ile yakin iligkisi oldugu ortaya cikmustir. Cift sarmalli polar tiip olgun sporlar ve
sporoblastlarda goriildiigii; ancak, kiiltiirlerin yavas yavas bozuldugu ve hiicrelerin

sonunda kayboldugu belirtilmistir (94).

Hiicre Kkiiltiirinde uygun miktarda elde edilen mikroorganizmalarla antijen
hazirlanabilmekte ve bu antijenleri; serolojik testlerde, monoklonal, poliklonal antikor
hazirlanmasinda on basamak olarak kullanilabilmektedir. Ayrica kiiltiirde ¢ogaltilan
mikrosporidia sporlar1 daha sonra tiir tayini i¢in SDS-PAGE veya PCR c¢alismalarinda
kullanilabilmektedir (93,95). Mikrosporidia’larin hiicre kiiltiiriinde iiretilmesi ve izole

edilmesi uzun siirmesi nedeniyle rutin tanida tercih edilmemektedir.

Tablo 2.4. Boyama teknikleri ve 6zellikleri (74)

biyopsileri

Floresan verir.

Boyama - W
Teknikleri Ornekler Ozellikleri Aciklamalar
. Hizli ve hassas bir teknik gerekmektedir.
Diskr, Viicut Kitin spor duvar1 parlak Biyopsi ¢rneklerini boyamada
Floresan sivilari, Doku P uvart p yop y

kullanighdir. Hassas, fakat spesifik
degildir.

Chromotrope ve

Diski, Viicut

Spor duvar1 pembe-

Zaman alic1 bir boyama yontemidir.
Modifiye boyalar kullanilarak boya siiresi

Modifiye sivilari, Doku kirmizi boyanir, zemin o . .
. S . . kisaltilabilir. Giivenilir ve yapilmasi
Chromotrope biyopsileri mavi veya yesil boyanir.
kolaydir.
Giemsa Viicut sivilari, Actk mavi bovanir Yorumu zordur ¢iinkii diger fekal
Doku biyopsileri § yami. elementlerle karistirilabilir.
Gram Viicut sivilar Gram variable Yorumu zordur ciinkil dilger fekal
elementlerle karistirilabilir.
; Hassas olup, standarize edilmemistir.
Modifiye Gram Doku biyopsileri Mav.l Vlfylil soluk .klrm.llz b
zemin kKahverengl yes Deneyimli patologlar gereklidir.
Warthin Starry Doku biyopsileri Zaman alicidir ve yorumlanmast zordur.
Duyarlilig1 %100’e yakin, 6zgiilliigi ise
IFA Diski Sporlar Yesil rofle bilinen diger yontemlerden daha

yiiksektir.
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2.9.6. Molekiiler Yontemler

Rutin klinik laboratuarlarda mikrosporidialarin tanisinda mikroskobik yontemler
uygulanmasina ragmen son on yildir arastirma laboratuarlarinda teshis amaciyla
molekiiler yontemler kullanilmaktadir (96).

Mikrosporidialarin molekiiler tanisinda doku biyopsileri, duodenal aspiratlar, korneal
kazmti, idrar ve in-vitro kiiltiir ornekleri kullanilabilmektedir (9). Bu Orneklerden
niikleik asit ekstraksiyonu ig¢in ticari kitler kullanilabildigi gibi klasik ekstraksiyon
yontemi olan fenol-kloroform ve etil alkol presipitasyon yontemi de uygulanabilir.
Ayrica formalinle fiske edilmis parafine gomiilmiis biyopsi oOrneklerinden DNA
ekstraksiyonu i¢in ticari kitler bulunmaktadir.

Genellikle diskidan DNA izolasyonu oldukca zordur ve degiskenlik gostermektedir.
Bunun ic¢in klasik DNA ekstraksiyon yollar1 yaninda ¢esitli DNA izolasyon Kkitleri
kullanilmakta, son yillarda bazi arastirmacilar tarafindan cam boncuklar ile olusturulan
mekanik parcalamanin veya kaynatmanin izolasyonda daha etkili oldugu mekanik
olarak sporlarin parcalanmasina ve daha zor bir ekstraksiyon sartlarina gerek
duyulmaktadir. Ayrica diskinin molekiiler yontemler icersinde kullaniminin diger bir
zorlugu da siklikla polimeraz enzim inhibitorleri icermesi ve bu maddelerinde PCR da
inhibitor etki gostermesidir. Inhibitorlerin uzaklastirilmasi icin basit olarak orneklerin
diliisyonu veya guanidin tiyosiyanat ile muamele edilmesi Onerilmektedir (97-99).
Degisken alanh jel elektroforezi (Pulsed-field gel electrophoresis) ¢alismalar1 haploid
genom boyutlarinin ortalama 5.3-19.5 Mb arasinda oldugu belirtilmektedir.
Mikrosporidia rRNA gen bolgesi, genler arasi transkripsiyonu yapilmayan ara bolge ile
ayrilan 16S  SSU rRNA ve 23S LSU rRNA genlerinden olusmaktadir.
Mikrosporidialarin PCR temelli tanisinda bu gen bolgelerinden (SSU rRNA, LSU
rRNA,), a ve B-tubulin, polar tiip protein, polar tiip protein 55 prekiirsor, ribozomal
protein L27a, dihydrofolat rediiktaz, serine hidroksimetiltransferaz, aminopeptidaz,
timidilate sentaz, internal transkribe olan bosluklar hazirlanmig primerler
kullanilmaktadir (9). Insanlarda siklikla enfeksiyon olusturan bes mikrosporidia tiiriiniin
(E. bieneusi, E. intestinalis, E. cuniculi, E. hellem ve V. cornea) ve diger
mikrosporidialarm tanisinda SSU rRNA hedef gen bolgesinden hazirlanmus tiire spesifik
ve jenerik primer ciftleri kullanilmaktadir (7,89).

Enterocytozoon bieneusi ve Encephalitozoon spp. tanisi amaciyla TRNA bdlgesinden

hazirlanan primer ve problarin kullanildig1 multipleks real-time PCR yonteminin %100
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sensitivite ve spesifiteye sahip olduguna dair yaymlar bulunmaktadir. Bu yontemin

diskida 10* spor/ml saptayabilme duyarliligma sahip oldugu bildirilmektedir (100-103).

Son yillarda multiplex Real-time PCR ile ayn1 anda birden fazla mikrosporida’nin es
zamanli tanis1 yapilmaya baslanmigstir, taze ve formalinli diski 6rneklerinde E. bieneusi
icin ITS, Encephalitozoon tiirleri icin SSU rRNA gen bolgesi hedef alinarak E. bieneusi,
E. intestinalis, E. cuniculi, ve E. hellem saptanilmistir (103). Gelistirilen multiplex Real-
time PCR teknikleri ile diski Orneklerinde E. bieneusi ve Encephalitozoon spp.’un
tanisinda %100 ozgiilliik ve duyarlilik saptanmistir (102). Ozellikle mikrosporidiosis’in
epidemiyolojik caligmalarinda, su kaynakli salginlarda ve immun sistemi baskilanmis
hastalarin erken tanisinda Real-time PCR’m hizli ve giivenilir bir molekiiler yontem

oldugu bildirilmistir (101,102,104).

Molekiiler yontemler; duyarliliginin, 6zgiilliigliniin yiiksek olmasi, hizli ve dogru sonu¢
verme ve tedavi agisindan onemli olan ayni anda birden fazla tiiriin tespitine olanak

saglama ag¢isindan mikrosporidialarin tanisinda olduk¢a 6nemlidir.
2.10. KLINIK

Mikrosporidiosis genellikle HIV pozitif, organ transplant alicilari, kanserli hastalar gibi
immiinokompromize bireyler ile cocuklar, turistler, kontakt lens kullananlar ve
yashlarda firsatc1 enfeksiyonlara neden olmaktadir (9,105,106). Insana yerlesen
mikrosporidia tiirleri ve bunlara bagl olarak olusan klinik bulgular enfeksiyonun

lokalizasyonu ve konagin immiin durumu ile yakindan iliskilidir (74,15).

Mikrosporidialarin bazi tiirlerinin bireysel hiicre tiplerine uyum gostermesine ragmen
herhangi bir dokuyu da enfekte edebilmektedirler. Sindirim sistemi enfeksiyonlarinda
en sik izole edilen turler E. bieneusi, E. intestinalis ve E. cuniculi olarak bildirilmektedir
(5). Mikrosporidiosis gastrointestinal enfeksiyonlar1 6zellikle HIV pozitif kisilerde sik
goriilmektedir. E. bieneusi, % 90 AIDS hastalarin1 enfekte eden ve kronik diyarenin
yaygin sebeplerinden biridir. E. bieneusi ve E. intestinalis tiirleri gastrointestinal sistem
icerisinde bir tropizma ile ince bagirsak epitellerine kolonize olmaktadir. E. bieneusi
villuslarin apikal kismimi tercih ederken, E. infestinalis hem villuslar1t hem de endotel
hiicreleri enfekte etmektedir. Bagirsak mukozasinda meydana gelen degisikligi
sonucunda yag ve deskuamasyon birikimi ile epitel doku diiz olarak goriilebilmektedir.
Ayrica E. bieneusi enfeksiyonlarinda bunu takiben ince bagirsak enterosit villus

enfeksiyonu, villus duyarsizligi, villus yiizey alaninin %40 azalmasiyla kript
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hiperplazisi, enfekte villus hiicrelerinin nekrozu ve intraepitelyal lenfositlerin artisi,
o0dem ve vezikiilasyon gozlenebilmektedir. E. bieneusi enfeksiyonlarinda en belirgin
semptomlar kronik ishal, anoreksi ve kilo kaybi seklinde gozlenmektedir (74).
Encephalitozoon tiirlerinin klinik belirtileri E. bieneusi’ye benzer sekilde ishal, kilo
kayb1 ve malabsorbsiyondur (7). Immiinocompetant bireylerde semptomlarda genellikle

ishal kendiliginden gerileyerek sinirlamaktadir.

Safra kesesi mikrosporidiosis olgular1 nadiren goriilmekte ve olgularin ¢ogunun E.
bieneusi ve E. intestinalis kaynakl oldugu bildirilmektedir. Enfeksiyon parankim dis1
karaciger hiicrelerinde, safra kanali epitelinde, nadiren safra kesesinde saptanmakta ve
kolanjit, safra kanallar1 genislemesi, papiller stenoz ve tagsiz kolosistite yol agmaktadir.
Bu iki tiir HIV pozitif kisilerden izole edilmistir. Klinik belirtiler kronik diyareye ek
olarak sarilikla birlikte seyreden ya da seyretmeyen sag hipokondriumdaki baskin karin
agrisidir. Abdominal utrasound, endoskopik ultrasound ya da endoskopik retrograd
kolanjiopankreatikografi ile safra camuru, distansiyon, duvar kalinlasmasi gibi safra
kesesi anormallikleri, intra hepatik safra yollar1 diizensizlikleri, koledok dilatasyonlar1
aciga cikabilmektedir. Papiller stenoz goriilebilir. Serum alkali fosfataz genellikle
yiiksek; total bilirubin, aspartat aminotransferaz ve alanin aminotransferaz ise genellikle

normal sinirlar i¢erisindedir.

Giiniimiizde okiiler mikrosporidiosis insanlarda gastrointestinal enfeksiyonlar sonrasi en
sik goriilen ikinci lokalisazyonlardir. Mikrosporidia tiirlerinin ayrica serebral tutuluma,
pulmoner enfeksiyonlara, iiriner enfeksiyonlara, siniizit, miyozit, peritonit, pankreatit,

prostatit, dil iilserleri, kemik ve deri tutulumuna da neden oldugu bildirilmistir (107).

Mikrosporidiosis’in dissemine formlar1 nadirdir ancak birden fazla organ yetmezligi
olan immiinokompromize hastalarda siiphe edilmelidir. insanda enfeksiyon olusturan ii¢
Encephalitozoon tiirii, Trachipleistophora, Pleistephora ve Brachiola cinslerin bazi
tiirlerinde sistemik enfeksiyonlara yol acabildigi bildirilmektedir. E. bieneusi tarafindan
olusturulan enfeksiyonlar ise genellikle hepatobiliyer sisteme veya akcigerlere

yayilabilmektedir.

E. bieneusi enfeksiyonlar1 yasliliga ek olarak immun cevabin azalmis olmasi1 6nemli bir
risk faktorii olusturmaktadir. Ispanya’da yapilan bir calismada; E. bieneusi
enfeksiyonunun kronik diyare ve non- kronik diyare ile birlikte yas ortalamasi 85 olan

yasl kisilerde 6nemli oranda goriildiigii bildirilmektedir.
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Mikrosporidia enfeksiyonlar1 6zellikle organ transplantasyonu yapilan hastalarda ciddi
enfeksiyonlara sebep olmaktadir (108). Bunun en Onemli sebebi immunsupresif
tedavidir. Yapilan bir caligmada kalp veya akciger nakli yapilan kisilerde diyare etkeni
olarak E. bieneusi gosterilmistir (15) . Diger caligmalarda ise allogenik ilik nakli (15) ve
karaciger nakli (108) yapilan kisilerde tiir bazinda tanimlama yapilamamsima ragmen E.

bieneusi sporlarina benzer 1 um lik sporlar tespit edildigi bildirilmistir.

E. bieneusi ve E. intestinalis siklikla turist diyaresine sebep oldugu ve bu sebepten
dolay1r mikrosporidia tiirlerinin HIV ile enfekte olmayan kisilerin disinda da sikliginin
giderek arttig1 bildirilmektedir (15). Turist diyaresi olan hastalarda altta yatan bir
immun yetmezlik bulunmadigi siirece enfeksiyon kendini sinirlayan bir goriiniim
sergilemektedir. Zimbabwe de yapilan bir calismada diyare goriilen enfeksiyonlarda E.
bieneusi’nin diger ajanlara gore daha sik goriildiigii ve bu konuda immiinokompotent
bireylerde enfeksiyonun insidansin1 gosteren daha fazla prospektif caligmaya ihtiyac

bulundugu bildirilmektedir.
2.11. TEDAVI

Mikrosporidial enfeksiyonlarin tedavisi intraselliiler olmalar1 ve sporlarmin dogal
direnci nedeniyle oldukca zordur. Intestinal mikrosporidialar icin onerilen ¢esitli tedavi
yontemleri bulunmaktadir. Etkinlikleri tiirlere bagh olarak degiskenlik gostermektedir.
Insanda goriilen mikrosporidia enfeksiyonlarinin ¢ogu enteriktir. Enterocytozoon
bieneusi’nin Encephalitozoon intestinalis’ten daha yaygin oldugu fakat E. intestinalis’in
tedaviye daha fazla duyarli oldugu belirtilmektedir. Mikrosporidia tedavisinde genel
olarak, Albendazol, Fumagillin, Metronidazol, Itrakonazol, = Trimetoprim-
sulfamethoxazol (TMP-SMX), Atovaquone, Furazolidon, Nitazoxanid gibi ilaglar

kullanilmaktadir.

HIV ile enfekte hastalarda, ozellikle E. intestinalis ve E. bieneusi'nin etken oldugu
gastrointestinal tutulumlarda hastaligin progresif, siklikla fatal ve tedavisinin imkansiz
oldugu diisiiniilirken albendazol kullanimi ile mikrosporidiosis insidansinda belirgin bir

azalmanin oldugu belirtilmektedir.

Albendazole antihelmintik aktiviteleri genis bir Benzimidazol tiirevi olan ve tubulinlere
baglanip hiicresel boliinmeyi durdurarak etki gostermektedir (7). Parazit yiikiinde bir
azalma ve sporlarda dejeneratif degisikler gibi E. bieneusi kars1 ise ¢cok az bir etkinlige

sahiptir. Klinik olarak ise viicut agirhigini dengeleyecek sekilde enfekte hastalarda
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diskilama sikhigini ve diski hacmini azaltarak etki gostermektedir. Ancak tedavinin
kesilmesinden sonra relapslar ¢ok sik gozlenmektedir (109,110). Sonug olarak, diski ve
duodenal biyopsi Ornekleri pozitif goriilmektedir yalniz albendazol’iin E. bieneusi’ nin
cogalmasinda eksik inhibisyonu ile bir parasitostatik etkisi bulundugu belirtilmektedir

4,20,109,111).

Bugiine kadar E. bieneusi enfeksiyonlar1 icin iyilestirici bir tedavinin bulunmadigy;
metronidazol’iin bazen mikrosporidiosis olgularinda gecici bir iyilesemeye neden
oldugu bildirilmektedir. Albendazol’iin E. bieneusi diginda diger mikrosporidia tiirlerine
kars1 daha etkili oldugu ancak E. bieneusi enfeksiyonlarinda ishal belirtilerini
hafiflettigi ve spor ¢ogalmasiin belirgin bir sekilde azalttig1 belirtilmektedir (56). E.
bieneusi konak hiicre sitoplazmasinda direkt olarak c¢ogalmasina ragmen, bir
parazitoforus vakuol icerisinde farklilasan mikrosporidian tiirlerinin albendazole karsi

cok fazla hassas olabilecegi diisiiniilmektedir (17).

Fumagillin (3x20 mg/giin) veya TNP-470’in E. bieneusi enfeksiyonlarindaki hastalarin
tedavisinde daha etkili oldugu belirtilmektedir (112). Fumagillin, 1951 yilinda
bulunmus ve basta E. histolytica olmak iizere in-vitro ameobisidal etkinliinin oldugu
belirtilirken son zamanlarda ilacin anti-mikrosporidial etkinliginin de oldugu saptanmis
ve tedavide kullanilmaya baslanmistir. Etki mekanizmasinin; paraziti destriikte ve
konak hiicrede boliinmeyi bloke etmek oldugu diisiiniilmektedir. Fumagillin’nin hedefi
metiyonin aminopeptidase 2 olan bir hiicresel metalloproteazdir. Bu enzim
mikrosporidialarin metabolizma ve yasamlari i¢in vazgecilmezdir. Post-translasyonel ve
fonksiyonel degisiklikler icin gerekli olan proteinlerin terminal ucunun {iizerindeki

metioni’nin ortadan kaldirmak i¢cin cok 6nemlidir (112).

Nitazoxanid; protozoa, nematod, sestod trematod ve amiplere karsi genis spektrumlu
etkili anti-parazit ajanlardan biridir (109). Ayrica cryptosporidiosis tedavisinde de
kullanilmaktadir. Elektron tasima sisteminde, piriivat ferrodoksin oxirediiktaz enzimini
inhibe ederek etkinligini gostermektedir. E. bieneusi ile enfekte AIDS hastalarin

tedavisinde etkili oldugu bildirilmektedir (113).

Antiretroviral tedavi, HIV enfeksiyonlu hastalarda daha diisiik bir viral yiike sahiptirler
ve onlarin bagisiklik savunmalart rekonstitiisyon ile CD4 miktar1 agisindan
tyilestirilmektedir. Sonu¢ olarak, anti-retroviral tedavi, mikrosporidiosis dahil

oportunistik enfeksiyonlarin yayginligini diisiirmektedir ve HIV enfeksiyonu ile iligkili
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morbidite ve mortaliteyi azaltmaktadir. Ayn1 zamanda spesifik bir tedavi kullanimini
olmadan, mikrosporidia enfeksiyonlarinin eradikasyonunu saglamaktadirlar. Ciddi
immiin yetmezligi olan kisilerde tedavi kesildikten sonra tekrarlayan mikrosporidiosis

riskini onemli 6l¢iide azaltmaktadir (20,114).
2.12. IMMUNITE

Mikrosporidiosise bagli immiin yanit, konak ve parazitin tiiriine gore olugsmaktadir (88).
Immunocompetent bireylerde mikrosporidia’ya karsi IgM ve IgG antikorlar1 gelismekte
ve yasam boyu devam etmektedir. Immunsupresif bireylerde ise antikor yaniti

degiskendir (2).

HIV/AIDS (+) hastalarda E. bieneusi enfeksiyonlar1 kronik ishal vakalarmin %30-
50’sinden sorumludur. Enfeksiyonlara kars1 ilag tedavisi kismen etkilidir. E.
bieneusi’nin immun yanitinin anlasilmasi icin Encephalitozoon spp. Ozellikle E.
cuniculi’nin immun yanitina bagh gozlemlere dayanarak yorumlanmaya c¢alisilmustir.
Hiicresel immunite hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Ancak E. cuniculi
enfeksiyonlarinda CD8" T lenfositlerinin konagin korunmasinda ve uzun siireli bir

immiin yanitin olusmasinda énemli rol oynadigi bildirilmektedir (115).

Feng ve arkadaslar1 (116) fare modelleri iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada; E.
bieneusi enfeksiyonlarinda ilk direngte IFNy’nin gorev aldigini ve bunun 6nemini

vurgulamiglardir.

Antijen Sunan Hiicreler (APC) gibi Dendritik Hiicreler (DC) de cesitli patojenlere kars1
konak savunmasini baglatarak Onemli bir etki gostermektedir. Parazit kaynakl
enfeksiyonlarda DC’lerinin aktivasyonu konagin dogal ve kazanilmis bagisikligi icin
onemlidir. Dendritik hiicreler, PRR (Pattern Recognition Receptor; Patojen kaliplarmi
tantyan reseptorler.) araciligiyla c¢esitli mikrobik uyaranlar1 tamimakta ve
cevaplamaktadir. PRR’ler konak hiicreleri tarafindan siirekli olarak sunulurlar.
Imiinolojik hafizadan bagimsizdirlar. PRR’lerin en énemli cesitlerinden biri olan Toll-
like reseptorleri mikroorganizmalar: taniyan ve dogal immiin yanitin olugmasinda kritik
rol oynayan, evrimsel olarak korunmus, sinyal ileten transmembran reseptorlerdir.
Miyofibroblast, mide, ince ve kalin bagirsak matur ve immatur epitel hiicrelerinde ve
bagirsak mukozasmin endotel hiicrelerinde bulunmaktadir. Ayni1 zamanda TLR’ler
THI/TH2 dengesini saglayarak kanser, alerji, otoimmiinite gibi cesitli immun

bozukluklarin diizenlenmesinde gorev almaktadirlar.
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Genel sinyal yollarinda IL1R1 ve adaptor bir molekiil olan Myeloid Differentiation
Factor 88 (MyD88)’in sinyal alimi, TLR’in bircogu tarafindan kullanilmaktadir. Patojen
tirevli molekiilerin uyarilmasmda T hiicrelerinin caliymas: i¢in kritik olan
kostimiilator’iin upregiilasyonuna neden olabilmektedir. E. bieneusi enfeksiyonlarinda
MyD88/TLR’in sinyal yolunda herhangi bir rol alip almadig1 bilinmemektedir. Zhang
ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 calismada, E. bieneusi sporlarmin, kostimiilator ve
sitokin iiretimini artirarak DC’lerini aktive etme yetenegine sahip oldugunu
gostermislerdir. DC aktivasyonunun MyDS88 sinyalizasyonuna bagimli, TLR4’e
bagimsiz oldugu gosterilmistir (117).

MyD88, IL-1 ve IL-18 sinyalizasyonu gibi c¢ogu TLR’lerin onemli bir adaptor
molekiiliidiir ve dogal bagisiklikta kritik rol oynamaktadir (118) In-vitro deneylerde,
MyD88’e bagli mause bone marrow-derived DCs (BMDCs) farelerde E. bieneusi
sporlarina maruz kaldiktan sonra pro-inflamatuar sitokin cevabinda bozukluk oldugunu,
ayrica, yas ve genetigin aksine MyD88 nakavt farelerin E. bieneusi enfeksiyonlarma
duyarli oldugunu bildirmektedirler. TLR’lerine ek olarak; IL-1R ve IL18R sitokin
reseptorleri ayrica MyD88 adaptor molekiiliin sinyalizasyonuyla E. bieneusi igin
potansiyel olarak MyD88’e baglh konak direnci olusmaktadir. Ancak bu reseptorlerin E.
bieneusi’e maruz kaldiktan sonra DC’ler IL-1 iiretiminin eksikligi gibi énemli bir rol
oynayan reseptorleri olmadigi muhtemeldir. Dolayisiyla s6z konusu ilave reseptorlerin
TLR’lerin olma ihtimali bulundugu bildirilmektedir. TLR’lerin mikrosporidiosis
enfeksiyonlarinda konak savunmasinda rol alip almadigi heniiz tam olarak
netlesmemistir. Buna ek olarak, hem 1s1 ile Oldiiriilmiis hem de canli sporlarin ayni
Olciide sitokin iiretimi oldugu ve bu sporlar vasitasiyla uyarilan DC’lerden sitokin
iretiminin sporlarin DC’lerin yiizey ya da endozomal bilesen etkilesimi ile
tetiklenmektedir; fakat bu DC’ler sitolozik reseptorler iizerinden gerceklesmemektedir.
Yapilan caligmalarin verilerine gore E. bieneusi tarafindan DC’lerin aktivasyonu
MyD88 sinyalisazyonuna baghdir ki bu mikrosporidial enfeksiyonlara karsi direngte

olduk¢a 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir (117).
2.13. KORUNMA VE KONTROL

Insan1 enfekte eden en yaygin mikrosporidia tiirlerinden biri olan E. bieneusi, AIDS’li
yetiskinlerde hem de cocuklarda diyarenin en yaygin nedenlerinden biridir ayni

zamanda immiinokompotent bireylerde de goriilebilmektedir. Enfeksiyon kaynaklar1 ve
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transmisyonu hakkinda belirsizlikler bulunmaktadir. Ancak son zamanlarda yiiksek
hassasiyete sahip ve organizmanin tiir ve genotiplerinin tespitinde PCR ydntemlerinin
kullanilmasiyla bu enfeksiyon hakkinda bilgiler artmistir. E. bieneusi kisiden kisiye
direk, zoonotik, kontamine su ve besinlerle bulagsmaktadir. Son zamanlarda yapilan

calismalarla, E. bieneusi’nin yer alt1 ve icme sulariyla bulasabilecegi dogrulanmistir.

Mikrosporidialarin sporlar1 ve E. bieneusi; dig ortama olduk¢a dayanikli ve suda uzun
siire canli kalabilmektedirler. Ayrica ¢ok kii¢iik olduklari icin su filtrelerinden de

gecebilmektedirler (15,78).

Immiinosupresif ve immiinokompotent bireyler mikrosporidiosis acisindan risk
altindadir. Yasam standartlarin gelismisligine baglh olarak mikrosporiodisis tehlikesine
karst; kisisel hijyene, ozellikle el temizligine 6nem vermek, kaynamis veya sise suyu
icmek Ozellikle risk altindaki AIDS ve organ transplantasyonu olan kisiler icin
onerilmektedir. Diger Onleyici stratejiler; et, balik ve deniz {iriinlerinin iyi pisirilmesi ve
sebze ve meyvelerin iyi yikanmasidir. Hayvanlarin mikrosporiodisis tiirleriyle enfekte
oldugunun bilinmesinden beri; mikrosporiodiosisle enfekte oldugundan siiphelenilen

hayvanlarin karantinaya alinmasi1 hastaligin siirlandirilmasi i¢in dnemlidir (7).

Cevrede bulunan potansiyel mikrosprodia sporlarinin canlilik ve enfektif 6zelliklerini
azaltmak icin genellikle genis yelpazeli stratejiler uygulanmaktadir. Yeterli
konsantrasyonda; dezenfektanlarla 30 dakikada, kaynatilarak 5 dakikada, 120 °C’de
otoklavda sporlar canliligini yitirmektedir. Suyun en az 5 dakika kaynatilmasi, Sporlarin
bulunabilecegi yerlere en az 8 °C de 30 dakika; %70 Etanol, %0.3-1 Formaldehit, %1
Hidrojen Peroksit, % 1 NaOH, amfoterik surfaktan, cloramin ve quanter amonyum

iceren dezenfektanlarin uygulanmasi 6nerilmektedir (7).



3. GEREC VE YONTEM

Calismaya baslamadan once Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurul onay1

alimmstir (Ek: 1).

Calismada kullanilacak olan disk1 6rnekleri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher
Nesibe ve Mustafa Kemal Dedeman Onkoloji Hastanesi’nden Parazitoloji Anabilim
Dali’na gonderilen; kanser tanisi almig hastalar, kemik iligi transplantlari, gelisme
geriligi, kasinti, dermatit, iirtiker ve iilseratif kolit sikayetleri bulunan hastalar, kontrol
grubu olarak herhangi bir kronik rahatsizlig1 olmayan fakat gastrointestinal sikayeti olan
hastalar ile saglikli goniillillerden alinmistir. Bu hastalar Bilgilendirilmis Goniillii Olur

Formu ile bilgilendirilip yazili onaylar1 alindiktan sonra ¢alismaya alinmistir (Ek: 2).

Calismaya, yaslar1 3-16 (ort: 8.75+3.2) arasinda degisen gelisme geriligi bulunan 20
cocuk ile yaslar1 18-79 (ort: 41.69+14.1) arasinda degisen kanser tanis1 almis hastalar,
kemik iligi transplantli, kasinti, dermatit, iirtiker ve iilseratif kolit sikayetleri bulunan
120 hasta, herhangi bir kronik rahatsizlig1 olmayan fakat gastrointestinal sikayeti olan
hastalar ile saglikli goniilliilerden olusan 40 kisi dahil edilmistir. Calisma ve kontrol
grubunun, 106 (%58.9)’s1 kadin, 74 (%41.1)’u erkek bireyden olusmaktadir. Hasta ve
kontrol gruplarindan alman toplam 180 diski 6rnegi; immunofloresans, konvansiyonel

ve molekiiler yontemlerle incelenmistir.
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Ornekler nativ-lugol yontemi ile incelendikten immunofluorescence assay (IFA),

boyama ve molekiiler analizlerde kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir.

Anti-Enterocytozoon bieneusi monoklonal antikor kiti (Bordier Affinity Products
Switzerland) ile E. bieneusi pozitifligi belirlenmistir. Kit prosediirii iiretici firma
Onerisine gore uygulanmis ve floresans mikroskobunda 450-490 dalga boylu filtrede ve
1000X biiyiitmede degerlendirilmistir. Diski  Orneklerinin her birine su-eter
konsantrasyon yontemi uygulandiktan sonra, Modifiye Trichrome boyast (MTS), Asit-
Fast Trichrome (AFT), Acridin orange ve Calcofluor boyama yontemleri ile
degerlendirilmistir. Modifiye Trichrome boyast (MTS) ve Asit-Fast Trichrome ile
boyanan preparatlar 151k mikroskobunda x1000 biiyiitmede, Calcofluor ile boyanan
preparatlar ise floresans mikroskobunda 380-420 dalga boylu filitrede ve x1000
biiyiitmede incelenmistir. Su-eter konsantrasyon yontemi ugulanarak elde edilen ¢okelti
daha sonra QIAamp mini kiti kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen
genomik DNA ekstraktlari, S. Katzwinkel-Wladarsch ve arkadaslar1 (119). tarafindan
bildirilen Enterocytozoon bieneusi tiirlerine spesifik primerler kullanilarak nested-PCR

ile analiz edildi.

Isvigre Ziirich Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Bolimii 6gretim
iyeleri, Prof. Dr. Rainer Weber ve Herbert Kuster ile iletisim kurularak incelemede

kolaylik saglamak i¢in boyanmis pozitif preparatlar istenmistir.
3.1. IFA YONTEMI (IMMUNOFLUORESCENCE ASSAY)

Monoclonal antibodies: anti-Enterecytozoon bieneusi (Bordier Affinity Products,

Switzerland) kit prosediirii iiretici firma onerisine gore ¢alisildi.
Yontem
1. Digkilar 0.250 gr tartildi ve 500 ul PBS igerisinde vortexlenerek ¢ozdiiriildii.

2. Ependorf igerisindeki c¢ozdiiriilmiis diskilar plastik ¢ay siizgecleri kullanilarak

siizdiiruldii.

3. Sulandirilmis ve siizdiiriilmiis diski ornekleri teflon tabanli slaytlar tizerine 2 ul

yerlestirildi ve 1 saat 37 °C de kurutuldu.

4. Slaytlar metanol ile fikse edildi ve kurutuldu.
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Fikse edilen slaytlar aseton igerisinde -20 °C de 10 dk. bekletildi ve aseton

icerinden ¢ikartilan slaytlar havada kurutuldu.

Bir damla PBS ile rehidrat edildi ve slaytlar 5 dk. oda 1sisinda birakildi. Daha
sonra kuyucuklardaki PBS bir taraftan aspire edildi.

Monoklonal antibodies anti-Enterecytozoon bieneusi den kuyucuklara 20 ul

eklendi ve 30 dk. oda 1sisinda nemli ortamda inkiibe edildi.

Nemli ortam: metal kiivet icerine kurutma kagitlar1 serildi ve 1slatildi. Slaytlar
bu kabin icerisinde uygun sekilde yerlestirildi ve kiivetin agzi tamamen

kapatilda.
Inkiibasyon sonrasinda monoklonal antibadies 3 kez PBS ile yikand.

Yikama Islemi: monoklonal antibadies bulunan kuyucuklardan tek tek pastor
pipeti yardimiyla aspire edildi. Her kuyucuga 1 damla PBS eklendi ve kenardan
pastor pipeti ile geri ¢ekildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

Her kuyucuga 20 ul kullanima hazir konjuge eklendi. 30 dk. oda 1sisinda, nemli

ortamda karanlikta inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda konjuge aspire edildi ve 1 damla PBS ile yikandi. Daha
sonra 3 farkli PBS bulunan saleler icerine daldirip ¢ikartilarak yikandi.

Slaytlar dik bir sekilde konularak kurutuldu.

1 damla gliserol eklendi ve 24X60 mm’lik lamlar slaytlar iizerine hava kabarcigi

kalmayacak sekilde kapatild1.

Floresans mikroskobunda 450-490 nm dalga boylu filtrede ve x1000 biiyiitmede
incelendi. Parlak yesil rofle floresan veren spor goriiniimlii yapilar etkenin

kendisi olarak tanimlandi.

3.2. SU-ETER KONSANTRASYON YONTEMI

1.

2.

3.

4.

15 ml’lik falkon tiipiine yaklasik 5 gram digki konuldu.
Uzerine 8 ml distile su eklendi ve tamamen homojen olana kadar vortekslendi.
Tam ¢oziinme icin 30 dakika oda 1sisinda bekletildi.

Diski-su karisimi plastik cay siizgegleri kullanilarak sitizdiiriildii.
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5. Diski-su karigimi tekrar 150 pm porluk filtreden siiziildii.

6. Siiziilen kisim 15 ml’lik falkon tiipiine alind1 ve iizerine 6 ml eter eklendi.
7. Diski-su-eter karisimi 1 dk. vortekslendi.

8. Vorteks sonrasi 4 dk. 3000 g’de santrifiij edildi.

9. Dipteki kisim alind1 ve 2 kez distile su ile yikandu.

10. Her yikama isleminde 14000 g’de 2 dk. santrifiij edildi.

11. Yikama islemi sonrasinda ise 200 ul PBS ile sulandirildi.

Son yikama isleminden sonra siipernatan dokiilerek pelet PBS ile sulandirildi. Daha

sonra hem boyama da hemde DNA izolasyonunda kullanild1.
3.3. BOYAMA YONTEMLERI
3.3.1.Calcofluor Boyama (Fluorescent Brightner 28, Sigma Chemical) (220)

Bu boyama yontemi iki farkl sekilde hazirlandi. Calcofluor (Fluorescent Brightener 28)
boyast KOH ve PBS icerisinde ¢ozdiiriildii. Boyamada PBS igerisinde ¢ozdiiriilmiis

Calcofluor (Fluorescent Brightener 28) boyas1 kullanild.

Fosfat Buffer Saline (PBS)

e NaCl 8 gr

e NaH,PO,7H20 1.15 gr
e KH,PO, 0.2 gr

e KOH 0.2 gr

e Distile su 1000 ml

Karigimin pH’s1 1M’ lik NaOH ile 7,2’ye ayarlanmustir.
e Evan’s blue PBS ile %5’lik hazirland:.

¢ Fluorescent Brightener 28 PBS ile %0,5’lik hazirland1 ve oda sicakliginda karanlikta
saklandi.

¢ Boya kullanilmadan 6nce boyadaki tortuyu ¢oktiirmek i¢cin 4000 g’de 3 dk. santrifiij
edildi.
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Yontem
1. Hazirlanan yaymalar havada kurutuldu.
2. Metil alkol (% 99.9) ile tespit edildi.

3. Havada kurutuldu.

4. Fluorescent Brightener 28 2-3 dk.
5. Distile su ile yikama 1-2 sn
6. Evan’s blue 30 sn

7. Musluk suyu ile yikama

Karanlik bir ortamda lamlar kurutulduktan sonra immersiyon yagi kullanilarak floresans
mikroskobunda 380-420 nm dalga boylu filtrede ve x1000 biiyiitmede incelendi. Mavi—

beyaz floresan veren spor goriiniimlii yapilar etkenin kendisi olarak tanimlandi.

3.3.2. Modifiye Trichrome Boyama (MTS) (Weber’in Trichrome Boyasi,
Cromotrop 2R boyasi) (10)

Cromotrop Boya Soliisyonu

¢ Cromotrop 2R 6.0 gr
e Fast green 0.15 gr
¢ Fosfotungustik Asit Hidrat 0.7 gr

Karigima 3 ml glasiyal asetik asit (GAA) eklendi ve iyice karistirildiktan sonra 30 dk.
bekletildi. Karistm 100 ml’ye tamamlanacak sekilde iizerine distile su eklendi ve

homojen bir karigim elde edildi.

Karigimin pH’s1 2 N’lik HCl ile 2.5’a ayarlandi.

Asit Alkol

%90 Etil Alkol
e Etanol absolut %99,8 900 ml
¢ Distile su 100 ml

Kimyasallar karistirilarak hazir hale getirildi.



44

Yukarida hazirlanan soliisyondan 995.5 ml alind1 ve 4.5 ml glasiyal asetik asit (GAA)
eklendi.

Yontem
1. Hazirlanan yaymalar havada kurutuldu.
2. Metil alkol (% 99.9) ile tespit edildi.

3. Havada kurutuldu

4. Cromotrop 2R boyama 90 dk.

5. Ausit alkol 8 sn. veya daha az
6. %95’lik etanol 8 sn.

7. %95’lik etanol 10 dk.

8. %100’liik etanol 10 dk.

9. %100’liik etanol 10 dk.

10. Ksilen 10 dk.

Bekletildi ve son saleden de cikardiktan sonra lamlarin iizeri kapatildi. Immersiyon yag1
kullanilarak 11k mikroskobunda x1000 biiyiitmede incelendi. Yesil zemin iizerinde 0.8-
1.4 um biiyiikliigiindeki parlak pembemsi-kirmizi renkte goriilen sporlar etkenin kendisi

olarak tanimlandi.
3.3.3. Asit Fast-Trichrome Boyama (10)

Cromotrop Boya Soliisyonu

¢ Cromotrop 2R 6.0 gr
e Fast green 0.15 gr
¢ Fosfotungustik Asit Hidrat 0.7 gr

Karisima 3 ml glasiyal asetik asit eklendi ve iyice karistirildiktan sonra 30 dk.
bekletildi. Uzerine 100 ml distile su eklendi ve iyice karistirilarak homojen bir karigim

elde edildi.

Karigimin pH’s1 2 N’lik HCl ile 2.5’a ayarlanda.
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Asit Alkol

%90 Etil Alkol
e Etanol absolut %99,8 900 ml
e Distile su 100 ml

Kimyasallar karistirilarak hazir hale getirildi.

Yukarida hazirlanan soliisyondan 995.5 ml alind1 ve 4.5 ml glasiyal asetik asit (GAA)
eklendi.

Karbol Fuksin Bovya Soliisyonu

e Bazik fuksin 4 gr
* %95 Etanol 25 ml

Fuksin havan ile ezilerek yavas yavas etil alkol eklendi ve karigima 56°C’de eritilmis

Fenol’den 8 ml konuldu.

Uzerine 100 ml distile su eklendi ve 24 saat bekletildi. Daha sonra siiziiliip kullanim

icin hazir hale getirildi.
Yontem
1. Hazirlanan yaymalar havada kurutuldu
2. Metil alkol (% 99.9) ile tespit edildi.
3. Havada kurutuldu.
4. Kinyon Karbol Fuksin 10 dk.
5. Musluk suyu ile yikama
6. %0.51lik HCI (etil alkol ile hazirlanmis) 5 dk.

7. Musluk suyu ile yikama

8. Cromotrop 2R 37°C’de 30 dk.
9. Asit alkol 8 sn.
10. %95’lik etanol 8 sn.

11. %95’lik etanol 8 sn.
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12. %100’liik etanol 10 dk.
13. %100’liik etanol 10 dk.
14. Ksilen 10 dk.

Bekletildi ve son saleden de ¢ikardiktan sonra lamlarin iizeri kapatildi. Immersiyon yag1
kullanilarak 151k mikroskobunda x1000 biiyiitmede incelendi. Mavi zemin iizerinde 0.8-
1.4 pm biiyiikliigiindeki pembe renkte ve soluk diyagonal ve ekvatoryal ¢izgilenmeler

gosteren sporlar etkenin kendisi olarak tanimlandi.
3.3.4. Acridin Orange Boyama (121)
e Acridin Orange lgr
e PBS 99 ml
Bu karisimdan %1°lik stok soliisyon elde edilmistir ve +4 °C’de saklanmistir.
*  %]1’lik stok soliisyon 0,5 ml
e PBS 4,5 ml
Karigim boyamadan 6nce hazirlandi.
Yontem
1. Hazirlanan yaymalar havada kurutuldu.
2. Metil alkol (% 99.9) ile tespit edildi.
3. Havada kurutuldu.
4. Aymn giin stok soliisyondan hazirlanan Acridin Orange boyasi ile 1 dk. boyandi.
5. Musluk suyu ile yikandi.

Karanlik bir ortamda lamlar kurutulduktan sonra immersiyon yagi kullanilarak floresans
mikroskobunda 380-420 nm dalga boylu filtrede ve x1000 biiyiitmede incelendi.

Turuncu renkte floresan veren spor goriiniimlii yapilar etkenin kendisi olarak tanimlanda.
3.4. MOLEKULER ANALIZLER
3.4.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA izolasyonu icin QIAamp mini kit (QIAGEN, ABD) kullanildi. Dowd ve

arkadaslar1 (122) tarafindan bildirilen prosediir modifiye edilerek uygulanmistir.
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Yontem

1.

10.

11.

12.

13.

14.

PBS ile sulandirilmis digki igerisine spor duvarmin daha kolay par¢alanmasi i¢in

20 ul (1.5 U/ul) lyticase eklendi ve 30 dk. 37 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 360 ul ATL buffer (kit icerisinden), 40 ul proteinaz K (kit

icerisinden) ve 250 ul cam boncuk eklendi.

4 saat 57 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon siiresince her 20 dk’da bir drnekler 1
dk. vortekslendi.

Inkiibasyon sonrasinda 400 ul AL buffer (kit igerisinden) eklendi.
Ornekler 10 dk. 70 °C’de inkiibe edildi ve daha sonra 10 dk. kaynatild1.
Kaynatma iglemi sonunda 14000 g’de 2 dk. santrifiij edildi.

Siipernatan yeni bir ependorfa aktarildi ve {izerine 350 pl etanol eklenerek

vortekslendi.

Vorteksleme islemi sonrasinda elde edilen karigim spin koluma (kit igerisinden)

aktarild1 ve 8000 g’de 1 dk. santrifiij edilmistir.

QIAamp spin kolumu yeni bir toplama tiipiine yerlestirdikten sonra iizerine 500

ul Buffer AW1 eklendi ve 8000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.

QIAamp spin kolumu yeni bir toplama tiipiine yerlestirdikten sonra iizerine 500

ul Buffer AW2 eklenerek 14000 g’de 3 dk. santrifiij edildi.

QIAamp spin kolumu yeni bir toplama tiipiine yerlestirdikten sonra 14000 g’de 1
dk. bos santrifiij edildi.

QIAamp spin kolumu yeni bir mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi ve kolum

membraninin direkt iizerine 100 ul Buffer AE eklendi.

Kolum oda sisinda 5 dk. inkiibe edildikten sonra 8000 g’de 1 dk santrifiij

yapilarak eliisyon saglanmaistir.

Elde edilen DNA kullanilincaya kadar -20°C’de sakland:.



3.4.2. Polymerase Chain Reaction

3.4.2.1. insanda patojen olan mikrosporidia tiirleri icin ortak PCR

PCR reaksiyonunda oOncelikle, insanda patojen olan bes mikrosporidia tiirii icin
(E.bieneusi, E.intestinalis, E.cuniculi, E.hellem, V.corneae) ortak olan, small subunit
ribosomal DNA gen bolgesini hedef alan ve 250-279 bp’lik alan1 amplifiye eden Micro
F, 300R primerleri kullanilmistir. PCR’da kullanilan primerler ve dizilimleri Tablo

3.1°de verilmistir (123).

Tablo 3.1. PCR’da kullanilan primerler ve dizilimleri

Primerler | Primer Dizilimi (5'---3') TM*(°C)
Micro-F 5’-CAC CAG GTT GAT TCT GCC TGA-3’ 61
300-R 5’-CCT CTC CGG AAC CAA ACC CTG -3’ 65

*TM: Melting Temperature

Reaksiyon i¢in 25 pl'lik bir karisim hazirlanmistir. Bu reaksiyon karigiminda kullanilan

bilesen ve miktarlar1 Tablo 3.2'de bildirilmektedir.

Tablo 3.2. PCR reaksiyonu i¢in kullanilan bilesen ve

miktarlari
Bilesen Miktar (ul)

10X Tampon 2.5
25mM MgCl, 3
10mM dNTP miks 0.5
20 pmol/ pl Micro F Primer 1
20 pmol/ pl 300 R Primer 1
Taq DNA polimeraz (5u/ pl) 0.5
BSA (10 mg/ml) 1
DNA 5
Distile su 10.5
Toplam 25
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PCR reaksiyonu i¢in karisim 0,5 ml'lik DNA'se ve RNA'se free ependorf tiipleri
icerisine hazirlanmistir. Tiipler thermal cycler (SENSEQUEST, Germany) cihazma
yerlestirilerek amplifikasyona tabi tutulmustur. Thermalcyclerda protokol 6n
denatiirasyon: 95 °C’de 5 dk; 45 dongiiyli takiben denatiirasyon: 94 °C’de 45 saniye,
baglanma: 58 °C’de 45 saniye, uzama: 72 °C’de 45 saniye; son uzama: 72 °C’de 10
dakika olacak sekilde programlanmustir.

Bu protokolle elde edilen PCR fiiriinii etidyum bromidle boyanmis % 1.5 agaroz jelde
marker esliginde elektroforeze tabi tutuldu ve Gel Logic 212 Pro Jel goriintiileme

cihaziyla (Carestream, ABD) goriintiilendi.
3.4.2.2. Nested-Polymerase Chain Reaction

Elde edilen genomik DNA ekstraktlari, Enterocytozoon bieneusi tiiriine spesifik S.
Katzwinkel-Wladarsch ve arkadaslar1 (119) tarafindan bildirilen SSU rRNA geninin 3’
ucundaki 122 bp’lik, ITS geninin 243 bp’lik, LSU rRNA geninin 5’ ucundaki 143 bp’lik
kistmlarini iceren 508 bp’lik DNA parcasini ¢ogaltan MSP primerleri kullanilarak
nested-PCR analizine tabi tutuldu. Nested-PCR’da kullanilan primerler ve dizilimleri

Tablo3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. Nested-PCR’da kullanilan primerler ve dizilimleri

Primerler | Primer Dizilimi (5'---3") TM*(°C)
=
S | MSP-I 5’-TGA ATG (G,T)GT CCC TGT-3’ 45
R
g
5 MSP-2B 5’-GTT CAT TCG CAC TACT-3’ 46
§ MSP-3 5’-GGA ATT CAC ACC GCC CGT C(A,G)(C,T) TAT-3’ 67
e
r:qﬂf MSP-4B 5°-CCA AGC TTA TGC TTA AGT CCA GGG AG-3’ 68
N

*TM: Melting Temperature

1 ve 2. reaksiyonda kullanilan reaksiyon karisim igerigi Tablo 3.4’te verildigi gibidir.
Toplamda 25 pl olmak iizere PCR karisimi hazirlanmis bu reksiyondan alinan iiriin 2.

reaksiyonda kalip DNA olarak kullanilmistir.
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Tablo 3.4. Nested-PCR reaksiyonu i¢in kullanilan bilesen ve miktarlari

Bilesen l.reaksiyon (ul) | 2.reaksiyon (ul)
10X Tampon 2.5 2.5
25mM MgCl, 3 3
10mM dNTP miks 0.5 0.5
20 pmoV/ pl F Primer * 1 1
20 pmoV/ pl R Primer™ 1 1
Taq DNA polimeraz (5u/ pl) 0.5 0.5
BSA (10 mg/ml) 1 -
DNA 5 1
Distile su 10.5 15.5
Toplam 25 25
“F primer: 1.reaksiyon icin MSP 1, 2.reaksiyon i¢in MSP 3
R primer: 1.reaksiyon icin MSP 2B, 2.reaksiyon icin MSP 4B

Termal cycler: Enterocytozoon bieneusi icin belirlenen MSP-1I, MSP-2B, MSP-3,
MSP-4B primerleri kullanilarak PCR programu optimize edildi. Amplifikasyon ic¢in
gerekli PCR sartlar1 Tablo 3.5’te verilmistir.

Tablo 3.5. Amplifikasyon i¢in gerekli PCR sartlar1

1.reaksiyon 2.reaksiyon
95°C 15 dk 95°C 15 dk
95°C - 30 sn 95°C - 30 sn
49°C - 60 sn 58°C - 60 sn

72°C-120sn 36 dongii 72°C -120sn 36 dongii
72°C -10 dk 72°C -10 dk
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Thermal cycler’a (SENSEQUEST, Germany) yerlestirilen 6rnekler uygun PCR sartlar1
stiresince beklendi. 2. reaksiyon sonrasinda elde edilen PCR iiriinleri etidyum bromidle
boyanmis % 1.5’luk agaroz jel de elektroforeze tabi tutuldu ve Gel Logic 212 Pro Jel

goriintiileme cihaziyla goriintiilendi.
3.5.Verilerin Analizi

Istatistiksel analizlerde icin; iki oran ve ki-kare testi kullanilmistir. p<0.05 degeri anlamli

olarak kabul edilmistir.



4. BULGULAR

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan toplam 180 diski 6rnegi; immunofloresans,
konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle incelenmistir. Mikrosporidia pozitifliginde

Cins spesifik-PCR, E. bieneusi pozitifligi icin ise nested-PCR refere alinmustir.

Arastirmaya dahil edilen 106 kadin hastanin %41.5’1, 74 erkek hastanin %43.2’si cins
spesifik primerlerle Microsporidia spp. pozitif olarak degerlendirilmistir. Aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (p=0.878). E. bieneusi goriilme
siklig1 agisindan degerlendirildiginde ise kadin hastalarin %13.2’sinde, erkek hastalarin
ise %9.5’inde pozitiflik tespit edilmis aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadigi goriilmiistiir (p=0.488) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Cinsiyete gére molekiiler analizlerle tespit edilen pozitiflik oranlari.

Erkek Kadin
n % n %

Pozitif 32 43.2 44 41.5
Mikrosporidia

Negatif 42 56.8 62 58.5

Pozitif 7 9.5 14 13.2
E.bieneusi

Negatif 67 90.5 92 86.8
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Incelemesi yapilan 180 diski 6rneginden %49.4’ii Modifiye Trichrome (Sekil 4.1A,
4.1B), %59.4°1i Asit-Fast Trichrome (Sekil 4.2A, 4.2B), %61.1°1 Calcofluor (Sekil
4.3A, 4.3B), %63.9’u Acridin orange (Sekil 4.4A, 4B) ve %42.2’si ise insanda patojen
olan bes mikrosporidia tiirii i¢in (E. bieneusi, E. intestinalis, E. cuniculi, E. hellem, V.
corneae) ortak olan primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda (Sekil 4.5)
mikrosporidia pozitif olarak degerlendirilmistir. Hasta ve kontrol gruplarmin uygulanan

tant yontemine gore pozitiflik oranlar1 Tablo 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.1A, 4.1B. Modifiye Trichrome boyama yontemi ile tespit edilen mikrosporidia sporlar1 (x1000)
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Sekil 4.3A, 4.3B. Calcofluor boyama yontemi ile tespit edilen mikrosporidia sporlar1 (x1000)
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Sekil 4.4A, 4B. Acridin orange boyama yontemi ile tespit edilen mikrosporidia sporlari(x1000)
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300 bp
250 bp

200 bp

250-279

Sekil 4.5A. Mikrosporidia pozitif drneklerin Micro F, 300 R primeri ile yapilan PCR sonucunda elde
edilen iiriinlerin jel elektroforezde goriintiisii. M: 50 bp marker (BIOMATIK, M7507), 1: Pozitif kontrol,
2: Negatif kontrol, 3-7: Pozitif 6rnekler.

Tablo 4.2.Farkli hasta gruplarimin farkli boyama yontemlerine gore mikrosporidia pozitiflik
oranlari.

Tam Yontemleri

Hasta Gruplan AFT MTS Calcofluor Acridin Cins spesifik-

Orange PCR
n % n % n %0 n %0 n %0
Onkoloji (n=20) 8 40 6 30 6 30 11 5 9 45
KIT (n=20) 6 30 7 3 10 S50 8 40 7 35
Dermatit (n=20) 11 55 15 75 15 75 14 70 10 50
Urtiker (n= 20) 12 60 7 35 13 65 15 75 7 35

Gelisme Geriligi (n=20) 16 80 6 30 16 80 15 75 7 35

Ulseratif Kolit (n=20) 16 80 12 60 12 60 16 80 8 40

Kasimnt1 (n=20) 12 60 13 65 17 85 16 80 9 45
Kontrol 1 (n=20) 11 55 10 50 6 30 9 45 7 35
Kontrol 2 (n=20) 15 75 13 65 15 75 11 55 12 60

TOPLAM (n=180) 107 594 89 494 110 61.1 115 639 76 42.2
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MicroF ve 300R primerleri kullanilarak yapilan cins spesifik-PCR’1 referans
aldigimizda MTS’ nin sensitivite %61.8, spesifitesi %59.6; AFT nin sensitivite %71.1,
spesifitesi %48.5; Calcofluor’un sensitivite %72.4, spesifitesi %47.1; Acridin

orange’nin sensitivite %77.6, spesifitesi %45.1 olarak belirlenmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Farkli tan1 yontemlerinin cins spesifik-PCR’a gore sensitivite ve spesifite

degeri.
Cins spesifik-
.. . PCR e s .
Boyama Yontemleri Sensitivite Spesifite
Pozitif ~ Negatif
Pozitif 54 53
AFT %71.1 %48.5
Negatif 22 50
Pozitif 47 42
MTS %61.8 % 59.6
Negatif 29 62
Pozitif 55 55
Calcofluor %72.4 %47.1
Negatif 21 49
.. Pozitif 59 56
oeridin %77.6 %d5.1
g Negatif 17 46

Calismada IFA yontemi ile %27.2°si (Sekil 4.6A, Sekil 4.6B) ve nested-PCR ile %
11.7’sinde (Sekil 4.7) E. bieneusi pozitif olarak saptanmustir.

Calismaya dahil edilen kanser tanis1i almis hastalar, kemik iligi transplanth, gelisme
geriligi, kasinti, dermatit, iirtiker ve iilseratif kolit sikayetleri bulunan toplam 140
hastanin %30’unda IFA ile %12.14’1i ise nested-PCR ile E. bieneusi pozitif olarak tespit
edilmistir.

Kontrol grubu olarak herhangi bir kronik rahatsizligi1 olmayan fakat gastrointestinal
sikayeti olan hastalarin %20’si IFA, %151 ise nested-PCR ile saglikli goniilliilerin ise
%15°1IFA, %51 ise nested-PCR ile pozitiflik saptanmistir (Tablo 4.4).



Tablo 4.4. Farkli hasta gruplarinda IFA ve Nested-PCR’a gore pozitiflik oranlari.

YONTEMLER
Hasta Gruplari IFA Nested-PCR

n % n %
Onkoloji (n=20) 7 35 2 10
KIT(n=20) 10 50 5 25
Dermatit(n=20) 5 25 2 10
Urtiker(n=20) 6 35 4 20
Geligme Geriligi(n=20) 8 40 1 5
Ulseratif Kolit(n=20) 1 5 1 5
Kasmti(n=20) 5 25 2 10
Kontrol 1(n=20) 3 15 1 5
Kontrol 2(n=20) 4 20 3 15

TOPLAM 49 27.2 21 11.7
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Sekil 4.6A,4.6B. IFA yontemi ile tespit edilen Enterocytozoon bieneusi sporlari (x1000)
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GO0 bp

500 bp 508 bp

Sekil 4.7. E. bieneusi pozitif 6rneklerin MSP primeri ile yapilan nested-PCR sonucunda elde edilen
tiriinlerin jel elektroforezde goriintiisii. M: 100 bp marker (BIOLINE,HyperLadder II), 1: Pozitif kontrol,
2: Negatif kontrol, 3-6: Pozitif 6rnekler.

MSP primerleri kullanilarak yapilan E. bieneusi’ye spesifik nested-PCR’1 referans
aldigimizda IFA’ nin sensitivite %38, spesifitesi %74 olarak belirlenmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. IFA’nin Nested-PCR’a gore sensitivite ve spesifite degeri.

Nested-PCR
Sensitivite Spesifite
Pozitif Negatif
Pozitif 8 41
IFA %38 %74
Negatif 13 118

Kronik rahatsizlig1 olup gastrointestinal sikayetlerle laboratuvarimiza basvuran kanser
tanis1 almig, kemik iligi transplanth ve iilseratif kolit’li hastalar, herhangi bir kronik
rahatsizligi olmayan fakat sadece gastrointestinal sikayeti olan hastalardan olusan
kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Cins spesifik-PCR sonucunda elde edilen verilere
gore kontrol grubu ile bu hasta gruplar1 arasinda mikrosporidia goriilmesi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05). Nested-PCR sonuglarina
gore E. bieneusi gorilme orant bakimindan karsilastirildiginda ise yine aralarinda

istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).
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Herhangi bir gastrointestinal sikayeti olmayan fakat parazitlerin de sebep olabildigi
kasmti, dermatit, iirtiker ve gelisme geriligi gibi klinik tablolar ile laboratuvarimiza
basvuran hastalarla hicbir sikayeti olamayan saglikli goniilliilerden olusan kontrol grubu
karsilastirilmistir. Cins spesifik-PCR sonucunda elde edilen verilere gore kontrol grubu
ile bu hasta gruplar1 arasinda mikrosporidia goriilmesi bakimindan istatistiksel olarak
anlamh bir fark saptanmamistir (p>0.05). Nested-PCR sonuclarina gore E. bieneusi
goriilme oram1 bakimindan karsilastirildiginda ise yine aralarinda istatistiksel olarak

anlamli bir farkin olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).

Kontrol gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda Cins spesifik-PCR ve nested-PCR
sonuclarina gore aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=205,

p=605).

Bu farkli hasta gruplarmin immunofloresans, konvansiyonel ve molekiiler yontemlere

gore sonuglar1 Tablo 4.6’da verildigi gibidir.
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Arastirmaya dahil edilen 124 ishali olmayan hastanin %41.1°1 cins spesifik primerlerle
mikrosporidia pozitif olarak degerlendirilirken 56 ishali olan hastanin %44.6’s1 pozitif
olarak degerlendirilmistir. Aradaki bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
goriilmiistiir (p=0.745). E. bieneusi goriilme acisindan degerlendirildiginde ise ishali
olmayan hastalarin %10.5’inde, ishali olan hastalarm ise %14.3’tinde pozitiflik tespit
edilmistir. Aradaki bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir

(p=0.461). (Tablo 4.7)

Tablo 4.7. ishal olma durumuna gore molekiiler analizlerle tespit edilen
pozitiflik oranlari.

ishalli ishalsiz
n % n %
Pozitif 25 44.6 51 41.1
Mikrosporidia
Negatif 31 55.4 73 58.9
Pozitif 8 14.3 13 10.5
E. bieneusi
Negatif 48 85.7 111 89.5

Calismaya alina 180 kisiden; 28’inde B. hominis, 5’inde E. coli, 2’sinde G. intestinalis,
2’sinde E. nana ve 1’inde I. biitschlii tespit edilmistir. Ayrica 32 kiside ise lokosit
saptanmigtir. AFT boyama sonucunda ise hi¢bir hastada intestinal coccidianlara
rastlanmamistir. B. hominis belirlenen 3 hasta ile l0kosit belirlenen 5 hasta ayni

zamanda E. bieneusi agisindan da pozitif olarak degerlendirilmistir.



5. TARTISMA VE SONUC

Daha once hayvan paraziti olarak bilinen mikrosporidian parazitlerin aslinda zoonoz
etkenler oldugu, son yillarda AIDS ve diger nedenlere bagli olarak immun sistemi
baskilanmig hastalarin  artmasiyla Oneminin  giderek arttigi  goriilmektedir.
Immunokompetant hastalarda kendini sinirlayan, HIV pozitif ve diger nedenlerle ortaya
cikan immun sistemi baskilanmis hastalarda ise agir ve 6ldiiriicii ishale sebep olan E.
bieneusi’ye insanlarda oldukga sik olarak rastlanmaktadir. E. bieneusi enfeksiyonunun
HIV pozitif hastalarda %50’ye kadar ulastigi, HIV negatif kisilerde ise %1.3-8 arasinda
degiskenlik gosterdigi bildirilmektedir (36). Hastalarin yarisinda; karin agrisi, ates,
mide bulantisi, kusma, digkida kan ve 16kosit bulunmaktadir. Enfeksiyon genellikle ince

bagirsakta ve safra yollarinda siirli kalmakta ve sporlar digki ile digar1 atilmaktadir.

Bu calismada; farkli hasta gruplarinda firsat¢i bir parazit olan E. bieneusi’nin

yaygmliginin farkl tan1 yontemleri ile arastirilmasi amaglanmaistir.

Enterocytozoon bieneusi enfeksiyonlar; Ingiltere, Amerika Birlesik Devletleri,
Arjantin, Zambia, Uganda, Almanya, Fransa, Kongo, Avustralya ve Hollanda gibi
diinyanin bir¢ok yerinde AIDS’li hastalarda ki raporlar bulunmaktadir (19). Bu
hastalarda gozlenen en 6nemli bulgular, kronik ishal ve kilo kaybidir. Kronik ishalli
AIDS hastalarinda yapilan endoskopik ¢alismalar sonucunda, E. bieneusi prevalansi %

7-50 olarak saptandigi bildirilmektedir. Bununla beraber; koprodiagnostik tekniklerin
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kullanildig1 calismalarda, HIV pozitif kronik ishalli hastalarda prevalans %9-16
arasinda bulundugu belirtilmektedir (10). 1990 yilindan bu zamana kadar yapilan
caligmalara gore AIDS hastalarinda mikrosporidia prevalansinin cografik bolgelere ve
uygulanan tam testlerine gore %1.5-50 arasinda degistigi bildirilmektedir (4,7,13,20).
Ulkemizde ise mikrosporidia prevalansi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin sayis1 oldukga
azdir. Yapilan ¢calismalarda genel olarak mikrosporidia yayginligi %5.6- %10.9 arasinda
degismektedir (10,88,124,125).

Yapmis oldugumuz calismada ise 106 kadinin %41.5°i, 74 erkegin ise %43.2’si
Microsporidia spp. pozitif olarak bulunmustur. E. bieneusi goriilme sikligi agisindan
degerlendirildiginde ise kadinlarin %13.2’sinde, erkeklerin ise %9.5’inde pozitiflik
tespit edilmistir. Diinyadaki belirtilen prevalans aralifina gore benzer sonuglar elde
edilmistir. Fakat mikrosporidia parazitleri i¢in tiir sayisindaki fazlalik, farkli doku ve
organlara yerlesmesi ve tanidaki bazi zorluklardan dolay1 giivenli bir prevalansin elde

edilmesini zorlastirmaktadir.

1985°den buyana E. bieneusi enfeksiyonlari, devaml ishali ve kilo kaybi bulunan
AIDS hastalarinda oportunistik enfeksiyonlar olarak tamimlanmaktadir. Tan
metotlarinin gelismesi ve farkindaligin artmasiyla mikrosporidia enfeksiyonlari; organ
transplantasyonu olan hastalarda, yaslilar, cocuklar, kontak lens kullananlar, turistler ve
risk faktorii olusturmayan immunokompetant bireyler de dahil olmak {izere genis bir
yelpazede arastirilmaktadir. E. bieneusi enfeksiyonlarinin primer olarak immun sistemi
baskilanmis kisilerde goriilmesine ragmen, giiniimiizde saglikli bireylerde de enfeksiyon

sikliginin giderek arttigi bildirilmektedir (126).

AIDS’li hastalarda E. bieneusi ve E. intestinalis enfeksiyonlar1 baslica kronik ishale
neden olmaktadir (127). Bu konuda yapilan ¢alismalar arasinda; Kotler et al (128)
mikrosporidia prevelansini 141 ishalli AIDS hastasinda %83, 53 ishali olmayan AIDS
hastasinda %2’sinde ve 56 AIDS hastas1 olmayan hasta grubunda ise %3 oraninda tespit
etmislerdir. Mikrosporidiosisin AIDS hastalarinda kronik ishal, asir1 kilo verme ve
malabsorbsiyona neden oldugu bildirilmektedir. Afrika iilkelerinde cocuklar iizerinde
yapilan prevelans calismalart oldukca sinirli olup HIV(+) kronik diyaresi bulunan
hastalarda Zimbabwe’de %18 (37), Guinea Bissau’da %11 (29) oranminda pozitiflik

saptanmistir.
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Arastirmamizda; cins spesifik primerlerle 56 ishali olan hastanin  %44.6’s1
mikrosporidia pozitif olarak degerlendirilirken, E. bieneusi goriilme agisindan
degerlendirildiginde ishali olmayan hastalarmm %10.5’inde, ishali olan hastalarm ise
%14.3’iinde pozitiflik tespit edildi. Istatistiksel olarak aralarinda fark olmasa da immun
sistemi saglam veya baskin olsun ishalli olgularda E. bieneusi’nin arastirilmasinin

faydali olacagi kanisindayiz.

Calismalarda microsporidiumlarin tedavi olmadan gegebilen ishallere neden olabilecegi
ve 2-3 giin siiren turist ishallerinin goriilebilecegi bildirilmektedir. Ayrica, kronik ishali
olan ve daha 6nceden enterik patojen saptanmayan hastalarda E. bieneusi oranin1 %7 -

50 arasinda bulundugu belirtilmektedir (3,9).

Kongo da AIDS hastalarinin %5.1°1 (53), Anane et al (20) HIV ile enfekte hastalarin %
3.6’sinda, Anane et al Tunus’da (25) HIV (+) hastalarin %20’sinde, HIV(-) hastalarin
ise %5.35’inde, Ispanya’da HIV(-) olan ve bobrek nakli yapilmis 2 kiside (56),
Lanternier et al (104) biri bobrek digeri karaciger olmak {izere solit organ

transplantasyonu olan ishalli iki hastada E. bieneusi saptadiklarini bildirmislerdir.

Ulkemizde; Atambay ve arkadaslar1 (124) immiin sistemi saglam ve sindirim sistemi
sikayetleri bulunan hastalarin %6.5’inde, Karaman ve arkadaslar1 (125) kanser tanisi
almig hastalarin %10.9’unda, {ilseratif kolitli hastalarin %17.6’sinda, Yazar ve
arkadaslar1 (129) kanserli bir hastada BAL 6rneginde Giemsa boyama ile mikrosporidia
tespit edildigini ve bu olgunun akciger enfeksiyonlu immiin yetersiz bireylerde
mikrosporidialarin patojen oldugunu belirtmislerdir, Biiget ve arkadaslar1 (130) ise bir

AIDS hastasinda Microsporidia spp. saptadiklarini bildirmislerdir.

Yapilan ¢alismada, kronik rahatsizligi olup ayn1 zamanda gastrointestinal sikayetlerle
laboratuvarimiza basvuran kanser tamist almis hastalarm %10’unda, kemik iligi
transplantli hastalarin %?25’inde, {iilseratif kolit’li hastalarin %5’inde, herhangi bir
kronik rahatsizlig1 olmayan fakat sadece gastrointestinal sikayeti olan kontrol grubu
hastalarin %15’inde E. bieneusi tespit edildi. Hasta grubu ile kontrol grubu

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

Ayn1 hasta gruplar1 mikrosporidia agisindan degerlendirildiginde ise kanser tanis1 almig
hastalarin %45’inde, kemik iligi transplanthi hastalarin %35’inde, iilseratif kolit’li
hastalarin  %40’1inda, herhangi bir kronik rahatsizligi olmayan fakat sadece

gastrointestinal sikayeti olan kontrol grubu hastalarin %60’mnda pozitiflik belirlendi.
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Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi (p>0.05).

Sonuglara gore, E. bieneusi ve mikrosporidialarin yalnizca HIV(+) hastalarda degil,
diger kronik rahatsizligi bulunan hastalarda da enfeksiyona neden olabilecegi

diistiniilmektedir.

Yapmis oldugumuz calismada herhangi bir gastrointestinal sikayeti olmayan fakat
kasint1, dermatit, iirtiker ve gelisme geriligi gibi klinik tablolar ile laboratuvarimiza
basvuran hastalarla hicbir sikayeti olamayan saglikli goniilliilerden olusan kontrol grubu

ile karsilastirildi.

Uganda da (131) malnutrisyon ve diyare sebebiyle hastaneye yatirilarak tedavi edilen
cocuklarda %17.4’tinde E. bieneusi, Karaman, (10) biiyiime ve gelisme geriligi bulunan
cocuklarmm %12.1’inde, alerji ve kasint1 sikayeti ile gelen hastalarin %13.2’sinde
mikrosporidia pozitifligi tespit etmislerdir. Ayrica Karaman ve ark, iirtikeri olan 132
hastanin 26 (%19.7)’sinda mikrosporidia saptamistir ve nedeni bilinmeyen irtikerli ve

genel viicut kagintis1 olan hastalarda arastirilmasi gerektigini vurgulamistir (132).

Calismamizda gelisme geriligi bulunan ¢ocuklarin %5’inde E. bieneusi, %35’ inde ise
mikrosporidia pozitifligi saptandi. Intestinal mikrosporidialarin genel bilgilerinde de
vitamin, karbonhidrat, yag ve protein emilimi bozukluklarina neden oldugu
bilinmektedir. Gelisme geriligi goriilen ¢ocuklarda bu parazit agisindan da

degerlendirilmesi kanisindayiz.

Kasint1 ve dermatit hastalarinin %10’unda, tirtiker hastalarin ise %20’sinde E. bieneusi
pozitif bulundu. Mikrosporidia goriilme acisindan degerlendirdigimizde kasinti
hastalarinin %45’inde dermatit hastalarin %50’sinde, iirtiker hastalarinin ise %35’ inde
pozitiflik saptandi. Fakat kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi. Karaman alerji ve kasintis1 bulunan hastalarda genel viicut
kasintis1 ve alerji ile Microsporidium spp. (%13.2) goriilme durumu arasinda anlamli
iligki tespit etmislerdir (10). Calismamizla goriilme orani bakimindan uyumludur. Ayni
zamanda parazitin klinigine gore alerjik bilgiler gostermektedir bu nedenle bu tip
sikayetleri bulunan hastalarda rutinde de incelenmesi ve ileri caligmalarla desteklenmesi

gerektigi kanisindayiz.
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Rabeneck et al (133) 55’1 kronik ishalli toplam 106 HIV(+) erkek hastadan alinan
deudonum biyopsi Ornegini elektron mikroskobu ile mikrospordia agisindan
arastirmislardir. 106 biyopsi Orneginin 31’inde E. bieneusi, 24’iinde ise diger enterik
patojenlerin saptandig1 bildirilmektedir. Kronik ishali olan ve olmayan hastalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmadig1 saptanmistir. Gastrointestinal sistem
sikayetleri bulunmayan HIV (+) hastalarda da E. bieneusi’nin goriilebilecegini ve bunun

ilk vaka oldugu bildirilmektedir (133).

Yapilan calismada, saglikli goniilliilerden olusan kontrol grubunda %5’inde, herhangi
bir kronik rahatsizlig1 bulunmayan fakat gastrointestinalis sikayeti bulunan kontrol hasta
grubunun %15’inde E. bieneusi pozitif olarak bulundu. Istatistiksel olarak aralarinda
anlamli bir fark saptanmadi. Sindirim sistemi enfeksiyonlarinda en sik izole edilen
tirler arasinda bulunan E. bieneusi, %90 AIDS hastalari1 enfekte eden ve kronik
ishalin yaygin sebeplerinden biridir. E. bieneusi gastrointestinal sistem icerisinde ince
bagirsak epitellerine kolonize olmakta, enterit ve iilsere yol acmaktadir. Sindirim
sistemine yerlesmesi ve diger sindirim sistemi rahatsizliklarinda oldugu gibi E. bieneusi
ve Microsporidium spp.’nin de gastrointestinal sikayeti bulunan hastalarda

calisiimasinin gerekli oldugunu diisiinmekteyiz.

Rutin klinik laboratuarlarda mikrosporidialarin tanisinda mikroskobik yontemler
uygulanmasina ragmen son on yildir arastirma laboratuarlarinda teshis ve tiir tespiti

amaciyla molekiiler yontemler kullanilmaktadir.

Molekiiler tan1 yontemleri; duyarliligi, ozgiilliigii yiiksek olan hizli ve dogru sonug
veren yontemlerdir. Tedavi agisindan 6nemli olan birden fazla tiiriin ayn1 anda tespitine
olanak saglayan mikrosporidialarin tanisinda olduk¢a onemlidir. Son yillarda 6nemi
giderek artmig bir yontem olan Real Time PCR (RT-PCR) ile yapilan c¢alismalarda,

sensivitesi ve spesifitesi %100 oldugu bildirilmektedir.

Verweij et al, (134) multipleks RT-PCR ile ITS gen bolgesindeki 103 bp’lik fragmani
amplifiye eden EbITS-89F ve EbITS-191R primerleri ve EbITS-114RT E. bieneusi
spesifik cift etiketlenmis prob kullanmiglardir. Sonu¢ olarak, 33 DNA Orneginden
30’unu E. bienuesi pozitif olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Espern et al (135)
tarafindan iki farkli cografik bolgede, HIV (+) hastalarda E. bieneusi pozitifligi RT-
PCR ile arastirilmistir. Mikroskobi incelemelerinde, toplam 228 diski Orneginin 62
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(%27)’sinde mikrosporidia ve bu orneklerin 24 (%38.7)’tinde RT-PCR’da E. bieneusi
pozitifligi bildirmislerdir.

Yapmis oldugumuz caligmada tiire spesifik MSP primerleri kullanilarak nested-PCR ile
E. bieneusi goriilme sikligin1 ve IFA yOntemi ile olan iliskisi arastirildi. Ayni1 zamanda
insanda patojen olan bes mikrosporidia tiirli i¢in (E. bieneusi, E. intestinalis, E. cuniculi,
E. hellem, V. corneae) ortak olan MicroF ve 300R primerleri kullanilarak yapilan PCR

sonucunda mikrosporidia pozitifligi degerlendirildi.

Uganda da nested-PCR ile yapilan calismada; 1779 cocugun %17.4’iinde, kontrol
grubunda ise %16.8’inde E. bieneusi saptandigi bildirilmektedir (131). Rusya'nin SP
Botkin Memorial Klinik Hastanesi'ne bagvuran 159 HIV (+) hastada MSP primerleri
kullanilarak nested-PCR’lar1 yapilmis ve 30 (%18.9)’unda E. bieneusi tespit etmislerdir
(136). Sak et al (55) 9 kiside, Ayinmode et al (137) Nijerya’da, %9.3’iinde, Akinbo et al
(138) HIV (+) hastalarin 77’°sinde, Lopez et al (139) 40 hastanin 4’{inde E. bieneusi
saptadiklarini bildirmislerdir.

Ulkemizde ise ilk tiir calismas1 Oguz ve ark tarafindan yapilmistir. Boyama ile pozitif
olarak saptadiklar1 77 ishalli digki1 6rnegini MSP primeri ile kullanilarak yaptiklari
multiplex nested-PCR sonucunda 7’sini E. bieneusi, 70’ini ise Encephalitozoon spp.

bulduklarini bildirmislerdir (140).

Calismamizda ise MSP primeri ile yapilan nested-PCR sonucunda toplam 140 hastanin
%12.1’inde E. bieneusi tespit edildi. Yapilan diger c¢alismalarla benzerlik

gostermektedir.

Genellikle diskidan DNA izolasyonu oldukca zordur ve degiskenlik gostermektedir.
Bunun i¢in klasik DNA ekstraksiyon yollar1 yaninda cam boncuklar ile olusturulan
mekanik par¢alama veya kaynatma ile izolasyonda daha etkili oldugu belirtilmektedir.
Bu nedenle bizde ¢alismamizda daha fazla spor elde edebilmek icin konsantrasyon
yontemlerinden faydalandigimiz gibi DNA izolasyonu sirasinda da cam boncuklardan
faydalanildi ve kaynatma islemleri yapildi. Ayrica calismalarda digkinin molekiiler
yontemler iceresinde kullaniminin diger bir zorlugunun da siklikla polimeraz enzim
inhibitorleri icermesi ve bu maddelerinde PCR da inhibitor etki gostermesi oldugu

belirtilmektedir (57).
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Immun sistemi baskilanmis hastalarda konvensiyonel tam1 yontemleri kullamilarak
yapilan ¢alismalarda mikrosporidiosis prevalansina gore; Lono et al Malezya’da (141)
%?21.2, Anane et al Tunus’da (25) HIV (+) 118 hastanin 4’iinde, Garcia et al (83)
%42’sinde, Salleh et al (82) %18.3’linde, Chabchoub et al (142) %6.7’sinde, Abaza et
al (143) %?2.3 oraninda mikrosporidia pozitifligi saptamiglardir.

Anane et al (20) 1995-2007 yillarin1 kapsayan retrospektif ¢caligmalarinda 279’u HIV(+)
ve 293’1 HIV(-) olan, Modifiye (Weber'in) Trichrome boyama ile HIV (+) hastalarin
%3.6’sinda, HIV(-) hastalarin % 1.4’iinii pozitif olarak saptamiglardir. Cek
Cumhuriyetinde Enterocytozoon ve Encephalitozoon prevalansinin arastirildigi bir
caligmada; 382 kisiden alinan digki 6rnegi Calcofluor M2R boyasi ile boyanarak 58
(%15)’1 pozitif bulmuslardir (55). HIV(-) 60 yas iizeri ishali bulunan 47 hastada yapilan
caligmada Modifiye Trichrome boyama ile 8 (%17.02) hastada mikrosporidia pozitif
olarak belirtilmistir (26). Didier et al, MTS ve Calcofluor yontemiyle toplam 74
diskinin 49’unu pozitif olarak saptamistir (79).

Ulkemizde yapilan calismalarda ise farkli boyama yontemleri ile Karaman (10) degisik
hasta gruplarindan olusan 2665 kisinin %8.5’inde ve saglikli bireylerden olusan 320
kisilik kontrol grubunun %5.6’sinda, Tiirk (88) ishal sikayeti olan 225 hastanin farkh
boyama yontemleri ile %9.8’inde; mikrosporidia pozitif olarak bulduklarini
bildirmislerdir. Oguz ve ark, formol-eter ¢oklastirma yontemi uyguladiklar1 200 ishalli
disk1 6rnegini Calcofluor ve Uvitex 2B ile boyamislardir ve 77 (%38.5)’sini
mikrosporidia pozitif olarak tespit etmiglerdir (140).

Franzen et al (9) Uvitex 2B boyasinin, Degirolami et al (86) ise hem Uvitex 2B
boyasinin hem de MTS yonteminin tanida daha hizli ve hassas bir yontem oldugunu
bildirilmektedir. Calcofluior M2R ve Sytox gren boyalarinin kullanilmasinin
mikrosporidia  sporlarmin  canliliklarinin ~ belirlenmesinde ~ 6nemli  oldugu
belirtilmektedir. Canli sporlarin Calcufluor M2R ile 395-415nm dalga boyunda turkuaz-
mavi oval sekilde goriilmesine karsin, olii sporlarin beyaz-sar1 renkte gozlenir (84).
Tanida genellikle transmisyon elektron mikroskobu (TEM) geleneksel altin standart
olarak kabul edilse de orneklerin ¢ok sayida kullanilacagi durumlarda bir dezavantaj
yaratacagl goriilmektedir. Arastirma laboratuvarlarinda PCR gibi niikleikasit
amplifikasyon teknikler mikrosporidialarin tiire spesifik ve belirli bir genotipin

belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir.
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Saigal et al (144) yapmis olduklar1 caligmada 125 HIV (+) ishalli hasta, 158 HIV (+)
ishali olmayan hasta, 55 HIV (-) ishalli hasta ile 57 saglikli kontrol gurubu olmak iizere
toplam 395 kiside Modifiye Trichrome ve Calcofluor boyama yOntemleri ile
mikrosporidia sporlar1 arastirilmigstir. 22 (5.6)’sini MTS, 98 (%24.8)’ni calcofluor ve 57
(%14.4)’sini ise PCR ile Microsporidia spp. pozitif olarak saptamislardir. Calcofluor
boyamada 60’11 pozitif fakat PCR da ve MTS’de negatif, 13’iinii MTS ve PCR’da,
29’unu Calcofluor ve PCR da, 9’unu ise her iic yontemle pozitif saptadiklarini
bildirmislerdir. Trichrome boyamanmn ozgiilliigiini %100, duyarhligm %97.9,
Calcofluor boyamanin oOzgiilligiiniin  %82.2, duyarliliginin ise %79.7 olarak

belirlemislerdir.

Gastrointestinal mikrosporidiosis’in genel olarak tanimlanmasinda boyama yontemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden en sik kullanilanlar digki orneklerinin Calcofluor
veya Modifiye Trichrome boyalar1 ile boyanarak 1sik ve floresan mikroskobun da
incelenmesidir. Fakat bu yontemlerle de 6rnekler sadece mikrosporidia pozitif olarak
degerlendirilmekte, tiir tayini ise yapilamamaktadir (36). Boyama yoOntemlerinde
chemofluorescent boyalarin chromotrope boyamalarina gore duyarliligi daha yiiksek
oldugu ancak chemofluorescent boyalarin 6zgiilligliniin daha diisik oldugu

belirtilmektedir (79).

Yapmis oldugumuz calismada 180 digki Oorneginden %49.4°’ti MTS, %59.4’ii AFT,
9%61.1°1 Calcofluor’da, Acridin orange’da %63.9’u mikrosporidia pozitif olarak
degerlendirildi. Ayrica cins spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda 180
ornegin 76 (%42.2)’sinda Microsporidia spp. pozitif saptandi. Yapilan caligmalara gore
pozitiflik oranimiz daha yiiksek bulunmustur. Bunun sebebinin de goriilme oran1 yiiksek
olabilecek hasta gruplarini1 se¢mis olmamizdan kaynaklandigini diistinmekteyiz. Ayrica
Calcofluor boyamada boyama siiresinin kisa olmasi bir avantaj olusturmaktadir. Fakat
bu boyalar mikrosporida tiirlerinin endospor tabakasinda bulunan kitin tabakasini
boyamaktadir. Spor duvarinin floresan mikroskobunda parlak goriinmesiyle tani
konulmaktadir ancak, maya ve kiif mantar1 sporlarinda da kitin tabakasi1 bulundugundan
dolayr ayrim zordur bu nedenle mantar ve mayalarla karistirilabilecegi ve yanlis
pozitiflik verebilecegi diisiincesiyle mutlaka cinse spesifik-primerler kullanilarak PCR’1
yapilmasinin iyi olabilecegini diisiinmekteyiz. Didier et al, Calcofluor White 2MR,
MTS ve indirect immuno fluorescent antibody (IFA) yontemleri karsilastirdiklarinda
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sensitivitesi en yiiksek olarak Calcofluor White 2MR oldugu belirtilmektedir. MTS ve
Calcofluor yontemiyle 74 ornekten 49’unu pozitif olarak saptadiklarini belirtmislerdir.
Fakat Calcofluor yontemiyle mikrosporidialarin mayalarla karistirilabilecegi, MTS ile
mikrosporidialarin mayalardan kolayca ayrilabilecegi bildirilmektedir. TEM ile bu 49
ornegi pozitif olarak dogruladiklarmi, IFA ile pozitif bulunan 49 6rnekten 10’unu
dogrulayamadiklar1 bildirilmistir. Sonu¢ olarak, MTS ve Calcofluor boyama
yontemleriyle diisiik yogunluktaki sporlari tespit ettikleri belirtilmistir (79).

Graczyk et al Chromotrope 2R ve Calcofluor White M2R ile 110 hastanin 80’ninde,
fluorescence in situ hybridization (FISH) ile 94’tinde mikrosporidia saptandigini
bildirmistir. FISH yonteminin duyarliligint %85.5, Chromotrope 2R yontemini ise
%72.7, Calcofluor yontemininkini ise %70.9 tespit etmistir (64).

Luna et al MTS ve Calcofluor boyama yontemleriyle yaptiklar1 calismada Calcofluor
boyama yonteminin ucuz ve hizli olmasinin yaninda MTS kadar duyarli oldugunu

belirtmislerdir (145).

Tiirk 225 digki 6rnegini MTS, Calcofluor boyama ve Acridine orange yontemleriyle
boyadiklar1 calismada. Weber’in trikrom boyasi ile incelenen diski 6rneklerin %9.8
oraninda pozitiflik saptadiklarini belirtmistir. Acridine orange ile %59 unu pozitif
bulduklarim1 ve bu yiiksek pozitifligin yanlis olabilece§ini vurgulamiglardir. Biitiin
preparatin turuncu renge boyanmasi taniy1 zorlastirdigi ve deneyim gerektigi kanisina

vardiklar1 bildirilmistir (88).

Yapmis oldugumuz calismada ise; MicroF ve 300R primerleri kullanilarak yapilan cins
spesifik-PCR’1 referans aldigimizda MTS’nin sensitivitesi %61.8, spesifitesi %59.6;
AFT’nin sensitivitesi %71.1, spesifitesi %48.5; Calcofluor’un sensitivitesi %72.4
spesifitesi %47.1; Acridin orangen ise sensitivitesi %77.6, spesifitesi %45.1 olarak

belirlendi.

Sonug olarak; Acridine orange boyamada sporlarin ayirt edilmesinin giic olmasindan
dolay1 ayiric1 tamida iyi bir boyama yontemi olmadig1 yanlis pozitiflik verebilecegi
sonucuna varildi. Ayni zamanda, intestinal mikrosporidialarin tanimlanmasinda diger
boyama yontemlerinin de yeterli olmadigini, spor sayisinin az oldugu durumlarda, spor
boyutlarmin kiiciik olmasindan dolay1 bakteri, kiif ve mantarlarla karistirilabileceginden
dolay:r tiir identifikasyonu icin PCR yonteminin de ayrica kullanilmasmin 6nemli

oldugu diisiincesindeyiz. Molekiiler alt yapisi olmayan laboratuarlarda Calcofluor’un
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boyama siiresinin kisa olmasi nedeniyle tercih edilebilir. Fakat MTS boyasi ile sporlarin
mayalardan kolayca ayirt edilmesi, AFT boyasinda da sporlarin daha giizel boyanmasi
ve goriintiiniin net olmasi nedeniyle bu konvansiyonel tani1 yontemleri kullanilarak

dogrulanmasi 6nerilebilir.

Bazi1 mikrosporidia tiirlerine karst monoklonal ve poliklonal antikorlar gelistirilmistir.
Tiire 0zgii ylizey molekiilleri veya polar tiibiil yapisin1 tamyan floresan isaretli
monoklonal antikorlarla tamida duyarlilik oldukca yiiksektir. Monoklonal antikorlar
ornekte bulunan sporlarin spor duvarindaki proteinlere baglanmakta ve floresan
mikroskobunda sporlar parlak yesil rofle vermektedir. E. bieneusi enfeksiyonlarin tanisi
oldukc¢a zordur ¢iinkii organizmanin digki igerindeki maya ve mantarlarin boyutlariyla

ayirt edilmemektedir.

Rusya’da 46 HIV/AIDS hastanin serumlari, oportunistik parazitlerden C. parvum ve
mikrosporidialarin (E.cuniculi, E. intestinalis, E. hellem, E. bieneusi) seroprevalansini
belirlemek icin ELISA ve IFA yontemleri kullanilarak calismiglardir. ELISA ile
%10.9’unda E. cuniculi, %41.3’tinde C. parvum seropozitifligi saptamiglardir. IFAT ile
9%13.6’sinda E. bieneusi, %7.8’inde E. intestinalis, %19.6’sinda ise E. hellem oldugu
tespit etmislerdir. Bu caligma; HIV/AIDS hastalar arasinda cryptosporidiosis ve
mikrosporidiosis prevalansinin belirlemek amaciyla yapilan ilk calisma oldugu

bildirilmektedir (146).

Al-Mekhlafi et al (147); MTS boyama yontemi ile mikrosporidia agisindan 50 pozitif,
50 negatif toplam 100 diski ornegi IFA yontemi ile Monoclonal antibodies: anti-E.
bieneusi ve anti-E. intestinalis acisndan degerlendirmislerdir. Incelenen 100 6rnegin
42’sinde E. bieneusi, 7’sinde E. intestinalis ve 7’sinde ise mix enfeksiyonun oldugunu
tespit etmislerdir. Yapmis olduklar1 ¢calisma sonucunda, MTS boyama teknigi ve IFA-
MAbs arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliskinin bulundugu bildirilmistir.
Mikrosporidial sporlarin tanimlanmasinda IFA-MAbs yonteminin sensitivitesinin %98,
spesifitesinin %86 oldugu belirtilmektedir. Ayrica E. bieneusi’nin en sik goriilen
mikrosporidia tiirlerinden biri oldugu, konvansiyonel tani yontemlerinin yaninda IFA-

MADbs yontemi ile birlikte arastirilmasinin gerekliligi vurgulanmistir (147).

Sing et al (148) SIV (simian Immunodeficiency viriis) ile enfekte maymunlarin
diskisinda E. bienuesi sporlarinin belirlenmesi i¢cin monoklonal antikor kullanilarak

yapilan immunofloresan testinin sensitivitesi ve spesifitesini arastirmislardir. infekte
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maymunlardan rastgele toplanan 232 diskida E. bieneusi sonuclarini primer ve nested-
PCR ile IFA’nin hassasiyeti ile karsilastirildiginda primer PCR ile pozitif bulunan 89
ornek IFA yontemi ile de pozitif olarak tespit etmislerdir. Fakat nested-PCR ile pozitif
olarak saptanan 62 drnegin 42’sini IFA yontemi ile pozitif bulmuslardir. Sonug olarak,
nested-PCR ile karsilastirildiginda IFA’nin sensitivitesi %87, spesifitesi %100 olarak
bulduklarini belirtmislerdir. Buna ragmen, PCR yontemiyle E. bieneusi enfeksiyonunun
belirlenmesinde referans laboratuvarlarmin kisitlhiligi nedeniyle standart tani testi olarak

kullanilmadig1 bildirilmistir.

Suda insanda patojen olan mikrosporidialarin belirlenmesi icin PCR ve IFA
yontemlerinin degerlendirildigi bir ¢calismada E. bieneusi’nin insanda patojen olmayan
fakat boceklerde patojen olan Nosema sp. ve Varimorpha sp. ile ¢apraz reaksiyon
verdigi bildirilmektedir. Buna ek olarak IFA da E. bieneusi i¢in etkili bir reaksiyon

olmadig1 belirtilmektedir (149).

Yapmis oldugumuz calismada, kanser tanis1 almis hastalar, kemik iligi transplantl,
gelisme geriligi, kasinti, dermatit, iirtiker ve iilseratif kolit sikayetleri bulunan toplam
140 hastanin %30’unda IFA ile %12.14’1i ise nested-PCR ile E. bieneusi pozitif olarak
tespit edildi. Kontrol grubu olarak herhangi bir kronik rahatsizligi olmayan fakat
gastrointestinal sikayeti olan hastalarin %20’si IFA, %15’1 ise nested-PCR ile saglikli
goniilliilerin ise %15°1 IFA, %5’1 ise nested-PCR ile pozitiflik saptandi. Bu bulgulara
gore biz de IFA yonteminin farkli patojen veya nonpatojenlerle capraz reaksiyon
verebilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica bir hastada biitiin tan1 yontemleri negatif
olmasima ragmen nested PCR ile E. bieneusi saptandi. Yapilan diger arastirmalarda ise
yiiksek sensitivite (%100) ve spesifiteye (%97) sahip oldugu belirtilmektedir (144).
Fakat bu calismamizda yiiksek sensitivite, spesifiteye sahip degildir ve diger

metotlardan biri ile dogrulanmas1 gerektigini diisiinmekteyiz.

MSP primerleri kullanilarak yapilan E. bieneusi’ye spesifik nested-PCR’1 referans
aldigimizda IFA’nin sensitivitesi %38, spesifitesi %74 olarak belirlendi. Calismamizi
degerlendirdigimizde rutin tamda IFA’nin kullanilabilecegi fakat tanmida siipheye
diisiildiigiinde veya yetersiz kalindigi durumlarda nested-PCR calisilmast gerektigi

sonucuna varildi.

Sonu¢ olarak; mikrosporidialarin tanisinda konvansiyonel tan1 yontemlerinin yetersiz

kaldig1 anlasilmaktadir. Diisiikk sensitivite ve spesifiteye sahip oldugundan yanlis
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pozitiflik veya negatiflik verme olasilig1 yiiksektir. Bu nedenle mikrosporidiosis
tanisinda miimkiinse molekiiler tan1 yontemlerinin uygulanmasinin gerekli oldugunu

diistinmekteyiz.

Mikrosporidialarin epidemiyolojisi ile ilgili yapilan calismalarda arastirma grubu
genellikle HIV pozitif, immunsiipresif ve homoseksiiel hastalar olusturmaktadir.
Ulkemizde insanlarda goriilme siklig1 iizerine yapilan calisma sayisi yok denecek kadar
azdir. Bu nedenle biitiin diinyada yaygin olarak bulunan ve 6nemi gittikce artan E.
bieneusi’nin daha farkli ve daha genis tabanli hasta gruplarinda yayginliginin

belirlenmesinin gerekli oldugunu diisiinmekteyiz.
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Parazitoloji Kongresi, 1-7 Kasim, 2009, Adana.
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F. PROJELER

F1. NORMAL ARASTIRMA PROJESI (NAP), TSA-10-3334, Arastirmaci, Fasciola
hepatica’ya kars1 as1 adayi olabilecek rekombinant cathepsin L proteininin elde edilmesi.

F2. NORMAL ARASTIRMA PROJESI (NAP), TSA-10-3340, Arastirmaci, Su
kaynaklarinda insan i¢in patojen olan serbest yasayan amiplerin arastirilmasi.

F3. TEZ PROJESI, DOKTORA, TSD-10-3271, Arastirmaci, Farkli Hasta Gruplarinda
Enterocytozoon bieneusi’nin (Protozoa, Microsporidia) Arastirilmasi.

F4. NORMAL ARASTIRMA PROJESI (BAP) Rat Hipokampal NMDA Reseptorleri
Uzerine Ceviz ve Bogma Raki Tiiketiminin Etkisi 2013 Mayis, MKU Bilimsel Arastirmalar
Projeler Birimi, Yardimc1 Arastirmact.

F5. NORMAL ARASTIRMA PROIJESI (BAP) Sizofreni ve Toxoplazma gondii Arasmdaki
Olas: Iligkinin Arastirilmas1 2013 Haziran. MKU Bilimsel Arastirmalar Projeler Birimi,
Yardimci Arastirmaci.

F6. NORMAL ARASTIRMA PROIJESI (BAP) Intihar otopsilerinde Toxoplasma gondii
prevalanst. 11.02.2013. MKU Bilimsel Arastirmalar Projeler Birimi, Yardimci Arastirmaci.
F7. 1lk Yardim Acildir-AB projesi



